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Einige Gewiirzpflanzen enthalten natiirlicherweise krebserregende Inhaltsstoffe aus der Klasse der

Phenylpropanoide. Wissenschaftler haben die Aufnahmemengen bei Menschen abgeschditzt, den

Metabolismus der Substanzen untersucht, ihre Toxizitdt analysiert und schliefSlich das Risiko durch

diese Lebensmittelinhaltsstoffe bewertet.

¢ Neben krebserregenden synthe-
tischen Lebensmittelkontaminan-
ten gibt es natiirliche Inhaltsstoffe
von Lebensmitteln, die erbgutver-
andernd und mutagen wirken, da-
runter die Phenylpropionide. Zu
dieser
(1-Methoxy-4-(2-propenyl)-benzol),
Safrol  (3,4-Methylendioxy-allyl-
benzol) und Methyleugenol (4-Al-
lyl-1,2-dimethoxybenzol)  (Abbil-
dung 1). Sie sind Inhaltstoffe von
Gewurzpflanzen wie Basilikum,
Fenchel, Sternanis, Estragon, Mus-

Gruppe zdhlen Estragol

katnuss und Zimt.

Das Scientific Committee on
Food (SCF) der Europiischen Uni-
on Klassifizierte Safrol, Estragol und
Methyleugenol als gentoxische Kan-
zerogene. Diese Substanzen sind als
Lebensmittelzusétze in der EU ver-
boten. Seit Januar 2011 dirfen nach
der Verordnung (EG) Nr. 1334/2008
Phenylpropanoide als nattirliche Be-
standteile je nach Lebensmittelkate-
gorie 1 bis 60 mg-kg™ nicht ber-
schreiten. In den USA hingegen er-
hielten Methyleugenol und Estra-
gol von der Flavor and Extract Ma-
nufacturers Association (FEMA) den
GRras-Status (generally recognized
as safe), weshalb sie dort als syn-
thetische Aromastoffe zugelassen
sind."

Im Jahr 2008 meldete das Joint
FAO/WHO Expert Committee in
Food Additives (JECFA) For-
schungsbedarf, um das Risiko
durch geringfugige tigliche Aufnah-
me von Phenylpropanoiden tber
die Nahrung, atherische Ole und
Aromastoffe zu beurteilen. Deshalb
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Abb. 1. Strukturformeln der Phenylpropanoide Estragol (A), Methyleugenol (B) und Safrol (C).

steht diese Substanzklasse im Fokus

des wissenschaftlichen Interesses.”

Humane Exposition

¢ Phenylpropanoide wie Methyl-
eugenol und Estragol kommen
zwar in Orangen, Bananen und
Grapefruits vor, die Konzentratio-
nen sind allerdings gering. Haupt-
aufnahmequellen fur den Men-
schen sind Krauter und Gewirze
wie Basilikum, Estragon, Muskat-
nuss und Piment. Die natirlichen
Gehalte sind abhangig von der geo-
grafischen Herkunft, der Sorte, von
Alter und Grofle der Pflanze bei
der Ernte, vom Ernteverfahren, von
den Lagerbedingungen und der
Verarbeitung.

Der Methyleugenolgehalt kann
innerhalb einer Basilikumpflanze
stark variieren, wobei die Konzen-
tration in den Blattern am hochsten
ist. Im Verlauf des Pflanzenwachs-
tums sinkt die Methyleugenolkon-
Da Gewurzpflanzen
haufig auch andere, verwandte
Phenylpropanoide enthalten und
Menschen verschiedene Arten kon-

zentration.

sumieren, ist von einer Mehrfach-
exposition auszugehen." Eine wei-
tere Quelle sind Nahrungsergan-
zungsmittel. Solche auf Basis von
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Fenchel, Basilikum oder Muskat-
nuss enthalten hohe Konzentratio-
nen an Safrol, Estragol und Me-
thyleugenol.”

