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Einleitung 1

|. Einleitung

1.1. Hormone und menschlicher Kor per

Die Bezeichnung ,Hormon* stammt aus dem Altgriechischen und bedeudet soviel wie ,anre-

gen® (griech.: horman-anregen). Hormone steuern Stoffwechsel, Fortpflanzung und Wachs-

tum. Sie werden von vielen Organen, den sog. ,,endokrinen Driisen®, oder in endokrin aktiven

Zellgruppen von Organen mit priméar anderer Funktion produziert und in den Blutstrom abge-

geben. Zu diesen Organen gehtren Hoden, Eierstocke, Bauchspeicheldrise, Thymus, Neben-

nieren, Schilddrise und Nebenschilddriise. Prinzipiell werden die Hormone in zwei grof3e

Gruppen unterteilt, die Peptid- und die Steroid-Hormone. Letztere werden in den Gonaden

Steroid - Hormonv

Zellmembran

Komplex _
' Rezeptorprotein

Zellkern

!

Protein

Abb.1.1: Wirkmechanismus von Steroid-
hor monen, Lullmann, 1999

und den Nebennieren aus Cholesterin syntheti-
siert und haben im Gegensatz zu den Peptid-
hormonen (Ausnahme: Tyrosin) eher lipophilen
Charakter, was ihnen ein Durchdringen von
Zell- und Kernmembranen erméglicht und ih-
ren intrazelluléren Wirkmechanismus erkléart
(siehe Abb.1.1).

Das Hormonsystem wird vom Hypothalamus
gesteuert, welcher einen Sollwert fur die Hor-
monspiegel aus verschiedensten afferenten Im-
pulsen aus dem ganzen Korper errechnet (Cra
po, 1985; Schlumpf und Lichtensteiger, 1996)
und ist mit den beiden anderen grof3en Netz-
werken des Korpers, dem Nervensystem und
dem Immunsystem auf das engste gekoppelt
und verknipft, was bedeutet, dal3 Veranderun-
gen in diesem komplexen Gebilde, wie zum

Beispiel durch hormonell aktive Substanzen

aus der Umwelt an ganz anderer Stelle im Korper dramatische Konsequenzen haben kann

(Forth et a., 1992).

Da das Augenmerk dieser Arbeit auf der Untersuchung von Substanzen mit dstrogenartiger

Wirkung liegt soll im folgenden die nattirliche Synthese von Sexualhormonen aus Cholesterin

im Korper dargestellt werden (Abb.1.2):
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CH, Alsgangspunkt der Synthese derweiblichen
und rmannlichen Sexualhormone ist das Chiol-
CH esterin. Die verschiedenen Syntheseschritte
: werden von den folgenden Erzymen katahe
siert:

1= Enzymkomplex zur

OH Cholesterin CH, CH, %&bi@MHg der Sei-
| enkette

s o Ce—(0 2= S-heta-Hyoroyste-

l CH; C=—=0 CH, roid-Detydrogenase

3= Stemid-delta-1somerase
CH, 2,3 CH; 4= 17-alpha-Hydroxylase
5= 17,20-Lyase
6= 17-beta-Hydroxyste-
roid-Derydrogenase
7= Aromatase

]
O Pregnenalon Progesteron 8= 5-alpha-Reduktase
4,51 CH, O 451 CH, O CH, O
CH, 2.3 CHSF k E 7
CH _ O CH .
Dehydroepi- 4-Androstert Jstron
androsteron 3,17-dion
(DHEA) e 6
CH, OH CH, OH
[ Hoden verlauft die CH, T

Hommonsynthese bis Zum

Androgen Testosteron, im
Crvar bis zum weiblichen
Homnon Estradiol-17-heta

(Ostradiol in der Abb . Eine © Testosteron OF Aetradiol
Lrnw andiung von Testos-

teran aus der Bluthahn in

Estradial ist auch in ver- .
schiedenen anderen Gewe-

hen maglich, z.8.im Gehirn.

Die Urrwandiung won Tes- CH,
tasteron in Ditvyydrotestos-

teran, das ebenfalls als

Androgen wirkt, erfolgt nicht

im Hoden, sondern in ge-

Wissen Organen, die won O H
Androgenwirkungen abhang- 5a-Dinydmtestos-

ig sind. .
Abb.1.2: Biosynthese von Sexualsteroiden, Schlumpf, 1996

CH, OH

Dem natirlichen Ostrogen ist im Korper ein groRes Wirkspektrum zu eigen. Neben seiner
priméren Funktion als Regulator weiblicher Fortpflanzungsorgan-Entwicklungen und
-Funktionen (z.B. Milchproduktion, Gebarmutterschleimhautproliferation) soll es vor Osteo-
porose durch Hemmung der Osteoklasten schiitzen, zur Stabilisierung der Korpertemperatur
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beitragen und mdglicherweise Gedachtnisfunktionen unterstiitzen. Die Beeinflussung der
Cholesterinsynthese in der Leber fuhrte zu der Annahme einer moglichen Reduktion des kar-
diovaskuléren Risikos, was aber seit der 1998 verdffentlichten HERS I - Studie nicht mehr
haltbar ist. Aufgrund dieser Studie wird eine Hormonersatztherapie zur Prévention kardio-
vaskulérer Erkrankungen heute nicht mehr empfohlen (Shah und Alexander, 2003). Im Rah-
men der postmenopausalen Hormonsubstitution lindert Ostrogen vegetative Beschwerden wie
Hitzewallungen und verhindert die urogenitale Atrophie. Neben diesen positiven Hormonwir-
kungen ist das natiirliche Ostrogen aber auch an der Entwicklung von Neoplasien der Brust,
des Uterus und der Leber beteiligt, fordert die Entstehung von Gallensteinen und erhoht das
Risko fur die Entstehung von Thromboembolien durch die Inhibierung des
Protein C.

1.2.Hormone und hormonell aktive Substanzen in der Umwelt

Das weitverbreitete Vorkommen von Stoffen mit hormo-
neller Wirkung in der Umwelt und hier speziell in Lebens-
mitteln ist derzeit Gegenstand der wissenschaftlichen und
Offentlichen Diskussion. Diese richtet sich hauptsachlich
auf Stoffe mit 6strogenem Potential. Mengenmdl3ig am
bedeutensten sind die in Pflanzen vorkommenden soge-
nannten Phytotstrogene aus den Stoffgruppen der Isofla

vone, Lignane, Cumestane und Indol-3-carbinole. Neben

Abb.1.3: Sojapflanze: den Naturstoffen haben aber auch Stoffe anthropogenen
Nahrungsmittel mit der bei _ o
weitem hichsten K ozentra- Ursprungs, die durch Kontamination, z.B. aus der Umwelt

tion an Phytodstrogenen oder durch Kontakt mit Kunststoffen, in Lebensmittel ge-

langen konnen, dstrogenes Potential. Dazu gehdren chlorierte Pestizide, polychlorierte Biphe-
nyle, Alkylphenole, Bisphenole und bestimmte Phtalate. Die Hauptquelle fir |soflavone
(Daidzein, Genistein) ist die Sojabohne (siehe Abb.1.3).

Die tégliche Aufnahme dieser Phytotstrogene kann beim Erwachsenen bis zu etwa 1mg/kg
Korpergewicht betragen, wobei Plasmaspiegel von Uber 1uM erreicht werden. Fur Sauglinge,
die Nahrung auf Sojabasis erhalten, wird die Aufnahme von |soflavonen, bezogen auf das
Korpergewicht, sogar auf ein Mehrfaches der Aufnahme von Erwachsenen geschétzt. Es pro-
duzieren aber neben der Sojapflanze noch Uber 100 weitere Pflanzen Phytodstrogene. Soist in
rohfaserreichen Lebensmitteln, wie zum Beispiel den Leinsamen, Flachsamen, Haferflocken
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und Spargel die Phytotstrogengruppe der Lignane vertreten. Eine weitere Aufnahmequelle
von Phytodstrogenen sind Frichte und deren Welterverarbeitungsprodukte, wie Wein oder
Saft. Auch viele nicht efdbare Pflanzen wie die Traubensilberkerze oder der rote Klee sind
reich an Phytodstrogenen. Eine Vielzahl von Arzneimitteln, meist zur pflanzlichen Regulie-
rung von Wechseljahresbeschwerden, die diese Substanzen enthalten sind in deutschen Apo-
theken zu erwerben. Diese Préparate werden haufig als Alternative zur klimakterischen Hor-
monsubstitution mit Designer-Ostrogenen angeboten, da ihnen angeblich oben genannte Ne-
benwirkungen fehlen. Esist jedoch vor der Annahme zu warnen, dal3 natirliche Produkte per
se der Gesundheit forderlich waren (Gilbert, 2000; Ginsburg und Prelevic, 2000). Trotz der
zur Zeit vorherrschenden Euphorie fur alternative, pflanzliche Behandlungsformen (Kleine-
Gunk, 2000; Pressemitteilung 21.10.98) ist aus toxikologischer Sicht Zurlickhaltung geboten,
da Phytodstrogene bisher nicht der gleichen Prifung
unterzogen wurden, wie sie fur andere in Lebensmit-
teln vorkommende Substanzen, wie z.B. Konservie-
rungs-, Farb- oder Aromastoffe inzwischen selbstver-
stéandlich ist (Matthews et al., 1999; Doerge et al.,
2000).

Im Vergleich zur Exposition mit Phytodstrogenen ist

Abb.L4: Pillen zur Hormonsubstitution die Aufnahme anthropogener Stoffe mit 6strogenem
Potential aus L ebensmitteln verschwindend gering.

Bemerkenswert ist weiterhin, dass 6strogen wirkende Substanzen ganz verschiedene Struktu-
ren besitzen und deshalb der dstrogenen Wirkung keine bevorzugte Konformation und Konfi-

guration zugrunde liegt (siehe Abb.1.5).

o oH
cl
/\/\
o clsc
O~ cl CcH O ~ OH
o HO

4 5

Chemikalien mit dstrogener Wirkung: Pflanzeninhaltstoffe mit dstrogener Wirkung:
Tamoxifen (1), 17b-Ostradiol (2), Bisphenol A (3), | Zearalenon (1), Coumestan (2), Genistein (3), Daid-
Di-n-butylphtalat (4), o,p’-DDT (5) zein (4), Resveratrol (5)

Abb.1.5: Strukturformeln von Substanzen mit dstrogener Wirkung
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Phytohormone sind im Vergleich zu endogenen Hormonen nur schwach wirksam. Die Affini-
tat zum Ostrogenrezeptor ist um GréRenordnungen (rund 1000 mal) geringer als die von 17b-
Ostradiol. Da sie jedoch in relativ groRen Mengen aufgenommen werden kénnen und sie eine
geringere Plasmaeiweil3bindung aufweisen kann sich ihre Wirkung beim Menschen durchaus
bemerkbar machen. Eine wichtige Rolle spielt dabei auch die Darmfunktion und —flora, da
viele Phytohormone ihre optimale Wirkung erst nach enzymatischer Spaltung erreichen.
Pflanzengestagene (z.B. aus der Yamswurzel) gibt es ebenfalls. Sie machen jedoch nur 2%
der Pflanzenhormone aus und ihre Wirkung ist bisher nicht umfassend erforscht.

Zur Risikobewertung hormonell aktiver Substanzen aus der Umwelt und hier besonders aus
L ebensmitteln, kann nach gegenwartigen Stand aufgrund der geringen Konzentrationen dieser
Stoffe von keinem gesundheitlichen Risiko fur den Menschen, auch bei vegetarischer Ernéh-
rung (Wu et al.,1998; Setchell, 1998), ausgegangen werden. Aus den Ergebnissen epidemio-
logischer Studien wurde sogar gegensétzlich gefordert, dai3 eine erhdhte Aufnahme von Phy-
toostrogenen chemoprotektive Eigenschaften hat (Adlercreutz et al.,1993; Messina et al.,
1994; Piskula, 2000; Bouker und Hilakivi-Clarke, 2000). Hier wird insbesondere der Zusam-
menhang zwischen hohem Sojakonsum (Phytohormonaufnahme von 50-60mg/d) und ernied-
rigtem Brustkrebsrisiko in ostasiatischen Landern diskutiert (Musey et a., 1995; Zheng et a.,
1999; Messina, 1999). Im Gegensatz dazu wurden aber unter besonderen Umstanden (Futter
mit hohen Mengen an Phytodstrogenen) Wirkungen auf die Fortpflanzungsfahigkeit in Nutz-
und Versuchstieren beobachtet (Zimmerli und Schlatter, 1998; Berg et al., 1998). Unzurei-
chende Kenntnis liegt derzeit auch tiber die Atiologie vieler Erkrankungen des Menschen vor,
die mit der Aufnahme hormonell aktiver Substanzen in Zusammenhang gebracht werden. So
sind die Ursachen fur verminderte Spermienzahl und —qualitdt, Kryptorchismus sowie ver-
mehrtes Auftreten von Prostata- und Hodenkarzinomen noch weitgehend ungeklart (Carlsen
et a., 1992; Sharpe und Shakkebaek, 1994; Auger et a., 1995; Swan et a., 2000). Durch die
Entdeckung weiterer Ostrogen-wirksamer Substanzen konnte ein Zusammenhang zwischen
Erndhrungsgewohnheiten und hormonabhéngiger Erkrankungen hergestellt werden. Ein Bei-
spiel hierfur ist die Entdeckung des Phytoaexins Resveratrol (Inhaltsstoff in Weintrauben)
und des epidemiologisch diskutierten Sachverhaltes, dal? post- und pramenopausale Frauen
bei moderatem Weinkonsum ein erniedrigtes Brustkrebsrisiko zeigen (Rosenberg et al., 1990;
Purohit, 1998; Vachon et a., 2000). Rund 3% der Frauen, die sich phytodstrogenreich ernéh-
ren, reagieren allergisch auf Sojaeiweild (Pressemitteilung, Vital, Juni 2004) Zusammenfas-
send |&3 sich also sagen, dald noch viele Erkenntnislticken auf dem Gebiet der in-vitro als
auch der in-vivo Untersuchungen bestehen und Forschungsbedarf auf dem Gebiet der Interak-
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tion von Phytotstrogenen und insbesondere auch deren Metaboliten mit dem Prozef3 der Kan-
zerogenese besteht.

1.3. Tumor und Krebs

Als Tumor oder Neoplasie bezeichnet man eine abnorme Vergrofderung eines Gewebes, wel-
che durch autonome, progressive und tberschief3ende Proliferation korpereigener Zellen ent-
steht. Der Anteil teilungsaktiver Zellen ist im Tumor grof3er als im Normalgewebe. Der Beg-
riff ,Krebs* steht fur maligne Tumoren. Maligne Tumoren unterscheiden sich von benignen
Tumoren durch infiltratives und destruktives Wachstum, Verlust der Differenzierungsfahig-
keit und verminderte ,Drug“-Sengitivitdt sowie durch die Fahigkeit zur Metastasierung
(Hartwell und Kastan, 1994; Wagener, 1999).

1.3.1. Karzinogene

Karzinogene sind Substanzen oder Faktoren, die beim Menschen, im Tierversuch oder unter
bestimmten experimentellen Bedingungen die Inzidenz maligner Tumoren erhohen oder die
Latenz der Karzinogenese verkirzen konnen. Karzinogene konnen endogen entstehen oder
exogen zugefuhrt werden. Es gibt initiierende, und promovierende Karzinogene. Initiierende
oder auch mutagene Karzinogene fuhren direkt oder auch indirekt zu Veradnderungen der
DNA. Zu den initiierenten, mutagenen Kanzerogenen gehdren zum Beispiel Nitrosamine und
polycyklische Kohlenwasserstoffe, die Inhaltsstoffe des Tabakrauchs und des Rul3es sind,
Aflatoxin, Inhaltsstoff des Schimmelpilzes, aromatische Amine oder auch ionisierende Strah-
lung. Promovierende Karzinogene sind Substanzen oder Vorgange, die auf verschiedene Art
und Weise die Zéllteilung stimulieren und somit indirekt DNA-schadigend und somit krebs-
fordernd wirken kdnnen.

1.3.2. Tumorentstehung

Ursache fur die Entwicklung eines Tumors aus einer normalen Korperzelle ist ein mehrstufi-
ger Prozel3, bel dem mehrere Veranderungen der Erbsubstanz erforderlich und viele verschie-
dene Gene beteiligt sind. Tumoren sind in der Regel klonalen Ursprungs, d.h. sie entstehen
aus einer einzelnen Normalzelle (Nowell, 1976). Als Ausgangspunkt dafUr gilt eine Verénde-
rung der Erbsubstanz, so dal3 die Eigenschaften der malignen Proliferation genetisch fixiert

und dadurch bei einer Zellteilung auf die Tochterzellen weitergegeben werden kénnen. Solch
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ein initiales Ereignis in einer Zelle verschafft dieser einen Wachstumsvorteil, wodurch ein
Klon identischer Zellen entsteht. Ein weiteres Ereignis ergibt wiederrum einen Wachstums-
vorteil und diese Sequenz wiederholt sich, bis das Wachstum dieses Zellklons den Kontrol I-
mechanismen der Zelle weitgehend entzogen ist. Der Uberlebensvorteil der Zellklone beruht
also auf mehreren mutagenen Ereignissen.

Der Prozef3 der Tumorentstehung wird durch das ,Mehrstufenmodell” in drel Phasen unter-
teilt: Initiation, Promotion und Progression. Die Initiation bedeudet die erste genetische Ver-
anderung und Ausldsung einer irreversiblen molekularen Transformation. Initiatoren verursa-
chen direkt oder indirekt DNA-Modifikationen. Solche Mutationen kdnnen zur Aktivierung
oder Inaktivierung kritischer Gene fuhren. Vornehmlich sind zwei grof3e Gruppen von Genen,
die Onkogene, bzw. ihre Vorstufen, die Protoonkogene, und die Tumorsuppressorgene, in den
Ablauf der malignen Transformation verwickelt. So kann beispielsweise aus der Aktivierung
eines Protoonkogens zu einem Onkogen durch eine mutagene Veranderung ein stetiger Proli-
ferationsreiz resultieren. Im Gegensatz dazu kann die Inaktivierung eines Tumorsupressor-
gens durch die fehlende inhibierende Wirkung dieses Gens auf das Wachstum ebenso zu einer
ungehemmiten Proliferation fuhren (Royer et a.,1999; Elledge,1996; Zhou et a.,2000; Pelto-
mé&ki,2001; Mittelmann, 1991). Die Initiation schafft also die Grundlage zur bevorzugten
Vermehrung der initiierten bzw. mutierten Zelle im Rahmen der Promotion. Die Promotion ist
definiert als der Prozel3, bei dem die initiierte Zelle klonal expandiert. Solch eine Zellvermeh-
rung kann somit das Risiko weiterer Mutationen erhdhen, da eine sich in der Mitose befindli-
che Zelle wesentlich anfalliger gegentiber mutagenen Ereignissen ist, a's eine runende Zelle.
Tumorpromotoren, Substanzen oder Wirkstoffe, die eine chronische Zelltellung bewirken,
sind aso nicht prima mutagen, kdnnen aber krebsférdernd wirken. Sie werden im allgeme-
nen als kanzerogen eingestuft. Tumorpromotion kann auf exogenen oder endogenen Einflis-
sen beruhen. In diesem Sinne kann auch die hormonelle Situation eines Organismus einen
Beitrag zur Tumorpromotion leisten. Die Progression bedeudet die Entwicklung zur Maligni-
tat, wobel die Zellen weitere zusétzliche genetische Verénderungen erfahren. Die Malignitét
ist gekennzeichnet durch destruktives, infiltratives Wachstum, Verlust der Differenzierung
und der Fahigkeit zur Metastasierung. Dieser beschriebene mehrstufige Prozef3 der Tumor-
entwicklung wirde somit moglicherweise auch den Grund fur die lange Latenz bis zur Aus-
bildung und dem phanotypischen Auftreten von Krebs erkléren (Wagener, 1999; Barett,
1993).
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1.3.3. Hormone und Krebs

Hormone spielen bei vielen Tumoren von hormonabhangigen Geweben eine bedeutende Rol-
le (Key, 1995; Preston-Martin et al., 1990). Daten von experimentellen Tierversuchen und
von epidemiologischen und endokrinologischen Studien beim Menschen unterstreichen die
Hypothese, dal3 die endogenen Hormone, welche fur das normae Wachstum der Zielorgane
sowie fur andere physiologische und biologische Aktivitéten des Korpers verantwortlich sind,
ebenso die Inzidenz von Tumoren erhohen oder selbst Neoplasien verursachen konnen (Hen-
derson et a., 1982).

Dabel kommt den endogenen steroidalen Sexualhormonen eine besondere Rolle zu, well die
vier hormonassoziierten Krebsarten von Brust, Prostata, Endometrium und Ovarien die grofite
Anzahl ausmachen und am héaufigsten auftreten (Henderson et al., 1982). Vor alem Uber
Brust-, Endometrium- und Ovarialkrebs existieren eine Fille von epidemiologischen Daten
und Untersuchungen, welche einen Zusammenhang zwischen den Steroidhormonen und der
Entstehung und Entwicklung dieser Krebsarten annehmen (Lopez-Otin und Diamandis, 1998;
Preston-Martin et al., 1990; Key, 1995). Uberzeugenden Beitrag zu diesen Annahmen leisten
Untersuchungen der Risikofaktoren fur die Entwicklung dieser Tumoren. So weifl3 man, daf3
ein junges Alter bel der Menarche, sowie das spéte Eintreten der Menopause und damit ein-
hergehend die hohe Anzahl der Zyklen bzw. Ovulationen im Leben einer Frau, das Risiko, an
Brustkrebs zu erkranken deutlich erhohen. Parallel dazu sinkt die Inzidenzrate von Brustkrebs
bei Frauen nach der Menopause. Die beidseitige Ovariektomie bei Frauen unter 40 Jahren,
welche das Risiko signifikant erniedrigt, gilt sogar as Schutzfaktor. Ebenso ist ein junges Al-
ter bei der ersten Schwangerschaft und die Anzahl von Schwangerschaften fur die Risikoab-
schdtzung von Bedeutung (Adami et al., 1995). Schwangerschaften sollen das Risiko fur
Brust-, Endometrium- und Ovarialkrebs verringern. Im Falle des Brustkrebsrisikos lassen sich
die beobachteten Phanomene madglicherweise damit erkléaren, dal3 die Proliferation des Brust-
gewebes wahrend der Schwangerschaft in Richtung Differenzierung und postmenopausal in
Richtung Apoptose und/oder Atrophie verschoben ist. Daraus 183t sich das erniedrigte Risiko
ableiten. Desweiteren gelten die langjéahrige Einnahme oraler Kontrazeptiva und die postme-
nopausale Hormonersatztherapie al's Risikofaktoren fur das Auftreten von Brustkrebs. Ebenso
wird bel Frauen, welche Uber léangeren Zeitraum eine Hormonersatztherapie machen, ver-
mehrtes Auftreten von Endometriumkrebs festgestellt. Untersuchungen an Tieren kdnnen zei-
gen dal3 bei diesen die Haufigkeit von Endometriumkarzinomen durch erhohte Hormonspie-
gel bzw. die exzessive DES-Gabe (Diethylstilbestrol) steigt (Henderson et al., 1982). Beim
Ovariakrebs hingegen wird die Einnahme oraler Kontrazeptiva als Schutzfaktor angesehen.
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Diese Beobachtung wird mit der Hypothese erklért, dal3 Kontrazeptiva den Eisprung verhin-
dern und dadurch der Proliferationsstimulus zur Reparation und Regeneration der epithelialen
Ovarialzellen, welche bei einem Eisprung zugrunde gehen, wegfallt.

Alle diese Faktoren, welche das Risiko erhéhen, haben eine verlangerte oder erhohte Ostro-
genexposition und damit erhohte Ostrogenspiegel im Blut gemeinsam, wohingegen vermin-
derte Ostrogenexposition das Risiko verringert (Key, 1999). Gestiitzt wird dieser Zusammen-
hang durch epidemiologische Untersuchungen, bei denen der Ostrogenspiegel im Blut von
Frauen aus verschiedenen Regionen der Welt mit der Haufigkeit von Brustkrebs verglichen
wird. Es konnte festgestellt werden, dal3 die Brustkrebshaufigkeit sowie das Risiko beispiels-
weise in Japan, wo die Frauen niedrigere Ostrogenspiegel haben alsin Amerika, geringer aus-
falt (Shimizu et a., 1990).

Die Bedeutsamkeit der Steroidhormone bzw. der Androgene fiir die Atiologie des Prostata-
karzinoms wurde ebenfalls schon friih erkannt. Ahnliche Beobachtungen wie fiir Brust-, En-
dometrium- und Ovariakrebs konnten bel vielen epidemiologischen Befunderhebungen tber
das Risiko und die Haufigkeit von Prostatakrebs gemacht werden (Lopez-Otin und Diaman-
dis, 1998). Besonders deutlich wird die Beteiligung der Androgene an der Pathogenese des
Prostatakrebses durch die erhebliche Risikoreduktion durch ene frihe Kastrati-
on/Orchektomie. Japaner und Chinesen weisen wesentlich niedrigere Testosteronspiegel auf
als Amerikaner und Afrikaner, was moglicherweise fur die geringere Inzidenz von Prostata
krebs in den asiatischen Bevolkerungsgruppen verantwortlich ist.

Alle diese Daten zusammengenommen, verhartet sich die Annahme Uber einen Zusammen-
hang zwischen den (Steroid-) Hormonen und der Entstehung und der Entwicklung von Tu-
moren hormonabhangiger Gewebe. Jedoch ist man sich trotz dieser zahlreichen, umfangrei-
chen Studien, welche die Verwicklung der Hormone in den Prozef3 der Krebsentstehung nahe-
legen, Uber die Mechanismen, Uber welche die Hormone einen Beitrag zur Karzinogenese
leisten, noch weitgehend im Unklaren.

Es werden verschiedene Mechanismen zu diesem Zusammenhang beschrieben. Dabei wird
die karzinogene Wirkung der Sexualhormone als Kombination aus epigenetischen und geno-
toxischen Mechanismen betrachtet (Roy und Liehr, 1999). Aus den oben erlauterten Befun-
den Uber die Risikoabschétzungen 1&3t sich fir die verschiedenen hormonabhéngigen Gewe-
bearten die Erklarungshypothese formulieren, dal3 hohe Hormonspiegel vor allem wahrend

der Pubertédt und eine erhthte Exposition im weiteren Leben einen stetigen Proliferati-
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onsdruck auf die Zellen ausiiben und die Hormone damit indirekt DNA-schadigend und
krebsfordernd wirken (Barret, 1993). Auf welche Weise diese Hormone im Rahmen des
Mehrstufenkonzeptes der Krebsentstehung jedoch auch an der Initiation beteiligt sind, ist bis
heute weitgehend ungeklart.

Es gibt Beobachtungen, daf3 beispiel sweise Ostrogene selbst genetische Veranderungen verur-
sachen konnen, diese Veranderungen aber nicht auf hormonrezeptorabhéngigen Mechanismen
beruhen. Solche 6strogeninduzierten Genschaden beinhalten direkte DNA Schéden durch ko-
valente DNA-Bindung von Ostrogenmetaboliten und indirekte Schaden durch Bildung DNA-
reaktiver Metaboliten (Roy und Liehr, 1999; Bolton et al., 1998). In weiteren Untersuchungen
konnte gezeigt werden, da? Ostrogene chromosomale Veranderungen durch Induktion von
Aneuploidie sowie Hyper- und Polyploidie aufgrund von Mikrotubuliver&nderungen und Sto-
rung der Mitose verursachen und damit eventuell zur malignen Zelltransformation beitragen
(Tsutsui et al., 1983; Wheeler et al., 1985; Eckert und Stopper, 1996; Schuler et al., 1998).

