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Permanente embryonale Keimzelllinien -
eine in vitro Alternative zur Beurteilung von

Keimzellmutagenitat

Martina Klemm, Elke Genschow, Inge Pohl, Christa Barrabas, Manfred Liebsch und Horst Spielmann
ZEBET/ Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinirmedizin (BgVV), D-Berlin

Zusammenfassung

Mit der 7. Anderung der EG-Richtlinie 67/548 in das nationale
Gesetz zum Schuiz vor gefiihrlichen Stoffen (ChemG) und der
neuen MAK- und BAT-Werte Liste 2000 wurden die Priifanfor-
derungen um die Priifung auf keimzellmutagene Eigenschaften
erweitert. Regulatorisch akzeptierte in vivo Testsysteme zur
Abschitzung stadienspezifischer Mutagenitdt sind der soge-
nannte “Dominante Letaltest (DL)” und der “Spezifische-
Lokus-Test (SL)” mit Mdusen. Ein in vitro Testsystem zur
Beurteilung von Keimzellmutagenitdt, inshesondere hinsicht-
lich geschlechtsspezifischer Effekte eines Mutagens, steht zur
Zeit jedoch noch nicht zur Verfiigung.

Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung und Etablierung eines
in vitro Priifverfahrens auf fiir Keimzellen mutagene Eigen-
schaften mit Hilfe von permanenten embryonalen Keimzelllini-
en der Maus. Nach erfolgreicher Etablierung und genetischer
Charakterisierung der embryonalen Keimzelllinien vom BALB/
cJ Mausstamm wurden Zytotoxizitdisstudien (MTT-Test) und
Genotoxizitdtspriifungen (SCE-Indikatortest) anhand positiver
Standard-Referenzmutagene und Negativkontrollen durchge-
fithrt. Die weibliche Keimzelllinie EG | reagierte wesentlich
sensitiver hinsichtlich der gewdhlten zytotoxischen und
genotoxischen Endpunkte als die zum Vergleich getesteten 373
Mausfibroblastenzellen und wurde daher zur Entwicklung
eines in vitro Klassifizierungsmodells auf der Grundlage
genotoxischer und nicht-genotoxischer in vivo Daten einge-
setzt. In Anwendung der linearen Diskriminanzanalyse wurden
3 Endpunkte zur korrekten Klassifizierung (100%) der Testsub-
stanzen ermittelt: der SCE, , Wert (Verdopplung des Mittelwer-
tes der SCE-Rate auf 200%) der Keimzelllinie EG, im 3 und 24
Stunden Ansatz und der IC | Wert der EG - Zellen nach 3-
stiindiger Substanzzugabe.

Summary: Permanent embryonic mouse germ cell-lines, an in
vitro alternative to in vivo germ cell mutagenicity tests

Germ cell mutagenesis is required by the 7" amendment of the
directive 67/548 EEC into the national regulations on existing
chemicals. Officially accepted in vivo test systems for stage
specific mutagenicity are the dominant lethal (DL) test and the
specific locus test (SLT) in mice. An acceptable in vitro
alternative designed to address germ cell mutagenesis and
discriminate between male and female specific effects is not
available at present.

In order to offer a sensitive and predictive in vitro method to
assess the genotoxic potential of chemical agents on male and
female reproduction, we established primordial germ (PG)
cell-derived permanent embryonic germ (EG) cell lines of the
mouse (strain BALB/cJ). The differences in developmental
sensitivity of the EG cell line and differentiated fibroblast cells
3T3 were comparatively tested with cytotoxicity assay (MTT
test ) and genotoxic studies (SCE-assay) under identical test
conditions. The concentration-response curves reflected the
female cell line EG | to be extremely sensitive concerning
cytotoxic and genotoxic endpoints Therefore this cell line was
used to classify in vivo genotoxic and non-genotoxic test
substances with different potential endpoints. Applying linear
discriminant analysis three endpoints were identified for the
correct classification (100%) of all test chemicals, namely the
SCE,,, value (increase of 200% in the mean number of SCEs
per metaphase spread) for EG , (3hrs and 24hrs assay) and the
IC, value for EG, after 3hrs of exposure to test chemicals.