Menschen nehmen taglich schat-
zungsweise zwischen 0,01 und
0,07 mg-kg™ Korpergewicht Estra-
gol auf.” Das SCF schatzt die Auf-
nahmemenge an  Safrol
0,005 mg-kg™ Korpergewicht pro
Tag,” die JECFA gibt hohere Expo-
sitionsdaten von durchschnittlich
0,015 kg Korpergewicht an.”
Fur Methyleugenol stehen in der
Literatur durchschnittliche tagliche
Aufnahmemengen von 0,19 mg-kg™
Korpergewicht®  beziehungsweise
0,01 bis 0,66 mg-kg” Korperge-
wicht.” Fiir Nahrungserganzungs-
mittel wurden mit Berticksichti-
gung der empfohlenen Tagesdosis
tagliche
Estragol, Methyleugenol und Safrol
von 0,001 bis 4 mg-kg™ Korperge-
wicht postuliert.

In den Expositionsabschitzun-
gen spiegeln sich stark die unter-
schiedlichen Konzentrationen an
Phenylpropanoiden wieder, die
auf die botanische Herkunft und
den Verarbeitungsprozess zuriick-
zufithren sind. So verbirgt sich un-
ter dem Begriff Basilikum eine Viel-
zahl an Arten. Das in Europa vor-

auf

Aufnahmemengen von
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wiegend verzehrte stufSe Basilikum
(Ocimum  basilicum L.) enthalt
meist weniger als 0,2% Methyleu-
genol. Die Varietat O. basilicum L.
var. basilicum zeichnet sich durch
einen durchschnittlichen Methyl-
eugenolgehalt von 1,6% aus, wo-
hingegen die Unterart O. basilicum
subsp. minimum L. Gehalte bis 55 %
aufweist. Weiter haben Nahrungs-
erganzungsmittel auf Basis gefrier-
getrockneter Extrakte hohere Ge-
halte als durch Absieden hergestell-

te Préparate.3)

Metabolismus der
Phenylpropanoide

@ Phenylpropanoide unterliegen
im Fremdstoffmetabolismus einer
starken Transformation. Methyleu-
genol und Estragol werden im Ma-
gen-Darm-Trakt fast vollstandig re-
sorbiert und gelangen tber die
Pfortader in die Leber. Die resor-
bierten Dosen beeinflussen den Me-
tabolismus dieser Verbindungen. So
verschiebt sich bei Mausen und
Ratten durch eine Erhohung der
Dosis von 0,05 auf 100 mg-kg™
Korpergewicht die O-Demethylie-

liber gut wasserlosliche Produkte; schwarz: andere Metabolite, ihr Beitrag zur toxischen Wirkung ist unklar.
(ADH: Alkoholdehydrogenase, CYP450: Cytochrom P450, GSH: Glutathion, Sutt: Sulfotransferase, UGT: Glucuronosyltransferasen)

rung der Methoxygruppen zur
I’-Hydroxylierung. Die Cytochrom-
P450-(CYP450)-katalysierte 1’-Hy-
droxylierung zum proximalen Kan-
zerogen, also zu einer aktiven Zwi-
schenstufe, und die anschliefSende
Sulfonierung durch Sulfotransfera-
sen (SULT) zum gentoxischen Meta-
boliten sind die Initiatorreaktionen
des kanzerogenen Wirkmechanis-
mus der Phenylpropanoide. Jedoch
sind weitere Metabolisierungswege
wie die bereits genannte O-Deme-

Abb. 2. Metabolisierungswege von Methyleugenol nach Cartus et al.;¥ rot: Bioaktivierung zum bekannten ultimalen Kanzerogen; griin: Detoxifizierungswege

Abbildung 2 am Beispiel Methyleu-
genol zusammenfasst.”

