Dioxin-Information und EPA-Reassessment
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Chlorierte aromatische Kohlenwasserstoffe akkumulieren als persistente
Umweltchemikalien in Nahrungsketten und sind daher fiir die menschliche
Gesundheit als Risikofaktoren anzusehen. Die Toxizitdt von Substanzen mit
Dioxin-artiger Wirkung kann anhand von Toxizitdtsaquivalenz-Faktoren (TEF)
beurteilt werden (1, 2). Voraussetzung fiir die Anwendung von TEF-Werten auf
Substanzgemische ist neben einer guten chemischen Probenanalytik auch die
strikte Additivitdt der Substanzwirkungen. Verschiedene in vivo-Experimente
z. B. mit definieten PCB-Gemischen ergaben jedoch ein nicht-additives
Verhalten bei chronisch toxischen Wirkungen wie Immunsuppression (3),
Teratogenitdt (4) oder Tumorpromotion (5). Zur Ermittlung des chronisch
toxischen Potentials einer Umweltprobe wére daher die Verwendung
geeigneter in vitro-Téstsysteme vorteilhaft. In der vorliegenden Studie wurden
als Effekte, die in vivo mit Tumorpromotion assoziiert sind, 1. die Wachs-
tumsstimulation von primiren Rattenhepatozyten und 2. die Erhéhung der
durch initiierende Kanzerogene induzierten malignen Transformationsrate von
Mausfibroblasten  (C3H/M2-Zellinie)} nach  Tumorpromoter-Behandlung
untersucht. In diesen Zellkultur-Modellen waren die bekannten Tumor-
promotoren 2,3,7,8-TCDD (6), 2,2°,4,4°,5,5"-HexaCB (HxCB = PCB153; 7) und
a-Hexachlorcyclohexan (o-HCH; 8) als Reinsubstanzen in sehr geringen
Konzentrationen promovierend wirksam. Mit definierten Gemischen von TCDD
und HxCB wurden antagonistische, mit sehr niedrigen Konzentrationen von

TCDD plus a-HCH synergistische Wirkungen beobachtet.
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MATERIAL UND METHODEN

TCDD und HxCB wurden von der Fa. Okometric (Bayreuth, Deutschiand) und
a-HCH von der Fa. Riedel-de Haen (Seelze, Deutschland) bezogen. TCDD und
HxCB hatten eine Reinheit von mehr als 99%, o-HCH war 98% rein. Die
Substanzen wurden in DMSO (fiir die UV-Spektroskopie, Fa. Fluka) gelost.
Hepatozyten wurden durch Collagenase-Perfusion aus adulten ménnlichen
Wistar-Ratten isoliert und in Kultur 2 Tage mit Tumorpromotoren oder nur mit
dem Ldsungsmittel DMSO (Kontrolien), wie kurzlich beschrieben, behandelt
(9). Am zweiten Tag nach dem Ausplattieren wurden die Zellen nach Colchizin
(0.1 mM)-Exposition fixiert und der Mitose-Index mikroskopisch bestimmt.

Der Transformationstest mit C3H/M2-Mausfibrobiasten wurde nach einem
Tumorpromotions-Protokoll wie beschrieben durchgefiihrt (10). In Kiirze: Die
Zellen wurden einen Tag nach dem Ausplattieren fiir 24 h mit dem initiierenden
Kanzerogen Methylcholanthren (MCA, 1mg/ml) oder DMSO (0,5%) behandelt.
Nach weiteren 5 Tagen wurde die Tumorpromotor-Behandlung begonnen und
bis zum Ende des Experiments fortgesetzt. Nach 8 Wochen wurden die Zellen

fixiert und die Transformationsrate (maligne Zellklone/ behandelte Platten)
bestimmt.