Keywords: 3R, replacement, EG cell lines, in vitro germ cell
mutagenicity, cytotoxicity, genotoxic potential, prediction
endpoints

1 Einleitung

Alternative Testmethoden sind bereits Be-
standteil pharmakologisch-toxikologischer
Teststrategien, es existiert jedoch noch kei-
ne in vitro Alternative zu den aufwendigen
in vivo Keimzellmutagenititstests
(Brusick, 1980; Holden, 1982; Adler and
Ashby, 1989; Waters et al., 1994; Allen et
al., 1995; Vogel and Natarajan, 1995; Ad-
leretal., 1996). Da der Nachweis zwischen
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der Exposition mit einem fiir Keimzellen
mutagenen Stoff und dem Auftreten von
Erbkrankheiten beim Menschen kaum zu
erbringen ist (DFG, 2000), sind Keimzell-
mutagene bisher nur aufgrund erhéhter
Mutationsraten bei den Nachkommen ex-
ponierter Versuchstiere durch in vivo Priif-
methoden zu identifizieren (OECD, 1993:
Richtlinien 421 und 422). Eine Abgrenzung
zytotoxischer von genotoxischen Effekten
ist dadurch jedoch nicht méglich, und auch

die Frage nach substanzabhingiger, ge-
schlechtsspezifischer Keimzellmutagene-
se bleibt offen. In vitro screening Tests mit
Keimzelllinien wiren eine realistische Al-
ternative fiir komplexe und kostenintensi-
ve Segment 1-, 2- und 3-Studien (OECD,
1983) und koénnten eine geschlechtsspezi-
fische Risiskoabschitzung ermoglichen,
immer vorausgesetzt, diese Tests wiiren in
der Lage, toxische Substanzen korrekt zu
klassifizieren (Brown et al., 1995).
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Ziel unserer Studie war die Etablierung
eines in vitro screening Tests zur Unter-
suchung der Keimzellmutagenese mit Hil-
fe embryonaler Keimzelllinien der Maus.
Die neu etablierte embryonale weibliche
Keimzelllinie EG, wurde vergleichend mit
der Fibroblastenlinie 3T3 hinsichtlich ih-
res Potentials zur korrekten Klassifizie-
rung von nicht- und genotoxischen Test-
substanzen erfasst. Die Untersuchungen
basierten auf Zytotoxizititsstudien und der
Ermittlung der Halbhemmkonzentration
(IC,, Wert) im MTT Test nach 3 bzw. 24-
stiindiger Substanzzugabe. Zudem wurden
die Genotoxizititseffekte mit Hilfe des
Schwesterchromatid-Austausch (SCE)
Tests nach 3 bzw. 24 Stunden Substanz-
einwirkung festgestellt. Aus den Konzen-
trations-Wirkungskurven wurde die stati-
stisch signifikante, konzentrationsabhin-
gige Verdopplung des Mittelwertes der
SCE-Rate auf 200% (SCE,,)) im Vergleich
zum SCE-Kontrollwert ermittelt. Mit Hil-
fe der linearen Diskriminanzanalyse wur-
de die Pradiktivitit der zyto- und genoto-
xischen Endpunkte zur korrekten Klassi-
fizierung der Testsubstanzen ermittelt.

2 Material und Methode

2.1 Etablierung der embryonalen
Keimzelllinien

Primordiale Keimzellen (PGC) wurden
aus dem posterioren Abschnitt der Em-
bryonalleiste von 8.5 Tage alten BALB/
¢J Mausembryonen isoliert (Matsui et al.,
1992; Cooke et al., 1993). Die kaudale
Region des Embryo (“primitive streak”
und “allanteis”) wurde mit Hilfe einer
0,125% Trypsin/EDTA Lésung disaggre-
giert und auf Mitomycin-inaktivierten SL/
SL4m20 Fibroblastenzellen ausgesit. Nach
6-tigiger Kultivierung wurden einige Zel-
len mit alkalischer Phosphatase (AP) hin-
sichtlich ihres undifferenzierten Zustandes
iiberpriift. Nach 10-tigiger Primérkultur
erfolgte eine Subklonierung der PGC’s
und erneute Passagen bis hin zur perma-
nenten Keimzelllinie (EG). Eine Weiter-
kultivierung der Keimzellen als undiffe-
renzierte, pluripotente Zelllinien erfolgte
in Anwesenheit von Leukaemia inhibito-
ry factor (LIF) (Evans and Kaufman,
1981; Robertson, 1987). Zur Geschlechts-
bestimmung der embryonalen Keimzell-
linien wurden y-spezifische Sequenzen der
isolierten DNA mit Hilfe der Polymerase
Kettenreaktion (PCR) exponentiell ampli-
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fiziert (Laird et al., 1991) und im Agaro-
segel durch Ethidiumbromid sichtbar ge-
macht.

