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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pyrrolizidinalkaloide

1.1.1 Vorkommen

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind sekundare Pflanzenstoffe, die in erster Linie zur
Abwehr von Herbivoren produziert werden. Gelangen PA Uber die Nahrung in
den menschlichen Organismus, werden sie in der Literatur als hepatotoxisch,
genotoxisch und karzinogen beschrieben (Mattocks, Driver et al. 1986).

Uber 95 % der Pyrrolizidinalkaloide kommen in den Pflanzenfamilien der
Asteraceae (Korbblltler), Boraginaceae (Raublattgewachse), Fabaceae
(Hulsenfrichtler) sowie Orchidaceae (Orchideengewachse) vor (Hartmann und
Witte 1995). Die Biosynthese der PA wird im Laufe der Vegetationsperiode
durch die Pflanze reguliert (Schramm, Kohler et al. 2019) und ist exemplarisch
von Hartmann, Ehmke et al. (1989) in Senecio-Spezies untersucht worden.
Dabei spielt das Enzym Homospermidin-Synthase im ersten Syntheseschritt
des Vorlaufermoleklls Homospermidin eine entscheidende Rolle (Ober und
Hartmann 1999). Die Homospermidin-Synthase wird vor allem zu Beginn der
Wachstumsperiode exprimiert, nimmt mit fortschreitender Blutenentwicklung ab
und ist schlieBlich zum Zeitpunkt der Fruchtproduktion nicht mehr
nachzuweisen (Anke, Niemuller et al. 2004).

Eine Studie mit Senecio vulgaris (gewodhnliches Greiskraut) konnte zeigen, dass
die Synthese der PA ausschliel3lich in den Wurzeln stattfindet und anschliel3end
ein Transport des Endprodukts, des PA Senecionin-N-Oxid, in die Bluten erfolgt
(Hartmann, Ehmke et al. 1989). Andere Pflanzenfamilien dagegen produzieren
die PA direkt in den Bluten, beispielsweise Heliofropium (Sonnenwenden)
(Boraginaceae) (Birecka, Birecki et al. 1987) oder Crotalaria spectabilis
(Fabaceae) (Nowacki und Byerrum 1962). Daher unterscheidet sich innerhalb
der Pflanze die Verteilung der PA. Hohe Konzentrationen sind vor allem in den
Wurzeln, Trieben sowie Blitenstanden zu finden, wohingegen die Blatter einen
vergleichsweise geringen PA-Gehalt aufweisen (Hartmann, Ehmke et al. 1989).

Insgesamt herrscht hier eine grol3e Varianz unter den Pflanzenspezies.
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1.1.2 Chemische Struktur und Klassifizierung

Chemisch gesehen bestehen PA aus einer Necinbase, die mit einer Necinsaure
verestert ist. Bei der Necinbase handelt es sich um ein Derivat des bizyklischen
Alkohols 1-Hydroxymethylpyrrolizidin, der grundsatzlich aus zwei gesattigten
C5-Ringe besteht, welche Uber ein Stickstoffatom verbunden sind (Molyneux,
Gardner et al. 2011, Abb. 1). Die Necinbase hat eine bzw. zwei
Hydroxylgruppen entweder an C1 und/oder C7 gebunden, in einigen Fallen
sogar eine dritte Hydroxylgruppe an C2 oder C6 (Moreira, Pereira et al. 2018).
PA existieren nicht nur als sogenannte freie oder tertidre Basen, sondern liegen
vor allem in Pflanzen auch als N-Oxide vor (PA-N-Oxid, PANO) (Schramm,
Kohler et al. 2019). PANOs stellen zwar Derivate der jeweiligen PA dar, sie
unterscheiden sich jedoch in ihren physikalischen Merkmalen und ihrer
Metabolisierung. Beispielsweise sind PANOs, im Gegensatz zu den eher

lipophilen freien Basen, sehr gut wasserloslich (Molyneux, Gardner et al. 2011).

. OR; R,0 OR;
Necinsaure Reduktion
b
_—
Necinbase Oxidation T+

Abb. 1: Grundstruktur der Pyrrolizidinalkaloide

Zu sehen ist die Umwandlung der tertiaren Base in das zugehorige N-Oxid durch einfache
Oxidation bzw. Reduktion (modifiziert nach (Kempf 2009, Chen, Mei et al. 2010)).

Anhand der Necinbase lassen sich PA in vier Hauptgruppen unterteilen:
Retronecin-, Heliotridin-, Otonecin- und Platynecin-Typen (Moreira, Pereira et
al. 2018, Abb. 2). Die ungesattigte Doppelbindung zwischen dem C1- und
C2-Atom der Retronecin-, Heliotridin sowie Otonecin-Typen spielt eine wichtige
Rolle fur deren Toxizitdt. In der Natur sind am haufigsten PA des

Retronecin-Typs zu finden (Schramm, Kohler et al. 2019).
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Heliotridin Retronecin Otonecin Platynecin
HOH o, H  OHOH yo o FHOH o - CHOH
7\ \ |
N N
CHs

Abb. 2: Necinbasengruppen

Dargestellt sind die vier Necinbasengruppen: Heliotridin und Retronecin sind Stereocisomere
(am C7 Atom orientiert); Otonecin besitzt am N-Atom eine zusatzliche Methylgruppe; Platynecin
besitzt keine Doppelbindung (modifiziert nach (Moreira, Pereira et al. 2018)).

Bei den Necinsauren handelt es sich um Mono- oder Dicarbonsauren, die
haufig durch verschiedene Substituenten, wie beispielsweise Hydroxy-, Epoxy-,
Carboxy-, Acetoxy oder Methoxy-Gruppen modifiziert sind (Kempf 2009). Die
Veresterung mit der Necinbase findet typischerweise an deren C1- und/oder
C7-Atom statt, sodass sich Monoester, offenkettige Diester oder
makrozyklische Diester bilden.

Je verzweigter die Saure, desto groRRer sind sterische Hindernisse und umso
schwieriger der Abbau durch beispielsweise Esterasen. Daher unterscheiden
sich PA in ihrer toxischen Potenz. Als schadlichste Gruppe gelten
makrozyklische Diester, gefolgt von offenkettigen Diestern und den
Monoestern, welche am leichtesten hydrolysiert werden kdnnen (Mattocks,
Driver et al. 1986).

Zahlreiche chemische Variationen der Necinsduren fiuhren zu einer
aulderordentlich hohen Strukturvielfalt von uUber 600 unterschiedlichen PA in
mehr als 6.000 Pflanzenarten (Ober und Kaltenegger 2009, Schramm, Kohler et
al. 2019). Anhand der bevorzugten Verbindung von bestimmten Necinsauren
mit Necinbasen wurden die PA in funf Gruppen unterteilt (Hartmann und Witte
1995, Tab. 1).



Einleitung

Tab. 1: Typische Verbindungen von Necinbasen mit Necinséduren
(modifiziert nach (Hartmann und Witte 1995, Kempf 2009))

Anteil an PA-

Gruppe Vorkommen Gesamtzahl

1)  Senecionin-

Typ

(>100 :
Strukturen) rL

Asteraceae

_ 88 %
(Senecioneae)

o
N\
HO
2) Triangularin- 0
Typ X 7 Asteraceae 13 %
y
(Senecioneae)

(> 50 o o n °
Struk Boraginaceae 11 %
trukturen) | N\
N
3) Lycopsamin- ~
o Asteraceae 88 %
Typ HO ';I I .
OH: (Eupatorieae)
(>100 0ot .
N Boraginaceae 88 %
Strukturen)
OH OH

Monocrotalin-
4) Typ
(>30
Strukturen)

Fabaceae
) 72 %
(Crotalaria)

5) Phalaenopsin-
Typ
(>20
Strukturen)

Orchidaceae 94 %
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Die Substanzen der Senecionin- und Lycopsamin-Gruppe mit >100 Strukturen
sind in der Natur am haufigsten zu finden. Dabei entstehen durch kleine
chemische Modifikationen viele unterschiedliche PA aus derselben
Grundstruktur (Tamariz, Burgueno-Tapia et al. 2018).

Auffallig ist, dass die chemische Struktur der offenen Diester (Gruppe 2) den
jeweiligen makrozyklischen Diestern aus Gruppe 1 bzw. Gruppe 3 sehr ahnlich
sind (Hartmann und Witte 1995). Der Phalaenopsin-Typ (Gruppe 5) stellt aus
zwei Grunden eine Besonderheit dar. Er wird ausschlieBlich in Orchidaceae
gebildet und seine Necinbase (Platynecin) enthalt keine Doppelbindung,

weshalb diese PA als weniger toxisch gelten (Molyneux, Gardner et al. 2011).

1.1.3 Bioaktivierung und Metabolisierung

Nach der oralen Aufnahme und Absorption im Gastrointestinaltrakt, werden PA
in der Leber Uber drei unterschiedliche Stoffwechselwege metabolisiert
(Abb. 3). Eine Madglichkeit stellt die Hydrolyse der Estergruppe durch
Carboxylesterasen dar, sodass anschlie®Bend eine Necinbase und eine
Necinsaure entstehen, welche Uber die Niere ausgeschieden werden (Roeder
1995, Fu, Xia et al. 2004). Zwei weitere Optionen sind die N-Oxidation zu einem
PANO oder die Aktivierung zu einem reaktiven Pyrrolester (Moreira, Pereira et
al. 2018). Dieser reaktive Pyrrolester - ein sehr instabiler Metabolit - entsteht
aus PA der Retronecin- und Heliotridin-Gruppe durch Hydroxylierung eines C3
oder C8-Atoms mit darauffolgender spontaner Dehydratation zu einem
(x)-6,7-Dehydro-7-hydroxy-1-Hydroxymethyl-5H-pyrrolizidin-Ester (DHPA). Fur
PA der Otonecin-Gruppe findet anstelle der Hydroxylierung eine oxidative
N-Demethylierung mit anschlielender RingschlieBung statt (Fu, Xia et al.
2004). Vermutlich verursacht unter anderem dieser Pyrrolester die schadliche
Wirkung der PA, indem er mit OH-, SH-, oder NH-Gruppen von Proteinen und
der DNA interagiert (Schramm, Kohler et al. 2019). Er konnte allerdings wegen
seiner sehr hohen Reaktivitat bisher nur indirekt durch Addukte nachgewiesen
werden (Lin, Cui et al. 2000).
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ROCQ  CH;0COR,

PA-N-Oxid
2 (PANO)
>
o
©
T R
Necinbase + Necinséure 0=\ /\040
Q /
gT @ 2 o H,C
5 i
2] 4 =
> o
T OQ‘((\ N— /
R’\ A Dehydropyrrolizidinalkaloid
_ A0 (DHPA)
(o) o)
/ Pyrrolester

o
o

I
o

(@)

N |

Otonecin-Typ Carbonium-lon

g)

Abb. 3: Metabolisierungswege der PA

Zu sehen sind drei verschiedene Metabolisierungswege der Pyrrolizidinalkaloide (PA):
Hydrolyse, N-Oxidation zu einem PA N-Oxid (PANO) sowie Oxidation bzw. oxidative
N-Demethylierung. Der entstandene Pyrrolester (DHPA) ist sehr instabil und kann sich in den
Zwischenmetaboliten, das Carbonium-lon umwandeln (modifiziert nach (Fu, Xia et al. 2004,
Moreira, Pereira et al. 2018)).

Die Metabolisierung der PA wird durch Isoformen der Cytochrom-P450-Enzyme
(CYP-Enzyme) katalysiert, die jeweils eine unterschiedliche Aktivitat far
verschiedene PA zeigen. Die Arbeitsgruppe um Ruan, Yang et al. (2014)
konnte nachweisen, dass in der Metabolisierung der Retronecin-Typen generell
CYP3A4 und CYP3AS5 sehr wichtig sind. Zudem zeigte sich fur das bekannte
PA Lasiocarpin unter anderem eine Induktion der CYP1A1. Als weitere wichtige
Isoform fir die Metabolisierung zahlreicher PA wird in der Fachliteratur
auBerdem CYP2B genannt (Fu, Xia et al. 2004, Moreira, Pereira et al. 2018).
Far die N-Oxidierung von PA sind zusatzlich flavinhaltige Monooxygenasen
verantwortlich (Fu, Xia et al. 2004).
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Als Entgiftungsweg wird eine Konjugation der PANOs mit anschlieRender
Ausscheidung Uber den Urin beschrieben (Mattocks 1968, Moreira, Pereira et
al. 2018). Dennoch sollten PANOs nicht generell als unschadlich angesehen
werden, da eine Untersuchung von Molyneux, Johnson et al. (1991) darauf hin
deutet, dass die freie Base und das PANO des PA Riddelliin in Kalbern toxische
Eigenschaften besitzen.

Neben der N-Oxidation wird zudem eine Entgiftung der PA mittels Glutathion
von zahlreichen Autoren in Betracht gezogen (Fu, Xia et al. 2004, Schramm,
Kohler et al. 2019). Die Bildung eines 7-GSH-DHPA-Konjugats konnte bereits
mittels NMR-Spektroskopie flr Clivorin nachgewiesen werden (Lin, Cui et al.
2000). Offene Fragen bleiben bezuglich der weiteren Auswirkungen eines
solchen GSH-DHPA-Addukts. Werden beispielsweise groRe Mengen an

Glutathion depletiert, kdnnen oxidativer Stress und Zellschaden die Folge sein.

1.1.4 Toxizitat

Wie bereits erwahnt, besitzen PA genotoxische, hepatotoxische und
karzinogene Eigenschaften. Als Ausloser gelten die durch CYP-Enzyme
gebildeten reaktiven Pyrrolester (genauer Mechanismus: Abschnitt 1.1.3).
Strukturelle Voraussetzungen der PA stellen dabei die 1,2-ungesattigte
Bindung (A), eine Veresterung der Allyl-Hydroxy-Gruppe am C9 (B) und eine
freie oder veresterte Hydroxygruppe am C7 (C) dar (Culvenor, Edgar et al.
1976, Kempf 2009, Abb. 4).
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Abb. 4: Strukturelle Voraussetzungen der PA-Toxizitat

Am Beispiel von Lasiocarpin ist die Doppelbindung (A), die Esterbindung der Allyl-Hydroxy-
Gruppe am C9 (B) sowie eine veresterte Hydroxygruppe am C7 (C) dargestellt (modifiziert nach
(Kempf 2009)).

1.1.4.1 Genotoxizitdt — Mechanismus

In zahlreichen in vitro und in vivo Untersuchungen wurden DNA-Addukte, DNA-
Quervernetzungen, DNA-Brliche, Schwesterchromatidaustausche, Chromo-
somenaberration, Mikrokernentstehung sowie Gen- und Chromosomen-
mutationen durch PA nachgewiesen (Chen, Mei et al. 2010). Diese
genotoxischen Schaden werden entweder durch den Pyrrolester direkt oder
eventuell auch durch pyrrolesterhaltige Addukte verursacht (Allemang, Mahony
et al. 2018).

Die Pyrrolester kdénnen durch Hydrolyse der Estergruppen in die etwas
stabileren, aber dennoch toxischen 6,7-Dihydropyrrolizidin-Alkohole
umgewandelt werden (Edgar, Colegate et al. 2011). Aufgrund der
Stereoisomerie der Necinbase existieren fur diesen Metabolit zwei Formen:
Dehydroretronecin und Dehydroheliotridin. Beide Metabolite kdnnen tUber den
Zwischenschritt eines Carbonium-lons ineinander umgewandelt werden (Fu,
Xia et al. 2004). Addukte mit nukleophilen funktionelle Gruppen kdonnen Uber
das C7-Atom des Carbonium-lons (Edgar, Colegate et al. 2011) oder Uber eine
Bindung mit dem C9-Atom der Necinbase geformt werden (Chen, Mei et al.
2010). Dabei reagieren sowohl der Pyrrolester, als auch die stabileren
6,7-Dihydropyrrolizidin-Alkohole mit der DNA bzw. Proteinen (Abb. 5).
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Abb. 5: Wege der Metabolisierung des reaktiven Pyrrolesters (DHPA)

Zu sehen ist die Adduktbildung des Pyrrolesters (DHPA) bzw. Carbonium-lons mit nukleophilen
Gruppen (Nu) wie S-Protein oder N-DNA, die Konjugation mit Glutathion (GSH) und die
Hydrolyse zu den etwas stabileren 6,7-Dihydropyrrolizidin-Alkoholen (DHP) (modifiziert nach
(Fu, Xia et al. 2004)).

1.1.4.2 Akute und chronische Toxizitat

Der Verzehr von pyrrolizidinhaltigen  Pflanzen(-bestandteilen)  oder
verunreinigten Lebensmitteln hat in der Vergangenheit bei Menschen und
Tieren zu Vergiftungsfallen gefuhrt (Molyneux, Gardner et al. 2011). Das
typische Krankheitsbild einer subakuten PA-Vergiftung ist die sogenannte
hepatische venose okklusive Leberkrankheit ("veno-occlusive-disease"; VOD).
Die in der Leber aktivierten kurzlebigen Pyrrolester schadigen dort unmittelbar
die Hepatozyten und endothelialen Zellen der Sinusoide (Edgar, Colegate et al.

