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1. Aufgabenstellung

Das Fachgebiet Il 3.6 ,Toxikologie des Trink- unddgbeckenwassers” im Umweltbundes-
amt erhielt von der Landerarbeitsgemeinschaft LABEireten durch das geschéftsfihrende
Land Mecklenburg-Vorpommern, im Rahmen des Landanizierungsprogramms ,Wasser
und Boden” 2002 den Auftrag, das ForschungsvorhgBemtoxikologische Bewertung von
polaren Verbindungen® zu bearbeiten.

Die Zielsetzung des Vorhabens bestand darin, dagxjeche Potenzial von ausgewéhlten
Einzelsubstanzen aus der Gruppe der polaren Nitnzgten zu charakterisieren. Die wissen-
schaftliche Bewertung von prioritaren Wirkmecharesnbildet u. a. die Grundlage fur die
Ableitung von gesundheitlichen Orientierungs- bkeitwerten im Trinkwasser.

2. Ausgangssituation

Mit der Weiterentwicklung der Einzelstoffanalytikirf sprengstofftypische Verbindungen
wurden an Standorten ehemaliger TNT-Produktionestan Boden- und Grundwasserproben
polare Nitroaromaten nachgewiesen.

Hinsichtlich des Grundwasserschutzes im Einzugsgelnd die damit verbundene Sicherung
der Trinkwasserversorgung sind diese VerbindungérGaund ihrer guten Wasserléslichkeit
und hohen Mobilitdt von besonderer Relevanz.

Die Kontrolle und Uberwachung der qualitativen wpgantitativen Schadstoffmuster sind
zwingend notwendig fur einen nachhaltigen Grundesshutz. Die Ausgestaltung der
Messprogramme ( u. a. Haufigkeit der Analysen, Maxbgrenzen, Substanzspektrum) und
die Fortschreibung des bestehenden regulatorisdR@hmens richten sich nach dem
Gefahrdungspotenzial der Schadstoffe.

Fur die viele Einzelsubstanzen umfassende Stoffgruger Nitroaromaten werden bei
Vorhandensein der Nitrogruppe als aktives Struktogp gentoxische Wirkmechanismen
als prioritar angesehen. Die nicht verfugbaren experimentellateD zur Gentoxizitat von
polaren Nitroaromaten machten eine Gefahrdungsatmahg nicht moglich.

Um diese definieren zu kdnnen, sind Kenntnisse Winkmechanismus der Substanzen von
elementarer Bedeutung. In diesem Kontext wurderiofeRt eine Erstbewertung fir prioritare
Einzelsubstanzen aus der Gruppe der polaren Numwaten hinsichtlich ihres gentoxischen
Potenzials durch den Einsatz von In-vitro-Kurzssits vorgenommen.

3. Testsubstanzen

Die Auswahl der Testsubstanzen erfolgte aus einkeaentierungsmessungen basierenden
Substanzliste der Léanderarbeitsgruppe ,Polare Yiddngen“. Die ausgewahlten
20 Verbindungen sind in die Substanzgruppen AminorNBenzoesauren, Amino-/Nitro-
Toluolsulfonsauren und Nitrophenole einzuordnerné€lla 1 listet die Einzelsubstanzen auf.
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Tab. 1: Substanzspektrum

L4

L4

Substanz Hersteller Reinheit CAS-Nr. Molekular-
(%) gewicht
Benzoesauren
2-Aminobenzoeséaure Fluka >99,0 118-92-3 137,1
3-Aminobenzoesaure Fluka > 97,0 99-05-8 137,1
4-Aminobenzoeséaure Fluka >99,0 150-13-0 137,1
2-Nitrobenzoeséaure Fluka >97,0 552-16-9 167,1
3-Nitrobenzoesaure Fluka > 98,0 121-92-6 167,1
4-Nitrobenzoesaure Fluka >98,0 62-23-7 167,1
3,4-Diaminobenzoesaure Fluka 95,0 619-05-6 152,
3,5-Diaminobenzoeséaure Fluka 95,0 535-87-5 152,
3,4-Dinitrobenzoesaure Riedel-deHan 99,2 528-45-0 212,1
2-Amino-4-nitrobenzoesaure Tokyo Chemical n.a. 619-17-0 182,1
Industry Co., Ltd.
(TCl)
2-Amino-5-nitrobenzoeséaure Fluka 95,0 616-79-5 182,
5-Amino-2-nitrobenzoesaure Fluka > 97,0 13280-60-9 182,1
Toluolsulfonsauren
4-Aminotoluol-3-sulfonsaure TCI >95,0 88-44-8 187,2
4-Nitrotoluol-2-sulfonsaure TClI >90,0 121-03-9 217,2
Nitrophenole

2-Methyl-3-nitrophenol Fluka >97,0 5460-31-1 153,1
3-Methyl-2-nitrophenol Fluka > 98,0 4920-77-8 153,1
3-Methyl-4-nitrophenol Fluka > 95,0 2581-34-2 153,1
4-Methyl-2-nitrophenol TCI >99,0 119-33-5 153,1
5-Methyl-2-nitrophenol Fluka >95,0 700-38-9 153,1
4-Methyl-2,6-dinitrophenol Fluka >98,0 609-93-8 198,1

n.a. nicht angegeben
4, Gentoxizitatsprufung
4.1  Methodisches Konzept

Fur die Gentoxizitatsprifung sind international tgehend standardisierte bzw. harmonisierte
Teststrategien festgeschrieben (www.oecd.org) diiErstbewertung der Gentoxizitat in der

1. Phase (Basistestung) wird davon ausgegangens @asbis 3
verschiedener biologischer Endpunkte (Gen-

In-vitro-Verfahren

und @bsomenmutationen) fur eine
befriedigende Antwort auf die Frage nach der Mdat gentoxischer Wirkungen der

3
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getesteten Substanz ausreichen. Abbildung 1 zeigt Tebststrategie der 1. Phase der
Gentoxizitatsprifung.

1. Phase der Teststrategie zur Gentoxizitatsprifung

I n-vitro-Kurzzeittests

Zytotoxizitat
(plating efficiency,
Apoptose)
Bakterieller Test Zellkultur
(Ames-Test) (Chromosomenaberrationen)
1. Negativ Negativ

| l

Test ausreichend bei geringer oder vermeidbareo$itipn
und Einstufung der Testsubstanz als nicht gefalakden
nicht relevant fur nichtgentoxische Kanzerogene

2. Positiv Positiv
Positiv Negativ
Negativ Positiv

! !

