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Combination effects of quercetin with the herbicides atrazine, cyanazine or gesam-
prim in mutagenicity tests

Zusammenfassung: Das in Pflanzen vorkommende Flavonol Quercetin und die zu den Triazinen ge-
hérenden Herbizide Atrazin, Cyanazin und Gesamprim® wurden einzeln und in Kombination miteinan-
der auf genmotoxische Wirkungen untersucht. Es wurden die Induktion von Schwesterchromatidaus-
tauschen (SCE-Test) und von Mutationen zur 6-Thioguaninresistenz (HPRT-Test) an Ovarzellen des
Chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) bestimmt. Wihrend sich im SCE-Test keine Hinweise auf geno-
toxische Wirkungen ergaben, verursachten die Priifsubstanzen im HPRT-Test nach metabolischer Akti-
vierung durch zugesetzte subzellulire Enzympriparate der Rattenleber ($9-Mix) leicht erhShte Muta-
tionsraten. Die Kombinationen von zwel oder drei Priifsubstanzen verursachten keine deutliche Zunah-
me der genotoxischen Wirkung.

Summary: The plant flavonol quercetin and the triazine herbicides atrazine, cyanazine, and
gesamprim were examined individually and in combination for the induction of genotoxic effects. The
sister chromatid exchange (SCE) assay and the gene mutation assay for 6-thioguanine resistance
(HPRT) were carried out with Chinese hamster ovary (CHO) cells. Whereas no evidence of an increas-
ed SCE rate was found, the test substances caused a slightly increased mutation rate in the HPRT assay
after metabolic activation with a subcellular liver enzyme preparation. Combination studies with two or
three of the test substances did not result in higher mutation rates than those observed for the individual
compounds tested singly.

Schliisselworter: Pestizide — Kombinationswirkungen — Mutagenitit
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Einleitung

Es hat nicht an Warnungen gefehlt, bei der toxikologischen Beurteilung von Lebensmit-
telzusatzstoffen und -kontaminanten dirfe man sich nicht mit der Priifung der Einzel-
substanzen zufriedengeben, sondern miisse die ,,toxische Gesamtsituation® beriicksich-
tigen (9). In diesem Zusammenhang wird immer wieder auf die Moglichkeit hingewie-
sen, daB das Zusammenwirken mehrerer Stoffe zu potenzierenden (synergistischen)
Wirkungen AnlaB geben konnte, daf also in einem solchen Fall die Gesamtwirkung
groBer wire, als durch Addition der Einzelwirkungen zu erwarten ist. Angesichts der
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fast unendlichen Zahl der denkbaren Kombinationsmoglichkeiten ist eine experimen-
telle Erforschung dieser Problematik mit aufwendigen Langzeit-Tierversuchen nur be-
grenzt durchfiihrbar.