1.4. Hormontherapie im Klimakterium

Seit vielen Jahren wird weltweit Uber Nutzen und Risiken der Hormontherapie im Klimakte-
rium —wie in dieser Arbeit bereits ausfihrlich dargestellt - gestritten. Nach derzeitiger Daten-
lage sollte eine Hormontherapie nur noch bei ausgeprégten klimakterischen Symptomen ver-
ordnet werden — und zwar so kurz und niedrig dosiert wie moglich. Dies ist die derzeitige
Therapieempfehlung der Arzneimittelkommission und steht im Einklang mit der deutschen
Gesdllschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe sowie zahlreichen internationalen Gremien
(DA, Heft 40/2003). Als Grundlage dieser verdnderten Bewertung sind nicht Erkenntnisse
Uber neue Risiken der Hormontherapie herangezogen worden, sondern dass der bisher vermu-
tete entscheidente Vortell der Hormontherapie, namlich der Schutz vor Herzinfarkten,
Schlaganfédlen und Osteoporose sich nach den beiden grof3en Studien Women's Health | ni-
tiative WHI (JAMA 2002) und Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study HERS (Cir-
culation 2002) nicht bestétigt hat. Dieser préventive Nutzen war es aber, der alle Risiken der
Hormontherapie aufwiegen sollte (DA, Heft 46/2003).

Weiterhin erfolgte schon lange wissenschaftliche Auseinandersetzung dartiber, ob sich die
verschiedenen Hormonpraparate beztglich der Induktion/Promotion von Neoplasien und der
Heilungschancen der unter der jeweiligen Hormontherapie entdeckten Tumoren von einander
unterscheiden. Die Million Women Study MWS (Lancet 2003) kommt zu dem Ergebnis, dal3
eine Vielzahl der in Europa verordneten Prgparate ein hohes Risikopotential tragt und sie
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weist auf eine eher erhohte Sterblichkeit unter Hormontherapie hin. Eine verordnete Hormon-
therapie hat ein vertretbares Risiko, wenn sie nicht langer as 5 Jahre durchgefuhrt wird (Pres-
semitteilung, Vital, Juni 2004).

Die oben dargelegten Sachverhalte erklaren den dramatischen Wandel der Akzeptanz der
Hormonpraparate in der Bevolkerung. Weltweit nahmen bisher etwa 100 Millionen Frauen
Hormonpraparate ein. In Deutschland waren es etwa 15 Prozent der 45- bis 50-Jahrigen, 40
Prozent der 51- bis 55-Jahrigen und 55 Prozent der 56- bis 60-Jahrigen, eine Spitzenposition
im européischen Vergleich. Den dramatischen Wandel der Akzeptanz, den die Neubewertung
der Hormone ausgel 6st hat, belegen Zahlen der American Heart Association, die fir das Jahr
2003 einen globalen Riickgang der Estrogensubstitution von 13 auf 7,2 Prozent der Frauen
und fir Europa einen Riickgang von 8,9 auf 5,6 Prozent beschreiben (DA, Heft 46/2003).

Gerade in diesem Zusammenhang mul3 fir die Zukunft verstarkt damit gerechnet werden, daf3
ein erhohter Zugriff auf alternative Praparate wie die neuen Selektiven Ostrogenrezeptor Mo-
dulatoren (SERM) der Pharmaindustrie oder auf Phytohormone mit Ostrogener Aktivitét er-
folgen wird, die mit einer Vielzahl von Verbesserungen gegentiber den herkdmmlichen syn-
thetischen Ostrogenen bei angeblich immer geringeren Nebenwirkungsspektrum beworben
werden. Phytohormone kdnnen ihre therapeutische Wirkung gegen Wechseljahresbeschwer-
den und ihre prophylaktische Wirkung gegen Brustkrebs und Osteoporose nur bel drei- bis
funfjahriger Anwendung und ausreichend hoher Dosierung entfalten; stimmungsaufhellend
oder kreislaufschiitzend wirken sie nicht (Pressemitteilung, Vital, Juni 2004). Deshalb sei vor
allzu rascher Euphorie gewarnt, da hier noch viel Forschungsbedarf besteht bis ein mdogli-
cherweise bedenkenloser Einsatz (gerade bei Einsatz hoher Dosen) einiger dieser Préparate in
der Hormonersatztherapie empfohlen werden kann. Diese Arbeit soll hierzu einen Beitrag
leisten.
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|1. Phytohor mongruppen und aktueller Kenntnisstand
Im folgenden soll ein Uberblick iiber die Einteilung und Gruppenzugehérigkeit der Phyto-

hormone und deren Metaboliten gegeben werden und jeweils eine knappe Darstellung des

Kenntnisstandes erfolgen.

2.1. | soflavone

Genistein Daidzein Glycetein

Abb.2.1: Strukturformeln der drel Hauptvertreter der Isoflavone

Der Hauptaufnahmeweg fur Isoflavone ist die Nahrung. Dort enthalten vor allem Produkte
auf Sojabasis einen grof3en Anteil an Isoflavonen (5-10% Trockengewichtanteil). Dabei ist die
Verarbeitung fur den Gehalt der drei Hauptvertreter Daidzein, Genistein und Glycetein
(Abb.2.1) der entscheidende Faktor. Der prozentuale Anteil bewegt sich fir Sojakeime bei
42% Daidzein, 8% Genistein und 50% Glycetein, hingegen fur Sojamilch bel 43% Daidzein,
49% Genistein und 8% Glycetein (Setchell et al., 1998; Franke et al., 1998; Zhang et a.,
1999). Die drei Isoflavonvertreter liegen in der Sojapflanze Uberwiegend als Konjugate vor.
Die Aufnahme der Konjugate in den Organismus ist gegentiber den Aglyconen etwas verlang-
samt, jedoch wird ein Teil der Konjugate auf dem Weg zur Aufnahme in die Aglycone auf-
gespalten (Lampe et a., 1998; King und Bursill, 1998; King, 1998; Piskula, 2000; Izumi et
al., 2000; De Boever et a., 2000). Ein Teil der 1soflavone wird im Gastrointestinaltrakt durch
die dortige Mikroflora in verschiedene Metabolite umgewandelt (De Boever et a., 2000).
Hauptvertreter der reduktiven Metabolisierung (Abb. 2.2) durch die Darmbakterien sind fir
Daidzein Equol (70%) und O-Desmethylangolensin (ODMA; 5-25%) (Bannwart et al., 1984;
Watanabe et al., 1998). Kurzlich wurde berichtet, dass Isoflavone neben dieser reduktiven
Metabolisierung mit anschliefRender Konjugation auch einer oxidativen Biotransformation
unterliegen. Diese Form des Abbaus wurde fir Daidzein durch Inkubation mit menschlichen
L ebermikrosomen bestétigt, indem a's oxidative Metaboliten 4,6,7- und 3,4,7- Trihydroxyi-
soflavon nachgewiesen wurden (Kulling et al., 2000 , 2001 und 2002).
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% Daidzein x
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Equol O-DMA (O-Desmethylangolensin)
Abb.2.2: Reduktive M etabolisierung des | soflavons Daidzein

Mutagenitétstests und Gentoxizitétstests der Substanzen Genistein, Daidzein und Glycetein
stellen heraus, dal3 Genistein, welches nur eine Hydroxy — Gruppe mehr als Daidzein trégt,
sowohl mutagen ist als auch zur dosisabhéngigen Induktion von Mikrokernen fuhrt (Metzler
et a.,1998; Kulling et a., 1999 und 2002; Pool-Zobel et al., 2000; Boos und Stopper, 2000),
wohingegen sich Daidzein als auch Glycetein (Schmitt et al., 2001) beziglich beider Tests
inert verhalten (Metzler et a.,1998; Boos und Stopper, 2000). Die durch Genistein induzierten
Mikrokerne enthalten ausschliefdlich Chromosomenfragmente, weshalb Genistein als klasto-
gene Substanz eingeordnet wird (Metzler et al., 1998). Equol wurde beziiglich gentoxischer
Wirkungen noch nicht untersucht. Deshalb wird zur Erganzung der Datenlage in dieser Arbeit
die Gentoxizitét der reduktiven Metaboliten des Daidzeins, Equol und O-DMA der oxidativen
Metaboliten, 3,4,7-Trihydroxyisoflavon und 4,6,7-Trihydroxyisoflavon, welche in vivo von
intestinalen Bakterien gebildet werden, Uberpruft. Diese Untersuchung ist insbesondere des-
halb wichtig, well diese Metaboliten im Urin von Freiwilligen nach der Aufnahme der Ur-
sprungssubstanz nachgewiesen werden konnten (Kulling et a., 2001).
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2.2. Flavone

Abb.2.3. Grundstruktur der Flavone (links) und die Struktur von Fisetin (rechts)

Flavone sind in vielen Pflanzen natiirlich vorkommende Substanzen mit geringem molekul a-
ren Gewicht. Die tagliche Aufnahme mit der Nahrung wird auf Werte von 23 bis 1000 mg pro
Tag geschétzt (Peterson und Dwyer, 1998). Die Gruppe der Bioflavonoide besteht aus Uber
100 verschiedenen Substanzen. In einigen Studien wurde eine leichte dstrogene Aktivitét der
Flavone gefunden (Breinholt und Larsen, 1998; Kuiper et al., 1998). Grof3es Interesse verur-
sachen diese Substanzen derzeit durch mdgliche chemoprotektive Wirkung gegen Krebs und
Herzerkrankungen (Formica und Regelson, 1995; Harborne und Williams, 2000; Ferguson,
2001). Einige Studien zeigen mutagene und gentoxische Effekte der Flavone (Bjeldans und
Chong, 1977; Carver et a., 1983; Rueff et al., 1992; Stavric, 1984; Van der Hoeven et a.,
1984) wohingegen andere Studien antikarzinogene Aktivitéten postulieren (Suolinna et al.,
1975; Wiltrout und Hornung, 1988). Der Schutz vor oxidativer Schadigung der DNA durch
freile Radikale ist einer der wichtigsten chemoprotetiven Effekte der Bioflavonoide (Burda
und Oleszek, 2001). Das Flavon Fisetin, das auch in Pflanzen vorkommt, zeigte mutagene
Aktivitét im Ames-Test (Hardigree und Epler, 1978). Bezliglich gentoxischer Effekte liegen
noch keine Daten vor. Deshalb wurden gentoxische Effekte an Mauslymhomzellen in dieser
Arbeit untersucht.

2.3. Stilbene

OH
OH
I e A
O OH
HO
HO

1 2

Abb.2.4: Strukturformeln der beiden Stilbenderivate Resveratrol (1) und Diethylstilbdstrol (2)
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Resveratrol ist ein Vertreter der Polyphenole und in
vielen Pflanzen vertreten (Abb.2.5.). Resveratrol wird
als sogenannter sekundérer Pflanzeninhaltsstoff in
einer Vielzahl von Pflanzen als Abwehrstoff gegen
Infektionen, vor allem bel Pilzbefall gebildet. Dieses
Phytoalexin (phytos = Pflanze; alekein = abwehren)

ADBD.2.5: Welntr auben wird vor allem tber Nahrungsmittel auf Basis von
Erdnuss- und Traubenprodukten aufgenommen (Macholz und Lewerenz, 1989). Der Gehalt
an Resveratrol variiert verarbeitungsbedingt in Trauben bzw. Wein sehr stark zwischen 0,2
bis 8,0 mg/l (Mattivi, 1993; Romero-Rerez et al., 1996; Wamhoff et al., 1998). Der Gehalt an
Resveratrol kann durch erhdhte UV-Einstrahlung gesteigert werden (Celotti et al., 1996; Can-
tos et a., 2000).

Resveratrol wird chemoprotektive Wirkung zugesprochen (Lee et al., 1998; Calabrese et al.,
1999), da es als Radikafanger wahrscheinlich als natirliches Antioxidans bei oxidativer
Schéadigung der DNA wirkt (Cadenas und Barja, 1999; Lin und Tsai, 1999). Diese Entde-
ckung wurde als ,, French-Paradoxon“ bekannt, da man bel bei Franzosen trotz fettreicher Er-
ndhrung ein erniedrigtes Risiko fur Herz-Kreislauferkrankungen fand. Weiterhin wurde an-
tiinflammatorische Wirkung des Resveratrols durch Suppression der Prostaglandinsynthese
beschrieben (Martinez und Moreno, 2000) und eine Verbesserung des Lernverhaltens sowie
Nervenregeneration im Hirn gefunden (Tredici et a., 1999; Bertelli et a., 2001). Ebenso
konnte in mehreren Studien antikanzerogene und antimutagene Wirkung des Resveratrols
beschrieben werden (El Attar et al., 1999; Jang et al., 2000; Ciolino und Y eh, 1999; Chun et
al., 1999; Mitchell et al., 1999). Bei in-vitro Untersuchungen zur Gentoxizitdt und Mutageni-
tét konnte Mikrokerninduktion, Chromosomenaberration und Schwesterchromatidenaustausch
nachgewiesen werden (Matsuoka et al., 2001). Eine weitere Abkl&rung dieser unterschiedli-

chen Datenlage zwischen in-vitro und in-vivo Forschung wére erstrebenswert.

2.4. Lignane

Die Phytohormongruppe der Lignane ist in der westlichen Kiiche stérker in der Nahrung ver-
treten als die Isoflavone (Messina, 1999). Ahnlich den Isoflavonen liegen die Lignane in den
Pflanzen als glycosilierte Konjugate vor. Toxikologisch sind vor allem auch die Lignanmeta-
boliten zu untersuchen, da die Ausgangsverbindungen im Gastroinestinaltrakt durch die dort
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ansassige Bakterienflora zum Teil vor der Resorbtion in Metaboliten aufgespalten wird. Epi-
demiologische Studien fanden antikarzinogene Wirkung der Lignane (Pool-Zobel et al., 2000;
Xu et a., 1998; Osswald et al., 2000). Die genotoxische Wirkung der Lignane und ihrer Me-
taboliten wurde bisher in einer Studie von Kulling (Kulling et al., 1998) untersucht und man
fand keinerlei gentoxische Aktivitét in verschiedenen Tetsystemen, wobel die Substanzen bis
zu einer Konzentration von 100puM oder bis zur Loslichkeitsgrenze untersucht wurden.

2.5. Anthocyane

OH OH OH
OH OH
O by ‘ ~ ‘ )
P OH = H % OH
HO o HO o
) ©
a® OH cl OH c OH
H

OH H
Delphinidin-Chlorid Pelargonidin-Chlorid Cyanidin-Chlorid

Abb.2.6: Strukturformeln der drei Aglycone der Anthocyane

Die Stoffklasse der Anthocyane z&hlt zur Gruppe der
Flavanoide und kommt weitverbreitet in Bliten, Frich-
ten und Gemuse vor und ist als naturlicher Farbstoff fir
das gesamte Spektrum von Blau bis Rot (Abb.2.8) ver-
antwortlich. Die Anthocyane kommen in Pflanzen vor-
wiegend as Glycoside (Glycosilierung in 5-Stellung)
und Polyacyl-Konjugate vor. Diese Polyacyl-Konjugate
bilden komplexe dreidimensionale Strukturen (Sand-

wich-Stacking), die die Mannigfaltigkeit der Farben er-

Abb.2.7: Rote Trauben

kléart. Der Gehalt an Anthocyanen macht in vielen Pflan-
zen und Friichten den Hauptteil an Polyphenolen aus. So werden in Erdbeeren 0,15mg/g, in
Kirschen bis 4,5mg/g und in Weintrauben bis zu 800mg/I gefunden (Mattivi, 1993; Lapidot,
1998; Sriram et a , 1999; Spagna et al., 2000; Scalbert und Williamson, 2000). Die errechnete
Aufnahmemenge des Menschen Uber Nahrungsmittel betragt 23 bis 1000mg/d an Flavanoiden
(Markakis, 1982; Peterson und Dwyer, 19989). Nach moderatem Weinkonsum (0,4 1) kénnen
beachtliche Plasmaspiegel von bis zu 10uM erreicht werden. In der Lebensmittelindustrie
besitzen die Anthocyane als Lebensmittelzusatzstoffe zum Férben von Nahrungsmitteln
(E163) und as Antioxidantien Bedeutung (Bold, 1978; Macholz und Lewerenz, 1989).
Anthocyane besitzen antioxidative Wirkung (Kanner et a., 1994; Wang et a., 1997; Lapidot
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et a., 1999). Chemoprotektive Wirkung konnten Sarma und Sharma (1999) in ihrer For-
schung zeigen. Oxidativer Stref3, durch UV-Bestrahlung, konnte durch DNA-Anthocyan-
Komplexe inhibiert werden. Antimutagene, antimikrobielle, antiinflammatorische und anti-
kanzerogene Wirksamkeit konnten ebenso belegt werden (Mc Gregor und Jurd, 1978; Formi-
caund Regelson, 1995; Del Rio et al., 1997).
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I11. Aufgabenstellung und Hintergrund dieser Arbeit

Hintergrund dieser Arbeit ist, dal3 Pflanzenextrakte, die Phytohormone enthalten, in der heuti-
gen Zeit mehr und mehr as nattirliche, ja geradezu omnipotente Heilmittel fir eine stetig
wachsende Anzahl der verschiedensten Erkrankungen angepriesen werden. Das Augenmerk
der folgenden Untersuchungen richtet sich dabei auf Substanzen mit dstrogenem Potential,
deren Konsum in der Fachliteratur und immer haufiger auch in der Laienpresse invers mit
dem Auftreten hormon-abhangiger Erkrankungen, wie Brust- und Prostata-Krebs oder Osteo-
porose assoziiert wird. Gerade auch im Bereich der klimakterischen Hormonersatztherapie
werden die Phytohormone gerne als natiirlicher Ersatz firr sogenannte ,, Designer-Ostrogene’
herangezogen, da bel ihnen ein besseres Verhdltnis von Wirkung zu Nebenwirkung vorzulie-
gen scheint. So erhdhen sie zum Beispiel im Gegensatz zu den ,, Designer-Ostrogenen® und
» Selektiven Estrogen Rezeptor Modulatoren (SERM)“ angeblich nicht das Risiko fir throm-
boembolische Erkrankungen. Aus genannten Griinden kann die tagliche Aufnahme an Phyto-
hormonen, sei es in Form von Nahrung (z.B. Soja, Wein, Frichte) oder in pharmazeutisch
aufbereiteter Form, wie zum Beispiel Pillen, die keinerlei Standardisierung der Dosis unter-
liegen, Uber 100 mg pro Tag betragen und dem zufolge Blutplasmaspiegel von Uber 1 pM
erreichen. Als erschreckend kann die Tatsache gewertet werden, dal3 viele dieser Substanzen
den Weg in die Verkaufsregale finden, ohne der gleichen pharmakol ogischen und toxikol ogi-
schen Prifung unterzogen zu werden, wie das fur andere in Lebensmitteln vorkommenden
Substanzen, wie zum Beispiel Konservierungs-, Farb- und Aromastoffe, inzwischen selbst-
verstandlich ist (Matthews et a., 1999; Doerge et a., 2000). Die Moglichkeit, dass es neben
therapeutischen auch toxische Effekte dieser Substanzen geben kann, wird dabel allzu gerne
ignoriert.

Daten zur Auslésung von Krankheiten durch Phytohormone mit 6strogener Wirkung sind nur
fur wenige Verbindungen oder nur fur potente synthetische Verbindungen (Diethylstil-
bostrol), die in hohen Dosen zur Therapie eingesetzt werden, vorhanden. Deshalb es war es
Aufgabe dieser Arbeit, fir eine Auswahl von Phytohormonen mit Gstrogener Aktivitét oder
fir deren Metaboliten, die aus den Ausgangssubstanzen meist durch bakteriellen Umbau im
Gastrointestinaltrakt oder durch Metabolisierung in der Leber entstehen, deren Toxizitéat und
Genotoxizitét durch in-vitro Tests an Mauslymphomzellen L5178Y zu untersuchen und die
bestehende Datenlage zu ergéanzen.
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Zur Aufklarung der Toxizitat und Genotoxizitét der Substanzen oder Metaboliten verfiigt man
Uber gut etablierte in-vitro Tests, die durch die Moglichkeit der Bearbeitung einer grof3en
Probenzahl sehr gut zur Friherkennung maéglicher adverser Effekte geeignet sind. Die Toxizi-
tét soll in dieser Arbeit durch konzentrationsabhéngige Proliferationsexperimente und durch
Bestimmung der Zellvitalitdt mit der Ethidiumbromid-Flouresceindiacetat-Methode sowie
durch Analyse der Teilungsaktivitét der Zellen nach Behandlung mit Cytochalasin B und an-
schlieRender Bestimmug des Anteils mehrkerniger Zellen bestimmt werden. Zur Uberprifung
moglicher genotoxischer Aktivitét wird auf den weitverbreiteten in-vitro Mikrokerntest zu-
ruckgegriffen. Um falsch-negative Ergebnisse zu vermeiden und damit gentoxische Aktivitét
von Substanzen oder Metaboliten auch in toxischen und damit zellteilungsinhibierenden Kon-
zentrationen nicht zu Ubersehen, wurde der Mikrokerntest um die Doppelkernmethode nach
Behandlung der Zellen mit Cytochlasin B erganzt. Durch Auszadhlen der Mikrokernfrequenz
in doppelkernigen, also teilungsaktiven Zellen kann ein Auftreten einer erhdhten Zahl an Mik-
rokernen auf die Zellteilungsrate bezogen werden. Um einen Hinwels auf den maoglichen
Wirkmechanismus der genotoxischen Aktivitét von Substanzen zu erhalten wurden in dieser
Arbeit die Daten des Mikrokerntestes durch eine ndhere Untersuchung der Mikrokerne er-
ganzt. Dazu wurde ein indirekter Immunfloureszenznachweis von Kinetochorproteinen
durchgefiihrt, der zwischen aneugener oder klastogener Wirksamkeit von Substanzen diffe-

renzieren &03.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse sollen die Datenlage, vor alem zu den Phytodstro-
gen-Gruppen der Isoflavone, Flavone, Stilbene und Anthocyane erganzen, damit eine Grund-
lage geschaffen werden kann, auf der basierend zukinftig eine Risikoabschétzung fir die Ex-
position des Menschen gegenuiber Gstrogen wirksamen Substanzen besser durchfihrbar sein

wird.
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V. Material und Methoden

4.1. Laborchemikalien und Arbeitsger éate

4.1.1. Laborchemikalien und Verbrauchsmaterial
Alle Chemikalien wurden in hochster Qualitét kommerziell erworben. Sie stammten von den

Firmen Sigma Chemie (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Aldrich
Chemie (Steinheim).

Fur die indirekte Immunfloureszenzférbung wurden Produkte der Firmen Ventana Medical
Systems (USA) und Antibodies Incorporated (USA) verwendet.

Hochreines L6sungsmittel wurde aus der hauseigenen Reinstwasseranlage entnommen (Milli-
pore-System). Puffer und Ldsungen wurden autoklaviert oder Uber Millipore-Filter sterilfilt-

riert.

Allgemeine Verbrauchsmaterialien wurden von der Firma Hartenstein (Wurzburg) und
Verbrauchsmateriaien fur die Zellkultur von der Firma Greiner (NUrtingen) geliefert.

4.1.2. Arbeitsgerate

Autoklav
Brutschrank
Coulter Counter
Lichtmikroskop
Netzger ate

Pipetten

Sterile Werkbank
Sterilisator
Ultraschallbad
Wasser bad
Zytozentrifuge

Melag Typ 28, Melag, Deutschland

Typ B 5060 EK-CO», Heraeus, Deutschland
Z1 bzw. Z2, Coulter Electronics, UK

Zeiss, Deutschland

Power Pac 300, Biorad, Deutschland

Power Supply 500/500, Roth, Deutschland
Gilson, Frankreich

Eppendorf, Hamburg

Labsystem, Finnland

Gelaire BH 26, Flow Labaratories, Deutschland
Heraeus, Deutschland

Sonorex RK 103 H, Bandelin, Deutschland
Kottermann, Deutschland

Cytospin 3, Shandon, UK
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4.2. Puffer und L ésungen

Acridin-Orange-L 6sung: 450 ul 1%ige Acridin-Orange-Stammldsung (Sigma) auf 71,5

ml Sorensen-Puffer.

Mit diesem Floureszenzfarbstoff wurden die Zellen fur die Mikrokernauszahlung geféarbt.

Bisbenzimid-L 6suna: 1mg Bisbenzimid (Sigma) in Iml DMSO |0sen. Aus dieser

Stammlosung wird eine Gebrauchslosung der Konzentration
5ug/ml durch Verdinnen mit PBS/CMF-Puffer hergestellt.
Mit diesem Floureszenzfarbstoff wurde das Chromatin der Zellen fur die indirekte Immunflu-

oereszenz gefarbt.

Ethidiumbromid/Flouresceindiacetat-L 6sung: &30l Ethidiumbromid (Sigma, 1mg/mi
bidest H,0)
alsul  Flouresceindiacetat  (Sigma,

5mg/ml Aceton)
a2,5 ml PBS/ICMF-Puffer
Diese Farbstoffmischung diente zur Uberpriifung der Membranintegritét der Zellen und somit

zur Uberpriifung von deren Vitalitét.

Sorensen-Puffer: & Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat: 5,84g in 492ml H,O (bidest)
a Kaliumhydrogenphosphat: 4,61g in 508ml H,O (bidest)
a PH-Wert des Puffers: 6,8

Der Puffer diente dem Entférben der Zellen bei der Mikrokernauszahlung

PBS/CM E-Puffer: & 8,0g Natriumchlorid
a 0,2g Kaliumchlorid
& 0,575g Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat

a 0,2g Kaliumhydrogenphosphat
& hochgereinigtes Wasser ad 1000ml, sterilfiltriert
a pH-Wert des Pufers: 7,0

Der Puffer wurde zur Herstellung des Tween-Puffers benttigt.

Tween-Puffer: Herstellung eines 0,1%igen und eines 0,5%igen Tween-Puffers (Polyoxyethy-
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lensorbitanmonolaurat — Tween 20, Sigma, 500ml) durch Verdinnung mit
PBS/ICMF-Puffer.
Dieser Puffer diente dem Waschen der Zellen bel der Bisbenzimidfarbung und zur Verdiinung
der FITC-konjugierten-Ziege-anti-Human-1gG-Antikorper (1:100).

4.3. Zdlkultur

4.3.1. Verwendete Zdllinie

Alle Versuche wurden mit Maus-Lymphom-Zellen L5178Y tk*" (MoLy) durchgefiihrt, die
von Prof. Dr. W. J. Caspary, National Institute of Environmental Health Sciences, North Ca
rolina (USA) zur Verfugung gestellt wurden. Diese Z€lllinie besitzt nur eine geringe metabo-
lische Kompetenz. Daher sollte fur die zu untersuchende DNA-schadigende Wirkung von
Substanzen ein aktivierungsunabhangiger Mechanismus verantwortlich sein.