2011). Langlebigere Metabolite hingegen werden Uber das Blut in die Lunge
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transportiert und fuhren in den alveolaren Kapillaren zu gefalobstruktiven
Effekten (Edgar, Colegate et al. 2011). Weitere Organe wie die Niere, der
Pankreas oder der Cortex konnen in Einzelfallen ebenfalls geschadigt werden
(Mattocks, Driver et al. 1986, Fu, Xia et al. 2004).

Eine akute Vergiftung geht mit hochgradiger Hepatotoxizitat sowie
hamorrhagischen Nekrosen einher. Symptome sind Schmerzen im Oberbauch,
Oligurie, Ubelkeit und Erbrechen (BfR 2007). Nach Schatzungen fiihrt die akute
Toxizitat bei Menschen in etwa 20 % der Falle zum Tod (Prakash, Pereira et al.
1999). Es kann auch eine vollstandige Heilung innerhalb weniger Wochen
stattfinden, jedoch entwickeln einige Personen im Laufe ihres Lebens
anschlielend eine VOD (Molyneux, Gardner et al. 2011).

Die niedrigste bekannte Dosis, welche eine akute Toxizitdt im Menschen
verursacht, liegt bei 3 mg PA/kg Korpergewicht pro Tag (Junge, 4 Tage, Tod)
und 0,8-1,7mg PA/kg Korpergewicht pro Tag (Madchen, zweiwdchige
Exposition, VOD). Fur die Entstehung einer chronischen VOD liegt der aktuelle
Grenzwert bei 15 ug PA/kg Korpergewicht pro Tag Uber einen Zeitraum von
sechs Monaten (EFSA 2011).

1.2 Gesetzliche Regulierungen

Bereits im Jahr 1988 hat die "World Health Organization" (WHO) im
"International Programme on Chemical Safety" auf die gesundheitlichen Risiken
durch PA aufmerksam gemacht (WHO 1988). Daraufhin wurden in Deutschland
vorerst Grenzwerte fur pflanzliche Arzneimittel festgelegt. Nachdem jedoch in
den vergangenen Jahren vermehrt gesundheitliche Risiken durch
PA-kontaminierte Lebensmittel bekannt wurden, hat das Bundesinstitut far
Risikobewertung (BfR 2013) einen allgemeinen Grenzwert von taglich maximal
0,007 pg PA/kg Korpergewicht festgesetzt. Problematisch hierbei ist, dass fur
erbgutverandernde Substanzen kein sicherer Grenzwert festgelegt werden
kann, da im Prinzip jede noch so geringe Menge zur Erhéhung des Krebsrisikos
beitragen kann, wenn der Wirkmechanismus eine direkte DNA-Veranderung ist.
Fir die Risikoeinschatzung von Lebensmitteln wird daher anstelle von festen

Grenzwerten das Margin-of-Exposure (MOE)-Konzept angewendet. Hier wird
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ein MOE-Wert aus dem Quotienten der kleinsten Dosis, bei der eine geringe
messbare nachteilige Wirkung beobachtet wird, und einer Schatzung zur Hohe
der Exposition berechnet. Zur Abschatzung der kleinsten Dosis wird der
Benchmark-Dose-Lower-Limit (BMDL+o) herangezogen. Diese Grenze wird als
Dosis fur eine zu erwartende Zunahme des Krebsrisikos von 10 % bestimmt.
Der BMDL 4o fur PA liegt aktuell bei 237 pg/kg Korpergewicht pro Tag und wurde
anhand einer chronischen Tierstudie mit Riddelliin bzw. Lasiocarpin abgeleitet
(EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM), Knutsen et al.
2017).

Zwar werden Lebensmittel mit MOE-Werten von =2=10.000 prinzipiell als
unbedenklich angesehen, dennoch lautet die generelle Empfehlung, die
Exposition gegenuber PA moglichst gering zu halten (EFSA 2011). Fir alle
europaischen Lander gelten die Richtlinien der "European Food Safety
Authority" (EFSA) mit dem "zero tolerance principle" (Null-Toleranz-Prinzip) in
Lebens- und Futtermitteln (Ma, Liu et al. 2018).

1.3 PA-kontaminierte Lebensmittel

PA sind ausschliel3lich pflanzlichen Ursprungs. Daher sollten im Umkehrschluss
alle Lebensmittel, die PA-haltige Pflanzen(-bestandteile) enthalten, als
potentielle Kontaminationsquelle angesehen werden. Doch Uber verunreinigte
Futtermittel gelangen PA auch in tierische Produkte wie Honig, Milch, Eier oder
Fleisch (Edgar, Colegate et al. 2011).

Die Datenlage fur viele Lebensmittel ist noch aulderst gering. Das Bundesinstitut
fur Risikobewertung (BfR) veroffentlichte in den vergangenen Jahren
Stellungnahmen zu Honig, verunreinigten Salatmischungen, Krautertees/Tees
sowie Gewdlrzen bzw. getrockneten Krautern. AulRerdem wurden durch die
EFSA 17 PA vorgeschlagen, die im Screening von Lebensmitteln hauptsachlich
zu berlcksichtigen sind: Intermedin, Lycopsamin, Senecionin, Senecivernin,
Seneciphyllin, Retrorsin, Echimidin, Lasiocarpin und die dazugehérigen
N-Oxide sowie Senkirkin (EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain
(CONTAM), Knutsen et al. 2017).

11
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Tabelle 2 gibt einen Einblick Uber die vom BfR publizierten Daten zum
PA-Gehalt und den daraus berechneten Expositionsszenarien durch

verunreinigte Nahrungsmittel.

Tab. 2: Aufstellung belasteter Lebensmittel
Dargestellt sind jeweils die niedrigste und hoéchste PA-Belastung aus den durchschnittlichen
Langzeitverzehrmengen belasteter Lebensmittel (BfR 2007, 2013, 2016, 2019).

Salat-

Honig Tee . Krauter
mischung

PA-Gehalt

19-120 50,8-763,2 220-349 88-20.000
(MW) (ug/kg)
Langzeit-
verzehrmenge 0,05-0,28 0,03-0,15 20,5 0,024-0,087
(g/kg KG/d)
PA-Aufnahme

(uglkg KG/d) 0,001-0,018  0,006-0,154 3,7-58  0,002-0,348

Aus den Daten wird deutlich, dass vor allem die Summe der Einzelexpositionen
zu einer chronischen PA-Belastung zwischen 0,009-0,520 ug/kg Kérpergewicht
pro Tag (ohne Salat) bzw. 3,709-6,320 pg/kg Korpergewicht pro Tag (mit Salat)
fuhren. Damit wird die empfohlene maximale Tagesdosis von 0,007 ug PA/kg
Korpergewicht pro Tag bereits bei den konservativ berechneten
Verzehr-Szenarien uUberschritten.

Von der Kontamination in Tees sind vor allem die Sorten Pfefferminz, Rooibos,
Kamille, schwarzer & gruner Tee, Krauter- und Melissentee sowie Aufgusse aus
Borretsch und Huflattich, betroffen (BfR 2013, Chen, Mulder et al. 2017). Im
Falle der Kontamination einer abgepackten Salatmischung aus dem
Supermarkt wurden Bestandteile der Senecio vulgaris gefunden. Der PA-Gehalt
in den Bluten liegt zwischen 0,63—1,00 mg/g Frischgewicht (Borstel, Witte et al.
1989), sodass laut BfR (2007) ,akute bis mittelfristige Leberschaden infolge des
Verzehrs [...] verunreinigte[r] Salatmischung[en] nicht ausgeschlossen werden
konnen®. Fur PA-belastete Krauter zeigen vorlaufige Expositionsszenarien
anhand von Modellgerichten, dass die absolute Verzehrmenge zwar relativ
gering ist, aber durch hochbelastete Krauter, bei langerfristiger Aufnahme

12
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dennoch MOE-Werte kleiner als 10.000 erreicht werden. Liebstdckel, Oregano
sowie Majoran enthalten mit 1.781—4.038 pg/kg groflere Mengen an PA. Doch
vor allem Borretsch, der selbst PA produziert, fallt mit einem sehr hohen
durchschnittlichen PA-Gehalt von 50.562 pg/kg auf (BfR 2019) und wird in der
,2Frankfurter Grunen SoRRe“ verwendet (essen&trinken 2015).

Ein weiteres Risiko stellen Nahrungserganzungsmittel aus Blutenpollen
PA-haltiger Pflanzen dar. Mit einem mittleren PA-Gehalt von 5,17 ug/g bei einer
angeratenen Verzehrmenge von 1-2 Teel6ffeln am Tag (ca. 10 g), besteht ein
betrachtliches Risiko fur eine Vergiftung (Kempf, Heil et al. 2010, BfR 2013).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch kontinuierlichen Verzehr
belasteter Lebensmittel MOE-Werte <10.000 erreicht werden kdnnen. Daher ist
eine generelle Vermeidung dieser Lebensmittel am sinnvollsten, jedoch lasst
sich auch bereits durch die Abwechslung von Produktmarken eine Minimierung

hoher Expositionen uber langere Zeitraume erreichen.

1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit wird das genotoxische Potential der drei
ausgewahlten PA Lasiocarpin, Senecionin und Seneciphyllin in vitro anhand
einer metabolisch kompetenten, vom Menschen stammenden Hepatomzelllinie
(Huh6) getestet. Zu diesem Zweck wird der Mikrokerntest als
Standardverfahren zur Untersuchung von genotoxischen Substanzen
durchgefuhrt. Zudem wird erstmalig die Enzymaktivitat der CYP1A in den Huh6
Zellen in Bezug auf Lasiocarpin bestimmt. Dartber hinaus wird Lasiocarpin als
Modell-PA gewahlt, um die Wirkungsweise der PA zu analysieren. Dabei soll
die Rolle von Glutathion und oxidativem Stress, bei der durch Lasiocarpin
induzierten  Genotoxizitdt, untersucht werden. Hierfir wird eine
Glutathion-Depletion in den Huh6 Zellen im Mikrokerntest vor der Behandlung
mit Lasiocarpin durchgefuhrt sowie der direkte Einfluss von Lasiocarpin auf den
intrazellularen Glutathion-Gehalt gemessen.

Durch eine Kombinationsbehandlung aus Lasiocarpin und dem naturlichen
Anthocyan Delphinidin im Mikrokerntest soll eine humane Exposition mdglichst

realistisch nachgeahmt werden. Da mogliche Schutzeffekt des Delphinidin vor
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allem auf antioxidativen Eigenschaften beruhen wird in diesem Zusammenhang
zellularer  oxidativer Stress mit Hilfe von zwei verschiedenen

Fluoreszenzfarbungen beispielhaft fir Lasiocarpin untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Testsubstanzen

Lasiocarpin

Lasiocarpin (Abb. 6) als Beispiel fur einen offenkettigen Diester der
Heliotridin-Gruppe hat sich bisher als eines der potentesten PA gezeigt (Chen,
Mulder et al. 2017, Allemang, Mahony et al. 2018).
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Abb. 6: Chemische Struktur von Lasiocarpin

Senecionin und Seneciphyllin

Als Vertreter der Retronecin-Gruppe mit einem makrozyklischen Diester
gehoren Senecionin und Seneciphyllin (Abb. 7) zu der am haufigsten in der
Natur vorkommenden PA-Gruppe.
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Abb. 7: Chemische Struktur von Senecionin und Seneciphyllin

15



Material und Methoden

2.1.2 Allgemeine Chemikalien

Alle zur Erstellung der Arbeit verwendeten Chemikalien werden in Tabelle 3 mit

Bezugsquelle aufgefuhrt.

Tab. 3: Spezielle Chemikalien

Chemikalien

Bezugsquelle

1,4-
. . Sigma-Aldrich D - Minchen
Diazabicyclo(2,2,2)octan
SantaCruz
7-Ethoxyresorufine _ D - Heidelberg
Biotechnology
Acetonitril Carl Roth GmbH D - Karlsruhe
Antimycin A Sigma - Aldrich D - Minchen
Benzo(a)pyren Sigma - Aldrich D - Minchen
Cyclophosphamid Alfa Aesar D - Karlsruhe
Cytochalasin-B Sigma-Aldrich D - Steinheim
Delphinidin Cayman Chem MI - Ann Abor
Dihydroethidium Merck D - Schwalbach
Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH D - Karlsruhe
EDTA-L6sung
Biochrom AG D - Berlin
(1 % in PBS)
Fetales Kalberserum Biochrom GmbH D - Berlin
SantaCruz
Fluorescamine _ D - Heidelberg
Biotechnology
GelGreen Biotium CA - Fremont
Lasiocarpin Phyto Lab GmbH D - Vestenbergsgreuth
L-Buthionin-(S,R)- Cayman Chemical
o D- Hamburg
sulfoximin Company
L-Glutamin (200 mM) Sigma - Aldrich D - Steinheim
Monochlorobiman AAT Bioquest CA - Sumnyvale

Natriumhydrogen-

carbonat

Carl Roth GmbH

D - Karlsruhe
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Chemikalien

Bezugsquelle

Nicotinamidadenindi-

nukleotidphosphat Sigma - Aldrich D - Munchen
Penicillin-Streptomycin Sigma - Aldrich D - Steinheim

Protein Standard (BSA) Sigma - Aldrich D - Minchen
Resorufin SantaCruz Biotchnology D - Heidelberg
RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich D - Steinheim
Salzsaure Merck D - Schwalbach
Senecionin Phyto Lab GmbH D - Vestenbergsgreuth
Seneciphyllin Phyto Lab GmbH D - Vestenbergsgreuth

Tetramethylrhodamine-
ethyl-ester

Thermo Fisher Scientific

D - Dreieich

Trypsin (1:250) / EDTA-
Lésung (0,2 %)

Sigma-Aldrich

D - Steinheim

2.1.3 Gerate und Materialien

Folgende Tabellen enthalten die verwendeten Gerate (Tab. 4) und
Verbrauchsmaterialien (Tab. 5).
Tab. 4: Laborgerate
Gerate Hersteller
Typ B 5060 EK-CO2, )
Brutschrank D - Dusseldorf
Heraus
Counter Hartenstein D - Wirzburg
Feinwaage Sartorius D - Géttingen
Eclipse TE 55i, Nikon +
Fluoreszenzmikroskop  Fluoro Pro MP 5000 D - Dusseldorf
Kamera, Nikon
,Neubauerkammer®,
Hamatozytometer ) D - Wirzburg
Hartenstein
Kamera fur CF 15/2R GB, Kappa
D - Gleichen
Fluoreszenzmikroskop Messtechnik GmbH
Lichtmikroskop Eclipse TS 100, Nikon D - Dusseldorf
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Gerate Hersteller
Clariostar BMG LABTECH

Plattenlesegerat D - Ortenberg
GmbH
Gelair BH26,

Sterile Werkbank D - Meckenheim
Flow Laboratories GmbH
Laborfuge 400e,

Zentrifuge D - Hanau

Heraeus Instruments

Zytozentrifuge Cytospin 3, Shandon GB - Astmore

Tab. 5: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
"6-well-Plate" Sarstedt AG D - NUimbrecht
"12-well-Plate" Sarstedt AG D - NUmbrecht
"96-well-Plate" Sarstedt AG D - NUmbrecht
Deckglaser Paul Marienfeld GmbH D - Lauda-Konigshofen
Eppendorf-Tubes 0,5 ml  Eppendorf AG D - Hamburg
Glaswarenfabrik Karl
Objekttrager D - Sondheim
Hecht GmbH
Reaktionsgefa® 1,5 ml Carl Roth GmbH D - Karlsruhe
Sarstedt AG, D - NUmbrecht
Roéhrchen 15 ml
Thermo Fisher Scientific D - Schwerte
Rohrchen 50 ml Sarstedt AG D - NUmbrecht
Zellkulturflasche (25 cm®)  Sarstedt AG D - Nimbrecht
Zellkulturflasche (75 cm®)  Sarstedt AG D - Numbrecht

2.1.4 Puffer und Losungen
Folgende Puffer und Loésungen wurden verwendet (Tab. 6). Die Puffer,
Loésungen und Verbrauchsmaterialien wurden nach Fertigstellung bzw. vor

Gebrauch autoklaviert oder steril gefiltert (0,2 uM Filterporen).
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Tab. 6: Puffer und Losungen

Puffer/Losungen Herstellung und Bestandteile Menge
Stammlésung (HOECHST 33858 0,5 ml
Bisbenzimid
) 1 mg/mlin DMSO)
(Gebrauchslésung)
PBS 99,5 ml
DABCO (pH 8,6) 1,4-Diazabicyclo(2,2,2)octan 250 mg
(Gebrauchslésung) Glycerin 90 ml
GelGreen Gel Green nucleic acid stain 10 pl
(Gebrauchslésung) destilliertes Wasser 990 ul
Natriumhydroxid 200¢
Natronlauge (5 M)
destilliertes Wasser 1.000 mi
RPMI - 1640 500 mi
) Fetales Kalberserum (FBS) 50 ml
Nahrmedium
Penicillin/Streptomycin 5 mi
NaHCO3; 1.000 mg
NaCl 8.000 mg
KCI 200 mg
N8H2PO4'2 HZO 575 mg
KH2PO,4 200 mg
PBS-Puffer (pH 7,4)
Vorgehen:

Phosphatverbindungen in H,O
|I6sen und zu den bereits in H,O
geldsten NaCl und KCI zugeben

100 ml PBS-Puffer mit 900 ml

destilliertem Wasser verdinnen

PBS-Puffer (Zellkultur) Verhaltnis 1:10

1 % EDTA-L6sung mit PBS

PBS/EDTA Verhaltnis 1:20
verdunnt
N82HPO4
6,7102 g
Natriumphosphat- NaH,PO,4 0.47
Puffer (50 mM) destilliertes Wasser 09
800 ml

(pH auf 8 einstellen und auf 1 |
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Puffer/Losungen Herstellung und Bestandteile Menge
auffullen)
Trypsin Trypsin (1:250) / EDTA-Lésung

Verhaltnis 1:10
(Gebrauchslésung) (0,2 %) mit PBS verdunnt

2.1.5 Software
Die Versuche wurden mit den in Tabelle 7 aufgefihrten Programmen bzw.

Softwares ausgewertet.

