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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Chemische Karzinogene konnen ihre Wirkung iiber verschiedene Mechanismen entfalten.
Nicht-genotoxische Karzinogene agieren hiufig als Promotoren, d. h. sie fordern das selektive
Wachstum initiierter, praneoplastischer Zellen. In der Nager-Leber resultiert die Promotion
initiierter Hepatozyten in der Entstehung phédnotypisch und genotypisch verdnderter Herde,
sogenannter ,,foci of altered hepatocytes* (FAH). FAH gelten als Tumorvorstufen.

In der biomedizinischen Forschung dient die Entstehung von FAH in Initiations-Promotions-
Protokollen als Indikator fiir die promovierende Eigenschaft einer Substanz. FAH konnen
aber auch spontan entstehen. In der Leber unbehandelter Ratten finden sich FAH, deren Héu-
figkeit, Anzahl und Gro6Be mit fortschreitendem Alter ansteigt. In dieser Studie wurde die
Auswirkung einer 1-, 4- und 13-wochigen Applikation fiinf nicht-genotoxischer Karzinogene
ohne vorherige Initiation auf das Wachstum von FAH in der Leber ca. 2 Jahre alter Wistar
Ratten, die sich durch eine groBe Anzahl spontan entstandener FAH auszeichnen, untersucht.
Die verwendeten Substanzen sind als Lebertumor-Promotoren bekannt: Phenobarbital, Chlo-
roform, Wyeth-14,643, Ethinylestradiol und PCB 126. Festzustellen war, ob die promovie-
rende Wirkung der Substanzen auch in diesem Testsystem deutlich wird. Dazu wurde neben
der Ermittlung von Gré8e und Anzahl der FAH das Zellproliferations- und Apoptoseverhalten
analysiert.

Zellproliferation nimmt vermutlich eine Schliisselrolle in der chemischen Karzinogenese ein.
Daher wurde weiterhin der EinfluBl der extrafokalen Proliferation auf die Promotion unter-

sucht.



2 2 Literaturiibersicht

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Chemische Karzinogenese
Die Karzinogenese ist ein komplexer Prozel3, der nach dem Mehrstufenkonzept in die Stadien

Initiation, Promotion und Progression unterteilt wird.

2.1.1 Initiation

Initiation ist charakterisiert durch eine irreversible Schadigung des genetischen Materials ei-
ner Zelle, die der Zelle und ihren Tochterzellen das Potential zur malignen Transformation
verleiht (SCHULTE-HERMANN, 1985). Urséchlich fiir den Schaden konnen neben anderen
Ursachen z. B. wihrend der DNA-Replikation einwirkende genotoxische Chemikalien, radio-
aktive Strahlen, UV-Strahlen oder Spontanmutationen sein. Betroffen von der Schidigung
sind an der Wachstumskontrolle beteiligte Gene (Protooncogene oder Tumorsuppressorgene)
(BUTTERWORTH et al., 1992). Werden solche Lisionen nicht von zelleigenen DNA-
Reparatursystemen behoben, wird der Schaden bei der néchsten Zellteilung als Mutation fi-

xiert (COHEN und ELLWEIN, 1991; POPP und MARSMAN, 1991).

2.1.2 Promotion

Promotion ist definiert als Selektion und klonale Expansion initiierter Zellen durch eine che-
mische Substanz oder andere Faktoren (SCHULTE-HERMANN, 1985). Der Promotionspro-
zess erfordert die kontinuierliche Anwesenheit des promovierenden Stimulus iiber einen lén-
geren Zeitraum und gilt - zumindest in der frilhen Phase - als reversibel (SCHUL-

TE-HERMANN et al., 1982; HENDRICH et al., 1986).

2.1.3 Progression

Das Stadium der Progression ist gekennzeichnet durch weitere irreversible genetische Verin-
derungen, durch die es zum Verlust der Wachstumskontrolle und damit zur Entstehung ma-
ligner Tumoren kommt. Merkmale der Progression sind biochemische und morphologische
Veranderungen, kariotypische Instabilitdt, invasives Wachstum und Metastasenbildung (PI-

TOT et al., 1981; PITOT, 1989; BUTTERWORTH et al., 1992).

Initiation und Promotion sind experimentell in Initiations-Promotions-Studien in verschiede-
nen Organen und Geweben, u. a. Haut (BERENBLUM und SHUBIK, 1947), Pankreas
(ROEBUCK et al., 1981), Colon (REDDY et al., 1975), Mamma (CARROLL, 1980) und
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Leber (PITOT und SIRICA, 1980) demonstriert worden. In Intitiations-Promotions-Studien
wird nach der Verabreichung einer initiierend wirkenden Substanz eine promovierend wir-
kende Substanz tiber einen ldngeren Zeitraum appliziert. Diese Studien dienen der Aufde-
ckung einer potentiell karzinogenen Wirkung einer Substanz und machen eine Unterschei-
dung zwischen Promotoren und Initiatoren moglich. Die zu testende Substanz wird entweder
als Promotor oder Initiator eingesetzt und mit einem bekannten Initiator bzw. Promotor kom-

biniert.

2.2 Charakterisierung chemischer Karzinogene
Alle drei Stadien der Karzinogenese konnen durch chemische Karzinogene beeinflu3t werden.
Karzinogene konnen ihre Wirkung durch genotoxische oder nicht-genotoxische Mechanismen

entfalten.

2.2.1 Genotoxische Karzinogene

Genotoxische Karzinogene oder ihre Metabolite interagieren direkt mit der DNA und induzie-
ren dort Mutationen oder chromosomale Verdnderungen (Punktmutationen, Insertionen, Dele-
tionen oder Verdnderung in der Chromosomenstruktur- und zahl) (BUTTERWORTH, 1990).
Es besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dal Substanzen mit genotoxischer Aktivitét karzi-
nogene Wirkung entfalten (TENNANT et al., 1987). Genotoxische Karzinogene, die die Zell-
teilungsrate erhohen (regenerative Zellproliferation nach zytotoxischer Wirkung oder mitoge-
ne Wirkung), sind besonders effektive Karzinogene (PITOT und SIRICA, 1980; BUTTER-
WORTH et al., 1995). Initiatoren sind generell DNA-reaktiv, und eine einmalige Exposition
reicht aus, initiierte Zellen zu erzeugen (BUTTERWORTH, 1990).

2.2.2 Nicht-genotoxische Karzinogene

Nicht-genotoxische Karzinogene flihren ohne direkte Schiddigung der DNA nach Langzeitap-
plikation zur Entstehung von Tumoren. Ein héufig beobachteter Wirkmechanismus ist die
Steigerung der Zellproliferation, die sekundir durch die Erh6hung des Auftretens spontaner
Mutationen zu Verdnderungen am Genom fithren kann (BUTTERWORTH, 1990; COHEN
und ELL-WEIN, 1990, 1991).

BUTTERWORTH (1990) nimmt eine weitere Unterteilung der nicht-genotoxischen Karzino-
gene in mitogen und zytotoxisch wirkende nicht-genotoxische Karzinogene vor. Mitogene
steigern die Zellproliferation direkt, zytotoxische Karzinogene verursachen im Zielorgan ei-

nen vermehrten Zelluntergang mit nachfolgender regenerativer Zellproliferation.
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Die karzinogene Wirkung nicht-genotoxischer Karzinogene kann weiterhin mit der Hemmung
der Apoptose in initiierten Zellen assoziiert sein, wodurch sich deren Uberlebenszeit verlin-

gert (BURSCH et al., 1984; ROBERTS et al., 1995).

Es besteht eine enge Beziehung zwischen nicht-genotoxischen Karzinogenen und Tumorpro-
motoren. Nahezu alle Mitglieder beider Gruppen haben die Eigenschaft, in ihrem Erfolgsor-
gan Wachstumsvorgéinge auszulosen oder zu beschleunigen. Alle bisher bekannten Tumor-
promotoren konnen auch bei alleiniger Gabe kanzerogen wirken. Dabei konnen die Promoto-
ren auf spontan initiierte Zellen wirken oder auch selbst durch Steigerung der Zellproliferati-
on sekundir Schiaden an der DNA verursachen. Weiterhin sind in Initiations-Promotions-
Protokollen getestete nicht-genotoxische Karzinogene in der Regel als Tumorpromotoren an-
erkannt worden (SCHULTE-HERMANN et al., 1994).

Nach HILDEBRAND et al. (1991) sollten die Begriffe ,,nicht-genotoxisches Karzinogen* und
,» Tumorpromotor aber nicht gleichgesetzt werden. Die Autoren schlugen vor, den Begriff
,Tumorpromotor* nur fiir Substanzen anzuwenden, nach deren Applikation in Initiations-
Promotions-Modellen Tumoren entstehen. Eine Substanz sollte nur dann als ,,nicht-
genotoxisches Karzinogen* bezeichnet werden, wenn sie sich im Ames-Test als negativ er-
wiesen hat, aber die zweijihrige alleinige Verabreichung in der Entstehung maligner Tumoren

resultiert.

2.3 Hepatokarzinogenese

2.3.1 Leber

Die Leber tibernimmt neben ihren vielfdltigen Aufgaben im Kohlenhydrat-, Fett- und Protein-
stoffwechsel auch die Metabolisierung vieler Fremdstoffe. Toxische Substanzen werden ent-
giftet, andererseits konnen inaktive Substanzen auch in toxische Metabolite umgewandelt
werden. Die Leber stellt somit auch ein Zielorgan fiir viele chemische Karzinogene dar. Von
den vom National Cancer Institute und National Toxicology Program bis 1987 an der Maus
getesteten 299 Substanzen erwiesen sich 57 %, von den 354 an der Ratte getesteten Substan-
zen 40 % als hepatokarzinogen (GOLD et al., 1991).

Die kleinste morphologische Einheit der Leber ist das Leberlédppchen, das eine polygonale
Form aufweist. Die Ecken des Polygons werden von den Portalfeldern gebildet, die aus Asten
der Vena portae, Asten der A. hepatica und Gallengingen bestehen. Die Leberzellbilkchen

und die dazwischen liegenden Sinusoide verlaufen radidr von der Peripherie des Leberldpp-
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chens bis zur im Zentrum liegenden Zentralvene. Als kleinste funktionelle Einheit gilt der
Azinus, der Bereich, der sich beidseits der interlobuldren Grenzfliche von einem Portalfeld
ausgehend bis zu den beiden angrenzenden Zentralvenen erstreckt. Der Gehalt des Blutes an
Sauerstoff, Substraten und Hormonen verringert sich mit dem BlutfluB vom Portalfeld bis zur
Zentralvene. Nach dem Konzept von RAPPAPORT et al. (1954) konnen anhand des abneh-
menden O;-Partialdruckes im Azinus drei Zonen unterschieden werden: Zone 1 liegt nahe des
Portalfeldes, Zone 3 nahe der Zentralvene, reicht aber umschrieben auch bis in die morpholo-
gische Lappchenperipherie. Der dazwischen liegende Bereich wird als Zone 2 bezeichnet. Die
zonalen Unterschiede der Hepatozyten spiegeln sich auch in Anzahl und Grof3e der Zellorga-
nellen, der enzymatischen Ausstattung und folglich auch der metabolischen Kapazitit der

Hepatozyten wieder (JUNGERMANN und KATZ, 1989).

2.3.2 Prineoplastische Herde in der Leber: ,,Foci of altered hepatocytes* (FAH)

Das Mehrstufenkonzept der Karzinogenese findet auch in der Leber Anwendung. Durch die

Promotion initiierter Einzelzellen entstehen Herde phéno- und genotypisch veranderter Hepa-

tozyten, sogenannte ,,Foci of altered hepatocytes* (FAH). Obwohl FAH kein autonomes

Wachstum zeigen (WILLIAMS, 1976) und sich die meisten induzierten FAH nicht zu Ne-

oplasien entwickeln (PITOT und SIRICA, 1980; WILLIAMS, 1982), gelten sie als prine-

oplastische Herde (BANNASCH et al., 1989), da sie

1. in vielen morphologischen und metabolischen Eigenschaften Ahnlichkeiten zu
hepatozozelluldiren Tumoren aufweisen,

2. bei der Induktion von hepatozelluldren Tumoren (z. B. durch Chemikalien, Strahlen oder
Viren) immer vor deren Entstehung erscheinen (FARBER und SARMA, 1987),

3. nach Beendigung der Behandlung mit einem chemischen Karzinogen persistieren konnen,

4. eine hohere Zellproliferationsrate aufweisen als das Umgebungsgewebe (SCHULTE-
HERMANN et al., 1983 a),

5. direkte morphologische Uberginge zu hepatozelluliren Adenomen oder Karzinomen
aufweisen konnen (DRAGAN et al., 1995),

6. eine statistische Korrelation zwischen dem durch sie eingenommenen Volumenanteil der

Leber und dem Auftreten hepatozelluldrer Tumoren zeigen (ZERBAN et al., 1988).



6 2 Literaturiibersicht

2.3.2.1 Klassifikation der FAH

Nach der internationalen Klassifikation (MOHR, 1997) weisen FAH folgende Merkmale auf:
FAH besitzen meist eine runde oder ovoide Form. Sie sind oftmals vom Umgebungsgewebe
nur durch tinktorielle Abweichungen des Zytoplasmas in der HE-Féarbung zu unterscheiden,
da die Architektur der Leberzellbalken innerhalb des Focus erhalten ist und das Umgebungs-
gewebe nicht oder nur geringgradig komprimiert wird. Die Gréf8e kann von wenigen Zellen

bis zu mehreren Leberldppchen variieren. Anhand ihrer phanotypischen Unterschiede kann

folgende Einteilung in verschieden FAH-Typen vorgenommen werden:

Tab. 1: FAH-Typen

FAH -Typ Morphologie der Zellen
GroBe Zytoplasma Kern Ultrastruktur
Klarzelliger Focus |normal klar oft klein und dun- | Glykogen-
oder vergrofert kel, manchmal speicherung
auch vergrofert +++
Eosinophiler FAH |meist vergroBert | fein granuliert vergroflert, Nucle- | Glykogen
eosinophil olus deutlich und |++, glattes
(,,ground-glass®) | zentral lokalisiert |ER vermehrt
Basophiler FAH | diffus: normal homogen basophil |pleomorph mit Ribosomen
oder leicht vergro- vergroferten und | +++
Bert deutlichen Nucleo-
li
tigroid: meist enthélt basophile | hyperchromatisch |rauhes
klein, vergroBBerte | Korperchen, die Endoplasma-
Zellen konnen paranukledr oder tisches
auftreten in peripheren Re- Retikulum
gionen Klumpen +++
oder Bénder for-
men
Gemischtzelliger | Kombination von basophilen und klarzelligen oder eosinophilen Hepatozy-
FAH ten
Amphophiler FAH | vergrofert gleichméBig gra- |leicht vergrofert | glykogenarm
nuliertes eosi- bzw. -frei
nophiles Zytop-
lasma mit schwa-
cher Basophilie

FAH = Focus of altered hepatocytes; ER = endoplasmatisches Retikulum, + bis +++ = geringe bis starke Aus-
pragung
BANNASCH und ZERBAN (1994) unterscheiden weiterhin den intermedidren FAH, dessen

Zellen mit klaren, eosinophilen und basophilen Anteilen gemischte farberische Merkmale des

Zytoplasmas aufweisen, sowie den vakuolisierten FAH. STROBEL et al. (1998) klassifizieren
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zusitzlich den xenomorphen FAH mit vergroerten Zellen, die reichlich Glykogen sowie glat-

tes und rauhes Endoplasmatisches Retikulum enthalten.

2.3.2.2 Phénotypische Instabilitit

Die Signifikanz der verschiedenen Phénotypen wird kontrovers diskutiert. Einige Autoren
vertreten die Ansicht, die verschiedenen Phinotypen stellten im Rahmen der ,,Progressiven
Phanotypischen Instabilitdt™ verschiedene Stadien einer Folge von morphologischen und me-
tabolischen Verdanderungen dar (BANNSCH, 1968; ENZMANN und BANNASCH, 1987;
MOORE et al. 1982; WEBER und BANNASCH, 1994). Diese Folge erstreckt sich von den
zuerst erscheinenden glykogenreichen klarzelligen und eosinophilen FAH {iber die gemischt-
zelligen FAH zu den glykogenarmen basophilen FAH. Die basophilen FAH werden als Vor-
laufer von hepatozelluldren Karzinomen angesehen. Versuche mit dem genotoxischen Karzi-
nogen N-Nitrosomorpholin, das auch Promotorwirkung besitzt, haben gezeigt, da3 die zellu-
lare Zusammensetzung der FAH von der Dauer der Verabreichung und vom Untersuchungs-
zeitpunkt abhingig ist (ENZMANN und BANNASCH, 1987). Der morphologische Wandel
geht mit biochemischen Verdnderungen einher (HACKER et al., 1982). Dagegen gehen
GOLDSWORTHY und PITOT (1985) sowie PERAINO et al. (1984) von der Stabilitét histo-
chemischer Phianotypen aus.

FAH konnen sich im Rahmen der ,,Phinotypischen Reversion®, insbesondere nach Absetzen
des promovierenden Stimulus, wieder zuriickbilden (SCHULTE-HERMANN et al., 1982;
1983 a; MOORE et al., 1983 a). Es wird vermutet, dal die FAH, die sich nach Beendigung
der Promotorbehandlung nicht zuriickbilden, das groBte Potential zur Tumorentwicklung be-

sitzen (GLAUERT et al., 1986 b).

2.3.3.3 Nachweis der FAH

Neben den histologisch erkennbaren Verdnderungen macht man sich vom unverianderten Le-
bergewebe abweichende Enzymaktivititen der FAH zum Nachweis zu Nutze. Man unter-
scheidet positive Marker, die eine erhohte Aktivitdt zeigen, von negativen Markern mit einer
herabgesetzten Aktivitit. Beispiele fiir positive Marker sind Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (HACKER et al. 1982), Pyridine-Diphosphat-Glucuronyltransferase (FI-
SCHER et al., 1983), y-Glutamyltranspeptidase und Glutathione-S-transferase (plazentare
Form; GST-P) (SATO et al., 1984). Als negative Marker koénnen Glucose-6-Phosphatase,
Adenosin-Triphosphatase (SCHERER, 1984), Glyogen-Phosphorylase (HACKER et al.
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1982), L-Pyruvatkinase (REINACHER et al., 1986; FISCHER et al., 1987) und Adenylat-
Cyclase (EHEMANN et al., 1986) genutzt werden.

Es ist kein Marker bekannt, durch den sich alle FAH nachweisen lassen. Das grofite Spektrum
an FAH soll im Vergleich zu anderen Markern bei der Verwendung von GST-P erfaft wer-
den. (HENDRICH et al., 1987; TATEMATSU et al., 1987, 1988). Der groBite Anteil von 58
nicht-genotoxischen Chemikalien mit bekanntem karzinogenen Potential hitte nach Initiation
und achtwdchiger Verabreichung durch die Entstehung GST-P-positiver FAH als Karzinogen
eingestuft werden konnen. Ausnahmen waren die Peroxisomenproliferatoren Clofibrate und
DEHP (ITO et al.,1992). Vorzugsweise sollte immer eine Kombination von histologischer
Beurteilung (HE-Féarbung) und der Verwendung von Markern erfolgen, da FAH zwar abwei-
chende Enzymaktivititen aufweisen konnen, im HE-Schnitt aber eventuell nicht erkennbar

sind und umgekehrt (BANNASCH et al., 1989; ENZMANN et al., 1989).
2.3.3.4 Spontan entstandene FAH
Auch in der Leber unbehandelter Ratten finden sich FAH, deren Privalenz, Anzahl pro Leber

und GroBe mit fortschreitendem Alter ansteigt.

Tab. 2: FAH-Privalenz und Anzahl/cm?

Rattenstamm | Alter Préavalenz Anzahl/ | Anmerkung Referenz
(Geschlecht) (%) cm’
F344 (m) 6 Monate 50 0,4 HARADA et al., 1989
12 Monate 83,3 33
15 Monate 100 3.8
24 Monate 100 13,9
F344 (w) 6 Monate 53,8 0,7 HARADA etal., 1989
12 Monate 84,6 3,3
15 Monate 94 5,9
24 Monate 100 15,7
F344 (m/w) |24 Monate |10-100 WARD, 1981
Wistar (w) 24 Monate 100 SCHULTE-HERMANN
etal., 1983 a
Wistar (m) 12 Wochen 0 GGT-positiv  |OGAWA et al., 1981
48 Wochen 0,62
105 Wochen 2,52
F344 (m) 24 Wochen 0,03 GGT-positiv  [OGAWA et al., 1981
72 Wochen 1,6
F344/NCr 78 Wochen 1,31 GST-P-positiv, | WARD und HENNE-
(W) 102 Wochen 5,69 einschlielich | MANN, 1990
GST-P-pos.
Einzelzellen

F344 = Fischer 344 Ratten; GGT = y-Glutamyltranspeptidase; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare
Form); m = ménnlich; w = weiblich




2 Literaturiibersicht

Fortsetzung Tab. 2: FAH-Privalenz und Anzahl/cm?

Rattenstamm | Alter Pravalenz Anzahl/ | Anmerkung Referenz
(Geschlecht) (%) cm’
F344/DuCrj |18 Monate 7,68 GST-P-positiv | MITAKA und TSU-
(m) 0,07 GST-P-negativ | KADA, 1987
23 Monate 11,64 | GST-P-positiv
1,09 GST-P-negativ
F344/DuCrj |18 Monate 1,01 GST-P-positiv | MITAKA und TSU-
(w) 3,16 GST-P-negativ | KADA, 1987
23 Monate 1,09 GST-P-positiv
7,43 GST-P-negativ
Sprague- 50 Wochen 7,37 WEBER und BANN-
Dawley (m) |80 Wochen 8,33 ASCH, 1994
Sprague- ca. 90 Wo- 17,32 STROBEL et al., 1998
Dawley (m) |chen

F344 = Fischer 344 Ratten; GGT = y-Glutamyltranspeptidase; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare
Form); m = minnlich; w = weiblich

Die Ursache fiir die spontane Entwicklung von FAH in der Rattenleber ist nicht geklart. Ver-
mutet wird eine Kontamination des Futters oder der Umwelt mit geringen Mengen an Karzi-
nogenen sowie eine genetische Disposition bestimmter Rattenstimme (BUREK, 1978;

WARD, 1981).

2.3.3.4.1 FAH-Typen in der alten Ratte

Die in der Leber alter Ratten spontan entstandenen FAH sollen hinsichtlich morphologischer
und biochemischer Eigenschaften den in jungen Ratten durch Applikation eines Hepatokarzi-
nogens erzeugten FAH dhneln (SCHULTE-HERMANN et al., 1983 b). Es sind alle FAH-
Typen vertreten, wobei die prozentuale Verteilung in verschieden Studien variiert und von
Geschlecht und Rattenstamm abhéngig ist. Bei der Untersuchung von 2700 ménnlichen und
weiblichen Fischer 344 Ratten (WARD, 1981) sowie in Studien von POPP et al. (1985) an
CDF (F344)/CrIBR Ratten und SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a) an weiblichen Han-
Wistar Ratten war der basophile FAH der am haufigsten nachgewiesene Typ. Geschlechtsun-
terschiede wurden bei F344 Ratten (HARADA et al., 1989: Studie des National Toxicology
Program) und F344/DuCrj Ratten (MITAKA und TSUKADA, 1987) beobachtet: Bei weibli-
chen Ratten waren die meisten FAH basophil, hingegen dominierten bei mannlichen F344
Ratten die basophilen und klarzelligen FAH, bei ménnlichen F344/DuCrj Ratten die klarzelli-
gen und eosinophilen FAH. KRAUPP-GRASL et al. (1991) berichteten ebenfalls vom Uber-
wiegen der klarzelligen und eosinophilen FAH bei 26 Monaten alten mannlichen Wistar Rat-
ten. Bei minnlichen Sprague Dawley Ratten sind klarzellige FAH und klarzell/eosinophil-
gemischte FAH am stérksten vertreten (WEBER und BANNASCH, 1994).
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2.2.3.4.2 GST-P-Expression in spontan entstandenen FAH

MITAKA und TSUKADA (1987) beschrieben bei F344/DuCrj Ratten geschlechtsabhingige
Unterschiede in der GST-P-Expression spontan entstandener FAH: Mehr als 90 % der FAH in
minnlichen Tieren, weniger als 20 % der FAH in weiblichen Tieren zeigten eine GST-P-
Expression. In einer Studie von WARD und HENNEMANN (1990) erwiesen sich nur 5,7 %
der bei weiblichen F344/NCr Ratten spontan entstandenen basophilen FAH als GST-P-

positiv.

2.3.3.4.3 Zonale Verteilung der spontan entstanden FAH

HARADA et al. (1989) konnten fiir spontan entstandene FAH in alten F344 Ratten keine
Hauptlokalisationszone feststellen. In Studien von WARD (1981), WARD und HENNE-
MANN (1990) und WARD und OHSHIMA (1985) dagegen lag der prozentual hochste Anteil
der FAH in periportalen Bereichen.

2.3.3.5 Wirkung von Promotoren auf FAH

Wihrend der Applikation eines Promotors kommt es zur Expansion initiierter Zellen und de-
ren Nachkommen und damit zu einer Erhohung der Anzahl und/oder der durchschnittlichen
GrofBe der FAH (SCHULTE-HERMANN et al., 1982; SCHULTE-HERMANN et al., 1983 b;
YAGER et al., 1984). Die Erh6hung der Anzahl mit einer bestimmten Methode erkennbarer
FAH kann auch durch die Induktion von phinotypischen Verdnderungen in bereits ,,latent*
vorliegenden FAH bedingt sein. Die FAH werden erst durch die Promotorwirkung nachweis-
bar. Weiterhin steigt wihrend der Verabreichung des Promotors der prozentuale Anteil an
FAH mit mehreren Abweichungen vom normalen Phanotyp an (SCHULTE-HERMANN et
al., 1982). Verschiedene Versuchsprotokolle haben eine Korrelation zwischen Anzahl
und/oder GroBe der FAH sowie Dosis und Dauer der Karzinogenbehandlung aufgezeigt
(BANNASCH et al., 1986).

Der veridnderte Phianotyp bietet FAH einen selektiven Wachstumsvorteil gegeniiber unverén-
derten Hepatozyten wiahrend der Applikation eines Promotors. In der normalen Leber und
auch in FAH induzieren nicht-hepatotoxische Promotoren adaptive Reaktionen wie die Syn-
these bestimmter Proteine, Bildung von Zellorganellen und Organwachstum einschlieBlich
Steigerung der Zellteilungsrate und Inhibition der Apoptose (SCHULTE-HERMANN, 1985).
Nach der “over response hypothesis” kommt es aufgrund regulatorischer Defekte der Wachs-
tumskontrolle zu einer iiberproportionalen Antwort der Hepatozyten in FAH auf Promotoren

(SCHULTE-HERMANN et al., 1986). Hepatotoxische Tumorpromotoren dagegen inhibieren
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die Zellproliferation in normalen Hepatozyten, wihrend die initiierten Hepatozyten und ihre
Tochterzellen resistent gegeniiber diesem Effekt sind (“resistant cell hypothesis™) (SOLT und
FARBER, 1976). Diese Resistenz resultiert aus einer verstiarkten Expression detoxifizierender

Systeme innerhalb der initiierten Zellen (OKITA et al., 1976).

2.3.3.5.1 Zelluliire Mechanismen der Promotion

Es sind eine Reihe zelluldrer Mechanismen bekannt, {iber die Promotoren ihre Wirkung aus-
iiben konnen. Verschiedene Substanzen hemmen die interzelluldre Kommunikation (BAGER
et al., 1994, 1997; REN und RUCH, 1996), die u.a. eine Kontrollfunktion in der Gewebsho-
moostase innehat (YAMASAKI et al., 1991). Die Inhibition der interzelluliren Kommunika-
tion korreliert mit einer ansteigenden DNA-Synthese (TROSKO und GOODMAN, 1994).
Weiterhin konnen primér nicht-genotoxische Karzinogene in der Zelle oxidativen Stress, d. h.
eine Imbalance im Auf- und Abbau oxidativ wirkender Substanzen, verursachen. Oxidative
Radikale konnen sekundir die DNA schidigen (STEVENSON et al., 1995). Ein weiterer Me-
chanismus besteht in der Modulation der Expression und Wirkung von Faktoren, die das
Wachstum einer Zelle regulieren wie Wachstumsfaktoren (EGF, HGF, TNFa, TGFa, TGFp),

Onkogene und Tumorsuppressorgene.

2.3.3.6 Nutzung der FAH fiir die Vorhersage der potentiell karzinogenen Wirkung einer
Substanz

Eine signifikante Vermehrung der FAH in der Leber behandelter Tiere im Vergleich zur un-
behandelten Kontrollgruppe 146t auf das karzinogene Potential einer Substanz schlieen. Die
Unterscheidung zwischen persistierenden und reversiblen FAH kann jedoch nur in einem
Stop-Experiment erfolgen, in dem weitere Untersuchungen auch nach der Beendigung der
Applikation durchgefiihrt werden (BANNASCH, 1986). OGISO et al. (1985) und ITO et al.
(1989) konnten zeigen, da3 der Grad der Induktion GST-P-positiver Foci in einem Versuchs-
protokoll mit achtwdchiger Verabreichung verschiedener Karzinogene nach Initiation und
partieller Hepatektomie mit der Prévalenz hepatozelluldrer Karzinome im Langzeit-Versuch
korreliert.

Weiterhin werden FAH als Beurteilungskriterium in Initiations-Promotions-Studien genutzt,

um die initiierende oder promovierende Wirkung der zu testenden Substanzen aufzudecken

(SCHULTE-HERMANN, 1985).
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2.4 Zellproliferation

Die ca. eine Stunde dauernde Mitosephase (M-Phase), in der aus der Ursprungszelle zwei
Tochterzellen entstehen, stellt nur eine der verschiedenen Phasen des Zellzyklus dar. An sie
schliefit sich die G1-Phase an. Bis zu einem bestimmten Zeitpunkt in dieser Phase kann die
Zelle in die G0O-Phase, die Ruhephase, iibertreten, ansonsten erfolgt die Synthese von Protei-
nen, Membranlipiden, Sacchariden und Bausteinen fiir die Nucleinbiosynthese. In der darauf
folgenden Synthese (S)-Phase, deren Dauer zwischen sechs und acht Stunden liegt, repliziert
sich die genomische DNA. In der pramitotischen Ruhephase (G2-Phase) erfolgt eine weitere
RNA- und Proteinsynthese (HENKES et al., 1993; SCHRODER und DIENER, 2000).

Die Zellteilungsrate eines Gewebes zeigt tierart-, stamm- und geschlechtsspezifische Unter-
schiede. Beim Einzeltier wird sie durch verschiedene Faktoren beeinflullit. So zeigt sich fiinf
bis acht Stunden nach Futteraufnahme in der Leber eine Erhohung (SCHULTE-
HERMMANN, 1977), nach Kalorienrestriktion eine Verringerung der Zellteilungsrate (HI-
TAKA et al., 1997). Weiterhin existieren in Abhéngigkeit vom Licht-Dunkel-Rhythmus zir-
cadiane Schwankungen (LOURY et al., 1986). In einigen Organen verdndert sich das Zelltei-
lungsverhalten in Abhangigkeit vom Alter. Da wachsende Tiere erhdhte basale Zellprolifera-
tionsraten und ein hohe Variabilitit aufweisen, sollten Ratten bei Versuchsbeginn mindestens

10 bis 12 Wochen alt sein (GOLDSWORTHY et al., 1991).

2.4.1 Bedeutung der Zellproliferation in der Karzinogenese

In allen drei Phasen der Karzinogese stellt die Zellproliferation einen bedeutenden Faktor dar
(COHEN und ELLWEIN, 1990):

Die Fixation eines wihrend der Initiation entstehenden Defektes der DNA als Mutation er-
folgt bei der Teilung der Zelle. Folge gesteigerter Zellproliferation ist eine Verkiirzung der
Zeitspanne, in der zelleigene Reparatursysteme Schiden an der DNA beheben konnen. Damit
steigt die Wahrscheinlichkeit, dal Schidden (spontan oder durch genotoxische Karzinogene
verursacht) ohne Reparatur an Tochterzellen weitergegeben werden (COHEN und ELL-
WEIN, 1991; POPP und MARSMAN, 1991). Die Erhohung der Zellteilungsrate entspricht
auch indirekt einer mutagenen Wirkung, da einerseits das Auftreten spontaner Mutationen
steigt, andererseits die in der Replikationsphase einzelstrdngige DNA empfanglicher fiir
Schidigungen ist als die in der Ruhephase doppelstringig vorliegende (AMES et al., 1993).
Wihrend der Promotion fordert die Zellproliferation die klonalen Expansion initiierter Zellen
(PITOT et al., 1991). Im Stadium der Progression erhoht sich mit einer Steigerung der

Zellproliferation die Wahrscheinlichkeit weiterer Mutationen von Wachstumskontrollgenen,
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woraus eine schrittweise Transformation zum malignen Tumor resultieren kann (BUTTER-

WORTH et al., 1992).

Nach KLAUNIG et al. (1991) besteht eine hohe Korrelation zwischen der Fahigkeit einer
Substanz, die Zellproliferation zu induzieren und ihrer Karzinogenitét. Fiir andere Autoren
stellt die Erh6hung der Zellproliferation an sich keinen Risikofaktor dar. So kam es trotz Er-
hohung der Zellteilung nach der mehrfachen Verabreichung verschiedener Mitogene nach der
Applikation einer initilerenden Substanz nicht immer zur Entstehung von FAH (COLUM-
BANO et al., 1987, 1990). WARD et al. (1988) fanden bei dem Vergleich verschiedener Sub-
stanzen bei Untersuchungszeitpunkten von 2 bis 40 Wochen auch gesteigerte Zellproliferati-
onsraten bei nicht karzinogenen Substanzen und nicht erh6hte Werte bei nicht-genotoxischen
Karzinogenen. Die Autoren sehen daher keinen Beweis dafiir, daf3 die Steigerung der Zellpro-

liferation einen notwendigen Faktor in der Karzinogenese darstellt.

2.4.2 Zellproliferation in der Leber

2.4.2.1 Zellproliferation im unverinderten Lebergewebe

Hepatozyten gehoren zu den reversibel postmitotischen Zellen mit einem hohen Differenzie-
rungsgrad und einer sehr geringen basalen Zellteilungsrate (Mitoseindex: DEML und
OESTERLE, 1982: ~0,3 %; BLAZEY, 2001: 0,034 %-0,05 %). Sie besitzen aber ein hohes
Proliferationspotential, so daf} sie auf entsprechende Stimulation mit Teilung reagieren kon-
nen (MICHALOPOULOS und DeFRANCES, 1997). Nach dem Konzept der “Streaming li-
ver” (ZAJICEK et al., 1985; WERLICH et al., 1998) proliferieren die Hepatozyten liberwie-
gend in der periportalen Region des Leberldppchens und wandern dann im Verlaufe von ca.
200 Tagen bis zur Zentralvene, wo sie zugrunde gehen. Diesem Konzept widersprechen aller-
dings Untersuchungen von BRALET et al. (1994), KENNEDY et al. (1995) und PONDER
(1996). Nach der Meinung dieser Autoren kdnnen sich die Hepatozyten unabhingig von ihrer
Lokalisation teilen und wandern nicht. BURKHARDT (2001) konnte das Konzept der
LwStreaming liver an der Leber unbehandelter B6C3F1 und C57BL Méusen nicht nachvoll-

ziehen. Sie konnte die Zone 2 als Hauptproliferationszone identifizieren.

2.4.2.1.1 Zonale Unterschiede in der Zellproliferation
In Abhéngigkeit vom mitogenen Stimulus bestehen zonale Unterschiede im Proliferations-

verhalten der Hepatozyten. Eine Anzahl von Studien hat gezeigt, dafl verschiedene chemische
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Substanzen unterschiedliche Proliferationsmuster hervorrufen, die sich aus Reaktionsstirke,
Zone der Proliferation und deren Verdnderungen tiiber die Zeit ergeben (SCHULTE-
HERMANN et al., 1986; MAYOL et al. 1992; BAHNEMANN, 2000).

Nach einer partiellen Hepatektomie oder der Induktion einer regenerativen Zellteilung durch
eine zytotoxische Substanz zeigt die Regeneration der Leber einen typischen Verlauf. Die
Zellteilung beginnt, unabhédngig von der Lokalisation der Schiadigung, in periportalen Regio-
nen. Zu spéteren Zeitpunkten finden sich die hochsten Zellteilungsraten in perivendsen Berei-

chen (LEE et al., 1998; RABES et al., 1976).

2.4.2.2 Zellproliferation in FAH

FAH zeichnen sich als Folge der verdnderten Wachstumsregulation durch ein vom Umge-
bungsgewebe abweichendes Wachstumsverhalten aus. Sowohl die durch chemische Karzino-
gene erzeugten als auch die spontan entstandene FAH reagieren im Vergleich zu den unver-
anderten Hepatozyten iiberproportional auf die mitogenen Effekte eines Tumorpromotors
(SCHULTE-HERMANN et al., 1983 b; GRASL-KRAUPP et al., 1993).

Die DNA-Syntheserate in FAH zwei Jahre alter unbehandelter Ratten liegt fiinf bis zehn mal
hoher als in den unverdnderten Hepatozyten (SCHULTE-HERMANN et al., 1983 a). Ohne
den Einflufl von Tumorpromotoren wachsen FAH langsamer, als die Hohe der Zellproliferati-
onsrate erwarten lieBe. Als Ursache wird eine in FAH erhohte Apoptoserate vermutet
(SCHULTE-HERMANN et al., 1982). SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a) konnten zwi-
schen den verschiedenen FAH-Typen keine signifikanten Unterschiede in der DNA-Synthese
erkennen. ZERBAN et al. (1994) dagegen zeigten, daf die verschiedenen FAH-Typen nach
siebenwochiger Verabreichung von N-Nitrosomorpholin unterschiedliche Zellproliferations-
raten aufweisen. Dabei lieBen die amphophilen, die basophilen sowie die gemischtzelligen
FAH die hochsten Labelling-Indizes erkennen.

Uber den Zusammenhang zwischen der GroBe der FAH und der DNA-Syntheserate liegen
unterschiedliche Beobachtungen vor. Nach SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a, 1990) und
TSUDA et al. (1992) besteht keine Korrelation, MOSER et al. (1996) dagegen konnten eine
Beziehung zwischen dem Volumen der FAH und der Hohe des Proliferationsindex feststellen.
Die Stirke der histochemischen phdnotypischen Abweichung scheint mit dem Proliferation-
sindex zu korrelieren (TSUDA et al., 1992). FAH, die Aktivitdtsdnderungen zweier oder meh-
rerer Enzyme zeigten, wiesen hohere Zellteilungsraten auf als FAH mit nur einer Verdnde-

rung (PUGH und GOLDFARB, 1978).
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2.4.2.3 Messung der Zellproliferation

Grundlage fiir die Messung der Zellproliferation ist die quantitative Erfassung der sich teilen-
den Zellen. Das ermittelte Ergebnis wird in Relation zur Gesamtzellzahl (GOLDWORTHY
etal., 1991) oder zu Langen- oder Flichenparametern gesetzt (MONTICELLO et al., 1990).

Messungen der Zellproliferation konnen am histologischen Schnitt oder am Gewebehomoge-

nat durchgefiihrt werden (FOSTER, 1997).

Histologische Methoden

1.

Bestimmung des Mitose-Indexes (VAN DIEST et al., 1992): Bei der Zahlung der mitoti-
schen Figuren werden die Zellen erfaf3t, die sich tatsédchlich im Teilungsvorgang befinden.
Nachteilig ist die kurze Dauer der histologisch erkennbaren Mitose-Phase (M-Phase) (ca.
1 Stunde).

S-Phasen-Nachweis: Diese Methode beruht auf dem Nachweis von exogenen Markern,
die dem Tier vor dem Tode zugefiihrt worden sind. Verwendung finden das radioaktive
[*H]-Thymidin und das nicht radioaktive Thymidinanalogon 5-Bromo-2’desoxyuridin
(BrdU), die wéhrend der S-Phase kompetitiv anstelle des natiirlich vorliegenden Thymi-
dins in die DNA eingebaut werden (SOULEIL und PANIJEL, 1973). Die Marker werden
entweder einmalig per Injektion (Puls-Methode) oder {iber einen ldngeren Zeitraum verab-
reicht. Bei der ldnger andauernden Applikation summieren sich die teilungsaktiven Kerne,
so daB die Beeinflussung durch diurnale Unterschiede im Proliferationsverhalten mini-

miert wird (GOLDWORTHY et al., 1991).

Tab. 3: Methoden der Marker-Verabreichung

Methode

Vorteile/Nachteile

Puls-Methode: °

Injektion (subkutan, intra-
peritoneal oder intravends)

Erfassung eines nur kleinen Zeitfensters, da nur Zellen, die sich
innerhalb der Halbwertszeit der Marker (30-60 Minuten) in der S-
Phase befinden, markiert werden

Ermittlung genauer Kurvenverldufe moglich, wenn der Marker
mehrmals in kurzen Zeitabstdnden injiziert wird

Trinkwasser-Applikation

individuelle und diurnale Unterschiede in der Wasseraufnahme
geringe Toxizitit, geeignet fiir Langzeitstudien

Slow-release-Pellet
kutane Implantation)

(sub-

kontinuierliche Abgabe des Markers
Toxizitdtsprobleme an der Implantationsstelle

Osmotische Minipumpe
(subkutane oder intraperi-
toneale Implantation)

kontinuierliche Abgabe des Markers
Arbeitsaufwand (Fiillen und Implantieren der Pumpen)
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Die Wahl der Applikationsmethode ist von der Fragestellung und der basalen Zellteilungsrate
des zu untersuchenden Organs abhingig. Mittels Puls-Methode kann eine Momentdarstellung
des Zellteilungsverhaltens erfolgen. Sie ist damit zur Ermittlung genauer Kurvenverliufe, z.
B. nach einmaliger Verabreichung einer Substanz, geeignet. In Organen mit sich hiufig tei-
lenden Zellen (z. B. Darm oder Knochenmark) konnen mit dieser Methode ausreichend hohe
Kontrollwerte erreicht werden (DeFAZIO et al., 1987). In Organen mit einer niedrigen basa-
len Zellteilungsrate (z. B. Leber) dagegen konnen als Folge der Betrachtung eines nur kleinen
Zeitfensters Effekte nicht erkannt oder verfilscht werden (MARSMAN et al., 1988). Weiter-
hin ist fiir die aussagekriftige Interpretation von Substanzeffekten ein hoher Kontrollwert
notwendig, der nur durch eine Erhéhung der Zahl markierter Zellkerne erlangt werden kann

(GOLDSWORTHY et al., 1991).

Die Angabe des Ergebnisses erfolgt als Labelling-Index (LI). Dieser stellt den prozentualen
Anteil der Zellen, in deren DNA der Marker eingebaut worden ist, an der Gesamtzellzahl dar

(ELDRIDGE et al., 1990).

3. Nachweis von nukledren Proteinen, die nur wéihrend bestimmter Phasen des Zellzyklus,
nicht aber in der GO-Phase, exprimiert werden (endogene Marker). Dazu gehdren PCNA
(,,Proliferation cell nuclear antigen*) (DIETRICH, 1993), histon-assoziierte Proteine (A-
LISON et al., 1994) sowie Ki-67 (TETER et al., 1995). Diese Methoden erlauben auch

retrospektive Untersuchungen des Zellteilungsverhaltens.

Messungen der Zellproliferation am Gewebehomogenat konnen mittels Szintillationzédhlung
([’H]-Thymidin) (FOSTER et al., 1990), DurchfluBzytometrie (BrdU) (LATT, 1977) oder
ELISA (zellzyklusassoziierte Proteine) (MONTICELLO et al., 1995) erfolgen. Nachteilig bei
diesen Methoden ist, dal morphologisch keine Differenzierung zwischen verschiedenen proli-

ferierenden Zellpopulationen eines Gewebes vorgenommen werden kann (FOSTER, 1997).

2.4.2.3.1 Messung der zonalen Zellproliferation in der Leber

Es existieren verschiedene Ansdtze, um die zonalen Unterschiede in der Zellproliferation
quantifizieren zu konnen. Nach der LZM (,,Lobule-dependent zonal measurement®)-Methode
wird die Fliche zwischen Portalfeld und Zentralvene eines Leberldppchens in drei gleich gro-
Be, die drei Leberzonen reprisentierende, ca. 100 Zellen umfassende Abschnitte unterteilt

(BAHNEMANN und MELLERT, 1997). KOLOJA et al. (1996 a) definieren den Bereich von
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5 Hepatozyten, LEE et al. (1993) von 7 Hepatozyten um die Zentralvene bzw. Portalvene her-

um als perivends bzw. periportal. KOLAJA et al. (1996 a) bezeichneten Hepatozyten, die in

einem Abstand von mehr als 5 Hepatozyten von der Zentral- bzw. Portalvene entfernt lagen,

als midzonal gelegen.

2.4.2.4 Labelling-Index in der Leber: Kontrollwerte

Tab. 4: Labelling-Index (%) im extrafokalen Lebergewebe (Kontrollwerte)

Rattenstamm Alter Labelling-Methode |LI (%) Referenz
Geschlecht
F344 (m) 10-32 Wo | 6-d-Pumpe 0,3-0,7 | MARSMAN et al., 1992
[*H]-Thymidin
F344 (m) 60 Wo 7-d-Pumpe 0,8 MARSMAN und POPP, 1994
[*H]-Thymidin
F344 (m) 9 Mo 3-dim TW BrdU  |0,840,1 |MAYOL etal., 1992
F344/NCr (w)  |26-32 Mo | 1-h-Puls [*H]- 0,7-1,3 WARD und OHSHIMA, 1985
Thymidin
Lewis (w) 9-11 Wo |7-d-Pumpe BrdU  |13,3+1,7 | YAGER etal., 1994
12-14 Wo ~4
15-17 Wo ~4
Wistar (m) ca. 18 Wo | 7-d-Pumpe BrdU  |2,19+0,97 | GOTTEL, 1997
Wistar (m) 7 Wo 7-d-Pumpe BrdU 14,9+2,7 | BAHNEMANN und MEL-
12 Wo 2,4840,36 | LERT, 1997
19 Wo 1,31+0,33
Wistar (w) 16-32 Wo |3-d-Pumpe BrdU [0,34-0,4 |STINCHCOMBE et al., 1995
Wistar (w) 52 Wo 14-d-Pumpe [°H]- |[~3 SCHULTE-HERMANN et al.,
Thymidin 1990
Sprague-Dawley |ca. 30-64 |2-d-Pumpe [*H]- 0,128 ZERBAN et al., 1994
(m) Wo Thymidin
Sprague-Dawley | 11-20 Wo |2-h-Puls [°H]- 0,6-1,8 ABANOBI et al., 1982
(m) Thymidin
Harlan-Sprague- |9 Mo Puls BrdU (Injekti- {0,93+011 | DRAGAN et al., 1996
Dawley (w) onen 10 und 2 h vor
der Totung)

BrdU = 5-Bromo-2’desoxyuridin; d = Tag; F344 = Fischer Ratte 344; h = Stunde; LI = Labelling-Index; Mo =
Monate; m = méinnlich; TW = Trinkwasser; w = weiblich; Wo = Wochen

Tab. 5: Labelling-Index (%) (7-d-Pumpe BrdU) in verschiedenen Leberzonen bei méinnlichen
Kontroll-Wistar Ratten

Alter Zone 1 Zone 2 Zone 3 Referenz

ca. 18 Wochen 2,75+0,81 | 1,65+0,58 |2,28+1,46 GOTTEL, 1997

7 Wochen 16,86 19,12 8,73 BAHNEMANN und MEL-
12 Wochen 3,41 2,44 1,6 LERT,1997

19 Wochen 2,58 0,82 0,55
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Tab. 6: Labelling-Index (%) in spontan entstandenen FAH

Rattenstamm Labelling-Methode |FAH-Typ |LI (%) Referenz
Geschlecht
Alter
Wistar (m) Puls [*H]-Thymidin | keine ca. 3,5 GRASL-KRAUPP et al., 1993
2 Jahre (Injektionen 26, 20, | Angabe
14, 8 und 2 h vor
der Totung)
F344/NCr (w) 1-h-Puls [*H]- BCF 2,2-4,0 WARD und OHSHIMA, 1985
26-32 Mo Thymidin

F344 = Fischer Ratte 344; BCF =, basophilic cell focus“; h = Stunde; LI = Labelling-Index; Mo = Monate;
m = ménnlich; w = weiblich; Wo =Wochen

2.5 Apoptose

Die Apoptose, eine Form des aktiven Zelltods, stellt als Gegenpart zur Zellproliferation einen
bedeutsamen Faktor in der Gewebshomdostase dar. Auch im Rahmen der Hepatokarzinoge-
nese spielt die Apoptose eine wichtige Rolle. Sie repréisentiert einen Gegeneffekt gegen karzi-
nogen-induzierte Zellschidigungen, da durch sie das Uberleben veriinderter Zellen in ver-
schiedenen Stadien der Karzinogenese verhindert wird (WYLLIE et al., 1980; MAJINO und
JORIS, 1995). Andererseits sollen verschiedene Karzinogene durch Hemmung des apoptoti-
schen Prozesses die Uberlebenszeit prikanzerdser und kanzerdser Zellen verlingern kénnen
(BURSCH et al., 1984; SCHULTE-HERMANN et al., 1990; ROBERTS et al., 1995).
SCHULTE-HERMANN et al. (1983 b) bemerkten eine Diskrepanz zwischen dem auf der
Basis einer erhohter Zellproliferationsrate kalkulierten und dem tatsdchlichen Wachstum von
FAH. Die Autoren vermuteten daher eine in FAH erhohte Zelltodrate. Unterstiitzt wird diese
Hypothese von den Ergebnissen von BURSCH et al. (1984) und STINCHCOMBE et al.
(1995), die in unpromovierten FAH eine 10- bis 20-fach gegeniiber dem unverdanderten Um-
gebungsgewebe erhohte Apoptoserate maBlen. Auch die Regression von FAH nach Beendi-
gung der Pomotor-Verabreichung soll eine Folge einer erhohten Apoptoserate sein (BURSCH
et al., 1984; SCHULTE-HERMANN et al., 1990).

Die Ergebnisse von ZERBAN et al. (1994) unterstiitzen die These, dal die Apoptose als Ge-
genpart der Zellproliferation in FAH eine wichtige Rolle spielt, jedoch nicht. Die Autoren
konnten in keinem FAH-Typ (induziert durch NNM) eine gegeniiber dem Umgebungsgewebe
signifikant erhohte Apoptoserate feststellen.

2.5.1 Merkmale der Apoptose
1. Morphologisch gekennzeichnet ist der Beginn der Apoptose durch das Schrumpfen der

Zelle mit Kondensation des Cytoplasmas und der halbmondférmigen Kondensation des
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5.

Chromatins an der Kernmembran. Der Kern kann fragmentieren, und die Zelle formt
Vorwdlbungen (,,budding phenomenon®), die dann von der Zelle abgeschniirt werden.
Diese apoptotischen Korperchen, die hdufig nukledre Fragmente enthalten, werden von
Makrophagen oder benachbarten Zellen phagozytiert und abgebaut oder verbleiben extra-
zelluldar (KERR et al., 1972; KERR und HARMON, 1991)

Es ist keine oder nur eine geringe Schwellung von Mitochondrien oder anderen
Zellorganellen erkennbar (KERR et al., 1972).

Die DNA ist durch Strangbriiche zwischen den Nucleosomen in Segmente von ca. 185
Basenpaaren fragmentiert (ALISON und SARRAF, 1995).

Der Prozel} steht unter genetischer Kontrolle und kann durch zellinterne Signale oder exo-
gene Substanzen wie Hormone, Zytokine und eine Vielzahl von chemischen, physikali-
schen und viralen Agentien induziert werden (KERR et al., 1994; WYLLIE, 1994; RAZ-
VIund WELSH, 1995).

Die Dauer der Apoptose betrédgt in der Leber ca. zwei bis drei Stunden (BURSCH, 1990)

2.5.2 Nachweis der Apoptose

Die Apoptoserate, der prozentuale Anteil an Apoptosen an der Gesamtzellzahl, kann im

histologischen Schnitt ermittelt werden durch

1.
2.

Identifizierung der apoptotischen Korperchen am HE-Schnitt (KERR et al., 1972),
Auswertung der Eigenfluoreszenz der apoptotischen Korperchen nach Farbung mit Eosin

(STINCHECOMBE et al., 1995),

. Nachweis der Strangbriiche der DNA durch den Einbau markierter Nukleotide am 3'OH-

Ende der Fragmente, die anschlieend immunhistologisch sichtbar gemacht werden kon-
nen (TUNEL (,terminal deoxynucleodidyl transferase-mediated dUTP mnick end-
labeling*) —Methode) (WIJSEMAN et al., 1993),

immunhistologischen Nachweis von TGF-81 oder dessen Vorldaufermolekiil TGF-B-LAP,
die in durch Apoptose zugrunde gehenden Hepatozyten vorhanden sind (WAKEFIELD et
al., 1990; BURSCH et al., 1992).

Die Identifizierung der Apoptose im histologischen Schnitt bietet den Vorteil, da3 die Beur-

teilung der Lokalisation der Apoptose im Gewebe moglich ist. Weitere Vorgehensweisen, bei

denen dieses nicht moglich ist, sind der Nachweis der DNA-Fragmente mit ihrer spezifischen

Lange in der Gel-Elektrophorese (ALISON und SARRAF, 1995) und die Unterscheidung und
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Quantifizierung von apoptotischen, nekrotischen und normalen Zellen in einer Zellsuspension

mittels Durchfluzytometrie (DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

2.5.3 Apopose-Index in der Leber: Kontrollwerte

Tab. 7: Apoptose-Index (%) in der Leber (Kontrollwerte)

Rattenstamm | Alter Apoptose-Index | Nachweis- Referenz
Geschlecht (%) Methode
F344 (m) 10-32 Wo | 0,2-0,7 Zahlung der AK |MARSMAN et al., 1992
im HE-Schnitt
Sprague- 12 Wo ~0,1 Zahlung der AK|MAYOL etal., 1992
Dawley (m) im HE-Schnitt
Sprague- ca. 27-49(0,013 Zahlung der AK|ZERBAN et al., 1994
Dawley (m/w) | Wo im HE-Schnitt
Alderley Park|ca. 6 Wo |0,031 Zahlung der AK |ROBERTS et al., 1995
Ratten (m) im HE-Schnitt
Wistar (m) 9 Wo 0,044 HE-Diagnostik BLAZEY, 2001
13 Wo 0,063
26 Wo 0,081
Wistar (w) 13-32 Wo | 0,2-0,33 Eigenfluoreszenz | STINCHCOMBE et al., 1995

AK = Apoptotische Korperchen; HE: Himatoxylin und Eosin; m = ménnlich; w = weiblich; Wo = Woche
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2.6 Priifsubstanzen

2.6.1 Phenobarbital

Phenobarbital ist ein Barbitursdurederivat mit antikonvulsiver Wirkung (BENET und SHEI-
NER, 1985), das in der Human- und Veterindirmedizin bei der Behandlung der Epilepsie
Verwendung findet. In Initiations-Promotions-Studien wird diese Substanz hiufig als Promo-

tor eingesetzt.

2.6.1.1 Allgemeine Wirkung von Phenobarbital auf die Leber

Die Verabreichung von Phenobarbital fiihrt zu einer Erhohung des relativen Lebergewichtes
von bis zu 30 % (SCHULTE-HERMANN, et al., 1990; JONES et al., 1993; GARCIA-
ALLEN et al., 1997). Ursédchlich dafiir sind sowohl eine Hypertrophie als auch eine Hy-
perplasie der Hepatozyten (CARTHEW et al., 1998), die sich iiberwiegend in zentrolobulédren
Region des Leberldppchens finden (SCHULTE-HERMANN et al., 1986). Die Hypertrophie
beruht auf einer Zunahme des Gehaltes an RNA, glattem Endoplasmatischen Retikulum und
verschiedenen fremdstoffmetabolisierenden Enzymen (Cytochrom P450, GGT) (PERAINO et
al., 1975). Die Hyperplasie ist Folge einer gesteigerten Zellproliferation. Die Hypertrophie
bleibt iiber die Dauer der Exposition bestehen, wihrend die Erh6hung der Zellproliferation
nach SCHULTE-HERMANN et al. (1986) und JONES et al. (1993) nur voriibergehend sein

soll.

2.6.1.2 Hepatokarzinogene Wirkung von Phenobarbital

In verschiedenen Tests konnte Phenobarbital keine Genotoxizitit nachgewiesen werden
(ANDERSON und STYLES, 1978; BRADLEY, 1985). Phenobarbital hat sich in der Nager-
Leber sowohl bei chronischer, alleiniger Administration (ROSSSI et al., 1977; WARD, 1983)
als auch in Initiations-Promotions-Studien als hepatokarzinogen erwiesen (PERAINO et al.,
1973, 1977). Fiir die karzinogene Wirkung am Menschen liegen keine Beweise vor (IARC,
1987).

2.6.1.2.1 Hepatokarzinogene Wirkung nach Langzeitapplikation

ROSSI et al. (1977) fanden nach 152-wochiger Verabreichung von Phenobarbital (0,05 % im
Trinkwasser) an Wistar-Ratten bei 59 % der ménnlichen und bei 32 % der weiblichen Tiere
hepatozelluldire Adenome. WARD (1983) berichtete nach einer bis zu 233 Tagen dauernden

Administration von Phenobarbital (0,05 % im Trinkwasser) an alte, mdnnliche F344/NCr-
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Ratten (875-918 Tage alt) von einer Pravalenz an hepatozelluldren Adenomen von 47 % im

Vergleich zu 33 % in der Kontrollgruppe.

2.6.1.3 Promovierende Wirkung von Phenobarbital

2.6.1.3.1 Hepatokarzinogene Wirkung in Initiations-Promotions-Protokollen

Phenobarbital erhoht in Initiations-Promotions-Studien die Lebertumor-Privalenz und die

Anzahl der Tumoren pro Leber, wobei die Ergebnisse vom Studiendesign abhéngig sind.

Tab. 8: Beispiele flir Tumor-Privalenzen in Initiations-Promotions-Studien

Rattenstamm Initiator PB Tumor-Priavalenz | Referenz
Geschlecht Dosis Dosis (%)
Alter bzw. Ge-|Dauer Dauer PB Nur
wicht Initiator
Sprague-Dawley | AAF 66 21 PERAINO et al.,
maénnlich 0,02 % im Futter |0,05% im Futter 1973
22 Tage 18 Tage 36 Wochen
Sprague-Dawley |AAF 62 7 PERAINO et al.,
ménnlich 0,02 % im Futter |0,05% im Futter 1977
22 Tage 18 Tage 407 Tage
Sprague-Dawley |NNM ITO et al., 1984
ménnlich 200 mg/l TW 0,05 % im Futter
200 g 3 Wochen 40 Wochen 12,5 0
52 Wochen 38,5 15,4
F 344 FAA 0,05% im Futter |83 50 WATANABE
150 g 0,02 % im Futter |24 Wochen und WILLIAMS,
13 Wochen 1978

AAF = 2-Acetylaminofluoren; PB = Phenobarbital; FAA = N-2-Fluorenylacetamid;
NNM = N-Nitrosomorpholin; TW = Trinkwasser

2.6.1.3.2 FAH

In der GroB3zahl der Initiations-Promotions-Studien stieg nach Verabreichung von Phenobar-

bital die Anzahl an FAH pro Leber stirker an als nach alleiniger Initiation, wobei auch hier
die Ergebnisse vom Studiendesign beeinfluit wurden (PITOT et al., 1987, SCHULTE-
HERMANN et al., 1990; HASEGAWA et al., 1991; CHEN et al., 1992; KOLOJA et al., 1996

b). Die Anzahl der FAH erhohte sich innerhalb der ersten drei bis vier Behandlungsmonate
und blieb dann konstant (GOLDWORTHY et al., 1984; GOLDWORTHY und PITOT, 1985).
MOORE et al. (1983 b) hingegen beobachteten nach 16-wdochiger Applikation keinen signifi-

kanten Unterschied in der Anzahl der FAH zwischen Kontrolltieren, die nur Phenobarbital

erhalten haben, und den Tieren, die zusétzlich initiiert wurden. In Untersuchungen von ITO et
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al. (1984) fiihrte die alleinige Exposition junger mannlicher Sprague-Dawley Ratten erst nach
52 Wochen zu einem zahlenmifBigen Anstieg der FAH.

In den meisten Studien wurde auch eine stirkere Zunahme der Gréfe und des prozentuale
Anteils der FAH am Lebervolumen nach Phenobarbital-Verabreichung als bei den Kontroll-
gruppen geschildert (GOLDWORTHY et al., 1984; SCHULTE-HERMANN et al., 1990;
CHEN et al., 1992). DRAGAN et al. (1996) dagegen fanden nach 8-monatiger Phenobarbital-
Applikation in keiner Dosierung eine Erhohung des prozentualen Anteils der FAH am Leber-
volumen im Vergleich zur nur initiierten Kontrollgruppe. Die alleinige Verabreichung von
Phenobarbital verursachte erst nach 52 Wochen einen geringfiigigen Anstieg der Fldche und
Volumenanteil der FAH (ITO et al., 1984).

Die notwendige Dosierung von Phenobarbital zur Auslésung promovierender Effekte liegt
iiber 10 ppm im Futter (GOLDSWORTHY et al., 1984; KOLOJA et al. 1996 b), nach MAE-
KAWA et al. (1992) zwischen 15-23 ppm im Futter. Hingegen fiihren Konzentrationen iiber
500 ppm im Futter zu keiner weiteren Steigerung der FAH-Anzahl (GOLDSWORTHY et al.,
1984).

