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Der folgende Annex unterstiitzt die toxikologische Bewertung fir Microcystine in der
Stellungnahme der SKLM vom 28. September 2005 “Microcystine in Algenprodukten zur
Nahrungserganzung”“. Der Annex beinhaltet Daten zu Metabolismus und Toxikologie von
Microcystin-LR, zu analytischen und biochemischen Aspekten, eine Expositionsabschéatzung
und einen umfangreichen Literaturnachweis. Die Datensammlung basiert auf dem 1999
erschienenen Bericht der WHO und relevanten Publikationen aus den Jahren 1997-2004.
Studien, die mit Microcystis Extrakten durchgefihrt wurden, sind aufgrund der
unterschiedlichen  Zusammensetzung und der daraus resultierenden  unklaren

Aufnahmemengen schwierig zu bewerten und werden nur in Ausnahmeféllen aufgefhrt.
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1 BIOCHEMISCHE ASPEKTE

1.1 STRUKTURMERKMALE DER MYCROCYSTINE

Microcystine sind zyklische Heptapeptide, die von Microcystis aeruginosa, einer Blaualge
(Cyanobakterium) gebildet werden. Bis heute sind tiber 60 Microcystin-Kongenere bekannt,
die die algemeine Struktur Cyclo-(D-Ala*-X%D-MeAsp®-Z*-Adda’-D-Glu®-Mdha’)
aufweisen, siehe Abb.1. Sie enthalten die ungewothnliche Aminosdure ADDA (3-amino-9-
methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid). MeAsp steht fur Erythro-p-
methylaspartat, Mdha fir N-Methyl-dehydroalanin, X und Z sind variable Aminosiuren, siehe
Tab 1. Das Molekulargewicht der Microcystine liegt zwischen 800-1100 Da. Die meisten
Kongenere sind hydrophil (WHO, 1999).
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Abb.1: Struktur der Microcystine
Tab. 1. Microcystine.
Microcystin- AminosaureX®>  AminosaureZ*  CAS-Nummer M olekular gewicht
Kongener [Da]
-LA L-Leu L-Ala
-LR L-Leu L-Arg 101043-37-2 995.17
-RR L-Arg L-Arg
-YA L-Tyr L-Ala
-YM L-Tyr L-Met
-YR L-Tyr L-Arg




1.2 ABSORPTION, DISTRIBUTION, METABOLISMUSUND EXKRETION

Bei oraler Verabreichung an Méuse konnte gezeigt werden, dass Microcystin-LR vorwiegend
im Dunndarm absorbiert und systemisch verteilt wird (Ito et al, 2000). Die Aufnahme von
Microcystin-LR erfolgt durch Gallensduretransporter (multispecific organic ion transport
system), die sowohl beim Tier as auch beim Mensch im Dinndarm und in Hepatozyten
vorkommen (WHO, 1999, Fischer et al, 1999). Auch in der Blut-Hirn-Schranke gibt es

madglicherweise Transportsysteme fur Microcystine (Fischer et al, 2005).

Nach einmaliger i.v. Applikation von 0.035 mg ®H-Microcystin-L R/kg Korpergewicht (KG)
an Méause wurde die Substanz in zwel Phasen aus dem Plasma eliminiert mit einer ersten
Halbwertszeit von 0.8 Min. und einer zweiten von 6.9 Min. Eine Stunde bis 6 Tage nach
Applikation war ca. 70% der Dosis in der Leber lokalisiert. Innerhalb von 6 Tagen nach
Verabreichung wurden 9.2% der Dosis Uber den Urin und 14.5% Uber die Fazes
ausgeschieden. 6 bzw. 12 Std. nach Verabreichung waren in Urin und Fazes 60% der
Radioaktivitét den nicht verstoffwechselten Microcystinen zuzuordnen. Metaboliten wurden
in Urin, Fazes und im Leberzytosol nachgewiesen, jedoch nicht ndher identifiziert (Robinson
et al, 1991). Bel i.p. Verabreichung von radioaktiv markierten Microcystinen sowohl bei
Mausen als auch Ratten waren rund 70% des Toxins in der Leber lokalisiert (WHO, 1999,
Brooks & Codd, 1987).

Microcystin-LR war nach einmaliger i.p. Injektion (0.02-0.1 mg/kg KG) an Mé&usen in Leber-
extrakten nur in gebundener Form (Proteinphosphatase 1- bzw. 2A-Addukte) und nicht in
freler Form nachweisbar (Detektionsgrenze der HPLC-Methode 0.15 pg) (Yoshida et al,
1998).

In einer Studie an Ratten wurden 2.5 oder 5 mg Microcystin-LR/kg KG direkt ins Lumen
eines in situ isolierten Segments des Ileum oder Jgjunum verabreicht, die Tiere 6 Stunden
danach get6tet und auf relative Lebervergrosserung untersucht. In alen mit Microcystin
behandelten Tieren war das relative Lebergewicht grofier, die Leber dunkelrot verfarbt und
mikroskopische Lasionen wurden beobachtet. Bei Applikation ins Ileum waren die Effekte
dosisabhangig und signifikant ausgepragter als bei Verabreichung ins Jejunum. Die Autoren
folgerten hieraus, dass die Microcystin-LR Aufnahme bel Ratten v.a. im lleum erfolgt
(Dahlem et al, 1989).

Laut WHO wurden keine Pharmakokinetikstudien mit oral verabreichten Microcystinen
durchgefihrt (WHO, 1999). Auch in der neueren Literatur findet man keine Daten,



insbesondere fehlen Angaben zur oralen Bioverflgbarkeit. Es gibt jedoch Hinweise, dass
Microcystin-LR oral weniger gut aufgenommen wird. Ein Vergleich der LDsy-Werte zeigt,
dass ora verabreichtes Microcystin-LR ca. 100-fach weniger toxisch war as parenteral
verabreichtes (siehe Kapitel 2.1 Akute Toxizitét). Ferner wurden bei Mausen nur nach i.p.
Verabreichung von Microcystin-LR Leberneoplasien beobachtet, nicht aber nach oraler
Verabreichung der vierfachen Dosis (siehe Kapitel 2.3 Chronische Toxizitét/K anzerogenitét,
Ito et al, 1997b).

1.3 BIOTRANSFORMATION
Nach i.p. Verabreichung von 0.01-0.02 mg Microcystin-RR/Maus bzw. 0.004 mg

Microcystin-L R/Ratte wurden mehrere Metabolite in der Leber nachgewiesen. Bei beiden
Tierspezies wurde der Mdha-Teil mit Glutathion oder Cystein konjugiert und bel einem
Glutathionkonjugat zusétzlich eine Sulfatgruppe an die ADDA-Aminosaure eingefugt (WHO,
1999 bzw. Kondo et al, 1996).

1.4 EFFEKTE AUF ENZYME UND ANDERE ZELLKOMPONENTEN

Effekte auf Enzyme

Microcystine binden im Cytosol der Leber Uber N-Methyl-dehydroalanin (Mdha) kovalent an
Cys-273 bzw. Cys-266 der Ser/Thr Proteinphosphatasen 1 und 2A (WHO, 1999, Matsushima
et al, 1990, Runnegar et al, 1995, MacKintosh et al, 1990, Yoshida et al, 1998, Gehringer
2004, MacKintosh et al, 1995). Die Bindung und Inhibition der Phosphatasen wird als
grundlegender Mechanismus fir die Toxizitdt der Microcystine betrachtet (Hitzfeld et al,
2000). Die Inhibition der Proteinphosphatasen 1 und 2A wurde in vitro (Honkanen et al,
1994, MacKintosh et al, 1990) und in vivo bei Mausen (Runnegar et al, 1993, Runnegar et al,
1995) und Ratten (Solter et al, 1998) gezeigt. Der 1Cso-Wert der Phosphataseinhibition lag fur
Microcystin-LR bei 0.1-1.0 nM (Runnegar et al, 1995) bzw. 0.05 nM (Tsuji et al, 1997).
Microcystin-LR und Microcystin-LA inhibierten in vitro auch die aus Rinderhirn isolierte
Ser/Thr Proteinphosphatase 3 (Honkanen et al, 1994). Synthetische Microcystinanaloge, die
aus der ADDA-Seitenkette und 1-3 weiteren Aminosauren bestanden, inhibierten in vitro
ebenfalls die Proteinphosphatasen 1 und 2A, aber deutlich schwécher als Microcystine
(Gulledge et al, 2003a Gulledge et al, 2003Db).

Microcystin-LR war in Balb/c Mausen nach einmaliger i.p. Verabreichung einer letaen
(0.1 mg/kg KG) oder subletalen (0.012, 0.023 und 0.045 mg/kg KG) Dosis zu gleichen



Antellen im Zytosol und im Zellkern von Hepatozyten lokalisiert. Nur bel der letalen Dosis
wurden die Proteinphosphatasen 1 und 2A in Zellkernextrakt von Hepatozyten inhibiert.
(Anmerkung: Keine Angabe zur Proteinphosphatase-Inhibition im Zytoplasma). Die
Verabreichung  sub-letaler  Dosen  fihrte  zur  Hyperphosphorylierung  des
Tumorsuppressorproteins p53 in Hepatozyten, welches eine wichtige Rolle bei der Kontrolle
von Apoptose und Zellproliferation durch oxidativen Stress und DNA-Schaden besitzt
(Guzman et al, 2003).

In mit Microcystin-LR behandelten Zelllysaten aus Mel-7 (Humane Melanomzellen) und J3
Zéellen (Interspezies Hybridom aus Backenhtrnchen Hepatozyten und Ratten Hepatoma
H4TG) wurden drel Proteinaddukte mit Microcystin identifiziert. Microcystin-LR band an die
katalytischen Untereinheiten der Proteinphosphatasen 1 und 2A und an die beta-Untereinheit
der ATP-Synthase (Mikhailov et al, 2003).

2 TOXIKOLOGIE

2.1 AKUTE TOXIZITAT

Der LDs-Wert von Microcystin-LR lag bei Mausen nach oraler Verabreichung bei 5-
10.9 mg/kg KG und bei i.p. Verabreichung im Bereich von 0.025-0.15 mg/kg KG. Die i.p.
LDso-Werte anderer Microcystine (Microcystin-LA, -YR, -YM) lagen in der gleichen
Grofkenordnung oder, wie fur Microcystin-RR, geringfiigig hoher als Microcystin-LR (WHO
1999), siehe Tab 2.

Der orale LDsp-Wert fur Ratten lag Uber 5 mg Microcystin-LR/kg KG (Mortalitdt 1/5
Mannchen bei 5 mg/kg KG) (Fawell et al, 1999).



Tab. 2. Akute Toxizitdt von Microcystinen

Microcystin Tierspezies Verabreichungs L Dsg Literatur

Kongener weg [mg/kg KG]

-LR Maus ord 5-10.9 WHO, 1999

-LR Maus i.p. 0.025-0.15 WHO, 1999

-LR Maus i.p. 0.043 Guptaet al, 2003

-LR Maus i.p. 0.05 Tsuji et al, 1995

-LR Maus (mannl.) iv. 0.04 Kondo et al, 1992

-LR Ratte ord >5 Fawell et al, 1999

-LR Ratte (mannl.) i.p. 0.05 Towner et al, 2002

-LR Ratte (gefUttert) i.p. 0.122 Miuraet al, 1991

-LR Ratte (nicht i.p. 0.072 Miuraet al, 1991
gefittert)

-RR Maus i.p. 0.235 Guptaet al, 2003

-YR Maus i.p. 0.11 Guptaet al, 2003

-YR Maus (mannl.) iv. 0.09 Kondo et al, 1992

9 Kongenere Maus i.p. 0.1-0.75 Stotts et al, 1993

(nicht -LR)

Gereinigtes Maus i.p. 0.125 Brooks & Codd, 1987

Toxin aus

Microcystis

aeruginosa

Toxine aus Maus i.p. 0.098 Falconer et. al., 1988, 1991

Microcystis und 1994

aeruginosa

Extrakt

Nach i.p. und i.v. Verabreichung an Nager waren Microcystine priméar akut hepatotoxisch. Es

traten schwerwiegende Lebersch&den auf durch Schadigung der Hepatozyten und Sinusoide,

sowie erhohtes Lebergewicht infolge innerer Blutungen. Microcystine wirkten aber auch auf

Nieren, Lungen und Darm (genauere Angaben siehe nachfolgende Studienbeschreibungen).

Microcystin-LR war im Vergleich zu Microcystin-Y R und -RR toxischer (WHO, 1999, Gupta
et al, 2003).

Bel BALB/c Mausen waren einmalig 0.058-0.101 mg Microcystin-LR/kg KG i.p. letal. Es
geht jedoch aus dem Artikel nicht hervor, wie hoch die Mortalitét bei den einzelnen

Dosisgruppen war (Y oshida et al, 1998).



2-19 Std. nach einmaliger oraler Verabreichung von 0.5 mg Microcystin-LR/kg KG an 5- und
32-Wochen dte Mause wurden bel 62% der alteren Mause mikroskopisch sichtbare
Leberveranderungen gefunden. Keine der jingeren Mause zeigte diese Effekte. Grund fir
diese altersabhangige Toxizitéat kdnnte gemass Autoren die mit steigendem Alter zunehmende
Degeneration der Darmmucosa Zellen und des Dinndarmepithels sein, die dann bel dlteren
Tieren eventuell zu einer erhdhten Microcystinaufnahme aus dem Darm und zu ener

entsprechend ausgeprégteren Lebertoxizitét fihren konnte (Ito et al, 1997a).