Tab. 7: Software und Auswertungsprogramme

Softwares/Auswertungsprogramme

Q Capture Pro, Q Imaging Corporation 2003, Media

DHE-Assay/TRME- Cybernetics
Assay ImagedJ, Wayne Rasband, National Institute of
Health USA (http://imagej.nih.gov/ij/index.html)

GSH-Assay/ Mars Datenanalyse Software, Version des
EROD-Assay Plattenlesegerats

Statistik IBM SPSS Statistic

Literatur Endnote, Version X8.2

Zeichenprogramm ChemDraw 18.0
2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinie Huh6

Die Huh6 Zelllinie wurde uns von Siegfried Knasmduller (Universitat Wien) zur
Verfligung gestellt und stammt aus dem Hepatoblastom eines sechsjahrigen
Jungen aus Japan (Doi 1976, Waldherr, Misik et al. 2018). Die Huh6 Zellen
wurden bisher kaum in Genotoxizitatstests verwendet, obwohl ein Vergleich von
zwolf verschiedenen Leberzelllinien zeigte, dass sie sehr gut zur Detektion von
genotoxischen Substanzen geeignet sind, da sie im Mikrokerntest
DNA-Schaden durch Promutagene ohne Zugabe eines exogenen Enzym-Mixes
detektierten (Waldherr, Misik et al. 2018, Misik, Nersesyan et al. 2019).
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2.2.2 Auftauen der Zellen

Der Auftauvorgang der Zellen wurde in einem 37 °C warmen Wasserbad
durchgefuhrt. Nach dem Auftauen wurden die Zellen unter der sterilen
Arbeitsbank mit 6 ml Medium aufgenommen und in ein 15 ml Roéhrchen
pipettiert. Diese Zellsuspension wurde zentrifugiert (1.000 rpm, 5 Minuten) und
der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit 5 ml Medium resuspendiert
und in ein KulturgefaR (25 cm?®) Uberfiihrt. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des
Mediums, um tote und nicht adharente Zellen zu entfernen. Nach weiteren 24 h

bzw. 36 h wurden die Zellen in eine gréRere Kulturflasche (75 cm?®) tiberfiihrt.

2.2.3 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt in einem festen Rhythmus
von drei bzw. vier Tagen subkultiviert. Unter der sterilen Werkbank wurde das
alte Medium entfernt, eine Waschung mit PBS (5 ml) durchgefuhrt und dann mit
PBS/EDTA (3 ml) fur 3 Minuten inkubiert. Danach wurde das PBS/EDTA
abpipettiert, Trypsin (2 ml) hinzugegeben und erneut fur sieben Minuten im
Brutschrank inkubiert. SchlieRlich erfolgte die Inhibition des Trypsins durch
Zugabe von Medium (5 ml). Nach Aufnahme der Zellsuspension in eine sterile
Glaspipette wurde mehrmals resuspendiert, um die Zellen voneinander zu 16sen
und sie anschlieend in ein Zentrifugenrohrchen (15 ml) uberfihren zu kdnnen.
Es erfolgte die Bestimmung der Zellzahl unter dem Inversionsmikroskop mittels
.,Neubauerkammer®. Die Zellsuspension (im Rdhrchen 15 ml) wurde zentri-
fugiert (1.000 rpm, 5 Minuten), der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit
frischem Medium (1 ml) resuspendiert. Die gewunschte Anzahl an Zellen (circa
3 x10%) wurde mit einer sterilen Pipette aufgenommen und in eine neue

Kulturflasche (75 cm®) mit Medium (20 ml) umgesiedelt.

2.2.4 Mykoplasmentest

Zur Kontrolle auf Mykoplasmenbefall wurde in einem Abstand von vier Wochen
regelmalig ein Mykoplasmentest durchgefihrt. Dazu wurden die Zellen
trypsiniert, ein Teil der Zellsuspension auf mehrere Objekttrager zentrifugiert
und anschliefend in Methanol fur 2 h fixiert. Zur Farbung wurde der noch

feuchte Zellspot mit einem Tropfen Bisbenzimid (Konzentration: 5 ug/ml in PBS)
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und einem 21 x26 mm Deckglas fur drei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, danach mit PBS abgewaschen und mit DABCO abgedeckt. Fur die
direkt im Anschluss durchgefuhrte fluoreszenzmikroskopische Kontrolle wurde
ein Filter verwendet, der den Farbstoff mit UV-Licht anregt (UV-Filter).

2.3 Mikrokerntest

2.3.1 Theoretische Grundlagen

Der Mikrokerntest ist ein Standardverfahren zur Untersuchung von
genotoxischen Substanzen. Dabei werden DNA-Schaden in Form von
Mikrokernfrequenzen quantifiziert. Die Mikrokernfarbung ist beispielhaft fur die
Huh6 Zellen in Abbildung 8 dargestellt.

Bei einem Mikrokern handelt es sich um eine chromatinhaltige Struktur im
Zytoplasma,  welche
von einer Membran
umgeben ist und keine
Verbindung zum
Zellkern aufweist
(Stopper und Muller
1997). Die Grole
eines Mikrokerns
schwankt zwischen 1/3
bis 1/16 des

Durchmessers des

Abb. 8: Darstellung der Huh6 Zellen nach GelGreen Farbung Hauptkerns und kann

Zu sehen sind einkernige Zellen (A), doppelkernige Zellen (B), sowohl ein voll-
Mikrokerne (C) und Mitosefiguren (D).

standiges Chromosom,
als auch ein oder mehrere Chromosomen-Fragmente enthalten (Fenech 2007).
Durch die Behandlung der Zellen mit Cytochalasin-B kommt es zu einer
Inhibition der Zytokinese, jedoch nicht der Kernteilung, sodass doppelkernige
Zellen entstehen. In der mikroskopischen Auswertung werden die Mikrokerne
ausschlieBlich in doppelkernigen Zellen gezahlt, da diese exakt eine einzige

Mitose seit Substanzexposition durchlaufen haben. Zusatzlich ist die Erfassung
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des Proliferationsindexes maoglich, der Aussagen zu zytostatischen Effekten der
Testsubstanzen ermdoglicht.

Bei der Auswertung von Objekttragern ohne Cytochalasin-B Behandlung
werden die Mikrokerne in einkernigen Zellen gezahlt. Man kann in diesem Fall
nicht sicher sagen, ob die mikrokernhaltigen Zellen eine Mitose durchlaufen
haben (Fenech 2007). Dies ist relevant, da Lasionen nur in der Mitose als

Mikrokern exprimiert werden konnen.

2.3.2 Durchfiuhrung

Versuchsdurchfiihrung

Fir den Mikrokerntest wurden an Tag 1 in einer Kulturplatte mit sechs
Vertiefungen circa 350.000 Zellen in 3 ml Medium ausgeséat. Uber Nacht
wurden die Zellen adharent, sodass an Tag 2 die Behandlung mit den
Testsubstanzen erfolgen konnte. Dafir wurde im ersten Schritt das Medium
entfernt, mit 1 ml warmen PBS gewaschen und 3 ml frisches Medium pipettiert.
AnschlielRend erfolgte die Behandlung der Zellen mit den Testsubstanzen fur
eine Dauer von 24 h. Als Positivkontrolle wurde stets mit Cyclophosphamid
(100 yM) Uber 24 h behandelt. An Tag 3 wurde das Medium gewechselt, und
Cytochalasin-B mit einer Endkonzentration von 1,5 ug/ml (Konzentration der
Stammlosung: 500 pug/ml) fur 48 h hinzugegeben. Die Behandlungszeit flr
Cytochalasin-B wurde entsprechend der Zyklusdauer der Zelllinie gewahlt. Fir
die Huh6 Zellen mit einer Verdopplungszeit von 45-50 h werden 48 h als
geeignete Zeitdauer in der Fachliteratur empfohlen (Misik, Nersesyan et al.

2019). An Tag 5 wurde das Experiment abgeschlossen und die Zellen geerntet.

Herstellung der Objekttrager

FUr die mikroskopische Auswertung wurden je Probe vier Objekttrager mit
idealerweise 35.000—40.000 Zellen hergestellt. Dafur wurde jede Probe
entsprechend ihrer Zellzahl verdinnt oder durch Zentrifugation konzentriert und
100 ul der Zellsuspension in die Zytozentrifuge pipettiert. Anschliel3end erfolgte
die Zentrifugation mit 600 rpm fur 5 Minuten. Die Objekttrager wurden
entnommen, lichtmikroskopisch auf ihre Qualitat Gberpruft und abschlie3end in
Methanol bei —20 °C fur mindestens 2 h fixiert.
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Farbung

Fur die Farbung wurden die Objekttrager nach der Fixierung auf ein Tablett
ausgelegt und kurz getrocknet. Dann wurden je Objekttrager 10 pl der
GelGreen-Gebrauchslosung (GelGreen 10.000x im Verhaltnis 1:100 mit PBS
verdinnt) auf den zellhaltigen Bereich pipettiert, mit einem 18 x 18 mm
Deckglas abgedeckt und sieben Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurden die Objekttrager mit PBS-Puffer abgespult, kurz getrocknet
und der zellhaltige Bereich mit 10 yl DABCO und einem 18 x 18 mm Deckglas
abgedeckt. Die Objekttrager wurden danach lichtgeschutzt aufbewahrt.

Léslichkeit der Testsubstanzen

Die Positivkontrolle Cyclophosphamid wurde in PBS geldst. Lasiocarpin wurde
in DMSO gelost. Senecionin und Seneciphyllin wurden in einer Mischung aus
HCI/NaOH gelost. Dabei lag fur Senecionin die maximale Ldslichkeit bei einer
Konzentration von 300 yM und fur Seneciphyllin bei 320 uM. Als Kontrolle

wurde stets das Losungsmittel der jeweilige Testsubstanz verwendet.

2.3.3 Auswertung

Die Auswertung der Objekttrager erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie bei
400-facher Vergrolerung. Pro Konzentration wurden aus zwei Objekttragern je
1.000 Zellen ausgewertet. Dabei wurden einkernige, doppelkernige, dreikernige
und mehrkernige Zellen sowie Apoptosen und Mitosen erfasst. Die Mikrokerne
wurden pro 1.000 doppelkernige Zellen gezahlt. Aullerdem wurde fur alle
Mikrokerntests mit Cytochalasin-B Behandlung der Proliferationsindex erhoben.
Dieser setzt sich aus dem Verhaltnis von einkernigen (EK), doppelkernigen
(DK), dreikernigen (DRK) und mehrkernigen (MK) Zellen in insgesamt 1.000

gezahlten Zellen zusammen.

(1 x EK)+(2 x DK)+(3 x DRK)+(4 x MK)

Proliferationsindex= EK+DK+DRK+MK
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2.4 Ethoxyresorufin-O-deethylase — Assay

2.4.1 Theoretische Grundlagen

Um die Rolle der CYP-Enzyme im Zusammenhang mit der Toxizitat von PA
besser verstehen zu konnen, wurde die Enzymaktivitat der CYP1A in den Huh6
Zellen gemessen. Als Nachweis der Enzymaktivitat diente die Fluoreszenz von
Resorufin, welches durch Hydroxylierung, katalysiert durch die CYP1A, aus
Ethoxyresorufin und den Co-Substraten NADPH und O, entsteht (Kennedy,
Jones et al. 1995).

C,Hs

o) o OH 0
° CYP1A °
+NADPH+0, —» +NADP *+H,0
N/ N/

Ethoxyresorufin Resorufin

Abb. 9: Umwandlung von Ethoxyresorufin in Resorufin

Zu sehen ist eine schematische Darstellung der Umwandlung von Ethoxyresorufin zu Resorufin
durch die CYP1A (modifiziert nach (Kennedy, Jones et al. 1995)).

2.4.2 Durchfuhrung

In einer Kulturplatte mit 96 Vertiefungen wurden jeweils 10.000 Zellen in 200 pl
Medium ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Behandlung der Zellen mit den
entsprechenden Substanzen in Triplikaten Uber einen Zeitraum von 24 h,
sodass am dritten Tag die Messung durchgefiuhrt werden konnte. Um die
CYP1A-Enzymaktivitat und Proteinkonzentration zu bestimmen, wurden am
Tag der Messung sechs Vertiefungen mit einer definierten Menge an bovinem
Serumalbumin (BSA) und Resorufin in der Kulturplatte, als sogenannte
Standardreihe, angelegt. Auch hier wurde mit Triplikaten gearbeitet.

Fir die Messung wurde das Medium entfernt, mit PBS gewaschen und
anschliellend der Natriumphosphat-Puffer in alle Vertiefungen hinzugegeben.
Die Ethoxyresorufin Zugabe erfolgte zu einer Endkonzentration von 5 pM. Die
Platte wurde anschlielend im Brutschrank fur 15 Minuten inkubiert. Zur
Vorbereitung der Standardreihe wurden eine BSA-Stammldésung (2 mg/ml in
Natriumphosphat-Puffer) und eine Resorufin-Stammlosung (7 yhM  in
Natriumphosphat-Puffer) hergestellt.  Zur Initierung der Reaktion wurden
25 ul NADPH (14 mM Stammldsung) zu allen Kulturen auller "Zellen-NB",
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hinzugefugt und sieben Minuten lang im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss
wurde die Reaktion mit 150 pyl Acetonitril, in welchem zuvor 150 pg/ml
Fluorescamin geldst wurde, gestoppt. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation (in
Alufolie, bei Raumtemperatur), wurde die Fluoreszenz beider Farbstoffe mittels
eines Plattenlesegerates zeitgleich gemessen. Die exakten Mengenangaben fur
alle Substanzen pro Vertiefung wurden in Tabelle 8 als Pipettierschema
dargestellt. Die Tabelle 9 gibt eine Ubersicht (ber die Konzentrationen,

Endmengen und die Funktion der jeweiligen Substanzen.

Tab. 8: Pipettierschema

Erlauterung:  bovines  Serumalbumin  (BSA), Natriumphosphat-Puffer  (NP-Puffer),
Ethoxyresorufin (ER), Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), Acetonitrii (ACN),
behandelte Zellen (B), nicht behandelte Zellen (NB)

Standardreihe Zellen
1 2 3 4 5 6 B NB
BSA plb 0 10 20 30 40 50 - -

Resorufin pl 0 1,25 3,75 12,5 18,75 25 - -
NP-Puffer pl 125 113,75 101,25 82,5 66,25 550 125 150

pl 50 50
ER

MM 5 5

plo 25 0
NADPH

uM 1,0 0
ACN +
Fluores- pl 180 150
camin
Gesamt-
volumen ul 350 350
pro
Ansatz

Tab. 9: Konzentrationen und Funktion der Substanzen
Erlduterung: bovines Serumalbumin (BSA), Ethoxyresorufin (ER),  Nicotinamidadenindi-
nukleotidphosphat (NADPH), Acetonitril (ACN)

IS"tamm- Endkonzentration/Menge Funktion
osung
BSA 2 mg/ml 0-57-114-171-229-285 Proteinmenge

pg/ml
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SUETT- Endkonzentration/Menge Funktion

Iosung
Resorufin 7 uM 0-2,5-75-250-375-500 nM  Enzymmenge
ER 35 uM 5uM Farbstoff-Enzym
NADPH 14 mM 1mM Reaktionsstart
Fluorescamin Reaktionsstopp,
. 150 pg/ml 150 pg/ml Farbstoff-
(in ACN) .

