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Nachtrag 2002

MAK-Wert (1998) 0,1 mg/m*E

Spitzenbegrenzung (2002) Kategorie ll, Uberschreitungsfaktor 8
Hautresorption (1966) H

Sensibilisierende Wirkung -

Krebserzeugende Wirkung (1998) Kategorie 4

Fruchtschadigende Wirkung (1998) Gruppe C
Keimzellmutagene Wirkung -

BAT-Wert (2000) 25 pg/l Serum

Lindan wurde 1998 in die Kategorie 4 fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe eingestuft.
Nach den damals giiltigen Kriterien war eine Einstufung in eine Kategorie fiir erbgut-
verandernde Arbeitsstoffe nicht erforderlich. Da mittlerweile neue Kriterien fiir die
Einstufung von Stoffen in Kategorien fiir Keimzellmutagene erarbeitet wurden (vgl.
Begriindung ,,Keimzellmutagene* 2000 unter ,,Allgemeines®), beschéftigt sich der vor-
liegende Nachtrag mit einer Bewertung der Daten zur Genotoxizitit und Mutagenitét
von Lindan im Hinblick auf die neu definierten Einstufungskriterien. Im Zuge der
Uberarbeitung der Kurzzeitwert-Kategorien erfolgt eine Uberpriifung der Spitzenbe-
grenzung.

Genotoxizitat

Basierend auf der Begriindung von 1998 werden die Befunde zur Genotoxizitit von
Lindan in vitro und in vivo zusammenfassend dargestellt, durch seither veroffentlichte
Ergebnisse ergédnzt und hinsichtlich ihrer Relevanz beziiglich einer Einstufung in eine
der Kategorien fiir Keimzellmutagene iiberpriift. Dabei wird vor allem auf einstu-
fungsrelevante Befunde niher eingegangen.

Im vorliegenden Nachtrag sind nur Untersuchungen beriicksichtigt, die mit der Rein-
substanz durchgefiihrt wurden.

In vitro

Lindan wurde in zahlreichen In-vitro-Testsystemen beziiglich genotoxischer bzw.
mutagener Wirkungen gepriift. Eine ausfiihrliche tabellarische Ubersicht iiber die bis
1996 durchgefiihrten Untersuchungen und die erhaltenen Ergebnisse findet sich bei
DECOS (2001).
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Die Testung von Lindan in verschiedenen bakteriellen Testsystemen lieferte keine Hin-
weise auf eine DNA-schiddigende bzw. mutagene Wirkung der Substanz. In Siugetier-
zellen induzierte Lindan weder SCE, DNA-Reparatursynthese, Genmutationen noch
Chromosomenaberrationen (Begriindung 1998; DECOS 2001). Dagegen fiihrte es in
verschiedenen Zelltypen zur Induktion von DNA-Strangbriichen. Diese Wirkung des
Lindans, die auch in verschiedenen In-vivo-Systemen nachgewiesen wurde, soll im
Folgenden ausfiihrlicher dargestellt werden.

DNA-Strangbriiche

Mittels der Technik der Alkalischen Elution wurde die Erzeugung von DNA-Einzel-
strangbriichen in primiren Rattenhepatozyten durch Lindan untersucht. Nach einstiin-
diger Behandlung der Zellen mit 0,03 oder 0,3 mM Lindan wurde eine erhohte
Geschwindigkeit der DNA-Elution beobachtet, ein Hinweis auf eine Induktion von
Strangbriichen. Der Anteil Trypanblau-negativer Zellen nahm gegeniiber der unbehan-
delten Kontrolle bei 0,03 mM auf 86% und bei 0,3 mM auf 58% ab, ein deutlicher
Hinweis auf zytotoxische Wirkungen der Behandlung (Sina et al. 1983).

Unter Inkubations- und Analysebedingungen, die den von Sina et al. (1983) beschrie-
benen sehr dhnlich waren, wurde nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit
0,625-1,0 mM Lindan keine Induktion von Strangbriichen gefunden. Eine Trypanblau-
Farbung der Zellen lieferte keinen Hinweis auf eine Zytotoxizitit der Behandlung
(Pool-Zobel et al. 1993).