Hinweis auf Moéglichkeit einer gentoxischen Wirkunggegeben
Prufung der Notwendigkeit fur eine weitere Gentoxizatstestung
in einer 2. Stufe

Abb. 1: Teststrategie in der Gentoxizitatsprifung

Fur die Testung der polaren Nitroaromaten wurde fiistgeschriebene Prifstrategie
modifiziert. Bei positiven Befunden im klassisch&mes-Test erfolgte die Substanzprifung
mit den Nitroreduktase-defizienten Stammen TA 98N TA 100NR zur Abklarung einer

adaquaten oxidativen Metabolisierung im menschiich@rganismus bei gleichzeitiger

geringer Nitroreduktaseaktivitat.

4.2 Testkonzentrationen

Die Testkonzentrationen fir die gentoxische Bewgytder polaren Verbindungen wurden in

Anlehnung an die harmonisierten Testprotokollegelgtgt. Fir jede zu bewertende Substanz
wurde eine Verdiunnungsreihe angesetzt, die aug8stlften Konzentrationen bestand. Die
hdchste Konzentration betrug jeweils 50 mg/ml; wiegteren Konzentrationen waren 25; 10;

5; 2,5; 1; 0,5; 0,25 und 0,1 mg/ml. Fiur die Durdirfing der einzelnen Prifverfahren wurden
Volumina von 10 pl bzw. 100 pl der jeweiligen Koniationen eingesetzt, die sich daraus
ergebenden testspezifischen Konzentrationen siddnrErgebnistabellen aufgelistet.
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Losungsmittel fur alle Substanzen war Dimethylsxilo(DMSQO). Dieses Losungsmittel ist
mit Wasser mischbar und gleichermal3en fiir die OUhtiing der eingesetzten Biotests
geeignet, wenn sein Anteil am Gesamttestvolumed 36-nicht tberschreitet.

4.3  Biologische Testverfahren
4.3.1 Ames-Test/ Salmonella/Mikrosomen-Test

Der Salmonella/Mikrosomen-Test wurde unter Berlaksjung der aktualisierten Aspekte
nach Mortelmans und Zeiger (2006@uf Grundlage des Standardprotokolls von Maron und
Ames (1983) durchgefiihrt.

4.3.1.1 Bakterienstimme

Fur die Untersuchungen wurden die Histidin-defim@nMutantenstdmme Salmonella typhi-
murium TA 98, TA 98NR, TA 100 und TA 100NR eingedet

Diese Stamme sind, im Gegensatz zum Wildtyp, awin@reiner genetischen Veranderung
Histidin-auxotroph, d. h. sie sind nicht mehr im dage, Histidin zu synthetisieren und daher
von der Zugabe des Histidins ins Nahrmedium ablgandinter dem Einfluss einer gentoxi-
schen Substanz mutieren die Zellen dieser histicioi@ophen Bakterienstdmme zur Histi-
dinprototrophie zuriick. Die Revertanten sind daneder fahig, Histidin zu synthetisieren
und sich auf Histidin-freiem Nahrmedium zu vermehr@us einer rickmutierten Bakterien-
zelle (Revertante) entsteht dabei eine makroskbpsschtbare Kolonie (Abb. 2). Mit den
Teststammen Salmonella typhimurium TA 98 und TA B8Nassen sich Frameshift-
Mutationen (his D 3052), und mit Salmonella typhimam TA 100 und TA 100NR
Basenpaarsubstitutionen (his G 46) nachweisen.

Die Teststiamme TA 98NR und TA 100NR sind zuséatzlicich die Enzymdefizienz an
Nitroreduktase charakterisiert. Diese Nitroredutdsfizienten Teststdmme werden
eingesetzt, um die bakterienspezifische Metabolisig nitroaromatischer Verbindungen zu
erfassen. Dadurch lassen sich die an der Aktivigteteiligten Enzyme identifizieren, was
eine toxikologische Bewertung im Vergleich zur hurvea Metabolisierung erleichtert.

Salmonella typhimurium

TA 98
Negativkontrolle: Positivkontrolle:
Aqua dest. 0,1 mg DNOC/Platte
Spontane Revertanten Gentoxischer Effekt

Abb. 2: Negativ- und Positivkontrolle im Teststan®a monella typhimurium TA 98

! Mortelmans K, Zeiger E (2000): The Ames Salmorieilerosome mutagenicity assay. Mutation Research
455, 29-60.

2 Maron D, Ames BN (1983): Revised methods for thr®nella mutagenicity test. Mutation Research 113,
173-215.
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Die Teststimme wurden von der Firma Trinova BiochembH, Giessen, bezogen. Die
Stammbhaltung und die Uberpriifung des Genotypsgtgiolnach Maron und Ames (1983)
Die fur den Test notwendige Bakterienkultur (aus Wgarithmischen Wachstumsphase)
wurde nach Abimpfen aus der Stammkultur in Nahdbmuitber 24 Stunden bei 37 °C im
Schittelwasserbad angezogen und der KeimgehaWdehstumskultur am Versuchstag auf
Vollmedium-Platten bestimmt. Die Bakteriendichtétedm Test> 10° pro Platte betragen.

4.3.1.2 Stoffwechselsystem (S9-Fraktion)

Fremdstoff-metabolisierende Enzyme, wie sie vong8éaellen bekannt sind, kommen in
Bakterien nicht vor. Daher werden der Bakterienkultur Simulation des Saugerstoffwech-
sels metabolisierende Enzyme zugesetzt. Die exoQemde metabolisierender Enzyme ist
der 9000g-Uberstand des Homogenats von Leberzetleist aus Ratte oder Maus. Dartiber
hinaus ist ein NADPH-regenerierendes System bestelies NADP und Glucose-6-Phosphat
erforderlich.

Das metabolisierende Enzymsystem (der sogenanniixdvurde aus einem kommerziell
erworbenen Rattenleberpraparat und der Kofaktoseniy (Trinova Biochem GmbH)
gemischt.