Protein

2.4.3 Auswertung

Fir die Messung mittels Plattenlesegerat wurde fir Resorufin ein
Anregungsfilter mit 530 nm und ein Emissionsfilter mit 400 nm Wellenlange
gewahlt. Fur Fluorescamin wurde ein Anregungsfilter mit 400 nm und ein
Emissionsfilter mit 460 nm Wellenlange verwendet (Kennedy, Jones et al.
1995). Die Messwerte der Standardreihe wurden als Referenzwerte fur die
Fluoreszenz der behandelten Zellen verwendet. Die Fluoreszenz des
Fluorescamin, zur Bestimmung der Proteinmenge, wurde in Relation zur
Fluoreszenz des Resorufin gesetzt und dadurch die Enzymaktivitat pro g

Protein bestimmit.

2.5 Glutathion — Assay

2.5.1 Theoretische Grundlagen

Glutathion ist ein Tripeptid, welches aus den Aminosauren Glycin, Cystein und
Glutamin aufgebaut ist. Die Synthese findet in allen Korperzellen statt; die
grolite Menge an Glutathion wird in Leberzellen produziert (Lu 2013). Mit Hilfe
des Glutathion-Assays sollen Veranderungen des intrazellularen Glutathion-
Gehalts durch Lasiocarpin und L-Buthionin-sulfoximin gezeigt werden.
L-Buthionin-sulfoximin hemmt die Glutamat-Cystein-Ligase, ein Enzym, das an
der Glutathion-Synthese beteiligt ist (Griffith und Meister 1979, Chen, Dong et
al. 2013).

2.5.2 Durchfiihrung
In einer Kulturplatte mit zwdlf Vertiefungen wurden circa 150.000 Zellen pro

Vertiefung in 2 ml Medium ausgesat. Nach einem Zeitraum von 24 h, in dem die
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Zellen adhariert haben, wurde das Medium entfernt, mit PBS gewaschen und
jeweils 2 ml frisches Medium pipettiert. Anschliel3end erfolgte die Behandlung
mit den Testsubstanzen. Fur die Auswertung des Glutathion-Gehalts in den
Zellen wurde 30 Minuten vor Ende der Behandlungszeit der Farbstoff
Monochlorobiman mit einer Endkonzentration von 100 yM hinzugegeben. Nach
30-minutiger Inkubation des Farbstoffs im Brutschrank wurde das Medium
entfernt, die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und 1 ml frisches PBS
zugegeben. Die Platte wurde mit Alufolie verpackt und direkt im Anschluss die
Messung am Plattenlesegerat durchgefuhrt. Pro Substanzkonzentration wurde

mit zwei Replikaten gearbeitet.

2.5.3 Auswertung

Die Messung des Glutathion-Gehalts erfolgt GUber die Fluoreszenzintensitat des
Monochlorobiman. Die maximale Absorptionswellenlange des Farbstoffs liegt
bei 394 nm, die Wellenlange des Emissionsmaximums bei 490 nm.

Die Menge des Glutathions in den Zellen korreliert linear mit der
Fluoreszenzintensitat, da der Farbstoff ein Addukt mit intrazellularem Glutathion
bildet.

2.6 Dihydroethidium — Assay

2.6.1 Theoretische Grundlagen

Die Beteiligung von Sauerstoff an zellularen Stoffwechselprozessen flhrt zur
Bildung reaktionsfahiger Radikale (Superoxide). Diese Radikale kdnnen
Schaden an der DNA, Proteinen sowie Membranlipiden verursachen (Pospisil,
Prasad et al. 2019). Mit Hilfe des rot fluoreszierenden Farbstoffs
Dihydroethidium kann die Superoxidbildung einer Zelle mikroskopisch
nachgewiesen werden. Das normalerweise hydrophobe, ungeladene

Dihydroethidium kann Membranen passieren.
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Wird es jedoch wahrend eines Zusammentreffens mit einem O, (Super-
oxidanion) zu einem
2-Hydroxyethidium oder
Ethidium oxidiert, be-
kommt es eine positive
Gesamtladung und
reichert sich im Zellkern
an (Abb. 10).

Grund hierfir sind vor
allem elektrostatische
Wechselwirkungen mit

den Phosphatgruppen
Abb. 10: Darstellung der Zellkerne in den Huh6 Zellen dgr DNA (Garbett,

mittels DHE-Farbung
Zu sehen st die rote Fluoreszenz des oxidierten Hammond et al. 2004,

Dihydroethidium, das sich intrazellular an die DNA anlagert. | qurindo. Fernandes et
Das Bild stammt aus einer Probe mit der Positivkontrolle ’

Antimycin A. al. 2008)

2.6.2 Durchfuhrung

In eine Kulturplatte mit sechs Vertiefungen wurden autoklavierte Deckglaschen
gelegt und anschlief3end circa 450.000 Zellen in 3 ml Medium ausgesat. Nach
einem Zeitraum von 24 h, in dem die Zellen an die Platte adhariert haben,
wurde das Medium entfernt, mit PBS gewaschen und anschliefend 3 ml
frisches Medium zugegeben. Nun erfolgte die Behandlung mit den
entsprechenden Substanzen. Dabei wurden die Zellen fur die Dauer von 8 h,
4 h bzw. 2 h mit Lasiocarpin (32 uM) behandelt. Fur die Positivkontrolle mit
Antimycin A (50 pM und 25 uM), eine Substanz, welche die Ubertragung von
Elektronen in der Atmungskette blockiert, wurde eine Behandlungszeit von 2 h
gewahlt. Fur die Farbung wurde Dihydroethidium fur die letzten 15 Minuten der
Behandlungszeit in einer Endkonzentration von 10 uM zugegeben und im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Medium entfernt, die
Deckglaschen mit kaltem PBS gewaschen und 1 ml frisches PBS zugegeben.
Die Platte wurde ab dem Zeitpunkt der Farbstoffzugabe in Alufolie gewickelt,
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um Lichteinfall zu vermeiden. Fur die mikroskopische Auswertung wurden die

Zellen fotografiert.

2.6.3 Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte mittels TRITC-Filter bei 200-facher
VergroRerung. Mit Hilfe einer Kamera am Mikroskop und der
Software Q Capture Pro wurden Bilder der rot fluoreszierenden Zellkerne
angefertigt. Dafur wurde zu Beginn die Belichtungszeit einmal anhand der
Negativ- und Positivkontrolle ausgewahlt und fur alle weiteren Objekttrager
beibehalten. Funf Bilder pro Behandlungsgruppe wurden mithilfe der ImagedJ
Software quantifiziert. Hierfur wurde die Dreifarbkanal-Aufnahme (blau, grun,
rot) gesplittet und ausschlieBlich der rote Kanal ausgewertet. Mit Hilfe eines
Kreises wurden jeweils 40 Zellkerne pro Bild ausgewahlt und deren Grauwert
gemessen. Insgesamt konnte auf diese Weise die durchschnittliche

Fluoreszenzintensitat von insgesamt 200 Zellkernen je Probe erfasst werden.

2.7 Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester — Assay

2.7.1 Theoretische Grundlagen

In den Mitochondrien wird innerhalb der Atmungskette mittels Redoxreaktionen
Energie freigesetzt, um Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum zu
pumpen und so eine Spannungsdifferenz, das mitochondriale Membran-
potential zu erzeugen (Loffler und Petrides 2014). Das mitochondriale
Membranpotential kann mittels eines positiv geladenen Farbstoffs, dem
Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester, visualisiert werden (Abb.9). Dieser lagert
sich an die in gesunden Mitochondrien negativ geladene, innere Membran an
(Crowley, Christensen et al. 2016). Uber die Intensitatsunterschiede seiner
roten Fluoreszenz kénnen Anderungen des mitochondriale Membranpotentials

mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht werden.

2.7.2 Durchfiuhrung

In eine Kulturplatte mit sechs Vertiefungen wurden autoklavierte Deckglaschen
gelegt und anschlieBend circa 450.000 Zellen in 3 ml Medium pro Kultur
ausgesat. Nach einem Zeitraum von 24 h, in dem die Zellen an die Platte
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adhariert haben, wurde das Medium entfernt, mit PBS gewaschen und
anschliellend 3 ml frisches Medium pipettiert. Nun erfolgte die Behandlung mit
den entsprechenden Substanzen. Dabei wurden die Zellen fur eine Dauer von
8 h, 4 h bzw. 2 h mit Lasiocarpin (32 yM) behandelt. Fur die Positivkontrolle mit
Antimycin A (50uM und 25 uM) wurde eine Behandlungszeit von 2 h gewahlt.
Der Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester wurde fur die letzten 15 Minuten der
Behandlungszeit in einer Endkonzentration von 50 nM hinzugegeben. Um
Lichteinfall zu vermeiden,
wurde die Platte
unmittelbar nach Zugabe
des Farbstoffs in Alufolie
gewickelt und im
Brutschrank bei 37 °C
inkubiert.  Anschlie3end
wurde das Medium
entfernt, die Deck-

glaschen mit kaltem PBS

gewaschen und 1 ml
Abb. 11: Darstellung der Mitochondrien in den Huh6

Zellen mittels TMRE-Férbung frisches PBS zugegeben.

Zu sehen ist die rote Fluoreszenz des Fir die Auswertung
Tetramethylrhodamine-Ethyl-Esters, der sich intrazellular an
die Mitochondrienmembran anlagert. Das Bild stammt aus wurden die Zellen am
einer Probe der Negativkontrolle mit Dimethylsulfoxid.

Mikroskop fotografiert.

2.7.3 Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte mittels TRITC-Filter bei 400-facher
VergroRerung. Die Einstellung der Kamera fir die Bildaufnahmen wurde auf die
gleich Weise durchgefihrt, wie fir den Dihydroethidium-Assay. Funf Bilder pro
Behandlungsgruppe (mit etwa 30-50 Zellen pro Bild) wurden mithilfe der
Imaged Software quantifiziert. Hierfur wurde die Dreifarbkanal-Aufnahme (blau,
grun, rot) gesplittet, die Grauwerte der Mitochondrien ausschlieRlich im roten

Kanal erfasst und diese anschlieRend durch die Anzahl der Zellen dividiert.
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2.8 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS, Version25.

Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhangig voneinander wiederholt,
daraus der Mittelwert mit Standardabweichung berechnet und dies statistisch
gepruft. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests wurden die Ergebnisse auf
Normalverteilung mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 getestet. Lag eine
Normalverteilung vor, wurde der t-Test durchgefuhrt. Lag keine
Normalverteilung der Daten vor, wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.
Die Gruppen mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 in Bezug zur Kontrolle
im t-Test, wurden stets mit (*) oder (A) markiert. Wurden Gruppen
untereinander mit Hilfe des t-Tests als signifikant getestet, so wurde dies mit (°)
gekennzeichnet. Nicht signifikante Daten p = 0,05 wurden in den Abbildungen

nicht explizit hervorgehoben.
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3 Ergebnisse

3.1 Mikrokerntest — mit und ohne Cytochalasin-B

Der Mikrokerntest mit bzw. ohne Cytochalasin-B Behandlung wurde zur
Detektion von genotoxischen Schaden durchgefuhrt. Als Testsubstanz wurde
Lasiocarpin verwendet, dessen genotoxisches Potential bereits aus der
Fachliteratur bekannt ist. Die eine Halfte der Proben wurde mit Cytochalasin-B
fur 48 h behandelt, wahrend bei der anderen Halfte lediglich ein Wechsel des
Mediums durchgefuhrt wurde. Nach der Auswertung war in beiden Versuchs-
protokollen ein deutlicher konzentrationsabhangiger Anstieg der mikrokern-
haltigen Zellen durch Lasiocarpin zu sehen (Abb. 12). Der Anstieg der
mikrokernhaltigen Zellen war fur das Protokoll mit Cytochalasin-B und ohne
Cytochalasin-B fur Lasiocarpin (32 uM) statistisch signifikant. Ebenfalls
signifikant zeigte sich in beiden Protokollen die Positivkontrolle mit

Cyclophosphamid. Der Proliferationsindex wies keine signifikante Veranderung
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Abb. 12: Genotoxizitit von Lasiocarpin: links mit Cyt-B, rechts ohne Cyt-B

Zu sehen ist die Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen nach 24 h Lasiocarpin (LC) Behandlung
mit Cytochalasin-B (Cyt-B) in doppelkernigen Zellen (links) und ohne Cyt-B in einkernigen
Zellen (rechts). Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Auswertung
des Proliferationsindexes erfolgte fur die Proben mit Cyt-B. Die Ergebnisse wurden aus dem
Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante Werte nach t-Test
(p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert.
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Auch in der graphischen Darstellung der Mikrokernanzahl zeigte sich der
konzentrationsabhangige Anstieg der Mikrokernanzahl durch Lasiocarpin
deutlich (Abb. 13). In beiden Protokollen lag ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Anzahl der induzierten Mikrokerne durch Lasiocarpin

(32 uM) und der Positivkontrolle Cyclophosphamid im Vergleich zur Kontrolle
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Abb. 13: Mikrokernfrequenz von Lasiocarpin: links mit Cyt-B, rechts ohne Cyt-B

Zu sehen ist die Anzahl der Mikrokerne in Huh6 Zellen nach 24 h Lasiocarpin (LC) Behandlung
mit Cytochalasin-B (Cyt-B) in doppelkernigen Zellen (links) und ohne Cyt-B in einkernigen
Zellen (rechts). Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Auswertung
des Proliferationsindexes erfolgte flr die Proben mit Cyt-B. Die Ergebnisse wurden aus dem
Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante Werte nach t-Test
(p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert.

Insgesamt wurde gezeigt, dass beide Versuchsprotokolle gut geeignet sind, um
das genotoxische Potential von Lasiocarpin zu bestimmen. Die Sensitivitat zur
Detektion von Lasiocarpin zeigte sich fur das Versuchsprotokoll ohne
Cytochalasin-B geringfugig hoher. Jedoch konnte fur Zellproben mit
Cytochalasin-B der Proliferationsindex, welcher wichtige Informationen zu
zytostatischen Effekten liefert, deutlich einfacher bestimmt werden. Daher
wurden alle weiteren Mikrokernexperimente mit Cytochalasin-B Behandlung
durchgefuhrt.
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3.2 Genotoxizitat der Testsubstanzen

3.2.1 Lasiocarpin

Das genotoxische Potential von Lasiocarpin konnte bereits anhand des
Protokollvergleichs gezeigt werden. Lasiocarpin wurde in den Konzentrationen
3,2 uM und 32 pM getestet. Nach weiteren drei Experimenten zeigte der
Durchschnitt aus insgesamt sechs Mikrokernexperimenten mit Lasiocarpin
wiederum, dass eine dosisabhangige Steigerung der mikrokernhaltigen Zellen
im Vergleich zur Kontrolle vorhanden war (Abb. 14). Die Anzahl der
mikrokernhaltigen Zellen war fir Lasiocarpin (3,2 yM und 32 pM) und die
Positivkontrolle  Cyclophosphamid  statistisch  signifikant erhdht.  Der

Proliferationsindex blieb weitestgehend unverandert.
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Abb. 14: Genotoxizitdt von Lasiocarpin

Zu sehen ist die Anzahl der mikrokernhaltigen Huh6 Zellen nach 24 h Lasiocarpin (LC)
Behandlung. Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Signifikante Werte
nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert. Die sechs hier
gemittelten Experimente stammen aus den Experimenten der Abb. 12 (3 Experimente) sowie
Abb. 24 (3 Experimente).

Die Anzahl der durch Lasiocarpin induzierten Mikrokerne zeigt Abbildung 15.
Ein konzentrationsabhangiger Anstieg der Mikrokernanzahl von 3,2 pM auf
32 uM wurde ebenfalls sichtbar, wobei sich die Proben 32 yM Lasiocarpin und

die Positivkontrolle Cyclophosphamid als statistisch signifikant zeigten.
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Abb. 15: Mikrokernfrequenz von Lasiocarpin

Zu sehen ist die Anzahl der Mikrokerne in den Huh6 Zellen nach 24 h Lasiocarpin (LC)
Behandlung. Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Signifikante Werte
nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert. Die sechs hier
gemittelten Experimente stammen aus den Experimenten der Abb. 13 (3 Experimente) sowie
Abb. 24 (3 Experimente).

