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‘Beeinflussung der DNS-Reduplikation
kultivierter embryonaler Skelettmuskelzellen
durch das Herbicid 2,4-Dichlorphenoxyessig-
stiure ' ' ' :

D, Preiss, D, Haag und Kl. Goerttler

Pathologir.chcs Institut ([ns;titutc fiir - Allgemeine Pathologie .
und Pathologische Anatomic und Institut ftir Vergleichendes
und Experimentelle Pathologie} der Universitit Heidelberg

Das synthetische Auxin 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure (2,4-D)
wirkt durch Stcigerung der Athylenproduktion selcktiv her-
bicid auf breitblittrige Pflanzen [1]. Intoxikationen durch
2,4-D crzeugen bei SAugetieren Myotonie-dhnliche LLrschei-
nungen [2] und erweitern: das. transversale tubuldre System
im Myokard [3]. Zur Klirung einer bisher nur verinutcten
* Wirkung auf die Nuklcinsiure-Sythese wurden 2,5 mMol Na-
Salz von 2,4-D pro Liter Nihrmedium 11 Tage alten Kulturen
von embryonalen Hithnchen-Skelettmuskelzellen zugesetzt,
Die 22 bzw. 44 h spiiter in 06 proz. Alkohol fixierten Zellen

wurden zur Darstellung der Zeltkern-DNS nach einer modi- -

fizierten Feulgen-Mcthode [4] fluorochromiert. Als Kontrollen
dienten Parallelkulturen von Zellen in 2,4-D-freiem Medium.
Die dem DNS-Gehalt dirckt proportionalen Fluoreszenz-
Intensititen des Zellkernes wurden durch Auflicht-Anregung
mittels Mikroskop-Photometer {Zeiss) gemessen.

Dic Ergebnisse der fluorometrischen DN S-Bestimmungen sind
in Fig. 1 zusammengefalt und die relativen Haufigkeiten der
MeBwerte als Histogramme, d.h. als Funktionen des DNS-
Gehaltes dargestelit. Jeder Kurve licgen 300 Einzelmessungen
. .innerhalb cines Zellkollektivs zugrunde. In den . mit 2,4-D
behandelten Kuituren ist nach 22h und nach 44 h (Fig. 1a
und b) der Anteil von Zellen in der S-Phase gegenliber den
Kontrollen deutlich vermehrt. Dies kann durch. Verlingerung
der relativen S-Phasendauer innerhall des Zellzyklus bzw.
. durch Verminderung der DNS-Syntheseleistung undjoder
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Fig. 1. Relative Hiufigkeiten fluorometrisch ermittelter DNS-
Gehalte in Kernen.embryonaler Skelettmuskelzellen. a) 22 h,
U} 44 h nach Zugabe von 2,4-D zum Kulturmedium. Abszissen--
teilung in DNS-Aquivalenten des haploiden Chromosomen-

7 satzes.
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Tabctle 1. Zustz.mtlsphnscn der chlkcfnc kuitivierter embryo-.

nater Skelettmuskelzellen 22 bzw. 44 h nach Zugabe von

2,5 mMol des Na-Salzes von 2,4-Dfl Nahrmedium aufgrund

cytophotometrischer Daten

Phascnanteil [%] -

G, s {Gy+ M)
" Kontrolle (22h) 66 .. 16 13
24D (22h) 47 28 25
Kontrolle {44 h) 45 16 39

2,4-1) {44 h) 67 22 - 1

durch Stimulierung von Zellen in der G,-Phase zur DNS-
Synthese infolge der Einwirkung des 2,4-D bedingt sein.
Eine Stimulicrung der DNS-Synthese durch 2,4-D miBte auch
zur Vermehrung des Anteiles von Zellen in der G,-Phasc und
M-Phase fishren. Hierfiir bestehen nach 22 h bestenfalls ge-
ringe, nach 44 h aber gegentcilige Anzeichen (Tabelle 1):
Wiihrend sich in den Kontrolipriparaten von 22 bis 44 h nach
Versuchsbeginn bei konstant bleibendem Anteil von S-Phasen
cine Abnahme der diploiden Werte. zugunsten hdherer DNS-
Werte ergibt (Ploidisicrung mit zunehmender Kulturdauer),
sinkt nach 44 h 2,4-D-Behandlung der entsprechende Zell- -
anteil in der tetraploiden bzw. {Gy+ M)-Phase ab. Morpho-
logisch fanden wir zu diesem Zeitpunkt Zellunterginge. mit
Chromatin-Einschmelzung, Kernfragmente und eine erhebliche
Verminderung der cytoplasmatischen Anteile. Daraus darf
abgeleitet werden, dall 2,4-D in mMol-Konzefitration auch in