4.3.2. Kulturmedium

Das verwendete Medium setzte sich aus folgenden Reagenzien zuammen:

a Grundmedium RPMI 1640 (Sigma, 500ml, mit Phenolrot) 500ml
& Pferdeserum, hitzeinaktiviert 30min. bei 56°C (10% der L 6sung) 50ml
a Sodium-Pyruvat 107ug/ml (Sigma, 100ml) 5ml
a L-Glutamin 0,25mg/ml (Sigma, 100 ml) 5ml
a Penicillin 40U/ml; Streptomycin 0,04mg/ml (Sigma, 100ml) 2ml

4.3.3. Kultivierung der Zellen

4.3.3.1. Auftauen der Zellen

Diein flussigem Stickstoff bel —196°C gelagerten Zellen wurden zu Beginn der Versuchsreihe
im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Nachdem unter der Sterilbank die Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen pipettiert wurde, waren nun in der Zentrifuge die Zellen vom DM SO-
haltigen Einfriermedium zu trennen. Danach wurde der Uberstand dekantiert und das Zellpel-

let in eine Zellkulturflasche (T25, Greiner) Uberfuhrt, nachdem es in 5ml Kulturmedium auf-
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genommen und zur Vereinzelung der Zellen mehrfach resuspendiert wurde. Es folgte die In-
kubation im Brutschrank bei 37°C und 5%iger CO,- Atmosphare. Am néchsten Tag war €in
Mediumwechsel zur Entfernung entstandener Zelltrimmer durchzuftihren und die Zellen
wurden in eine T100- Zellkulturflasche Uberfihrt, von wo aus sie zur Zellgewinnung fur die

Versuchsrethen passagiert wurden.

4.3.3.2. Passagieren der Stammreihe

Die L5178Y -Zellen wurden als Suspension frei wachsender Zellen bei 37°C und 5%iger CO,-
Atmosphére in T100-Zellkulturflaschen (Greiner) im Brutschrank kultiviert und drei mal pro
Woche passagiert. Das Passagieren der Zellen wurde wie folgt durchgefihrt:

Unter der Sterilbank wurde die Zellsuspension zunéchst mit 5ml Pipetten zur Vereinzelung
der Zellen wiederholt resuspendiert. Dann wurde durch Entnahme eines Aliquots der Suspen-
sion (200 ul) die Zellzahl mit Hilfe des Coulter-Counters bestimmt. Hierdurch konnte auf
einfach Art und Weise eine Qualitétskontrolle der Zellen durchgefiihrt werden, da beurteilt
werden konnte, ob eine normale Replikations- bzw. Verdopplungsrate der Zellen von etwa 10
Stunden vorlag. Danach wurde aus der bestehenden Zellkulturflasche mit der konzentrierten
Zellsuspension soviel Volumen entnommen und mit neuem Kulturmedium (37°C, ca. 50ml)
in einer neuen Flasche resuspendiert, dald eine Aussaat in einer Ausgangskonzentration von
1,5+¥10° Zellen/ml erreicht wurde.

4.3.3.3. Anlegen der Testkulturen

Am Vortag eines jeden Versuchs wurden Maus-Lymphomzellen aus der Stammkultur ent-
nommen und in einer Zelldichte von 1,5%10°Z/ml ausgeséht. Dabei mufte soviel Volumen
unter Berlicksichtigung der Zellverdopplungsrate angesetzt werden, dal3 am nachsten Tag
geniigend Zellen zur Durchfihrung des Versuchs zur Verfligung standen. Die Zellkulturfla-
sche wurde im Brutschrank verwahrt. Zu Beginn des Versuches wurde dann nach Resuspen-
dieren der Zellsuspension die Zelldichte bestimmt und anhand des Wachstums unter Beriick-
sichtigung einer Replikationsrate von ca. 10 Stunden beurteilt, ob die Zellen in Ordnung sind
und fur den Versuch verwendet werden konnten. AufRerdem wurde eine Probe der Zellsuspen-
sion der Vitalitatsfarbung unterzogen.

Danach folgte das Ansetzen der Testkulturen, indem die Zellsuspension durch Zusatz von
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frischen, auf 37°C erwérmten Mediums auf eine Zelldichte von 2,0¥10°Z/ml verdiinnt und
entsprechend der Anzahl der zu Uberprifenden Test- und Kontrollsubstanzkonzentrationen in
jeweils zwel separaten Ansdtzen zu je 4 ml in T25-Zellkulturflaschen geflllt wurde. Danach
wurden noch entsprechende Volumina an Kontroll- oder Testsubstanzen hinzupippetiert und
nach Resuspension folgte die 4-stiindige Testsubstanzinkubation im Brutschrank.

4.4. Testsubstanzen

Die Zellkulturen wurden mit folgenden Testsubstanzen inkubiert:

a Dimethylsulfoxid (DM SO) Sigma, D-5879, 500ml

a Diethylstilbestrol (DES) Sigma

a Genistein (GEN) Sigma

a Equal Biochemica, 45405, 1mg, ~99%
a O-Desmethylangolensin (O-DMA) Biochemica

a 3,4,7-Trihydroxyisoflavone Biochemica, 91953, 5mg, ~99%
a 4,6,7-Trihydroxyisoflavone Biochemica, 91956, 5mg, ~98%
a Fisetin-Hydrat Sigma, 08011-039, 100mg

a Resveratrol Sigma, R-5010, 100mg

a Delphinidin-Chlorid Roth, 4537.1, 10mg

a Pelargonidin-Chlorid Fluka Chemica, 76320, 10mg
a Cyanidin-Chlorid Roth, 4545.1, 10mg

Die Testsubstanzen wurden durchweg a's Trockenpulver erworben. Die Stammlsungen wur-
den durch L6sen der Substanz in DM SO mit Hilfe des Ultraschallbades erstellt.

Die Testsubstanzen wurden Uberprift, indem das zu testende K onzentrationsspektrum anstei-
gend vom ,, no-effect-level” bis hin zur Toxizitétsgrenze der Substanzen gelegt wurde. Traten
bis zur Lodlichkeitsgrenze der Substanzen keine adversen Effekte auf, so bildete diese die
obere Begrenzung des Untersuchungsspektrums.

Prinzipiell durften die zu den Testansétzen, welche mit einem Volumen von 4ml ausgesaht
wurden, hinzupippetierten Losungen der Kontroll- und Testsubstanzen nicht mehr als 1%

(=40ul) des Kulturvolumens betragen, um Zellschéden zu vermeiden.

4.5. Testverfahren und methodisches Vorgehen

4.5.1. Allgemeines
Die Vorgehensweise vorliegender Arbeit bel der Untersuchung des Risikoprofils der Testsub-



Materia und Methoden 25

stanzen beruht auf zwei Prinzipien — die Ermittlung des toxischen sowie des gentoxischen
Potentials. Im Gegensatz zur Untersuchung auf akute, chronische und reproduktionstoxische
Aktivitéten, fur die auf Tierversuche nicht verzichtet werden kann, eigneten sich in dieser
Arbeit zur Bestimmung des toxischen und gentoxischen Potentials von Substanzen in-vitro
Testverfahren am besten, welche ein grof3flachiges Screening durch die Méglichkeit der Be-
arbeitung einer grof3en Probenzahl ermoglichen. Aufderdem eignen sich diese vorzuglich zur
Aufklarung molekularer Wirkmechanismen.

Die Kenntnis des toxischen Potentials von Testsubstanzen, insbesondere die Kenntnis der
Konzentrationsabhéngigkeit zytotoxischer Effekte ist essentielle Voraussetzung fur eine kor-
rekte Bewertung und I nterpretation gentoxischer Effekte, zu deren Beurteilung die Ermittlung
von Mikrokernfrequenzen herangezogen wurde. Eine vitale und ihrer Funktion integre Zelle
ist ndmlich die Grundvoraussetzung fur die Induktion von Mikrokernen. Fehlende Induktion
von Mikrokernen bei Missachtung stark zytotoxischer Konzentrationen kann zur falsch-
negativen Ergebnisinterpretation fuhren. Rickschlisse auf den Mechanismus gentoxischer
Aktivitéat konnten aus der Anayse der Mikrokerne nach Immunférbung mit dem Serum von

Scleroderma-Patienten (Crest-Syndrom) gezogen werden.

45.2. Toxizitatstests

Zytotoxische Effekte der Testsubstanzen wurden an den folgenden drei Testsystemen erho-
ben.

4.5.2.1. Proliferationsexperimente

Um eine Steigerung oder Inhibierung der Zellproliferation im Vergleich zur normalen Repli-
kationsrate von ca. 10 Stunden und damit mdgliche toxische Effekte festzustellen, wurden
Wachstumskurven der Zellen erstellt.

Die Werte zur Erstellung der Wachstumskurven erhielt man, indem aus jedem V ersuchsansatz
ein Aliquot von 20pl aus den resuspendierten Zellsuspensionen entnommen wurde, dieses mit
isotoner Natrium-Chlorid Losung auf 10ml Gesamtvolumen erganzt wurde und im Coulter-
Counter die Zelldichte des Ansatzes (Mittelwert aus jeweils zwel Messungen) ermittelt wur-
de.

Die erste Feststellung der Zelldichte erfolgte zu Beginn des Versuches (0 Stunden; entspricht
Dichte der Aussaht). Danach erfolgte eine 4-stiindige Inkubation mit den Testsubstanzen.
Nach Resuspension erfolgte die zweite Feststellung (4 Stunden). Danach wurden die Zellen
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gewaschen. Dies erfolgte durch zentrifugieren (5min., 1000rmp), Abgielken des Uberstandes
(in diesem befand sich die gel6ste Testsubstanz) und Resuspension in 4ml neuem, auf 37°C
erwarmten Medium. Danach wurde 5 Stunden Recovery-inkubiert. Hier erfolgte die dritte
Feststellung (9 Stunden). Nach weiteren 15 Stunden Recovery-Inkubieren erfolgte die letzte
Festellung (24 Stunden).

Fur jede Substanz wurden mehrere unabhangige Versuche durchgefihrt. Zur tabellarischen
Darstellung kommen die vermittelten Ergebnisse zu jedem Feststellungszeitpunkt fir jeden
der durchgefiihrten Einzelversuche. Um fir jede Testsubstanz zu einer Gesamtaussage zu
kommen wurden zunéchst zu jedem Einzelversuch die Relativwerte in Bezug auf die Ldse-
mittelkontrolle Dimethylsulfoxid berechnet; anschlief3end wurde das arithmetische Mittel aus
alen zur jeweiligen Substanz durchgefihrten Versuche gebildet, welches zur graphischen
Darstellung kam (nur aus Ansétzen ohne Cytochalasin B).

4.5.2.2. Zdlvitalitatstest

Der Zellvitalitétstest nach Strauss (Strauss, 1991) erfasste mogliche zytotxische Effekte, in-
dem die Uberlebensrate von Zellen im allgemeinen oder nach Behandlung mit Testsubstanzen
bestimmt wurde. Die Kenntnis der ZellUberlebensrate war ferner von essentieller Bedeutung
bei der Beurteilung der Mikrokerninduktion, da bei hoher Toxizitét einer Substanz eine poten-
tielle Mikrokerninduktion ausbleibt, wenn die Zelle bereits tot ist. Somit konnte eine falsch-
negative Ergebnisinterpretation bei den Gentoxizitétstests verhindert werden. Zu beachten ist
jedoch, dass sich der physiologische Prozentsatz toter Zellen in der Suspension in der Regel
bei unter 5% bis maximal 10% bewegt.

Die Ethidiumbromid / Flouresceindiacetat-Methode beruht auf 2 Prinzipien:

& Flouresceindiacetat ist farblos und wird nachdem es in die Zelle aufgenommen wurde
duch die dort anwesenden aktiven Esterasen zu Flourescein gespalten, welches unter dem
Floureszenzmikroskop griin leuchtet. Genannte Esterasen sind nur in lebenden Zellen aktiv,
weshalb sich bereits abgestorbene Zellen nicht anférben.

a Ethidiumbromid gelangt bel Zellen, die stark geschéadigt oder abgestorben sind und deren
Membranintegritét deshalb nicht mehr vollstdndig gegeben ist, in das Zellinnere und bindet
dort an die DNA, was sich in einer roten Floureszenz ausdriickt. Intakte Zellen nehmen den
Farbstoff nicht auf.
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Die Werte zur Bestimmung der Uberlebensrate bzw. der Zellvitalitét erhielt man, indem aus
jedem Versuchsansatz ein Aliquot von 35l aus der resuspendierten Zellsuspension entnom-
men wurde und auf einem Objekttréger mit 15ul Farbelésung verrieben wurde. Nachdem die
Suspension mit einem Deckglas versehen wurde, erfolgte die Auszéhlung lebender und toter
Zellen unter dem Floureszenzmikroskop. Dabel wurden mindestens 100 Zellen proVersuch-
sansatz und Feststellungszeitpunkt ausgezahit.

Die erste Feststellung der Zellliberlebensrate erfolgte zu Beginn des Versuchs (0O Stunden).
Danach erfolgte die 4-stiindige Inkubation mit den Testsubstanzen. Nach Resuspension er-
folgte die zweite Feststellung (4 Stunden). Danach wurden die Zellen gewaschen. Dies erfolg-
te durch zentrifugieren (5min., 1000rpm), AbgieRen des Uberstandes (in diesem befand sich
die geldste Testsubstanz) und Resuspension in 4ml neuem, auf 37°C erwarmten Medium. Da-
nach wurde 20 Stunden Recovery-inkubiert. Hier erfolgte die letzte Feststellung (24 Stunden).

Fur jede Substanz wurden mehrere unabhangige Versuche durchgefiihrt. Zur tabellarischen
Darstellung kommen die Ergebnisse jedes Feststellungszeitpunktes fur jeden der durchgefuhr-
ten Einzelversuche. Um fir jede Testsubstanz zu einer Gesamtaussage zu kommen, wurde fur
jeden einzelnen Versuchsansatz zundchst der Prozentsatz Uberlebender Zellen bestimmt. Da-
nach wurden die Prozentsétze fur jeden Einzelversuch in Relativwerte in Bezug auf die L6-
semittelkontrolle Dimethylsulfoxid umgesetzt. Anschlief3end wurde das arithmetische Mittel
aus allen zur jeweiligen Substanz durchgefuhrten Versuche gebildet, welches zur graphischen
Darstellung kam (nur aus Ansétzen ohne Cytochaasin B).

4.5.2.3 Anteill mehrkerniger Zellen

Durch die Zugabe von Cytochalasin B (Sigma, C-6762, 1mg) zu den Versuchsansdtzen wird
die Zytokinese der Zellen gehemmt und es entstehen doppel- und mehrkernige Zellen. Sollte
eine Testsubstanz den Zellzyklus beschleunigen oder die Tellungshaufigkeit erhéhen, so wird
sich dies in einem prozentualem Anstieg der doppel- und mehrkernigen Zellen représentieren
und man erhélt ein Mal3 fur die Proliferationsrate. Umgekehrt wird sich ein toxischer Effekt in
einer Verminderung des Anteils doppel- bzw. mehrkerniger Zellen in Bezug auf den Ansatz
mit der L6sungsmittelkontrolle manifestieren.

Die Werte zur Bestimmung des Anteils mehrkerniger Zellen erhielt man, indem fir jeden
Einzelversuch parallel zu den normalen Ansétzen jeweils eine identische Reihe von Ansétzen
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angelegt wurde. Beide Reihen von Versuchsansdtzen wurden nach dem Ausséhen fur 4 Stun-
den mit den Testsubstanzen inkubiert und danach gewaschen. Dies erfolgte durch zentrifugie-
ren (5min., 1000rmp), AbgieRen des Uberstandes (in diesem befand sich die gel6ste Testsub-
stanz) und Resuspension in 4ml neuem, auf 37°C erwarmten Medium. Den Ansétzen der Rei-
he, die zur Bestimmung des Anteils mehrkerniger Zellen dienen sollte, wurde an dieser Stelle
soviel in Dimethylsulfoxid geldstes Cytochalasin B zupipettiert, dass dieses in der Zellkultur
in einer Konzentration von 5ug/ml vorlag. Dann schlossen sich 20 Stunden Recovery-
Inkubation an. Aus diesen Ansétzen wurden nach Resuspension nun jeweils drei Aliquots von
130pl entnommen, mittels Zentrifuge (5 min., 1.000rpm) auf Objekttrager aufgebracht und
anschlief3end in tiefgekthlten ( -20° C ) Methanol fixiert. Die Farbung der Préparate erfolgte
durch 3-mindtiges Tauchen in Acridin-Orange-L6sung mit anschlief3endem zweimaligen Ent-
farben der Pr8parate fur jeweils 5 Minuten durch Tauchen in Sorensen-Puffer.
Die Auswertung erfolgte unter dem Floureszenzmikroskop indem pro Ansatz insgesamt etwa
2.000 Zéllen, untergliedert nach

N einkernig

N zwelkernig (diese wurden weiter nach 0 — 4 Mikrokernen untergliedert)

N dreikernig und mehr

ausgezahlt wurden.

Fur jede Substanz wurden mehrere unabhangige Versuche durchgefihrt. Zur tabellarischen
Darstellung kommen die Ergebnisse der Auszdhlungen fur jeden der durchgefuhrten Einzel-
versuche. Um fir jede Testsubstanz zu einer Gesamtaussage zu kommen, wurden zunéchst fur
jeden Ansatz der Prozentantell mehrkerniger (= zwel, drei oder mehr Kerne) Zellen bestimmt.
Danach erfolgte fur jeden Einzelversuch die Umrechnung in Relativwerte in Bezug auf die
L 6semittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid; anschlief3end wurde das arithmetische Mittel aus
alen zur jeweiligen Substanz durchgefihrten Versuche gebildet, welches zur graphischen
Darstellung kam.

45.3. Gentoxizitatstests

An den folgenden drei Testverfahrenn wurden gentoxische Effekte der Testsubstanzen erho-
ben. Dabei diente als Endpunkt zur Beurteilung der Gentoxizitét die Ermittlung der Mikro-
kernfrequenzen. Die ndhere Untersuchung der Mikrokerne sollte Hinweise auf deren Entste-

hungsmechanismus erbringen.
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45.3.1. In-vitro-Mikroker ntest

Mirokerne (MK) stellen von einer dop-
pelten Kernmembran umgebenes Chro-
matin im Zytoplasma der Zelle dar, das
sich vom Hauptkern abgesondert hat
(Abb.4.1). Es sind aso kleinere Kerne
(max. 1/3 des Hauptkerndurchmessers),
die sich auferhalb (durfen den Hauptkern
nicht berthren), aber in enger Nachbar-
schaft (nicht weiter als 2 Hauptkern-

durchmesser entfernt) zum Hauptkern,

Abb.4.1: Mikrokernein mit Acridin-Orange geférbten

L5178Y (Foto: Stopper / Full) von dem sie abstammen, befinden. Die

Ultrastruktur des MK enspricht der eines
normalen Kerns; er besitzt Kernporen, Kernhille, Hetero- und Euchromatin. Zur Entstehung
von MK tragt der Verlust von Chromatinmaterial aus dem Hauptkern bei (Abb.4.2). Dieser
wird in der Mitose moglich, wenn das Chromatin durch Kondensation in der , Transport-
form“, den Chromosomen vorliegt. Da MK durch den Verlust von Chromatinmaterial bel der
Zéellteilung entstehen, ist eine vorausgegangene Zellteilung fur die Entstehung der MK obli-
gat. Dabei kénnen durch Schéden verschiedener Herkunft ganze Chromosomen oder aber
azentrische Fragmente bei der Polwanderung verloren gehen. MK kommen in gesunden Zel-
len sehr selten vor, ihr Vorkommen kann durch Mutagene aber drastisch erhoht werden
(Stopper und Miiller, 1997). Dies macht man sich im in-vitro-Mikrokerntest zur Gentoxizi-

tatsprifung zu nutze.

Der Mikrokerntest kann ex vivo an Mauslymphozyten (Dekant und Vamvakas, 1995), die aus
dem Knochenmark exponierter Tiere isoliert wurden, durchgefihrt werden. Andere, in-vitro
Testsysteme benutzen Saugerzellen. Dabel sind Zelllinien vom Hamster oder, wie in dieser
Arbeit der Fall, von der Maus, sehr verbreitet (Combes et al., 1995; Stopper et a., 1997,
Eckert und Stopper, 1996; Boos und Sopper, 2000).

Da mutagene Substanzen in hdherer Konzentration oft toxisch wirken, teilen sich die Zellen
nur noch bedingt. Zur Entstehung eines MK ist aber die Zellteilung Grundvorraussetzung. Um
aneuploide oder klastogene Effekte trotz fehlender Mikrokerninduktion aufgrund hoher Zell-

toxizitdt trotzdem nachzuweisen und falsch-negativem Befund vorzubeugen, bietet sich eine
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Erweiterung des Mikrokerntests mit der Doppelkernmethode unter Zuhilfenahme des Zytoki-
nesehemmers Cytochalasin B an. Hierbei kann die Mikrokernfrequenz auf vitale, sich in Tei-
lung befindliche Zellen bezogen werden, indem nur Doppelkernige zur Auswertung herange-

zogen werden (Abb 4.2).

Al

v

[Zelikem ] |!Nkubation mit | () o hige Zellen mit und ohne Mikrokern
g Testsubstanzen

>

mit Cythochalasin B

Doppelkernige Zelle mit Mikrokern

A: Bildung von Mikrokernen in einkernigen Zellen nach Behandlung mit Testsubstanzen
B: Bildung von Mikrokernen in doppelkernigen Zellen nach Inkubation mit Testsubstan-

zen und dem Cytokinesehemmer Cytochalasin B
Abb.4.2: Schematische Dar stellung der Mikroker nbildung (Schmitt E., 2002)

4.5.3.1.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen

Die Versuchsansdtze wurden nach dem Aussahn fur 4 Stunden mit den Kontroll- und Test-
substanzen inkubiert und danach gewaschen. Dies erfolgte durch zentrifugieren (5min.,
1000rmp), AbgieRen des Uberstandes (in diesem befand sich die geloste Testsubstanz) und
Resuspension in 4ml neuem, auf 37°C erwarmten Medium. Dann schlossen sich 20 Stunden
Recovery-Inkubation an. Nach Resuspension wurden aus diesen Ansdtzen jeweils drei Ali-
guots von 130ul enthommen, mittels Zentrifuge (5 min., 1.000rpm) auf Objekttrager aufge-
bracht und anschlief3end in tiefgekthlten ( -20° C ) Methanol fixiert. Die Farbung der Prépa-
rate erfolgte durch 3-minltiges Tauchen in Acridin-Orange-Losung mit anschlief3endem
zweimaligen Entfarben der Prdparate fur jeweils 5 Minuten durch Tauchen in Sorensen-
Puffer.

Die Auswertung erfolgte unter dem Floureszenzmikroskop indem pro Ansatz insgesamt etwa
2.000 Zellen (da Ansétze ohne Zugabe von Cytochalasin B inkubiert wurden lagen nur ein-
kernige Zellen vor), untergliedert nach der jewells aufgetretenen Anzahl von Mikrokernen (0—

4) ausgezahlt wurden.
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Fur jede Substanz wurden mehrere unabhangige Versuche durchgefihrt. Zur tabellarischen
Darstellung kommen die Ergebnisse der Auszdhlungen fur jeden der durchgefuhrten Einzel-
versuche. Um fir jede Testsubstanz zu einer Gesamtaussage zu kommen, wurden zunéchst fur
jeden Ansatz der Promilleanteil mikrokernhaltiger (Zellen mit 1-4 Mikrokernen) Zellen be-
stimmt. Danach erfolgte fur jeden Einzelversuch die Umrechnung in Relativwerte in Bezug
auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid; anschlief3end wurde das arithmetische Mit-
tel aus allen zur jeweiligen Substanz durchgefihrten Versuche gebildet, welches zur graphi-
schen Darstellung kam (eine nach 5-stiindiger Recovery-Zeit in gleicher Weise durchgefihrte
Feststellung erscheint nur in tabellarischer Darstellung der ausgezadhlten Absolutwerte).

4.5.3.1.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen

Die Werte zur Bestimmung des Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen erhielt man,
indem fir jeden Einzelversuch parallel zu den normalen Ansédtzen jewells eine identische
Reithe von Ansédtzen angelegt wurde. Beide Rethen von Versuchsansitzen wurden nach dem
Aussdhn fur 4 Stunden mit den Testsubstanzen inkubiert und danach gewaschen. Dies erfolgte
durch Zentrifugieren (5min., 2000rmp), AbgieRen des Uberstandes (in diesem befand sich die
geloste Testsubstanz) und Resuspension in 4ml neuem, auf 37°C erwarmten Medium. Den
Ansétzen der Reihe, die zur Bestimmung des Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
dienen sollte, wurde an dieser Stelle soviel in Dimethylsulfoxid gel 6stes Cytochaasin B zupi-
pettiert, dass dieses in der Zellkultur in einer Konzentration von 5pg/ml vorlag. Dann schlos-
sen sich 20 Stunden Recovery-Inkubation an. Aus diesen Ansdtzen wurden nach Resuspensi-
on nun jeweils drei Aliquots von 130ul entnommen, mittels Zentrifuge (5 min., 1.000rpm) auf
Objekttrager aufgebracht und anschlief3end in tiefgekuhlten (-20° C ) Methanol fixiert. Die
Farbung der Préparate erfolgte durch 3-minttiges Tauchen in Acridin-Orange-L6sung mit
anschlieffendem zweimaligen Entférben der Préparate fir jeweils 5 Minuten durch Tauchen in
Sorensen-Puffer. Die Auswertung erfolgte unter dem Floureszenzmikroskop indem pro An-
satz insgesamt etwa 2.000 Zellen, untergliedert nach

N einkernig

N zwelkernig (diese wurden weiter nach 0 — 4 Mikrokernen untergliedert)

N dreikernig und mehr
ausgezahlt wurden, wobei nach Mdglichkeit mindestens 1000 doppelkernige Zellen erfasst

werden sollten.
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Fur jede Substanz wurden mehrere unabhangige Versuche durchgefihrt. Die tabellarische
Darstellung der ausgezéhlten Absolutwerte erfolgte fur jede Substanz bereits bei der Untersu-
chung ihres toxischen Potentials unter dem Punkt , Anteill mehrkerniger Zellen* und ist dort
nachzuschlagen. Um fir jede Testsubstanz zu einer Gesamtaussage zu kommen, wurde zu-
néchst fur jeden Ansatz der Promilleanteil mikrokernhaltiger (1-4 Mikrokerne) doppelkerni-
ger Zellen bezliglich der Summe aller zum jeweiligen Ansatz ausgezahlten zweikernigen Zel-
len bestimmt. Danach erfolgte fur jeden Einzelversuch die Umrechnung in Relativwerte in
Bezug auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid. Anschlief3end wurde das arithmeti-
sche Mittel aus allen zur jeweiligen Substanz durchgefihrten Versuche gebildet, welches zur
graphischen Darstellung kam.

45.3.2. Indirekter Immunfloureszenznachweis von Kinetochor proteinen

Die Anwendung von Zentromermarkierungen erweitert den Mikokern-Test, da er Unterschie-
de im Mechanismus der Mikrokernentstehung aufdeckt. Testsubstanzen kdnnen mit seiner

Hilfe in Aneugene und Klastogene unterteilt werden:

Aneugene: Durch Spindeldefekte oder Kinetochorschadigung kommt es zum Verlust ganzer

Chromosomen. Das verlorene Chromatinmaterial besitzt dann ein Zentromer

Klastogene: Durch Chromosomenbriche entstehen azentrische Fragmente, die kein Zentro-
mer besitzen und zentrische Fragmente (zentromerhaltig). Azentrische Fragmente gehen ver-
loren, weil durch das Fehlen der Zentromere keine Befestigung an der Spindel erfolgen kann.
Bei der Zellteilung bleiben diese azentrischen Fragmente in der Aquatorialebene liegen und

bilden dann Mikrokerne aus.