3.2.2 Senecionin

Um das genotoxische Potential von Senecionin zu erfassen, wurden drei
verschiedene Konzentrationen (30 uM, 100 yuM und 300 pM) getestet. Fir alle
drei Konzentrationen von Senecionin wurde ein statistisch signifikanter Anstieg
der mikrokernhaltigen Zellen im Vergleich zur Kontrolle gefunden. Auch die
Positivkontrolle Cyclophosphamid zeigte sich statistisch signifikant. Die Stei-
gerung in der Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen war fur Senecionin nicht
dosisabhangig. Der Proliferationsindex zeigte eine minimale Reduktion (nicht

signifikant) fur 30 uM Senecionin.
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Abb. 16: Genotoxizitat von Senecionin

Zu sehen ist die Anzahl der mikrokernhaltigen Huh6 Zellen nach 24 h Senecionin (SC)
Behandlung. Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Ergebnisse
wurden aus dem Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante
Werte nach t-Test (p=<0,05) im Vergleich zur Kontrolle bzw. PBS (phosphatgepufferte
Salzlésung; Losungsmittel fir CPA) wurden mit einem (*) markiert.

Die Mikrokernanzahl spiegelte das Ergebnis der mikrokernhaltigen Zellen wider,
da auch hier ein statistisch signifikanter Anstieg der Mikrokerne fur Senecionin
(30 uM, 100 uM und 300 uM) im Vergleich zur Kontrolle sichtbar wurde. Eine
dezente Reduktion der Mikrokernanzahl fur 100 yM und 300 pM Senecionin
wurde in Abbildung 17 deutlicher sichtbar, als in der Auswertung der mikrokern-

haltigen Zellen in Abbildung 16.
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Abb. 17: Mikrokernfrequenz von Senecionin

Zu sehen ist die Anzahl der Mikrokerne in Huh6 Zellen nach 24 h Senecionin (SC) Behandlung.
Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Ergebnisse wurden aus dem
Durchschnitt von drei unabhdngigen Experimenten gemittelt. Signifikante Werte nach t-Test
(p = 0,05) im Vergleich zur Kontrolle bzw. PBS (phosphatgepufferten Salzlésung; Lésungsmittel
fur CPA) wurden mit einem (*) markiert.

3.2.3 Seneciphyllin

Um das genotoxische Potential von Seneciphyllin zu erfassen, wurden drei
verschiedenen Konzentrationen (32 yM, 100 uM und 320 uM) getestet. Fur alle
drei Konzentrationen von Seneciphyllin wurde ein statistisch signifikanter
Anstieg der mikrokernhaltigen Zellen im Vergleich zur Kontrolle gefunden
(Abb. 18). Auch die Positivkontrolle Cyclophosphamid zeigte sich statistisch
signifikant gegenuber der Kontrollprobe mit PBS. Fir 100 uM Seneciphyllin
wurde im Vergleich zu 32 uM eine konzentrationsabhangige Zunahme der
mikrokernhaltigen Zellen beobachtet, wahrend die Anzahl der mikrokernhaltigen
Zellen von 100 uM auf 320 yM nicht weiter zunahm. Der Proliferationsindex

sank leicht fur 32 uM Seneciphyllin.
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Abb. 18: Genotoxizitat von Seneciphyllin

Zu sehen ist die Anzahl der mikrokernhaltigen Huh6 Zellen nach 24 h Seneciphyllin (SP)
Behandlung. Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Ergebnisse
wurden aus dem Durchschnitt von vier unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante
Werte nach t-Test (p <0,05) im Vergleich zur Kontrolle bzw. PBS (phosphatgepufferten
Salzlésung; Losungsmittel fir CPA) wurden mit einem (*) markiert.

Die Anzahl der induzierten Mikrokerne spiegelte das Ergebnis der
mikrokernhaltigen Zellen wider, da hier ebenso fur alle drei Konzentrationen von
Seneciphyllin ein statistisch signifikanter Anstieg der Mikrokernanzahl im
Vergleich zur Kontrolle sichtbar wurde (Abb. 19). Die Mikrokernanzahl fur
100 uM und 320 uM Seneciphyllin zeigte sich nahezu gleich und stieg nicht
konzentrationsabhangig an. Dagegen fand eine konzentrationsabhangige
Zunahme der Mikrokernanzahl fur 32 yM Seneciphyllin im Vergleich zu 100 uM
statt.
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Abb. 19: Mikrokernfrequenz von Seneciphyllin

Zu sehen ist die Anzahl der Mikrokerne in Huh6 Zellen nach 24 h Seneciphyllin (SP)
Behandlung. Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Ergebnisse
wurden aus dem Durchschnitt von vier unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante
Werte nach t-Test (p <0,05) im Vergleich zur Kontrolle bzw. PBS (phosphatgepufferten
Salzlésung; Losungsmittel fir CPA) wurden mit einem (*) markiert.

3.3 Bestimmung der CYP1A-Enzymaktivitat

An der Metabolisierung der PA sind verschiedene CYP-Enzyme beteiligt. Jede
Zelllinie besitzt spezifische Isoformen. Mit Hilfe des EROD-Assays wurde die
Enzymaktivitat der CYP1A in den Huh6 Zellen fur Lasiocarpin und zwei weitere
Testsubstanzen mit metabolischer Aktivierung, namlich Cyclophosphamid und
Benzo(a)pyren bestimmit.

Abbildung 20 zeigt Dbeispielhaft die grafische Darstellung der
Fluoreszenzintensitdt der Standardreihe mit definierten Protein- und
Enzymmengen — jeweils in aufsteigender Konzentration. Zu sehen ist ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der Fluoreszenzintensitat fur beide
Farbstoffe, annahernd linear zu der zunehmenden Protein- und Enzymmenge.
Dabei spiegelt die Fluoreszenzintensitat von Resorufin die Enzymaktivitat wider,

die Fluoreszenzintensitat von Fluorescamin entspricht der Proteinmenge.

40



Ergebnisse

BSA (ug/ml)

c 0 50 100 150 200 250 300 £
£ 250000 250000 £
5 v = 8062,5x §
© 200000 N 09872 e 200000 &
(14 3
S i
‘@ 150000 150000 8
c o
2 . c
£ 8
N 100000 100000 ¢
: ... -ﬁ
(] ° c
0 )
® 50000 50000 &
g y = 708,73x o
™ R? =0,9803 g

0e 0 i

0 5 10 15 20 25 30
Resorufin (uM)
Resorufin (UM) Fluorescamin
Linear (Resorufin (UM)) ceee-- Linear (Fluorescamin)

Abb. 20: Fluoreszenzintensitat der Standardreihe zur Bestimmung der CYP1A-Aktivitat

Zu sehen ist beispielhaft aus einem Experiment die Fluoreszenzintensitat der definierten
Proteinmenge des bovinen Serumalbumins (BSA) und der Enzymmenge der Standardreihe in
aufsteigender Konzentration. Dabei spiegelte die Fluoreszenzintensitdt von Resorufin die
Enzymaktivitat wider, die Fluoreszenzintensitat von Fluorescamin entsprach der Proteinmenge.
Die Fluoreszenzintensitaten beider Farbstoffe wurden zeitgleich Uber eine Messung mit dem
Plattenlesegerat bestimmt.

Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten von Resorufin und Fluorescamin der
Standardreihe dienten als Referenzwerte zur Bestimmung der Enzymaktivitat
und Proteinmenge fur die mit den Testsubstanzen behandelten Zellen. Die
gemessene CYP1A-Aktivitat ist in Abbildung 21 gezeigt. Fur alle getesteten
Substanzen wurde eine Enzymaktivitdt gemessen. Fur Cyclophosphamid und
Lasiocarpin wurde keine deutliche Anderung der Enzymaktivitdt im Vergleich
zur Kontrolle sichtbar. Benzo(a)pyren dagegen zeigte tendenziell eine
Erhohung der Enzymaktivitat.
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Abb. 21: Enzymaktivitiat der CYP1A (in %) der Huh6 Zellen

Zu sehen ist die durchschnittliche Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)-Aktivitdt der CYP1A
(in %) bezogen auf die Kontrolle. Die EROD-Aktivitdt wurde dabei auf die jeweils gemessene
Proteinmenge der Huh6 Zellen normiert. Die Huh6 Zellen wurden fir eine Zeitdauer von 24 h
mit Lasiocarpin (LC), mit Cyclophosphamid (CPA) oder Benzo(a)pyren (BaP) behandelt. Die
Ergebnisse wurden aus dem Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten gemittelt.
Signifikante Werte nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle wurden mit einem (*)
markiert.

3.4 Oxidativer Stress in der Genotoxizitat von Lasiocarpin

3.4.1 Einfluss von Lasiocarpin auf den Glutathion-Gehalt

Eine Adduktbildung der toxischen Pyrrolester mit Glutathion wurde in der
Fachliteratur haufig beschrieben und flr einzelne PA bereits nachgewiesen.
Daher wurde der Einfluss von Lasiocarpin auf den Glutathion-Gehalt
untersucht. Im Glutathion-Assay wurden die Zellen mit zwei verschiedenen
Lasiocarpinkonzentrationen (3,2 pM und 32 pM) fur eine Dauer von 24 h
behandelt. Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, zeigte sich fur die
Lasiocarpinkonzentration von 3,2 uM keine Anderung des Glutathion-Gehalts.
Eine leichte Reduktion des Glutathion-Gehalts im Vergleich zur Kontrolle wurde
fur Lasiocarpin (32 uM) sichtbar, diese war nicht signifikant.
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Abb. 22: Glutathion-Gehalt in Huh6 Zellen nach Lasiocarpin-Behandlung

Zu sehen ist die durchschnittliche Fluoreszenzintensitdt des Monochlorobiman
(MCB)-Farbstoffs nach 24 h Lasiocarpin (LC) Behandlung. Die Ergebnisse wurden aus dem
Durchschnitt von drei unabhéngigen Experimenten gemittelt.

3.4.2 Induktion von oxidativem Stress im Mikrokerntest
Aufgrund der Wechselwirkung zwischen Glutathion und Lasiocarpin wurde die
Auswirkung einer Glutathion-Depletion auf das Ausmal’ der Genotoxizitat

untersucht.

Glutathion-Depletion in den Huh6 Zellen

Eine Reduktion des Glutathion-Gehalts in den Zellen kann durch die Hemmung
der Glutamat-Cystein-Ligase mittels Zugabe von L-Buthionin-sulfoximin erreicht
werden. Die Huh6 Zellen wurden im Glutathion-Assay mit L-Buthionin-
sulfoximin in den Konzentrationen 250 uM, 500 yM und 1.000 pM fiur eine
Dauer von 24 h behandelt. Fir alle drei Konzentrationen wurde eine signifikante
Reduktion des Glutathion-Gehalts gemessen (Abb. 23). Es bestand kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen L-Buthionin-

sulfoximin-Konzentrationen.
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Abb. 23: Glutathion-Reduktion in Huh6 Zellen

Zu sehen ist die durchschnittliche Fluoreszenzintensitdt des Monochlorobiman
(MCB)-Farbstoffs nach 24 h L-Buthionin-sulfoximin (BSO) Behandlung. Die Ergebnisse wurden
aus dem Durchschnitt von vier unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante Werte nach
t-Test (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert.

Um eine Glutathion-Depletion im Mikrokerntest zu erreichen, wurde die eine
Halfte der Zellen mit L-Buthionin-sulfoximin (250 yuM) fur eine Dauer von 24 h
behandelt. Im Anschluss fand die Behandlung mit Lasiocarpin (3,2 uM und
32 uM) fur 24 h statt. Die andere Halfte der Zellen wurde ohne vorherige
L-Buthionin-sulfoximin Behandlung mit Lasiocarpin (3,2 pM und 32 uM)
behandelt. In beiden Behandlungsvarianten wurde ein konzentrations-
abhangiger Anstieg der mikrokernhaltigen Zellen durch Lasiocarpin deutlich
sichtbar (Abb. 24). Insgesamt zeigte sich nach der Gluthation-Depletion mit
L-Buthionin-sulfoximin sowohl fir die Behandlung mit Lasiocarpin, als auch fur
Cyclophosphamid eine vergleichsweise hoheren Anzahl an mikrokernhaltigen
Zellen, als ohne Glutathion-Depletion. Auch die Kontrolle zeigte fur die
Vorbehandlung mit L-Buthionin-sulfoximin eine hdhere Anzahl an
mikrokernhaltigen Zellen, als die Kontrolle ohne L-Buthionin-sulfoximin

Behandlung.
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Abb. 24: Genotoxizitdt von Lasiocarpin unter Glutathion-Depletion

Zu sehen ist die Anzahl der mikrokernhaltigen Huh6 Zellen ohne und mit Glutathion-Depletion
nach 24 h Lasiocarpin (LC) Behandlung. Als Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid (CPA)
verwendet. Die Ergebnisse wurden aus dem Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten
gemittelt. Signifikante Werte nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle ohne L-Buthionin-
sulfoximin (BSO) wurden mit einem (*) markiert. Signifikante Werte nach t-Test (p < 0,05) im
Vergleich zur Kontrolle mit BSO wurden mit einem (A) markiert.

3.5 Protektive Effekte des Anthocyans Delphinidin gegen die
Genotoxizitat von Lasiocarpin im Mikrokerntest

Die Kombinationsbehandlung der Huh6 Zellen mit Lasiocarpin und dem

pflanzlichen Antioxidans Delphinidin soll das natlrliche Vorkommen der PA in

Pflanzen nachahmen und mogliche Schutzeffekte durch Antioxidantien in

Bezug auf die Genotoxizitat von Lasiocarpin untersuchen. Delphinidin besitzt

antioxidative und anti-genotoxische Eigenschaften. Delphinidin ist in wassriger

Ldsung nicht stabil, sondern wird rasch umgesetzt (Abb. 25).

45



Ergebnisse

1 mM Delphinidin in H,0/DMSO (80/20) Test-2
- Signal Delphinidin -

2% 2% 2% 2% 1%
———@ . L @
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480

Minuten
—@— Delphinidin-Gehalt rel. zu t=0

Abb. 25: Reduktion des Delphinidin-Signals

Rasche Reduktion des Delphinidin-Signals in Wasser/Dimethylsulfoxid (H,O/DMSOQ) Uber einen
Zeitraum von 360 Minuten. Die Graphik stammt aus einer Kooperation mit der SAPIOTEC
GmbH (mit Genehmigung von Herrn Schmick, Herrn Broscheit).

Zeitgleich findet eine Zunahme des Umsetzungsprodukts von Delphinidin, der
Carbinol-Pseudobase, statt (Abb. 26). Daher kénnte man davon ausgehen,
dass die Effekte des Delphinidin zumindest teilweise auch auf seine

Umsetzungsprodukte zurtckzufuhren sind.
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Abb. 26: Anstieg des Carbinol-Pseudobasen-Signals

Anstieg des Signals der Carbinol-Pseudobase in Wasser/Dimethylsulfoxid (H,O/DMSO) tber
einen Zeitraum von 360 Minuten (Diese Messung wurde zeitgleich mit der Messung des
Delphinidin-Signals durchgefiihrt). Die Graphik stammt aus einer Kooperation mit der
SAPIOTEC GmbH (mit Genehmigung von Herrn Schmuick, Herrn Broscheit).

Um realistische Szenarien humaner Expositionen besser nachzuahmen,

wurden die Zellen im Mikrokerntest nicht nur mit frischem Delphinidin, sondern
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auch mit gelagertem Delphinidin (2 h Inkubation bei 37 °C) behandelt, was dem
Zustand in Nahrungsmitteln besser entsprechen konnte.

Wie Abbildung 25 zeigt, sank nach einer Zeitdauer von 2 h das gemessene
Delphinidin-Signal auf 2 % des Ausgangswerts, wahrend das Signal der
Carbinol-Pseudobase, im Vergleich zum Anfangszeitpunkt der Lagerung, um
ein Vielfaches anstieg (Abb. 26). Somit ist davon auszugehen, dass die Zellen
bei einer Behandlung mit gelagertem Delphinidin hauptsachlich der Carbinol-
Pseudobase bzw. mdoglichen anderen Umsetzungsprodukten — und nicht
Delphinidin — ausgesetzt wurden.

Im Mikrokerntest wurde Lasiocarpin (32 pyM) mit frischem Delphinidin (10 pM)
bzw. gelagertem Delphinidin (10 yuM) kombiniert. Hierflir wurden die Zellen zehn
Minuten mit frischem Delphinidin bzw. gelagertem Delphinidin inkubiert, bevor
Lasiocarpin fur eine Dauer von 24 h zugegeben wurde.

