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Referat und bibliografische Beschreibung 

 

Seit den 20er Jahren wurden PCB-Gemische durch die Chlorierung von Biphenyl in hohem Maße 

industriell hergestellt. Die in die Umwelt entlassenen PCB kumulieren aufgrund ihrer hohen 

Lipophilie in der Nahrungskette. Sie entfalten vielfältige toxische Wirkungen im adulten 

(Leberschäden, Chlorakne, Enzyminduktion, Tumorpromotion) sowie fetalen Organismus 

(intrauterine Wachstumsretardierung, Fehlbildungen, Aborte). Koplanare PCB können die 

toxischen Effekte Rezeptor-abhängig über den Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) vermitteln.  

In dieser Arbeit sollte der Einfluss definierter PCB-Gemische auf sechs Tage alte 

Präimplantationsembryonen des Kaninchens mit Hilfe molekularbiologischer Techniken 

untersucht werden. Anhand einer gezielten Studie an ausgewählten Enzymen und 

Implantationsmediatoren sollten die Mechanismen möglicher Fehlentwicklungen in der 

Frühschwangerschaft über die Analyse von Transkriptionsveränderungen erörtert werden. Dazu 

wurden sechs Tage alte Blastozysten des Kaninchens mit einem Stoffgemisch aus entweder drei 

koplanaren (PCB 77, 126, 169) oder sieben nicht koplanaren (PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 

180) PCB-Kongeneren in den Konzentrationen 0,1 ng und 1 µg/Kongener/ml Kulturmedium für 

vier Stunden kultiviert. Durch die anschließende Trennung der beiden blastozytären Zelllinien - 

Embryoblast und Trophoblast - und darauf folgender mRNA-Extraktion, waren erstmalig 

differenzierte Aussagen zu  PCB-induzierten Transkriptions-veränderungen in beiden Zelllinien 

möglich.  

Nach Exposition mit koplanaren und nicht koplanaren PCB waren die Transkripte von fünf der 

neun untersuchten Gene signifikant gegenüber der Kontrollgruppe exprimiert. Erhöht waren CYP 

1A1 im Embryoblasten und 1B1 im Embryo- und Trophoblasten. VEGFR2, TIMP-2 und COX2 

waren im Trophoblasten signifikant erhöht. HIF-1α war im Embryoblasten signifikant und MMP-

2 leicht vermindert. Nicht beeinflusst wurden VEGF und GST π1.   

Die beobachteten Veränderungen zeigen in der vulnerablen Phase der Präimplantation 

Alterationen der Transkription wichtiger Implantationsmediatoren und Entgiftungsenzyme. 

Aufgrund der nicht beobachteten Kongenerspezifität scheint eine Beteiligung des AhR an den 

durch PCB bedingten Effekten auf Präimplantationsembryonen des Kaninchens unwahrscheinlich 

zu sein.  

 

Clausen, Ina:   Veränderungen der Transkription in Embryoblast und Trophoblast der 
Kaninchenblastozyste nach Exposition mit polychlorierten Biphenylen.  

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 73 Seiten, 2004 
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Einleitung 1

1. Einleitung 
1.1 Polychlorierte Biphenyle 

1.1.1 Struktur und Eigenschaften 

Polychlorierte Biphenyle (PCB) gehören zur Stoffklasse der halogenierten aromatischen Kohlen-

wasserstoffe und bilden eine Gruppe von 209 möglichen Kongeneren. Das Grundgerüst der PCB 

bilden 2 kovalent miteinander verbundene Phenylringe, die in Ortho-(2,6), Meta-(4) und Para-

(3,5)-Positionen mit Chloridionen substituiert sein können (s. Abb. 1.1). Die allgemeine 

chemische Formel für PCB lautet C12H10-nCln, wobei n die Anzahl der Chloratome angibt. Es gibt 

Mono- bis Dekachlorbiphenyle. Seit 1980 existiert neben der Nomenklatur der IUPAC eine 

weitere nach Ballschmiter und Zell, die jedem Kongener eine Nummer zuordneten (Ballschmiter 

und Zell 1980). Aufgrund der Verteilung der Substituenten und der daraus resultierenden 

Konformität unterscheidet man zwischen koplanaren (non-ortho) und nicht koplanaren PCB. 
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Abb. 1.1: chemisches Grundgerüst der PCB 
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1.1.2 Polychlorierte Biphenyle als Umweltkontaminanten 

Seit den 20er Jahren wurden PCB-Gemische durch die Chlorierung von Biphenyl industriell 

hergestellt und unter verschiedenen Handelsnamen, z.B. Aroclor (Monsanto, USA), Clophen 

(Bayer, BRD) oder Kaneclor (Kanegafuchi, Japan), vermarktet. Sie dienten unter anderem als 

Hydraulikflüssigkeit, Schmiermittel, organische Lösungsmittel und Verdünner, Klebstoff, 

Wärmeleitflüssigkeit oder als dielektrische Flüssigkeit in Kondensatoren und Transformatoren. 

1966 berichtete der schwedische Wissenschafter Søren Jensen von unbekannten Peaks in einer 

gaschromatografischen Analyse des Pestizids Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) aus 

Umweltproben (Jensen 1966). Es stellte sich heraus, dass er eine Reihe von PCB zum ersten Mal 

nachgewiesen hatte und nachfolgend konnten in nahezu allen ökologischen Kompartimenten PCB 

detektiert werden (Risebrough et al. 1968, Safe et al. 1987). Die direkt und indirekt in die Umwelt 

eingebrachten PCB reichern sich aufgrund ihrer hohen Lipophilie in der Nahrungskette an und 

können so um ein Vielfaches konzentriert werden (Evans et al. 1991). Auch im Organismus des 

Menschen werden PCB vor allem im Fettgewebe, in der Leber und in der Haut gespeichert (Safe 

1987). Zudem wurden PCB im Serum, im Embryo und in der Muttermilch nicht spezifisch 

belasteter Populationen nachgewiesen (Acker und Schulte 1970, Baukloh et al. 1985, Schecter et 

al. 1994). Nach akzidentellen PCB-Kontaminationen (Yusho, Japan 1968; Yu-Cheng, Taiwan 

1978; Seveso, Italien 1976) und nach Erkenntnissen aus Toxizitätsstudien an Labortieren wurde 

die kommerzielle Produktion in den 80er Jahren weitgehend eingestellt. Bis dahin wurden 

weltweit etwa 1,5 Millionen Tonnen PCB produziert (Rantanen 1992).  

 

1.1.3 Wirkungen polychlorierter Biphenyle auf den Organismus 

PCB werden nach Ingestion im Gastrointestinaltrakt resorbiert und durch den Blutkreislauf 

transportiert (Busbee und Ziprin 1994). Auch transdermal und transalveolär können geringe 

Mengen aufgenommen werden. PCB werden hauptsächlich in der Leber metabolisiert, wobei die 

beim Abbau entstehenden Verbindungen toxischer als die Ausgangskongenere wirken können 

(Hansen 1987, Parkinson und Safe 1987, Safe 1994). Sie beeinflussen die Funktionen 

verschiedener Organe und Organsysteme. 

An der Haut zeigen sich nach PCB-Exposition vermehrt Komedonen bis hin zur sogenannten 

Chlorakne. Kinder von PCB-belasteten Müttern aus Japan und Taiwan fielen durch eine 

hyperpigmentierte Haut auf (Yamashita und Hayashi 1985). Die peripartale Letatilität der Kinder 

PCB-exponierter Mütter in Taiwan war deutlich erhöht (Hsu et al. 1985). Bei Kindern wurde eine 

mentale Entwicklungsverzögerung bis Retardierung durch PCB beschrieben (Rogan et al. 1988, 

Tilson et al. 1990). PCB wirken zudem hepatotoxisch, immunotoxisch, mutagen sowie 
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kanzerogen (Ahlborg et al. 1992, Safe 1984, Tryphonas 1994). In Studien zur Embryotoxizität 

wurden bei Labortieren eine verzögerte Blastozystenimplantation (Orberg und Kihlstrom 1973), 

eine erhöhte Anzahl an Früh- und Spätaborten (Villeneuve 1971), ein reduziertes embryonales 

Wachstum (Patnode und Curtis 1994) und eine erhöhte postpartale Mortalität der Nachkommen 

(Linder et al. 1974, Spencer 1982) nachgewiesen. 

 

 

1.2 Der Arylhydrocarbon-Rezeptor 

1.2.1 Struktur und Eigenschaften 

Im Jahr 1976 wurde der Arylhydrocarbon-Rezeptor (Ah-Rezeptor, AhR) von Poland und 

Mitarbeitern entdeckt (Poland et al. 1976). Der AhR ist ein Ligand-aktivierter 

Transkriptionsfaktor und gehört zur Familie der basic-Helix-Loop-Helix-Per-Arnt-Sim-(bHLH-

PAS-)Proteine. Er wird nahezu ubiquitär exprimiert (Okey et al. 1994). Einige molekulare 

Eigenschaften des AhR wie z.B. das Sedimentationsverhalten ähneln denen der 

Steroidhormonrezeptoren (Poellinger et al. 1985). Das Molekulargewicht und die 

Bindungsaffinität variieren zwischen den Spezies. Es finden sich Molekulargewichte von 95 kDa 

(C57BL/6-Mauslinien), 104 kDa (Kaninchen), 124 kDa (Hamster) bis 130 kDa (Wildmaus) 

(Poland und Glover 1987). Zudem wurden in Mäusen vier und in humanen Zelllinien zwei 

distinkte Ah-Rezeptorformen mit unterschiedlichen Ligand-Bindungsaffinitäten detektiert 

(Perdew und Hollenback 1995, Poland et al. 1994).  

Zu den Liganden des AhR gehören polychlorierte Dibenzodioxine und Dibenzofurane, 

polychlorierte und polybromierte Biphenyle, Benzo[a]pyren und 3-Methylcholanthren, wobei die 

Verbindungen mit der höchsten Affinität zum AhR die höchste Toxizität aufweisen (Poland und 

Knutson 1982, Safe 1990, Whitlock 1990). Der stärkste Ligand des AhR ist das 2,3,7,8-

Tetrachlordibenzo-p-dioxin (Safe 1984). Ein physiologischer Ligand des AhR konnte bis jetzt 

noch nicht eindeutig identifiziert werden. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass 

Tryptophanderivate und Indol(3,2-b)carbachol (Kleman et al. 1992, Rannug et al. 1995), 

Bilirubin  (Sinal und Bend 1997) oder Flavone (Reiners et al. 1999) mit hoher Aktivität an den 

AhR binden. 2001 identifizierte man im Urin die beiden Substanzen Indirubin und Indigo, die 

eine höhere Affinität als TCDD zum AhR aufwiesen (Adachi et al. 2001). 

Durch Studien an Ah-Rezeptor-defizienten Mäusen wurde erkannt, dass der AhR eine bedeutende 

Rolle in physiologischen Prozessen wie Zellproliferation und –differenzierung, der normalen 

Entwicklung und Funktion von Organen und dem Erhalt der Homöostase spielt (Fernandez-

Salguero et al. 1996). 
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1.2.2 Ah-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion 

Im inaktiven Zustand befindet sich der AhR im Zytoplasma, wo er unter anderem an 2 Moleküle 

des Hitzeschockproteins 90 (hsp90) und an das AhR-interagierende-Protein (AIP) gebunden ist 

(auch bekannt als XAP2 oder ARA9) (Chen und Perdew 1994, Ma und Whitlock 1997, Perdew 

1988).  Nach Bindung des Liganden wandert der AhR-Komplex in den Kern, wo er nach 

Abspaltung von hsp90 und AIP mit einem zweiten bHLH-Protein, dem AhR-Nuclear-

Translocator (ARNT) heterodimerisiert. Ein 1999 identifiziertes Protein, der Ah-Rezeptor-

Repressor (Ah-RR), kann die Funktion des AhR hemmen, indem es selbst mit ARNT dimerisiert 

und damit die Bindung des ARNT an den AhR unterdrückt (Mimura et al. 1999). AhR und 

ARNT besitzen Domänen für die Bindung an spezifische Sequenzen in der Promoterregion der 

AhR-Zielgene (Reyes et al. 1992). Diese kurzen DNA-Sequenzen (5`-TGCGTG-3`) werden als 

Dioxin Response Elements (DRE) oder Xenobiotic Response Elements (XRE) bezeichnet 

(Rowlands und Gustafsson 1997). Die Kopplung des AhR-ARNT-Ligand-Komplexes an das 

DRE führt zur Transkription der mRNA des entsprechenden Zielgens.   

 

1.2.3 Ah-Rezeptor-Zielgene 

Zu den Mitgliedern der sogenannten Ah-Rezeptor-Genbatterie zählen Gene, deren Expression 

durch dioxinartige Verbindungen beeinflusst wird (Abbott et al. 1995). Einige dieser Zielgene 

sind die Cytochrom P450 Monooxygenasen 1A1, 1A2 oder 1B1, UDP-Glukuronosyltransferase, 

NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase und Aldehyd-3-Dehydrogenase (Bock et al. 1990, Dunn et al. 

1988, Jaiswal et al. 1988, Nebert et al. 1987). Auch im Erythropoietin-Gen, dessen Expression 

vor allem unter hypoxischen Bedingungen induziert wird, wurde ein DRE gefunden (Chan et al. 

1999).  

Es gibt aber auch  Gene, die kein DRE in ihrer Sequenz aufweisen und dennoch durch 

dioxinartige Substanzen beeinflusst werden. Dazu gehören verschiedene Zytokine wie 

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI) 2 und Interleukin (IL)-1β (Sutter et al. 1991, Vogel et al. 

1997), Gluthathion-S-Transferase π1 (Aoki et al. 1992), Wachstumsfaktoren (Gaido et al. 1992) 

und Protoonkogene wie c-fos und c-jun (Puga et al. 1992). Die Regulationsmechanismen der 

Induktion oder Repression dieser Zielgene im weiteren Sinn sind noch nicht vollständig 

aufgeklärt. 
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1.3 Die frühe Embryonalentwicklung des Kaninchens 

1.3.1 Präimplantationsentwicklung  

Beim Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) wird die Ovulation durch den Begattungsreiz ausgelöst. 

Sie beginnt 10 Stunden post coitum (p.c.). Nach erfolgter Befruchtung in der Ampulle des 

Eileiters findet 22 bis 24 Stunden p.c. die erste Furchungsteilung der entstandenen Zygote statt. 