Die Kinetochorregion der Chromosomen wird mit AntikOrpern aus dem Serum von Sclero-
derma-Patienten (Crest-Syndrom) und nachfolgender Bindung eines floureszenzmarkierten
Ziege-anti-Human-Antikorpers dargestellt (Moroi et a.,1981; Tuffanelli et al., 1983; Degrass
& Tanzarella, 1988). Das Crest-Serum richtet sich spezifisch gegen die Proteine am Zentro-
mer (Kinetochor). Sie lasssen sich nach der Behandlung mit dem zweiten Antikorper detektie-
ren. Sofern die Kinetochorproteine nicht beschadigt sind oder fehlen, zeigen vollstandige
Chromosomen mit dieser Methode ein Signal. Aufer den zentrischen Fragmenten zeigen
Fragmente kein Signal (Stopper et al., 1993; Pfeiffer et al., 1997; Stopper und Mdiller, 1997).

Zur Durchfthrung des Tests wurden jeweils Zellpréparate der Konzentration einer Testsub-
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stanz herangezogen, die im Mikrokerntest eine nennenswerte Mikrokerninduktion zeigten und
die aus der Versuchsreihe ohne Behandlung mit Cytochalasin B stammten. Zunéchst wurden
die Prgparate 5 Minuten in 0,1%-igen Tween-Puffer gewaschen. Anschlief3end wurden 10ul
Crest-Serum (Antibodies Incorporated, 1ml) appliziert und mit einem Deckglas abgedeckt. In
einer feuchten Kammer wurden die Préparate nun fiir 75 Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Danach wurde zur Entfernung Uberschissiger Antikorper zweimal 5 Minuten in
0,5%-igen Tween-Puffer gewaschen. Zur Detektion des ersten Antikorpers werden 20ul eines
FITC-konjugierten Ziege-anti-Human-1gG-Antikorpers  (Verdinnung 1:100 in 0,1%-
igenTween-Puffer) aufgetragen, mit einem Deckglas bedeckt und fir 30 Minuten im Brut-
schrank bei 37°C inkubiert. Nun wurde erneut fiir 5 Minuten mit 0,1%-igen Tween-Puffer
gewaschen.

Im direkten Anschlul? an diese Immunférbung wurden die Praparate fur 3 Minuten in einer
Bisbenzimid-Férbel6sung angeféarbt und danach 8 Minuten in 0,1%-igen Tween-Puffer ent-
farbt. Schliefdich wurden die Préparate durch Eindecken mit Antifade (Appligene, Oncor,
960ul) und bedecken mit einem Deckglas fur die Mikroskopie vorbereitet.

Die Auswertung der Préparate erfolgte am Floureszenzmikroskop bel 1000-facher Vergrofe-
rung und unter Benutzung von Immersionsol. Die Doppelfarbung der chromatinhaltigen Sruk-
turen ermoglichte ein Auffinden der Mikrokerne und durch Veradnderung der Beleuchtungs-
qualitét ein Auffinden grun floureszierender Signale in Mikrokernen, wenn Kinetochorprote-
ne vorhanden waren. Es wurden pro Testsubstanz mindestens 200 Mikrokerne analysiert. Zur
tabellarischen Darstellung kommen die ausgezdhlten Einzelwerte zu jeder Substanz. Der je-
weilige Antell Signal-positiver Mikrokerne in Prozent wurde zum direkten Vergleich der Sub-

stanzen untereinander graphisch dargestellt.
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V. Ergebnissse

Es folgt die Darstellung der in den einzelnen Versuchen erhobenen Daten und Messwerte in
Form von graphischen und tabellarischen Darstellungen. Jeweils im Anschluf? daran werden
die Testergebnisse zusammenfassend erlautert. Jede der Substanzen oder Metabolite wurde
gleichermal3en nach dem gemal3 Punkt IV. ,Material und Methoden® beschriebenen Schema
ausgewertet, um eine homogene Darstellung und der Daten und eine schnelle Orientierung zu
ermaoglichen.

Fur jedes der durchgefuhrten Testverfahren wird zundchst immer ein graphischer
Gesamtuberblick Uber alle zur Testsubstanz erzielten Versuchsergebnisse gegeben
(bezeichnet as Abb.5.X.). Zur graphischen Darstellung kommen nur Relativwerte in Bezug
auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO), welche als arithmetische
Mittelwerte aus den durchgefiihrten Einzelversuchen zu den jeweiligen Testverfahren gemal3

Punkt IV. errechnet werden.

Direkt unter den Graphiken sind die Einzel messergebnisse (Absolutwerte) aus jedem der zur
Testsubstanz und Testverfahren durchgefiihrten Einzelversuche in tabellarischer Ubersicht
aufgezeigt (bezeichnet als Tab.5.X.).

Als Positivkontrollen dienen in alen Versuchen Diethylstilbdstrol (DES) und Genistein
(GEN).

Jede Substanz oder Metabolit wird sowohl auf sein toxisches als auch auf sein gentoxisches
Potential hin untersucht. Als Testverfahren fur das toxische Potential werden das
Proliferationsexperiment, die Vitalitétsfarbung und die Bestimmung des Anteils mehrkerniger
Zellen durchgefuhrt. Als Testverfahren fir das gentoxische Potential wird die Untersuchung
auf mikrokernhaltige Zellen und die Bestimmung von mikrokernhaltiger doppelkerniger
Zellen angewandt. Die Ergebnisse aus der Immunfluoreszenzdetektion von Kinetochoren
(Crest-Férbung) werden fir alle untersuchten Substanzen/Metaboliten im direkten Vergleich
in Punkt 5.11. dargestellt.

Erlauterungen und Kommentare zu den graphischen und tabellarischen Darstellungen zu jeder
Testsubstanz bzw. zu jedem Metabolit erfolgen immer am Ende des jeweiligen Abschnittes,
also immer in Punkt 5.X.3.. Dort findet sich auch die vollsténdige Erkl&arung der verwendeten
Abkurzungen. Bei weiterfihrenden methodischen Fragen wird auf den Punkt V. ,Materia

und Methoden* verwiesen.
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51. Equadl
5.1.1. Toxisches Potential von Equol
5.1.1.1. Proliferationsexperiment
1,2
‘Dnach 0h Onach 4 h Enach 9 h Mnach24h
1,0
1S il
E 0,8
[%2)
e
Q
g 0,6 +
%)
(&)
2 04
o
[J)
o
0,2
0,0
DMSO DES GEN Equol Equol Equol Equol Equol Equol Equol
1% 46 uM 30 uM 1uM 5umM 10 uM 25 uM 50 uM 75 uM 100 pM **)
Abb. 5.1: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
DMSO DES GEN Equol Equol Equol Equol Equol
Art der Messung Feststellung | | 1% | 46 uM | 30 uM | 1uM | 25 uM 50 uM 75 uM 100 UM **)
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,1 1,8 2,0 2,1 2,1 1,9 1,9 2,0
Wachstumsmessung nach 5 h
Revovery Time nach 9 h 2,3 2,1 1,8 2,2 2,2 1,9 1,8 1,7
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 5:2 4:4 417 516 5,8 5,0 5,5 4,5
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,1 1,8 2,0 2,1 2,1 1,9 1,9 2,0
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 1,8 1,6 1,7 1,8 1,8 1,8 1,6 1,5
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 116 1:4 1:5 116 1,8 1,7 1,6 1,5
*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml) **) Loslichkeitsgrenze der Substanz
Tab. 5.1: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
DMSO DES GEN Equol Equol Equol Equol Equol Equol
Art der Messung Feststellung | | 1% | 46 uM | 30 uM | 1M | 5 UM | 10 uM | 50 UM | 75 uM | 100 UM **)
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,1 1,7 1,4 2,1 2,1 2,0 1,8 1,8 2,0
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 2,7 2,4 2,2 2,4 2,4 2,4 2,1 1,9 1,9
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 6,6 5,2 5,9 6,5 6,5 6,2 4,8 4,7 4,6
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,1 1,7 1,4 2,1 2,1 2,0 1,8 1,8 2,0
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 2,2 1,5 1,8 1,8 1,9 1,8 1,7 1,7 1,7
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 2,1 1,7 1,8 2,0 1,9 1,8 1,7 1,7 1,7

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)  **) Loslichkeitsgrenze der Substanz

Tab. 5.2: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.1.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.2: Graphische Dar stellung der relativen Uberlebensr ate von L 5178Y
DMSO DES GEN Equol Equol Equol Equol Equol
Feststellung lebend / tot | | 1% | 46 UM | 30 UM | 1M | 25 UM | 50 UM | 75 uM | 100 uM **)
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 1 2 3 0 2 3 3 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 2 3 0 1 4 2 4
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 1 2 3 0 2 3 3 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 1 3 3 0 2 3 2 3
Tab. 5.3: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
| | DMSO | DES | GEN | Equol | Equol | Equol | Equol | Equol | Equol
Feststellung lebend / tot 1% 46 uM 30 uM 1M 5 UM 10 uM 50 UM 75uM | 100 um =)
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 2 3 3 1 3 2 2 5 4
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 0 1 1 0 1 1 2 1 3
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 2 3 3 1 3 2 2 5 4
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 4 5 3 2 2 4 4 7

Tab. 5.4: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.1.1.3. Anteill mehrkerniger Zellen

1,2

Relativer Anteil mehrkerniger Zellen

1,0 A
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 A ; ;

DMSO DES GEN Equol Equol Equol Equol Equol Equol Equol
1% 46 UM 30 uM 1uM 5uM 10 uM 25 uM 50 pM 75uM 100 pM *¥)
Abb.5.3: Graphische Darstellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz C:ﬁ::ﬁg: Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne —_—> 0 [ 1 | 2 | 3 [ 4 und mehr
DMSO 1% 130 pl 547 1.389 18 0 0 0 146
DES 46 uM 130 pl 614 1.331 46 1 0 0 237
GEN 30 pM 130 pl 944 1.018 92 5 1 0 42
Equol 1 pM 130 l 652 | 1.257 | 23 1 0 0 125
Equol 25 pM 130 l 560 | 1.442 | 52 2 0 0 78
Equol 50 uM 130 pl 485 1.566 57 1 1 0 59
Equol 75 uM 130 pl 463 1.469 63 3 0 0 84
Equol 100 pM **) 130 pl 459 | 1482 | 76 5 1 0 40
**) Ldslichkeitsgrenze der Substanz
Tab. 5.5: Tabedllarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:/IEJ(I";‘J::;? Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne > 0 | 1 | 2 | 3 | 1 und mehr
DMSO 1% 130 ul 207 1.696 35 0 0 0 195
DES 46 uM 130 pl 159 | 1.737 | 92 4 0 0 553
GEN 30 pM 130 ul 347 1.752 124 10 0 0 223
Equol 1 uM 130 pl 254 1.745 41 1 0 0 215
Equol 5 pM 130 ul 167 1.630 47 2 0 0 188
Equol 10 pM 130 pl 95 402 14 1 0 0 47
Equol 50 uM 130 ul 247 1.767 74 1 0 0 111
Equol 75 pM 130 pl 215 | 1837 | 79 2 0 0 82
Equol 100 pM **) 130 ul 336 1.710 75 3 0 0 44

**) Loslichkeitsgrenze der Substanz

Tab. 5.6: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.1.2. Gentoxisches Potential von Equol

5.1.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.4: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Relative Induktion mikrokernhaltiger Zellen

Fixations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
n.a. n.a.
Anzahl Mikrokerne — 0 | 1 | 2 | 3| 4 0 | 1] 2 | 3| 4
DMSO 1% 130 2.033 11 0 0 0 2.013 13 0 0 0
DES 46 pM 130l 2.013 34 2 0 0 2.000 27 0 0 0
GEN 30 uM 130l 2.043 28 2 0 0 2.005 72 1 0 0
Equol 1 uM 130l 2.005 14 0 0 0 2.003 15 0 0 0
Equol 25 uM 130l 2.009 17 0 0 0 2.010 23 0 0 0
Equol 50 uM 130l 2.045 22 0 0 0 2.003 27 1 0 0
Equol 75 uM 130l 2.004 17 1 0 0 2.010 27 1 0 0
Equol 100 pM **) 130 pl 2002 | 12 3 0 0 |2000| 23 1 0 0

**) Loslichkeitsgrenze der Substanz

Tab. 5.7. Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1

Foxations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1| n; | 3| 4 0 | 1| néa | 3 | 4
DMSO 1% 130 2014 15 0 0 0 2013 17 0 0 0
DES 46 uM 130 2.003 39 1 0 0 2.005 27 0 0 0
GEN 30 uM 130 2.005 35 1 0 0 2.009 38 1 0 0
Equol 1 pM 130 2.001 13 0 0 0 2.065 17 0 0 0
Equol 5 pM 130 2.015 16 1 0 0 2.004 14 0 0 0
Equol 10 pM 130 2.012 15 0 0 0 2013 14 0 0 0
Equol 50 pM 130 2.035 21 0 0 0 2.045 21 0 0 0
Equol 75 pM 130 2.003 22 2 0 0 2013 24 0 0 0
Equol 100 pM **) 130 2.017 23 1 0 0 2042 32 2 0 0

**) Loslichkeitsgrenze der Substanz

Tab. 5.8: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.1.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.5: Graphische Dar stellung des relativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.1.3. Erlauterungen und Testergebnisse
Equol wurde in den Konzentrationen von 1 uM bis zur Ldslichkeitsgrenze von 100 pM in

zwel unabhangigen Versuchen untersucht. Die graphischen Dar stellungen zeigen jewells die
arithmetischen Mittelwerte aus beiden Einzelversuchen, nachdem zuvor fir jeden Versuch
einzeln die Relativwerte in Bezug auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DM SO)
berechnet wurden. Die Konzentrationen 5, 10 und 25 pM wurden jeweils nur in einem
Versuch untersucht und stellen deshalb keine Mittelwerte dar. Als Kontrollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.1 —
5.8) kommen jewells separat die absoluten Messergebnisse fur jeden der durchgefihrten
Einzelversuche.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fir Equol im Proliferations-Experiment (Abb. 5.1) nach 20-
stindiger Recovery-Zeit ein relativer antiproliferativer Effekt von etwa 20% bei Erreichen der
Konzentration von 100 uM in Bezug auf Dimethylsulfoxid (DM SO) detektiert werden. Bel
der Bestimmung der Zellvitalitat (Abb. 5.2) und des Anteils mehrkerniger Zellen (Abb. 5.3)
konnte bis zum Erreichen der Loslichkeitsgrenze kein zytotoxischer Effekt festgestellt
werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten gentoxisches Potential von Equol. So wurde bei der
Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.4) nahezu ene
Verdoppelung und bei der Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen
Zellen (Abb. 5.5)eine Verdreifachung der Mikrokerninduktion in Bezug auf die
Losemittelkontrolle bis zum Erreichen der Lodlichkeitsgrenze und nach 20-stindiger
Recovery-Time detektiert.
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5.2.1. Toxisches Potential von O-DMA
5.2.1.1. Proliferationsexperiment
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DMSO DES GEN Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit
1% 46 pM 30 uM 0,1 uM 1uM 10 uM 20 pM 25 uM
Abb. 5.6: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
Art der M E I DMSO DES GEN Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit
rtder Messung eststellung 1% 46 UM 30 uM 0,1 uM 1M 10 uM 25 uM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach 0 h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,4 2,0 2,3 2,5 2,3 2,1 1,7
Wachstumsmessung nach 5 h
Recouery Time nach 9 h 2,4 2,0 1,9 2,2 2,2 1,8 0,9
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovory Time nach 24 h 4,2 4,1 4,6 7,2 5,4 4,5 1,8
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach 0 h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,4 2,0 2,3 2,5 2,3 2,1 1,7
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 2,2 1,8 2,0 2,1 1,9 1,8 0,8
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovory Time nach 24 h 2,1 1,8 2,0 2,1 1,9 1,7 0,8
*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)
Tab. 5.9: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 1
d I DMSO DES GEN Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit
Artder Messung Feststellung 1% 46 uM 30 UM 0,1 uM 1 uM 10 UM 20 UM 25 uM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,3 2,0 2,2 2,4 2,3 1,7 1,5 1,2
Wachstumsmessung nach 5 h
Recouery Time nach 9 h 2,6 2,4 2,1 2,7 2,4 1,8 1,2 0,6
Wachstumsmessung nach 20 h
Recouery Time nach 24 h 7,0 55 5,1 6,8 6,8 4,4 3,1 1,1
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach 0 h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,3 2,0 2,2 2,4 2,3 1,7 1,5 1,2
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 2,1 1,6 2,1 2,1 2,0 1,6 1,2 0,6
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 1,7 1,4 1,7 1,5 1,3 1,4 0,9 0,5

Tab. 5.10: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)
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5.2.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.7: Graphische Dar stellung der relativen Uberlebensrate von L5178Y
p lebend / DMSO DES | GEN | Metabolit | Metabolit | Metabolit | Metabolit |
Feststellung eoen tot 1% 46 uM 30 uM 0,1 pyM 1puM 10 pM 25 uM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 16
nach 4 h
tot 1 2 4 1 2 7 90
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 3 1 3 5 1 3 20
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 16
nach 4 h
tot 1 2 4 1 2 7 90
lebend 100 100 100 100 100 88 70
nach 24 h
tot 4 4 5 7 9 14 32
Tab. 5.11: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
DMSO DES GEN Metabolit | Metabolit Metabolit | Metabolit Metabolit |
Feststellung lebend /tot | 1% | 46 UM | 30 uM | 0,1 uM 1 um 10 uM 20 UM 25 uM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 104 97 56
nach 4 h
tot 1 2 3 0 1 4 17 45
lebend 100 100 100 100 100 100 96 108
nach 24 h
tot 1 0 2 0 1 0 7 22
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 104 97 56
nach 4 h
tot 1 2 3 0 1 4 17 45
lebend 100 100 92 100 100 100 95 70
nach 24 h
tot 4 5 10 5 10 14 35 42

Tab. 5.12: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.2.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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AbDb.5.8: Graphische Dar stellung des relativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz \F/';FJ:T?ZE Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne — 0 [ 1| 2 ] 3 [ 4 und mehr
DMSO 1% 130 424 | 1640 18 0 0 0 32
DES 46 uM 130l 545 | 1586 | 29 1 0 0 23
GEN 30 M 1304l 798 | 1142 | 202 | 14 3 0 15
Metabolit 0,1 M 130l 405 | 1615 | 16 1 0 0 49
Metabolit 1 uM 130 413 | 1.600 29 0 0 0 23
Metabolit 10 uM 130 534 | 1443 72 8 2 0 15
ilweise bi k
Metabolit 25 M 130 178 | 57 | 2 0 0 0 0 | G
Tab. 5.13: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:/';it:iz: Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kemn 2Kerne 3Kerne
‘Anzahl Mikrokerne —> o [ 1 ] 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 303 | 1731 27 0 0 0 139
DES 46 M 130 213 | 1455 | 54 2 0 0 | 353
GEN 30 uM 130 36 | 1319 273 | 20 2 0 118
Metabolit 0,1 uM 1304 281 | 1648 26 0 0 0 139
Metabolit 1 M 130 304 | 1686 | 43 1 0 0 | 180
Metabolit 10 pM 130 389 | 1523 | 172 | 16 2 o | 13
Metabolit 20 pM 130 714 | 1274 | 21 3 0 0 48
ilweise bi k
Metabolit 25 M 130l oo | 100 | 3 | 0 | 0 | o | 2 |

Tab. 5.14: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 2
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5.2.2. Gentoxisches Potential von O-DMA
5.1.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.9: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Foxations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1| n; ' | 3 | 4 0 | 1| n; ' | 3 | 4
DMSO 1% 130 2.000 14 1 0 0 2.000 13 0 0 0
DES 46 pM 130 2.019 32 0 0 0 2.000 35 1 0 0
GEN 30 uM 130 2.000 50 2 0 0 2000 | 149 4 2 1
Metabolit 0,1 pM 130 2.000 12 0 0 0 2.000 14 0 0 0
Metabolit 1 pM 130 2.020 13 0 0 0 2.000 30 2 0 0
Metabolit 10 uM 130 2.006 26 1 0 0 2.009 66 4 1 1
Metabolit 25 uM 130 246 2 0 0 0 2.000 28 0 2 1

Tab. 5.15: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1

Fations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1| n; ' | 3 | 4 0o | 1| n-za' | 3 | 4
DMSO 1% 130 2.040 13 0 0 0 2.000 13 0 0 0
DES 46 pM 130 pl 2.000 45 3 0 0 2.010 35 3 0 0
GEN 30 uM 130 pl 2.000 56 1 0 0 2.000 [ 126 13 1 0
Metabolit 0,1 uM 130 pl 2.050 13 0 0 0 2.000 1 0 0 0
Metabolit 1 uM 130 2.012 12 1 0 0 2.005 31 0 0 0
Metabolit 10 pM 130 2.022 44 5 1 0 2.000 9% 10 1 1
Metabolit 20 pM 130 pl 2.000 33 1 0 0 2.000 43 3 1 1
Metabolit 25 pM 130 551 7 0 0 0 2.000 31 0 0 0

Tab. 5.16: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.2.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.10: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.2.3. Erlauterungen und Testergebnisse
O-Desmethylangolensin (O-DMA) wurde in den Konzentrationen von 1 pM bis 25 pM in

zwel unabhangigen Versuchen untersucht. Die graphischen Dar stellungen zeigen jewells die
arithmetischen Mittelwerte aus beiden Einzelversuchen, nachdem zuvor fir jeden Versuch
einzeln die Relativwerte in Bezug auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DM SO)
berechnet wurden. Die Konzentration 20 uM wurde nur in einem Versuch untersucht und
stellt deshalb keinen Mittelwert dar. Als Kontollsubstanzen dienten Diethylstilbestrol (DES)
und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.9 — 5.16) kommen jewells

separat die absoluten Messergebnisse fur jeden der durchgefihrten Einzelversuche.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fir O-DMA im Proliferationsexperiment (Abb. 5.6) nach 20-
stindiger Recovery-Zeit ab einer Konzentration von 20 pM ein deutlicher relativer
antiproliferativer Effekt von Uber 50% in Bezug auf Dimethylsulfoxid (DMSO) detektiert
werden, der sich bei einer Konzentration von 25 uM auf ~70% erhoht.. Die Bestimmung der
Zellvitalitdt (Abb. 5.7) zeigte nach 4-stindiger Testsubstanzinkubation bei einer

Konzentration von 25 uM ein deutliches Absinken der relativen Zelltberlebensrate auf unter
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40%, von der sich die L5178Y aber nach Waschen und 20-stiindiger Recovery-Inkubation
wieder weitgehend erholten (relative Uberlebensrate groRer 80%). Bei der Bestimmung des
relativen Anteils mehrkerniger Zellen (Abb. 5.8) konnte fur die Konzentration 20 uM eine
Einschrénkung der Tellungsaktivitdt von tber 20% und fur die Konzentration 25 uM eine
Einschrankung von tber 50% in Bezug auf die Ldsemittelkontrolle und nach 20-stindiger
Recovery-Time detektiert werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten gentoxisches Potential von O-DMA. So wurde bei der
Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.9) und bel der
Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.10) bis zum
Erreichen der Zytotoxizitétsgrenze eine Mikrokerninduktion auf das 6-fache (bel ener
Konzentration von 10 pM) im Vergleich zur Losemittelkontrolle und nach 20-stindiger
Recovery-Zeit detektiert. Ab einer Konzentration von 20 pM, bei der in den Toxizitétstests
bereits deutliche antiproliferative Effekte detektiert wurden, konnte analog dazu ein Absinken
der Mikrokernfrequenz registriert werden.
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5.3. 3,4, 7-Trihydroxyisoflavon
5.3.1. Toxisches Potential von 3,4,7-Trihydroxyisoflavon
5.3.1.1. Proliferationsexperiment
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Abb. 5.11: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
Art der M E I DMSO DES GEN Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit
rtder Messung eststellung 1% 46 UM 30 UM 10 UM 50 uM 100 uM 400 UM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,2 1,8 2,0 2,2 2,0 2,0 1,5
Wachstumsmessung nach 5 h
Ao nach 9 h 2,3 2,1 1,8 2,3 2,2 1,3 1,0
Wachstumsmessung nach 20 h
Ao nach 24 h 4,8 3.8 4,6 5,7 4,6 2,2 1,1
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,2 1,8 2,0 2,2 2,0 2,0 1,5
Wachstumsmessung nach 5 h
e nach 9 h 1,8 1,3 1,6 1,4 1,3 1,5 0,9
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 2,1 1,5 1,1 1,9 1,6 1,7 1,1

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.17: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1

Art der Messung Feststellung | | DTU/SDO | ADGE“SM | S%Eur;lm | Mizoas;m | MestoaﬁoMliI | M(?:ﬁ;lil | Mle(;(a)buowllil |

ohne Cytochalasin B *)

Zelldichtemessung nach 0 h 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1

1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,7 1,8 1,9 1,8 2,0 1,9

AT messung nach S 1 nach 9 h 1,5 1,6 1,4 1,5 1,4 1,5 1,3

Reonaryrmeseuna nach 200 1 nach 24 h 3,0 2,7 2,2 3,4 3,2 2,7 2,3
mit Cytochalasin B *)

Zelldichtemessung nach 0 h 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1

1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,7 1,8 1,9 1,8 2,0 1,9

Reaaary FimeSung nach o nach 9 h 1,3 1,3 1,3 1,4 1,5 1,5 1,4

Reonaryrmessuna nach 200 1 nach 24 h 1,3 1,2 1,2 1,3 1,4 1,3 1,1

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.18: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.3.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.12: Graphische Darstellung der relativen Uberlebensrate von L5178Y
Hinweis: Versuche zum Vitalitdtstest mit dem Metabolit 75 uM wurden nicht durchgefihrt

Feststellung lebend / tot | | Dl:\l/IO/SGO | 4téEusM | BGOEHNM | Mi;aﬁsllit M:toaﬁ'\oﬂlit Mle(;gtilowllit M4eotgbpo,\llit |
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 91
nach 4 h
tot 0 1 2 0 1 3 5
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 0 1 0 0 3 4 44
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 91
nach 4 h
tot 0 1 2 0 1 3 15
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 6 5 6 3 6 5 54
Tab. 5.19: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
DMSO DES GEN Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit
Feststellung Lebend / Tot | 1% | 46 UM | 30 UM 10 uM 50 UM 75 UM 100 M |
ohne Cytochalasin B
nach 0 h lebend 0 0 0 0 0 0 0
tot 0 0 0 0 0 0 0
nach 4 h lebend 0 0 0 0 0 0 0
tot 0 0 0 0 0 0 0
nach 24 h lebend 0 0 0 0 0 0 0
tot 0 0 0 0 0 0 0
mit Cytochalasin B
nach 0 h lebend 0 0 0 0 0 0 0
tot 0 0 0 0 0 0 0
nach 4 h lebend 0 0 0 0 0 0 0
tot 0 0 0 0 0 0 0
nach 24 h lebend 0 0 0 0 0 0 0
tot 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 5.20: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
5.3.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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Abb.5.13: Graphische Darstellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:II())(IEIJI:(?: Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1 Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne e 0 [ 1 | 2 | 3 [ 4 und mehr
DMSO 1% 130 pl 277 2.004 32 0 0 0 192
DES 46 uM 130 pl 398 2.040 64 0 0 0 505
GEN 30 pM 130 pl 783 1.607 480 66 19 2 94
Metabolit 10 uM 130 pl 289 2.005 33 2 0 0 140
Metabolit 50 uM 130 pl 500 2.000 37 0 0 0 118
Metabolit 100 pM 130 pl 2.007 606 39 6 0 0 19
Metabolit 400 pM 130 pl 2.001 80 5 2 0 0 2
Tab. 5.21: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:II())(IEIJI:(?: Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1 Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne E— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 pl 525 2.015 33 1 0 0 108
DES 46 uM 130 pl 414 2.086 70 5 1 0 268
GEN 30 pM 130 pl 1.528 582 221 38 11 3 30
Metabolit 10 uM 130 pl 625 2.033 30 2 0 0 136
Metabolit 50 uM 130 pl 717 2.040 40 0 0 0 155
Metabolit 75 uM 130 pl 1.176 917 27 1 1 0 41
Metabolit 100 pM 130 pl 1.507 681 27 2 1 0 10