2.6.1.3.2.1 FAH-Typen

SCHULTE-HERMANN et al. (1990) beschrieben nach Initiation mit N-Nitrosomorpholin
eine sich mit der Dauer der Phenobarbital-Verabreichung verdndernde FAH-Typ-
Zusammensetzung. Nach zwei Wochen iiberwogen eosinophile und klarzellig-eosinophil-
gemischtzellige Foci, wihrend in der nur initiierten Gruppe die klarzelligen Foci dominierten.
Ab der zehnten Behandlungswoche waren eosinophil-basophil-gemischtzellige Foci der vor-
wiegend gefundene Typ, nach 49 Wochen traten zusitzlich auch basophile Foci auf. KOLA-
JA et al. (1996 b) berichteten vom Auftreten basophiler, eosinophiler und klarzelliger Foci
nach 7-tdgiger Phenobarbital-Applikation nach Initiation mit DEN. Statistisch signifikante
Unterschiede beziiglich des prozentualen Anteils am Lebergewebe zwischen der Phenobarbi-
tal-Gruppe und den nur initiierten Tieren lieBen sich nur fiir die eosinophilen Foci nachwei-

Sen.

2.6.1.3.3 Zellproliferation und Apoptose
SCHULTE-HERMANN et al. (1982, 1986, 1990) fiihrten verschiedene Zellproliferationsstu-
dien durch, in denen weibliche Wistar-Ratten nach Initiation mit N-Nitrosomorpholin bis zu

14 Monate mit Phenobarbital (50 mg/kg Korpergewicht) behandelt wurden.
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Im unverdnderten Lebergewebe zeigte die Zellproliferation einen initialen Anstieg mit
maximalen Werten (3- bis 4-fach iiber Kontrollwert) am dritten Verabreichungstag. Nach
einem Abfall auf Kontroll-Level innerhalb der ersten Behandlungswoche blieb die
Zellproliferationsrate auf diesem Niveau. Der Abfall der Zellproliferation erreicht nach
JONES et al. (1993) nach 7 Tagen sogar Werte unter Kontrollniveau. Die von KOLOJA et al.
(1996 a) mittels 7-Tage—Pumpe ([3H]-Thymidin) ermittelte 4,7-fache Steigerung des LI nach
7-tagiger Verabreichung von Phenobarbital (500 mg/kg Futter) spiegelt diese initiale
Steigerung wieder. Nach 2 Wochen lag der LI 1,4-fach iiber, zu spiteren Zeitpunkten (3, 4
und 13 Wochen) auf Kontrollniveau. Differierende Angaben bestehen in der Literatur zum
Proliferationsverhalten der Hepatozyten nach Langzeitapplikation von Phenobarbital.
BARBASON et al. (1983) bestimmten nach 12-monatiger Exposition ménnlicher Wistar
Ratten (700 ppm im Trinkwasser) sowohl in initiierten als auch in nicht initiierten Gruppen
einen gegeniiber der jeweiligen Kontrollgruppe erhdhten LI (1,5- bzw. 1,9-fach). DRAGAN
et al. (1996) hingegen ermittelten nach einer 8-monatigen Verabreichung von Phenobarbital
(500 ppm im Futter) an weibliche Harlan-Sprague-Dawley Ratten nach Initiation keine im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe erhéhte, bei nur promovierten Tieren sogar eine
verringerte Zellproliferationsrate.

SCHULTE-HERMANN et al. (1986) und KOLAJA et al. (1996 a) fanden die initiale Prolife-
rationssteigerung in zentrolobuldren Bereichen des Leberldappchens, CHEN et al. (1995) er-
mittelten im Gegensatz dazu periportale Bereiche als Hauptproliferationszone.

FAH in mit NNM initiierten Wistar Ratten wiesen wéhrend einer 13-monatigen Verabrei-
chung von Phenobarbital immer eine hohere Zellproliferationsrate auf (Puls-Labelling) als
unverinderte Hepatozyten (SCHULTE-HERMANN et al., 1982). Ahnlich wie in unverinder-
ten Hepatozyten verursachte Phenobarbital in den FAH nur eine initiale, voriibergehende
Steigerung der Zellproliferation mit dem Maximum innerhalb der ersten Behandlungswoche.
Diese spiegelt sich in den mittels 2-Wochen-Pumpe ermittelten Werten nach zweiwdchiger

Phenobarbital-Applikation wider (s. Tab. 9).

Tab. 9: Labelling-Index (2-Wochen-Pumpe [*H]-Thymidin) nach zweiwochiger Phenobarbi-
tal-Verabreichung nach Initiation mit NNM (aus SCHULTE-HERMANN et al., 1982)

LI (%) in unveridnderten Hepatozyten |LI (%) in FAH

Kontrolle 3,0£2,0 29,0+5,3

Phenobarbital 12,3 +6,3 47,0+5,1

LI = Labelling Index; NNM = N-Nitrosomorpholin
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Uber die Dauer der Zellproliferationssteigerung bestehen unterschiedliche Angaben.
SCHULTE-HERMANN et al. (1982, 1990) konnten zu spéteren Zeitpunkten (ca. 2-4 Wo-
chen) keine Unterschiede zwischen der promovierten Gruppe und der nur initiierten Gruppe
erkennen. KOLOJA et al. (1996 b) dagegen ermittelten nach 7-, 30- und 60-tégiger Verabrei-
chung von Phenobarbital (500 ppm im Futter) nach Initiation mit DEN zu allen Zeitpunkten
in FAH einen im Vergleich zur nur-initiierten Gruppe 1,4- bis 1,5-fach erhohten Labelling-
Index. Auch BARBASON et al. (1983) wiesen in einem Initiations-Promotions-Protokoll
nach 12-monatiger Applikation einen 2,9-fach hoheren LI in promovierten als in unpromo-
vierten FAH nach.

Ubereinstimmend wird in der Literatur von der Senkung der Apoptoserate sowohl im unver-
anderten Lebergewebe als auch in FAH durch die Verabreichung von Phenobarbital berichtet:
Dabei lag der Apoptose Index (Al) in FAH immer iiber dem des unveridnderten Lebergewe-
bes. In einer Studie von BURSCH et al. (1984) ergaben sich im unverdnderten Lebergewebe
nach Initiation mit N-Nitrosomorpholin Apoptose-Indizes von 0,12 %, nach zusitzlicher Phe-
nobarbital-Behandlung (28 Wochen, 50 mg/kg Korpergewicht) von 0,07 %. In FAH wurde
bei nur initiierten Tieren ein Al von 1,2 %, nach zusitzlicher Promotion von 0,7 % gemessen.
Somit wird das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod, aus dem das langsame
Nettowachstum nicht promovierter FAH resultiert, durch Phenobarbital gestort. Phenobarbital
inhibiert die Apoptose und steigert auch dadurch die Nettowachstumsrate (SCHULTE-
HERMANN et al., 1989, 1990, 1993).

Diese Befunde werden durch Untersuchungen von KOLAJA et al. (1996 b) unterstiitzt. Sie
beobachteten nach der Verabreichung von Phenobarbital (7, 30 und 60 Tage, 500 ppm) nach
Initiation mit DEN in den FAH eine verringerte Apoptoserate gegeniiber den FAH in nicht

promovierten Ratten.

2.6.1.3.4 Mechanismen der Tumorpromotion

Verschiedene Untersuchungsergebnisse legen die Vermutung nahe, dafl die Promotionswir-
kung Phenobarbitals nach chronischer Applikation auf der unterschiedlichen Auswirkung auf
initiierte und normale Hepatozyten beruht. Die akute Verabreichung von Phenobarbital an
Ratten fiihrt zu einer Steigerung der Zellproliferation in der Leber, die chronische Applikation
dagegen soll die Fihigkeit nicht initiierter Hepatozyten verringern, auf mitogene Stimuli wie
EGF (,,epidermal growth factor*) oder HGF (,,hepatocyte growth factor*) zu reagieren (ECKL
et al., 1988; GARCIA-ALLEN et al., 1997). Zusitzlich wird das Wachstum der mit Pheno-
barbital behandelten Hepatozyten im Vergleich zu unbehandelten Hepatozyten durch den zell-
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teilungshemmend wirkenden Wachstumsfaktor TGF-81 (,transforming growth factor) zwei-
bis dreifach stirker gehemmt. Ursdchlich dafiir sind eine verstiarkte Ansprechbarkeit der He-
patozyten auf TGF-B1 sowie hohere Konzentrationen von TGF-B1 in den Hepatozyten
(JIRTLE et al., 1991, 1994). In bestimmten Subpopulationen von FAH weisen die Hepatozy-
ten weder erhohte Level von TGF-B1 noch des TGF-B1-aktivierenden Rezeptors M6P/IGF-I1
auf. FAH erhalten dadurch einen selektiven Wachstumsvorteil gegeniiber nicht initiierten He-
patozyten (JIRTLE et al., 1994; REISENBICHLER et al., 1994).

Die zellteilungshemmende Wirkung Phenobarbitals wurde durch eine Senkung der durch eine
Cholin-Mangel-Didt hervorgerufenen Steigerung der Zellteilungsrate bestdtigt (ABANOBI et
al., 1982). In der GroBzahl der in vivo durchgefiihrten Studien (s. 2.6.1.3.3.) ist die zelltei-
lungshemmende Wirkung von Phenobarbital auf nicht verdnderte Hepatozyten bei Langzeit-
applikation jedoch nicht nachzuvollziehen.

REN und RUCH (1996) berichteten von einer zeitlich begrenzten Hemmung der interzellula-

ren Kommunikation von Hepatozyten in Zellkultur als Folge der Phenobarbital-Exposition.

2.6.1.4 Wirkung von Phenobarbital auf die Leber alter Ratten

HASEGAWA et al. (1994) ermittelten nach einer 52-wochigen Verabreichung von Phenobar-
bital (0,05 %) an nicht vorbehandelte, 60 Wochen alte mannliche F344-Ratten keine signifi-
kante Erhohung der FAH-Anzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ebenso konnte in einer
Studie von KRAUPP-GRASL et al. (1991) die promovierende Wirkung Phenobarbitals nach
13-monatiger Verabreichung (50 mg/kg Korpergewicht) an 57 Wochen alte Wistar Ratten
nicht nachvollzogen werden. Die Anzahl/cm® und die Fliche der eosinophilen/klarzelligen
FAH, die hier zusammengefal3t wurden, und die Anzahl der tigroiden FAH war, allerdings
nicht statistisch signifikant, gegeniiber der Kontrollgruppe sogar vermindert. Signifikant ge-
senkt war die Flache der tigroiden FAH. Andere Autoren dagegen stellten nach der Langzeit-
exposition alter weiblicher F344/NCr Ratten eine Erhdhung des prozentualen Anteils FAH-
tragender Tiere und Anzahl eosinophiler, nicht aber basophiler FAH pro Tier fest (WARD
und OHSHIMA, 1985: 26 Monate alt, 27 Wochen Verabreichung; WARD und HENNE-
MANN, 1990: 114 Wochen alt, Verabreichung bis zu 26 Wochen). 90,4 % der eosinophilen
FAH und 85,9 % der GGT-positiven FAH waren in Zone 1 des Leberazinus lokalisiert
(WARD und OHSHIMA, 1985). In einigen Studien ist mit unterschiedlichen Ergebnissen die
Wirkung Phenobarbitals auf Tiere unterschiedlichen Alters direkt verglichen worden. Nach
WARD (1983) ergab der Vergleich zwischen jungen (42 Tage alt) und alten (875 Tage alt)
F344/NCr Ratten ein hohere Sensibilitit alter Ratten fiir die Verabreichung von Phenobarbital
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(500 ppm im Trinkwasser). Die jungen Ratten entwickelten wahrend der 150 Tage dauernden
Verabreichung keine FAH, wihrend sich bei den alten Ratten signifikante Unterschiede in
Anzahl GGT-positiver und eosinophiler FAH gegeniiber unbehandelten Tieren zeigten (6,8-
bzw. 19-fache Steigerung). In einer Studie von WARD und HENNEMANN (1990) entwi-
ckelten sich FAH und Adenome wihrend der Phenobarbital-Verabreichung in alten Tieren
deutlich schneller. XU et al. (1990) dagegen stellten anhand eines Protokolls mit partieller
Hepatektomie, Initiation und 6-monatiger Phenobarbital-Gabe bei 12 Monate alten F344 Rat-
ten eine deutlich geringere Promotionswirkung fest als bei 6 Monate alten Tieren. Ebenso
reagieren nach HASEGAWA et al. (1991) junge Ratten empfindlicher auf die promovieren-
den Eigenschaften Phenobarbitals. Die Autoren fanden in einer 8-wochigen Initiations-
Promotions-Studie bei 46 Wochen alten minnlichen F344 Ratten zwar eine Steigerung der
FAH-Anzahl, die aber im Vergleich zu den Kontrolltieren geringere Ausmalle zeigte als bei 6
Wochen alten Tieren.

Messungen der Zellproliferation wurden in der Leber alter Ratten nur in geringem Umfang
durchgefiihrt. SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a) konnten nach einer einmaligen oralen
Verabreichung von Phenobarbital (50 mg/kg Korpergewicht) keine Steigerung der Zellproli-
feration in spontan entstandenen FAH (alle FAH-Typen) 2 Jahre alter ménnlicher Wistar Rat-
ten beobachten. Bei Zellproliferationsuntersuchungen an alten F344/NCr Ratten stellten
WARD und OHSHIMA (1985) fest, daB3 der LI in basophilen FAH nach 4- bis 27-wochiger
Phenobarbital-Verabreichung nicht beeinfluit wurde. Der LI eosinophiler FAH, die bei den

Kontrolltieren kaum vorhanden waren, lag deutlich {iber dem der basophilen FAH.

2.6.2 Chloroform
Chloroform (Trichlormethan, CHCls), ein organisches Losungsmittel, das friiher als Inhalati-
onsnarkotikum eingesetzt wurde, entsteht in bedeutsamen Mengen bei der Chlorierung von

Wasser (BULL, 1993).

2.6.2.1 Allgemeine Wirkung von Chloroform auf die Leber

In Folge einer kontinuierlichen Chloroform-Verabreichung an Ratten (4 Tage bzw. 3 Wo-
chen) konnten LARSON et al. (1995 a) nach Applikation per Sonde eine 1,1- bis 1,2-fache
Erhohung, bei Applikation iiber das Trinkwasser keine Verdnderung des relativen Leberge-
wichts ermitteln. Nach REDDY et al. (1992) fiihrte allerdings eine 12-wochige Trinkwasser-

Applikation zu einer signifikanten 1,1-fachen Erhohung des relativen Lebergewichts. Die in
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beiden Studien bestimmten Anstiege des relativen Lebergewichts beruhten auf einer Verrin-
gerung des Korpergewichts.

Histologisch resultierte die Verabreichung von Chloroform an Ratten in zentrolobuldren Le-
berzellnekrosen, deren Ausmall von Geschlecht, Applikationsart, Dosis und Dauer der Verab-
reichung abhingig war. LARSON et al. (1993; 1995 a) fanden dosisabhédngig zytotoxische
Erscheinungen, die bei einer einmaligen Verabreichung an ménnliche F344 Ratten per Sonde
ab 180 mg/kg Korpergewicht, nach 4-tiagiger Applikation ab 90 mg/kg Korpergewicht auftra-
ten. Das Ausmal} der Leberzellnekrosen verringerte sich im Laufe der Verabreichung. Nach
dreiwochiger Behandlung mit 90 mg/kg waren keine Verdnderungen mehr ersichtlich. Bei
weiblichen Ratten waren die zytotoxischen Effekte weniger ausgeprégt als bei ménnlichen
Tieren (LARSON et al., 1995 a; 1995 b). Die Auswirkungen einer Applikation von Chloro-
form tliber das Trinkwasser waren mit nur vereinzelten nekrotischen Hepatozyten bei 900
bzw. 1800 ppm wesentlich geringer als bei der Verabreichung mittels Sonde (LARSON et al.,
1995 a). Der Grund dafiir liegt nach PEREIRA (1994) in einer Uberlastung der Entgiftungs-
funktionen der Leber bei der plotzlichen Anflutung gro3er Mengen an Chloroform nach Ver-

abreichung per Sonde.

2.6.2.2 Hepatokarzinogene Wirkung von Chloroform

Chloroform wurde in verschiedenen Studien keine oder eine nur geringe Genotoxizitit zuge-
sprochen (BRIDGES et al., 1981; PEREIRA et al., 1982; REITZ et al., 1982; GEMMA et al.,
1996).

2.6.2.2.1 Hepatokarzinogene Wirkung nach Langzeitapplik ation

1976 wurde vom National Cancer Institut (NCI) eine Studie durchgefiihrt, in der Osborne-
Mendel-Ratten iiber 78 Wochen mit Chloroform mittels Sonde behandelt wurden (ménnliche
Tiere 90 bzw. 180 mg/kg, weibliche Tiere 100 bzw. 200 mg/kg Korpergewicht). Bei méannli-
chen Tieren wurde bei der hohen Dosierung eine Pravalenz an hepatozelluldren Karzinomen
von 2 %, bei weiblichen Tieren von 0 % ermittelt. REUBER (1979) fand bei einer Neubeur-
teilung der histologischen Schnitte bei 4 % der ménnlichen Ratten bei der hohen Dosierung
hepatozelluldre Karzinome, bei weiblichen Ratten lag die Prévalenz bei beiden Dosierungen
bei 5 %. Zusitzlich entdeckte er hyperplastische Knotchen und Gallengangskarzinome. Eine
104-wochige Verabreichung von Chloroform im Trinkwasser (1800 ppm) fiihrte nach JOR-
GENSON et al. (1985) bei ménnlichen Osborn-Mendel Ratten nicht zur Entstehung von Le-
bertumoren. TUMASONIS et al. (1985) berichteten von einem signifikanten Anstieg der Pri-
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valenz an neoplastischen Knotchen bei weiblichen Wistar-Ratten nach der Applikation von
Chloroform iiber das Trinkwasser (durchschnittlich 180 mg/kg Korpergewicht) iiber die ge-

samte Lebensdauer der Tiere.

2.6.2.3 Promovierende Wirkung von Chloroform
Uber die Entstehung von hepatozelluldren Karzinomen in Initiations-Promotions-Protokollen

bestehen in der Literatur keine Angaben.

2.6.2.3.1 FAH und FAH-Typen

Uneinigkeit herrscht in der Literatur {iber die Entstehung von FAH in Folge einer Verabrei-
chung von Chloroform. DEML und OESTERLE (1987) stellten nach 11-wo6chiger Chloro-
form-Behandlung (2x/Woche) 21 Tage alter weiblicher Sprague-Dawley Ratten keine Erho-
hung der FAH-Anzahl fest. Die vorherige Initiation mit Diethylnitrosamin (DEN) fiihrte zu
einer dosisabhingigen Steigerung (ab 100 mg/kg Korpergewicht) in Anzahl und GréBe AT-
Pase-negativer und GGT-positver FAH (DEML und OESTERLE, 1985, 1987). Dem wider-
sprechend konnten PEREIRA et al. (1982) in einem vergleichbaren Protokoll bei mannlichen,
9 Wochen alten Sprague-Dawley Ratten keine Unterschiede in der Anzahl GGT-positiver
FAH zwischen DEN und Chloroform-behandelten Tieren und den entweder nur mit DEN
oder nur mit Chloroform-behandelten Ratten feststellen. REDDY et al. (1992) beschrieben
nach Trinkwasser-Applikation bei méannlichen F344 Ratten sogar eine inhibierende Wirkung
des Chloroforms auf mit DEN initiierte und durch Phenobarbital promovierte FAH. Die Ursa-
che soll in einer Zerstdrung der initiierten Hepatozyten vor Beginn der durch Phenobarbital
induzierten klonalen Expansion liegen. In spéteren Stadien dagegen sollen die FAH eine Re-
sistenz gegeniiber den zytotoxischen Wirkungen Chloroforms aufweisen.

Uber die wihrend der Chloroform-Verabreichung entstehenden FAH-Typen liegen keine

Informationen vor.

2.6.2.3.2 Zellproliferation und Apoptose

LARSON et al. (1993, 1995 a, 1995 b) ermittelten das Proliferationsverhalten im extrafokalen
Lebergewebe ménnlicher und weiblicher F344 Ratten nach einmaliger sowie 4-tdgiger und 3-
wochiger Applikation von Chloroform per Sonde (5 x/Woche) und iiber das Trinkwasser. Die
einmalige Gabe von 477 mg/kg Korpergewicht mittels Sonde an mannliche Ratten resultierte
in einer 16-fachen Steigerung des Labelling-Index (LI) gegeniiber den Kontrollen. Nach 4-
tidgiger Verabreichung war der LI panlobuldr dosisabhédngig ab 90 bzw. 100 mg/kg Korper-



30 2 Literaturiibersicht

gewicht (ménnlich bzw. weiblich), nach 3 Wochen erst ab Dosierungen von 180 bzw. 200
mg/kg Korpergewicht statistisch signifikant erhoht. Wurde Chloroform {iber das Trinkwasser
(bis 1800 ppm) an miannliche F344 Ratten verabreicht, waren bei keiner Dosierung Unter-
schiede im LI zwischen behandelten Ratten und Kontrolltieren zu erkennen. Ebenso ergaben
sich nach einmaliger Applikation (477 mg/kg Korpergewicht) von Chlorform mittels Sonde
an minnliche Osborne-Mendel Ratten keine Anderungen im LI (TEMPLIN et al., 1996).

An Wistar Ratten wurden keine Proliferationsmessungen nach Verabreichung von Chloro-
form durchgefiihrt. Weiterhin liegen keine Erkenntnisse {iber das Proliferations- und Apopto-

severhalten von FAH vor.

2.6.2.3.3 Mechanismus der Tumorpromotion

Die Gabe von Chloroform fiihrt nur in Dosierungen und Applikationsformen, die zytotoxische
Erscheinungen und nachfolgend regenerativ gesteigerte Zellproliferation hervorrufen, zur
Entstehung von Lebertumoren. Diese enge Beziehung fiihrte unter der Annahme, daf3 die im
Langzeitversuch verwendeten Osborne-Mendel-Ratten und die von LARSON et al. (1993,
1995 a, 1995 b) genutzten F344 Ratten biologisch dhnlich reagieren, zu der Hypothese, dal3
die krebserregende Wirkung des Chloroforms nicht auf einem genotoxischen, sondern auf
einem zytotoxischen Wirkmechanismus beruht (REITZ et al., 1982; LARSON et al., 1993 a;
BUTTERWORTH et al., 1995). Die Karzinogenese ist Folge der kompensatorisch gesteiger-
ten Zellproliferation und der damit erhohten Wahrscheinlichkeit von DNA-Schiaden (COHEN
und ELLWEIN, 1991). Untersuchungen von TEMPLIN et al. (1996) weisen auf eine ver-
gleichbare Empfindlichkeit von Osborne-Mendel-Ratten und F344 Ratten, jedenfalls beziig-

lich der nephrotoxischen Wirkung von Chloroform, hin.

2.6.2.4 Wirkung von Chloroform auf die Leber alter Ratten

Studien, in denen die promovierende Wirkung von Chloroform auf die Leber alter Wistar
Ratten Gegenstand der Untersuchung war, wurden bisher noch nicht durchgefiihrt. Untersu-
chungen von STAATS et al. (1990) aber zeigten, dal Chloroform in alten ménnlichen Osbor-
ne-Mendel-Ratten (18 bis 20 Monate) in vergleichbaren Raten wie in jungen Ratten (7 bis 10

Wochen alt) metabolisiert wird.
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2.6.3 Wyeth-14,643

Wyeth-14,643 ([4-chloro-6(2,3-xylidino)2-pyrimidinylthio]acetic acid) ist eine Substanz aus
der Gruppe der Peroxisomenproliferatoren, einer Gruppe von strukturell unterschiedlichen
industriellen und pharmazeutischen Chemikalien wie Weichmachern, Herbiziden und den
Blutlipidgehalt-senkenden Medikamenten. Allen gemein ist die Eigenschaft, die Anzahl und
GroBle der Peroxisomen in Zellen der exponierten Tiere zu steigern. Peroxisomen sind von
einer Membran umgebene, zytoplasmatische Zellorganellen, die u. a. eine groBe Anzahl an
Enzymen enthalten, die am Fettstoffwechsel beteiligt sind (z. B. B-Oxidation von Fettsduren,

Cholesterin-Metabolismus) (LOCK et al., 1989).

2.6.3.1 Allgemeine Wirkung von Wyeth-14,643 auf die Leber

Durch die Verabreichung von Wyeth-14,643 kommt es zu einer Vergroferung der Leber, die
tiber die Dauer der Exposition bestehen bleibt. Das Lebergewicht ist im Vergleich zu den
Kontrollen bis zu vierfach erhoht (WADA et al., 1992; LAKE et al., 1993; MARSMAN et al.,
1988; MARSMAN und POPP, 1994). Die Hepatomegalie ist einerseits durch eine Hypertro-
phie der Hepatozyten bedingt, die eine Folge der Peroxisomenproliferation darstellt, und an-
dererseits durch eine Hyperplasie, die aus einer Steigerung der Zellproliferation resultiert. Die
Hypertrophie der Hepatozyten wurde von WADA et al. (1992) in zentrolobuldren Bereichen
des Leberldppchens beobachtet. EACHO et al. (1991) ermittelten die stirkste Peroxiso-
menproliferation in periportalen Hepatozyten.

Die Applikation von Wyeth-14,643 (ab 50 ppm im Futter) fithrte zu einer iiberwiegend
zentrolobuldren Lipofuszin-Akkumulation (WADA et al.,, 1992). Nach CONWAY et al.
(1989) stellt der Grad der Akkumulation von Lipofuszin einen Marker fiir die quantitative

Vorhersage des karzinogenen Potentials von Peroxisomenproliferatoren dar.

2.6.3.2 Hepatokarzinogene Wirkung von Wyeth-14,643

Peroxisomenproliferatoren oder ihre Metabolite binden nicht an die DNA, haben sich in Mu-
tagenititstests als nicht-genotoxisch erwiesen (GLAUERT et al., 1984; GOEL et al., 1985)
und besitzen nach CATTLEY et al. (1989) keine Initiationskapazitit. Die Karzinogenitit von
Peroxisomenproliferatoren ist Folge ihrer promovierenden Eigenschaften (CATTLEY und
POPP, 1989). Der Mensch ist, im Gegensatz zu Ratten und Méusen, nicht fiir die karzinogene
Wirkung von Peroxisomenproliferatoren empfanglich (BENTLEY et al., 1993).
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2.6.3.2.1 Hepatokarzinogene Wirkung nach Langzeitapplikation

Studien, in denen méannliche F344 Ratten iiber ldngere Zeitrdume kontinuierlich mit Wyeth-
14,643 behandelt worden sind (1000 ppm im Futter), zeigen deutlich dessen hepatokarzino-
gene Wirkung. Nach 54 Wochen wiesen 90 % (CATTLEY und POPP, 1989), nach 16 Mona-
ten 100 % (REDDY et al., 1979) der Tiere Karzinome auf (Kontrollen 0 %). MARSMAN und
POPP (1994) fanden erstmals nach 37 Wochen bei einigen Tieren Adenome, deren Privalenz
und Anzahl pro Tier im Laufe der Exposition anstieg. Nach 52 Wochen lag eine Privalenz an

Adenomen von 95 % und an Karzinomen von 30 % vor.

2.6.3.3 Promovierende Wirkung von Wyeth-14,632

2.6.3.3.1 Hepatokarzinogene Wirkung in Initiations-Promotions-Protokollen
Eine 54-wochige Verabreichung von Wyeth-14,643 nach Initiation mit Diethylnitrosamin
steigerte die Pravalenz an Karzinomen auf 100 % im Vergleich zu 50 % bei den nur-initiierten

und 90 % bei den nur-Wyeth-14,643 behandelten Tieren (CATTLEY und POPP, 1989).

2.6.3.3.2 FAH

Peroxisomenproliferatoren sollen FAH promovieren, die nicht durch die sonst erfolgreich
eingesetzten Marker GGT oder GST-P identifizierbar sind (GLAUERT et al., 1986 a; RAO et
al., 1986; HENDRICH et al., 1987). Die FAH weisen hédufig einen ATPase-Defizit auf, was
zum Nachweis genutzt werden kann (RAO et al., 1984). Die Datenlage zur Entstehung von
FAH nach der Verabreichung von Wyeth-14,643 ist uneinheitlich. In der Untersuchung von
MARSMAN und POPP (1994) entwickelten sich nach kontinuierlicher Applikation (1000
ppm im Futter iiber 22, 37 und 52 Wochen) FAH, deren Anzahl und Gro3e im Laufe der Be-
handlung anstiegen. In der Initiations-Promotions-Studie von CATTLEY und POPP (1989;
11 Wochen 1000 ppm) konnte keine Steigerung der Anzahl der FAH, sondern nur eine Ver-
groBerung der FAH beobachtet werden. Der prozentuale Anteil der FAH am Lebergewebe
zeigte signifikant hohere Werte als in nur initiierten oder nur promovierten Tieren und stieg
im Verlaufe der Verabreichung (CATTLEY und POPP, 1989; CATTLEY et al.,, 1994).
GLAUERT et al. (1986 a) schilderten sowohl eine erhohte FAH-Anzahl als auch eine Erho-
hung des FAH-Volumens nach 6-monatiger Verabreichung von Wyeth-14,643 nach partieller
Hepatektomie und Initiation mit Diethylnitrosamin (DEN). In den Lebern der Kontrolltiere,
die kein DEN erhalten haben, war nur ein Anstieg in der Anzahl festzustellen. CATTLEY et

al. (1994) konnten zeigen, dall die promovierende Wirkung von Wyeth-14,643 vom ange-



2 Literaturiibersicht 33

wendeten Initiator abhdngig ist. Die Verwendung von 2-Aceylaminofluoren als Initiator fiihr-
te - im Gegensatz zur Verwendung von DEN - nicht zur Erh6hung des prozentualen Anteils
des von basophilen FAH eingenommenen Lebergewebes gegeniiber den Kontrolltieren. Die
Verteilung der FAH im Leberldppchen soll nach MARSMAN et al. (1988) keine Haufung in

einer bestimmten Zone zeigen.

2.6.3.3.2.1 FAH-Typen

Ubereinstimmend wird in der Literatur nach der Verabreichung von Wyeth-14,643, unabhin-
gig davon, ob initiiert wurde oder nicht, vom Auftreten eines besonderen FAH-Typs aus gro-
fen Zellen mit homogen basophilem Zytoplasma berichtet (CATTLEY und POPP, 1989;
CATTLEY et al., 1994; MARSMAN und POPP, 1994; MILLER et al., 1995). Histologisch
dhneln diese homogen basophilen FAH den durch Peroxisomenproliferatoren induzierten Ne-
oplasien (CATTLEY et al., 1991, 1994). MARSMAN und POPP (1994) beschrieben eine
Regression der homogen basophilen FAH nach Beendigung der Behandlung bei gleichzeitig
vermehrtem Auftreten von klarzelligen FAH. Daraus schlossen die Autoren, da3 die homogen
basophilen FAH den progressiven Phinotyp, die klarzelligen FAH den regressiven Phanotyp
der durch Wyeth-14,643 verursachten FAH darstellen. ATPase-negative FAH dagegen per-
sistierten nach Behandlungsende, wobei sich der prozentuale Anteil des von FAH eingenom-
menen Lebergewebes verringerte. MILLER et al. (1995) fanden in einer Initiations-
Promotions-Studie mit DEN nach 22-wochiger Verabreichung von Wyeth-14,643 zusétzlich
zu den homogen basophilen FAH auch eosinophile FAH, die in den nur mit Wyeth-14,643

behandelten Tieren nicht vorlagen.

2.6.3.3.3 Zellproliferation und Apoptose

MARSMAN et al. (1988) konnten mittels Puls-Labelling bei ménnlichen F344 Ratten eine
durch Wyeth-14,643 (1000 ppm im Futter) verursachte 4,4-fache Erhohung des Labelling-
Index (auf 8,8 %) am ersten Behandlungstag feststellen. Am vierten Tag der Verabreichung
wurden dann wieder Werte auf Kontrollniveau gemessen. Ubereinstimmend wird in der Lite-
ratur nach der Verwendung subkutaner Minipumpen von Labelling-Indizes berichtet, die sich
nach einer initialen starken Erhohung wihrend der gesamten Exposition iiber Kontrollwerten
befinden. Nach einer 1-wochigen Applikation wurden in Abhingigkeit von Dosierung (50 bis
1000 ppm im Futter) und Rattenstamm 5,8- bis 13-fache Steigerungen iiber die Kontrollwerte
ermittelt (MARSMAN et al., 1988, 1992; WADA et al., 1992; LAKE et al., 1993). Die zu

spateren Zeitpunkten (bis zu 52 Wochen) ermittelten Labelling-Indizes lagen ebenfalls ober-
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halb der Kontrollwerte. Die angegebenen Werte befanden sich zwischen dem 3,5- und 12-
fachen der Kontrollwerte (MARSMAN et al., 1988; WADA et al., 1992; LAKE et al., 1993;
MARSMAN und POPP, 1994). WADA et al. (1992) legten als Schwellendosis 50 ppm im
Futter fest. Hohere Dosierungen (bis 1000 ppm) verursachten in dieser Studie keine weiteren
Erhohungen des LI. Nach der Beendigung der Behandlung fiel der LI wieder auf Kontrollwer-
te ab (MARSMAN und POPP, 1994).

Die Zellproliferationssteigerung findet nach MARSMAN et al. (1988), EACHO et al. (1991)
und WADA et al. (1992) in den periportalen Bereichen des Leberlédppchens statt.

In homogen basophilen FAH, die nach 37- bzw. 52-wochiger Verabreichung von 1000 ppm
im Futter in minnlichen F344 Ratten entstanden sind, lag der LI bei ca. 60 % und damit 5,5-
fach tiber dem LI im extrafokalen Lebergewebe (MARSMAN und POPP, 1994). MILLER et
al. (1995) berichteten von einem LI in homogen basophilen FAH von 36 % nach 22-wdochiger
Applikation.

Uber die Auswirkung von Wyeth-14,643 auf die Apoptoserate liegen nur geringe Informatio-
nen vor. Die Untersuchung der Apoptoserate nach der Applikation von Wyeth-14,643 in einer
Studie von MARSMAN et al. (1992) erbrachte auller einer 3,3-fachen Erh6hung im extrafo-
kalen Lebergewebe am Endpunkt der Studie nach 22 Wochen keine von den Kontrollwerten
abweichenden Ergebnisse. In einem in vitro Modell hemmte Nafenopin, ein nicht-
genotoxisches Hepatokarzinogen aus der Gruppe der Peroxisomenproliferatoren, sowohl die
spontan vorkommenden als auch die durch TGFB1 induzierten Apoptosen (BAYLY et al.,
1994; JAMES und ROBERTS, 1996). Nach ROBERTS et al. (1995) soll Nafenopin auch in

vivo die Apoptose unterdriicken.

2.6.3.3.4 Mechanismus der Tumorpromotion

Die Untersuchung des promovierenden Mechanismus von Peroxisomenproliferatoren war
Gegenstand einer grolen Anzahl verschiedenartiger Studien, aus denen unterschiedliche Er-
gebnisse hervorgegangen sind.

Peroxisomen enthalten Oxidasen, die H,O, produzieren, und Katalasen, die H,O, zu H,O und
O, abbauen (CHANCE et al., 1979). Die Behandlung von Ratten mit Peroxisomenproliferato-
ren fiithrte zu einem groflen Anstieg in der Aktivitit des H,O,-produzierenden Enzymes Acyl-
CoA-Oxidase (REDDY und LALWANI, 1983), dem ersten Enzym der peroxisomalen 03-
Oxidation von Fettsduren. Die Aktivitit der detoxifizierenden Enzyme dagegen war nur ge-
ring gesteigert (peroxisomale Katalase (MOODY und REDDY, 1978)) oder gesenkt (Glu-
tathionperoxidase (CONWAY et al., 1989)). Diese Imbalanz zwischen dem Auf- und Abbau
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von H,0; fithrte zu der Hypothese, dall oxidativer StreB fiir die karzinogene Wirkung von
Peroxisomenproliferatoren verantwortlich sein konne (REDDY et al., 1980; REDDY und
LALWANI, 1983). CONWAY et al. (1989) verglichen Wyeth-14,643 mit dem schwicheren
Karzinogen DEHP (Di(2ethylhexyl)phthalate), das auch zu den Peroxisomenproliferatoren
gehort, und schlossen aus den dhnlichen Effekten beider Substanzen auf die H,O,-abbauenden
Enzyme und die Konzentration an Glutathion, daf3 diese Faktoren nicht fiir die unterschiedli-
chen karzinogenen Wirkungen verantwortlich sind. Auch MARSMAN et al. (1988) stellten in
dem Vergleich von DEHP mit Wyeth-14,643 eine nur geringe Korrelation zwischen dem
Grad der Peroxisomenproliferationssteigerung und dem karzinogenen Potential der beiden
Substanzen fest. Da Wyeth-14,643 im Gegensatz zu DEHP in der Lage ist, die Zellproliferati-
onsrate dauerhaft zu erhohen, sahen die Autoren einen Zusammenhang zwischen der Dauer
der Induktion der Zellproliferation und der durch Peroxisomenproliferatoren verursachten
Karzinogenese. Wyeth-14,643 soll spontan initiierte Hepatozyten promovieren (MARSMAN
und POPP, 1994). Uber den Mechanismus, der die Steigerung der Zellproliferation hervorruft,
liegen verschieden Erkenntnisse vor. Durch die Verabreichung von Wyeth-14,643 wird in
Hepatozyten und im Plasma der exponierten Tiere der HGF (,,hepatocyte growth factor*)-
Spiegel gesenkt (MOTOKI et al., 1997). HGF stimuliert die Proliferation normaler Hepatozy-
ten (NAKAMURA et al., 1984), wirkt aber in neoplastischen Zellen zellteilungshemmend
(SHIOTA et al., 1992). Der induzierte Mangel an HGF verleiht so neo- und praneoplastischen
Zellen einen Wachstumsvorteil (MOTOKI et al., 1997).

ROLFE et al. (1997) nahmen an, dall der TNFa (,,tumor necrosis factor o) an der durch Pe-
roxisomenproliferatoren hervorgerufenen Steigerung der Zellproliferation und der Hemmung
der Apoptose beteiligt ist. ROSE et al. (1997) vermuteten, dafl die Kupffer-Zellen, die resi-
denten Makrophagen der Leber, eine entscheidende Rolle in der durch Wyeth-14,643 vermit-
telten Zellproliferationssteigerung der Hepatozyten spielen. Diese Vermutung basierte auf
dem Befund, daBl eine Inaktivierung der Kupffer-Zellen eine komplette Hemmung der
Zellproliferation bewirkte. Weiterhin wurde die durch Wyeth-14,643 induzierte Erh6hung des
Lebermitogens TNFa durch Inaktivierung der Kupffer-Zellen blockiert. Unterstiitzt werden
die Befunde durch Untersuchungen von RUSYN et al. (1998), die eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB (,,nuclear factor kB*), eines zentralen Faktors in der TNFa-
Produktion, feststellen konnten.

Die Wirkung von Wyeth-14,643 wird durch einen Rezeptor, den ,,peroxisome proliferator-
activated receptor a“ (PPARa), vermittelt. In Versuchen an transgenen PPARa-null-Mausen

konnte die Beteiligung von PPARa an der Aktivierung der Peroxisomenproliferation, der



36 2 Literaturiibersicht

Steigerung der Zellproliferation und der Karzinogenese nachgewiesen werden (LEE et al.,
1995; PETERS et al., 1997). ROBERTS et al. (1998) konnten die Beteiligung des PPARa an
der Hemmung der Apoptose in kultivierten Rattenhepatozyten belegen.

Wyeth-14,643 verstarkt die Empfanglichkeit der hepatischen DNA fiir Schadigungen durch
genotoxische Substanzen wie N-Nitrosodimethylamin (HAYASHI et al., 1995).

2.6.3.4 Wirkung von Wyeth-14,643 auf die Lebern alter Ratten

CATTLEY et al. (1991) untersuchten die Wirkung einer 22-wochigen Exposition mit Wyeth-
14,643 (500 und 1000 ppm im Futter) auf die Lebern junger (2 Monate) und alter (15 Monate)
maéannlicher F344 Ratten. Der prozentuale Anteil der Tiere mit Tumoren pro Gruppe unter-
schied sich nicht statistisch signifikant, alte Ratten wiesen aber pro Leber eine 5 bzw. 7 mal
hohere Anzahl an Tumoren auf als junge Ratten. In beiden Gruppen fanden sich homogen
basophile FAH, die bei alten Ratten einen hoheren Volumenanteil ausmachten als bei jungen
Ratten. In der Leber alter Ratten trat zusitzlich ein weiterer FAH-Typ auf, der aus kleinen
Hepatozyten mit ,,heterogen® gefarbtem basophilen Zytoplasma zusammengesetzt war. Dieser
FAH-Typ kam auch bei Kontrolltieren vor und wurde im Volumenanteil nicht durch Wyeth-
14,643 beeinflullt. Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen, die karzinogene Wirkung
von Wyeth-14-643 auf der Promotion spontan initiierter Hepatozyten beruht, wobei in der
Leber verschiedene Subpopulationen an initiierten Zellen vorkommen, die eine unterschiedli-
che Empfinglichkeit fiir promovierende Substanzen besitzen. Die hohere Empfindlichkeit
alter Ratten soll auf der Tatsache beruhen, dal3 in der Leber alter Ratten eine hohere Anzahl

spontan initiierter Hepatozyten vorhanden ist.

2.6.4 Ethinylestradiol
Ethinylestradiol ist ein synthetisches Steroidhormon, das nach oraler Verabreichung 50 mal
stirker wirkt als natiirliches Ostrogen. In der Humanmedizin findet es als Inhaltsstoff von

Kontrazeptiva Verwendung.

2.6.4.1 Allgemeine Wirkung von Ethinylestradiol auf die Leber

Ubereinstimmend wird in der Literatur als Folge einer Ethinylestradiol-Gabe von einem An-
stieg des absoluten Lebergewichts (1,2- bis 1,4-fach) bei gleichzeitiger Depression der Kor-
pergewichtsentwicklung bei jungen Ratten berichtet (FISCHER et al., 1984; OCHS et al.,
1986; MACHISHI et al., 1995). Die Ursache fiir die Erhohung des Lebergewichts ist eine
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Hyperplasie, die auf einer Steigerung der Zellproliferation beruht (FISCHER et al., 1984;
OCHS et al., 1986).

MAYOL et al. (1992) stellten bei Sprague-Dawley Ratten, nicht aber bei F344 Ratten, zyto-
toxische Wirkungen von Ethinylestradiol (10 ppm im Futter) in Form einer Vakuolisierung
des Zytoplasmas periportaler Hepatozyten fest. Zusitzlich fanden die Autoren nach 6- bzw. 9-
monatiger Applikation, allerdings nur bei Sprague-Dawley Ratten, diffuse hyperplastische,
GGT-positive Areale aus basophilen Hepatozyten in periportalen Regionen des Leberlapp-
chens.

MAYOL et al. (1991) beschrieben in einer Initiations-Promotions-Studie nach einjdhriger
Exposition (0,5mg/kg) von Sprague-Dawley Ratten Gallengangshypertrophie und -hyper-

plasie.

2.6.4.2 Hepatokarzinogene Wirkung von Ethinylestradiol

Ethinylestradiol ist ein Tumorpromotor in der Rattenleber, in Bezug auf die Initiationskapazi-
tdt Ethinylestradiols herrscht aber Uneinigkeit. Ethinylestradiol zeigt in Standard-
Mutagenitétstests keine Mutagenitit (LANG und REDMANN, 1979) und besitzt nach
MAYOL et al. (1991) keine initiierende Eigenschaften. GHIA und MERETO (1989) dagegen
wiesen Ethinylestradiol nach der Durchfiihrung eines Initiations-Promotions-Protokolls auch
eine initiierende Wirkung zu. Der Nachweis von DNA-Addukten nach der Verabreichung von

Ethinylestradiol (SHIMAMURA et al., 1992) unterstiitzt dieses Ergebnis.

2.6.4.2.1 Hepatokarzinogene Wirkung nach Langzeitapplikation

Eine 12-monatige, alleinige Verabreichung von Ethinylestradiol fiihrte zur Entstehung von
Leberkrebs. Bei weiblichen Wistar Ratten betrug die Karzinom-Préavalenz bei einer Dosierung
von 0,075 mg/d 8,1 % (SHIMOMURA et al., 1992) bzw. 8,7 % (OGAWA et al., 1995), bei
0,75 mg/d 38,5 % (OGAWA et al., 1995) und bei 0,15 mg/d 30,8 % (MACHISHI et al.,
1995). Nach ungefdhr 2-jahriger Applikation (0,5 mg/kg Korpergewicht 3x/Woche) an Albi-
no-Wistar Ratten wiesen 70,9 % der Tiere Tumoren in der Leber auf. Es waren keine Ge-

schlechtsunterschiede ersichtlich (MACHNIK et al., 1983).
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2.6.4.3 Promovierende Wirkung von Ethinylestradiol

2.6.4.3.1 Hepatokarzinogene Wirkung in Initiations-Promotions-Protokollen
Sprague-Dawley Ratten entwickelten nach 8-monatiger Verabreichung (10 ppm im Futter)
nach Initiation mit Diethylnitrosamin (DEN) zu 100 % Karzinome. Die nur initiierten Tiere

wiesen eine Tumor-Privalenz von 25 % auf (MAYOL et al., 1991).

2.6.4.3.2 FAH

MAYOL et al. (1991) schilderten nach Initiation mit DEN die Entwicklung von GST-P-
positiven FAH nach 4-monatiger Verabreichung von Ethinylestradiol (10 ppm im Futter) an
Sprague-Dawley Ratten. Der Anteil der FAH-tragenden Tiere und die Anzahl an FAH pro
Tier wurden durch Ethinylestradiol nicht signifikant beeinflult, die durchschnittliche Flache
der FAH lag aber signifikant iiber der nur initiierten Gruppe (2,6-fach bei méannlichen, 2,9-
fach bei weiblichen Tieren). In einem @hnlichen Protokoll steigerte sich nach der Applikation
vom 2,5 pg/d auch die FAH-Anzahl (YAGER et al., 1986). GHIA und MERETO (1989) fan-
den in einer Studie, in der weibliche Sprague-Dawley Ratten und F344 Ratten nach Initiation
mit 2-Acetylaminofluoren und Tetrachlorkohlenstoff 6 Wochen lang Ethinylestradiol (10 ppm
im Futter) erhalten haben, einen signifikanten Anstieg in der Anzahl GGT-positiver FAH. In
dieser Studie erwiesen sich F344 Ratten als empfianglicher fiir die promovierende Wirkung
von Ethinylestradiol.

Auch nach einer alleinigen Behandlung mit Ethinylestradiol entwickelten weibliche Wistar
Ratten FAH. 100 % der Tiere wiesen, unabhingig von der Dosierung (0,075, 0,15 oder 0,75
mg/d), nach vier Monaten FAH auf (0 % bei den Kontrolltieren). Je hoher die Dosierung war,
desto frither traten FAH auf. Anzahl und Fliche der FAH steigerten sich im Laufe der Verab-
reichung (SHIMOMURA et al., 1992; MACHISHI et al., 1995; OGAWA et al., 1995). Auch
Sprague-Dawley Ratten wiesen nach viermonatiger Verabreichung von Ethinylestradiol (2,5

ng/d) zu 100 % FAH auf (YAGER et al., 1986).

2.6.4.3.2.1 FAH-Typen

MAYOL et al. (1992) berichteten von groBBen hyperplastischen FAH, die sich nach sechs-
bzw. neunmonatiger Behandlung von Sprague-Dawley Ratten mit Ethinylestradiol (10 ppm)
entwickelten. Diese waren aus Zellen mit eosinophilem und klarem Zytoplasma zusammen-
gesetzt und waren nicht durch die Marker GST und GGP nachzuweisen. Die von SHIMO-
MURA et al. (1992) und MACHISHI et al. (1995) nach 4 Monaten bei Wistar Ratten gefun-
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denen FAH waren ebenfalls klarzellig/eosinophil-gemischt, waren aber GGT- und GST-P-
positiv. In einem Initiations-Promotions-Protokoll von MAYOL et al. (1991) traten iiberwie-

gend klarzellige Herde auf.

2.6.4.3.3 Zellproliferation und Apoptose

Ethinylestradiol induziert initial eine transiente Steigerung der Zellproliferation mit maxima-
len Werten nach 1- bis 3-tdgiger Verabreichung. In verschiedenen Studien wurden in Abhén-
gigkeit von Dosierung und verwendetem Rattenstamm zwischen 4- und 20-fache Erh6hungen
gemessen (OCHS et al. 1986; MAYOL et al., 1992; MACHISHI et al., 1995). Darauthin fallt
die Zellproliferationsrate wieder ab, wobei Ausmall und Schnelligkeit des Abfalls in ver-
schiedenen Studien unterschiedliche Dimensionen zeigten. Der Abfall auf das Kontrollniveau
erfolgte nach MAYOL et al. (1992) und MACHISHI et al. (1995) nach 3 Tagen, nach OCHS
et al. (1986) nach 7 Tagen und nach YAGER et al. (1986) nach 14 Tagen. MAYOL et al.
(1991, 1992) sahen keinen Zusammenhang zwischen der akuten Hyperplasie und dem hepa-
tokarzinogenen Effekt des Ethinylestradiols, da sie erst nach Langzeitexposition (8 Monate)
ein Wachstum von FAH feststellen konnten.

Bei der Langzeitapplikation von Ethinylestradiol an Sprague-Dawley Ratten (0,5 mg/kg Kor-
pergewicht) wurden nach 6 und 9 Monaten, nicht aber nach 3 Monaten, erhohte Zellprolifera-
tionsraten gemessen. Bei minnlichen Tieren stiegen die Werte kontinuierlich an, bei weibli-
chen Tieren dagegen stagnierten die Werte auf dem erhohten Niveau (MAYOL et al., 1992).
Die nach 6 Monaten gemessenen Zellproliferationsraten lagen 3- bis 4-fach niedriger als die
wihrend der akuten Hyperplasie ermittelten Werte. Auch MACHISHI et al. (1995) berichte-
ten von dauerhaft erhdhten Zellproliferationsraten bei weiblichen Wistar Ratten nach der Ver-
abreichung von 1,5 mg/d, wobei maximale Werte nach zweimonatiger Verabreichung ermit-
telt wurden.

YAGER et al. (1994) berichteten dagegen von einer Inhibition der Zellproliferation nach 4-
und 7-wochiger Exposition weiblicher Lewis Ratten mit Ethinylestradiol (2,5 und 5 pg/d).
Die Autoren fiihrten die Differenzen in den Ergebnissen auf die Verwendung unterschiedlich
hoher Dosierungen zuriick und vermuteten, dal die von MAYOL et al. (1992) ermittelten
hohen Zellproliferationsraten Folge einer zytotoxischen Schaddigung der Hepatozyten sein
konnten.

MAYOL et al. (1992) fanden die Zellproliferation wihrend der akuten Hyperplasie panlobu-
lar gesteigert. Nach der Langzeitapplikation war die Hauptproliferationszone bei Sprague-

Dawley Ratten die Zone 2, bei F344 Ratten die Zone 1. Parallel zu der Erhohung der Zellpro-
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liferation wiesen die Autoren nach dreitdgiger Verabreichung eine gesteigerte Apoptoserate
nach, die daraufhin wieder auf Kontrollwerte abfiel.

Als Schwellendosis fiir die Hyperplasie legten OCHS et al. (1986) 1 ng/kg Korpergewicht bei
subkutaner Injektion und 5-10 pg/kg Korpergewicht bei oraler Aufnahme fest.

Die klarzellig/eosinophil-gemischten FAH und die basophilen hyperplastischen periportalen
Areale, die MAYOL et al. (1992) nach 6- bzw. 9-monatiger Verabreichung bei Sprague-
Dawley Ratten aufdeckten, zeichneten sich nach Angabe der Autoren durch eine hohe Anzahl

BrdU-gelabelter Hepatozyten aus, ohne dal3 genaue Werte aufgefiihrt wurden.

2.6.4.3.4 Mechanismus der Tumorpromotion

SHI und YAGER (1989, 1990) vermuteten, dal3 die durch Ethinylestradiol vermittelte Steige-
rung der Zellproliferation im Zusammenhang mit verschiedenen Wachstumsfaktoren und ih-
ren Rezeptoren steht. Die Verabreichung von Ethinylestradiol erhohte die Spiegel von Serum-
faktoren, die vermutlich der EGF (,,epidermal growth factor*)/TGFa (,,transforming growth
factor a““)-Familie angehoren und sich stimulierend auf die DNA-Synthese auswirkten. Ethi-
nylestradiol hob die Ansprechbarkeit von Hepatozyten auf EGF und steigerte die Anzahl der
EGF-Rezeptoren auf der Oberfldche der Hepatozyten.

Weiterhin ist an der mitogenen Wirkung des Ethinylestradiols ein spezifischer Ostrogenrezep-
tor beteiligt (FISCHER et al., 1984). VICKERS et al. (1989) ermittelten nach Initiation mit
Diethylnitrosamin und 40-wochiger Promotion mit Ethinylestradiol eine dauerhafte 2- bis 3-
fache Erhohung der Anzahl nukleirer und zytosolischer Ostrogenrezeptoren.

OGAWA et al. (1995) maBlen nach der Verabreichung von Ethinylestradiol erhdhte Spiegel
von 8-Hydroxydeoxyguanosin, einem Marker fiir durch freie Radikale induzierte DNA-
Schiden, und vermuteten eine sekundédr mutagene Wirkung des Ethinylestradiols.

Die karzinogene Wirkung des Ethinylestradiols kann durch die antidstrogen wirkende Sub-
stanz Tamoxifen vollkommen inhibiert werden, wogegen die DNA-Addukt-Bildung nicht
beeinfluflit wird (SHIMOMURA et al., 1992).

Die promovierende Wirkung Ethinylestradiols auf die Leber alter Ratten war bisher noch

nicht Gegenstand von Untersuchungen.

2.6.5 PCB 126
Die Gruppe der Polychlorierten Biphenyle (PCB), zu denen auch PCB 126 (3,4,5,3",4'-
Pentachlorobiphenyl) gehort, umfalt 209 chemische Verbindungen, die sich in Anzahl und
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Position der Chloratome an den Phenylringen unterscheiden. Die Toxizitdt von PCB zeigt
eine Strukturabhingigkeit. Generell sind coplanare PCB, die eine Chlorierung in meta- und
para-Stellung des Phenylrings besitzen, toxischer als non-coplanare mit einer Chlorierung in
ortho-Stellung (POLAND und GLOVER, 1977). Das coplanare PCB 126 ist eines der am
starksten wirksamen PCB (KRISHNAN und SAFE, 1993).

PCB wurden frither meist als Gemische (z. B. Aroclor, Chlophen) u. a. in Pestiziden, als
Kiihlfliissigkeiten in hydraulischen Systemen, als Weichmacher in Farben und Plastik sowie
als Dielektrikum in Kondensatoren und Transformatoren eingesetzt. Die Produktion von PCB
ist seit den siebziger Jahren verboten, aber aufgrund des Vorkommens in veralteten Industrie-
anlagen und der langen Halbwertszeit persistieren PCB auch heute noch in der Umwelt, so

daB es zur Exposition von Mensch und Tier kommen kann (SAFE, 1990).

2.6.5.1 Allgemeine Wirkung von PCB 126 auf die Leber

Eine 13-woOchige Verabreichung von PCB 126 an Sprague-Dawley Ratten fiihrte dosis- und
geschlechtsabhéngig zu einer 1,2- bis 1,6-fachen Erhohung des relativen Lebergewichts
(CHU et al., 1994). In einem Protokoll mit partieller Hepatektomie und Initiation mit N-
Nitrosodiethylamin fand sich nach Verabreichung von PCB 126 iiber 20 bzw. 52 Wochen (10
mg/kg Korpergewicht/Woche) eine 1,8- bzw. 2,3-fache Steigerung des relativen Leberge-
wichts (HAAG-GRONLUND et al., 1997).

Nach der Applikation von PCB 126 wurden hepatotoxische Erscheinungen beobachtet, die
sich in einer Proliferation des glatten endoplasmatischen Retikulums, mitochondrialen Ab-
normitdten, einer erhdhten Anzahl an Peroxisomen und intrazytoplasmatischen Fett-
Tropfchen sowie einer Lipofuszin-Akkumulation duBlerten (MACLELLAN et al., 1994). CHU
et al. (1994) fanden in den Lebern ménnlicher Tiere milde zytoplasmatische Vakuolisierungen
in Zone 3 und 2, die Hepatozyten weiblicher Ratten wiesen Pyknosen und Hypertrophie in
Zone 1 und 2 auf. HEMMING et al. (1995) berichteten nach der Gabe von PCB 126 {iber 20
bis 52 Wochen nach Initiation von fokalen hdmorrhagischen Nekrosen, regenerativer Hy-
perplasie, mehrkernigen Riesenzellen und Gallengangsproliferation. Zusatzlich ermittelten die
Autoren eine Aktivierung Cytochrom P450-abhéngiger Monooxigenasen. Als Folge der hepa-
tozelluldren Schadigung kam es zu einem Anstieg von Leberenzymen im Blutplasma

(HAAG-GRONLUND et al., 1997).
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2.6.5.2 Hepatokarzinogene Wirkung

Eine grole Anzahl an Studien hat fiir PCB weder mutagene noch genotoxische Eigenschaften
aufgezeigt (SCHOENY et al., 1979; SCHOENY, 1982; PROBST et al., 1981; WHYSNER et
al., 1998). Die karzinogene Wirkung von PCB wird daher iiberwiegend als Folge der promo-
vierenden Eigenschaften angesehen. WONG et al. (1979) und SARGENT et al. (1989) dage-
gen sprechen PCB eine genotoxische Wirkung zu, da sie durch PCB verursachte Strangbriiche

der DNA und DNA-Addukte nachweisen konnten.

2.6.5.2.1 Hepatokarzinogene Wirkung nach Langzeitapplikation

Mit PCB 126 als Einzelsubstanz wurden bisher keine Langzeitversuche durchgefiihrt.
Verschiedene Gemische aus PCB, die bis zu 24 Monate an Ratten verabreicht wurden, haben
sich als karzinogen erwiesen. Der Anteil an Tieren mit hepatozelluldren Neoplasien (iiberwie-
gend Adenome) differierte zwischen den verschiedenen Gemischen, stieg mit der Dosierung
und war geschlechtsabhingig. Weibliche Tiere wiesen hohere Prévalenzen auf als ménnliche
Tiere (KIMBROUGH et al., 1975; NORBACK und WELTMANN, 1985; MAYES et al.,,
1998).

2.6.5.3 Promovierende Wirkung von PCB 126

2.6.5.3.1 Hepatokarzinogene Wirkung in Initiations-Promotions-Protokollen

Nach 52-wochiger Behandlung mit PCB 126 (10 mg/kg Korpergewicht/Woche) nach partiel-
ler Hepatektomie und Initiation traten in den Untersuchungen von HAAG-GRONLUND et al.
(1997) erstmals Karzinome auf. Die Verabreichung des PCB-Gemisches Aroclor 1254 nach
Initiation erhohte die Pravalenz hepatozellularer Karzinome 4-fach gegeniiber der nur initiier-

ten Gruppe (PRESTON et al., 1981).

2.6.5.3.2 FAH

Die Behandlung weiblicher Sprague-Dawley Ratten mit PCB 126 (10 ug/kg Korpergewicht
1x/Woche) iiber 20 Wochen fiihrte weder zu einer Erhohung der Anzahl GST-P-positiver
FAH noch des Anteils der FAH am Lebergewebe (HAAG-GRONLUND et al., 1997). Bei
zusitzlicher vorheriger Initiation mit Diethylnitrosamin (DEN) wurde eine Steigerung des
Volumenanteils (2,8- bis 8-fach) sowie ein Anstieg in der Anzahl der FAH/cm’® und der GroBe
der FAH beobachtet (HEMMING et al., 1995; BAGER et al., 1997; HAAG-GRONLUND,
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1997). Der Volumenanteil GGT-positiver FAH betrug in DEN-initiierten und PCB 126-
promovierten (100 pg/kg Korpergewicht/Woche) Lebern 23 % (HEMMING et al., 1993).

Verschiedene andere PCB und ihre Gemische erhohten nach Initiation, z. T. auch nach allei-
niger Verabreichung, in Abhdngigkeit von ihrer chemischen Struktur Anzahl, Gré8e und Vo-
lumenanteil von FAH (DEML und OESTERLE, 1982, 1987, BUCHMANN et al., 1991). Die
Promotion ATPase-negativer FAH durch Clophen A50 zeigte in weiblichen Tieren stérkere
Ausmale als in mannlichen Tieren (DEML und OESTERLE, 1982), womit eine gute Korrela-
tion zu der hoheren Tumor-Pravalenz bei weiblichen Tieren nach Langzeitverabreichung be-

stand.

2.6.5.3.2.1 FAH-Typen

Eine Klassifikation von FAH wurde nur in Studien vorgenommen, in denen PCB-Gemische
getestet wurden. PRESTON et al. (1981) und WARD (1985) berichteten von der Promotion
eosinophiler FAH durch PCB. MAYES et al. (1998) fanden zu gleichen Teilen eosinophile,
klarzellige und gemischtzellige FAH.

2.6.5.3.3 Zellproliferation und Apoptose

In der Literatur sind keine Studien zu finden, in denen Messungen der Zellproliferation und
der Apoptose nach Verabreichung von PCB 126 durchgefiihrt wurden.

In einer Initiations-Promotions-Studie von DEML und OESTERLE (1982) wurde nach 24-
stiindiger Verabreichung des PCB-Gemisches Clophen A50 ein Mitose-Index gemessen, der
bei weiblichen Tieren nicht, bei mannlichen Tieren achtfach erhdht war. Messungen nach
48-stlindiger und 7-tdgiger Behandlung ergaben dagegen Werte auf Kontrollniveau. Die ge-
schlechtsabhéngigen Unterschiede im Zellproliferationsverhalten korrelierten nicht mit den
promovierenden Effekten, die bei weiblichen Tieren ein stirkeres Ausmal} aufwiesen.

CHEN et al. (1995) sahen nach der Applikation zweier Tetrachlorobiphenyle die Hauptproli-
ferationszone in Zone 1.