Es folgen 4-(28 Stunden), 8-(36 Stunden), 16-Zellstadium (44 Stunden) und die 32-64 Zellen 

enthaltende Morula (60 Stunden). Nach 72 Stunden werden erste Anzeichen einer mit Flüssigkeit 

gefüllten Höhle sichtbar, die die Entwicklung der Blastozyste anzeigt. Mit der Ausbildung der 

Blastozyste hat sich die erste Zelldifferenzierung in der Ontogenese vollzogen und es haben sich 

zwei distinkte Zelllinien, der Embryoblast und der Trophoblast, gebildet.  
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- Matrix-Metalloproteasen und ihre endogenen Inhibitoren 

Die Anheftung der Blastozyste an das uterine Epithel und die darauf folgende Invasion der Zellen 

des Trophoblasten in das endometriale Stroma erfordern streng regulierte Veränderungen der 

extrazellulären Matrix. Matrix-Metalloproteasen (MMP) und ihre endogenen Inhibitoren (Tissue 

Inhibitors of Metalloproteinases, TIMP) sind Schlüsselmediatoren der Matrixmodellierung 

während Implantation und Dezidualisierung (Alexander et al. 1996). Transkription und 

Expression der MMPs werden durch Wachstumsfaktoren, Zytokine und Steroidhormone reguliert 

(Librach et al. 1994, Salamonsen et al. 1997, Singer et al. 1997). Die Mehrheit der MMPs werden 

in einer latenten Form sezerniert und anschließend extrazellulär durch proteolytische Spaltung, 

die kaskadenartig untereinander stattfinden kann, aktiviert (Benaud et al. 1998). Bis jetzt konnten 

24 MMP und 4 TIMP identifiziert werden (Nagase und Woessner 1999). Während der 

Frühschwangerschaft kommt es zu  beachtlichen Veränderungen der Aktivität und des 

Verteilungsmusters der einzelnen MMP sowohl in den uterinen Zellen als auch im Trophoblasten 

(Das et al. 1997c). Die größte Bedeutung während Implantation und Dezidualisierung scheinen 

die Metalloproteasen 1-3, 7 und 9 zu haben (Salamonsen 1999). 

 

- Cyclooxygenase-2  

Cyclooxygenasen (COX) oder Prostaglandin-Endoperodixase-H-Synthasen (PGHS) sind  die 

Schrittmacherenzyme in der Synthese von Prostaglandinen aus Arachidonsäure. Es existieren 

zwei Isoformen, die von zwei Genen auf verschiedenen Chromosomen kodiert werden. Die COX-

1 wird konstitutiv in fast allen Geweben und Zellen exprimiert während die erst 1991 

identifizierte COX-2 (Xie et al. 1991) dagegen als die induzierbare Isoform bezeichnet wird. Sie 

ist in den meisten Geweben nicht detektierbar, kann aber rapide durch Wachstumsfaktoren, 

Tumorpromotoren, Hormone, bakterielle Endotoxine oder Zytokine induziert werden (Smith et 

al. 1996). Sie spielt eine Rolle bei Entzündungsprozessen, Fieber, Schmerz oder 

Tumorentstehung. Eine COX-2 Überexpression konnte in verschiedenen vor allem 

gastrointestinalen Karzinomen nachgewiesen werden (DuBois et al. 1996, Okami et al. 1999, 

Sano et al. 1995). In besonderem Maße ist die COX-2 in die Reproduktion eingebunden. Ihre 

Funktion ist essentiell für Ovulation, Fertilisation, Implantation und Dezidualisierung (Davis et 

al. 1999, Dinchuk et al. 1995, Lim et al. 1997). Während der Implantation wird die COX-2 in den 

Zellen des Trophoblasten und im Endometrium an den Stellen der Blastozystenanheftung 

exprimiert (Das et al. 1999, Kim et al. 1999). COX-2-Knockout-Mäuse zeigen eine fehlerhafte 

Ovulation und multiple Ausfälle während Fertilisation, Implantation und Dezidualisierung (Lim 

et al. 1997). Sie sind nicht fortpflanzungsfähig.  
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- Hypoxia Inducible Factor 1α, Vascular Endothelial Growth Factor and Vascular Endothelial          

Growth Factor Receptor 2 

Um einen suffizienten Gas- und Stoffaustausch zwischen mütterlichem und embryonalem 

Kreislauf zu gewährleisten, findet im Embryo und der entstehenden Dezidua eine ausgeprägte 

Vasculo- bzw. Angiogenese statt (Findlay 1986). Man nimmt an, dass die Gefäßentwicklung 

größtenteils durch lokale Hypoxie stimuliert wird (Shweiki et al. 1992). Der Hypoxia Inducible 

Factor 1α (HIF-1α) gehört wie der AhR zur Familie der bHLH-PAS-Proteine und ist ein Ligand-

aktivierter Transkriptionsfaktor. HIF-1α-Knockout-Embryonen der Maus weisen eine gestörte 

Vaskularisation und Entwicklungsverzögerung auf (Ryan et al. 1998). Durch Hypoxie stimuliert, 

heterodimerisiert HIF-1α mit ARNT (auch HIF-1β genannt) und bindet an die 8 bp umfassenden 

Hypoxia Response Elements (HRE) seiner Zielgene (Wang und Semenza 1995). Zu diesen 

Zielgenen gehören unter anderem Erythropoietin, Glukosetransporter, Enzyme der Glykolyse und 

der Vascular Endothelial Growth Factor (Semenza 1999).  

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein endothelspezifisches Mitogen und ist 

wesentlich an Prozessen der Vasculo- und Angiogenese sowie an der Regulation der 

mikrovaskulären Permeabilität beteiligt (Berse et al. 1992, Ferrara et al. 1992). VEGF ist ein 

heparinbindendes homodimeres Glykoprotein, dass Sequenzhomologien zum Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF) aufweist (Keck et al. 1989). Durch alternatives Splicing existieren 

verschiedene Isoformen, von denen einige sezerniert werden können und andere mit Heparin-

enthaltenden Proteoglykanen der extrazellulären Matrix assoziiert sind (Houck et al. 1992, Park et 

al. 1993). Während der Implantation wird VEGF-mRNA vor allem im Synzytiotrophoblast 

verstärkt exprimiert (Das et al. 1997b). VEGF bindet an die Tyrosinkinase-Rezeptoren c-fms-like 

Tyrosin Kinase (Flt-1 oder VEGFR1) und Fetal Liver kinase (Flk-1 oder VEGFR2) (de Vries et 

al. 1992, Terman et al. 1992). Die Expression des VEGFR2 ist der früheste Marker der sich 

entwickelnden endothelialen Zellen des Embryos (Millauer et al. 1993, Yamaguchi et al. 1993). 
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1.4 Ziel der Arbeit 

Seit den 20er Jahren wurden PCB-Gemische in hohem Maße industriell hergestellt und in die 

Umwelt entlassen. Heute können PCBs in nahezu allen ökologischen Kompartimenten und 

Lebewesen nachgewiesen werden. Sie entfalten vielfältige toxische Wirkungen im adulten 

(Leberschäden, Chlorakne, Enzyminduktion, Tumorpromotion) sowie fetalen Organismus 

(intrauterine Wachstumsretardierung, Fehlbildungen, Aborte).  

Koplanare PCB können die toxischen Effekte Rezeptor-abhängig über den Arylhydro-

carbonrezeptor (AhR) vermitteln. Der AhR ist ein Ligand-aktivierter Transkriptionsfaktor der 

basic-Helix-Loop-Helix-PAS-Proteinfamilie und wird nahezu ubiquitär exprimiert. Zu den 

Liganden des AhR gehören neben koplanaren PCB auch polychlorierte Dibenzodioxine und 

Dibenzofurane, polychlorierte und polybromierte Biphenyle, Benzo[a]pyren und 3-Methyl-

cholanthren, wobei die Verbindungen mit der höchsten Affinität zum AhR die höchste Toxizität 

aufweisen (Safe 1989). Beim Kaninchen wird der AhR ab dem 6. Tag p.c. in beiden Zelllinien der 

Blastozyste exprimiert (Tscheudschilsuren et al. 1999). 

In dieser Arbeit sollte der Einfluss definierter PCB-Gemische auf sechs Tage alte 

Präimplantationsblastozysten des Kaninchens untersucht werden. Anhand einer gezielten Studie 

an ausgewählten Enzymen des Fremdstoffmetabolismus und Implantationsmediatoren sollten die 

Mechanismen möglicher Fehlentwicklungen in der sensiblen Phase der Frühschwangerschaft 

erörtert werden. Dazu wurden sechs Tage alte Präimplantationsembryonen des Kaninchens mit 

einem Stoffgemisch aus entweder drei koplanaren (PCB 77, 126, 169) oder sieben nicht-

koplanaren (PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 180) PCB Kongeneren in den Konzentrationen 0,1 

ng und 1 µg/Kongener/ml Kulturmedium für vier Stunden kultiviert. Als Kontrolle dienten mit 

dem Lösungsvermittler DMSO exponierte Embryonen. Durch die anschließende Trennung der 

beiden blastozytären Zelllinien, Embryoblast und Trophoblast, und darauf folgender mRNA-

Extraktion, sollten erstmalig differenzierte Aussagen zur Vulnerabilität beider Zellarten 

gegenüber PCB möglich werden. Als Methode wurde die semiquantitative PCR eingesetzt. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Versuchstierhaltung und Embryonengewinnung 

Als Versuchstiere standen uns geschlechtsreife weibliche Hybridkaninchen (ZIKA-Hybriden, 

Basiszucht: Fa. Krieg, Niederwünsch) mit einem Körpergewicht zwischen 3 und 4,5 kg zur 

Verfügung. Die Kaninchen wurden in fensterlosen, klimatisierten Versuchstierräumen mit einem 

12/12-Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und mit einem handelsüblichen pelletierten 

Trockenfutter und Wasser ad libitum versorgt. Nach Eintreffen der Tiere im Tierhaus wurde 

ihnen eine Adaptationsphase von mindestens 21 Tagen gewährt. 

Den Spenderkaninchen wurden einmalig 150 U PMSG subkutan appliziert. Drei Tage später  

erfolgte die Paarung mit jeweils zwei Böcken. Anschließend wurden den Spenderkaninchen 75 U 

hCG und 50 µg Neutra-PMSG intravenös (Vena auricularis lateralis) injiziert. Die Tiere wurden 

nach weiteren 6 Tagen durch intravenöse Injektion von 80 mg Pentobarbital/kg Körpergewicht 

narkotisiert und durch zervikale Dissektion und Exsanguination getötet. Nach Präparation und 

Exzision des Genitaltraktes wurden die Blastozysten mit sterilfiltriertem Spülmedium (BSM II-

Medium [Tab. 2.1] mit 0,3% BSA) ausgespült und dreimal mit frischem Spülmedium gewaschen.  

 

BSM II Medium  

Basal Synthetic Medium II 7,64 g/l 

NaHCO3 2,1 g/l 

Glukose 1,8 g/l 

Streptomycin 0,15 g/l 

Penicillin 0,061 g/l 

 

 
Tab. 2.1: Zusammensetzung des verwendeten BSM-II-Mediums. 

Die lichtmikroskopisch als intakt beurteilten Blastozysten wurden gepoolt und anschließend auf 

die drei Versuchsgruppen verteilt. 

 

 

2.2. Kulturbedingungen und PCB-Exposition 

Die in-vitro-Kultur der Blastozysten erfolgte in einem Wassermantel-Inkubator bei 37 °C, 5 % 

CO2, 5 % O2, 90 % N2 und gesättigter Luftfeuchte (Lindenau und Fischer 1994). Um die 

Adsorption der PCB an die Kulturgefäßwand zu minimieren, wurden ausschließlich sterile 

Glasschalen benutzt. 4-8 Blastozysten wurden jeweils in 1,5 ml BSM-II-Medium mit 1,5 % BSA 
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kultiviert. Verwendet wurden die hochgereinigten (99,2 % bis 99,8 % Reinheit) koplanaren 

Kongenere 77, 126, 169 und nicht-koplanaren Kongenere 28, 52, 101, 118, 138, 153 und 180, die 

jeweils in einer Konzentration von 0,1 ng/Kongener/ml bzw. 1 µg/Kongener/ml Kulturmedium 

zugesetzt wurden. Die Auswahl der Kongenere und die Zusammensetzung der PCB-Gemische 

erfolgten aufgrund der Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen an Kaninchenblastozysten, 

in denen die gewählten koplanaren Kongenere in einer Konzentration von jeweils 0,1 ng die 

Zellproliferation am deutlichsten hemmten (Küchenhoff et al. 1999). Als Lösungsmittel der 

lipophilen PCB diente DMSO in einer Konzentration von 1 % im Kulturmedium. Zum 

Ausschluss DMSO-spezifischer Effekte wurde der Kontrollgruppe DMSO in gleicher 

Konzentration zugesetzt. In früheren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, das 1% 

DMSO die Entwicklung und Zellproliferation der Kaninchenblastozyste nicht beeinträchtigt 

(Lindenau et al. 1994). Nach einer Kulturdauer von vier Stunden wurden die Blastozysten 

dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die die Blastozyste umgebende Neozona mit 

einer sterilen Einmalkanüle entfernt und eine mikrochirurgische Trennung des Embryoblasten 

(inner cell mass, ICM) vom Trophoblasten (trophectoderm, TE) unter dem Lichtmikroskop 

durchgeführt. Jeweils zwei Embryoblasten bzw. Trophoblasten wurden in einem 0,5 ml 

Reaktionsgefäß bei –80 °C bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt. 

 

 

2.3 mRNA-Isolierung 

Die Isolierung der blastozytären RNA erfolgte als mRNA-Direktisolierung mit magnetisierbaren, 

an Oligo-dT gekoppelte Beads (DYNABEADS®). Zwei Embryo- bzw. Trophoblasten wurden 

jeweils in 200 µl Lysis Buffer (100 mM Tris-HCL, 500 mM LiCl, 10 mM EDTA, 5 mM DTT, 1 

% SDS) aufgenommen und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend  wurden 4 

Aliquots des Homogenats zu je 50 µl hergestellt und mit 10 µl DYNABEADS® bei 

Raumtemperatur und 200 U/min für 10 min hybridisiert. Das Lysat wurde für 2 min in den MPC© 

gegeben, der als Magnet die DYNABEADS®  mit der gebundenen mRNA an der hinteren 

Tubewand fixiert. Der Überstand wurde abpipettiert und die mRNA zunächst einmal mit 50 µl 

Waschpuffer A (10 mM Tris-HCL, 0,15 mM LiCl, 1 mM EDTA, 0,1 % SDS) und anschließend 

dreimal mit 30 µl Waschpuffer B (10 mM Tris-HCL, 0,15 mM LiCl, 1 mM EDTA) gewaschen. 

Dem letzten Waschschritt folgte die Eluierung bei 65 °C für 2,5 min nach Resuspendierung in 11 

µl DEPC-Wasser. Nach erneuter Platzierung im MPC© konnte die sich im Überstand befindende 
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freie mRNA in ein frisches 0,5 ml Reaktionsgefäß zur Synthese des ersten Stranges überführt 

werden.  

 

 

2.4 Erststrang-Synthese (cDNA-Synthese)  

Zur Erststrangsynthese, d.h. zur reversen Transkription der mRNA, wurden Komponenten des 

„GeneAmp® RNA PCR Core Kit“ von Perkin Elmer verwendet. Eingesetzt wurden nur drei der 

vier nach der Lysierung entstandenen Aliquots, da eines als RNA-Kontrolle dienen sollte und 

lediglich mit 49 µl DEPC-Wasser versetzt wurde. Nach Zugabe von 2 µl 10fach Puffer, 2 µl 50 

mM MgCl2, 2 µl 10 mM dNTP, 1 µl Random Hexamer Primer, 1 µl Reverse Transkriptase und 1 

µl RNase-Inhibitor entstand ein Reaktionsgemisch von 20 µl, das mit Silikonöl abgedeckt wurde. 

Die cDNA-Synthese erfolgte unter folgenden Bedingungen: 10 min 25 °C, 1 h 42 °C, 5 min 99 

°C in einem programmierbaren Heizblock. Nach Beendigung der Synthese wurde autoklaviertes 

Wasser ad 60 µl aufgefüllt.  