Tab. 5.22: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.3.2. Gentoxisches Potential von 3,4,7-Trihydr oxyisoflavon
5.3.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.14: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y
Fixati ohne Cytochalasin B
Substanz lea 'ons Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
‘olumen — —
Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1 | 2 | 3| 4 0o | 1| 2 | 3 | 4
DMSO 1% 130 ul 2.030 15 0 0 0 2.002 14 0 0 0
DES 46 pM 130 ul 2.017 36 0 0 0 2.019 35 1 0 0
GEN 30 uM 130 ul 2.024 77 3 0 0 2031 218 8 7 0
Metabolit 10 uM 130 ul 2.005 18 0 0 0 2.003 17 1 0 0
Metabolit 50 uM 130 ul 2.079 21 0 1 0 2.005 23 4 0 0
Metabolit 100 pM 130 ul 2.014 23 2 0 0 2.003 139 25 9 28
Metabolit 400 pM 130 ul 2.090 46 0 0 0 2.008 105 12 9 8
Tab. 5.23: Tabellarische Dar stellung der Messwerte aus Versuch 1
Fixati ohne Cytochalasin B
Substanz V':EL:;? Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
n.a. n.a.
Anzahl Mikrokerne —_ 0 | 1 | 2 | 3 | 4 0 | 1 | 2 | 3 | 4
DMSO 1% 130l 2.050 15 0 0 0 2.005 17 1 0 0
DES 46 uM 130l 2.007 34 2 0 0 2.046 33 2 0 0
GEN 30 uM 130l 2.060 48 4 0 0 1903 [ 399 58 13 19
Metabolit 10 pM 130l 2.073 14 0 0 0 2.008 18 1 0 0
Metabolit 50 pM 130l 2.053 12 1 0 0 2.013 30 4 2 0
Metabolit 75 pM 130l 2.048 22 0 0 0 2.047 69 13 1 1
Metabolit 100 pM 130l 2.001 33 3 0 0 1.950 118 16 9 6

Tab. 5.24: Tabellarische Dar stellung der M esswerte aus Versuch 2
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5.3.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.15: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.3.3. Erlauterungen und Tester gebnisse

3,4,7-Trihyroxyisoflavon wurde in den Konzentrationen von 10 pM bis 400 pM in zwel
unabhéngigen Versuchen untersucht. Die graphischen Darstellungen zeigen jeweils die
arithmetischen Mittelwerte aus beiden Einzelversuchen, nachdem zuvor fir jeden Versuch
einzeln die Relativwerte in Bezug auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DM SO)
berechnet wurden. Die Konzentrationen 75 pM und 400 pM wurden nur in einem Versuch
untersucht und stellen deshalb keinen Mittelwert dar. Die zur Bestimmung der relativen
ZellUberlebensrate dienende Vitalitatsfarbung wurde ebenfalls nur in einem Versuch
durchgefiihrt, so dass fur die Konzentration von 75 pM kein Messwert vorliegt. Als
Kontollsubstanzen dienten Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen
Darstellung (Tab. 5.17 — 5.24) kommen jeweils separat die absoluten Messergebnisse fir
jeden der durchgefuhrten Einzelversuche.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fur 3,4,7-Trihydroxyisoflavon im Proliferationsexperiment
(Abb. 5.11) nach 20-stindiger Recovery-Zeit ab einer Konzentration von 75 pM en
konzentrationsabhéngiger relativer antiproliferativer Effekt von ~10%, Uber ~40% bel einer
Konzentration von 100 pM bis zu mehr als 70% bel einer Konzentration von 400 puM in
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Bezug auf Dimethylsulfoxid (DMSO) detektiert werden. Die Bestimmung der Zellvitalitét
(Abb. 5.12) erbrachte erst ab einer Konzentration von 400 uM einen relativen Abfall der
Uberlebensrate auf Werte um 70% nach 20-stiindiger Recovery-Zeit. Bei der Bestimmung des
relativen Antells mehrkerniger Zellen (Abb. 5.13) konnte eine konzentrationsabhangige
Einschrankung der relativen Teilungsaktivitét ab einer Konzentration von 75 pM auf Werte
um weniger als 60% Uber weniger als 40% bel einer Konzentration von 100 uM bis auf Werte
von weniger as 10% be ener Konzentration von 400 pM in Bezug auf die
L 6semittelkontrolle und nach 20-stiindiger Recovery-Zeit detektiert werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten gentoxisches Potential von 3,4,7-Trihydroxyisoflavon. So
wurde bei der Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.14) bis zur
Konzentration von 100 uM eine Mikrokerninduktion um mehr als das 10-fache im Vergleich
zur Losemittelkontrolle nach 20-stiindiger Recovery-Zeit festgestellt. Bel der Konzentration
von 400 uM war die Mikrokernfrequenz aufgrund des Uberwiegens zytotoxischer Effekte
rucklaufig. Bel der Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen
(Abb. 5.15) wurde konzentrationsabhangig ein kontinuierlicher  Anstieg der
Mikrokernfrequenz Uber das gesamte untersuchte Konzentrationsspektrum auf Werte um das
5-fache bel einer Konzentration von 400 uM im Vergleich zur Ldsemittelkontrolle und nach
20-stundiger Recovery-Time detektiert.
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5.4. 4,6,7-Trihydroxyisoflavon

5.4.1. Toxisches Potential von 4,6,7-Trihydroxyisoflavon

5.4.1.1. Proliferationsexperiment
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DMSO DES GEN Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit
1% 46 pM 30 pM 1uM 10 pM 50 pM 75 pM 100 pM 175 uM 400 uM
Abb. 5.16: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
Art der Messung Feststellung | | DMSO | DES | GEN Metabolit | Metabolit | Metabolit | Metabolit |
1% 46 M 30 uM 10 uM 50 M 100 uM 400 uM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,3 2,0 2,1 2,0 2,0 1,7
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 1,5 1,3 1,3 1,4 1,3 1,0 0,8
Wachst h 20 h
Recovery Time o oC nach 24 h 5,0 2,6 3,9 4,4 4,4 2,4 1,6
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,1 1,8 1,9 2,0 1,9 1,9 1,7
Wachst h5h
Recovery Time o oC nach 9 h 1,2 1,0 1,7 1,4 0,4 0,4 0,4
Wachstumsmessung nach 20 h
Resovery Time nach 24 h 1,5 1,2 1,5 1,5 1,6 1,7 1,2
*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)
Tab. 5.25: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
Art der Messun Feststellun DMSO DES GEN Metabolit | Metabolit | Metabolit | Metabolit | Metabolit
9 9 1% 46 UM 30 UM 1M 10 uM 50 uM 100 uM 400 pM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach 0 h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,8 2,0 1,9 1,9 1,8 1,7 1,6
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 1,5 1,4 1,5 1,6 1,3 0,8 1,1 0,9
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 5v2 4,4 4,9 5|l 4,6 4,1 3,2 2,2
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach 0 h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,8 2,0 1,9 1,9 1,8 1,7 1,6
Wachstumsmessung nach 5 h
Recowery Time nach 9 h 1,7 1,4 1,4 1,8 1,3 0,6 1,4 1,2
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 1,7 1,6 1,7 1,8 1,7 1,2 1,1 1,0

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.26: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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Art der Messun Feststellun DMSO DES GEN Metabolit | Metabolit | Metabolit | Metabolit
9 9 1% 46 UM 30 uM 7suM | 100pm |100uMm-A-] 175uMm
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nachOh 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,1 1,8 2,2 2,0 1,9 1,8 1,2
Wachstumsmessung nach 5 h nicht an- nicht an- nicht an- nicht an- nicht an- nicht an- nicht an-
Recovery Time naCh 9 h wendbar wendbar wendbar wendbar wendbar wendbar wendbar
Wachstumsmessung nach 20 h
9 nach 24 h 59 3,8 4,6 34 2,6 2,6 1,9

Recovery Time

mit Cytochalasin B *)

Zelldichtemessung nachOh 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,1 1,8 2,2 2,0 1,9 1,8 1,2
Wachstumsmessung nach 5 h nach 9 h

Recovery Time

Wachstumsmessung nach 20 h nach 24 h 2,1 1,5 1,9 1,8 1,8 1,7 1,2

Recovery Time
*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.27: Tabellarische Dar stellung der Versuchsergebnisse aus Versuch 3

5.4.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.17: Graphische Dar stellung der relativen Uberlebensrate von L 5178Y

IBeim Versuch 1 wurde die Uberlebensrate nicht festgestellt|

Tab. 5.28: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
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Feststellung lebend / tot | | Dr\lnu/soo | 4I(33EusM | 3(;5“% MellbeN(l)lil | M(i:)as’\(;llil | szoai;m Mle[;glilohjlil | M4e[;8[ilohjlil |
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 103 102 105 100 108 100 110 101
nach 4 h
tot 4 1 3 5 6 6 7 5
lebend 109 100 101 102 100 100 100 103
nach 24 h
tot 1 0 1 1 1 0 2 4
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 103 102 105 100 108 100 110 101
nach 4 h
tot 4 1 3 5 6 6 7 5
lebend 100 100 100 104 102 100 101 101
nach 24 h
tot 1 0 3 0 1 1 2 4
Tab. 5.29: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
Feststellun lebend / tot | | DMSO | DES | GEN | Metabolit | Metabolit | Metabolit | Metabolit |
9 1% 46 UM 30 UM 75 uM 100 uM | 100 uM -A- | 175 uMm
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 0 2 2 3 4 5 6
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 1 2 4 3 4 3 6
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 0 2 2 3 4 5 6
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 3 5 3 3 5 6 7
Tab. 5.30: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 3
5.4.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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Abb.5.18: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
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— mit Cytochalasin B
Substanz C;f‘:'ﬂ:gi Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne —_— 0 [ 1 | 2 | 3 [ 4 und mehr
DMSO 1% 130 ul 252 2.298 23 0 0 0 0
DES 46 uM 130 ul 290 2.195 42 0 0 0 0
GEN 30 uM 130 ul 1.408 | 1.495 789 11 3 5 0
Metabolit 10 uM 130 ul 250 2.143 45 3 0 0 0
Metabolit 50 uM 130 ul 233 2.134 61 3 0 0 0
Metabolit 100 uM 130 pl 1.489 | 2.030 160 0 0 0 0
Metabolit 400 uM 130 pl 1.940 299 19 0 0 0 0
Tab. 5.31: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
— mit Cytochalasin B
Substanz 5‘(’)‘&‘::2; Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne —_ 0 | 1 | 2 | 3 [ 4 und mehr
DMSO 1% 130 pl 154 2.001 37 0 0 0 2.142
DES 46 uM 130 pl 324 2.034 60 1 1 0 2.155
GEN 30 pM 130 pl 419 2.040 170 0 0 0 2.113
Metabolit 1 pM 130 pl 216 2.275 44 0 1 0 2.079
Metabolit 10 uM 130 pl 284 2.092 61 0 0 0 2.076
Metabolit 50 uM 130 pl 316 2.040 130 0 1 0 2.253
Metabolit 100 uM 130 pl 487 2.097 194 1 0 0 2.224
Metabolit 400 uM 130 pl 1.874 1.412 121 0 0 0 2.078
Tab. 5.32: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
Substanz C;f‘;;:g: Mikrokerne n?ci:w?g?sizr?ljasr:nRBecovery Time
1Kern 2Kerne 3Kerne
Anzahl Mikrokerne _— 0 [ 1 [ 2 | 3 [ 4 und mehr
DMSO 1% 130 230 800 14 0 0 0 40
DES 46 pM 130 330 745 22 0 0 0 70
GEN 30 pM 130 380 613 33 4 0 0 48
Metabolit 75 puM 130 pl 724 | 259 | 22 4 0 0 8 %ﬁ%@—
Metabolit 200 uM 130 1.000 | 153 8 2 1 0 5 %;Snﬁﬁg-
Metabolit 100 puM -A- 130 900 | 148 6 2 2 0 6 %;jn?ﬁg-
Metabolit 175 puM 130 pl 885 | 140 | 12 1 0 0 4 %ﬂ%ﬂi

Tab. 5.33: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 3
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5.4.2. Gentoxisches Potential von 4,6,7-Trihydroxyisoflavon

5.4.2.1. Antell mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.19: Graphische Darstellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y
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Metabolit

u lllIII[

Substanz C;Ialj:g;f Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Timoehne Cymhajasmn?ikrokeme nach 20 Stunden Recovery Time

Anzail Mikrokeme m— T T T T T 3T 1 = T T T T 5 T 3 T 3
DMSO 1% 130l 2071 | 20 1 0 0 | 2129 | 18 2 1 0
DES 46 uM 130l 2026 | 28 1 0 0 |2128| 50 4 2 0
GEN 30 pM 130 pl 2.063 56 1 2 0 2062 | 532 88 16 0
Metabolit 10 uM 130l 2048 | 17 2 0 0 |2119| 37 3 0 0
Metabolit 50 UM 130l 2133 | 23 1 0 0 | 203 | 47 4 1 0
Metabolit 100 pM 130l 2016 | 25 1 1 0 | 2012 | 104 31 13 7
Metabolit 400 pM 130l 2106 | 29 1 0 0 | 2056 | 72 6 4 1
Tab. 5.34. Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1

Fxations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokeme — o | 1 | n; | 3 | a4 0 | 1| n; | 3 | 4
DMSO 1% 130 2.040 21 1 0 0 2121 19 1 1 0
DES 46 uM 130 2.005 36 1 0 0 2111 39 2 3 0
GEN 30 uM 130 2.056 49 1 0 0 2.023 83 5 2 0
Metabolit 1 uM 130 2024 21 2 0 1 2.051 27 1 0 0
Metabolit 10 uM 130 2136 26 3 2 0 2.050 23 2 1 0
Metabolit 50 uM 130l 2.045 31 3 2 0 2210 40 3 0 0
Metabolit 100 uM 130l 2017 29 4 3 1 2143 7 2 2 0
Metabolit 400 uM 130 2.045 25 1 0 0 2.006 69 1 2 0

Tab. 5.35: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 2
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Focations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time

Anzan! Mikrokeme — T T T T T T T T 5 T 5 T 3
DMSO 1% 130 0 0 0 0 0 2.000 14 0 0 0
DES 46 pM 130 0 0 0 0 0 2.017 25 1 0 0
GEN30puM 130 0 0 0 0 0 2.005 32 0 0 0
Metabolit 75 uM 130 0 0 0 0 0 2.007 68 9 3 1
Metabolit 100 uM 130 0 0 0 0 0 2.017 100 15 5 1
Metabolit 100 pM -A- 130 0 0 0 0 0 2.000 92 9 8 3
Metabolit 175 uM 130 0 0 0 0 0 2.000 74 11 6 3

Tab. 5.36: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 3

5.4.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.20: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.4.3. Erlauterungen und Tester gebnisse

4,6,7-Trihyroxyisoflavon wurde in den Konzentrationen von 1 pM bis 400 pM in dre
unabhéngigen Versuchen untersucht. Die graphischen Darstellungen zeigen jeweils die
arithmetischen Mittelwerte aus allen Einzelversuchen, nachdem zuvor fir jeden Versuch
einzeln die Relativwerte in Bezug auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DM SO)
berechnet wurden. Die Konzentrationen 1 puM, 75 pM und 175 pM wurden nur in einem
Versuch untersucht und stellen deshalb keinen Mittelwert dar. Die Konzentrationen 10 uM,
50 uM und 400 uM wurden in zwel Versuchen untersucht und die Konzentration 100 pM
wurde in vier Versuchsansdtzen untersucht. Die zur Bestimmung der relativen
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ZellUberlebensrate dienende Vitalitétsfarbung wurde in zwei Versuchen mit unterschiedlichen
Konzentrationsansatzen durchgefiihrt, so dass alle graphisch dargestellten Werte aul3er der
Konzentration 100 pM keinen Mittelwert darstellen. Als Kontollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.25 —
5.36) kommen jewells separat die absoluten Messergebnisse fur jeden der durchgefihrten
Einzelversuche.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fur 4,6,7-Trihydroxyisoflavon im Proliferationsexperiment
(Abb. 5.16) nach 20-stindiger Recovery-Zeit ab einer Konzentration von 50 pM ein
konzentrationsabhangiger relativer antiproliferativer Effekt von mehr as 10%, ~40% bei einer
Konzentration von 75 puM, ~50% bei einer Konzentration von 100 uM und mehr als 60% bel
den Konzentrationen 175 puM und 400 pM in Bezug auf Dimethylsulfoxid (DM SO) detektiert
werden. Die Bestimmung der Zellvitalitét (Abb. 5.17) erbrachte tiber das gesamte untersuchte
Konzentrationsspektrum keinen nennenswerten Abfall der ZellUberlebensrate nach 20-
stindiger Recovery-Zeit. Bei der Bestimmung des relativen Anteils mehrkerniger Zellen
(Abb. 5.18) konnte eine Einschrénkung der relativen Tellungsaktivitét ab einer Konzentration
von 75 uM auf Werte um weniger als 50% in Bezug auf die L 6semittelkontrolle und nach 20-
stiindiger Recovery-Zeit detektiert werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten gentoxisches Potential von 3,4,7-Trihydroxyisoflavon. So
wurde bei der Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.19) ab
einer Konzentration von 50 UM eine Verdopplung der Mikrokerninduktion bis zu einer
Vervielfachung auf Werte Uber das 6-fache bel einer Konzentration von 100 uM im Vergleich
zur Losemittelkontrolle nach 20-stindiger Recovery-Zeit festgestellt. Bei Konzentrationen
Uber 100 uM war die Mikrokernfrequenz aufgrund des Uberwiegens zytotoxischer Effekte
rucklaufig. Bel der Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen
(Abb. 5.20) wurde konzentrationsabhdngig en Kkontinuierlicher Anstieg der
Mikrokernfrequenz beginnend mit einer Verdopplung bei einer Konzentration von 10 uM bis
auf Werte um das 5-fache ab einer Konzentration von 75 pM im Vergleich zur
L 6semittelkontrolle und nach 20-stiindiger Recovery-Time detektiert.
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55. Fisetin

5.5.1. Toxisches Potential von Fisetin
5.5.1.1. Proliferationsexperiment

1.2 imnachOh Cinach 4 h Wnach 9 h Mnach 24 h }7
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DMSO DES GEN Substanz Substanz Substanz Substanz Substanz Substanz Substanz Substanz
1% 46 pM 30 uM 1uM 5 uM 10 uM 20 uM 40 pM 50 uM 100 uM 400 pM

Abb. 5.21: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y

i el i e I T S e e e

ohne Cytochalasin B *)

Zelldichtemessung nach 0 h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,9 1,9 1,6 0,8 1,0 2,0

Respuanypmessung nach S 1 nach 9 h 2,9 2,8 2,3 1,7 0,5 0,5 1,2

R messung nach 200 | nach 24 h 6,4 4,9 5,4 3,7 1,0 0,4 1,0
mit Cytochalasin B *)

Zelldichtemessung nach 0 h 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,9 1,9 1,6 0,8 1,0 2,0

Respuanypmessung nach S 1 nach 9 h 2,1 1,8 2,0 1,3 0,4 0,5 1,2

R emessung nach 200 | nach 24 h 2,0 1,3 1,3 1,1 0,4 0,3 1,1

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.37: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1

Art der Messung Feststellung | | DMSO | DES | GEN | Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
1% 46 M 11,3 uM 1 uM 10 uM 20 uM 40 uM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,2 1,9 2,1 1,9 1,4 0,8 0,6

Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time

nach 9 h 2,8 2,5 2,5 2,6 1,5 0,9 0,4
nach 24 h 4,8 5,0 4,9 6,0 3,3 1,6 0,6

Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time

mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,2 1,9 2,1 1,9 1,4 0,8 0,6
Wachst h5h
Rfccovsefymfﬂzssung nac nach 9 h 2,0 1,5 1,9 1,7 1,3 0,6 0,3
Wachstumsmessung nach 20 h nach 24 h 1,9 1,6 1,9 1,9 1,2 0,7 0.3

Recovery Time

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.38: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 2
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e L B IS I I Bl R el Rl e

ohne Cytochalasin B *)

Zelldichtemessung nach 0 h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9

1 Wachstumsmessung nach 4 h 1,8 1,9 23 2,0 1,8 2.1 1,8 1,6

R messung nach S nach 9 h 2,6 2,4 2,5 2,2 2,4 2,3 1,9 1,4

R messunanach 200 | nach 24 h 7,7 6,0 7,3 7,0 8,4 6,9 4,7 2,8
mit Cytochalasin B *)

Zelldichtemessung nach 0 h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9

1. Wachstumsmessung nach 4 h 1,8 1,9 23 2,0 1,8 2.1 1,8 1,6

R messung nach S nach 9 h 2,3 18 2,3 2,0 2,1 2,0 1,6 1,2

R messunanach 200 | nach 24 h 2,6 18 2,3 2,1 2,2 2,2 1,8 13

5.5.1.2. Vitalitatsfarbung

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.39: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 3
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Abb. 5.22: Graphische Darstellung der relativen Uberlebensrate von L5178Y
£ I lebend / | | DMSO | DES | GEN | Substanz | Substanz Substanz | Substanz
eststellung ebend /tot 19 46 uM 30 uM 10 uM 50 UM 100 uM 400 UM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 65 25 18
nach 4 h
tot 3 3 4 4 40 81 100
lebend 100 100 100 100 84 40 2
nach 24 h
tot 3 5 8 20 78 130 100
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 65 25 18
nach 4 h
tot 3 3 4 4 40 81 100
nach 24 h lebend 100 90 75 70 59 3 1
tot 18 40 37 35 95 100 100

Tab. 5.40: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 1
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I lebend / DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
Feststellung ebend /tot 1% 46 UM 11,3 uM 1uM 10 M 20 UM 40 UM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 2 2 2 2 2 2 2
lebend 100 100 100 100 100 7 28
nach 4 h
tot 2 7 6 15 17 95 72
lebend 100 53 20 80 106 55 76
nach 24 h
tot 18 48 40 29 18 47 24
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 2 2 2 2 2 2 2
lebend 100 100 100 100 100 7 28
nach 4 h
tot 2 7 6 15 17 95 72
nach 24 h lebend 30 71 64 67 77 67 76
tot 44 40 39 33 34 39 52
Tab. 5.41: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
Feststellung lebend / tot | 1% | 46 UM | 37 uM | 1M 5 uM 10 uM | 20 uM 40 uM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 nicht nicht nicht 100 nicht 100
nach 4 h
tot 4 10 auswertbar | auswertbar | auswertbar 7 auswertbar 25
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 1 2 7 5 2 2 3 20
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 nicht nicht nicht 100 nicht 100
nach 4 h
tot 4 10 auswertbar [ auswertbar | auswertbar 7 auswertbar 25
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 1 2 7 5 2 2 3 20

Tab. 5.42: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 3

5.5.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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Abb.5.23: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
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o mit Cytochalasin B
Substanz C;?J:gzs Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kemn 2Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne _— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 1304 473 | 2.000 27 0 0 0 60
DES 46 uM 130l 442 | 2012 36 2 1 0 155
GEN 30 uM 130l 1643 | 1071 | 619 101 9 2 37
Substanz 10 uM 130l 779 | 1317 23 2 1 0 42
teilweise zerstortes
Substanz 50 uM 130 299 | 143 | 3 0 0 0 3 it
stark zerstortes
Substanz 100 uM 130 51 1 0 0 0 0 0 i
Substanz 400 pM 130 pl 0 0 0 0 0 0 0 |total zerstortes Zellbild
Tab. 5.43: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
o mit Cytochalasin B
Substanz \F/'Xfl'ons Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
oumen 1Kem 2Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130l 429 | 1558 21 1 0 0 54
DES 46 uM 130l 342 | 1710 42 3 0 0 220
GEN 11,3 UM 130 i 462 | 1630 | 66 2 0 0 54
Substanz 1 yM 130 469 | 1.679 17 2 1 0 50
Substanz 10 pM 130 937 | 1.249 15 1 1 0 17
Substanz 20 pM 130 976 | 1151 19 0 0 0 14
teilwei rStort
Substanz 40 pM 130 143 | 2 0 0 0 0 | amn
Tab. 5.44: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
o mit Cytochalasin B
Substanz Cxlatlons Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
oumen 1Kern 2Kerne 3Kerne
Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 315 | 1511 19 0 0 0 219
DES 46 uM 130l 376 | 1.308 40 3 0 0 407
GEN 37 pM 130l 477 | 1.363 | 76 1 0 0 242
Substanz 1 pM 130 400 | 1.325 21 0 0 0 225
Substanz 5 pM 130l 433 | 1523 31 0 0 0 189
Substanz 10 uM 130 620 | 1.291 33 1 0 0 101
Substanz 20 uM 130 788 | 1241 27 1 0 0 63
teilweise bis stark
Substanz 40 pM 130 949 | %1 | 21 3 0 0 | 46 | Sramel

Tab. 5.45: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 3
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5.5.2. Gentoxisches Potential von Fisetin
5.5.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.24: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Fixati ohne Cytochalasin B
Substanz \/I;(Iirlgzs Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
n.a. n.a.

Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 0 | 1 | 2 | 3 | 4
DMSO 1% 130l 2.000 13 0 0 0 2.009 17 0 0 0
DES 46 uM 130l 2.015 37 5 1 0 2.003 35 5 1 0
GEN 30 uM 130l 2.000 78 5 0 0 1.824 278 32 4 1
Substanz 10 uM 130l 2.013 16 0 0 0 2.010 23 1 0 0
Substanz 50 uM 130l 723 12 0 0 0 1.630 13 1 0 0
Substanz 100 uM 130 pl 310 7 0 0 0 298 6 1 0 0
Substanz 400 pM 130 pl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tab. 5.46: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1

- ohne Cytochalasin B
Fixations - - - -
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
n.a. n.a.