ERGEBNISSE

Antagonismus von TCDD und HxCB

In primaren Rattenhepatozyten wurde bei Behandlung mit sehr geringen
Konzentrationen von TCDD (10-14 M bis 10-12 M) oder HxCB (10-7 M) eine
geringe, aber signifikante Stimulation der Mitoserate beobachtet (Abb. 1).
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Abb.1: Interaktion von TCDD und HxCB bei der Stimulation der Mitose in
primaren Rattenhepatozyten. Die Zellen wurden 2 Tage mit den
angegebenen TCDD-Konzentrationen in Abwesenheit oder in
Gegenwart von HxCB (107 M) behandelt. Die Dater sind Mittelwerte
+SEM aus 3 Experimenten mit je 3 Parailelen.
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Hoéhere Konzentrationen von TCDD (bis 109 M) oder HxCB (10'6 M) hatten
zwar keinen mikroskopisch erfallbaren toxischen Effekt, aber geringere
Mitoseraten zur Folge (9). Eine gleichzeitige HXCB(10-7 M)-Behandlung hatte
keinen EinfluR auf die Stimulation durch 10-14 M TCDD, antagonisierte aber
den Effekt von 10-12 M TCDD (Abb. 1). Synergistische Wirkungen sehr
geringer Konzentrationen von TCDD (10-16 M, 10-15 M) und HxCB (10-10 m,
10-9 M) wurden nicht beobachtet.

Die Ausbeute an maligne transformierten Zellklonen von C3H/M2 Mausfibro-
blasten nach Initiation mit einer suboptimalen MCA-Konzentration wurde durch
Langzeit-Behandlung mit TCDD oder HxCB dreifach erhéht ("Promotion” der
Transformation). Die maximal wirksamen Konzentrationen, d.h. 1,5 x 10-12 m
TCDD und 3 x 10-8 M HxCB, lagen in demselben Bereich wie bei der Mitose-
Stimulation von Rattenhepatozyten. Die Abnahme der Promotionswirkung bei
héheren TCDD- oder HxCB-Konzentrationen erfolgte ohne Zeichen einer zyto-
toxischen Wirkung, d.h. die Plattierungseffizienz der Zellen blieb konstant. Die
Transformationsrate der Fibroblasten wurde nach Behandlung mit einem de-
finierten Gemisch von TCDD mit 3 x 109 M HxCB teilweise und mit 3 x 10-8 M
HxCB vollstandig gehemmt (Tab. 1).

Tabelle 1: Promotion der malignen Transformation durch TCDD und HxCB

Die Daten sind die Summe aus 3 Experimenten. Die Kulturen wurden mit dem
Lésungsmittel DMSO oder mit dem initiator MCA vorbehandeit. Danach
erfolgte die Langzeit-Behandlung mit den Tumorpromotoren.

DMSO MCA
Kontrolle (DMSO) 0/19° (0.00)° 2/25(0.08)
HxCB (3 x 10-9 M) 0/30 (0.00) 3 /36 (0.08)
HxXCB (3 x 10-8 M) 0/33 (0.00) 6 /37 (0.16)
TCDD (1.5 x 10-12 m) 0/28 (0.00) 7134 (0.21)
TCDD + HxCB (3 x 109 M) 0/30 (0.00) 4/33(0.12)
TCDD + HxCB (3 x 108 M) 0/16 (0.00) 1118 (0.06)

a) Zahl der maligne transformierten Zellklone/ untersuchte Platten.
b) Numerisches Verhiltnis, in Klammern.