 

 

2.5 Die Polymerase-Kettenreaktion 

Das PCR-Reaktionsgemisch setzte sich wie folgt zusammen: 2-10 µl cDNA, 5 µl 10fach PCR-

Puffer, 1,5 µl  50 mM MgCl2, 1 µl 10 mM dNTP, 1 µl Primer (Mix aus jeweils 25 pmol/µl 

Forward- bzw. Reverse-Primer), 1 U Taq-Polymerase und Wasser ad 50 µl. Zum Ausschluss der 

Kontamination der Blastozysten-cDNA mit genomischer DNA wurde nach jeder mRNA-

Extraktion eine RNA-Probe mitgeführt. Zur Kontrolle der Reinheit aller Reagenzien im 

Reaktionsgemisch enthielt jede PCR eine Wasserprobe ohne cDNA. Der Enzymmix wurde in ein 

PCR-Reaktionsgefäß gegeben und zur Vermeidung von Evaporationen mit Mineralöl abgedeckt. 

Die Reaktion fand in einem programmierbaren Heizblock unter folgenden Bedingungen statt: 94 

°C für 3 min, 28-45 Zyklen mit 94 °C für 30 s, 55-60 °C für 30 s, 72 °C für 45 s und abschließend 

72 °C für 5 min.  Überprüft wurde das PCR-Ergebnis mit einem 1,5 %igen Agarose-Gel. Zur 

Herstellung wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA) 

aufgekocht und mit 50 µg Ethidiumbromid versetzt. 20 µl der PCR-Probe wurden mit 5 µl 

Ladepuffer versetzt und die PCR-Amplifikate bei 70 mV aufgetrennt. Zur Aufnahme der Gele 

stand uns ein Geldokumentationssystem mit UV-Tisch, digitaler Kamera und Bildaufnahme-

Software zur Verfügung. Jedes Gel wurde mit einheitlichen Parametern belichtet, aufgenommen 
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und zur späteren Analyse gespeichert. Die DNA-Fragmente, die für eine Klonierung verwendet 

werden sollten, wurden mit einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten. 

 

 

2.6 Klonierung 

Für die Klonierung eines DNA-Fragmentes konnte entweder direkt das PCR-Produkt verwendet 

werden oder die DNA wurde aus dem Agarose-Gel mit Hilfe des „PCR-Prep-Kits“ von Promega 

aufgereinigt. Die PCR-Fragmente wurden über Nacht bei 4 °C in den pGEM-T-Vektor ligiert (10 

µl 10fach Ligationspuffer, 8 µl DNA, 1 µl T-Vektor, 1 µl T4-Ligase). Am nächsten Tag wurden 

200 µl kompetente E.coli-XL-1Blue-Zellen langsam aufgetaut, mit dem Ligationsansatz versetzt 

und 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde 2 min auf 42 °C erwärmt, auf Eis abgekühlt und 

in 900 µl LB-Medium (1 % Pepton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl) 1-2 Stunden bei 37 °C und 

240 U/min inkubiert. Nach der ersten Vermehrungsphase wurden die Zellen auf einem 

Selektionsmedium (LB-Medium mit 1,5 % Agar, 50 µg/ml Ampicillin, 40 µg/ml X-Gal, 0,2 mM 

IPTG) ausplattiert und über Nacht bei 37 °C angezüchtet. Die weißen, das Plasmid enthaltenden  

Kolonien wurden in 3 ml LB-Medium mit 50 µg/ml Ampicillin angeimpft und nochmals über 

Nacht bei 37 °C kultiviert. Die Plasmid-DNA wurde mit dem „GFX™ Micro Plasmid Prep Kit“ 

entsprechend des Produkt-Protokolls extrahiert und in 30 µl sterilem Wasser resuspendiert. 

Anschließend wurde ein Restriktionsverdau vorgenommen. Der Restriktionsansatz setzte sich wie 

folgt zusammen: 5 µl Plasmid-DNA, 3 µl Wasser, 1 µl Puffer B+, 0,5 µl Apa I (5 U), 0,5 µl Sac I 

(5 U). Nach Inkubation für 2 Stunden bei 37 °C wurde das Ergebnis auf einem 1,5 %igen 

Agarose-Gel sichtbar gemacht. 

 

 

2.7 Sequenzierung 

Die im Vektor befindlichen Fragmente wurden mit dem „ABI Prism Dye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit“ sequenziert. Eingesetzt wurden 3 µl Plasmid-DNA, 10 pmol 

Primer (T7 oder SP6), 8 µl Terminator-Mix und 8 µl Wasser. Die Sequenzierungs-PCR wurde in 

einem Heizblock mit 28 Zyklen mit je 96 °C für 30 s, 45 °C für 15 s, 60 °C für 4 min 

durchgeführt. Nach Präzipitation mit Ethanol wurde die DNA in 4 µl Ladepuffer resuspendiert 

und im Zentrum für Medizinische Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen Fakultät der 

MLU im automatischen Sequenzer ABI 373 (Applied Biosystems) analysiert. Die erhaltenen 
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Sequenzdaten wurden mit dem „Basic Local Alignment Search Tool“ (BLAST) im World Wide 

Web mit vorhandenen Sequenzen verglichen.  

 

 

2.8 Statistik 

Für jedes untersuchte Gen wurden drei unabhängige Expositionsversuche ausgewertet. Jede PCR 

wurde für jedes Gen zweimal wiederholt und semiquantitativ ausgewertet. Zur Analyse der mit 

Hilfe der Geldokumentationssoftware BioRad 1D erhaltenen optischen Dichten der PCR-Banden 

wurden die Programme Microsoft Excel und SPSS 10.0 benutzt. Den Referenzwert bildete das 

Mittel aus drei ß-Aktin-PCR. Zur Vereinfachung wurde der ermittelte ß-Aktin/Zielgen-Quotient 

der DMSO-Kontrolle jedes Versuches gleich 1 gesetzt und die Verhältnisse der beiden 

exponierten Gruppen dazu entsprechend berechnet.  Für die Bestimmung der p-Werte wurde ein 

Univarianztest mit Bonferroni-Korrektur verwendet. Für ein p<0,05 wurde statistische 

Signifikanz angenommen.  
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2.9 Geräte, Chemikalien, Enzyme, Oligonukleotide 

 

Amersham  Sequenzierungs-Kit, Micro Plasmid Prep Kit 

(Piscataway, NJ, USA) 

 Biorad   Geldokumentationssoftware BioRad 1D 

(München) 

Biosource  PCR-Primer 

(Nivelles, Belgien) 

Biometra  TRIO Thermoblock Cycler, Gelkammersysteme 

(Göttingen) 

Biozym   Agarose, PCR Softtubes 

(Oldendorf) 

DYNAL  Magnetic Particel Concentrator®, DYNABEADS®

(Oslo, Norwegen) 

Heraeus  Zentrifugen, Wassermantelinkubator 

(Hanau) 

Intervet GmbH PMSG, Neutra-PMSG 

(Tönisvorst) 

Life Technologies Taq-Polymerase, PCR-Primer, PCR-Puffer, MgCl2, dNTP  

(Eggenstein) 

MBI Fermentas Apa I, Sac I, Puffer B+ (mit BSA), 100bp-Leiter 

(Hanover, MD, USA) 

Merck   Ethanol, Isopropanol 

(Darmstadt) 

Ökometric  hochgereinigte PCB-Kongenere 

(Bayreuth) 

Perkin Elmer  GeneAmp® RNA PCR Core Kit 

(Weiterstadt) 

Promega  pGEM-T-Vektor, Ligationspuffer, T4-Ligase, PCR-Prep-Kit 

(Mannheim) 

Roth   DMSO, Ethidiumbromid, X-Gal, IPTG, Agar, EDTA, NaCl, Pepton  

(Karlsruhe) 

Schering AG  hCG 

(Berlin) 
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Seromed  BSM-II 

(Berlin) 

Serva   Ampicillin, Tris 

(Heidelberg) 

Sigma   PBS, Pentobarbital, BSA 

(Louis, MO, USA) 

 

 

Die verwendeten Primer sind zusammen mit den entsprechenden RT-PCR Bedingungen in der 

folgenden Tabelle zusammengefasst: 

  

Gen Primersequenz 
5`   3` 

T 
[°C]  

Z 
 

D 
[µl] 

G 
[bp] 

ß-Aktin 
 

F     CTA CAA TGA GCT GCG TGT GG 
R     TAG CTC TTC TCC AGG GAG GA 

60 28 2 450 

CYP 1A1 F     GGG CAA ACG CAA GTG CAT 
R     AGA GGG ACA AGT CCA GAG 

60 35 3 352 

CYP 1B1 F     CAA CCG CAA CTT CAG CAA CT 
R     CAG GAC ATA GGG CAG GTT G 

60 42 5 364 

Gst π 1 F     GCT GGA AGG AGG AGG TGG T 
R     GTG ACG CAG GAT GGT ATT GG 

60 33 3 132 

HIF-1α 
 

F     GCC GAG GAA GAA CTA TGA AC 
R     GTT TCT GTG TCG TTG CTG CC 

60 33 6 730 

VEGF 
 

F     CTT GCT GCT CTA CCT CCA CC 
R     CTT TGG TCT GCA TTC ACA TTT G 

60 35 3 361 

VEGFR2 
 

F     GTC GGA GAA GAA CGT GGT GAA G 
R     GAA CGA TGT AGT CTT TGC CAC C 

60 40 5 424 

TIMP-2 F     GCC AAA GCG GTC AGC GAG 
R     CCA GTC CAT CCA GAG GCA C 

60 33 3 392 

MMP-2 
 

F     GAC CAG AGC ACC ATC GAG 
R     GCA GTA CTC CCC ATC GGC 

60 25 3 432 

COX-2 
 

F     CTG CTC CTG AAA CCC ACT CC 
R     GCA GGG ATG TGA GGC GGG TA 

60 35 3 607 

Cytokeratin 18 F     CAG ATT GAG GAG AGC ACC AC 
R     AGT CCT CGC CAT CTT CCA GC 

55 34 8 349 

 

 

 

 

Tab. 2.2: 
Primersequenzen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide und RT-PCR-Bedingungen.
F = Forward Primer, R = Reverse Primer, T = Annealing-Temperatur, Z = Anzahl der PCR-Zyklen,  D =
eingesetzte cDNA-Menge, G = Größe des Amplifikates. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Charakterisierung der zelllinienspezifischen cDNA 

Die Entwicklung zweier Zelllinien, des epithelialen Trophoblasten und des pluripotenten 

Embryoblasten, ist der er e Differenzierungsschritt in der Embryogenese des Säugetieres. Die 

Entwicklung des Trophobl

ab. Zu den ersten Genen, 

Keratine (Jackson et al. 1

eine partielle DNA-Seque

identifizieren. Die neue 

„GenBank“ Datenbank ve

 

 

3.1).  

. 3.1  
er neu identifizie

it Hilfe der semiquan

gefunden (Brison und Sch

Kaninchen: 1    cagatt
                ||||||
Mensch:    802  cagatt
                      
Kaninchen: 61   acaaca
                || || 
Mensch:    862  acgacg
                      
Kaninchen: 121  aagaac
                |  || 
Mensch:    922  agaaat
                      
Kaninchen: 181  cagatg
                ||||||
Mensch:    982  cagatg
                      
Kaninchen: 241  gccgag
                || |||
Mensch:    1042 gcagag
                      
Kaninchen: 301  gaggct
                ||||||
Mensch:    1102 gaggct

Abb
Alignment d
 

M

Embryoblasten ein im Du

werden (Abb. 3.2). Die s

Kaninchenblastozysten ex

Aktin bezogen) im Tropho
stA

asten hängt von der Expression verschiedener Proteine des Zytoskeletts 

die in Trophoblastzellen differenziell exprimiert werden, gehören die 

980, Jackson et al. 1981). Mit degenerierten Primern ist es gelungen, 

nz von 349 bp Länge des Cytokeratin-18-Gens des Kaninchens zu 

partielle Kodonsequenz wurde mit dem Verweis AY099113 in der 

röffentlicht. Die Homologie zur humanen Sequenz beträgt 87 % (Abb. 

rten Cytokeratin-18-Kaninchensequenz mit der humanen Sequenz.  

titativen RT-PCR konnte im Trophoblasten im Vergleich zum 

ultz 1996).    

gaggagagcaccaccatcgtcacctcgcagttggcggaggtcagcgcagccgag 60 
||||||||||||||  | |||||| | ||||  || |||||  | || || ||| 
gaggagagcaccacagtggtcaccacacagtctgctgaggttggagctgctgag 861 
                                                   
ctcacggagctgcggcgcaccttccagtctttggagatcgacctggagtccatg 120 
||||| |||||| | || ||  ||||||| ||||||||||||||||| |||||| 
ctcacagagctgagacgtacagtccagtccttggagatcgacctggactccatg 921 
                                                   
ctgaagatcagcttggagaacagcctgcgggacgtggagacgcgctacgccatg 180 
||||||  ||||||||||||||||||| |||| |||||| | ||||||||| |  
ctgaaggccagcttggagaacagcctgagggaggtggaggcccgctacgcccta 981 
                                                   
gagcagctcaacggcgtgctgctgcacctggagtccgagctggcgcagacccgg 240 
||||||||||||||  | ||||||||||| ||||| |||||||| ||||||||| 
gagcagctcaacgggatcctgctgcaccttgagtcagagctggcacagacccgg 1041 
                                                   
ggacagcgccaggcccaggagtacgaagccctgctgaacatcaaggtcaagctg 300 
||||||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||| 
ggacagcgccaggcccaggagtatgaggccctgctgaacatcaaggtcaagctg 1101 
                                        
gaaatcgccacctaccgccgcctgctggaagatggcgaggact 349 
|| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
gagatcgccacctaccgccgcctgctggaagatggcgaggact 1150 

rchschnitt 3,4fach stärkeres Signal für Cytokeratin 18 nachgewiesen 

tatistische Auswertung ergab ein p<0,01. Vergleichbare Studien an 

istieren nicht. In der Mausblastozyste wurden mittels RT-PCR (auf β-

blasten 7fach höhere Cytokeratin-18-Transkripte als im Embryoblasten 
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     M ICM         TE          W
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bb. 3.2 
nta r Erg e d  (A) und Cytokeratin 18 (B). I

bb. 3.2 
nta r Erge e d  (A) und Cytokeratin 18 (B). Iepräse tive Darstellung deepräse tive Darstellung de ebniss er PCR für ß-Aktinbniss er PCR für ß-Aktin m

T e im Durchschnitt 3,4fach höhere mRNA Menge an Cytokeratin 18 gegenüberophoblasten konnte ein r
der inneren Zellmasse festgestellt werden (p=0,006). M = Längenmarker, ICM = Embryoblast, TE =
Trophoblast; W = Wasserprobe. 