2.2 Zellkultur

Die BALB/c 3T3 Fibroblastenzellen
(Klon 31, ICN Flow, D-Eschwege) wur-
den in Dulbecco’s modifiziertem Eagle s
Medium (DMEM) unter Zugabe von 10%
fotalem Kilberserum (FCS, PAA), 4mM
Glutamin, 50 U Penicillin/ml and 50 mg
Streptomycin/ml kultiviert. Die EG- Zel-
len dagegen wurden in DMEM unter Zu-
satz von 15% FCS (PAA), 2mM Glutamin,
50 U Penicillin/ml, 50 mg Streptomycin/
ml, 1% nicht essentiellen Aminosiuren,
0.1% B-Mercaptoethanol und 1000 U Leu-
kaemia inhibitory factor (LIF)/ml kulti-
viert. Fiir die Gewinnung von EG-Zellen
war die Zugabe von 20 ng/ml basic fibro-
blast growth factor (bFGF) notwendig.

2.3 Zytotoxizitatsstudien

Zur Bestimmung der zytotoxischen Effek-
te verschiedener Testsubstanzen auf die
weibliche Keimzelllinie EG, und die 3T3
Fibroblastenzellen wurde der 3-(4,5-Di-
methylthiazol-2yl)-2,5-Diphenyl Tetrazo-
lium Bromid (MTT) Test in Abwesenheit
von LIF durchgefiihrt.

Dazu wurden 4.8 x 10* Zellen/200 ul
Medium pro Vertiefung einer 96-well Mi-
krotiterplatte ausgesiit und durch 24-stiin-
dige Vorkultur bis zur exponentiellen
Wachstumsphase gebracht. In standardi-
sierten Protokollen erfolgte die Substanz-
zugabe fiir 3 bzw. 24 Stunden in jeweils 8

verschiedenen Konzentrationen und 6
Replikaten, Losungsmittelkontrollen wur-
den vergleichend erfasst. Die hichste Test-
konzentration ergab sich aus der Toxizitit
bzw. Loslichkeit der Testsubstanzen. Als
zytotoxischer Endpunkt wurde der IC
Wert sowohl fiir EG,- als auch 3T3-Zel-
len als Halbhemmkonzentration des Zell-
wachstums aus den entsprechenden Kon-
zentrations-Wirkungskurven quantitativ
mittels ELISA-Reader ermittelt.

2.4 Studien zur Genotoxizitit

Die etablierten EG,- und 3T3 Zellen wur-
den wiederum in der exponentiellen
Wachstumsphase der Testsubstanz in 5 ver-
schiedenen Konzentrationen im Doppelan-
satz fiir 3 bzw. 24 Stunden ausgesetzt (Ab-
bildung 1). Der Nachweis des Schwester-
chromatid- Austauschs (OECD-Richtlinie
479) erfolgte durch BrdU-Einbau (10° M
BrdU) und anschliefiender firberischer
Differenzierung der unterschiedlich stark
substituierten Chromatiden mittels Fluo-
reszenz-plus Giemsa (FPG)-Technik (Per-
ry and Wolff, 1985). Als genotoxischer
Endpunkt wurde der SCE, ; Wert aus den
Konzentrations-Wirkungskurven der geno-
toxischen und nicht-genotoxischen Test-
substanzen ermittelt. Hierbei handelt es
sich um die konzentrationsabhiingige Ver-
dopplung des Mittelwertes der SCE-Rate
auf 200% im Vergleich zum SCE-Kontroll-
wert. Vergleichend wurden noch die Ver-
dreifachung (SCE, ), bis hin zur Verfiinf-
fachung (SCE, ) des Mittelwertes der
SCE-Rate erfasst.

EG; und 3T3 Zellen

Zytotoxizitat
96-well Platten
4,8 x 10* Zellen / well fir 24 Std

SCE-Test

B-well Platten
4 x 10° Zellen / well flr 24 Std

Testsubstanz in Kulturmedium geldst

| ‘

3 Std 24 Std

+ 21 Std Kulturmedium

i

+ 2 Std: 20 pl MTT-Losung

Entfernen der MTT-L&sung

MTT Zelllysis Gemisch / Elisareader

' }

3 Std 21 Std + BRDU

+18 Std Kulturmedium/BRDU

+ 3 Std: + Colchicin: 10 pg/ml

Zytogenetische Standardtechniken

Fluoreszenz-Plus-Giemsa Methode

Abbildung 1: Zytotoxizitats- und Genotoxizitédtsansatz fir EG, und 373 Zellen
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2.5 Testchemikalien