Intranasal verabreichtes Microcystin-LR verursachte Nekrosen im Nasenepithel von Mausen.
Der intranasale L Dso-Wert war gleich grofl3 wie nach i.p. Verabreichung (WHO, 1999).

Der i.p. LDsp-Wert von Microcystis aeruginosa Extrakt lag fur Ratten bei 15.8 mg
lyophilisierten Algenzellen/kg KG (Rao et al, 1995). Die Tiere starben innerhalb von 2-6 Std.
nach Verabreichung der 1- oder 2-fachen LDso-Dosis. Davor zeigten sie Anzeichen von
Sedation, Bewegungsstorungen, Spasmen, Spreizung der Hinterextremitéten und starke
Krampfe. Die Leber war vergréssert und mit Blut gefullt (Rao et al, 1995, Rao et al, 1998).

2.2 SUBAKUTE UND SUBCHRONISCHE TOXIZITAT

Mause

Gruppen von 15 mannlichen und 15 weiblichen Méausen wurde wéahrend 13 Wochen per
Gavage 0, 0.04, 0.2 oder 1 mg Microcystin-LR/kg KG/Tag verabreicht und die Tiere auf
Korpergewicht, Futteraufnahme, Effekte auf Augen und Hamatologie untersucht. Nach
Behandlungsende wurden Leber, Nieren und L unge histopathol ogisch untersucht.

Als sensitivster Endpunkt wurden histopathol ogische Veréanderungen der Leber ab 0.2 mg/kg
KG/Tag gefunden. Bei der hochsten Dosierung von 1 mg/kg KG/Tag wurden bei alen Tieren,
und bei 0.2 mg/lkg KG/Tag bei enigen Tieren chronische Leberentziindung, fokale
Degeneration von Hepatozyten in den Leberlobuli und Hamosiderin-Ablagerungen in der
Leber beobachtet. Bei ménnlichen Mausen war die Korpergewichtszunahme bei 0.2 mg/kg
KG/Tag signifikant und bei 0.04 und 1 mg/kg KG/Tag tendenziell reduziert, bei weiblichen
Mausen bei 0.2 mg/kg KG/Tag im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht. Bei
mannlichen Mé&usen ab 0.04 mg/kg KG/Tag bzw. bei weiblichen M&usen bel der hdchsten
Dosis traten signifikant erhohte Aktivitdten der Alanin— und der Aspartat-Aminotransferase
im Serum auf. Bel der hochsten Dosis war bel beiden Geschlechtern die Aktivitét der
alkalischen Phosphatase erhéht und die Menge an Albumin und Gesamtprotein im Serum bei

mannlichen Tieren geringfugig aber signifikant reduziert. Die Autoren sind sich nicht sicher



hinsichtlich der Relevanz der Resultate aus der Blutchemie, geben aber einen klaren NOAEL
von 0.04 mg Microcystin-LR/kg KG/Tag fir die Leberveranderungen an (Fawell et al, 1999).

Maéause (insgesamt 430 Tiere) erhielten bis zu 1 Jahr Uber das Trinkwasser Microcystis
aeruginosa Extrakt mit 0, 1/16, 1/8, 1/4 Verdinnung. Es wurden 7 interim Kkills’
durchgefihrt (5 Tiere/Geschlecht/Dosisgruppe). Vorzeitig gestorbene Tiere wurden aus einem
dosisentsprechenden Reservepool (110 Tiere) ersetzt (Hauptstudie). Wegen geringer
Mortalitét wurde eine 10 Wochenstudie mit einer Kontrollgruppe und zwei Dosisgruppen (1/2
Verdinnung und unverdinnter Extrakt) mit 2 ,interim kills* durchgefthrt (insgesamt 90
Tiere). Zur Bestimmung des Extrakt-Toxingehaltes wurde von Falconer et al. die i.p. LDsp
des Extraktes experimentell auf 1.7 mg Extrakt/kg KG ermittelt und daraus ein Toxingehalt
von 56.6 pug Toxin/ml Extrakt abgeleitet (i.p LDsp 98 ug Toxin/kg KG, siehe Falconer et al.,
1994).

Resultate der 1-Jahresstudie (0, /16, 1/8, 1/4 Verdinnung, vermutlich &quivalent 0, 0.75,
1.5, 3 mg Toxin/kg KG/Tag*): Bei mannlichen Tieren war die Mortalitét bel 1/4 Verdinnung
und bel weiblichen Tieren bei 1/16 und /4 Verdunnung signifikant erhoht. In der Leber

wurden keine Neoplasien und keine histopathol ogischen V erdnderungen gefunden.

Resultate der 10 Wochenstudie (0, /2, unverdinnter Extrakt, vermutlich &guivalent 0O, 6,
12 mg Toxin/kg KG/Tag*): Ab 1/2 Verdinnung war die Mortalitét dosisabhéngig erhéht und
histopathologische Leberveranderungen (Hepatozytenschadigungen, Nekrose, Leukozyten-
infiltration, Fibrose) wurden beobachtet (Falconer et al, 1988).

In der Zusammenfassung der WHO (1999) wird diese Studie wie folgt zusammengefasst:
Mause erhielten bis zu 1 Jahr Uber das Trinkwasser Microcystis aeruginosa Extrakt in 5
Dosen, aquivalent zu 0.75-12 mg Microcystin-Y M/kg KG/Tag. Bei den htheren Dosen traten
erhéhte Mortalitét, Bronchopneumonie (endemisch in der Kolonie) und chronische
L eberschéaden auf. Es gab keine Hinweise auf eine erhdhte Lebertumorinzidenz. Es konnte
kein klarer NOAEL abgeleitet werden (WHO 1999, Originalliteratur Falconer et al, 1988).

* Anmerkung zu Dosisangaben: Es ist anzunehmen, dass sich die von der WHO angegebene
hochste Microcystin-YM-Dosis von 12 mg/kg KG/Tag auf unverdinnten Extrakt (eigene
Berechnung unter Zugrundelegung der Extrakttoxinkonzentration von 56,6 pg Toxin/ml
Extrakt, KG Maus 20 g, 5 ml FlUssigkeit/Tag - 283 ug Toxin/Tier Tag> ~14 mg
Microcystin-YM/kg KG) und somit auf die hochste Dosis der 10 Wochenstudie (nicht der 1
Jahresstudie) bezieht.



Ratten

0, 0.016, 0.032 oder 0.048 mg Microcystin-LR/kg KG/Tag wurde wahrend 28 Tagen i.p. an
Gruppen von 5 mannlichen Sprague-Dawley Ratten verabreicht. Ab 0.016 mg/kg KG/Tag
waren die Microcystin-LR Konzentrationen im Leberzytosol dosisabhangig erhoht. Mittels
immunohistologischer Farbung wurde gezeigt, dass Microcystin-LR v.a. in Zone 3
Hepatozyten lokalisiert ist. Ab 0.032 mg/kg KG/Tag wurden in histopathologischen
Untersuchungen der Leber Apoptose und zytosolische Vakuoliserung von Zone 3
Hepatozyten beobachtet. Weiter waren ab dieser Dosis die Aktivitdten der Sorbitol-
Dehydrogenase und alkalischen Phosphatase im Serum dosisabhéngig und signifikant erhoht,
die Menge an Serumabumin signifikant erniedrigt und die Aktivitdten der
Proteinphosphatasen 1 und 2A in der Leber dosisabhangig und signifikant erniedrigt. Die
Aktivitdt der Proteinphosphatase 2A war starker herabgesetzt as digjenige der
Proteinphosphatase 1. Bei 0.048 mg/kg KG/Tag war die K érpergewichtszunahme signifikant
reduziert und im Serum die Aktivitdten der Aspartat-Aminotransferase und Gamma-
Glutamyl-Transferase und die Gallensdurekonzentration signifikant erhoht. Der Mitoseindex
blieb bei allen Tieren unverandert (Solter et al, 1998).

0, 0.016, 0.032 oder 0.048 mg Microcystin-LR/kg KG/Tag wurden wahrend 28 Tagen i.p. an
Gruppen von 4 mannlichen Sprague-Dawley Ratten verabreicht. In der Leber nahmen ab
0.016 mg/lkg KGI/Tag Aktivitdt, Konzentration und mMRNA-Menge der Alanin
Aminotransferase (ALT) dosisabhéngig ab. Die Effekte waren ab der niedrigsten Dosis
signifikant, mit Ausnahme der Menge an mRNA, die nur bel der hochsten Dosis signifikant
reduziert war. Die Aktivitat der ALT im Serum war bei der hochsten Dosisgruppe tendenziell,
aber nicht signifikant, erhoht. Die Autoren folgerten hieraus, dass die Messung der ALT-
Aktivitdt im Serum ein wenig sensitiver Marker fUr eine Leberschadigung ist (Solter et al,
2000).

0, 0.016, 0.032 oder 0.048 mg/kg KG/Tag Microcystin-LR wurden wahrend 28 Tagen i.p. an
Gruppen von 3 mannlichen Sprague-Dawley Ratten verabreicht. Ab 0.032 mg/kg KG wurden
dosisabhéngig Leberentzindungen mit Infiltration von Lymphozyten, Makrophagen und
Neutrophilen, zentrilobulére Fibrose, Apoptose und Leberverfettung beobachtet. Die ALT-
Aktivitét in der Leber war ab der mittleren Dosis signifikant erniedrigt. Die Malondialdehyd-
Konzentration (Marker der Lipidperoxidation) in der Leber nahm ab 0.032 mg/kg KG/Tag
signifikant und dosisabhangig zu und war bel der htchsten Dosisgruppe gegentiber der
Kontrolle rund vierfach erhoht. Leberschnitte von mit Microcystin-LR behandelten Ratten



waren empfindlicher gegentiber dem zytotoxischen Effekt von tert-butyl Hydroperoxid (ROS
generierende Substanz). Die Autoren folgerten aus den histologischen und biochemischen
Befunden, dass oxidativer Stress eine signifikante Rolle bel der chronischen Toxizitdt von
Microcystin-LR spielen kdnnte (Guzman & Solter, 1999).

In einer Studie wurden Effekte von Microcystin-LR und -YR auf die Nieren genauer
untersucht. Dazu wurden jeweils 5 mannlichen Wistar Ratten wahrend 8 Monaten jeden
zweiten Tag 0.01 mg Microcystin-LR/kg KG oder 0.01 mg Microcystin-YR/kg KG i.p.
verabreicht. Es traten histopathologische Veranderungen in der Niere auf, die bel
Verabreichung von Microcystin-LR ausgepragter waren als bei Microcystin-YR. In den
Nieren wurden kollabierte Glomeruli mit verdickten Basismembranen, erweiterte Tubuli mit
eosinophilen Ablagerungen und eine Ansammlung von Zytoplasma und Aktinfilamenten in
epithelialen Tubulizellen beobachtet (Milutinovic et al, 2003).

Schweine

Gruppen von 5 mannlichen Schweinen wurde Uber das Trinkwasser 44 Tage Microcystis
aeruginosa Extrakt verabreicht. Uber den i.p. Mausbioassay wurden Dosen von 0.28, 0.8 und
1.31 mg Microcystin/kg KG/Tag abgeschétzt. Der Extrakt enthielt mindestens 9 verschiedene
Microcystine, als Hauptkomponente wurde Microcystin-Y R vermutet. Ab 0.8 mg/kg KG/Tag
wurden  dosisabhangig  histopathologische  Leberveranderungen  (zytoplasmatische
Degeneration, Nekrosen einzelner Hepatozyten, periacindre Degeneration, verstopfte
Gallengange und Kupfferzell-Proliferation) beobachtet, bei der niedrigsten Dosiswar ein Tier
betroffen. Ab 0.8 mg/kg KG/Tag war im Serum die Albuminkonzentration erniedrigt; die
Aktivitéten der Gammaglutamyl-Transpeptidase und der alkalischen Phosphatase erhdht und
der Bilirubingehalt erhéht. Es wurde ein LOAEL von 0.28 mg Microcystin/kg KG/Tag von
der WHO abgel eitet. Schatzungen der Autoren zufolge entspricht dies einem LOAEL von 0.1
mg Microcystin-LR-Aquivalenten/kg KG/Tag. (Die Autoren bestimmten die Toxizitat ihres
Extraktes mittels i.p. Mausbioassay, HPLC und Phosphatase-Inhibition, fur die Umrechnung
wurde eine i.p. LDsp von 0.1 mg/kg KG angenommen) (WHO 1999 bzw. Falconer et al,
1994).
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Rinder

Vier Yearling Fleischkiihen wurde wahrend 28 Tagen Microcystis aeruginosa (108 Zellen/L )
Uber das Trinkwasser verabreicht. Es traten keine Effekte auf bezliglich Trinkwasser-,
Futterkonsum und Blutplasmaparameter (Gamma-Glutamyltransferase, Glyceraldehyd
Dehydrogenase, Aspartat-Aminotransferase, Bilirubin) auf. Im Plasma wurde kein freies
Microcystin nachgewiesen (HPLC, ELISA), in der Leber kein freies oder gebundenes (HPLC
und GC-MS). Mittels ELISA wurden hingegen 0.92mg Microcystin-LR/kg Leber
nachgewiesen. Die Autoren zweifeln diesen Befund an, da mit HPLC und GC-MS kein
Microcystin nachweisbar war (Nachweisgrenze mehr als 1000-fach niedriger als ELISA-
Befund). Der Wert scheint sehr hoch zu sein, denn selbst unter der Annahme, dass alles
verabreichte Microcystin aufgenommen und in der Leber akkumuliert wird, wéren gemass

Autoren maximal ca. 3 mg Microcystin/kg Leber zu erwarten (Orr et al, 2003).