STINCHCOMBE et al. (1995) berichteten nach Initiation und Verabreichung von TCDD
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin), einer den coplanaren PCB in Struktur und Wirkung
verwandten Substanz, von einer Senkung der Apoptoserate im extrafokalen Lebergewebe, die
statistisch aber keine Signifikanz zeigte. In GST-P-positiven FAH inhibierte TCDD deutlich
die Apoptose. Nach 3 Tagen war die Apoptoserate auf 40 %, nach 115 Tagen auf 10 % der in

den FAH der Kontrollen gemessenen Werte reduziert.
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2.6.5.3.4 Mechanismus der Tumorpromotion

Die biologische und toxische Wirkung coplanarer PCB wird iiber den Arylhydrokarbon-
Rezeptor (AhR) vermittelt. Die Bindungsstirke einer Substanz an den Rezeptor scheint posi-
tiv mit der Potenz der Substanz, toxische Effekte hervorzurufen, korreliert zu sein (BANDIE-
RA et al., 1982).

HAAG-GRONLUND et al. (1997) sahen einen Zusammenhang zwischen der hepatotoxischen
Wirkung und den karzinogenen Eigenschaften von PCB 126. Durch die Induktion der regene-
rativ gesteigerten Zellproliferation wird das klonale Wachstum initiierter Hepatozyten gefor-
dert. BUCHMANN et al. (1991) hingegen unterstiitzten diese Ansicht nicht. Sie begriindeten
dieses damit, da3 3,3",4,4’-Tetrabromobiphenyl in niedrigen, aber promovierend wirkenden
Dosierungen keine Hepatotoxizitét zeigte.

Die Gabe von PCB induziert Cytochrom P450-abhéngige Monooxigenasen (BUCHMANN et
al., 1991; HEMMING et al.,1995; HAAG-GRONLUND et al., 1997). BUCHMANN et al.
(1991) und HEMMING et al. (1995) erkannten eine Korrelation zwischen der Induktion Cy-
tochrom P450-abhingiger Monooxigenasen, der Hepatomegalie und der promovierenden
Wirkung der verschiedenen PCB. Diese Beobachtung beruhte auf der Bewertung der Durch-
schnittswerte der Gruppen. Bei der Betrachtung der Einzeltiere konnten HEMMING et al.
(1995) diese Korrelation nicht wiederfinden.

Die Verabreichung von PCB 126 fiihrt zu einer Verringerung der interzelluldren Kommunika-
tion und somit zu einer Beeintrachtigung der Wachstumskontrolle. Innerhalb von FAH zeigt
die Hemmung der interzelluliren Kommunikation groflere Ausmale als im extrafokalen Le-
bergewebe. Fokale Zellen erhalten somit einen Wachstumsvorteil (BAGER et al., 1994,
1997).

Uber die Wirkung von PCB 126 auf die Leber alter Ratten ist nichts bekannt.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tiere und Haltungsbedingungen

Fiir den Versuch wurden 180 minnliche Wistar-Ratten (Chbb: THOM (SPF) von Boehringer
Ingelheim Pharma KG, Biberach an der Riss) im Alter von 81-89 Wochen bei Versuchsbe-
ginn verwendet. Die Tiere wurden einzeln in Drahtkifigen des Typs DK III (BECKER & Co,
Castrop-Rauxel) bei einer Raumtemperatur von 20-24°C und einer Luftfeuchte zwischen
30 % und 70 % gehalten. Es herrschte ein 12 Stunden Licht/12 Stunden Dunkelheit Rhyth-
mus. Futter (Kliba-Haltungsdidt Ratte-Hamster-Maus, Firma Klingentalmiihle AG, Kaise-

raugst/Schweiz) und Wasser stand den Tieren ad libitum zur Verfiigung.

3.2 Versuchsdurchfithrung

Die 180 Ratten wurden mit Hilfe eines Randomsierungsverfahrens (Labordatenverarbeitung,
Abt. Toxikologie, BASF Aktiengesellschaft) in 18 Gruppen zu 10 Tieren aufgeteilt. In dem
Versuch gab es drei verschiedene Applikationsperioden (1, 4 und 13 Wochen), fiir die je eine
Kontrollgruppe und fiinf Substanzgruppen bendtigt wurden. Die fiinf Substanzen wurden wie

folgt dosiert und appliziert:

Tab. 10: Substanzapplikation

Substanz Dosierung Applikationsart Vehikel Applikationsfrequenz
PB 500 ppm oral Futter taglich

CHL 150 bzw. 100 mg/kg KGW* per Schlundsonde | Olivendl DAB 10 5x pro Woche
Wyeth-14,643 [1000 ppm oral Futter taglich

EE 10 ppm oral Futter taglich

PCB 126 10 pg/kg KGW s.C. Olivendl DAB 10 1x pro Woche

DAB = Deutsches Arzneibuch; CHL = Chloroform; EE = Ethinylestradiol;, KGW= Korpergewicht;
PB = Phenobarbital; PCB = Polychloriertes Biphenyl
*die Dosierung wurde am 9. Tag der Studie wegen des Todes von 3 Tieren herabgesetzt

Sieben Tage vor der Toétung wurde unter Narkose mit Methoxyfluran (Metofane®, Janssen-
Cilag GmbH, Neuss) die Implantation einer osmotischen Minipumpe (Modell 2 ML, Alza
Corporation, Palo Alto, CA 943030) subkutan im Riickenbereich der Tiere vorgenommen.
Die Pumpen enthielten 2 ml einer Losung von 5-Bromo-2"-Deoxyuridin (Serva Feinbioche-
mikalien, Heidelberg) in physiologischer Kochsalzlosung (Konzentration 20 mg/ml). Pro

Stunde wurden aus diesen Pumpen 10 pl der Losung freigesetzt.
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Die Totung der Tiere erfolgte nach Betdubung mit CO, durch Dekapitation. Um Einfliisse
durch zirkadiane Schwankungen zu vermeiden, wurden sowohl der Pumpeneinbau als auch

die Totung zwischen 8.00 und 10.00 Uhr durchgefiihrt.

3.3 Histopathologische Priparation

3.3.1 Trimmen und Fixierung der Proben

Nach Totung und Ausbluten der Tiere wurden die Lebern entnommen und gewogen. Je eine
Scheibe von ca. 3 mm Dicke aus den Lobi dexter lateralis und dexter medialis wurde mit ei-
nem Stiick Duodenum (Positivkontrolle fiir die BrdU-Féarbung) in eine Kassette verbracht und
fiir 24 Stunden in einer 4 %igen Formaldehydldsung fixiert. AnschlieBend wurden die Proben

in 70 %iger Ethanollosung gelagert.

3.3.2. Einbettung der Proben
Die Leberproben wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (3x 70 %, 2x 96 %, 2x 100 %)
und reinem Xylol bei Raumtemperatur entwéssert und entfettet und anschlieBend im Einbett-

automaten Shandon 2L, Processor MK 11, in Paraplast bei 60°C eingebettet.

3.3.3. Schneiden der Paraffinblocke

Mit einem auf 3 um Schnittdicke eingestellten Rotationsmikrotom (Microm HM 335) wurden
von den gekiihlten Paraffinblocken (-4°) Gewebsschnitte in Serie hergestellt, die auf ATPS
(1 %, 3-Aminopropyltriethoxysilan (Sigma))-beschichtete Objekttrager (StarFrost*) aufgezo-
gen wurden. AnschlieBend erfolgte eine Trocknung im Warmeschrank bei 45°C fiir 24 Stun-
den.

Von jedem Block wurden 6 Schnitte gefertigt, von denen je einer fiir die Himatoxylin-Eosin-
Férbung und fiir den immunhistologischen Nachweis des BrdU und des GST-P verwendet
wurden. Zwei Schnitte dienten als Negativkontrollen der immunhistologischen Féarbungen,

ein weiterer als Reserve.

3.3.4 Fiarbungen

3.3.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Firbung (HE-Firbung)

1. Entparaffinieren der Schnitte Xylol 1x 5 Minuten,
2x 0,5 Minuten
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2. Rehydrieren Ethanol (100 %) 1x 1 Minute,
1x 0,5 Minuten

Ethanol (96 %) 0,5 Minuten
Ethanol (70 %) 0,5 Minuten

3. Kernfarbung Hiamatoxylin nach Ehrlich 5 Minuten

4. Abspiilen mit Leitungswasser

5. Differenzieren HCI-Alkohol (0,5 %) 5 Sekunden

6. Wissern flieBendes Leitungswasser 5-10 Minuten

7. Zytoplasmafarbung Eosin (0,5 %) 1 Minute

8. Differenzieren Essigséure (0,1 %) 5 Sekunden

9. Dehydrieren Ethanol (96 %) 2x 1 Minute
Ethanol (100 %) 3x 1 Minute
Xylol 3x 5 Sekunden

10. Eindecken im Eindeckauto- Pertex und Deckgldschen

maten Promounter RCM 90

3.3.4.2 Immunbhistologischer Nachweis des in die DNA eingebauten BrdUs

1. Entparaffinieren Xylol 2x 5 Minuten

2. Rehydrieren Ethanol (100 %) 2x 5 Minuten
Ethanol (96 %) 3 Minuten
Ethanol (70 %) 3 Minuten

3. Wissern Aqua dest. 5 Minuten

4. Antigendemaskierung 0,1 % Protease (aus Streptomy- 1 Minute bei
ces griseus; Sigma) in PBS Raumtemperatur

5. Waschen

6. Hemmung der endogenen
Peroxidase

7. Waschen

8. Hydrolyse

9. Waschen

10. Umrahmen des Schnittes

11. Waschen

(0,1M, pH 7,8, BioGenex)

Leitungswasser, Aqua dest.

H,0, (6 %)

Leitungswasser, Aqua dest.
HCI (4N)

Aqua dest.

Fettstift (Pap-pen, BioGenex)
PBS (0,1M, pH 7,8, BioGenex)

je 3 Sekunden
5 Minuten

je 3 Sekunden
30 Minuten

3x 3 Sekunden

3 Sekunden
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12. Inkubation des primdren Maus anti-BrdU, 24 Stunden bei 4°C
Antikorpers monoklonaler Antikorper
(BioGenex),
Verdiinnung 1:150, 300 pl/Schnitt
13. Waschen PBS (0,1M, pH 7,8, BioGenex) 2x 3 Sekunden
14. Inkubation des sekundéren
Antikorpers biotinyliertes Kaninchen-anti- 20 Minuten bei
Maus IgG, monmoklonaler Raumtemperatur
Antikdrper (BioGenex),
Verdiinnung 1:20, 300 pl/Schnitt
15. Waschen PBS (0,1M, pH 7,8, BioGenex) 2x 3 Sekunden
16. Enzymkomplex Peroxidase-konjugiertes 20 Minuten bei
Streptavidin in PBS mit Raumtemperatur
Carrier-Protein (BioGenex),
Verdiinung 1:20, 300 pl/Schnitt
17. Waschen PBS (0,1M, pH 7,8, BioGenex) 2x 3 Sekunden
18. Chromogen DAB (Liquid DAB Substrat 5 Minuten
Pack, Ready-to-use, BioGenex),
3 Tropfen
19. Waschen Aqua dest. 2x 3 Sekunden
20. Gegenfirbung Héamatoxylin nach Mayer 5 Minuten
21. Blduen flieBendes Leitungswasser 5 Minuten
22. Eindecken Pertex und Deckglédschen

Die Schritte 14.-17. wurden im Farbeautomaten Opti Max plus-Automated Cell Staining Sys-

tem (BioGenex) durchgefiihrt.

3.3.4.3 Immunbhistologischer Nachweis des GST-P

1. Entparaffinieren

2. Rehydrieren

3. Wissern

4. Umrahmen des Schnittes

Xylol 2x 5 Minuten
Ethanol (100 %) 2x 5 Minuten
Ethanol (96 %) 3 Minuten
Ethanol (70 %) 3 Minuten
Aqua dest. 5 Minuten

Fettstift (Pap-pen, BioGenex)
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5. Inkubation des priméren Kaninchen anti-GST-P, 24 Stunden bei 4°C
Antikorpers polyklonaler Antikdrper
(BioGenex),
300 ul/Schnitt, Verdiinnung 1:300
6. Waschen PBS (0,1M, pH 7,8, BioGenex) 2x 3 Sekunden
7. Inkubation des sekundéren biotinyliertes Ziege-anti- 20 Minuten bei
Antikorpers Kaninchen IgG, polyklonaler Raumtemperatur
Antikorper (BioGenex),
Verdiinnung 1:20, 300 pl/Schnitt
8. Waschen PBS (0,1M, pH 7,8, BioGenex) 2x 3 Sekunden
9. Enzymkomplex Alkalische Phosphatase-konju- 20 Minuten bei
giertes Streptavidin in PBS Raumtemperatur

10. Waschen
11. Chromogen

12. Waschen

13. Gegenfarbung
14. Blauen

15. Eindecken

16. Versiegeln der Deckglaschen

nach 24 Stunden

mit Carrier-Protein (BioGenex),

Verdiinnung 1:20, 300 pl/Schnitt

PBS (0,1M, pH 7,8, BioGenex)

1 Tablette Fast Red gelost in 5 ml

Naphtolphosphat in Tris-Puffer
(BioGenex), 3 Tropfen

Aqua dest.

Hématoxylin nach Mayer

flieBendes Leitungswasser

erwarmte (45°C) Kaisers Glycerin-

gelatine (Merck) und Deckgléschen

Pertex

2x 3 Sekunden

3 Minuten

2x 3 Sekunden
5 Minuten
5 Minuten

Die Schritte 7.-10. wurden im Firbeautomaten Opti Max plus-Automated Cell Staining Sys-

tem (BioGenex) durchgefiihrt.

3.3.4.4 Negativkontrollen

Negativkontrollen der immunhistologischen Nachweise von BrdU und GST-P wurden von

jedem Schnitt durch Inkubation mit PBS ohne den priméren Antikorper gefertigt.
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3.4. Auswertung der Schnitte

3.4.1 Hilfsmittel zur Auswertung

Die quantitative Auswertung der Schnitte wurde mit einem interaktiven Bildanalysesystem
(Leica Q500MC) durchgefiihrt. Dieses System besteht aus einem Lichtmikroskop (Leica, DM
RBE), einer aufgesetzten Videokamera (Sony, DXC-930P) und einem Rechner. Damit ist es
moglich, die histologischen Schnitte auf einen Monitor zu projizieren und dort interaktiv zu
bearbeiten. Es wurde bei der Messung der Zellproliferation in den FAH mit 100-facher Ver-
groflerung, bei der zonalen Proliferationsmessung im unverdnderten Lebergewebe mit 200-

facher Vergroferung gearbeitet.
3.4.2 ,Foci of altered hepatocytes*“ (FAH)

3.4.2.1 Histologische Klassifizierung der FAH

Die im HE-Schnitt erkennbaren FAH wurden in Anlehnung an die internationale Nomenkla-
tur (MOHR, 1997) in klarzellige, eosinophile, basophile und gemischtzellige FAH eingeteilt.
Als Kriterien wurden tinktorielle Abweichungen des Zytoplasmas, Verdnderungen der Zell-
morphologie und der Form herangezogen.

Herde, die sowohl eosinophile als auch klarzellige Anteile besalen, wurden dem FAH-Typ
zugeordnet, der den groBeren Anteil im Focus ausmachte. Weiterhin traten Herde auf, die nur
anhand einer GST-P-Expression in der GST-P-Firbung identifiziert werden konnten, im HE-
Schnitt aber aufgrund fehlender morphologischer und tinktorieller Abweichungen nicht vom
Umgebungsgewebe abgegrenzt werden konnten. Diese Herde wurden NAH (nicht abgrenzba-

re Herde) genannt.

3.4.2.2 MeBlparameter

Um das Wachstumsverhalten der verschiedenen FAH-Typen beurteilen zu kénnen, wurden
folgende Parameter herangezogen:

1. Anzahl an FAH pro cm? Leberfliche

2 GroBe (durchschnittliche Zellzahl/FAH-Querschnitt)

3. Labelling-Index

4 Apoptose-Index
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3.4.2.3 Zellproliferation in FAH

In die Messung der Zellproliferation in FAH wurden nur Herde mit einer Grof3e von tiber 10
Hepatozyten einbezogen. Bei der Auswertung erfolgte eine Trennung zwischen GST-P-
positiven und GST-P-negativen FAH. Ein FAH wurde auch dann als GST-P-positiv einge-

ordnet, wenn nur ein Teilbereich eine GST-P-Expression zeigte.

Vorgehensweise bei der Messung der Zellproliferation in GST-P-positiven FAH:

1. Durchmustern der GST-P-Farbung

2. Nach Auffinden eines GST-P-exprimierenden FAH Aufsuchen der deckungsgleiche Lo-
kalisation in dem in Serie gefertigten HE-Schnitt

3. Klassifikation des FAH
4. Aufsuchen der deckungsgleichen Stelle im BrdU-Schnitt
5. Projektion des FAH mit Hilfe des Bildanalysesystems auf den Bildschirm
6. Detektion und Zéhlung der positiv markierten und der unmarkierten Leberzellkerne
7. Berechnung des Labelling-Index (LI) pro Einzeltier unter Beriicksichtigung des FAH-
Typs:
2 aller positiv markierten Kerne in FAH
LI (%) = x100

2 aller unmarkierten Kerne + 2 aller positiv markierten Kerne in FAH

Konnte der FAH in dem BrdU-Schnitt nicht einwandfrei identifiziert werden, wurde das Bild
des FAH im HE-Schnitt sowie der deckungsgleiche Bereich im BrdU-Schnitt auf den Bild-
schirm projiziert und gespeichert. Mit dem Bildanalysesystem war es moglich, den FAH im
HE-Schnitt zu umranden und diese Umrandung auf den entsprechenden Bereich im BrdU-
Schnitt zu iibertragen. Auf gleiche Weise wurde bei den NAH auf der Grundlage der GST-P-

positiven Flache vorgegangen.

Messung der Zellproliferation in GST-P-negativen FAH:
Die im HE-Schnitt erkannten GST-P-negativen FAH wurden klassifiziert, der deckungsglei-

che Bereich im BrdU-Schnitt aufgesucht und der LI auf oben beschriebene Weise bestimmt.
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3.4.2.4 Apoptose in FAH
Der Apoptose-Index (Al) innerhalb der FAH wurde pro Einzeltier unter Beriicksichtigung des
FAH-Typs nach Ermittlung der Anzahl der apoptotischen Korperchen in der HE-Farbung wie

folgt errechnet:

2 aller apoptotischen Kérperchen in FAH
AL (%) = x100

2 aller unmarkierten Kerne + X aller positiv markierten Kerne in FAH

3.4.2.5 Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens

Zusatzlich wurde die Lokalisation der FAH innerhalb des Leberldppchens ermittelt. Dazu
wurde entsprechend der LZM (Lobule-zonal-measurement)-Methode (BAHNEMANN und
MELLERT, 1997) der Bereich zwischen Zentralvene und Portalfeld eines Leberldppchens
schematisch in drei gleich grof3e, ca. 100 Hepatozyen umfassende Abschnitte unterteilt (Zone
1 = periportal; Zone 2 = intermedidr, Zone 3 = zentrolobulédr) und die FAH einer Zone zuge-
ordnet. Konnte ein FAH nicht auf der Verbindungslinie Zentralvene-Portalfeld lokalisiert
werden, war die unmittelbare Nihe zu einem Blutgefdl Bewertungsgrundlage. FAH in Néhe
der Zentralvene wurden Zone 3, FAH in Néhe des Portalfeldes Zone 1 zugeordnet. Alle ande-
ren FAH wurden Zone 2 zugewiesen. FAH, die in ihrer Grof3e eine einzige Zone iiberschrit-

ten, wurden ihren Ausmales entsprechend mit Zone 1/2, 2/3 bzw. 1/2/3 beschrieben.

3.4.3 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

Zur Ermittlung des Proliferationsverhaltens im unveridnderten Lebergewebe wurden im mitt-

leren und lateralen rechten Leberlappen je fiinf Leberldppchen ausgewertet, die nach folgen-

den Kriterien, ansonsten zufillig iber den Schnitt verteilt ausgewdhlt wurden:

1. Der Abstand zwischen Portalfeld und Zentralvene sollte zwischen 350 und 450 um betra-
gen.

2. Das Leberldppchen sollte sich nicht am Leberrand oder im Bereich groler Gefdle befin-

den.

Das Leberlappchen wurde wie oben nach der LZM-Methode (BAHNEMANN und MEL-
LERT, 1997) in drei gleich groBe Zonen aufgegliedert. Jede Zone entsprach einem MeBfeld
mit ca. 100 Hepatozyten, so dall pro Leber dreiBig MeBfelder mit insgesamt ca. 3000 Zellen

ausgezédhlt wurden.
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In jedem MeBfeld wurden mit Hilfe des Bildanalysesystems die positiv markierten und die
unmarkierten Leberzellkerne detektiert und gezdhlt. Der Labelling-Index des Einzeltieres

wurde fiir jede Zone getrennt und fiir das gesamte Leberldppchen berechnet:

2 aller positiv markierten Kerne

LI (%) = x100

2 aller unmarkierten Kerne + X aller positiv markierten Kerne

3.5 Statistische Auswertung

3.5.1 FAH und Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

Die Datenhaltung und die statistische Auswertung der Daten erfolgte auf den Rechnern im
lokalen Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung
des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitit Giessen unter Verwendung
des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamik; Relaese 7.0 (DIXON, 1993). Die graphischen
Abbildungen wurden mit einem Personalcomputer mit dem Programm PlotIT, Version 2.0,
sowie mit dem Programm Microsoft Excel 97 erzeugt.

Die nachfolgend beschriebenen statistischen Verfahren setzen néherungsweise eine Normal-
verteilung der Einzelwerte voraus. Da sdmtliche FAH-Daten sowie die Labelling-Indizes der
extrafokalen Proliferationsmessung eine rechtsschiefe Verteilung zeigten, wurden die Einzel-
tierwerte logarithmiert und damit einer Normalverteilung angenéhert. Nullwerte wurden aus

rechnerischen Griinden durch die Halfte des kleinsten beobachteten Wertes ersetzt. Aus der so

entstandenen transformierten Verteilung wurden die arithmetischen Mittelwerte (log(x)) und
die Standardabweichungen (siogx)) berechnet. Durch Entlogarithmieren wurden die erhaltenen
Werte anschlieend in die flir die Datenbeschreibung genutzten geometrischen Mittelwerte

(xg) und Streufaktoren (SF) tiberfiihrt. Mit dieser Darstellung werden im statistischen Mittel

ca. 2/3 der Population erfaf3t.

Bei der statistischen Auswertung der verschiedenen FAH-Parameter wurde zunéchst zur Fest-
stellung globaler Unterschiede zwischen allen Gruppen eine zweifaktorielle Varianzanalyse
durchgefiihrt. Die Ermittlung signifikanter Unterschiede begriindete einen paarweisen Ver-
gleich der Substanzgruppen mit den Kontrollen mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzana-
lyse. Nach Feststellung signifikanter Unterschiede erfolgte zur weiteren Eingrenzung mittels

einfaktorieller Varianzanalyse eine Untersuchung auf globale Unterschiede zwischen den
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Substanzgruppen zu einem Untersuchungszeitpunkt. Wenn dabei signifikante Unterschiede
aufgedeckt wurden, schlof3 sich ein Vergleich der Substanzgruppen mit den Kontrollgruppen
fiir jeden Untersuchungszeitpunkt getrennt mittels Dunnett-Test an. Da dieser Test voraus-
setzt, daB3 in der Kontrollgruppe mindestens genauso viele Beobachtungen vorliegen wie in
der damit zu vergleichenden Gruppe, wurden in den Gruppen mit einer héheren Anzahl an
Einzeltierwerten entsprechend viele - {iber Zufallszahlen ausgewdhlte - Einzeltierwerte gestri-
chen. Zum Vergleich der drei Untersuchungszeitpunkten innerhalb einer Substanzgruppe
wurde ein paarweiser Vergleich nach Tukey durchgefiihrt.

Die Signifikanzpriifung der Ergebnisse der Messung der Zellproliferation im extrafokalen
Lebergewebe erfolgte fiir den Vergleich zwischen Substanzgruppen und Kontrollgruppen
ebenfalls schrittweise wie oben beschrieben.

Das Signifikanzniveau wurde jeweils auf 5 % (p<0,05) festgelegt.

3.5.2 Korpergewichte, absolute und relatives Lebergewichte

Der Vergleich der Korpergewichte sowie der absoluten und relativen Lebergewichte zwischen
Kontroll- und Behandlungsgruppen erfolgte mittels zweiseitigem Wilcoxon-Test auf Rech-
nern der BASF AG Ludwigshafen. Fiir die Datenbeschreibung wurden der arithmetische Mit-
telwert und die Standardabweichung genutzt. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % (p<0,05)

festgelegt.
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4 ERGEBNISSE

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der promovierenden Wirkung fiinf ver-
schiedener Lebertumor-Promotoren (Phenobarbital, Chloroform, Wyeth-14,643, Ethinylestra-
diol und PCB 126) auf die Lebern alter Ratten. Zu diesem Zweck wurde das Wachstumsver-
halten praneoplastischer Herde (FAH = “foci of altered hepatocytes®) nach 1-, 4- und 13-
wochiger Substanz-Applikation an 10 Tiere pro Gruppe ermittelt. Als MeBBparameter dienten
die Anzahl an FAH pro cm” Leberfliche, die GroBe der FAH (Zellzahl pro FAH-Querschnitt),
der Labelling-Index und der Apoptose-Index. Zusitzlich wurde die Lokalisation der FAH
innerhalb des Leberldppchens bestimmt. Die Einzeltierwerte finden sich im Anhang in den
Tabellen 32 bis 55, die zonale Verteilung der FAH ist in den Tabellen 56 bis 67 aufgefiihrt.
Die FAH wurden in der HE-Farbung und durch GST-P-Nachweis identifiziert und eingeteilt
in klarzellige FAH (,,clear cell foci“ = CCF), basophile FAH (,,basophilic cell foci* = BCF),
eosinophile FAH (,,eosinophilic cell foci* = ECF), gemischtzellige FAH (,,mixed cell foci* =
MCF) und NAH (GST-P-positive Herde, die im HE-Schnitt nicht zu erkennen sind). Bei fast
allen Gruppen wurden FAH beobachtet, die durch das Auftreten von Peliosis hepatis und/oder
Spongiosis hepatis, ein homogen schwach basophiles Zytoplasma und ihre GroBe (mehrere
Leberldappchen mit einbeziehend) gekennzeichnet waren. Diese FAH wurden als BCF-NOS
(,,not otherwise specified*) klassifiziert und den BCF zugeordnet. Alle Parameter wurden fiir
die Gesamtheit der FAH sowie fiir GST-P-positive und GST-P-negative FAH getrennt be-
stimmt. Im folgenden werden die sich auf die Gesamtheit aller FAH beziehenden Ergebnisse
aufgefiihrt. Nur wenn sich deutliche Unterschiede zwischen GST-P-positiven und —negativen
FAH ergaben, wird auf diese gesondert eingegangen.

Weiterhin wurde der Einflu3 der fiinf Promotoren auf das Proliferationsverhalten extrafokaler
Hepatozyten unter der Beriicksichtigung der zonalen Unterschiede innerhalb des Leberlapp-
chens untersucht. Das Proliferationsverhalten des extrafokalen Lebergewebes wurde flir das
gesamte Leberldppchen sowie fiir jede Leberzone getrennt ermittelt. Die Einzeltierwerte dazu

finden sich im Anhang in den Tabellen 70 bis 72.
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4.1 Kontrolle
Aus der 1- Wochen-Gruppe verstarb ein Tier, ein weiteres aus der 13-Wochen-Gruppe wurde

moribund getotet. Beide Tiere wurden aus der Befundung ausgeschlossen.

4.1.1 Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht

Tab. 11: Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht bei den Kontrolltieren

Untersuchungszeit- | Korpergewicht (g) | abs. Lebergewicht rel. Lebergewicht (%)
punkt (MW+SD) (g) (MW+SD) (MW+SD)
1 Woche 713,34£107,3 24,3439 3,42+0,31
4 Wochen 680,8+78,2 24,4431 3,58+0,22
13 Wochen 685,4+56,9 23,043,1 3,30+0,38

abs. = absolut; MW = Mittelwert; rel. = relativ; SD = Standardabweichung

4.1.2 Makroskopische Befunde

Bei der makroskopischen Betrachtung der Leberoberflaiche wurden bei 24 der 28 untersuchten
Kontrolltiere (1 Woche: 7 von 9; 4 Wochen 10 von 10; 13 Wochen: 7 von 9) 1-5 mm im
Durchmesser grofle, z. T. iiber die Leberoberfliche erhabene Herde von gelber, roter oder
brauner Farbe beobachtet. Bei je einer Ratte waren nach 4 und 13 Wochen bis zu 3 mm im
Durchmesser grofe Zysten zu erkennen. Im Lobus sinister lateralis eines Tieres der 1-

Wochen-Gruppe fand sich nach ein 5x1 mm? groBer Nekroscherd.

4.1.3 Histologische Befunde

Bei den Kontrollratten wurden bei der Untersuchung nach 1, 4 und 13 Wochen gleichartige
Verdanderungen gefunden, die sich auch im Vergleich der drei Zeitpunkte in Prévalenz und
Auspragung dhnelten. Die Hepatozyten fast aller Lebern zeigten eine gering- bis mittelgradige
Glykogenspeicherung. Bei 10 % bis 22 % der Ratten lag eine mittelgradige groBtropfige Le-
berzellverfettung in Zone 1 vor. Bei 22 % bis 40 % der Tiere trat eine Gallengangsproliferati-
on iiberwiegend schwachen Ausmalles auf. Gallengangszysten wurden bei 1 (von 9) Tieren
nach 1 Woche und bei 2 (von 9) Tieren nach 13 Wochen beobachtet. Herdférmige mono-
nukledre Infiltrate kamen in iiberwiegend schwachem Ausmal bei 40 % bis 50 % der Ratten

VOr.
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4.1.4 FAH

4.1.4.1 Prozentuale Verteilung der FAH-Typen

84,5 % bis 89 % der bei den Kontrolltieren zu den drei Untersuchungszeitpunkten gefundenen
FAH waren klarzellig. Der prozentuale Anteil der BCF und der NAH lag zwischen ca. 4 %
und 8 % (s. Tab. 69). Eine GST-P-Expression zeigten 18 % bis 23 % der CCF, 11 % bis 19 %
der BCF. BCF-NOS waren in der 4-Wochen-Gruppe (3 von insgesamt 36 BCF) und in der
13-Wochen-Gruppe (7 von 21 BCF) vorhanden.

4.1.4.2 Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens

O1 Woche
@4 Wochen
H 13 Wochen

1 2 3 1/2 2/3 1/2/3

Zone

Abb. 1: prozentualer Anteil der FAH in den verschiedenen Zonen bei Kontrolltieren

Der grofite Anteil aller FAH fand sich zu allen drei Terminen in Zone 2 (29 % bis 43 %).
18 % bis 23 % der FAH lagen nach 1 Woche und 13 Wochen in Zone 1 und 3, nach 4 Wo-
chen waren in Zone 3 (14 %) deutlich weniger FAH lokalisiert als in Zone 1 (28 %). Bei der
Betrachtung der verschiedenen FAH-Typen (s. Tab. 56) ergab sich fiir CCF grundsitzlich die
gleiche Verteilung. NAH konnten mit 0 % bis 3 % nur sehr selten in Zone 1 beobachtet wer-
den. Fiir BCF konnte keine Hauptlokalisationszone bestimmt werden. Ein auffillig hoher pro-
zentualer Anteil an BCF (32 % und 45 %) wurde nach 4 und 13 Wochen aufgrund der Lokali-
sation oder Grofle (mindestens den Abstand Zentralvene-Portalfeld umfassend) den Zonen
1/2/3 zugeordnet.

Bei der gesonderten Untersuchung GST-P-positiver und —negativer FAH fiel bei CCF (s. Tab.
57) eine grundsatzlich unterschiedliche Verteilung auf. 36 % bis 42 % der GST-P-positiven
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CCF wurden in Zone 3, 4 % bis 11 % in Zone 1 gefunden. Dagegen lagen 10 % bis 18 % der
GST-P-negativen CCF in Zone 3, 29 % bis 36 % in Zone 1.

4.1.4.3 Anzahl der FAH pro cm”® Leberfliche
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Abb. 2: Anzahl der verschiedenen FAH-Typen/cm® Leberfliche (geometrische Mittelwerte
und Streufaktoren) bei den Kontrollgruppen

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus®, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Die Gesamtzahl aller bei den Kontrolltieren gefundenen FAH lag bei den drei Untersu-
chungszeitpunkten zwischen 10,7 und 13,4 pro cm” Leberfliche (s. Tab. 68). Fiir CCF wurde
eine durchschnittliche Anzahl pro cm’ von 8,4-11,3, fir BCF und NAH von ca. 0,5-0,8 ermit-
telt. GST-P-positive CCF und BCF kamen in deutlich niedrigerer Anzahl vor als GST-P-
negative FAH (CCF: 1,9-2,3/6-8,6; BCF: 0,1/0,5-0,7; s. Tab. 32). ECF und MCF traten nur
vereinzelt auf (je 1 ECF nach 1 und 4 Wochen, 0 ECF nach 13 Wochen; 0 MCF nach 1 Wo-
che, 8 MCF nach 4 Wochen, 5 MCF nach 13 Wochen).
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4.1.4.4 Zellzahl pro FAH-Querschnitt
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Abb. 3: Zellzahl der verschiedenen FAH-Typen pro FAH-Querschnitt (geometrische Mittel-
werte und Streufaktoren) bei den Kontrollgruppen

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosnophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Die durchschnittliche Zellzahl pro CCF-Querschnitt lag zwischen 77 und 99 Hepatozyten.
BCF wiesen zu jedem Untersuchungszeitpunkt hohere Zellzahlen (181-315), NAH niedrigere
Zellzahlen (45-79) auf. Die Differenzen der Werte innerhalb eines FAH-Typs zu den unter-
schiedlichen Untersuchungszeitpunkten waren nicht von statistischer Signifikanz. Die beiden
nach 1 und 4 Woche aufgetretenen ECF hatten 191 Zellen und 95 Zellen im FAH-Querschnitt
Die durchschnittliche Zellzahl/FAH-Querschnitt fiir MCF betrug nach 4 Wochen 237, nach
13 Wochen 944 Zellen. Die Einzeltierwerte zeigten infolge des vereinzelten Auftretens sehr
grofler MCF starke Schwankungen zwischen 92 und 3378 Zellen/MCF-Querschnitt. Im nach-
folgenden Vergleich mit den Substanzgruppen wurden die MCF graphisch nicht mehr darge-

stellt, da sonst die y-Achse zu weit gespreizt worden wiére.
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Abb. 4: prozentualer Anteil der FAH verschiedener GroBenklassen an der Gesamtzahl der
FAH bei den drei Kontrollgruppen

Um den Anteil der FAH einer bestimmten Grof3e an der Gesamt-FAH-Anzahl zu bestimmen,
wurden GroBenklassen von je 20 Zellen/FAH-Querschnitt gebildet. Der groBte Anteil (65 %,
64 % und 56 %) der bei den Kontrollgruppen nach 1, 4 und 13 Wochen gefundenen FAH
zeigte eine Zellzahl/FAH-Querschnitt zwischen 21 und 100. Bei der Einteilung in jeweils 20
Zellen betragende Groflenklassen hatte der hochste Anteil der FAH nach 1 und 4 Wochen
zwischen 21 und 40 Zellen und nach 13 Wochen zwischen 61 und 80 Zellen pro FAH-

Querschnitt.
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4.1.4.5 Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH
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Abb. 5: Labelling-Indizes (%) (geometrischen Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen bei den Kontrollgruppen

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus®, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Der Labelling-Index (LI) betrug in CCF 4,1 % bis 4,2 %. BCF wichen davon nicht wesentlich
ab (3,5 % bis 6 %), der LI der NAH lag niedriger (0,6 % bis 1,9 %). Unterschiede im LI zwi-
schen GST-P-positiven und -negativen FAH (s. Tab. 34) bestanden in dem geringfiigig nied-
rigeren LI der GST-P-positiven CCF (GST-P-negativ: 4,2 % bis 4,5 %; GST-P-positiv: 2,3 %
bis 3,2 %). Der jeweils nach 1 und 4 Wochen aufgetretene ECF hatte einen LI von 11 % und
0 %. Die nach 4 und 13 Wochen aufgetretenen MCF wiesen einen durchschnittlichen LI von

11 % und 5,7 % auf.
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Abb. 6: Apoptose-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen bei den Kontrollgruppen

FAH = “focus of altered hepatocytes™; CCF = “clear cell focus®, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Der durchschnittliche Apoptose-Index (Al) (s. Tab. 35) aller klarzelligen FAH lag zu den drei
Untersuchungszeitpunkten zwischen 0,011 % und 0,023 %. BCF wiesen zu allen Zeitpunkten
mit 0,005 % bis 0,008 % einen niedrigeren Al auf. Der Al in MCF lag nach 13 Wochen bei
0,014 %. Fiir die anderen FAH-Typen wurde ein Al von 0 % ermittelt.
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4.1.5 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe
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Abb. 7: Labelling-Indizes (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) des extrafokalen Le-
bergewebes flir die 3 Zonen sowie Gesamt-LI bei den Kontrolltieren

Der Gesamt-Labelling-Index im extrafokalen Lebergewebe (LIggs) zeigte zu den drei Unter-
suchungszeitpunkten relativ konstante Werte zwischen 1,06 % und 1,26 %. Bei der Betrach-
tung des zonalen Proliferationsverhaltens wies Zone 1 den hdchsten LI auf (1,78 % bis
2,31 %), gefolgt von Zone 3 (0,71 % bis 0,83 %). Der niedrigste LI wurde in Zone 2 (0,31 %
bis 0,43 %) ermittelt.
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4.2 Phenobarbital

4.2.1 Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht

Tab. 12: Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht nach Verabreichung von Phe-
nobarbital

Applikations- Korpergewicht (g) abs. Lebergewicht (g) | rel. Lebergewicht (%)
dauer (MW4SD) (MW+SD) (MW+SD)

PB Kontrolle PB Kontrolle PB Kontrolle
1 Woche 702,5+68,6 | 713,3+107,3 | 28,2434 | 24,3439 |4,02+0,32%* | 3,42+0,31
4 Wochen 714,1+84,9 | 680,8+78,2 | 26,3+50 | 24,443,1 3,69+0,56 | 3,58+0,22
13 Wochen 678,2196,7 | 685,4+56,9 | 26,7+4,5 23,0+3,1 | 3,95+0,55%* | 3,30+0,38

** =p<0,01 (Wilcoxon-Test, zweiseitig)
abs. = absolut; MW = Mittelwert; PB = Phenobarbital; rel. = relativ; SD = Standardabweichung
Die relativen Lebergewichte lagen nach 1 und 13 Wochen der Phenobarbital-Behandlung sta-

tistisch signifikant 1,2-fach tiber den Kontrollwerten.

4.2.2 Makroskopische Befunde

Bei allen drei Untersuchungszeitpunkten wurden makroskopisch auf der Leberoberfldche 1-4
mm im Durchmesser grof3e, z. T. iiber die Leberoberfliche erhabene, herdformige Verande-
rungen von gelber, roter oder brauner Farbe festgestellt. Die Prévalenz lag nach 1 Woche bei
50 %, nach 4 und 13 Wochen bei 80 %. Je eine 3 mm im Durchmesser grofle Zyste trat bei

zwel von 10 Tieren nach 4 Wochen und bei einem von 10 Tieren nach 13 Wochen auf.

4.2.3 Histologische Befunde

Histologisch lieBen die Hepatozyten bei allen drei Untersuchungszeitpunkten in Zone 3 eine
Hypertrophie mit fein- bis grobgranuliertem eosinophilen Zytoplasma erkennen. Ein Tier
zeigte nach der einwochigen Phenobarbital-Behandlung einen einzelnen, in der Grofle das
Leberldappchen nicht iiberschreitenden Nekroseherd, nach 13 Wochen traten bei einem weite-
ren Tier im Lobus dexter medialis mehrere lappcheniibergreifende Nekroseherde mit Blutun-
gen auf. Die weiteren Befunde wichen nicht von den Kontrollen ab und zeigten auch zu den

drei Untersuchungszeitpunkten keine wesentlichen Unterschiede.
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4.2.4 FAH

4.2.4.1 Prozentuale Verteilung der FAH-Typen

CCF machten zu allen drei Untersuchungzeitpunkten prozentual den hochsten Anteil aller
FAH aus. Mit 77,5 % der Gesamt-FAH-Anzahl nach 1 Woche war der Wert gegeniiber den
Kontrollen vermindert und verringerte sich auf ca. 60 % nach 4 und 13 Wochen (s. Tab. 69).
17 %, 28 % und 19 % der CCF exprimierten nach 1, 4 und 13 Wochen GST-P. Der prozen-
tuale Anteil an ECF erhohte sich von 9 % nach 1 Woche auf 19 % nach 4 Wochen und weiter
auf 26 % nach 13 Wochen. Der Anteil der ECF, die GST-P exprimierten, nahm wéhrend der
Applikation zu (50 % nach 1 Woche, ca. 80 % nach 4 und 13 Wochen).

Im Laufe der Verabreichung stieg die Anzahl an FAH, die aus eosinophilen und klarzelligen
Hepatozyten zusammengesetzt waren, an. Nach 4 bzw. 13 Wochen beinhalteten 11 % bzw.
17 % der FAH, die aufgrund des Uberwiegens klarzelliger Hepatozyten als CCF eingeordnet
wurden, eosinophile Hepatozyten. 13 % bzw. 32 % der ECF enthielten klarzellige Hepatozy-

ten.

4.2.4.2 Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens
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Abb. 8: Prozentualer Anteil der FAH in den verschiedenen Zonen nach Phenobarbital-
Applikation

Der hochste prozentuale Anteil an der Gesamt-FAH-Anzahl lag zu allen 3 Terminen in Zo-
ne 2. Im Verlauf der Phenobarbital-Verabreichung nahm der prozentuale Anteil in Zone 2
(41 %, 36 %, 31 %) und Zone 1 (21 %, 15 %, 13 %) leicht ab, wihrend in Zone 3 ein Anstieg
erfolgte (15 %, 16 %, 22 %). Diese Erhohung in Zone 3 konnte auch bei den CCF wiederge-
funden werden (10 %, 13 %, 17 %). ECF wurden nach 1 Woche zu ungefahr gleichen Teilen
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(16 % bis 22 %) in den 3 Leberzonen beobachtet (s. Tab. 58). Zusitzlich wurde ein Anteil von
28 % der ECF aufgrund der Grofle (mindestens den Abstand Zentralvene-Portalfeld umfas-
send) allen drei Zonen zugeordnet. Nach 4 Wochen war der Hauptanteil der ECF in Zone 2
(31 %), nach 13 Wochen in Zone 3 (38 %) lokalisiert.

Bei der gesonderten Betrachtung der GST-P-positiven und —negativen FAH konnten nach 1
Woche 18 % der GST-P-positiven CCF in Zone 3 beobachtet werden (s. Tab. 59). Deren pro-
zentualer Anteil stieg wihrend der weiteren Verabreichung von Phenobarbital auf 29 % und
37 % an, dagegen verringerte sich der Anteil in Zone 2 (52 %, 18 %, 26 %). In Zone 1 wurden
Werte von 2 % bis 5 % ermittelt. Ahnlich den Kontrollen lag der Anteil der GST-P-negativen
CCF in Zone 1 zu allen drei Untersuchungszeitpunkten (28 %, 21 %, 19 %) deutlich iiber dem
in Zone 3 (8 %, 7 %, 12 %).

4.2.4.3 Anzahl der FAH pro cm’ Leberfliiche
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Abb. 9: Anzahl der verschiedenen FAH-Typen pro cm” Leberfliache (geometrische Mit-

telwerte und Streufaktoren) nach Verabreichung von Phenobarbital

FAH = “focus of altered hepatocytes*; CCF = “clear cell focus*, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus“, NAH = nicht abgrenzbare Herde
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CCF b b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Ko n-
ECF b b b trollgruppe mit p<0,01

BCF

MCF

NAH




4 Ergebnisse 67

Die Gesamt-FAH-Anzahl pro cm? Leberfliche lag nach 1, 4 und 13 Wochen bei 80 %, 53 %
und 70 % der Kontrollen (s. Tab. 68). Ebenso war die Anzahl der CCF pro cm® zu allen drei
Untersuchungszeitpunkten geringer als bei den Kontrollen (73%, 35 %, 46 %). Die Vermin-
derungen zeigten sich aber nur nach 4 Wochen von statistischer Signifikanz. Bei der getrenn-
ten Betrachtung der GST-P-positiven und —negativen CCF ergab sich bei GST-P-negativen
CCF mit Werten auf niedrigerem Niveau der gleiche Verlauf (s. Tab. 36). Die Anzahl der
GST-P-positiven CCF blieb mit 0,8 bis l,l/cm2 relativ konstant. Die Anzahl der ECF nahm
wihrend der Applikation von Phenobarbital zu (0,46/cm® nach 1 Woche, 1,03/cm” nach 4
Wochen, 2,15/cm” nach 13 Wochen) und lag zu allen Zeitpunkten iiber den Kontrollwerten.

Diese Entwicklung wurde im wesentlichen durch GST-P-positive ECF bestimmt (s. Tab. 36).

4.2.4.4 Zellzahl pro FAH-Querschnitt
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Abb. 10: Zellzahl der verschiedenen FAH-Typen pro FAH-Querschnitt (geometrische Mit-
telwerte und Streufaktoren) nach Verabreichung von Phenobarbital

FAH = “focus of altered hepatocytes; CCF = “clear cell focus*, ECF = “eosinophilic cell focus";
BCF = “basophilic cell focus*“; MCF = “mixed cell focus®, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Fiir ECF wurde bei den drei Untersuchungszeitpunkten eine GroBe zwischen 106 und 191

Zellen/FAH-Querschnitt ermittelt. Bei keinem anderen FAH-Typ wich die durchschnittliche
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Zellzahl signifikant von den Kontrollen ab. Die Werte zeigten auch im Laufe der Applikation

keine statistisch signifikanten Verdanderungen.

4.2.4.5 Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH
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Abb. 11: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen nach Verabreichung von Phenobarbital

FAH = “focus of altered hepatocytes*; CCF = “clear cell focus*, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus®, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Wochen 1 4 13 Tab. 14: Signifikanzen zu Abb. 11
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Der Labelling-Index in CCF lag nach einwdchiger Phenobarbital-Applikation mit einem Wert
von 8,05 % 1,9-fach iiber den Kontrollwerten. Daraufhin erfolgte ein Abfall auf Kontrollni-
veau. Der Anstieg nach 1 Woche schien bedingt durch die 3,2-fache Erhohung des LI in GST-
P-positiven CCF (s. Tab. 38). Der LI in GST-P-negativen CCF war zwar 1,7-fach, aber nicht
statistisch signifikant iiber den Kontrollwert erhoht. ECF wiesen mit 13,7 % nach 1 Woche
den hochsten LI aller FAH-Typen auf. Nach 4 und 13 Wochen sanken die Werte auf 7,2 %



4 Ergebnisse 69

und 7,6 % ab. Die Reduktion des LI nach einem Peak nach 1 Woche konnte auch bei der ge-
sonderten Betrachtung der GST-P-positiven und —negativen ECF nachvollzogen werden
(s. Tab. 38). In NAH wurde nach 1 Woche mit einem LI von 3,5 % ein 3,5-facher Anstieg,
nach 4 Wochen mit einem LI von 5,1 % ein 9-facher, statistisch signifikanter Anstieg liber die
Kontrollwerte beobachtet.

Der Apoptose-Index zeigte weder im Vergleich zu den Kontrollwerten noch iiber den zeitli-
chen Verlauf statistisch signifikante Verdnderungen (s. Tab. 39). Der Apoptose-Index der
ECF betrug nach 1, 4 und 13 Wochen 0,031 %, 0,017 % und 0,016 %.

4.2.5 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe
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Abb. 12: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) des extrafokalen
Lebergewebes fiir die 3 Zonen sowie Gesamt-LI nach Verabreichung von Phenobarbital

Wochen 1 4 13 Tab. 15: Signifikanzen zu Abb. 12
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Die einwochige Phenobarbital-Verabreichung fiihrte zu einer 2-fachen Steigerung des Llggs
auf 2,58 %. Dabei war der LlIzz mit 5,48 % 6,8-fach tiber die Kontrollwerte erhoht, der LIz
auf 61 % der Kontrollwerte reduziert. Nach 4 und 13 Wochen wurde wieder ein Llggs auf
Kontrollniveau gemessen. Auch zu diesen Untersuchungszeitpunkten erwies sich die Zellpro-
liferation im Vergleich zu den Kontrollwerten in Zone 3 hoher (3,4- und 3,1-fach) und in Zo-

ne 1 geringer (74 % und 40 %).

4.3 Chloroform

Von den 30 Ratten verstarben wihrend der Chloroform-Behandlung insgesamt 9 Tiere. Da-
von gehorten 1 Tier zu der 1-Wochen-Gruppe (Tod am 6. Behandlungstag), 5 Tiere zu der 4-
Wochen-Gruppe (Tod am 9., 10., 16., 17. und 21. Behandlungstag) und 3 Tiere zu der 13-
Wochen-Gruppe (Tod am 54., 59. und 83. Behandlungstag). Alle Tiere wurden seziert, aber
in die makroskopische Bewertung wurden aufgrund der zeitlichen Entfernung zum geplanten

Sektionstermin nur die am 6. und 83. Behandlungstag verstorbenen Tiere mit einbezogen.

4.3.1 Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht

Tab. 16: Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht nach Verabreichung von Chlo-
roform

Applikations- Korpergewicht (g) abs. Lebergewicht (g) | rel. Lebergewicht (%)
dauer (MW+SD) (MW+SD) (MW+SD)

CHL Kontrolle CHL Kontrolle CHL Kontrolle
1 Woche 658,7+64,3 |713,3£107,3 |25,7+3,1 |24,3+3,9 |3,91+0,3** |3,42+0,31
4 Wochen 622,8+74,1 |680,8+78,2 |[23,4+4,1 |24,4+3,1 |3,7440,29 |3,58+0,22
13 Wochen 597,2+71*%* | 685,4+56,9 |23,2+546 |23,0+3,1 |3,85+0,49* |3,30+0,38

* =p<0,05; ** =p<0,01 (Wilcoxon-Test, zweiseitig)
abs. = absolut; CHL = Chloroform; MW = Mittelwert; rel. = relativ; SD = Standardabweichung

Das Korpergewicht der Tiere verringerte sich wihrend der Chloroform-Applikation kontinu-
ierlich. Nach 13 Wochen wiesen die Tiere eine statistisch signifikante Verminderung des
Korpergewichts um ca. 13 % auf. Bei relativ konstant bleibendem absolutem Lebergewicht

war das relative Lebergewicht nach 1 Woche 1,1-fach, nach 13 Wochen 1,2-fach erhoht.
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4.3.2 Makroskopische Befunde

Die Pravalenz herdformiger Verdanderungen auf der Leberoberfldche lag bei allen drei Unter-
suchungszeitpunkten zwischen 40 % und 50 %. Die Herde hatten einen Durchmesser von 2-
6 mm und waren von roter, gelber, weiller und brauner Farbe. 50 % der Lebern zeigten nach
einer Woche eine hellbraune Verfarbung, die nach 4 Wochen noch bei 20 %, nach 13 Wochen

noch bei 10 % der Tiere zu beobachten war.

4.3.3 Histologische Befunde

Nach einer Behandlungswoche zeigten sich zytotoxische Erscheinungen in Form einer Dege-
neration und eines Unterganges einzelner bis vieler Hepatozyten in Zone 3. Bei einem Tier
wurde eine ldppcheniibergreifende herdférmige Nekrose mit Blutungen beobachtet. Es traten
bei 90 % der Tiere mononukledre Infiltrate auf, die Zentralvenen manschettenartig umgaben,
z. T. auch in den angrenzenden Sinusoiden zu finden waren oder Granulome bildeten. Bei
90 % der Tiere lag eine gering- bis mittelgradige klein- bis groBtropfige Verfettung der Hepa-
tozyten vor, die meist in Zone 3, teilweise auch in Zone 1 am stirksten ausgepragt war. Die
hepatotoxischen Erscheinungen verringerten sich im Laufe der Behandlung, die Zentralvenen
wirkten aber aufgrund des Zellverlustes mit erweiterten Sinusoiden ,,ausgefranst™. Die Priva-
lenz der Tiere mit mononukledren Infiltraten und Verfettungen sowie deren Ausmaf reduzier-
te sich, die Privalenz der Tiere mit Gallengangsproliferation dagegen erhdhte sich wahrend
der Verabreichung von Chloroform. Bei einem Tier wurde nach der 13-wo6chigen Applikation

ein hepatozelluldres Adenom diagnostiziert.

4.3.4 FAH

4.3.4.1 Prozentuale Verteilung der FAH-Typen
Die prozentuale Verteilung der FAH-Typen nach der Verabreichung von Chloroform wich

nicht deutlich von der der Kontrolltiere ab (s. Tab. 69).



72 4 Ergebnisse

4.3.4.2 Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens
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Abb. 13: Prozentualer Anteil der FAH in den verschiedenen Zonen nach Chloroform-
Applikation

Der Hauptanteil der FAH war nach 1- und 4-wochiger Chloroform-Applikation mit 32 % und
30 % in Zone 2 lokalisiert. Nach 13 Wochen war der Anteil in Zone 2 auf 22 % abgefallen.
Im Gegenzug dazu stieg der prozentuale Anteil der FAH in Zone 3 von 26 % nach 1 Woche
auf 36 % nach 13 Wochen an. Der Anteil der FAH, die aufgrund ihrer Lokalisation oder Gro-
B¢ mehreren Zonen (Zone 1/2, Zone 2/3, Zone 1/2/3) zugeordnet wurden, blieb mit jeweils
7 % bis 8 % relativ konstant.

Fiir CCF und NAH lieB sich der gleiche Verlauf einer Verschiebung von Zone 2 als Hauptlo-
kalisationszone zu Zone 3 nach 13 Wochen beobachten (s. Tab. 60).

Die Verteilung der GST-P-positiven CCF (s. Tab. 61) entsprach tendenziell mit den hochsten
Werten in Zone 3 (41 %, 36 %, 55 % nach 1, 4 und 13 Wochen) und den niedrigsten Werten
in Zone 1 (7 %, 4 %, 4 %) den Kontrollen. Sich von den Kontrollen unterscheidend lag nach
13 Wochen mit 32 % ein hoherer Anteil GST-P-negativer CCF in Zone 3 als in Zone 1 (25 %)

Vvor.
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4.3.4.3 Anzahl der FAH pro cm’ Leberfliiche
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Abb. 14: Anzahl der verschiedenen FAH-Typen pro cm” Leberfliche (geometrische Mittel-
werte und Streufaktoren) nach Verabreichung von Chloroform

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Die Gesamtzahl an FAH pro cm” Leberfliche zeigte wihrend der Chloroform-Applikation
einen stetigen (allerdings statistisch nicht signifikanten) Anstieg, so dall nach 13 Wochen 1,4
mal mehr FAH/cm? vorlagen als bei den Kontrolltieren (s. Tab. 68). Bei der gesonderten Be-
trachtung der verschiedenen FAH-Typen stieg die Gesamtanzahl an CCF pro cm? von 7.5
nach 1 Woche auf 11,6 nach 4 Wochen und auf 13,2 nach 13 Wochen an. Der Anstieg war
hauptséchlich durch die Erhohung der Anzahl GST-P-negativer CCF bedingt (s. Tab. 40). Fiir
keinen FAH-Typ wurden statistisch signifikante Unterschiede zu den Kontrollen noch iiber

den zeitlichen Verlauf ermittelt.

4.3.4.4 Zellzahl pro FAH-Querschnitt

Die Verabreichung von Chloroform fiihrte weder im Vergleich zur Kontrolle noch im zeitli-
chen Verlauf zu statistisch signifikanten Verdnderungen in der Zellzahl pro FAH-Querschnitt

(s. Tab. 41).
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4.3.4.5 Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH
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Abb. 15: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen nach Verabreichung von Chloroform

FAH = “focus of altered hepatocytes™; CCF = “clear cell focus®, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus*; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde
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In CCF war der LI mit 12,4 % nach 1 Woche 3-fach iiber die Kontrollwerte erhoht. Darauthin
fiel der Ll¢ccr auf 8,2 % und 7,7 % ab, womit auch nach 4 Wochen noch eine statistisch signi-
fikante 2-fache Steigerung vorlag. Dieser Verlauf wurde durch die in hoherer Anzahl vorlie-
genden GST-P-negativen CCF bestimmt (12,8 %, 8,7 %, 7,5 %). Der Llgcr zeigte nach 1 Wo-
che eine 5,4-fache Erhohung. In NAH konnte nach 1-, 4- und 13-wdchiger Chloroform-
Applikation eine signifikante 6-, 7,2- und 4,3-fache Erhohung des LI gegeniiber den Kon-
trollwerten ermittelt werden.

Die absolute Anzahl an Apoptosen lag mit jeweils einer Apoptose in jeweils zwei CCF in der

1- und 13-Wochen-Gruppe unter der absoluten Anzahl bei den Kontrolltieren (11, 18 und 13
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Apoptosen nach 1, 4 und 13 Wochen), rechnerisch konnte die Abweichung aber als nicht sig-

nifikant gesichert werden.

4.3.5 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe
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Abb. 16: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) des extrafoka-
len Lebergewebes fiir die 3 Zonen getrennt sowie Gesamt-LI nach Verabreichung von Chlo-
roform

Wochen 1 4 13 | Tab. 18: Signifikanzen zu Abb. 16
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Der Llges war nach 1-wdchiger Chloroform-Applikation mit 8,3 % 6,6-fach iiber die Kon-
trollwerte gesteigert, wobei die Erhdhung in allen drei Zonen mit stirkster Auspragung in

Zone 1 vorlag (LI = 6,8-fach, LIz, = 2,4-fach, LIz; = 3,6-fach). Nach 4 und 13 Wochen ver-
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ringert sich der Llggs auf 4,7 % bzw. 5,3 %, lag damit aber noch 4,4- bzw. 4,7-fach iiber den
Kontrollwerten. Der LI; verringerte sich wihrend der Behandlung, der LI,; stieg dagegen an.
So fanden sich die hochsten Steigerungen nach 4 Wochen (5,3-fach) und 13 Wochen (10-
fach) in Zone 3.

4.4 Wyeth-14,643

4.4.1 Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht

Tab. 19: Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht nach Verabreichung von Wy-
eth-14,643

Applikations- Korpergewicht (g) abs. Lebergewicht (g) rel. Lebergewicht (%)
dauer (MW+SD) (MW4SD) (MW+SD)

wY Kontrolle wY Kontrolle wY Kontrolle
1 Woche 690,9+70,6 |713,3+107,3 | 32,8+4,5%* | 24,3+3,9 |4,75+0,47%*| 3,42+0,31

4 Wochen 654,7+65,7 | 680,8+78,2 | 32,0+3,9%* | 24,4431 [4,9040,45%*| 3,58+0,22

13 Wochen 600,3+49** | 685,4+56,9 | 32,1+3,2%* | 23,043,1 |5,4140,44%*| 3,30+0,38

** = p<0,01 (Wilcoxon-Test, zweiseitig)

abs. = absolut; MW = Mittelwert; rel. = relativ; SD = Standardabweichung; WY = Wyeth-14,643

Aus der kontinuierlichen Reduktion des Korpergewichtes wihrend der Verabreichung (nach
13 Wochen um ca. 12 %) und der konstanten Erhéhung des absoluten Lebergewichts (1,3- bis
1,4-fach iiber Kontrollen) resultierte der 1,4-fache Anstieg des relativen Lebergewichts nach 1

und 4 Wochen sowie der 1,6-fache Anstieg nach 13 Wochen.

4.4.2 Makroskopische Befunde

Bei der makroskopischen Betrachtung der Leberoberflaiche wurden nach 1 Woche bei 20 %,
nach 4 Wochen bei 60 % und nach 13 Wochen bei 80 % der Ratten herdférmige Verdnderun-
gen von roter, gelber und brauner Farbe mit einem Durchmesser von 1-5 mm gefunden. Ein
Tier zeigte nach 4 Wochen eine 12 mm im Durchmesser grole Umfangsvermehrung im Lo-
bus sinister lateralis. Nach 13-wochiger Verabreichung lieBen die Lebern von 40 % der Tiere

eine granulierte Leberoberfldche erkennen.

4.4.3 Histologische Befunde
Die Hepatozyten zeigten nach der Verabreichung von Wyeth-14,643 ein diffuse Hypertro-
phie, waren von polygonaler Form und hatten ein homogen eosinophil fein granuliertes Zyto-

toplasma, das in Zone 3 etwas aufgelockerter wirkte. Die hellen Kerne lieen deutliche Nuc-
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leoli und eine mit fortschreitender Applikation zunehmende Anisokariose erkennen. Nach 13
Wochen wiesen die Lebern ein extrem heterogenes Bild mit polymorphen Hepatozyten und
einer unregelmafigen Lappchenstruktur auf.

Nach der einwdchigen Behandlung waren bei 60 % der Ratten teils herdformige, teils mehrere
Leberldppchen einnehmende fldchenhafte Nekrosen mit Blutungen und einer Infiltration mit
Entziindungszellen (iiberwiegend mononukleédre Zellen, z. T. auch neutrophile Granulozyten)
zu beobachten. Nach 4 und 13 Wochen verringerten sich die Nekrosen in ihrer Anzahl pro
Tier ebenso wie in der Priavalenz in der Gruppe und der GréB3e. In zunehmendem Male traten
herdférmige mononukledre Infiltrate auf. Weiterhin stieg die Privalenz von Gallengangsproli-
ferationen, die hdufig von mononukledren Entziindungszellen umgeben waren, gegeniiber den

Kontrollen an.

4.4.4 FAH

4.4.4.1 Prozentuale Verteilung der FAH-Typen

CCF waren zu allen Untersuchungszeitpunkten der am haufigsten gefundene FAH-Typ. Der
prozentuale Anteil fiel von 89 % nach 1 Woche auf 82 % nach 4 Wochen und 79 % nach 13
Wochen. Einen Anstieg dagegen zeigte der prozentuale Anteil der BCF (5 % nach 1 Woche,
13% nach 4 Wochen, 10 % nach 13 Wochen)(s. Tab. 69). Nach der Verabreichung von Wy-
eth-14,643 traten BCF auf, deren Hepatozyten sich durch ein nur schwach basophiles Zytop-
lasma auszeichneten. Thr Anteil an BCF betrug nach 1 Woche 60 %, nach 4 Wochen 26 %
und nach 13 Wochen 36 %. Der Anteil an BCF-NOS an BCF lag bei 15 %, 10 % und 18%
nach 1, 4 und 13 Wochen.