 

 

3.2 Untersuchung 6 Tage alte

.2.1 Xenobiotika-metabolisiere

n von 0,1 ng/ml K

 Untersuchung 6 Tage alte

.2.1 Xenobiotika-metabolisiere

n von 0,1 ng/ml K

33

Als Vertreter fremdstoffmetaboAls Vertreter fremdstoffmetabo

Cytochrom P450 MonooxygenaCytochrom P450 Monooxygena

Genbatterie ausgewählt. Ihre Exp

Gonzalez 1987, Shen et al. 

untersucht. Sie ist kein klassis

induziert werden (Aoki et al. 199

- 0,1 ng/ml 

Nach einer vierstündigen Expo

Genbatterie ausgewählt. Ihre Exp

Gonzalez 1987, Shen et al. 
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Abb. 3.3 
Ergebnisse der densitometr
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(C) nach Exposition ohne (
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Abb. 3.4 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der
PCR für CYP 1A1 (A), CYP 1B1 (B) und GST π 1
(C) nach Exposition ohne (DMSO) und mit 1 µg
koplanarer PCB. Schwarze Säulen kennzeichnen
den Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblas-
ten (TE). Die Fehlerbalken geben den Standard-
fehler des Mittelwertes an.  Nach PCB-Exposition
konnte für CYP 1A1 im Embryoblasten und CYP
1B1 in beiden Zelllinien eine signifikant  erhöhte
Transkriptmenge im Vergelich zur Kontrollgruppe
ermittelt werden (*p<0,05, **p<0,01). 
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.2 Hypoxia Inducible Factor-1α 

F-1α wurde als Hypoxie-induzierter Transkriptionsfaktor in die Untersuchungen einbezogen, 

 koplanare PCB hypoxischen Stress verursachen können (Hassoun et al. 2002, Hennig et al. 

02, Oakley et al. 1996). Mit Primern basierend auf der humanen HIF-1α-mRNA ist es 

lungen, die bis dahin unbekannte vollständige mRNA des Kaninchens zu sequenzieren 

enBank“ Eintrag AY273790). Sie enthält 2472 bp und die Homologie zur humanen HIF-1α-

NA beträgt 93%. Als Amplikon für die semiquantitative PCR wurde ein Fragment von 730 bp 

sgewählt. Der Sequenzvergleich dieses Fragmentes zur humanen HIF-1α-Sequenz ist in der 

bildung 3.7 dargestellt. 

,1 ng/ml  
ch Exposition von 0,1 ng der koplanaren Kongenere konnte in beiden Zelllinien der 

astozyste eine leichte jedoch nicht signifikante Reduzierung des Amplifikates beobachtet 

rden (Abb. 3.5).    
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Abb. 3.5 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der
PCR für HIF-1α nach Exposition ohne (DMSO)
und mit 0,1 ng koplanarer PCB. Schwarze Säulen
kennzeichnen den Embryoblasten (ICM), weiße den
Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwertes an.   
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- 1 µg/ml 

Die Exposition mit 1µg koplanarer PCB ergab gegenüber der Kontrolle einen signifikanten 

Abfall der HIF-1α-mRNA auf 0,7 im Embryoblasten. Die HIF-1α-Transkripte im Trophoblasten 

waren unverändert (Abb. 3.6).  
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Abb. 3.6 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der
PCR für HIF-1α nach Exposition ohne (DMSO)
und mit 1 µg koplanarer PCB. Schwarze Säulen
kennzeichnen den Embryoblasten (ICM), weiße den
Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den* 
 
koplanar

TE

 

Standardfehler des Mittelwertes an.  Im Embryo-
blasten konnte ein im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikanter Abfall der HIF-1α-Transkripte
ermittelt werden (*p<0,05). 
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Kaninchen: 1    gccgaggaagaactatgaacataaagtctgccacctggaaggtacttcactgtacaggcc 60 
                ||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||| | ||||| ||||||| 
Mensch:    814  gccgaggaagaactatgaacataaagtctgcaacatggaaggtattgcactgcacaggcc 873 
 
Kaninchen: 61   atattcatgtatatgataccaacagtaaccagtcccagtgcggatataagaaacctccca 120 
                | ||||| |||||||||||||||||||||||  | ||||| || ||||||||||| || | 
Mensch:    874  acattcacgtatatgataccaacagtaaccaacctcagtgtgggtataagaaaccaccta 933 
 
Kaninchen: 121  tgacatgcttggtgctgatttgtgaacccattcctcatccatcaaatattgaaattcctt 180 
                |||| |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Mensch:    934  tgacctgcttggtgctgatttgtgaacccattcctcacccatcaaatattgaaattcctt 993 
 
Kaninchen: 181  tagacagcaagacgtttctcagtcgacacagcctggatatgaaattttcttactgtgatg 240 
                |||| |||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
Mensch:    994  tagatagcaagactttcctcagtcgacacagcctggatatgaaattttcttattgtgatg 1053 
 
Kaninchen: 241  aaagaattactgaattgatgggatatgaaccagaagaacttttgggccgttcaatttatg 300 
                |||||||||| ||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||| |||||||||| 
Mensch:    1054 aaagaattaccgaattgatgggatatgagccagaagaacttttaggccgctcaatttatg 1113 
 
Kaninchen: 301  aatattaccatgctttggactctgatcatctgaccaaaactcatcatgatatgtttacta 360 
                ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Mensch:    1114 aatattatcatgctttggactctgatcatctgaccaaaactcatcatgatatgtttacta 1173 
 
Kaninchen: 361  aaggacaagtcaccacaggacagtataggatgcttgccaaaagaggtggatatgtctggg 420 
                ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Mensch:    1174 aaggacaagtcaccacaggacagtacaggatgcttgccaaaagaggtggatatgtctggg 1233 
 
Kaninchen:  421  ttgaaactcaagcaacggtcatatataataccaagaactctcaaccgcagtgcattgtgt 480 
                 |||||||||||||||| ||||||||||| |||||||| |||||||| ||||||||||| | 
Mensch:     1234 ttgaaactcaagcaactgtcatatataacaccaagaattctcaaccacagtgcattgtat 1293 
 
Kaninchen:  481  gtgtcaattatgttgtgagtggtattattcagcacgacttgattttctcccttcaacaaa 540 
                 |||| ||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Mensch:     1294 gtgtgaattacgttgtgagtggtattattcagcacgacttgattttctcccttcaacaaa 1353 
 
Kaninchen:  541  cagaatgtgtcctcaaaccagttgaatcttcagatatgaaaatgactcagctgttcacca 600 
                 ||||||||||||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
Mensch:     1354 cagaatgtgtccttaaaccggttgaatcttcagatatgaaaatgactcagctattcacca 1413 
 
Kaninchen:  601  aagtggaatcagcagatacaagtagtctctttgacaaactgaagaaggagcctgatgctt 660 
                 |||| ||||||| |||||||||||| |||||||||||||| |||||||| |||||||||| 
Mensch:     1414 aagttgaatcagaagatacaagtagcctctttgacaaacttaagaaggaacctgatgctt 1473 
 
Kaninchen:  661  taactctgctggccccagctgctggagacacaatcatatctttagattttggcagcaacg 720 
                 ||||| ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Mensch:     1474 taactttgctggccccagccgctggagacacaatcatatctttagattttggcagcaacg 1533 
 
Kaninchen:  721  acacagaaac 730 
                 |||||||||| 
Mensch:     1534 acacagaaac 1543

 
 
Abb. 3.7 
Alignment des für die PCR ausgewählten 730 bp Fragmentes der neu identifizierten HIF-1α- 
Kaninchensequenz mit der humanen HIF-1α-Sequenz.  
 

 



Ergebnisse 22

3.2.3 Vascular Endothelial Growth Factor und Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor 2  

Die Primer für VEGF wurden anhand der teilweise bekannten Nukleotidsequenzen des 

Kaninchens und des Menschen gelegt. Dabei konnte ein neuer Teil der Kaninchensequenz von 

136 bp ermittelt werden, der am 24. Februar 2003 unter dem Verweis AY196796 in der 

„GenBank“ Datenbank veröffentlicht wurde. Der Sequenzvergleich des erhaltenen Amplifikates 

ergab eine 91% Homologie zum humanen VEGF  (Abb.3.8). Die Primer für VEGFR2 konnten 

vollständig basierend auf der Kaninchensequenz synthetisiert werden.  

 

 

Kaninchen: 1   cttgctgctctacctccaccatgccaagtggtcccaggctgcacccatggcagaagaagg 60 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Mensch   : 39  cttgctgctctacctccaccatgccaagtggtcccaggctgcacccatggcagaaggagg 98 
                                                                       
Kaninchen: 61  agacaataaaccccacgaagtggtgaagttcatggaagtctaccggcgcagctactgcca 120 
               ||   | || |  ||||||||||||||||||||||| ||||| | ||||||||||||||| 
Mensch:    99  agggcagaatcatcacgaagtggtgaagttcatggatgtctatcagcgcagctactgcca 158 
                                                                        
Kaninchen: 121 gccgatcgagaccttggtggacatcttccaggagtaccctgatgagatcgagtacatatt 180 
               || ||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Mensch:    159 tccaatcgagaccctggtggacatcttccaggagtaccctgatgagatcgagtacatctt 218 
                                                                        
Kaninchen: 181 caagccttcctgcgtgcctctggtgcgctgtgggggctgctgcaatgatgaaagcctgga 240 
               |||||| ||||| ||||| ||| |||| || ||||||||||||||||| ||  ||||||| 
Mensch:    219 caagccatcctgtgtgcccctgatgcgatgcgggggctgctgcaatgacgagggcctgga 278 
                                                                        
Kaninchen: 241 gtgtgtgcccaccgaggagttcaacgtcaccatgcagatcatgcggatcaaacctcacca 300 
               |||||||||||| ||||||| |||| ||||||||||||| |||||||||||||||||||| 
Mensch:    279 gtgtgtgcccactgaggagtccaacatcaccatgcagattatgcggatcaaacctcacca 338 
                                                                        
Kaninchen: 301 gggccagcacataggggagatgagcttcctacagcacaacaaatgtgaatgcagaccaaa 360 
               |||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Mensch:    339 aggccagcacataggagagatgagcttcctacagcacaacaaatgtgaatgcagaccaaa 398 
             
Kaninchen: 361 g 361 
               | 
Mensch:    399 g 399 
 

 

Abb. 3.8  
Alignment der VEGF Kaninchensequenz mit der humanen VEGF-Sequenz. Der neu identifizierte Anteil
von 136 bp ist grau markiert.  
  

- 0,1 ng/ml 

Für VEGF waren in beiden Zelllinien keine Veränderungen zu beobachten (Abb. 3.9 A). 

VEGFR2-Transkripte waren im Trophoblasten signifikant gegenüber der DMSO-Kontrolle um 

1,5 erhöht, im Embryoblasten dagegen unverändert (Abb. 3.9 B).  
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Abb. 3.9 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für VEGF (A) und VEGFR2 (B) nach
Exposition ohne (DMSO) und mit 0,1 ng koplanarer PCB. Schwarze Säulen kennzeichnen den
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.  Für VEGFR2 konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg im
Trophoblasten ermittelt werden (*p<0,05). 
te sich nicht auf die VEGF- mRNA aus (Abb. 

es, jedoch nicht signifikant erhöhtes Signal in 

 1,7 während die VEGFR2-Transkripte im 

VEGFR2

0

0.5

1

1.5

2

DMSO koplanar

ICM
TE

 

Abb. 3.10 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für VEGF (A) und VEGFR2 (B) nach
Exposition ohne (DMSO) und mit 1 µg koplanarer PCB. Schwarze Säulen kennzeichnen den
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.   
A
 B
 *
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3.2.4 Matrix-Metalloprotease 2 und Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 2 

Als Vertreter der während der Implantation aktivierten Matrix-Metalloproteasen wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Typ IV-Kollagenase Matrix Metalloproteinase 2 (MMP-2, auch 

Gelatinase A) gewählt. Die MMP-2 weist ein besonders hohes Substratspektrum auf (Aimes und 

Quigley 1995) und scheint an der frühen Phase der Dezidualisierung und Neovaskularisation 

beteiligt zu sein (Das et al. 1997a). Gleichermaßen wurde ihr spezifischer Inhibitor Tissue 

Inhibitor of Metalloproteinases (TIMP-2) untersucht. Die Nukleotidsequenzen von MMP-2 und 

TIMP-2 waren für das Kaninchen bekannt, sodass spezifische Primer gelegt werden konnten. Die 

Amplifikate wurden durch Sequenzierungen bestätigt.   

- 0,1 ng/ml 

Die MMP-2-Expression war nach Exposition mit 0,1 ng der koplanaren Kongenere im 

Trophoblasten um 0,58 reduziert; im Embryoblasten war kein Unterschied festzustellen (Abb. 

3.11 A). Für TIMP-2 konnten mit den Faktoren 0,97 für den Embryoblasten und 1,12  für den 

Trophoblasten keine Effekte beobachtet werden (Abb. 3.11 B).   
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Abb. 3.11 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für MMP-2 (A) und TIMP-2 (B) nach
Exposition ohne (DMSO) und mit 0,1 ng koplanarer PCB. Schwarze Säulen kennzeichnen den
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.    
Kongenere sank das MMP-2-Transkript im 

ern war mit einem Faktor von 0,95 beinahe 

onnte jedoch ein nicht signifikanter leichter 

0,8 ermittelt werden (Abb. 3.12 A). Auch für 

derte Transkriptmenge (0,65) gesehen. Im  

on statistisch signifikant. Die Trophoblasten-

her unverändert (Abb. 3.12 B).  
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 Abb. 3.12 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für MMP-2 (A) un
Exposition ohne (DMSO) und mit 1 µg koplanarer PCB. Schwarze Säule
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben d
Mittelwertes an. Für TIMP-2 war der Abfall im Embryoblasten im Vergelic
statistisch signifikant (*p<0,05). 

 

 

 

 

3.2.5 Cyclooxygenase-2  

Die Cyclooxygenase-2 ist das schrittbestimmende Enzym der Synthese von

Arachidonsäure. Sie kann durch PCB induziert werden. 

- 0,1 ng/ml 

Die relative Transkriptmenge der COX-2 war nach Exposition mit 0,1 ng/m

in beiden Zelllinien der Blastozysten erhöht (Abb. 3.13). Im Embryoblasten

um 1,4 und im Trophoblasten um 2,0 ermittelt.  
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Abb. 3.13 
Ergebnisse der densitometr
PCR für COX-2 nach Expos
mit 0,1 ng koplanarer PCB.
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- 1 µg/ml 

Nach 4stündiger Exposition mit 1 µg koplanarer PCB zeigte sich im Embr

der Transkripte um 2,02 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abb. 3.14). D
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Abb. 3.14 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der
PCR für COX-2 nach Exposition ohne (DMSO) und* 

 

Repräsentative Elektroph

werden auf den Seiten 32

Mittelwerte werden ansch

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
koplanar

ICM
TE

 

mit 1 µg koplanarer PCB. Schwarze Säulen kenn-
zeichnen den Embryoblasten (ICM), weiße den
Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwertes an.  Der Anstieg im
Embryoblasten war gegenüber der Kontrolle
signifikant  erhöht ( *p<0,05). 

orese-Daten der Transkripte nach Exposition mit koplanaren PCBs 

 und 33 in der Abbildung 3.25 dargestellt. Alle statistisch berechneten 

ließend in Abschnitt 3.4 tabellarisch zusammengefasst. 
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3.3 Untersuchung 6 Tage alter Blastozysten nach Exposition mit nicht koplanaren 

PCB 

3.3.1 Xenobiotika-metabolisierende Enzyme 

Zur Untersuchung des Einflusses nicht koplanarer PCB auf die Transkription wurden 6 Tage alte 

Kaninchenblastozysten für vier Stunden mit einem Gemisch der nicht koplanaren Kongenere 28, 

52, 101, 118, 138, 153 und 180 in einer Konzentration von jeweils 0,1 ng bzw. 1 µg/Kongener/ml 

Kulturmedium exponiert. 

