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1. Einleitung

1.1 Pyrethroide

Pyrethroide spielten in den letzten 25 Jahren eine zunehmende Rolle in der
Reihe der Insektizide. lhre Anwendung ist weit verbreitet und sie ersetzen

zunehmend andere Insektizide wie DDT, Lindan und Organophosphate.

Die natlrlichen Pyrethrum-Insektizide wurden schon seit Jahrhunderten aus
den Blutenkdpfen verschiedener Chrysanthemenarten gewonnen. Als
Hauptwirkstoffe enthielten sie eine Mischung aus Pyrethrin und Jasmolinen
(Jager-Mischke et al., 1988). Im antiken China wurde Insektenpuder aus
getrockneten Kopfen von Chrysanthenum cinerafolis und Chrysantemum
coccineum gewonnen, einer den Margariten ahnlichen Blume. In Afrika wurde
Chrysanthemum cineriaefolis schon frih kommerziell genutzt (Wegerhoff 1996,
Mersch-Sundermann 1995). Vor dber 200 Jahren wurde das Pyrethrum als
Insektizid durch armenische Handler nach Europa gebracht. Es konnte sich als
Insektizid auf dem Markt nicht durchsetzen, da es umweltlabil, lichtinstabil und
nicht zuletzt zu teuer in der Produktion war (Wegerhoff 1996). In der weiteren
Entwicklung wurde in den 50er Jahren ein Wirkungsverstarker,
Piperonylbutoxid, der detoxifizierende Enzymsysteme hemmte, zu dem
Pyerthrum gegeben (Mersch-Sundermann 1995). In den 70er Jahren fand man

die Mdglichkeit Pyrethroide synthetisch herzustellen (Casida et al., 1998).



Inzwischen sind mehr als 1000 verschiedene synthetische Pyrethroide bekannt;
so weild man zum Beispiel, dass Deltamethrin eine 50fach héhere Wirkung als
das naturliche Pyrethrum (Matsuo 1989, Wegerhoff 1996, Mersch-Sundermann
1995) besitzt. Abbildung 1 gibt die Strukturformeln der in dieser Arbeit

verwendeten Pyrethroide wieder.
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Abbildung 1: chemische Struktur von Pyrethoiden



Chemisch handelt es sich um Ester spezifischer Sauren, zum Beispiel
Chrysanthemumsaure und Alkohole, die als Gemische mehrerer optischer
Isomere vorliegen (Perger et al., 1994). Unterschieden werden zwei chemische
Klassen, Typ | ohne Cyano-Gruppe und Typ Il mit Cyano-Gruppe an der
Carboxylposition des Alkohols.

Inzwischen werden Pyrethroide weltweit eingesetzt und machen mehr als 25 %
des Weltinsektizidverbrauchs aus (Mersch-Sundermann 1995, Tippe 1993). Sie
werden in der Landwirtschaft, zur Seuchenbekampfung, in der Textilindustrie,
der Bauindustrie sowie im Bereich der Hygiene und des Haushalts verwendet.
Eine Vielzahl von Produkten ist im Handel frei erhaltlich; es sind fast alle
Gemische verschiedener Substanzen. Der Mensch kommt mit Pyrethroiden in
Form von Sprays, Gel, Insektenstrips, Staubemitteln oder Elektroverdampfern

taglich in Kontakt.

Eine wichtige Eigenschaft machte die Pyrethroide besonders interessant. Die
Pyrethroide weisen im Vergleich zu chlorierten Kohlenwasserstoffen,
organischen Posphorsaureestern und Carbamaten eine hohere Selektivitat fur
Insekten und eine geringere Warmblltertoxizitat auf (Perger et al., 1994). Fur
Deltamethrin fand Elliot 1977 eine 5.000fach hdohere toxische Wirkung

gegenuber der Hausfliege im Vergleich zur Ratte.

Das Zielorgan von Pyrethroiden bei den Insekten ist das Nervensystem. Die
Pyrethroide bewirken eine Verlangerung des physiologischen Na+-
Einwartsstroms in Nervenmembranen wahrend der Erregungsphase, was eine

hohere Konzentration von Na+ in der Nervenzelle bewirkt. Dies wiederum fihrt



zu verstarkten oder gehauften Entladungen (Aldrige et al., 1990, Wegerhoff
1996). Die Pyrethroide ohne Cyano-Gruppe wiederholen Nervenimpulse von
kurzer Dauer, Pyrethroide mit Cyano-Gruppe bewirken langanhaltende Folgen
von repetitiven Entladungen. Das heil3t, als messbaren Effekt bewirken
Pyrethroide ohne Cyano-Gruppe eine erhdhte Aktivitat der Nerven. Pyrethroide
mit Cyano-Gruppe induzieren eine Depression von Nervenimpulsen (Wegerhoff
1996, Perger et al., 1994). Zusatzlich zu dem Einful® auf die Natriumkanale wird
ein Einflu® auf die ,gap junctions®, die Verbindungskanale von Zellen, diskutiert

(Wegerhoff 1996).

Die Pyrethroide haben eine relativ geringe biologische Halbwertszeit und
werden zum groften Teil nach Metabolisierung aus dem Korper wieder
eliminiert. Der Abbau des Esters erfolgt oxidativ oder hydrolytisch in der Leber
durch mikrosomale Enzyme. Durch die Spaltung entstehen als Hauptmetabolite
Zyklopropancarbonsaure-Verbindungen und 3-Phenoxybenzoesaure, die in
freier oder konjugierter Form Uber die Faeces oder den Harn ausgeschieden
werden (Perger et al., 1994, Matsuo 1989, Kihn et al., 1996,1998, Leng et al.,
1996).

Der Nachweis der Pyrethroidexposition erfolgt Uber den Nachweis der
ungiftigen Metabolite im Urin mittels Gaschromatographie (Leng et al., 1997).
Die lipophile Eigenschaft der Pyrethroide bewirkt eine Retention im Fettgewebe,

Leber, Niere und Haut.



1.2 Gesundheitliche Auswirkungen

Trotz ihrer geringen Warmblutertoxizitat wird den Pyrethroiden eine Reihe von
gesundheitlichen Auswirkungen beim Menschen zugeschrieben, die kontrovers
diskutiert werden. Typische Aufnahmewege beim Menschen sind transcutan,
peroral und inhalativ. Auftretende gesundheitliche Auswirkungen sind abhangig
von der Art und Quantitat der Aufnahme. Bei dosisgerechter Anwendung kann
es zu Symptomen wie Kribbeln, Brennen, Jucken der Haut, Schwindel,
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Mudigkeit, Reizungen der Mukosa und
Abgeschlagenheit kommen. Bei einer stark erhdéhten Dosis im Rahmen einer
unsachgemaflen Anwendung kommt es zu Tremor, Choreoathetose, Salivation,
Bewusstlosigkeit, Faszikulationen, konvulsiven Attacken, Koma bis hin zum
Lungenddem (He et al., 1988, 1989, Wegerhoff 1996, Perger et al., 1994).
Diese Symptome treten unmittelbar nach Exposition auf und sind reversibel.
Krankenhausaufenthalte von einer Woche bis zu zwei Monaten wurden nach
ubermafiger Exposition bei Personen in China beschrieben (Tippe 1993).
Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der auftretenden Symptome in Abhangigkeit des
Schweregrades der Exposition. Klinische Symptome werden unterteilt in T-
Symptome (Tremor) ausgeldst von der Typ I-Gruppe und den CS-Symptomen

(Choreoathetose, Salivation) der Typ II-Gruppe der Pyrethroide.



Schweregrad Symptome

1. suspekt Ausschliel3lich lokale Effekte an der
Haut in Form von Parasthesien

(Kribbeln, Brennen, Juckreiz)

2. leicht Lokale Effekte wie bei Punkt 1,
unspezifische  systemische Effekte
(Schwindel, Kopfschmerzen, Ubelkeit,

Mudigkeit, allg. Abgeschlagenheit)

3. mittel Wie Punkt 1 und 2, zusatzlich leichte
Bewusstseinstribung, Faszikulationen

im Bereich der Extremitatenmuskulatur.

4. schwer Wiederholte epileptische Anfalle, Koma,
zum Teil Lungenédem mit Todesfolge

in seltenen Fallen

Tabelle 1 (Perger et al. 1994): Klinische Symptomatik in Abhangigkeit vom
Schweregrad einer akuten Pyrethroid-Intoxikation

1.3 Genotoxische Effekte

Von vielen chemischen Substanzen ist bekannt, dass sie durch Schadigung des
genetischen Materials, der Desoxyribonukleinsaure (DNS), beim Menschen
Krebs erzeugen koénnen (Williams et Weisburger 1986). Diese genotoxische
Wirkungen konnen anhand von chromosomalen Aberrationen,
Schwesterchromatidenaustausch und Punktmutationen nachgewiesen werden
(Hollstein et al., 1979). Hinsichtlich ihrer kanzerogenen Wirkung sind
Pyrethroide nicht klassifizierbar und werden daher von der International Agency

for Research on Cancer (IARC 1991) in Gruppe 3 eingestuft, d.h. es gibt




keinen eindeutigen Hinweis flr oder gegen eine kanzerogene Wirkung. Mehrere

Studien weisen jedoch auf ein genotoxisches Potential von Pyrethroiden hin.

Basierend auf Tierexperimenten wurde eine erhdhte Rate von Mikrokernen im
Knochenmark der Ratte und der Maus nach oraler und intratrachealer
Applikation des Pyrethroids Deltamethrin gefunden (Agarwal et al., 1994,
Gandhi et al., 1995). Das Pyrethroid Fenvalerat induzierte nach
intraperitonealer  Applikation einer hohen Dosis (20 mg/kg) in
Knochenmarkszellen der Maus chromosomale Aberrationen (Giri et al., 2002).
Niedrigere Dosen bzw. subakute Dosen induzierten keine chromosomalen
Aberrationen, jedoch Schwesterchromatidaustausche. Beim Menschen fihrte
die Exposition gegenuber einem Komplex aus Pestiziden mit Pyrethroiden zur
Induktion von chromosomalen Aberrationen in peripheren Lymphozyten (Paldy
et al, 1987) bzw. die gemischte Exposition von Pyrethroiden mit
Organophosphaten und Carbamaten zu Mikrokernen (Bolognesi et al., 1993).
Genotoxische Effekte beim Menschen nach Pyrethroidexposition allein wurden
nicht beschrieben. Ebenso zeigten sich Pyrethroide negativ im Mutagenitatstest
mit Bakterien und Saugerzellkulturen (Pluijmen et al., 1994). Andererseits
wurden in menschlichen und tierischen Zellkulturen die Induktion von
chromosomalen Aberrationen, Schwesterchromatidaustauschen und
Mikrokernen beschrieben (Puig et al., 1989, Surralles et al., 1990, 1995,
Barrueco et al., 1992, 1994). Keine Induktion von chromosomalen Aberrationen
konnte mit dem Pyrethroid Fenpropathrin in chinesischen
Hamsterlungenfibroblasten festgestellt werden (Ryu et al., 1996). Ebenso liel}

sich  fir Deltamethrin  keine signifikant erhohte  Haufigkeit von



Schwesterchromatidenaustausch oder Mikrokernen in humanen

Lymphozytenkulturen nachweisen (Villarini et al., 1998).

1.4 Wirkung auf die mitotische Zellteilung

Kanzerogene Wirkungen von chemischen Substanzen werden nicht nur infolge
einer Schadigung des genetischen Materials (genotoxisch) verursacht, sondern
auch durch Stérung der Zellteilung, d.h. durch eine nichtgenotoxische Wirkung
(Weisburger et Williams, 1981), wie z.B. durch Schadigung zellularer
Strukturen, die fur die Zellteilung unabdingbar sind. Dies fuhrt entweder zur
Blockierung der Teilung oder zum Auftreten von numerischen

Chromosomenveranderungen.

1.4.1 Die mitotische Zellteilung

Die normale mitotische Zellteilung wird in vier Phasen - Prophase, Metaphase,
Anaphase und Telophase - unterteilt. Nach Reduplikation des genetischen
Materials tritt die Zelle in die Prophase ein. Wahrend der Prophase schrauben
sich die Chromosomen, die jeweils aus zwei am Zentromer zusammen
hangenden Chromatiden bestehen, auf. Die Kernmembran 16st sich auf und die
Zentriolen wandern zu den entgegengesetzten Polen. Hier beginnt die
Metaphase, in der die Chromosomen nun maximal verkurzt und verdickt sind.
Dadurch werden sie im Lichtmikroskop sichtbar. Die Chromosomen ordnen sich
in der Aquatorialebene an. Zwischen den beiden Zentriolen bildet sich der

Spindelapparat aus. Es entsteht eine Verbindung durch die Spindelfaser zu



jedem Chromosom am Zentromer. In der nachsten Phase, der Anaphase,
werden die Chromosomen der Lange nach geteilt und die Chromatiden werden
zu den jeweilig entgegengesetzten Polen gezogen. In der letzten Phase der
Telophase entschrauben sich die an den Polen angekommenen Chromatiden,
eine neue Kernmembran wird gebildet. In Hoéhe der Aquatorialebene entsteht
eine neue Zellmembran.