2.3 CHRONISCHE TOXIZITAT/KANZEROGENITAT

Es sind keine Langzeitstudien zur chronischen Toxizitét oder Kanzerogenitét verfiigbar.

Von Seiten der IARC ist zu Microcystin-LR keine Evauation wegen unzulénglichen
Tierdaten vorgesehen (Internet IARC-Seite).

Mause

Bei ICR Mausen, denen wahrend 28 Wochen insgesamt 100-mal 0.02 mg Microcystin-LR/kg
KG i.p. verabreicht wurde (5-mal/Woche), wurden bel alen 13 behandelten Tieren
neoplastische Knotchen (,neoplastic nodules’) bis 5 mm Durchmesser in der Leber
beobachtet (Anmerkung: die Anzahl der Verabreichungen ist unklar: 5x28=140, nicht 100).
Die Neoplasien traten ohne vorherige Verabreichung eines Tumorinitiators auf und waren
auch noch 2 Monate nach der letzten Behandlung vorhanden (5 Tiere wurden unmittelbar
nach Behandlungsende untersucht, 8 Tiere 2 Monate danach). Microcystin-LR wurde v.a. als
Cysteinkonjugat in der Leber nachgewiesen. Nach Verabreichung von insgesamt 100-mal
0.08 mg Microcystin-LR/kg KG wahrend 28 Wochen Uber eine Schlundsonde, wurde bel
Mausen keine Kndtchenbildung und keine Leberschadigungen beobachtet (10, 5 und 7 Tiere
wurden nach 80 oder 100 Behandlungen bzw. 2 Monate nach der |etzten Behandlung getotet).
(Ito et al, 1997b). Anmerkung: Es fehlen Angaben Uber die Tumorinzidenz in Kontrolltieren
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(3 Tiere). Dieses Experiment weist darauf hin, dass Microcystine méglicherweise schlecht aus

dem Gastrointestinaltrakt aufgenommen werden.

Gruppen von 30 méannlichen C3H/HeN Mausen wurde 0, 0.0125 und 0.025 mg Microcystin-
LR/kg KG einmal wochentlich i.p. wahrend 14 Monaten verabreicht, ohne vorherige Gabe
eines Tumorinitiators. Die Inzidenz von Leberadenomen und Adenocarcinomen nahm
dosisabhangig zu (2+1 von 25, 5+5 von 22, 2+15 von 22 Tieren*). Bei Verabreichung von
[D-Asp*-(E)-Dhb’]microcystin-LR  (Dh-LR) (gleiche Versuchsanordnung) waren die
L ebertumorinzidenzen nicht erhéht. Zwel und 14 Monate nach Versuchsbeginn wurde 8-
Hydroxy-2-deoxy-Guanosin (8-OHdG) in der Leber und im Plasma bestimmt. Geméss den
Autoren stimmte die Bildung von 8-OHdG 2 Monate nach Versuchsbeginn fir beide
Substanzen mit der Tumorinzidenz tberein(Sano et al, 2004). * Anmerkung: Die Studieist nur
von begrenzter Aussagekraft, da Angaben fehlen zur Signifikanz der Effekte und zur
Todesursache der 5 Kontrolltiere und je 8 Tiere der beiden Microcystin-L R Dosisgruppen, die
vor Ablauf der 14 Monate starben. Es scheint, als seien diese Tiere bei den Tumorinzidenzen

nicht mitberiicksichtigt worden.

20 weiblichen Swiss Albino Méausen wurde einmalig 0.5 mg 7,12-Dimetyhlbenzanthracen
(DMBA) derma und eine Woche spéter Microcystis aeruginosa Extrakt (gemass WHO
80 mg Microcystin-YM pro Liter, was 50 mg Microcystin-LR-Aquivalenten/L entspricht)
Uber das Trinkwasser verabreicht. Wasser und Krotondl (Tumorpromotor) dienten als
Negativ- bzw. Positivkontrollen. 52 Tage nach Verabreichung von DMBA wurde bel Tieren,
denen Microcystis Extrakt verabreicht wurde, eine 1.6-fach erhohte Anzahl und ein 7-fach
erhdhtes Durchschnittsgewicht von Hautpapillomas (gutartigen Tumoren) beobachtet
(Falconer, 1991). Die WHO erlautert, dass die Interpretation der Studie schwierig sei, da
schwerwiegende Leberschaden auftraten und der Wirkmechanismus unklar sei, da
Microcystine (-LR, -YR, -RR) bei Mé&usen kaum in Epidermiszellen der Haut dringen (WHO
1999 bzw. Matsushima et al, 1990).

Mannlichen C57BI/6J Mé&usen (20-60 Tiere pro Dosisgruppe) wurde dreimal im 7 Tage
Intervall 5mg Azoxymethan/kg KG i.p. verabreicht, um Foci aberranter Kolonkrypten
(aberrant crypt foci) zu induzieren. 19 Tage danach erhielten die Tiere wahrend 30 Wochen
Microcystis Extrakt (0, 0.382 und 0.693 mg Microcystin-L R-Aquivalentelkg KG/Tag) uber
das Trinkwasser. Die Microcystinkongenere konnten nicht identifiziert werden, es handelte
sich gemass HPLC und Kapillarelektrophorese weder um Microcystin-LR, -YR oder -RR.

(Anmerkung: Die Berechnung der Microcystin-LR-Aquivalente ist unklar). M&use wurden
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getttet und Blutzellen, Serumenzyme und Organe untersucht. In der héchsten Dosisgruppe
war die Flache der Foci durchschnittlich um 20% groR3er a's in der niedrigeren Dosisgruppe,
die Anzahl durch Azoxymethan induzierter Foci/Kolon blieb jedoch etwa gleich.
Kolontumore wurden je bei einem Tier der niederen bzw. der héheren Microcystindosis
beobachtet, sowie bei einem Kontrolltier, dem nur Azoxymethan verabreicht wurde. Bel der
hoheren Dosis traten in der Leber 5-10-mal mehr Foci aus weissen Blutzellen auf als in der
niedrigen  Dosisgruppe. Bel  Verabreichung von  Microcystin - nahm  die
Serumal buminkonzentration dosisabhangig ab und die Aktivitét der alkalischen Phosphatase
im Serum dosisabhdngig und sSignifikant zu. Die weiteren Serumparameter
(Gesamtproteinmenge, Globulin, Alanin- sowie Aspartat-Aminotransferase, Gamma-
Glutamyltransferase und Gesamt-Bilirubin) sowie die Korpergewichtszunahme blieben

unverandert (Humpage et al, 2000).

Schwarze C57 Mause (insgesamt 155 Tiere) erhielten zur Tumorinitiation 2-mal 40 mg
N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff/lkg KG im Abstand von einer Woche, dann wahrend rund 20
Wochen 0, 10 und 40 mg Microcystis Toxin/L (entspricht geméass Autoren 0, 1.2, 4.2 mg
Toxinlkg KG/Tag) Uber das Trinkwasser. Bel alen initiierten Tieren (mit und ohne
Verabreichung von Microcystis Toxin) war die Mortalitét ab Woche 10 stark erhoht (10-40%
Uberlebende in Woche 18), es wurden Adenome und Adenokarzinome im Zwolffingerdarm
und lymphoide Tumore in Leber, Thymus und Milz beobachtet. Die Verabreichung von
Microcystis Extrakt fuhrte nicht zu einer Tumorpromotion. Bei beiden Dosisgruppen wurde
eine signifikante Zunahme der Sorbitol-Dehydrogenase- und Alanin-Aminotransferase-

Aktivitét im Serum nachgewiesen (Falconer & Humpage, 1996).

Ratten

18 ménnliche Fischer 344 Ratten erhielten wahrend 10 Wochen zweimal pro Woche i.p.
0.025 mg Microcystin-LR/kg KG. Nur bei Tieren, die zuvor Diethylnitrosamin (DEN,
Lebertumorinitiator) erhalten hatten, waren Flache und Anzahl der Leberzellfoci (Glutathion
S-Transferase placental-form positive liver cell foci) erhoht (Ohta et al, 1994).

Mannlichen Fischer 344 Ratten wurde einmalig 0.5 mg Aflatoxin B1/kg KG oder 200 mg
Diethylnitrosamin/kg KG (Lebertumorinitiatoren) i.p. verabreicht, 2 Wochen spéter
0.001 oder 0.01 mg Microcystin-LR/kg KG i.p. zweimal/Woche wéhrend 6 Wochen. Bel

Verabreichung von Microcystin-LR ohne Initiator war die Anzahl an Leberzellfoci
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(Glutathion S-Transferase placental-form positive liver cell foci) nicht erhoht. Bei vorheriger
Verabreichung von Aflatoxin Bl fihrten beide Microcystin-LR Dosen bzw. bei
Diethylnitrosamin die hthere Dosis zu einer signifikant erhthten Anzahl und grosseren
Flache der Leberzellfoci (Sekijimaet al, 1999).

Fischer F344 Ratten wurden mit 0.2 mg Diethylnitrosamin/kg KG i.p. initiiert, zweimal
0.001 bzw. 0.01 mg Microcystin-LR/kg KG i.p. verabreicht und partiell hepatektomiert (um
durch Stimulation der Zellteilung die Sensitivitdt des Tests zu erh6hen). In zwel separaten
Experimenten wurden anschliessend wahrend 8 Wochen zweimal wdchentlich 0.001 und 0.01
bzw. 0.01, 0.025 und 0.05 mg Microcystin-LR/kg KG i.p. verabreicht. Ab 0.01 mg/kg KG
wurde dosisabhangig eine bis zu 3-fache Erhéhung der Anzahl und eine bis zu 11-fache
Vergrosserung der Flache von Leberzellfoci (Glutathion S-Transferase placental-form
positive liver cell foci; GST-P) beobachtet. Wurde nur Microcystin-LR ohne
Diethylnitrosamin verabreicht, wurden keine Leberzellfoci induziert. Der NOEL lag bei 0.001
mg/kg KG. Nach Verabreichung von 0.01 mg Microcystin-LR/kg KG vor bzw. 0.05 mg/kg
KG nach partieller Hepatektomie wurden makroskopisch sichtbare neoplastische Kndtchen
beobachtet (Nishiwaki-Matsushimaet al, 1992).

Mittels DNA-Microarray wurde eine erhohte Transkription der Glutathion-S-Transferase
Gene in der Leber mannlicher Wistar Ratten nachgewiesen, denen einmalig 0.05 mg
Microcystin-LR/kg KG i.p. verabreicht worden war. Es wurden keine histopathol ogischen
Veranderungen in Hepatozyten und keine erhdhten Leberenzymaktivitdten im Serum
beobachtet (Bulera et al, 2001).

Sprague-Dawley Ratten (keine Angabe zur Anzahl der Tiere) wurde einmalig DEN i.p.
verabreicht und 2 Wochen spater Microcystin-LR wahrend 7 Wochen (0.01, 0.04 und 0.08
mg/kg KG/Tag per Gavage oder 3-mal wochentlich 0.01 mg/kg KG i.p.). 3 Wochen nach
Beginn der Microcystingabe wurden die Tiere partiell hepatektomiert. Am Ende der
Behandlung waren bei 0.08 mg/kg KG ora und bei 0.01 mg/kg KG i.p. GST-P-positive Foci
erhoht (Charbonneau et al., 2004 unveroffentlichte Daten; zitiert in Dietrich & Hoeger, 2005).
Anmerkung: Ohne ndhere Angaben zur Grosse der Dosisgruppen und zu den Effekten ist die
Studie von beschrankter Aussagekraft.
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2.4 GENOTOXIZITAT

Tabelle 3 und 4 geben eine Ubersicht tiber Genotoxizitéatstests, die mit Microcystin-LR bzw.
mit Microcystin-haltigen Cyanobakterienextrakten durchgefihrt wurden.

In einer in vivo Studie an Mausen traten in der Leber zeit- und dosisabhangige DNA-
Strangbriiche nach einmaliger Verabreichung einer hohen i.p. Dosis Microcystin-LR (21.5-86
Hg/kg KG = 0.5-2-fache LDsgp) auf (Rao & Bhattacharya, 1996). In einer Studie an Ratten
wurde nach Verabreichung einer einmaligen i.p. Dosis von 50 pg Microcystin-LR/kg KG
(=40% der LDsp) signifikant mehr 8-oxo-7,8-dihydro-2' -deoxyguanosin in der Leber gebildet,
was auf oxidative DNA-Schaden hinweist (Maatouk et al, 2004).