Als Standard-Referenzmutagene wurden
Ethylnitrosoharnstoff (ENU, CAS-No
759-73-9), Methylnitrosoharnstoff (MNU,
CAS-No 684-93-5), Methylmethansulfo-
nat (MMS, CAS-No 66-27-3), Hydroxy-
harnstoff (HU, CAS-No 127-07-1) und
Mitomycin C (MMC, CAS-No 50-07-7)
verwendet. Penicillin G (CAS-No 69-57-
8), Saccharin (82385-42-0) und L-Ascor-
binsédure (CAS-No 134-03-2) dienten als
Negativkontrollen.

3 Ergebnisse

3.1 Zytotoxizitatsstudien

Die zytotoxische Wirksamkeit der 5 gete-
steten Mutagene auf die EG - Keimzellen
ergab folgende hierarchische Ordnung
(siehe Tab. 1):

MNU, ENU) weder im 3 Stunden noch
im 24 Stunden Ansatz bei hchster Test-
konzentration ein IC, Wert ermittelt wer-
den. Selbst eine Exposition der 3T3 Zel-
len auf die stark zytotoxisch wirksamen

Testsubstanzen MMC und MMS fiihrte
nur bei extrem hoher Substanzkonzentra-

tion zu vergleichbaren IC_ Werten im 3
und 24 Stunden Ansatz. Mit den drei ge-
notoxischen Negativkontrollen dagegen
konnten bei der Fibroblastenlinie 3T3 im
24-stiindigen Testansatz IC, Werte ermit-
telt werden.

3.2 SCE Studien zur Genotoxizitit

Zur Beurteilung der Relevanz des SCE,
Wertes als toxikologischen Endpunkt
wurden die EG,—und die 3T3 Zellen den
5 Mutagenen und den 3 Negativkontrol-

len in Ubereinstimmung mit den Zytoto-

reicht werden. Keine der positiven Test-
substanzen induzierte bei den 3T3 Zellen
eine Verdopplung des Mittelwertes der
SCE-Rate.

3.3 Pradiktivitit der zytotoxischen
und genotoxischen Endpunkte

Mit Hilfe der linearen Diskriminanzana-
lyse (Backhaus et al., 1996) ergab sich aus
der vorliegenden Studie, daB} eine korrekte
Klassifizierung der ausgesuchten Testsub-
stanzen in die beiden Klassen: nicht und
stark genotoxisch mit Hilfe eines einzi-
gen Endpunktes erfolgen konnte. Als ge-
eignete Endpunkte wurde der SCE, , Wert
der Keimzelllinie EG_im 3 Stunden, oder
im 24 Stunden Ansatz und der IC,, Wert
nach 3-stiindiger Exposition ermittelt.
Anhand der abgelesenen SCE,  /bzw. IC, |
Werten aus den Konzentrations-Wir-

Tab. 1: In vitro Zytotoxitédtstest der EG, und 3T3 Zellen (IC,, Werte) mit 5 positiven Mutagenen und drei genotoxischen
Negativkontrollen im 3 und 24 Stunden Ansatz

Testsubstanz ICs0 (ng/ml) EG, 1Csp (1g/ml) 3T3
3std 24Sid 3Std 245td
Mitomycin C (MMC) ) 0,7 >20* 20
Methylmethansulfonat (MMS) 70 22 140 140
Hydroxyharnstoff (HU) 130 30 >3000 * >3000 *
Methylnitrosoharnstoff (MNU) 490 285 >750 * >750 *
Ethylnitrosoharnstoff (ENU) 800 310 >1000 * >1000 *
Ascorbinséure >1000 * 860 285 200
Penicillin G >3000 * >3000 * >3000 * 975
Saccharin >15000 * 12750 >15000 * 7250

“kein IC,, Wert konnte bis zur hochsten Testkonzentration erreicht werden (limitierter Faktor: Substanzlslichkeit)

MMC wurde als die stiirkste zytotoxisch
wirksame Substanz ermittelt, und zwar mit
einem IC, Wert von 0,7 ug/ml im 24 Stun-
den Ansatz und 4 pg/ml im 3 Stunden
Ansatz, gefolgt von MMS, HU und MNU.
Der geringste zytotoxische Effekt erfolg-
te durch Exposition der EG,- Keimzellen
auf ENU, sowohl im 3 Stunden, als auch
im 24 Stunden Ansatz. Keinerlei zytoto-
xischen Effekte wurden durch Einsatz der
drei genotoxisch negativen Testsubstanzen
(Penicillin G, Saccharin, Ascorbinsiiure)
im 3 Stunden Ansatz hervorgerufen, wo-
hingegen eine 24-stiindige Substanzzuga-
be nur bei extrem hoher Konzentration zu
einer Halbhemmkonzentration (IC_ Wert)
bei Saccharin und Ascorbinséure fiihrte.