Abbildung 27 zeigt den statistisch signifikanten Anstieg der mikrokernhaltigen
Zellen fur Lasiocarpin (32 pM), die beiden Kombinationsbehandlungen aus
frischem Delphinidin und Lasiocarpin bzw. gelagertem Delphinidin und
Lasiocarpin im Vergleich zur Kontrolle. Auch die Positivkontrolle
Cyclophosphamid zeigte sich statistisch signifikant erhoht. Zudem zeigte
Delphinidin  (10uM) eine dezente, aber dennoch statistisch signifikante
Steigerung in der Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen im Vergleich zur
Kontrolle. Der Proliferationsindex zeigte eine statistisch signifikante Reduktion
fur die Kombinationsbehandlung aus gelagertem Delphinidin und Lasiocarpin
sowie eine leichte Reduktion fur die Kombinationsbehandlung aus frischem
Delphinidin und Lasiocarpin im Vergleich zur Kontrolle. Zudem war der
Proliferationsindex der Kombinationsbehandlung aus gelagertem Delphinidin
und Lasiocarpin im Vergleich zu Lasiocarpin (32 pM) statistisch signifikant
reduziert.
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Abb. 27: Kombinationsbehandlung von Delphinidin (10 pM) und Lasiocarpin

Zu sehen ist die Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen nach einer 24 h Behandlung mit
Lasiocarpin (LC), frischem Delphinidin (Del) und einer Kombination aus frischem Delphinidin mit
LC (Del+LC) bzw. gelagertem Delphinidin mit LC (degrad. Del+LC). Als Positivkontrolle wurde
Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Ergebnisse wurden aus dem Durchschnitt von vier
unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante Werte nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich
zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert. Die signifikante Reduktion des
Proliferationsindexes fur degrad. Del+LC im Vergleich zur Kontrolle wurde mit (*) und im
Vergleich zu LC (32 pM) mit (°) markiert.

Da fur frisches Delphinidin (10 pyM) die Zahl der mikrokernhaltigen Zellen
signifikant anstieg, wurde das Experiment mit einer reduzierten
Delphinidinkonzentration von 3,2 uM wiederholt (Abb.28). Hier wurde ebenfalls
ein statistisch signifikanter Anstieg der mikrokernhaltigen Zellen fur Lasiocarpin
(32 uM) und die Positivkontrolle Cyclophosphamid sichtbar. Auch frisches
Delphinidin (3,2 uM) zeigte erneut einen dezenten, statistisch signifikanten
Anstieg der mikrokernhaltigen Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Auffallig war
die signifikante Reduktion der Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen
der beiden Kombinationsbehandlungen aus frischem Delphinidin und
Lasiocarpin bzw. gelagertem Delphinidin und Lasiocarpin im Vergleich zu
Lasiocarpin (32 pM). Der Proliferationsindex zeigte sich fur alle getesteten

Substanzen weitestgehend stabil.
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Abb. 28: Kombinationsbehandlung von Delphinidin (3,2 pM) und Lasiocarpin

Zu sehen ist die Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen nach einer 24 h Behandlung mit
Lasiocarpin (LC), frischem Delphinidin (Del) und einer Kombination aus frischem Delphinidin mit
LC (Del+LC) bzw. gelagertem Delphinidin mit LC (degrad. Del+LC). Als Positivkontrolle wurde
Cyclophosphamid (CPA) verwendet. Die Ergebnisse wurden aus dem Durchschnitt von drei
unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante Werte (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle
wurden mit einem (*) markiert. Signifikante Werte nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich zu
Lasiocarpin (32 uM) wurden mit (°) markiert.

3.5.1 Untersuchung der Superoxid-Produktion

Die vermuteten gesundheitsfordernden Effekte des Delphinidin konnten unter
anderem auf das Abfangen von freien Sauerstoffradikalen zurtuckgefuhrt
werden. Daher wurde die Superoxid-Produktion flr eine Behandlung mit
Lasiocarpin  mit Hilfe der Dihydroethidium-Farbung gemessen. Als
Positivkontrolle wurde Antimycin A, eine Substanz, welche die Ubertragung von
Elektronen in der Atmungskette blockiert, verwendet. Ein Anstieg des
Grauwerts im Vergleich zur Kontrolle entspricht einem Anstieg der Superoxid-
Produktion. Wie in Abbildung 29 sichtbar ist, zeigte sich fir Antimycin A (25 uM
und 50 uM) ein konzentrationsabhangiger Anstieg des durchschnittlich
ermittelten Grauwerts des Dihydroethidium-Signals, wobei Antimycin A (50 uM)
als statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrolle getestet wurde. Zu keinem
Zeitpunkt der Behandlung mit Lasiocarpin (32 pM) stieg das

Dihydroethidium-Signal im Vergleich zur Kontrolle an.
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Abb. 29: Superoxidproduktion nach Lasiocarpin-Behandlung

Zu sehen ist der durchschnittlicher Grauwert (in %) des zu Ethidium oxidierten Dihydroethidium
(DHE)-Signals nach einer Behandlung mit Lasiocarpin (LC 32 pM) dber 8 h, 4 h, 2 h bzw. mit
Antimycin A (AMA) fir 2 h. Ein Anstieg im Vergleich zur Kontrolle wurde als Anstieg der
Superoxid-Bildung interpretiert. Die Ergebnisse wurden aus dem Durchschnitt von drei
unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante Werte nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich
zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert.

3.5.2 Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials
Mitochondriale Funktionsstorungen konnen unter anderem durch eine
Anderung des mitochondrialen Membranpotentials nachgewiesen werden. Das
mitochondriale Membranpotential der Huh6 Zellen wurde in einem Zeitverlauf
von 8 h, 4h und 2 h fur eine Behandlung mit Lasiocarpin (32 uM) und die
Positivkontrolle mit Antimycin A untersucht. Eine Reduktion des Grauwerts des
Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester-Signals im Vergleich zur Kontrolle entspricht
einer Anderung des physiologischen mitochondrialen Membranpotentials. Wie
in Abbildung 30 zu sehen ist, wurde fur Antimycin A (25 yM und 50 pM) eine
konzentrationsabhangige Reduktion des Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester-
Signals nachgewiesen. Fur Lasiocarpin wurde nach einer Behandlungszeit von
4h keine Anderung des Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester-Signals im Vergleich
zur Kontrolle gemessen. Dagegen zeigte die Behandlung mit Lasiocarpin uber
8 h bzw. 2 h eine statistisch signifikante Reduktion des Tetramethylrhodamine-

Ethyl-Ester-Signals im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 30: Anderung des mitochondrialen Membranpotentials (% pro Zelle)

Zu sehen ist der durchschnittlicher Grauwert pro Zelle (in %) des Tetramethylrhodamine-Ethyl-
Ester (TMRE)-Signals nach einer Behandlung mit Lasiocarpin (LC 32 uM) fir 8 h, 4h und 2 h
bzw. mit Antimycin A (AMA) fir 2 h. Eine Reduktion im Vergleich zur Kontrolle wurde als
Anderung des physiologischen mitochondrialen Membranpotentials interpretiert. Die Ergebnisse
wurden aus dem Durchschnitt von vier unabhangigen Experimenten gemittelt. Signifikante
Werte nach t-Test (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle wurden mit einem (*) markiert.
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4 Diskussion

4.1 Mikrokerntest — mit und ohne Cytochalasin-B

Das Standardprotokoll fir den Mikrokerntest nach Fenech (2007) betont die
Notwendigkeit, die Zellen mit Cytochalasin-B zu behandeln, um eine hohere
Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit zu erhalten. Dies gilt jedoch vor allem
fur Lymphozyten, da fur kultivierte Zellen mit exponentiellem Wachstum der
Mikrokerntest auch ohne Cytochalasin-B zuverlassig ist (Lorge, Thybaud et al.
2006). Vor dem Hintergrund, dass in der Publikation von Allemang, Mahony et
al. (2018) die Mikrokerninduktion der PA mit Hilfe der Durchflusszytometrie,
einer Methode bei der ohne Cytochalasin-B gearbeitet wird, untersucht wurde,
ist ein Vergleich bezuglich der Sensitivitat des Mikrokerntests mit und ohne
Cytochalasin-B Behandlung sinnvoll.

Am Beispiel von Lasiocarpin zeigte sich im Vergleich beider Protokolle eine
etwas bessere Induktion von Mikrokernen ohne Cytochalasin-B Behandlung.
Jedoch ist nur bei Zugabe von Cytochalasin-B eine Auswertung des
Proliferationsindexes moglich. Dieser liefert wichtige Informationen zu
zytostatischen Effekten der Testsubstanzen. Beispielsweise kann eine niedrige
Anzahl an doppelkernigen Zellen auf eine verringerte Mitoserate hinweisen
(Fenech 2007). Fur das Protokoll ohne Cytochalasin-B sollte daher zusatzlich
immer eine Methode zur Ermittlung der Zellproliferation bzw. Mitoseaktivitat
eingesetzt werden.

Aufgrund der bisher bewahrten Erhebung des Proliferationsindexes, bei
geringem Unterschied in der Sensitivitat zur Genotoxizitat, wurden alle weiteren

Mikrokerntests mit Cytochalasin-B Behandlung durchgeflhrt.

4.2 Genotoxizitat der Testsubstanzen

Mit Hilfe des Mikrokerntests wurde das genotoxische Potential von Lasiocarpin,
Senecionin und Seneciphyllin in den Huh6 Zellen untersucht. Die Huh6 Zellen
mit ihrer hohen metabolischen Aktivitat eignen sich sehr gut fur
Genotoxizitatsexperimente mit Promutagenen (Waldherr, Misik et al. 2018).
Lasiocarpin gilt als eines der potentesten PA, was bereits durch zahlreiche
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Studien belegt werden konnte (Fu, Xia et al. 2004). Lasiocarpin zeigte auch in
den Huh6 Zellen eine Induktion der Mikrokerne. Die niedrige getestete Dosis
von 3,2 uM flhrte zu einer signifikanten Erhéhung der mikrokernhaltigen Zellen
im Vergleich zur Kontrolle. Allemang, Mahony et al. (2018) konnten bereits ab
einer Lasiocarpinkonzentration von 0,59 yuM eine signifikante Steigerung der
Mikrokernfrequenz in den HepaRG Zellen zeigen. Diese deutlich geringere
Konzentration ist vermutlich auf die hohe Sensitivitat der verwendeten HepaRG
Zellen zur Detektion genotoxischer Substanzen zuridckzufihren (Hégarat,
Mourot et al. 2014). Begrundet wird dies unter anderem mit der starken
Expression der CYP-Enzyme, welche durch eine Differenzierung der HepaRG
Zellen im Vorfeld noch gesteigert wird. Vor allem die dadurch in hohem Malde
enthaltenen CYP3A4 und CYP2B Subtypen (Anthérieu, Chesné et al. 2010)
spielen fur die PA-Metabolisierung eine wichtige Rolle (Moreira, Pereira et al.
2018).

Auch der Nachweis von DNA-Addukten in Lebertumoren anhand einer in vivo
Studie zeigt das genotoxische und karzinogene Potential von Lasiocarpin.
Hierfur wurden Ratten mit 4,5 uMol und 24 yMol/kg Korpergewicht pro Tag oral
gefuttert und anschlielfend DNA aus der Leber isoliert und die DNA-Addukte
durch Massenspektromie (LC/MS/MS) quantifiziert. Die Dosis von 24 pMol/kg
Korpergewicht pro Tag fuhrte zu einer Detektion von DNA-Addukten, wahrend
die Dosis von 4,5uMol/lkg Korpergewicht pro Tag keine messbare
Adduktmenge verursacht (Xia, Zhao et al. 2013). Auch Laconi, Sarma et al.
(1995) konnten in einer Rattenstudie zeigen, dass Lasiocarpin in einer
einmaligen Dosis von 80 uMol/kg Korpergewicht Leberschaden wie
Megalozytose, Fibrose, Zirrhose und maligne Neoplasien verursacht.

Insgesamt kommen alle Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass Lasiocarpin
genotoxische, karzinogene sowie hepatotoxische Eigenschaften besitzt.

In Pflanzen kommt Lasiocarpin hauptsachlich in der Heliotropium-Spezies
(Sonnenwenden) vor. Diese werden in Form von Krautern in Griechenland,
Indien, Afrika, Sudamerika und im arabischen Raum eingesetzt (Huxtable
1989). Daher kam es in der Vergangenheit bereits mit Samen von

Heliotropium lasiocarpum zu Vergiftungsfallen beim Menschen, beispielsweise
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durch Verunreinigung von Gerste in Asien (Huxtable 1989) oder Tee in
Hongkong (Culvenor, Edgar et al. 1986). Des Weiteren traten Vergiftungen
nach dem Konsum von Heliotropium eichwaldii zu medizinischen Zwecken in
Indien (Datta, Khuroo et al. 1978) sowie durch verunreinigtes Getreide in
Afghanistan, Pakistan und Indien auf (Prakash, Pereira et al. 1999, Moreira,
Pereira et al. 2018).

Im Gegensatz zu Lasiocarpin ist die Datenlage zur Genotoxizitat von
Senecionin und Seneciphyllin insgesamt etwas geringer, obwohl Senecionin
bereits in den 60er Jahren als genotoxisch, hepatotoxisch und tumorigen
eingestuft wurde (Mattocks 1968). Spater konnte nachgewiesen werden, dass
Senecionin in primaren Rattenhepatozyten DNA-Reparatursysteme stimuliert
(Green, Segall et al. 1981). Zudem wurden beide PA in einem Amestest als
mutagen identifiziert (Rubiolo, Pieters et al. 1992). In vivo Untersuchungen mit
Pflanzenextrakten, welche Senecionin enthielten, fuhrten in Ratten zu
hepatozellularen oder angiogenen Tumoren, wobei weibliche Tiere deutlich
starker betroffen waren als mannliche (Habs, Habs et al. 1982). Zudem wird
Senecionin in Studien als embryotoxisch, plazenta- und milchgangig
beschrieben (BfR 2007).

Hinweise auf die Genotoxizitat von Seneciphyllin lieferte die Zunahme des
Schwesterchromatidaustauschs in  einer Untersuchung von chinesischen
V79 Hamsterzellen in  Ko-Kultur mit primaren Hepatozyten aus
Huhnerembryonen (WHO 1988). Zudem wird durch das BfR (2007) auf die
Gefahr durch den aus Seneciphyllin entstehenden sekundaren Metaboliten —
das Dehydroretronecin - aufmerksam gemacht. Dieser Metabolit wurde von der
"International Agency for Research on Cancer" (IARC) als karzinogen bewertet
(IARC 1976). Daruber hinaus konnte jungst in einer Studie mit Uber
37 verschiedenen PA bzw. ihrer N-Oxide mittels yH2AX-Farbung, einer
Methode zum Nachweis von Doppelstrangbriichen, gezeigt werden, dass
sowohl Senecionin, als auch Seneciphyllin zur Gruppe der am starksten
DNA-schadigenden PA gehoren (Louisse, Rijkers et al. 2019).
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Die von uns durchgefuhrten Mikrokerntests zeigten ebenfalls eine deutliche
Induktion von Mikrokernen durch Senecionin und Seneciphyllin. Dabei fuhrte
die Konzentration von 30 pM  Senecionin zu einem Anstieg der
mikrokernhaltigen Zellen. Seneciphyllin induzierte in der Konzentration von
32 uyM Mikrokerne. Eine DNA-Interaktion beider Substanzen ist bereits aus
einer Untersuchung in bovinen Nierenepithelzellen bekannt; beide PA zeigten
ab einer Konzentration von 50 pM signifikante Effekte. Dabei induzierte
Seneciphyllin in gréllerem Umfang DNA-Quervernetzungen als Senecionin
(Hincks, Kim et al. 1991). Aus dieser Studie konnte auch abgeleitet werden,
dass makrozyklische Diester ein deutlich hoheres Potential zur
DNA-Quervernetzung besitzen, als offene Diester. Dies unterstutzt die These
von Mattocks, Driver et al. (1986), dass PA mit makrozyklischen Sauren
toxischer sind als offene Di- oder Monoester.

Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Mikrokerntests. Hier zeigte sich Lasiocarpin deutlich potenter
als Senecionin und Seneciphyllin. Doch auch andere makrozyklische Diester
zeigten sich in Mikrokerntests bereits weniger potent als Lasiocarpin.
Beispielsweise fand sich bei Riddellin 1/5 der genotoxischen Potenz von
Lasiocarpin und Monocrotalin zeigte sogar um den Faktor 100-400fach
schwachere Effekte (Allemang, Mahony et al. 2018). Das Potential der PA zur
DNA-Quervernetzung korreliert demnach nicht mit dem Ausmall der
Mikrokernentstehung.  Berucksichtigt man, dass die Induktion von
DNA-Quervernetzungen durch PA mit einer Hemmung der Mitose einhergeht
(Hincks, Kim et al. 1991), kann dies moglicherweise eine Erklarung dafur sein,
dass sich die starken DNA-Vernetzer Senecionin und Seneciphyllin als weniger
genotoxisch zeigten, als Lasiocarpin. Dies kdnnte sich jedoch nur auswirken,
wenn in den Tests kein Cytochalasin-B verwendet wird.