Anzahl Mikrokerne e 0 | 1 | 2 | 3 | 4 0 | 1 | 2 | 3 | 4
DMSO 1% 130 pl 2.010 12 0 0 0 2041 17 0 0 0
DES 46 uM 130l 2.009 33 0 0 0 2.003 35 0 0 0
GEN11,3puM 130 pl 2.023 25 0 0 0 2011 57 1 0 0
Substanz 1 pM 130l 2.010 13 0 0 0 2.013 15 0 1 0
Substanz 10 uM 130 pl 2.041 13 0 0 0 2014 19 1 0 0
Substanz 20 uM 130l 2.003 19 0 0 0 2.035 19 2 1 0
Substanz 40 uM 130l 299 4 0 0 0 2.027 31 3 1 0

Tab. 5.47: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 2
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Fxations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokeme — o | 1 | n; | 3 | a4 o | 1 | n; | 3 [ 4
DMSO 1% 130l 2037 13 0 0 0 2.000 12 0 0 0
DES 46 M 130l 2.009 41 2 0 0 2015 21 0 0 0
GEN 37 uM 130l 2.000 2 0 0 0 2.028 33 0 0 0
Substanz 1 pM 1304 2003 1 0 0 0 2019 13 0 0 0
Substanz 5 pM 1304 2020 14 0 0 0 2015 13 0 0 0
Substanz 10 uM 1304 2.009 12 1 0 0 2.028 14 1 0 0
Substanz 20 uM 1304 2.000 15 0 0 0 2013 12 1 0 0
Substanz 40 uM 1304 252 3 0 0 0 1.003 7 0 0 0

Tab. 5.48: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 3

5.5.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.25: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.5.3. Erlauterungen und Tester gebnisse

Fisetin wurde in den Konzentrationen von 1 uM bis 400 M in drei unabhangigen Versuchen
untersucht. Die graphischen Darstellungen zeigen jeweils die arithmetischen Mittelwerte
aus allen Einzelversuchen, nachdem zuvor fir jeden Versuch einzeln die Relativwerte in
Bezug auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO) berechnet wurden. Die
Konzentrationen 5 pM, 50 pM, 100 pM und 400 pM wurden nur in einem Versuch
untersucht und stellen deshalb keinen Mittelwert dar. Die Konzentrationen 1 pM, 20 pM und
40 puM wurden in zwel Versuchen untersucht. Als Kontollsubstanzen dienten
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Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.37 —
5.48) kommen jewells separat die absoluten Messergebnisse fur jeden der durchgefiihrten

Einzelversuche.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fur Fisetin im Proliferationsexperiment (Abb. 5.21) nach 20-
stindiger Recovery-Zeit ab einer Konzentration von 10 pM ein konzentrationsabhangiger
relativer antiproliferativer Effekt von ~30%, Uber 50% bei einer Konzentration von 20 uM,
Uber 70% bei einer Konzentration von 40 uM, mehr als 80% bei einer Konzentration von 50
MM und Uber 90% bel einer Konzentration von 100 puM in Bezug auf Dimethylsulfoxid
(DMSO) detektiert werden. Die Bestimmung der Zellvitalitdt (Abb. 5.22) erbrachte eine
deutliche Einschréankung der relativen ZellUberlebensrate in  Bezug auf die
Losemittelkontrolle ab einer Konzentration von 50 pM auf Werte um 50% und
konzentrationsabhangig weiter fallend auf Werte unter 10% bei einer Konzentration von 400
MM  nach 20-stundiger Recovery-Zeit. Bel der Bestimmung des relativen Anteils
mehrkerniger Zellen (Abb. 5.23) konnte eine Einschrénkung der relativen Teilungsaktivitét ab
einer Konzentration von 10 pM auf Werte um 80% und konzentrationsabhangig weiter
falend auf Werte um 40% bel ener Konzentration von 50 pM in Bezug auf die
Losemittelkontrolle und nach 20-stindiger Recovery-Zeit detektiert werden. Bei der
Konzentration 100 uM waren weniger als 10% der Teilungsaktivitét im Vergleich zur
Losemittelkontrolle erreicht, wobei eine sichere Auswertung wegen des aufgrund
zytotoxischer Effekte stark zerstorten Zellbildes nur eingeschrankt moglich war. Bel 400 pM
war das Zellbild total zerstort und eine Auswertung unmoglich.

Die Gentoxizitatstests konnten aufgrund starker Uberlagerung durch zytotoxische Effekte
maogliches gentoxisches Potential von Fisetin nicht sicher belegen. Bel der Bestimmung des
relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.24) und bei der Bestimmung der relativen
Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.25) wurde bis zur Konzentration von
40 pM keine deutliche Erhohung der Mikrokernfrequenz gefunden und verbindliche
Aussagen bei htheren Konzentrationen sollten aufgrund der nur unsicher auszuwertenden
Zéellbilder unterbleiben.



Ergebnisse

66

56. Resveratrol

5.6.1. Toxisches Potential von Resveratrol

5.6.1.1. Proliferationsexperiment
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Abb. 5.26: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
Art der Messung Feststellung 1% 46uM 0M 1M 10pM 20uM 60 M 100uM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nachOh 19 19 19 19 19 19 19 19
1. Wachstumsmessung nach4h 29 23 2,7 30 25 24 24 22
Wachstumsmessung nach 5 h
Recoveny Ties nach9h 34 | 26 | 27 | 29 | 24 | 28 | 22 | 20
Wachstumsmessung nach 20 h
Rocoueny Trme nach 24 h 81 | 63 | 74 | 76 | 64 | 57 | 55 | 54
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nachOh 19 19 19 19 19 19 19 19
1. Wachstumsmessung nach4h 29 2,3 2,7 3,0 25 24 24 2.2
Wachstumsmessung nach 5 h
Recoveny Ties nach9h 24 | 18 | 21 | 23 | 21 | 20 | 20 | 18
Wachstumsmessung nach 20 h
Recoveny Tie nach 24 h 26 | 19 | 21 | 24 | 20 | 21 | 20 | 17

Tab. 5.49: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliiter (Z/mi)
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5.6.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.27: Graphische Dar stellung der relativen Uberlebensrate von L5178Y
Feststellung lebend / tot DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
1% 46 M 30uM 1M 10pM 20 M 60 UM 100 pM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nachOh
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach4h
tot 2 4 4 1 4 3 3 4
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 4 4 3 3 4 3 5
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nachOh
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach4h
tot 2 4 4 1 4 3 3 4
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 4 5 6 5 5 7 8 10

Tab. 5.50: Tabellarische Darstellung der M esser gebnisse
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5.6.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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ADbb.5.28: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz Fixations Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
Volumen
1Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne _ 0 [ 1 [ 2 | 3 [ 4 und mehr
DMSO 1% 130 228 1.685 35 0 0 0 113
DES 46 pM 130 263 1.583 87 5 3 1 256
GEN 30 pM 130 597 1.649 87 5 1 0 105
Substanz 1 uM 130 pl 286 1.611 38 1 0 0 118
Substanz 10 uM 130 310 1.697 53 1 0 0 101
Substanz 20 uM 130l 334 1.635 56 2 0 0 89
Substanz 60 uM 130l 262 1.660 64 3 0 0 88
Substanz 100 uM 130 pl 313 1.576 77 2 1 0 77

Tab. 5.51: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse



Ergebnisse

5.6.2. Gentoxisches Potential von Resveratrol

5.6.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.29: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Fations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Sr:f;den Recovery Time Mikrokerne nach 20 S:.J:den Recovery Time

Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1 | 2 | 3 [ a4 0o | 1| 2 | 3 | a4
DMSO 1% 130l 2.000 18 0 0 0 2.000 20 0 0 0
DES 46 uM 130l 2.000 37 4 0 0 2.000 35 0 0 0
GEN 30 uM 1304 2.000 38 1 0 0 2.000 53 8 1 0
Substanz 1 uM 1304 2.000 19 0 0 0 2.000 19 0 0 0
Substanz 10 uM 1304 2.000 23 0 0 0 2.000 29 0 0 0
Substanz 20 uM 1304 2.000 25 0 0 0 2.000 29 0 0 0
Substanz 60 uM 1304 2.000 23 0 0 0 2.000 28 1 0 0
Substanz 100 pM 1304 2.000 24 0 0 0 2.000 38 2 0 0

Tab. 5.52: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.6.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.30: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.6.3. Erlauterungen und Tester gebnisse

Resveratrol wurde in den Konzentrationen von 1 puM bis 100 puM untersucht. Die
graphischen Darstellungen zeigen jeweils die Relativwerte in Bezug auf die
Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO). Als Kontrollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (.Tab. 5.49 —
5.52) kommen die absoluten Messergebnisse aus dem zur Testsubstanz durchgefihrten
Versuch.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fir Resveratrol im Proliferations-Experiment (Abb. 5.26) nach
20-stundiger Recovery-Zeit ein relativer konzentrationsabhangiger antiproliferativer Effekt
von ~ 20% beginnend bei einer Konzentration von 10 pM bis auf Werte um 30% bel
Erreichen einer Konzentration von 100 puM in Bezug auf Dimethylsulfoxid (DMSO)
detektiert werden. Bei der Bestimmung der Zellvitalitét (Abb. 5.27) und des Anteils
mehrkerniger Zellen (Abb. 5.28) konnte bis zum Erreichen der Konzentration von 100 uM
kein zytotoxischer Effekt festgestellt werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten gentoxisches Potential von Resveratrol. So wurde bei der
Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.29) und bei der
Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.30)
Ubereinstimmend eine gute Verdopplung der Mikrokerninduktion in Bezug auf die
L osemittelkontrolle bis zum Erreichen einer Konzentration von 100 pM und nach 20-
stindiger Recovery-Time detektiert.
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5.7. Dephinidin
5.7.1. Toxisches Potential von Delphinidin
5.7.1.1. Proliferationsexperiment
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Abb. 5.31: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
Art der Messung Feststellung U;:/SOO DZ:O 42ij ;?ﬂ\lvl Suf sp;nz Su£s®nz ngosmz S;lgosmz
ohne Cytochalasin B *)
Zeldichtemessung nachOh 20 20 20 20 20 20 20 20
1. Wachstumsmessung nach4h 24 2.2 20 2.2 21 21 23 2.2
Wachstu nach5h
Reoey e nach9h 29 | 29 | 26 | 25 | 27 | 29 | 29 | 26
Wachstu nach20h
i nach 24 h 75| 68 | 65 | 68 | 71 | 68 | 87 | 68
mit Cytochalasin B *)
Zeldichtemessung nachOh 20 20 20 20 20 20 20 20
1. Wachstumsmessung nach4h 24 2.2 20 2.2 21 21 23 2.2
Wachstu nach5h
Reoey e nach9h 23 | 22 | 16 | 20 | 19 | 22 | 22 | 19
Wachstumsmessung hach 20 h
R Time nach24h 24 23 19 24 2.2 2.2 23 20

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliiter (Z/mI)

Tab. 5.53: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse




Ergebnisse 72
5.7.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.32g: Graphische Dar stellung der relativen Uberlebensrate von L5178Y
Feststell lebend / tot DMSO DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
eststefiung evena 1o 1% 2% 46 UM 30 uM 1uM s0uM | 100pm | 400 um
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 0 2 2 2 0 2 3 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 1 2 2 1 2 0 0
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 0 2 2 2 0 2 3 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 2 2 3 1 0 1 2

Abb. 5.54: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.7.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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ADbb.5.33: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:/Ic))(lautrlgzr? Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne > 0 | 1 | 2 [ 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 Wl 375 | 1405 38 1 0 0 169
DMSO 2% 130 Wl 305 | 1.585 47 1 0 0 193
DES 46 uM 130 198 | 1562 | 90 3 0 0 452
GEN 30 pMm 130 Wl 409 | 1398 | 112 3 0 0 207
Substanz 1 uM 130 ul 254 | 1.568 52 0 0 0 241
Substanz 50 uM 130 ul 263 | 1.537 45 0 0 0 222
Substanz 100 uM 130 ul 338 | 1517 47 3 0 0 161
Substanz 400 uM 130 Wl 359 | 1482 41 0 0 0 106

Tab. 5.55: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.7.2. Gentoxisches Potential von Delphinidin

5.7.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.34: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Substanz C;Iit r'g';s Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery ﬁmeOhne ST s/nkrokerne ach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokerne — o | 1 | n; | 3 | 4 o | 1 | n; | 3 [ a4
DMSO 1% 130 2.000 15 0 0 0 2.000 12 0 0 0
DMSO 2% 130l 2.000 12 0 0 0 2.000 13 0 0 0
DES 46 uM 130 2.000 40 1 0 0 2.000 28 1 0 0
GEN 30 uM 130 2.000 30 3 0 0 2.000 37 1 0 0
Substanz 1 pM 130 2.000 15 0 0 0 2.000 13 0 0 0
Substanz 50 uM 130 2.000 13 0 0 0 2.000 15 0 0 0
Substanz 100 uM 130 2.000 11 0 0 0 2.000 10 0 0 0
Substanz 400 uM 130 2.000 13 0 0 0 2.000 13 0 0 0

Tab. 5.56: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.7.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.35: Graphische Darstellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.7.3. Erlauterungen und Testergebnisse

Delphinidin-Chlorid wurde in den Konzentrationen von 1 uM bis 400 uM untersucht. Die
graphischen Darstellungen zeigen jeweils die Relativwerte in Bezug auf die
Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO). Als Kontrollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.53 —
5.56) kommen die absoluten Messergebnisse aus dem zur Testsubstanz durchgefihrten
Versuch.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fur Delphinidin-Chlorid bis zu der Konzentration von 400 pM
und nach 20-stiindiger Recovery-Zeit weder im Proliferations-Experiment (Abb. 5.31) noch
bei der Bestimmung der Zellvitalitat (Abb. 5.32) oder des Anteils mehrkerniger Zellen (Abb.
5.33) ein zytotoxischer Effekt der Testsubstanz im Vergleich zur Losemittelkontrolle mit
Dimethylsulfoxid (DM SO) detektiert werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten kein gentoxisches Potential von Delphinidin-Chlorid. Bei der
Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.34) und bei der
Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.35) wurde
Ubereinstimmend keine Mikrokerninduktion in Bezug auf die Losemittelkontrolle bis zum

Erreichen einer Konzentration von 400 uM und nach 20-stiindiger Recovery-Time detektiert.
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5.7. Dephinidin
5.7.1. Toxisches Potential von Delphinidin
5.7.1.1. Proliferationsexperiment
1,2
‘I:lnach Oh Onach4h Enach9h Mnach 24 h
1,0
£
3 08 1
n
ey
8
= 06
0
=
IS
o 0.4
x
0,2 +
0,0
DMSO DMSO DES GEN Substanz Substanz Substanz Substanz
1% 2% 46 pM 30 uM 1puMm 50 uM 100 pM 400 puM
Abb. 5.31: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
Art der Messung Feststellung U;:/SOO DZ:O 42ij ;?ﬂ\lvl Suf sp;nz Su£s®nz ngosmz S;lgosmz
ohne Cytochalasin B *)
Zeldichtemessung nachOh 20 20 20 20 20 20 20 20
1. Wachstumsmessung nach4h 24 2.2 20 2.2 21 21 23 2.2
Wachstu nach5h
Reoey e nach9h 29 | 29 | 26 | 25 | 27 | 29 | 29 | 26
Wachstu nach20h
i nach 24 h 75| 68 | 65 | 68 | 71 | 68 | 87 | 68
mit Cytochalasin B *)
Zeldichtemessung nachOh 20 20 20 20 20 20 20 20
1. Wachstumsmessung nach4h 24 2.2 20 2.2 21 21 23 2.2
Wachstu nach5h
Reoey e nach9h 23 | 22 | 16 | 20 | 19 | 22 | 22 | 19
Wachstumsmessung hach 20 h
R Time nach24h 24 23 19 24 2.2 2.2 23 20

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliiter (Z/mI)

Tab. 5.53: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.7.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.32g: Graphische Dar stellung der relativen Uberlebensrate von L5178Y
Feststell lebend / tot DMSO DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
eststefiung evena 1o 1% 2% 46 UM 30 uM 1uM s0uM | 100pm | 400 um
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 0 2 2 2 0 2 3 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 1 2 2 1 2 0 0
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 1 1 1 1 1 1 1 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 0 2 2 2 0 2 3 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 2 2 3 1 0 1 2

Abb. 5.54: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.7.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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ADbb.5.33: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:/Ic))(lautrlgzr? Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne > 0 | 1 | 2 [ 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 Wl 375 | 1405 38 1 0 0 169
DMSO 2% 130 Wl 305 | 1.585 47 1 0 0 193
DES 46 uM 130 198 | 1562 | 90 3 0 0 452
GEN 30 pMm 130 Wl 409 | 1398 | 112 3 0 0 207
Substanz 1 uM 130 ul 254 | 1.568 52 0 0 0 241
Substanz 50 uM 130 ul 263 | 1.537 45 0 0 0 222
Substanz 100 uM 130 ul 338 | 1517 47 3 0 0 161
Substanz 400 uM 130 Wl 359 | 1482 41 0 0 0 106

Tab. 5.55: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.7.2. Gentoxisches Potential von Delphinidin

5.7.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.34: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Substanz C;Iit r'g';s Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery ﬁmeOhne ST s/nkrokerne ach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokerne — o | 1 | n; | 3 | 4 o | 1 | n; | 3 [ a4
DMSO 1% 130 2.000 15 0 0 0 2.000 12 0 0 0
DMSO 2% 130l 2.000 12 0 0 0 2.000 13 0 0 0
DES 46 uM 130 2.000 40 1 0 0 2.000 28 1 0 0
GEN 30 uM 130 2.000 30 3 0 0 2.000 37 1 0 0
Substanz 1 pM 130 2.000 15 0 0 0 2.000 13 0 0 0
Substanz 50 uM 130 2.000 13 0 0 0 2.000 15 0 0 0
Substanz 100 uM 130 2.000 11 0 0 0 2.000 10 0 0 0
Substanz 400 uM 130 2.000 13 0 0 0 2.000 13 0 0 0

Tab. 5.56: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.7.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.35: Graphische Darstellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.7.3. Erlauterungen und Testergebnisse

Delphinidin-Chlorid wurde in den Konzentrationen von 1 uM bis 400 uM untersucht. Die
graphischen Darstellungen zeigen jeweils die Relativwerte in Bezug auf die
Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO). Als Kontrollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.53 —
5.56) kommen die absoluten Messergebnisse aus dem zur Testsubstanz durchgefihrten
Versuch.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fur Delphinidin-Chlorid bis zu der Konzentration von 400 pM
und nach 20-stiindiger Recovery-Zeit weder im Proliferations-Experiment (Abb. 5.31) noch
bei der Bestimmung der Zellvitalitat (Abb. 5.32) oder des Anteils mehrkerniger Zellen (Abb.
5.33) ein zytotoxischer Effekt der Testsubstanz im Vergleich zur Losemittelkontrolle mit
Dimethylsulfoxid (DM SO) detektiert werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten kein gentoxisches Potential von Delphinidin-Chlorid. Bei der
Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.34) und bei der
Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.35) wurde
Ubereinstimmend keine Mikrokerninduktion in Bezug auf die Losemittelkontrolle bis zum

Erreichen einer Konzentration von 400 uM und nach 20-stiindiger Recovery-Time detektiert.
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5.8. Peargonidin
5.8.1. Toxisches Potential von Pelargonidin
5.8.1.1. Proliferationsexperiment
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Abb. 5.36: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
Art der Messung Feststellung % 46pM 30 1M 10uM 25M 50 M 100pM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nachOh 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach4h 20 18 19 21 19 20 17 20
Wachstumsmessung nach 5 h
Moot nach9h 21 | 19 | 17 | 21 | 19 | 20 | 17 | 20
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 512 413 414 512 419 519 4,9 5,5
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nachOh 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1. Wachstumsmessung nach4h 20 18 19 21 19 20 17 20
Wachstumsmessung nach 5 h
Recowon Tme nach9h 15 | 12 | 14 | 15 | 15 | 15 | 12 | 15
Wachstumsmessung nach 20 h
Recowon Tme nach 24 h 17 | 14 | 15 | 16 | 15 | 16 | 13 | 15

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/mf)
Tab. 5.57: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.8.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.37: Graphische Dar stellung der relativen Uberlebensrate von L5178Y

Feststell lebend / tot DMSO DES GEN Substanz | Substanz | Substanz | Substanz | Substanz
eststefiung evena 1o 1% 46 UM 30uM Y 10uM 25 UM 50uM | 100 uM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 1 2 3 2 1 3 0 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 1 2 2 1 0 2 1 3
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 1 2 3 2 1 3 0 1
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 3 3 2 2 3 4 3 3

Tab. 5.58: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.8.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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Abb. 5.38: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:/';(FJ:]?;; Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1 Kern 2Kerne 3Kerne
Anzahl Mikrokerne D —— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 pl 218 | 1.724 39 0 0 0 139
DES 46 uM 130l 158 | 1.773 | 70 1 0 0 264
GEN 30 pM 130 pl 465 | 1255 | 379 74 29 6 58
Substanz 1 uM 130 182 | 1670 45 1 0 0 146
Substanz 10 uM 130 ul 244 | 1.895 45 0 0 0 175
Substanz 25 uM 130 ul 263 | 1.775 49 1 0 0 139
Substanz 50 pM 130 pl 237 | 1.692 43 0 0 0 150
Substanz 100 uM 130 ul 210 | 1.663 41 0 0 0 132

Tab. 5.59: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.8.2. Gentoxisches Potential von Pelargonidin

5.8.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.39: Graphische Dar stellung des relativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Substanz Cgi‘ :22; Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery nmeOhne e l?/likrokeme hach 20 Stunden Recovery Time

Anzahl Mikrokerne . o | 1 | n; | 3 [ 4 o | 1 | n; | 3 [ a4
DMSO 1% 130l 2.000 11 0 0 0 2.000 14 0 0 0
DES 46 uM 130l 2.000 32 1 0 0 2.000 17 1 0 0
GEN 30 uM 130l 2.000 59 4 0 0 2000 | 247 15 6 2
Substanz 1 uM 130l 2.000 13 0 0 0 2.000 15 0 0 0
Substanz 10 uM 130l 2.000 11 0 0 0 2.000 16 0 0 0
Substanz 25 uM 130l 2.000 13 0 0 0 2.000 15 0 0 0
Substanz 50 M 130l 2.000 12 0 0 0 2.000 14 0 0 0
Substanz 100 pM 130l 2.000 13 0 0 0 2.000 17 0 0 0

Tab. 5.60: Tabellarische Darstellung der M esser gebnisse
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5.8.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Abb. 5.40: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.8.3. Erlauterungen und Tester gebnisse

Pelargonidin-Chlorid wurde in den Konzentrationen von 1 uM bis 100 uM untersucht. Die
graphischen Darstellungen zeigen jeweils die Relativwerte in Bezug auf die
Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO). Als Kontrollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.57 —
5.60) kommen die absoluten Messergebnisse aus dem zur Testsubstanz durchgefihrten
Versuch.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fir Pelargonidin-Chlorid bis zu der Konzentration von 100 pM
und nach 20-stiindiger Recovery-Zeit weder im Proliferations-Experiment (Abb. 5.36) noch
bei der Bestimmung der Zellvitalitét (Abb. 5.37) oder des Anteils mehrkerniger Zellen (Abb.
5.38) ein zytotoxischer Effekt der Testsubstanz im Vergleich zur Losemittelkontrolle mit
Dimethylsulfoxid (DM SO) detektiert werden.

Die Gentoxizitatstests zeigten kein gentoxisches Potential von Pelargonidin-Chlorid. Bel der
Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.39) und bei der
Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.40) wurde
Ubereinstimmend keine Mikrokerninduktion in Bezug auf die Losemittelkontrolle bis zum

Erreichen einer Konzentration von 100 uM und nach 20-stiindiger Recovery-Time detektiert.
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59. Cyanidin
5.9.1. Toxisches Potential von Cyanidin
5.9.1.1. Proliferationsexperiment
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Abb. 5.41: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y
Art der M E T DMSO DES GEN Substanz Substanz Substanz
rt der Messung eststellung 1% 46 UM 30 uM 1 UM 25 UM 100 pM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach 0 h 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,8 2,0 2,7 2,6 2,7 2,8
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 2,7 2,3 2,6 2,7 2,8 2,9
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 7,4 5,9 7,2 7,2 9,1 7,6
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach 0 h 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,8 2,0 2,7 2,6 2,7 2,8
Wachstumsmessung nach 5 h
Recovery Time nach 9 h 2,2 1,5 2,1 2,0 2,1 2,1
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 2,3 1,6 2,1 2,2 2,2 2,3
*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)
Tab. 5.61: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
d I DMSO DES GEN Substanz Substanz Substanz | Substanz
Art der Messung Feststellung 1% 46 uM 30 UM 1 uM 25 uM 50 uM 400 uM
ohne Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,8 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Wachstumsmessung nach 5 h
Rosovery Time nach 9 h 1,8 1,8 1,6 1,7 1,8 1,7 1,7
Wachstumsmessung nach 20 h
Recovery Time nach 24 h 4,3 3,9 3,9 4,1 4,5 4.8 4,3
mit Cytochalasin B *)
Zelldichtemessung nach O h 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
1. Wachstumsmessung nach 4 h 2,0 1,8 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Wachstumsmessung nach 5 h
Rosovery Time nach 9 h 1,5 1,3 1,3 1,3 1,5 1,4 1,5
Wachstumsmessung nach 20 h
Rocovery Time nach 24 h 1,4 1,5 1,3 1,2 1,4 1,2 1,3

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliliter (Z/ml)

Tab. 5.62: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.9.1.2. Vitalitatsfarbung
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DMSO DES GEN Substanz Substanz Substanz Substanz Substanz
1% 46 pM 30 uM 1uM 25 uM 50 UM 100 pM 400 UM
Abb. 5.42: Graphische Dar stellung der relativen Zelliberlebenrate von L5178Y
Feststellung lebend / tot | | DMSO | DES | GEN | Substanz | Substanz | Substanz
1% 46 UM 30 uM 1 M 25 uM 100 pM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100
nach O h
tot 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 1 2 2 1 3 2
nach 24 h lebend 100 100 100 100 100 100
tot 0 1 2 0 1 0
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 1 2 2 1 3 2
nach 24 h lebend 100 100 100 100 100 100
tot 2 3 3 0 2 1
Tab. 5.63: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 1
Feststellung lebend / tot | | D’;_AD/SUO | AIZEpSM | S%Ep';\‘/l | Sufsut’\:nz | SletésJ;Inz | SL;%S;::Z | S:lggtuaan |
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 2 2 2 2 2 2 2
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 3 2 3 2 3 4 8
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 3 4 3 2 3 7
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 0 h
tot 2 2 2 2 2 2 2
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 4 h
tot 3 2 3 2 3 4 8
lebend 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 3 4 4 3 4 5 8

Tab. 5.64: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 2
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5.9.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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DMSO DES GEN Substanz Substanz Substanz Substanz Substanz
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Abb. 5.43: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz '\:/';(ﬁltr'g;]: Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1 Kern 2Kerne 3Kerne

Anzahl Mikrokerne E— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 I 127 | 1.681 | 108 1 0 0 300
DES 46 uM 130l 340 | 1.496 | 154 8 0 0 610
GEN 30 uM 130 I 362 | 1466 | 251 8 0 0 312
Substanz 1 uM 130 179 1.589 111 1 0 0 353
Substanz 25 uM 130 201 1.533 123 7 0 0 407
Substanz 100 pM 130 207 1.480 134 5 0 0 335
Tab. 5.65: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1

o mit Cytochalasin B
Substanz \F/';(F:;szs Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2 Kerne 3Kerne

Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1 | 2 | 3 | 4 und mehr
DMSO 1% 130 pl 184 | 1.515 53 3 0 0 278
DES 46 pM 130 ul 248 1.407 118 7 0 1 463
GEN 30 uM 130 ul 277 1.435 263 21 8 3 221
Substanz 1 pM 130 pl 198 1.493 46 3 0 0 289
Substanz 25 uM 130 200 1.434 54 3 0 0 279
Substanz 50 uM 130 212 1.558 65 5 1 0 226
Substanz 400 uM 130 284 1.646 83 11 3 1 183

Tab. 5.66: Tabellarische Dar stellung der M essergebnisse aus Versuch 2
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5.9.2. Gentoxisches Potential von Cyanidin
5.9.2.1. Antell mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.44: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

Substanz

400 pM

Substanz f,';ﬁ;:szs Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery ﬂmzhne Cymhalasmr\jikrokeme Hach 20 Stunden Recovery Time
Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1| n; ' | 3 | 4 0 | 1| n; ' | 3 [ 4
DMSO 1% 1304 2000 | 10 0 0 0 2000 [ 13 0 0 0
DES 46 yM 1304 2000 | 33 1 0 0 2000 [ 23 1 0 0
GEN30puM 1304 2000 | 27 0 0 0 2000 | 41 1 0 0
Substanz 1 uM 1304 2000 | 10 0 0 0 2000 | 11 2 0 0
Substanz 25 uM 1304 2000 | 15 0 0 0 2000 [ 13 1 0 0
Substanz 100 pM 1304 2000 | 19 0 0 0 2000 [ 12 0 0 0
Tab. 5.67: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 1
Focations ohne Cytochalasin B
Substanz Volumen Mikrokerne nach 5 Stunden Recovery Time Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
Az ikokerne — T T T T T 5 1 3 T T T T T 5 13
DMSO 1% 1304 2000 | 21 0 0 0 2000 [ 22 0 0 0
DES 46 uM 130 2000 | 59 0 1 0 2000 [ 25 1 0 0
GEN 30 uM 130 2000 | 59 1 0 0 2000 [ 92 5 1 0
Substanz 1 pM 1304 2000 | 16 0 0 0 2000 [ 21 0 0 0
Substanz 25 pM 1304 2000 | 22 0 0 0 2000 [ 22 0 0 0
Substanz 50 pM 1304 2000 | 21 0 0 0 2000 [ 26 0 0 0
Substanz 400 uM 1304 2000 | 29 0 0 0 2000 [ 34 1 0 0

Tab. 5.68: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse aus Versuch 2
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5.9.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Relative Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen

Abb. 5.45: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.9.3. Erlauterungen und Tester gebnisse

Cyanidin-Chlorid wurde in den Konzentrationen von 1 uM bis 400 puM in zwei unabhéngigen
Versuchen untersucht. Die graphischen Darstellungen zeigen jeweils die arithmetischen
Mittelwerte aus beiden Einzelversuchen, nachdem zuvor fir jeden Versuch einzeln die
Relativwerte in Bezug auf die Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DM SO) berechnet
wurden. Die Konzentrationen 50, 100 und 400 uM wurden jeweils nur in einem Versuch
untersucht und stellen deshalb keine Mittelwerte dar. Als Kontrollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.61 —
5.68) kommen jewells separat die absoluten Messergebnisse fur jeden der durchgefihrten
Einzelversuche.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fur Cyanidin-Chlorid bis zu der Konzentration von 400 uM und
nach 20-stiindiger Recovery-Zeit weder im Proliferations-Experiment (Abb. 5.41) noch bei
der Bestimmung der Zellvitalitét (Abb. 5.42) oder des Anteills mehrkerniger Zellen (Abb.
5.43) en deutlicher zytotoxischer Effekt der Testsubstanz im Vergleich zur
L 6semittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DM SO) detektiert werden.