- 0,1 ng 

Die Exposition mit nicht koplanaren PCB zeigte für die ausgewählten Enzyme gleichsinnige 

Veränderungen zu den beobachteten Effekten, die durch die koplanaren Kongenere verursacht 

wurden. Auch hier wurde für das CYP 1A1 eine Erhöhung der relativen Transkripte auf 1,4 im 

Embryoblasten festgestellt. Im Trophoblasten blieb ein deutlicher Effekt wiederum aus (Abb. 

3.15 A). Für CYP 1B1 wurde eine erhöhte mRNA-Menge in beiden Zelllinien um jeweils 1,4 

ermittelt (Abb. 3.15 B). Die GST π 1 war nach Exposition nahezu unverändert (Abb. 3.15 C). 
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konnte ein geringer nicht signifikanter Abfall in Embryo- und Trophoblast beobachtet werden 

(Abb. 3.16 C).  
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PCB konnte hier jedoch kein signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle ermittelt werden. 

Zusätzlich wurde eine geringe Erhöhung des PCR-Signals im Trophoblasten gefunden (Abb. 

3.18). 
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Abb. 3.18 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der
PCR für HIF-1α nach Exposition ohne (DMSO)
und mit 1 µg nicht koplanarer PCB. Schwarze
Säulen kennzeichnen den Embryoblasten (ICM),
weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler des Mittelwertes an 

 

3.3.3 Vascular Endothelial Growth Factor und Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor 2  

- 0,1 ng/ml 

Auch die Exposition mit nicht koplanaren PCB hatte bei 0,1 ng pro Kongener keinen Effekt auf 

die VEGF-Transkripte (Abb. 3.19 A). Für VEGFR2 konnte in beiden Zelllinien ein Anstieg 

ermittelt werden, dessen Auswertung gegenüber der Kontrollgruppe für den Trophoblasten eine 

Signifikanz mit einem p<0,01 ergab (Abb. 3.19 B).  
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Abb. 3.19 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für VEGF (A) und V
Exposition ohne (DMSO) und mit 0,1 ng nicht koplanarer PCB. Schwarze Säulen
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den
Mittelwertes an.  Für VEGFR2 konnte im Trophoblasten im Vergleich zur 
signifikanter Anstieg ermittelt werden (**p<0,01).
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- 1 µg/ml 

Nach Exposition mit 1 µg/ml der sieben nicht koplanaren Kongenere konnten erneut keine 

Veränderung bei VEGF beobachtet werden (Abb. 3.20 A). Die VEGFR2-Transkripte waren hier 

in beiden Zelllinien um 1,44 bzw. 1,27 nicht signifikant erhöht (Abb. 3.20 B). 
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3.3.4 Matrix-Metalloprotease 2 und Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 2 

- 0,1 ng/ml 

Nach Behandlung mit 0,1 ng/ml/Kongener der nicht koplanaren PCB, konnte für die Transkripte 

der Matrix-Metalloprotease 2 im Trophoblasten ein Abfall auf 0,7 gegenüber der Kontrolle 

ermittelt werden. Im Embryoblasten erschienen die Transkripte nicht verändert (Abb. 3.21 A). 

Für TIMP-2 wurde im Trophoblasten ein geringer Abfall auf 0,8 beobachtet. Kein Effekt wurde 

im Embryoblasten gefunden (Abb. 3.21 B). 
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Abb. 3.21 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für MMP-2 (A) und TIMP-2 (B) nach
Exposition ohne (DMSO) und mit 0,1 ng nicht koplanarer PCB. Schwarze Säulen kennzeichnen den
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.   
A
 B
Abb. 3.20 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für VEGF (A) und VEGFR2 (B) nach
Exposition ohne (DMSO) und mit 1 µg nicht-koplanarer PCB. Schwarze Säulen kennzeichnen den
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.   
A
 B
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- 1  µg/ml 

Die Exposition mit 1 µg/ml/Kongener der nicht koplanaren PCB resultierte in gegenüber den 

Ergebnissen der geringeren Konzentration unerwarteten Veränderungen. Für MMP-2 konnte nun 

im Embryoblasten ein Abfall der Transkripte auf 0,7 ermittelt werden, während die Transkripte 

im Trophoblasten unverändert waren (Abb. 3.22 A). TIMP-2 war vermindert im Embryoblasten 

(0,66) und im Trophoblasten gegenüber der Kontrolle signifikant um 1,32 erhöht (Abb. 3.22 B) 
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Abb. 3.22 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR für MMP-2 (A) und TIMP-2 (B) nach
Exposition ohne (DMSO) und mit 1 µg nicht koplanarer PCB. Schwarze Säulen kennzeichnen den
Embryoblasten (ICM), weiße den Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler
des Mittelwertes an.  Für TIMP-2 konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe im Trophoblasten ein
signifikanter Anstieg ermittelt werden (**p<0,01). 

 

 

 

 

 

3.3.5 Cyclooxygenase-2 

- 0,1 ng/ml 

Nach Exposition der Blastozysten mit 0,1 ng/ml/Kongener des Gemisches der nicht-koplanaren 

PCB waren die Transkripte für die Cyclooxygenase-2 im Trophoblasten signifikant um fast das 

dreifache (2,9) gegenüber der DMSO-Kontrolle erhöht (Abb. 3.23). Diese Induktion fiel höher 

aus als bei den koplanaren Kongeneren. Im Embryoblasten zeigten sich keine nennenswerten 

Veränderungen. 
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Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der
PCR für COX-2 nach Exposition ohne (DMSO) und 
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- 1 µg/ml   

Die Erhöhung der PCB-Konzentration auf 1 µg/ml/Kongener resultierte in einem Anstieg der 

COX-2-Transkripte im Embryoblasten um 1,33 (Abb. 3.24). Ein statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen beiden Gruppen konnte nicht festgestellt werden. Im Gegensatz zur 

beschriebenen Induktion nach 0,1 ng PCB waren die Transkripte im Trophoblasten nun 

unverändert gegenüber der DMSO-Kontrolle. 
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Abb. 3.24 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der
PCR für COX-2 nach Exposition ohne (DMSO) und
mit 1 µg nicht-koplanarer PCB. Schwarze Säulen
kennzeichnen den Embryoblasten (ICM), weiße den
Trophoblasten (TE). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwertes an.   

 

Repräsentative Elektrophosese-Daten der Transkripte nach Exposition mit nicht koplanaren PCBs 

werden auf den Seiten 34 und 35 in Abbildung 3.26 dargestellt. Alle statistisch berechneten 

Mittelwerte werden anschließend in Abschnitt 3.4 tabellarisch zusammengefasst. 
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Abb. 3.25 

Gelelektrophoresen nach Exposition mit 0,1 ng und 1 µg koplanarer PCB.  Die linke Reihe zeigt die 
Ergebnisse im Embryoblasten, in der rechten Reihe sind die Ergebnisse im Trophoblasten dargestellt. M = 
Längenmarker, DMSO = Kontrollgruppe, W = Wasserprobe   
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Abb. 3.26 

Gelelektrophoresen nach Exposition mit 0,1 ng und 1 µg nicht koplanarer PCB. Die linke Reihe zeigt die 
Ergebnisse im Embryoblasten, in der rechten Reihe sind die Ergebnisse im Trophoblasten dargestellt. M = 
Längenmarker, DMSO = Kontrollgruppe, W = Wasserprobe   
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3.4 Tabellarische Übersicht 

- koplanare PCB 

0,1 ng/ml 1µg/ml  

Embryoblast Trophoblast Embryoblast Trophoblast 

CYP 1A1 1,36 ± 0,26 0,97 ±0,13 2,63 ± 0,40* 0,98 ± 0,02 

CYP 1B1 1,74 ± 0,24* 1,55 ± 0,30 2,77 ± 0,13** 1,30 ± 0,08* 

GST π 1 1,14 ± 0,09 0,96 ± 0,06 0,99 ± 0,15 0,84 ± 0,02 

HIF-1α 0,67 ± 0,18 0,89 ± 0,07 0,65 ± 0,07* 1,01 ± 0,07 

VEGF 0,95 ± 0,14 1,03 ± 0,08 1,10 ± 0,12 0,95 ± 0,08 

VEGFR2 1,00 ± 0,09 1,48 ± 0,06* 1,66 ± 0,29 1,02 ± 0,12 

MMP-2 1,00 ± 0,13 0,58 ± 0,07 0,76 ± 0,06 0,95 ± 0,11 

TIMP-2 0,97 ± 0,06 1,12 ± 0,10 0,65 ± 0,02* 1,10 ± 0,02 

COX-2 1,36 ± 0,25 1,97 ± 0,33 2,02 ± 0,27* 0,77 ± 0,15 

 
Tab.  3.1: Zusammenfassung der densitometrischen PCR-Auswertung nach Exposition mit koplanaren 
PCB. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (* p<0,05; ** p<0,01).  
 
- nicht-koplanare PCB 

0,1 ng/ml 1µg/ml  

Embryoblast Trophoblast Embryoblast Trophoblast 

CYP 1A1 1,37 ± 0,28 0,92 ± 0,13 2,43 ± 0,32* 0,99 ± 0,04 

CYP 1B1 1,39 ± 0,16 1,38 ± 0,21 2,03 ± 0,22* 1,33 ± 0,03* 

GST π 1 1,14 ± 0,09 0,97 ± 0,05 0,92 ± 0,18 0,83 ± 0,07 

HIF-1α 0,82 ± 0,08 0,99 ± 0,11 0,80 ± 0,10 1,16 ± 0,12 

VEGF 0,93 ± 0,09 0,93 ± 0,12 1,06 ± 0,09 0,99 ± 0,05 

VEGFR2 1,22 ± 0,16 1,68 ± 0,13** 1,44 ± 0,23 1,27 ± 0,07 

MMP-2 1,07 ± 0,15 0,69 ± 0,12 0,66 ± 0,17 1,01 ± 0,06 

TIMP-2 1,01 ± 0,08 0,84 ± 0,17 0,66 ± 0,09 1,32 ± 0,06** 

COX-2 1,33 ± 0,11 2,88 ± 0,29** 1,50 ± 0,15 1,03 ± 0,14 

 
Tab. 3.2: Zusammenfassung der densitometrischen PCR-Auswertung nach Exposition mit nicht-
koplanaren PCB. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (* p<0,05;  ** p<0,01). 
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4. Diskussion 
4.1 Cytochrom-P450-abhängige Monooxygenasen 1A1 und 1B1  

Die Induktion von Cytochrom-P450-abhängigen Monooxygenasen (CYPs) durch Xenobiotika 

führt zu einer Imbalance zwischen aktivierenden und detoxifizierenden Stoffwechselvorgängen 

und resultiert in schädigenden Effekten, die von den Ausgangsverbindungen und ihren 

Metaboliten ausgehen (Badawi et al. 1996). Die hier untersuchten CYP 1A1 und 1B1 werden in 

embryonalen Geweben von Säugetieren exprimiert und ihre Expression kann durch polychlorierte 

Kohlenwasserstoffe induziert werden (Chapman et al. 1994, Shen et al. 1994). Nach Exposition 

mit drei koplanaren oder sieben nicht-koplanaren PCB-Kongeneren konnten in der vorliegenden 

Arbeit erhöhte Transkripte der Xenobiotika-metabolisierenden Enzyme CYP 1A1 und 1B1 in der 

Präimplantationsblastozyste des Kaninchens nachgewiesen werden. Diese Transkriptions-

veränderungen waren konzentrationsabhängig und wurden bereits nach vierstündiger Exposition 

mit 0,1 ng/ml/Kongener beobachtet. Dabei ergab die Auswertung der Induktion von CYP 1B1 im 

Embryoblasten bereits bei 0,1 ng der koplanaren und nicht koplanaren Kongenere statistische 

Signifikanz. Hoch signifikant zeigte sich die Induktion der CYP 1B1-mRNA durch koplanare 

PCB in Embryo- und Trophoblasten. 

PCB-Konzentrationen im ng-Bereich wurden in Geschlechtsorganen von Individuen gefunden, 

die PCB durch unspezifische Umweltkontamination aufgenommen hatten (Patterson et al. 1994, 

Schecter et al. 1994). Die beobachteten Effekte wurden durch die Kultur mit 1 µl/ml/Kongener 

potenziert. Die Blastozysten waren dabei morphologisch intakt. Bemerkenswert ist, dass die CYP 

1A1-mRNA ausschließlich in den Zellen des pluripotenten Embryoblasten erhöht war, während 

im Trophoblasten eine Veränderung ausblieb. Das könnte eine mögliche Erklärung dafür sein, 

dass in früheren Studien unserer Arbeitsgruppe, in denen cDNA ungetrennter Blastozysten 

verwendet worden war,  keine erhöhten Transkripte für CYP 1A1 mittels semiquantitativer PCR 

beobachtet wurden (Kietz und Fischer 2003a). In vorangegangenen Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe konnte bereits die Induzierbarkeit der CYP 1B1-mRNA in Kaninchenblastozysten 

durch die hier verwendeten PCB-Kongenere gezeigt werden. Diese Induktion war konzentrations- 

und zeitabhängig und begann bereits nach einer Expositionsdauer von zwei Stunden (Kietz und 

Fischer 2003a).   

 

CYP 1A1 und 1B1 sind Mitglieder der AhR-Genbatterie. In Jahr 1995 wurde der AhR in 

Präimplantationsembryonen erstmals in der Maus nachgewiesen (Peters und Wiley 1995). Die 

mRNA wurde ab dem 8-Zellstadium und das Protein ab dem Blastozystenstadium detektiert. 

Kürzlich wurde von Wu und Mitarbeitern die Induzierbarkeit von CYP 1A1 durch TCDD in 
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Mäuse-Embryonen beschrieben (Wu et al. 2002). Das Ansprechen der mRNA auf TCDD war von 

der Expression des AhR abhängig und erst ab dem Blastozystenstadium nachzuweisen. Beim 

Kaninchen wurde das AhR-Protein ab dem Morulastadium nachgewiesen. In der 

Kaninchenblastozyste exprimieren die Zellen des Trophoblasten den AhR konstitutiv, während in 

den Embryoblastzellen die Expression erst 6 Tage p.c. nach der Degeneration des Rauber`schen 

Trophoblasten einsetzt (Tscheudschilsuren et al. 1999).  

In früheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte zudem eine entwicklungsspezifische Induktion 

von CYP 1B1 durch PCB in Gesamtblastozysten des Kaninchens nachgewiesen werden (Kietz 

und Fischer 2003b). Erst ab dem 6. Tag p.c. wurde eine Induktion der CYP 1B1-mRNA 

beobachtet. Es wird vermutet, dass die Induzierbarkeit mit dem Beginn der 

Mesodermentwicklung am Tag 6 p.c. einsetzt.  