In vitro war Microcystin-LR nicht mutagen im Ames-Test (+/- S9-Mix) mit S, typhimurium
(Ding et al., 1999, Tsuji et al., 1997, Tsuji et al,1995), stimulierte hingegen bei E. coli die
DNA-Reparatur (Mankiewicz et al, 2002). Extrakte von Microcystis aeruginosa und anderen
Cyanobakterien waren im Ames Test in einer Studie positiv (Ding et al, 1999), in zwei
anderen Studien negativ (Repavich et al, 1990, Runnegar & Falconer, 1982). In
Genotoxizitétstests mit Saugerzellen (Hepatozyten und Embryo-Fibroblasten bei Mausen,
Rattenhepatozyten, Ovar- und Nierenzellen bei Hamstern, Lymphozyten und Hepatomazellen
beim Menschen) zeigten sich bei Microcystin-LR und Cyanobakterienextrakte mehrheitlich
positive Resultate (siehe Tab. 3 und Tab. 4). Die meisten Tests wurden mit hohen Dosen
durchgefuihrt, bel denen Apoptose und/oder Zytotoxizitdt beobachtet wurde. Neueste
Genotoxizitétstests mit Rattenhepatozyten und humanen Hepatomazellen zeigen allerdings
auch DNA-Schaden bel geringen Konzentrationen, als nicht-zytotoxisch bezeichnet, auf und
weisen einen Zusammenhang mit oxidativem Stress hin (Zegura et al, 2003, Zegura et al,
2004, Maatouk et al, 2004).

Tab. 3. Genotoxizitatsstudien mit Microcystin-LR

Testsystem Dosisbzw. Resultat Literatur
Konzentration
In vitro
- Bakterien:
S typhimurium TA-97, 2.5 pg/ml Negativ Ding et al, 1999

TA-98, TA-100, TA-
102;
mit und ohne S9

S typhimurium Bis 20 bzw. bis 50 Negativ Tsuji et al, 1997;
TA-98, TA-100; Hg. (keine Angabe Tsuji et al, 1995
mit und ohne S9 ob pro ml oder pro

Agarplatte)
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E. coli PQ37, 1-10 uM (entspricht  Positiv. Stimulation des SOS-Reparatur-systems Mankiewicz et
SOS-Chromotest 1-10 pg/ml) bei 8-10 uM. al, 2002
Toxizitét: (unklar. Erniedrigte Phosphatase
Aktivitét, erhthte beta-Gal aktose Aktivitét)
- Maus:
Mannl. C3H/HeJ Maus, Einmalig 1-10 nM Positiv Humpage &

primére Hepatozyten.
(Untersucht:
Zéellproliferation, DNA-
Synthese, DNA-
Gehalt/Zelle, Z€lltod)

(entspricht 0.001-
0.01 pg/ml) bzw. 3
»Dosen" 0.01-100
nM (d.h. neues
Medium nach 0, 22
und 46 Std.),
Messungen nach 65
Std.

Einmalig: Signifikant erhthte Zellzahl und totaler
DNA-Gehalt (nicht aber DNA/Zelle). 50% tote
Zellen bei 10 nM.

Dreimalig: Signifikant erhéhte Zellzahl bei 0.01-
0.1 nM. Im Gegensatz zu einmalig 10 nM war bei
3x 10 nM Mortalitét nicht erhoht (keine Angabe,
ab wann zytotoxisch)

Falconer, 1999

Maus 1 pg/ml, 1 bzw. 3 Positiv. Signifikant erhthte DNA-Fragmentation Rao et al, 1998
Embryofibroblasten Std. Exposition (50-60% versus 18% bei Kontrollen)
Zellkulturen (MEF) Zytotoxizitét: vorhanden (60 bzw. 40%

Uberlebende Zellen nach 1 bzw. 3 Std.

Expositionen versus 85% bei Kontrolle)

- Ratte:
Primére Ratten- 1 pg/ml Positiv. DNA-Schaden bei rund 40% der Zellen. Ding et al, 1999
hepa;gzﬁm (keine Toxizitét: morphologische Zellveranderungen
ggt%m:tarfmes) (unregel méssige und raue Zellkernoberfléche,
' eschrumpfte Zellen

Comet-Assay (Einzelzell- g P )
gelelektrophorese)
Primére 0.002 und 0.01 Positiv. Dosis- und zeitabhangige Bildung von 8- Maatouk et al,
Rattenhepatozyten pg/mi oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosin 2004
(SpragueDaNIey), . Toxizitét: Keine morphologisch ersichtlichen
oxidative DNA-Schaden Anzeichen von Zytotoxizitét (aber keine weiteren

Tests durchgefihrt)
Primére 0.001-10 pg/ml Negativ. Keine Inhibition der DNA-Replikation. Mellgren et al,
Rattenhepatozyten Toxizitat: 75% intakte Zellen bei Inkubation mit 1993
DNA-Replikation )

Intrazellulére Konzentration von 1 uM (= 1 pug/ml)

flhrte gemass Berechnungen der Autoren zu

Apoptosein 50% der Zellen.

- Hamster:

Chinesische Hamster 25-100 pg/ml Dosis- und zeitabhangige Erhdhung des Lankoff et al,
Ovarialzellen (CHO-K1)  wéhrend 14, 18 Mitoseindex, vermehrt abnormales G(2)/M- 2003
(Untersucht: Zellzyklus, oder 22 Std. Verhdltnis mit hyperkondensierten Chromosomen,
Anaphase, abnorme Anaphase mit fehlerhafter
Chromosomensegregatio Chromosomenverteilung und polyploide Zellen.
n durch mitotischen Die meisten mitotischen Zellen zeigten
Spindelapparat, monopolare und multipolare Spindeln (multipolare
Apoptose) Astern), zudem waren Mikrotubuliblindel in

Interphasezellen vorhanden.

Toxizitét: Anzahl toter Zellen korrelierte positiv

mit Anzahl polyploider Zellen.

Die Resultate weisen gemass Autoren darauf hin,

dass Microcystin-LR dosis- and zeitabhéngig

Apoptose und Nekrose induziert.
BHK-21 (Baby Hamster 1 pg/ml, Positiv. DNA-Fragmentation (50-70% versus20%  Rao et al, 1998
Kidney) Zellkulturen 1- und 3stlindige bei Kontrollen)

Exposition

Zytotoxizitdt vorhanden (40 bzw. 2% Uberlebende
Zellen nach 1 bzw. 3 Std. Exposition versus 80%
bei Kontrollen).
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- Mensch:

Humane Lymphozyten,
alkalischer Comet Assay

0.25-4 pg/ml

Positiv. DNA-Brliche

DNA-Bruiche waren zeitabhéngig mit einem
Maximum bei 12-18stlindiger Exposition, keine
Angabe ob signifikant.

Toxizitét: Keine Angabe

Mankiewicz et
al, 2002

Humane Lymphozyten
(peripheres Blut),
alkalischer Comet Assay,
Chromosomen-
aberrationen

1, 10, 25 pg/ml fir
6,12, 18 und 24
Std.

- Positiver Comet Assay: Zeitabhéngige DNA-
Schéden.
- Negativ beziigl. Chromosomenaberration

Toxizitét: Dosis- und zeitabhéngige Zunahme
apoptotischer Zellen ab geringster Dosis und
kirzester Inkubationszeit (Messungen mit TUNEL
Methode und Comet Assay)

Die Resultate weisen darauf hin, dass DNA-
Schéden eher auf Zytotoxizitét as auf
Genotoxizitat zurlickzufhren sind.

Lankoff et al,
2004

Humane Lymphozyten
(peripheres Blut),
DNA-Reparatur

1 pg/mi fir 4 Std.,
dann mit 2 Gy
bestrahlt (einzige
getestete
Microcystin-LR-
Konzentration und
Zeit)

Positiv. Microcystin-LR verlangsamte/inhibierte
die Reparatur von DNA-Schaden, die durch
Bestrahlung verursacht worden waren. (Kontrollen:
DNA-Reparatur wurde induziert durch Bestrahlung
(ohne Microcystin-LR), kein Hinweis auf DNA-
Reparatur bei Inkubation mit Microcystin-LR
(ohne Bestrahlung)).

Toxizitét: keine Angabe fur diesen Test. In der
gleichen Publikation (siehe obige Zeile, Comet
Assay) wurde dosisabhéngige Zunahme
apoptotischer Zellen ab 1 pg/ml beschrieben)

Lankoff et al,
2004

Humane
Hepatomazelllinie
HepG2

0.01-1 pg/ml

Positiv. Zeit- und dosisabhéngige DNA-
Strangbriiche. Transiente Effekte mit Maximum
nach 4 Std. Exposition.

Toxizitét: nicht zytotoxisch bel getesteten
Konzentrationen (Bestimmung der optischen
Dichte nach Behandlung mit MTT)

Zeguraet al,
2003

Humane
Hepatomazelllinie
HepG2,

Comet Assay

0.01,0.1und 1
pg/mi fir 4, 8 und
12 Std.

Positiv. Dosisabhangige DNA-Strangbriiche ab
geringster Konzentration bei 4 Std. Exposition. Bel
8- und 12 Std. Exposition nur signifikant mehr
DNA-Schaden im Vergleich zur Kontrolle, wenn
DNA-Reparatur-Inhibitoren AraC/HU (=beta-D-
Arabinofuranosid Hydrochlorid) und HU
(Hydroxyharnstoff) zugegeben wurden. Weist
darauf hin, dass Microcystin-L R verursachte DNA-
Schéaden effizient repariert werden.

Zeit- und dosisabhéngige Zunahme intrazellul &rer
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).

Toxizitat: Vermutlich nicht bestimmt. Autoren
verweisen auf Zegura et al. 2003.

Zeguraet al,
2004

Humane lymphoblastoide  20-80 pg/ml, 4 bzw.

Zdllinie TK6

24 Std. Behandlung

Positiv nach 24 Std. Behandlung: klastogen, LOH
(Loss of heterozygosity), d.h. gréssere genetische
Verénderungen als Punktmutationen.

Negativ nach 4 Std. Standardbehandlung.

Zytotoxizitét: 2 Parameter gemessen: RS (relativer

Ausplattierungserfolg direkt nach Exposition) und

RSG (rel. Zellwachstum 3 Tage nach Exposition).

- 4 Std. Behandlung: nicht signifikant zytotoxisch
bis 80 pg/ml

- 24 Std. Behandlung: dosisabhéngig zytotoxisch
ab 20 pg/ml. RSG signifikant, RS tendenziell
(nicht-signifikant).

Nur genotoxische Effekte bei zytotoxischen
Konzentrationen

Zhan et al, 2004
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Humane RSa Zelllinie 7.5-15 pg/ml Positiv ab 7.5 pg/ml: Ouabain-Resistenz- Suzuki et al,
(=humane Embryo- Mutationen und Basensubstitutionsmutationenam 1998
fibroblasten, infiziert mit K-ras Codon 12.
Simian Virus 40 und Toxizitat: 80% bzw. 35% tberlebende Zellen bei
Rous Sarkomavirus) 10 bzw. 15 pg/ml.
Invivo
Mannl. Swiss Albino 21.5, 43, 86 pg/kg Positiv. Zeit- und dosisabhangige DNA-Strang- Rao &
Maus, Hepatozyten KGi.p.(=0.5,1und briiche ab geringster Dosis. Bhattacharya,
(keine Angabe der 2-mal LD50) Toxizitét: Tiere starben i.d.R. innerhalb 120-150 1996
Gruppengrosse) Min. nach Verabreichung. Tiere wurden nach 60
Min. (Dosisabhéngigkeits-Studie) getotet, bzw.
nach 0, 15, 30, 60, 90, 120 Min.
(Zeitabhéngigkeits-Studie)
Ménnl. Sprague-Dawley 50 pg/kg KGi.p. Positiv. Signifikante Zunahme von 8-oxo-7,8- Maatouk et al,
Ratten (n=4), oxidative (=ca. 40% der dihydro-2'-deoxyguanosinein Leber-DNA 24 und 2004
DNA-Schéden LD50) 48 Std. nach Verabreichung (Maximum nach 24
Std.)
Tab. 4. Genotoxizitatsstudien mit Cyanobakterienextrakten
Extrakt/Toxin Testsystem Dosis bzw. Resultat Referenz
Konzentration
Invitro
- Bakterien
Microcystis Extrakt S typhimurium TA-97,  1.25-125 g Positiv ab 12.5 pg/ml Ding et al, 1999
(hauptsachlich TA-98, TA-100, TA- lyophil. Algen/ml (dosisabhangig)
Microcystin-LR) 102 (mit und ohne S9)
Cyanobakterien-Extrakte S typhimuriumTA-98, 0.9 mg Negativ Repavich et al,
(Microcystis, Anabaena,  TA-100, TA-102 Hepatotoxin/ml 1990
Gloetrichia) und (mit und ohne S9) (Positivimi.p.
gereinigtes Hepatotoxin” Maus Bioassay)
Gereinigtes Hepatotoxin S typhimurium TA-98 0.2-20 ug Negativ Runnegar &
(Peptid) aus Microcystis ~ und TA-100 Toxin/Platte Falconer, 1982
(mit und ohne S9)
Cyanobakterien-Extrakte  Bacillus subtilis 0.9mg Negativ Repavich et al,
(Microcystis, Anabaena, Multigen- Hepatotoxin/ml 1990
Gloetrichia) und Sporulationstest; (Positivimi.p.
gereinigtes Hepatotoxin®  Stamme 168 und hcr-9 Maus Bioassay)
Cyanobakterien Extrakt SOS Chromotest mit E.~ 2-100 mg Cyano- Stimulation des SOS Mankiewicz et
(hauptsachlich coli PQ37 bakterien/ml DNA-Reparatursystems  al, 2002
Microcystis aeruginosa) (Konzentrationsangabe
und Microcystin-LR als schwierig)
Standard
- Maus
Microcystis aeruginosa MEF (Mouse Embryo 100 pg Toxin/ml DNA-Fragmentation bei Rao et al, 1998
Extrakt Fibroblast) Zellen vorhandener Zyto-
toxizitét
- Ratte
Microcystis Extrakt Primére Ratten- 1.25-125 ug Positiv. Dosisabhéngige  Ding et al, 1999
(hauptsachlich Hepatozyten. lyophil. Algen/ml DNA-Schéden bei rund
Microcystin-LR) Comet Assay 40% der Zellen.
(Einzelzell-
Gelelektrophorese)
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Cyanobakterien Extrakt