Die Gentoxizitatstests zeigte mogliches gentoxisches Potential von Cyanidin-Chlorid. So
wurde bei der Bestimmung des relativen Anteils mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.44) und bel
der Bestimmung der relativen Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.45) eine
Erhohung der Mikrokernfrequenz auf das 1,5-fache der LOsemittelkontrolle bei Erreichen
einer Konzentration von 400 uM und nach 20-stiindiger Recovery-Time detektiert. Bei
niedrigeren Konzentrationen zeigte sich keine Mikrokerninduktion.
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5.10. Antocyaneim direkten Vergleich

5.10.1. Toxisches Potential von Antocyanen

5.10.1.1. Proliferationsexperiment
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DMSO DES GEN DEL DEL PEL PEL CYA CYA
2% 46 pM 30 pM 400 pM 800 pM 400 pM 800 pM 400 pM 800 pM

Abb. 5.46: Graphische Dar stellung der relativen Proliferation von L5178Y

At der Messting Feststelung o | o | o | aoon | soon | soma | smae | scomn | amad
ohne Cytochalasin B *)
Zeldichtermessung nachOh 20 20 20 20 20 20 20 20 20
1 Wachstmsmessung nach4h 24 | 20 | 23 | 23 | 22 | 21 | 21 | 25 | 22
Ry e AR nach 9 h 28 | 25 | 22 | 23 | 17 | 17 | 13 | 22 | 16
Reamey e rOmNZN | nach 24 h 73 | 63 | 69 | 54 | 22 | 42 | 26 | 56 | 23
mit Cytochalasin B *)
Zeldichtermessung nachOh 20 20 20 20 20 20 20 20 20
1 Wachstmsmessung nach4h 24 | 20 | 23 | 23 | 22 | 21 | 21 | 25 | 22
Ry e AR nach 9 h 20 | 16 | 17 | 19 | 16 | 14 | 11 | 17 | 13
Remay e aren20h | nach 24 h 22 | 18 | 19 | 19 | 17 | 15 | 12 | 19 | 24

*) Angaben in 10E5 Zellen pro Milliiter (Z/mi)
Tab. 5.69: Tabellarische Darstellung der M esser gebnisse
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5.10.1.2. Vitalitatsfarbung
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Abb. 5.47: Graphische Dar stellung der relativen Zelluberlebensrate von L5178Y
DMSO DES GEN DEL DEL PEL PEL CYA CYA
Feststellung lebend / tot 2% 46M 30uM 400M 800 LM 400 M 800 LM 400M 800 LM
ohne Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nachOh
tot 0 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach4h
tot 2 4 4 6 10 6 8 3 9
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 2 3 3 3 10 4 8 2 7
mit Cytochalasin B
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nachOh
tot 0 0 0 0 0 0 0 0 0
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach4h
tot 2 4 4 6 10 6 8 3 9
lebend 100 100 100 100 100 100 100 100 100
nach 24 h
tot 4 4 4 6 12 5 11 5 10

Tab. 5.70: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.10.1.3. Antell mehrkerniger Zellen
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DMSO DES GEN DEL DEL PEL PEL CYA CYA
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Abb.5.48: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mehrkerniger L5178Y
o mit Cytochalasin B
Substanz Cﬁﬁzrﬁ Mikrokerne nach 20 Stunden Recovery Time
1Kern 2 Kerne 3 Kerne
Anzahl Mikrokerne e 0 [ 1 | 2 3 [ 4 und mehr
DMSO 2% 130l 157 1.755 49 1 0 0 111
DES 46 uM 130l 221 1.652 67 1 0 0 258
GEN 30 uM 130 ul 377 1.479 264 47 15 6 57
DEL 400 puM 130 pl 833 | 1.131 | 28 0 0 0 29
DEL 800 pMm 130 pl 1.465 | 266 4 0 0 0 0
PEL 400 pM 130 pl 378 | 1.566 | 45 0 0 0 59
PEL 800 pM 130 pl 362 | 794 16 0 0 0 5
CYA 400 uM 130l 515 1.445 38 0 0 0 35
CYA 800 uM 130l 960 315 12 0 0 0 2

Tab. 5.71: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.10.2. Gentoxisches Potential von Antocyanen

5.10.2.1. Anteil mikrokernhaltiger Zellen
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Abb. 5.49: Graphische Dar stellung des relativen Anteils mikrokernhaltiger L5178Y

. ohne Cytochalasin B
Substanz f/';ﬁj'rzgs Mikrokerne nach 5 Sr:f;den Recovery Time Mikrokerne nach 20 S:.Jar?den Recovery Time

Anzahl Mikrokerne —_— 0 | 1 | 2 | 3 [ a4 0o | 1| 2 | 3 | a4

DMSO 2% 130 pl 2.000 18 0 0 0 2.000 19 0 0 0
DES 46 pM 130 pl 2.000 37 0 0 0 2.000 25 0 0 0
GEN 30 pM 130l 2.000 47 2 0 0 2000 | 104 3 1 0
DEL 400 pM 130l 2.000 14 0 0 0 2.000 27 0 0 0
DEL 800 pM 130 pl 2.000 13 0 0 0 2.000 50 5 1 0
PEL 400 uM 130l 2.000 13 0 0 0 2.000 28 0 0 0
PEL 800 uM 130l 2.000 12 0 0 0 2.000 25 0 0 0
CYA 400 uM 130l 2.000 17 0 0 0 2.000 27 0 0 0
CYA 800 uM 130 pl 2.000 11 0 0 0 2.000 34 0 0 0

Tab. 5.72: Tabellarische Dar stellung der M esser gebnisse
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5.10.2.2. Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
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Relative Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen

Abb. 5.50: Graphische Dar stellung desrelativen Anteils mikrokernhaltiger doppelkerniger L5178Y

5.10.3. Erléauterungen und Tester gebnisse

Delphinidin- (DEL), Pelargonidin- (PEL) und Cyanidin-Chlorid (CY A) wurden jeweilsin den
hohen Konzentrationen von 400 uM und 800 uM im direkten Vergleich untersucht. Die
graphischen Darstellungen zeigen jeweils die Relativwerte in Bezug auf die
Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO). Als Kontrollsubstanzen dienten
Diethylstilbestrol (DES) und Genistein (GEN). Zur tabellarischen Darstellung (Tab. 5.69 —
5.72) kommen die absoluten Messergebnisse aus dem zur Testsubstanz durchgefihrten
Versuch.

Die Ergebnisse lassen sich anhand der graphischen Darstellungen zusammengefasst wie folgt
kommentieren:

In den Toxizitatstests konnte fur die Antocyane bel hohen Konzentrationen von 800 uM und
nach 20-stlindiger Recovery-Zeit im Proliferations-Experiment (Abb. 5.46) eine generelle
relative Wachstumsinhibition um mehr as 60% im Vergleich zur Losemittelkontrolle
detektiert werden. Bei der Bestimmung der Zellvitalitét (Abb. 5.47) konnte auch in den
Hochdosisbereichen kein nennenswerter relativer zytotoxischer Effekt der Testsubstanzen
festgestellt werden. Die Bestimmung des relativen Anteils mehrkerniger Zellen (Abb. 5.48)
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zeigte bel den hohen Konzentrationen von 800 uM deutliche relative Einschrénkungen der
Tellungsaktivitét fur Delphinidin- und Cyanidin-Chlorid auf Werte um unter 30% im
Vergleich zur Losemittelkontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO). Pelargonidin-Chlorid
verursachte bei 800 uM nur geringere Inhibition auf Werte um 80%.

Die Gentoxizitatstests zeigten bei hohen Konzentrationen von 800 pM mdgliches
gentoxisches Potential der Antocyane. Bel der Bestimmung des relativen Anteils
mikrokernhaltiger Zellen (Abb. 5.49) wurde generell eine relative Erhdhung der
Mikrokernfrequenz gefunden. Diese Befunde waren fur Delphinidin- und Cyanidin-Chlorid
deutlich stérker ausgepragt als fur Pelargonidin-Chlorid. Bei der Bestimmung der relativen
Mikrokerninduktion in doppelkernigen Zellen (Abb. 5.50) konnte moglicherweise durch die
Uberlagerung durch zytotoxische Effekte bei einer Konzentration von 800 uM generell keine
klare relative Mikrokerninduktion in Bezug auf die Losemittelkontrolle nach 20-stiindiger
Recovery-Time detektiert werden.
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5.11. Immunflour eszenzdetektion von Kinetochoren

5.11.1. Graphischer Uberblick

Kinetochore-Farbung
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Prozentualer Anteil der kinetochor

0,0% -
DMSO DES GEN Equol O-DMA 347THIF 467THIF FIS RES DEL PEL CYA

Bestimmung desProzentanteils Kinetochor e-positiver Mikrokerne.Zur Auswertung werden nach
Doppelféarbung der fixierten Préparate mit Crest-Serum/FI T C-konjugiertem Human-1gG und Bisbenzimid
versuchsubergreifend nur Konzentrationen zur Auswertung herangezogen, die Mikrokerninduktion zeigen.
DMSO, DES und GEN dienen as Kontrollsubstanzen.

DES und Fisetin zeigen aneugenes Wirkprofil (>70% Kinetochore-positive Mikrokerne),
Resveratrol zeigt deutlich aneugenes Potential und die anderen Substanzen sind klastogen.

5.11.2. Wertetabelle

. Konzentration Mikrokerne
Substanz / Metabolit . - — —
in uM Gesamt | negatv |  posiiv | positivin %
Andruck in Diagramm davon —>
Dimethylsulfoxid DMSO 1% 213 191 22 10,3%
Diethylstilbestrol DES 46 227 64 163 71,8%
Genistein GEN 30 257 241 16 6,2%
50 51 45 6
EqUOl Equol 75 29 24 5 14,0%
100 127 109 18
0,1 1 0 1
. 1 1 18 1
O-Desmethylangolensin  O-DMA o 10,3%
10 188 168 20
20 54 49 5
10 20 17 3
3,4,7-Trihydroxyisoflavone  347THIF 50 81 28 8 7,3%
75 23 23 0
100 144 134 10
4,6,7-Trihydroxyisoflavone  467THIF s 4 4 0 10,2%
100 231 207 24
10 31 7 24
Fisetin FIs 20 87 23 64 76.,6%
40 52 11 41
50 35 7 28
Resveratrol RES Einzel-MeRergebnisse liegen nicht vor 45,0%
Delphinidin DEL 400 206 183 23 11,2%
- 10 11 9 2
Pelargonidin PEL 0 13,2%
400 194 169 25
Cyanidin CYA 400 203 176 27 13,3%
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VI. Diskussion
6.1. Testsysteme

Zur Prufung von Phytohormonen mit dstrogenem Potential stehen verschiedene in-vitro und
in-vivo Methoden zur Verfugung. Diese sind unterschiedlich aufwendig und besitzen ver-
schiedene Empfindlichkeiten und Aussagekraft. Zwar lassen sich erst mit Kenndaten aus der
in-vivo Forschung genaue Risikovorhersagen treffen, aber zur Durchfiihrung eines Screenings
oder fur die Aufschltsselung von Wirkmechanismen ist die in-vitro Forschung das Mittel der
Wahl. Da letzteres die Aufgabe dieser Arbeit war wurde die Uberprifung des toxischen und
gentoxischen Potentials von Phytohormonen oder deren Metaboliten ausschliefdlich mit in-
vitro Untersuchungen an Mauslymphomzellen (Typ: L5178Y') durchgefihrt.

Die Mauslymphomzellen eigneten sich durch leichte Kultivierung und gute Handhabung bei
der Auswertung ausgezeichnet fur die durchgefihrten Untersuchungen. Es wurde aber eine
gewisse Schwankung in der naturlichen Proliferationsrate festgestellt, was zum Beispiel auf
eine endogene Wachstumsperiodik oder auf die Exposition mit eventuell stattgefundenen kli-
matischen Verénderungen wahrend der Verarbeitung erklart werden konnte. Die unter diesen
Bedingungen mdglicherwei se fehlende Sensitivitét der Gentoxizitétstests, deren unabdingbare
Vorraussetzung die Zellteilung ist, wurde durch Versuche mit Cytochalasin B umgangen. Au-
erdem konnte eine Fehldeutung des schlechten Wachstums a's Zeichen von Toxizitét durch
Vergleich mit den Kontrollen verhindert werden.

Die Mauslymphomzellen wurden in einem Phenolrot-haltigen Medium kultiviert. Diese Sub-
stanz wird dem Medium zur Uberpriifung des pH-Wertes zugesetzt und besitzt selbst dstroge-
ne Wirkung (Berthois et al., 1986). Durch diese Substanz kann in estrogenrezeptorpositiven
Zellen ein Proliferationsreiz gesetzt werden, der ihr selbst ein potentiell gentoxisches Potenti-
al durch Erhthung der Zellteilungsaktivitét und damit verknupfter genomischer Instabilitét
verleiht. So konnte zum Beipiel in einer Arbeit von Fischer et al. (2001) gezeigt werden, dal3
ein Proliferationsstimulus durch natiirliches Ostrogen zu einer dosisabhéngigen Erhéhung der
Mikrokerfrequenz in humanen Brusttumorzellen (MCF-7) fuhrt. Diese Befunde konnten auch
an anderen Zellinien wie zum Beispiel der Ovarialtumorzellinie BG-1 reproduziert werden.
Da diese Effekte jedoch hormonrezeptorvermittelt sind und die in dieser Arbeit verwendeten
Mauslymphomzellen diesen Rezeptor nicht exprimieren konnte kein phytohormoninduzierter
Proliferationsreiz festgestellt werden und gewonnene Daten von gentoxischer Aktivitét der



Diskussion 99

untersuchten Substanzen auch mit hinreichender Sicherheit auf diese ursachlich zurtickgefuihrt

werden.

Die verwendeten Testsysteme konnen heute, wie eine Vielzahl von Verdffentlichungen bele-
gen, as Standardmethoden auf dem Gebiet des Screenings von Substanzen beztglich Toxizi-
tat und Gentoxizitéat bezeichnet werden. So stellt der hier verwendete Mikrokerntest ein sensi-
tives Verfahren dar, mit dem relativ leicht ein Nachweis von genomischer Schadigung er-
bracht werden kann, wobei die Mikrokerninduktion als gentoxischer Endpunkt genutzt wird
(Stopper und Mdller, 1997). Ein weiterer Vorteil dieses Testsystems zum Beispiel gegentiber
dem Ames-Test, der auf dem in-vitro Nachwels von Genmutationen in Bakterien beruht, liegt
darin, dal3 auch aneugene und klastogene DNA-Schédigungen, sowie generelle Funktions-
schéden im Mitosezyklus, die zur Bildung von Mikrokernen fuhren, nachgewiesen werden
konnen. Die Kenntnis des Inhaltes von Mikrokernen ist ein entscheidender Schritt auf dem
Weg der Entschlisselung der Entstehung von Mikrokernen. Die Erfassung der relativen Gro-
[3e eines Mikrokernes bezliglich der Kerngrof3e ist abhdngig von der chromosomalen Verte-
lung, der Phase des Zellzyklusses wéahrend der Analyse und besonders davon, ob ganze
Chromosomen oder nur Fragmente enthalten sind (NUsse et a., 1992; Hogstedt und Karlsson,
1985). So fuhren, entsprechend dem Schédigungsmechanismus und der daraus resultierenden
Grole der anfallenden Chromatinfragmente, stabilitétsmindernde (z.B. akylierende) Substan-
zen zu kleinen, Topoisomerase Il-Inhibitoren zu mittelgroRen und Spindelgifte (z.B.
Vinblastin) zu grof3en Mikrokernen. Allerdings kann die Bildung von vielen kleinen Chroma:
tinfragmenten im Hochdosisbereich zu Mikrokerngrofien fuhren, die nicht mit dem Mecha
nismus der Schadigung Ubereinstimmen mtssen, wenn mehrere Fragmente in einem Mikro-
kern enthalten sind. Deshalb wurden zur Unterscheidung von aneugenem und klastogenem
Potential in dieser Arbeit eine Kinetochorférbung durchgefihrt, die aufgrund immunfloures-
zierender Signale erkennen 1&83t, ob Zentromerbereiche, die Kinetochorproteine an der
Spindelanheftungsstelle aufweisen, aufgrund der Dislokation eines ganzen Chromo-
soms/Chromatide oder der zentromerischen Region nach DNA-Bruch im Mikrokern vorhan-
den ist. Eine hohe Anzahl positiver Signale (70-90%) l&a3t auf aneugene Wirkung schlief3en
(Antocciaet a., 1991). Die Immunférbung der Kinetochore mit humanen Crest-Serum konnte
nach anfanglichen Schwierigkeiten durch Optimierung der Testbedingungen auch an den
Mauslymphomzellen durchgeftihrt werden. Obwohl das Serum urspriinglich fir den Gebrauch
an menschlichen Zellen gedacht war konnte es, aufgrund der hoch konservierten und weitge-
hend Ubereinstimmenden Sequenz dieses Proteins, auch zur Analyse der Mikrokernein denin
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dieser Arbeit verwendeten Mauszellen herangezogen werden.

Um die gewonnen Daten miteinander vergleichen zu kénnen und zur Uberpriifung eines re-
gelhaften Versuchsverlaufes wurden bel jeder Versuchsreihe Ansdtze mitgezogen, die mit
Kontrollsubstanzen inkubiert wurden. Bel diesen Kontrollsubstanzen wurde auf die Substan-
zen Dimethylsulfoxid zur , Leerwertbestimmung® und auf die Substanzen Diethylstilbostrol
und Genistein as ,, Positivkontrollen® zurtickgegriffen. Genistein zeigte sehr starke Induktion
von Mikrokernen, was Literaturbefunden entspricht (Kulling und Metzler, 1997; Boos und
Stopper, 2000). Ergénzend sei hier noch vermerkt, dal3 das Isoflavon Genistein aufgrund sei-
ner Vielzahl an zelluléren Effekten, wie zum Beispiel Hemmung der Topoisomerase Il (Boos
und Stopper, 2000) oder der Induktion des fir die DNA-Reparatur und Apoptose entschei-
denden Gens p53, derzeit vielfach Gegenstand intensiver Forschung ist.

6.2. Testsubstanzen und Ergebnisse

Aus der Gruppe der Isoflavone wurden neben dem Genistein, welches als Positiv-
Kontrollsubstanz verwendet wurde, Metaboliten der Substanzen Daidzein und Glycetein
(Hauptisoflavone der Sojapflanze) untersucht, um eine verbesserte Bewertung des Risikos des
Menschen gegniiber der Inkorporation von Isoflavonen zu ermdglichen. Daidzein wird in der
Literatur al's nicht gentoxische Substanz beschrieben (Metzler et al.,1998; Kulling et al., 2002;
Kulling et al., 1999; Pool-Zobel et al., 2000; Boos und Stopper, 2000), wie zum Beispiel auch
Versuche in V79 Hamster Fibroblasten Zellen belegen (Metzler et al., 1998). Fur Glycetein
lassen erste Versuche beziiglich einer moglichen gentoxischen Wirkung ebenfalls fehlende
Mikrokerninduktion bis hin zur Lslichkeitsgrenze erkennen (Stopper et a., 2002). Die unter-
schiedliche Wirkung dieser Substanzen im Vergleich zum Genistein |&3t vermuten, dal3 der
Hydroxyfunktion in 5-Position des Genistein einen entscheidenten Faktor fir das gentoxische
Potential darstellen kénnte und vermutlich auch der Grund fur die im Vergleich zu Daidzein
schnellere Umwandlung durch Bakterien im Gastrointestinaltrakt ist (De Boever et al., 2000).
In dieser Arbeit wurden nun die isolierten reduktiven Daidzein-Metaboliten Equol und O-
Desmethylangolensin (reduktive Metabolisierung des Daidzeins) auf ihr gentoxisches Poten-
tial im in-vitro Mikrokerntest in Mauslymphomzellen L5178Y getestet. Die Metaboliten wur-
den bis zur Loslichkeitsgrenze (Equol 100uM) und Zytotoxizitat (O-DMA 25uM) eingesetzt
und hier zeigten beide Metaboliten im Gegensatz zu den Ausgangssubstanzen eine Induktion
von Mikrokernen. Equol bewirkte im héchsten Konzentrationsbereich eine Verdopplung der
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Mikrokernrate gegenuber der Ldsungsmittelkontrolle, was zwar als signifikant aber als
schwache gentoxische Wirkung beurtellt werden mul3, weil der Metabolit O-DMA eine erheb-
lich héhere Induktion von Mikrokernen sogar bei niedrigeren eingesetzten Konzentrationen
zeigte. Zusammenfassend mul? das gentoxische Potential von O-DMA a's schwécher als das
von Genistein, aber um ein vielfaches stérker as das von Equol erachtet werden. Die fur Ge-
nistein und O-DMA gemeinsame Struktur mit der Moglichkeit einer Wasserstoffbriickenbin-
dung zwischen der Hydroxylgruppe in 5-Position und der Carbonylfunktion der C3-Einheit
und der daraus resultierenden Aktivierung des aromatischen Ringsystems fur oxidative Pro-
zesse bzw. die @nliche Struktur des O-DMA zu den gentoxisch aktiven Stilbenderivaten
Resveratrol und Diethylstilbostrol stellen mogliche strukturelle und mechanistische Erklarun-
gen der beobachteten Gentoxizitét dar (McGregor und Jurd, 1978; Epe et a., 1986). Bei den
bis zur zytotoxischen Grenze untersuchten Metaboliten 4,6,7- und 3,4,7-Trihydroxyisoflavon
(oxidativer Metabolismus des Daidzins), konnte ebenfalls eine starke Induktion von Mikro-
kernen festgestellt werden. Es |&sst sich also feststellen, dal3 die Aufnahme von Sojaprodukten
in-vivo zur Bildung von potentiell gentoxischen Substanzen fuhrt. Die geschétzte Plasmakon-
zentration von Equol und O-DMA von bis zu 1uM und moglicher stérkerer Anreicherung in
bestimmten Geweben (Watanabe et a., 1998) lasst erkennen, dass der Unterschied zwischen
erreichbarer in-vivo Konzentration im Korper und bereits gentoxischer in-vitro Konzentration
nur den Faktor 10 oder weniger betragt. Trotzdem ist es unwahrscheinlich, dass die freien
Metaboliten im Kdrper nach Aufnahme von Sojaprodukten eine so hohe Konzentration errei-
chen, dass mit adversen Effekten gerechnet werden mul3, da sieim Koérper normal erweise sehr
rasch an Glucuronsdure oder Sulfat gekoppelt werden. Die in dieser Arbeit untersuchten
| soflavone zeigten bel Analyse der Mikrokerne in der Crest-Féarbung keine Chromosomendis-
lokation, was auf einen klastogenen Wirkmechanismus bei der DNA-Schédigung schlief3en
l&n.

Klastogene Entstehung von Mikrokernen kann zum Beispiel durch Inhibierung der Topoiso-
meras Il erfolgen. Hierbel handelt es sich um ein Enzym von grofiter Wichtigkeit fir eine
Vielzahl zelluldre Prozesse, die eine Modulierung der DNA erfordern, wie zum Beispiel
Transkription, Replikation oder Mitose. Dabei ist dieses Enzym fir den geordneten Doppel-
strangbruch mit anschlief3ender korrekter Versiegelung bel der Relaxation der ,DNA-
Supercoil* verantwortlich (Osheroff et al., 1991; Hsieh, 1992; Nitiss, 1994; Wang, 1996).
Topoisomerase |1-Hemmer sind aus diesem Grund eine wichtige Grundlage bei der Entwick-
lung neuer Chemotherapiestrategien bel der Bekéampfung von Krebs (Belani et al., 1994,
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Hande, 1998). Moglicherweise wird die Kondensation des Chromatins in der G2-Phase oder
die Chromatidenseparation in der Anaphase gestort, was zur Ausbildung von DNA-Briicken
fuhren kann (Downes et a., 1991, Gaulden, 1987). Diese Brucken fihren wéhrend der Mitose
zu Aberrationen und Fragmenten, die ein Grund fur die Entstehung von Mikrokernen sein
konnen. Effekte nach derartiger Schadigung treten schon bei der ersten Mitose nach Expositi-
on auf (Kirchner et al., 1995; Miiller et a., 1996; Stopper et al., 1993). Festzustellen ist also
neben einer antiproliferativen Wirkung bei mitosenreichen Prozessen, wie Krebs, die durch
diesen Mechanismus unter anderem auch fur Isoflavone (Genistein) vorgeschlagen wurde
(Barnes et al., 1995; Stoll, 1997), eine eigenstandige gentoxische Aktivitét, die nach vollzo-
gener Chemotherapie eine mogliche Erklarung fur das Auftreten von Sekundartumoren sein
kann (Sandoval et al., 1993; Smith et a., 1994). Bei Substanzen, die die DNA direkt schadi-
gen dauert die Entwicklung von klastogenen Effekten langer, da die DNA-Modifikation und —
Fragmentation, welche zur Bildung von Mikrokernen fiihren, abhangig von gewissen zellul&
ren Aktivitéten ist und deshalb einige Zellzyklusphasen in Anspruch nehmen kann (Fenech
und Neville, 1992; Preston und Gooch, 1981). Die Haufigkeit und die Latenzzeit des Auftre-
tens von Mikrokernen wird wie Versuche mit der Inhibierung von Reparaturenzymen belegen
auf komplexe Weise von diesen beeinflul3t (Fenech und Neville, 1992; Weirich-Schwaiger et
a., 1994). Aneugenes Entstehen von Mikrokernen, wie es in dieser Arbeit fur Diethylstil-
bostrol bestétigt und fur das Flavon Fisetin gefunden wurde, 183 sich auf eine Stérung eines
Teils der ,,Mitosemaschinerie* aso letztlich des Spindel apparates zurtickfuhren. Verschiedene
Ostrogenderivate sind fiir das Auftreten von kovalenten und nicht-kovalenten Bindungen an
das Spindelprotein Tubulin bekannt (Epe et a., 1990). Dies kdnnte zu einer gestdrten Tubuli-
naggregation und zu Spindelapparatdysfunktion fuhren. Enthalten Mikrokerne ganze Chro-
mosomen, so konnte dies auf diesen Mechanismus zuriickgefihrt werden (Stopper et al.,
1994). Eine Dysfunktion des Kinetochor-Proteinkomplexes kann ebenso zu aneugenen Effek-
ten fuhren. Solche Chromosomen kdnnen bel der Immunférbung zu schwachen oder fehlen-
den Signaen in Mikrokernen fihren (Hando et al., 1994), was eventuell zu einer Unschérfe in

der Testauswertung fuhren kann.