Das Ergebnis dieser Zellteilung sollten zwei genetisch identische Tochterzellen

sein.

Bei einem so komplexem Vorgang bieten sich multiple Angriffspunkte. Durch
das Fehlen einzelner wichtiger Strukturen kann die gesamte Zellteilung
gehemmt werden. Eine der bekanntesten Stérungen ist die Hemmung des
Spindelapparates, dem durch seine zentral wichtige Rolle eine besondere
Bedeutung zukommt. Eine Stérung des Spindelapparates flihrt zu einer Stérung
in der Metaphase und bei einem kompletten Funktionsverlust des
Spindelapparates zu einer Arretierung der Zellteilung in der Metaphase.
Bekanntes Spindelgift ist z.B. das Colchizin, ein Alkaloid der Herbstzeitlosen,
das zu einer kompletten Arretierung in der Metaphase fuhrt. Daraus leitet sich
der Begriff der sogenannten C-Mitose oder C-Metaphase ab. Bei einer
inkompletten Hemmung kann es nach Zellteilung in der Tochterzelle zu
numerischen Chromosomenveranderungen kommen. Andere bekannte
Spindelgifte sind u.a. das synthetische Hormon Dieethylstilbdstrol,
nichtsteroidale Ostrogene (Barrett et al., 1981, Parry 1985) oder Chloroform,

Formaldehyd und Benzol (Liang et Brinkley, 1985).
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1.4.2 Zellteilungsstorungen

Die Folgen von Zellteilungsstorungen sind entweder der Zelltod oder
numerische Chromosomenveranderungen. Zellteilungsstérungen lassen sich
auch anhand von so genannten Mikrokernen erfassen. Mikrokerne entstehen
entweder aus Chromosomenteilen oder aus einem kompletten Chromosom. Im
Fall von kompletten Chromosomen geht in der Regel eine Spindelstérung
voraus. Es gibt Hinweise, dass als Folge von Spindelstdrungen neoplastische
Veranderungen auftreten koénnen, die auf einem nicht-genotoxischen

Mechanismus beruhen (Oshimura et Barret, 1986, Melnick et al., 1996).

In vivo und in vitro Untersuchungen weisen darauf hin, dass Pyrethroide ein
genotoxisches Potential besitzen. Dies betrifft neben chromosomalen
Aberrationen und Schwesterchromatidenaustauschen insbesondere die
Induktion  von  Mikrokernen.  Mikrokerne entstehen aufgrund von
Chromosomenbrichen, die wahrend der Zellteilung nicht in die Tochterkerne
inkorporiert werden oder aufgrund von Chromosomenfehlverteilungen infolge
von mitotischen Zellteilungsstérungen (Fenech et Morley, 1985). Beide
Mechanismen flhren dazu, dass ein kleiner zusatzlicher Kern im Zytoplasma in
einer der Tochterzellen entsteht. Dieser sogenannte Mikrokern lasst sich in der
Interphase erfassen. Neben der Induktion von Chromosomenaberrationen ist
daher auch eine Wirkung auf den mitotischen Spindelapparat in Betracht zu
ziehen. Hinweise auf mitotische Spindeldysfunktionen durch Pyrethroide lassen
sich aufgrund einer Hemmung der Zellzyklusprogression in menschlichen

Lymphozytenkulturen und der Induktion von abnormalen Metaphasen in
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menschlichen und pflanzlichen Testsystemen ableiten (Chauhan et al., 1986,
Carbonell et al.,, 1989, Surallés et al.,, 1990, Surallés et al., 1995). Fur
Fenvalerat konnte jedoch gezeigt werden, dass bezuglich der Hemmung der
Zellzyklusprogression wie auch der Mikrokerninduktion widerspruchliche
Ergebnisse, sogar innerhalb derselben Untersuchungsgruppe auftraten
(Surallés et al., 1990, Surallés et al., 1995). Es wird vermutet, dass zusatzliche
Faktoren wie chemische Verunreinigungen der Pyrethroide oder die
Bezugsquelle im Hinblick auf zytogenotoxische Effekte eine Rolle spielen

(Surallés et al., 1995, Giri et al., 2002).

1.5 Aufgabenstellung und Ziel

Ziel dieser Arbeit war, die zytogenotoxische Wirkungen von synthetischen
Pyrethroiden zu erfassen, insbesondere Effekte auf die mitotische Zellteilung.
Im Hinblick auf die zum Teil kontroversen Ergebnisse sollte auch der Einfluss
von zusatzlichen Faktoren auf die Zytotoxizitdt mitberlcksichtigt werden.

Untersuchungen zu folgenden Fragestellungen sollten zur Klarung beitragen:

1. FuUhren unterschiedliche Pyrethroide zu unterschiedlichen
zytogenotoxischen Wirkungen?

2. Fuhren Pyrethroide zu unterschiedlichen Effekten in menschlichen und
tierischen Zellkulturen?

3. Spielen chemische Verunreinigungen bzw. Herkunft der Pyrethroide eine

Rolle bei der zytotoxischen und zytogenotoxischen Wirkung?
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Zellteilungsstérungen wurden anhand des Mitoseindexes und dem Auftreten
von abnormalen Metaphasen an Kulturen von menschlichen peripheren
Lymphozyten und Lungenzellen des Chinesischen Hamsters (V79) bestimmt.
Als weiterer Indikator flr Zellteilungsstérungen wurden das Mitoseprofil sowie
der Quotient von Anaphasen + Telophasen zu Metaphasen in V79 Zellkulturen
erfasst.

Als Parameter einer Zytotoxizitat diente der Koloniebildungstest von V79
Zellen, der auch zur Differenzierung der Toxizitat von Pyrethroiden mit

unterschiedlichen Reinheitsgraden herangezogen wurde.
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2. Material und Methoden

2.1 Testsubstanzen

2.1.1 Pyrethroide

Die verwendeten Pyrethroide wurden von der Firma Dr. Ehrenstorfer aus

Augsburg und von der Firma Promochem aus Wesel bezogen und lagen als

Feststoffe in verschiedenen Reinheitsgraden vor (Tab. 1).

Tabelle 1: Verwendete Pyrethroide, Reinheitsgrad und Herkunft

Pyrethroid Reinheitsgrad Firma
Deltamethrin 99 % Dr. Ehrenstorfer
Permethrin 97 % Dr. Ehrenstorfer
Cyfluthrin 92 % Dr. Ehrenstorfer
Fenvalerat 99,1 % Dr. Ehrenstorfer
Cypermethrin 91 % Dr. Ehrenstorfer
Cypermethrin 99 % Dr. Ehrenstorfer
Cypermethrin 99 % Promochem

Bei den Molekulstrukturen der getesteten Pyrethroide handelt es sich um halo-
substituierte  Carboxylsaureesther mit einem Alkoholanteil, dem 3-
Phenoxybenzylalkohol. Mit Ausnahme von Permethrin besitzen alle
aufgefuhrten Pyrethroide eine Cyanogruppe. Zusatzlich wurde auch

Phenoxybenzoesaure als Bestandteil aller Pyrethroide getestet.
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2.1.2 Herstellung der Testkonzentrationen

Alle verwendeten Pyrethroide lagen als Feststoffe vor und wurden mit dem
Ldsungsmittel Dimethysulfoxid (DMSO) gelést. Die Ausgangskonzentration
betrug 10 mg/ml DMSO, von der eine Verdinnungsreihe in
Zweierverdunnungsschritten hergestellt wurde (5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml
0,625 mg/ml, 0,3125 mg/ml). Um unspezifische Wirkungen des
Ldsungsvermittlers DMSO auszuschliel3en, fUhrten wir eine Kontrollgruppe mit
DMSO durch. Als Positivkontrolle wurde das Spindelgift Colcemid (Gibco) mit

einer Ausgangskonzentration 10 pg/ml verwendet

2.2 Testsysteme

2.2.1 Humane Lymphozytenkulturen

2.2.1.1 Blutentnahme

Fir die Kultivierung humaner Lymphozyten wurde vendses Blut jeweils
unmittelbar vor dem Versuch durch eine Venenpunktion gewonnen. Die
Blutentnahme erfolgte mit einem sterilen 5 ml Vakuumréhrchen, welches mit
Antikoagulanz, Natriumheparinat (Firma Promota), beschichtet war. Als

Spender diente eine 27-jahrige gesunde Probandin.
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2.2.1.2 Ansatz und Behandlung der Lymphozytenkulturen

Pro Testansatz wurde 0,3 ml Vollblut mit sterilen Pipetten in sterile
Kulturréhrchen mit 5 ml Chromosomenmedium 1 A (Gibco) gegeben. Alle
Ansatze wurden gut gemischt und bei 37° C fur 48 Stunden im Brutschrank
inkubiert.

Danach wurden die jeweiligen Testsubstanzen mit sterilen Tuberkulinspritzen
im Doppelansatz hinzugefiigt und gemischt. Die Behandlung der Kulturen
erfolgte durch Zugabe von 50 ul der entsprechenden Pyrethroid-
Ausgangskonzentration. Die Endkonzentration der Pyrethroide in der Kultur
betrugen 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml und 3,125 ug/ml. Des
weiteren  wurde  eine unbehandelte  Kontrollkultur ~ sowie  eine
Ldsungsmittelkontrolle mitgefuhrt. Die DMSO-Konzentration der
Lésungsmittelkontrolle sowie der Pyrethroid-behandelten Kulturen lag bei 1%.
Die Zugabe von Colcemid als Positivkontrolle betrug 0,1 ml, das entsprach
einer Endkonzentration von 0,02 ug/ml. AnschlieRend wurden die Kulturen far
weitere 24 Stunden bei 37° C inkubiert. Bis zu diesem Arbeitsschritt wurde

unter sterilen Bedingungen gearbeitet.

2.2.1.3 Metaphasenpraparation

Nach Kulturende wurden die Kulturansatze aufgeschuttelt, 10 Minuten bei 700

U/min (= 100 xg) zentrifugiert (Rotor Silenta Il, Hettich) und der Uberstand mit

einer Pasteurpipette abgesaugt und verworfen.
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Das zurickbleibende Sediment wurde aufgewirbelt und mit einer auf 37° C
vorgewarmten 0,075 M Kaliumchlorid-Losung hypotonisch behandelt. Die
hypotone Behandlung erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurden pro Ansatz 1 mi
der KCL-L6sung hinzugefugt, mit der Pasteurpipette gemischt, anschliel3end
weiteren 2,5 ml KCL hinzugegeben und gut gemischt. Darauf erfolgte eine
Inkubation von 4 Minuten bei 37° C im Brutschrank. Bei der hypotonen
Behandlung platzten die Erythrozyten und die Lymphozyten schwollen infolge
der Wasseraufnahme an. Danach wurde die Zellsuspension bei 700 U/min
(100xg) 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit einer Pasteurpipette
abgesaugt, wobei sorgfaltig darauf geachtet wurde, die verwaschene Zone
zwischen Sediment und Uberstand im Zentrifugenréhrchen zu belassen. Die
Zellen wurden anschlieBend in zwei Arbeitsschritten mit frisch angesetztem
eiskalten Methanol-Eisessig fixiert. Dazu wurde zunachst mit einer vollen
Pasteurpipette Methanol-Eisessig-Gemisch (3:1) Uberschichtet, dann wurde
eine weitere mit Methanol-Eisessig-Gemisch gefillte Pipette bis auf den Boden
des Reagenzglases gefuhrt, das Sediment aufgewirbelt und im weiteren gut
gemischt. AnschlieRend wurden die Zellsuspensionen abzentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und verworfen. In die Zentrifugenréhrchen wurde jeweils
eine volle Pasteurpipette Methanol-Eisessig-Gemisch hinzugegeben, das
Sediment erneut aufgewirbelt und die Doppelansatze zusammengefuhrt.
Danach wurde der Waschvorgang mit Fixativ wie oben beschrieben noch 3 mal
wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden das Zellsediment
mit etwas Methanol-Eisessig aufgewirbelt, gut gemischt und auf Kkalte,
gereinigte mit Aqua dest. benetzte Objekttrager aufgetropft. Zuvor wurden die

Objekttrager physikalisch gereinigt, d.h. mit einem trockenen Baumwolltuch
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abgerieben, danach chemisch d.h. durch Ather-Alkohol. Dazu wurden sie fiir 1
Stunde in eine mit Ather-Alkohol gefiillte Kiivette gestellt. Eine weitere Stunde
wurden sie dann mit Leitungswasser gespult und kamen dann in eine mit Aqua
dest. gefillte Klivette in den Klhlschrank.