Keine Induktion von DNA-Strangbriichen konnte auch im Comet-Assay in menschli-
chen peripheren Lymphozyten nachgewiesen werden, die eine Stunde mit 1 mM Lin-
dan inkubiert worden waren (Pool-Zobel et al. 1993).

Dagegen wurde in isolierten epithelialen Zellen der Nasenschleimhaut und der Magen-
schleimhaut von Ratten nach einstiindiger Inkubation mit 0,125-1,0 mM Lindan eine
erhohte Strangbruchhiufigkeit nachgewiesen. Die Trypanblau-Fiarbung der Zellen
ergab keinen Hinweis auf eine nennenswerte Zytotoxizitit (Pool-Zobel et al. 1993).
Ahnliche Ergebnisse wurden in einer zweiten Serie von Experimenten erhalten (Pool-
Zobel et al. 1994).

In menschlichen, aus Biopsiematerial gewonnenen Zellen der Nasenschleimhaut indu-
zierte eine einstiindige Behandlung mit 0,25 oder 0,5 mM Lindan ebenfalls DNA-
Strangbriiche. In menschlichen Magenschleimhaut-Zellen wurden unter gleichen
Bedingungen dagegen keine nachweisbaren Strangbriiche induziert (Pool-Zobel et al.
1994).

Die Wirkung von Lindan auf die Haufigkeit von DNA-Strangbriichen in isolierten Zel-
len aus verschiedenen Bereichen der Schleimhaut der menschlichen Nasenmuschel
wurde mit Hilfe des Comet-Assays untersucht. Dabei wurden die Zellen 1 Stunde mit
Konzentrationen von 0,5, 0,75 oder 1,0 mM inkubiert. Es wurde eine konzentrations-
abhingige, bei allen Konzentrationen statistisch signifikante Erhohung (p<0,001) der
DNA-Migration, d.h. der Linge der DNA-,, Kometen®, gefunden. Die Zellen der mitt-
leren Nasenmuschel waren bei allen Konzentrationen empfindlicher gegeniiber der
Strangbruch-induzierenden Wirkung als die der unteren Nasenmuschel. Der Mittelwert
der DNA-Migration der Zellen der mittleren Muschel stieg von 29,1+8,84 um in den
unbehandelten Zellen auf 86,2+16,65 pum in den mit 1 mM Lindan behandelten Zellen
an. Sehr dhnliche Ergebnisse wurden mit Pentachlorphenol in den Konzentrationen
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0,3-1,2 mM erhalten. Die Zytotoxizitit der Behandlung mit Lindan wurde durch
Trypanblau-Firbung kurz vor Abschluss der Inkubation bestimmt. Nach Angabe der
Autoren konnte eine eventuelle Zytotoxizitit bei dieser Substanzkonzentration ausge-
schlossen werden (Tisch et al. 2001). Genauere Angaben liegen jedoch nicht vor.

In der menschlichen Leukimie-Zelllinie HL-60 verursachte Lindan nach zweistiindi-
ger Inkubation bereits bei der niedrigsten getesteten Konzentration von 50 pM eine
DNA-Fragmentierung, die sich bei der Analyse der isolierten DNA durch Agarose-
Gelelektrophorese als ,,DNA-Laddering®, ein Charakteristikum apoptotischer Zellen,
darstellte. Die von typischen Apoptose-Anzeichen begleitete DNA-Fragmentierung
konnte anhand von Kontrollexperimenten auf eine Erhthung der intrazellulidren Ca™*-
Konzentration und eine Aktivierung Ca*"-abhingiger Endonukleasen zuriickgefiihrt
werden (Kang et al. 1998).

In der menschlichen transgenen lymphoblastoiden Zelllinie MCL-5, die verschiedene
humane Cytochrom-P450-Formen exprimiert, bewirkte Lindan in Konzentrationen
von 0,16-1,56 mM im Comet-Assay eine anndhernd lineare Erhohung der Schweif-
linge der DNA-,, Kometen*. In Gegenwart der DNA-Reparatur-Hemmstoffe N-Hy-
droxyharnstoff und Cytosinarabinosid war die Wirkung des Lindans ca. 1,9-fach stér-
ker. Dieser Befund deutet darauf hin, dass zumindest ein Teil der Lindan-induzierten
DNA-Schiden durch Exzisionsreparatur repariert werden kann und demnach nicht auf
apoptotischen Prozessen beruht. Die eingesetzten Lindan-Konzentrationen waren nicht
zytotoxisch (Martin et al. 1999).