In der vorliegenden Arbeit wurden CYP 1A1 und 1B1 sowohl durch koplanare als auch durch 

nicht koplanare PCB zelllinienspezifisch induziert. Dieses Ergebnis stellt die Beteiligung des Ah-

Rezeptors über die klassische Signaltransduktionskaskade in Frage. Eine CYP 1A1-

Induzierbarkeit durch nicht koplanare PCB  konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt 

werden (Foster et al. 1998, van der Burght et al. 1999). Eine vermehrte CYP 1B1-mRNA-

Expression konnte nach Exposition mit Xenobiotika, die nicht an den Ah-Rezeptor binden, 

beobachtet werden (Ryu et al. 1996). Auch CYP 1A1 wird durch eine Reihe von Substanzen 

induziert, die keine Liganden des Ah-Rezeptors sind. Zu diesen Substanzen gehören zum Beispiel 

der Protonenpumpenhemmer Omeprazol, das Fungizid Thiabendazol oder das Malaria-

Chemotherapeutikum Primaquin (Delescluse et al. 2000). Es wird vermutet, dass CYP 1A1 durch 

die Beteiligung von Tyrosinkinasen induziert werden kann, da Tyrosinkinase-Inhibitoren wie 

Genistein die Omeprazol-abhängige CYP 1A1-Induktion hemmen (Kikuchi und Hossain 1999, 

Lemaire et al. 2004).   

 

CYP 1A1 und 1B1 spielen eine große Rolle im Metabolismus von Steroidhormonen wie 17ß-

Östradiol (E2), einem Hormon, das für den Prozess der Implantation unverzichtbar ist. Im 

Mausmodell sistiert die Blastozystenimplantation in ovarektomierten Weibchen und kann durch 

Injektion von E2 reaktiviert werden (Moore und Carter 1984). Die Kaninchenblastozyste besitzt 

im Gegensatz zur Maus die Fähigkeit, selbst E2 zu bilden und ist damit nicht von der maternalen 

Östrogensynthese abhängig. Nach Instillation von Antiöstrogenen in den Uterus gravider 

ovarektomierter Kaninchenweibchen sistiert jedoch auch hier die Implantation der Blastozysten 

(Hoversland et al. 1982). E2 wird vor allem über die Bildung von 2- und 4-Katecholöstrogenen (2-

OH-E2, 4-OH-E2) metabolisiert (Zhu und Conney 1998). Die Synthese des 2-OH-E2 wird 
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hauptsächlich von CYP 1A1 (und 1A2) vermittelt während 4-OH-E2 größtenteils durch CYP 1B1 

gebildet wird. Badawi und Mitarbeiter berichteten, dass ein Anstieg der Transkripte für CYP 1A1 

und 1B1 nach TCDD-Exposition mit einem Anstieg der 2- und 4-OH-E2-Metaboliten in Leber, 

Niere und Mamma der Ratte vergesellschaftet war (Badawi et al. 2000). Chinone, die über 

Semichinone aus 2-OH-E2 gebildet werden, formen stabile DNA-Addukte. Im Gegensatz dazu 

bilden vom 4-OH-E2 ausgehende Chinone depurinierende Addukte, die zu Mutationen der DNA 

führen können (Cavalieri et al. 1997). Dieser Mechanismus wird als ein möglicher Auslöser für 

die sogenannte hormonelle Karzinogenese durch synthetische und endogene E2-Verbindungen in 

östrogensensitiven Geweben diskutiert. Eine erhöhte CYP 1B1-Expression wurde aber auch in 

vielen menschlichen Tumoren verschiedener histologischer Herkunft gefunden (Murray et al. 

1997). Anhand dieser Ergebnisse könnte die Induktion der Cytochrom-P450-Monooxygenasen 

durch Xenobiotika im Embryo einen Mechanismus für das Entstehen embryotoxischer und 

teratogener Effekte darstellen.   

 

 

4.2 Gluthathion-S-Transferase π 1 

Die Gluthathion-S-Transferasen gehören zur Klasse der Phase-II-Enzyme. Sie sind dimerische 

Proteine und sind in eine Reihe von detoxifizierenden Stoffwechselvorgängen involviert. GSTs 

katalysieren die Konjugation von Gluthathion an hydrophobe Substrate wie Häm, Bilirubin, 

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe oder Dexamethason (Rushmore und Pickett 

1993). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte GSTπ1 kann durch koplanare PCB induziert 

werden (Aoki et al. 1992). Diese Induktion erfolgt unabhängig vom Ah-Rezeptor über den 

sogenannten GSTπ1 Enhancer I (Matsumoto et al. 1999). Die GSTπ1 ist ein Markerenzym für 

präneoplastische Leberherde und Leberzellkarzinome (Sato et al. 1992, Satoh et al. 1985, 

Tsuchida und Sato 1992). In der fetalen Leber werden GSTs exprimiert (Pacifici et al. 1988). 

Nach vierstündiger Exposition der Blastozysten mit 0,1 ng/ml oder 1 µg/ml koplanarer und nicht-

koplanarer PCB wurde in keiner der beiden Zelllinien der Kaninchenblastozyste eine Induktion 

der Transkripte gefunden. In vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an 

Gesamtblastozysten konnten GSTπ1-Transkripte durch PCB ebenfalls nicht induziert werden 

(Kietz und Fischer 2003a). Die noch nicht eingesetzte Organogenese könnte eine Ursache dafür 

sein.  
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4.3 Hypoxia Inducible Factor-1α 

Der Hypoxia Inducible Factor-1α wurde von Semenza, Wang und Kollegen als ein Ligand-

aktivierter Transkriptionsfaktor der Familie der bHLH-PAS-Proteine identifiziert, der an 

spezifische DNA-Sequenzen, sogenannte Hypoxia Response Elements (HRE), des 

Erythropoetingens und anderer Gene bindet, die für die lokale oder systemische Adaptation an 

hypoxische Bedingungen bedeutsam sind (Semenza et al. 1991a, Semenza et al. 1991b, Semenza 

und Wang 1992, Wang und Semenza 1995). Dazu gehören unter anderem der Vascular 

Endothelial Growth Factor, Transferrin, Enzyme der Glykolyse und der Glukosetransporter 1 

(Huang et al. 1996). Ryan und Mitarbeiter zeigten in Embryonen der Maus eine insuffiziente 

Vaskularisation und Entwicklungsverzögerung der HIF-1α-Null-Mutanten (Ryan et al. 1998). Da 

PCB über die Bildung von Sauerstoffradikalen hypoxischen Stress verursachen können (Hassoun 

et al. 2002, Hennig et al. 2002, Oakley et al. 1996), wurde in der vorliegenden Arbeit die 

Expression von HIF-1α in 6 Tage alten Kaninchenblastozysten untersucht. Nach Exposition mit 

koplanaren und nicht koplanaren PCB-Kongeneren zeigten sich im Embryoblasten verminderte 

Transkripte für HIF-1α. Bei einer Konzentration von 1µg/Kongener/ml in der koplanaren 

Gruppe, war dieser Abfall am deutlichsten und statistisch signifikant.  

 

HIF-1α-mRNA wird in einer Vielzahl von Geweben unter normoxischen Bedingungen 

konstitutiv exprimiert (Gradin et al. 1996, Wenger et al. 1996, Wiener et al. 1996). HIF-1α 

Proteinlevel können durch Hypoxie drastisch induziert sowie stabilisiert werden (Huang et al. 

1996, Jiang et al. 1996, Kallio et al. 1997). Ebenso rapide wird das HIF-1α-Protein bei Normoxie 

unter Beteiligung des von-Hippel-Lindau Tumor Suppressor Proteins (pVHL) ubiquitiniert und 

der proteasomalen Spaltung zugeführt (Salceda und Caro 1997). Dieser Prozess wird von einer 

spezifischen DNA-Sequenz, der Oxygen-Dependent-Degradation-Domain (ODDD), des HIF-1α-

Gens vermittelt (Huang et al. 1998). Als Dimerisationspartner des HIF-1α spielt ARNT, auch 

HIF-1β genannt, eine wesentliche Rolle. ARNT-Knock-out-Mäuse sterben um den 10. Tag der 

Schwangerschaft aufgrund von Defekten bei der intra- und extraembryonalen Vaskularisation 

(Kozak et al. 1997, Ryan et al. 1998). Obwohl Wang und Kollegen einen Anstieg der HIF-1α-

Transkripte  in  humanen Leberzelllinien unter Hypoxie beobachteten (Wang et al. 1995), zeigten 

andere Studien kaum veränderte mRNA-Level (Huang et al. 1996). Zusätzlich wurde von 

verschiedenen Arbeitsgruppen in Analogie zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit über eine 

geringe Suppression der HIF-1α-mRNA unter hypoxischen Kulturbedingungen in humanen 

Leberzelllinien berichtet (Gradin et al. 1996, Kallio et al. 1997, Wenger et al. 1998). Diese 
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Dowregulation der HIF-1α-Transkripte unter Hypoxie war von einem funktionierenden ARNT 

abhängig und blieb in der ARNT-defizienten Zelllinie Hep1C4 aus. Der Mechanismus dieser 

möglicherweise negativen Feedback-Regulation ist noch unbekannt (Wenger 2002, Wenger et al. 

1998). Die in dem vorliegenden Modell detektierte HIF-1α-Downregulation im Embryoblasten 

der Kaninchenblastozyste könnte damit ein Hinweis auf durch koplanare PCB verursachten 

hypoxischen Stress sein.    

 

 

4.4 Vascular Endothelial Growth Factor und Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor 2 

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein endothelspezifischer Wachstumsfaktor 

und vermittelt vaskuläre Permeabilität (Ferrara et al. 1992, Keck et al. 1989). Während 

Implantation und Embryonalentwicklung wird VEGF verstärkt im Synzytiotrophoblasten und 

während der Organogenese exprimiert (Das et al. 1997b, Jakeman et al. 1993). In humanen 

Embryonen wurde VEGF-mRNA erstmals ab dem 8-Zellstadium detektiert (Krüssel et al. 2000). 

Auch in entzündlich veränderten Geweben oder Tumoren wird VEGF induziert ( Koch et al, 

1994; Fava et al., 1994). Die VEGF-Transkription kann durch EGF, TNFα, TGFβ1, IL-1β oder 

auch Prostaglandin E2 und Steroidhormone induziert werden (Cullinan-Bove und Koos 1993, 

Harada et al. 1994, Shweiki et al. 1993, Thomas 1996). Zudem stellt Hypoxie einen potenten Reiz 

zur Induktion von VEGF und seinen Rezeptoren dar (Cullinan-Bove und Koos 1993, Shweiki et 

al. 1992). So führt myokardiale Ischämie zur erhöhten Expression von VEGF-mRNA bei 

Schweinen (Banai et al. 1994). Die in-vitro-Kultur von endometrialen Stroma- und Epithelzellen 

unter hypoxischen Bedingungen resultiert in einem Anstieg der VEGF-mRNA, wobei jede 

Spliceform des VEGF gleichwertig induziert wird (Sharkey et al. 2000). Die Hypoxie-vermittelte 

Induktion der VEGF-Transkription wird vom Hypoxia Inducible Factor-1α vermittelt. Die VEGF 

Regulation erfolgt hauptsächlich über eine Regulation der Transkription, wird jedoch durch 

posttranskriptionale Mechanismen ergänzt (Levy et al. 1996). Obwohl im Embryoblasten der 

Kaninchenblastozyste nach Exposition mit koplanaren und nicht koplanaren PCB-Kongeneren 

verminderte HIF-1α-Transkripte beobachtet wurden, waren Transkripte für VEGF, einem 

klassisches HIF-1α-Zielgen, nicht verändert. Auch in Knock-out-Mäusen für ARNT, dem 

Dimerisationspartner für HIF-1α wurde die VEGF Expression nicht beeinflusst (Abbott und 

Buckalew 2000). Es wird diskutiert, dass der klassische HIF-1α-ARNT-Signalweg in der frühen 

Embryonalentwicklung der Maus nicht an der VEGF-Induktion beteiligt ist.  
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Der Tyrosinkinase-Rezeptor VEGFR2 ist der erste Marker der sich entwickelnden endothelialen 

Zellen des Embryos (Millauer et al. 1993, Yamaguchi et al. 1993). Die Expression des VEGFR2 

ist für eine ausreichende Vaskularisierung während Implantation und Plazentation unverzichtbar 

(Achen et al. 1998, Shalaby et al. 1995).  

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine Induktion der VEGFR2-mRNA in 

Präimplantationsblastozysten nach PCB-Exposition ermittelt werden. Dabei waren die 

Transkripte durch 0,1 ng/Kongener/ml in den Zellen des Trophoblasten und durch 

1µg/Kongener/ml vor allem im Embryoblasten erhöht. Dies könnte eine Adaptation an durch 

PCB verursachten hypoxischen Stress bedeuten. 

VEGFR2 ist der Partner für VEGF, VEGF-D und Placental Growth Factor (PlGF) (Achen et al. 

1998). PlGF kann die biologische Funktion niedriger VEGF-Konzentrationen in vivo und in vitro 

signifikant potenzieren (Park et al. 1994). Auch VEGF-D, eine Isoform der VEGF Familie, 

könnte an der Koordination der Entwicklung embryonaler Gefäßsysteme beteiligt sein  

 

 

4.5 Matrix-Metalloprotease 2 und Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 2 

Die erfolgreiche Implantation ist abhängig von einer gerichteten Invasion des uterinen Stromas 

durch die Degradation der extrazellulären Matrix (Librach et al. 1994). Matrix-Metalloproteasen 

bilden eine Familie Zink-abhängiger neutraler Endopeptidasen, die gemeinsam alle Bestandteile 

der extrazellulären Matrix abbauen können (Hidalgo und Eckhardt 2001). Man unterteilt die 

MMPs entsprechend ihrer Struktur und Substratspezifität in fünf Klassen: Kollagenasen, 

Gelatinasen, Stromelysine, membrangebundene [Membrane Type (MT)-] MMPs und nicht 

klassifizierte MMPs. MMPs und ihre endogenen Inhibitoren (TIMPs) sind Schlüsselmediatoren 

der Implantation und Dezidualisierung (Alexander et al. 1996). Transkription und Expression der 

Matrix-Metalloproteasen können durch Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Steroidhormone 

reguliert werden (Salamonsen 1999). MMPs werden durch die Regulierung der Genexpression 

und der Proteinaktivität gesteuert. Transkriptionell werden MMP Gene durch ein AP-1 

regulatorisches Element in der proximalen Promotorregion induziert (Hidalgo und Eckhardt 

2001). Als Induktoren gelten unter anderem Transforming Growth Factor (TGF) α, Tumor 

Necrosis Factor (TNF) α, Epidermal Growth Factor (EGF), Interleukin-1 (IL-1) und Östradiol, 

wohingegen Retinoide, TGFβ, Interferon γ und Progesteron die Expression hemmen (Benaud et 

al. 1998, Kim et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Effekte polychlorierter 

Biphenyle auf die Transkription dieser Enzymklassen nachgewiesen. Für MMP-2 konnte im 

Trophoblasten eine geringe Abnahme der mRNA bereits nach Exposition mit 0,1  
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ng/Kongener/ml des koplanaren und nicht-koplanaren Gemisches festgestellt werden. Bei einer 

Konzentration von 1 µg/Kongener/ml waren dagegen leicht verminderte Transkripte im 

Embryoblasten zu finden.  