Beim Auftropfen der Zellsuspension auf die Objekttrager platzten die Zellen und
die Metaphasenchromosomen breiteten sich flach auf der Glasoberflache aus.
Von jeder Zellsuspension wurden 4 Replikate fertiggestellt.

Fir die Farbung der Metaphasen wurden die getrockneten Objekttrager 2
Minuten in Giemsa-Lésung (Giemsa, Azur-Eosin-Methylblau-Lésung, Firma
Merck Darmstadt) gestellt. Die Giemsa-Farblésung wurde durch eine
Verdinnung der Giemsa-Stammldsung mit Sorensenpuffer (pH 6,8) im
Verhaltnis 1:20 hergestellt. Danach wurde 2-3 mal mit Aqua dest. gesplilt.
Nach sorgfaltiger Lufttrocknung der Objekttrager (mindestens 1 Tag lang)
wurden diese 10 Minuten in Xylol behandelt und daraufhin mit Deckglasern mit

Hilfe von Eukitt eingedeckelt.

2.2.1.4 Auswertkriterien

Mitoseindex

Der Mitoseindex gibt Auskunft Gber den Anteil der sich in Teilung befindlichen
Zellen im Verhaltnis zu der Gesamtzellzahl. Im Lichtmikroskop Dialux 20 EB
(Leitz, Wetzlar) bei 300facher VergroRerung wurde die Anzahl der Mitosen auf
1000 transformierte Lymphozyten ausgewertet. Der Mitoseindex wurde in

Promille angegeben.
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Metaphasen

Die Bewertung der Metaphasen erfolgte unter dem Lichtmikroskop Dialux 20
EB (Leitz, Wetzlar) bei 1200facher VergroRerung. Bestimmt wurden
Metaphasen, C-Metaphasen und initiale C-Metaphasen (partiellen C-

Metaphasen).

Fir die Bewertung der Metaphasen wurden folgende Kriterien zugrunde gelegt:

1. Lange und Dicke der Chromosomen

2. Sichtbare oder verdoppelte Chromatiden

3. Anzahl und Art der Winkel der Chromosomen

4, Lage der Chromosomen (Kreis-Aquatorialebene oder verstreut)

Bei den normalen Metaphasen sollten die Chromosomen sichtbar in der
Aquatorialebene angeordnet sein und mehr als 50% gewinkelte Chromosomen
vorliegen.

Bei den partiellen C-Metaphasen sind die Chromosomen nicht vollstandig in der
Aquatorialebene angeordnet und liegen zum Teil verstreut vor.

In der Regel sind weniger als 50% gewinkelte Chromosomen vorhanden.

Bei den C-Metaphasen ist die Aquatorialebene aufgehoben, die Chromosomen
liegen verstreut vor. Die Chromosomen sind klein, kontrahiert und ungewinkelt.

Beide Chromatiden sind sichtbar.
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2.2.2 Lungenzellen des Chinesischen Hamsters (V79)

2.2.2.1 Herkunft und Charakterisierung

Fur die Experimente wurden Hamsterlungenzellen eines chinesischen
Hamsters aus der Linie V79 verwendet.

Diese stammen aus einer permanent wachsenden Zellinie, die von Ford und
Tergorian aus einer reifen Lunge eines mannlichen chinesischen Hamsters
1958 isoliert wurden. Der Subklon 379 A V79-1 wurde von den Flow
Laboratories Ltd. (Meckenheim, Germany) bezogen. Bei dieser Zelllinie handelt
es sich um eine pseudodiploide Linie mit einer Generationszeit von 12-24

Stunden. Der Chromosomensatz differierte zwischen 20 und 24 Chromosomen.

2.2.2.2 Subkultivierung

Die V79-Zellen wurden als Monolayerkulturen in Eagle’'s Minimum Essentiel
Medium (Flow Laboratories LTd., Glasgow) kultiviert. Das Kulturmedium enthielt
10 % fotales Kalberserum (Biochrom, Berlin), 2 mmol L-Glutamin (Flow
Laboratories Ltd., Glasgow) und Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin).

Die Kultivierung erfolgte in feuchter Atmosphare und einer kontinuierlichen
Begasung mit einem Gemisch aus 95 % Luft und 5 % CO2 in einem CO2
Brutschrank B 5061 EC/CO2 (Heraeus, Osterode) bei 37° C. Die Passagierung
der Zellen wurde im Abstand von 3-4 Tagen durchgefuhrt. Dazu wurden die
Zellen zweimal mit einer phosphatgepufferten Salzlésung ohne Calcium und
ohne Magnesium-lonen gespult und anschlieRend mit 1,5 ml eines Trypsin-

Versen-Gemisches (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA) Uberschichtet.
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Uberschissiges Trypsin-Versen wurde abgegossen und die Zellen fir eine
Minute bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Nach erfolgter Trypsinierung der
Zellen wurden die Zellen im ,,Coulter Counter” (Coulter Elektronics Ltd.) gezahlt.
Nach Einstellung einer definierten Zellzahl mit Kulturmedium erfolgte die
Subkultivierung. Fur die Experimente wurden logarithmisch wachsende V79

Zellen eingesetzt.

2.2.2.3 Koloniebildungstest

100 Zellen/5 ml Kulturmedium wurden in Plastikkulturgefallen (Falcon, No.
2012, Kulturfliche 25 cm?) angelegt. Nach einer Kulturzeit von 24 Stunden
erfolgte die Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen der Pyrethroide
durch Zugabe von 50 ul/Ansatz. Diese entsprachen einer Endkonzentration von
100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 pg/ml.

Die behandelten Kulturen wurden 120 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit
wurden alle Gefalle zweimal mit Hank's Lésung und einmal mit Dulbecco
Medium und 10%-igem Kalberserum bespult. AnschlieRend wurden die Zellen
fur weitere 48 Stunden in 5 ml Dulbecco Medium und 10%-igem f6talen
Kalberserum kultiviert. Danach wurden die Kulturen 2-3 mal mit physiologischer

Kochsalzlésung gespult, mit Methanol-Eisessig fixiert und mit Giemsa gefarbt.

Die Auswertung der Kolonien erfolgte im Umkehrmikroskop. Pro Konzentration
wurden vier Parallelkulturen ausgewertet. Registriert wurden nur Kolonien mit

mehr als 50 Zellen.
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2.2.2.4 Praparation von V79 Zellen fur Mitoseprofilstudien

50.000 V79 Zellen/5 ml Medium wurden auf sterilen Objekttragern (Bellco,
Vineland, USA, No. 5638-10300, 26 x 76 mm) in Quadriperm-Kulturschalen
(Heraeus , Hanau) fur 24 Stunden kultiviert. Danach erfolgte die Behandlung
mit verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen.

Nach 16 Stunden Exposition wurden die Kulturen mit Methanol-Eisessig im
Verhaltnis 3:1 dreimal fur 10 Minuten fixiert und far 1 bis 2 Tage luftgetrocknet.
Danach wurden die Praparate 10 Minuten mit einer 5 % Giemsa-Ldsung (Azur-
Eosin-Methylblau-Lésung, Firma  Merck, Darmstadt) in  Sdrensen-
Phosphatpuffer (0,067 M, pH 6,8) gefarbt, mit drei Portionen Aqua dest. gespult
und anschlieend mit Eukitt (O. Kindler GmbH und Co., Freiburg) und

Deckglaschen (Menzel, 24x50 mm) luftdicht eingedeckelt.

2.2.2.5 Auswertekriterien der Mitoseprofilstudien

Die Auswertung der Praparate erfolgte im Lichtmikroskop Dialux 20 EB (Leitz,
Wetzlar) bei 300-facher VergroRerung. Die Mitoseprofilstudien wurden nach
folgenden Kriterien durchgeflhrt:

1. Erfassung eines Mitoseblocks

1.1 Erhéhung des Mitoseindexes

Der Mitoseindex wurde anhand vorhandener Mitosen pro 1000 Zellen ermittelt.
1.2 Reduktion des Verhaltnisses von Ana-Telophasen zu Metaphasen (AT/M-

Verhaltnis)
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Das AT/M-Verhaltnis gibt Auskunft Gber die Wirksamkeit und Toxizitat von
Spindelgiften (Hsu et. al. 1986; Liang et al., 1983). Im Falle eines totalen
mitotischen Blocks betragt das AT/M-Verhaltnis Null, bei inkomplettem
mitotischen Arrest ist ein Verhaltnis zwischen Null und dem Kontrollwert zu
erwarten. Zur Bestimmung des AT/M-Verhaltnisses wurden je 50 Mitosen in der
Meta-, Ana- und Telophase von vier Replikaten ausgewertet.

2. Ermittlung mitotischer Verteilungsstérungen

Registriert wurden normale Mitosen im Stadium der Prophase, Metaphase und
Ana-Telophase sowie Mitosen mit Zellteilungsstérungen pro 50 Mitosefiguren.
Die morphologische Beurteilung und Quantifizierung von mitotischen
Verteilungsstérungen erfolgte nach den bei Levan (1954) Bauchinger und
Schmid (1972), Schmid und Bauchinger (1976) und Schmid et al. (1989)
beschriebenen Kriterien zur Erfassung induzierter C-Mitosen. Es werden
danach zwei Typen von C-Mitosen unterschieden, die ,initiale C-Metaphase*
und die ,C-Metaphase“:

2.1 Initiale C-Metaphase

Dieser frihe Typ ist charakteristisch fur eine Kurzzeitbehandlung in Verbindung
mit partiellen Spindelstorungen (Levan 1954). Fur die Klassifizierung initialer C-
Metaphasen wurden folgende morphologische Kriterien herangezogen:

- Dislozierung einzelner Chromosomen von der Aquatorialplatte

- Bildung von Chromosomengruppen in der Zelle mit zum Teil verkurzten
Chromosomen

- Anordnung der Chromosomen im Zentrum der Zelle

Vielfach sind die Chromosomen metaphasisch stark verkirzt.
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2.2 C-Metaphasen

Typische Erscheinungsform einer nach Colchizin-Einwirkung auftretenden
Metaphase, die sich auf den Ausfall der Spindelbildung oder Inaktivierung,
beziehungsweise Zerstorung der bereits gebildeten Spindel zurlckflihren lasst.

Die Chromosomen sind stark verklrzt und liegen verstreut in der Zelle vor.

2.3 Statistik

In allen Experimenten wurden in allen Konzentrationen jeweils 4 Replikate
ausgewertet. Die erhaltenen Daten wurden computerisiert und mit Hilfe eines
statistischen Softwareprogramms (PCS 4, Top Soft, Hannover) ausgewertet.
Die deskriptive Statistik beinhaltete die Berechnung des Mittelwertes und der
Standardabweichung. FUr Varianzgleichheit wurde der Bartlett's Test oder
Kruskal-Wallis-Test, fur unabhangige Vergleiche der Student's t-Test oder
Wilcoxon-Test durchgefihrt. Fir signifikante Unterschiede zwischen den
erhaltenen Mittelwerten, der Negativkontrollen und der behandelten Kulturen

wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 festgesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Lymphozytenkulturen

In den Lymphozytenkulturen wurden Phenoxybenzoesaure, die Pyrethroide
Deltamethrin, Cyfluthrin, Fenvalerat, Cypermethrin und Permethrin sowie
Colcemid als Positivsubstanz getestet. Bestimmt wurde der Mitoseindex in
Promille sowie der Prozentsatz von abnormalen Mitosen und deren

Klassifikation in C-Metaphasen und initiale C-Metaphasen.

3.1.1 Bestimmung des Mitoseindexes

Tabelle 3 a-f zeigt den Mitoseindex in Promille fur Phenoxybenzoesaure sowie
fur die Pyrethroide in Abhangigkeit des getesteten Konzentrationsbereiches
von 3,125 pg/ml bis 50 pg/ml. Desweiteren sind der Mitoseindex einer
unbehandelten Lymphozytenkultur (Negativkontrolle) und einer mit DMSO
behandelten Lymphozytenkultur (Lésungsmittelkontrolle) aufgefuhrt. Als
Positivkontrolle diente Colcemid in einer Konzentration von 0,02 ug/ml. Der Test
auf Varianzgleichheit der einzelnen Mitoseindices erfolgte mit dem Kruskal-
Wallis-Test, der paarweise Vergleich der einzelnen Pyrethroidkonzentrationen

mit der Losungsmittelkontrolle mit dem Wilcoxon-Test.