Da sich andererseits die der Krebsentstehung vorausgehenden Verinderungen des
genetischen Materials der Zelle durch verschiedene In-vitro-Tests erkennen lassen,
kann die Suche nach Kombinationswirkungen auch mit Hilfe solcher Genotoxizitéts-
tests durchgefiihrt werden (22).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Kombinationswirkungen des weitver-
breiteten Pflanzeninhaltsstoffs Quercetin mit den zur Stoffklasse der Triazine gehoren-
den Herbiziden Atrazin und Cyanazin zu untersuchen. Quercetin, eine Verbindung mit
fraglichem kanzerogenem Potential, kommt auch in Gerste, Weizen und Mais vor (7).
Seine mutagene Wirkung im Salmonellen/Mikrosomen-Test nach Ames wurde erstmals
1977 beschrieben (5) und seither von mehreren anderen Autoren bestétigt (1, 6, 14, 25).
Da Herbizide im Getreideanbau besonders intensiv verwendet wurden, liegt die Frage
nah, ob Mutagenititstests eine additive, antagonistische oder synergistische Wirkung
dieser Stoffe mit Quercetin erkennen lassen. Kommerzielle Priaparate von Pflanzen-
schutzmitteln enthalten meist neben den eigentlichen Wirkstoffen Verunreinigungen,
die ihrerseits an Kombinationswirkungen beteiligt sein konnten. Neben reinem Atrazin
sollte daher auch das Atrazinpriparat ,,Gesamprim® 500 flissig“ in die Untersuchung
einbezogen werden. Atrazin verursacht eine Zunahme der Hiufigkeit von Mammatu-
moren bei Ratten, nicht jedoch bei Mausen (26). Seine Klassifizierung als Kanzerogen
ist daher unsicher. Hinsichtlich mutagener Wirkungen liegen sowohl positive Befunde
an Schizosaccharomyces (17, 20), Humaniymphozyten und in vivo an Knochenmarkzei-
len der Maus (19) als auch negative Befunde an S. typhimurium vor (8). Auch die Prii-
fung von Cyanazin auf Genotoxizitit lieferte in einigen Testsystemen mit Pflanzen als
Indikatororganismen positive (18), in anderen mit Bakterien als Indikatororganismen
(20) negative Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit wurden die Verbindungen alleine
und in Kombination an Ovarzellen des Chinesischen Hamsters (Chinese Hamster
ovary, CHO) untersucht. Sie haben gegeniiber den o.g. Systemen den Vorteil, Sduger-
zellen zu sein, womit relevantere Ergebnisse zu erwarten sind.

Material und Methoden

Chemikalien

Quercetin stammte von Sigma, St. Louis, USA, Atrazin und Cyanazin von Dr. S. Eh-
rensdorfer, Augsburg, Gesamprim® 500 fliissig, das als Wirkstoff Atrazin in einer Kon-
zentration von 480 g/l in wéassriger Suspension enthélt, von Ciba-Geigy, Frankfurt/M.
DMSO von Roth GmbH, Karlsruhe, wurde als Losungsmittel fiir Atrazin verwendet.
Um Mutagene erkennen zu kdnnen, die einer metabolischen Aktivierung bediirfen,
wurde §9-Mix in einer Konzentration von 10 % den Kulturen zugegeben. Der S9-Mix
wurde nach Ames et al. (1) gewonnen. Er enthielt 10 % des 9000 X g Uberstandes eines
Leberhomogenates von ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten, die zur Erreichung einer
Enzyminduktion mit Aroclor 1254 behandelt worden waren.

6-Thioguaninresistenztest

Der HPRT-Test wurde nach der Methode von Gupta (13) modifizierten durchgefiihrt.
CHO-Zellen des K;-BH, Klons wurden in McCoy Sa-Medium, mit 10 % foctalem Kil-
berserum und 1 % Penicillin-Streptomycin bei 37 °C in einem CO,-Inkubator geziichtet.
Etwa 5 x 105 Zellen pro Flasche wurden 2 Stunden lang der Testlgsung ausgesetzt und
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anschlieBend jeden 2. Tag umgesetzt. Beginnend am 8. Tag wurden 3 Parallel-Ansitze
(jeweils 2 X 10° Zellen/Flasche) mit 6-Thioguanin (2 xg/ml) 10 Tage inkubiert, Methy-
lenblan gefdrbt zum Nachweis der mutierten Zellklone. N-Methyl-N-nitro-N-nitro-
soguanidin (MNNG) und Cylcophosphamid (CPA) wurden als positive Kontrolle ver-
wendet. Zur Uberpriifung der spezifischen Testansprechrate wurde jeder Test minde-
stens 1 X unabhingig reproduziert. Dadurch sind in den Tabellen die Ergebnisse aus
6fach Bestimmungen (3 Flaschen, 2 Versuche) angegeben.