Nur 2 % bis 4 % der BCF exprimierten GST-P. Die schwach basophilen BCF waren alle
GST-P-negativ. Der prozentuale Anteil GST-P-exprimierender CCF nahm wihrend der Ap-
plikation zu (4 % nach 1 Woche, 23 % nach 4 Wochen, 31 % nach 13 Wochen). Die GST-P-
Expression war bei 8 % der GST-P-positiven CCF nach 4 Wochen und bei 44 % der GST-P-
positiven CCF nach 13 Wochen nur von schwachem Ausmal. FAH wurden auch dann als
GST-P-positiv eingestuft, wenn nur vereinzelte Hepatozyten GST-P exprimierten. Bei 47 %
der GST-P-positiven CCF bestand nach 13-wochiger Applikation eine nur partielle GST-P-
Expression (d. h. der FAH beinhaltete GST-P-positive und GST-P-negative Hepatozyten).
Die Ursache fiir die Einstufung als GST-P-positiv lag in der GST-P-Expression zahlreicher,

disseminiert iiber das Leberldppchen verteilter Hepatozyten.
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4.4.4.2 Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens
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Abb. 17: Prozentualer Anteil der FAH in den verschiedenen Zonen nach Verabreichung von
Wyeth-14,643

Nach 1 Woche lag der Hauptanteil der FAH mit 38 % in Zone 2. Wihrend der Verabreichung
von Wyeth-14,643 erfolgte ein Verschiebung hin zu Zone 1: Der prozentuale Anteil in Zone 2
reduzierte sich auf 28 %, in Zone 1 kam es dagegen zu einem Anstieg von 27 % nach 1 Wo-
che auf 30 % nach 4 und 37 % nach 13 Wochen. Zusétzlich erhohte sich der prozentuale An-
teil an FAH, die Zone 1/2 (von 6 % auf 16 %) und Zone 1/2/3 (von 4 % auf 11 %) zugeordnet
wurden.

Die Verschiebung nach Zone 1 als Hauptlokalisationszone lie} sich bei allen FAH-Typen
nachvollziehen (s. Tab. 62).

Bei der vergleichenden Betrachtung GST-P-positiver und —negativer CCF entsprach die Ver-
teilung innerhalb des Leberldppchens nach 1 Woche den Kontrollen (s. Tab. 63). Nach 1 Wo-
che lagen 36 % der GST-P-positiven CCF in Zone 3, der Anteil verringerte sich aber im Lau-
fe der Verabreichung auf 17 % nach 4 Wochen und auf 9 % nach 13 Wochen. Dagegen
erhohte sich der Anteil der GST-P-positiven CCF in Zone 1 von 10 % nach 1 Woche auf 37
% nach 4 Wochen und auf 45 % nach 13 Wochen.
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4.4.4.3 Anzahl der FAH pro cm’ Leberfliiche
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Abb. 18: Anzahl der verschiedenen FAH-Typen pro cm” Leberfliche (geometrische Mittel-
werte und Streufaktoren) nach Verabreichung von Wyeth-14,643

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Wochen 1 4 13 Tab. 20: Signifikanzen zur Abb. 18

CCF a: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup-
ECF pe mit p<0,05

BCF a a e: signifikante Unterschiede zu 4 Wochen mit p<0,05

MCF g: signifikante Unterschiede zu 13 Wochen mit p<0,05

NAH g e

Die Gesamtanzahl der FAH pro cm” Leberfliche war nach 1 Woche 1,9-fach iiber Kontroll-
werte erhoht, fiel nach 4 Wochen auf Kontrollniveau und steigerte sich nach 13 Wochen wie-
der auf das 1,6-fache der Kontrollen (s. Tab. 68). Dieser Verlauf iiber die Zeit konnte bei CCF
nachvollzogen werden (2- und 1,5-fache Steigerung nach 1 und 13 Wochen). Die Verénde-
rungen waren aber weder im Vergleich zu den Kontrollen noch im Vergleich der drei Zeit-
punkte von statistischer Signifikanz.

GST-P-positive und —negative CCF wiesen einen grundsétzlich unterschiedlichen Verlauf auf
(s. Tab. 44). GST-P-positive CCF lagen nach 1 Woche bei den mit Wyeth-14,643 behandelten

Tieren in signifikant niedrigerer Anzahl/cm® (0,67/cm®) vor als bei den Kontrolltieren
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(2,1/cm?®) und vermehrten sich — aber nicht statistisch signifikant - im Laufe der Verabrei-
chung auf das 1,4-fache der Kontrollen. Die Anzahl der GST-P-negativen CCF/cm’ entwi-
ckelte sich im Verlauf iiber die Zeit dhnlich der CCF-Gesamtanzahl (2,7 und 1,4-fache Steige-
rung nach 1 und 13 Wochen). Die 3-fache Steigerung der Gesamtanzahl an BCF/cm? nach 4
und 13 Wochen war durch die Erh6hung der Anzahl der GST-P-negativen BCF bedingt (s.
Tab. 44).

4.4.4.4 Zellzahl pro FAH-Querschnitt
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Abb. 19: Zellzahl der verschiedenen FAH-Typen pro FAH-Querschnitt (geometrische Mit-
telwerte und Streufaktoren) nach Verabreichung von Wyeth-14,643

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Die Zellzahl pro CCF-Querschnitt erhohte sich — allerdings nicht statistisch signifikant - wéh-
rend der Wyeth-14,643-Verabreichung kontinuierlich von 66 iiber 85 auf 115 Zellen/FAH.
Auch fiir die anderen FAH-Typen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zu den

Kontrollen ermittelt werden.
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4.4.4.5 Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH
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Abb. 20: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen nach der Verabreichung von Wyeth-14,643

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus®, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Tab. 21: Signifikanzen zur Abb. 20

ggghen o lf n b4 3 bl 3 3 b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Ko n-
ECF = ? : trollgruppe mit p<0,01

BCF b.f.h| b.d d__| d: signifikante Unterschiede zu 1 Woche mit p<0,01

MCF f: signifikante Unterschiede zu 4 Wochen mit p <0,01

NAH b b b | h: signifikante Unterschiede zu 13 Wochen mit p<0,01

In allen FAH-Typen war die Zellproliferationsrate zu allen Zeitpunkten iiber die Kontrollwer-
te erhoht. Bei CCF und BCF wurde eine starke Erhohung des LI nach 1 Woche mit nachfol-
gendem Abfall ermittelt. Der LI in CCF lag mit 32,6 % 7,8-fach hoher als die Kontrollwerte,
nach 4 und 13 Wochen war der LI weiterhin mit 18,5 % und 19,5 % um den Faktor 4,5 bzw.
4,8 gesteigert. Bei der selektiven Betrachtung wurde dieser Verlauf bei GST-P-negativen
CCF wiedergefunden (s. Tab. 46). In GST-P-positiven CCF dagegen wurden maximale Stei-
gerungen nach 13 Wochen bestimmt (3,5-, 4,8- und 6,9-faches der Kontrollwerte nach 1,4
und 13 Wochen). In BCF fiel der LI wéhrend der Verabreichung von 42,1 % (12-faches der
Kontrollen) nach 1 Woche auf 20,1 % (4,1-faches der Kontrollen) und 16,3 % (2,7-faches der
Kontrollen). Die Entwicklung wurde durch die GST-P-negativen BCF bestimmt (s. Tab. 46).
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Die Verabreichung von Wyeth-14,643 fiihrte in NAH zu einem Anstieg des LI von 10,7 %

auf 15 % und 16,3%, was einer 10,7-, 25- und 8,6-fachen Steigerung iiber Kontrollwerte ent-

spricht.
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Abb. 21: Apoptose-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen nach Verabreichung von Wyeth-14,643

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus“, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Wochen

—_—

13

CCF

a

ECF

BCF

MCF

NAH

Tab. 22: Signifikanzen zur Abb. 21
a, b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup-

pe mit a = p<0,05; b = p<0,01

Statistisch signifikante Verdnderungen des Apoptose-Index” wurden in CCF nach 1 Woche
mit 0,154 % (14-faches der Kontrollwerte) und nach 13 Wochen mit 0,067 % (5,6-faches der
Kontrollwerte) bestimmt. In NAH lag der Al mit 0,006 % nach 1 und 4 Wochen und 0,02 %
nach 13 Wochen iiber den Kontrollwerten (0 %).
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4.4.5 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

50 — o—o Kontrolle
e—e Wyeth—14,643
40 —
30 —
¥,
3
20 —

|
1 4 13 1 4 13 1 4 13 1 4 13 Wochen
Gesamt 1 2 3

Abb. 22: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) des extrafoka-
len Lebergewebes in den 3 Zonen sowie Gesamt-LI nach Verabreichung von Wyeth-14,643

Wochen 1 4 13 Tab. 23: Signifikanzen zu Abb. 22

Gesamt b b b b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup
Zone 1 b b b pe mit p<0,01

Zone 2 b b b

Zone 3 b

Der Llggs zeigte sich zu allen Untersuchungszeitpunkten - mit hdchster Steigerung nach 1
Woche und nachfolgendem Abfall - erhoht (14,2-, 7,9- und 7,7-faches der Kontrollwerte nach
1, 4 und 13 Wochen). Die Steigerung war in allen Zonen wiederzufinden, wobei der LI wéh-
rend der gesamten Verabreichung in Zone 1 am hochsten war. Der LIz lag nach 1 Woche bei
41,4 % (17,9-faches der Kontrollen) und reduzierte sich auf 18,6 % und 16 % (9,6- und 9-
faches der Kontrollen) nach 4 und 13 Wochen. Der LIz lag nach 1 und 4 Wochen bei
2,9 %und 2,7 % und stieg daraufthin auf 5,7 % an (6,7-, 8,6- und 3,3-faches der Kontrollen).
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4.5 Ethinylestradiol

Eine Ratte verstarb wéhrend der 12. Behandlungswoche. Das Tier wurde seziert und makro-

skopische Befunde erhoben.

4.5.1 Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht

Tab. 24: Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht nach Verabreichung von Ethi-
nylestradiol

Applikations- Korpergewicht (g) Abs. Lebergewicht | rel. Lebergewicht (%)
dauer (MW=+SD) (g) (MW+SD) (MW+SD)

EE Kontrolle EE Kontrolle EE Kontrolle
1 Woche 652,8+80,6 713,3£107,3 | 21,243,3 | 24,3+3,9 | 3,27+0,50 | 3,42+0,31
4 Wochen 565,0+61,1%* | 680,8+78,2 | 22,7442 | 24,4431 | 4,00+0,50* | 3,58+0,22
13 Wochen 508,5+36,8%* | 685,4+56,9 | 23,8+2,9 | 23,0+3,1 [4,67+0,36*%*| 3,30+0,38

* = p<0,05; ** = p<0,01 (Wilcoxon-Test, zweiseitig)
abs. = absolut; EE = Ethinylestradiol; MW = Mittelwert; rel. = relativ; SD = Standardabweichung

Die Ratten verloren im Laufe der Behandlung an Korpergewicht. Nach 4 Wochen war das
Korpergewicht auf ca. 83 %, nach 13 Wochen auf ca. 74 % der Kontrollen reduziert. Bei sta-
tistisch nicht signifikant verédnderten absoluten Lebergewichten ergaben sich daraus 1,1- und

1,4-fach erhohte relative Lebergewichte.

4.5.2 Makroskopische Befunde

Bei 60 % der Tiere der 1-Wochen-Gruppe, bei 90 % der Tiere der 4- und 13-Wochen Gruppe
konnten auf der Leberoberfliche z. T. erhabene herdformige Verdnderungen mit einem
Durchmesser von 1-5 mm und einer gelben, roten, braunen und grauweiflen Farbe beobachtet
werden. Die Pravalenz betrug nach 1 Woche 60 %, nach 4 und 13 Wochen 90 %. Je ein Tier
zeigte zu den unterschiedlichen Zeitpunkten eine 1-2 mm im Durchmesser grole Zyste auf
der Leberoberfldche. Bei einem Tier fand sich nach 4 Wochen im Lobus sinister lateralis eine

im Durchmesser 6 mm grofle Umfangsvermehrung.

4.5.3 Histologische Befunde

Eine im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich verstiarkte Gallengangsproliferation lag bei
fast allen Ratten vor. Die stirkste Ausprigung fand sich nach vierwdchiger Applikation.
Gleichzeitig war die Pravalenz mononukleérer Infiltrate (80 % bis 90 %), die tiberwiegend in

periportalen Bereichen lokalisiert waren, erhoht. AuBler den beschriebenen Verdnderungen
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wich das histologische Bild nach 1 Woche nicht von den Kontrollen ab. Nach 4 Wochen wa-
ren auf Zone 1 beschrinkte Verdnderungen zu beobachten. Die Hepatozyten erschienen abge-
rundet und die Sinusoide erweitert. Das Zytoplasma der einzelnen Hepatozyten hatte teils
klare, teils leicht basophile Anteile. Nach 13 Wochen konnten diese Befunde - die periportale
Basophilie in verstirktem Male - weiterhin beobachtet werden. Die Grofe der Hepatozyten
und ihrer Kerne variierte. Die periportalen Bereiche wirkten umstrukturiert, da der Verlauf
der Leberzellbdlkchen von der Zentralvene zur Lappchenperipherie nicht mehr nachzuvoll-
ziehen war. Einzelne Hepatozyten schienen sich aus dem Zellverband zu 16sen, die Leberzell-
bilkchen waren z. T. zweireihig, und zwischen den Hepatozyten traten weite, teilweise E-
rythrozyten enthaltene Rdume auf, die aber nicht die Ausrichtung von Sinusoiden zeigten.
Weiterhin wurden Einzelzellnekrosen beobachtet.

Ein Tier zeigte nach 13-wochiger Verabreichung ein hepatozelluldres Adenom.

4.5.4 FAH

4.5.4.1 Prozentuale Verteilung der FAH-Typen

Der prozentuale Anteil an CCF verringerte sich wihrend der Ethinylestradiol-Applikation von
85 % nach 1 Woche auf 77 % und 75 % nach 4 und 13 Wochen. Dagegen stieg der Anteil an
BCF (7 %, 10 %, 12 % nach 1, 4 und 13 Wochen) und an MCF (0,8 %, 6 %, 8 % nach 1, 4
und 13 Wochen) an (s. Tab. 69). Der prozentuale Anteil der BCF-NOS an der Gesamtzahl der
BCF verringerte sich wiahrend der Applikation (1 Woche: 13 von 30 (43 %); 4 Wochen: 11
von 61 (18 %); 13 Wochen: 4 von 95 (4 %)). 24 %, 27 % und 15 % der CCF exprimierten
nach 1, 4 und 13 Wochen GST-P. Von den BCF zeigten sich 0 % bis 5 %, von den MCF 0 %
bis 7 % GST-P-positiv.
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4.5.4.2 Lokalisation der FAH innerhalb des Leberliappchens
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1 2 3 172 2/3 1/2/3
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Abb. 23: Prozentualer Anteil der FAH in den verschiedenen Zonen nach Verabreichung von
Ethinylestradiol

Wihrend des gesamten Untersuchungszeitraumes lag der Hauptanteil der FAH in Zone 1
(32 %, 35 % und 37 % nach 1, 4 und 13 Wochen). Auch in den anderen Zonen zeigte der pro-
zentuale Anteil der FAH iiber die Zeit nur geringe Schwankungen. Bei Betrachtung der ein-
zelnen FAH-Typen (s. Tab. 64) war diese Verteilung bei den CCF wiederzufinden. Der pro-
zentuale Anteil der in der Zone 1 sowie in den Zonen 1/2 gefundenen BCF erhohte sich wih-
rend der Verabreichung von Ethinylestradiol (Zone 1: 10 %, 38 % und 34 %; Zonen 1/2: 7 %,
15 % und 24 % nach 1, 4 und 13 Wochen). Im Gegensatz dazu verringerte sich der Anteil der
BCF in den Zonen 1/2/3 (57 %, 25 % und 19 %). Von den 5 nach 1 Woche gefundenen MCF
wurden 2 Zone 2, 3 den Zonen 1/2/3 zugeordnet. Nach 4 Wochen lagen je 24 % in Zone 1
und 1/2, 27 % in den Zonen 1/2/3. Nach 13 Wochen wurde der grofite Teil der MCF in den
Zonen 1/2/3 (50 %) und in Zone 1 (30 %) gefunden. Der hochste Anteil der NAH lag in Zone
3 (44 %, 37 %, 39 % nach 1, 4 und 13 Wochen).

Das Verteilungsmuster der GST-P-positiven und —negativen CCF entsprach mit einem hohe-
ren Anteil der GST-P-negativen FAH in Zone 1 und einem hoheren Anteil der GST-P-
positiven FAH in Zone 3 ungefiahr den Kontrollen (s. Tab. 65).
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4.5.4.3 Anzahl der FAH pro cm’ Leberfliiche

o—o Kontrolle
e —e Fthinylestradiol

FAH—Anzahl/cm? Leberflache

Abb. 24: Anzahl der verschiedenen FAH-Typen pro cm” Leberfliche (geometrische Mittel-
werte und Streufaktoren) nach Verabreichung von Ethinylestradiol

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF =“ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Woohen T 1 75| Tab. 25: Signifikanzen zur Abb. 24

CCF < o b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup-
ECE pe mit p<0,01

BCF o bc |© d: signifikante Unterschiede zu 1 Woche mit ¢ = p<0,05; d = p<0,01
MCF f£h | b.d | bd |I:signifikante Unterschiede zu 4 Wochen mit p<0,01

NAH g, h: signifikante Unterschiede zu 13 Wochen mit g = p<0,05; h = p<0,01

Die Gesamt-FAH-Anzahl pro cm” Leberfliche stieg wihrend der 1-, 4- und 13-wdchigen E-
thinylestradiol-Applikation kontinuierlich an (10,3, 15,7, 22,8). Nach 13 Wochen lag der
Wert 1,9-fach iiber Kontrollniveau. Der Anstieg war bedingt durch die Erh6hung der Anzahl
der CCF, BCF, NAH und MCF pro cm? (CCF: 8,1, 11,8, 16,6; BCF: 0,66, 1,3, 2,7; NAH: 0,5,
0,7, 0,8; MCF: 0,1, 0,57, 1,6). Eine statistisch signifikante 4,5-fache Steigerung iiber die Kon-
trollwerte war bei den BCF nach 13 Wochen sowie bei MCF nach 4 Wochen (3-fach) und 13
Wochen (7,9-fach) vorhanden.

Die gesonderte Betrachtung der GST-P-positiven und —negativen FAH zeigte, dal die Erho-
hung in der FAH-Anzahl/cm? durch die GST-P-negativen FAH verursacht wurde (s. Tab. 48).
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4.5.4.4 Zellzahl pro FAH-Querschnitt
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Abb. 25: Zellzahl der verschiedenen FAH-Typen pro FAH-Querschnitt (geometrische Mit-
telwerte und Streufaktoren) nach Verabreichung von Ethinylestradiol

FAH = “focus of altered hepatocytes*; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus";
BCF = “basophilic cell focus*“; MCF = “mixed cell focus®“, NAH = nicht abg renzbare Herde

Fiir keinen FAH-Typen lieBen sich statistisch signifikante Abweichungen von den Kontrollen
oder Verdnderungen im Zeitverlauf ermitteln. Die durchschnittliche Zellzahl/MCF-
Querschnitt betrug 516, 286 und 258 nach 1, 4 und 13 Wochen. Der hohe Wert und dessen
Streufaktor nach 1 Woche wurde durch einen Einzeltierwert von 9073 Zellen pro MCF-
Querschnitt verursacht (s. Tab. 49).
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4.5.4.5 Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH
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Abb. 26: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen nach Verabreichung von Ethinylestradiol

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus“, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Wochen 1 4 13 Tab. 26: Signifikanzen zur Abb. 26

CCF b b, g b, e a, b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup-
ECF pe mit a =p<0,05; b =p<0,01

BCF b, e b, ¢ b c: signifikante Unterschiede zu 1 Woche mit p<0,05

MCF e: signifikante Unterschiede zu 4 Wochen mit p<0,05 g = p<0,01

NAH a b a g: signifikante Unterschiede zu 13 Wochen mit p<0,05

In allen auftretenden FAH-Typen war der LI im Vergleich zu den Kontrollen zu allen Unter-
suchungszeitpunkten erhoht. Der Verlauf des LI war bei CCF, BCF und NAH von einer ini-
tialen Steigerung iiber die Kontrollen, einem darauffolgenden Abfall und einer erneuten Er-
héhung nach 13 Wochen gekennzeichnet (CCF: 19,2 %, 15,3 %, 24,8 % (4,6-, 3,7-, 6,1-fach);
BCF: 33,3 %, 16,6 %, 25,8 % (9,5-, 3,4-, 4,3-fach); NAH: 6,9 %, 4,4 %, 9,8 % (6,9-, 7,3-,
5,2-fach)). GST-P-negative CCF lieen den gleichen Verlauf erkennen, GST-P-positive CCF
dagegen zeigten nach 13 Wochen eine weitere Verringerung (auf das 3,7-fache der Kontrol-
len) und keinen erneuten Anstieg des LI (s. Tab. 50). Die Zellproliferation in MCF stieg im
Zeitverlauf stetig von 23,2 % nach 1 Woche auf 28,1 % nach 4 Wochen und 36,1 % nach 13

Wochen an.
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Der Apoptose-Index war im Vergleich zu den Kontrollen nicht verdndert. In MCF, die in den
Kontrollgruppen nach 1 Woche gar nicht, nach 4 und 13 Wochen nur vereinzelt auftraten, lag

der durchschnittliche Al zwischen 0,006 % und 0,012 %.

4.5.5 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe
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Abb. 27: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) des extrafoka-
len Lebergewebes in den 3 Zonen sowie Gesamt-LI nach Verabreichung von Ethinylestradiol

Wochen 1 4 13 | Tab. 27: Signifikanzen zu Abb. 27

Gesamt b b b a, b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup-
Zone 1 b b b pe mit a = p<0,05; b = p<0,01

Zone 2 b b b

Zone 3 a

Der Llggs lag wihrend der gesamten Ethinylestradiol-Applikation {iber den Kontrollwerten.
Der Steigerung auf 4,5 % (3,6-faches der Kontrollen) nach 1 Woche folgte ein leichter Abfall
auf 2,9 % (2,8-faches der Kontrollen) nach 4 Wochen und ein wiederholter Anstieg auf 4,9 %

(4,3-faches der Kontrollen) nach 13 Wochen. Die absolut hochsten LI wurden in Zone 1 er-
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mittelt, die mit 9,3 %, 4,5 % und 8,2 % nach 1, 4 und 13 Wochen einen dhnlichen Verlauf
zeigten wie der Llggs. Diese Werte entsprachen im Vergleich mit den Kontrollwerten Erho-
hungen um den Faktor 4, 2,3 und 4,6. Der LIz nach 1, 4 und 13 Wochen war 2,3-, 2,1- und
3-fach hoher als die Kontrollwerte. Der LIz, betrug nach 1,4 und 13 Wochen 1,8 %, 2 % und
2,6 %. Damit konnten die relativ hochsten Steigerungen (4,2-, 6,6- und 6-fach) iiber Kon-

trollwerte in Zone 2 beobachtet werden.

4.6 PCB 126

Aus der 13-Wochen-Gruppe verstarb ein Tier am 32. Behandlungstag, ein weiteres Tier wur-
de am 79. Behandlungstag moribund getitet. Die Befunde des moribund getoteten Tieres

wurden mit in die makroskopische Bewertung aufgenommen.

4.6.1 Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht

Tabl. 28: Korpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht nach Verabreichung von PCB
126

Applikations- Korpergewicht (g) Lebergewicht (g) rel. Lebergewicht (%)
dauer (MW+SD) (MW+SD) (MW+SD)

PCB 126 Kontrolle | PCB 126 | Kontrolle | PCB 126 | Kontrolle
1 Woche 742,8+101,7 | 713,3+107,3 | 23,6422 | 24,339 | 3,28+0,30 | 3,42+0,31
4 Wochen 691,5+45,6 | 680,8+78,2 | 25,0+2,3 | 24,443,1 3,62+0,34 | 3,58+0,22
13 Wochen 658,1+50,4 | 685,4+56,9 | 26,5+2,4% | 23,0+3,1 |4,03+0,36%* | 3,30+0,38

* = p<0,05; ** = p<0,01 (Wilcoxon-Test, zweiseitig)
abs. = absolut; MW = Mittelwert; rel. = relativ; SD = Standardabweichung

Das Korpergewicht der Tiere verringerte sich, allerdings in statistisch nicht signifikantem
Ausmal, kontinuierlich wéhrend der Behandlung. Das absolute und das relative Lebergewicht

waren nach 13 Wochen ca. 1,2-fach tiber die Kontrollen erhoht.

4.6.2 Makroskopische Befunde

Nach 1 Woche betrug die Privalenz auf der Leberoberfliche beobachteter roter, gelber und
brauner herdférmiger Verdanderungen (Durchmesser 1-5 mm) 50 %, nach 4 Wochen 70 % und
nach 13 Wochen 44 %. Ein bei dem moribund getdteten Tier gefundener Herd hatte einen
Durchmesser von 10 mm. Zysten (Durchmesser 3-4 mm) traten nach 1 Woche bei 10 %, nach

4 Wochen bei keinem Tier und nach 13 Wochen bei 20 % der Tiere auf.
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4.6.3 Histologische Befunde

Bei den mit PCB 126 behandelten Tieren wurde eine stirkere Verfettung der Hepatozyten als
bei den Kontrolltieren beobachtet, die sich nach 1 Woche tiberwiegend in Zone 1, nach 4 Wo-
chen in den Zonen 1 und 3, und nach 13 Wochen hauptsichlich in Zone 3 fand. Im Verlaufe
der Applikation stieg die Pravalenz an Ratten mit mononukleédren Infiltraten an (von 70 % auf
100 %), die vorwiegend Bestandteil kleiner Granulome waren, z. T. aber auch die Gallengén-
ge umgaben. 90 % der Lebern wiesen nach 1 Woche Gallengangsproliferationen auf, zu den
spateren Zeitpunkten lag die Pravalenz bei 20 % und 25 %. Zwei Tiere der 4-Wochen-Gruppe
entwickelten je eine Neoplasie, die als hepatozelluldres Adenom und als histiozytisches Sar-

kom diagnostiziert wurden.

4.6.4 FAH

4.6.4.1 Prozentuale Verteilung der FAH-Typen

Die prozentuale Verteilung der FAH-Typen wich nicht auffillig von den Kontrollen ab. Bei
CCF konnte aber wéahrend der Verabreichung von PCB 126 eine Verringerung von 92 % nach
1 Woche auf ca. 86 % nach 4 und 13 Wochen beobachtet werden. Der prozentuale Anteil an
BCF stieg von 5 % nach 1 Woche auf ca. 9 % nach 4 und 13 Wochen an. In geringem Aus-
mal (0,4 % bis 1,6 %) wurden ECF gefunden (s. Tab. 69). Nach 13-wochiger Applikation
exprimierte mit 31 % ein hoherer Anteil an BCF GST-P als bei den Kontrollen (19 %). Zu
allen Untersuchungszeitpunkten fanden sich BCF-NOS, deren prozentualer Anteil an der Ge-
samtzahl der BCF nach 1 Woche am hochsten lag (1 Woche: 4 von 27, 4 Wochen: 2 von 35,
13 Wochen: 9 von 22).
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4.6.4.2 Lokalisation der FAH innerhalb des Leberliappchens

35
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Abb. 28: Prozentualer Anteil der FAH in den verschieden Zonen nach Verabreichung von
PCB 126

Die FAH waren zu allen drei Untersuchungszeitpunkten zu dhnlichen prozentualen Anteilen
in allen drei Zonen lokalisiert (22 % bis 30 %). Es erfolgten zwar wihrend der Verabreichung
geringe Schwankungen, aber keine Zone konnte als Hauptlokalisationszone ausgemacht wer-
den. Bei der differenzierten Betrachtung der verschiedenen FAH-Typen (s. Tab. 66) fiel auf,
daBl der prozentuale Anteil an NAH in Zone 1 (36 %, 24 % und 18 % nach 1, 4 und 13 Wo-
chen) nach der Verabreichung von PCB 126 deutlich hoher war als bei den Kontrollen und
sich iiber die Zeit verringerte. Gleichzeitig erfolgte eine Reduktion in Zone 3 (57 %, 43 %,
35 %) und ein Anstieg in Zone 2 (7 %, 29 %, 35 %). Die Hauptlokalisationszone der GST-P-
negativen CCF lag bei jedem Untersuchungstermin mit 36 % bis 38 % in Zone 1. Der prozen-
tual hochste Anteil der GST-P-positiven CCF fand sich in Zone 3 mit ansteigender Tendenz
(39 %, 45 %, 54 %) (s. Tab. 67).
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4.6.4.3 Anzahl der FAH pro cm’ Leberfliiche
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Abb. 29: Anzahl der verschiedenen FAH-Typen pro cm” Leberfliche (geometrische Mittel-
werte und Streufaktoren) nach Verabreichung von PCB 126

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus*; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Wochen 1 4 13 Tab. 29: Signifikanzen zur Abb. 29
CCF b: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup-

ECIIZ h b.f pe mit b = p<0,01
M((:IF f: signifikante Unterschiede zu 4 Wochen mit p<0,01
NAH h: signifikante Unterschiede zu 13 Wochen mit p<0,01

Die Gesamtzahl an FAH pro cm’ Leberfliche wich zu keinem Zeitpunkt signifikant von den
Kontrollen ab (s. Tab. 68). Ursichlich dafiir war die Anzahl/cm” an CCF (10,5-13), die so-
wohl in der Gesamtanzahl als auch in der Anzahl GST-P-positiver und —negativer CCF (s.
Tab. 52) ungefdhr den Kontrollen entsprach und auch im Zeitverlauf keine Verdnderungen
zeigte. Die Anzahl/cm? an NAH (0,3-0,35) und BCF (0,5-1) blieb relativ konstant. Als statis-
tisch signifikant wurde der Anstieg in der Anzahl der ECF/cm” von 0,1 nach 4 Wochen auf
0,3 nach 13 Wochen berechnet.



4 Ergebnisse

95

4.6.4.4 Zellzahl pro FAH-Querschnitt
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Abb. 30: Zellzahl der verschiedenen FAH-Typen pro FAH-Querschnitt (geometrische Mit-
telwerte und Streufaktoren) nach Verabreichung von PCB 126

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus®, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus*, NAH = nicht abgrenzbare Herde
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Tab. 30: Signifikanzen zurAbb. 30
a: signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Kontrollgrup-
pe mit p<0,05

Bis auf eine auf 70 % der Kontrollwerte verringerte durchschnittliche Zellzahl pro FAH-

Querschnitt der CCF nach 13 Wochen bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede

zu den Kontrollen. Der niedrige Wert war bedingt durch die Anzahl der GST-P-positiven
CCF (48 % des Kontrollwertes) (s. Tab. 53). Die durchschnittliche Zellzahl der ECF betrug
23, 13 und 51 Hepatozyten/FAH-Querschnitt nach 1, 4 und 13 Wochen. MCF traten nach 1
und 13 Wochen je bei 2 Tieren (2146 und 525 Hepatozyten/FAH-Querschnitt), nach 4 Wo-

chen bei 1 Tier (374 Hepatozyten/FAH-Querschnitt) auf.
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4.6.4.5 Zellproliferation und Apoptose innerhalb von FAH
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Abb. 31: Labelling-Indizes (%) (geometrische Mittelwerte und Streufaktoren) der verschiede-
nen FAH-Typen nach der Verabreichung von PCB 126

FAH = “focus of altered hepatocytes®; CCF = “clear cell focus“, ECF = “eosinophilic cell focus"; BCF = “ba-
sophilic cell focus®; MCF = “mixed cell focus“, NAH = nicht abgrenzbare Herde

Wochen 1 4 13 Tab. 31: Signifikanzen zur Abb. 31

CCF g c c: signifikante Unterschiede zu 1 Woche mit p<0,05
ECF g: signifikante Unterschiede zu 13 Wochen mit p<0,05
BCF

MCF

NAH

Fiir keinen FAH-Typ konnten statistisch signifikante Unterschiede im Labelling-Index zu den
Kontrollen nachgewiesen werden. Tendenziell zeigte aber der LI in CCF wihrend der Verab-
reichung von PCB 126 einen Anstieg (4,2 %, 5,8 %, 6,7 %), so dal nach 13 Wochen 1,7-
fache Kontrollwerte erreicht waren. Dieser Verlauf war sowohl bei GST-P-positiven als auch
bei GST-P-negativen CCF nachzuvollziehen, wobei der LI in GST-P-negativen FAH gering-
fiigig niedriger lag (s. Tab. 54). In NAH wurde eine Verminderung des LI beobachtet (4,5 %,
1,6 %, 0,7 %). Der LI in MCF belief sich nach 1 Woche auf 16,5 %, nach 4 Wochen auf 7 %
und nach 13 Wochen auf 10,6 %. Ein stetiger Anstieg trat in ECF (0,3 %, 1,0 %, 4,8 %) auf.
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Die Apoptose-Rate lieB keine statistisch signifikanten Abweichungen von den Kontrollen

erkennen (s. Tab. 55).

4.6.5 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe
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Abb. 32: Labelling-Indizes (%) (Mittelwerte und Streufaktoren) des extrafokalen Lebergewe-
bes der 3 Zonen sowie Gesamt-LI nach Verabreichung von PCB 126

Sowohl der Llggs als auch der LI der verschiedenen Zonen war zu keinem Zeitpunkt im Ver-
gleich zu den Kontrollen statistisch signifikant verdndert. Wie bei den Kontrollen war die
Hauptproliferationszone Zone 1. Tendenziell konnte aber iiber die Zeit ein Anstieg des Llggs
(von 84 % auf 142 % und 126 % der Kontrollen) und des LIz; (von 78 % auf 176 % der Kon-

trollen) beobachtet werden.



98 5 Diskussion

5 DISKUSSION

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Versuchsmodell

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der promovierenden Wirkung fiinf verschiedener
bekannter Lebertumor-Promotoren im Kurzzeitversuch (1-, 4- und 13-wochige Applikation)
auf die Leber ca. 2 Jahre alter ménnlicher Wistar Ratten. Die verwendeten Substanzen stehen
stellvertretend fiir fiinf verschiedene Gruppen von Promotoren, deren karzinogene Wirkung
auf verschiedenen Mechanismen beruht: 1. Phenobarbital, ein klassischer Enzyminduktor, 2.
Chloroform, eine zytotoxisch wirkende Substanz, 3. Wyeth-14,643, ein Peroxisomenprolife-
rator, 4. Ethinylestradiol, ein liber einen zytosolischen Steroidrezeptor wirkendes Hormon und
5. PCB 126, einen Induktor des zytosolischen Arylhydrocarbon-Rezeptors. Die Substanzen
wurden in Dosierungen und Applikationsformen verabreicht, die sich im Langzeitversuch als
karzinogen erwiesen haben (Literaturzitate sieche bei den jeweiligen Substanzen in der Litera-
turiibersicht).

In der biomedizinischen Forschung erfolgt iiblicherweise die Priifung einer potentiell
promovierenden Wirkung einer chemischen Substanz in Initiations-Promotions-Studien, in
denen im Anschlu an die Verabreichung eines Initiators die zu priifende Substanz
verabreicht wird. Als Endpunkt dieser Studien wird als Indikator der Promotionswirkung die
Entstehung und das Wachstum von FAH (,foci of altered hepatocytes®), die als
praneoplastische Herde gelten (BANNASCH et al., 1989), genutzt. Es bestehen beziiglich der
Promotionswirkung tierart-, tierstamm-, alters- und geschlechtsabhidngige Unterschiede.
Weiterhin ist die Entstehung von FAH vom Initiationsprotokoll (Art des Initiators, Dosierung
und Applikationsdauer) abhdngig. Um die Wirkung der Lebertumor-Promotoren unter
»hatiirlichen Bedingungen®“ auf spontan initiierte Hepatozyten ohne Beeinflussung des
Ergebnisses durch einen Initiator zu untersuchen, wurde in dieser Studie ein Rattenstamm
gewihlt (Wistar Ratte, Chbb: THOM), der sich durch eine hohe Privalenz spontan
entstandener FAH in der Leber auszeichnet (BASF Datenbank). Die Tiere waren zu
Versuchsbeginn im Alter von 18 bis 22 Monaten. Es wurden méannliche Tiere verwendet, da
bei weiblichen Tieren der Leberstoffwechsel eine stirkere hormonelle Beeinflussung als bei
maéannlichen Tieren und zyklusabhéngige Verdanderungen zeigt (PALMER et al., 1979).

Die Untersuchungen wurden nach der Verabreichungsdauer von 1, 4 und 13 Wochen vorge-

nommen. Diese Zeitpunkte haben sich flir Zellproliferationsmessungen als glinstig erwiesen,
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da so akute, subakute und chronische Effekte untersucht werden konnen (GOTTSCHLING,
1999).

5.1.2 Untersuchung der promovierenden Eigenschaften der Priifsubstanzen
Um die promovierenden Eigenschaften der Priifsubstanzen aufzudecken, wurde das Wachs-

tumsverhalten der FAH und die Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe ermittelt.

5.1.2.1 Untersuchung des Wachstumsverhaltens der FAH
Es gilt als gesichert, da3 FAH préaneoplastische Lasionen darstellen, die in GroBe und Préva-

lenz eine gute Korrelation zu spéter auftretenden Tumoren zeigen. (OGISO et al., 1985;
ZERBAN et al., 1988; BANNASCH et al., 1989; ITO et al., 1989). Sie konnen daher als
Endpunkt bei der Priifung einer potentiell krebserregenden Wirkung einer Substanz zur Vor-
hersage genutzt werden (SCHULTE-HERMANN, 1985). FAH konnen aufgrund regulatori-
scher Defekte der Wachstumskontrolle auf die Verabreichung eines Promotors iiberproportio-
nal reagieren, wodurch die Nettowachstumsrate der FAH durch Induktion der Zellproliferati-
on und/oder Inhibition der Apoptose erhoht wird. Weiterhin kdnnen Promotoren den FAH
durch Hemmung der Zellproliferation im Umgebungsgewebe einen selektiven Wachstums-
vorteil verleihen (SOLT und FARBER, 1976; BURSCH et al., 1984; SCHULTE-HERMANN
et al., 1986; JIRTLE, 1991). Mchrere Autoren (BANNASCH, 1986; MOORE et al., 1982;
ENZMANN und BANNASCH, 1987; WEBER und BANNASCH, 1994) vertreten die An-
sicht, dal die verschiedenen FAH-Typen aufeinanderfolgende Stadien phanotypischer und
metabolischer Verdnderungen darstellen, die ein ansteigendes karzinogenes Potential inneha-
ben. Die Abfolge erstreckt sich von den zuerst erscheinenden glykogenreichen CCF und ECF
tiber MCF zu BCF.

5.1.2.1.1 Nachweis der FAH
Der Nachweis der FAH erfolgte in der HE-Farbung. In dieser Farbung werden die vom Um-

gebungsgewebe abweichende Zellmorphologie und tinktorielle Farbung der FAH meist deut-
lich. Da FAH sich durch eine verdnderte Enzymexpression auszeichnen, wurde zuséatzlich zur
Identifizierung solcher FAH der immunhistochemische Nachweis von GST-P eingesetzt. Die-
ser positive FAH-Marker wurde gewihlt, da dieses Enzym héufig von initiierten Zellen
exprimiert wird und im Vergleich zu anderen Markern eine hohe Aufdeckungsquote zeigt

(HENDRICH et al., 1987, TATEMATSU et al., 1988; XU et al., 1990). FAH wurden auch
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dann als GST-P-positiv eingestuft, wenn nur ein Teil der Hepatozyten GST-P exprimierte.
Der Anteil an GST-P-positiven FAH an der Gesamt-FAH-Anzahl betrug bei den 3 Kontroll-
gruppen der eigenen Untersuchung nur 22 % bis 28 % und lag damit deutlich unter dem von
MITAKA und TSUKADA (1987) bei alten, unbehandelten méannlichen F344/DuCrj gefunde-
nen Anteil von 90 %. Wihrend der Substanzapplikation iiber 1, 4 und 13 Wochen erhdhte
sich der Anteil GST-P-exprimierender FAH auf maximal 44 % (Phenobarbital: 30 %, 44 %,
36 %; Wyeth-14,643: 10 %, 25 %, 35 %; Chloroform: 30 %, 15 %, 20 %; Ethinylestradiol: 27
%, 28 %, 12 %; PCB 126: 24 %, 37 %, 28 %).

5.1.2.1.2 Klassifizierung der FAH
Die FAH wurden in Anlehnung an die internationale Klassifikation (MOHR, 1997) in klarzel-

lige FAH (CCF), eosinophile FAH (ECF), basophile FAH (BCF) und gemischtzellige FAH
(MCF) eingeteilt. Kombinierte FAH, die sowohl aus klarzelligen als auch eosinophilen Hepa-
tozyten zusammengesetzt waren, wurden dem FAH-Typ zugeordnet, dessen Anteil innerhalb
des FAH iiberwog. Zusitzlich trat ein weiterer FAH-Typ auf, der GST-P exprimierte, sich im
HE-Schnitt aber durch keinerlei Abweichung vom Umgebungsgewebe auszeichnete (NAH =
nicht abgrenzbare Herde). In den Kontrollgruppen betrug der Anteil an NAH 4 % bis 8 %.
Durch die Substanzapplikation wurde der Anteil nicht deutlich verdndert (Phenobarbital: 10
%, 10 %, 3 %; Chloroform: 4 %, 7 %, 6 %; Wyeth-14,643: 6 %, 6 % 10 %; Ethinylestradiol: 7
%, 6 %, 5 %; PCB 126: 3 %, 4 %, 3 %). ENZMANN et al. (1989) berichteten vom Auftreten
solcher FAH, deren Bedeutung bisher aber noch nicht untersucht worden ist.

Die FAH, die nach Verabreichung der einzelnen Priifsubstanzen auftraten, zeigten innerhalb
eines FAH-Typs geringfligige Unterschiede in Zell- und Kernmorphologie. Auf eine weitere
Subklassifikation wurde aber, um eine statistische Auswertung zu ermédglichen und die Uber-
sichtlichkeit zu wahren, verzichtet. Schwierigkeiten bereitete die weitere Unterteilung der
BCF. Es trat eine Vielzahl unterschiedlicher FAH mit einer unterschiedliche starken Basophi-
lie des Zytoplasmas und unterschiedlicher Zellmorphologie auf. Letztendlich wurden alle

FAH mit einer basophilen Farbung des Zytoplasmas den BCF zugeordnet.

5.1.2.1.3 Wahl der MefBlparameter
Der Quantifizierung des Wachstumsverhaltens der FAH dienten als MeBparameter die Anzahl

an FAH pro cm® Leberfliche, die GroBe, die Zellproliferationsrate (LI %) und die Apoptose-
Rate innerhalb von FAH. Weiterhin wurde die Lokalisation der FAH innerhalb des Leber-

lappchens untersucht, um potentielle Zielzonen der Substanzen zu ermitteln.
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5.1.2.1.3.1 Grofle der FAH
Die GroBe von FAH wird iiblicherweise in cm?, in cm’® oder als Volumenanteil (Anteil der

FAH am Lebervolumen) angegeben. Diese Mal3e lassen aber keinen Riickschlu3 darauf zu, ob
eine VergrofBerung eines FAH auf einer Hypertrophie der Zellen oder einer tatsédchlichen Er-
hohung der Zellzahl beruht. Da ein Schwerpunkt dieser Studie in der Ermittlung des Zellproli-
ferationsverhaltens in FAH lag, wurde als MaB fiir die Gréf8e der FAH die Zellzahl pro FAH-
Querschnitt gewéhlt.

5.1.2.1.3.2 Messung der Zellproliferation
Eine hdufig gefundene Eigenschaft nicht-genotoxischer Karzinogene ist die Steigerung der

Zellproliferationsrate (BUTTERWORTH, 1990; COHEN und ELLWEIN, 1990, 1991). Ver-
schiedene Autoren konnten eine Korrelation zwischen Ausmall und Dauer einer
Zellproliferationssteigerung und dem karzinogenen Potential einer Substanz feststellen

(MARSMAN et al., 1988; KLAUNIG et al., 1991).

5.1.2.1.3.3 Wahl des Proliferationsmarkers und dessen Applikation
Die Messung der Zellproliferation im histologischen Schnitt kann durch Zahlung der mitoti-

schen Figuren oder durch Nutzung verschiedener exogener (BrdU, [°H]Thymidin) oder endo-
gener Marker (z. B. Ki 67, PCNA) erfolgen. Da es sich bei der Leber um ein Gewebe mit ei-
ner sehr niedrigen basalen Zellteilungsrate handelt, ist es sinnvoll, kumulative Messungen
durchzufiihren, um Kontrollwerte von aussagekriftiger Hohe zu erhalten. Diese Moglichkeit
besteht nur bei der Verwendung von exogenen Markern, da diese iliber lingere Zeitrdume ap-
pliziert werden konnen und so die markierten Kerne kumulieren. Die Wahl des Markers fiel
auf das Thymidin-Analogon BrdU, das keine radioaktiven Eigenschaften besitzt und somit
gegeniiber [*’H]-Thymidin einen Vorteil bietet.

BrdU wird in der S-Phase der Zelle in die DNA eingebaut. Daraus ergibt sich der Nachteil,
daB nicht die tatsdchliche Teilung der Zelle nachgewiesen wird, sondern nur das Durchlaufen
einer S-Phase.

GOLDWORTHY et al. (1991) forderten in ihrem Leitfaden zur Messung chemisch induzier-
ter Zellproliferation, dal Methoden angewendet werden sollten, durch die aussagekriftig hohe
Kontrolldaten ermittelt werden konnen. Bei sehr niedrig liegenden Kontrollwerten bestehe die
Gefahr einer Uberbewertung geringgradiger Proliferationsschwankungen, da bereits kleine
Anderungen in der absoluten Anzahl positiv markierter Zellen einen vielfachen Anstieg oder

Abfall bedeuten kénnen. Der Vergleich verschiedener Applikationsarten- und dauern von
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BrdU (GOTTEL, 1997) hat gezeigt, da fiir Gewebe mit niedrigen Zellproliferationsraten wie
der Leber die Anwendung einer osmotischen Minipumpe, die 7 Tage vor der Tétung subkuten

im Riickenbereich der Ratte implantiert wird, sinnvoll ist.

5.1.2.1.3.4 Apoptose
Verschiedene nicht-genotoxische Karzinogene sollen durch Hemmung der Apoptose von pri-

kanzerdsen und kanzerdsen Zellen deren Uberlebenszeit verlingern und ihnen damit einen
Wachstumsvorteil vor unverdnderten Zellen verleihen (BURSCH et al., 1984; SCHULTE-
HERMANN et al., 1990; ROBERTS et al., 1995). In dieser Studie sollte untersucht werden,
inwieweit die fiinf nicht-genotoxischen Karzinogene ihre Promotionswirkung tiber eine Inhi-
bition des apoptotischen Prozesses in FAH ausiiben.

Es existieren verschiedene Methoden zur Identifizierung der Apoptosen im histologischen
Schnitt. In einer dieser Arbeit vorangegangenen Studie (BLAZEY, 2001) wurden drei Metho-
den verglichen: 1) Bestimmung der Apoptoserate im HE-Schnitt; 2) TUNEL-Methode; 3)
Eosinfluoreszenz. Die Eosinfluoreszenz wurde dabei in Abhingigkeit von der Fixations-
methode als nicht geeignet fiir Routinestudien eingestuft. Im Vergleich zu den beiden anderen
Methoden wurden sehr viel geringere Apoptose-Indizes und eine héhere Anzahl an falsch-
positiven Signalen ermittelt. Bei der TUNEL-Methode erwies sich die falsch-positive Markie-
rung von nekrotischen Hepatozyten und die Markierung von Nicht-Hepatozyten (Kupfter-
Zellen, Blutzellen) als nachteilig. Bei der Identifizierung der Apoptosen in der HE-Farbung
wurden generell niedrigere Apoptose-Indizes bestimmt als bei Verwendung der TUNEL-
Methode. Ursdchlich dafiir konnte die Schwierigkeit sein, sehr frithe Phasen und Endstadien
der Apoptose anhand ihrer Morphologie zu erkennen. In der HE-Diagnostik konnten aber die
gleichen biologischen Effekte (nur auf niedrigerem Niveau) wie mit der TUNEL-Methode
dargestellt werden. Ein Vorteil der HE-Diagnostik gegeniiber der TUNEL-Methode und der
Eosinfluoreszenz bestand darin, da3 durch die HE-Féarbung kein Morphologie-Verlust erfolg-
te, der bei den beiden anderen Methoden die Identifizierung der falsch-positiven Signale an-
hand der Morphologie erschwerte.

Aufgrund dieser Ergebnisse und der Berlicksichtigung der Faktoren Kosten und Arbeitsauf-
wand wurde in dieser Studie der Apoptose-Index in der HE-Féarbung ermittelt.

Zur Beurteilung des Nettowachstums von FAH ist parallel zur Messung der Zellproliferation
die Ermittlung der Apoptoserate innerhalb der FAH wichtig (GOLDWORTHY et al., 1993;
SCHULTE-HERMANN et al., 1993). KONG und RINGER (1996) bestimmten eine Netto-
wachstumsrate aus mittels PCNA-Nachweis und TUNEL-Methode ermittelten Zellprolifera-
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tions- und Apoptosedaten. Jedoch mufl bei der Berechnung und Beurteilung einer Netto-
wachstumsrate berticksichtigt werden, da3 in Abhédngigkeit von der Methode bei der Bestim-
mung von Zellproliferations- und Apoptosedaten unterschiedlich groBe Zeitfenster erfaft
werden. Durch eine gleichwertige Gewichtung dieser Daten in einer Berechnung kann also
nicht das reale Nettowachstum dargestellt werden. In der eigenen Studie wurden bei der Er-
mittlung des Labelling-Index und des Apoptose-Index sehr unterschiedlich grofle Zeitfenster
erfaflt. Bei der Messung des Labelling-Index wurden die innerhalb einer Woche kumulierten
markierten Zellkerne gezéhlt, wihrend die Bestimmung des Apoptose-Index eine Moment-
aufnahme darstellte. Das in der HE-Farbung sichtbare Stadium der Apoptose in der Leber
umfalit ca. 2-3 Stunden (BURSCH et al., 1990). Fiir die Berechnung des Nettowachstums von
FAH wiére daher die Verwendung von Zellproliferationsdaten, die ein dhnliches Zeitfenster
einnehmen, sinnvoll. In Frage kommende Methoden sind die Bestimmung des Labelling-
Index mittels 2-Stunden-Puls (BrdU) und des Labelling-Index von PCNA (nur S-Phasen-
Nachweis). Der Labelling-Index von PCNA entspricht in der Leber nach ELDRIDGE und
GOLDSWORTHY (1996) ungefihr dem mit 2-Stunden-Puls (BrdU) ermittelten Labelling-
Index. Der Mitose-Index umfaBt eine Zeitspanne von ca. 1 Stunde (SCHRODER und DIE-
NER, 2000). Der von KONG und RINGER (1996) verwendete ,,Staining-Index* von PCNA
umfalit nicht nur die S-Phase, sondern auch die G1-, G2- und M-Phase des Zellzyklus
(DIETRICH et al., 1994). Da die Phasen variable Zeitspannen einnehmen konnen (G1-Phase
ca. 10 Stunden, S-Phase 6 bis 8 Stunden, G2-Phase 2 bis 6 Stunden (SCHRODER und DIE-
NER, 2000)), ist eine genaue Eingrenzung des umfafiten Zeitfensters nicht moglich. Fiir un-
verdndertes Lebergewebe bestimmten die Autoren einen ,,adjusted growth index* (Verhéltnis
PCNA-Staining-Index/Apoptose-Idex) von 8, in praneoplastischen Kndtchen bei erhdhtem
PCNA-Staining-Index als auch angestiegenen Apoptose-Index von 11. Pridneoplastische
Knotchen wiesen also eine gegeniiber dem unverdnderten Lebergewebe gesteigerte Netto-

wachstumsrate auf.

5.1.2.2 Messung der extrafokalen Zellproliferation

Zonale Auswertstrategie

In zahlreichen Studien erfolgte die Messung der Zellproliferation in der Leber in zuféllig aus-
gewihlten Bereichen ohne Beriicksichtigung der zonalen Struktur des Leberldppchens
(SCHULTE-HERMANN et al., 1982; ELDRIDGE et al., 1990; LARSON et al., 1995 a, 1995
b; KOLOJA et al., 1996 b). Innerhalb des Verlaufs von der Zentralvene bis zum Portalfeld
innerhalb eines Leberldppchens bestehen aber zonale Unterschiede im Gehalt des Blutes an

Sauerstoff, Substraten und Hormonen, und auch die Hepatozyten zeigen zonale Unterschiede
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in der Anzahl und Grofe der Zellorganellen, der enzymatischen Ausstattung und somit auch
in der metabolischen Kapazitit (RAPPAPORT, 1954; JUNGERMANN und KATZ, 1989).
Diese zonalen Unterschiede spiegeln sich auch im Proliferationsverhalten der Hepatozyten
wieder. Von einigen Substanzen ist bekannt, daB3 sie die Zellproliferation hauptsichlich in
einer bestimmten Zone beeinflussen. So steigert z. B. Phenobarbital die Zellproliferation in
Zone 3 (SCHULTE-HERMANN et al., 1986), Peroxisomenproliferatoren wie Wyeth-14,643
wirken dagegen hauptsdchlich in Zone 1 (MARSMAN et al., 1988; EACHO et al., 1991). Es
konnte demonstriert werden, dal3 verschiedene chemische Substanzen unterschiedliche Proli-
ferationsmuster hervorrufen, die durch zonale Verteilung der Zellproliferation, Reaktionsstar-
ke und Verdnderungen der Zellproliferationsrate im Zeitverlauf charakterisiert sind (BAH-
NEMANN und MELLERT, 1997; BAHNEMANN, 2000).

Es bestehen verschiedene methodische Ansédtze, durch die diese zonalen Unterschiede in der
Zellproliferation quantifiziert werden sollen. CHEN et al. (1995) bestimmten die Entfernung
der BrdU-markierten Kerne von der Zentralvene. In dieser Studie erfolgte jedoch keine Zu-
ordnung, in welchem Abstand von der Zentralvene die Grenze zwischen den Zonen liegt.
KOLAJA et al. (1996 a) definierten den Bereich von 5 Hepatozyten, LEE et al. (1993) von 7
Hepatozyten um die Zentralvene bzw. Portalvene herum als perivends bzw. periportal. Hepa-
tozyten, die mehr als 5 Hepatozyten von der Zentral- oder Portalvene entfernt lagen, wurden
von KOLAJA et al. (1996 a) als midzonal gelegen bezeichnet. Andere Autoren (SCHULTE-
HERMANN et al., 1986; MARSMAN et al., 1988; EACHO et al., 1991; MAYOL et al.,
1992; WADA et al., 1992) vollzogen keine genauere Eingrenzung der 3 Zonen und orientier-
ten sich an der anatomischen Nihe zur Zentralvene oder zum Portalfeld.

Von BAHNEMANN und MELLERT (1997) wurde die auch in dieser Studie verwendete
LZM (,,lobule-dependent zonal measurement*)-Methode entwickelt. Dabei wird der Bereich
zwischen der Zentralvene und einem Portalfeld eines Leberldppchens in drei gleich grofe, ca.
100 Hepatozyten umfassende Abschnitte unterteilt, die die drei Zonen reprisentieren. Um
statistisch aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten, wird innerhalb einer Leber die Zellprolife-
rationsrate in 10 Leberldppchen ermittelt. Daraus ergibt sich pro Tier eine Gesamtzahl von ca.
3000 gemessenen Hepatozyten (10 Leberlédppchen a 3 Zonen a 100 Zellen).

Im Vergleich der LZM-Methode mit der Messung der Zellproliferation in zuféllig ausgewéhl-
ten Feldern hat sich die LZM-Methode als sensitiver erwiesen (BAHNEMANN, 2000). Bei
einer zufdlligen Auswahl der MeBfelder besteht die Gefahr, dall bei Vorliegen eines zonalen

Proliferationsmusters die Messungen zufillig vermehrt in Bereichen erhdhter oder erniedrig-
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ter Proliferation durchgefiihrt werden und somit das Ergebnis verfélscht wird. Weiterhin kon-

nen zonale Effekte bei der alleinigen Betrachtung des Gesamtwertes unentdeckt bleiben.

5.2 Vergleich der eigenen Ergebnisse mit Literaturangaben

Bei dem Vergleich der Resultate der hier dokumentierten Analyse mit anderen Studien ist
zunichst zu beriicksichtigen, da3 die Ergebnisse von zahlreichen Faktoren wie Rattenstamm,
Alter und Geschlecht der Versuchstiere sowie Dosierung, Applikationsart und -dauer der
Priifsubstanzen abhdngen. Bei der Ermittlung von Zellproliferationsdaten machen weitere
Variablen (Wahl und Applikation des Markers, Auswertstrategien) den direkten Vergleich
hiufig unmoglich. Ebenso ist der Vergleich von FAH-Daten aufgrund der Wahl unterschied-
licher FAH-Marker und MeBparameter schwierig.

5.2.1 Kontrolltiere

5.2.1.1 FAH

Prozentuale Verteilung der FAH-Typen

Uber den prozentualen Anteil der verschiedenen FAH-Typen an der Gesamtzahl aller FAH
bei alten Ratten bestehen in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben.

In Studien von WARD (1981; ménnliche und weibliche F344 Ratten), POPP et al. (1985;
CDF (F344)/CrIBR Ratten) und SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a; weibliche Han-Wistar
Ratten) waren basophile FAH der am haufigsten gefundene FAH-Typ. Es scheinen ge-
schlechtsabhéngige Unterschiede im Auftreten der verschiedenen FAH-Typen zu bestehen.
Bei Untersuchungen im Rahmen des National Toxicology Program (HARADA et al., 1989)
dominierten bei weiblichen Tieren die basophilen FAH, bei mannlichen Tieren war zusétzlich
ein grofBer Anteil der FAH klarzellig. MITAKA und TSUKADA (1987) fanden ebenfalls ein
Uberwiegen basophiler FAH bei weiblichen Ratten (F344/DuCrj), wihrend bei ménnlichen
Tieren klarzellige und klarzell/eosinophil-gemischte FAH am héufigsten vorlagen. In einer
Studie von KRAUPP-GRASL et al. (1991; minnliche Wistar Ratten) war der Anteil klarzelli-
ger und eosinophiler FAH am hochsten, bet WEBER und BANNASCH (1994; Sprague-
Dawley) waren klarzellige und klarzellig/eosinophil-gemischte FAH am stérksten vertreten.

In den in der vorliegenden Studie untersuchten ménnlichen Tieren eines Wistar Rattenstam-
mes betrug der Anteil von CCF an der Gesamtanzahl der FAH 84,5 % bis 89 %. BCF und
NAH lagen nur in geringen Anteilen vor (4 % bis 8 %), ECF und MCF wurden nur vereinzelt
klassifiziert.
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Privalenz, Anzahl pro cm’ Leberfliche und GroBe der FAH

Die in der Literatur beschriebenen FAH-Priavalenzen liegen bei 24 Monate alten Ratten bei
100 % (HARADA et al.,, 1989: minnliche und weibliche F344 Ratten; SCHULTE-
HERMANN et al., 1983 a: weibliche Wistar Ratten). Bei Ratten, die im Alter den Ratten der
vorliegenden Studie vergleichbar waren, wurde eine Gesamtzahl an FAH pro cm” Leberfliche
von 13,9 und 15,7 (HARADA et al., 1989: minnliche und weibliche F344 Ratte, 24 Monate)
und 8,33 (WEBER und BANNASCH, 1994: ménnliche Sprague-Dawley Ratten, 18 Monate)
bestimmt. Die in der eigenen Studie gefundene FAH-Privalenz bei 19-24 Monate alten mann-
lichen Wistar Ratten entsprach mit 100 % den in der Literatur fiir F344 und weibliche Wistar
Ratten angegebenen Werten. Die ermittelte Anzahl/cm?® lag mit 10,7-13,4 ebenfalls im Be-
reich der bei F344 und Sprague-Dawley Ratten beschriebenen Werte. Die Zellzahl/FAH-
Querschnitt der CCF lag zu den drei Untersuchungszeitpunkten zwischen 77 und 99 Zellen.
BCF wiesen durchschnittlich hohere, NAH niedrigere Zellzahlen auf. GST-P-positive und —
negative FAH zeigten gleiche Gréf3enordnungen. Innerhalb eines FAH-Typs bestanden zwi-
schen den drei Untersuchungsterminen Differenzen in der Zellzahl/FAH-Querschnitt, die aber
aufgrund hoher Streufaktoren nicht von statistischer Signifikanz waren.

Die Tatsache, dal trotz einer hohen Anzahl an CCF keine hepatozelluldren Adenome und
Karzinome gefunden wurden, 1463t auf das geringe karzinogene Potential der CCF schlie3en.
Damit 148t sich die Hypothese einer ,,progressiven phanotypischen Instabilitdt* nachvollzie-
hen. Nach dieser Hypothese wandeln sich die zuerst erscheinenden glycogenreichen CCF und
ECF iiber MCF zu BCF, die wiederum Vorldufer hepatozelluldrer Karzinome darstellen
(BANNASCH, 1986; MOORE et al., 1982; ENZMANN und BANNASCH, 1987, WEBER
und BANNASCH, 1994).

GST-P-Expression
Der Anteil von GST-P-positiven FAH an der Gesamtzahl der spontan entstandenen FAH be-

trug in einer Studie an alten F344/DuCrj von MITAKA und TSUKADA (1987) bei ménnli-
chen Ratten mehr als 90 %, bei weiblichen weniger als 20 %. BCF scheinen nur zu geringen
Anteilen (5,7 %) eine GST-P-Expression zu zeigen (WARD und HENNEMANN, 1990).