Ein starker EinfluR auf den Mitoseindex konnte fur das Spindelgift Colcemid
ermittelt werden. In Abhangigkeit der einzelnen Experimente wurde ein

Mitoseindex von 59,25 bis 168 %o, gefunden. Dagegen wies die Negativkontrolle
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Mitoseindices zwischen 5,5 und 10,0 %. auf. Vergleichbare, jedoch leicht
erhdhte Mitoseindices wurden auch fur die Lésungsmittelkontrolle mit DMSO im
Bereich zwischen 7,5 und 12,75 % gefunden. Bezuglich der getesteten
Phenoxybenzoesaure ergaben sich im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle keine
wesentlichen Unterschiede in den Mitoseindices. Ein konzentrationsabhangiger
Einflul auf den Mitoseindex war ebenfalls nicht erkennbar. Dies traf auch fur
die getesteten Pyrethoide Deltamethrin, Cyfluthrin, Fenvalerat, und
Cypermethrin zu. Dagegen wies Permethrin eine konzentrationsabhangige
Reduzierung des Mitoseindexes auf, der sich bei einer Konzentration von 25

pg/ml signifikant von der DMSO-Kontrolle unterschied.

Tabelle 3 a-f: Bestimmung des Mitoseindexes in Lymphozytenkulturen nach
Behandlung mit Phenoxybenzoesaure, verschiedenen Pyrethroiden und
Colcemid

a) Phenoxybenzoesaure Mitoseindex %o Kruskal-
Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 107,75 35,37
Kontrolle 8,00 1,63
DMSO-Kontrolle 10,25 2,22
p =0,0795
Phenoxybenzoesaure (ug/ml)
3,125 13,50 2,65
6,25 12,00 4,55
12,5 6,75 3,50
25 8,25 0,96

50 11,00 2,58
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b) Delthamethrin Mitoseindex %o Kruskal-
Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 107,00 34,77
Kontrolle 7,75 2,75
DMSO-Kontrolle 10,75 2,22
p = 0,0876
Deltamethrin (ug/ml)
3,125 14,50 1,73
6,25 13,00 1,63
12,5 10,00 1,83
25 10,25 1,71
50 13,00 3,83
c) Cyfluthrin Mitoseindex %o Kruskal-
Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 107,00 9,90
Kontrolle 11,25 2,06
DMSO-Kontrolle 12,75 3,86
p = 0,5446
Cyfluthrin (pg/ml)
3,125 10,25 2,22
6,25 11,00 3,56
12,5 10,25 1,26
25 13,50 3,42
50 10,50 3,11
d) Fenvalerat Mitoseindex %o Kruskal-
Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 168,00 18,89
Kontrolle 5,50 3,00
DMSO-Kontrolle 9,00 2,94
p =0,6795
Fenvalerat (ug/ml)
3,125 8,25 2,63
6,25 10,00 3,16
12,5 10,00 2,45
25 11,25 0,96
50 11,50 4,93
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e) Cypermethrin Mitoseindex %o Kruskal-
Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 79,75 14,03
Kontrolle 10,00 1,63
DMSO-Kontrolle 8,50 2,52
p = 0,6663
Cypermethrin (ug/ml)
3,125 6,50 2,38
6,25 7,50 3,51
12,5 7,00 2,94
25 6,25 2,22
50 8,75 2,63
f) Permethrin Mitoseindex %o Kruskal-
Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 59,25 15,84
Kontrolle 7,00 2,94
DMSO-Kontrolle 7,50 2,52
p =0,0164
Permethrin (pg/ml)
3,125 9,50 1,73
6,25 4,00 1,41
12,5 6,25 2,75
25 *3,25 0,50
50 3,50 1,73

*p<0.05 (Wilcoxon-Test)

In der Abbildung 2 werden Phenoxybenzoesaure und die verwendeten
Pyrethroide hinsichtlich ihres Mitoseindexes in Abhangigkeit der getesteten
Konzentrationen dargestellt und verglichen. Mit Ausnahme von Permethrin
konnte fur die getesteten Substanzen keine eindeutige
Konzentrationsabhangigkeit beobachtet werden. Die gefundenen Mitoseindices
der untersuchten Substanzen waren unterschiedlich und variierten zwischen 6
und 14 %.. Fur Permethrin zeigte sich eine konzentrationsabhangige

Reduzierung des Mitoseindexes von 9,5 %o auf 3,5 %eo.
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Abbildung 2: Mitoseindex %o fur Phenoxybenzoesaure und verschiedene
Pyrethroide in Abhangigkeit der Konzentration

3.1.2 Bestimmung von Zellteilungsstérungen

In den Tabellen 4 a-f ist der Prozentsatz normaler Mitosen und abnormaler
Mitosen fur verschiedene Konzentrationen der Phenoxybenzoesaure sowie der
getesteten Pyrethroide in einem Konzentrationsbereich von 3,125 pg/ml bis 50
pg/ml im Vergleich zur Positivkontrolle Colcemid, zur unbehandelten Kontrolle
und zur Losungsmittelkontrolle (DMSO) dargestellt. Zur Charakterisierung
abnormaler Metaphasen erfolgte eine Unterteilung in C-Metaphasen und
partiellen C-Metaphasen, deren Prozentsatz ebenfalls dargestellt ist. Der Test
auf Varianzgleichheit der einzelnen Mitoseindices erfolgte mit dem Kruskal-

Wallis-Test.
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In den einzelnen Experimenten flhrte die Positivkontrolle Colcemid zu einer
deutlichen Produktion von abnormalen Mitosen mit einem Prozentsatz zwischen
98 und 99,5 %, die alle dem C-Metaphasen-Typ zugeordnet werden konnten.
Im Vergleich dazu betrug der Prozentsatz der spontanen Bildung abnormaler
Mitosen in der unbehandelten Kontrolle zwischen 7 und 9 %, die der DMSO-
Kontrolle zwischen 6,5 und 8,5 %. Dabei handelte es sich in der Regel um C-
Metaphasen. Zu einem geringen Anteil wurden auch initiale C-Metaphasen
gefunden. Die Behandlung mit Phenoxybenzoesaure flihrte bei keiner der
getesteten Konzentrationen zu einem veranderten Prozentsatz abnormaler
Mitosen im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle. Dies traf auch fur die getesteten
Pyrethroide Deltamethrin, Cyfluthrin und Fenvalerat zu. Fur Deltamethrin und
Cyfluthrin konnte zwar bei den beiden am hochsten getesteten Konzentrationen
von 25 und 50 pg/ml eine Tendenz zu héheren Prozentsatzen im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle beobachtet werden, eine Konzentrationsabhangigkeit war aber
nicht vorhanden. Dagegen zeigten die beiden Pyrethroide Cypermethrin und
Permethrin einen konzentrationsabhangigen Anstieg innerhalb der getesteten
Konzentrationen. Dabei zeigten sich jedoch im niedrigen Konzentrationsbereich
von 3,125 bis 12,5 ug/ml fur Cypermethrin sowie flr Permethrin bei einer
Konzentration von 3,125 ug/ml, niedrigere Prozentsatze im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle. Deutlich hdhere Prozentsatze von abnormalen Mitosen im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle wurden bei den hdheren Konzentrationen
gefunden. FiUr Cypermethrin betrugen diese 11,5 und 11,0 % bei einer
Konzentration von 25 bzw. 50 pg/ml vs. 8,25 % bei der DMSO-Kontrolle.
Permethrin wies bei den Konzentrationen von 12,5, 25 und 50 ug/ml

Prozentsatze von abnormalen Mitosen von 11,25, 11,75 und 11,00 vs. 8,50 %
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bei der DMSO-Kontrolle auf. Diese erhohten Prozentsatze wiesen innerhalb des

getesteten Bereichs keine Konzentrationsabhangigkeit auf und zeigten keine

signifikanten Unterschiede zur DMSO-Kontrolle. Die Erh6hung von abnormalen

Mitosen in den vorher beschriebenen Fallen lasst sich neben dem Auftreten von

C-Metaphasen mit einer Zunahme von initialen C-Metaphasen erklaren.

Tabelle 4 a-f: Prozentsatz von normalen Mitosen und abnormalen Mitosen (C-
Metaphasen, partielle C-Metaphasen) in menschlichen Lymphozytenkulturen
nach Behandlung mit Phenoxybenzoesaure, verschiedenen Pyrethroiden und

Colcemid
a) Phenoxy- |Normale abnormale C-Metaphasen | partielle
Mitosen Mitosen % C-Metaphasen
benzoesaure | % % %
Mittelwert| SD | Mittelwert| SD | Mittelwert| SD | Mittelwert| SD
Colcemid 1,50(1,29 98,50(1,29 98,50(1,29 0,00{0,00
Kontrolle 93,00(2,16 7,00/2,16 5,75(2,06 1,25(2,50
DMSO- 94,00 1,41 6,00 (1,41 5,75(0,96 0,25(0,50
Kontrolle
Phenoxy-
benzoesaure
(pg/ml)
3,125 95,75|0,96 4,25|0,96 4,25/0,96 0,00{0,00
6,25 95,25|1,26 4,75/1,26 4,7511,26 0,00{0,00
12,5 93,25(2,63 6,75(2,63 6,75|2,63 0,00{0,00
25 93,00|2,16 7,00(2,16 6,75(1,71 0,25(0,50
50 93,2511,50 6,75|1,50 6,00 1,41 0,75|0,96
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b) Delta- Normale abnormale C-Metaphasen | partielle
methrin Mitosen Mitosen % C-Metaphasen
% % %

Mittelwert| SD | Mittelwert| SD | Mittelwert| SD | Mittelwert| SD
Colcemid 0,50/0,58 99,500,58 99,50|0,58 0,00/0,00
Kontrolle 91,00(0,82 9,00]0,82 7,00 1,41 2,00]1,63
DMSO- 91,50(2,52 8,50|2,52 7,50|2,52 1,00|1,15
Kontrolle
Deltamethrin
(ug/ml)
3,125 95,50(0,58 4,50/0,58 3,50(1,73 1,001,115
6,25 95,25(0,96 4,75|0,96 3,50]1,29 1,25|0,96
12,5 93,25(2,36 6,75]2,36 4,50(1,91 2,25(1,71
25 89,00 3,65 11,00 3,65 9,25|5,68 1,75]2,06
50 90,753,77 9,25|3,77 8,00|2,71 1,25[1,50
c) Cyfluthrin | Normale abnormale C-Metaphasen | partielle
Mitosen Mitosen % C-Metaphasen
% % %
Mittelwert| SD | Mittelwert | SD | Mittelwert| SD | Mittelwert| SD
Colcemid 0,25(0,50 99,75|0,50 99,7510,50 0,00/0,00
Kontrolle 93,25(2,50 6,75]2,50 4,25[1,71 2,50]1,29
DMSO- 92,25(2,63 7,75|2,63 5,7512,75 2,00|0,82
Kontrolle
Cyfluthrin
(ug/ml)
3,125 96,50 (1,29 3,50]1,29 2,2510,50 1,25(1,50
6,25 93,00(1,63 7,00(1,63 5,75]1,50 1,25|0,96
12,5 93,75 (1,71 6,25]1,71 4,50|2,65 1,75(1,71
25 89,75(1,71 10,25(1,71 7,501,229 2,75(1,71
50 90,75 4,11 9,25 4,11 6,25]2,87 3,00]2,58
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d) Fenval- Normale abnormale C-Metaphasen | partielle
erat Mitosen Mitosen % C-Metaphasen
% % %
Mittelwert| SD | Mittelwert | SD | Mittelwert | SD | Mittelwert | SD
Colcemid 1,25[1,89 98,75(1,89 98,75]1,89 0,00/0,00
Kontrolle 91,75(2,50 8,00]1,83 6,25]0,96 1,75[1,50
DMSO- 92,00(1,83 8,25|2,50 6,50|2,65 1,75|0,50
Kontrolle
Fenvalerat
(ug/ml)
3,125 93,00(2,83 7,00/2,83 3,5011,00 3,50 1,91
6,25 95,00(0,82 5,00/0,82 4,00(1,41 1,00(0,82
12,5 95,25(1,26 4,75|1,26 3,75]1,71 1,00/0,82
25 91,50 3,11 8,50 3,11 8,50 3,11 0,00/0,00
50 94,00(2,83 6,00|2,83 3,75]1,71 2,25(1,71
e) Cyper- Normale abnormale C-Metaphasen | partielle
methrin Mitosen Mitosen % C-Metaphasen
% % %
Mittelwert| SD | Mittelwert| SD |Mittelwert| SD | Mittelwert| SD
Colcemid 1,00|1,15 99,00(1,15 99,00(1,15 0,00/0,00
Kontrolle 91,00(1,83 9,00]1,83 7,50(1,73 1,50(1,91
DMSO- 91,75(2,06 8,25|2,06 8,25|2,06 0,00(0,00
Kontrolle
Cypermethrin
(ug/ml)
3,125 95,25(2,87 4,75|2,87 3,00/2,16 1,75(1,26
6,25 95,00 3,46 5,00 3,46 4,7513,59 0,25/0,50
12,5 92,00(2,94 8,00|2,94 6,75]2,50 1,25|0,96
25 88,50 4,51 11,50 (4,51 6,50|2,65 5,00]2,58
50 89,00 | 3,27 11,00 3,27 9,75]1,89 1,25(2,50