Schwesterchromatidaustauschiest

Es wurde die von Perry und Wolf (21) beschriebene Methode verwendet. 10° Zellen
wurden in 175 ml/Flaschen 24 h inkubiert. Nach 2stiindiger Inkubation mit der Testlé-
sung wurde 5-Bromdesoxyuridin (Endkonzentration von 10 ug/ml) zugegeben und nach
24 Stunden mit Colchizin (2 ug/ml) versetzt. Zwei Stunden spiter wurden die Zellen
durch Zentrifugation abgetrennt, 20 min. bei 37 °C mit 1 %iger Nitratlésung behandelt,
in 3 Fixationsschritten in 2:1 Ethanol/Essigsdure fixiert, auf Objekttriger aufgetropft
und nach der Giemsa-Fluoreszenzmethode angeférbt. Die Positivkontrollen wurden
mit denselben Substanzen wie im HPRT-Test durchgefiihrt. Vier Priaparate wurden pro
Konzentrations-/Kombinationsansatz angefertigt und fiir jeden Ansatz wurden minde-
stens 20 gut ausgebreitete diploide Metaphasen ausgezihlt. Die unabhingige Repro-
duktion jeder Versuchsbedingung erfolgte mindestens einmal.

Zytotoxizitit und Wahl der Testkonzentrationen

Bei der Mutagenitétspriiffung missen Testkonzentrationen, die durch zytotoxische Wir-
kung einen zu hohen Anteil der Zellen absterben lassen, vermieden werden. Eine
Uberlebensrate von ca. 50 % sollte nicht unterschritten werden. Die Bestimmung er-
folgte in Vorversuchen nach 2stiindiger Inkubation mit der Testlosung durch Aussaat
von Zellaliquoten mit je 100 Zellen in Zellkulturschalen, Stagiger Kultivierung bei
37°C in McCoys-Wachstumsmedium und anschlieBender Auszahlung der mit Methy-
lenblau angefirbten Kolonien. Die in Tabelle 1 angegebenen Zytotoxizititswerte zei-
gen den prozentualen Anteil iiberlebender Zellen. Es handelt sich jeweils um Mittel-
werte von drei Bestimmungen fiir jeden Konzentrations-/Kombinationsansatz aus
einem repréisentativen Versuch. Ein weiteres Kriterium fiir dic Wahl der Testsubstanz-
Konzentrationen war die Grenze der Loslichkeit in den angegebenen Kulturbedingun-
gen.

Auswertung

Die statistische Absicherung der Daten zur Induktion der Mutantenkolonien erfolgte
mit einem 2-Parameter-Test auf Variabilitit mit STATGRAF (statistical parameter
Cooperation, USA; Konfidenzintervall 95 %, o = 0,05 und 99 % o = 0,01). Verglichen
wurden jeweils die Mutantenkolonien/-Platte der Einzel- und Kombinationsgruppen
mit ihren entsprechenden Lésungsmittelkontrollen sowie die 2 Kombinationsgruppen
mit ihren entsprechend dosierten, aber einzeln behandelten Gruppen.

Ergebnisse

Im Test zur Erkennung von Mutationen am HPRT-Locus war ohne metabolische Akti-
vierung eine eindeutige Zunahme der Haufigkeit von Vorwértsmutationen nur bei der
Positivkontrolle (MNNG) zu beobachten (Tab. 1). Keine der untersuchten Einzelsub-
stanzen fiihrte zu einer Erhohung der Mutantenrate. Fiir die Kombinationen von je-
weils 2 dieser Substanzen wurden zum Teil, im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle
oder den Einzelsubstanzen, zwar signifikante, aber geringe Zunahmen der mittleren
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Tab. 1. Wirkung einzelner Substanzen u.d. Kombination mehrerer Substanzen auf die Uberlebensrate
und die Hiufigkeit von HPRT-Mutanten und Schwester-Chromatid Austauschen in CHO-Zellen ohne
metabolische Aktivierung (a, zur LK (Losungsmittetkontrolle) (P < 0.05); b, zur LK (P < 0.01); ¢, zu
beiden Einzelbehandlungen (P < 0.05); d, zur alleinigen Cyanazin-Behandlung (P < 0.05))