In unserer Studie wiesen nur 22 % bis 28 % aller bei den Kontrolltieren gefundenen FAH eine
GST-P-Expression auf, obwohl es sich um ménnliche Tiere handelte. 18 % bis 23 % der CCF
und 11 % bis 19 % der BCF exprimierten GST-P. Der Anteil GST-P-positiver BCF lag zu
jedem Untersuchungszeitpunkt unter dem GST-P-positiver CCF.

Diese Ergebnisse zeigen, daB GST-P als allein verwendeter Marker nicht geeignet ist, die

spontan bei alten Wistar Ratten entstandenen FAH aufzudecken.
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Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH
Vergleiche mit absoluten Werten aus der Literatur fallen aufgrund der Anwendung

unterschiedlicher Verfahren schwer. WARD und OHSHIMA (1985) z. B. bestimmten bei
alten F344/NCr Kontroll-Ratten mittels 1-Stunden-Puls-Labelling ([*’H]-Thymidin) in
basophilen FAH einen LI von ca. 0,3 % bis 0,4 %, der iiber dem der unverdnderten
Hepatozyten (ca. 0,1 % bis 0,3 %) lag. SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a) ermittelten in
spontan entstandenen FAH gegeniiber dem Umgebungsgewebe 5- bis 10-fach erhohte DNA-
Syntheseraten, wobei die verschiedenen FAH-Typen keine signifikanten Unterschiede
zeigten. Die eigenen Untersuchungen erbrachten zu den drei Zeitpunkten einen
durchschnittlichen Labelling-Index von 4,1 % bis 4,2 % in CCF. Der LI der BCF lag in
dhnlichen Bereichen, zeigte aber eine hohere Variabilitit sowohl zu einem Zeitpunkt als auch
zwischen den 3 Zeitpunkten (3,5 % bis 6 %). NAH wiesen einen niedrigeren LI auf (0,6 % bis
1,9 %). Der Vergleich GST-P-positiver und —negativer FAH lie einen geringfiigig
niedrigeren LI der GST-P-positiven CCF erkennen.

Die Zellproliferation spielt im Stadium der Progression im Mehrstufenkonzept der Karzino-
genese eine bedeutende Rolle, da durch sie die Wahrscheinlichkeit weiterer Spontanmutatio-
nen erhoht wird. Es ist daher einleuchtend, dal3 FAH mit hoheren LI auch ein héheres Poten-
tial zur malignen Transformation besitzen. Nach der Hypothese der ,,progressiven phénotypi-
schen Instabilitat (BANNASCH, 1986; MOORE et al., 1982; ENZMANN und BAN-
NASCH, 1987; WEBER und BANNASCH, 1994) besitzen basophile FAH das groBte Poten-
tial zur malignen Transformation. Bei Betrachtung der Durchschnittswerte zeigten die BCF
im Durchschnitt keinen deutlichen hoheren LI als CCF. Die Auswertung der Einzeltierwerte
(Tab. 34) und der LI der einzelnen FAH erbrachte aber, da3 die absolut hochsten ermittelten
Werte in BCF vorlagen. Es kann daher durchaus nachvollzogen werden, da3 bestimmte Sub-
populationen der BCF die groBBte Wahrscheinlichkeit einer malignen Transformation aufwei-
sen. Entsprechend dieser Annahme bestinde in spontan entstandenen NAH das geringste Ri-
siko einer Tumorentstehung.

Bei verschiedenen Untersuchungen des Wachstumsverhaltens von FAH fiel auf, da3 spontan
entstandene FAH trotz iiber das Umgebungsgewebe erhohten Zellproliferationsraten ein nur
geringes Nettowachstum zeigten. Der Grund dafiir soll in einem hoheren Apoptose-Index in
FAH gegeniiber dem unverdnderten Lebergewebe liegen (BURSCH et al., 1984; SCHULTE-
HERMANN et al., 1993; KOLAJA et al., 1996 b). Die in FAH von BURSCH et al. (1984)
ermittelten Werte von 1,2 % und 0,7 % wurden aber nach Initiation bzw. Initiation und Pro-
motion ermittelt, womit ein Vergleich mit den eigenen Ergebnissen nur bedingt moglich ist.

Im unverénderten Lebergewebe wurde von Apoptose-Indizes von 0,013 % bis 0,7 % berichtet
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(MARSMAN et al., 1992; MAYOL et al., 1992; ZERBAN et al., 1994; ROBERTS et al.,
1995; STINCHCOMBE et al., 1995; BLAZEY, 2001). Die weite Spanne der Werte gibt Auf-
schluf3 dariiber, wie stark die Ergebnisse von Rattenstamm, Alter, Geschlecht, Versuchsproto-
koll und Auswertstrategien beeinfluf3t werden konnen.

Die CCF der Kontrolltiere der eigenen Studie wiesen einen Apoptose-Index von 0,011 % bis
0,023 % auf, der Apoptose-Index in BCF lag geringfiigig niedriger. Der Al in NAH lag zu
allen 3 Zeitpunkten bei 0 % . Spontan entstandene NAH scheinen somit — in Verbindung mit
dem geringen LI — einen geringen Zellumsatz aufzuweisen. Eine sichere Aussage iiber das
Apoptoseverhalten der ECF und der MCF kann aufgrund der nur sehr geringen Anzahl nicht
getroffen werden (je 1 ECF nach 1 und 4 Wochen: AI 0 %; 8 MCF nach 4 Wochen, 5 MCF
nach 13 Wochen: AI 0 % und 0,014 %). Der Apoptose-Index des extrafokalen Lebergewebes
wurde in der eigenen Studie nicht erhoben, so dal3 nicht beurteilt werden konnte, ob auch in
der eigenen Studie FAH einen hoheren Al aufweisen als das extrafokalen Lebergewebe. Die
von BLAZEY (2001) bei Ratten des gleichen Rattenstammes, der auch in der eigenen Unter-
suchung verwendet wurde, mittels HE-Diagnostik in unverédndertem Lebergewebe ermittelten
Apoptose-Indizes zwischen 0,044 % und 0,088 % lagen hoher als die Al der FAH der eigenen
Studie. Diese Werte wurden aber an jungen Ratten ermittelt (9 bis 26 Wochen), so da3 der

direkte Vergleich der Werte wenig sinnvoll ist.

Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens
Der Vergleich der eigenen Ergebnisse mit Literaturangaben wird durch Unterschiede in der

Zonendefinition erschwert. Nach der Zonenfestlegung nach RAPPAPORT (1954) umgibt
Zone 1 die interlobulidre Grenzfliche des Leberazinus spindelférmig. Daran schliefit sich
schalenférmig Zone 2 an. Zone 3 wird, der Zentralvene anliegend, von dem restlichen Leber-
parenchym des Azinus gebildet. Sowohl Zone 2 als auch Zone 3 erstrecken sich in Randge-
bieten bis zum Portalfeld. Eine genau definierte Zonenbegrenzung existiert nicht. In der eige-
nen Studie erfolgte die Zonenfestlegung nicht innerhalb des Azinus, sondern nach der LZM-
Methode (BAHNEMANN und MELLERT, 1997) innerhalb des Leberldppchens. Auf der
Strecke Portalfeld-Zentralvene wurden drei gleich grofe, ca. 100 Zellen umfassende Felder
gebildet, wobei das periportale Feld als Zone 1, das zentrolobuldre Feld als Zone 3 und der
dazwischenliegende Bereich als Zone 2 definiert wurde. Bei FAH, die sich nicht auf der Stre-
cke Portalfeld-Zentralvene befanden, diente die Ndhe zum Portalfeld bzw. Zentralvene Be-
wertungsgrundlage. Folge der verschiedenen Zonendefinitionen sind Uberschneidungen der

Zonen. Zone 1 der LZM-Methode beinhaltet Zone 1 und 2 sowie geringe Anteile der Rappa-
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portschen Zone 3. Die Zone 2 der LZM-Methode beinhaltet zusétzlich Anteile der Zone 3
nach Rappaport.

HARADA et al. (1989) fanden in alten F344 Ratten die FAH zufillig iiber den Azinus ver-
teilt. Davon abweichend bestimmten WARD (1981) sowie WARD und HENNEMANN
(1990) ohne Angabe der Zonendefinition bei alten weiblichen F344 bzw. weiblichen und
minnlichen F344/NCr Ratten Zone 1 des Leberazinus als Hauptlokalisationszone. In der Stu-
die von WARD und OHSHIMA (1985) mit alten weiblichen F 344/NCr Ratten basierte die
Bestimmung der Lokalisation auf der anatomischen Néahe zur Zentralvene bzw. Portalfeld. In
dieser Untersuchung lagen 100 % der GGT-positiven FAH und 54,6 % der BCF in Zone 1
(16,4 % in Zone 2, 29 % in Zone 3).

In der eigenen Studie wurde der Hauptanteil der FAH Zone 2 zugeordnet. Ursache fiir die
Abweichung des Ergebnisses von o. g. Untersuchungen kann in der Verwendung eines ande-
ren Rattenstammes begriindet sein. Weiterhin mul3 aber auch in Betracht gezogen werden,
daB, als Folge der Methodik (Einordnung der FAH, die weder in der Ndhe eines Portalfeldes
noch in der Nihe einer Zentralvene lagen in Zone 2 ), FAH, deren tatsdchliche Zuordnung zu
Zone 1 oder 3 aufgrund eines fehlenden GefaBanschnittes nicht erfolgen konnte, falsch Zone
2 zugeordnet wurden. Zwischen den drei Kontrollgruppen bestanden deutliche Unterschiede.
Der Anteil in Zone 2 differierte zwischen 43 % nach 1 Woche und 29 % nach 13 Wochen. In
Zone 1 und 3 lagen nach 1 und 13 Wochen Werte in dhnlichen GroéBenordnungen vor (18 %
bis 23 %), nach 4 Wochen dagegen waren in Zone 3 deutlich weniger FAH lokalisiert. Unter
der Annahme, daB} die sich aus der Methodik ergebenen Ungenauigkeiten in der zonalen Zu-
ordnung in allen 3 Kontrollgruppen von gleichem Ausmal} war, kann aus diesen Resultaten
geschlossen werden, daf3 bei diesem Wistar Rattenstamm die FAH mehr oder weniger zufallig
im Leberldppchen verteilt mit Haufung in Zone 2 entstehen. Der Anteil der FAH, die auf-
grund ihrer Grof3e nicht nur einer Zone zugeordnet werde konnte, betrug zwischen 16 % nach
1 Woche und 27 % nach 13 Wochen. Der zonale Ursprung dieser FAH konnte nicht mehr
bestimmt werden.

Die Verteilung aller FAH wurde im wesentlichen durch die CCF bestimmt, die den grof3ten
prozentualen Anteil ausmachten. NAH wurden nach 1 und 13 Wochen iiberwiegend Zone 2
zugeordnet (70 % und 61 %), nach 4 Wochen fanden sie sich zu 40 % in Zone 2 und zu 47 %
in Zone 3. Der Anteil der NAH in Zone 1 lag mit 0 % bis 3 % merklich niedriger als in den
anderen Zonen. Fiir BCF konnte keine Hauptlokalisationszone bestimmt werden. Der hohe
Anteil (32 % und 46 %) an BCF, die nach 4 und 13 Wochen den Zone 1/2/3 zugeordnet wur-
den, war u. a. durch das Auftreten der groBen BCF-NOS bedingt. Anders als beit WARD und
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HENNEMANN (1990), die von einem 75 %igen Anteil spontan entstandener GST-P-
positiver FAH (ab 3 Hepatozyten) bei alten weiblichen F344/NCr Ratten in periportalen Be-
reichen berichteten, lag in der eigenen Untersuchung der deutlich geringste Anteil der GST-P-
positiven FAH (4 % bis 8 %) in Zone 1. Grund fiir diese Differenz konnte in die Verwendung

von Tieren eines anderen Rattenstammes und eines anderen Geschlechts liegen.

5.2.1.2 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe
Die in der Literatur angegebenen Labelling-Indizes im unveridnderten Lebergewebe unbehan-

delter Ratten liegen zwischen 0,3 % und 14,9 %. Die Unterschiede begriinden sich durch den
verwendeten Rattenstamm, Alter und Geschlecht der Tiere sowie das Labelling-Protokoll. Die
Hohe des mittels 7-Tage-Pumpe (BrdU) ermittelten Wertes von 14,9 % (BAHNEMANN und
MELLERT, 1997) resultierte aus dem Alter der Tiere von 7 Wochen. In diesem Alter kann in
der Leber aufgrund von Wachstumsvorgingen eine hohe Zellproliferationsrate beobachtet
werden. Studien mit dem in dieser Studie angewendeten Labelling-Protokoll (7-d-Pumpe
BrdU) erbrachten Labelling-Indizes von ca. 4 % (YAGER et al., 1994: weibliche Lewis Rat-
ten, 19 Wochen alt), 2,2 % (GOTTEL, 1997: méinnliche Wistar Ratten, ca. 18 Wochen alt)
und 1,31 % (BAHNEMANN und MELLERT, 1997: miannliche Wistar Ratten, 19 Wochen
alt). CATTLEY et al. (1991) bestimmten bei Ratten, die im Alter ungefdhr den hier unter-
suchten Ratten entsprachen (ménnliche F344 Ratten, 20 Monate alt) mittels 6-d-Pumpe C[H]-
Thymidin) einen LI von 1,95 %. Die in der eigenen Studie zu den 3 Untersuchungszeitpunk-
ten ermittelten Kontrollwerte (1,06 % bis 1,26 %) lagen im Bereich der in der Literatur be-
schriebenen Werte bzw. gering darunter. Die niedrigeren Werte lassen sich durch das hohere
Alter der Tiere erkldren.

Die zonale Auswertung des Proliferationsverhaltens bei adulten ménnlichen Wistar Ratten hat
Zone 1 als Hauptproliferationszone identifiziert. Differenzen bestehen aber in der Hohe des LI
in Zone 2 und 3. BAHNEMANN und MELLERT (1997) beobachteten ein Abfallen der
Zellproliferation von Zone 1 zu Zone 3 (2,58 %, 0,82 %, 0,55 % in Zone 1, 2 und 3), wiahrend
GOTTEL (1997) den niedrigsten LI in Zone 2 nachwies (2,75 %, 1,65 %, 2,28 %). Bei den
eigenen Messungen erwies sich ebenfalls die Zone 1 als Hauptproliferationszone (2,31 %,
1,94 % und 1,78 % nach 1, 4 und 13 Wochen). Der Studie von GOTTEL (1997) entsprechend
lag der niedrigste LI in Zone 2, allerdings auf deutlich niedrigerem Niveau (0,43 %, 0,31 %,
0,43 %).
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5.2.1.3 Vergleich der Zellproliferation fokaler und extrafokaler Hepatozyten
Einigkeit herrscht in der Literatur dariiber, dal FAH, ob spontan entstanden oder chemisch

induziert, eine gegeniiber dem Umgebungsgewebe erhohte DNA-Syntheserate bzw. Zelltei-
lungsrate aufweisen (SCHULTE-HERMANN et al., 1982, 1983 a; MARSMAN und POPP,
1994). In Untersuchungen von SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a) lag die DNA-
Syntheserate in FAH zwei Jahre alter unbehandelter Ratten flinf bis zehn mal hoher als in
unveriinderten Hepatozyten. In Ubereinstimmung dazu wiesen die CCF und BCF der Kon-
trolltiere der eigenen Studie zu jedem Untersuchungstermin einen héheren LI auf als das ext-
rafokale Lebergewebe. Dabei war der Llccr 3,3- bis 3,9-fach, der Llgcr 2,8- bis 5,3-fach gro-
Ber als der Llggs. Der Lixag lag nach 1 und 4 Wochen unter dem Llggs (0,8- und 0,56-fach),
nach 13 Wochen 1,7-fach dariiber.

Korrelation zwischen Labelling-Index und FAH-Grof3e

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von SCHULTE-HERMANN et al. (1983 a, 1990) und
TSUDA et al. (1992) bestand nur eine sehr geringe Korrelation (Korrelationskoetfizient 0,12
bis 0,23) zwischen der Groe der FAH und der Hohe des Labelling-Index der FAH. Ausge-
hend von der Annahme, dal FAH mit erhdhtem LI ein hoheres Potential zur malignen Entar-
tung besitzen, konnte aufgrund der eigenen Ergebnisse deshalb nur ein geringer Zusammen-
hang zwischen der GroB3e der FAH und ihrem Potential zur malignen Transformation postu-
liert werden.

Zwischen den drei Kontrollgruppen traten bei verschiedenen Parametern trotz randomisierter
Gruppeneinteilung Differenzen auf. Die Unterschiede in Anzahl an FAH pro cm’ Leberfliche
und Zellzahl/FAH-Querschnitt waren aufgrund der hohen biologischen Variabilitdt und den
daraus resultierenden hohen Streufaktoren jedoch nicht von statistischer Signifikanz. Weiter-
hin zeigten sich bei den Parametern ,,prozentuale Verteilung der FAH-Typen* und ,,Lokalisa-
tion innerhalb des Leberlédppchens® sowie in der Verteilung der FAH auf Grofenklassen Ab-
weichungen zwischen den drei Zeitpunkten. Der grofite Anteil der FAH befand sich zwar in
allen drei Gruppen in Zone 2, die Anteile in den Zonen differierten aber sowohl bei Betrach-
tung der Gesamt-FAH-Anzahl als auch innerhalb eines FAH-Typs. Erschwert wurde die Be-
wertung durch den hohen und {iber die Zeit schwankenden Anteil an FAH, die aufgrund ihrer
GroBe mehr als einer Zone zugeordnet wurden. Die Beurteilung eines Substanzeffektes wurde

dadurch wesentlich verkompliziert.
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5.3 Phenobarbital

Phenobarbital ist eine nicht-genotoxische Substanz (ANDERSON und STYLES, 1978S;
BRADLEY, 1985), die sich sowohl nach Langzeitverabreichung (ROSSI et al., 1977;
WARD, 1983) als auch in Initiations-Promotions-Studien in der Nagerleber als karzinogen
erwiesen hat (PERAINO et al., 1973, 1977, ITO et al., 1984).

5.3.1 Aligemeine Wirkung von Phenobarbital auf die Leber

In der Literatur werden nach der Verabreichung von Phenobarbital Erhohungen des relativen
Lebergewichts bis zu 30 % beschrieben (SCHULTE-HERMANN et al., 1990; JONES et al.,
1993; GARCIA-ALLEN et al., 1997), die aus einer Hypertrophie und einer Hyperplasie der
Hepatozyten resultierten (CARTHEW et al., 1998). Die Hypertrophie ist Folge einer Indukti-
on spezifischer fremdstoffmetabolisierender Enzyme (Cytochrome CYP 2B1/2, CYP 3Al)
sowie einer Proliferation des glatten endoplasmatischen Retikulums (CHEN et al., 1992) und
befindet sich in Zone 3 (CARTHEW et al., 1998).

Diese Beobachtungen bestdtigten sich in der eigenen Studie. Die Erhohung des relativen Le-
bergewichts lag nach 1- und 13-wdochiger Applikation bei ca. 20 %. Nach 4 Wochen war das
relative Lebergewicht um 4 % - allerdings statistisch nicht signifikant - erhoht. Die Hepatozy-

ten in Zone 3 wiesen zu allen Untersuchungszeitpunkten eine ausgepriagte Hypertrophie auf.

5.3.2 FAH

Eine hohe Anzahl an Untersuchungen beschiftigte sich mit der Wirkung von Phenobarbital
auf Rattenlebern. Eine entsprechende Vielzahl abweichender Versuchsprotokolle erbrachte
sehr unterschiedliche Ergebnisse. Die Grof3zahl der Initiations-Promotions-Studien berichtete
von einer Promotion von FAH, d. h. Erhoéhung der FAH-Anzahl (PITOT et al.,, 1987;
SCHULTE-HERMANN et al., 1982, 1990; HASEGAWA et al., 1991; CHEN et al., 1992;
KOLAJA et al., 1996 b) und einer VergroBerung der FAH (GOLDSWORTHY et al., 1984;
SCHULTE-HERMANN et al., 1990; CHEN et al., 1992). MOORE et al. (1983 b) dagegen
fanden keinen signifikanten Unterschied in der FAH-Anzahl, DRAGAN et al. (1996) ermit-
telten keine Differenzen im Volumenanteil der FAH zwischen den nur initiierten und den zu-
satzlich promovierten Tieren.

Die eigene Untersuchung erbrachte zu keinem Zeitpunkt eine Erhéhung der FAH-Anzahl/cm?

infolge der Phenobarbital-Verabreichung. Es zeigte ich im Gegenteil sich eine Verminderung
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gegeniiber den Kontrollwerten ( auf 80 %, 53 % und 70 % nach 1, 4 und 13 Wochen), die
aber nicht von statistischer Signifikanz war. Ein &hnliches Ergebnis erhielten KRAUPP-
GRASL et al. (1991). Nach einer 13-monatigen Verabreichung (50 mg/kg Korpergewicht) an
57 Wochen alte ménnliche Wistar Ratten war die Anzahl der zu einer Gruppe zusammenge-
faBten CCF/ECF sowie der tigroiden FAH pro cm® Leberfliche - allerdings auch nicht statis-
tisch signifikant - niedriger als bei den Kontrolltieren. Auch HASEGAWA et al. (1994) konn-
ten nach 52-wochiger Exposition 5 Wochen alter, ménnlicher Fischer Ratten (500 ppm im
Futter) keinen zahlenméBigen Anstieg ausmachen. XU et al. (1990) stellten in einem Proto-
koll mit partieller Hepatektomie, Initiation und 6-monatiger Phenobarbital-Behandlung (500
ppm im Futter) eine geringere Promotorwirkung von Phenobarbital bei alten ménnlichen
F344 Ratten im Vergleich zu jiingeren Tieren fest. Bei Versuchsbeginn 12 Monate alte Ratten
zeigten eine signifikant niedrigere FAH-Anzahl pro Leber und einen geringeren Volumenan-
teil als Ratten, die bei Versuchsbeginn 6 Monate alt waren.

Eosinophile FAH scheinen die durch Phenobarbital bevorzugt promovierten FAH zu sein. In
einer Initiations-Promotions-Studie von SCHULTE-HERMANN et al. (1990) an jungen Wi-
star Ratten fiihrte die Verabreichung von Phenobarbital nach 2 Wochen zur Entstehung von
eosinophilen und klarzellig-eosinophil-gemischtzelligen FAH. Ab der 10. Behandlungswoche
dominierten eosinophil-basophil-gemischtzellige FAH. KOLAJA et al. (1996 b) konnten bei
jungen F344 Ratten nur fiir eosinophile FAH statistisch signifikante Unterschiede im Volu-
menanteil zwischen mit Phenobarbital behandelten Tieren und nur initiierten Tieren
nachweisen. Ebenso fiihrte die alleinige Applikation von Phenobarbital an alte F344/NCr Rat-
ten (150 bis 189 Tage) zur Promotion (Steigerung in Privalenz, GroBe und Anzahl) eosi-
nophiler, nicht aber basophiler FAH (WARD, 1983; WARD und OHSHIMA, 1985; WARD
und HENNEMANN, 1990).

In der vorliegenden Untersuchung machten CCF - wie bei den Kontrolltieren - den hochsten
prozentualen Anteil aus. Der prozentuale Anteil der CCF lag jedoch niedriger als bei den
Kontrollen und verringerte sich im Laufe der Applikation. Die Promotion der ECF wurde in
einer Zunahme des Anteils der ECF wihrend der Applikation deutlich (9 %, 19 % und 27 %
nach 1, 4 und 13 Wochen). Gleichzeitig stieg der Anteil an FAH, die sowohl klarzellige als
auch eosinophile Hepatozyten beinhalteten. Diese Entwicklung 148t sich auch bei der Anzahl
der FAH nachvollziehen. Die Anzahl an CCF/cm” Leberfliche war zu allen drei Zeitpunkten
(nach 4 Wochen statistisch signifikant) gegeniiber den Kontrollen verringert. Die Anzahl der
ECF dagegen zeigte - im wesentlichen durch GST-P-positive ECF bedingt - einen stetigen
Anstieg. Die durchschnittliche Gré8e der FAH (durchschnittliche Zellzahl/FAH-Querschnitt)



114 5 Diskussion

wurde bei keinem FAH-Typ signifikant durch die Phenobarbital-Verabreichung beeinfluf3t.
Auch KRAUPP-GRASL et al. (1991) berichteten von einer gleichbleibenden Fliche der zu
einer Gruppe zusammengefaliten CCF/ECF nach 13-monatiger Verabreichung von Phenobar-
bital an alte Wistar Ratten. Die Fliche der tigroiden FAH zeigte sich sogar signifikant ver-
mindert. In Betracht zu ziehen ist aber auch, daB3 die Dauer der Exposition in der eigenen Stu-
die fiir eine signifikante VergroBerung der FAH eventuell nicht ausreichte. Eine Vergrofe-
rungstendenz war bei basophilen FAH erkennbar (107, 146 und 180 Hepatozyten/FAH-
Querschnitt nach 1, 4 und 13 Wochen). ITO et al. (1984) konnten erstmals nach 52-wochiger
Exposition nicht vorbehandelter junger Sprague-Dawley Ratten geringfiigig hohere Flichen
und Volumenanteile messen als bei unbehandelten Tieren.

Die Promotion eosinophiler FAH (Erhéhung in der Anzahl/cm® Leberfliche, hichster LI ge-
geniiber den anderen FAH-Typen s. u.) durch Phenobarbital konnte in der eigenen Untersu-
chung bestétigt werden. SCHULTE-HERMANN et al. (1986) sehen die Ursache fiir den An-
stieg in der Anzahl GGT- und/oder Cytochrom P450-PB-positiver FAH nach Initiation und
14-tagiger Phenobarbital-Verabreichung an weibliche Wistar Ratten nicht in der Promotion
initiierter Einzelzellen, sondern in der Induktion dieser Marker in zuvor schon vorhandenen,
aber ,,latent vorliegenden FAH. Unterstiitzt wird diese These durch Ergebnisse ihrer Initiati-
ons-Promotions-Studie im Jahr 1990, in der der Anteil GGT-positiver FAH nach zweiwochi-
ger Phenobarbital-Applikation im Vergleich zu den nur initiierten Tieren von 50 % auf 90 %
bei sich nur geringfligig erhohender Gesamt-FAH-Anzahl anstieg. Die Verdanderungen in der
Enzymexpression gingen mit einem Shift von klarzelligen FAH zu eosinophilen und basophi-
len FAH einher.

Da sich die Gesamt-FAH-Anzahl/cm? in der eigenen Studie im Vergleich zur Kontrollgruppe
und auch iiber die Zeit nicht erhdhte und eine Verringerung der Anzahl/cm® der CCF bei
gleichzeitigem Anstieg der Anzahl/cm” der ECF erfolgte, ist anzunchmen, daB8 die Verabrei-
chung von Phenobarbital nicht die Entstehung von ECF de novo, sondern eine phénotypische
Transformation der CCF zu ECF hervorruft. Unterstiitzt wird diese Annahme durch den zu-
nehmenden Anteil an FAH, die sowohl aus eosinophilen als auch klarzelligen Hepatozyten
zusammengesetzt waren. Im Vergleich zu den anderen FAH zeigte ein hoherer Anteil der
ECF, der auch mit Applikationsdauer zunahm (50 % nach 1 Woche, 80 % nach 4 und 13 Wo-
chen), eine GST-P-Expression. Somit scheint der morphologische Wandel mit einer zuneh-
mend verinderten Enzymexpression einherzugehen. Ahnlich den Kontrollen exprimierten nur

17 %-28 % der CCF GST-P.
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Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH

SCHULTE-HERMANN et al. (1982) ermittelten in einer Initiations-Promotions-Studie mit-
tels Puls-Labelling ( [*H]-Thymidin) eine voriibergehende initiale Steigerung der Zellprolife-
rationsrate in FAH. Nach ca. einer Woche lagen die Werte wieder auf Kontrollniveau. Der in
der gleichen Studie mittels 2-Wochen-Pumpe ([*H]-Thymidin) bestimmte LI in FAH initiier-
ter und zusétzlich 2 Wochen promovierter Tiere iiberstieg den LI der FAH in nur initiierten
Tieren 1,6-fach. Es erfolgte keine Auswertung unter Beriicksichtigung verschiedener FAH-
Typen. In der vorliegenden Zellproliferationsstudie konnten diese Ergebnisse fiir CCF nach-
vollzogen werden. Nach einem initialen Peak nach 1 Woche (1,9-fach iiber Kontrollwerten)
lag der LI nach 4 und 13 Wochen wieder auf Kontrollniveau. Die initiale Zellproliferati-
onssteigerung wurde sowohl bei GST-P-positiven als auch bei GST-P-negativen CCF
beobachtet, war aber bei GST-P-positiven CCF stirker ausgeprdgt und nur hier von
statistischer Signifikanz. KOLAJA et al. (1996 b) wiesen im Vergleich zu nur initiierten
Tieren einen durch Phenobarbital-Applikation (bis 60 Tage, 7-Tage-Pumpe BrdU) dauerhaft
1,4- bis 1,5-fach erhohten LI in FAH promovierter Tiere nach. Dabei lagen zwischen den
verschiedenen FAH-Typen keine deutlichen Differenzen im absoluten LI vor, die
eosinophilen FAH zeigten aber die hochsten Steigerungen iiber Kontrollwerte. WARD und
OHSHIMA (1985) bestimmten wéhrend einer bis zu 27 Wochen dauernden Applikation von
Phenobarbital an alte F344/FCr Ratten (1-Stunde-Puls [3H]-Thyrnidin) in eosinophilen FAH
(mit einem LI von ca. 0,5 % bis 1,2 %) hohere Zellproliferationsraten als in basophilen FAH
(ca. 0,3 % bis 0,4 %) und unveridnderten Hepatozyten (ca. 0,1 % bis 0,3 %). Eosinophile FAH
traten bei den Kontrollen nicht auf, so da3 kein Vergleich erfolgen konnte. BCF zeigten zu
jedem Untersuchungszeitpunkt einen iiber unverdnderte Hepatozyten erhohten LI, der aber
nicht durch die Phenobarbital-Gabe beeinflult wurde. In der eigenen Untersuchung befand
sich der LI in ECF zu jedem Untersuchungszeitpunkt iiber dem in CCF (1,2- bis 1,7-fach) und
zeigte wie der LI in CCF einen initialen Peak mit darauffolgendem Abfall. Unerwarteter
Weise lag der LI in GST-P-negativen ECF hoher als in GST-P-positiven ECF, obwohl sich
die Promotion der ECF deutlicher bei den GST-P-positiven ECF - in Form einer Zunahme in
der Anzahl/cm® - darstellte. BCF wurden den Ergebnissen von WARD und OHSHIMA
(1985) entsprechend nicht statistisch signifikant beeinfluf3t.

SCHULTE-HERMANN et al. (1989, 1990, 1993) ermittelten in Initiations-Promotions-
Studien ein verstirktes FAH-Wachstum, obwohl sie keine ldnger anhaltende Erhohung der
Zellproliferationsrate durch Phenobarbital-Verabreichung nachweisen konnten. Die Autoren

bestimmten, ebenso wie BURSCH et al. (1984) und KOLAIJA et al. (1996 b), in FAH Pheno-
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barbital behandelter Tiere gegeniiber FAH nur initiierter Tiere verringerte Apoptose-Indizes.
Sie vermuteten daher, dafl die Promotionswirkung von Phenobarbital z. T. auf der Inhibition
der Apoptose beruht, wodurch das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose,
aus dem das langsame Nettowachstum der FAH beruht, gestort wird. Die von KOLAJA et al.
(1996 b) beobachtete statistisch signifikante Senkung der Apoptoserate in FAH (bezogen auf
die Gesamtheit aller FAH ohne Unterscheidung verschiedener FAH-Typen) nach 7, 30 und 60
Tagen beruhte auf einer geringfligigen Minderung bei allen FAH-Typen, aber nur bei eosi-
nophilen FAH konnte nach 1 Woche ein statistisch signifikanter Unterschied zur nur initiier-
ten Gruppe ausgemacht werden.

In der eigenen Studie wich der Apoptose-Index in keinem FAH-Typ signifikant von den Kon-
trollen ab. Da ECF bei den Kontrollen nur vereinzelt auftauchten, konnte aufgrund der feh-
lenden Vergleichsmoglichkeit nicht beurteilt werden, ob die Inhibition der Apoptose bei der
Promotion der ECF eine Rolle spielte. Der Al in ECF lag in dem Bereich der Al der CCF.
Durch die eigenen Untersuchungen konnte also die in der Literatur beschriebene Inhibition

der Apoptose in FAH nicht bestdtigt werden.

Warum in dieser Studie nach der Verabreichung von Phenobarbital trotz initialer Steigerung
der Zellproliferation und nicht veranderter Apoptoserate in FAH keine Erhdhung der Gesamt-
FAH-Anzahl/cm® und der durchschnittlichen Zellzahl/FAH-Querschnitt stattfand, kann nur
vermutet werden. Bei der Messung der Zellproliferation wurden die in einer Woche akkumu-
lierten markierten Zellkerne gezdhlt. Der ermittelte erhohte Wert beinhaltete somit eine initia-
le Zellproliferationssteigerung, deren genaue Hohe und Dauer nur mittel Puls-Methode be-
stimmt werden konnte. Die Bestimmung des Apoptose-Index erfolgte durch Zahlung der A-
poptotischen Korperchen. Da das sichtbare Stadium der Apoptose in der Leber ca. 3 Stunden
dauert (BURSCH et al., 1990), stellt diese Messung folglich eine Momentaufnahme dar. Da
die FAH trotz erhdhtem LI nach einer Woche kein Wachstum zeigten, ist moglich, da paral-
lel zur initialen Erh6hung der Zellproliferation, die nach Literaturangaben vermutlich inner-
halb der ersten Behandlungswoche beendet war (SCHULTE-HERMANN et al., 1982, 1986),
auch eine Steigerung der Apoptoserate stattfand, die am 7. Tag aber nicht mehr nachweisbar

war.
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Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens

WARD und OHSHIMA (1985) fanden wihrend einer 27-wdchigen Verabreichung von Phe-
nobarbital an weibliche alte F344/CNr Ratten 90,4 % der eosinophilen FAH (bei Kontrollen
kaum vorhanden) und 85,9 % der GGT-positiven FAH (Kontrolle 100 %) in Zone 1. Die Be-
stimmung der Lokalisation basierte auf der anatomischen Néhe zu Portalfeld bzw. Zentralve-
ne. Wie mit FAH verfahren wurde, die sich nicht in der Ndhe eines Portalfeldes bzw. einer
Zentralvene befanden, wurde nicht beschrieben. In der eigenen Studie wurde der hochste pro-
zentuale Anteil der Gesamt-FAH-Anzahl (ohne Beriicksichtigung der verschiedenen FAH-
Typen) wie bei den Kontrollen zu allen drei Zeitpunkten in Zone 2 beobachtet. Im Laufe der
Verabreichung konnte dabei eine geringfiigige Verschiebung zu Zone 3 festgestellt werden
(Abnahme des Anteils in Zone 2 und 1, Zunahme in Zone 3). Dieser Trend war am deutlichs-
ten bei den ECF vorhanden, konnte aber auch bei den CCF nachvollzogen werden. Nach 4
Wochen lag der hochste Anteil der ECF in Zone 2, nach 13 Wochen in Zone 3.

Die Unterschiede zu den Ergebnissen von WARD und OHSHIMA (1985) konnten Folge der
Verwendung von Ratten eines anderen Rattenstammes und eines anderen Geschlecht sein.
Deutliche Unterschiede bestanden schon zwischen den Kontrolltieren der beiden Studien (s.
5.2.2.1). Weiterhin stellten die Autoren die Ergebnisse von mehreren Untersuchungen im
Laufe der 27-wochigen Applikation als Gesamtergebnis dar, so daB iiber die Lokalisation der
FAH zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten und eventuelle Verschiebungen wéh-
rend der Verabreichung keine Aussage getroffen werden kann.

Wie bei den Kontrollen fielen bei der gesonderten Betrachtung der GST-P-positiven und
GST-P-negativen CCF Unterschiede in der zonalen Verteilung der FAH auf. GST-P-positive
CCF lagen deutlich hdufiger in Zone 3 als in Zone 1, GST-P-negative CCF dagegen deutlich
haufiger in Zone 1 als in Zone 3. Der prozentuale Anteil sowohl der GST-P-positiven als auch

der GST-P-negativen CCF in Zone 3 erhohte sich wihrend der Phenobarbital-Applikation.

5.3.3 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

Ubereinstimmend wurde in der Literatur von einem transienten Anstieg der Zellproliferation
bzw. DNA-Synthese im extrafokalen Lebergewebe innerhalb der ersten Woche einer Pheno-
barbital-Verabreichung an Ratten berichtet, unabhingig davon, ob ein Protokoll mit (PERAI-
NO et al., 1977, SCHULTE-HERMANN et al., 1986) oder ohne (JONES et al., 1993; KOLA-
JA et al., 1996 a) Initiation durchgefiihrt wurde. PERAINO et al. (1977) und JONES et al.
(1993) bestimmten nach 5 Tagen wieder Werte auf Kontrollniveau oder darunter. Die von

KOLAJA et al. (1996 a) mittels 7-Tage-Pumpe ([*H]-Thymidin) nachgewiesene 4,7-fache
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Steigerung nach einwochiger Verabreichung von Phenobarbital (500 ppm im Futter) an F344
Ratten spiegelt diese initiale Zellproliferationssteigerung wider. Nach 2 Wochen war der LI
weiterhin 1,4-fach erhoht, nach 3, 4 und 13 Wochen lag er wieder auf Kontrollniveau. Die
zonale Messung der Zellproliferation ergab nach 1 Woche einen ca. 10-fachen Anstieg des LI
in Zone 3 (von 2,2 % auf 21 %) sowie eine Verfiinffachung des LI in Zone 2 (von 2,5 % auf
12 %). Nach 2 Wochen war nur noch in Zone 3 eine Erhohung des LI nachzuweisen (2-fach).
Ebenso beobachteten SCHULTE-HERMANN et al. (1986) und BAHNEMANN (2000) die
initiale Proliferationssteigerung iiberwiegend in zentrolobuldren Bereichen des Leberlapp-
chens. CHEN et al. (1995) dagegen berichteten von hochsten Labelling-Indizes in Zone 1.
Diese auffilligen Unterschiede konnten auf der Wahl des Versuchsprotokolls und der Aus-
wertungsstrategie beruhen. CHEN et al. (1995) verabreichten Phenobarbital iiber 8 Tage und
verwendeten zur Bestimmung der Zellproliferation eine 3-Tage-Pumpe (BrdU), die am 5. Tag
der Phenobarbital-Applikation implantiert wurde. Zu diesem Zeitpunkt war aber der in den
anderen Studien beschriebene initiale Peak in der Zellproliferation vermutlich schon iiber-
schritten. Die zonale Zuordnung erfolgte in dieser Studie durch Messung der Abstinde der
BrdU-markierten Kerne von der Zentralvene. Bei genauerer Betrachtung wird deutlich, dal3
sich der grofite Anteil aller markierten Kerne in einem Abstand groer 150 pum von der Zent-
ralvene befanden. Bei einem durchschnittlichen Durchmesser eines Leberldppchens von 400
um ist in diesem Bereich auch unsere Zone 2 enthalten. Zudem ist fraglich, ob durch die
Auswertung von je 1500 Zellen bei insgesamt 3 Tieren ein aussagekriftiges Ergebnis erreicht
werden konnte.

Auch in der eigenen Untersuchung wurde ein initialer Peak in der Zellproliferation mit einer
2-fachen Steigerung des Llggs nach 1 Woche ermittelt. Die nach 4- und 13-wdochiger Pheno-
barbital-Behandlung bestimmten Werte lagen wieder auf Kontrollniveau. Bei Betrachtung der
einzelnen Zonen konnte Zone 3 deutlich als Hauptproliferationszone identifiziert werden. Die
Erh6hung iiber Kontrollwerte war nach 1 Woche (6,8-fach) am hochsten, aber auch bei den
bei den anderen Untersuchungszeitpunkten wurden noch merklich erhdhte LI (3,4- und 3,1-
fach) gemessen. Im Gegenzug dazu war die Zellproliferation in Zone 1 deutlich verringert.
Die zellproliferationshemmende Wirkung von Phenobarbital, wie sie von JRTLE et al. (1991,
1994) beschrieben wird, konnte also in der eigenen Studie nicht fiir das gesamte Leberldpp-
chen, aber filir Zone 1 nachvollzogen werden.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit einer zonalen Auswertung. Die anhaltende

Induktion der Zellproliferation durch Phenobarbital in Zone 3, die mit einer erhohten Wahr-
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scheinlichkeit spontaner Mutationen einher geht, wire bei nicht-zonaler Auswertung {iberse-

hen worden.

5.3.4 Vergleich der Zellproliferation fokaler und extrafokaler Hepatozyten

SCHULTE-HERMANN et al. (1982) bestimmten in einer Initiations-Promotions-Studie nach
zweiwdchiger Phenobarbital-Verabreichung (2-Wochen-Pumpe [*H]-Thymidin) einen 3,8-
fach hoheren LI in FAH gegeniiber dem LI unverdnderter Hepatozyten. In der eigenen Unter-
suchung zeigten der LI in CCF und der Llggs prinzipiell den gleichen Verlauf mit einem initi-
alen Peak und nachfolgendem Abfall auf Kontrollwerte. Der LI in CCF lag dabei aber zu je-
dem Zeitpunkt deutlich (3,1- bis 4,1-fach) {iber dem Llggs. Dieses Verhiltnis entsprach den
Kontrollen, was auf eine gleichermafBlen vorhandene Ansprechbarkeit normaler und klarzelli-
ger fokaler Hepatozyten auf Phenobarbital in Bezug auf die Zellproliferation schlieBen 1a6t.
BCF, die ein hoheres Potential zur malignen Transformation besitzen sollen, reagierten nur
nach 4 Wochen stirker auf die zellproliferationssteigernde Wirkung von Phenobarbital als das
Umgebungsgewebe (Llggs:Llgcr: 1:6,2). Insofern kann die ,,over-response® Hypothese von
SCHULTE-HERMANN (1986, 1989), nach der fokale Zellen {iberproportional auf die Verab-

reichung von Phenobarbital reagieren, nur bedingt nachvollzogen werden.

5.4 Chloroform

Es gilt allgemein als anerkannt, dafl die karzinogene Wirkung von Chloroform auf einem
nongenotoxisch-zytotoxischen Wirkmechanismus beruht (REITZ et al., 1982; LARSON et
al., 1993; BUTTERWORTH et al., 1995). Chloroform fiihrt nur in Dosierungen und Applika-
tionsformen, die zytotoxische Erscheinungen und nachfolgend eine regenerative Zellteilung

ausldsen, zur Entstehung von Lebertumoren.

5.4.1 Allgemeine Wirkung auf die Leber

LARSON et al. (1993, 1995 a) diagnostizierten zentrolobuldre Leberzellnekrosen nach der
Applikation von Chloroform, deren Ausmal} von Geschlecht der Ratten, Applikationsart, Do-
sis und Dauer der Verabreichung abhingig war. Bei der Exposition ménnlicher F344 Ratten
per Sonde traten die zytotoxischen Erscheinungen innerhalb der ersten Behandlungswoche
auf. Je hoher die Dosierung war, desto frither manifestierte sich die Schadigung. Das Ausmal3

der zentrolobuldren Leberzellnekrosen reduzierte sich im Laufe der Verabreichung, so dal3
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nach drei Wochen bei einer mit der eigenen Studie vergleichbaren Dosierung (90 mg/kg) kei-
ne Verinderungen mehr ersichtlich waren. Ahnliche Beobachtungen wurden in der vorliegen-
den Studie gemacht. Neben der Degeneration und dem Untergang einzelner bis vieler Hepato-
zyten in Zone 3 nach 1 Woche traten weitere zytotoxische Erscheinungen in Form eines ho-
hen Anteils an Tieren mit mononukledren Infiltraten und Leberzellverfettung auf. Im Laufe
der Verabreichung verminderten sich die beschriebenen hepatotoxischen Verdnderungen bei
gleichzeitiger Zunahme der Privalenz an Gallengangsproliferation. Die zytotoxischen Effekte
spiegelten sich in einer hellbraunen Verfarbung der Lebern, dem Gewichtsverlust der Tiere
(auf 87 % nach 13 Wochen), dem damit verbundenen Anstieg des relativen Lebergewebes

und der hohen Todesrate (9 von 30 Tieren) wider.

5.4.2 FAH

Uneinigkeit herrscht in der Literatur iiber die Entstehung von FAH in Initiations-Promotions-
Protokollen. DEML und OESTERLE (1985, 1987) beschrieben eine Steigerung in Gréfe und
Anzahl ATPase-negativer und GGT-positiver FAH nach 11-wochiger Chloroform-
Verabreichung. PEREIRA et al. (1982) hingegen konnten keine promovierende Wirkung fest-
stellen, und REDDY et al. (1992) schrieben Chloroform sogar eine inhibierende Wirkung auf
mit DEN initiierte und mit Phenobarbital promovierte FAH zu. Die Ursache wurde in einer
Zerstorung der initiierten Zellen vor der durch Phenobarbital induzierten klonalen Expansion
vermutet.

Die Promotionswirkung von Chloroform wurde in der vorliegenden Studie bei Betrachtung
der sich nicht signifikant verdndernden Parameter Gro3e und Anzahl der FAH weder fiir die
Gesamtheit der FAH noch bei gesonderter Untersuchung der verschiedenen FAH-Typen deut-
lich. Der stetige Anstieg in der Anzahl/cm® Leberfliche, der im wesentlichen durch GST-P-
negative CCF hervorgerufen wurde, 148t aber vermuten, dal nach lingerer Verabreichung

auch signifikante Unterschiede zu den Kontrollgruppen erreicht wiirden.

Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH

In der Literatur liegen keine Informationen iiber das Proliferationsverhalten von FAH nach
der Gabe von Chloroform vor.

In der eigenen Untersuchung reagierten die verschiedenen FAH-Typen unterschiedlich auf die
Verabreichung von Chloroform. Der LI in CCF zeigte einen initialen 3-fachen Anstieg und

einen nachfolgenden Abfall auf weiterhin erhhte Werte (ca. 2-faches der Kontrollwerte nach
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4 und 13 Wochen). Dieser Verlauf wurde - aufgrund ihres hohen prozentualen Anteils an der
Gesamtanzahl der CCF - durch GST-P-negative CCF bestimmt. In GST-P-positiven CCF
wies der LI mit einem erneuten Anstieg nach 13 Wochen (3,4-faches der Kontrollen) einen
anderen Verlauf auf. Der initiale Peak nach einer Woche konnte auch bei GST-P-negativen
BCF ausgemacht werden (5,7-fach), die nach 4 und 13 Wochen gemessenen Werte lagen
wieder auf Kontrollniveau. Der LI in NAH war zu jedem Untersuchungszeitpunkt im Ver-
gleich zu den Kontrollen signifikant erhdht, wobei infolge schwankender Kontrollwerte Dif-
ferenzen im Verlauf der absoluten Werte und der relativen Werte bestanden. Der absolut
hochste Wert (8,1 %) wurde nach 13 Wochen ermittelt, wihrend die hochste Steigerung iiber
Kontrollwerte (7,2-fach) nach 4 Wochen vorlag.

Die absolute Anzahl an Apoptosen lag auffillig unter den bei den Kontrolltieren bestimmten
Werten, bei der statistischen Auswertung konnte aber zu keinem Untersuchungszeitpunkt ein

signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens

Nach 1 und 4 Wochen lag der prozentual hochste Anteil der FAH in Zone 2. Im Laufe der
Verabreichung sank der Anteil in dieser Zone bei gleichzeitiger Erhdhung in Zone 1 nach 4
Wochen und in Zone 3 nach 13 Wochen. Die Verschiebung der Hauptlokalisation von Zone 2
zu Zone 3 zwischen 4 und 13 Wochen lief3 sich bei NAH und CCF nachvollziehen. Der groB3-
te Anteil der GST-P-positiven CCF fand sich schon nach 1 Woche in Zone 3. Deutlich von
der Verteilung bei den Kontrolltieren abweichend lag nach 13 Wochen auch der hochste An-
teil der GST-P-negativen CCF in Zone 3.

5.4.3 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

Proliferationsmessungen im Lebergewebe wurden bisher nur bis zu einer Verabreichungsdau-
er von drei Wochen und ohne Beriicksichtigung zonaler Unterschiede durchgefiihrt. LAR-
SON et al. (1995 a) verabreichten Chloroform in verschiedenen Dosierungen per Sonde an
minnliche F344 Ratten und ermittelten nach 4-tdgiger Verabreichung eine dosisabhingige
Erh6hung des LI (4-Tage-Pumpe BrdU), die erst ab 90 mg/kg Korpergewicht im Vergleich zu
Kontrollwerten Signifikanz zeigte. Um auch nach drei Wochen erhohte LI (4,5-fach) zu er-
zeugen, war in dieser Studie eine Dosierung von 180 mg/kg Korpergewicht notwendig.

In der eigenen Studie wurde die Dosierung am 9. Behandlungstag wegen des Todes von 3
Tieren von 150mg/kg auf 100 mg/kg Korpergewicht herabgesetzt. Bei allen drei Untersu-
chungszeitpunkten wurde ein erhohter Llggs (6,6-fach nach 1 Woche, 4,4- und 4,7-fach nach
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4 und 13 Wochen) festgestellt. Es ist moglich, dal die hohe Steigerung nach 1 Woche z. T.
auch eine Folge der hoheren Dosierung darstellt. Die stirkste Proliferation (6,7-fach) war
nach 1 Woche in Zone 1 zu finden. In dieser Zone verminderte sich der LI im Verlaufe der
Applikation (3,8- und 2,9-fach) bei gleichzeitiger Zunahme in Zone 3 (auf das 10-fache der
Kontrollwerte nach 13 Wochen). Diese Verschiebung von Zone 1 zu Zone 3 ist typisch fiir

zytotoxische Substanzen (LEE et al., 1998).

5.4.4 Vergleich der Zellproliferation fokaler und extrafokaler Hepatozyten

Die Entwicklung des LI wahrend der Applikation zeigte in CCF und im extrafokalen Leber-
gewebe (LIggs) einen parallelen Verlauf. Der LI in CCF lag dabei 1,5- bis 1,8-fach {iber dem
LI im extrafokalen Lebergewebe, womit ein niedrigeres Verhéltnis als bei den Kontrollwerten
bestand. Ebenso war das Verhéltnis Llggs:LIgcr bei allen Untersuchungsterminen kleiner als
bei den Kontrolltieren (1:1-2,3). Ursache daflir kann eine hohere zytotoxische Wirkung auf
extrafokale Hepatozyten als auf klarzellige fokale Hepatozyten sein. Diese Annahme ent-

spricht der ,,resistant cell hypothesis® von SOLT und FARBER (1976).

5.5 Wyeth-14,643

Wyeth-14,643, eine Substanz aus der Gruppe der Peroxisomenproliferatoren, entfaltet seine in
Langzeitversuchen (CATTLEY et al., 1989; MARSMAN und POPP, 1994) und Initiations-
Promotions-Studien (CATTLEY et al., 1989) nachgewiesene hepatokarzinogene Wirkung in
der Nagerleber nicht tiber einen genotoxischen Mechanismus (GLAUERT et al., 1984; GOEL
et al., 1985).

5.5.1 Allgemeine Wirkung auf die Leber

In der Literatur werden Lebergewichtszunahmen beschrieben, die liber die Dauer der Verab-
reichung von Wyeth-14,643 bestehen bleiben. Es wird von Steigerungen des relativen
Lebergewichts um den Faktor 1,8 nach 1 Woche, um den Faktor 2,2 nach 6 Wochen und den
Faktor 2,5 nach 13 Wochen berichtet (WADA et al., 1992; LAKE et al., 1993). In diesen
Studien wurden junge Sprague-Dawley und F344 Ratten verwendet. Bei alten F344 wurde
nach zweiwdchiger Applikation eine 1,8-fache Erhohung ermittelt (MARSMAN et al., 1992).
Der Anstieg des relativen Lebergewichts (1,4-fach nach 1 und 4 Wochen, 1,6-fach nach 13
Wochen) der Ratten der eigenen Studie unter der Verabreichung von Wyeth-14,643 lag in

dhnlichen Bereichen und resultierte aus einer Minderung des Korpergewichts bei gleichzeitig
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chen Bereichen und resultierte aus einer Minderung des Korpergewichts bei gleichzeitig er-
hohtem absolutem Lebergewicht (1,3- bis 1,4-fach).

Die Lebergewichtszunahme soll auf einer Hyperplasie und einer zentrolobuldren Hypertro-
phie der Hepatozyten beruhen. Die Hypertrophie ist Folge einer Zunahme und Vergroferung
intrazytoplasmatischer Peroxisomen (REDDY et al., 1980; WADA et al., 1992). Histologisch
war bei allen drei Untersuchungszeitpunkten eine panlobuldre Hypertrophie der Hepatozyten
zu erkennen. Die Peroxisomenproliferation duflerte sich in einem fein granulierten eosinophi-
len Zytoplasma. Weiterhin wurde eine bisher bei Ratten noch nicht beschriebene zytotoxische
Wirkung von Wyeth-14,643 beobachtet, die sich in einer 60 %igen Privalenz an hamorrhagi-
schen Nekrosen nach 1 Woche duBerte. Die Privalenz an Nekrosen lag nach 4 und 13 Wo-
chen unter der nach 1 Woche (20 % und 40 % nach 4 und 13 Wochen), gleichzeitig stieg
wiéhrend der Applikation die Pridvalenz an herdférmigen mononukledren Infiltraten und an
Gallengangsproliferation an. Nach 13 Wochen wies die Leber ein extrem heterogenes Bild
mit polymorphen Hepatozyten, die eine ausgeprigte Anisokariose zeigten, und eine unregel-
maBige Lappchenstruktur auf. Als Ursache fiir diese Verdnderungen kommt eine zu hohe Do-
sierung und eine besonders hohe Sensibilitit des verwendeten Rattenstammes fiir Wyeth-
14,643 in Frage. Die Dosierung von 1000 ppm im Futter entspricht zwar der in verschiedenen
Studien (CATTLEY et al., 1991; MARSMAN und POPP, 1994) angewendeten Dosierung,

diese Studien wurden aber an anderen Rattenstimmen durchgefiihrt.

5.5.2 FAH

Die Datenlage zu Entstehung und Wachstumsverhalten von FAH nach Applikation von Wy-
eth-14,643 ist sehr uneinheitlich. In Abhéngigkeit vom Protokoll gehen die Berichte von der
Erhohung der Anzahl und der GréBe bis hin zur alleinigen Steigerung von entweder Anzahl
oder Volumen bzw. Volumenanteil (GLAUERT et al., 1986 a; CATTLEY et al., 1989, 1994;
MARSMAN und POPP, 1994). Ubereinstimmend wird aber in der Literatur das Auftreten
eines besonderen FAH-Typs mit groflen Zellen mit homogenem basophilen Zytoplasma ge-
schildert (CATTLEY et al., 1989, 1991, 1994; MARSMAN und POPP, 1994; MILLER et al.,
1995).

Bei der eigenen Untersuchung konnte ein Anstieg des prozentualen Anteils der BCF bei
gleichzeitiger Abnahme des Anteils der CCF beobachtet werden.

BCF waren der einzige FAH-Typ, fiir den ein statistisch signifikanter Anstieg in der An-
zahl/cm? beobachtet werden konnte. Die Anzahl an BCF/cm?® war nach 4 und 13 Wochen 3,1-
fach hoher als bei den Kontrollen. Die Gesamt-FAH-Anzahl/cm® fiel nach der 1,9-fachen
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Steigerung nach 1 Woche wieder auf Kontrollniveau, um dann nach 13 Wochen wieder 1,6-
fach tliber den Kontrollwerten zu liegen. Dieser Verlauf war stark durch die Entwicklung der
den hochsten Anteil ausmachenden CCF bedingt, konnte aber auch bei NAH nachvollzogen
werden. Ursédchlich fiir das Verhalten der Gesamtzahl an CCF und BCF waren die GST-P-
negativen FAH. Laut Literaturangaben sollen die durch Wyeth-14,643 promovierten FAH
keine GST-P-Expression zeigen (RAO et al., 1986; HENDRICH et al., 1987). In der eigenen
Studie exprimierten nach 1 Woche 4 % der CCF GST-P, der Anteil steigerte sich aber im
Verlaufe der Behandlung auf 31 % nach 13 Wochen. Das Ausmal} der GST-P-Expression war
gegeniiber den Kontrollen verdndert. Ein Teil der CCF wies nur eine schwache Intensitét in
der GST-P-Farbung auf (8 % und 44 % nach 4 und 13 Wochen). Nach 13 Wochen zeigten
47 % der CCF nur eine partielle GST-P-Expression. Die Ursache fiir diese Entwicklung lag in
einer GST-P-Expression zahlreicher Hepatozyten, die disseminiert ohne Konzentration auf
die FAH im Lebergewebe verteilt waren. Daraus resultierte die hdufige Zuordnung von FAH
zu den GST-P-positiven Herden, auch wenn nur wenige Zellen eines FAH GST-P exprimier-
ten. Die Anzahl der GST-P-positiven CCF/cm” war nach 1 Woche auf 28 % der Kontrollwer-
te verringert und stieg wéahrend der Verabreichung auf das 1,4-fache der Kontrollwerte an.
Wiren aber nach der 13-wochigen Applikation die nur partiell GST-P-positiven CCF als
GST-P-negativ klassifiziert worden, ldgen die Werte auf Kontrollniveau. Nur 2 % bis 4 % der
BCF exprimierten GST-P. Insofern lassen sich die Untersuchungsergebnisse von RAO et al.
(1986) und HENDRICH et al. (1987), bei denen die durch Wyeth-14,643 promovierten FAH
nicht durch den Marker GST-P nachzuweisen waren, nachvollziehen.

Die Zellzahl/FAH-Querschnitt verédnderte sich wahrend der Applikation von Wyeth-14,643
bei keinem FAH-Typ in statistisch signifikanten Ausmal}. Bei CCF war aber ein kontinuierli-
cher Anstieg von 65 auf 118 Zellen pro FAH-Querschnitt erkennbar, der auf ein Wachstum
der CCF hinweist, das wahrscheinlich bei linger Applikation deutlicher wiirde und durch ho-

here Tierzahlen statistisch abgesichert werden konnte.

Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens

Nach 1 Woche lag der Hauptanteil der FAH (38 %) den Kontrollgruppen entsprechend in
Zone 2. Im Laufe der Verabreichung von Wyeth-14,643 wurde bei Abnahme des Anteil in
Zone 2 eine Zunahme in Zone 1 erkannt. Die Verschiebung zu Zone 1 als Hauptlokalisations-

zone konnte bei allen FAH-Typen nachvollzogen werden.
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Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH

Die in der Literatur aufgefithrten LI in nach Langzeit-Applikation von Wyeth-14,643
entstandenen homogen basophilen FAH von 60 % (MARSMAN und POPP, 1994) und 36 %
(MILLER et al., 1995) sind aufgrund der Verwendung junger F344 Ratten nicht direkt mit der
eigenen Studie vergleichbar. Zudem konnte in diesen Studien infolge eines Mangels an spon-
tan entstandenen FAH kein Vergleich mit FAH der Kontrollgruppe erfolgen.

In der eigenen Studie lag der LI in jedem FAH-Typ zu jedem Zeitpunkt {iber den Kontroll-
werten. Die LI der FAH-Typen unterschieden sich aber im Kurvenverlauf und im Ausmal der
Erhohung iiber die Kontrollwerte. Die Zellproliferation in CCF und BCF lag nach einem initi-
alen Peak nach 1 Woche (CCF: 7,8-faches; BCF: 12-faches der Kontrollwerte) auch im weite-
ren Verlauf der Applikation signifikant {iber den Kontrollwerten, wobei der LI in CCF auf
konstantem Niveau verblieb (4,5- und 4,8-faches der Kontrollwerte nach 4 und 13 Wochen)
und in BCF kontinuierlich kleiner wurde (4,1- und 2,7-fach). Einen grundsétzlich anderen
Verlauf wiesen NAH mit einem deutlichen Anstieg des LI zwischen 1 und 4 Wochen (11-
und 25-faches der Kontrollwerte) auf.

Uber die Auswirkung einer Verabreichung von Wyeth-14,643 auf das Apoptoseverhalten der
Hepatozyten eines FAH ist aus der Literatur nichts bekannt. Im normalen Lebergewebe konn-
ten MARSMAN et al. (1992) erst am Ende einer 22-wochigen Applikation an F344 Ratten
(1000 ppm im Futter) eine Verdreifachung des Al beobachten. Dem entgegen stehen Ergeb-
nisse von BAYLY et al. (1994), ROBERTS et al. (1995) sowie JAMES und ROBERTS
(1996), nach denen Nafenopin, ein weiteres nicht-genotoxisches Karzinogen aus der Gruppe
der Peroxisomenproliferatoren, in vivo und in vitro die Apoptose hemmen soll. ROBERTS et
al. (1995) stellten eine Reduktion des Al von 0,031 % auf 0,002 % infolge der Nafenopin-
Behandlung fest. Die eigenen Messungen wiesen nicht auf eine Hemmung, sondern auf eine
deutliche Induktion der Apoptose innerhalb der FAH durch die Applikation von Wyeth-
14,643 hin. Diese manifestierte sich in einem in CCF und NAH signifikant erhdhten Al, der
die hochsten Werte bzw. Steigerungen iiber Kontrollwerte nach 1 Woche zeigte (CCF: 14-
fach iiber Kontrollwerten; NAH 0,006 % gegen 0 % bei den Kontrollen). Nach 4 Wochen
befand sich der Al nur gering {iber Kontrollwerten und stieg nach 13 Wochen wieder auf er-
hohte Werte an (CCF: 5,6-fach; NAH: 0,02 % gegen 0 % bei den Kontrollen). In einer Studie
von MARSMAN et al. (1992) zeigten verschiedene Substanzen aus der Gruppe der Peroxi-
somenproliferatoren unterschiedliche Auswirkungen auf die Apoptoserate. Die Abweichung
von den Ergebnissen nach Nafenopin-Verabreichung kann daher einerseits auf einen unter-

schiedlichen Einflu8 verschiedener Peroxisomenproliferatoren auf die Apoptose hinweisen,
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andererseits konnte die Induktion der Apoptose mit der beobachteten zytotoxischen Wirkung

von Wyeth-14,643 in Zusammenhang stehen.