In vivo

Untersuchungen an Somazellen

Kovalente Bindung an die DNA

Nach oraler Applikation von radioaktivem Lindan an NMRI-Miuse wurde in der Leber
der Tiere eine sehr geringe kovalente Bindung (“Covalent binding index*, ,,CBI*, von
0,02-0,1) ermittelt (Begriindung 1998; Sagelsdorff et al. 1983).

DNA-Strangbriiche

Die Wirkung von Lindan auf die Hiufigkeit von DNA-Strangbriichen in der Schleim-
haut der Nase, des Magens und des Kolons sowie in peripheren Lymphozyten mann-
licher Sprague-Dawley-Ratten wurde untersucht. Zur Bestimmung der Wirkung auf
die Nase wurden die Tiere inhalativ gegen Lindan in den Konzentrationen 0,3 oder
3 mg/m°® in Form einer Mischung aus Dampf und Aerosol ausschlieBlich iiber die Nase
exponiert. Die aufgenommene Menge wurde, unter Zugrundelegung einer angenom-
menen 100%igen Resorption, zu ca. 10 bzw. 100 pg/kg KG berechnet. Die Wirkung
auf die Schleimhaut des Magens und des Dickdarms sowie auf die Lymphozyten wurde
nach Applikation von 60 mg Lindan/kg KG per Schlundsonde (nach Angabe der Auto-
ren ca. 80% der LDs) untersucht. Eine Stunde nach der Applikation wurden Schleim-
hautzellen der Nase und des Magens isoliert, 16 und 24 Stunden nach der Applikation
Zellen der Kolon-Schleimhaut. Die Strangbruchhiufigkeit wurde mittels des Comet-
Assays bestimmt. In den Zellen der Nasenschleimhaut konnte eine signifikante Induk-
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tion von Strangbriichen nachgewiesen werden, ebenso nach beiden Behandlungszeiten
in der Darmschleimhaut, nicht dagegen in der Magenschleimhaut oder in den Lym-
phozyten. Die Vitalitiit der Zellen wurde durch die Behandlung nicht oder nur minimal
vermindert. Allerdings wurden nach der oralen Applikation eine stark reduzierte Fut-
teraufnahme und eine Verminderung der Korpergewichtszunahme innerhalb der maxi-
mal 24-stiindigen Behandlungszeit festgestellt. Die Autoren diskutieren, dass das Hun-
gern der Tiere fiir die Entstehung der DNA-Schiden im Kolon verantwortlich sein
konnte (Pool-Zobel et al. 1993).

In einem DNA-Strangbruchtest an Hepatozyten von je 3 Sprague-Dawley-Ratten pro
Gruppe, denen 30 bzw. 60 mg Lindan/kg KG per Schlundsonde verabreicht worden
waren und die eine Stunde nach der Applikation getdtet wurden, wurde mittels der
Alkalischen Elution die Strangbruchhéufigkeit bestimmt. Pro Tier wurden 3 bis 6 Pro-
ben analysiert. Der prozentuale Anteil der auf den Filtern zuriickgehaltenen DNA, ein
Ma# fiir die Intaktheit der DNA, nahm von 61,2+10% fiir die Kontrolle auf 43,5+9%
fiir 30 mg/kg KG bzw. auf 45,3+9% fiir 60 mg/kg KG ab. Das Ergebnis wurde, da der
laborinterne Grenzwert von 20% fiir die Differenz zwischen den Werten der Kontroll-
gruppe und der behandelten Gruppe nicht erreicht wurde, nicht als Hinweis auf eine
Induktion von Strangbriichen durch Lindan gewertet. Die mittlere, durch Trypanblau-
Fiarbung bestimmte Vitalitit der Zellen lag bei 82% fiir die Kontrollen, 67% fiir
30 mg/kg KG und 64% fiir 60 mg/kg KG (Pool-Zobel et al. 1993).