MMP-2 wird im graviden Uterus der Maus verstärkt im subepithelialen Stroma unmittelbar vor 

und nach der Blastozystenanheftung exprimiert (Alexander et al. 1996, Das et al. 1997c). In 

humanen Embryos wurde eine prominente Expression von MMP-2 im invasiven extravillösen 

Trophoblasten (Huppertz et al. 1998) und bei Primaten in allen Zellen des Trophoblasten entdeckt 

(Fernandez et al. 1992). In Schafen und Schweinen, die deren Implantation durch eine sehr 

geringe Invasivität gekennzeichnet ist, sind MMPs durch Immunhistochemie nicht zu detektieren 

(Menino et al. 1997).  

Physiologischerweise ist bei prämenopausalen Frauen die MMP-2-Aktivität während der 

Sekretionsphase höher als während der Proliferationsphase und in der Menopause (Laird et al. 

1999). Aber eine Reihe von pathologischen reproduktiven Prozessen ist mit einer unzureichenden 

Implantation des Konzeptus bzw. einer zu geringen Expression von Matrix-Metalloproteasen 

assoziiert. Beim Interspeziestransfer von Rattenblastozysten in Mausuteri wurde eine bedeutend 

geringere MMP-2-Aktivität in den Embryonen festgestellt, die schließlich am 13. Tag abstarben 

(Dai et al. 2003). Bei der Hälfte der Schwangerschaften, die ein verzögertes intrauterines 

Wachstum aufweisen, ist die Invasivität der Blastozyste zu gering (Gerretsen et al. 1981) und 

Choi und Mitarbeiter wiesen mittels semiquantitativer RT-PCR bei Frauen mit wiederholten 

Aborten niedrigere MMP-2-Level in den Chorionzotten nach (Choi et al. 2003). Eine zu geringe 

Trophoblasteninvasion mit abnormer Plazentation ist ein Hauptmerkmal der Präeklampsie, einer 

gefürchteten Komplikation der Spätschwangerschaft (Redman 1991, Staff et al. 2000, Zhou et al. 

1993). Möglicherweise könnte die hier gezeigte durch PCB verursachte Suppression der MMP-2-

mRNA in Präimplantationsembryonen eine verzögerte oder unzureichende Implantation 

bewirken. 

 

Die MMP-Expression kann über eine Hemmung der Expression von Interleukin 1-β vermindert 

werden (Butler et al. 1989). Obwohl eine Induktion von IL-1β durch TCDD-Exposition in 

verschiedenen Zelltypen und Organen beobachtet wurde (Charles und Shiverick 1997, Gaido und 

Maness 1995, Sutter et al. 1991, Vogel und Abel 1995, Vogel et al. 1997), wurden in früheren 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe verminderte Transkripte von IL-1β nach Exposition mit 

koplanaren PCB in sechs Tage alten Kaninchenblastozysten gefunden (Kietz und Fischer 2003b).  

Es wäre denkbar, dass PCB somit indirekt über eine Inhibition der IL-1β-Expression die 

Transkription von MMP-2 hemmen. Interessant ist, dass von verschiedenen Arbeitsgruppen die 
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Beteiligung des Ah-Rezeptors an der PCB-abhängigen Induktion von Interleukinen nachgewiesen 

wurde, da nur durch koplanare Kongenere das Ausmaß der Transkription von IL-1β verringert 

wurde und der Ah-Rezeptor-Antagonist α-Naphtoflavon diesen Effekt vollständig hemmte 

(Henley et al. 2004, Tamaki et al. 2004). Zusammengefasst könnte dies ein Hinweis darauf sein, 

dass der typische AhR-XRE-Weg in sechs Tage alten Kaninchenblastozysten möglicherweise 

noch nicht funktioniert.  

 

Im Gegensatz zum normalen Endometrium erscheint die Expression von Matrix-Metalloproteasen 

unphysiologisch hoch in Endometrioseherden (Osteen et al. 1996). Endometriose ist eine 

gynäkologische Erkrankung unbekannter Genese, die durch das ektopische Vorkommen uterinen 

Gewebes charakterisiert ist und Infertilität verursachen kann. Bruner-Tran und Mitarbeiter 

diskutierten bereits einen Zusammenhang zwischen Dioxin-ähnlichen Umwelttoxinen und der 

Entstehung von Endometriose (Bruner-Tran et al. 1999). Gerard und Runnebaum fanden bei 

unfruchtbaren Frauen mit Endometriose auch höhere PCB-Werte als in einer nicht erkrankten 

Kontrollgruppe (Gerhard und Runnebaum 1992). Es wird unter anderem postuliert, dass TCDD 

über die Inhibition von TGFβ2 die Expression von MMPs induziert. Johnson und Mitarbeiter 

berichteten sogar von der Beteiligung des Ah-Rezeptors an der PCB-vermittelten 

Endometrioseentstehung (Johnson et al. 1997). Unter Beachtung dieser Ergebnisse könnte die im 

vorliegenden Modell beobachtete Inhibition von MMP-2 auf Transkriptionsebene durch 

koplanare und nicht koplanare PCB ebenfalls auf die fehlende Beteiligung des Ah-Rezeptors 

hindeuten. 

   

MMPs sind neben biologischen Prozessen wie Embryogenese, Dezidualisierung und Plazentation 

auch maßgeblich an pathologischen Veränderungen wie Arthritis, Tumorprogression und 

Metastasierung beteiligt (Curran und Murray 2000, Nelson et al. 2000). In normalen Geweben 

nur gering oder nicht detektierbar, ist die MMP-Expression in der Mehrzahl der malignen 

Tumoren bedeutend erhöht. Vor allem die beiden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 werden 

verstärkt in Malignomen exprimiert und sind nachweisbar assoziiert mit Tumoraggressivität, 

Metastasierungspotenial und schlechter Prognose (Brown et al. 1993, Rao et al. 1993).  Die 

Bedeutung einzelner Matrix-Metalloproteasen für Tumorinvasion und Metastasierung lässt sich 

mit Hilfe von Knock-out-Individuen studieren. So sind sowohl in MMP-2- als auch MMP-9-

defizienten Mäusen Tumorgenese, Angiongenese und Tumorprogression vermindert (Itoh et al. 

1999, Itoh et al. 1998a). Die Inhibition der Funktion der MMPs durch synthetische 

Metalloprotease Inhibitoren (MMPI) wird in der Krebsforschung seit einiger Zeit aktiv verfolgt. 
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Zur Klasse der MMPI gehören Kollagenpeptidmimetika, nichtpeptidische Inhibitoren des aktiven 

Zentrums der MMP, Tetrazyklinderivate und Bisphosphonate.  Eine Reihe von Substanzen wurde 

bereits in klinischen Studien getestet (Hoekstra et al. 2001).  So sind zum Beispiel die 

Biphenylverbindungen BAY 12-9566 und BPHA aus der Gruppe der nichtpeptidischen Mimetika 

potente Inhibitoren von MMP-2, -3 und -9 bzw. MMP-2, -9 und -14 (Gatto et al. 1999, Maekawa 

et al. 1999).  In der vorliegenden Arbeit konnte ein Abfall der Transkripte für MMP-2 durch 

polychlorierte Biphenyle gezeigt werden. Ob neben der beobachteten Inhibition auf 

Transkriptionsebene zusätzlich eine Hemmung des aktiven Zentrums durch PCB stattfindet, 

könnte durch zymografische Analysen geklärt werden.      

 

TIMP-2 ist ein spezifischer Inhibitor der MMP-2 (Itoh et al. 1998b). Paradoxerweise aktiviert 

TIMP-2 in niedrigen Konzentrationen MMP-2 während es in höheren Konzentrationen die MMP-

2 Aktivierung hemmt (Strongin et al. 1995).  MMP-2 oder Gelatinase A wird in einer inaktiven 

Form, pro-MMP-2, sezerniert und durch die membrangebundene Membrane-Type 1 MMP (MT1-

MMP) im Zusammenspiel mit TIMP-2 aktiviert (Strongin et al. 1995, Takino et al. 1995). Dabei 

agiert TIMP-2 als Adaptermolekül zwischen MT1-MMP und pro-MMP-2 (Seiki 1999). In der 

vorliegenden Arbeit wurden nach Exposition mit 1 µg/Kongener/ml nicht koplanarer PCBs hoch 

signifikant erhöhte TIMP-2-Transkripte im Trophoblasten der Kaninchenblastozyste gefunden. 

Gleichzeitig schien die Expression im Embryoblasten vermindert zu sein. Im Schwein, das 

physiologisch eine besonders geringe Invasion des Konzeptus aufweist, wird TIMP-2 im 

Überschuss produziert (Menino et al. 1997). Überexpression von TIMP-2 in Melanomzellen 

resultiert in einer geringen Invasion (Ray und Stetler-Stevenson 1995). Auch in dem vorliegenden 

Modell könnte die Induktion von TIMP-2 in der Präimplantationsblastozyste des Kaninchens eine 

mögliche Ursache für die durch PCB verursachte verzögerte Implantation sein.  

 

Die in der vorliegenden Arbeit festgestellte Suppression der mRNA für MMP-2 und die 

signifikante Induktion der TIMP-2-mRNA zeigen, dass PCB zu einem Ungleichgewicht zwischen 

proteolytischen und Proteolyse-hemmenden Enzymen während der sensiblen 

Präimplantationsphase in der Kaninchenblastozyste führen können. Dies könnte ein Mechanismus 

für die beschriebene durch PCB verursachte verzögerte Blastozystenimplantation sein. 

Vermutlich können diese Veränderungen jedoch durch die Vielzahl zusätzlicher Proteasen sowie 

anderer Inhibitoren zum Teil kompensiert werden. Auch Studien in Knock-Out-Mäusen für 

diverse MMPs zeigten zwar eine verzögerte Implantation und Dezidualisierung, aber eine 

letztlich erfolgreiche Reproduktion (Rechtman et al. 1999, Salamonsen 1999). Um 
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weiterführende Aussagen treffen zu können, wären Studien zusätzlicher Metalloproteasen nach 

PCB-Exposition interessant.  

 

 

4.6 Cyclooxygenase-2 

Cyclooxygenasen sind die Schrittmacherenzyme der Synthese von Prostaglandinen aus 

Arachidonsäure (Williams und DuBois 1996). Prostaglandine sind an der Anheftung des 

Trophoblasten an das Endometrium, an der erhöhten Gefäßpermeabilität im Implantationsbereich 

und am erhöhten lokalen Blutfluss beteiligt (Charpigny et al. 1997, Hamilton und Kennedy 1994, 

Kennedy 1980). In unserer Arbeitsgruppe konnte die Induktion der COX-2 durch PCB in 

ungetrennten Kaninchenblastozysten nachgewiesen werden (Kietz und Fischer 2003b). Nach 

Exposition 6 Tage alter Kaninchenblastozysten mit koplanaren und nicht-koplanaren PCB konnte 

in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Induktion der mRNA-Expression für die 

Cyclooxygenase-2  beobachtet werden. Eine Konzentration von 0,1 ng/Kongener/ml resultierte in 

einer erhöhten Transkriptmenge in beiden Zelllinien, wobei diese Induktion bei einer Dosis von 1 

µg/Kongener/ml nur noch im Embryoblasten zu finden war. In anderen Arbeiten konnte bereits 

die Expression von COX-2 durch TCDD und PCBs induziert werden. Eine erhöhte mRNA-

Menge korrelierte dabei mit einer erhöhten Translation und Aktivität des Enzyms (Kwon et al. 

2002, Puga et al. 1997, Wölfle et al. 2000). Obwohl die Identifizierung von XRE-Sequenzen in 

der Promotorregion des COX-2-Gens (Sirois et al. 1993) und die stärkere Induzierbarkeit der 

COX-2 durch TCDD in Mausstämmen mit  hochaffinem Ah-Rezeptor (C57BL/6J) gegenüber 

Stämmen mit niedrigaffinem AhR (DBA/2J) eine AhR-abhängige Signaltransduktion vermuten 

lässt, konnte kürzlich gezeigt werden, dass durch die Beteiligung der c-Scr Tyrosinkinase eine 

Induktion der COX-2 durch TCDD unabhängig des AhR möglich ist (Vogel et al. 2000).  

 

Neben der physiologischen Expression der COX-2 während der beschriebenen 

Reproduktionsprozesse, wurde eine Induktion bei verschiedenen entzündlichen Erkrankungen 

beschrieben. Dazu gehören rheumatoide Arthritis, Ileitis terminalis, Morbus Crohn und die 

Helicobacter pylorus-vermittelte Gastritis (Kang et al. 1996, Sawaoka et al. 1998, Singer et al. 

1998). Eine Überexpression der COX-2 ist mit der Entstehung von Tumoren assoziiert (DuBois et 

al. 1996, Hahm et al. 2002, Oshima et al. 1996). Es zeigte sich, dass nichtsteroidale 

Antiphlogistika wie Acetylsalicylsäure und Indometacin, die über die Suppression der 

Cyclooxygenasen wirken, das Auftreten und die Progression gastrointestinaler und anderer 

Tumore hemmen können (Carter et al. 1989, Giovannucci et al. 1995, Lupulescu 1996). Wölfe 
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und Mitarbeiter  zeigten, dass die PCB-vermittelte Tumorpromotion durch Indometacin gehemmt 

werden kann (Wölfle et al. 2000). Anhand dieser und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

könnte die Induktion der COX-2 durch PCB als Marker für Xenobiotika-vermittelte 

Karzinogenese Bedeutung haben.       

 

Im Gegensatz zur COX-1-Isoform ist die Expression der COX-2 essentiell für Ovulation, 

Implantation und Dezidualisierung. Die COX-2 wird besonders an den Stellen der 

Blastozystenadhäsion exprimiert und eine Hemmung durch nichtsteroidale Antiphlogistika bringt 

die Implantation zum Stillstand (Lau et al. 1973). COX-2 Knock-out-Mäuse sind nicht fruchtbar 

(Lim et al. 1997). Um zu erfahren, wie sich die bei Kaninchenblastozysten beobachtete Induktion 

der COX-2 nach Exposition mit koplanaren und nicht koplanaren PCB auf Implantation und 

Dezidualisierung auswirkt, sind weitere Untersuchungen notwendig.        

 

 

4.7 Die Rolle des Ah-Rezeptors 

Der Ah-Rezeptor vermittelt die Wirkungen seiner Liganden durch das Ingangsetzen einer 

Signaltransduktionskaskade, an deren Ende die Induktion der Ah-Rezeptor-Zielgene steht. Zu den 

AhR-Liganden gehören die koplanaren PCB-Kongenere, von denen die hier verwendeten PCB 

77, 126 und 169 die höchste Affinität zum AhR und die höchste Toxizität aufweisen (Safe 1994). 

In dem vorliegenden Modell wurde die Transkription typischer Ah-Rezeptor-Zielgene sowohl 

durch koplanare als auch durch nicht koplanare PCB-Kongenere induziert. Das Gemisch der nicht 

koplanaren Kongenere enthielt ein mono- und ein diortho-PCB, die als AhR-Agonisten fungieren 

können. Ihre Bindungsfähigkeit ist jedoch erheblich geringer als die der koplanaren PCB (Safe 

1994).  Eine AhR-unabhängige Induktion konnte von anderen Autoren für CYP 1A1 und 1B1 

nachgewiesen werden (Delescluse et al. 2000, Ryu et al. 1996). Es wird unter anderem eine 

Beteiligung von Tyrosinkinasen postuliert (Kikuchi und Hossain 1999, Lemaire et al. 2004). 