Die Entwicklung der Zellproliferation, der Apoptose und der Anzahl der FAH/cm?wéhrend
der Applikation kdnnen in einen zeitlichen Zusammenhang gebracht werden. Die signifikante
Erhohung in der Anzahl der CCF und NAH/cm” nach der einwéchigen Verabreichung von
Wyeth-14,643 ging einher mit einer gesteigerten Zellproliferationsrate in diesen FAH. Der
Abfall in der Anzahl nach 4 Wochen konnte durch eine Zerstérung/Regression der FAH
durch die Induktion von Apoptose und herdférmigen Nekrosen, die nach 1 Woche festgestellt
wurden, bedingt sein. Bei weiterhin erhohter Zellproliferationsrate, aber wieder verringerter
Apoptoserate kam es dann zu einem erneuten Ansteigen der Anzahl an FAH/cm? nach 13
Wochen.

In BCF dagegen war der Al zu keinem Zeitpunkt gegeniiber den Kontrollen veridndert, so daf3

deren Anzahl bei dauerhaft erhohtem LI zunahm.

5.5.3 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

Ubereinstimmend wird in der Literatur eine Induktion der Zellproliferation im extrafokalen
Lebergewebe innerhalb der ersten Verabreichungswoche von Wyeth-14,643 beschrieben.
MARSMAN et al. (1988) konnten am ersten Verabreichungstag mittels Puls-Labelling eine
innerhalb von 4 Tagen voriibergehende 4,4-fache Steigerung des LI (auf 8,8 %) ermitteln.
Nach der Nutzung subkutaner Minipumpen (3- bis 7-tdgige Applikation des Markers) wurde
von einer initial starken Steigerung des LI nach 1 Woche und einem Abfall auf dauerhaft (bis
52 Wochen) tliber Kontrollwerte erhohtes Niveau berichtet. Die Werte differierten zwischen
3,5- und 17-fachen Steigerungen iiber die Kontrollwerte (MARSMAN et al., 1988; CATT-
LEY et al., 1991; WADA et al., 1992; LAKE et al., 1993; MARSMAN und POPP, 1994;
MILLER et al., 1995). Ursache fiir die Differenzen sind Unterschiede im Versuchs- und La-
belling-Protokoll. Diese Studien wurden an jungen Ratten durchgefiihrt. CATTLEY et al.
(1991) beobachteten im Vergleich alter mit jungen Ratten eine geringere Ansprechbarkeit
alter Ratten auf die zellproliferationssteigernde Wirkung von Wyeth-14,643. Die 22-wdchige
Verabreichung von Wyeth-14,643 (1000 ppm) an 15 Monate alte F344 Ratten flihrte zu einer
2,2-fachen Erhéhung (auf 4,3 %) des LI (6-Tage-Pumpe [*H]-Thymidin) im Vergleich zu
einer 17-fachen Steigerung (auf 9,9 %) bei 2 Monate alten Tieren.

Auch die eigenen Messungen lieBen eine initiale Steigerung (14,2-fach iiber Kontrollwerte)

nach 1 Woche und auch im weiteren Verlauf erhohte (7,9- und 7,7-fach) Llggs erkennen. Die
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Zellproliferation war bei allen Untersuchungszeitpunkten in allen drei Zonen gesteigert, als
Hauptproliferationszone mit absolut hochsten LI und im Vergleich zur Kontrolle hdchsten
Steigerungen (17,9-, 9,6- und 9-fach) konnte aber eindeutig Zone 1 ausgemacht werden. Die-
ses Ergebnis stimmt mit den Befunden von MARSMAN et al. (1988), EACHO et al. (1991)
und WADA et al. (1992) iiberein, die ebenfalls die Proliferationssteigerung nach Verabrei-
chung von Wyeth-14,643 (bis 52 Wochen) liberwiegend in periportalen Bereichen des Leber-
lappchens beobachteten.

5.5.4 Vergleich der Zellproliferation fokaler und extrafokaler Hepatozyten

MARSMAN und POPP (1994) ermittelten in nach 37- und 52-wochiger Verabreichung von
Wyeth-14,643 entstandenen BCF einen 5,5-fach hoheren LI als im Umgebungsgewebe.

Auch in der eigenen Studie lagen die LI der FAH deutlich iiber dem Llggs. Die Entwicklung
des LI in CCF und BCF zeigte Parallelen zum Llggs. Das Verhéltnis Llggs:Llccp bzw. Llgcr
betrug 1:1,8-2,4 und lag damit unter dem bei Kontrollen fiir CCF und BCF errechneten Ver-
haltnis (CCF: 1:3,3-3,9; BCF: 1:2,8-4,9). Dieses Ergebnis deutet auf eine stirkere Ansprech-
barkeit der extrafokalen Hepatozyten auf den von Wyeth-14,643 ausgehenden Proliferations-

reiz hin.

5.6 Ethinylestradiol

Ethinylestradiol ist ein synthetisches Steroidhormon, dessen tumorpromovierende Wirkung
nachgewiesen ist, liber dessen Initiationskapazitit aber Uneinigkeit herrscht (LANG und
REDMANN, 1979; GHIA und MERETO, 1989; MAYOL et al., 1991; SHIMOMURA et al.,
1992).

5.6.1 Allgemeine Wirkung auf die Leber

Die kontinuierliche Verabreichung von Ethinylestradiol an junge Ratten fiihrt zu einer Erho-
hung des absoluten Lebergewichts. Nach 7-tdgiger Verabreichung (0,5 mg) an weibliche
Wistar Ratten lagen die Werte 1,2-fach (OCHS et al., 1986), nach 2- bzw. 4-monatiger Appli-
kation (0,15 mg) 1,3- bis 1,4-fach (MACHISHI et al., 1995) tiber Kontrollwerten. Aus gegen-
iiber den Kontrollen verringerten Korpergewichten (70 %) resultierte eine 1,3- bis 1,4-fache
Zunahme des relativen Lebergewichts (OCHS et al., 1986). In der eigenen Studie konnte kein

Anstieg des absoluten Lebergewebes beobachtet werden, das relative Lebergewicht zeigte
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aber infolge einer Reduktion des Korpergewichts (auf 83 % und 74 %) nach 4 und 13 Wochen
einen 1,1- und 1,4-fachen Anstieg tiber Kontrollwerte.

MAYOL et al. (1992) bemerkten eine unterschiedliche Empfindlichkeit von F344 Ratten und
Sprague-Dawley Ratten auf die Applikation von Ethinylestradiol (10 ppm im Futter). Nur bei
Sprague-Dawley Ratten konnten die Autoren nach chronischer Exposition toxische Effekte in
Form einer Vakuolisierung (Dilatation und Vesikularisierung des Endoplasmatischen Retiku-
lums, Schwellung von Mitochondrien) feststellen. Bei diesem Rattenstamm wurde nach einer
einjahrigen Verabreichung nach Initiation eine Gallengangshypertrophie und -plasie diagnos-
tiziert (MAYOL et al., 1991). Auch bei den in der vorliegenden Studie verwendeten Wistar
Ratten wiesen die Lebern bei allen Untersuchungszeitpunkten eine ausgeprigte Gallen-
gangsproliferation auf, die in Ausmall und Privalenz deutlich iiber den Kontrollen lag.
Gleichzeitig erhoht war die Privalenz an mononukledren Infiltraten (80 % bis 90 %), die sich
tiberwiegend in Zone 1 fanden. Weiterhin wurde eine nach 4 Wochen beginnende Umstruktu-
rierung des Lebergewebes in periportalen Bereichen beobachtet. Nach 13 Wochen wiesen die
Hepatozyten der Zone 1 eine Anisozytose und —karyose sowie ein basophiles Zytoplasma auf.
Der Verlauf der z. T. zweireihigen Leberzellbdlkchen von der Zentralvene zur Lappchenperi-
pherie konnte in vielen Leberlappchen nicht mehr nachvollzogen werden. Weite Sinusoide,
sich aus dem Zellverband l6sende Zellen und degenerative Erscheinungen bei einzelnen He-
patozyten (Kondensation des Zytoplasmas, Kernpyknosen) wiesen auf einen vermehrten Zell-
untergang in Zone 1 hin. Ab 4 Wochen zeigten die Hepatozyten in Zone 1 eine zunehmende
Basophilie. Eventuell ist dieser Befund mit den von MAYOL et al. (1992) beschriebenen dif-
fus hyperplastischen, basophilen GGT-positiven Arealen in periportalen Bereichen in Zu-

sammenhang zu bringen.

5.6.2 FAH

Die promovierende Wirkung einer 4-monatigen Verabreichung von Ethinylestradiol (10 ppm)
nach Initiation &duflert sich nach MAYOL et al. (1991) in einer Vergroerung der durchschnitt-
lichen Fliche, nicht aber in der Erhohung der Anzahl GST-P-positiver FAH (2,6-fach bei
mannlichen, 2,9-fach bei weiblichen Sprague-Dawley Ratten). YAGER et al. (1986) dagegen
ermittelten in einer vergleichbaren Studie neben der VergroBerung auch einen Anstieg der
Anzahl GGT-positiver FAH. Auch ohne vorherige Initiation entwickelten sich nach
4-monatiger Exposition bei allen jungen weiblichen Wistar (ab 0,075 mg/d) und Sprague-
Dawley Ratten (2,5 pg/d) FAH, deren Anzahl und Fliche im Laufe der Verabreichung anstie-
gen (YAGER et al., 1986; SHIMOMURA et al., 1992; MACHISHI et al., 1995; OGAWA et
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al., 1995). MAYOL et al. (1992) beschrieben nach 6- und 9-monatiger Behandlung von Spra-
gue-Dawley Ratten grofle hyperplastische FAH, die aus klarzelligen und eosinophilen Hepa-
tozyten zusammengesetzt waren und keine GST- und GGT-Expression zeigten. Ebenso waren
die von SHIMOMURA et al. (1992) und MACHISHI et al. (1995) nach 4-monatiger Applika-
tion an Wistar Ratten nachgewiesenen FAH klarzellig/eosinophil-gemischt, lieBen aber eine
GGT- und GST-P-Expression erkennen.

In der vorliegenden Studie machten CCF den groBten Anteil aus, der sich im Laufe der Ver-
abreichung von 85 % auf 75 % reduzierte. Im Gegenzug stieg der Anteil an BCF (von 7 % auf
12 %) und MCF (von 0,8 % auf 8 %) an. Nur 0 % bis 7 % der BCF und MCF exprimierten
GST-P.

Die Gesamt-FAH-Anzahl/cm? Leberfliche stieg im Laufe der Behandlung kontinuierlich von
10,3 nach einer Woche auf 15,7 und 22,8 nach 4 und 13 Wochen an, womit die Anzahl am
Ende der Studie 1,9-fach iiber Kontrollniveau lag. Diese Steigerung war bei MCF, CCF und
BCF deutlich wiederzufinden. Mit MCF wurde damit ein FAH-Typ promoviert, der bei den
Kontrollen nur vereinzelt nachgewiesen wurde. Die Promotion der MCF, die aus basophilen
und klarzelligen Hepatozyten zusammengesetzt waren, wurde schon nach 4-wochiger Appli-
kation deutlich. Zu diesem Zeitpunkt lag die Anzahl mit 0,6/cm® 3-fach iiber den Kontroll-
werten und erh6hte sich weiterhin auf 1,6/cm? (7,9-faches der Kontrollen). Die Promotion der
CCF und BCF wurde erst nach 13 Wochen offensichtlich. Die Anzahl der CCF war mit
16,6/0m2 1,7-fach, die Anzahl der BCF mit 2,7/cm2 4,5-fach tiber Kontrollwerte erhoht. Fiir
keinen FAH-Typ konnte eine statistisch signifikante Erhdhung der durchschnittlichen Zell-
zahl/FAH-Querschnitt ermittelt werden. Bei CCF lieB3 sich aber {iber den Zeitverlauf ein steti-
ger Anstieg von 69 Zellen/FAH-Querschnitt nach 1 Woche in auf 104 Zellen/FAH-
Querschnitt nach 13 Wochen ermitteln. Der gegeniiber den Kontrollen leicht geminderte Wert
nach 1 Woche kann als Folge einer Entstehung neuer, anfangs noch kleiner FAH gedeutet
werden, wodurch sich die durchschnittliche GroBe verringert. BCF und MCF wiesen merklich
hohere durchschnittliche Zellzahlen/FAH-Querschnitt auf (BCF: 213-343; MCF: 256-516) als
CCF.

Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH

Uber das Proliferationsverhalten der FAH ist aus der Literatur wenig bekannt. Nur MAYOL
et al. (1992) schilderten ohne Angabe eines genauen LI eine hohe Anzahl BrdU-gelabelter
Zellen in den nach 6- und 9-monatiger Verabreichung nachgewiesenen klarzellig/eosinophil-

gemischten FAH.
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In der eigenen Studie lag der LI in allen FAH-Typen zu allen Untersuchungszeitpunkten {iber
Kontrollwerten. Der Verlauf des LI in CCF, BCF und NAH zeigte wihrend der Applikation
eine dhnlichen Entwicklung. Nach einer initialen Steigerung nach 1 Woche kam es zu einem
Abfall nach 4 Wochen und einem erneuten Anstieg nach 13 Wochen. Dabei wiesen BCF nach
1 Woche sowohl absolut als auch im Vergleich zu Kontrollen hohere LI auf als CCF (BCF:
33,31 %, 9,5-faches der Kontrollen; CCF: 19,2 %, 4,6-faches der Kontrollen). Nach 4 und 13
Wochen lagen die LI der beiden FAH-Typen in dhnlichen Bereichen (BCF: 16,6 %, 25,8 %,
CCF: 15,3 %, 24,8%). Der LI in NAH war mit 6,9 %, 4,4 % und 9,8 % nach 1, 4 und 13 Wo-
chen deutlich niedriger als in den anderen FAH-Typen. Einen anderen Verlauf iiber die Zeit
wies der LI der MCF auf. Hier konnte eine kontinuierliche Steigerung von 23,2 % nach 1
Woche auf 28,1 % und 36,4 % nach 4 und 13 Wochen ermittelt werden.

Uber das Apoptoseverhalten von FAH nach Ethinylestradiol-Verabreichung liegen keine
Informationen vor. Im extrafokalen Lebergewebe ermittelten MAYOL et al. (1992) nach 3-
tagiger Verabreichung von Ethinylestradiol (10 ppm) einen ca. 1,7-fach erhohten Apoptose-
Index (Kontrolle ca. 0,09 %). Nach 1 Woche lag der Al wieder auf Kontrollniveau. In der
eigenen Studie konnte in keinem FAH-Typ ein Abweichen des Al von den Kontrollwerten
ermittelt werden, so dafl vermutet werden kann, daf3 die Inhibition der Apoptose in FAH bei

der Ethinylestradiol-Promotion keine Bedeutung hat.

Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens

Der Hauptanteil der FAH lag zu allen Untersuchungszeitpunkten in Zone 1 des Leberldpp-
chens (32 % bis 37 %). Bei der gesonderten Betrachtung der einzelnen FAH-Typen wurde fiir
CCF und BCF der Schwerpunkt in Zone 1 deutlich. Die Zunahme des prozentualen Anteils
der BCF in Zone 1 zwischen 1 und 4 Wochen (10 %, 38 %) ist in Zusammenhang mit der
Abnahme des Anteils in Zone 1/2/3 (57 %, 25 %) zu sehen. Der hohe Anteil in Zone 1/2/3
nach 1 Woche war durch den hohen prozentualen Anteil der groen BCF-NOS (13 von 28
BCF) bedingt. Bei fast gleichbleibender absoluter Anzahl der BCF-NOS sank nach 4 Wochen
ihr prozentualer Anteil an der Gesamt-BCF-Anzahl (18 von 61). Die sich neu entwickelnden
FAH entstanden also iiberwiegend in Zone 1. Fiir MCF kann aufgrund der hiufigen Zuord-
nung zu mehr als einer Zone infolge der Grofle der zonale Ursprung in Zone 1 nur vermutet
werden. Der groffte Anteil der NAH fand sich zu allen drei Zeitpunkten in Zone 3 (44 %,
37 % und 39 %).
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5.6.3 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

Ubereinstimmend wurde von einem initialen Proliferationsanstieg im extrafokalen Leberge-
webe infolge der Verabreichung von Ethinylestradiol berichtet. Die Angaben differieren in
Zeitpunkt und Ausmall der maximalen Erhohung sowie in der Geschwindigkeit des Riickfalls
auf Kontrollniveau. OCHS et al. (1986; Wistar Ratten, 0,5 mg/d) fanden einen 20-fachen An-
stieg nach 1 Tag, MACHISHI et al. (1995; Wistar Ratten, 0,15 mg/d) eine 4-fache Erh6hung
nach 3 Tagen. In beiden Studien fiel der LI innerhalb von 7 Tagen auf Kontrollniveau. YA-
GER et al. (1986; Sprague-Dawley Ratten, 2,5 ng/d), die auch nach 1 Tag einen 4-fach erhoh-
ten LI feststellten, bestimmten auch nach 7 Tagen noch einen 2-fach erhohten LI. Erst nach 14
Tagen war wieder das Kontrollniveau erreicht. Die von YAGER et al. (1994; Lewis Ratten,
Sug/d) nach 7-tdgiger Applikation mittels 7-Tage-Pumpe (BrdU) ermittelte Erhohung des LI
von 13,3 % (Kontrolle) auf 34,6 % spiegelt den initialen Peak wider. Nach 4- und 7-wochiger
Exposition beobachteten die Autoren eine deutliche Inhibition der Zellproliferation. Dieses
Ergebnis geht nicht konform mit den Resultaten von MACHISHI et al. (1995; Wistar Ratten,
0,15 mg/d), die mittels Puls-Labelling ("[H]-Thymidin) bei einer Langzeitapplikation (bis 8
Monate) dauerhaft erhohte LI nachwiesen. Die hochste Steigerung iliber Kontrollwerte (5-
fach) lag nach 2 Monaten vor. MAYOL et al. (1992; Sprague-Dawley Ratten, 10 ppm im Fut-
ter) beschrieben einen erneuten Anstieg der Zellproliferation nach 6 Monaten (von 0,2 % auf
1,5 %) und nach 9 Monaten (von 0,4 % auf 2,9 %). YAGER et al. (1994) vermuteten, da3 die
von MAYOL et al. (1992) ermittelten erhohten Zellproliferationsraten Folge einer zytotoxi-
schen Schiadigung der Hepatozyten seien, die aus einer hohen Dosierung resultiert. Die in der
eigenen Studie eingesetzte Dosierung von 10 ppm im Futter entspricht der von MAYOL et al.
(1992) verwendeten. Ebenso wie in dieser Studie konnte nach einer initialen Steigerung der
Zellproliferation (4,5 % nach 1 Woche, 3,6-faches der Kontrollen) zunédchst ein Abfall (nach
4 Wochen 2,9 %, 2,8-fach) und spéter ein erneuter Anstieg in der Zellproliferation (nach 13
Wochen 4,9 %, 4,3-fach) beobachtet werden. Der Unterschied zwischen den Resultaten be-
stand aber in dem hier dauerhaft iiber die gesamte Applikatiosperiode erhdhten Llggs und in
dem zeitlich viel friiher stattfindenden erneuten Anstieg der Zellproliferation. MAYOL et al.
(1992) beobachteten wiahrend der akuten Hyperplasie eine panlobuldr gesteigerte Zellprolife-
rationsrate. Nach der Langzeitapplikation dagegen wurde als Hauptproliferationszone bei
Sprague-Dawley Ratten Zone 2, bei F344 Ratten Zone 1 bestimmt. In der vorliegenden Studie
war die Hauptproliferationszone bei allen Untersuchungszeitpunkten Zone 1. Dort fanden sich
mit 9,3 %, 4,5 % und 8,2 % nach 1, 4 und 13 Wochen die absolut hochsten LI (4-, 2,3- und

4,6-faches der Kontrollwerte). Die hochsten Steigerungen iiber Kontrollwerte konnten bei
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absolut niedrigeren LI (1,8 %, 2 % und 2,6 %) aber in Zone 2 beobachtet werden (4,2- 6,6-
und 6-fach).

5.6.4 Vergleich der Zellproliferation fokaler und extrafokaler Hepatozyten

CCF, BCF und NAH zeigten mit einer initialen Steigerung nach 1 Woche, einem darauffol-
gendem Abfall nach 4 Wochen und einem erneuten Anstieg des LI nach 13 Wochen tenden-
ziell die gleiche Entwicklung wie die extrafokalen Hepatozyten. Dabei lag der LI in CCF 4,3-
bis 5,3-fach, in BCF 5,3- bis 7,4-fach und in NAH 1,5- bis 2-fach iiber dem Llggs. Die foka-
len Zellen sprachen somit stirker auf die zellproliferationssteigernde Wirkung von Ethiny-
lestradiol an als extrafokale Hepatozyten. Der LI in MCF stieg wahrend der Applikation von
Ethinylestradiol kontinuierlich an und lag dabei 5,1- bis 9,6-fach iiber dem Llggs. Der von den
anderen FAH-Typen abweichende Verlauf des LI spricht fiir eine verringerte Abhangigkeit

der MCF von den Wachstumskontrollmechanismen.

5.7 PCB 126

PCB 126, eines der am stirksten wirksamen Polychlorierten Biphenyle (KRISHNAN und
SAFE, 1993), ist ein Lebertumor-Promotor, der nach iiberwiegender Meinung keine genoto-
xischen Eigenschaften besitzt (SCHOENY et al., 1979; SCHOENY, 1982; PROBST et al.,
1981; WHYSNER et al., 1998). Andere Autoren hingegen wiesen PCB auch eine genotoxi-
sche Wirkung zu (WONG et al., 1979; SARGENT et al., 1989).

5.7.1 Allgemeine Wirkung auf die Leber

In einer Untersuchung von CHU et al. (1994) fiihrte die alleinige 13-wdchige Verabreichung
von PCB 126 an Sprague-Dawley Ratten dosisabhiangig (10-100 ppb im Futter) zu einer 1,2-
bis 1,6-fachen Erhohung des relativen Lebergewichts. Auch in der eigenen Studie lag das re-
lative Lebergewicht nach 13 Wochen 1,2-fach iiber den Kontrollen. Histologisch stellten ver-
schiedene Autoren bei Sprague-Dawley Ratten eine hepatotoxische Wirkung von PCB 126
fest. MACLELLAN et al. (1994) beobachteten nach 13-wochiger Verabreichung (100 ppb im
Futter) eine hepatozelluldre Verfettung und eine Lipofuszin-Akkumulation, CHU et al. (1994)
stellten milde zytoplasmatische Vakuolisierungen in Zone 3 und 2 fest. HEMMING et al.
(1995) und HAAG-GRONLUND et al. (1997) berichteten nach 20- bzw. 52-wochiger Appli-
kation (10 pg/kg Korpergewicht/Woche) von fokalen hdmorrhagischen Nekrosen, regenerati-

ver Hyperplasie, multinukledren Riesenzellen und Gallengangsproliferation. Die histologi-



5 Diskussion 133

schen Befunde der eigenen Studie lieBen auch eine zytotoxische Wirkung von PCB 126 auf
die Leber alter Wistar Ratten vermuten. Die Tiere wiesen im Vergleich zu den Kontrollen
eine stirkere hepatozelluldre Verfettung auf, die nach 1 Woche liberwiegend in Zone 1, nach
4 Wochen in Zone 1 und 3 und nach 13 Wochen hauptsédchlich in Zone 3 vorlag. Zusitzlich
stieg im Laufe der Verabreichung die Privalenz an herdférmigen mononukledren Infiltraten
von 70 % auf 90 % an. Eine deutlich erhdhte Privalenz an Gallengangsproliferation (90 %)
fand sich nach 1 Woche.

5.7.2 FAH

HAAG-GRONLUND et al. (1997) konnten nach 20-wochiger Applikation von PCB 126 (10
ng kg Korpergewicht/Woche) an weibliche, ca. 12 Wochen alte Sprague-Dawley Ratten we-
der eine Erhohung der Anzahl noch des Volumenanteils GST-P-positiver FAH feststellen.
Nach vorherige Initiation mit Nitrosodiethylamin fiihrte die Verabreichung von PCB 126 zu
einem Anstieg des Volumenanteils (2,8-fach (BAGER et al., 1997), ca. 3-fach (HEMMING et
al., 1995), 8-fach (HAAG-GRONLUND et al., 1997)), der Anzahl/cm’ (ca. 3-fach (HAAG-
GRONLUND et al., 1997)) und des Volumens der FAH (1,6-fach (HEMMING et al., 1995)).
Eine Klassifikation der FAH erfolgte in diesen Studien nicht. Bei der Untersuchung der Aus-
wirkung unterschiedlich langer Applikation von PCB-Gemischen (18 und 105 Wochen) be-
schriecben PRESTON et al. (1981) und WARD (1985) die Promotion eosinophiler FAH.
MAYES et al. (1998) beobachteten nach 24 Monaten ebenfalls das Auftreten eosinophiler
FAH, zusitzlich auch klarzelliger und gemischtzelliger FAH in geringerer Anzahl. Bei den in
der eigenen Studie verwendeten alten Wistar Ratten wurde die prozentuale Verteilung der
FAH-Typen nur geringfiigig durch die PCB 126-Gabe beeinflufit. ECF schienen durch PCB
126 promoviert zu werden. Der prozentuale Anteil an ECF lag zwischen 0,4 % und 1,6 % und
damit iiber den Kontrollen. Ebenso wurde nur fir ECF der Anstieg in der Anzahl/cm® von
0,12 auf 0,26, der durch GST-P-positive ECF hervorgerufen wurde, zwischen 4 und 13 Wo-
chen als statistisch signifikant bewertet. Die geringe Zellzahl/ECF-Querschnitt (23, 13, 51
nach 1, 4 und 13 Wochen) deutete auf einen Neuentwicklung der ECF hin. Die Anzahl/cm®
der Gesamt-FAH-Anzahl und der anderen FAH-Typen sowie die durchschnittliche Zell-
zahl/FAH-Querschnitt blieben durch die Verabreichung von PCB 126 im wesentlichen un-
beeinfluflit. Die Zellzahl/CCF-Querschnitt war nach 13 Wochen auf 70 % der Kontrollwerte
reduziert, was auf einer Verminderung der Zellzahl der GST-P-positiven CCF auf 48 % der

Kontrollwerte beruht. Die Ursache dafiir ist im Zusammentreffen eines im Vergleich zu den



134 5 Diskussion

anderen Kontrollgruppen hohen Kontrollwertes nach 13 Wochen und einer nur geringen Sen-

kung der Zellzahl/FAH-Querschnitt bei der PCB 126-Gruppe zu sehen.

Zellproliferation und Apoptose innerhalb der FAH

Der LI der ECF, des einzigen FAH-Typs, flir den ein statistisch signifikanter Anstieg in der
Anzahl/cm? ermittelt werden konnte, stieg im Laufe der Verabreichung an (0,3 %, 0,97 %,
4,76 %). Der Vergleich mit den Kontrollgruppen ist wenig sinnvoll, da bei den Kontrollgrup-
pen nach 1 und 4 Wochen nur je ein ECF auftrat (LI: 11 % und 0 %). Ein promovierender
Effekt von PCB 126 auf die anderen FAH-Typen konnte auch bei der Untersuchung des Proli-
ferationsverhaltens nicht festgestellt werden. Kein FAH-Typ wies statistisch signifikante Un-
terschiede zu den Kontrollen auf. Der LI in CCF zeigte aber wiahrend der Verabreichung ei-
nen stetigen Anstieg (4,24 %, 5,8 %, 6,74 %), so dal nach 13 Wochen der Llccr 1,7-fach liber
Kontrollwerten lag. Eventuell ist das Ausdruck fiir eine sich mit Dauer der Verabreichung
erhohende Empfanglichkeit der fokalen Hepatozyten auf den promovierenden Effekt von
PCB 126. Fiir NAH ist diese Entwicklung nicht nachzuvollziehen, der Llyan sank wéhrend
der Verabreichung (4,51 %, 1,6 %, 0,65 %). Der sich in keinem FAH-Typ von den Kontroll-
werten unterscheidende Apoptose-Index nach PCB 126-Verabreichung spricht dafiir, daf die

Hemmung der Apoptose im Rahmen der Promotion durch PCB 126 nicht von Bedeutung war.

Lokalisation der FAH innerhalb des Leberlippchens

Es konnte nach der Verabreichung von PCB 126 fiir die Gesamtheit aller FAH keine Haupt-
lokalisationszone bestimmt werden. Das gleiche galt fiir die Gesamtheit der CCF. Bei geson-
derter Betrachtung der GST-P-positiven und —negativen CCF wurde aber fiir GST-P-positive
CCF Zone 3 (39 %, 45 %, 54 % nach 1, 4 und 13 Wochen), fiir GST-P-negative CCF Zone 1
(36 % bis 38 %) als Hauptlokalisationszone ermittelt.

5.7.3 Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe

Messungen der Zellproliferation und Apoptose wurden bisher mit PCB 126 als Einzelsub-
stanz nicht durchgefiihrt. DEML und OESTERLE (1982) bestimmten nach 24-stiindiger Ver-
abreichung des PCB-Gemisches Clophen A50 bei ménnlichen Sprague-Dawley Ratten einen
8-fach erhohten, bei weiblichen Tieren nicht verdnderten Mitose-Index. Nach 48 Stunden lag
der Mitose-Index wieder auf Kontrollniveau. Diese initiale transiente Erhohung der Zellproli-
feration konnte in der eigenen Untersuchung nicht nachvollzogen werden. Nach 1 Woche war

der Llggs sogar auf 84 % der Kontrollwerte reduziert. Allerdings stellt der LI infolge des ver-
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wendeten Labelling-Protokolls eine Summation der innerhalb einer Woche markierte Kerne
da, so dal auch in Betracht gezogen werden muf3, da3 es nach einem initialen Proliferation-
sanstieg zu einer Inhibition der Zellteilung gekommen sein kann. Daraufhin erfolgte ein An-
stieg des Llggs (auf das 1,4- bzw. 1,3-fache der Kontrollwerte nach 4 bzw. 13 Wochen). Diese
Unterschiede zu den Kontrollen waren aber zu keinem Zeitpunkt von statistischer Signifikanz.

Die Hauptproliferationszone war, den Kontrollen entsprechend, Zone 1.

5.7.4 Vergleich der Zellproliferation fokaler und extrafokaler Hepatozyten

Das Verhiltnis zwischen Llggs und Llccr betrug nach 1 und 4 Wochen 1:3,9 bzw. 3,8 und
stieg nach 13 Wochen auf 1:4,7 an. Damit lag erst nach 13 Wochen ein hoheres Verhéltnis
vor als bei den Kontrollen, wodurch die Annahme, dal3 die fokalen Hepatozyten der CCF erst
bei liangerer Applikation von PCB 126 auf dessen promovierende Eigenschaften reagieren,

unterstitzt wird.

5.8 Versuchsmodell

FAH entstehen durch Promotion, d. h. durch klonale Expansion initiierter Hepatozyten. Die
Initiation kann durch die Einwirkung unterschiedlicher Noxen (z. B. genotoxische Chemika-
lien oder radioaktive Strahlung) oder auch spontan durch Ablesefehler wihrend der Replika-
tion der DNA erfolgen (SCHULTE-HERMANN et al., 1985, FARBER und SARMA, 1987;
BUTTERWORTH et al., 1992). Die Wirkung von Promotoren scheint vom Alter der Ver-
suchstiere abhingig zu sein. Es existieren aber widerspriichliche Auffassungen dariiber, ob
alte oder junge Tiere auf die Applikation von Promotoren stirker reagieren. Verschiedene
Autoren konnten in ihren Studien eine hohere Empfindlichkeit alter Ratten auf die promovie-
rende Wirkung verschiedener nicht-genotoxischer Karzinogene feststellen. Die Ursache dafiir
sahen sie in der Promotion spontan initiierter Hepatozyten. WARD (1983) verglich die Wir-
kung einer 150-tdgigen Phenobarbital-Applikation auf 42 Tage und 875 alte F344/Ncr Ratten.
Die jungen Ratten entwickelten keine FAH, die alten dagegen zeigten einen Anstieg in der
Anzahl GGT-positiver und eosinophiler FAH. WARD und HENNEMANN (1990) beobachte-
ten nach der Verabreichung von Phenobarbital ein schnelleres Entstehen von hepatozelluldren
Adenomen und Karzinomen bei alten Ratten als bei jungen Ratten. CATTLEY et al. (1991)
stellten nach 22-wdochiger Applikation von Wyeth-14,643 an 2 und 15 Monate alte F344 Rat-
ten keinen Unterschied im prozentualen Anteil tumortragender Tiere zwischen jungen und
alten Tieren fest. Die alten Ratten wiesen aber 5-7 mal mehr Tumoren pro Leber und auch

einen hoheren Volumenanteil der homogen basophilen FAH auf als die jungen Tiere.
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KRAUPP-GRASL et al. (1991) beschrieben eine hohere Empfénglichkeit alter Wistar Ratten
auf die promovierende Effekte des Peroxisomenproliferators Nafenopin. Nach 13-monatiger
Verabreichung an zu Versuchsbeginn 13 Wochen alte Ratten lag die Pridvalenz an Karzino-
men bei 35 % (Kontrolle 0 %), bei zu Versuchsbeginn 57 Wochen alte Ratten bei 90 % (Kon-
trolle 3 %). Nafenopin soll selektiv eine bestimmte Population an FAH (schwach basophile
FAH) bei alten Ratten stérker als bei jungen Ratten promovieren. Im Gegensatz dazu fiihrte in
der gleichen Studie eine 13-monatige Verabreichung von Phenobarbital an alte Ratten weder
zur Erhohung in der FAH-Anzahl noch der FAH-GroBBe. XU et al. (1992) entdeckten, dal3
Ratten ab 1 Lebensjahr deutlich geringer auf die promovierenden Effekte von Phenobarbital
reagieren. HASEGAWA et al. (1991) halten die Verwendung junger Ratten im Tierversuch
fiir geeigneter, die promovierende Wirkung einer Substanz zu untersuchen. In einer Initiati-
ons-Promotions-Studie (8 Wochen Phenobarbital an F344 Ratten) konnten die Autoren einen
stairkeren Anstieg in der FAH-Anzahl bei 6 Wochen alten als bei 46 Wochen alten Tieren
feststellen.

Um die Wirkung der 5 Promotoren auf spontan initiierte Hepatozyten zu untersuchen, wurde
fiir die vorliegende Studie eine Zuchtlinie eines Wistar Rattenstammes (Chbb: THOM) ge-
wihlt, dessen hohe Pravalenz spontan entstandener FAH bekannt ist (BASF Datenbank). Ein
direkter Vergleich der eigenen Ergebnisse mit Studien, in denen junge Ratten mit und ohne
Initiation mit einem der hier verwendeten Promotoren behandelt worden sind, wird durch Un-
terschiede in Versuchsprotokoll (Dauer, Dosis und Art der Verabreichung), Tiermaterial (Rat-
tenstamm, Alter, Geschlecht) und Auswertestrategie (Wahl der MeBparameter) erschwert.
Zudem zeigten auch schon die in der Literatur ermittelten Ergebnisse z. T. erhebliche Diffe-
renzen. So beobachteten z. B. DEML und OESTERLE (1985, 1987) in einer Initiations-
Promotions-Studie nach 11-wochiger Verabreichung von Chloroform eine Vermehrung und
Vergroferung von FAH, PEREIRA et al. (1982) dagegen konnten keinen promovierenden
Effekt von Chloroform feststellen. Der GroBteil der mit den hier verwendeten Promotoren
durchgefiihrten Initiations-Promotions-Studien erbrachte einen Anstieg in der FAH-Anzahl
gegeniiber den nur initiierten Tieren. In der eigenen Studie reichte die Betrachtung der Ge-
samt-FAH-Anzahl pro cm” Leberfliche nicht aus, um nach 13-wochiger Applikation den
promovierenden Effekt der Substanzen statistisch belegen zu kdnnen. Nur fiir Ethinylestradiol
konnte eine statistisch signifikante Steigerung iiber Kontrollwerte (1,9-fach) bestimmt wer-
den. Aber auch in den anderen Substanz-Gruppen (auller Phenobarbital) lag nach 13 Wochen
eine durchschnittlich hohere FAH-Anzahl/cm? vor als bei den Kontrollgruppen (Chloroform
1,3-fach, Wyeth-14,643 1,6-fach, PCB 126 1,3-fach). Der Grund fiir die Bewertung als nicht
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signifikant ist z. T. sicherlich auf die hohe biologische Variabilitit der Einzeltiere zuriickzu-
fithren, die trotz randomisierter Gruppenzusammenstellung schon bei der Betrachtung der 3
Kontrollgruppen deutlich wird. In Anbetracht des hohen Alters der Tiere (82-89 Wochen bei
Versuchsbeginn) ist der Untersuchungszeitraum von 13 Wochen als unerheblich einzustufen.
Entgegen der Erwartung &dhnlicher Werte in den 3 Kontrollgruppen differierte die FAH-
Anzahl/cm? zwischen 10,7 und 13,4 mit maximalen Werten nach 4 Wochen. Weiterhin ist es
bei einer so hohen Ausgangszahl an FAH versténdlich, dafl eine eventuelle Erh6hung weniger
deutlich wird als in Initiations-Promotions-Studien, in denen eine sehr viel geringere Aus-
gangsanzahl an FAH/cm? vorliegt. Eine weitere Ursache fiir die nicht deutliche Erhdhung der
Gesamt-FAH-Anzahl konnte darin begriindet sein, dafl die Substanzen nur bestimmte FAH-
Typen, nicht aber die in allen Gruppen den hochsten prozentualen Anteil ausmachenden CCF
promovieren. Bei keiner Substanz konnte fiir CCF ein signifikanter Unterschied in der Anzahl
pro cm? ermittelt werden. Allerdings war nach 13-wochiger Verabreichung die Anzahl der
CCF in allen Gruppen (bis auf die Phenobarbital-Gruppe) iiber die Kontrollwerte erhoht
(Chloroform 1,4-fach, Wyeth-14,643 1,5-fach, Ethinylestradiol 1,7-fach, PCB 126 1,3-fach).
Auch bei den CCF schwankte die Anzahl/cm? in den 3 Kontrollgruppen (zwischen 8,4 und
11,3). Der stetige Anstieg in der Anzahl an CCF/cm” wihrend der Chloroform- und Ethiny-
lestradiol-Applikation spricht fiir einen Substanzeffekt, der bei ldngerer Verabreichung oder
groferer Tierzahl signifikante Unterschiede zu den Kontrollgruppen erwarten 148t. Eine Pro-
motionswirkung der verschiedenen Substanzen wurde erst bei der Betrachtung der verschie-
denen FAH-Typen deutlich. Signifikante Erhdhungen in der Anzahl/cm? im Vergleich zu den
Kontrollgruppen wurden nach 13 Wochen fiir ECF in der Phenobarbital-Gruppe, fiir BCF in
der Wyeth-14,643-Gruppe, fiir BCF und MCF in der Ethinylestradiol-Gruppe und fiir ECF in
der PCB 126-Gruppe nachgewiesen. Uberraschenderweise konnte bei keiner Substanz fiir
keinen FAH-Typ trotz Erhohung der Zellproliferationsrate und nicht verdnderter Apoptose
(Ausnahme Wyeth-14,643) ein Anstieg der durchschnittliche Zellzahl/FAH-Typ festgestellt
werden. Auch dieser Parameter wurde durch die hohe biologische Variabilitit der Einzeltiere
beeinfluflt, die sich in den zwischen den 3 Kontrollgruppen differierenden Werten duflert.
Besonders auffillig ist die grole Variabilitidt bei BCF und MCF. Innerhalb dieser FAH-Typen
kamen Einzeltierwerte von 55 bis 5700 Zellen/FAH-Querschnitt vor. In Betracht zu ziehen ist
die Auswahl eines fiir die Beurteilung so groBer FAH ungeeigneten Parameters. Bei der Be-
wertung der durchschnittlichen Grole der FAH mittels des Parameters Zellzahl/FAH-
Querschnitt ist zu bedenken, da3 die Zellzahl eines einzelnen FAH von der dquatorialen zur

polaren Schnittebene abnimmt. Ein FAH-Querschnitt mit einer geringen Zellzahl kann den
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Anschnitt eines groBen FAH darstellen. Groe FAH werden mit einer hoheren Wahrschein-
lichkeit angeschnitten als kleine. Ausgehend von einer gleichmiBigen Verteilung der FAH
iiber die Leber konnen die ermittelten Werte aber als représentativ angesehen werden. Wei-
terhin nimmt die Anzahl der sich potentiell pro cm” Leberfliche befindlichen FAH mit zu-
nehmender GrofBe ab. Interessant wire daher die Ermittlung - dem Volumenanteil (prozentua-
ler Anteil des durch FAH eingenommenen Lebergewebes) entsprechend- des prozentualen
Anteils der fokalen Zellen an der Gesamtzellzahl der Leber. Die meisten Rechenmodelle, in
denen eine Umrechnung von einem zweidimensionalen in einen dreidimensionalen Faktor
erfolgt, basieren auf der Bestimmung des Durchmessers der FAH (SALTIKOV, 1967;
CAMPBELL et al., 1982; PUGH et al., 1983, MOOLGAVKAR et al., 1990), der in unserer
Studie nicht ermittelt wurde. Zudem wiére solch ein Parameter auch kritisch zu beurteilen, da
die Umrechnung unter der Annahme einer kugelrunden Form der FAH erfolgt (PUGH et al.,
1983), die ab einer bestimmten GroBe nicht mehr gewéhrleistet ist.

Bei den ermittelten GroBen handelt es sich um Durchschnittswerte. Eine mogliche Erkldrung
fiir die nicht nachweisbare Vergroferung der FAH konnte in der Entstehung neuer kleiner
FAH liegen, wodurch der Durchschnittswert trotzt VergroBBerung der schon existenten FAH
konstant bleibt. Aber auch die Ermittlung von GroBenklassen (s. 4.1.4.4) brachte keine Erkla-
rung. Schon die Kontrollgruppen zeigten zu den 3 Untersuchungszeitpunkten grofle Unter-
schiede in dem Anteil der FAH an bestimmten GroBenklassen, so daB3 die Ermittlung fiir die
Substanzgruppen als nicht sinnvoll erachtet wurde.

Fiir keine der Substanzen konnte, unabhingig vom FAH-Typ, eine Inhibition der Apoptose
als Mechanismus der Promotion festgestellt werden. Bei extrem niedrigen Kontrollwerten
(max. 0,023 %) mit gleichzeitig sehr hohen Streufaktoren sind Substanzeffekte schwer zu
ermitteln. Die Bestimmung des Al mittels Zdahlung der Apoptotischen Korperchen im HE-
Schnitt stellt eine Momentaufnahme dar, da das in der HE-Féarbung sichtbare Stadium der
Apoptose in der Leber nur ca. 3 Stunden umfafit (BURSCH et al., 1990). Eine Methode zur
kumulativen Messung von Apoptosen iiber ldngere Zeitrdume, mit der hdhere und damit aus-

sagekriftigere Werte erreicht wiirden, existiert nicht.

5.9 Vergleich der fiinf Promotoren

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung 5 verschiedener Promotoren auf die Leber alter
Ratten untersucht. Der Einteilung von BUTTERWORTH (1990) entsprechend wird Chloro-
form den zytotoxisch wirkenden, die 4 anderen Promotoren den mitogen wirkenden nicht-

genotoxischen Karzinogenen zugeordnet.
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Ein Merkmal der mitogen wirkenden nicht-genotoxischen Karzinogene ist eine auf einer Hy-
pertrophie und/oder Hyperplasie beruhende Erhéhung des Lebergewichts. Eine Hypertrophie
der Hepatozyten konnte wiahrend der gesamten Applikationsdauer in den Lebern der mit Phe-
nobarbital und Wyeth-14,643 behandelten Tieren festgestellt werden. Die starkste Steigerung
sowohl des relativen als auch des absoluten Lebergewichts verursachte die Verabreichung
von Wyeth-14,643 (relatives Lebergewicht 1,4- bis 1,6-fach, absolutes Lebergewicht 1,3- bis
1,4-fach). Erst nach der 13-wochigen Verabreichung von PCB 126 fand sich eine signifikante
Erhohung des relativen Lebergewichts, die auch mit der Steigerung des absoluten Leberge-
wichts einher ging (je 1,2-fach). Das relative Lebergewicht nach Phenobarbital-Gabe war
nach 1 und 13 Wochen ca. 1,2-fach erhoht. Der 1,2- und 1,4-fache Anstieg nach 4 und 13
Wochen in der Ethinylestradiol-Gruppe war allerdings durch eine Verringerung des Korper-
gewichts auf 83 % und 74 % bedingt. Ebenfalls Folge eines im Verlaufe der Applikation von
Chloroform abnehmenden Korpergewichts war bei relativ konstant bleibendem absoluten
Lebergewicht die 1,1 und 1,2-fache Erhohung des relativen Lebergewichts nach 1 und 13
Wochen. Die Verabreichung von Chloroform hatte eine deutliche zytotoxische Wirkung auf
die Leber, die auf Zone 3 des Leberldppchens beschrinkt war. Aber auch die histologischen
Befunde nach Wyeth-14,643- (hdmorrhagische Nekrosen), Ethinylestradiol- (Umstrukturie-
rung der Leber in Zone 1 mit weiten Sinusoiden, sich aus dem Zellverband 16senden Hepato-
zyten und Degeneration von Hepatozyten) und PCB 126-Applikation (hepatozelluldre Verfet-
tung) wiesen auf zytotoxische Effekte dieser Substanzen hin.

Die extrafokalen Hepatozyten zeigten auf die Verabreichung der Promotoren ein unterschied-
liches Zellproliferationsverhalten. Eine Gemeinsamkeit der Substanzen (mit Ausnahme von
PCB 126) bestand in einer initialen Steigerung und einem darauffolgenden Abfall des Label-
ling-Index. Die hochste Steigerung iiber die Kontrollwerte bewirkte die Gabe von Wyeth-
14,643 (14,2-fach), gefolgt von Chloroform (6,6-fach), Ethinylestradiol (3,6-fach) und Phe-
nobarbital (2-fach). Der LI fiel in der Phenobarbital-Gruppe auf Kontrollniveau, in der Wy-
eth-14,643- und in der Chloroform-Gruppe auf einen weiterhin relativ konstant erhdhten Wert
(Wyeth-14,643 7,7- bis 7,9-fach, Chloroform 4,4- bis 4,7-fach). Ethinylestradiol war die ein-
zige Substanz, nach deren Applikation ein erneuter Anstieg des LI nach 13 Wochen auf einen
Wert, der iiber dem LI nach 1 Woche lag, beobachtet werden konnte (vom 2,8-fachen der
Kontrollwerte nach 4 Wochen auf das 4,3-fache). Ein grundsétzlich anderer Verlauf ergab
sich nach der Gabe von PCB 126. Der LI war nach 1 Woche auf 86 % reduziert und stieg

dann auf das 1,4- bzw. 1,3-fache der Kontrollwerte an.
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Weitere Unterschiede zwischen den fiinf Substanzen bestanden in der Promotion verschiede-
ner FAH-Typen. Unter Phenobarbital-Behandlung kam es zu einer merklichen Promotion der
ECF, die schon nach 1 Woche auffiel und sich in einer Erhéhung der Anzahl/cm? iiber die
Zeit (0,5, 1 und 2,2 nach 1, 4 und 13 Wochen) und in einem hohen Llgcr duBBerte. In den Kon-
trollgruppen trat nach 1 und 4 Wochen je nur 1 ECF auf (Zellzahl/ECF-Querschnitt: 191 und
95, LI: 11 % und 0 %), so daf} der Vergleich mit den Substanzgruppen wenig aussagekriftig
ist. Der Vergleich mit CCF erbrachte eine hohere durchschnittliche Zellzahl/F AH-Querschnitt
(1,5- bis 2,4-fach) und einen hoheren LI (1,2- bis 1,7-fach) in ECF. Der LI in ECF zeigte aber
mit einem initialen Peak und einem darauffolgenden Abfall einen &hnlichen Verlauf wie der
Llccr und der Llggs, was darauf hinweist, dal ECF trotz hoherer Zellproliferationsrate den
gleichen Wachstumskontrollmechanismen unterstehen wie CCF und extrafokale Hepatozyten.
Ob die Promotionswirkung von Phenobarbital auf ECF auch auf einer Inhibition der Apoptose
beruht, kann aufgrund der geringen Anzahl der ECF in den Kontrollgruppen (Al 0 %) schwer
beurteilt werden. Der Al in ECF der Phenobarbital-Gruppe wich aber nicht von dem der CCF
ab. Die Tatsache, daf sich die Anzahl/cm® der ECF bei gleichzeitiger Verringerung der CCF
erhohte, spricht fiir eine phanotypische Transformation der CCF zu ECF. Auch PCB 126
schien, wenn auch in geringerem Ausmal als Phenobarbital, ECF zu promovieren. Erst nach
13-wochiger Verabreichung trat eine gegeniiber der Anzahl/cm® nach 1 und 4 Wochen (0,2
und 0,1) signifikant erhohte Anzahl an ECF/cm?” auf (0,3). Die gegeniiber den anderen Unter-
suchungszeitpunkten hohere Zellzahl/ECF-Querschnitt nach 13 Wochen (23, 13 und 51 Zel-
len nach 1, 4 und 13 Wochen) spricht, anders als nach Phenobarbital-Verabreichung, fiir eine
Entstehung der ECF de novo unter PCB 126-Behandlung. Die Werte nach 1 und 4 Wochen
sind aber vorsichtig zu beurteilen, da nur 5 bzw. 2 Tiere ECF aufwiesen. Entsprechend muf3
der kontinuierliche Anstieg des LI in ECF wéhrend der PCB 126-Applikation (0,3 %, 0,97 %,
4,76 %) betrachtet werden.

BCF wurden unter Wyeth-14,643- und Ethinylestradiol-Gabe in Form einer Erhdhung der
Anzahl/cm?® und einer Steigerung des LI promoviert. Die BCF der beiden Gruppen unter-
schieden sich aber in ihrer Morphologie und zeigten auch ein unterschiedliches Wachstums-
verhalten. Die Steigerung in der Anzahl/cm” nach Wyeth-14,643-Applikation stagnierte nach
4 Wochen und blieb mit 1,8/cm® konstant 3-fach iiber Kontrollwerten. Diese Entwicklung
ging einher mit einem initialen 12-fachen Anstieg des LI und einem darauffolgenden Abfall
auf das 4,1- und 2,7-fache der Kontrollwerte. Unter Ethinylestradiol-Promotion erhdhte sich
dagegen die Anzahl der BCF/cm? stetig, so daB nach 13 Wochen das 4,5-fache der Kontrollen

erreicht war. Der LI fiel nach einer initialen 9,5-fachen Steigerung auf das 3,4-fache nach 4
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Wochen und stieg nach 13 Wochen erneut auf das 4,3-fache der Kontrollen an. Eine Gemein-
samkeit in der Wirkung beider Substanzen auf das Zellproliferationsverhalten der BCF be-
stand insofern, als der Verlauf des LI wéihrend der Applikation in der Tendenz der Entwick-
lung des jeweiligen LI im extrafokalen Lebergewebe und in CCF entsprach. Wie auch die
Hepatozyten der CCF reagierten die Hepatozyten der BCF auf die Wyeth-14,643-Applikation
geringer, auf die Ethinylestradiol-Gabe starker als die extrafokalen Hepatozyten (Verhiltnis
Llggs zu Llgcr in den Kontrollgruppen: zwischen 1:2,8 nach 1 Woche und 1:4,9 nach 13 Wo-
chen; in den Wyeth-14,643-Gruppen: 1:1,8-2,2; in den Ethinylestradio-Gruppenl: 1:5,3-7,4).
BCF sollen ein hoheres karzinogenes Potential besitzen als CCF (BANNASCH, 1986,
MOORE et al. 1982, ENZMANN und BANNASCH, 1987, WEBER und BANNASCH,
1994). Ein Hinweis dafiir konnte in dieser Studie in dem hoheren LI in BCF als in CCF nach
einwOchiger Verabreichung bestehen (Wyeth-14,643: 1,3-fach, Ethinylestradiol 1,7-fach).
Nach 4 und 13 Wochen lagen die absoluten LI der BCF im Bereich der CCF. Dieses Verhal-
ten war auch bei den BCF unter Chloroform-Applikation zu beobachten. Auch nach der Ver-
abreichung von Chloroform steigerte sich die Anzahl an BCF/cm?, der 1,9-fache Anstieg nach
13 Wochen war allerdings nicht von statistischer Signifikanz.

Die Inhibition der Apoptose schien bei der Promotion der BCF durch Wyeth-14,643, Ethiny-
lestradiol und Chloroform keine Rolle zu spielen. Die Verabreichung von Wyeth-14,643 fiihr-
te sogar zu einer - wenn auch statistisch nicht signifikanten - 4-fachen Erhohung des Apopto-
se-Index nach 13 Wochen.

Unter Ethinylestradiol-Applikation wurde mit MCF noch ein weiterer FAH-Typ promoviert.
Wihrend der Applikation kam es zu einem stetigen Anstieg in der Anzahl/cm?® (3,4- und 7,9-
fach nach 4 und 13 Wochen). Das Zellproliferationsverhalten der MCF wich wihrend der
Ethinylestradiol-Behandlung mit einer kontinuierlichen Erhéhung des LI (23,17 %, 28,11 %,
36,06 %) von dem Verlauf des Llggs und dem LI der anderen FAH mit einem Abfall nach
einer initialen Anstieg und einem darauffolgenden wiederholten Anstieg ab. Diese Abwei-
chung konnte als zunehmende Unabhéngigkeit von Wachstumskontrollmechanismen interpre-
tiert werden.

Fiir die Zellzahl/BCF- und MCF-Querschnitt konnten iiber die Zeit keine signifikanten Ver-
anderungen festgestellt werden, die durchschnittliche Grofle der beiden FAH-Typen lag aber
immer, wie auch bei den Kontrollen, iiber der der CCF.

CCF machten in allen Gruppen zu allen Untersuchungzeitpunkten den grof3ten Anteil der Ge-
samtheit der FAH aus. Keine Substanz schien aber CCF deutlich zu promovieren. Die Anzahl

an CCF pro cm” Leberfliche lag in keiner Substanz-Gruppe statistisch signifikant iiber Kon-
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trollwerten, der stetige Anstieg liber den Zeitverlauf nach Chloroform- und Ethinylestradiol-
Applikation lieB aber einen Substanzeffekt vermuten. Weiterhin konnte in keiner Gruppe ein
Anstieg in der durchschnittlichen Zellzahl/CCF-Querschnitt ermittelt werden. Andererseits
war der LI in CCF nach Chloroform-, Wyeth-14,643- und Ethinylestradiol-Behandlung dau-
erhaft iiber den LI der CCF der Kontrollen erhoht. Dabei wurde die hochste Steigerung nach
Wyeth-14,643-Applikation beobachtet. Der LI in CCF iiberstieg in allen Gruppen den LI des
extrafokalen Lebergewebes (LIggs), wobei der Verlauf iiber die Zeit sich anndherungsweise
parallel zeigte. In den Kontrollgruppen lag das Verhiltnis Llggs zu Llccr bei 1:3,3-3,9. Ein
dhnliches Verhéltnis fand sich nach Phenobarbital-Applikation, ein groeres Verhéltnis nach
Ethinylestradiol- (1:4,2-5,1), ein kleineres Verhiltnis nach Chloroform- und Wyeth-14,643-
Gabe (1:1,5-1,8 bzw. 1:1,8-2,2). Nach PCB 126-Applikation lag das Verhiltnis Llggs zu
Llccr nach 13 Wochen iiber dem der Kontrollen (1:4,7). Es kann also nicht verallgemeinert
werden, daf} fokale Zellen stirker als extrafokale Hepatozyten auf die zellproliferationsstei-
gernde Wirkung von Promotoren reagieren. Eine stirkere Reaktion wiesen die fokalen Hepa-
tozyten der CCF nur nach Ethinylestradiol- und 13-wdchiger PCB 126-Gabe auf. Die Hem-
mung der Apoptose als promovierender Mechanismus konnte in keiner Gruppe beobachtet
werden. Wyeth-14,643 war die einzige der untersuchten Substanzen, die sogar eine Steige-
rung des Apoptose-Index in CCF verursachte.

In allen Gruppen wurde ein FAH-Typ identifiziert, der eine GST-P-Expression aufwies, im
HE-Schnitt aber aufgrund fehlender morphologischer und tinktorieller Abweichungen nicht
vom Umgebungsgewebe abgegrenzt werden konnte (NAH = nicht abgrenzbare Herde). Der
Anteil der NAH an der Gesamt-FAH-Anzahl lag zwischen 3 % und 10 %. Die in den Kon-
trollgruppen vorliegenden NAH zeichneten sich durch eine geringere Zellzahl als die CCF
und eine geringe Zellumsatzrate, d. h. einen teilweise kleineren LI als der Llggs (57 % bis
168 % des Llggs) und einen Al von 0 %, aus. Auch nach Substanzapplikation (Chloroform-,
Wyeth-14,643- und Ethinylestradiol) lag der LIyay immer unter dem Llccp, Diese Befunde
sprechen fiir ein geringes karzinogenes Potential der NAH, so dal vermutet werden konnte,
daB es sich bei den NAH um einen Vorlaufer der glykogenspeichernden CCF und ECF han-
delt, die im Rahmen der Promotion sichtbar werden. Die gleichbleibende durchschnittliche
Grofle und Anzahl lieBe sich durch die Neuentstehung von NAH bei gleichzeitiger Transfor-
mation schon bestehender NAH zu anderen FAH-Typen erkldren. Andererseits wurden keine
Ubergangsformen beobachtet, so dal es wahrscheinlicher ist, daB NAH einen eigenstiindigen,

stabilen FAH-Typ darstellen, der durch die Promotoren kaum beeinflufit wurde.
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Zusammenfassend ist festzustellen, da3 die promovierende Wirkung der 5 Substanzen wéh-
rend der 13-wochigen Applikation nur bei der gesonderten Untersuchung der verschiedenen
FAH-Typen festgestellt werden konnte. Dabei schien bei allen Substanzen bis auf PCB 126
die Steigerung der Zellproliferation am deutlichsten die promovierenden Effekte der Substan-

zen widerzuspiegeln.

5.10 Zonale Proliferationsmuster und der Einflul der extrafokalen Zellproliferation auf
die Promotion von FAH

Die 5 Promotoren verursachten im extrafokalen Lebergewebe verschiedene Proliferations-
muster, die sich aus der Lokalisation und der Stirke der Zellproliferationssteigerung sowie
deren Verdnderungen iiber die Zeit ergaben. Als Hauptproliferationszone konnte wihrend der
gesamten Phenobarbital-Verabreichung Zone 3 (6,8-, 3,4- und 3,1-faches der Kontrollen nach
1, 4 und 13 Wochen) bei gleichzeitiger Hemmung der Zellproliferation in Zone 1 ausgemacht
werden. Die Verschiebung der Hauptproliferationszone von Zone 1 zu Zone 3 unter Chloro-
form-Behandlung war typisch fiir zytotoxische Substanzen (LEE et al., 1998). Wéhrend der
Verabreichung von Wyeth-14,643, Ethinylestradiol und PCB 126 wurden die hochsten LI in
Zone 1 gemessen, wobei sich die Substanz-Gruppen in der Hohe des LIz; und in dessen Ver-
lauf unterschieden. Die drei Wyeth-14,643-Gruppen zeigten im Vergleich zu den beiden an-
deren Substanzen den hochsten LIz;, Nach einer initialen starken Erhéhung fiel der LIz ab
(41,42 %, 18,63 %, 15,95 %). Unter Ethinylestradiol-Applikation stieg der LIz; nach einer
initialen Erh6hung und darauffolgendem Abfall nach 13 Wochen erneut an (9,26 %, 4,51 %,
8,18 %). Einen ginzlich anderen Verlauf zeigte mit einem stetigen Anstieg der LIz; wéhrend
der PCB 126-Behandlung (1,81 %, 2,42 %, 3,13 %). In den meisten Féllen wies die Zone mit
dem absolut hochsten LI auch die stirkste Steigerung iliber Kontrollwerte auf. Ausnahmen
davon waren infolge sehr niedriger Kontrollwerte die hochsten Steigerungen in Zone 2 nach
der 13-wochigen Wyeth-14,643- und wihrend der gesamten Ethinylestradiol-Applikation.

Es scheint ein Zusammenhang zwischen der Steigerung der Zellproliferation und der Lokali-
sation der FAH innerhalb des Leberlappchens zu existieren. Unter Phenobarbital-Gabe war
die Zellproliferation im extrafokalen Lebergewebe zu jedem Untersuchungszeitpunkt in Zo-
ne 3 erhoht. Hauptlokalisationszone der FAH war wie bei den Kontrollen Zone 2, im Laufe
der Verabreichung konnte aber eine Tendenz einer Verschiebung zu Zone 3 ausgemacht wer-
den. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die Erhéhung des Anteils der FAH in Zone 3
nach 13-wochiger Verabreichung von Chloroform in Verbindung mit einer Verschiebung der

Hauptproliferationszone von Zone 1 zu Zone 3. Nach der Behandlung mit Wyeth-14,643 ging
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die dauerhaft starke Steigerung der Zellproliferation in Zone 1 mit einer Verschiebung der
Hauptlokalisationszone der FAH von Zone 2 zu Zone 1 nach 4 Wochen einher. Nach der Ver-
abreichung von Ethinylestradiol stellte Zone 1 die Hauptproliferationszone und Hauptlokali-

sationszone der FAH dar.