33

f) Perme- Normale abnormale C-Metaphasen |partielle
thrin Mitosen Mitosen % C-Metaphasen
% % %
Mittelwert| SD | Mittelwert | SD | Mittelwert | SD | Mittelwert| SD
Colcemid 2,00(1,41 98,00 1,41 98,00 1,41 0,00/0,00
Kontrolle 91,00/1,83 9,00]1,83 8,00/1,83 1,00]1,15
DMSO- 91,50(1,73 8,50(1,73 6,25|2,87 2,25|1,50
Kontrolle
Permethrin
(Mg/ml)
3,125 93,25(1,71 6,75|1,71 5,75|2,22 1,00(0,82
6,25 91,50]1,29 8,50(1,29 8,50|1,29 0,00]0,00
12,5 88,75(1,71 11,25|1,71 8,50(1,73 2,75|2,99
25 88,25|3,77 11,75|3,77 8,25|1,50 3,50(4,12
50 89,00|2,94 11,00|2,94 8,50|1,29 2,50 3,00

3.2 Lungenzellen des Chinesischen Hamsters V79

Mit den Lungenzellen des Chinesischen Hamsters V79 wurde der Einflufy von
Phenoxybenzoesaure, den Pyrethroiden Deltamethrin, Cyfluthrin, Fenvalerat,
Permethrin,

Cypermethrin sowie Colcemid (Positivsubstanz) und DMSO

(Kontrolle) auf die Koloniebildungsfahigkeit getestet. Zwei in ihrem

Reinheitsgrad und Herkunft unterschiedliche Cypermethrine wurden des
weiteren auf Zellteilungsstorungen untersucht. Dazu wurde der Mitoseindex in

Prozent bestimmt und ein Mitoseprofil ermittelt.

3.2.1 Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest ist ein aulerst sensitiver Test zum Nachweis der

Zellreplikation nach Behandlung von Einzelzellen mit Schadstoffen. In den

Tabellen 5 a-h sind die Ergebnisse des Koloniebildungstestes fur
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Phenoxybenzoesaure, die Pyrethroide, Deltamethrin, Cyfluthrin, Fenvalerat und
Permethrin und Cypermethrin dargestellt. Fir die Testung von Cypermethrin
wurden 3 unterschiedliche Chargen verwendet, die sich im chemischen
Reinheitsgrad (99 % und 91 %) und der Bezugsquelle unterschieden
(Promochem und Dr. Ehrenstorfer). Der getestete Konzentrationsbereich betrug
fur alle Substanzen 6,25 ug/ml bis 100 ug/ml. In den Tabellen ist jeweils die
Anzahl der Kolonien aufgefuhrt. FUr Unterschiede zwischen der Anzahl der
Kolonien der DMSO-Kontrolle und den behandelten Zellkulturen wurde der

Student’s t-test verwendet.

Die Anzahl der Kolonien der DMSO-Kontrolle bei einer Einsaat von 100 V79
Zellen betrug in den einzelnen Experimenten zwischen 97,3 und 138,3. Fir die
Phenoxybenzoesaure war im Konzentrationsbereich zwischen 6,25 und 50
pg/ml kein Unterschied im Vergleich zur DMSO-Kontrolle ersichtlich. Bei der
hdchsten getesteten Konzentration von 100 pg/ml zeigte sich eine signifikante
Reduzierung. Die Koloniebildungsfahigkeit bei den getesteten Pyrethroiden
ergab deutliche Unterschiede. Ein konzentrationsabhangiger starker Effekt
wurde fur Permethrin gefunden. Bei einer Konzentration von 6,25 und 12,5
pg/ml war die Anzahl der Kolonien signifikant reduziert im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle. Ab einer Konzentration von 25 pg/ml konnten keine Kolonien mehr
gefunden werden. Moderate Effekte wurden fur Deltamethrin und Fenvalerat
beobachtet, die eine signifikant erniedrigte Kolonienzahl bei 100 ug/ml bzw. 50
und 100 pg/ml aufwiesen. Fur Cyfluthrin wurde bereits bei 25 ug/ml eine
signifikant reduzierte Kolonienzahl von 54,3 registriert, die bei 50 pg/ml weiter

auf 5,3 abfiel. Bei 100 ug/ml waren keine Kolonien mehr vorhanden. Betrachtet
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man die verschiedenen Chargen von Cypermethrin, zeigten alle einen
deutlichen konzentrationsabhangigen zytotoxischen Effekt mit signifikanten
Unterschieden zur DMSO-Kontrolle ab einer Konzentration von 25 ug/ml
(Cypermethrin 99 %, Dr. Ehrenstorfer) und von 12,5 mg/ml (Cypermerthrin 91
%, Dr. Ehrenstorfer; Cypermethrin 99 % Promochem). Letztere beiden bildeten
bei der hochsten getesteten Konzentration von 100 pg/ml keine Kolonien mehr,
wahrend bei dem Cypermethrin 99 % von Dr. Ehrenstorfer noch 43,3 Kolonien

auftraten.

Tabelle 5 a-h: Koloniebildung von V79-Zellen nach Behandlung mit
verschiedenen Pyrethroiden. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu DMSO
*p<0,05, **p<0,01 (Student's t-test)

a) Phenoxybenzoesaure Kolonien (n)

Mittelwert SD
DMSO-Kontrolle 108,8 2,8
Phenoxybenzoesaure (ug/ml)
6,25 111,3 59
12,5 109,0 7,4
25 108,0 8,2
50 108,7 6,7
100 **96,3 29
b) Deltamethrin Kolonien (n)

Mittelwert SD

DMSO-Kontrolle 138,3 9,5
Deltamethrin (ug/ml)
6,25 141,5 1,2
12,5 135,5 19,6
25 135,8 6,9
50 124,0 14,1

100 **101,8 4,9




c¢) Cyfluthrin Kolonien (n)

Mittelwert SD
DMSO-Kontrolle 129,3 12,0
Cyfluthrin (pg/ml)
6,25 140,3 4,9
12,5 130.0 11,5
25 **54,3 15,2
50 **5,3 1,5
100 0,0 0,0
d) Fenvalerat Kolonien (n)

Mittelwert SD
DMSO-Kontrolle 129,3 12,0
Fenvalerat (ug/ml)
6,25 134.8 4,6
12,5 133,8 8,7
25 136,5 10,2
50 *111,3 2,5
100 **97,5 7.0
e) Permethrin Kolonien (n)

Mittelwert SD
DMSO-Kontrolle 108,8 2,8
Permethrin (pg/ml)
6,25 **40,7 8,7
12,5 2,8 1,3
25 0,0 0,0
50 0,0 0,0
100 0,0 0,0
f) Cypermethrin 99 % Kolonien (n)

Dr. Ehrenstorfer

Mittelwert SD
DMSO-Kontrolle 138,3 9,5
Cypermethrin (pg/ml)
6,25 135,8 3,9
12,5 145,0 6,2
25 *102,3 9,2
50 **70,5 9,9
100 **43,3 9,1
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g) Cypermethrin 91 % Kolonien (n)
Dr. Ehrenstorfer

Mittelwert SD
DMSO-Kontrolle 97,3 8,5
Cypermethrin (pg/ml)
6,25 86,8 4,4
12,5 **71,0 5,8
25 **9,5 1,9
50 **4,0 2,2
100 **0,0 0,0
h) Cypermethrin 99 % Kolonien (n)

Promochem

Mittelwert SD
DMSO-Kontrolle 97,3 8,5
Cypermethrin (pg/ml)
6,25 105,5 4,4
12,5 *87,8 29
25 **23,8 6,1
50 **4,0 1,6
100 **0,0 0,0
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In Abbildung 3 ist die Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit in Prozent im
Vergleich mit der DMSO-Kontrolle fur Phenoxybenzoesaure und die Pyrethroide
Deltamethrin, Fenvalerat, Cypermethrin und Permethrin in Abhangigkeit der
Konzentration aufgefuhrt. Die Abbildung verdeutlicht den starken
dosisabhangigen Effekt von Permethrin, welches schon bei einer Konzentration
von 25 pg/ml eine 100%ige Reduktion der Koloniebildung zeigte. Ebenfalls
eine starke konzentrationsabhangige Wirkung konnte fur Cyfluthrin gefunden
werden, wobei die Koloniebildung bei 100 pg/ml auf 0 % reduziert war. Weniger
ausgepragte Effekte fanden sich bei Deltamethrin und Fenvalerat, die mit dem

Effekt der Phenoxybenzoesaure vergleichbar waren.
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--Fenvalerat

—+ Deltamethrin

-+ Permethrin

= Cyfluthrin
-+-Phenoxybenzoesaure

100
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Reduktion in % der Kontrolle
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0 63 125 25 50 100
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Abbildung 3: Koloniebildungsfahigkeit von verschiedenen Pyrethroide

In der nachsten Abbildung wird die Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit der
DMSO-Kontrolle, in Prozent fur verschiedene Chargen von Cypermethrin in
Abhangigkeit der Konzentration gezeigt (Abb. 4). Eine vergleichbar starke
Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit wurde fur das Cypermethrin von

Promochem mit 99 % Reinheitsgrad und fur das Cypermethrin von Dr.
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Ehrenstorfer mit einem niedrigeren Reinheitsgrad von 91 % gefunden. Beide
Chargen von Cypermethrin flhrten bei einer Konzentration von 100 ug/ml zu
einer Reduktion auf 0 %. Im Vergleich dazu zeigte das Cypermethrin von Dr.
Ehrenstorfer mit einem Reinheitsgrad von 99 % ebenfalls einen
konzentrationsabhangige Wirkung, jedoch war der Effekt deutlich schwacher

ausgepragt.

= Cypermethrin 99% (Promochem, Wesel)
--Cypermethrin 91% (Dr. Ehrenstorfer, Augsburg)
*Cypermethrin 99% (Dr. Ehrenstorfer, Augsburg)

Reduktion in Prozent der Kontrolle

1 T T T T L)
0 6,3 12,5 25 50 100

Konzentration (ug/ml)

Abbildung 4: Koloniebildungsfahigkeit von verschiedenen Cypermethrinen
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3.2.2 Bestimmung des Mitoseindexes nach Behandlung mit Cypermethrin

Zur Ermittlung des Mitoseindexes wurden die vorhandenen Mitosen pro 1000
V79 Zellen nach der Behandlung mit Cypermethrin (91 %, Dr. Ehrenstorfer) und
Cypermethrin (99 %, Promochem) sowie Colcemid als Positivsubstanz
ausgezahlt und in Prozent umgerechnet (Tab. 6 a, b). Die unbehandelte
Kontrolle wies einen Mitoseindex von 5,23 %, die DMSO-Kontrolle von 5,83 %
auf. Im Vergleich dazu flhrte die Positivkontrolle mit Colcemid zu einem
Mitoseindex von 16,53 %. Sowohl das Cypermethrin von Dr. Ehrenstorfer als
auch von Promochem fihrten zu vergleichbaren Mitoseindices bei den
getesteten Konzentrationen im Bereich von 6,25 pg/ml bis 50 ug/ml. Bei der
hdchsten getesteten Konzentration von 50 pg/ml wurden erhdéhte Mitoseindices
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle gefunden. Fir das Cypermethrin von Dr.

Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad) war der Unterschied signifikant.