In Mikrokerntests mit Cytochalasin-B dagegen kann die deutlich einfachere
enzymatische Metabolisierung von Lasiocarpin eine Erklarung fur die hohere
genotoxische Potenz sein. Es ist bereits bekannt, dass offene Diester leichter

der Hydrolyse durch Esterasen zuganglich sind, als makrozyklische PA
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(Mattocks, Driver et al. 1986). Interessant dazu sind Untersuchungen zur
Hydrolyse durch Carboxylesterasen mit makrozyklischen PA. Fu, Xia et al.
(2004) fasst die Ergebnisse mehrere Studien zusammen und kommt zu dem
Schluss, dass vor allem sterische Hindernisse am C9-Ester zu niedrigen
Hydrolyseraten und damit einer gewissen Substratspezifitdt der Esterasen
beitragen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die chemische Struktur der
Sauren auch flur die Zuganglichkeit der CYP-Enzyme eine entscheidende Rolle
spielt, wodurch schlussendlich die Entstehung toxischer Metabolite beeinflusst
wird.

Betrachtet man insgesamt die gesundheitliche Gefahr, die von Senecionin und
Seneciphyllin ausgehen koénnte, so ist zunachst eine Exposition mit beiden PA
im Hinblick auf die weite Verbreitung von Senecio-Pflanzenarten in unseren
Breitengraden sehr wahrscheinlich. Geringe Wachstumsanspriche, eine hohe
Samenproduktion  sowie die Resistenz  gegenuber verschiedenen
Herbizid-Gruppen fuhren dazu, dass sich vor allem Senecio vulgaris (gemeines
Greiskraut) sowie Senecio jacobaea (Jakobs-Greiskraut) massenhaft
vermehren (BfR 2007, Kempf 2009). Damit einher geht eine steigende Anzahl
an Vergiftungsfallen von Pferden und Kuhen (Cortinovis und Caloni 2015) sowie
die zunehmende Gefahr der Kontamination von Obst-, Gemuse- und
Blumenkulturen (BfR 2007). Daher stellt neben dem Nachweis beider PA in
Honigen auch die Kontamination von Salatmischungen mit Senecio vulgaris
eine potentielle Quelle der PA-Aufnahme dar. Der maximale Gesamtgehalt von
83 % Senecionin bzw. 59 % Seneciphyllin in Proben dieser Pflanze (Borstel,
Witte et al. 1989) unterstreicht die Bedeutung der beiden PA hinsichtlich des
gesundheitlichen Risikos durch verunreinigte Lebensmittel. Daher sollten in
Zukunft noch weitere Untersuchungen beider PA bezuglich ihres kanzerogenen
Potentials durchgefuhrt werden.

4.3 Enzymaktivitat der CYP1A in den Huh6 Zellen

Fir die Metabolisierung der PA zu toxischen Pyrrolestern scheinen
hauptsachlich die Isoformen CYP3A4 und CYP2B verantwortlich zu sein (Fu,

Xia et al. 2004). Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch die Arbeitsgruppe um
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Ruan, Yang et al. (2014), welche die Menge an Pyrrol-Protein-Addukten
detektierte, welche durch Inkubation von Lasiocarpin mit jeweils zehn
verschiedenen CYP-Enzymen entstand. Dabei zeigte sich fir Lasiocarpin ein
Anstieg der Pyrrol-Protein-Addukte bei Inkubation mit CYP3A4 und CYP3AS5,
interessanterweise aber auch fur die Inkubation mit CYP1A1 (Ruan, Yang et al.
2014). Daher wird von den Autoren eine Beteiligung dieser drei CYP-Enzyme
an der Aktivierung von Lasiocarpin zu toxischen Metaboliten als sehr
wahrscheinlich angesehen.

Ebmeyer, Braeuning et al. (2019) verglich die Reduktion des Lasiocarpingehalts
in  Anwesenheit von verschiedenen humanen CYP-Enzymen in
Lebermikrosomen. Dabei konnte fur die CYP3A4 bzw. CYP3AS5 eine deutliche
Reduktion des nicht-metabolisierten Lasiocarpins gemessen werden.
Wohingegen durch eine Inkubation mit CYP1A1 oder CYP1A2 keine Reduktion
des Lasiocarpingehalts nachgewiesen werden konnte, sodass eine Beteiligung
dieser beiden Enzyme am Metabolismus von Lasiocarpin anhand dieser Studie
als unwahrscheinlich anzusehen ist. Insgesamt kann zum jetzigen Zeitpunkt
aus den aktuellen Daten der Fachliteratur die Rolle der CYP1A im
Metabolismus von Lasiocarpin noch nicht eindeutig bewertet werden.

In den Huh6 Zellen wurde bislang nur das Vorhandensein der CYP3A4,
CYP3A7, CYP4F3, CYP2B6 und UGT1A1 beschrieben (Sugatani, Osabe et al.
2010, Hosomi, Fukami et al. 2011, Goldstein, Rivlin et al. 2012, Waldherr, Misik
et al. 2018). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht, ob die
CYP1A in den Huh6 Zellen exprimiert wird und inwiefern die Enzymaktivitat
durch Lasiocarpin, Cyclophosphamid und Benzo(a)pyren beeinflusst wird.

Der daflr durchgefihrte EROD-Assay spiegelt die Enzymaktivitat der CYP1A
anhand der Fluoreszenzintensitat von Resorufin wider, welches durch die
CYP1A aus Ethoxyresorufin metabolisiert wird.

Vor  allem Benzo(a)pyren verursachte eine besonders hohe
CYP1A-Enzymaktivitat, welche vermutlich auf eine Enzyminduktion
zuruckzufuhren ist (Ma und Lu 2007). Cyclophosphamid und Lasiocarpin
verursachten keine detektierbare Anderung der Enzymaktivitdt und konnten

daher dieses Enzym weder induzieren noch inhibieren. Dennoch ist eine
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Beteiligung der CYP1A an der Metabolisierung von Lasiocarpin durchaus in
Erwagung zu ziehen. Lasiocarpin zeigte sich in den Mikrokernexperimenten als
besonders genotoxisch im Vergleich zu Senecionin bzw. Seneciphyllin. Dafur
ist, neben der chemischen Struktur der PA, vermutlich auch eine
unterschiedliche Spezifitat der verschiedenen CYP-Enzyme verantwortlich. Far
Senecionin und Seneciphyllin wurde namlich eine starke Beteiligung der
CYP2A6 und nicht der CYP1A gezeigt (Ruan, Yang et al. 2014). Das
Vorhandensein der CYP2A6 wurde jedoch bislang noch nicht fur die Huh6
Zellen beschrieben, wohingegen unser EROD-Assay zeigen konnte, dass die
CYP1A in den Huh6 Zellen exprimiert wird.

In Zukunft sollte die Charakterisierung der Huh6 Zellen bezuglich ihrer
CYP-Enzyme fortgefihrt und die Beteiligung der verschiedenen Isoformen an

der Metabolisierung von PA untersucht werden.

4.4 Lasiocarpin - Die Rolle von Glutathion und der Einfluss
auf die Genotoxizitat

Lasiocarpin wurde ausgewahlt um zellulare Mechanismen und Einflussfaktoren,
welche fur die Toxizitat der PA verantwortlich sind, besser zu verstehen. Dabei
steht unter anderem oxidativer Stress und die Rolle des Glutathions im Fokus.
Dass Glutathion die toxischen Pyrrolester bindet, konnte bereits am Beispiel
von Clivorin gezeigt werden (Lin, Cui et al. 2000). AuRerdem konnte ein
Vergleich mit zwolf unterschiedlichen PA in Leber-Mikrosomen verdeutlichen,
dass die groflite Menge an 7-GSH-DHPA-Addukten durch Lasiocarpin entsteht
(Ruan, Yang et al. 2014).

Die von uns durchgefuhrte Messung des intrazellularen Glutathion-Gehalts
mittels Monochlorobiman-Farbstoff zeigte fir Lasiocarpin (32 uM) eine dezente
Reduktion des Glutathion-Gehalts. Dieses Ergebnis steht mit den in der
Fachliteratur vorhandenen Hinweisen in Einklang, dass PA bzw. ihre Metabolite
mit Glutathion interagieren und dadurch die Menge an freiem Glutathion
senken. In Zukunft sollten noch weitere Glutathion-Bestimmungsmethoden

durchgefuhrt werden, da der hier verwendete Monochlorobiman-Farbstoff nicht
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nur an freies Glutathion, sondern auch an eine zweite freie SH-Gruppe der
7-GSH-DHPA-Addukte binden kann.

In der Fachliteratur wird kontrovers diskutiert, ob die Glutathion-Konjugation der
toxischen Pyrrolester eine wirkungsvolle Schutzfunktion darstellt, da die
Glutathion-Addukte unter bestimmten Bedingungen auch als genotoxisch
beschrieben wurden (Schramm, Kohler et al. 2019). Mogliche negative Effekte
eines dauerhaft erniedrigten intrazellularen Glutathion-Gehalts, zum Beispiel
aufgrund einer chronischen PA-Zufuhr durch belastete Lebensmittel, sollten in
diesem Kontext berucksichtigt werden. SchlieBlich fuhrt eine Senkung des
zellularen Glutathions um mehr als 30 % in der Leber zu Veranderungen in der
Metabolisierung von Xenobiotika und einer steigenden Toxizitat elektrophiler
Metabolite (Plummer, Smith et al. 1981).

Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss von Glutathion auf die Genotoxizitat
von Lasiocarpin im Mikrokerntest weiter untersucht. Durch eine Vorbehandlung
der Zellen mit L-Buthionin-sulfoximin zur Glutathion-Depletion kann der
Zusammenhang zwischen Anderungen des Glutathion-Gehalts und der
Toxizitat von Substanzen sehr gut untersucht werden (Griffith und Meister 1979,
Kretzschmar 1996). Dies konnte beispielsweise bereits fur genotoxische
Substanzen wie Cisplatin, einem alkylierenden Zytostatikum, oder Patulin,
einem Mykotoxin, gezeigt werden. Hier bewirkte die Glutathion-Depletion mittels
L-Buthionin-sulfoximin einen zusatzlichen Anstieg der Mikrokernanzahl, sodass
der deutliche Einfluss des Glutathion-Gehalts auf die Entstehung von
DNA-Schaden von den Autoren hervorgehoben wurde (Khynriam und Prasad
2003, Glaser und Stopper 2012).

Daher wurde als Hypothese angenommen, dass eine Reduktion des
intrazellularen Glutathion-Gehalts mit einer starkeren Mikrokerninduktion durch
Lasiocarpin einhergehen konnte, sofern Glutathion eine Rolle in der Entgiftung
spielt. In dem von uns durchgefuhrten Mikrokerntest wurde sowohl in den mit
Lasiocarpin behandelten Zellen, als auch in der Kontrolle nach vorheriger
Glutathion-Depletion tendenziell eine hohere Anzahl an mikrokernhaltigen
Zellen detektiert. Es zeigte sich jedoch in keiner Probe ein statistisch
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signifikanter Unterschied in der Anzahl an mikrokernhaltigen Zellen mit bzw.
ohne Glutathion-Depletion.

Die erfolgreiche Glutathion-Depletion in den Huh6 Zellen durch eine
L-Buthionin-sulfoximin-Behandlung (250 yM) konnte flir einen Zeitraum von
24 h im GSH-Assay klar gezeigt werden. Es ist jedoch bekannt, dass Zellen
durch oxidativen Stress mit einer gesteigerten Expression des Enzyms
Glutamat-Cystein-Ligase reagieren (Lu 2013). Da durch die L-Buthionin-
sulfoximin-Vorbehandlung kunstlich oxidativer Stress induziert wurde, liegt eine
solche Reaktion der Huh6 Zellen sehr nahe. Der Glutathion-Gehalt konnte sich
im Verlauf des Mikrokernexperiments (Zeitraum: 6 Tage) wieder normalisiert
haben, sodass lediglich eine anfangliche Reduktion des Glutathion-Gehalts
vorhanden war.

Zudem scheinen PA auch direkt die Glutathion-Synthese zu beeinflussen.
Interessant hierzu ist eine in vivo Untersuchung von Yan und Huxtable (1996).
Die mit Monocrotalin gefltterten Ratten zeigten nach 24 h eine signifikante
Steigerung der Enzymaktivitat sowohl fur die Glutamat-Cystein-Ligase, als auch
die Glutathion-Synthetase in Leber und Lunge. Daher wird von den Autoren ein
Anstieg des Glutathion-Gehalts in Korrelation mit dem Vorhandensein der
PA-Metabolite als sehr wahrscheinlich angesehen. Andererseits fanden wir
keinen signifikanten Anstieg des intrazellularen Glutathion-Gehalts nach einer
Behandlung mit Lasiocarpin, sondern wie bereits erwahnt eine dezente
Reduktion.

Insgesamt ist die Rolle von Glutathion in der Lasiocarpin-induzierten
Genotoxizitat schwer zu beurteilen. Es besteht die Moglichkeit, dass sowohl die
toxischen Pyrrolester selbst, als auch die GSH-DHPA-Konjugate mit der DNA
interagieren und zur Mikrokernentstehung durch PA beitragen. Dies zeigt
beispielsweise auch eine in vitro Studie mit Kalberthymus-DNA, bei der
GSH-DHPA-Konjugate die gleichen DNA-Addukte verursachen, wie die
toxischen Pyrrolester alleine (Xia, Ma et al. 2015, Schramm, Kohler et al. 2019).
Aulerdem wurde von Ruan, Yang et al. (2014) beschrieben, dass die
Adduktbildung der toxischen Pyrrolester mit Glutathion zeitlich parallel zur

Adduktbildung mit Proteinen ablauft. Die Autoren vermuten, dass eine
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Interaktion der toxischen Pyrrolester mit anderen Biomolekulen nicht verhindert
werden kann, auch wenn genugend freies Glutathion fur eine Adduktbildung zur
Verfligung stehen wirde. Im Umkehrschluss wirde daher ein reduzierter
intrazellularer Glutathion-Gehalt nicht zwangslaufig zu einer starkeren
Mikrokerninduktion durch Lasiocarpin fuhren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zahlreiche Studien und auch der hier
durchgefuhrte Glutathion-Assay zwar eine Wechselwirkung zwischen Glutathion
und Lasiocarpin zeigen, jedoch der Einfluss des Glutathion-Gehalts in der
Entstehung von genotoxischen Schaden durch Lasiocarpin eine untergeordnete
Rolle spielt.

4.5 Protektive Effekte des Anthocyans Delphinidin im
Mikrokerntest

Das natlrliche Antioxidans Delphinidin gehoért zu den Anthocyaninen, die der
Gruppe der Flavenoide zugeordnet werden. Diese sekundaren Pflanzenstoffe
sind fur die rote bzw. blaue Farbe von Bliten, Fruchten und Blattern
verantwortlich. Sie werden Uber Nahrungsmittel wie Wein, Beeren, Obst oder
Gemuse in den menschlichen Organismus aufgenommen. Dabei schwankt die
tagliche individuelle Aufnahmemenge und ist abhangig von den jeweiligen Ess-
bzw. Trinkgewohnheiten (Pojer, Mattivi et al. 2013). Die Angaben fur einen
US-Burger werden auf 12,5-200 mg pro Tag geschatzt (Pojer, Mattivi et al.
2013), wahrend die Auswertung der nationalen Verzehrstudie durch Linseisen,
Radtke et al. (1997) fur die bayrische Bevdlkerung eine Aufnahmemenge von
2,7 mg pro Tag (Schwankungsbreite von 0—76 mg) ergab. Bereits 6-20 Minuten
nach dem Verzehr werden Anthocyanine absorbiert und aufgrund einer in vivo
Studie an Mausen wird beschrieben, dass circa 51,5 % der aufgenommenen
Menge in der Leber akkumulieren. Zudem wird darauf hingewiesen, dass sich
die Anthocyanine wahrend der Absorption in Methoxy-Anthocyanine
umwandeln und dadurch vermutlich besser im Korper anreichern konnen
(Sakakibara, Ogawa et al. 2009, Pojer, Mattivi et al. 2013).

Die zahlreichen gesundheitsfordernden Effekte wie Schutz vor Herz-Kreislauf-

Erkrankungen und Krebs wurden bereits in einigen in vitro und in vivo Studien
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belegt. Dabei spielt die Stimulation von Phase Il Entgiftungsenzymen, vor allem
der Glutathion-Reduktase, Glutathion-Peroxidase sowie Glutathion-S-
Transferase, aber auch die Reduktion von oxidativen DNA-Addukten und die
Inhibition von Umweltgiften oder Toxinen eine wichtige Rolle (Pojer, Mattivi et
al. 2013).