5.11 Bedeutung der GST-P-Expression

Die alleinige Verwendung von GST-P als Marker war nicht ausreichend, die bei alten Wistar
Ratten spontan entstandenen FAH aufzudecken. Nur 22 % bis 28 % aller FAH der 3 Kon-
trollgruppen exprimierten GST-P. Auch nach Verabreichung der fiinf Promotoren wurden
maximal 44 % (nach 4-wochiger Phenobarbital-Gabe) aller FAH durch GST-P aufgedeckt.
Da GST-P-negative FAH den grofiten Anteil ausmachten, reprasentierten die Resultate der
alleinigen Betrachtung der GST-P-positiven FAH nicht immer das Gesamtergebnis. Es konnte
keine allgemeingiiltige Aussage liber das Verhiltnis der LI der GST-P-positiven zu den GST-
P-negativen FAH getroffen werden. In manchen Féllen lag der LI in GST-P-positiven FAH
hoher (z. B. in CCF nach einwochiger Phenobarbital-Applikation), in anderen Féllen niedriger
(z. B. in ECF nach einwochiger Phenobarbital-Verabreichung). Ebenso zeigten sich Unter-
schiede in der Entwicklung des LI wihrend der Applikation. So fiel z. B. der LI in GST-P-
positiven CCF nach der 13-wochigen Gabe von Ethinylestradiol auf das 3,7-fache der Kon-
trollwerte, wéhrend der LI in GST-P-negativen CCF einen erneuten Anstieg auf das 6,5-fache
der Kontrollwerte durchmachte. Die Erhohung in der Anzahl der ECF/cm” nach Phenobarbi-
tal- und PCB 126-Behandlung beruhte auf der Promotion der GST-P-positiven ECF, die allei-
nige Betrachtung der GST-P-positiven FAH hitte aber nicht den promovierenden Effekt von
Wyeth-14,643 auf BCF und Ethinylestradiol auf BCF und MCF aufgedeckt. Deutliche Unter-
schiede zwischen GST-P-positiven und —negativen CCF bestanden weiterhin in der Lokalisa-
tion innerhalb des Leberldppchens. Bei den Kontrolltieren lag ein hoherer prozentualer Anteil
der GST-P-positiven CCF in Zone 3 als in Zone 1 (32 % bis 38 % zu 4 % bis 8 %), fir GST-
P-negative CCF herrschten umgekehrte Verhéltnisse (6 % bis 16 % zu 28 % bis 34 %). Durch
die Substanzapplikation wurde diese Verteilung teilweise beeinfluflt, deutliche Unterschiede
zwischen GST-P-positiven und —negativen CCF blieben aber bestehen. Zu einer Umkehr der
Verteilung kam es bei GST-P- negativen CCF nach 13-wochiger Chloroform-Verabreichung
(Zone 3: 32 %, Zone 1: 25 %) und bei GST-P-positiven CCF nach 13-wochiger Wyeth-
14,643-Applikation (Zone 1: 44 %, Zone 3: 9 %).

Es besteht kein Hinweis auf ein hoheres Potential der GST-P-positiven FAH zur malignen

Transformation. Da sie nicht immer das Gesamtergebnis reprdsentierten, sollte sich die Ana-
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lyse von FAH nicht auf die alleinige Untersuchung von GST-P-positiven FAH beschrinken,

sondern als Kombination immunhistochemischer Methoden mit der HE-Diagnostik erfolgen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

1. Der EinfluB3 fiinf verschiedener nicht-genotoxischer Karzinogene auf das Wachstum spon-
tan entstandener praneoplastischer Herde (FAH = “foci of altered hepatocytes*) in der Leber
ca. 2 Jahre alter Wistar Ratten wurde untersucht. Die verwendeten nicht-genotoxischen Kar-
zinogene stellen bekannte, {iber verschiedene Mechanismen wirkende Lebertumor-
Promotoren dar: Phenobarbital, Chloroform, Wyeth-14,643, Ethinylestradiol und PCB 126.
Die Lebertumor-Promotoren wurden in karzinogener Dosis iiber 1, 4 und 13 Wochen verab-
reicht. Daneben wurde die Auswirkung der Substanzapplikation auf die extrafokale Prolifera-

tion analysiert.

2. Als MeBparameter flir die Quantifizierung des Wachstums der FAH dienten die Anzahl pro
cm’ Leberfliche, die durchschnittliche GroBe (Zellzahl/FAH-Querschnitt), die Zellproliferati-
onsrate (Labelling-Index) und der Apoptose-Index unter Beriicksichtigung der verschiedenen
FAH-Typen. Die Messung der extrafokalen Proliferation wurde nach der LZM (,,lobule de-
pendent zonal measurement)-Methode (BAHNEMANN und MELLERT, 1997) durchge-
fiihrt.

3. Die Identifizierung und Klassifizierung der FAH erfolgte anhand morphologischer Krite-
rien in der HE-Farbung in Kombination mit dem immunhistologischen Nachweis der GST-P-
Expression. Der Labelling-Index wurde durch immunhistochemischen Nachweis von in die
DNA der Leberzellkerne eingebauten BrdU ermittelt. BrdU wurde iiber eine subkutane Mini-
pumpe 7 Tage lang appliziert. Der Apoptose-Index wurde durch Zahlung der apoptotischen
Korperchen in der HE-Farbung bestimmt.

4. Die Priavalenz von FAH lag in allen Gruppen bei 100 %. Bei den drei Kontrollgruppen wa-
ren 84 % bis 89 % der gefundenen FAH CCF. Der Anteil an BCF und NAH betrug 4 % bis
8 %.

5. Eine statistisch gesicherte Promotionswirkung der Substanzen in Form einer Steigerung der
Gesamt-FAH-Anzahl/cm® wurde nur fiir Ethinylestradiol deutlich. Bei differenzierter Be-
trachtung der verschiedenen FAH-Typen duflerten sich die promovierenden Eigenschaften in
der Erhdhung der Anzahl bestimmter FAH-Typen pro cm® Leberfliche (Phenobarbital und
PCB 126: ECF, Wyeth-14,643: BCF, Ethinylestradiol: BCF und MCF). Damit wurden in al-
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ten Ratten durch Phenobarbital, Wyeth-14,643 und PCB 126 die auch in Initiations-

Promotions-Protokollen beschriebenen FAH-Typen promoviert.

6. Den deutlichsten Hinweis auf die Promotionswirkung der Substanzen erbrachte im Ver-
gleich zu den anderen Parametern die Steigerung des LI innerhalb der FAH. Alle Substanzen
bis auf PCB 126 verursachten einen initialen transienten Anstieg des LI in CCF (Wyeth-
14,643: 7,8-fach, Ethinylestradiol: 4,6-fach, Chloroform: 3-fach, Phenobarbital: 1,9-fach) mit
nachfolgendem Abfall. Unter der Chloroform-, Wyeth-14,643- und Ethinylestradiol-
Behandlung konnte eine dauerhafte Steigerung des LI in CCF ermittelt werden. BCF wiesen
als FAH-Typ mit einem hoheren Potential zur malignen Transformation nach der einwochi-

gen Verabreichung der Substanzen (bis auf Phenobarbital) einen hoheren LI auf als CCF.

7. Der LI innerhalb von FAH (mit Ausnahme von NAH) lag immer iiber dem des extrafoka-
len Lebergewebes. Dabei zeigte der Verlauf des LI wihrend der Applikation in CCF immer,
in den anderen FAH-Typen meist in der Tendenz Parallelen zwischen FAH und dem extrafo-
kalen Lebergewebe. Die fokalen Hepatozyten schienen nach Phenobarbital-Applikation in
gleichem MaBe, nach Ethinylestradiol- und 13wdchiger PCB-126-Verabreichung stérker,
nach Chloroform und Wyeth-14,643-Gabe geringer als die extrafokalen Hepatozyten auf die

zellproliferationssteigernden Eigenschaften der Substanzen zu reagieren.

8. Die Inhibition der Apoptose in FAH als Mechanismus der Promotion konnte in keiner

Gruppe nachvollzogen werden.

9. Die fiinf Substanzen riefen unterschiedliche Proliferationsmuster im extrafokalen Leberge-
webe hervor. Der Zusammenhang zwischen Hauptproliferationszone des extrafokalen Leber-
gewebes und der Lokalisation der FAH innerhalb des Leberldppchens bei vier der fiinf Sub-

stanzen spricht fiir einen EinfluBl der extrafokalen Proliferation auf die Promotion von FAH.
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7 SUMMARY

1. The aim of the investigation was the analysis of the impact of five different non-genotoxic
carcinogens on the growth of spontaneously developed foci of altered hepatocytes (FAH)
in the liver of old male Wistar rats (81-89 weeks). The chosen compounds represent well-
known liver tumor promotors working through different mechanisms: phenobarbital, chlo-
roform, Wyeth-14,643, ethinylestradiol and PCB 126. The rats were treated consecutively
for 1, 4 and 13 weeks at doses which produce liver tumors after long term administration.
Additionally, the effect of the substance application on cell proliferation in extrafocal rat

liver tissue was analysed.

2. The number of FAH/cm?, the average size of FAH (cell number/FAH-cross section), the
labelling index (LI %) and the apoptotic index (Al %) were measured considering the dif-
ferent FAH-types for quantifying the growth of FAH. Cell proliferation in extrafocal
hepatocytes was measured using the LZM-method (lobule zonal measurement) described

by BAHNEMANN and MELLERT (1997).

3. FAH were identified and classified by histomorphological criteria (H&E) in combination
with immunohistological detection of GST-P. The labelling index was determined in
hepatocytes immunohistochemically by BrdU staining after implanting a 7-day osmotic

minipump. The apoptotic index was established by counting the apoptotic bodies (H&E).

4. All animals investigated showed FAH. Clear cell foci (CCF) were the most frequent type
of lesion (84-89 %) in the 3 control groups. Additionally, basophilic cell foci (BCF) and
NAH were observed (4-8%). NAH are characterised by positive GST-P staining, but can-
not be seen in H&E slides.

5. Only after application of ethinylestradiol a statistically significant promoting effect in
form of an increase in the total number of FAH/cm? has been observed. On closer inspec-
tion of the different FAH-types a promoting effect was shown in an increase in the num-
ber of special FAH-types/cm2 (phenobarbital and PCB 126: ECF (eosinophilic cell foci),
Wyeth-14,643: BCF, ethinylestradiol: BCF and MCF (mixed cell foci)). Thus phenobarbi-
tal, Wyet-14,643 and PCB 126 promoted in old rats the same FAH-types described in ini-

tiations-promotions-studies.
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6. With regard to the evaluated parameters the increase in cell proliferation exhibited the
strongest clue to the promoting activity of the compounds. With the exception of PCB 126
all substances caused a peak in cell proliferation in CCF (Wyeth-14,643: 7.8-fold,
ethinylestradiol: 4.6-fold, chloroform: 3-fold, phenobarbital 1.9-fold) after 1 week fol-
lowed by a decrease. The CCF in animals treated with chloroform, Wyeth-14,643 and
ethinylestradiol showed a sustained increase in cell proliferation for 13 weeks. BCF, that
represent advanced preneoplastic lesions in the carcinogenic process with a high potential
for malignant transformation, exhibited a higher LI than CCF after 1 week of administra-

tion in all substance groups (except of the Phenobarbital group).

7. The LI in FAH (with exception of NAH) exceeded the extrafocal LI at all time points of
investigation. The course of the LI during the application showed parallels in tendency be-
tween CCF and the extrafocal liver tissue generally and for the other FAH-types in most
cases. The focal hepatocytes seemed to react to the same extent as the extrafocal hepato-
cytes to the cell proliferation increasing effects of phenobarbital-, disproportionally strong
to ethinylestradiol- and PCB 126-administration (only after 13 week administraion) and,

to a somewhat lesser degree, to chloroform- and Wyeth-14,643-administration.

8. An inhibition of the apoptotic process in FAH as promoting mechanism has not been ob-

served.

9. The five compounds caused different pattern of cell proliferation in extrafocal liver tissue.
The association between zonal predominance of extrafocal cell proliferation and zonal lo-
calisation of FAH after treatment reflected the influence of extrafocal cell proliferation

for the promotion of FAH by 4 of the 5 substances tested.
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Carcinogenesis 15: 2467-2473



9 Anhang

175

9 ANHANG

Abb. 33:

CCF (Phenobarbital 1 Woche)

a: HE-Féarbung

b: Nachweis von GST-P,
LAB-Methode

¢: Nachweis von BrdU,
LAB-Methode
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Tab. 32: Einzeltierwerte: Anzahl der FAH pro cm” Leberfliche bei Kontrolltieren
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
1 4,6 16 301] 00 00 001 08 0,0 08 00 00 00 1,4
2 8,1 2,3 5,8 0,3 0,3 0,0 | 0,5 0,0 05 00 00 00 ]| 08
3 18,8 22 166 | 00 00 0,0 | 07 0,0 0,7 00 00 00| 00
4 5,8 34 241 00 00 00 1,0 0,0 1,0 | 00 0,0 00 1,0
5 13,5 30 104| 00 00 o001} 00 00 007] 00 00 007 05
6 26 08 1,8 00 00 00 1,3 0,0 1,3 00 00 00 ] 08
7 1,2 29 8,3 00 00 00| 08 0,0 08 00 00 00| 05
8 6,7 1,2 5,5 00 00 00 | 07 0,0 0,7 00 00 00 | 07
9 202 34 168 | 00 00 0,0 | 36 1,1 2,5 00 00 00 ] 03
geom. MW 84 2,1 6,0 | 0,1 0,1 00 | 0,8 0,1 0,7 00 00 00| 05
SF 2,0 1,7 2,3 1,4 1,4 1,0 | 26 2.2 2,4 1,0 1,0 1,0 | 2,2
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
61 8,9 3,7 5,1 00 00 00 | 02 0,0 02 00 00 00 | 07
62 21,5 41 174 | 00 0,0 0,0 | 21 0,2 1,8 00 00 00 ] 09
63 52 1,7 3,5 00 00 00 | 22 00 22 0,5 0,2 0,2 1,2
64 3,5 1,8 1,8 00 00 00 ] 09 0,0 09 00 00 00 | 02
65 84 27 5,7 0,3 0,3 00 | 03 00 03 00 00 00 ] 03
66 129 1,7 112 00 00 0,0 | 0.2 0,2 0,0 | 0,2 0,0 0,2 1,0
67 6,4 1,6 438 00 00 00 ]| 08 0,0 08 0,3 0,0 03 0,8
68 294 1,2 282 | 00 0,0 0,0 1,0 0,0 O | 00 0,0 00 | 02
69 22,5 47 178 00 00 0,0 | 09 0,5 0,5 0,7 0,5 0,2 1,1
70 209 1,9 190 00 00 00} 00 00 00] 00 00 00 03
geom. MW 1,3 23 8,3 0,1 0,1 00 | 06 0,1 0,5 0,2 0,1 0,1 0,6
SF 2,1 1,6 25 1,4 1,4 1,0 | 2,8 1,7 30 | 2,1 1,7 1,6 | 2,0
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
121 94 2,1 7,3 00 00 00 1,0 03 0,7 0,7 0,0 07 1,7
122 199 0,7 192 | 00 00 0,0 1,4 00 141 00 00 00| 00
123 18,8 6,4 124 | 00 00 0,0 1,7 0,0 1,0 | 0,3 0,0 03 1,0
124 7,6 25 5,1 00 00 00 ] 03 00 03 0,3 0,0 03 0,0
125 84 39 45 00 00 o001} 06 00 061] 00 00 0071 03
126 6,5 1,3 52 00 00 o001} 00 00 007] 00 00 0071 08
127 6,1 0,9 52 00 00 o001 06 00 06 1] 00 00 00 1,2
129 5,1 1,0 4,1 00 00 00 ] 03 00 03 00 00 00| 29
130 16,7 3,6 13,1 0,0 00 0,0 | 09 0,3 06 | 06 03 0,3 1,5
geom. MW 9,7 1,9 7,3 00 00 00 ] 06 0,1l 0,5 0,2 0,1 0,2 0,7
SF 1,7 2,2 1,8 1,0 1,0 1,0 | 24 1,8 2,2 2,3 1,4 21 34

BCF = “basophilic cell focus; CCF = “clear cell focus*; ECF = “eosinophilic cell focus; geom. MW = geomet-

rischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); MCF = mixed cell focus“; NAH =

nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 33: Einzeltierwerte: Zellzahl der FAH bei Kontrolltieren
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
1 268,4 59,7 3823 * * * 141,3 * 141,3 * * * 53,2
2 81,1 114,0 682 | 191,0 191,0 * 12013,0 * 2013,0] * * * 111,3
3 71,1 86,7 69,1 * * * 149,7 * 149,7 * * * *
4 73,0 69,9 772 * * * 127,5 * 127,5 * * * 81,3
5 68,3 61,3 704 * * * * * * * * * 77,5
6 51,1 483 5273 * * * 57,6 * 57,6 * * * 54,0
7 74,5 89,4 69,3 * * * 136,7 * 136,7 * * * 17,0
8 70,4 66,0 713 * * * 4487 * 448,7 * * * 30,3
9 81,4 109,7 75,8 * * * 162,4 158,0 164,3 * * * 16,0
geom. MW| 82,0 754 83,2 [ 191,0 191,0 * 205,0 158,0 2053 * * * 44,9
SF 1,6 1,3 1,8 1,0 1,0 * 2,9 1,0 2,9 * * * 2,1
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
61 114,5 119,6 110,8 * * * 120,0 * 120,0 * * * 75,3
62 86,6 80,3 881 * * * 281,2 27,0 313,0 * * * 64,5
63 65,6 76,3 60,2 * * * 607,9 * 607,91 182,5 258,0 107,0| 48,6
64 106,6 102,4 110,8 * * * 209,3 * 209,3 * * * 29,0
65 59,7 48,0 653 | 950 950 * 92,0 * 92,0 * * * 76,0
66 73,4 793 726 * * * 102,0 102,0 * 382,0 * 382,01 41,8
67 61,6 42,8 67,8 * * * 55,0 * 55,0 | 92,0 * 92,0 | 34,0
68 67,3 64,0 674 * * * 4438 * 443,8 * * * 16,0
69 81,1 774 82,1 * * * 214,3 118,5 310,0 | 491,0 127,5 1218,0] 96,8
70 71,1 85,1 69,7 * * * * * * * * * 45,0
geom. MW| 76,9 744 77,8 | 95,0 95,0 * 181,2 68,9 206,6236,9 181,4 260,1| 46,9
SF 1,3 1,4 1,2 1,0 1,0 * 2,2 2,3 2,3 2,1 1,7 3,4 1,7
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
121 262,0 217,5 274,8 * * * 11908,0 305,0 2709,5|12143,5 *  2143,5]| 103,6
122 93,3 199,0 89,5 * * * 297,3 * 2973 * * * *
123 123,4 154,5 107,5 * * * 171,2 63,0 243,3| 246,0 * 246,0 | 100,0
124 85,8 101,1 78,1 * * * 91,0 * 91,0 | 446,0 * 446,0 *
125 93,8 124,9 66,9 * * * 767,5 * 767,5 * * * 71,0
126 86,5 78,8 885 * * * * * * * * * 53,7
127 79,5 96,0 76,8 * * * 297,0 * 297,0 * * * 59,3
129 58,4 80,0 534 * * * 219,0 * 219,0 * * * 91,7
130 94,8 82,5 98,1 * * * 221,0 69,0 297,0(3377,5 56,0 5699,0| 86,8
geom. MW| 99,1 117,3 92,4 * * * 315,2 109,9 357,1(944,1 56,0 1076,0] 78,7
SF 1,5 1,5 1,6 * * * 2,6 2,4 2,7 3,5 1,0 42 1,3

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus®; ECF = “ecosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCEF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 34: Einzeltierwerte: Labelling-Indizes (%) der FAH der Kontrolltiere
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
1 6,0 2,8 6,2 * * * 9,4 * 9,4 * * * 1,5
2 38 48 32 | 11,0 11,0 * | 220 * 220 * * * 12
3 3,7 3,5 3,7 * * * 1,1 * 1,1 * * * *
4 1,7 1,3 2,2 * * * 5,7 * 5,7 * * * 3,7
5 7,4 2,2 8,7 * * * * * * * * * 0,6
6 3,3 4,1 3,0 * * * 5,2 * 5,2 * * * 1,9
7 2,8 3,2 2,7 * * * 1,0 * 1,0 * * * 0,0
8 5,3 3,9 5,5 * * * 0,8 * 0,8 * * * 5,5
9 71 49 17 * * * 42 84 24 * * * 0,0
geom. MW 4,2 3,2 4,3 11,0 11,0 * 3,5 8,4 33 * * * 1,0
SF 6 15 16| 1,0 1,0 * 33 1,0 33 * * * 3.8
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg
61 2,9 1,1 4.4 * * * 0,8 0,8 * * * 0,4
62 46 66 42 * * * | 154 148 155 | * * * 3.9
63 5,1 6,4 4,3 * * * 6,3 * 6,3 140 17,1 17,1 7,8
64 3,8 2,9 4,5 * * * 7,8 * 7,8 * * * 0,0
65 32 13 39| 00 00 * 54 * 54 * * * 0,0
66 1,7 0,4 2,0 * * * 7,8 7,8 * 18,3 * 18,3 1,8
67 4,2 3,1 4,4 * * * 0,6 * 0,6 5,4 * 5,4 0,0
68 73 1,9 7,5 * * * 9,5 * 9,5 * * * 0,0
69 7,1 4,8 7,6 * * * 9,8 13,1 8,5 103 7,1 11,0 | 1,7
70 44 27 47 * * * * * * * * * 0,0
geom. MW 4,1 2,3 4,5 0,0 0,0 * 4,9 11,5 45 11,0 11,0 11,7 | 0,6
SF 15 25 15| 1,0 1,0 * 30 14 33| 1,7 19 18 | 48
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
121 1,8 44 13,5 | * * * | 275 43 288|130 * 130 2.1
122 4,9 4,0 5,0 * * * 7,1 * 7,1 * * * *
123 5,1 4,5 5,6 * * * 5,8 * 5,8 14,2 * 14,2 0,7
124 1,8 2,7 1,3 * * * 33 * 33 0,0 * 0,0 *
125 24 20 30 * * * 5,1 * 5,1 * * * 42
126 6,3 6,9 6,2 * * * * * * * * * 3,1
127 2,8 3,8 2,6 * * * 5,1 * 5,1 * * * 1,3
129 4,3 0,0 5,8 * * * 5,5 * 5,5 * * * 0,6
130 31 29 3.1 * * * 32 43 30| 97 36 98 | 53
geom. MW 4,1 2,6 4,2 * * * 6,0 4,3 6,0 5,7 3,6 4,1 1,9
SF 1.8 31 20 * * * 20 1,0 20| 45 1,0 91 | 24

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus®; ECF = “cosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 35: Apoptose-Indizes (%) der FAH der Kontrolltiere
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
1 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
2 0,039 0,097 0,000| 0,000 0,000 * 0,025 * 0,025 * * * 0,000
3 0,018 0,000 0,021 * * * 0,000 * 0,000 * * * *
4 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
5 0,028 0,000 0,035 * * * * * * * * * 0,000
6 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
7 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
8 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
9 0,085 0,152 0,066 * * * 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
geom. MW | 0,011 0,009 0,008 [ 0,000 0,000 * 0,005 0,000 0,005 * * * 0,000
SF 3,400 4,520 3,130( 1,000 1,000 * 1,910 1,000 1,910 * * * 1,000
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
61 0,023 0,052 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
62 0,037 0,000 0,045 * * * 0,198 0,000 0,200 * * * 0,000
63 0,073 0,000 0,119 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 0,000 0,000 [ 0,000
64 0,059 0,122 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
66 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 | 0,000
67 0,068 0,000 0,082 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
68 0,013 0,000 0,013 * * * 0,056 * 0,056 * * * 0,000
69 0,037 0,000 0,046 * * * 0,000 0,000 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000
70 0,018 0,000 0,021 * * * * * * * * * 0,000
geom. MW | 0,023 0,007 0,016 | 0,000 0,000 * 0,008 0,000 0,009 | 0,000 0,000 0,000 0,000
SF 2,920 3,590 3,900 1,000 1,000 * 4,380 1,000 4,730| 1,000 1,000 1,000 1,000
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
121 0,099 0,153 0,087 * * * 0,018 0,328 0,000 0,070 * 0,070 1 0,000
122 0,019 0,000 0,020 * * * 0,168 * 0,168 * * * *
123 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
124 0,049 0,124 0,000 * * * 0,000 * 0,000 ] 0,000 * 0,000 *
125 0,038 0,062 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
126 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * * * 0,000
127 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
129 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
130 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 0,035 0,000 0,035] 0,000
geom. MW | 0,012 0,012 0,007 * * * 0,008 0,036 0,006| 0,014 0,000 0,014 0,000
SF 3,750 5,230 3,000 * * * 3,870 22,560 3,750 4,390 1,000 4,390 1,000

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus®; ECF = “cosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);

MCEF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 36: Einzeltierwerte: Anzahl der FAH pro cm?® Leberfliche nach Verabreichung von Phe-

nobarbital
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
11 9,2 3,1 6,0 3,1 1,7 1,5 1,0 0,8 0,2 0,0 0,0 0,0 0,6
12 2,8 1,1 1,7 0,3 0,0 0,3 1,1 0,3 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
13 2,4 0,0 2,4 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
14 8,3 0,7 7,6 1,7 0,5 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,2
15 16,9 0,6 16,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5
16 5,7 2,6 3,1 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
17 0,9 0,9 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0
18 140 0,8 1321 05 0,3 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3
19 8,2 2,1 6,2 2,1 1,5 0,6 1,8 0,9 0,9 0,0 0,0 0,0 0,9
20 13,1 1,6 11,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6
geom. MW 6,1 1,0 3,9 0,5 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,6
SF 2,5 2,7 4,4 3.4 3,0 2,9 3,4 2,5 2,5 1,0 1,0 1,0 3,5
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
71 4,6 0,5 4,1 0,2 0,2 0,0 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,7
72 3,7 1,0 2,6 0,5 0,5 0,0 1,9 0,2 1,7 0,0 0,0 0,0 1,0
73 0,8 0,5 0,3 2,3 2,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0
74 7,5 1,3 6,2 1,7 0,8 0,9 1,1 0,4 0,8 0,0 0,0 0,0 0,6
75 5,0 1,5 3,5 1,2 1,2 0,0 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,2
76 4,0 2,0 2,0 1,3 1,3 0,0 1,5 1,0 0,5 0,3 0,3 0,0 0,8
77 4,7 1,4 3,3 1,9 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4
78 4,7 1,7 3,0 1,4 0,8 0,6 1,1 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0 1,1
79 5,5 0,5 5,0 32 2,0 1,2 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
80 3.4 2,0 1,4 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7
geom. MW 3,9 1,1 2,5 1,0 0,9 0,2 0,5 0,2 0,4 0,1 0,1 0,0 0,6
SF 1,8 1,8 2,5 2,5 2,3 2,9 32 2,2 2,9 1,3 1,3 1,0 2.3
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
131 10,7 0,9 9,9 1,7 1,5 0,3 1,2 0,9 0,3 0,0 0,0 0,0 0,6
132 2,1 0,8 1,3 0,5 0,3 0,3 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,3 0,0
133 12,5 2,9 9,6 4,9 3,8 1,2 0,6 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0
134 1,1 0,0 1,1 1,3 1,1 0,2 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0
135 3,3 0,7 2,6 5,2 2,2 3,0 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,7
136 2,2 1,7 0,5 4,7 4,7 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 1,5
137 91 0,3 8,8 1,0 0,8 0,3 1,3 0,0 1,3 0,5 0,0 0,5 0,0
138 12,1 1,2 10,8 3,0 2,7 0,2 1,2 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0
139 1,3 0,3 0,9 2,2 1,3 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
140 9,6 3,0 4.4 2,2 1,5 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
geom. MW 4.5 0,8 3,1 2,2 1,5 0,4 0,4 0,1 0,4 0,1 0,0 0,1 0,2
SF 2,7 3,0 32 2,1 2,3 2,7 2,9 2,0 2,8 1,8 1,0 1,8 3,0

BCF = “basophilic cell focus; CCF = “clear cell focus*; ECF = “cosinophilic cell focus*; geom. MW = geomet-

rischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); MCF = “mixed cell focus*; NAH =

nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 37: Einzeltierwerte: Zellzahl pro FAH-Querschnitt nach Verabreichung von Phenobarbi-

tal
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
11 101,3 122,3 90,5 | 151,9 104,0 206,6| 112,8 106,3 139,0 * * * 60,7
12 64,1 94,0 442 [1043,0 * 1043,0] 70,8 98,0 61,7 * * * *
13 73,3 * 73,3 | 139,0 * 139,0 * * * * * * *
14 63,2 66,0 629 | 580 60,5 57,0 * * * * * * 75,5
15 73,1 109,0 71,8 * * * * * * * * * 60,6
16 60,4 50,0 69,2 |413,0 413,0 * * * * * * * 35,0
17 79,5 79,5 * 167,0 167,0 * * * * * * * 68,6
18 135,6 52,3 1404| 940 59,0 129,0 * * * * * * 58,0
19 90,7 167,9 65,0 |211,3 1754 301,0| 153,5 173,0 134,0 * * * 140,3
20 68,7 63,5 695 * * * * * * * * * 59,7
geom. MW| 785 82,8 72,9 | 190,7 128,4 201,2]107,0 121,7 104,7 * * * 65,1
SF 1,3 1,5 1,4 2,4 2,1 2,7 1,5 1,4 1,6 * * * 1,5
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
71 54,1 53,5 542 |125,0 125,0 * 296,3 * 296,3 * * * 43,7
72 124,4 156,7 111,5]128,3 1283 * 99,6 21,0 107,5 * * * 50,7
73 81,0 80,0 83,0 | 185,8 185,8 * * * * * * * 78,3
74 119,2 113,7 120,3 | 231,4 256,8 211,2| 115,8 67,5 140,0 * * * 24,7
75 76,4 47,8 88,6 | 46,0 46,0 * 113,7 * 113,7 * * * 32,0
76 67,0 52,0 82,0 864 864 * 116,5 86,0 177,5(1120,0 1120,0 * 68,3
77 62,0 92,4 486 | 60,6 60,6 * * * * * * * 36,5
78 56,8 98,0 343 ] 81,4 60,3 113,0| 98,5 * 98,5 * * * 58,5
79 53,5 50,5 53,8 |106,7 64,4 1744|3170 * 317,0 * * * *
80 686 86,1 423 ]120,0 120,0 * * * * * * * 69,0
geom. MW| 73,0 77,1 66,4 |105,6 982 160,8]146,0 49,6 161,1[1120,0 1120,0 * 48,1
SF 1,4 1,5 4,5 1,6 1,7 1,4 1,7 2,1 1,6 1,0 1,0 * 1,5
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
131 86,2 81,3 86,6 | 126,7 92,0 300,0| 66,3 70,7 53,0 * * * 116,5
132 129,1 179,0 99,2 | 157,0 10,0 304,0 * * * 116380 * 1638,0] *
133 79,4 109,3 704 | 146,4 147,2 143,8| 104,0 * 104,0 * * * *
134 59,6 * 59,6 | 652 71,8 32,0 | 38,0 * 48,0 * * * *
135 77,6 59,5 82,7 | 182,7 135,0 218,5| 116,0 * 116,0 * * * 31,0
136 92,1 85,6 115,0] 65,3 653 * 901,0 * 901,0 * * * 53,0
137 101,5 94,0 101,8]173,3 57,0 522,0| 652,8 * 652,8 | 605,0 * 605,0 *
138 109,0 102,8 109,7|157,4 141,8 329,0] 339,2 * 339,2 * * * *
139 87,8 52,0 99,7 |407,6 52,5 881,0 * * * * * * 25,0
140 77,4 101,8 61,1 | 76,8 943 41,7 * * * * * * *
geom. MW| 88,1 90,7 86,4 | 134,5 71,4 202,7]179,7 70,7 180,0| 995,4 * 995,4 46,8
SF 1,2 1,4 1,3 1,8 2,2 3,0 33 1,0 33 2,0 * 2,0 2,0

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus®; ECF = “ecosinophilic
cell focus*; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCEF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 38: Einzeltierwerte: Labelling-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von Phenobar-

bital
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
11 11,4 13,7 9,8 17,3 194 16,2 | 12,2 14,1 6,5 * * * 11,5
12 12,0 17,6 4,2 11,8 * 11,8 | 2,1 3,1 1,6 * * * *
13 7,3 * 7,3 18,7 * 18,7 * * * * * * *
14 7,7 202 64 6,4 6,6 6,3 * * * * * * 7,4
15 3,1 1,4 3,2 * * * * * * * * * 1,3
16 237 31,6 18,8 | 29,3 29,3 * * * * * * * 8,6
17 4,1 4,1 * 3,6 3,6 * * * * * * * 8.8
18 11,4 19,7 11,2 ] 27,1 16,9 31,8 * * * * * * 0,0
19 7,6 6,7 8,4 18,2 8,9 31,7 | 151 152 14,9 * * * 6,4
20 5,8 9,7 53 * * * * * * * * * 2,8
geom. MW | 8,1 10,1 7,3 13,7 11,3 16,8 | 73 8,7 5,39 * * * 3,5
SF 1,8 2,7 1,7 2,1 2,2 1,9 2,9 2,5 3,1 * * * 4,3
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
71 1,8 2,8 1,7 12,0 12,0 * 11,9 * 11,9 * * * 1,5
72 8.4 12,8 6,0 12,7 12,7 * 6,8 0,0 6,9 * * * 6,6
73 6,6 6,3 7,2 53 53 * * * * * * * 6,4
74 150 124 15,5 32,1 343 299 | 20,6 43,7 15,0 * * * 16,2
75 13,6 63 153 ] 10,0 10,0 * 8,8 * 8,8 * * * 21,9
76 6,3 4,6 7,3 5,1 5,1 * 132 93 169 | 5.5 5,5 * 4,9
77 4,7 5,9 3,7 1,7 1,7 * * * * * * * 5,5
78 4,6 3,6 6,1 10,3 6,6 13,3 7,6 * 7,6 * * * 2,6
79 6,1 1,0 6,6 6,6 4,3 7,9 3,6 * 3,6 * * * *
80 3,2 2,7 4,7 2,5 2,5 * * * * * * * 1,4
geom. MW | 6,0 4,6 6,3 7,2 6,6 147 | 9,1 3,9 9,1 5,5 5,5 * 5,1
SF 1,9 2,1 1,9 2,4 2,4 2,0 1,7 18,8 1,7 1,0 1,0 * 2,6
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
131 8,0 1,2 8,5 6,2 4.8 8,3 8,3 9,9 53,0 * * * 1,3
132 2,7 3,2 2,2 347 0,0 359 * * * 14,0 * 14,0 *
133 148 159 143 ] 20,8 23,1 134 | 8,7 * 8,7 * * * *
134 0,7 * 0,7 1,0 1,1 0,0 2,1 * 2,1 * * * *
135 7,2 4,2 7,8 6,6 1,9 8,8 0,4 * 0,4 * * * 4,8
136 7,5 8,7 43 5,2 5,2 * 7,0 * 7,0 * * * 4,6
137 42 6,4 42 13,7 99 149 | 44 * 4,4 4,8 * 4,8 *
138 5,2 3,3 5,5 5,6 5,7 5,2 6,0 * 6,0 * * * *
139 2,6 0,0 3,0 6,1 1,4 6,5 * * * * * * 0,0
140 5,8 6,7 4,7 8,7 7,1 16,0 * * * * * * *
geom. MW | 4,6 3,3 43 7,6 3,2 7,0 3,8 9,9 5,0 8,2 * 8,2 1,4
SF 2,3 3,9 2,3 2,6 4,1 4,7 2,9 1,0 4,3 2,1 * 2,1 5,1

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus®; ECF = “ecosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);

MCEF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab.39: Einzeltierwerte: Apoptose-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von Phenobarbi-

tal
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
11 0,000 0,000 0,000{ 0,132 0,120 0,138 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
12 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000 0,000 0,000 * * * *
13 0,303 * 0,303 | 0,000 * 0,000 * * * * * * *
14 0,140 0,000 0,154| 0,246 0,000 0,351 * * * * * * 0,000
15 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * * * 0,000
16 0,000 0,000 0,000 0,000 0,242 * * * * * * * 0,000
17 0,000 0,000 * 0,000 0,000 * * * * * * * 0,000
18 0,054 0,637 0,041 0,532 1,695 0,000 * * * * * * 0,000
19 0,118 0,085 0,147 0,203 0,000 0,498 0,109 0,000 0,249 * * * 0,000
20 0,029 0,000 0,033 * * * * * * * * * 0,279
geom. MW | 0,020 0,010 0,024 ] 0,031 0,038 0,034] 0,012 0,000 0,016 * * * 0,007
SF 5,910 6,430 6,150 9,300 13,770 10,820| 6,740 1,000 10,860 * * * 4,490
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
71 0,092 0,000 0,103 1,600 1,600 * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
72 0,115 0,319 0,000 0,260 0,260 * 0,091 0,000 0,093 * * * 0,000
73 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * 0,000
74 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000] 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
75 0,065 0,348 0,000 | 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
76 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000
77 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * 0,000
78 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * * * 0,000
79 0,000 0,000 0,000 | 0,288 0,000 0,459 0,000 * 0,000 * * * *
80 0,097 0,129 0,000 | 0,000 0,000 * * * * * * * 0,000
geom. MW | 0,014 0,014 0,006| 0,017 0,011 0,019 0,006 0,000 0,006 0,000 0,000 * 0,000
SF 5,030 7,390 2,790(10,750 8,900 15,460| 3,240 1,000 3,280 1,000 1,000 * 1,000
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
131 0,031 0,000 0,034 0,000 0,000 0,000[ 0,377 0,000 1,887 * * * 0,000
132 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 *
133 0,029 0,091 0,000| 0,121 0,157 0,000 | 0,000 * 0,000 * * * *
134 0,000 * 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * * * *
135 0,000 0,000 0,000 | 0,039 0,000 0,057 0,000 * 0,000 * * * 0,000
136 0,121 0,167 0,000 | 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
137 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 *
138 0,000 0,000 0,000 | 0,053 0,064 0,000 0,000 * 0,000 * * * *
139 0,000 0,000 0,000| 0,035 0,000 0,038 * * * * * * 0,000
140 0,086 0,164 0,000| 0,145 0,000 0,800 * * * * * * *
geom. MW | 0,011 0,013 0,005] 0,016 0,008 0,012] 0,008 0,000 0,010 0,000 * 0,000 | 0,000
SF 4,130 5,870 1,970 1,670 3,950 6,630] 5,580 1,000 10,250| 1,000 * 1,000 | 1,000

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus*; ECF = “eosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);

MCEF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 40: Einzeltierwerte: Anzahl der FAH pro cm” Leberfliche nach Verabreichung von

Chloroform
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
21 5,7 3,1 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3
22 4,0 1,5 2,5 0,0 0,0 0,0 2,3 1,3 1,0 0,0 0,0 0,0 0,5
24 251 59 192 00 00 00| 07 00 0700 00 00/ 03
25 3,7 0,9 2,8 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,5
26 7,8 2,5 53 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,2
27 61 19 41 |00 00 00 08 00 081 06 00 061 00
28 6,6 3,2 34 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,2 0,5 0,0 0,5 0,7
29 120 29 9,1 0,0 0,0 0,0 2,9 0,3 2,6 0,0 0,0 0,0 0,3
30 8,9 2,2 6,7 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 1,0
geom. MW 75 24 4900 00 00] 09 02 o081 01 00 01/ 04
SF 1,8 1,7 2,0 1,0 1,0 1,0 3,2 2.4 3,0 2,1 1,0 2,1 2,0
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
82 6,0 1,1 4,9 0,0 0,0 0,0 0,9 21,0 06 0,2 0,0 0,2 1,1
83 134 16 11,8 00 00 00 | 02 * 02 | 02 00 02 ] 02
86 96 10 86|00 00 00| 12 00 12|00 00 00| 08
89 31,0 1,3 29,7 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 2,0
90 90 08 82100 00 00/ 05 00 0503 00 03]/ 13
geom. MW 11,6 1,1 10,4 | 0,0 0,0 0,0 0,5 0,4 0,0 0,2 0,0 0,2 0,9
SF 1,9 1,3 2,0 1,0 1,0 1,0 2,1 14,5 2,0 1,6 1,0 1,6 2.3
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
141 57 18 39100 00 00/ 15 00 15|00 00 00/ 03
142 276 40 23,6 | 0,0 0,0 0,0 1,6 0,3 1,2 0,6 0,0 0,6 0,6
145 209 36 173 00 00 00 [ 12 00 12|00 00 00/ 09
146 135 19 11,6 00 00 00| 02 00 02100 00 00| 09
147 12,5 1,9 10,5 | 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 1,7 0,3 0,0 0,3 1,9
149 83 15 68100 00 00|15 03 1200 00 00/ 03
150 15,4 1,9 13,5 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 2,5
geom. MW | 132 22 109] 00 00 00| 1,1 o1 10] 02 00 02] 08
SF 1,7 1,5 1,8 1,0 1,0 1,0 2,0 1,7 1,9 2,1 1,0 2,1 2.3

BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus®; ECF = “eosinophilic cell focus“; geom. MW = geomet-

rischer Mittelwert; GST-P =

NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor

Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); MCF= “mixed cell focus®;
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Tab. 41: Einzeltierwerte: Zellzahlen pro FAH/Querschnitt nach Verabreichung von Chloro-

form
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
21 62,6 65,7 58,9 * * * * * * * * * 18,0
22 70,7 67,5 72,6 * * * 115,6 135,6 90,5 * * * 59,5
24 105,6 105,9 105,6 * * * 132155 * 32155 * * * 67,0
25 129,8 116,8 1342 * * * 67,4 * 67,4 * * * 52,0
26 69,0 56,9 74,8 * * * 67,7 * 67,7 * * * 21,0
27 57,5 46,9 624 * * * 45,0 * 45,0 | 193,5 * 193,5 *
28 109,3 142,1 78,9 * * * 103,0 * 103,0] 128,0 * 128,01 27,0
29 114,7 113,5 115,1 * * * 395,9 141,0 421,44 * * * 31,0
30 75,7 80,7 74,1 * * * 98,1 * 98,1 * * * 62,0
geom. MW | 84,9 832 832 * * * 153,3 1383 1499| 157,4 * 157,41 37,7
SF 1,4 1,5 1,3 * * * 4,0 1,0 4,1 1,3 * 1,3 1,7
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
82 54,0 83,6 47,6 * * * 69,5 67,0 70,3 |344,0 * 344,01 63,0
83 93,4 113,1 90,7 * * * 127320 *  2732,0] 364,0 * 364,0 56,0
86 99,9 322,0 74,0 * * * 539,5 * 539.,5 * * * 49,8
89 97,0 138,8 95,2 * * * 410,0 * 410,0 * * * 108,8
90 77,6 66,0 78,7 * * * 67,5 * 67,5 | 141,0 * 141,0| 64,0
geom. MW | 82,4 122,8 75,1 * * * 3094 67,0 310,1| 260,4 * 260,41 65,7
SF 1,3 1,8 1,3 * * * 4,7 1,0 4,7 1,7 * 1,7 1,4
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg
141 65,4 70,2 63,2 * * * 136,6 * 136,6 * * * 93,0
142 102,0 139,7 95,6 * * * 161,2 52,0 188,5| 204,5 * 204,51 35,0
145 106,6 96,8 108,7 * * * 109,8 * 109,8 * * * 95,3
146 101,8 66,0 107,7 * * * 217,0 * 217,0 * * * 67,3
147 99,0 127,9 93,7 * * * 128,3 * 128,31 139,0 * 139,0 | 1454
149 84,4 71,2 873 * * * 656,6 2589,0 173,5 * * * 52,0
150 87,7 135,8 80,9 * * * 172,3 * 172,3 * * * 64,8
geom. MW | 91,4 964 89,7 * * * 185,7 366,9 157,0| 168,6 * 168,6 | 72,2
SF 1,2 1,4 1,2 * * * 1,8 15,9 1,3 1,3 * 1,3 1,6

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus“; CCF = “clear cell focus®; ECF = “cosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);

MCEF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 42: Einzeltierwerte: Labelling-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von Chloro-

form
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
21 10,3 9,3 11,7 * * * * * * * * * 5,6
22 21,9 15,6 255 * * * 19,1 19,0 19,3 * * * 9,2
24 16,9 8,5 19,4 * * * 7,0 * 7,0 * * * 4,5
25 19,3 22,5 183 * * * 25,5 * 25,5 * * * 31,7
26 6,6 4.8 7,3 * * * 7,4 * 7,4 * * * 4.8
27 9,4 7,9 9,9 * * * 31,1 * 31,1 | 24,3 * 24,3 *
28 20,1 23,1 15,1 * * * 33,0 * 33,0 | 40,2 * 40,2 | 21,0
29 9,0 9,0 9,0 * * * 31,8 16,3 323 * * * 0,0
30 8,6 8,5 8,6 * * * 19,2 * 19,2 * * * 15,3
geom. MW | 124 10,7 12,8 * * * 18,8 17,6 18,9 | 31,3 * 31,3 6,0
SF 1,6 1,7 1,5 * * * 1,9 1,1 1,9 1,4 * 1,4 5,2
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
82 9,9 5,5 11,6 * * * 7,9 6,0 8,5 17,7 * 17,7 | 11,4
83 4,1 3,2 42 * * * 1,4 * 1,4 19,8 * 19,8 1,8
86 17,7 17,7 17,7 * * * 17,1 * 17,1 * * * 9,5
89 6,6 3,3 6,8 * * * 1,2 * 1,2 * * * 1,7
90 8,0 4.5 8,3 * * * 8,1 * 8,1 9,9 * 9,9 4,4
geom. MW 8,2 5,4 8,7 * * * 4,5 6,0 4,6 15,2 * 152 | 43
SF 1,7 2,0 1,7 * * * 3,2 1,0 3,3 1,5 * 1,5 2,5
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg
141 11,0 7,6 12,7 * * * 25,8 * 25,8 * * * 15,1
142 8,3 6,1 8,8 * * * 14,6 13,5 14,7 | 21,3 * 21,3 | 11,4
145 11,4 154 10,6 * * * 13,4 * 13,4 * * * 17,1
146 9,5 18,4 8,7 * * * 0,5 * 0,5 * * * 11,9
147 4,5 5,3 43 * * * 4,7 * 4,7 13,7 * 13,7 1 2.8
149 9,2 11,2 8,9 * * * 20,9 239 9,7 * * * 19,2
150 3,8 49 3,6 * * * 10,3 * 10,3 * * * 1,2
geom. MW | 7.7 8,7 7,5 * * * 8,1 17,9 7,3 17,1 * 17,1 8,1
SF 1,6 1,7 1,6 * * * 4,0 1,5 3.8 1,4 * 1,4 2,9

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF

MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF= Streufaktor

“basophilic cell focus™; CCF = “clear cell focus*; ECF = “eosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);




9 Anhang

187

Tab. 43: Einzeltierwerte: Apoptose-Indizes (%) der FAH nach der Verabreichung von Chloro-

form
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
21 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * * * 0,000
22 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
24 0,000 0,000 0,000 * * * 0,031 * 0,031 * * * 0,000
25 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
26 0,043 0,000 0,058 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
27 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 *
28 0,000 0,054 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
29 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
30 0,000 0,000 * * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,403
geom. MW [ 0,005 0,005 0,006 * * * 0,005 0,000 0,005 0,000 * 0,000 | 0,007
SF 2,210 2,380 2,570 * * * 2,060 1,000 2,060 | 1,000 * 1,000 | 5,110
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
82 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
83 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,275 * 0,275 | 0,000
86 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
89 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
90 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
geom. MW | 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000] 0,016 * 0,016 | 0,000
SF 1,000 1,000 1,000 * * * 1,000 1,000 1,000(11,500 * 11,500| 1,000
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
141 0,081 0,238 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
142 0,011 0,000 0,014 * * * 0,000 0,000 0,000 0,244 * 0,244 | 0,000
145 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
146 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
147 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
149 0,000 0,000 0,000 * * * 0,457 0,579 0,000 * * * 0,000
150 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
geom. MW | 0,007 0,007 0,005 * * * 0,008 0,048 0,000 0,031 * 0,031 | 0,000
SF 3,120 4,680 1,610 * * * 6,000 33,710 1,000|18,300 *  18,300| 1,000

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus“; CCF = “clear cell focus®; ECF = “cosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCEF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 44: Einzeltierwerte: Anzahl der FAH pro cm” Leberfliche nach Verabreichung von Wy-

eth-14,643
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
31 10,3 1,3 9,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,2 0,4 0,0 0,0 0,0 1,7
32 13,5 0,2 1331 0,0 0,0 0,0 2,7 0,0 2,7 0,0 0,0 0,0 0,2
33 10,1 1,0 9,1 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,5
34 8,6 0,5 8,1 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 1,4
35 16,8 0,7 16,0 | 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 1,7
36 17,5 1,7 159 1| 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 2,1
37 28,7 3,0 257 | 00 0,0 0,0 2,2 0,0 2,2 0,2 0,0 0,2 1,6
38 81,7 0,5 8121 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 1,4 0,2 0,0 0,2 2,1
39 179 02 17,7 | 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0 0,6 0,2 0,0 0,2 3,2
40 12,5 0,0 1251 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
geom. MW | 16,9 0,6 159 | 0,0 0,0 0,0 1,0 0,1 1,0 0,1 0,0 0,1 1,0
SF 1,9 2,8 2,0 1,0 1,0 1,0 2,2 1,3 2,3 1,5 1,0 1,5 3,1
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
91 10,1 0,2 9,8 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0 0,5
92 158 0,7 15,1 0,0 0,0 0,0 34 0,2 3,2 0,2 0,0 0,2 0,2
93 17,8 6,7 11,1 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 3,0 0,2 0,0 0,2 1,8
94 4,4 0,8 3,6 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 1,5
95 12,3 1,8 10,6 | 0,0 0,0 0,0 1,8 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 0,2
96 255 0,0 0,0 0,2 0,0 0,2 1,5 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0
97 14,1 112 29 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,8 0,4 0,0 0,4 1,3
98 3,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0
99 11,6 3,8 7,8 0,0 0,0 0,0 1,8 0,2 1,6 0,2 0,0 0,2 1,6
100 8,8 2,1 6,7 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 1,9 1,0 0,5 0,5 0,2
geom. MW | 10,7 1,0 7,8 0,1 0,0 0,1 1,8 0,1 1,7 0,2 0,1 0,2 0,5
SF 1,9 53 2,0 1,3 1,0 1,3 1,5 1,4 1,5 2,1 1,6 1,8 3,2
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
151 159 2,3 13,6 | 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0 1,2
152 13,8 5,5 8,3 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 2,6
153 9,4 0,9 8,5 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,2
154 19,7 7,7 1201 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 2,4
155 196 82 1141 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 1,6
156 254 12,7 12,7 | 0,0 0,0 0,0 2,6 0,0 2,6 0,5 0,0 0,5 2,9
157 30,0 10,3 19,7 | 0,0 0,0 0,0 2,5 0,3 2,3 0,5 0,0 0,5 1,3
158 8,5 0,3 8,2 0,0 0,0 0,0 6,0 0,5 5,5 0,3 0,0 0,3 2,5
159 5,6 0,7 4,8 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 4,8
160 13,4 1,0 1231 0,0 0,0 0,0 2,3 0,0 2,3 0,0 0,0 0,0 0,8
geom. MW | 144 2,7 10,5| 0,0 0,0 0,0 1,8 0,1 1,7 0,2 0,0 0,2 1,6
SF 1,7 3,8 1,5 1,0 1,0 1,0 1,8 1,8 1,8 2,0 1,0 2,0 2,4

BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus®; ECF = “eosinophilic cell focus“; geom. MW = geomet-

rischer Mittelwert; GST-P =

Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); MCF

NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor

= “mixed cell focus®;
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Tab. 45: Einzeltierwerte: Zellzahl pro FAH-Querschnitt nach Verabreichung von Wyeth-

14,643
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
31 79,8 111,5 75,1 * * * 175,7 79,0 224,0 * * * 97,6
32 75,3 217,0 72,7 * * * 284,3 * 284,3 * * * 75,0
33 60,9 61,8 60,8 * * * 90,7 * 90,7 * * * 46,0
34 624 920 60,6 * * * 814,5 * 814,5 * * * 97,5
35 98,2 141,3 96,3 * * * 156,0 * 156,0 * * * 52,7
36 77,1 1409 704 * * * 132,7 * 132,7 * * * 104,3
37 93,5 1469 87,1 * * * 177,8 * 177,8 | 313,0 * 313,0| 55,1
38 184 93,0 18,0 * * * 309,5 * 309,5 | 241,0 * 241,01 99,1
39 64,2 250 64,7 * * * 133,3 * 133,3 | 135,0 * 135,0 59,0
40 80,4 * 80,4 * * * 638,0 * 638,0 * * * *
geom. MW| 659 99,2 64,8 * * * 226,6 79,0 232,21216,8 * 216,8 | 72,9
SF 1,6 1,9 1,6 * * * 2,0 1,0 2,0 1,5 * 1,5 1,4
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
91 66,3 550 66,6 * * * 123,2 * 123,2 * * * 88,0
92 73,8 39,7 754 * * * 705,9 55,0 752,4]412,0 * 412,0| 36,0
93 79,7 752 823 * * * 252,7 * 252,71 112,0 * 112,0| 61,7
94 83,9 71,0 86,6 * * * 154,9 * 154,9 * * * 46,4
95 62,0 73,0 60,1 * * * 110,6 * 110,6 * * * 43,0
96 103,7 * 103,7 | 159,0 * 159,0 | 398,4 * 398,4 * * * *
97 110,0 112,5 100,2 * * * 11240,5 *  1240,5] 367,0 * 367,0| 36,4
98 89,8 * 89,8 * * * 112189 * 12189 * * * *
99 129,2 89,5 148,4 * * * 260,6 80,0 286,4| 115,0 * 115,0| 115,4
100 76,2 673 79,0 * * * 130,1 * 130,11 130,5 44,0 130,5| 51,0
geom. MW| 85,3 70,0 86,5 | 159,0 * 159,0 | 308,0 66,3 313,0] 191,0 44,0 191,0] 55,0
SF 1,3 1,4 1,3 1,0 * 1,0 2,5 1,3 2,5 1,9 1,0 1,9 1,5
13 Wochen| CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
151 123,1 158,5 117,1 * * * 481,5 * 481,5 * * * 123,0
152 119,5 101,2 131,6 * * * 104,3 * 104,3 * * * 105,8
153 140,5 114,5 143,3 * * * 519,5 * 519,5 * * * 63,0
154 124,1 126,6 122,5 * * * 427,6 * 427,6 * * * 62,4
155 88,3 108,2 74,0 * * * 144,7 * 144,7 * * * 48,7
156 93,2 90,6 95,8 * * * 502,8 * 502,81 114,5 * 114,5] 53,8
157 87,5 98,0 82,0 * * * 321,6 65,0 350,1(1105,0 * 1105,0] 146,6
158 137,8 111,0 138,7 * * * 261,5 110,0 276,6 207,0 * 207,01 112,8
159 109,4 167,0 100,8 * * * 127,9 * 127,9 * * * 107,1
160 141,7 100,5 145,1 * * * 317,2 * 317,2 * * * 77,7
geom. MW| 114,7 115,3 1123 * * * 185,7 84,6 282,1]297,0 * 297,0| 84,4
SF 1,2 1,2 1,3 * * * 1,8 1,5 1,8 3,2 * 3,2 1,5

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus*; ECF = “eosinophilic
cell focus*; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF= Streufaktor
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Tab. 46: Einzeltierwerte: Labelling-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von Wyeth-

14,643
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
31 31,6 18,5 344 * * * 52,2 39,2 54,5 * * * 17,0
32 22,3 6,9 23,1 * * * 31,5 * 31,5 * * * 2,7
33 36,1 243 374 * * * 452 * 452 * * * 22.8
34 28,7 31,5 285 * * * 37,4 * 37,4 * * * 8,2
35 330 3,5 349 * * * 50,6 * 50,6 * * * 6,0
36 29,1 18,1 31,5 * * * 64,6 * 64,6 * * * 9,9
37 26,0 13,7 284 * * * 314 * 31,4 | 46,3 * 46,3 | 14,3
38 30,5 8,1 31,2 * * * 32,2 * 32,2 | 63,1 * 63,1 | 152
39 522 40 524 * * * 54,0 * 540 | 44 * 4.4 16,3
40 47,1 * 47,1 * * * 35,5 * 35,5 * * * *
geom. MW | 326 11,2 34,0 * * * 42,1 39,2 423 ] 23,5 * 23,5 | 10,7
SF 1,3 2,2 1,3 * * * 1,3 1,0 1,3 43 * 43 1,9
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
91 14,8 1,8 15,1 * * * 18,5 * 18,5 * * * 2,8
92 12,3 9,2 12,4 * * * 20,5 7,3 20,6 1,2 * 1,2 | 333
93 20,1 251 174 * * * 16,0 * 16,0 | 384 * 384 | 17,7
94 13,8 13,7 13,8 * * * 23,6 * 23,6 * * * 16,4
95 120 5,7 13,2 * * * 20,3 * 20,3 * * * 16,3
96 24,5 * 24,5 8,8 * 8,8 | 24,7 * 24,7 * * * *
97 30,0 31,0 259 * * * 29,1 * 29,1 | 354 * 354 | 16,1
98 29,3 * 29,3 * * * 19,3 * 19,3 * * * *
99 139 11,8 14,5 * * * 159 5,0 16,3 | 43 * 43 8,3
100 259 19,1 27,8 * * * 16,7 * 16,7 | 39,1 455 39,1 | 43,1
geom. MW 185 11,1 184 | 8,8 * 8,8 | 20,1 6,0 2021 123 455 123 | 150
SF 1,4 2,5 1,4 1,0 * 1,0 1,2 1,3 1,2 4,9 1,0 4,9 2,3
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
151 27,3 250 279 * * * 23,8 * 23,8 * * * 22,0
152 152 13,2 16,2 * * * 222 * 222 * * * 13,2
153 232 155 23,8 * * * 26,9 * 26,9 * * * 36,5
154 17,5 18,8 16,6 * * * 15,7 * 15,7 * * * 12,4
155 15,1 16,0 142 * * * 8,1 * 8,1 * * * 25,0
156 16,5 179 152 * * * 6,4 * 6,4 8,7 * 8,7 9,6
157 20,5 23,8 184 * * * 459 21,5 464 | 224 * 224 | 16,5
158 152 10,8 153 * * * 12,7 6,8 129 | 17,9 * 179 | 4,6
159 22,7 184 23,8 * * * 11,3 * 11,3 * * * 20,5
160 26,5 27,1 264 * * * 18,1 * 18,1 * * * 26,2
geom. MW 19,5 18,0 19,2 * * * 16,3 12,1 164 | 152 * 152 | 16,3
SF 1,3 1,3 1,3 * * * 1,8 2,3 1,8 1,6 * 1,6 1,8

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus“; ECF = “eosinophilic
cell focus*; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 47: Einzeltierwerte: Apoptose-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von Wyeth-
14,643
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
31 0,053 0,000 0,065 * * * 10,000 0,000 0,000 * * * 10,000
32 0,095 0,000 0,100 * * * 10,032 * 0,032 * * * 10,000
33 0,123 0,000 0,137 * * * 10,092 * 0,092 * * * 10,000
34 0,401 0,000 0,437 * * * 10,184 * 0,184 * * * 10,171
35 0,201 0,000 0,214 * * * 10,000 * 0,000 * * * 10,000
36 0,185 0,000 0,224 * * * 10,000 * 0,000 * * * 10,000
37 0,136 0,045 0,154 * * * 10,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 0,000
38 0,016 0,000 0,016 * * * 10,000 * 0,000 0,000 * 0,000 0,000
39 0,389 0,000 0,391 * * * 10,000 * 0,000 0,000 * 0,000 0,000
40 0,976 * 0,146 * * * 10,000 * 0,000 * * * *
geom. MW | 0,154 0,005 0,139 * * * 10,010 0,000 0,010 0,000 * 0,000 0,006
SF 3,150 2,240 2,590 * * * 14,550 1,000 4,550 1,000 * 1,000 | 3,500
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
91 0,036 0,000 0,037 * * * 10,000 * 0,000 * * * 10,000
92 0,118 0,000 0,121 * * * 10,094 0,000 0,095] 0,000 * 0,000 0,000
93 0,086 0,201 0,022 * * * 10,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 0,180
94 0,000 0,000 0,000 * * * 10,065 * 0,065 * * * 10,000
95 0,029 0,000 0,035 * * * 10,000 * 0,000 * * * 10,000
96 0,040 * 0,040 | 0,000 * 0,000 0,072 * 0,072 * * * *
97 0,135 0,151 0,067 * * * 10,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 0,000
98 0,148 * 0,148 * * * 10,062 * 0,062 * * * *
99 0,045 0,066 0,038 * * * 10,528 0,000 0,549 | 0,000 * 0,000 | 0,000
100 0,284 0,165 0,316 * * * 10,000 * 0,000 0,860 1,136 0,766 | 0,000
geom. MW | 0,058 0,023 0,048 | 0,000 * 0,000( 0,021 0,000 0,021]0,012 1,136 0,011 | 0,006
SF 3,300 6,740 3,300 1,000 * 1,000 | 6,280 1,000 6,330|11,040 1,000 10,490 3,840
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
151 0,177 0,158 0,182 * * * 10,312 * 0,312 * * * 10,407
152 0,199 0,237 0,180 * * * 10,319 * 0,319 * * * 10,079
153 0,122 0,218 0,113 * * * 10,096 * 0,096 * * * 10,000
154 0,035 0,044 0,029 * * * 10,088 * 0,088 * * * 10,000
155 0,046 0,060 0,031 * * * 10,000 * 0,000 * * * 10,000
156 0,134 0,184 0,087 * * * 10,080 * 0,080 0,000 * 0,000 0,000
157 0,048 0,050 0,047 * * * 10,093 1,538 0,063| 0,090 * 0,090 0,000
158 0,047 0,000 0,048 * * * 10,000 0,000 0,000]| 0,000 * 0,000 0,000
159 0,000 0,000 0,000 * * * 10,000 * 0,000 * * * 10,093
160 0,231 0,000 0,244 * * * 10,000 * 0,000 * * * 10,858
geom. MW | 0,067 0,041 0,060 * * * 10,033 0,078 0,032 0,011 * 0,011 0,020
SF 3,360 5,540 3,380 * * * 16,590 67,270 6,46060,400 * 6,040 | 8,900