In den Lebern weiblicher Sprague-Dawley-Ratten wurde die Wirkung von Lindan auf
die Induktion von DNA-Strangbriichen und die Lipidperoxidation untersucht. Den Tie-
ren, jeweils 4 pro Dosisgruppe und Zeitpunkt, wurden per Schlundsonde 30 mg Lin-
dan/kg KG (nach Angabe der Autoren ca. 50% der LDs) verabreicht. Nach 0, 6, 12
und 24 Stunden wurde in der Zellkernfraktion der homogenisierten Lebern mittels der
Alkalischen Elution die Hiufigkeit von Strangbriichen bestimmt. Parallel dazu wurde
in der mitochondrialen und der mikrosomalen Fraktion mittels des Thiobarbitursiure-
Verfahrens die Lipidperoxidation gemessen. In der Leber der Lindan-behandelten Tiere
war die Strangbruchhéufigkeit nach 6 und 12 Stunden signifikant erhoht, die maxima-
le Wirkung wurde nach 6 Stunden beobachtet. Die Lipidperoxidation war zu allen Zeit-
punkten signifikant gesteigert. Sie war in den Mikrosomen stirker ausgeprégt als in
den Mitochondrien und nach 12 Stunden in beiden Zellfraktionen maximal. 1,1,1-
Trichlor-2,2-bis(4-chlorphenyl)-ethan (DDT), Chlordan und Endrin fiihrten zu dhnli-
chen Effekten wie Lindan. Die Autoren fiihren die Induktion der Strangbriiche und der
Lipidperoxidation durch diese polyhalogenierten Kohlenwasserstoffe auf die Bildung
von Sauerstoffradikalen bzw. anderer freier Radikale zuriick (Hassoun et al. 1993). Die
Toxizitdt der Behandlung fiir die Zellen wurde nicht bestimmt.

Im Rahmen von Untersuchungen zur fetotoxischen Wirkung polyhalogenierter zykli-
scher Kohlenwasserstoffe untersuchte die gleiche Arbeitsgruppe die Induktion von oxi-
dativem Stress und von DNA-Strangbriichen im fetalen Gewebe und in der Plazenta
Lindan-behandelter Miuse. Je 4 trichtigen C57BL/6J- bzw. DBA/2J-Méusen pro
Gruppe wurden am 12. Tag der Gestation 30 mg Lindan/kg KG oral verabreicht. 48
Stunden spiter wurden im Gewebe der Feten und in der Plazenta die Produktion von
Superoxidradikalen, die Lipidperoxidation und, mittels der Alkalischen Elution, die
Haufigkeit von DNA-Strangbriichen bestimmt. Bei einigen der Feten wurden diese
Endpunkte am 18. Tag der Gestation in der Leber untersucht. Lindan bewirkte in allen
untersuchten Geweben der behandelten Tiere statistisch signifikante Erhohungen der
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O5-Produktion auf das 1,6- bis 2,3fache, der Lipidperoxidation auf das 1,3- bis
2,1fache und der DNA-Strangbriiche auf das 1,4- bis 5,0fache (Erhohung der Eluti-
onskonstante; Hassoun und Stohs 1996). Die Zytotoxizitit der Behandlung in den
untersuchten Geweben wurde nicht bestimmt.

Chromosomenaberrationen und Mikronuklei

In drei Mikronukleustests wurden NMRI-Miusen, Sprague-Dawley-Ratten und Chine-
sischen Hamstern, mindestens 6 Tiere pro Dosisgruppe und Zeitpunkt, einmalig wéss-
rige Losungen von Lindan (k. w. A. zu deren Konsistenz) per Schlundsonde appliziert.
Die getesteten Dosisbereiche lagen bei 35-70 mg/kg KG fiir die Miuse, 15-60 mg/kg
KG fiir die Ratten und 60—120 mg/kg KG fiir die Hamster. Nach Angabe der Autoren
entsprachen die gewihlten hochsten Dosen bei den Médusen und Ratten ca. 80% und
bei den Hamstern ca. 30% der LD5,. Das Knochenmark wurde nach 24, 30, 36 oder 48
Stunden bei Méusen und Chinesischen Hamstern bzw. nach 24 oder 48 Stunden bei den
Ratten prépariert. Es wurden keine Hinweise auf eine Induktion von Mikronuklei
durch Lindan erhalten. Bei den Hamstern wurde nach Behandlung mit 120 mg/kg KG
(Behandlungszeiten 24 oder 30 Stunden) auch keine Erh6hung der Hiufigkeit von SCE
im Knochenmark gefunden (Pool-Zobel et al. 1993).