In Untersuchungen mit Leber-
mikrosomen wurden verschiedene
durch CYP450-gebildete Metaboli-
ten charakterisiert. Hauptmetaboli-
ten sind 1’-Hydroxymethyleugenol,
3-Hydroxymethylisoeugenol und
6-Hydroxymethyleugenol, weitere
Metaboliten sind 3’-Oxomethyliso-
(R,S)-2’,3-Dihy-
droxy-2’,3’-Dihydromethyleugenol.

eugenol  und

Anders als in weiteren Untersu-

thylierung, ~ Epoxidierung und chungen” wurde kein Methyleuge-
3-Hydroxylierung beschrieben, die nol-2’,3’-epoxid identifiziert. Die
Estragol Methyleugenol Safrol
[ 1 1
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Abb. 3. Am Metabolismus von Estragol, Methyleugenol und Safrol beteiligte Isoenzyme des

Menschen.
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Autoren postulierten die direkte

Umsetzung des Methyleugenol- Substanz/Spezies Dosis . Inzidenz  Organ

2’ 3-epoxids durch mikrosomale mg (kg KG Tag)

Epoxidhydrolasen zum Dihydro- Estragol/ o 0 0 Leber

diol.® Unterschiedliche humane Maus (weiblich) >4 27

CYP450- und Surt-Isoformen tra- 107 35

gen zum Metabolismus der Phenyl- ~ Methyleugenol/ 0 Leber, Niere,

propanoide bei (Abbildung 3). Ratte (ménnlich) 37 Driisenmagen,
Zusitzlich fuhrt die O-Dealkylie- 75 14  Bindegewebe

rung von Safrol uber die Bildung 150 25

eines 4-Allylcatechols und Oxidati-  methyleugenol/ 0 0  Leber, Niere,

on zum 4-Allyl-o-chinon (Abbil-  Ratte (weiblich) 37 0 Driisenmagen,

dung 4). Durch diesen Metabolisie- 75 4  Bindegewebe

rungsweg entstehen reaktive Sauer- 150 8

stoffspezie.:s sowie éin Weitere.r Safrol/ 0 0 Leber

elektrophiler Metabolit, deren Bei- - (weiblich) sg 34

trag zur Kanzerogenitat des Safrols 117 39

bislang unklar ist.

Dartber hinaus gibt es Spezies-
unterschiede in der Detoxifizie-
rung der aktiven Metaboliten von
Estragol, Methyleugenol und Sa-
frol. Die Oxidation der 1’-Hydro-
xymetaboliten zum korrespondie-
renden 1’-Oxometaboliten scheint
im Menschen die bedeutendste
Reaktion fur die Detoxifizierung
zu sein. Dagegen lauft im Nager
vorrangig die Glucuronidierung
durch UDP-Glucuronosyltransfe-
rasen ab.”!?

Gentoxizitdt und Kanzerogenitat

@ Bei Ratten und Miusen, die mit
Estragol, Methyleugenol und Safrol
gefuittert wurden, zeigten die Sub-
stanzen eine ausgepragte leber-
schadigende Wirkung (Tabelle 1).
In mechanistischen Untersuchun-
gen zur Kanzerogenitit von Me-
thyleugenol an Ratten erwies sich
die Substanze aufgrund seiner
DNA-Reaktivitat als Initiator der

Tab. 1. Bildung maligner Tumoren nach oraler Aufnahme von Estragol, Methyl-

eugenol oder Safrol nach van den Berg et al.’)(KG: Kérpergewicht)

Kanzerogenese.'" Diese Ergebnisse
sind auf Safrol und Estragol tber-
tragbar. Die Muttersubstanzen so-
wie die 1’-Hydroxymetaboliten von
Estragol, Methyleugenol und Safrol
und ihre Sulfatkonjugate induzie-
ren konzentrationsabhingig DNA-
Addukte in vitro und in vivo (Ab-
bildung 5).811-13) Nach Inkubation
der humanen Leberkrebszelllinie
HepG2 war die Rate fur die Bildung
von DNA-Addukten, bezogen auf
10® Nukleotide, mit Methyleugenol
am hochsten, gefolgt von Estragol
und Safrol (alle drei Substanzen
wurden in gleichen Konzentratio-
nen eingesetzt). Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit In-vivo-Da-
ten tber die Bildung von DNA-Ad-
dukten in der Leber nach Behand-
lung von Mausen mit Estragol, Sa-
frol und weiteren naturlichen Phe-
nylpropanide.'¥