Testsubstanz Konzentration Uberlebende Kolonien/ MW +S.D.) Mutanten/ SCE/
pglt Zellen{(%) = Flasche 10° Zellen  Zelle?
unbehandelte Kontrolle 100 0071117210 0.66+0.42 33 8.6:+19
Kontrolle + 1 % DMSO 100 021111 1 +0.63 5 8.8+1.8
MNNG? 0.1 33 7/9/10/8/819 8.5 +£1.05 425 345453
Quercetin 2.5 65 0/0/1/1/0/6 0.33+0.52 1.7 89+12
25 66 312211 1.66 +0.82 8.3 10.6 2.3
Atrazin® 23 65 211211 1331052 6.7 78£14
230 64 11711721211 1.33+0.52 6.7 11.5+2.6
Cyanazin 40 78 VU120 1.0 +0.63 5 7.5+12
400 59 1/1/1/172/0 1.0 £0.63 5 95+2.2
Gesamprim 12 = - - - 7.9+ 15
120 73 21310127211 1.66+1.03 8.3 80+14
Quercetin/Gesamprim 2.5/12 48 10721171111 1.0 0352 5 91+£26
25/120 25 4/2/3/4/3/2 3.0 £0.890¢ 15 87+13
Quercetin/Afrazin 2.5/23 75 221170121 1.33+0.82 6.7 94+1.5
25/230 70 20312121211 2.0 £0.63 10 11.4£24
Quercetin/Cyanazin 2.5/40 70 21110131 1.33+1.03 6.7 93+£1.8
25/400 59 42/3/21211 2.33+1.0324 1.7 10.0£2.6
Quercetin/Cyanazin/
Atrazin 2.5/40/23 40 1/0/0/0/1/0  0.33+0.52 1.7 82+13
Quercetin/Cyanazin/
Atrazin 25/400/230 47 0/0/0/2/0/0  0.33£0.82 1.7 85+14

D Mittelwert = S.D. von 2 Triplikaten (jeder Versuch 1x reproduziert)
2 Mittelwert = S.D. von 40 Metaphasen (Versuch 1X reproduziert)

3 MNNG. N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin

4 Zugabe in max. 1% DMSO

3 —, nicht gepriift

Mutantenzahl/Platte gefunden. In keinem Fall war die Wirkung einer Kombination auf
die Mutanteninduktion hoher als aus der Addition der Wirkung der Einzelsubstanzen
Zu erwarten.

Im Test unter Zusatz des metabolischen Aktivierungssystems (Tab. 2) waren signifi-
kant erhohte Mutantenzahlen bei alleiniger Gabe der hohen Dosen von Quercetin,
Atrazin, Cyanazin und Gesamprim festzustellen. Die Kombination von zwei oder drei
Testsubstanzen fiihrte bei niedriger Dosierung zu einer Mutantenausbeute, die héher
lag als die durch die Einzelsubstanzen verursachte. Die Kombination Quercetin/
Gesamprim verursachte bei hoher Dosierung eine signifikant geringere Mutations-
induktion (im Mittel 1,0 Kolonien pro Flasche) als die gleiche Dosierung von Quercetin
allein (3,66) oder Gesamprim allein {2,33). Auch die anderen Kombinationen fiihrten
bei hoher Dosierung zu unteradditiven Wirkungen, die Unterschiede waren jedoch
nicht signifikant. In den letzten Spalten der Tabellen 1 und 2 sind die Werte der Priifung
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Tab. 2. Wirkung einzelner Substanzen u.d. Kombination mehrerer Substanzen auf die Uberlebensrate
und die Héufigkeit von HPRT-Mutanten und Schwester-Chromatid Austauschen in CHO-Zellen mit
metabolischer Aktivierung (a. zur LK (Losungsmittelkontrolle) (P < 0.05); b. zur LK (P < 0.01); c. zur
alleinigen Behandlungmit Quercetin (P < 0.01) und zur alleinigen Gesamprim-Behandlung (P <0.05))