Die fertige Metabolisierungslosung (S9-Mix) haitdgende Zusammensetzung:

Inhaltsstoff Endkonzentration
NADP-N& 4 mM
Glucose-6-phosphat-Ma 5 mM
Mg-Aspartat 8 mM

KCI 33 mM
Phosphatpuffer, pH 7,4 0,1 M
S9-Fraktion 10 % (v/v)

4.3.1.3 Prufprotokoll

Konnte keine Zytotoxizitdt nachgewiesen werden @#ytizitat ist sichtbar durch starkes
Hintergrundwachstum und/oder an der Abnahme deartapen Revertantenzahl im Vergleich
zur Negativkontrolle) und bei entsprechender Lédlgt der Testsubstanz im Agar wurden
die Substanzen in den Konzentrationen von bis g pro Platte getestet.

Den Ablauf des Salmonella/Mikrosomen-Tests stebbA3 dar: Pro Testkonzentration wur-
den zwei Wiederholungen an verschiedenen Tagenenzmvei Parallelproben angesetzt. In
der Prifung betrugen die Testvolumina 0,1 ml paitBl Als Negativkontrolle diente DMSO

(0,1 ml/Platte). In jedem Versuchsansatz wurdereneter Negativkontrolle teststammspezi-
fische Positivkontrollen mitgefuhrt. TestsubstaieioKontrollsubstanz, Bakterienkultur (0,1

ml) und S9-Mix oder Puffer (0,5 ml) wurden nach Zbg des Oberschichtagars auf VOGEL-
BONNER-Medium ausplattiert und 48 bis 72 StundeirB@€C bebrutet. Die Auszahlung der

Kolonien erfolgte per Hand.
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0,1 ml Substanz

0,1 ml Bakterien

0,5 ml S9 Mix und
2,0 ml Softagar oder
0,5 ml Puffer_und

2,0 ml Softagar

Ausplattieren auf histidinfreiem Nahragar

U Inkubation bei 37°C
fur48-72h

Auszahlen der Revertantenzahlen

Spontane Revertanten Revertantenzahl unter Einfluss
(Negativkontrolle) gentoxischer Substanzen

Abb. 3: Schematischer Ablauf des Salmonella/MikrosomertsTes

4.3.1.4 Bewertung

Fur jede Prufkonzentration wurden aus 2 Wiederrggdanmit je 2 Parallelansatzen der arith-
metische Mittelwert und die Standardabweichungolmet. Eine Substanz wird als gento-
xisch bewertet, wenn eine reproduzierbare Verdogpller spontanen Revertantenzahl (Ne-
gativ-/Lésungsmittelkontrolle) auftritt und/oder nei Konzentrations-Wirkung-Beziehung

(einschlief3lich im Negativbereich) induziert wird.

4.3.2 Nachweis von Zytotoxizitat — Bestimmung derlating efficiency

Der Parameter Zytotoxizitat charakterisiert dieldgische Toleranz bei Schadstoffbelastung
in Bezug auf Schadigungen der physiologischen deil@nge bis hin zur Abtétung von Zel-
len. Er erlaubt Ruckschlisse auf die Anpassungselmelogischen Systems gegenuiber
Schadstoffbelastungen in Abhangigkeit von Dauer uhldensitdt der Exposition
(Langzeitexposition).

Zur Bestimmung der plating efficiency (Abb. 4) warddie Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase einer Stammkultur (vgl. 4.3.4.1) den Oberflache der Kulturgefal3e
abtrypsiniert, gewaschen, in einem definierten Yfen aufgenommen und mit Trypanblau
die Vitalitat der Zellen bestimmt. Im Testansatitsaie Vitalitat nicht weniger als 80 Pro-

7



Abschlussbericht ,Gentoxikologische Bewertung vofagn Verbindungen*, 2005

zent betragen. Nach Bestimmung der Zellzahl wudierZellen in niedriger Zelldichte in die
KulturgefalRe eingesét. Das verhindert bzw. verminden Kontakt der Zellen untereinander,
so dass die Zellen leichter Kolonien ausbilden le@imMNach dem Anhaften der Zellen (ca. 2-
3 Stunden) wurden zur Bestimmung der plating efficy 10 pl der Testsubstanz pro Kultur
in 3 Parallelansatzen hinzugegeben. DMSO (10 piiKuldiente als Negativkontrolle. Die
Kultur- und Wachstumsbedingungen entsprachen ddeeStammhaltung (vgl. 4.3.4.2); die
Inkubationszeiten lagen zwischen 7 und 10 Tagenhré/d der gesamten Inkubationszeit
blieben die Zellen in Kontakt mit der Testsubstdder genaue Zeitpunkt fir die Auswertung
wurde durch Beobachten der Zellen im Umkehrmikrpskestgelegt. Bei entsprechender
GréfRe und Morphologie der Kolonien wurde dann dasdiMm aus den Kulturflaschen
abgegossen, die Zellkolonien mit einem Methanok&sg)-Gemisch (3:1) fixiert und danach
mit Puffersaline gespdult. Vor der manuellen Ausméaglder Kolonien wurden die Zellen ca.
30 Minuten mit Giemsa-L6sung angefarbt. Ergab diszghlung eine Reduktion der plating
efficiency von= 50 Prozent im Vergleich zur Kontrolle, wurde dieolfe als zytotoxisch
eingestuft. In der nachfolgenden Abbildung 4 it Bainzip dieses Testes dargestellt.

IE——

permanente Saugerzellkultur

ﬂ Trypsinierung
Einsaat von Einsaat von
100 Zellen 100 Zellen
+ 1 ml Aqua dest. ﬂ ﬂ + 1 ml Testprobe
7 - 10 Tage Exposition 7 - 10 Tage Exposition

Fixieren und Anfarben der Zellen

ﬂ Auszahlen der Kolonien

Kontrolle = 100 % <50 % zur
Kontrolle

g

Zytotoxische Wirkung

Abb. 4: Schematische Darstellung der Bestimmung der gjafficiency
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4.3.3 Nachweis der Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um einen Hauptarmesimus des Zelltodes, und zwar um
den physiologischen Zelltod (,Selbstmord der Zgll&s kommt dabei zu einer Schrumpfung
der Zelle, der Zellkern verandert sich und briaenander. Er zerfallt in membranumhdillte
Teile (apoptotische Kdrperchen).