Erganzend sei erwahnt, dal3 die Bildung von Mikrokernen nicht generell als nachteilig fur den
betroffenen Organismus bewertet werden darf. So existieren Studien, die in ihrer Entstehung
auch eine Moglichkeit fur die Zelle sehen, genetischen Schaden zu entfernen (Von-Hoff et al.,
1992).
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Aus der Gruppe der Flavone wurde die Substanz Fisetin untersucht. Es gilt als belegt, dal?
Flavone keine potenten gentoxischen Substanzen (Carver et al., 1983; Van de Hoeven et al.,
1984;Rueff et a., 1986; Popp und Schimmer, 1991), keine potenten Karzinogene (Pamukcu et
al., 1980; Saito et al., 1980; morino et al., 1982) sind und im Gegenteil sogar fur einige Sub-
stanzen antimutagene, antipromovierende und antikarzinogene Wirkung gefunden wurde
(Huang et al., 1983; Nishino et al., 1983; Nixon et a., 1984). Dem chemoprotektiven Charak-
ter des Fisetin konnte eine transkriptionale Induktion von bestimmten detoxifizierenden Phase
I1-Enzymen (z.B. Oxidoreduktasen) zugrundeliegen, welche Mutagenese und Tumorformati-
on verhindern (Hou et al., 2001). Die Beeinflussung von Enzymaktivitdten durch Flavone
mag in ihrer Wirkung als Tyrosinaseinhibitoren, die auf der Fahigkeit der Ausbildung von
Chelatbindungen mit Kupfer bei freier 3-Hydroxylgruppe beruht, ihre Begrindung finden
(Kubo et a., 2000). In den Befunden dieser Arbeit wurde in Konzentrationen bis Gber die zy-
totoxische Grenze ( 40-50 uM) hinaus fir Fisetin keine signifikante Induktion von Mikroker-
nen gefunden. Die Immunféarbung zeigte ahnlich dem Diethylstibostrol ein aneugenes Vertei-
lungsbild, was seine Erklérung moglicherweise in einer Unterdriickung der spontanenMikro-
kernbildung durch Fisetin finden kann. Die untersuchten Mikrokerne wéren somit auf eine
genetische Schadigung zurtickzufihren, ohne dald sich die Mikrokernrate an sich erhoht.
Moglicherwel se entsteht der beobachtete Befund auch aus einem veranderten Spektrum spon-
taner Mikrokernbildung. Wie bereits oben erwéhnt, wirde eine Zelle ohne spontane Mikro-
kernbildung der Moéglichkeit beraubt sein, genetischen Schaden zu eliminieren. Tatséchlich
wird einigen Substanzen aus der Gruppe der Flavone in der Literatur ein gentoxisches Poten-
tial zugesprochen. Es wurde eine Abhangigkeit der gentoxischen Potenz von Faktoren, wie
pH-Wert, der Anwesenheit von Antioxidantien oder der metabolischen Situation festgestellt.
Als potentiell gentoxisch werden hierbei Substanzen beschrieben, die im leicht alkalischen
Milieu, wie es zum Beispiel im Darmtrakt zu finden ist, einer Autooxidation unterliegen kon-
nen. Dies sind Flavone, die eine freie Hydroxylgruppe an Position 3 des C-Rings, eine freie
Hydroxylgruppe an Position 7 des A- oder des B-Ringes haben oder eine Catechol- oder Py-
rogallol-Struktur (primér oder nach metabolischer Umwandlung) besitzen (Silva et a., 2000).
Unter Berticksichtigung dieser Ausfuhrungen scheint es erforderlich, den Mechanismus und
die Bedingungen der biologischen Effekte von Flavonen weiter zu untersuchen, bevor man
ihren Einsatz als therapeutische Substanzen erwéagt.

Aus der Gruppe der Stilbene wurde das Phytoalexin und Pflanzenpigment Resveratrol unter-
sucht. Viel Interesse erweckte diese Substanz, weil sie als Bestandtell im Wein aufgrund ihrer
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antioxidativen Wirkung den Begriff des, French Paradoxon* pragte (Wang et al., 1997; Tur-
ner et a., 1999; El Attar et al., 1999). Resveratrol zeigt in Proliferationsversuchen an huma-
nen Zellinien ein dosisabhangiges, biphasisches Verhalten (Mgbonyebi et a., 1998; Lu et d.,
1999). Eine mogliche Ursache fir die Inhibierung der Zellproliferation kann in gentoxischen
Mechanismen vermutet werden, weshalb diese Substanz in dieser Arbeit der Gentoxizi-
tatsprifung an L5178Y -Zellen unterzogen worden ist. Eine konzentrationsabhangige Indukti-
on von Mikrokernen konnte festgestellt werden. Da die Struktur des Resveratrol der des syn-
thetischen Stilbenderivates Diethylstilbdstrol, das in dieser Arbeit als Kontrollsubstanz Ver-
wendung fand, sehr verwandt ist, 1&ge die Vermutung nahe, dal3 auch im Mechanismus der
Mikrokernentstehung Ahnlichkeit oder gar Ubereinstimmung besteht. DES (>70% Kineto-
chor-positive Mikrokerne) wurde in dieser Arbeit konsistent zu den in der Literatur verflgba-
ren Daten in der Immun-Kinetochor-Farbung als aneugene Substanz eingestuft. Bel der Im-
mun-Kinetochor-Farbung konnte in einer Arbeit von Schmitt (2000) in etwa der Héalfte der
Mikrokerne ein positives Signal detektiert werden. Dies wirde bedeuten, dal3 Resveratrol so-
wohl mitosestrende, aneugene Wirkung (>70% kinetochorpositive Mikrokerne) als auch
chromosomenbrechende, klastogene Wirkung (<20% kinetochorpositive Mikrokerne) auf-
weist, was Ergebnisse aus Arbeiten von Pfeiffer et a. (1997) unterstitzen. Nach bisherigen
Studien werden Plasmakonzentrationen an Resveratrol, bei denen gentoxische Wirkungen bei
in-vitro Versuchen auftraten in-vivo nicht erreicht. Dennoch muf3 die akute Aufnahme dieser
Substanz in hohen Konzentrationen kritisch hinterfragt werden, da die erreichbare Plasma-
konzentration dann nur um den Faktor 10 bis 100 unter den gentoxischen Konzentrationen
liegt und kummulative Effekte in bestimmten Gewebetypen (Herz und Niere) beobachtet
wurden (Bertelli et al., 1996).

Aufgrund ihrer weiten Verbreitung in Pflanzen und Lebensmitteln und der daraus resultieren-
den hohen Expositionsrate des Menschen wurden die drei Vertreter der Substanzgruppe der
Anthocyane untersucht. Aufgrund eines identischen Biosyntheseweges der Anthocyane,
Isoflavone und Flavone und daraus resultierenden verwandten Molekulstrukturen (Peterson
und Dwyer, 1997) lag die Hypothese nahe, dal3 die Anthocyane ein dhnliches Wirkspektrum
aufweisen. In Versuchen von Schmitt (2002) wurde fur die in dieser Arbeit getesteten Sub-
stanzgruppen fur die Anthocyane die groRte Reduzierung der Ostradiol induzierten Prolifera-
tionssteigerung erzielt. Dies lield vermuten, dal3 antidstrogene Eigenschaften bel dieser Sub-
stanz im Vordergrund stehen und es wurde die Hypothese aufgestellt, dal3 dies die Basis der
chemoprotektive Wirkung der Uber die Nahrung aufgenommenen Anthocyane im Hinblick
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auf hormoninduzierte Krebsarten darstellt. Ein weiterer moglicher Mechanismus der praven-
tiven Wirkung konnte die Inhibierung der Tyrosinkinaseaktivitét des Epidermal-growth-
Rezeptors mit Blockierung der weiteren Signalkaskade sein. Delphinidin und Cyanidin wur-
den durch diesen Mechanismus a's potente Hemmer des Wachstums humaner Tumorzellen in
der in-vitro Forschung identifiziert (Meiers et al., 2001). Delphinidin wurde fernerhin as
Hemmer von Metalloproteasen entlarvt, welche bel der Tumorinvasion in gesundes Gewebe
durch Zersetzung der Basalmembranen benttigt werden, was sich moglicherweise bel der
Bekampfung des Krebsleidens guinstig auswirken wird (Nagase et a., 1998). Bezlglich gen-
toxischer Wirkung konnte in vorliegender Arbeit keine signifikante Induktion von Mikroker-
nen festgestellt werden was die in der Literatur beschriebene antikarzinogene Wirkung der

Anthocyane unterstreicht.

Die bisherige Vorstellung der hormonabhangigen Kanzerogenese geht von einem Mechanis-
mus aus, bel dem nach der Entstehung eines gentoxischen Schadens (Initiation) durch die
promovierende Wirkung der Hormonstimulation die verénderte Zelle einen Wachstumsvortell
erhét (Promotion) und im Laufe der Zeit durch weitere genetische Veranderungen einen ma-
lignen Tumor bilden kann (Progression). Zellteilung (Proliferation) fordert nach bisheriger
Kenntnis die Kanzerogenese, indem sie die Anféligkeit der DNA gegenlber mutagener Ein-
wirkung erhoht. Eine in Teilung befindliche Zelle hat ein wesentlich hoheres Risiko, durch
ein Mutagen (exogener oder endogener Natur) verandert zu werden, as eine nicht in Teilung
befindliche (runende) Zelle. Daher gelten Wirkstoffe, die eine chronische Zellteilung bewir-
ken indirekt mutagen und im allgemeinen kanzerogen (Dekant und Vamvakas, 1995; Forth et
a., 1992). Die in neueren Arbeiten gewonnenen Befunde induzieren die Hypothese, dal3 die
Proliferationsstimulation fur sich allein schon zu einem gentoxischen Schaden fiihren kann
(Fischer et al., 2001). Dies konnte durch verkirzte Zeit der DNA-Reparatur und schlechtere
Funktion der Zellzyklus-Checkpoints erklérbar sein. Der initiierte Schaden wirde im weiteren
Verlauf Gber promovierende Wirkung eine Krebsentstehung (Progression) ermoglichen. Vor
diesem Gesichtspunkt mifdte auch die Gentoxizitdt von Phytohormonen oder deren Metaboli-
ten mit ostrogenem oder antidstrogenem Potential diskutiert werden. Da ndmlich in dieser
Arbeit die Tests lediglich in Mauslymphomzellen erfolgten, die metabolisch trége und anders
als zum Beispiel humane Zellsysteme hormoninsensitiv sind, mussen die gewonnenen Daten
in weiteren Studien beziiglich der geschilderten Problematik weiter abgeklart werden, da ge-
folgert werden muf3, dal3 mitogene Substanzen in den hier verwendeten Testsystemen nicht
auf ihr eigentliches gentoxisches Potential getestet werden konnten.



Diskussion 101

Abschlieflend ist festzustellen, dald der hemmungslose Gebrauch von Phytohhormonen mit
agonistischer 6strogener Wirkung ein gentoxisches Potential entwickeln kdnnen, indem sie
die Proliferation hormonsensitiver Zellen fordern. Im Gegensatz dazu werden Substanzen mit
antiostrogener Wirkung a's chemoprotektiv diskutiert, da die Wirkung des endogenen 17-b-
Ostradiol herabgesetzt wird. Vorsicht ist fernerhin geboten, weil Daten dieser Arbeit auch
Gentoxizitdt von Substanzen oder Metaboliten belegen, die nicht durch die hormonelle Proli-
ferationssteigerung zu erkléren sind, also eine direkte DNA-Schadigung belegen. Beachtung,
gerade vor dem Hintergrund einer Extrapolation der Risikoabschdtzung des Phytohormon-
konsums fur den Menschen, muld die Beobachtung und Analyse adverser Effekte von Sub-
stanzmetaboliten finden. So konnte am Beipiel der |soflavone gezeigt werden, dal3 die Kennt-
nis vom Substanzmetabolismus unabdingbare Vorraussetzung fur eine Risikoeinstufung von
Substanzen ist, und in-vitro Ergebnissse nie isoliert betrachtet, sondern immer durch Daten
aus der in—vivo Forschung verifiziert werden missen. Dringender Forschungsbedarf besteht
derzeit auch vor dem Hintergrund , dal3 Sauglinge, die mit Sojaaustauschnahrung bei Kuhmil-
chunvertréglichkeit ernghrt werden eine 10-fach hohere Exposition mit Isoflavonen erhalten,
als das fur Erwachsene, die sich mit normaler Sojanahrung erndhren, der Fall ist (Zimmerli
und Schlatter, 1997; Franke et al., 1998). Die Plasmakonzentrationen solcher Kinder liegen
im Bereich der auftretenden gentoxischen und dstrogenen Effekte. Untersuchungen an sol-
chen Kindern bezlglich Reproduktionsstorungen und gentoxischen Effekten, wie Mikrokern-
induktion in Lymphozyten, wéren gute Ansatzpunkte zur Beurteilung der Wirkungen von
Phytohormonen bzw. deren Metaboliten auf den humanen Organismus von Kleinkindern.
Solche sind bislang aber nicht durchgefihrt oder publiziert worden.
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VIl. Zusammenfassung

Die Wahrscheinlichkeit des Eintritts eines Gesundheitsschadens nach der Exposition gegen
einen Stoff bezeichnet man as Risiko. Dieses ist abhdngig von der aufgenommenen Dosis
und der dem Stoff eigenen Wirkungsstérke. Bezogen auf die Phytohormone wurde deshalb
eine gesundheitsgefahrdende Wirkung aufgrund zu geringer Dosis lange Zeit ausgeschlossen.
Epidemiologische Studien Uber Sojakonsum und reduziertes Brustkrebsrisiko (Wu et d.,
1998; Zheng et a., 1999; Messina, 1999; Bouker und Hilakivi-Clarke, 2000) in asiatischen
Landern fuhrten dazu, dal3 in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie Produkte auf Sojabasis
vermehrt produziert wurden und auch ein deutlicher Anstieg beim Verbrauch anderer Pflan-
zen mit Phytodstrogenen beobachtet werden konnte (Franke et al., 1998; Bouker und Hilaki-
vi-Clarke, 2000). In Bezug auf die postmenopausale Hormonersatztherapie sollen Extrakte
aus phytohormonhaltigen Pflanzen den Frauen auf ,, nattirliche” Art und Weise Uber Storungen
und Beschwerden hinweghelfen (Schweinsberg und Rettenmeier, 2000; Gilbert, 2000; Gins-
burg und Prelevic, 2000), weil in vielen Studien eine dstrogene Aktivitat der Phytohormone
(zum Beispiel der Isoflavone) belegt wurde (Whitten und Patisaul, 2001). Obwohl die intrin-
sische hormonale Aktivitét der Phytohormone um den Faktor 100 bis 1000 schwéacher als die
von korpereigenen 17b-Estradiol ist, kann bel Aufnahme grof3er Mengen an Phytohormonen
eine durchaus wirksame Konzentration im Plasma und im Gewebe erreicht werden. Kommer-
ziell verfugbare Sojaprodukte konnen deshalb einen wirksamen Ersatz bel reduzierten Plas-
maspiegeln an endogenen Ostrogenen bei menopausalen Frauen bieten. Als Nebeneffekt soll-
te zudem, wie aus epidemiologischen Studien bekannt ist, das Risiko, an hormonell abhangi-
gen Krebs zu erkranken, reduziert werden (Adlercreutz et al., 1993; Musey et al., 1995; Was-
ham, 2000). Obwohl die bisherige Datenlage keinen kausalen Zusammenhang zwischen Er-
krankungen und hoher Aufnahme von Phytodstrogenen beim Menschen zul&t (Wu et a.,
1998; Setchell, 1998) wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl an in-vitro as auch in-vivo
Forschungsergebnissen vertffentlicht, die eindeutig mutagenes und somit kanzerogenes Po-
tential einiger dieser Substanzen belegen. Zu beachten ist weiterhin, dal3 die Datenlage zur
Zeit auch dahingehend noch nicht suffizient ist, was den intestinalen Metabolismus der Phy-
tohormone angeht. So mul3 eine sich in der in-vitro-Forschung scheinbar inert verhaltente
Substanz noch lange nicht ungefahrlich sein, da man unter diesen Bedingungen das Wirk-
spektrum maoglicher Metabolite nicht mit abzuklaren in der Lage ist. Zusammenfassend &3t
sich also feststellen, dal? eine Nahrungszusammenstellung mit einem hohen Anteil an pflanz-
licher Nahrung ein nicht zu verachtender Faktor bei der Pravention von Krebserkrankungen

ist aber durchaus Vorsicht beim Gebrauch von hochdosierten Phytohormonpréparaten, zum
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Beispiel in Form von Konzentraten, geboten ist.

Im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit wurden Substanzen mehrerer Gruppen von Phytohor-
monen mit dstrogenem Potential auf ihre toxische und genotoxische Wirksamkeit Gberprift.
Dazu wurden in-vitro Testsysteme verwendet, die sich dadurch auszeichnen, dal3 man eine
grof3e Probenzahl (Screening) untersuchen kann sowie auch mechanistische Erkenntnisse er-
halten kann. Samtliche Versuche wurden mit Mauslymphomzellen des Typs L5178Y durch-
gefuhrt und jede Substanz wurde in zwei von einander unabhéngigen Versuchsdurchlaufen
Uberprift und die Auswertung erfolgte jeweils gegen die in jedem Versuchsdurchlauf al's Po-
gtivkontrollen mitgefuhrten Substanzen DES (Diethylstilbostrol) und GEN (Genistein). Die
Testsubstanzen wurden in Konzentrationen entweder bis zur Loslichkeitsgrenze oder bis zum
Auftreten starker zytotoxischer Effekte bestimmit.

Die toxische Wirkung von Substanzen wurde durch drel verschiedene Testformen Uberprdift.
Zunédchst wurde im  Rahmen von  Proliferationsexperimenten  Testsubstanz-
konzentrationsabhéngige Wachstumskurven der Zellen erstellt und damit Uberprift, ob ein
Einflul auf die Zellreplikationsrate vorliegt. Parallel dazu wurde durch Hemmung der Zyto-
kinese durch Zugabe von Cytochalasin B der Antell an mehrkernigen Zellen nach
Testubstanz-konzentrationsabhangiger Inkubation und 20-stindiger Recovery-Inkubation be-
stimmt. Hat eine Substanz zelltoxische Wirkung, so wird sie die Proliferationsrate senken,
was wiederum mit einem Abfall des Anteils mehrkerniger Zellen detektiert werden konnte.
Als drittes Kriterium zur Erfassung der Toxizitét wurde ein Zellvitalitétstest nach der Ethidi-
umbromid-Flouresceindiacetat-M ethode durchgefiihrt. Mit seiner Hilfe konnte durch systema-
tische Entnahme von Zellproben wéahrend der Testsubstanz-konzentrationsabhangigen Inku-
bation und bel der Recovery-Inkubation durch schnelles und einfaches Auswerten unter dem
Floureszenzmikroskop ein zelltoxischer Effekt durch Stérung der Integritét der Zellmembran
oder durch Inaktivierung zellphysiologischer Enzyme sofort erkannt werden.

Die gentoxische Wirkung von Substanzen wurde durch zwel verschiedene Testformen Uber-
pruft. Zunéchst wurde der gut etablierte in-vitro Mikrokerntest angewandt, der als gutes Mal3
zur Detektion von Genotoxizitét bekannt ist und in vielen Arbeiten Anwendung findet (Stop-
per et a., 1993; Mdller et a., 1995; Eckert und Stopper, 1996; Pfeiffer et a., 1997; Kulling
und Metzler, 1997; Boos und Stopper, 2000). Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen der Testsubstanz inkubiert. Nach 5- und nach 20-stindiger Recovery-
Inkubation wurden jeweils Zellproben nach entsprechender Aufbereitung unter dem Floures-

zenzmikroskop auf die Induktion von Mikrokernen untersucht. Hierbei stellte sich das Prob-
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lem, dal3 bel der Untersuchung von Zellen in zelltoxischen Konzentrationen diese sich nicht
mehr teilen. Da fur die Induktion von Mikrokernen eine regelrechte Zytokinese aber unab-
dingbare Vorraussetzung ist, lief man in diesen Fallen Gefahr, falsch-negative Ergebnisse zu
erhalten. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Mikrokerntest um die Methode mit
Cytochalasin B erweitert. Durch die Inhibierung der Zytokinese und anschlief3ender Auswer-
tung der Mikrokerninduktion nur in doppelkernigen, also vitalen und teilungsaktiven Zellen
konnte genanntes Problem umgangen werden. Um genauere Erkenntnis Uber den moglichen
Entstehungsmechanismus der Mikrokerne zu erlangen wurde als zweite Testform fur die Ge-
notoxizitét der indirekte | mmunfloureszenznachweis von Kinetochorproteinen durchgefihrt.
Dazu wurden Zellpraparate, die nach 20-stiindiger Recovery-Inkubation der Zellen hergestellt
wurden einer Doppelfarbung mit Bisbenzimid und Antikérpern unterzogen und die Mikroker-
ne anschlief3end unter dem Floureszenzmikroskop auf Kinetochor-Signale untersucht. Somit
kann ein Hinweis auf aneugene oder klastogene Wirksamkeit der zu testenden Substanz erfol-

gen.

Aus der Gruppe der Isoflavone, die unter den pflanzlichen dstrogen aktiven Substanzen die
wichtigste Gruppe darstellt, wurden die beiden reduktiven Metaboliten der Substanz Daid-
zein, Equol und O-Desmethylangolensin (O-DMA) sowie die oxidativen Metaboliten der
Substanz Daidzein, 3,4,7- und 4,6,7-Trihydroxyisoflavon untersucht. Genistein wurde als
Kontrollsubstanz bei allen Versuchsreihen mitgezogen und seine toxischen al's auch genotoxi-
schen Effekte, die bereits in einer Vielzahl von Studien beschrieben wurden, konnten auch in
dieser Arbeit klar belegt werden. Obwohl fur Daidzein in anderen Studien keine Genotoxizitét
nachgewiesen werden konnte, wurde in dieser Arbeit im Bereich von 10 bis 50 uM genotoxi-
sche Aktivitét seiner reduktiven Metaboliten nachgwiesen, wobel O-DMA die stérkere Wir-
kung aufwies. Auch fur die beiden oxidativen Metaboliten konnte im Gegensatz zur Aus-
gangssubstanz deutliche genotoxische Aktivitét im Bereich von 50 bis 100 uM festgestellt
werden. Die Ergebnisse der Immunférbung deuteten auf eine klastogen induzierte genomische

Instabilitét als Entstehungsmechanismus der Mikrokerne fir genannte Substanzen hin.

Aus der Gruppe der Flavone wurde die Substanz Fisetin untersucht. Den Flavonen wird, bes-
tatigt durch diverse Studien, chemoprotektive, antikarzinogene und antigentoxische (fir eine
Auswahl an Substanzen) Eigenschaften zugesprochen (Formica und Regelson, 1995; Harbor-
ne und Williams, 2000; Ferguson, 2001; Suolinna et al., 1975; Wiltrout und Hornung, 1988;
Wargovich et al., 1985). Fisetin zeigte in einer Studie von Hardigree und Epler (1978) muta-
gene Aktivitdt im Ames Test. In dieser Arbeit konnte keine Induktion von Mikrokernen durch
Fisetin festgestellt werden. Erstaunlicherweise bot sich aber bel der Analyse der Mikrokerne
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nach der Immunférbung ein Bild nach aneugenem Muster. Mdglicherweise resultiert dieses
aus einem veranderten Spektrum spontaner Mikrokernbildung. Hier besteht weiterhin For-
schungsbedarf.

Aus der Gruppe der Stilbene wurde die Substanz Resveratrol untersucht. Resveratrol ist ein
Phytoalexin und kommt Uberwiegend in Weintrauben vor. Es handelt sich strukturell gesehen
um ein Polyphenol und ist unter anderem auch als Pflanzenfarbstoff fur ein weites Spektrum
von blau bis rot verantwortlich. In den veroffentlichten Studien wurde sich viel mit der che-
mopréventiven Eigenschaft dieser Substanz aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaft befafit
(Cadenas und Barja, 1999; Lin und Tsai, 1999). Bei der Analyse der Substanz in dieser Arbeit
wurde Mikrokerninduktion im Konzentrationsbereich von 10 bis 100uM und aneugenes Po-

tential bei der Immunférbung gefunden.

Aus der Gruppe der Anthocyane wurden die Substanzen Delphinidin-, Pelargonidin- und Cy-
anidin-Chlorid untersucht. Diese im Pflanzenreich weit verbreiteten Substanzen werden héu-
fig von der Industrie als nattrliche Farbstoffe oder als aufgrund ihrer antioxidativen Wirkung
als Konservierungsstoffe. Blutplasmaspiegel dieser Substanzen von 10puM sind in westlichen
Landern mdglich, bel einer geschétzten taglichen Aufnahme von 0,5 bis 1g (Sriram et al.,
1998). Anthocyane werden nach heutigem Stand der Forschung als mogliche antigenotoxi-
sche und antikanzerogenetische Substanzen gesehen (Heo und Sohn, 2001; Gasirowski et al.,
2001; Takahashi et al., 2001). In den Untersuchungen vorliegender Arbeit wurde keine gento-
xische Aktivitét in Form von Mikrokerninduktion bis hin zu toxischen Konzentrationen von
400 bis 800puM gefunden. Die ndhere Analyse der Mikrokerne ergab auch keinen Anhalts-

punkt fur die Induktion einer genomischen Instabilitét.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erganzen die Datenlage zur Phytohormonforschung und helfen,
eine Datengrundlage zu schaffen, aufgrund derer zukinftig eine bessere Risikoabschédtzung
zur Belastung mit hormonell aktiven Substanzen mdglich sein wird. Die gewonnen Daten zur
Gentoxizitat deuten darauf hin, dal} erste adverse Effekte im Bereich der erreichbaren Plas-
makonzentrationen liegen, so dal3 eine Ubertriebene Aufnahme von Phytohormonprodukten
als kritisch erachtet und weiterer Forschungsbedarf festgestellt werden muf3, insbesondere

welil die in-vivo Datenlage beziiglich Langzeiteffekten heute noch unzureichend ist.
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