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus“; CCF = “clear cell focus®; ECF = “ecosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 48: Einzeltierwerte: Anzahl der FAH pro cm?” Leberfliche nach Verabreichung von Ethi-

nylestradiol
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
41 1,9 0,8 1,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
42 16,2 1,2 160 | 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0
43 5,5 1,8 3,7 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 0,3
44 9,2 4,5 4,7 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 1,0
45 13,0 2,9 10,1 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0 0,6 0,3 0,0 0,3 0,3
46 144 1,9 1251 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,8
47 16,6 44 122 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 1,2 0,3 0,0 0,3 1,8
48 6,1 0,6 5,5 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 2,3
49 5,8 34 2,5 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,3 0,3 0,0 0,3 1,5
50 7,2 1,0 6,2 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0
geom. MW 8,1 1,8 5,8 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,7 0,1 0,0 0,1 0,5
SF 1,9 2,0 2,3 1,0 1,0 1,0 2,3 1,0 2,3 1,7 1,0 1,7 3,5
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
101 11,3 2,9 8.4 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 1,291 0,0 0,0 0,0 1,3
102 8,2 1,2 7,0 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 1,241 0,2 0,0 0,2 0,2
103 10,9 4,0 7,0 0,0 0,0 0,0 2,2 0,2 1,99 1,7 0,0 1,7 0,7
104 20,6 4,6 159 | 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,291 0,9 0,0 0,9 2,9
105 10,7 1,4 9,4 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0 2,081 0,0 0,0 0,0 1,4
106 13,1 3,8 9,3 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 1,191 1,0 0,0 1,0 0,2
107 7.4 0,6 6,8 0,0 0,0 0,0 4,6 0,3 427 2,3 0,0 2,3 0,3
108 11,2 3,9 7,3 0,2 0,0 0,2 0,6 0,0 0,611 0,2 0,0 0,2 0,6
109 146 6,6 8,0 0,0 0,0 0,0 2,5 0,3 2,201 1,1 0,0 1,1 0,6
110 147 32 1141 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,691 2,1 0,0 2,1 2,1
geom. MW | 11,8 1,8 8,7 0,1 0,0 0,1 1,3 0,1 1,3 0,6 0,0 0,6 0,7
SF 13 20 13|13 10 13|22 1,6 22|34 10 34| 24
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
161 6,1 1,7 4.5 0,3 0,3 0,0 1,4 0,0 1,4 1,1 0,0 1,1 1,4
162 149 37 1131 0,0 0,0 0,0 2,1 0,3 1,8 1,8 0,3 1,5 1,8
163 20,6 1,7 189 | 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0 2,1 2,1 0,0 2,1 0,0
164 13,0 2,7 103 | 0,0 0,0 0,0 34 0,0 34 1,1 0,0 1,1 2,5
165 20,6 2,3 1841 0,3 0,0 0,3 3,5 0,3 3,3 1,5 0,0 1,5 0,8
166 16,5 4,1 12,41 0,0 0,0 0,0 1,9 0,3 1,6 0,3 0,0 0,3 0,8
167 340 2,8 31,2 00 0,0 0,0 4,6 0,0 4,6 5,0 0,6 4,3 0,3
168 20,1 1,8 183 | 0,0 0,0 0,0 5,0 0,0 5,0 2,6 0,3 2,3 0,8
169 16,7 24 1431 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0 2,1 2,4 0,0 2,4 1,5
geom. MW | 16,6 2,5 13,8 | 0,1 0,1 0,1 2,7 0,1 2,6 1,6 0,2 1,5 0,8
SF 1,6 1,4 1,7 1,5 1,4 1,4 1,6 1,7 1,6 2,2 2,0 2,2 2,7

BCF = “basophilic cell focus*“; CCF = “clear cell focus*; ECF = “eosinophilic cell focus®; geom. MW = geomet-

rischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); MCF = “mixed cell focus®;

NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 49: Einzeltierwerte: Zellzahl pro FAH nach Verabreichung von Ethinylestradiol

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
41 38,7 38,7 388 * * * * * * * * * *
42 116,1 118,3 115,9 * * * 11990,0 *  1990,0] * * * *
43 734 77,1 715 * * * 3144 * 3144 * * * 68,0
44 69,9 487 90,0 * * * 128,0 * 128,0 * * * 42,3
45 71,5 64,1 73,6 * * * 296,0 * 296,0 | 133,0 * 133,0| 65,0
46 85,3 92,6 842 * * * 167,0 * 167,0 * * * 30,3
47 97,1 111,7 91,7 * * * 173,0 * 173,0| 114,0 * 114,0| 51,3
48 455 68,0 42,9 * * * 496,8 * 496,8 * * * 40,9
49 55,9 58,7 52,0 * * * 5440 * 544,019073,0 * 9073,0] 73,2
50 684 653 689 * * * 356,0 * 356,0 * * * *
geom. MW | 68,8 70,4 69,2 * * * 343,1 * 343,11 516,2 * 516,2| 50,8
SF 1,4 1,4 1,4 * * * 2,3 * 2,3 12,0 * 12,0 1,4
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
101 54,9 48,6 57,2 * * * 451,0 * 451,0 * * * 57,5
102 54,6 574 54,1 * * * 98,2 * 98,2 | 212,0 * 212,01 52,0
103 53,8 74,6 41,9 * * * 161,7 48,0 175,91 230,3 * 230,3| 39,0
104 89,6 852 90,9 * * * 129,0 * 129,0 | 208,3 * 208,3| 72,5
105 73,1 30,0 79,5 * * * 300,7 * 300,7 * * * 483
106 80,2 58,6 89,1 * * * 581,0 * 581,0 | 280,8 * 280,8 | 10,0
107 108,5 137,5 106,1 * * * 326,2 698,0 301,4]426,4 * 426,4| 16,0
108 57,8 446 64,8 | 81,0 * 81,0 | 68,7 * 68,7 | 236,0 * 236,0 | 38,3
109 82,9 84,0 81,9 * * * 178,8 29,0 197,5]511,3 * 511,3| 15,5
110 143,4 194,0 129,2 * * * 2943 * 294,3 | 308,1 * 308,11 120,0
geom. MW | 75,9 70,7 75,6 | 81,0 * 81,0 | 212,8 99,0 215,0| 2864 * 286,4| 36,9
SF 1,4 1,7 1,4 1,0 * 1,0 2,0 5,5 2,0 1,4 * 1,4 2,2
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. | total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
161 81,7 61,3 894 ] 60,0 60,0 * 153,0 * 153,0| 237,0 * 237,0| 66,6
162 72,6 832 692 * * * 101,4 108,0 100,3]215,0 386,0 180,8| 51,5
163 86,0 90,2 85,6 * * * 100,3 * 100,3 | 220,0 * 220,0 *
164 118,2 82,4 127,5 * * * 2189 * 218,9 | 538,0 * 538,0| 114,7
165 136,5 88,3 142,5]579,0 * 579,0| 458,6 922,0 423,0]215,8 * 215,8 | 94,3
166 99,4 799 1058 * * * 187,7 101,0 202,2] 126,0 * 126,0 | 65,0
167 114,1 95,1 115,8 * * * 654,1 * 654,11 287,4 432,0 266,83 30,0
168 114,8 179,9 108,3 * * * 570,6 * 570,6 | 237,9 85,0 254,9] 498,7
169 128,6 91,6 134,7 * * * 128,7 * 128,7 | 453,3 * 453,31 50,0
geom. MW | 103,6 90,8 106,2| 186,4 60,0 579,0|223,8 215,9 223,4]258,1 242,0 253,1| 80,7
SF 1,2 1,3 1,3 5,0 1,0 1,0 2,1 3,5 2,1 1,5 2,5 1,6 2,3

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus®; ECF = “ecosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 50: Einzeltierwerte: Labelling-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von Ethiny-

lestradiol
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
41 6,6 43 8.4 * * * * * * * * * *
42 28,1 33,4 27,7 * * * 33,5 * 33,5 * * * *
43 14,3 8,9 17,2 * * * 27,3 * 27,3 * * * 2,9
44 37,6 29,4 41,8 * * * 24,6 * 24,6 * * * 2,4
45 18,8 10,4 21,0 * * * 42,7 * 42,7 | 18,0 * 18,0 | 15,4
46 21,1 12,2 22,6 * * * 40,1 * 40,1 * * * 8,8
47 12,6 13,4 122 * * * 16,8 * 16,8 | 28,1 * 28,1 | 12,3
48 20,9 13,2 224 * * * 31,8 * 31,8 * * * 7,7
49 21,9 26,5 149 * * * 50,2 * 50,2 | 24,5 * 24,5 8,5
50 29,6 15,8 31,7 * * * 49,0 * 49,0 * * * *
geom. MW | 19,2 14,3 20,0 * * * 33,3 * 33,3 | 23,2 * 232 | 6,9
SF 1,6 1,9 1,6 * * * 1,4 * 1,4 1,3 * 1,3 2,0
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
101 8,6 11,7 7,7 * * * 17,2 * 17,2 * * * 9,6
102 155 11,8 16,2 * * * 12,6 * 12,6 | 24,1 * 24,1 | 11,5
103 11,6 10,8 12,4 * * * 18,8 20,8 18,8 | 17,2 * 172 | 11,1
104 194 10,2 21,9 * * * 32,6 * 32,6 | 34,2 * 34,2 8,1
105 169 10,0 173 * * * 24,4 * 24.4 * * * 8,8
106 194 18,8 19,6 * * * 15,0 * 15,0 | 40,0 * 40,0 | 0,0
107 17,7 26,9 16,7 * * * 154 59 16,9 | 23,8 * 23,8 1 0,0
108 16,7 17,7 164 | 6,2 * 6,2 6,3 * 6,3 33,9 * 339 | 11,3
109 9,5 9,0 9,9 * * * 13,2 17,2 13,2 | 24,2 * 242 | 9,7
110 252 17,1 28,6 * * * 24,6 * 24,6 | 35,1 * 35,1 | 13,3
geom. MW | 153 13,6 157 | 6,2 * 6,2 16,6 12,8 16,7 | 28,1 * 28,1 4.4
SF 1,4 1,4 1,5 1,0 * 1,0 1,6 2,0 1,6 1,3 * 1,3 6,0
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
161 29,0 12,8 3321 0,0 0,0 * 344 * 344 | 43,0 * 43,0 | 13,2
162 20,7 9,8 25,0 * * * 283 30,6 279 31,7 32,6 313 | 12,6
163 27,3 13,7 28,6 * * * 35,2 * 352 | 37,3 * 37,3 *
164 26,6 8,7 29,7 * * * 26,5 * 26,5 | 46,8 * 46,8 | 4,1
165 27,4 8.4 28,8 | 33,2 * 332 | 44,3 69,5 40,0 | 41,5 * 41,5 | 13,8
166 21,9 12,9 24,1 * * * 16,0 31,7 14,7 | 34,1 * 34,1 7,7
167 18,5 9,9 19,2 * * * 30,9 * 30,9 | 21,7 144 23,5 | 26,7
168 21,7 4,8 24,5 * * * 10,7 * 10,7 | 25,2 10,6 258 | 7,0
169 33,3 9,0 36,1 * * * 23,9 * 23,9 | 55,5 * 55,5 6,4
geom. MW | 248 9,6 27,3 2,2 0,0 332 | 258 40,0 252 | 36,1 17,1 36,4 | 9.8
SF 1,2 1,4 1,2 | 45,5 1,0 1,0 1,6 1,6 1,5 1,4 1,8 1,3 1,8

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus“; ECF = “eosinophilic
cell focus*; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);

MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 51: Einzeltierwerte: Apoptose-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von Ethiny-

lestradiol
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
41 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * * * *
42 0,029 0,000 0,031 * * * 0,000 * 0,000 * * * *
43 0,065 0,000 0,100 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
44 0,000 0,000 0,000 * * * 0,391 * 0,391 * * * 0,000
45 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
46 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
47 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
48 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
49 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,011 * 0,011 | 0,000
50 0,000 0,000 0,000 * * * 0,112 * 0,110 * * * *
geom. MW | 0,006 0,000 0,007 * * * 1,010 * 0,010 0,010 * 0,006 | 0,000
SF 2,780 1,000 3,140 * * * 5,890 * 5,870 1,420 * 1,790 | 1,000
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
101 0,000 0,229 0,000 * * * 0,055 * 0,055 * * * 0,000
102 0,111 0,000 0,066 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
103 0,084 0,084 0,085 * * * 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
104 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
105 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
106 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
107 0,000 0,000 0,000 * * * 0,019 0,000 0,022 0,000 * 0,000 | 0,000
108 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
109 0,023 0,050 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
110 0,022 0,037 0,015 * * * 0,000 * 0,000 | 0,072 * 0,072 | 0,000
geom. MW | 0,011 0,013 0,008 | 0,000 * 0,000 | 0,006 0,000 0,006 | 0,006 * 0,006 | 0,000
SF 3,890 4,940 3,450 1,000 * 1,000 | 2,500 1,000 2,550] 2,780 * 2,780 | 1,000
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
161 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 | 0,211 * 0,211 | 0,000
162 0,000 0,100 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 {0,000 0,000 0,000 0,000
163 0,039 0,000 0,043 * * * 0,000 * 0,000 | 0,076 * 0,076 *
164 0,000 0,101 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
165 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,016 0,000 0,018 0,000 * 0,000 | 0,000
166 0,016 0,083 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
167 0,008 0,000 0,009 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0,000
168 0,011 0,000 0,013 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0,000
169 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,110 * 0,110 | 0,000
geom. MW | 0,007 0,011 0,006 ] 0,000 0,000 0,000 | 0,005 0,000 0,005] 0,012 0,000 0,012 0,000
SF 2,280 4,860 2,300( 1,000 1,000 1,000] 1,590 1,000 1,650] 5,610 1,000 5,600 | 1,000

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus*; ECF = “eosinophilic
cell focus*; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 52: Einzeltierwerte: Anzahl der FAH pro cm” Leberfliche nach Verabreichung von

PCB 126
1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
51 8,9 4,7 42 0,2 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
52 28,8 4.6 24,2 0,3 0,3 0,0 0,3 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5
53 8,5 2,3 6,2 0,0 0,0 0,0 0,9 0,3 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0
54 8,4 2,8 5,6 0,3 0,0 0,3 0,8 0,5 0,3 0,3 0,0 0,3 0,5
55 8,1 0,3 7,8 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
56 22,0 3,6 184 ] 04 0,0 0,4 2,4 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 1,2
57 26,5 2,3 24,2 0,3 0,0 0,3 1,2 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0
58 7,3 32 4,1 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,8
59 10,9 5,0 5,9 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0 0,6 0,3 0,0 0,3 0,8
60 7,6 1,0 6,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
geom. MW | 11,8 2,3 8,5 0,2 0,1 0,2 0,5 0,1 0,4 0,1 0,0 0,1 0,3
SF 1,7 2,5 2,0 1,8 1,4 1,8 2,9 1,8 3,1 1,5 1,0 1,5 2,8
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
111 124 32 9,1 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,5
112 8.4 2,4 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
113 10,9 5,5 5,3 0,0 0,0 0,0 2,9 0,7 2,2 0,2 0,0 0,2 0,2
114 10,3 5,5 4.8 0,3 0,0 0,3 1,8 0,3 1,5 0,0 0,0 0,0 2,0
115 12,6 5,8 6,7 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,4
116 8.4 2,8 5,6 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 0,3
117 9,7 3,5 6,1 0,0 0,0 0,0 0,5 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
118 6,3 2,8 3,5 0,2 0,0 0,2 1,0 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0
119 20,7 3,1 17,6 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,7
120 10,3 4,7 5,5 0,0 0,0 0,0 1,1 0,3 1,4 0,0 0,0 0,0 1,1
geom. MW | 10,5 3,8 6,4 0,1 0,0 0,1 0,8 0,2 0,7 0,1 0,0 0,1 0,4
SF 1,4 1,4 1,5 1,4 1,0 1,4 2,7 2,1 3,2 1,3 1,0 1,3 2,9
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
171 18,1 4,9 13,3 0,4 0,4 0,0 3,8 1,5 2,4 0,2 0,0 0,2 0,9
172 26,2 5,8 20,3 0,2 0,0 0,2 0,6 0,2 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0
173 1,0 22 8,8 0,3 0,3 0,0 0,3 0,0 0,3 0,3 0,0 0,3 0,3
174 18,7 2.8 15,9 0,5 0,2 0,2 1,4 0,2 1,2 0,0 0,0 0,0 0,2
175 8,8 2,3 6,5 0,3 0,3 0,0 1,8 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0
176 10,6 3,7 6,9 0,0 0,0 0,0 3,2 1,8 1,4 0,0 0,0 0,0 1,4
177 5,7 1,9 3,8 0,3 0,3 0,0 0,8 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,3
179 15,6 3.8 11,8 0,3 0,3 0,0 0,3 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,8
geom. MW | 13,0 3,2 9,7 0,3 0,2 0,1 1,0 0,3 0,9 0,1 0,0 0,1 0,3
SF 1,6 1,5 1,7 1,6 1,7 1,5 2.8 3.4 2,1 1,5 1,0 1,5 2,7

BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus*; ECF = “eosinophilic cell focus®; geom. MW = geomet-
rischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); MCF = “mixed cell focus®;
NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 53: Einzeltierwerte: Zellzahl pro FAH-Querschnitt nach Verabreichung von PCB 126

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
51 539 67,1 393 | 12,0 * 12,0 * * * * * * 20,0
52 84,0 759 855 | 14,0 140 * 336,0 336,0 * * * * 24,0
53 722 71,1 725 * * * 49,3 36,0 56,0 * * * *
54 73,8 99,7 609 | 78,0 * 78,0 | 100,7 94,5 113,0[4617,0 * 4617,0] 57,5
55 91,1 29,0 932 * * * 406,8 * 406,8 * * * *
56 80,7 110,8 74,8 | 14,0 * 14,0 11085,8 *  1085,8| * * * 42,3
57 105,9 108,1 105,7| 38,0 * 38,0 | 401,0 * 401,0 * * * *
58 82,1 112,9 574 * * * 41,0 * 41,0 * * * 46,0
59 72,6 83,2 63,6 * * * 12906,5 *  2906,5] 998,0 * 998,0 | 33,7
60 63,7 66,7 633 * * * * * * * * * *
geom. MW | 76,8 77,5 69,2 | 23,4 14,0 26,6 |277,6 104,6 279,6|2146,4 * 2146,4| 34,9
SF 1,2 1,5 1,3 2,3 1,0 2,4 4,4 3,1 4,8 3,0 * 3,0 1,5
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
111 187,2 461,4 904 * * * 187,0 * 187,0 * * * 27,5
112 65,3 82,6 585 * * * * * * * * * *
113 93,0 59,5 128,0 * 88,0 34,7 105,8|374,0 * 374,0 | 22,0
114 71,9 71,0 729 | 16,0 * 16,0 | 121,9 293,0 93,3 * * * 83,5
115 48,0 39,1 55,8 * * * 137,5 * 137,5 * * * 16,5
116 69,6 31,0 88,9 * * * 163,7 * 163,7 * * * 35,0
117 145,5 88,9 1782 * 55,5 55,5 * * * * *
118 81,0 79,9 81,8 | 10,0 * 10,0 | 570,0 * 570,0 * * * *
119 88,3 74,9 90,7 * * * 105,3 * 105,3 * * * 25,7
120 45,9 43,0 48,5 * * * 336,5 32,0 3974 * * * 41,3
geom. MW | 81,6 73,3 83,1 | 12,7 * 12,7 | 154,7 652 177,6| 374,0 * 374,0 | 31,5
SF 1,6 2,1 1,5 1,4 * 1,4 2,0 2,8 1,9 1,0 * 1,0 1,7
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P total
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
171 83,7 61,5 91,8 | 41,0 41,0 * 2442 78,4 349,6|2673,0 *  2673,0| 86,3
172 88,1 84,3 89,1 | 59,0 * 59,0 | 141,7 18,0 203,5 * * * *
173 51,7 31,4 56,7 | 29,0 29,0 * 109,0 * 109,0 | 103,0 * 103,0 | 16,0
174 83,5 63,3 87,1 |100,5 57,0 144,0| 748 650 76,8 * * * 28,0
175 77,5 74,4 78,6 | 350 35,0 * 200,6 * 200,6 * * * *
176 52,3 459 557 * * * 152,8 92,8 232,8 * * * 38,2
177 58,1 86,7 439 | 20,0 20,0 * 180,0 * 180,0 * * * 140,0
179 73,7 32,5 86,8 |174,0 174,0 * 214,0 * 214,0 * * * 43,7
geom. MW | 69,6 56,2 71,4 | 50,7 45,0 92,2 ]|166,0 54,0 179,4]524,7 * 524,7 | 45,6
SF 1,3 1,5 1,3 2,1 2,1 1,9 1,5 2,1 1,6 10,0 * 10,0 | 2,2

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus“; ECF = “eosinophilic
cell focus*; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);

MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 54 : Einzeltierwerte: Labelling-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von PCB 126

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos neg
51 2,7 2,8 2,5 0,0 * 0,0 * * * * * * 10,0
52 6,8 8,1 6,5 0,0 0,0 * 9,8 9,8 * * * * 2,1
53 3,7 0,4 4,9 * * * 4,7 13,9 1,8 * * * *
54 5,2 2,6 7,2 5,1 * 5,1 7,0 10,1 1,8 15,3 * 153 | 6,1
55 3,8 3,4 3,8 * * * 8,4 * 8,4 * * * *
56 4.8 3,7 5,1 0,0 * 0,0 12,1 * 12,1 * * * 2,4
57 5,9 8,2 5,7 0,0 * 0,0 3,6 * 3,6 * * * *
58 3.4 1,5 6,4 * * * 2,4 * 2,4 * * * 9,4
59 3,6 3,8 34 * * * 11,1 * 11,1 | 17,7 * 17,7 | 3,0
60 3,9 45 3,8 * * * * * * * * * *
geom. MW 4,2 3,0 4,7 0,3 0,0 0,4 6,5 11,1 4,4 16,5 * 16,5 | 4,5
SF 1,3 2,5 1,4 4,9 1,0 5,9 1,8 1,2 2,3 1,1 * 1,1 2,0
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
111 5,6 6,1 4,8 * * * 2,1 * 2,1 * * * 0,0
1 12 3’9 4’4 3’6 * * * * * * * * * *
113 5,0 2,5 6,2 * * * 7,4 7,7 7,4 7,0 * 7,0 91
114 5,1 3,6 6,8 6,3 * 6,3 5,4 4,8 5,7 * * * 1,2
115 5,5 6,0 5,1 * * * 3,3 * 3,3 * * * 9,1
116 34 3,5 3,3 * * * 3,0 * 3,0 * * * 0,0
117 5,9 3,8 6,5 * * * 9,0 9,0 * * * * *
118 6,6 4,1 8,6 0,0 * 0,0 8,8 * 8,8 * * * *
119 16,6 8,1 17,9 * * * 14,2 * 14,2 * * * 3,9
120 6,4 5,6 7,0 * * * 10,1 12,5 10,1 * * * 3,0
geom. MW 5,8 4,5 6,2 1,0 * 1,0 6,0 7,4 5,7 7,0 * 7,0 1,6
SF 1,5 1,4 1,6 13,8 * 13,8 1,9 1,6 2,0 1,0 * 1,0 5,8
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
171 9,4 9,7 9,4 2,4 2,4 * 9,5 146 838 12,8 * 12,8 1 0,3
172 5,7 53 5,8 18,6 * 186 | 10,6 222 10,1 * * * *
173 9,5 1,6 10,6 | 6,9 6,9 * 4,6 * 4,6 8,7 * 8,7 0,0
174 7,6 3,7 8,1 8,5 3,5 104 | 7,3 7,7 7,3 * * * 25,0
175 12,0 10,1 12,6 | 11,4 114 * 12,3 * 12,3 * * * *
176 5,4 4,8 5,7 * * * 7,8 7,1 8,2 * * * 0,0
177 3,1 2,8 34 0,0 0,0 * 4,6 * 4,6 * * * 0,0
179 5,4 5,1 5,4 12,1 12,1 * 4,7 * 4,7 * * * 3,1
geom. MW 6,7 4,6 7,1 4,8 33 139 | 7,2 11,6 7,1 10,6 * 10,6 | 0,7
SF 1,5 1,9 1,5 5,2 5,2 1,5 1,5 1,7 1,5 1,3 * 1,3 8,5

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus®; CCF = “clear cell focus®; ECF = “eosinophilic
cell focus®; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);

MCF = “mixed cell focus*; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 55: Einzeltierwerte: Apoptose-Indizes (%) der FAH nach Verabreichung von PCB 126

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
51 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 * * * * * * 0,000
52 0,011 0,000 0,012 0,000 0,000 * 0,000 0,000 * * * * 0,000
53 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 * *
54 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000 0,529 0,000 0,022 * 0,022 | 0,000
55 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * *
56 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,015 * 0,015 * * * 0,000
57 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 * * * *
58 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
59 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
60 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * * * *
geom. MW | 0,004 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000| 0,005 0,020 0,005 | 0,009 * 0,009 | 0,000
SF 1,377 1,000 1,420 1,000 1,000 1,000| 1,600 16,780 1,650 | 3,340 * 3,340 | 1,000
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
111 0,012 0,000 0,033 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
112 0,000 0,000 0,000 * * * * * * * * * *
113 0,000 0,000 0,000 * 0,000 0,000 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
114 0,068 0,128 0,000 0,000 * 0,000 | 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
115 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
116 0,000 0,000 0,000 * * * 0,102 * 0,102 * * * 0,000
117 0,067 0,075 0,065 * 0,000 0,000 * * * * *
118 0,039 0,000 0,068 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 * * * *
119 0,026 0,205 0,000 * * * 0,000 * 0,000 * * * 1,299
120 0,059 0,137 0,000 * * 0,050 0,000 * * * * 0,000
geom. MW | 0,016 0,016 0,009 | 0,000 * 0,000 | 0,008 0,000 0,006 0,000 * 0,000 | 0,009
SF 3,580 6,090 3,520 1,000 * 1,000 | 3,610 1,000 3,400 1,000 * 1,000 | 8,900
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Tier-Nr. total GST-P total GST-P total GST-P total GST-P
pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg. pos.  neg.
171 0,029 0,074 0,018 | 0,000 0,000 * 0,023 0,000 0,026 | 0,000 * 0,000 | 0,000
172 0,019 0,088 0,000 0,000 * 0,000 | 0,000 0,000 0,000 * * * *
173 0,048 0,398 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 | 0,000 * 0,000 | 0,000
174 0,015 0,000 0,017 | 0,000 0,000 0,000[ 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
175 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 * * * *
176 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000 0,000 0,000 * * * 0,000
177 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
179 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 * 0,000 * 0,000 * * * 0,000
geom. MW | 0,010 0,015 0,006 0,000 0,000 0,000| 0,005 0,000 0,005]| 0,000 * 0,000 | 0,000
SF 2,820 6,660 1,980 1,000 1,000 1,000| 1,860 1,000 1,940 1,000 * 1,000 | 1,000

* = FAH-Typ nicht vorhanden; BCF = “basophilic cell focus*; CCF = “clear cell focus“; ECF = “eosinophilic
cell focus*; geom. MW = geometrischer Mittelwert; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form);
MCF = “mixed cell focus“; NAH = nicht abgrenzbare Herde; neg. = negativ; pos. = positiv; SF = Streufaktor
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Tab. 56: zonale Verteilung der verschiedenen FAH-Typen innerhalb des Leberldppchens bei
den Kontrolltieren

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 95 24,5 0 0 9 24,3 0 0 0 0
2 168 | 433 0 0 10 27 0 0 16 69,6
3 69 17,8 1 100 7 18,9 0 0 6 26,1
1/2 29 7,5 0 0 3 8,11 1 100 0 0
2/3 17 4.4 0 0 1 2,7 0 0 1 4.4
1/2/3 10 2,6 0 0 7 18,9 0 0 0 0
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 176 | 30,9 0 0 6 15,8 0 0 0 0
2 203 | 35,7 0 0 11 29 1 12,5 12 40
3 73 12,8 0 0 2 5,3 3 37,5 14 46,7
1/2 57 10 1 100 6 15,8 2 25 1 3,3
2/3 38 6,7 0 0 1 2,6 0 0 1 3,3
1/2/3 22 3,9 0 0 12 31,6 2 25 2 6,7
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 76 24,6 0 0 2 9,1 0 0 1 3,2
2 88 28,5 0 0 2 9,1 0 0 19 61,3
3 73 23,6 0 0 4 18,2 0 0 7 22,6
1/2 17 5,5 0 0 1 4,6 0 0 3 9,7
2/3 37 12 0 0 3 13,6 0 0 0 0
1/2/3 18 5,8 0 0 10 45,5 5 100 1 3,2

n = FAH-Anzahl, FAH-Typen s. Abkiirzungsverzeichnis

Tab. 57: zonale Verteilung der GST-P-positiven und —negativen CCF innerhalb des Leber-
lappchens bei den Kontrolltieren

1 Woche 4 Wochen 13 Wochen
GST-P positiv negativ positiv negativ positiv negativ
Zone n % n % n n % % n % n %
1 9 |10,5] 8 [285 | 11 |10,5] 165 |356] 3 42 | 73 (30,7
2 36 | 41,9 | 132 | 43,7 36 [343 167 | 36 | 12 | 169 ] 76 | 319
3 31 | 36,1 | 38 | 12,6 29 [276| 44 | 9,5 | 30 | 423 | 43 | 18,1
1/2 2 23 | 27 | 89 5 48 | 52 |11,2] 5 7 12 5
2/3 6 7 11 | 3,6 | 16 [ 152] 22 | 47 | 15 |21,1 ] 22 | 9,2
1/2/3 2 2,3 8 2,7 8 7,6 | 14 3 6 85 | 12 5

CCF = “clear cell focus*; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); n = FAH-Anzahl
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Tab. 58: zonale Verteilung der verschiedenen FAH-Typen innerhalb des Leberldppchens nach
Phenobarbital-Verabreichung

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 72 23,2 7 21,9 1 6,7 0 0 5 11,9
2 135 | 43,6 7 21,9 7 46,7 0 0 14 33,3
3 31 10 5 15,6 5 33,3 0 0 19 45,2
1/2 46 14,8 3 9,4 1 6,7 0 0 1 2,4
2/3 13 4,2 1 3,1 1 6,7 0 0 2 4,8
1/2/3 13 42 9 28,1 0 0 0 0 1 2.4
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 31 16,4 4 6,8 9 25,7 0 0 3 11,1
2 73 38,6 18 30,5 8 22,9 0 0 14 51,9
3 25 13,2 14 23,7 3 8,6 0 0 8 29,6
1/2 24 12,7 2 3,4 10 28,6 0 0 1 3,7
2/3 24 12,7 12 20,3 1 2,6 0 0 1 3,7
1/2/3 12 6,4 9 15,2 4 11,4 1 100 0 0
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 38 16,8 5 5,2 4 17,4 0 0 2 16,7
2 91 40,3 14 14,6 8 34,8 0 0 3 25
3 38 16,8 36 37,5 1 4.4 0 0 5 41,7
1/2 36 15,9 9 9,4 2 8,7 10 83,3 0 0
2/3 17 7,5 15 15,6 2 8,7 0 0 1 8,3
1/2/3 6 2,7 17 17,7 6 26,1 2 16,7 1 8,3

n = FAH-Anzahl, FAH-Typen s. Abkiirzungsverzeichnis

Tab. 59: zonale Verteilung der GST-P-positiven und —negativen CCF innerhalb des Leber-
lappchens nach Phenobarbital-Verabreichung

1 Woche 4 Wochen 13 Wochen
GST-P positiv negativ positiv negativ positiv negativ
Zone n % n % n % n % n % n %
1 1 1,8 | 71 |28 2 39 1 29 | 21 2 47 | 36 |194
2 29 |51,8 106 [ 41,71 9 [ 17,7] 64 |464 | 11 | 256 | 80 | 437
3 10 {179 21 | 83 | 15 |294 ] 10 | 73 | 16 | 372 | 22 12
1/2 5 89 | 41 |16,1]| 5 98 | 19 | 138 2 4,7 | 34 | 18,6
2/3 6 [10,7] 7 28 | 14 [275] 10 | 73 | 11 [256] 6 3,3
1/2/3 5 8,9 8 3,2 6 |11,8] 6 | 44 1 2,3 5 2,7

CCF = “clear cell focus*; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); n = FAH-Anzahl
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Tab. 60: zonale Verteilung der verschiedenen FAH-Typen innerhalb des Leberldppchens nach
Chloroform-Verabreichung

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 60 20,5 0 0 9 17,7 1 16,7 2 11,8
2 87 29,7 0 0 22 43,1 0 0 9 52,9
3 78 26,6 0 0 10 19,6 0 0 6 35,3
1/2 24 8,2 0 0 2 3,9 3 50 0 0
2/3 24 8,2 0 0 1 2 2 33,3 0 0
1/2/3 20 6,8 0 0 7 13,7 0 0 0 0
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 78 27,1 0 0 2 16,7 0 0 2 9,5
2 82 28,5 0 0 3 25 1 50 10 47,6
3 64 22,2 0 0 3 25 0 0 8 38,1
1/2 23 8 0 0 0 0 0 0 0 0
2/3 21 7,3 0 0 0 0 0 0 1 4,8
1/2/3 20 6,9 0 0 4 33,3 1 50 0 0
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 78 21,6 0 0 3 10 0 0 1 4
2 76 21 0 0 9 30 0 0 8 32
3 129 | 35,6 0 0 8 26,7 0 0 14 56
1/2 30 8,3 0 0 3 10 1 50 1 4
2/3 24 6,6 0 0 0 0 1 50 1 4
1/2/3 25 6,9 0 0 7 23,3 0 0 0 0

n = FAH-Anzahl, FAH-Typen s. Abkiirzungsverzeichnis

Tab. 61: zonale Verteilung der GST-P-positiven und —negativen CCF innerhalb des Leber-
lappchens nach Chloroform-Verabreichung

1 Woche 4 Wochen 13 Wochen
GST-P positiv negativ positiv negativ positiv negativ
Zone n % n % n % n % n % n %
1 6 6,7 | 54 [26,6 1 4 77 12931 2 3,6 | 76 [24,8
2 23 1256 | 64 |31,5] 8 32 | 74 281 7 |12,7| 69 | 225
3 37 141,11 41 |1202] 9 36 | 55 |20,9] 30 | 54,6 | 99 | 323
1/2 5 5,6 | 19 | 9,4 1 4 22 | 84 4 73 | 26 | 8,5
2/3 12 133 | 12 | 59 3 12 18 | 6,8 7 | 12,7 17 | 5,5
1/2/3 7 7.8 | 13 | 64 3 12 17 | 6,5 5 9,1 | 20 | 6,5

CCF = “clear cell focus*; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); n = FAH-Anzahl
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Tab. 62: zonale Verteilung der verschiedenen FAH-Typen innerhalb des Leberldppchens nach
Wyeth-14,643-Verabreichun

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 195 | 28,5 0 0 14 25 0 0 7 11,1
2 260 38 0 0 14 25 1 33,3 28 44,4
3 109 | 15,9 0 0 7 12,5 0 0 23 36,5
1/2 61 8,9 0 0 7 12,5 1 33,3 1 1,6
2/3 39 5,7 0 0 4 7,1 0 0 3 4,8
1/2/3 20 2,9 0 0 10 17,9 1 33,3 1 1,6
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 170 | 29,9 0 0 24 27,9 2 22,2 17 47,2
2 172 | 30,2 0 0 18 20,9 3 33,3 9 25
3 85 14,9 0 0 7 8,1 1 11,1 7 19,4
1/2 75 13,2 0 0 13 15,1 1 11,1 0 0
2/3 26 4.6 1 100 2 2,3 0 0 2 5,6
1/2/3 41 7,2 0 0 22 25,6 2 22,2 1 2,8
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 247 | 38,4 0 0 23 27,7 2 40 34 41
2 120 | 18,7 0 0 13 15,7 0 0 17 20,5
3 66 10,3 0 0 6 7,2 1 20 16 19,3
1/2 106 | 16,5 0 0 14 16,9 1 20 7 8,4
2/3 25 3,9 0 0 1 1,2 0 0 3 3,6
1/2/3 79 12,3 0 0 26 31,3 1 20 6 7,2

n = FAH-Anzahl, FAH-Typen s. Abkiirzungsverzeichnis

Tab. 63: zonale Verteilung der GST-P-positiven und —negativen CCF innerhalb des Leber-
lappchens nach Wyeth-14,643-Verabreichung

1 Woche 4 Wochen 13 Wochen
GST-P positiv negativ positiv negativ positiv negativ
Zone n % n % n % n % n % n %
1 4 9,5 | 191 [ 298| 49 | 37,1 | 121 | 27,7 89 | 44,5 | 158 | 35,7
2 14 1333|246 | 383 | 35 |26,5| 137 [31,4] 35 |17,5| 85 | 19,2
3 15 |357| 94 | 146 22 | 16,7 | 63 | 144 ] 18 9 48 | 10,8
1/2 2 48 | 59 | 92| 17 | 129 | 58 | 13,3 26 13 80 | 18,1
2/3 6 | 143 | 33 | 51 2 1,5 | 24 | 55 6 3 19 | 43
1/2/3 1 24 | 19 3 7 53 | 34 | 7.8 | 26 13 53 12

CCF = “clear cell focus*; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); n = FAH-Anzahl
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Tab. 64: zonale Verteilung der verschiedenen FAH-Typen innerhalb des Leberldppchens nach
Ethinylestradiol-Verabreichung

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 117 35 0 0 3 10 0 0 7 28
2 80 24 0 0 4 13,3 2 40 5 20
3 46 13,8 0 0 2 6,7 0 0 11 44
1/2 52 15,6 0 0 2 6,7 0 0 0
2/3 21 6,3 0 0 2 6,7 0 0 1 4
1/2/3 18 5,4 0 0 17 56,7 3 60 1 4
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 165 | 35,3 1 100 23 37,7 9 24,3 13 342
2 125 | 26,8 0 0 7 11,5 2 5,4 7 18,4
3 65 13,9 0 0 6 9,8 4 10,8 14 36,8
1/2 57 12,2 0 0 9 14,8 9 24,3 1 2,6
2/3 25 5,4 0 0 1 1,6 3 8,1 0 0
1/2/3 30 6,4 0 0 15 24,6 10 27 3 7,9
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 230 | 404 1 50 32 33,7 13 29,6 4 11,1
2 138 | 24,2 0 0 9 9,5 3 6,8 9 25
3 56 9,8 0 0 9 9,5 3 6,8 14 38,9
1/2 77 13,5 0 0 23 24,2 1 2,3 1 2,8
2/3 26 4.6 0 0 4 4,2 2 4,6 5 13,9
1/2/3 43 7,5 1 50 18 19 22 50 3 8,3

n = FAH-Anzahl, FAH-Typen s. Abkiirzungsverzeichnis

Tab. 65: zonale Verteilung der GST-P-positiven und —negativen CCF innerhalb des Leber-
lappchens nach Ethinylestradiol-Verabreichung

1 Woche 4 Wochen 13 Wochen

GST-P positiv negativ positiv negativ positiv negativ
Zone n % n % n % n % n % n %
1 10 | 12,7 | 107 | 42 | 31 27 | 134 1392 16 | 19,5 | 214 | 43,9
2 22 1279 | 58 | 228 29 |252| 96 |28,1] 21 |256 | 117 | 24
3 25 | 31,7 21 | 82| 29 |252| 36 |10,5] 25 [30,5]| 31 | 64
1/2 4 5,1 | 48 [ 18,8 7 6,1 | 50 [146]| 2 24 | 75 | 15,4
2/3 11 (139 10 | 39| 12 | 104 | 13 | 38 9 11 17 | 3,5
1/2/3 7 89 | 11 | 43 7 6,1 13 | 3,8 9 11 34 7

CCF = “clear cell focus*; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); n = FAH-Anzahl
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Tab. 66: zonale Verteilung der verschiedenen FAH-Typen innerhalb des Leberldppchens nach
PCB 126-Verabreichung

1 Woche CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 147 | 30,8 2 40 4 16 0 0 5 35,7
2 110 | 23,1 1 20 3 12 0 0 1 7,1
3 117 | 24,5 2 40 5 20 0 0 8 57,1
1/2 40 8.4 0 0 4 16 0 0 0 0
2/3 42 8,8 0 0 0 0 0 0 0 0
1/2/3 21 4.4 0 0 9 36 2 100 0 0
4 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 110 26 1 33,3 11 24,4 0 0 5 23,8
2 104 | 24,6 1 33,3 8 17,8 0 0 6 28,6
3 115 | 27,2 1 33,3 13 28,9 0 0 9 42,9
1/2 43 10,2 0 0 2 4.4 0 0 1 4,8
2/3 31 7,3 0 0 1 2,2 0 0 0 0
1/2/3 20 4,7 0 0 10 22,2 1 100 0 0
13 Wochen CCF ECF BCF MCF NAH
Zone n % n % n % n % n %
1 150 | 31,3 2 22,2 7 13 0 0 3 17,7
2 123 | 25,6 0 0 14 25,9 0 0 6 35,3
3 116 | 24,2 5 55,6 19 35,2 1 50 6 35,3
1/2 57 11,9 1 11,1 3 5,6 0 0 0 0
2/3 18 3,8 1 11,1 2 3,7 0 0 1 5,9
1/2/3 16 3,3 0 0 9 16,7 1 50 1 5,9

n = FAH-Anzahl, FAH-Typen s. Abkiirzungsverzeichnis

Tab. 67: zonale Verteilung der GST-P-positiven und —negativen CCF innerhalb des Leber-
lappchens nach PCB 126-Verabreichung

1 Woche 4 Wochen 13 Wochen
GST-P positiv negativ positiv negativ positiv negativ
Zone n % n % n % n % n % n %
1 15 [ 14,2 | 132 | 358 | 14 9 96 | 36 | 11 | 9,7 | 139 | 38
2 24 122,66 | 86 | 233 42 [269| 62 [232] 24 [21,1] 99 |27,
3 41 |38,7] 76 20,6 70 | 449 | 45 |169]| 62 |544 | 54 | 14,8
1/2 2 19 | 38 [ 103] 10 | 64 | 33 | 124] 6 53 | 51 | 139
2/3 19 [179] 23 | 62 | 14 9 17 | 64 7 6,1 | 11 3
1/2/3 5 47 | 14 | 3,8 6 39 | 14 | 52 4 35 | 12 | 33

CCF = “clear cell focus*; GST-P = Glutathion-S-Transferase (plazentare Form); n = FAH-Anzahl



206 9 Anhang
Tab. 68: Gesamt-FAH-Anzahl/cm?® Leberfliche
1 Woche 4 Wochen 13 Wochen

geom. MW SF geom. MW SF geom. MW SF
Kontrolle 10,7 1,7 13,4 1,9 11,9 1,6
Phenobarbital 8.6 2 7,1* 1,3 8.3 2
Chloroform 9,7 1,6 13,6 1,7 16 1,6
Wyeth-14,643 19,9 1,8 13,8 1,6 19,3 1,5
Ethinylestradiol 10,3 1,8 15,7 1,3 22,8 1,5
PCB 126 13,2 1,7 12,2 1,4 15,6 1,6

geom. MW = geometrischer Mittelwert; SF= Streufaktor
a: signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrollgruppe mit p<0,05
b: signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrollgruppe mit p<0,01

Tab. 69: Prozentualer Anteil der FAH-Typen an der Gesamt-FAH-Anzahl; prozentualer An-
teil der GST-P-positiven und —negativen FAH an der FAH-Anzahl des jeweiligen FAH-Typs

in Klammern

FAH-Typ 1 Woche 4 Wochen 13 Wochen
Kontrolle CCF 86,6 (22/78) 89 (18/82) 84,5 (23/77)
ECF 0,2 (100/0) 0,2 (100/0) 0
BCF 8,2 (11/89) 5,6 (11/89) 5,7 (19/81)
MCF 0,2 (0/100) 1,1 (43/57) 1,6 (0/100)
NAH 4,8 4,2 8,2
Phenobarbital CCF 77,5 (17/83) 60,2 (28/72) 63,1 (19/81)
ECF 8,8 (50/50) 18,7 (80/20) 26,5 (76/24)
BCF 3,7 (53/47) 10,7 (20/80) 6,1 (13/87)
MCF 0 0,3 (0/100) 1,1 (0/100)
NAH 10,1 10,1 3.3
Chloroform CCF 80,7 (31/69) 88,2 (9/91) 85,8 (16/84)
ECF 0 0 0
BCF 13,6 (12/88) 4,2 (7/93) 7,2 (7/93)
MCF 1,6 (0/100) 0,6 (0/100) 0,7 (0/100)
NAH 4,1 7 6,3
Wyeth-14,643 CCF 88,7 (4/94) 82,1 (23/77) 79,2 (31/69)
ECF 0 0,1 (0/100) 0
BCF 5,1 (2/98) 12,6 (2/98) 10,2 (4/96)
MCF 0 0,1 (0/100) 0,6 (0/100)
NAH 6,2 6,1 10,1
Ethinylestradiol |CCF 85,2 (24/76) 77,3 (27/73) 74,6 (15/85)
ECF 0 0,2 0,3 (0/100)
BCF 7,1 (0/100) 10,1 (5/95) 12,3 (3/97)
MCF 0,8 (0/100) 6,1 (0/100) 8,1 (7/93)
NAH 6,9 6,3 4,8
PCB 126 CCF 91,6 (23/77) 86,3 (36/64) 85,7 (23/77)
ECF 1 (20/80) 0,4 (0/100) 1,6 (77/23)
BCF 4,6 (17/83) 9,1 (15/85) 9,5 (31/69)
MCF 0,2 (0/100) 0,2 (0/100) 0,4 (0/100)
NAH 2,7 4,1 2,8

FAH-Typen: s. Abkiirzungsverzeichnis
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Tab 70: Labelling-Indizes (%) des extrafokalen Lebergewebes

Kontrolltiere Phenobarbital
1 Woche Zone 1 Woche Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. ||Tier-Nr. 1 2 3 ges.
1 1,61 | 0,19 0,2 0,67 ||11 1,42 | 0,63 7,2 3,18
2 1,26 | 0,48 | 0,73 | 0,82 [[12 1,08 | 0,27 | 8,51 | 3,36
3 3,43 | 0,83 | 0,64 | 1,69 ||13 1,07 0,1 442 | 191
4 1,39 | 0,46 | 2,71 | 1,48 ||14 1,3 0,94 49 2,41
5 2,23 | 0,65 | 0,53 | 1,18 ||15 0,79 | 0,11 0,6 0,53
6 5,36 | 1,22 | 2,93 | 3,12 ||16 5,31 | 2,01 | 26,71 | 11,79
7 3,21 | 0,42 | 0,79 | 1,42 |17 1,84 | 0,44 8,3 3,79
8 1,99 0,2 0,9 1,03 ||18 1,43 | 0,22 | 6,99 | 2,74
9 2,54 0,2 0,51 1,1 |19 1,27 | 048 | 5,96 | 2,65
20 1,03 | 0,22 | 3,34 | 1,52
geom. MW | 231 | 043 | 0,81 | 1,26 ||geom. MW | 1,41 | 0,36 | 5,48 | 2,58
SF 1,6 1,95 2.3 1,56 ||SF 1,68 | 2,56 2,6 2,18
4 Wochen Zone 4 Wochen Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. |[Tier-Nr. 1 2 3 ges.
61 1,25 0,1 0,27 | 0,57 ||71 0,86 | 0,11 | 095 | 0,65
62 2,59 0,2 1,89 1,6 ||72 3,39 0,5 437 | 2,75
63 3,49 | 0,43 | 0,77 | 1,65 ||73 1,06 | 0,18 | 298 | 1,39
64 2,43 | 0,29 | 0,35 | 1,05 ||74 3,51 | 0,57 | 3,51 2,6
65 1,4 0,2 0,18 0,6 ||75 2,32 | 029 | 1,76 | 1,51
66 1,71 | 0,86 | 1,25 | 1,29 ||76 5,42 | 0,65 2,2 2,78
67 1,18 0,1 0,81 | 0,71 ||77 0,83 | 0,28 | 1,26 0,8
68 1,75 | 0,54 1 1,1 |78 1,01 | 0,58 49 2,19
69 2,37 | 0,62 1,6 1,58 ||79 0,43 0,0 1,43 | 0,63
70 2,37 | 0,52 | 0,76 | 1,24 ||80 0,72 | 0,11 43 1,74
geom. MW | 1,94 | 0,31 | 0,71 | 1,06 ||geom. MW | 1,43 | 0,25 2,4 1,48
SF 1,43 | 2,13 | 2,17 | 1,13 ||SF 2,3 2,45 | 1,79 | 1,79
13 Wochen Zone 13 Wochen Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. ||Tier-Nr. 1 2 3 ges.
121 1,94 | 0,39 | 0,28 | 1,15 ||131 1,26 0,4 2,5 1,41
122 1,77 | 0,29 | 0,47 | 0,88 ||132 0,18 0,1 445 | 1,61
123 2,23 | 0,31 1,2 1,3 [|133 1,57 | 0,75 | 8,37 | 3,55
124 1,21 0,1 0,55 | 0,65 ||134 0,43 | 0,29 | 2,13 | 0,99
125 2,59 | 0,53 | 1,34 | 1,53 ||135 0,93 | 0,09 | 2,03 | 1,04
126 455 | 1,91 | 298 | 3,21 ||136 0,8 0,1 484 | 1,96
127 1,2 0,47 | 0,45 | 0,72 ||137 1,38 | 0,67 | 1,55 | 1,22
138 1,05 | 0,21 | 1,72 | 0,98
129 1,16 0,4 0,68 | 0,78 ]|139 0,25 0,2 0,43 0,3
130 1,19 | 0,77 | 1,76 | 1,24 |{140 0,89 0,2 496 | 2,07
geom. MW | 1,78 | 0,43 | 0,83 | 1,13 [lgeom. MW | 0,72 | 0,23 | 2,54 | 1,28
SF 1,43 | 2,21 | 2,14 | 1,63 ||SF 2,09 | 245 2,3 1,92

geom. MW = geometrischer Mittelwert; ges. = gesamtes Leberldppchen; SF = Streufaktor
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Tabl. 71: Labelling-Indizes (%) des extrafokalen Lebergewebes
Chloroform Wyeth-14,643
1 Woche Zone 1 Woche Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. ||Tier-Nr. 1 2 3 ges.
21 2,29 | 0,83 | 6,65 | 3,58 ||31 36,31 | 4,4 | 3,62 | 16,78
22 22,59 | 4,14 | 3,48 | 11,0832 37,43 | 2,28 | 3,07 | 15,57
23 30,49 | 3,44 | 8,11 | 14,67 ||33 35,87 | 2,74 | 8,41 | 17,26
34 36,58 | 1,35 | 1,35 | 14,87
25 24,67 | 0,24 | 0,94 | 9,6 ||35 47,49 | 1,82 | 1,02 | 18,58
26 4,6 0,1 5,53 | 3,33 ||36 3796 | 1,92 | 1,69 | 15,05
27 33,13 | 1,08 | 1,07 | 13,07 ||37 41,58 | 1,9 | 3,36 | 16,61
28 35,44 | 3,81 | 3,44 16 ||38 422 | 2,25 | 1,63 | 1647
29 18,17 | 1,13 | 1,64 | 7,14 ||39 50,61 | 12,42 | 7,37 | 26,14
30 14,58 | 1,16 | 2,53 | 6,44 [[40 52 5,75 | 3,92 | 24,72
geom. MW | 15,63 | 1,05 | 2,91 | 8,26 ||lgeom. MW | 41,42 | 2,88 | 2,84 | 17,88
SF 2,59 | 3,53 | 2,18 | 1,79 ||SF 1,15 | 1,95 | 2,02 | 1,22
4 Wochen Zone 4 Wochen Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. |[Tier-Nr. 1 2 3 ges.
91 21,75 | 5,24 | 2,34 | 10,8
82 21,88 | 3,25 | 3,3 | 9,54 |[92 17,66 | 2,22 | 1,33 | 7,36
83 1,42 | 0,52 | 4,22 | 2,09 |[93 11,8 | 2,59 | 1,79 | 5,68
94 22,63 | 4,18 | 0,99 | 9,63
95 23,66 | 431 | 2,26 | 11,23
86 1596 | 1,43 | 3,74 | 7,66 |96 23,12 | 493 | 2,26 | 11,34
97 17,82 | 0,81 | 0,28 | 6,55
98 19,82 | 1,46 | 1,15 | 8,59
89 7,03 | 1,49 | 6,29 | 4,98 |99 11,48 | 2,46 | 2,46 | 5,81
90 598 | 041 | 2,26 3 100 22,121 2,23 | 1,74 | 9,75
geom. MW | 731 | 1,08 | 3,75 | 4,7 |lgeom. MW | 18,63 | 2,65 | 1,44 | 8,41
SF 29 | 233 | 1,45 | 1,88 ||SF 1,31 1,8 1,93 | 1,31
13 Wochen Zone 13 Wochen Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. ||Tier-Nr. 1 2 3 ges.
141 10,43 | 2,86 | 6,59 | 7,09 |[151 28,06 | 14,39 | 12,6 | 19,24
142 529 | 2,11 | 8,18 | 526 |[152 16,37 | 6,4 | 2,45 | 8,86
153 20,58 | 6,68 | 4,08 | 11,56
154 14,72 | 7,11 | 2,93 8,6
145 8,8 | 3,02 | 16,88 | 9,8 |[155 2049 | 54 | 2,54 | 9,81
146 431 | 2,47 | 13,6 | 6,89 ||156 10,99 | 298 | 0,85 | 5,4
147 2,64 | 0,66 | 8,39 | 3,77 ||157 15,03 | 5,89 | 1,19 | 7,95
158 822 | 2,08 | 0,53 | 3,93
149 827 | 2,46 | 9,63 | 6,9 [|159 14,5 8,3 397 | 9,39
150 2,14 | 0,31 | 2,63 | 1,75 ||160 18,98 | 5,12 | 1,25 | 9,56
geom. MW | 5,16 | 1,56 | 8,26 | 5,28 |lgeom. MW | 1595 | 5,71 | 2,19 | 8,71
SF 1,85 | 2,42 | 1,82 | 1,77 ||SF 1,41 1,7 | 2,49 | 1,53

geom. MW = geometrischer Mittelwert; ges. = gesamtes Leberldppchen; SF = Streufaktor
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Tab 72: Labelling-Indizes (%) des extrafokalen Lebergewebes

Ethinylestradiol PCB 126
1 Woche Zone 1 Woche Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. ||Tier-Nr. 1 2 3 ges.
41 4,88 | 0,72 0,6 2,01 ||51 1,32 | 0,42 | 0091 0,9
42 8,33 | 1,57 | 2,86 | 4,38 ||52 2,03 | 1,34 2,2 1,87
43 7,29 | 1,04 | 0,28 2,8 153 0,88 | 0,49 | 1,74 | 1,04
44 12,42 | 2,75 | 3,95 | 6,37 ||54 2,09 | 0,78 | 0,86 | 1,28
45 9,18 | 0,94 | 0,61 | 3,65 ||55 2 0,2 0,68 | 0,99
46 10,41 | 2,38 1,2 4,6 ||56 1,9 0,62 | 095 | 1,19
47 6,75 | 2,68 2,8 4,17 |57 4,04 | 0,79 | 1,15 | 2,08
48 15,72 | 2,46 | 3,82 | 7,57 ||58 1,47 0,1 0,29 | 0,62
49 10,31 | 1,58 | 4,77 | 5,46 ||59 2,06 | 0,52 | 0,26 | 0,93
50 12,06 | 4,67 | 5,62 | 7,52 ||60 1,63 0 0,34 | 0,66
geom. MW | 9,26 1,8 1,82 4,5 |lgeom. MW | 1,81 | 0,37 | 0,75 | 1,08
SF 1,4 1,78 | 2,85 | 1,53 |ISF 1,48 | 2,84 | 2,08 | 1,48
4 Wochen Zone 4 Wochen Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. |[Tier-Nr. 1 2 3 ges.
101 429 | 1,81 | 1,11 | 2,41 ||111 3,68 0,1 0,28 | 1,41
102 5,68 | 2,64 | 2,37 | 3,69 ||112 1 043 | 043 | 0,64
103 3,29 | 3,28 | 2,78 | 3,11 ||113 3,11 | 0,37 | 0,72 | 141
104 885 | 1,92 | 0,71 | 3,92 ||114 3,69 | 0,18 | 0,68 | 1,56
105 475 | 1,56 | 0,73 | 2,37 ||115 1,67 0,1 0,78 | 0,86
106 4,09 | 1,97 | 0,58 | 2,26 ||116 1,11 0 0,59 | 0,57
107 3,7 1,84 | 0,98 | 2,19 ||117 2,31 0,3 1,91 | 1,55
108 2,11 | 1,97 5,7 3,22 |[118 2,77 | 042 | 0,31 | 1,23
109 3,67 | 0,84 | 1,16 | 1,89 ||119 405 | 0,34 | 0,44 | 1,72
110 8,87 | 436 | 3,84 | 5,82 ||120 3,37 | 0,89 | 0,71 | 1,73
geom. MW | 451 | 2,04 | 1,49 | 2,92 |lgeom. MW | 2,42 | 0,23 | 0,59 | 1,51
SF 1,55 | 1,56 2,2 1,41 ||SF 1,66 | 2,44 | 1,73 | 1,42
13 Wochen Zone 13 Wochen Zone
Tier-Nr. 1 2 3 ges. ||Tier-Nr. 1 2 3 ges.
161 6,75 | 1,97 | 1,14 | 3,43 ||171 4,59 | 1,19 | 0,78 2.3
162 7,64 | 2,56 | 2,08 | 4,21 ||172 291 | 048 | 0,97 | 1,48
163 7.9 3,82 | 6,59 | 6,27 ||173 2,67 0,2 0,19 | 1,07
164 9,8 1,29 | 0,54 | 3,99 ||174 384 | 0,39 | 049 | 1,67
165 14,5 | 3,16 | 3,21 7,6 ||175 396 | 0,35 | 0,69 | 1,74
166 455 | 225 | 2,53 3,2 ||176 2,12 | 0,37 | 0,68 | 1,09
167 13,92 | 3,12 | 2,72 | 6,99 ||177 2,31 | 0,21 | 0,32 | 1,02
168 6,05 | 2,11 | 6,96 | 5,13
169 7,42 | 4,34 | 291 | 5,03 ||179 349 | 0,48 | 0,09 | 1,42
geom. MW | 818 | 2,58 2,5 4,89 |lgeom. MW | 3,13 | 0,39 | 0,42 | 1,42
SF 1,46 | 1,45 | 2,22 | 1,36 ||SF 1,32 | 1,75 | 2,26 | 1,33

geom. MW = geometrischer Mittelwert; ges. = gesamtes Leberldppchen; SF = Streufaktor
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Bezugsquellen

Aake Bergmann, Dept. of Environmental Chemistry, Wallenberg Laboratory, Stockholm
PCB 126

ALZA Corporation, Palo Alto, CA, USA
Alzet®0Osmotic Pump, model 2ML 1

BASF AG, Ludwigshafen
Formalin 4 %
Ethanol 100 %

Glycerin reinst

Becker & Co., Castrop-Rauxel
Drahtkifig, Typ DK III

BioGenex, San Ramon, CA, USA
Polyclonal Antibody to Glutathione-S-Transferase (placental form) (Rabbit
anti-GST-P)
Monoclonal Antibody to Bromodeoxyuridin (Mouse anti-BrdU)
Biotinylated anti-Mouse immunoglobulin in PBS
Peroxisdase-konjugiertes Streptavidin in PBS
Fast Red Substrate Pack
Liquid DAB Substrate Pack, Ready-to-Use
OptiMax®Plus Automated Cell Stainer
OptiMax™ Wash Buffer (20x)
Pap Pen, hydrophobic slide marker XT 001

Boehringer Ingelheim Pharma KG, Biberach an der Riss
Wistar Ratten, Chbb: THOM (SPF)

ChemSyn Science Laboratories, Lenexa, KS

Wyeth-14,643
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Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
Chloroform

Hématoxylin

Chloralhydrat

Janssen GmbH, Neuss

Metofane®

Klingentalmiihle AG, Kaiseraugst/Schweiz
Kliba-Haltungsdiit (Ratte/Hamster/Maus)

LEICA, Bensheim
Lichtmikroskop DM RBE
Bildanalysesystem QQ500MC

Medite, Medizintechnik, Burgdorf
Pertex Eindeckmedium

FEindeckautomat RCM 90

Merck, Darmstadt
Kaisers Glyceringelatine
Salzsdure 37 %
Kaliumaluminiumsulfat
Essigsdure konz.
Natriumjodat
Eosin/Eosin G

Zitronensdure-Monohydrat p. A.

Microm, Walldorf
HM 355 Rotationsmikrotom

Pfilzische Spritfabrik, Ludwigshafen
Ethanol 100 %
Xylol
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PSI (Pool of Scientific Instruments) Griinewald, Laudenbach
Starfrost Objekttriager
Kiihlplatte

Riedel-de Haen, Seelze
Aceton p. A. 32201

Serva Feinbiochemikalien, Heidelberg

BrdU

Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt
2L Processor MK 11

Shandon Histocentre
SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA
Phenobarbital

Ethinylestradiol
Protease from Streptomyces griseus (lot No. 117H1022)

Losungen

Hamatoxylin nach Ehrlich (sauer)

12 g Himatoxylin l6sen in
600 ml 96 %igem Ethanol
600 ml Aqua bidest
600 ml reinstes Glycerin
18 g Kaliumaluminiumsulfat (Kalialaun)
60 ml konzentrierte Essigsdure

Zugabe von 0,2 g Natriumjodat pro 1 g Hamatoxylin
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Hamatoxylin nach Maver (saures Hiamalaun)

2 g Hamatoxylin 16sen in
2000 ml Aqua bidest
100 g Kaliumaluminiumsulfat
100 g Chloralhydrat
2 g Zitronensdure

Zugabe von 0,2 g Natriumjodat pro 1 g Himatoxylin

Eosin-Losung 0.5 %ig

10 g Eosin gelblich in 2000 ml Aqua dest. 16sen
20 ml 40 %iges ungepuffertes Formalin zugeben

HCI-Alkohol 0,5 %ig
995 ml 70 %iges Ethanol
5 ml HCI 32 %ig

APTS (3-Aminopropyltriethoxysilan)-Beschichtung

Schwenken der Objekttriger in einer Losung von 1 g ATPS in 100 ml reinem Aceton (2 Mi-

nuten)

Spiilen mit Aceton (2x kurz)
Spiilen mit Aq. bidest (1x kurz)
Trocknung iiber Nacht bei 60 °C
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