Die Apoptoseuntersuchungen erfolgten an der Z&dlli-937 (DSMZ Nr. ACC 5), die von
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen undkdillren GmbH, Braunschweig
bezogen wurde. Die Zelllinie wurde aus einem meidun histiocytischen Lymphom
etabliert und besitzt Marker und Eigenschaften Wlanozyten. Zur Untersuchung auf
apoptotische Wirkungen wurden zwei kommerzielletRies (Fa. Roche Diagnostics GmbH)
eingesetzt:

- Zelltodbestimmung ELISA (CDDELISA)

Dieser Test wird zum Nachweis der fur den apoptbéa Zelltod charakteristischen Frag-
mente der genomischen DNA eingesetzt, die im Gegermim nekrotischen Zelltod vor
einer Desintegration der Zellmembran gebildet werd2iese Fragmente entstehen durch
die systematische enzymatische Spaltung der DNAwerden als Nukleosomen bezeich-
net. Nukleosomen sind DNA-Histon-Komplexe, die dagewendete ELISA durch den
Einsatz von zwei monoklonalen Antikdrpern, gegenADbhd Histone, nachweist. Dabel
ist Anti-Histon an Biotin und Anti-DNA an Peroxydasgekoppelt. Durch Einsatz eines
Peroxydasesubstrates erfolgt die Bildung eines igarb Reaktionsproduktes in
Abhangigkeit von den nachgewiesenen Nukleosomersdli Reaktionsprodukt kann
spektrophotometrisch gemessen werden. Der ELISAimsqualitativer Nachweis und es
wird ein Index aus den Extinktionen substanzbetastund unbelasteter Zellen gebildet.
Wenn dieser Index deutlich grof3er als 1 ist, zeigan, dass die Substanz apoptotisch
wirksam ist.

Zum Vergleich wird stets eine Positivkontrolle &edlen, die mit einer Substanz mit be-
kannter apoptotischer Wirkung belastet wurden, ehiligrt.

- Homogener Caspasentest

Im Verlauf der apoptotischen Prozesse in der Zatifelgt die Aktivierung einer Kaskade
von Proteasen, die als Caspasen bezeichnet wddgerAktivitatsnachweis dieser Caspa-
sen ist ein biochemischer Nachweis der Apoptose.eidgesetzte Test ist ein fluorimetri-
sches Verfahren. Es wird das Caspasensubstrat DEMID- eingesetzt. Proportional zur
Caspasenaktivitat wird durch Umsetzung dieses &atbstdas fluoreszierende Rhodamin
110 freigesetzt und kann mittels Fluoreszenzphotengemessen werden. Durch Mitfiih-
ren einer Eichkurve von Rhodamin 110 erfolgt eingarditative Bestimmung der
Caspasenaktivierung .

Der apoptotische Zelltod ist durch den programrohgés Ablauf biochemischer und
morphologischer Prozesse charakterisiert. Die Wotdrung chemischer Substanzen auf
apoptotische Wirkungen sollte deshalb verschiedéethoden beinhalten, die den zeitlichen
Ablaufen wéahrend der Apoptose Rechnung tragen.

Eines der initialen biochemischen Ereignisse devpApse ist die Aktivierung einer Kaskade
spezifischer Proteasen, die als Caspasen bezeialeneén. Der eingesetzte fluorimetrische
Caspasenassay der Firma Roche quantifiziert serdigi Caspasen 2, 3 und 7, sowie mit
deutlich geringerer Empfindlichkeit die Caspase8,® und 10.

Ein relativ spates Ereignis im Apoptoseverlauf, digleosomale Fragmentierung der DNA,
wird mit dem Cell Death Detection ELIS* der Firma Roche erfasst. Methoden, die die
Spaltung der DNA in Mono- und Oligonukleosomen meegisen, sind die allgemein

9
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gebrauchlichsten Apoptosetests. Die Testdurchfighdatgte den im Testkit beiliegenden
Vorschriften.

4.3.4  Zytogenetik - Bestimmung der Chromosomenabeationsrate (CA)
4.3.4.1 Zelllinie

Die fur die zytogenetische Analyse eingesetztelidml V79 des Chinesischen Hamsters
stammt aus Lungenfibroblasten mannlicher Tiere. Dédlinie V79 zeichnet sich durch
schnelles Wachstum und einen stabilen Karyotyp Bies.hier verwendete Zelllinie wurde
von der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen usdlkulturen Braunschweig"
bezogen.

4.3.4.2 Medium und Wachstumsbedingungen

Die Zellen wurden bei 37 °C, 95 % relativer Lufttbte und 5 % C®in Minimal Essential
Medium (MEM) nach EAGLE, das mit 10 % fetalem Kalkerum und Antibiotika supple-
mentiert war, gezichtet. Um die Zellen wahrend dessuches in der exponentiellen
Wachstumsphase zu haben, wurden Stammkulturenesytgdie nach Trypsinierung in die
Versuchsreihe eingesat wurden. Die Zellzahl bebegden Versuchsansatzen fir die Be-
stimmung der Chromosomenaberrationsrate 2 bis @ Zdllen pro KulturgefaR. Die durch-
schnittliche Generationszeit der Zellen liegt beew beschriebenen Wachstumsbedingungen
zwischen 12 und 14 Stunden.

Abbildung 5 zeigt einen Zellkulturausschnitt.

Abb. 5: Ausschnitt aus einer Zellkultur der Zelllinie V78gChinesischeHamsters

4.3.4.3 Zytogenetische Untersuchungen

Die zytogenetische Untersuchung folgte der OECDhtRite (www.oecd.org).

Die Kultivierung der Zellen zur Analyse der Chrorap®enaberrationsrate erfolgte wie unter
4.3.4.2 beschrieben. Die in den Standardprotokgéforderte Expositionszeit von 4 h erwies
sich in friheren Untersuchungen mit sprengstoffigpen Verbindungen als nicht
ausreichend fur die Induktion von chromosomaleréfieh. Daher betrug die Expositionszeit
gegeniber der Testsubstanz ausschliel3lich 24 heiAafZugabe des metabolischen Systems
im Testansatz wurde auf Grund der direkten Aktiwigr der Nitroaromaten verzichtet. Pro
Testkonzentration wurden zwei Kulturanséatze angeleg Préaparation der Zellkulturen zur
Bestimmung der Chromosomenaberrationsrate erfaigteh 24 h. Ca. 2 h vor Beginn der
Chromosomenpréaparation wurde den Zellkulturen Kialolzugegeben; die Aufarbeitung der
Praparate erfolgte nach Standardprotokollen (HypetoFixierung und Giemsa-Farbung).
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DMSO wurde als Lésungsmittelkontrolle (1 % des Krdnsatzes) und Triethylenmelamin
(TEM) als Positivkontrolle in einer Endkonzentratioon 250 ng/ml Medium eingesetzt.