Bei der Fibroblastenlinie 3T3 konnte
hingegen mit 3 der 5 Mutagene (HU,

ALTEX 18, 2/01

xizititsstudien fiir 3 bzw. 24 Stunden aus-
gesetzt, wobei die SCE-Normalverteilung
bis hin zur hichsten Testkonzentration
(SCE,~SCE, ) erhalten blieb. Auffillig
war, daf} die EG, — Keimzellen hinsicht-
lich des genotoxischen Endpunktes we-
sentlich sensitiver auf alle Mutagene rea-
gierten als in den Zytotoxizitiitsstudien. Es
ergab sich die gleiche hierarchische Ord-
nung bis auf eine Ausnahme (siehe Tab.
2), denn bei der Reaktion der Keimzellli-
nie EG, auf die Testsubstanz ENU zeigte
sich eine verstirkte genotoxische Sensiti-
vitiit, sowohl im 3 als auch im 24 Stunden
Ansatz. Erwartungsgeméf konnte mit den
3 Negativkontrollen (Penicillin G, Saccha-
rin, Ascorbinsidure) weder im 3 noch im
24 Stunden Ansatz eine Verdopplung des
Mittelwertes der SCE-Rate auf 200% er-

kungskurven wurden 100% der ausge-
wihlten Testsubstanzen in vitro korrekt
klassifiziert (Tabellen 1 und 2).

4 Diskussion

Mit Hilfe der vorliegenden Studie wur-
den sowohl die Grenzen der Zelllinie 3T3
aufgrund ihrer geringen Sensitivitit ge-
geniiber den gewihlten Endpunkten aus
dem Bereich der Zytotoxizitit und Geno-
toxizitit aufgezeigt, als auch die beson-
dere Eignung der embryonalen weibli-
chen Keimzelllinie EG_ fiir die Bewerfung
eines Stoffes beziiglich der MAK-Anfor-
derungen (DFG, 2000) zur Identifizierung
potentieller Keimzellmutagene unterstri-
chen. Eine Bewertung der Eignung der
miinnlichen Keimzelllinie EG, steht zur
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Tab. 1: In vitro Gentotoxitétstest der KeimzelllinieEG, (SCE,, Wert) mit 5 positiven Mutagenen und drei genotoxischen
Negativkontrollen im 3 und 24 Stunden Ansatz

Testsubstanz SCEzp Wert EG3 (ug/ml)
3 Std 24 Std

Mitomycin C (MMC) 0,0095 0,0014
Methylmethansulfonat (MMS) 0,225 0,16
Ethylnitrosoharnstoff (ENU) 3,475 4,25
Hydroxyharnstoff (HU) 12,75 2,15
Methylnitrosoharnstoff (MNU) 26,5 22,5
Ascorbinsédure > 1000 * > 1000 *
Penicillin G > 3000 * > 3000 *
Saccharin > 15000 * > 15000 *

“kein SCE,, Wert konnte bis zur hdchsten Testkonzentration erreicht werden (limitierter Faktor: Substanzldslichkeit)

Zeit noch aus. Wertvolle Informationen
iiber die Zuverlidssigkeit unseres in vi-
tro Pridiktionsmodells zur korrekten
Klassifizierung in die beiden Klassen:
nicht und stark genotoxisch wird die Er-
weiterung des Spektrums der Testsub-
stanzen entsprechend der MAK-Werte-
Liste erbringen. Langf{ristig gesehen er-
scheint uns eine Reduktion in der Rate
der korrekten Klassifizierung durch Ver-
breiterung der Testsubstanzklassen un-
umgiinglich, gleichermaBen wird eine
Kombination verschiedener Endpunkte
zu einer verbesserten Einordnung in die
Klassen nicht-, schwach und stark ge-
notoxisch nétig sein, aber die Etablie-
rung embryonaler Keimzelllinien er&ff-
net zumindest eine realistische in vitro
Alternative zur geschlechtsspezifischen
Keimzellmutagenese und Risikoabschiit-
zung.
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