.den DNS-Reduplikationsmechanismus von Warmbliiterzellen

eingreift, wobei zusaminen mit einer reduzierten DNS-Syn-
theseleistung cytotoxische Effektc sichtbar werden,

Folgerung: Bei der verbreiteten landwirtschaftlichen Anwen-
dung von 2,4-D und chemisch verwandten Herbiciden sind
Rilckstande auch in pflanzlichen Nahrungsmitteln zu erwarten,

 mit eincr den Insckticiden entsprechenden Gefihrdung. Be-

kannt sind bercits mitochondriale Verinderungen 2,4-D-
behandelter Pilanzenzellen [§, 6]; iber ein vermehrtes Auf-
treten kongenitaler Schiden in Gebieten mit exzessiver
Herbicid-Anwendung wurde diskutiert {7]. Der anscheinend
wihrend der DNS-Reduplikationsphase wirksam werdende
cytotoxische 2,4-D-Effekt konnte fir dic Entwicklung neuer
Cytostatica verwertet werden, zumal eine grole Gruppe dhn-
lich* wirkender synthetischer Auxine Gemeinsamkeiten in der
chemischen Konstitution aufweist {8, 9]. :
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Enzymatic Functions as Targets of the Toxicity
of “Dioxin” (2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo~
p-dioxin) ‘

_'N. P. Buu-Hoit, Pham-Huu Chanh, {Miss) G. Sesqué,

{Mrs.) M. C. Azum-Gelade, and G. Saint-Ruf
Centre National de la Recherche Scientifique, Paris, France

‘“Dioxin"’ (2,3,7,8-tctra.chlor0dibcnzo-p—cﬂoxin) {I), a contam-
inant of herbicides derived from 2,4.5-trichlorophenoxyacetic
acid, and which can also be formed directly from this last
acid [1], is one of the most potent toxic (2] and teratogenic (3]
compounds known. Its mode of action is unknown, although

" its biclogical characteristics such as delayed action (a nininum

latency period is necessary before the death of the at.limals

t Deceased ]anuary.zs. 1972.
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tinistered), and high potency as an enzyme - -+ 4],
supest that this could be of a ciscade-type invol . series
of biochemical lesions. We have thercfore inve «d the
clfect on the enzyme equipment of rats intoxic: ith (I),
. 80 as to define the targets of this biological da-
Adult Wistar rats (104 and 102} weighing 21 ‘g were
“given a siogle dose of 10 mg of {TI}/kg in olive r intra-
peritoneal injection; the controls (103 and 1o ad the -
solvent alone, Botb treated rats and controls rec normat
dict and water ad Libitum. After 10 days, blood '8 were
taken by cardiac puncture and the levels of 'Towing
Serum enzymes were measured: glutamic oxai trans-
atninase {G.0.T.) [5], glutamic PYruvic transam: ....: . PT.}

i74 : Kutza Originalmitteilungen

oeeurs, cven when doses far superior to the 117, i ad-

© [51, aldolase . (Ald.) [6]. lactic dehydrogenase {L.DH.)