Primére Ratten-

0.05-1 uM MC-LR,

DNA-Fragmentation,

Mankiewicz et

(Microcystin-LR, -RR, Hepatozyten (entspricht 0.1-2.7 Kondensation von al, 2001
-YR, -WR) UM MC-LR Chromatin al's typisches
Aquivalenten, wenn  Apoptosezeichen.
alle Kongenere Anmerkung: Negativ-
betrachtet) kontrolle fehlt.
0.5-2 Std.
Inkubation
- Hamster
Microcystis aeruginosa 2stufiger Keine Angabe Negativ bezugl. Wang & Zhu,
Extrakt Transformationsassay Initiation 1996
Eut Syrischen Hamster Positiv beziigl.
mbryo (SHE) Zellen Promotion
(Initiator
Methylcholanthren,
Promoter 12-O-
tetradecanoy!-phorbol -
13-Acetat (TPA))
Microcystis aeruginosa BHK-21 (Baby Hamster 100 ug Toxin/ml DNA-Fragmentation bei  Rao et al, 1998
Extrakt Kidney) leichter Zytotoxizitéat
- Mensch
Gereinigtes Hepato- Humane Lymphozyten ~ 0.009-0.9 g Positiv (dosisabhéngige  Repavich et al,
toxin’ Toxin/ml Chromosomenbrtiche) 1990
Cyanobakterien Extrakt Humane Lymphozyten,  Extrakte mit 0.25-1  DNA-Brtiche Mankiewicz et
(hauptsachlich Comet Assay UM Microcystinen (zeitabhéngig) al, 2002
Microcystis aeruginosa) Bei 24stiindiger
Inkubation apoptotische
Lymphozyten mit
schwerwiegender DNA-
Fragmentation
Cyanobakterien Extrakt Humane Lymphozyten  0.25-1 yM MC-LR,  DNA-Fragmentation Mankiewicz et
(Microcystin-LR, -RR, - (peripheres Blut) (entspricht 0.7-2.7 und Kondenstaion von al, 2001
YR, -WR) UM MC-LR Chromatin al's typisches
Aquivalenten, wenn  Apoptosezeichen,
alle Kongenere gemass Autoren ab 0.75
betrachtet) MM MC-LR, 48 Std.,
24 oder 48 Std. (Anmerkung:
Inkubation Negativkontrolle fehlt)
Invivo
Microcystis Extrakt Maus-Micronukleustest ~ 1-100 mg lyophil. Positiv. Dosisabhangige  Ding et al, 1999
(hauptsachl. Microcystin- Algen/kg KG Chromosomenschéaden
LR) ab geringster Dosis
Microcystis aeruginosa Maus Leber (ménnl. 32.7,65.4, 130.8 DNA-Fragmentation Rao et al, 1998

Extrakt (UTEX 2385)

Swiss abino Maus)

mg Toxin/kg KG
i.p. (=0.5, 1 und 2-
mal L Dsp)

* Aus der Publikation geht nicht klar hervor, ob Microcystin gemeint ist.
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2.5 REPRODUKTIONSTOXIZITAT

Es sind keine M ehrgenerationenstudien an Nagern vorhanden.
Mause

Gruppen von 26 weiblichen M&usen wurde 0, 0.2, 0.6 oder 2 mg/kg KG/Tag Microcystin-LR
oral (per Gavage) vom Trachtigkeitstag 6 bis 15 verabreicht. Am Tréachtigkeitstag 18 wurden
die Muittertiere getttet und untersucht. Bei der hdchsten Dosisgruppe war die Mortalitét der
Muttertiere erhoht, das Gewicht der Feten verringert und die Skel ettverknécherung verzogert.
Microcystin-LR hatte bei den Feten keinen Einfluss auf Mortalitét, Geschlechterverhdtnis,
Anzahl Implantationen, Postimplantationsverluste und auf viszerale und Skel ettabnormitaten.
Der NOAEL fur Maternotoxizitét und Fetotoxizitdt war 0.6 mg/kg KG/Tag (WHO 1999 bzw.
Fawell et al, 1999).

8 weibliche und 2 méannliche Mause erhielten 1/4 verdinnten Microcystis aeruginosa Extrakt
Uber das Trinkwasser (vermutlich aquivalent 3 mg Microcystin/kg KG/Tag - siehe
Anmerkung zu Falconer et al. 1988 im Kapitel 2.2 Subchronische Toxizité) von der
Entwohnung (3. Lebenswoche) bis zur Verpaarung in der 20. Lebenswoche. Die Fertilitét, das
Geschlechter-verhdltnis und das Gewicht der Neugeborenen war nicht veréndert. Bei 7 von 73
Neugeborenen wurden eine reduzierte Hirngrosse und Verédnderungen im Hippocampus

gegenuber 0 von 67 Kontrolltieren beobachtet (Falconer et al, 1988).

Tréachtigen Mausen wurde an zwei aufeinander folgenden Tagen vom Tréchtigkeitstag 7-8, 9-
10 bzw. 11-12 0.002-0.128 mg Microcystin-LR/kg KG i.p. verabreicht. Am 17.
Tréachtigkeitstag wurden die Muttertiere getotet und die Feten auf Anomalien untersucht. Ein
Teil der Muttertiere der Dosisgruppen ab 0.032 mg/kg KG wurden am Leben gelassen und
ihre Nachkommen untersucht. Microcystin-LR war nicht teratogen und es waren keine

Hinwelise auf reproduktionstoxische Effekte ersichtlich (Chernoff et al, 2002).

In vitro Experimente

Mausembryokulturen im Neurulationsstadium wurden wahrend 24 Std. in vitro mit 50-1000
nM Microcystin-LR behandelt. Dabel wurden mehr Abnormitdten (nicht signifikant)
beobachtet, die Entwicklung verlief ohne Verzdgerung (Chernoff et al, 2002).

Embryos und Embryozellkulturen von Kaninchen wurden in vitro mit 10-100 pM
Microcystin-LR behandelt. Es wurden keine Effekte auf Grosse, Entwicklung und
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Zytoskelett-organisation des in die zona pellucida eingebetteten Embryos gefunden. Bel
Embryozell-kulturen fuhrten 10-20 uM zu veranderter Aktin- und Mikrotubuliorganisation,
100 pM zur Losl6sung und Zerstorung von Zellen (Frangez et al, 2003).

2.6 IMMUNOTOXIZITAT

Diei.p. Verabreichung von Microcystis Extrakt in subletalen Dosen von 16, 32 bzw. 64 mg
lyophilisierten Algenzellen/kg KG (0.005, 0.010, 0.020 mg Microcystin-Aquivalentelkg KG,
berechnet geméss LDsy des Extraktes) wahrend 14 Tagen fuhrte zu Immunsuppression bei
BALB/c Mausen. Das relative Milzgewicht war bel der mittleren Dosis signifikant
vergrossert und bei der hochsten Dosis signifikant verringert im Vergleich zu Kontrolltieren.
Das relative Thymusgewicht war bei der hochsten Dosis signifikant verringert. Die durch
Lipopolysaccharide induzierte Proliferation von B-Lymphozyten war ab der geringsten Dosis
verringert, die durch Concanavalin induzierte Proliferation von T-Lymphozyten blieb
unverdndert. Der Allgemeinzustand der behandelten Tiere war beeintrachtigt, sie waren
inaktiv, die Korpergewichtzunahme reduziert, die Leber vergrossert und es traten
L eberblutungen auf. Wurden die Méause mit Schafserythrozyten (SRBC) immunisiert, war ab
der mittleren Dosis die Umwandlung der B-Zellen in antikorper-bildende Plasmazellen
signifikant beeintrachtigt (Shen et al, 2003).

3 TOXIKOLOGIE VON METABOLITEN

In Ratten und Mausen (Leber) vorkommende Metaboliten:

Microcystin-LR und -YR waren bel mannlichen Mausen nach i.v. Verabreichung akut ca.
2-20-mal toxischer als die entsprechend synthetisierten Konjugate mit Glutathion und
Cystein. Die i.v. LDs-Werte for Microcystin-LR und dessen Glutathion- und Cystein-
Konjugate lagen bei Mausen bei 0.04, 0.63, 0.27 mg/kg KG. Die i.v. LDso-Werte fir
Microcystin-YR, Glutathion- und Cystein-Konjugate bei Mausen lagen bei 0.09, 0.30 bzw.
0.22 mg/kg KG (Kondo et al, 1992).

Bei der Trinkwasseraufbereitung durch Ozonierung und Chlorierung entstehende
Metaboliten:

Microcystin-LR wurde durch Chlorierung mit Natriumhypochlorit rasch zu vielen
Metaboliten umgewandelt, wobei u. a. durch Anlagerung von zwei Chloratomen an die

konjugierten Doppelbindungen der ADDA-Aminosaure und anschliessender Hydrolyse
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Dihydroxymicrocystin gebildet wurde. Tsuji et al. (1997) vermuten, dass es sich bei den
weiteren Metaboliten um dessen Sterecisomere und/oder Regioisomere handelt. Sie
untersuchten die Reaktionsprodukte auf akute Toxizité, Mutagenitdt und Inhibition der
Proteinphosphatase. Bei Mausen war die akute Toxizitdt nach i.p. Verabreichung der
Reaktionsprodukte bei 3 bzw. 24-stiindiger Chlorierung reduziert (LDsp i.p Maus 0.05, >1
bzw. >3 mg/kg KG fir Microcystin-LR, Metaboliten nach 3 Std. bzw. nach 24 Std.
Chlorierung; keine Angabe zu Dihydroxymicrocystin). Die Inhibierung der
Proteinphosphatase 2A war ebenfalls reduziert (ICsp 8 pug/L fur Dihydroxymicrocystin bzw.
700 pg/L fur einen nicht weiter definierten Metaboliten versus 0.05 pg/L fur Microcystin-
LR). Die Reaktionsprodukte waren nicht mutagen im Ames Test mit S. typhimurium TA98
und TA100 ohne SO bis 20 pg. (Anmerkung: Esfehlt die Angabe, ob die 20 ug pro Platte oder
pro ml sind) (Tsuji et al, 1997).

Microcystin-LR (keine Konzentrationsangabe) wurde in einem Laborversuch mit 0.5 mg/L
Ozon behandelt bis kein Ozon mehr messbar war. Im Proteinphosphatasei nhibitionsassay
zeigte eine HPLC-Fraktion mit &hnlicher Retentionszeit wie die Ausgangsverbindung
ebenfalls inhibierende Wirkung auf die Proteinphosphatasen 1 und 2A. (Hoeger et al, 2000).
Anmerkung: Die Substanz konnte bisher nicht rein isoliert werden (personliche Mitteilung D.
Dietrich, 2004).

Wurden 10 pg/L Microcystin-LR mit 0.5, 1 bzw. 1.5 mg/L Ozon behandelt, war direkt bzw.
60 Min. nach Ozonierung praktisch keine Proteinphosphatase-inhibierende Wirkung mehr
vorhanden (90-100% Aktivitdt vorhanden versus 60-70% vor Ozonierung). Wurde das
analoge Experiment mit Microcystis aeruginosa Extrakt (50000 Zellen/ml) durchgefihrt,
lagen die Proteinphosphatase-Aktivitéten bei rund 0.5, 40-80 bzw. 80-90% vor, unmittelbar
nach, bzw. 60 Min. nach Ozonierung (Hoeger et al, 2002). Anmerkung: Aus dem Artikel geht
nicht hervor, ob die inhibierende Wirkung nach Ozonierung auf eine verbleibende Menge der

Ausgangsverbindung oder auf Ozonolyse-Produkte zurtickzufihren ist.

Gemaéss Hitzfeld et al. (2000) und Hoger et al. (2002) wurden bisher weder Struktur noch

Toxizitét von Ozonolyse-Produkten untersucht.