In der Abbildung 5 werden die beiden Cypermethrine hinsichtlich ihres
Mitoseindexes in Abhangigkeit der Konzentration dargestellt und verglichen. Es
konnte eine deutliche Konzentrationsabhangigkeit beobachtet werden. Die
dargestellten Substanzen unterschieden sich trotz ihres unterschiedlichen

Reinheitsgrades bezlglich der Mitoseindices nur geringfigig.
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Tabelle 6 a, b: Mitoseindex in Prozent in V79-Zellkulturen nach Behandlung mit
unterschiedlichen Cypermethrinen. Signifikante Erhohung im Vergleich zu
DMSO *p<0,05, **p<0,01 (Wilcoxon-Test). Der statistische Vergleich der
einzelnen Mitoseindices, der getesteten Cypermethrinkonzentrationen mit der
DMSO-Kontrolle, erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test

a) Cypermethrin Mitoseindex % Kruskal-
(91 %, Dr. Ehrenstorfer) Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 16,53 1,96
Kontrolle 5,23 0,36
DMSO-Kontrolle 5,83 0,32
Cypermethrin (pg/ml) p = 0,0095
6,25 4,13 0,90
12,5 6,83 0,36
25 7,13 1,75
50 *7,85 1,36
b) Cypermethrin Mitoseindex % Kruskal-
(99 %, Promochem) Wallis-Test
Mittelwert SD
Colcemid 16,53 1,96
Kontrolle 5,23 0,36
DMSO-Kontrolle 5,83 0,32
Cypermethrin (pg/ml) p = 0,0346
6,25 4,40 0,34
12,5 5,70 1,20
25 5,88 1,61
50 7,53 0,84
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.= Dr. Ehrenstorfer)

=

2 \/ —— Cypermethrin (99%,
S Promochem)

=

S = N W A OSN QO

DMSO 6,25 12,5 25 50
Konzentration (ng/ml)

Abbildung 5: Mitoseindex in % fur Cypermethrin der Firma Dr. Ehrenstorfer (91
% Reinheitsgrad) und der Firma Promochem (99 % Reinheitsgrad) in
Abhangigkeit der Konzentrationen

3.2.3 Mitoseprofilstudien nach Behandlung mit Cypermethrin

Um eine weitere Auskunft Uber die Zytogenotoxizitat von Cypermethrine mit
unterschiedlichen Reinheitsgrad und Herkunft zu erhalten, wurden
Mitoseprofilstudien durchgeflihrt. Mitoseprofilstudien beinhalten die Erfassung
von einzelnen Mitosestadien, die Berechnung des AT/M-Verhaltnisses sowie
die Bestimmung des Prozentsatzes von abnormalen Mitosen und deren

Klassifikation in C-Metaphasen, initiale C-Metaphasen und Cluster.



43

3.2.3.1 Bestimmung von Mitosestadien

Tabelle 7 a, b zeigt das Mitoseprofil ermittelt in V79-Zellkulturen nach
Behandlung mit Cypermethrin der Firma Dr. Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad)
und der Firma Promochem (99 % Reinheitsgrad). Angegeben sind jeweils der
Mittelwert + Standardabweichung von der Anzahl ausgewerteter Zellen von 4
Replikativen (50 ausgewertete Mitosen/Replikativ) fur die einzelnen
Mitosephasen wie Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase.
Unterschiede der Mittelwerte bei den einzelnen getesteten Konzentrationen im

Vergleich zur DMSO-Kontrolle wurden mit dem Wilcoxon-Test ermittelt.

Im Vergleich zur Kontrolle und DMSO-Kontrolle mit 23,25+3,30 bzw.
26,25+3,77 Zellen in der Metaphase lagen bei Colcemid alle Zellen im Stadium
der Metaphase (50+0,00) vor. Abbildung 6 zeigt die prozentuale Verteilung von
Prophasen (15,5 %), Metaphase (46,5 %), sowie Ana-/Telophasen (38 %) der
unbehandelten Kontrolle und von Colcemid, das 100 % Metaphasen aufweist.
Durch das Zellgift Colcemid wurden alle Zellen arretiert und konnten nicht in die

nachfolgenden Mitosephasen Ubertreten.

Far Cypermethrin (91 %, Dr. Ehrenstorfer) konnte im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle ein signifikanter konzentrationsabhangiger Anstieg in der Anzahl der
Metaphasen bis 48,25+0,96 bei einer Konzentration von 25 pg/ml beobachtet
werden. Im gleichen Malke nahm die Anzahl der Anaphasen und Telophasen
signifikant ab. Eine signifikante Reduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle

wurde auch bei den einzelnen Konzentrationen der Prophasen gefunden. In
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ahnlicher Weise bezuglich der Anzahl der Pro-, Meta-, Ana- und Telophasen
verhielt sich das Cypermethrin von Promochem (99 % Reinheitsgrad). Dies wird

nochmals verdeutlicht bei Betrachtung der prozentualen Verteilung der

einzelnen Mitosestadien (Prophase, Metaphase, Ana-/Telophase), die in

Abbildung 7 und 8 dargestellt ist. Dabei ist besonders der

konzentrationsabhangige Anstieg des Prozentsatzes von Metaphasen bei

gleichzeitiger Abnahme des Prozentsatzes von Ana-/Telophasen zu
beobachten.
Tabelle 7 a, b: Anzahl der Prophasen, Metaphasen, Anaphasen und

Telophasen in V79-Zellkulturen nach Behandlung mit Cypermethrin der Firma
Dr. Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad) und der Firma Promochem (99 %
Reinheitsgrad)

a) Cypermethrin Mittelwert + Standardabweichung
(91 %, Dr. Ehrenstorfer)

Prophase |Metaphase |Anaphase |Telophase
Colcemid 0,00+0,00 |50,00+0,00 |0,00 + 0,00 |0,004+0,00
Kontrolle 7,75+1,71 | 23,25+3,30 |10,75+0,50 |8,25+3,86
DMSO-Kontrolle 9,25+2,36 |26,25+3,77 |10,25+6,55 |4,25+2,75
Cypermethrin (pg/ml)
6,25 4,25+1,50* |37,00+4,62*|7,75+3,86 |1,00+0,82
12,5 6,00+2,16 |42,00+0,82*|2,00+1,83 |0,00+0,00*
25 1,75+0,96* |48,25+0,96* | 0,00+0,00* |0,00+0,00*
50 3,5£1,29* 146,50+1,29* | 0,00+0,00* |0,00+0,00*

*p<0,05, **p<0,01 (Wilcoxon-Test)
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b) Cypermethrin
(99 %, Promochem)

Mittelwert + Standardabweichung

Prophase |Metaphase |Anaphase |Telophase
Colcemid 0,00+0,00 |50,00+0,00 |0,00+0,00 |0,004+0,00
Kontrolle 7,75+1,71 |23,25+3,30 |10,75+0,50 |8,25+3,86
DMSO-Kontrolle 9,25+2,36 |26,25+3,77 |10,25+6,55 |4,25+2,75
Cypermethrin (ug/ml)
6,25 4,25+2,63 |35,75+2,36%|7,75+3,69 |2,25+2,87
12,5 3,00+2,16* |44,75+3,30* |2,25+1,71 |0,00+0,00*
25 2,75+£1,50* |45,50+3,32*|1,75+2,06 |0,00+0,00*
50 2,00+1,83* |47,00+2,45*|1,00+0,82* |0,00+0,00*
*p<0,05, **p<0,01 (Wilcoxon-Test)
100
920
80
70
. 60
S OProphase
§ 50 B Metaphase
& a0 O Ana-/Telophase

30+
20+
10

Kontrolle

Colcemid

Abbildung 6: Mitoseprofil bei V79-Zellkulturen einer unbehandelten Kontrolle
und nach Behandlung mit Colcemid
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Abbildung 7: Mitoseprofil bei V79-Zellkulturen nach Behandlung mit DMSO und

verschiedenen Konzentrationen von Cypermethrin (91 %, Dr. Ehrenstorfer)
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Abbildung 8: Mitoseprofil bei V79-Zellkulturen nach Behandlung mit DMSO und

verschiedenen Konzentrationen von Cypermethrin (99 %, Promochem)
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3.2.3.2 AT/M-Verhaltnis

In Abbildung 9 ist der Vergleich der beiden Cypermethrine flir das AT/M-
Verhaltnis dargestellt. Die Kurven laufen nahezu parallel und weisen eine
deutliche Konzentrationsabhangigkeit auf. Mit steigender Konzentration der
Cypermethrine geht das AT/M—Verhaltnis in Richtung Null, was flr eine totale
Arretierung der Zellen im Stadium der Metaphase spricht. Der ahnliche Verlauf
beider Kurven spricht fir eine annahernd gleichstarke Wirkung beider

Cypermethrine trotz der unterschiedlichen Reinheitsgrade.

0,7
0,6 - \
0,5
0.4 \ —&— Cypermethrin 91%,
= \ Dr. Ehrenstorfer
< 03 —B— Cypermethrin 99%,
’ Promochem

0,2 \
0,1

DMSO- 6,25 12,5 25 50
Kontrolle

Konzentration (pug/ml)

Abbildung 9: AT/M Verhaltnis von V79-Zellkulturen nach Behandlung mit
Cypermethrin der Firma Dr. Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad) und der Firma
Promochem (99 % Reinheitsgrad)
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3.2.3.3 Mitosestorungen

Zur Ermittlung von Mitosestérungen erfolgte eine Unterteilung der
ausgewerteten Metaphasen in normale und abnormalen Metaphasen. In
Tabelle 9 a, b ist der mittlere Prozentsatz + Standardabweichung von 4
Replikativen pro Konzentration von Cypermethrin der Firma Dr. Ehrenstorfer
(91 % Reinheitsgrad) und der Firma Promochem (99 % Reinheitsgrad)
dargestellt. Die unbehandelte Kontrolle enthielt 94,90 % normale Metaphasen
und 5,10 % abnormale Metaphasen, die DMSO-Kontrolle 99,08 % normale und
0,02 % abnormale Metaphasen, wahrend das Zellgift Colcemid 99 % abnormale
Metaphasen aufwies. Beide getesteten Cypermethrine fihrten zu einem
konzentrationsabhangigen Anstieg von abnormalen Metaphasen. Die
Prozentsatze von abnormalen Mitosen, waren mit Ausnahme des
Cypermethrins von Promochem, bei einer Konzentration von 6,25 ug/ml bei
allen anderen Konzentrationen signifikant erhoht. Ein starker sprunghafter
Anstieg des Prozentsatzes wurde im Konzentrationsintervall von 6,25 ug/ml zu
12,5 pg/ml beobachtet. Dieser betrug 13,55 zu 67,75 % bei dem Cypermethrin
von Dr. Ehrenstorfer und 6,15 zu 51,75 % bei dem Cypermethrin von
Promochem. Bei der hdchsten getesteten Konzentration von 50 ug/ml wurde
fur das Cypermethrin von Dr. Ehrenstorfer ein Prozentsatz von 77,27 %
ermittelt, fur das von Cypermethrin von Promochem 82,22 %. In der Abbildung
10 werden die beiden Cypermethrine hinsichtlich ihres Prozentsatzes von
abnormalen Metaphasen in Abhangigkeit ihrer Konzentration graphisch

dargestellt und zeigen vergleichbare Kurvenverlaufe.
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Tabelle 8 a, b: Prozentsatz von normalen und abnormalen Metaphasen bei
V79-Zellkulturen nach Behandlung mit Cypermethrin der Firma Dr.
Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad) und der Firma Promochem (99 %
Reinheitsgrad)

a) Cypermethrin Mittelwert + Standardabweichung
(91 %, Dr. Ehrenstorfer)
normale abnormale
Metaphasen % Metaphase %
Colcemid 1,00 + 2,00 99,00 + 2,00
Kontrolle 94,90 + 6,32 5,10 + 6,32
DMSO-Kontrolle 99,08 + 1,85 0,02 +1,85
Cypermethrin (ug/ml)
6,25 86,45+ 4,76 13,55 +4,76*
12,5 32,25+ 7,71 67,75+ 7,71*
25 22,25+7,24 77,75 +7,26*
50 22,73 +7,80 77,27 +7,80*

b) Cypermethrin
(99 %, Promochem)

Mittelwert + Standardabweichung

normale Metaphasen |abnormale

%

Metaphasen %

Colcemid 1,00 + 2,00 99,00 + 2,00
Kontrolle 94,90 + 6,32 5,10 + 6,32
DMSO-Kontrolle 99,08 + 1,85 0,02 +1,85
Cypermethrin (pg/ml)

6,25 93,85 + 5,23 6,15+ 5,23
12,5 48,25+ 17,43 51,75+ 17,43*
25 27,73 + 12,97 72,27 +12,97*
50 17,78 + 9,30 82,22+ 9,30*

*Wilcoxon-Test: p<0.05
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Abbildung 10: Grafische Darstellung des Prozentsatzes von abnormalen
Metaphasen nach Behandlung mit Cypermethrin der Firma Dr. Ehrenstorfer (91

% Reinheitsgrad) und der Firma Promochem (99 % Reinheitsgrad)

Zur Ermittlung von spezifischen Mitosestorungen erfolgte eine Unterteilung der
abnormalen Metaphasen in C-Metaphasen, initiale Metaphasen und in
Metaphasen mit Cluster in bezug auf den Prozentsatz der gesamten
Metaphasen. In Tabelle 10 ist der mittlere Prozentsatz + Standardabweichung
von 4 Replikativen pro Konzentration von Cypermethrin der Firma Dr.
Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad) und der Firma Promochem (99 %

Reinheitsgrad) dargestellt.

Colcemid fuhrte zu 99 % C-Metaphasen. Im Vergleich dazu konnte fur die
unbehandelte Kontrolle 0,93 % C-Metaphasen und 4,18 % Cluster
nachgewiesen werden. Fur die DMSO-Kontrolle wurden ebenfalls 0,93 % C-
Metaphasen in Abwesenheit von initialen C-Metaphasen und Cluster gefunden.