Es konnte beispielsweise in vivo die Reduktion von DNA-Schaden fur eine
Kombination aus genotoxischen Substanzen, wie Cyclophosphamid oder
Cisplatin, mit Delphinidin durch Auswertung von Mausezellen in einem
Mikrokerntest gezeigt werden (Khandelwal und Abraham 2014). Als wichtigster
Schutzmechanismus der Anthocyanine gilt dabei ihre Fahigkeit reaktive
Sauerstoffspezies abzufangen. Dies ist unter anderem durch das
Vorhandensein von Hydroxylgruppen maoglich (Wang und Stoner 2008).
Delphinidin kann aber auch zusatzlich Uber eine Induktion der Hamoxygenase
(HO-1), ein Enzym welches intrazellular an der Homoostase des Redoxsystems
beteiligt ist, seine antioxidative/anti-inflammatorische und antikanzerogene
Wirkung entfalten (Bankoglu, Broscheit et al. 2018).

Durch eine Kombination von Delphinidin und Lasiocarpin in einem
Mikrokerntest wurde das naturliche Vorkommen der PA in Pflanzen
nachgeahmt und diente dabei Dbeispielhaft als Verzehr-Szenario von
PA-haltigen Produkten. Daflr wurde eine Kombinationsbehandlung der Huh6
Zellen aus Lasiocarpin mit frischem Delphinidin und gelagertem Delphinidin
durchgefuhrt. Letzteres besteht hauptsachlich aus den Umsetzungsprodukten
des Delphinidin und soll an eine realistischere Exposition im Menschen
angelehnt sein, da in der Fachliteratur haufig auf die geringe Bioverfligbarkeit
der Anthocyanine selbst und stattdessen auf den Nachweis von
Umsetzungsprodukten in Serum und Urin hingewiesen wird (Pojer, Mattivi et al.
2013).

Dass Delphinidin sehr instabil ist, konnte in vitro mittels einer LC-MS-Analyse
gezeigt werden (D. Schmiuck, J. Broscheit, persdnliche Mitteilung 2019). Bereits
2 h nach Beginn der Aufzeichnungen sinkt das Delphinidin-Signal auf unter 3 %
des Ausgangswertes, wahrend das Signal des Umsetzungsprodukts zeitgleich

auf mehr als 500 % des Ausgangswertes ansteigt. Dieses Umsetzungsprodukt
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wurde anschlieBend analytisch als Carbinol-Pseudobase charakterisiert
(Schmuck, Broscheit, personliche Mitteilung 2019). Es ist daher nicht
unwahrscheinlich, dass in vivo mdglicherweise auch die Umsetzungsprodukte
des Delphinidins fur die gesundheitsforderlichen Effekte verantwortlich sind.

Far die Kombinationsbehandlung im Mikrokerntest aus Delphinidin (10 pM)
bzw. gelagertem Delphinidin mit Lasiocarpin (32 uyM) konnte keine Reduktion
der Genotoxizitat von Lasiocarpin gezeigt werden. Allerdings muss bei der
Interpretation dieses Ergebnisses berlcksichtigt werden, dass auch reines
Delphinidin (10 pM) eine signifikante Induktion der mikrokernhaltigen Zellen
verursachte. Dies steht im Widerspruch zu den in der Literatur beschriebenen
Schutzeffekten von Delphinidin vor DNA-Schaden und den Ergebnissen
anderer Studien. Beispielsweise fand in NRK-Zellen (einer Nierenzelllinie) keine
signifikante Induktion der Mikrokerne durch Delphinidin (10 uM) statt (Bankoglu,
Broscheit et al. 2018). Auch eine in vivo Untersuchung an Mausen zeigte keine
Steigerung der Mikrokernrate fur die Behandlung mit Delphinidin im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Azevedo, Alves de Lima et al. 2007).

Entgegen  dieser Belege fur die  gesundheitsfordernden  bzw.
nicht-genotoxischen Effekte, wird fur Anthocyanine aber auch eine prooxidative
Wirkung beschrieben. Auf molekularer Ebene wird dies auf ihre Fahigkeit
zuruckgefuhrt, Metallionen, beispielsweise Kupfer oder Eisen, zu reduzieren,
welche  anschlieBend  wieder unter  Entstehung von reaktiven
Sauerstoffradikalen oxidiert werden (Eghbaliferiz und Iranshahi 2016).
Abhangig von der Konzentration, dem pH-Wert und dem Vorhandensein von
Cu-lonen zeigte auch Delphinidin eine solche prooxidative Wirkung (Fukumoto
und Mazza 2000). Da prooxidative Substanzen die reaktiven Sauerstoffradikale
vor allem in Krebszellen und in der Anwesenheit von Kupfer generieren
(Eghbaliferiz und Iranshahi 2016), besteht durchaus die Moglichkeit, dass dies
in den Huh6 Zellen zur Mikrokerninduktion durch Delphinidin gefuhrt hat. Der
Kupfergehalt der Huh6 Zellen wurde nicht bestimmt, doch auch ohne Zugabe
von Kupfer konnte beispielsweise in Zellkernen von Lymphozyten ein
signifikanter Anstieg von DNA-Bruchen durch Delphinidin (10 puM) beobachtet
werden (Hanif, Shamim et al. 2008).
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FUr die starke Reduktion des Proliferationsindexes in der Kombination aus
gelagertem Delphinidin und Lasiocarpin sind moglichweise zytostatische Effekte
verantwortlich. Beispielhaft wurde fur drei Metabolite der Anthocyanine von
Forester, Choy et al. (2014) gezeigt, dass ein Zellzyklus-Arrest der CaCo-2
Kolonkrebszellen in der GO0/G1 Phase  verursacht wird und
Transkriptionsfaktoren der Zellproliferation gehemmt werden.

Die Reduktion des Proliferationsindexes konnte lediglich in der Kombination aus
Lasiocarpin mit gelagertem Delphinidin, jedoch nicht mit frischem Delphinidin
beobachtet werden. Ursache konnte die langere zeitliche Verfugbarkeit der
Umsetzungsprodukte des Delphinidin fur die Zellen in der Kombination aus
Lasiocarpin und gelagertem Delphinidin sein. Auf3erdem kénnte man vermuten,
dass Lasiocarpin die Umsetzung von frischem Delphinidin und die damit
verbundenen Mechanismen beeinflusst.

Aufgrund der Mikrokerninduktion durch Delphinidin (10 pM), wurde das
Experiment mit einer reduzierten Delphinidinkonzentration (3,2 yM) wiederholt,
um den genotoxischen Effekt durch moglicherweise zu hohe Dosen von
Delphinidin auszuschlie3en. Auch hier induzierte Delphinidin eine geringe, aber
dennoch signifikante Anzahl an mikrokernhaltigen Zellen im Vergleich zur
Kontrolle. Der Faktor, um den sich die Anzahl an mikrokernhaltigen Zellen im
Vergleich zur Kontrolle erhdhte, betragt fur Delphinidin (3,2 pM) 1,32 und flr
Delphinidin (10 yM) 1,31.

Interessanterweise  zeigte sich in diesem Mikrokerntest in den
Kombinationsbehandlungen aus Lasiocarpin mit frischem Delphinidin bzw.
gelagertem Delphinidin (3,2 M) eine signifikante Reduktion der
mikrokernhaltigen Zellen im Vergleich zu Lasiocarpin. Delphinidin und
gelagertes Delphinidin verursachen also in hoherer Konzentration keinen
Schutzeffekt, besitzen aber in niedrigerer Konzentration die Fahigkeit die
Genotoxizitat von Lasiocarpin in einer Kombinationsbehandlung deutlich zu
reduzieren.

Die Frage, ob Delphinidin bzw. seine Umsetzungsprodukte in diesem Fall
reaktive Sauerstoffspezies abfangen und dadurch die Genotoxizitat von

Lasiocarpin  minimieren, kann nicht eindeutig beantwortet werden.
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Voraussetzung hierfur ware ein eindeutiger Nachweis zur Induktion von
oxidativem Stress bzw. reaktiver Sauerstoffspezies durch Lasiocarpin.

In den dazu durchgefuhrten Experimenten zeigte sich Lasiocarpin sehr
heterogen. Auf der einen Seite war im Tetramethylrhodamine-Ethyl-Ester —
Assay eine deutliche Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials im
Vergleich zur Kontrolle fur die Behandlung mit Lasiocarpin sichtbar. Auf der
anderen Seite zeigte der Dihydroethidium—Assay keine Induktion der
Superoxidproduktion, sodass die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
innerhalb der ersten 8h der Metabolisierung von Lasiocarpin sehr
unwahrscheinlich ist.

Die Reduktion der Genotoxizitdt von Lasiocarpin in der Kombination mit
Delphinidin beruht daher vermutlich nicht auf antioxidativen Mechanismen,
vielmehr konnte moglicherweise eine Inhibition von CYP-Enzymen eine Rolle
spielen. Wie bereits erwahnt sind fur die Metabolisierung der PA hauptsachlich
Unterfamilien der CYP3A und CYP2B verantwortlich (Ruan, Yang et al. 2014).
Eine Inhibition der CYP3A4 durch Anthocyanine und deren
Umsetzungsprodukte wurde bereits nachgewiesen. Delphinidin zeigte in einer
Konzentration von 46,5 pM eine Inhibition der CYP3A4 um 50 %.
Phenolsauren, Umsetzungsprodukte von Delphinidin, fuhrten im Vergleich zwar
zu einer deutlich schwacheren Inhibition, jedoch reichen hier die
Konzentrationen von 7,842-472,3 uM (Dreiseitel, Schreier et al. 2008) und sind
daher mit der hier verwendeten Delphinidinkonzentration (3,2 yM) vergleichbar.
In einer weiteren Studie wurde die Enzymaktivitat der CYP2A6, CYP3A4,
CYP2B6 sowie CYP2C9 in primaren humanen Hepatozyten und humanen
Leber-Mikrosomen gemessen. Delphinidin reduzierte die Aktivitat fir drei der
vier CYP-Enzyme (alle auRer CYP2C9), wobei fur CYP3A4 durch Delphinidin
(100 pM) mit einer Verringerung auf 9 % der Ausgangsaktivitat, der starkste
Effekt beobachtet wurde. Passend dazu sind weder die Expression noch die
Proteinmenge der CYP3A4 bzw. der CYP2B6 durch Inkubation mit Delphinidin
gestiegen (Srovnalova, Svecarova et al. 2014).

Die starke Hemmung der CYP3A4 durch Delphinidin ist ein wichtiger Aspekt, da
die Metabolisierung von Lasiocarpin vor allem durch CYP3A4 und CYP3A5
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katalysiert wird. Dies zeigt eine Auswertung von insgesamt zehn verschiedenen
CYP-Enzymaktivitaten (Ruan, Yang et al. 2014). Daher kann eine Hemmung
der CYP3A4 Aktivitat, aber auch anderer CYP-Enzyme durch Delphinidin bzw.
seine Umsetzungsprodukte zu einer verringerten Metabolisierung von
Lasiocarpin fuhren. Infolgedessen entsteht vermutlich eine geringere Menge an
toxischen Pyrrolestern, wodurch DNA-Schaden und somit die Anzahl an
mikrokernhaltigen Zellen reduziert wird.

Das Ergebnis dieses Mikrokerntests macht deutlich, dass in Zukunft vermehrt
die Wechselwirkung der PA mit anderen Substanzen untersucht werden
mussen. Dabei sollten sowohl moglicherweise schutzende Pflanzenstoffe, wie
Antioxidantien, aber auch Kombinationen mehrerer PA in den Fokus gerlckt
werden. Nur dadurch kann es gelingen, das gesundheitsgefahrdende Potential
der PA im Kontext ihres naturlichen Vorkommens in Pflanzen bzw.

Nahrungsmitteln umfassend zu beurteilen.
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5 Zusammenfassung

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind sekundare Pflanzenstoffe, welche Uber
Nahrungsmittel in den menschlichen Organismus gelangen konnen. Zahlreiche
Studien belegen, dass PA in der Leber verstoffwechselt und dabei in aktive
genotoxische Metabolite umgewandelt werden. Diese verursachen vor allem in
der Leber zellulare Schaden, was sich klinisch in Form einer hepatischen
vendsen okklusiven Leberkrankheit, aber auch in der Entstehung von Tumoren
zeigt.

Die vorliegende Arbeit testet das genotoxische Potential der drei PA
Lasiocarpin, Senecionin und Seneciphyllin anhand der Leberzelllinie Huh6 mit
Hilfe des Mikrokerntests. Auferdem wird erstmalig eine Messung der
Enzymaktivitat der CYP1A in den Huh6 Zellen durchgefuhrt. Dartuber hinaus
wird die Wirkung von Lasiocarpin auf den intrazellularen Glutathion-Gehalt, die
Superoxidproduktion und das mitochondriale Membranpotential analysiert.
Zudem werden sowohl der eventuell negative Einfluss einer
Glutathion-Depletion, als auch die moglicherweise schutzenden Effekte des
pflanzlichen Antioxidans Delphinidin in Bezug auf die Genotoxizitat von
Lasiocarpin untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass alle drei ausgewahlten PA einen signifikanten
Anstieg der Mikrokernfrequenz bewirken. In den Mikrokerntests zeigte sich
Lasiocarpin deutlich potenter als Senecionin bzw. Seneciphyllin. Eine
Enzymaktivitat der CYP1A konnte in den Huh6 Zellen nachgewiesen werden.
Kontrovers wird eine moglicherweise schitzende Adduktbildung der PA mit
Glutathion sowie der Einfluss von oxidativem Stress in der Entstehung der
genotoxischen Schaden in der Fachliteratur diskutiert. Unsere Messungen
zeigten fur Lasiocarpin eine dezente Reduktion des Glutathion-Gehalts.
Dagegen fuhrte eine Glutathion-Depletion in den Huh6 Zellen zu keiner
Steigerung der Genotoxizitat von Lasiocarpin. Obwohl kein Anstieg der
Superoxidproduktion durch Lasiocarpin nachgewiesen werden konnte, zeigte
sich durch Lasiocarpin eine deutliche Anderung des mitochondrialen

Membranpotentials, welche als Stérung der Mitochondrienfunktion interpretiert
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wird. Insgesamt spielt oxidativer Stress im Mechanismus der Genotoxizitat der
PA vermutlich eine untergeordnete Rolle.

In Kombination mit dem Antioxidans Delphinidin zeigte sich fur Lasiocarpin eine
signifikante Reduktion der Mikrokernfrequenz. Aufgrund der fehlenden
Superoxidbildung durch Lasiocarpin, lasst sich dieser Effekt jedoch nicht mit
den antioxidativen Eigenschaften des Delphinidin erklaren. Vielmehr liefert eine
Hemmung der CYP-Enzyme durch Delphinidin eine wahrscheinlichere
Erklarung fur diesen Effekt.

Abschlief3end ist anzumerken, dass in Zukunft vor allem die Wechselwirkung
der PA untereinander und mit anderen (Pflanzen-)bestandteilen fur eine

verbesserte Risikoabschatzung der PA-Exposition untersucht werden sollte.
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6 Summary

Pyrrolizidine alkaloids (PA) are secondary plant metabolites that can enter the
human organism via food. Numerous studies showed that PA are metabolized
in the liver and converted into active genotoxic metabolites. This causes cellular
damage, particularly in the liver, which is clinically manifested in the "veno-
occlusive-disease". It can also induce the development of tumors.

This dissertation investigates the genotoxic potential of the three PA
lasiocarpine, senecionine and seneciphylline in the liver cell line Huh6 using the
micronucleus test. For the first time, a measurement of the enzyme activity of
CYP1A in the Huh6 cells is performed. Furthermore, the effect of lasiocarpine
on intracellular glutathione content, superoxide production and mitochondrial
membrane potential are analyzed. In addition, the possible negative influence of
glutathione depletion as well as the possible protective effects of the plant
antioxidant delphinidin on the genotoxicity of lasiocarpine are investigated.

It could be shown that all three selected PA cause a significant increase of the
micronucleus frequency, with lasiocarpine being more potent than senecionine
or seneciphylline. An enzyme activity of CYP1A could be shown in the Huh6
cells.

A possible protective adduct formation of the PA with glutathione as well as the
influence of oxidative stress in the development of genotoxic damage is
controversially discussed in the literature. Our measurements showed a small
reduction of the glutathione content by treatment with lasiocarpine. In contrast,
glutathione depletion in Huh6 cells did not lead to an increase in genotoxicity of
lasiocarpine. Although no increase in superoxide production by lasiocarpine
treatment could be detected, lasiocarpine induced a significant change in
mitochondrial membrane potential, which is interpreted as a disturbance of
mitochondrial function. Overall, oxidative stress seems to play a minor role in
the mechanism of genotoxicity of PA.

In combination with the antioxidant delphinidin, micronucleus induction by
lasiocarpine was reduced. However, due to the lack of superoxide formation by

lasiocarpine treatment, this effect cannot be explained by the antioxidant
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properties of delphinidin. Rather, an inhibition of the CYP-enzymes by
delphinidin provides a likely explanation for this effect.

In conclusion, it should be noted, that in the future, the interaction of different
PA with each other, but also with other (plant-)components, should be

investigated for an improved risk assessment of PA exposure.
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