Auch in einem weiteren Mikronukleustest an je 5 médnnlichen ddY-Maéusen pro Gruppe
wurde 24 Stunden nach oraler einmaliger Applikation von 20-80 mg/kg KG oder zwei-
maliger Applikation von jeweils 10-40 mg/kg KG im Abstand von 24 Stunden keine
erhohte Hiufigkeit von Mikronuklei im Knochenmark beobachtet (Morita et al. 1997).

Untersuchungen an Keimzellen

Dominante Letalmutationen

Minnlichen Miusen (ICR/Ha Swiss, 7-10 Tiere pro Dosis) wurden intraperitoneal ein-
malige Lindan-Dosen von 15, 75, 200 oder 1000 mg/kg KG bzw. an 5 aufeinanderfol-
genden Tagen orale Dosen von jeweils 15 mg/kg KG appliziert. Die Reinheit des ver-
wendeten Lindans wurde nicht definiert. In der mit 75 mg/kg KG behandelten Gruppe
starben 4 von 9 Tieren, in der oral behandelten Gruppe 2 von 10. Die iiberlebenden
minnlichen Tiere wurden anschlieBend 8 Wochen lang wochentlich mit jeweils 3 weib-
lichen Tieren verpaart. Die weiblichen Tiere wurden jeweils 13 Tage nach der Mitte der
Verpaarungswoche getotet. Nur fiir die mit den mehrfach oral behandelten ménnlichen
Tieren verpaarten weiblichen Tiere wurden Ergebnisse priasentiert. Die Zahl der friihen
Postimplantationsverluste pro trichtigem Tier lag bei 1,00 fiir die Tiere der 5. Verpaa-
rungswoche, fiir die der siebten bei 1,07. Der Anteil der trichtigen Tiere der 7. Ver-
paarungswoche mit frithen Postimplantationsverlusten betrug 57% (Epstein et al.
1972). Diese Ergebnisse wurden von den Autoren ohne weitere Kommentierung in
einer Tabelle mit der Uberschrift ,,Agents producing early fetal deaths and/or preimplan-
tation losses beyond control limits but with differences not significant by analysis of
variance* aufgefiihrt. Angaben iiber die Kontrollwerte fehlen. Jedoch liegen die Ergeb-
nisse von 1,00-1,07 toten Implantaten pro weiblichem Tier und der Wert von 57% der
Tiere mit toten Implantaten im allgemeinen Kontrollwertbereich fiir verschiedene Méu-
sestimme. Die Studie zeigt daher keine Induktion von dominanten Letalmutationen.
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Drei weitere Dominant-Letal-Tests an Wistar-Ratten bzw. Chbb-Ratten und an Méusen
(DECOS 2001; WHO 1991) konnen aufgrund von Mingeln in der Versuchsdurch-
fiihrung und inadiquater Darstellung der erhaltenen Ergebnisse bzw. wegen einer feh-
lenden offentlichen Verfiigbarkeit nicht fiir eine Analyse moglicher keimzellmutagener
Wirkungen von Lindan herangezogen werden.