Beide Cypermethrine zeigten einen konzentrationsabhangigen Anstieg des
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Prozentsatzes von C-Metaphasen bis zu 50,45 % (Cypermethrin Dr.
Ehrenstorfer) bzw. 54,75 % (Cypermethrin, Promochem) bei der am hdchsten
getesteten Konzentration von 50 pg/ml. Der Prozentsatz der initialen C-
Metaphasen zeigte zunachst ebenfalls einen konzentrationsabhangigen Anstieg
fur beide Cypermethrine (38,80 % bzw. 31,33 %) bis 12,5 pg/ml. Die héheren
Konzentrationen fuhrten zu einem Abfall in der Konzentration der initialen C-
Metaphasen gegenlaufig zu der Erhdhung der C-Metaphasen. Das Auftreten

von Clustern spielte flr beide Cypermethrine eine untergeordnete Rolle.

In den Abbildungen 11 und 12 sind die spezifischen Mitosestérungen von
Cypermethrin der Firma Dr. Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad) und der Firma
Promochem (99 % Reinheitsgrad) in Abhangigkeit ihrer Konzentration
dargestellt und zeigen vergleichbare Anteile von C-Metaphasen, intialen C-

Metaphasen und Cluster.
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Tabelle 9 a, b: Prozentsatz abnormaler Metaphasen unterteilt in C-Metaphasen,
initiale C-Metaphasen und Cluster in Prozent der gesamten Metaphasen nach
Behandlung mit dem Cypermethrin der Firma Dr. Ehrenstorfer (91 %

Reinheitsgrad) in verschiedenen Konzentrationen

a) Cypermethrin Mittelwert + Standardabweichung
(91 %, Dr. Ehrenstorfer)
C-Metaphase |initiale Cluster %
% Metaphase %
Colcemid 99,00 £2,00 |0,00+0,00 0,00 £ 0,00
Kontrolle 0,93 +1,85 0,00 £ 0,00 4,18 + 6,14
DMSO-Kontrolle 0,93 +1,85 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Cypermethrin (pg/ml)
6,25 8,03 + 6,24 4,23 £ 2,91 1,20 £ 1,39
12,5 28,56 +1,78 [36,80+7,40 |2,40+1,96
25 4513+8,05 [29,05+3,42 |3,58+4,22
50 50,45+4,58 [24,15+2,09 |2,68+ 2,03

b) Cypermethrin
(99 %, Promochem)

Mittelwert + Standardabweichung

C-Metaphase |initiale Cluster %
% Metaphase %
Colcemid 99,00 + 2,00 |0,00+0,00 0,00 £ 0,00
Kontrolle 0,93 +1,85 0,00 + 0,00 4,18 £ 6,14
DMSO-Kontrolle 0,93 +1,85 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Cypermethrin (pg/ml)
6,25 3,38 £ 3,19 2,73 +2,09 0,00 £ 0,00
12,5 20,43 +6,93 [31,33+10,97 /0,00 + 0,00
25 41,55+ 11,09 [29,73+2,59 |1,05+2,10
50 5475+245 [2595+6,80 |1,55+2,00
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Abbildung 11: Prozentsatz abnormaler Metaphasen unterteilt in C-Metaphasen,
initiale C-Metaphasen und Cluster nach Behandlung mit dem Cypermethrin der
Firma Dr. Ehrenstorfer (91 % Reinheitsgrad) in verschiedenen Konzentrationen
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Abbildung 12: Prozentsatz abnormaler Metaphasen in C-Metaphasen, initialen
C-Metaphasen und Cluster nach Behandlung mit dem Cypermethrin der Firma

Promochem (99 % Reinheitsgrad) in verschiedenen Konzentrationen
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4. Diskussion

Es qilt als wissenschaftlich gesicherte Kenntnis, dass es sich bei den
Pyrethroiden um hochwirksame, neurotoxische Insektizide handelt. Die
neurotoxische Wirkung bei Insekten wurde in der Literatur ausflhrlich
beschrieben (Casida et al., 1983, 1998, Gammon 1985, Jaques et al., 1980,
Narahashi T. et al., 1982). Bei den Menschen wird diese Wirkung jedoch sehr
kontrovers diskutiert. Neben einer neurotoxischen Wirkung wird auch
zunehmend der Verdacht einer genotoxischen Wirkung geaufert. Hinsichtlich
ihrer kanzerogenen Wirkung sind Pyrethroide nicht klassifizierbar und werden
daher von der International Agency for Research on Cancer (IARC 1991) in
Gruppe 3 eingestuft, d.h. es gibt keinen eindeutigen Hinweis flr oder gegen
eine kanzerogene Wirkung. Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass
Pyrethroide eine kanzerogene Wirkung als Folge sogenannter nicht-
genotoxischer Mechanismen besitzen. Starke Hinweise dafir sind das
Auftreten von Mikrokernen und Zellteilungsstorungen in menschlichen und
tierischen Zellen in vivo und in vitro sowie in pflanzlichen Zellsystemen
(Chauhan et al., 1986, Puig et al., 1989, Carbonell et al., 1989, Suralles et al.,
1990, Barrueco et al., 1992, Agarwal et al., 1994, Gandhi et al. 1995). Es gibt
jedoch keine eindeutigen Hinweise, ob die induzierten Mikrokerne auf
Zellteilungsstorungen beruhen, da in einigen Arbeiten auch die Induktion von
chromosomalen Aberrationen beschrieben werden (Puig et al., 1989, Caballo et

al., 1992, Amer et al., 1993), die ebenfalls zu Mikrokernen fuhren kénnen.
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Es ist bekannt, dass eine Vielzahl von Nervengiften wie z.B. Taxol oder
Methylquecksilber  Zellteilungsstorungen durch Interaktionen mit dem
mitotischen Spindelapparat verursachen (Onfelt, 1987, Vignani et al., 1992). So
beschreibt auch Carbonell et al. (1989) fur das Pyrethroid Fenvalerat an
humanen Lymphozytenkulturen einen starken dosisabhangigen mitotischen
Arrest, als Folge der Induktion von C-Metaphasen in einem
Konzentrationsbereich von 2- 50 pg/ml. Bei der hdchsten getesteten
Konzentration von 50 ug/ml wurden ausschliel3lich C-Metaphasen gefunden,
die einem Effektaquivalent von 0,01 pg/ml Demicolcin, einem bekannten
Spindelgift, entsprachen. Dieser Effekt von Fenvalerat wurde auf die Hemmung
bzw. Stérung der normalen Spindelfunktion zurtickgefuhrt.

Bei gleicher Methode und Inkubationszeit sowie gleichem
Konzentrationsbereich konnten in der vorliegenden Arbeit diese Ergebnisse in
der humanen Lymphozytenkultur nicht reproduziert werden. Das von uns
verwendete Fenvalerat der Firma Dr. Ehrenstorfer fihrte zu einer leichten nicht-
signifikanten Erhéhung des Mitoseindexes bei der hdchsten getesteten
Konzentration von 50 pg/ml. Ein Effekt im Hinblick auf die Induktion von C-
Metaphasen oder partiellen C-Metaphasen lie3 sich jedoch nicht beobachten.
Vergleichbare Ergebnisse bezlglich des Mitoseindexes bzw. des Auftreten von
C-Metaphasen zeigten auch die weiteren getesteten Pyrethroide Cypermethrin,
Deltamethrin und Cyfluthrin sowie der Leitmetabolit Phenoxybenzoesaure. Das
Pyrethroid Permethrin dagegen wies eher eine Hemmung der Zellproliferation
im Konzentrationsbereich von 6,25 -50 ug/ml auf. Eine signifikante Erniedrigung
des Mitoseindexes ergab sich bei einer Permethrinkonzentration von 25 ug/ml

(4 %0) im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle (7,5 %o). Dies deutet auf einen
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zytotoxischen Effekt von Permethrin auf die Lymphozyten hin. So konnte auch
eine  moderate Hemmung der Zellproliferation nach Behandlung von
Lymphozyten von Normergikern durch Permethrin oder S-Bioallethrin gefunden
werden, die bei Atopikern jedoch starker ausgepragt war (Diel et al., 1995, Diel,
1997). Der von Barrueco et al. (1992) gefundene unveranderte
Proliferationsindex nach Behandlung von humanen Lymphozytenkulturen mit
dem Pyrethroid Permethrin im Konzentrationsbereich von 5 bis 100 ug/ml weist
darauf hin, dass diese Pyrthroide keinen Einflu auf die Zellproliferation und

mitotische Zellteilung aufweisen.

Ein Spindeleffekt lie} sich in der vorliegenden Arbeit anhand der Haufigkeit von
C-Metaphasen und partiellen C-Metaphasen in der menschlichen
Lymphozytenkultur nicht beschreiben. Insgesamt liel3 sich fur alle getesteten
Pyrethroide im Konzentrationsbereich von 3,125 — 50 ug/ml kein Einfluld auf die
mitotische Zellteilung nachweisen. In einer anderen Untersuchung flhrten
Konzentrationen Uber 50 pg/ml Permethrin jedoch zu Bildung von Mikrokernen
und chromosomalen Aberrationen (Barrueco et al., 1992). Surrales und
Mitarbeiter fanden 1990 mit dem Pyrethroid Fenvalerat in humanen
Lymphozytenkulturen dagegen einen EinfluR auf die Zellproliferation anhand
einer reduzierten Haufigkeit binuklearer Zellen, was auch von eine signifikante
dosisabhangige Induktion von Mikrokernen begleitet war. Dieser starke Effekt
von Pyrethroiden auf das Auftreten von Mikrokernen liel3 sich jedoch von der
selben Arbeitsgruppe spater nicht mehr verifizieren (Suralles et al., 1995). Die
Pyrethroide Fenpropatin und Cypermethrin fuhrten nur zu einer schwachen

Induktion von Mikrokernen in humanen Lymphozytenkulturen, wahrend die
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Pyrethroide Permethrin, Deltamethrin und Fenvalerat nicht zur Induktion von
Mikrokernen beitrugen. Es wurde die Vermutung nahe gelegt, dass die
Bezugsquelle, die Isomerzuammensetzung sowie der Reinheitsgrad eine Rolle
bezlglich der kontroversen Ergebnisse spielen. Bezugnehmend auf die
Diskrepanz der Ergebnisse des getesteten Pyrethroids Fenvalerat ergab sich
als einziger Unterschied die Bezugsquelle. Die erzielten hohen Effekte
bezlglich der Induktion von C-Metaphasen (Carbonell et al., 1989) sowie von
Mikrokernen (Suralles et al., 1990) wurden mit einem Fenvalerat erzielt, das
von der Firma S.E.P. Shell bezogen wurde. Das von der Firma Dr. Ehrenstorfer
bezogene Fenvalerat fihrte dagegen nicht zur Induktion von Mikrokernen im

selben getesteten Konzentrationsbereich (Suralles et al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Pyrethroide der Firma Dr.
Ehrenstorfer getestet, die mit Ausnahme von Cypermethrin einem
vergleichbaren Reinheitsgrad entsprachen wie die von Suralles et al. (1995)
getesteten Pyrethroide. Zur Klarung der Fragestellung, inwieweit Pyrethroide
mit unterschiedlichen Reinheitsgraden und unterschiedlicher Herkunft auch zu
unterschiedlichen Effekten fuhren, wurden weiterfiuhrende Untersuchungen zur
Zelltoxizitat und Zytogenotoxizitat durchgefuhrt. Als Zellsystem wurde die
Lungenzell-Linie des Chinesischen Hamsters (V79) verwendet. Die
Untersuchungen zur Zelltoxizitat erfolgte anhand der Koloniebildungsfahigkeit.
Die getesteten Pyrethroide fuhrten zu deutlichen unterschiedlichen toxischen
Effekten. Ein dosisabhangiger starker Effekt wurde flr Permethrin gefunden,
welches zu einer 100 % Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit bei einer

Konzentration von 25 ug/ml flhrte, bei Cyfluthrin dagegen erst bei einer
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Konzentration von 100 ug/ml. Fenvalerat und Deltamethrin dagegen zeigten
eine geringere Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit auf etwa 30 % bei der
hdchsten getesteten Konzentration von 100 pg/ml. Dieser zytotoxische Effekt ist
in guter Ubereinstimmung mit einem anderen zytotoxischen Index, dem
,cytokinesis block proliferation index (CBPI)¢, der in humanen Lymphozyten
bestimmt wurde (Suralles et al.,, 1995). In dieser sowie in  unserer
Untersuchung wurden Pyrethroide der Firma Dr. Ehrenstorfer verwendet. Ein
mdglicher Einflu® auf die mitotische Zellteilung lasst sich vermuten, da in der
Arbeit von Suralles et al. (1995) eine geringe Induktion von Mikrokernen an
isolierten Lymphozytenkulturen vorhanden war, jedoch nicht unter Verwendung
von Vollblutkulturen. Dies erklart moglicherweise auch das fehlende Auftreten
von C-Metaphasen bzw. initialen C-Metaphasen in der vorliegenden Arbeit, in
der humanen Lymphozytenkultur mit Vollblut verwendet wurde. Vermutlich sind
in dem Vollblut Systeme vorhanden, die zur Detoxifizierung von Pyrethroiden
beitragen und somit einem zytogenotoxischen Effekt entgegenwirken. So wird
beschrieben, dass Carboxylesterasen im Blut zur Pyrethroidentgiftung beitragen

(Leng, 1998).