Microcystine wurden in Anwesenheit von Cyanobakterienpigmenten rasch durch Sonnenlicht
abgebaut zu 6(Z)-Adda-Microcystin-LR und weiteren Isomeren. Zwei der Metaboliten, 6(Z)-
Adda-Microcystin und 4(Z)-Adda-Microcystin, waren akut weniger toxisch als die
Ausgangsverbindung (LDsp i.p. Maus >1.5 mg/kg KG fir beide Metabolite, 0.05 mg/kg KG
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far Microcystin-LR) und sie inhibierten die Proteinphosphatase 2A weniger stark (1Csp 5000
pug/L  versus 0.05 pg/L). Die Ausgangsverbindung und die untersuchten zwei
Photometaboliten waren nicht mutagen im Ames Test mit S typh. TA98 und TA100 mit und
ohne metabolische Aktivierung bel Dosen bis zu 50 pg (keine Angabe, ob 50 pg/ml oder pro
Agarplatte) (Tsuji et al, 1995).

4 MECHANISTISCHE STUDIEN: AUSWIRKUNGEN AUF ZYTOSKELETT,
MITOTISCHE ZELLTEILUNG, APOPTOSE UND OXIDATIVEN STRESS

Der Mechanismus der durch Microcystin-LR  induzierten Hepatotoxizitét und
Tumorpromotion ist nicht vollstdndig aufgeklart. Eine Vielzahl von Publikationen,
zusammengefasst in den Ubersichtsartikeln von Gehringer (2004) und Ding & Nam (2003),
behandelt Auswirkungen von Microcystin-LR auf Zytoskelett, mitotische Zellteilung,

Apoptose und oxidativen Stress.

Auswirkungen auf das Zytoskelett

Ratten Hepatozyten, Nierenzellen und Hautfibroblasten wurden wahrend maximal einer
Stunde mit 13.3 uM Microcystin-LR inkubiert und Effekte auf das Zytoskelett untersucht. Bei
allen Zelltypen kondensierten und Kkollabierten Intermediarfilamente (Vimentin und
Zytokeratin), Mikrofilamente und Mikrotubuli (Khan et al, 1996).

Ratten Nierenepithelzellen und Fibroblasten wurden wahrend 6-18 Std. mit 100 oder 200 uM
Microcystin-LR inkubiert, Ratten Hepatozyten wahrend maximal einer Std. mit 1 oder 10 uM
Microcystin-LR. Bei Fibroblasten und einigen Hepatozyten wurden Verdnderungen des
Zytoskelettes beobachtet, die eingeleitet wurden durch Desorganisation der Intermediar-
filamente und Mikrotubuli, gefolgt von einem raschen Zusammenbruch von Zytoskelett-
komponenten um den Zellkern herum. Spéter wurden auch Mikrofilamente verandert, indem
Aktin aggregierte, kondensierte und kollabierte. Die Autoren folgerten aus den &hnlichen
Effekten bei verschiedenen Zelltypen auf einen gemeinsamen Wirkmechanismus und
postulieren, dass vermutlich mindestens zwei verschiedene Phosphorylierungsstellen
betroffen sind, da die Kinetik des Auseinanderfallens der Intermediarfilamente und der
Mikrotubuli unterschiedlichist (Wickstrom et al, 1995).
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Desmosomen, die Verbindungen zwischen benachbarten Zellen herstellen, sind Uber
Desmoplakin | und 1l mit Keratinfilamenten in Epithelzellen verbunden. 1 uM Microcystin-
LR fdhrte nach 12 Min. bei priméren Rattenhepatozyten durch Schadigung von Desmoplakin
| und Il zum Auseinanderfallen von Desmosomen, gefolgt von einer Umorganisation von
Mikro- und Intermedi&rfilamenten, wobel sich letztere um enen Kern aus Aktin
konzentrierten. Es wurde gezeigt, dass Microcystin-LR zur Hyperphosphorylierung von
Keratin 8 und 18 (bilden as Heterodimere die Grundstrukturen der Keratin-
Intermediarfilamente) und von Desmoplakin | und 11 fihrt. Ursache daflr ist moglicherweise

die Hemmung der Proteinphosphatasen 1 und 2A (Toivolaet al, 1997).

Keratin 8 und 18 in primdren Ratten-Hepatozyten wurden durch 1 uM Microcystin-LR
hyperphosphoryliert (Ohta et al, 1994).

0.05-0.5 uM Microcystin inhibierte in Ratten-Hepatozyten dosisabhéangig die Haufigkeit,
Geschwindigkeit und Weglange Mikrotubuli-abhangiger Vesikelbewegungen und die
Aktivitéten der Proteinphosphatasen 1 und 2A. Die Mikrotubuliorganisation blieb hingegen

selbst bel der hdchsten Microcystin-K onzentration unveréndert (Hamm-Alvarez et al, 1996).

Auswirkungen auf die mitotische Z€llteilung

Es wird postuliert, dass Microcystine tber die Hemmung der Proteinphosphatasen 1 und 2A
in die Regulation von Proteinen eingreifen, die Auswirkungen auf die Ausbildung des
mitotischen Spindelapparats und auf die Zellteilung haben. So werden z. B. Proteine, die fir
die Tubulin-Polymerisation und die Stabilitét von Mikrotubuli verantwortlich sind, durch De-
/Phosphorylierung reguliert. Das Tumorsupressorprotein p53 ist ebenfals Substrat der
Proteinphosphatasen 1 und 2A (Lankoff et al, 2003).

Chinesische Hamster Ovariazellen (CHO-K1) wurden mit 0, 25, 50 und 100 pM
Microcystin-LR und mit Cyanobakterienextrakten wahrend 14, 18 oder 22 Std. inkubiert und
Effekte auf Zellzyklus, Beginn der Anaphase, Chromosomensegregation durch den
mitotischen Spindelapparat und A poptose untersucht. Es wurde eine dosis- und zeitabhangige
Erhdhung des Mitoseindex, ein vermehrt abnormales G(2)/M-Verhdtnis mit
hyperkondensierten  Chromosomen, eine abnorme Anaphase mit fehlerhafter
Chromosomenverteilung und polyploiden Zellen beobachtet. Die meisten mitotischen Zellen
zeigten mono- und multipolare Spindeln (multipolare  Astern), zudem waren

Mikrotubulibiindel in Interphasezellen vorhanden. Die Anzahl toter Zellen korrelierte positiv
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mit der Anzahl polyploider Zellen. Die Resultate weisen gemass Autoren darauf hin, dass
Microcystin-LR dosis- and zeitabhangig Apoptose und Nekrose induziert (Lankoff et al,
2003).

Bel mit Microcystis Extrakt inkubierten Syrischen Hamster Embryo Zellen (SHE) wurden die
Transkriptionsfaktoren c-fos und c-jun wahrend der 6-stiindigen Versuchsdauer bis 6 Std.
danach Uberexprimiert und 45% der Zellen induziert, von der ruhenden G(0)/G(1) in die S-
Phase enzutreten. Die Autoren postulieren, dass durch Heraufregulierung der
Transkriptionsfaktoren (Proto-Onkogene) c-fos und c-jun eine abnorme Zellproliferation
verursacht wird, was zu Krebs fihren kann (Zhao & Zhu, 2003, Originadartikel in
Chinesisch).

Apoptose

Hohe Microcystin-LR Dosen, wie folgend genauer aufgefihrt, induzierten in vivo bei Mausen
(Yoshida et al. 1998 Yoshida et al, 1998) und Ratten (Guzman & Solter, 1999) und in vitro
bei Rattenhepatozyten, humanen Lymphozyten und andern Saugerzellen innerhalb weniger
Minuten Apoptose (Fladmark et al, 1999, Fladmark et al, 2002, Boe et al, 1991, McDermott
et al, 1998, Mankiewicz et al, 2001 und Ubersichtsartikel [Gehringer, 2004, Ding & Nam,
2003)).

invivo

Mit immunohistochemischen Methoden wurde gezeigt, dass Microcystin-LR nach einmaliger
I.p. Verabreichung von 0.02-0.1 mg/kg KG an Méause in den zentrilobul&ren Regionen in der
L eber Addukte mit den Proteinphosphatasen 1 und 2A bildete. In denselben Regionen wurden
auch Hamorrhagien und apoptotische Zellen gefunden, letztere waren z. T. immunopositiv
(monoklonale Antikérper gegen Microcystin-LR). In der midlobuldren Region der Leber, wo

v. a Nekrosen auftraten, waren alle Zellen immunonegativ und es konnten keine

Microcystinaddukte nachgewiesen werden (Y oshida et al, 1998).

Bel i.p. Verabreichung von 0.048 mg/kg KG/Tag Microcystin-LR wahrend 28 Tagen wurden
bei Ratten (3 Tiere/Dosis) apoptotische Zellen (Apoptosekdrperchen mit und ohne
Chromatin) in der perizentralen (Zone 3) Region der Leber beobachtet. Bei 0.016 bzw. 0.032
mg/kg KG/Tag waren die Effekte weniger ausgeprégt (keine ndheren Angaben) (Guzman &
Solter, 1999).
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invitro

Microcystin-LR induzierte in vitro Apoptose in verschiedenen Saugerzelltypen. Bereits
0.8 uM Microcystin-LR fuhrten in priméren Rattenhepatozyten innerhalb weniger als 15 Min.
zu typischen apoptotischen Effekten (Knospung der Zelloberflache, Zellschrumpfung,
Organellenumverteilung, Kondensation von Chromatin im Zellkern und teilweise
Fragmentierung des Zellkerns, intakte Mitochondrien in apoptotischen Blaschen bzw. an
einem Pol der Zelle). Bei den getesteten Nicht-Leberzellen (humane Fibroblasten,
Endothelzellen und Promyelozyten) waren 100fach hdhere Konzentrationen nétig (100 uM)
und Effekte traten erst nach 6-8 Std. auf (McDermott et al, 1998). Anmerkung: Aus dem
Artikel geht nicht hervor, wie lange und auf welchem Applikationsweg Microcystin-LR
verabreicht wurde. Vermutlich wurden die Zellen inkubiert, nicht mikroinjiziert. Da Nicht-
Hepatozyten keinen Aufnahmemechanismus fir Microcystine haben, ist eine hdhere benttigte

Konzentration bei Inkubation der Zellen plausibel.

2 Min. nach Zugabe von 16 pM Microcystin-LR wurden bei 50% der inkubierten priméren
Rattenhepatozyten Apoptose induziert. Vier Min. nach Zugabe verringerten sich Zytoplasma-
und Kernvolumen um 20% und ein starkes Knospen der Zelloberflache mit Losldsen von
Apoptosekdrperchen (enthielten Mitochondrien) begann. Finfzehn Min. nach Zugabe
enthielten die meisten Zellen keine Mikrovilli und kein Glykogen mehr. Nach zwel Stunden
kondensierte das Chromatin im Zellkern. Fir einen raschen Zelltod mussten sowohl die
Proteinphosphatasen 1 as auch 2A inhibiert werden. In einem andern Experiment fuhrte die
Mikroinjektion (da nur bei Hepatozyten gute Aufnahme) von Microcystin-LR (keine
Dosisangabe) innerhalb weniger Min. zu intensivem Knospen und Abrunden von Zellen bei
Swiss 3T3 Fibroblasten, humanen HEK 293 Zellen und normalen Ratten Nierenzellen (NRK)
(Fladmark et al, 1999).

Mikroinjektion von 100-200 uM Microcystin-LR induzierte Apoptose in Rattenhepatozyten.
In einem weiteren Experiment mit Rattenhepatozyten fihrte die Inkubation mit 1 pM
Microcystin-LR zu erhohter Proteinphosphorylierung. Wurde zusétzlich ein Inhibitor der
Ca’**/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase Il (CaMKIl) zugegeben, wurde die Apoptose
verhindert und die Proteinphosphorylierung war nicht erhéht. Die Autoren folgerten hieraus,
dass Microcystin-LR durch Inhibition der Proteinphosphatasen 1 und 2A in einem CaMKII-
abhangigen Prozess zu vermehrter Phosphorylierung von Proteinen und dadurch zu A poptose
fuhrt (Fladmark et al, 2002).
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Inkubation von Rattenhepatozyten mit 0.8 uM Microcystin-LR fihrte zu Zellfragmentierung,
kondensiertem Chromatin im Zellkern und Aggregaten aus internen Membranen an einem Pol
der Zelle (Boe et al, 1991).

Inkubation mit 0.0125-0.05 uM Microcystin-LR fihrte zu morphologischen Veranderungen
in priméaren humanen Hepatozyten und in Rattenhepatozyten. Das Aktinnetzwerk kollabierte
und aggregierte in der Zellmitte, Chromatin im Zellkern kondensierte, zudem l6sten sich
Zellen aus dem Zellverband und zerfielen unter Bildung von Bléschen, Fragmenten und
Apoptosekdrperchen. Der geschétzte ECso-Wert (effective concentration) nach 6sttindiger
Exposition lag bel priméaren humanen Hepatozyten bei 0.025 uM, bei Rattenhepatozyten bei
0.05 uM (Batista et al, 2003).