Induktion von oxidativem Stress durch Lindan in den Testes

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass Lindan in den verschiedensten Orga-
nen der Ratte oxidativen Stress induziert, u.a. auch in den Testes (Chitra et al. 2001;
Samanta und Chainy 1997; Samanta et al. 1999 a, b; Sujatha et al. 2001). Beispiels-
weise fiihrte die tidgliche orale Verabreichung von 5 mg Lindan/kg KG und Tag iiber
30 Tage in den Nebenhoden und in den Spermien der Nebenhoden zu einer erhohten
Bildung von H,0,, einer gesteigerten Lipidperoxidation und signifikanten Abnahmen
der Aktivitit der Superoxiddismutase (SOD), Katalase, Glutathionreduktase und
Glutathionperoxidase. Diese biochemischen Verinderungen waren von einer signifi-
kanten Abnahme des Gewichts der Nebenhoden sowie von einer Verringerung der Zahl
und der Beweglichkeit der Spermien begleitet (Chitra et al. 2001; Sujatha et al. 2001).
Ahnliche Ergebnisse mit unterschiedlichen Dosierungen (10 oder 20 mg/kg KG) iiber
1, 7, 15 oder 30 Tage wurden in verschiedenen anderen Untersuchungen beschrieben
(Samanta und Chainy 1997; Samanta et al. 1999 a, b). Nach einmaliger Applikation
von 10 bzw. 20 mg Lindan/kg KG wurde die Zunahme der Lipidperoxidation und der
H,0,-Bildung, die Abnahme der Aktivitit der SOD und der Katalase sowie des Ascor-
binsduregehaltes in den Testes bereits zum frithesten untersuchten Zeitpunkt, 6 Stun-
den nach Applikation, nachgewiesen (Samanta und Chainy 1997). Es wurde bisher
nicht untersucht, ob der erhohte oxidative Stress in den Testes mit einer erhohten DNA-
Schéddigung assoziiert ist.

Kurzzeitwert-Kategorie

In Tierversuchen hat sich Lindan als Substanz mit tumorpromovierender Wirkung an
der Rattenleber erwiesen. Der BAT-Wert von 25 pg Lindan/l Serum ist geeignet, Arbei-
ter vor neoplastischen Veridnderungen der Leber zu schiitzen (Greim und Lehnert
2001). Die Serumhalbwertszeit beim Menschen betrdgt 22 Stunden. Lindan ist nicht
reizend an der Haut und schwach reizend am Kaninchenauge (Begriindung 1998).

Bewertung

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass Lindan in Sdugerzellen sowohl in
vitro als auch in vivo DNA-Strangbriiche induzieren kann. In vivo wurde die Induktion
von Strangbriichen in der Schleimhaut der Nase und des Kolons sowie in der Leber
nachgewiesen. Die im Nasen- und Kolonepithel beobachteten Strangbriiche sind offen-
bar die Folge einer lokalen Einwirkung der Substanz (Strangbriiche in der Nase nach
inhalativer Exposition, im Kolon nach oraler Exposition). Die Induktion von Strang-
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briichen in der Leber nach oraler Applikation von Lindan zeigt aber, dass die Substanz
auch zu systemischen genotoxischen Wirkungen fiihren kann.

Die Bedeutung der in verschiedenen Organen der Ratte nachgewiesenen DNA-
Strangbriiche beziiglich einer moglichen keimzellmutagenen Wirkung von Lindan ist
unklar, da 1. die in den Experimenten eingesetzten Lindan-Dosen sehr hoch waren
(ca. 50-80% der LDsg), 2. der den Strangbriichen zugrunde liegende Mechanismus
mit Ausnahme desjenigen in der Leber nicht untersucht wurde, 3. die Beteiligung
zytotoxischer Wirkungen bzw. die Induktion von Apoptose bei der Entstehung der
Strangbriiche in vivo nicht ausgeschlossen werden kann und 4. die Relevanz der
Strangbriiche fiir die Entstehung von Mutationen nicht geklért ist. Die durchgefiihrten
Untersuchungen zur Induktion von Gen- oder Chromosomenmutationen durch Lindan
in somatischen Zellen erbrachten weder in vitro noch in vivo positive Befunde. Domi-
nant-Letal-Tests lieferten keine Hinweise auf eine keimzellmutagene Wirkung. Auf-
grund dieser Datenlage wird Lindan nicht in eine Kategorie fiir Keimzellmutagene
eingestuft.

Aufgrund der langen Halbwertszeit und der schwachen Reizwirkung von Lindan ist ein
Uberschreitungsfaktor von 8 vertretbar.

Da bei einem Uberschreitungsfaktor von 8 die Spitzenkonzentrationen im Blut auf-
grund der langen Halbwertszeit nur unwesentlich erhoht sind, kann auch die bisherige
Einstufung in Schwangerschaftsgruppe C beibehalten werden.
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