4.3.4.4 Mikroskopische Auswertung

Die Zellpraparate wurden kodiert und die chromodem&/eranderungen am Zeiss-Mikro-

skop (Typ Jenaval) bei 1000-facher VergroRerungin{@ersion) ausgewertet. Zur

Bestimmung der Chromosomenaberrationsrate wurdérgtOgespreitete Metaphasen in der
1. Mitose einbezogen. Dabei werden strukturelle ridi®mnen nach der Nomenklatur von
Savage (1978)erfasst.

In der Abbildung 6 ist eine normale Metaphasenglaii sehen. Abbildung 7 zeigt eine
Metaphase mit multiplen Chromosomenaberrationen.

= =N -
T — \i\l F. = . 5}
— = J/{ = ',? H ]
5 0 it A '

NS N -

P g N~ ""-( ’

e “3‘- L — %;/;f" 3 ]
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Abb. 6: Normale Metaphasenplatte Abb. 7: Metaphase mit multiplen

aus einer Praparation der Chromosomenaberrationen aus
Zelllinie V79 einer Praparation der Zelllinie V79

4.3.4.5 Bewertung

Bei einem reproduzierbaren und dosisabhangigeneégnder Chromosomenaberrationsrate
im Vergleich zur Negativkontrolle liegt eine genisohe Wirkung vor.

% Savage JRK (1976): Classification and relatiorskipinduced chromosomal structural changes. Jburna
Medical Genetics 13, 103-122.

11



Abschlussbericht ,Gentoxikologische Bewertung vofagn Verbindungen*, 2005

5. Ergebnisse und wissenschaftliche Bewertung deraienlage

Nach der Gentoxizitatspriufung der Einzelsubstamsdnes die Frage zu beantworten, ob der
primare Wirkmechanismus einer Substanz als gerdloxjgrimérer DNA-Schaden) oder als
nichtgentoxisch (z. B. Beeinflussung der DNA-Repar@der Zytotoxizitat) einzustufen ist.
Dabei ist von entscheidender Bedeutung, dass fiohtgentoxische Mechanismen
Schwellenwerte (Wirkschwellen), unterhalb derernkenachweisbaren Effekte auftreten,
angenommen werden. Hingegen wird fir den MechargssBentoxizitat keine Wirkschwelle
definiert.

Die eingesetzte Teststrategie (Gentoxizitat) gibiweise auf gentoxische Wirkungen und
korrespondierende Wirkmechanismen. Zur Evaluierdieger wurden weitere mechanistisch
orientierte Untersuchungen durchgefihrt. Diese UPigen umfassten die Generierung von
Daten zur Zytotoxizitdt unter besonderer BerlUcKsicimg apoptotischer Prozesse. Die
Testbatterie zur Gentoxizitatsprifung bestand almsv2ro-Testverfahren zum Nachweis von
Gen- und Chromosomenmutationen. Zur Abklarung mashiacher Fragestellungen wurden
mit der Bestimmung der plating efficiency und deracNweis von Apoptose Testverfahren
zum Nachweis von Zytotoxizitat herangezogen. DiélZfer ausgewdahlten Testsubstanzen
und die vorgeschriebenen Wiederholungen fir digedhen Testsysteme flhrten zu einem
sehr umfangreichen Datensatz. Da die wichtigstesags dieser Substanzprifung in der
Bewertung des toxikologischen Wirkprofils bestelwjrd daher im Folgenden ein
pragmatischer Ansatz gewéhlt und die Ergebnisse @eis einzelnen Testverfahren
summarisch dargestellt. Die Einzeldaten der Genii@tsprifung sind im Anhang aufgelistet.
Die Resultate der In-vitro-Testung fur die 1-fachb&tituierten Benzoesauren mit den
Einzelsubstanzen 2-Amino-, 3-Amino-, 4-Amino-, 24idi, 3-Nitro- und 4-Nitrobenzoesaure
sind in der Tabelle 2 zusammengestelit.

Tab. 2: Ergebnisse der In-vitro-Testung fur 1-fach substite Benzoesauren

Testsystem

Substanz Ames Chromosomen{  Apoptose plating
1* 2* aberrationen (CA efficiency

2-Aminobenzoesaure - - - —

3-Aminobenzoesaure - - - _

4-Aminobenzoesaure - - - -

2-Nitrobenzoesaure

3-Nitrobenzoesaure

+ |+ |+

4-Nitrobenzoesaure

1*: TA 98; TA 100 2*: Testansatz bei positiven Bedien unter 1* ; TA 98NR; TA 100NR
+ positiv - negativ

Im Ames-Test (Genmutation) konnten fir die Amindiedungen keine gentoxischen
Effekte nachgewiesen werden. Die positiven Effélte2-, 3-, und 4-Nitrobenzoesaure in den
Standardstammen TA 98 und TA 100 bestatigten sadh mMestung in den Nitroreduktase-
defizienten Stdmmen TA98NR und TA 100NR nicht. Ider Saugerzellkultur

(Chromosomenaberrationen) konnten fir keine dids@ach substituierten Benzoeséuren

12



Abschlussbericht ,Gentoxikologische Bewertung vofagn Verbindungen*, 2005

gentoxische Effekte nachgewiesen werden. Eine Bassung der plating efficiency und eine
Induktion von apoptotischen Prozessen war nictidenbachten.

Die wissenschaftliche Bewertung der Ergebnissetfiébr Einschatzung, dasszAmino-,
3-Amino-, 4-Amino-, 2-Nitro-, 3-Nitro- und 4-Nitrobenzoesaure als nichtgentoxisch
einzustufen sind (Tabelle 3).