Vermutlich spielen auch in der Kaninchenblastozyste diese AhR-unabhängigen Mechanismen 

eine Rolle. 

 

Bedeutsam ist auch der Funktionalitätstyp des AhR, der in Mäusen gut untersucht wurde. So 

besitzt der AhR-responsive Mausstamm C57BL/6 eine Bindungsaffinität von 1,8 nM und der 

AhR-non-responsive Stamm DBA/2 eine von 16 nM (Okey et al. 1989, Poland und Knutson 

1982). Für den Kaninchen-AhR wurde eine Bindungsaffinität von 7,5 nM ermittelt. Interessant 

ist, dass CYP 1A1 in Zellen mit einem „Low-affinity-AhR“ wie in Kaninchenhepatozyten durch 
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Omeprazol in hohem Maße induzierbar ist. Auf der anderen Seite kann CYP 1A1 in Zellen mit 

einem „High-affinity-AhR“ wie in Hepa-1-Zellen durch Omeprazol nicht induziert werden (Aix et 

al. 1994).    

 

Bis zum Tag 5 p.c. ist der AhR nur in den Zellen des Trophoblasten detektierbar. Nach der 

Degeneration des Rauber`schen Trophoblasten am Tag sechs p.c. exprimieren sowohl 

Trophoblast als auch Embryoblast Ah-Rezeptor und ARNT (Tscheudschilsuren et al. 1999). 

Trotzdem ist mit dem Vorhandensein von AhR und ARNT eine funktionierende 

Signaltransduktionskaskade noch nicht bewiesen.  

Nach erfolgter Ligandbindung transloziert der AHR-Ligand-Komplex in den Zellkern, um mit 

ARNT zu dimerisieren. Nach TCDD-Exposition wurden die ersten AhR-Moleküle bereits nach 

15 Minuten im Zellkern detektiert (Pollenz 1996). In sechs Tage alten Kaninchenblastozysten 

konnte nach Exposition mit 0,1 ng bzw. 0,1 µg definierter PCB-Gemische keine Translokation 

des Ah-Rezeptors in den Kern mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden 

(Tscheudschilsuren et al. 1999). Enan und Matsumura konnten außerdem einen Mechanismus 

aufdecken, bei dem TCDD in zellfreiem Medium nach Bindung an den AhR bestimmte 

Proteinkinasen induziert, die maßgeblich an der Signaltransduktionskaskade von 

Wachstumsfaktoren beteiligt sind (Enan und Matsumura 1995). Dieser Protein-

Phosphorylierungs-Mechanismus wird für einen Teil der toxischen Auswirkungen 

dioxinähnlicher Chemikalien verantwortlich gemacht (Matsumura 1994) und könnte auch in 

Kaninchenblastozysten stattfinden.  

 

Letztlich kann anhand des vorliegenden Modells eine Beteiligung des AhR und eine 

funktionierende Signaltransduktionskaskade in sechs Tage alten Präimplantationsblastozysten  

des Kaninchens nicht bestätigt oder ausgeschlossen werden. Aufschluss könnten Untersuchungen 

nach gezielter Blockade des AhR geben. So könnten zum Beispiel kombinierte 

Expositionsversuche mit Ah-Rezeptor-Antagonisten wie α-Naphtoflavon dazu beitragen, die 

Rolle des Ah-Rezeptors im Xenobiotikametabolismus während der Präimplantation besser zu 

verstehen.   
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5. Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss definierter Gemische hochreiner polychlorierter 

Biphenyle auf die Transkription ausgewählter Gene in Präimplantationsembryonen des 

Kaninchens untersucht. Dabei wurden PCB in umweltrelevanten Dosen verwendet und koplanare 

und nicht koplanare Kongenere getrennt untersucht. Hintergrund dafür sind die frühen durch PCB 

ausgelösten reproduktionstoxischen Effekte wie die Störung der Implantation und der 

Embryonalentwicklung. Die ihnen zugrundeliegenden Ursachen sind nicht bekannt. Koplanare 

PCB binden an den Arylhydrocarbonrezeptor. Dieser Transkriptionsfaktor wurde in sechs Tage 

alten Kaninchenblastozysten nachgewiesen. Nachdem PCB-bedingte Änderungen der 

Transkription in Gesamtblastozysten des Kaninchens ermittelt wurden, wurden in der 

vorliegenden Arbeit erstmals PCB-induzierte Veränderungen in den beiden Zelllinien der 

Kaninchenblastozyste, Embryoblast und Trophoblast, getrennt betrachtet. Für das Trophoblast-

spezifische Protein Cytokeratin, dessen Expression als Kontrolle diente, konnte eine neue 

partielle mRNA-Sequenz identifiziert werden. Als Methode wurde die semiquantitative RT-PCR 

ausgewählt. Durch die Verwendung einer digitalen Bildaufnahme und -bearbeitung der PCR-

Ergebnisse, konnte zudem eine statistische Auswertung erfolgen. 

 

Nach Exposition mit koplanaren und nicht koplanaren PCB wurden in den untersuchten 

Kaninchenblastozysten erhöhte Transkripte für die Cytochrom-P450-Monooxygenase 1A1 

ermittelt. Eindrucksvoll erschien hier die differenzielle Sensitivität der beiden blastozytären 

Zelllinien, da CYP 1A1 ausschließlich im Embryoblasten induziert wurde. Diese Induktion war 

konzentrationsabhängig und bei hohen Konzentrationen statistisch signifikant. Das könnte ein 

Hinweis auf die höhere Sensitivität des pluripotenten Embryoblasten gegenüber PCB im 

Vergleich zum Trophoblasten sein. Die Induktion der CYP 1A1 führt zum Abbau der 

aktivierenden Verbindungen, wobei unter anderem Metaboliten entstehen, die toxischer als die 

Ausgangskongenere wirken können. Zudem kann ein Anstieg der CYP 1A1-mRNA zu einem 

gesteigerten Abbau von dem für die Implantation unverzichtbaren Östradiol führen. Damit könnte 

eine mögliche Ursache der Verzögerung der Blastozystenimplantation durch PCB erklärt werden. 

 

CYP 1B1-mRNA war in dem vorliegenden Modell in beiden blastozytären Zelllinien erhöht. Die 

deutlichsten Transkriptanstiege zeigten sich dabei im Embryoblasten. Die Induktion dieser 

Monooxygenase führte in anderen Studien zur vermehrten Bildung von 4-Katecholöstrogenen, 

die für die Östrogen-vermittelte Karzinogenese verantwortlich gemacht werden. So könnte durch 

die Induktion von CYP 1B1 durch PCB zum einen Östrogen für die Blastozystenimplantation 
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durch gesteigerten Abbau entzogen werden und zum anderen noch ungeklärte Schädigungen 

durch mutagene Verbindungen verursachen.  Unklar bleibt, welche Rolle der Ah-Rezeptor spielt, 

da sowohl koplanare als auch nicht koplanare PCB-Kongenere zur Induktion der beiden AhR-

Zielgene CYP 1A1 und 1B1 führten.  

 

Die Gluthathion-S-Transferase-π1, ein Phase-II-Enzym, konnte in dem vorliegenden Modell nicht 

durch koplanare oder nicht koplanare PCB induziert werden. Vermutlich ist die GST-π1 in 

Präimplantationsembryonen des Kaninchens noch nicht funktionsfähig. Vergleichbare Studien in 

anderen Spezies existieren nicht.    

 

Der Hypoxia Inducible Factor 1α ist essentiell für die embryonale Entwicklung und 

Vaskularisierung. HIF-1α kann rapide unter hypoxischen Bedingungen induziert und stabilisiert 

werden und die Transkription seiner Zielgene bewirken. Erstmalig wurde die gesamte HIF-1α- 

mRNA für das Kaninchen sequenziert. PCB können hypoxischen Stress verursachen. In der 

vorliegenden Arbeit konnten nach PCB-Exposition im Embryoblasten geringere Mengen HIF-1α-

mRNA festgestellt werden. Nach Exposition mit 1µg der koplanaren Kongenere war dieser 

Abfall statistisch signifikant. Da die Aktivität des HIF-1α vor allem auf Proteinebene reguliert 

wird, kann die Auswirkung der beobachteten Effekte letztlich nicht ausreichend beurteilt werden. 

In Studien anderer Arbeitsgruppen wurde jedoch gezeigt, dass der Anstieg des HIF-1α-Proteins 

und der Aktivität unter hypoxischen Bedingungen zwingend mit einem Abfall der HIF-1α-

mRNA verbunden ist. Bemerkenswert konnte in der vorliegenden Arbeit wiederum die besondere 

Reaktivität des Embryoblasten gezeigt werden.      

 

In die Untersuchungen wurde das HIF-1α-Zielgen VEGF und der Rezeptor VEGFR2 einbezogen. 

Eine neue Teilsequenz für VEGF wurde im Kaninchen identifiziert. Für VEGF-Transkripte 

wurden weder durch koplanare noch durch nicht koplanare PCB Veränderungen gefunden. 

Dagegen erwies sich VEGFR2 als zelllinienspezifisch induzierbar. Da dieser Rezeptor auch 

andere Liganden, wie VEGF-D und PlGF bindet, könnten in der vorliegenden Arbeit noch nicht 

untersuchte Signalwege zu der beobachteten Induktion beigetragen haben.    

 

Matrix-Metalloproteasen und ihre endogenen Inhibitoren sind Schlüsselmediatoren während der 

Implantation der Blastozyste. Ein Ungleichgewicht zwischen Matrixdegradation und                               

–stabilisation ist mit verschiedenen Krankheitsbildern assoziiert. Durch PCB wurden in der 
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vorliegenden Arbeit MMP-2-Transkripte im Trophoblasten und leicht Embryoblasten vermindert 

und TIMP-2-Transkripte im Embryoblasten reduziert und im Trophoblasten erhöht. Diese 

Beobachtung könnte die durch PCB-vermittelte Verzögerung der Implantationsphase erklären 

helfen. Da jedoch eine Vielzahl zusätzlicher Metallo- und anderer Proteasen an der Implantation 

beteiligt sind, kann hier nur ein kleiner Ausschnitt dieses Zusammenspiels beleuchtet werden.   

 

Die Induktion der COX-2-mRNA durch PCB konnte bereits in ungetrennten 

Kaninchenblastozysten und anderen Geweben gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 

nach Exposition mit PCB-Gemischen konzentrations- und zelllinienabhängig vermehrte COX-2-

Transkripte gefunden. Die COX-2 wird in einer Reihe von Tumoren überexprimiert und ist an 

Entzündungsprozessen beteiligt. Auch in der Blastozyste könnte die Induktion der COX-2 zum 

einen als Stressreaktion auf PCB und zum anderen als ein Hinweis auf den Mechanismus der 

PCB-induzierten Karzinogenese zu deuten sein. 

 

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass PCB in 

umweltrelevanten Dosen nach kurzer Expositionsdauer bereits in Präimplantationsembryonen 

eine Vielzahl von Veränderung der transkriptionellen Aktivität bewirken. Eindrucksvoll konnte 

erstmals die differenzielle Aktivität der beiden blastozytären Zelllinien, Embryoblast und 

Trophoblast,  nach PCB-Exposition nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterstreichen die 

Bedeutung zelllinienspezifischer Untersuchungen in Präimplantationsembryonen.  

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit können Ausgangspunkte für weiterführende Studien sein. Welche 

Auswirkungen haben die beobachteten transkriptionellen Veränderungen auf die Translation und 

Aktivität der Proteine? Inwieweit können diese Veränderungen vom Embryo kompensiert 

werden? Welche Rolle spielt die Ah-Rezeptor-Signaltransduktionskaskade bei den PCB-

vermittelten Transkriptionsänderungen? 

 

Die vorliegende Dissertation wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) 

finanziell gefördert (Graduiertenkolleg 416). 
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7. Thesen 
 

1. Die Implantation der Blastozyste ist eine der vulnerabelsten Phasen der Embryogenese.   

 

2. Polychlorierte Biphenyle haben sich aufgrund ihrer hohen Stabilität in allen 

Kompartimenten des Ökosystems angereichert. 

 

3. Polychlorierte Biphenyle beeinflussen bereits in umweltrelevanten Dosen die 

Genexpression in Blastozysten des Kaninchens. 

 

4. Durch Trennung des Embryoblasten vom Trophoblasten und anschließender cDNA-

Synthese können beide Zelllinien der Blastozyste des Kaninchens mittels RT-PCR 

separat untersucht werden. 

 

5. Der PCB-induzierte Anstieg der Transkription der Cytochrom-P450-Monooxygenasen 

1A1 und 1B1 kann in schädigenden Effekten durch die beim Abbau entstehenden 

Metaboliten resultieren. Der ausschließliche Anstieg der CYP 1A1-Transkripte in den 

Zellen des Embryoblasten ist ein Hinweis auf mögliche teratogene Wirkungen von PCB.  

 

6. Die Induktion der Transkription von CYP 1B1 durch PCB in beiden blastozytären 

Zelllinien kann als ein Marker für estradiolvermittelte Karzinogenese verstanden werden. 

 

7. Die Gluthathion-S-Transferase π1 wird auf der mRNA-Ebene in 6 Tage alten 

Kaninchenblastozysten durch koplanare und nicht koplanare PCB Kongenere nicht 

beeinflusst. 

 

8. Der mRNA-Gehalt des Hypoxia Inducible Factor 1α war in den Zellen des 

Embryoblasten besonders durch koplanare PCB-Kongenere vermindert. Welche 

Auswirkung diese Beobachtung auf das Protein und die Expression der HIF-1α-Zielgene 

hat, muss in Folgeuntersuchungen geklärt werden. 

 

9. Der Vascular Endothelial Growth Factor, ein klassisches HIF-1α-Zielgen, wird auf der 

Transkriptionsebene in 6 Tage alten Kaninchenblastozysten durch koplanare und nicht 

koplanare PCB-Kongenere nicht beeinflusst.  
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10. Die Transkription des Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 kann sowohl im 

Embryo- als auch im Trophoblasten durch koplanare und nicht koplanare PCB induziert 

werden.   

 

11. Matrix-Metalloproteasen sind wesentlich an Prozessen der Implantation und 

Dezidualisierung beteiligt. Diese Vorgänge erfordern eine strenge Regulation zwischen 

Gewebedegradation und –stabilisation. Dieses Gleichgewicht kann durch PCB in der 

kurz vor der Implantation stehenden Blastozyste auf der Transkriptionsebene gestört 

werden. 

 

12. Die Cyclooxygenase-2, ein schnell induzierbares Enzym, wird durch koplanare und nicht 

koplanare PCB transkriptional induziert. Dies könnte als ein Marker für Tumor-

promovierende Eigenschaften polychlorierter Biphenyle gewertet werden. 

 

13. Die Beteiligung des Ah-Rezeptors an den beobachteten Veränderungen der ausgewählten 

Gene ist unwahrscheinlich, da sowohl koplanare als auch nicht koplanare PCB zu 

vergleichbaren Effekten auf der Transkriptionebene führten.  
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