Auswirkungen auf oxidativen Stress und Lipidper oxidation

invivo

Gruppen von 3 Ratten erhielten 0, 0.016, 0.032 und 0.048 mg Microcystin-LR/kg KG/Tag i.p.
wahrend 28 Tagen. Die Konzentration an Malondialdehyd nahm in der Leber ab 0.032 mg/kg
KG/Tag signifikant und dosisabhangig zu und war bel der héchsten Dosisgruppe gegentiber
der Kontrolle rund vierfach erhoht. Leberschnitte von mit Microcystin behandelten Ratten
waren empfindlicher gegenliber dem zytotoxischen Effekt von tert-butyl Hydroperoxid (ROS
generierende Substanz). Die Autoren folgerten aus den histologischen und biochemischen
Befunden, dass oxidativer Stress eine signifikante Rolle bel der chronischen Toxizitdt von
Microcystin spielt (Guzman & Solter, 1999).

8 mannlichen Ratten wurde einmalig 0.05 mg/kg KG Microcystin-LR (=LDsp) i.p. verabreicht
und der oxidative Lipidmetabolismus bis 3 Std. nach Verabreichung spektroskopisch
untersucht. In der Leber behandelter Tiere wurden signifikant mehr Lipidradikale gefunden;
Glutamin/Glutamat- und Laktatkonzentrationen waren signifikant erniedrigt. Signifikant
erhdhte Enzymaktivitéten der Alanin-Aminotransferase und der Aspartat-Aminotransferase
im Serum weisen auf Leberschadigung hin. Die Autoren folgern aus diesen Befunden, dass
oxidativer Stress eine wichtige Rolle bei durch Microcystin-LR induzierter Hepatotoxizitét
spielt (Towner et al, 2002).

invitro
Funfstiindige Inkubation mit 0.01, 0.1 und 1 mg Microcystin-LR/ml (0.01, 0.1, 1 mM)
induzierte intrazelluldr reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in humanen Hepatoma HepG2
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Zellen. Anmerkung: Die Autoren bezeichnen die getesteten Konzentrationen as nicht-

zytotoxisch, verweisen aber auf Zegura et a. 2003 (Zegura et al, 2004).

0.01-1 pg/ml Microcystin-LR (nicht-zytotoxische Konzentrationen) induzierte zeit- und
dosisabhangig DNA-Strangbriiche in der humanen Hepatomazelllinie HepG2. Die Effekte
waren voribergehend, mit einem Maximum nach 4stindiger Exposition. Bei Zugabe der
DNA-Reparatur-Inhibitoren Cytosin, Arabinosid und Hydroxyharnstoff akkumulierten DNA-
Strangbrtiche. In einem weiteren Experiment wurde DNA mit Endonuklease Il und
Formamidopyrimidin-DNA-Glycosylase (FPG) behandelt, die spezifisch an Stellen oxidativ
modifizierter DNA-Basen zuséizliche Strangbriiche einfligen. Dabel wurden bel mit
Microcystin-LR behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen vermehrt DNA-
Strangbrtiche beobachtet. Durch Zugabe des Hydroxylradikalféngers DM SO traten bei mit
Microcystin-LR behandelten Zellen signifikant weniger DNA-Schaden auf als ohne DM SO.
Die Autoren folgerten, dass Microcystin-LR die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
induziert, die dann zu DNA-Schéaden flhren (Zegura et al, 2003).

Bel Inkubation primérer Rattenhepatozyten mit 0.002 und 0.01 pg Microcystin-LR/ml (0.002
und 0.01 uM) wurden signifikant erhéhte intrazellulére Glutathionkonzentrationen (reduzierte
Form GSH) beobachtet (transiente Erhthung nach 3 Std., Basiswerte nach 24 und 48 Std.), es
wurden reaktive Sauerstoffspezies gebildet und die Maondialdehydkonzentration war
erniedrigt. Die getesteten Konzentrationen waren nicht zytotoxisch (getestet mittels MTT-
Test). Die LCsp betrug 0.048 pug Microcystin-LR/ml bei 24 Std. Inkubation (Bouaicha &
Maatouk, 2004).

Einflussanderer Substanzen auf Microcystin-L R induzierte Toxizitét

Weiblichen Mausen wurde einmalig 0.1 mg Microcystin-LR/kg KG i.p. (letale Dosis)
zusammen mit biologisch aktiven Substanzen verabreicht, um deren Einfluss auf die durch
Microcystin-LR induzierte Toxizitdt anhand der Mortalitétsrate, des Todeszeitpunkts und der
L aktatdehydrogenase-Aktivitét im Serum zu untersuchen. Membranaktive Antioxidantien wie
Vitamin E, Silymarin, Glutathion und der Monoethylester des Glutathions schitzten Méuse
signifikant vor Letalitét. Rifampicin und Cyclosporin-A, zwei membranaktive Substanzen, die
immunsuppressiv wirken und auch den Gallensduretransport in Hepatozyten inhibieren, sowie
Penicillin G unterdrickten den letalen Effekt von Microcystin-LR vollstandig. Glucose
verzogerte den Todeszeitpunkt signifikant. Calciumkanal-Blocker (Verapamil, Nifepidine),

frele Radikal-Fanger (Allopurinol, Mannitol, Glycerin, Ethanol), und weitere Substanzen wie
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z.B. Vitamin C und Dioxine hatten keinen signifikanten Einfluss auf die untersuchten
Parameter (Hermansky et al, 1991).

5 MICROCYSTIN-KONZENTRATIONEN IN ALGENPRODUKTEN,
TRINKWASSER UND LEBENSMITTELN

Microcystin-K onzentrationen in Algenprodukten

USA und Kanada

In einer Messkampagne der Oregon Heath Division wurde in 85 von 87 AFA-
Algenprodukten aus dem Klamath Lake Microcystin-LR nachgewiesen, wobei 63 Proben
(72%) hohere Konzentrationen als 1 pg/g aufwiesen. Die 1996-1999 untersuchten
Algenproben stammten aus dem Handel bzw. direkt von den vier grofdten Herstellern.
Einzelwerte lagen zwischen 0.04 und 18.4 ug Microcystin/g, Mittelwerte zwischen 0.4 und
10.9 pug Microcystin/g (Werte gemittelt pro Jahr und Hersteller). Die Auftrennung zweler
Proben mittels HPLC und anschliessender Quantifizierung im ELISA zeigte, dass mehr als
90% des Microcystins als Microcystin-LR vorlag. Geméss Autoren stimmt dies Gberein mit
Resultaten anderer Autoren (im Paper as ,personliche Mittellung® referenziert).
Durchschnittliche Microcystin-LR Gehalte in 15 Spirulina Produkten, die von der Oregon
Health Division 1998 und 1999 gesammelt wurden, lagen bei 0.15 bzw. 0.52 pg/g, bel einer
Probe bei 2.12 pg/g (Gilroy et al, 2000).

In 117 Algenprodukten (AFA, Spirulina, unidentifizierte Spezies) in Kanada wurden mittels
ELISA, Proteinphosphatase-Inhibitions-Assay (PPA), LC-MS und LC-MS-MS Microcystin-
Konzentrationen bestimmt. In den 50 tabellarisch aufgelisteten Produkten waren 0.1-10 pg/g
und in einer Probe Uber 30 pg/g Microcystin enthalten. Bel dieser Probe wurden mittels LC-
MS, LC-MS-MS und ELISA 25-35 pg/g und mittels PPA 49 ug/g Microcystin gemessen
(jew. 1-3 Messwerte, Durchschnitt aler Messwerte = 33 pg/g Microcystin-LR und -LA). Die
Autoren gehen nicht auf diesen deutlich erhdhten Wert ein. In alen positiven Proben wurde
Microcystin-LR nachgewiesen und als einziges weiteres Kongener Microcystin-LA. Die
Interlaborstudie (4 Laboratorien) wurde im Auftrag von Health Canada durchgefiihrt und
zeigte eine gute Ubereinstimmung der Messwerte zwischen den verschiedenen Laboratorien
und bel Konzentrationen zwischen 0.5-35 ug/g. Die stark auf analytische Aspekte fokussierte
Publikation gibt keine Auskunft, auf welche Algenprodukte (AFA, Spirulina, andere Spezies)
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sich die Microcystin-Konzentrationen beziehen und welche Konzentrationen in den nicht

tabellierten Produkten gemessen wurden (Lawrence et al, 2001).

1984 wurden fur eine Fitterungsstudie bel Mausen AFA-Algen aus dem Upper Klamath Lake
geerntet, gewaschen und lyophilisiert, und nach rund 13 Jahren Aufbewahrung bei Raum-
temperatur sechs Algenproben mittels HPLC, ELISA und PPA auf ihren Microcystin-LR-
Gehalt untersucht. Es wurden 11-24.7 ug Microcystin-LR/g AFA-Alge gemessen, mit einem
Durchschnitt von 20.0 + 5.0 pg/g (Schaeffer et al, 1999).

Seit der Einfihrung der akzeptierbaren Hochstmenge von 1 pg Microcystin-LR/g AFA-
Algenprodukt durch das Oregon Department of Agriculture im Jahr 1997 werden von
Herstellern Chargenprifungen frisch geernteter AFA-Algen durchgefiihrt und nur Chargen
mit Gehalten unter 1 pg/g zur Herstellung von AFA-Algenprodukten verwendet. Bei einer
ausfuhrlichen Untersuchung von Algenproben aus dem Upper Klamath Lake (1994-1998)
lagen Microcystin-Konzentrationen mehrheitlich deutlich Uber 1 pg/g. Die meisten Werte
lagen zwischen 0.2-10 pg/g, Maximalwerte bel 25 pg/g. Proben wurden mittels ELISA und
PPA gemessen, wobei mit ELISA gemessene Werte jewells deutlich héher lagen (Carmichael
et al, 2000). Anmerkung: Aus der Publikation geht nicht hervor, wie viele Proben analysiert

wurden und auch nicht, wie reprasentativ die Stichproben waren.

In einer von Heath Canada durchgefihrten breit angelegten Messkampagne wurden in
Kanada in keiner Spirulina-Probe Microcystine nachgewiesen im Gegensatz zu anderen
Algenprodukten (Anmerkung: keine Angaben, wie viele Proben untersucht wurden, mit
welcher Methode und bel welcher Nachwelisgrenze) (Health Canada online, 2001).

Deutschland und Schweiz
AFA-Algen in Nahrungserganzungsmitteln, die in Deutschland und in der Schweiz erhdtlich
sind, stammen ebenfals aus dem Upper Klamath Lake, weshalb vergleichbare

Microcystingehalte wie in Kanada und den USA zu erwarten sind.

Schweiz Der Microcystin-LR-Gehalt in 7 AFA-, 3 Chlorellaa und einem Spirulina-
Algenprodukt wurde mittels ADDA-ELISA (Dreifachbestimmung) und kolorimetrischem
PPA untersucht und je Produkt 5 Stichproben analysiert. Die Algenproben stammten vom
Schweizer Markt oder wurden von den Antragstellern beim Bundesamt fur Gesundheit
(BAG) eingereicht. Bel 6 AFA-Algenprodukten wurden 0.4-1.4 pg Microcystin-LR
Aquivalente/lg Trockengewicht gemessen, bei einer Probe 5.3 pg Microcystin-LR

Aquivalente/g Trockengewicht. Die Resultate der beiden Untersuchungsmethoden stimmten
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gut Uberein. In Chlorella- und Spirulina-Algenprodukten wurden mittels ELISA 0.01-0.02 pg
und mittels PPA 0.1-0.3 pg Microcystin-LR Aquivalente/g Trockengewicht gemessen
(Anmerkung: Keine Angabe der Nachweisgrenzen) (BAG, 2003, interner Bericht). Tabelle 5
fasst die Microcystingehalte in AFA-Algenprodukten nochmals zusammen.

Deutschland: Keine Ergebnisse vorliegend.

Tab. 5. Microcystingehalt in AFA-Algenprodukten aus dem Upper Klamath Lake (USA)

Microcystingehalt Anzahl Microcystin- Anmerkungen Literatur

[na/g] Proben Kongener

0.04-18.4 87 90% as-LR 98% Proben positiv Gilroy et al,. 2000
72% >1 pg/g

0.1-10, >100* -LRund-LA *nicht nur AFA Lawrence et al, 2001

33 (1 Probe)

11-24.7 6 -LR Schéffer et al, 1999

0.4-1.4, 7 -LR BAG, 2003, interner

53 (1 Probe) Bericht

Microcystin-K onzentrationen im Trinkwasser

Die WHO empfiehlt einen Trinkwasser-Richtwert von 1 ug Microcystin-LR /L (WHO 1999).
Dieser Wert scheint in Deutschland und der Schweiz eingehalten zu werden (SKLM, 2003,
Hoeger, 2003, Chorus, 2001). In einer Zusammenstellung weltweit gemessener Microcystin-
Konzentrationen lagen Trinkwasserwerte mit wenigen Ausnahmen bei 0.01-0.4 ug/L. Es
wurden aber auch deutlich hohere Werte zitiert, so z. B. 1.9 ug/L in China, 7.8 pg/L in der
Tschechel und 90 pg/L in den USA (Hoeger, 2003, Hoeger et al, 2005).

Microcystine werden bei der Trinkwasseraufbereitung effizient durch Ozonbehandlung aus
dem Rohwasser eliminiert. Wird zu wenig Ozon eingesetzt, z. B. bei hohen Zelldichten einer
Algenblite, werden Cyanobakterienzellen lysiert, die Toxine freigesetzt und nur partiell
abgebaut (Hoeger et al, 2002).