Enzyme . Sex® Controls Treated
5.G.0.T.a 3+ ¢ 65.21 & 4.19 344.38 + 40,084
S8.G.P.T.» ¢+ 9 32884 1.55 43.64 & 3.87¢
Ald.» d+ ¢ 2748+ 1.74 20.30 + 2.83¢
L.DH,s d+ 9  473.60 L 31.73 716.83 + 76.841
Hb.DH.» d+ 9 250.44 4+ 28.01 389.92 4 41,02t .
A.Pb d+ & 1786+ 1.22 17.14 4+ 1.26¢
AE. ¢ {d‘ “333.20 4+ 19.05 165,60 + 28.814
= g - 316.80+ 14.50 213.60 + 6.734
Ch.E.c {d‘ T 1688+ 213 4404 0.644
B ? 13.48 4+ 1.61 3.224 0.85d

(71,
hydroxybutyric dehydrogenase {(Hb.DH.) {81, alkaline phos-
phatase (A.P.) [9], arylesterase (A.E.} (10}, and cholinesterase
{Ch.E.} {10}, The results, analyzed statistically by Student’s
t-test, are given in Table 1,

Table 1. Effect of (I} on serum enzyme levels

- @& Expressed in mIUj'ml. b Expressed in Bedansky units, © For

A.E., results expressed in mg of phenyl acetate hydrolyzed in

.th by 1ml of serum; for Ch.E., resuits expressed in mg of

acetylcholine hydrolyzed in 1 h by 1 ml of serum. 4 Statis-
tically highly significant., e Non-significant. [ P« g.02;

€ Scparate figures for & and 9 given only when there are - i

statistically significant differences.

Table 2. Effects of (I)‘ on bleod serum components in rats.

_ {d and Q) )

Component: Unit Controls ~ Treated
Glucose gl 147 £0.04 - ' 0.68 4 0.038.
Cholesterol  g/I 2.374+0.1 2654 0.15b
Urea g/l 0.34 4 0.02 0.43 4 0.03¢
Total Lipids - g/1 3.7940.15 6.25 4+ 0.434
Protein - g/l 69.79+1.58 . 57.1 + 1.9358
Bilirubin mgf100ml  3.16+0.3 23.57 4+ 4.804
Sodium . mEqjl . 146.0 +241 ° 13925+ 3.31¢
Potassium mEq/L 4.87 +0.30 - 54240410
Chioride mEq/l 1024 +0.74% 99.6 4 1.5b

» P<0.00t. P Non-significant. © P<0.02. ¢ Highly signif-
icant, i

It is evident from Tabled that "dioxin" produces deep
perturbations in scveral enzymatic systemns in rats; the dis-
turbance may be a decrease {particularly remarkable in the
casc of cholinesterase) or an increase {particularly considerable
in the casc of 5.G.0G.T.). . .

Table 2, which records the effect of {I) on the main components
of blood serum, also shows a profound disturbance in the
homeostasis indicating, infer alia, that the liver is one of
the main targets of “dioxin” intoxication. Histopathologic
evidence of this damage to the liver and to other target organs
(notably the thymus and heart) will be presented in a separate
paper,
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Organs as Targets of “Dioxin" (2,3,7,8-Tetra-
chlorodibenzo-p-dioxin) Intoxication

- N. P. Buu-Hoit, Pham-Huu Chanh, (Miss) G. Sesqué,
{Mrs)) M. C, Azum-Gelade, and G, Saint-Ruf

Cent.re National de la Recherche Scientifique, Paris, Fi’ancc

In previous papers {1, 2], we showed by means of enzyme
studies that the liver is a main target of intoxication by the
extraordinarily potent toxie and teratogenic agent “"dioxin’’
(2.3.7,8-tctrnch[orod’ibcnzo-p-dioxin) (I). The present paper
supplies anatomo- and histopathologic evidence of damage to
this organ, and to other organs which we have also found

to be profoundly affected within the short duration {10 days)

of our éxperiment, ,

Wistar rats (104 and 10 9} weighing 210'% 20 g were given

a single dose {10 mg/icg} of (I) by intraperitaneal injection in

olive oil; the controls {104 and 109) received the solvent only.