Organohalogen Compounds 22 (1995)

295



Dioxin-Information und EPA-Reassessment

Synergismus von TCDD und o-HCH
Die Mitoserate von priméren Hepatozyten wurde durch 106 M o-HCH noch

nicht, durch 10> M a-HCH bereits maximal stimuliert; héhere a-HCH-Konzen-
trationen waren zytotoxisch. Zusétzliche Behandlung mit 10-12 M TCDD fiihrte
zu keiner Verdnderung der Mitose-Stimulation durch 10-5 M a-HCH. Dagegen

trat bei einer gleichzeitigen Betandlung mit 10-6 M o-HCH und 10-16 M TCDD
eine deutlich synergistische Wirkung auf (Abb. 2).
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Abb.2: Interaktion von TCDD und o-HCH bei der Stimulation der Mitose in
primdren Rattenhepatozyten. Die Zellen wurden 2 Tage mit den
angegebenen o -HCH-Konzentrationen in Abwesenheit oder Gegenwart
von TCDD (10 M) behandeit. Die Daten sind Mittelwerte +SEM aus 3
Experimenten mit je 3 Parallelen.

DISKUSSION

TCDD und HxCB sind als Tumorpromotoren der Rattenieber bekannt; aufgrund
der Promotionsindices ist TCDD 400.000fach starker wirksam ais HxCB (7). Ein
Vergleich der in dieser in vitro-Studie zur Steigerung der Mitoserate in Hepato-
‘zyten bzw. der Transformationsrate in Mausfibroblasten maximal effektiven
Konzentrationen von TCDD und HxCB ergibt einen Unterschied um den Faktor
500.000. Auch fur die Tumorpromotoren PCB 77 und PCB 126 korrelieren die
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effektiven Konzentrationen in diesen jn vitro-Tests (11) mit den Tumor-
promotionsindices aus in vivo-Experimenten an der Rattenleber (5, 7). Bei der
Behandlung der Zellkulturen mit definierten Gemischen aus TCDD und HxCB

in Konzentrationsverhaltnissen zwischen 1 : 103 (Tab. 1) und 1 : 107 (Abb. 1)
ergeben sich antagonistische Effekte. Diese in vitro-Ergebnisse sind im
Einklang mit der in vivo beobachteten Hemmung TCDD-induzierter
immunsuppressiver (3) oder teratogener Effekte (4) bei Mausen durch

gleichzeitige Behandlung mit 104- bis 105fach hoheren HxCB-Konzentrationen.
Der Mechanismus der Interaktion zwischen TCDD und HxCB ist noch unklar.
HxCB kénnte in hohen Konzentrationen durch Bindung am Ah-Rezeptor die
TCDD-induzierten Effekte hemmen. Allerdings wird diese Hemmung durch
HxCB nicht bei der Ah-Rezeptor-abhangigen TCDD-Induktion von Cytochrom
1A1 beobachtet (12). Daher spielen bei der Tumorpromotionswirkung offenbar
auch Ah-Rezeptor-unabhéngige Mechanismen, die eine Interferenz von TCDD
und HxCB ermdglichen, eine Rolle. Aufgrund relativ. hoher HxCB-
Konzentrationen in Umweltproben (12) kénnte der Antagonismus von HxCB mit
starken Ah-Rezeptor-Agonisten fiir chronisch toxische Effekte durchaus
relevant sein. Unter dieser Pramisse wiirde beispielsweise das
tumorpromovierende Potential PCB-haltiger Proben bei Anwendung des TEF-
Konzepts (iberschatzt. Andererseits konnte des Risiko von Tumorpromotion fiir
Ah-Rezeptor-Agonisten unterschatzt werden, wenn der potenzierende Effekt
von nicht TCDD-/PCB-artigen, persistenten Umweltchemikalien unbe-
ricksichtigt bleibt. Eine wichtige Substanz in dieser Hinsicht ist a-HCH, das
zusammen mit TCDD als Nebenprodukt industrieller Prozesse aufgetreten ist.
Eine synergistische Wirkung mit niedrigen Konzentrationen von TCDD
(10-16 M) und o-HCH (10-5 M) ist in vitro nachweisbar (Abb. 2).

Aufgrund dieser Ergebnisse konnten die ausgewabhlten in vitro-Modelle fiir eine
toxikologische Bewertung von komplexen Substanzgemischen wie Extrakten

aus Umweltproben geeignet sein.
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