Tab. 3: Wissenschaftliche Bewertung der Ergebnisse flach-substituierte Benzoeséauren

Substanz Bewertung Schaden Risiko

2-Aminobenzoeséaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
3-Aminobenzoesaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
4-Aminobenzoesaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
2-Nitrobenzoesaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
3-Nitrobenzoesaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
4-Nitrobenzoesaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko

Fur die 2-fach substituierten Benzoesauren ergihtfslgendes Bild (Tab. 4).

Die Verbindung 3,4-Diaminobenzoesaure zeigte im #dfiest keine gentoxischen Effekte.
Die in den Standardstammen TA 98 und TA 100 eritettepositiven Befunde fur die
Substanzen 3,5-Diamino-, 3,4-Dinitrobenzoesaure ntan mit den Nitroreduktase-
defizienten Stammen TA 98NR und TA 100NR nicht &gt werden. Die positiven Befunde
im klassischen Ames-Test fur die Substanzen 2-Apdimitro-, 2-Amino-5-nitro- und
5-Amino-2-nitrobenzoesaure waren nach Einsatz deofdduktase-defizienten Stamme im
Teststamm TA 98NR weiterhin nachweisbar. Hingegennken im Teststamm TA 100NR
keine positiven Effekte fur die Substanzen erntitiedrden.

Fur die Substanzen 3,4-Diamino-, 3,5-Diamino-, 2#A@-nitro-, 2-Amino-5-nitro- und 5-
Amino-2-nitrobenzoesdure war in der Saugerzellkukaine Zunahme der CA-Rate zu
verzeichnen. Parallel dazu lieen sich keine Indoktler Apoptose und Beeinflussung der
plating efficiency nachweisen. Fir die SubstanzCipitrobenzoesaure war eine Induktion
der CA-Rate bei gleichzeitiger Beeinflussung detipb efficiency zu beobachten.

Tab. 4: Ergebnisse der In-vitro-Testung fur 2-fach substite Benzoesauren

Testsystem
Substanz Ames Chromosomen{  Apoptose plating
1* 2* aberrationen (CA efficiency

3,4-Diaminobenzoesaure - - - -
3,5-Diaminobenzoesaure + - - - -
3,4-Dinitrobenzoesaure + - + - +
2-Amino-4-nitrobenzoesaurg + + - - -
2-Amino-5-nitrobenzoeséurg + - - -
5-Amino-2-nitrobenzoeséurg + (+) - - -

1*: TA 98; TA 100 2*: Testansatz bei positiven Bedien unter 1* ; TA 98NR; TA 100NR

+ positiv - negativ (+) schwach positiv
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Die Analyse des Zusammenhangs zwischen den Tasd#aten und der Induktion von
Chromosomenaberrationen (CA) verdeutlicht einerkseta Anstieg der Aberrationsrate bei

gleichzeitiger Zunahme der Zytotoxizitat (Tab. 5).

Tab. 5: Vergleich von Zytotoxizitat und Anzahl der Chromosenaberrationen
- 3,4-Dinitrobenzoeséaure -

% Anzahl Chromoso-
Zytotoxizitat menaberrationen 40
c
1. Wiederholung| 2. Wiederholung % |
S 30 +
0 0 1 S I
<20 +
20 8 5 % [ —&— 1. Wiederholung
= 10 + i
I —=— 2. Wiederholung
40 18 14 5 i | S
60 31 27 <0 | | | ‘
. - 0 20 40 60 80 100
80 toxisch toxisch o
- - Zytotoxizitat %
100 toxisch toxisch

Die Induktion von Chromosomenaberrationen fur dibstanz 3,4-Dinitrobenzoeséure stellt
offenbar nicht den primaren Mechanismus dar, sondst eine Folge der starken
Zytotoxizitat, wobei fir diesen Mechanismus ein\Bellenwert angenommen wird.
Unterstitzt wird diese Aussage durch die Analyselidsensatze aus In-vivo-Experimenten.
Substanzen mit geringer Toxizitat erwiesen sichpalstiv fur Klastogenitat/Kanzerogenitat.
Hingegen konnten keine Hinweise fir Klastogenitatikerogenitat fir Verbindungen mit
hoher Toxizitat (hier: 3,4-Dinitrobenzoesaure) gefen werden.

Diese Tatsache fihrt zu der Einschétzung, dassh®y-Dinitro-, als auch3,4-Diamino-
und 3,5-Diaminobenzoesauralsnichtgentoxischeinzustufen sind.
Fir die Substanze2+Amino-4-nitro-, 2-Amino-5-nitro- und 5-Amino-2-nitrobenzoeséure
bestehen durch die positiven Effekte im Ames-Metdachtsmomenteauf einegentoxische
Wirkung (Tab. 6). In weiteren Untersuchungen gilt es, dieldgische Relevanz dieser
Ergebnisse (hier: Rolle des Metabolismus; Versutdestz Komplementierung des S9-Mixes
und Zielzelle; Einsatz von Teststimmen mit spezigh adaquaten Enzymmustern)
abzuklaren. Inwieweit diese weiteren Prufungenzaighgend notwendig erscheinen, ist in
Bezug zu den realen Expositionsbedingungen zu legitken.
Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass bei der B#lung der Datenlage Ames-Test positiv /
Chromosomenmutationstest in vitro negativ fur digrddromaten zwei Aspekte eine
wesentliche Rolle spielen:
(1) unterschiedliche Metabolisierung in Bakterigm i8augerzellen; positive Effekte als
Ergebnis eines bakterienspezifischen Metabolismus
(2) geringe Korrelation zwischen positiven Befund@nmAmes-Test und Kanzerogenitat
im Sauger.

Diese Aspekte und hinzunehmend die Erfahrungendaudndustriechemikalienbewertung,
wenn namlich der Ames-Test in weiterfUhrenden Wuelnungen der einzig positive Befund
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blieb, lassen es gerechtfertigt erscheinen, dassidr gefundenen positiven Ergebnisse im
Ames-Test bei der gegebenen Datenlage nicht llmerbeterden missen, sie aber dennoch
einer Abklarung bedurfen.