Al the animals received a normal diet and water ad libitum.
" The treated animals lost considerable weight as from the

J

SRS
-1

"Fig. 1a and b Effect of ""dioxin”" intoxication on liver and
thymus. a) Hepatocyte deterioration: Steatosis, karyociasia,
voluminous plasmadial forms ( x 250). b) Inverted picture of
thymus structure (% 62.5) ’

t Deceased January 28, 1972,
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2nek day of the experiment, and by the 10th day they weighed
60-80 p'less than at the start, whereas the controls had gained
©60-70 g, Hacmatologic examination showed a highly signif-
icant increase (Student's f-test) in the hacmatoerit {controls;
39.56 4- 0.9; treated: 49.25 .)- 2.37), significant increase in. the
leukocyte count (controls: 5912 4 308; treated: 7315k 451)
with a dccrease of lymphocytes  (controls: 799, 4. 1.64;
treated: 619%, o 11) and augmentation of polynuclear neutro-
phils (controls: 17.9% 4-1.8; trcated: 37.3 4 11).. However,
-no significant cffcct was made on the bone marrow within
this bricf period, o
All the treated animals had -hepatic lesions, the females being
more severely affected. The lobules were reshaped by im-
portant centrilobylar stasis dissociating the Remocke trabe-
culac (pronounced anisokaryosis, frequent binucleation, cyto-
plasm loaded with chromophobe vacuoles and hyaline inclu-
gions), and by a focal hyperplasia of the Kupifer cells; along-
side the binucleated hepatocytes, voluminous plasmodes were
often present. These findings were already prominent by the
Gth day (Vig. ta).
Apart from these hepatic Icsions, which confirm the biochem-
ical findings rcported (1, 2], two other organs manifested con-

siderable involvement. The modifications sustained by the

fhymus ranged from diffused pyknosis of the thymocytes to
an inverted picture of the strycture {migration of thymocytes

towards the medulla} or total involution; these lesions werc -

" - manifest as early as the 5th day (Fig. 1b). This thymus involve-

ment explains the particularly pronounced toxicity of (I) in
young animals. The third organ to undergo considerable change
was the hearl, the animals presenting a valvulitis with erosion

o
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of the endocardium on the ventricular face of. the valves,
fibrinoid thrombi, and ocdema of the valves which were
thickened by fibrobiastic proliferation. Focal lesions . [ocated
deep in the myocardium were ailso observed, with a dis-
appearance of myofibrillie and interstitjal polynuclear in-
filtration, At the same time, intra-arterial fibrino-leukocyti-
thrombi, periarteriolar {ibroblastic reactions,
alveolitis were seen in the lungs.

These target organs suffered qualitatively the same damage
when a considerably smaller dose, i.e., 1 mg/kg, of (1) was
administered, ' :

The pathological deterioration observed in the liver and heart,
and, to a lesser degree, the lungs, of rats, is simjlar to that

'reported by Allen and Carstens [3] in an experiment . with

nionkeys on'a long-term diet“which included a toxic fat con-
taminated with a “chick edema factor” which was later found
to contain chloro derivatives of dibenzo-p-dioxin including (1)
itself [4]; the thymus was not included in their study.

We thank Dr. 8. S. Epstein, Cleveland, Ohio, for helpful dis-
cussions and advice.
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Otto Hohn — Eine Bilddokumentation, Von Ernst Berninger.
Manchen: Heinz Moos 1969. 106 5., 137 Abb., DM 18,

Das Buch ist cin dokumentarischer Bericht iiber einen anferge-
wohnlichen Menschen und ‘sehr erfolgreichen Forscher. Die
bebilderte Biographie ist in sich vollstindig und umfassend,
wenn es auch zu beklagen ist, dab historische, wissenschaftlich
" interéssante Dokumerite und ein Teil des Schriftwéchsels im
Arbeitszimmer Otte Hahns durch Kricgscinwirkung ~ ver-

"« nichtet worden sind. Hahns Charakter, scin Charme, scine

Klugkeit — Wceisheit — sprechen aus dem Buch, wic wir,
scine Schiiler, ihn kannten. Ein Wissenschaftler hohen Ranges,
sicher im Leben und sciner Umwelt stehend, kontaktireudig
und heiter erscheint cr uns als éine Persénlichkeit, die in
ihrer Art cinzigartig war und bleiben wird. Ein intercssantes
Buch 0ber cinen Deutschen, aber zuglteich auch ber eine
vergangenc und viclseitige Epoche der hohen Zeit der Wissen-
sihnft in Deutschiand, W. Seeimann-Eggebert {(Karlsruhe)