Testsubstanz Konzentration Uberlebende Kolonien/ MW *S,D.) Mutanten/ SCE/
pgll Zellen(%)  Flasche 105Zellen  Zelle?
Kontrolle - 100 1/0/1/211/1 1 +0.63 5 92+1.2
Kontrolle + 1% DMSO - 100 0/0/1/0/1/0  0.33£0.2 1.7 9.6+1.8
CPAY 10 50 7/817/9/7/8  7.63£0.82° 383 205+3.6
Quercetin 2.5 66 0 0 ] -5
25 51 4/3/4/5/3/3 3.66+0.82" 183 120+19
Atrazin¥ 23 69 0/0//1010 0.36%20.52 1.7 -
230 62 33142113 2.6 £1.03* 133 11.6+£2.1
Cyanazin 40 92 0 0 0 -
400 52 47331422 - 3 £0.89° 15 10.7+2.1
Gesamprim 120 83 314021311 233+1.20 1.7 10.1+14
Quercetin/Gesamprim 2.5/12 47 0/1/11111 0.83+0.52 4.2 -
25120 92 01111 1.0 £0.63 5 -
Quercetin/Atrazin 2.5123 82 321127212 2.0 £0.63° 10 83%1.5
25/230 66 3412/14/3/4  3.33+0.82° 167 11.7+2.7
Quercetin/Cyanazin 2.5/40 57 3/3/0/3/21 2.0 +1.26 10 86+1.6
25/400 47 4/312/522 3.0 £1.26° 15 9.0+2.1
Quercetin/Cyanazin/
Atrazin 25/40123 72 002/1/0/1 0.6610.82 33 -~
25/400/230 39 V41213 2.0 +1.26 10 -

D Mittelwert + S.D. von 2 Triplikaten (jeder Versuch 1x reproduziert)
2 Mittelwert = S.D. von 40 Metaphasen (Versuch 1X reproduziert)

3 CPA. Cyclophosphamid

4 Zugabe in max. 1% DMSO

%) —, nicht gepriift

auf SCE-Induktion angegeben. Eine Erhohung der SCE-Rate ist nur fiir die jeweiligen
Kontrollsubstanzen MNNG und CPA zu sehen. Weder Quercetin noch die Pestizide
fiihrten nach alleiniger Verabreichung zu SCE’s, auch nicht nach metabolischer Akti-
vierung. Die Werte in den Kombinationen unterscheiden sich nicht von denen der Ein-
zelverabreichungen.

Diskussion

Fiir die Beurteilung der komplexen Expositionssituation des Menschen, z.B. aus der
Erndhrung, der Umwelt oder am Arbeitsplatz ist die Erforschung von Kombinations-
wirkungen weiterhin von erheblichem Interesse. Im Bereich der Ernéhrung gilt dies be-
sonders fiir Kombinationen zwischen mehreren Kontaminanten oder zwischen natiirli-
chen Inhaltsstoffen und Kontaminanten. An Versuchen, derartige Kombinationswir-
kungen aufzufinden, hat es nicht gefehlt. Die Fragestellung galt dabei meist den mogli-
chen Langzeitwirkungen, insbesondere der Kanzerogenese. Die Pflanzenschutzmittel-
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kommission der Deutschen Forschungsgemeinschaft hat vor einigen Jahren einen Be-
richt iiber Kombinationswirkungen von Pflanzenschutzmitteln vorgelegt (15), in dem
die Ergebnisse von 85 zu diesem Thema durchgefiihrten Untersuchungen zusammenge-
faBBt wurden. Synergistische Effekte sind zwar bei Verabreichung hoher Dosen von
Pflanzenschutzmitteln gelegentlich festgestellt worden, nicht jedoch; wenn niedrige Do-
sen verabreicht wurden, die den tatsichlichen Riickstandsgehalten der Lebensmittel
entsprachen, Die krebserregende Wirkung eines Stoffes kann durch gleichzeitige Ver-
abreichung eines anderen Kanzerogens sowoh! verstirkt als auch abgeschwicht werden
(11). Die meisten Untersuchungen betrafen die Kombinationswirkung von zwei Sub-
stanzen (2), es sind aber auch komplexere Mischungen von bis zu 40 Kanzerogenen im
Tierversuch gepriift worden (24), wobei eindeutig synergistische Wirkungen nicht fest-
gestellt wurden. Am Krebsforschungszentrum Heidelberg wurden Modellstudien zur
Untersuchung grundlegender Kombinationswirkungen durchgefithrt. Es wurden als
Testsubstanzen drei Nitrosamine, die alle als Leberkanzerogen bekannt waren, in nied-
riger Dosierung an Ratten verabreicht. Die Wirkung der Kombination erwies sich als
rein additiv (3). Bei drei weiteren Carcinogenen mit unterschiedlicher Organotropie der
Tumorzielorgane war dagegen die Wirkung als unteradditiv zu bezeichnen (4).