Microcystin-K onzentrationen in tierischen L ebensmitteln

Es liegen Untersuchungen zu Microcystin-Konzentrationen in Fischen, Muscheln und
Schalentieren aus Portugal (Vasconcelos, 1999), Brasilien (Magalhaes et al, 2003, Mohamed
et al, 2003) und den USA (Hathaway, 2001) vor, die alerdings keine reprasentativen
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Aussagen erlauben, da die Probenzahl meist gering war und kaum detaillierte Angaben zu den
Probenahmebedingungen gemacht wurden. Je nach Studie wurden in Fischen maximal 0.5 mg
Microcystin-L R-Aquivalente/kg gefunden (Mohamed et al, 2003), in Hummer bis zu 2.7 mg
Microcystin-LR/kg (Vasconcelos, 1999) und in Krabben maxima 0.1 mg Microcystin-LR-
Aquivalente’lkg (Magalhaes et al, 2003). In Muscheln wurden in einer Publikation bis zu
16 mg Microcystin-LR/kg gemessen (Vasconcelos, 1999), in einer andern Publikation
hingegen nur max. 0.11 mg Microcystin/kg in Muschelleber (Hathaway, 2001).

Weiter liegen Untersuchungen zum Ubergang von Microcystin in die Kuhmilch vor. Vier
laktierende Kihe (Holstein Friesian dairy cattle) erhielten Microcystis aeruginosa Extrakt
(10® Zellen/L Wasser, Stamm MASHO01-A19) wahrend 21 Tagen iber das Trinkwasser
verabreicht. (Anmerkung: ab 10° Zellen/L Wasser spricht man von einer Algenbliite). Die
K Uhe nahmen total 15 mg Microcystin-LR auf bzw. durchschnittlich 1.21 pug/kg KG/Tag. Es
wurde weder mit HPLC noch mit ELISA Microcystin-LR in der Milch nachgewiesen. Die
Nachweisgrenze der ELISA-Methode lag bei 0.002 ug/L, digenige der weniger sensitiven
HPL C-Methode wurde nicht angegeben (Orr et al, 2001).

Microcystin-K onzentrationen in Badegewdassern

In 55% der untersuchten 155 Gewasser in Deutschland (325 Proben) wurden Cyanobakterien
nachgewiesen. Messwerte lagen durchschnittlich bei 45 pg Microcystin/L und maximal bei
566 pg/L (Wolf & Frank, 2002).

6 EXPOSITIONSABSCHATZUNG

Gemass WHO (1999) nimmt der Mensch Cyanobakterientoxine v. a. Uber das Trinkwasser
auf. Der Konsum von Algenprodukten als Nahrungserganzungsmittel stellt eine zusétzliche
Exposition dar. Als weitere Quellen werden Schwimmen in Badegewassern, Konsum von
Gemuse von bewasserten Feldern und von Fischen und Muscheln diskutiert (WHO, 1999,
Hoger Dissertation 2003).
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Microcystin-LR Aufnahme aus Verzehr von AFA-Algenprodukten

Die von Herstellern empfohlene Tagesportion liegt im Bereich von 1 bis 3 g AFA-Algen.
Unter der Annahme, dass ein Erwachsener (60 kg) taglich 2 g AFA-Algen aufnimmt, die 1 ug
Microcystin-LR/g enthalten (Oregon Richtwert), wird der PTDI der WHO von 0.04 ug/kg
KG/Tag gerade ausgeschopft. Dabei werden andere Expositionswege (z.B. Trinkwasser) als
vernachlassigbar angesehen. In AFA-Algenprodukten wurden z. T. deutlich ho6here
Microcystingehalte von bis zu 33 pg/g gemessen (siehe Tab. 5), und die von Herstellern
empfohlenen Mengen liegen z. T. liber 2 g/Tag, so dass eine erhebliche Uberschreitung der
taglichen tolerierbaren Aufnahmemenge (PTDI) mdglich ist. Da Nahrungserganzungsmittel
taglich und Uber einen langeren Zeitraum konsumiert werden konnen, ist eine Gefahrdung der
Gesundheit nicht auszuschliessen. Kinder sind wegen der héheren Aufnahme pro kg

K orpergewicht besonders gefahrdet.

Microcystin-L R Aufnahme aus Trinkwasser

Eine verléssliche Abschdtzung der Exposition durch Trinkwasser ist auf Grund der Datenlage
zurzeit nicht moglich. Der WHO Trinkwasser-Richtwert von 1 pg Microcystin-LR/L scheint
in Deutschland und in der Schweiz eingehalten zu werden, Konzentrationen scheinen in der
Regel unter 0.4 pg/L zu liegen. Aus den Literaturdaten geht allerdings nicht hervor, wie
représentativ die Messwerte sind (keine Angaben ob Spitzenwerte nach Algenbliten oder
Durchschnittswerte) (Hoeger, 2003, Chorus, 2001). Erwachsene (60 kg), die taglich 2 L
Trinkwasser mit 0.4 pug Microcystin-LR/L konsumieren, nehmen 0.013 pg/kg KG/Tag auf,
was bereits 33% des PTDI der WHO ausschopft. Damit scheint u. U. auch das Trinkwasser

ein nicht vernachlassigbarer Expositionsweg zu sein.
Andere Expositionswege, wie Schwimmen in Badegewassern, Verzehr von Fischen,

Meeresfrichten und Gemuse von bewasserten Feldern tragen vermutlich nicht zu einer

nennenswerten chronischen Microcystin-Aufnahme bei.
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7 ANALYTIK VON MICROCYSTIN-LR UND VON MICROCYSTINEN

Microcystine konnen mit flussigkeitschromatographischen Verfahren, Enzyme-linked
immunosorbent Assays (ELISA) und Protein Phosphatase Inhibitions Assays (PPA)
nachgewiesen werden (Weller, 2002).

Zur Bestimmung der Microcystine -LR, -RR und -YR in Trinkwasser wurde eine 1SO-
Methode (ISO/DIS 20179: 2004) etabliert, mit der auch nach entsprechender Aufarbeitung
Algen und Algenprodukte untersucht werden konnen. Methoden fir den Nachweis von
Microcystinen in Algenprodukten zur Nahrungsergdnzung wurden u. a von Lawrence et al.
(2001), Gilroy et al. (2000) und Codd et al. (2001; Review) beschrieben. Lawrence et al.
(2001) zeigen eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse von immunochemischen und
chromatographischen Methoden fur verschiedene Algenprodukten (AFA, Spirulina und nicht-
identifizierte Cyanobakterienspezies) im Bereich von 0.5-35 pg Microcystin pro g
Algenprodukt.

Chromatographische Methoden

FlUssigkeitschromatographische Verfahren mit UV/VIS und oder massenspektrometrischer
Detektion existieren und werden eingesetzt, wobei bisher nur fir einige Microcystine, u.a.
Microcystin-L R, Referenzsubstanzen zur Verfligung stehen (Hummert et al., 2000, Dahlmann
et al., 2003). Fur die Strukturbestimmung ist neben Kernresonanzspektrometrie und Tandem-
Massenspektrometrie auch die Aminosaurebestimmung nach saurer Hydrolyse nltzlich
(Weller, 2002).

Immunoassays

Hohe Empfindlichkeit, Selektivitdt, Schnelligkeit und niedrige Kosten sprechen fir
immunochemische Methoden. Im ELISA lassen sich mit entsprechenden Antikorpern
Microcystin-LR (Chu et al., 1990, Gilroy, 2000), andere Microcystine (Yu et al., 2002) oder
aufgrund der gemeinsamen seltenen Aminosdure ADDA die Summe aller Microcystine und
Nodularine nachweisen (Fischer et al., 2001, An & Carmichael, 1994, Lawrence et al., 2001).

34



Inhibitionstest

Mittels PPA werden generell Substanzen nachgewiesen, die die Aktivitdéten der
Proteinphosphatase 1 (An & Carmichael, 1994) oder 2A (Heresztyn & Nicholson, 2001)
hemmen. Da nicht nur Microcystin-LR inhibierend wirkt, werden auch weitere Microcystin-
Kongenere, Nodularine und evtl. noch andere in den aufgereinigten Extrakten enthaltene
Substanzen erfasst.

8 BEWERTUNGEN INTERNATIONALER GREMIEN

8.1 TDI-HERLEITUNG UND TRINKWASSER RICHTWERT DER WHO (WHO,
1998 UND 1999)

Die WHO leitete einen provisorischen TDI (PTDI) von 0.04 pg/kg KG/Tag fur Microcystin-
LR ab, basierend auf dem NOAEL von 40 pug/kg KG/Tag aus der subchronischen oralen 13
Wochen Studie bel Mausen (Studie von Fawell et al., 1999). Die WHO verwendete dabei
einen Unsicherheitsfaktor von 1000, der sich aus einem Faktor 10 fur die Tier-Mensch-
Extrapolation, einem Faktor 10 fur die Empfindlichkeitsunterschiede innerhalb der
menschlichen Population und einem Faktor 10 fir die ungenigende Datenbasis zur
Toxikologie von Microcystin-LR (fehlende chronische Studien und Kanzerogenitétsstudien)
zusammensetzt. Zu diesem Zeitpunkt lagen erst wenige Studien zur Genotoxizitdt von

Microcystin-LR vor.

Die WHO leitete einen weiteren PTDI ab, ausgehend vom LOAEL von 0.1 mg Microcystin-
LR-Aquivalenten/kg KG/Tag aus der 44 Tage-Trinkwasser-Studie bei Schweinen (Studie von
Falconer et al., 1994). Die WHO verwendete dabel einen Sicherheitsfaktor von 1500, d.h.
einen Faktor 3 fur die Tier-Mensch-Extrapolation (Schweine sind dem Menschen
physiologisch ahnlicher als Nager), einen Faktor 10 fir Empfindlichkeitsunterschiede
innerhalb der menschlichen Population, Faktor 5 fur die Extrapolation vom LOAEL zum
NOAEL (10 schien ungerechtfertigt wegen der niedrigen Inzidenz der Effekte und dem
Verlauf der Dosis-Wirkungsbeziehung) und einen Faktor 10 wegen der kurzen Studiendauer.

Daraus resultiert ein PTDI von 0.067 ug/kg KG/Tag.

Die beiden PTDIs liegen in der gleichen Grdssenordnung. Der niedrigere Wert von
0.04 pg/kg KG/Tag wurde fur die Herleitung des provisorischen Trinkwasser-Richtwertes

herangezogen.

35



Trinkwasser Richtwert (WHO, 1998 und 1999)

Basierend auf dem PTDI von 0.04 pg/kg KG/Tag, einer téglichen Trinkwasseraufnahme von
2 L pro Person (60 kg KG) und der Annahme, dass 80% des Microcystins Uber das
Trinkwasser aufgenommen wird, empfiehlt die WHO fur Microcystin-LR einen Trinkwasser-

Richtwert von 1 pg/L (freie und zellgebundene Form).
Trinkwasser-Richtwert = (0.04 pg/kg KG x 60 kg x 0.8)/2L = 0.96 pg/L (gerundet: 1 pug/L)

Fur ale anderen Microcystine war die Datenlage ungeniigend, sodass fur diese keine

Trinkwasser-Richtwerte hergeleitet werden konnten.

8.2 WEITERE RISSKOBEWERTUNGEN UND RICHTWERTE

TDI

Die Risikobewertungen von Kuiper-Goodman (Kuiper-Goodman, 1997) (Health Canada,
food directorate) und Duy et al. (Duy et al, 2000) fur Microcystin-LR beruhen wie bei der
WHO auf dem NOAEL von 40 ug/kg KG/Tag aus der oralen 13 Wochenstudie bei Méausen.
Kuiper-Goodman und Duy et al. schlagen unter Verwendung eines Unsicherheitsfaktors von
3000 einen provisorischen TDI von 0.013 pg/kg KG/Tag vor. Der Unsicherheitsfaktor setzt
sich zusammen aus einem Faktor 100 fur Intra- und Interspeziesvariationen, 10 wegen kurzer
Studiendauer und einem zusétzlichen Faktor 3, der der tumorpromovierenden Wirkung und

der schwachen Evidenz fur eine mdgliche humankanzerogene Wirkung Rechnung trégt.

Regulatorischer Hochstwert fir Microcystin  in Nahrungser gdnzungsmitteln  auf

Algenbasisin Oregon

Oregon Health Division und Oregon Department of Agriculture fihrten 1997 fur Erwachsene
eine regulatorische Hochstkonzentration von 1 pug Microcystin/g in Blue Green Algae-
(BGA)-Produkten ein. Sie gilt fur Produkte, die in Oregon verkauft werden und basiert auf
dem PTDI von 0.04ug/lkg KG/Tag der WHO, einem taglichen Verzehr von 2 ¢
Algenprodukten und einem Kdrpergewicht von 60 kg (Gilroy et al, 2000).
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45



AFA
CaMKIllI
DEN
ELISA
GST-P
HPLC
i.p.

KG

L Dso
LOAEL
NOAEL
PPA
PTDI
ROS
WHO

Aphanizomenon flos aguae
Ca’*/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase ||
Diethylnitrosamin

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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Intraperitoneal
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