Tab. 6: Wissenschaftliche Bewertung der Ergebnisse flack-substituierte Benzoesauren

Substanz Bewertung Schaden Risiko
3,4-Diaminobenzoesaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
3,5-Diaminobenzoesaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
3,4-Dinitrobenzoesaure nichtgentoxisch multipler kein Risiko unter
Zellschaden Wirkschwelle
2-Amino-4-nitrobenzoesaure Verdachtsmomerjte Abklarung der Abklarung der
Relevanz Relevanz
2-Amino-5-nitrobenzoesaure Verdachtsmomerjte Abklarung der Abklarung der
Relevanz Relevanz
5-Amino-2-nitrobenzoesaure Verdachtsmomerjte Abklarung der Abklarung der
Relevanz Relevanz

Die Ergebnisse der In-vitro-Testung fur die untergan Toluolsulfonsauren sind in Tabelle 7
aufgefuhrt.

Tab. 7: Ergebnisse der In-vitro-Testung fur Toluolsulfomssin

Testsystem
Substanz Ames Chromosomen-{  Apoptose plating
1* 2* aberrationen (CA efficiency

4-Aminotoluol-3- - - - -
sulfonsaure

4-Nitrotoluol-2- - - - -
sulfonsaure

1*: TA 98; TA 100 2*: Testansatz bei positiven Bedien unter 1* ; TA 98NR; TA 100NR

+ positiv - negativ

Beide Substanzen aus der Gruppe der Toluolsulfoesawzeigten in keinem der
durchgefuhrten Gentoxizitats- und Zytotoxizitatstgmositive Befunde.

Die 2 getestetedoluolsulfonséauren kdnnen somit alsichtgentoxisch eingestuft werden
(Tab. 8).

Tab. 8: Wissenschaftliche Bewertung der Ergebnisse fuudlsllfonsduren

Substanz Bewertung Schaden Risiko
4-Aminotoluol-3-sulfonsaure  nichtgentoxisch keiner kein Risiko
4-Nitrotoluol-2-sulfonsaure nichtgentoxisch keiner kein Risiko
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In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Substanztgsfun die Gruppe der Nitrophenole
zusammengefasst. Die Substanzen 3-Methyl-4-nitrogheand 4-Methyl-2,6-dinitrophenol
zeigten positive Effekte im klassischen Ames-Tedie sich nach Prifung mit den
Nitroreduktase-defizienten Stammen nicht bestéatigise 4 weiteren Substanzen 2-Methyl-
3-nitrophenol, 3-Methyl-2-nitrophenol, 4-Methyl-2thophenol und 5-Methyl-2-nitrophenol
waren im klassischen Ames-Test negativ.

Von den 6 Verbindungen aus der Substanzklasse itt@pNenole induzierten 4 Vertreter (2-
Methyl-3-nitrophenol, 3-Methyl-2-nitrophenol, 3-Mwst-4-nitrophenol und 4-Methyl-2,6-
dinitrophenol) eine Erhdhung der Chromosomenabensttate bei gleichzeitiger Induktion
von Apoptose und Hemmung der plating efficiency Aftotoxizitdtsmarker. Die Substanz
5-Methyl-2-nitrophenol erwies sich als negativ gr entoxizitatsprufung, die Induktion von
Apoptose fihrte zu keiner Erh6hung der Chromosoimamationsrate. Die Substanz
4-Methyl-2-nitrophenol zeigte weder in der Zytotsats- noch in der Gentoxizitatstestung
positive Effekte.

Tab. 9: Ergebnisse der In-vitro-Testung fur Nitrophenole

Testsystem
Substanz Ames Chromosomen4{  Apoptosge plating
1* 2* aberrationen (CA efficiency

2-Methyl-3-nitrophenol - + + +
3-Methyl-2-nitrophenol - + + +
3-Methyl-4-nitrophenol + - + + +
4-Methyl-2-nitrophenol - - - -
5-Methyl-2-nitrophenol - - + -
4-Methyl-2,6-dinitropheno + - + +) +

1*: TA 98; TA 100 2*: Testansatz bei positiven Bedien unter 1* ; TA 98NR; TA 100NR

+ positiv - negativ (+) schwach positiv

Aus langjahrigen Erfahrungen mit der Bestimmung @érRate in der Saugerzellkultur ist
bekannt, dass dieses Testsystem auch bei riciigeeendung des Standardprotokolls zu
Jfalsch positiven* Ergebnissen Uber die Induktioarschiedener Mechanismen, wie z. B.
Zytotoxizitat, fuhren kann. Durch eine Analyse nichhur der Anzahl der
Chromosomenaberrationen, sondern auch eine Aufss#iling nach Typen der
Chromosomenaberrationen kann eine Verifizierung @enobenen Befunde erfolgen
(Tab. 10).
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Tab. 10: Spezifizierung der zytogenetischen Analyse durdafiadSung der Typen der
Chromosomenaberrationen

Konzentration Aberrationen/100 Zellen
(mg/Kulturansatz)
2-Methyl-3- 3-Methyl-2- 3-Methyl-4- 4-Methyl-2,6-
nitrophenol nitrophenol nitrophenol dinitrophenol
1 2 1 2 1 2 1 2

al/b a/b a/b al/b al/b a/b al/b al/b

5 - - ) - - - 4/3 0/0

2,5 - - ) - - - 5/3 0/0
1 6/7 0/0 715 0/0 6/4 0/0 2/4 0/0
0,5 5/6 0/0 6/5 0/0 5/3 0/0 2/2 0/0
0,25 4/3 0/0 3/4 0/0 6/4 0/0 1/0 0/0
0,1 2/3 0/0 2/1 0/0 3/5 0/0 1/1 0/0
0,05 2/1 0/0 0/1 0/0 2/1 0/0 0/1 0/0
0,025 0/1 0/0 1/1 0/0 0/1 0/0 0/0 0/0
0,01 0/0 0/0 1/0 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0

1-Chromosomen- und Chromatidbriiche 2-Chromatidaustausch
a-1. Wiederholung b-2. Wiederholung - zytotoxisch

Fur alle Verbindungen konnten nur Chromosomen- @itromatidbriiche und keine
Chromatidaustausche nachgewiesen werden. Diesusstdar Natur des primaren DNA-
Schadens zu erklaren. In Zellen mit primaren DNA<Ien findet DNA-Reparatur statt und
fuhrt zu Chromatidaustauschen. In der Praxis hei@$, dass ein hoher Anteil von
Chromosomen- und Chromatidbriichen ohne Chromatiaiasishe auf apoptotische Prozesse
bei der Induktion von Brichen hinweist.