El::stischc. piezoelektrische, - piezooptische, ' elektro-
optische Konstanten und nichtlineare dielektrische
Suszeptibilititen von Kristallén.,” Von * R, Bechmann,
R. F. 8’ Ifearmon und S. K. Kurtz (Landolt-Bornstein, Neue
Serie, Gruppe I1I, Bd. 2. Hrsg. K.-H. Hellwege und A. M.
Hellwege). i3erlin-Heidelberg-New  York: Springer 1969.
23235, 196 Abb,, DM 136,—, § 37.40.

Nur 3 Jahre nach dem Erscheinen des 1. Bandes der Gruppe 11T

»Kristall- und Festkdrperphysik” (Neuc Seric) hat sich cin”

Erginzungsband als notwendig erwicsen. Er bringt Neube-
stimmungen und lLrginzungen zu den clastischen, piezo-
clektrischen, piezooptischen und clektrooptischen Konstanten,
sowie zu deren Temperatur- und Druckkocffizienten. Dic
Literatur ist bis etwa Mittc 1968 erfalt. Der vorliegende

2. Band ist aullerdem stofflich erweitert um Angaben tiber dic:

Elastizititskonstanten dritter Ordnung, itber die Erzeugung
optischier Oberwellen von Licht in Kristallen {unter Einschiul
einzviner schr genauer Messungen von Brechungsindizes) und
Olber clektrooptische Konstanten zweiter Ordnung. Die
Kapitel werden zuginglich gemacht durch klar abgefaGte
dusfuhrliche Einfohrungen, die aus der ersten Ausgabe

(gestrafft) tibernommen sind. Der Zusammenhang zwischen
den kristallographischen Eigenschaften wird cureh viclfache
Querverweise hergestellt, Ein gemcinsames, nach Bruttoformeln
alphabetisch geordnetes Sitbstanzverzeichniserschlielt und ver-
bindet den Inhalt beider Biinde. Leider sind hierin keine Hin-
weise auf dic Art der nachgewiesenen Daten enthalten. — Beide
Bénde gehéren zusammen und sollten in keinem Institut fehlen,

dassich mit Festkérperphysik oder Kristallographic beschiftigt;

sei es grundlagemiBig, sei es hinsichtlich der Entwickiong neuer
physikalischer Bauaggregate, Gerade die ney zugefligten Kapitel
sind in diesemn Arbeitsbereich von besonderer Aktnalitat,

A. Neuhaus (Bonn)

Theorie und praktische Anwendung von Komplexbild-
nern. (Methoden der. Analyse in der Chemie, Bd. 9). Von

F. Umland, A. Janssen, D. Thierig und G. Wansch. Frankfurt/ .

Main: Akademische Verlagsgeselischaft 1971. 760 S., DM 150,

This treatise has 2497 refcrences and offers an extensive
discussion of .complexes, mainly with multidentate oTganic
ligands, in gravimetrie, volumetric, photometric and fluoro-

. metric quantitative analysis of virtually all elements. The

theoretical introduction is rather weak and relies on the ar-
chaic hybridization theory; thus, on page 13, the possibility
is left open that square-planar (this redundant word ought to
be “quadratic’’) copper (I1) complexes contain one 4p clee-
tron. On the other hand, the gencral description of what
ligating atorns are preferentially bound to a given central
atom is quite instructive. The text contains detailed prescrip-
tions for a large number of specific methods, and highly useful
tables. The sources of errors and interference are carefully
discussed. ‘This book, representing a tremendous amount
of critical study of the literature, can be recomimended to
everybody interested in inorganic analytical chemistry. A
specific aspect is the discussion of diphenyliborate derivatives.

C.K, jergensen {Genf)

Colour Chemlstry. By R. L. M, Allen, London: Nclson 1971.

3365, 85,

Ungeachtet der lawinenartig zunchmenden Bedcutgng‘dci'
Kunststoffe bleiben die technischen Farbstoffe ein wichtiges,

L

and foeci of-