Die Erfassung zusatzlicher Faktoren, wie Reinheitsgrad und Herkunft, sollten
Aufschlufd Uber deren mdglichen Einflud auf die Zytotoxizitdt geben. Dazu
wurden im Koloniebildungstest zwei Cypermethrine derselben Firma (Dr.
Ehrenstorfer) mit unterschiedlichen Reinheitsgraden von 99 % und 91 %
getestet und mit einem Cypermethrin einer anderen Firma (Promochem) mit
einem Reinheitsgrad von 99 % verglichen. Die zwei von Dr. Ehrenstorfer

erhaltenen Cypermethrine zeigten unterschiedliche Wirkung, wobei der
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zytotoxische Effekt bei dem héher verunreinigten Cypermethrin (91 %) deutlich
starker ausgepragt war. Das flhrt zu der Vermutung, dass die chemische
Verunreinigung eine grof3e Rolle spielt und die Pyrethroide per se keine oder
nur eine geringe zytotoxische Wirkung entfalten. Vergleichbare Effekte wurden
von Kerkfliet et al. (1982) fur ein anderes Pestizid, dem Pentachlorphenal,
beschrieben. Es zeigte sich, dass das Pentachlorphenol mit einer Reinheit von
86 % im Tierversuch eine T-Zellreduktion und Tumorbildung verursachte,
wahrend das Pentachlorphenol mit einer Reinheit von 99 % keine Effekte
aufwies. Es ist jedoch nicht bekannt, welche Stoffe der Verunreinigung zu
diesen Effekten flhren. Interessanterweise zeigte das Cypermethrin von
Promochem, mit einem Reinheitsgrad von 99 %, annahernd die gleiche starke
zytotoxische Wirkung wie das mit 91 % Reinheitsgrad angegebene
Cypermethrin von Dr. Ehrenstorfer. Dieses Ergebnis zeigt, dass nicht nur die
Verunreinigung sondern auch die Herkunft eine bedeutende Rolle bei den
zytotoxischen Effekten spielt. Ob dies auf den Herstellungsprozess oder auch
unterschiedliche Isomerzuammensetzung zuruckzuflhren ist, lasst sich nicht

beantworten, da keine chemischen Analysen verfluigbar waren.

Der weitere Vergleich von Cypermethrin anhand zytogenotoxischer Effekte bei
V79 sollte Aufschlul® Uber dessen Wirkung auf den mitotischen Spindelapparat
geben. So fuhrten das Cypermethrin von Dr. Ehrenstorfer sowie das von
Promochem zu einem vergleichbaren konzentrationsabhangigen Anstieg des
Mitoseindexes von 5 % auf 8 %. Fur das Spindelgift Colcemid war der
Mitoseindex etwa doppelt so hoch. Diese Hemmung der mitotischen Zellteilung

ist in guter Ubereinstimmung mit der Reduktion im Koloniebildungstest. Daraus
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lasst sich schliel3en, dass der Koloniebildungstest pradikativ fur Effekte auf die
mitotische Zellteilung sein kann. Dies wird bestatigt durch den hohen
Prozentsatz abnormaler Metaphasen von bis zu 80 % fur beide Cypermethrine
bei der héchsten getesteten Konzentration von 50 pg/ml. Der gréf3te Anteil der
abnormalen Metaphasen ist auf das Auftreten von C-Metaphasen
zuruckzufuhren. Dieser Effekt ist mit einem totalen Verlust des mitotischen
Spindelapparates zu erklaren, ahnlich dem Effekt des Spindelgiftes Colcemid.
C-Metaphasen oder Anzeichen einer Spindelstérung geben einen nachhaltigen
Hinweis auf ein aneuploidie-induzierendes Potential (Miller et Adler, 1989).
Bezuglich eines Zusammenhangs zwischen Aneuploidie und maligner
Zelltransformation b.z.w. Krebsenstehung (Hofmann et al. 1986, Oshimura et
al. 1986, Melnick et al. 1996) sind Effekte auf die Zellteilung als nicht-
genotoxischer Mechanismus der Kanzerogenese von Bedeutung. Fur
Rotenone, ein naturliches Insektizid, lieRen sich in Abwesenheit chromosomaler
Aberrationen eine Induktion von Aneuploidie und Polyploidie in Chinesischen
Hamsterzellen (CHL) nachweisen (Matsumoto et Ohta, 1991). Dies spricht fur
einen nicht-genotoxischen Mechanismus aufgrund von Zellteilungsstérungen.
Ob dies der alleinige Mechanismus flr die hier untersuchten Pyrethroide ist,
lasst sich nicht eindeutig klaren. Fur Delthametrin z.B. liellen sich neben
Spindelstérungen auch  Chromosomenbriche nach Behandlung von
Wurzelspitzen von Allium cepa nachweisen (Chauhan et al., 1986), was
zusatzlich auf einen genotoxischen Mechanismus hinweist. Hinweise auf beide
Mechanismen lassen sich von Tierexperimenten ableiten, bei denen im

Knochenmark der Ratte nach oraler bzw. intravendser Applikation von
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Delthamethrin chromosomale Aberrationen und Effekte auf den Spindelapparat

beschrieben wurden (Agarwal et al., 1994).

Die zum Teil kontroversen Ergebnisse bezuglich genotoxischer und nicht-
genotoxischer Effekte lassen vermuten, dass in der Tat nicht das Pyrethroid
selbst der entscheidende Faktor ist, sondern dass den Verunreinigungen eine
bedeutende Rolle zukommt. Dies lasst sich darin begrinden, dass die
Verunreinigungen eine Mischung von komplexen Substanzen enthalten, die
einerseits Effekte auf die Chromosomen haben und anderseits auf den
mitotischen Spindelapparat. Diese Effekte konnen je nach chemischer
Zusammensetzung der Verunreinigungen auch gemeinsam auftreten.
Unterschiedliche Ausmale von Effekten durch chemische Verunreinigungen in
den verschiedenen Zellkultursystemen, wie in der humanen Vollblutkultur oder
Lungenzellkultur des Chinesischen Hamsters (V79), lassen sich vermutlich auf

die unterschiedliche Ausstattung mit detoxifizierenden Enzymen zurlckflhren.

AbschlieBend lasst sich anhand der vorliegenden Arbeit sagen, dass
unterschiedliche  Pyrethroide zu  unterschiedlichen  zytogenotoxischen
Wirkungen fuhren. Diese Wirkungen sind jedoch auf die Testung in
Chinesischen Hamsterlungenzellen (V79) beschrankt und lassen sich nicht fur
die humane Lymphozytenkulturen bestatigen. Als ein entscheidender Faktor flr
die unterschiedliche Wirkung der Pyrethroide untereinander  werden
chemische Verunreinigungen angesehen, die sich auf das Ausmal® der
Verunreinigung sowie auf unterschiedliche chemischen Zusammensetzungen

zuruckfluhren lassen. Fir die unterschiedliche Wirkung der Pyrethroide in der
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humanen Lymphozytenkultur sowie der Chinesischen Hamsterlungenzellkultur
(V79) werden unterschiedliche schadstoff-detoxifizierende
Metabolisierungsmechanismen in Betracht gezogen. Daraus lasst sich
schlielen, dass die Pyrethroide per se nicht fur die zytogenotoxische Wirkung
verantwortlich sind. Vielmehr scheinen der Reinheitsgrad der Pyrethroide wie
auch chemische Verunreinigungen im Hinblick auf deren Bezugsquelle eine
entscheidende Rolle zu spielen. Fur eine toxikologische Bewertung von
Pyrethroiden sollten daher Inhaltsstoffe der chemischen Verunreinigung der

Pyrethroide mitberlcksichtigt werden.
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5. Zusammenfassung

Untersuchung zum Einfluss von synthetischen Pyrethroiden auf die mitotische Zellteilung an humanen
Lymphozytenkulturen und an Lungenzellen des Chinesischen Hamsters der Linie V79

Barbara Stiller

In der vorliegenden Arbeit wurde die zytogenotoxische Wirkung von Pyrethroiden auf humane
Lymphozytenkulturen und Chinesische Lungenhamsterzellen (V79) untersucht.

In der humanen Lymphozytenkultur wurden verschiedene synthetische Pyrethroide mit
unterschiedlichen chemischen Reinheitsgraden und von unterschiedlicher Herkunft verwendet.

Die Pyrethroide, Deltamethrin mit einem Reinheitsgrad von 99 %, Permethrin mit einem Reinheitsgrad
von 97 %, Cyfluthrin mit einem Reinheitsgrad von 92 %, Fenvalerat mit einem Reinheitsgrad von 99,1
%, Cypermethrin mit einem Reinheitsgrad von 91 % und die Phenoxybenzoesaure wurden von der
Firma Dr. Ehrenstorfer bezogen.

Die Wirkung der Pyrethroide wurde Uber Nachweis von Zellteilungsstérungen anhand des Mitoseindex
und des Auftretens von abnormalen Metaphasen, C-Metaphasen und initialen C-Metaphasen ermittelt.
Die Lymphozytenkulturen ergaben im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Lésungsmittel DMSO) fiir die
getesteten Pyrethroide und fir die Phenoxybenzoesdure im Konzentrationsbereich von 3,125 pg/ml
bis 50 yg/ml keinen konzentrationsabhangigen Einfluss auf den Mitoseindex und dem Prozentsatz
abnormaler Mitosen. Die Ausnahme bildete Permethrin, welches bei einer Konzentration von 25 pg/ml
zu einer signifikanten Reduktion des Mitoseindex flhrte.

Im Koloniebildungstest mit V79 Zellen wurden zusatzliche Pyrethroide (Cypermethrin mit einer
Reinheit von 99 % der Firma Dr. Ehrenstorfer und Cypermethrin mit einer Reinheit von 99 % der
Firma Promochem) getestet. Bei allen untersuchten Pyrethroiden zeigte sich ein
konzentrationsabhangiger zytotoxischer Effekt mit signifikanten Unterschieden zur DMSO-
Kontrollgruppe. Die starksten Effekte wurden fir Permethrin, Cyfluthrin und Cypermethrin gefunden.
Weiterhin ergab sich bei Verwendung von Cypermethrin unterschiedlichen Reinheitsgrades und
Herkunft, dass unterschiedliche zytotoxische Effekte hervorgerufen wurden. Dabei zeigte sich, dass
das Cypermethrin mit einer Reinheit von 91 % der Firma Dr. Ehrenstorfer einen starkeren Effekt
aufwies, als das Cypermethrin mit einer Reinheit von 99 % der Firma Dr. Ehrenstorfer.

Das Cypermethrin einer anderen Firma (Promochem) mit einem hohen Reinheitsgrad (99%) zeigte
einen ahnlichen zytotoxischen Effekt in der Koloniebildungsfahigkeit wie das starker verunreinigte der
Firma Dr. Ehrenstorfer.

Weitere Experimente zeigten, dass dieser zyototoxische Effekt auf Zellteilungsstérungen
zurlickzufihren ist.

Cypermethrin mit einem Reinheitsgrad von 91 % der Firma Dr. Ehrenstorfer und das Cypermethrin mit
einem Reinheitsgrad von 99 % der Firma Promochem ergaben einen signifikanten dosisabhangigen
Anstieg des Mitoseindexes.

Die Mitoseprofilstudien zeigte eine Arretierung der Mitose in der Metaphase sowie eine Abnahme der
Ana- und Telophasen. Dementsprechend wurde eine konzentrationsabhangige Reduktion des AT/M-
Verhéltnisses festgestellt.

Als  Ursache der Metaphasenarretierung  wurden  schwerwiegende  Stérungen  der
Chromosomenverteilung, hauptsachlich C-Metaphasen und initiale Metaphasen registriert. Die
beobachten Zellteilungsstérungen sind auf einen partiellen oder totalen Verlust des Spindelapparates
zurlckzufliihren. Zellteilungsstérungen mit nachfolgender Aneuploidie sind von besonderer Bedeutung
und weisen auf einen nicht-genotoxischen Mechanismus bei der Krebsentstehung hin.
Zusammenfassend Ilasst sich daraus schliefen, dass nicht die Pyrthroide selbst fir die
zytogenotoxische Wirkung verantwortlich sind, sondern dass ihr Reinheitsgrad, ihre chemische
Verunreinigung sowie ihre Herkunft die entscheidenden Rollen spielen.
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