Da fur die 4 Verbindungen eine Induktion der Apgatagemessen wurde, scheint dieser
Mechanismus primar zu sein und die Induktion vomoGiosomenaberrationen als sekundar
einzustufen.

Damit kbnnen die 6 Verbindungen aus der GruppeNigophenole als nichtgentoxisch
bewertet werden. Fir die zytotoxischen und apogtbén Mechanismen sind Wirkschwellen
anzunehmen, unterhalb derer kein Risiko zu erwastgTab. 11).

Tab. 11: Wissenschaftliche Bewertung der Ergebnisse finolitenole

Substanz Bewertung Schaden Risiko
2-Methyl-3-nitrophenol nichtgentoxisch multipler kein Risiko unter
Zellschaden Wirkschwelle
3-Methyl-2-nitrophenol nichtgentoxisch multipler kein Risiko unter
Zellschaden Wirkschwelle
3-Methyl-4-nitrophenol nichtgentoxisch multipler kein Risiko unter
Zellschaden Wirkschwelle
4-Methyl-2-nitrophenol nichtgentoxisch keiner kein Risiko
5-Methyl-2-nitrophenol nichtgentoxisch keiner kein Risiko
4-Methyl-2,6-dinitrophenol nichtgentoxisch multipler kein Risiko unter
Zellschaden Wirkschwelle
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Zusammenfassung:

Die In-vitro-Testung (Prufung auf Gentoxizitat) d@rgticht erste Aussagen Uber toxikolo-
gische Wirkprofile der Substanzen im Sinne einer/ngm-Antwort (gento-
xisch/nichtgentoxisch). Gleichzeitig konnten duwegiterfihrende Untersuchungen (Prifung
auf Zytotoxizitat) mechanistische Fragestellungegeklart werden.

Fur gentoxische Kanzerogene wird von einer DosigWig-Beziehung ohne Wirkschwelle
ausgegangen. Die praktischen Konsequenzen sinteigaignd, denn bei Nichtvorhandensein
einer Schwelle im Niedrig-Dosis-Bereich sind enorArestrengungen zur Vermeidung oder
Verringerung der Exposition und ein umfangreichégtwachungsprogramm gefordert.
Deutlich ist geworden, dass die Induktion von Apsgt zu einer Uberbewertung des geneti-
schen Potenzials, und zwar insbesondere fur Chram@&saberrationen, fihren kann. Dies
wurde durch eine Typisierung der Chromosomenanalygedem Nachweis von Apoptose
relativiert. Zytotoxische Mechanismen werden allgemals ein ,low risk“-Mechanismus der
Kanzerogenese beschrieben.

Fur einige Vertreter der polaren Nitroaromaten kadas neue Paradigma fur
Humankanzerogeneangenommen werden, wonach als primare WirkungBédinflussung
verschiedener zellularer Mechanismen uAtenahme einer Wirkschwellezu definieren ist.

Fazit der Stoffbewertung:

1. Fur die Substanzen 2-Amino, 3-Amino-, 4-Amino-, Rrbdl, 3-Nitro- und
4-Nitrobenzoesaure (1-fach substituierte Benzoesdur 3,4-Diamino- und
3,5-Diaminobenzoesaure (2-fach substituierte Bestaoren), 4-Aminotoluol-3- und
4-Nitrotoluol-2-sulfonsaure (Toluolsulfonsduren)wse 4-Methyl-2-nitrophenol und
5-Methyl-2-nitrophenol (Nitrophenole) wardeine zytotoxischen und gentoxischen
Wirkungen nachweisbar.

2. Fur Vertreter aus den Substanzgruppen der 2-fabhtitwierten Benzoesauren (3,4t
Dinitrobenzoeséure) und der Nitrophenole (2-MetBwiitrophenol, 3-Methyl-2-
nitrophenol,  3-Methyl-4-nitrophenol und  4-MethyB2dinitrophenol)  sind
zytotoxische Wirkungen als primarer Wirkmechanismus unter Annahme einer
Wirkschwelle zu definieren

3. Fir die Substanzen 2-Amino-4-nitro-, 2-Amino-5-oitr und 5-Amino-2-
nitrobenzoesaure aus der Gruppe der 2-fach subst#in Benzoesauren bestehen auf
Grund der Datenlage Ames-Test/positiv und Chrom@&@berrationen/negativ
Hinweise auf Verdachtsmomente einer gentoxischen Wung.

Ausblick:

Mit der Erstbewertung (Standard-Testprogramme) wurdine Problemeingrenzung
hinsichtlich spezifischer Wirkungen (Zytotoxizit@#ntoxizitat) und eine Prioritdtensetzung
fur weiterfihrende Arbeiten erreicht. Zur abschdie@en stoffspezifischen Risikobewertung
sind zusatzliche mechanistisch orientierte Untdrgngen fiir die oben unter 2 und 3
aufgefuhrten Verbindungen notwendig.
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Fur diese weiterfihrenden Arbeiten ergeben sichdausvorliegenden Datenbasis folgende
Schwerpunkte:

- Abklarung der Relevanz der Gentoxizitatsbefunde
Bei der stabilen Auspragung von DNA-Schaden spiBleparaturmechanismen eine
entscheidende Rolle. Dem UDS-Test (Messung dekirmiuvon DNA-Reparatur)
wird eine dezisive Funktion zugewiesen bei der @gi#thenden Prifung zur Abklarung
der Bedeutung von Verdachtsmomenten auf gentoxitHaing.
Substanzspektrum: 2-Amino-4-nitro-, 2-Amino-5-nitro- und 5-Amino-2Hno-
benzoesaure
- Aufnahme von Dosis-Wirkung-Beziehungen im Niedrig-[Bsisbereich fir den
kritischen Mechanismus Zytotoxizitat
Die detaillierte Kenntnis der Dosis-Wirkung-Bezielgustellt das Fundament der
Risikobewertung bei nichtgentoxischen Wirkmechareisrdar.
Substanzspektrum: 3,4-Dinitrobenzoesaure, 2-Methyl-3-nitrophenoMathyl-2-nitro-
phenol, 3-Methyl-4-nitrophenol und 4-Methyl-2,6-diophenol
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Anhang

- Einzeldaten -