Quercetin erwies sich in unseren Versuchen nach metabolischer Aktivierung als posi-
tiv im In-vitro-Mutagenititstest. Dies wird durch Untersuchungen mit S. typhimurium
bestiitigt, in denen aufgezeigt wurde, daB eine mutagene Wirkung von Quercetin durch
metabolische Aktivierung verstirkt wird (10, 16). Dariiber hinaus erwies sich Quercetin
im Zelltransformationstest in Hamster-Embryonalzellen, im Vorwiértsmutationstest am
TK Locus in Maus Lymphoma-Zellen und im Vorwirtsmutationstest in V79-Zellen des
Chinesischen Hamsters nach metabolischer Aktivierung durch S9 als mutagen (7).
Auch im Fall von Atrazin, Cyanazin und Gesamprim war metabolische Aktivierung
durch die lebermikrosomale Fraktion notwendig, um positive Effekte im HPRT-Test zu
beobachten. Die Versuche mit Gesamprim (als Atrazin-Priparat) bestitigen dabei die
Untersuchungen mit Atrazin qualitativ, aber nicht quantitativ. Dies konnte an der Ver-
fiigbarkeit des Atrazins in der Zubereitungsform liegen oder am Vorhandensein von
Verunreinigungen.

Ohne metabolische Aktivierung fithrte die Kombination von Quercetin mit einem
der Herbizide oder mit beiden Herbiziden in keinem Fall zu einer mutagenen Wirkung,
die signifikant stirker war als die der Einzelsubstanzen. Mit metabolischer Aktivierung
war die Kombinationswirkung bei hoher Dosierung unteradditiv, was fiir cine antimuta-
gene Wirkung des Quercetins spricht. Diese Beobachtung ist kein Einzelfall, denn im-
mer mehr Berichte zeigen, daBl Quercetin, Antioxidantien und andere natiirliche,
pflanzliche Inbaltsstoffe sowie komplexe Extrakte aus verschiedenen Pflanzen inhibito-
risch auf mutagene und genotoxische Wirkungen anderer Verbindungen wirken kénnen
(6, 12, 14). Soasa und Marletta zeigten, dafl Quercetin die Cytochrom p450-abhingige
Monooxygenaseaktivitit hemmen kann (23).

Hinsichtlich der urspriinglichen Fragestellung nach Kombinationseffekten des pflanz-
lichen Inhaltsstoffes Quercetin mit den Herbiziden Atrazin und Cyanazin in Mutageni-
tétstests ist festzustellen, daB keine Hinweise auf eine synergistische Wirkung gefunden
wurden. Im Gegenteil traten, vor allem bei hohen Testkonzentrationen, unteradditive
Wirkungen auf, deren Wirkungsmechanismen noch unklar sind.
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