Von den bekannten oxidativen
Metaboliten des Methyleugenols
erhohte  3’-Oxomethylisoeugenol
die DNA-Addukt-Rate in priméren
Rattenleberzellen (Abbildung 49
Untersuchungen zur Beeinflussung
der DNA-Reparatur in kultivierten
Rattenleberzellen'” sowie die In-
duktion von DNA-Strangbriichen
und Mikrokernen in der Lungenfi-
broblastenzelllinie V79 stiitzen die
Weitere

zellulare Zielstrukturen, etwa His-
17)

Daten mechanistisch.'®

tondeacetylasen

I'aSCI’lls)

und Topoisome-
von Methyleugenolmeta-
boliten, sind beschrieben.
Inwieweit die Menge an Methyl-
eugenol, die wir taglich aufneh-
men, zu einer Hintergrundbelas-
tung mit Methyleugenol-DNA-Ad-
dukten fuhrt, zeigt eine aktuelle
Studie an 30 Probanden. 29 Leber-
biopsien zeigten einen hohen An-

-
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Abb. 4. Zusitzlicher Bioaktivierungsweg von Safrol nach Martati et al.*
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teil an N>-(trans-Methylisoeuge-
nol-3-yl)-2-deoxyguanosin ~ (N*-
MIE-dG, Abbildung 5). NO-(trans-
Methylisoeugenol-3’-yl)-2’-deoxy-
guanosin  (N°-MIE-dA) wurden
ebenfalls, jedoch in viel kleineren
Mengen nachgewiesen. Die téigli-
che Exposition Methyleugenol
fuhrt in dem Ausmafs zu DNA-Ad-

dukten, wie fur typische Hepato-
kanzerogene, etwa Aflatoxin BI,
beschrieben.'”

Insgesamt gilt die Bioaktivierung
(Abbildung 2, S. 342) uber die
I’-Hydroxylierung zum 1’-Hydro-
xymetabolit (proximales Kanzero-
gen), die nachfolgende Sulfonie-
rung zum Sulfoxymetabolit und

der Zerfall dieses instabilen Meta-
boliten zum Carbokation (ultima-
les Kanzerogen) als Hauptmecha-
nismus der kanzerogenen Wir-
kung. Die Bildung des elektrophi-
len Carbokations wird assoziiert
mit einer Reduktion des intrazellu-
laren Glutathionstatus und damit
verbunden einem erhohten zellula-
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DNA-Addukte (in vitro)? NE-MIE-dA N*-MIE-dG
Methyleugenol positiv (+) positiv (++)
1'-Hydroxymethyleugenol positiv (+) positiv (+++)
1-Oxomethyleugenol negativ negativ
3'-Hydroxymethylisoeugenol negativ negativ
3"-Oxomethylisoeugenol negativ positiv (+)
Methyleugenal-2',3"-epoxide negativ negativ
DNA-Addukte (human)* positiv positiv

Abb. 5. DNA-Addukte von Methyleugenol nach Cartus et al.) und Al-Subeihi*?; (+): > 10 Addukte pro 10° Nukleoside, (++): 100 Addukte pro
10° Nukleoside. N°-MIE-dA: N°-(trans-Methylisoeugenol-3’-yl)-2’-deoxyadenosin, N°MIE-dG: (trans-Methylisoeugenol-3’-yl)-2"-deoxygu-
anosin, N°>-ME-dG: N*-(Methyleugenol-1"-yl)-2’-deoxyguanosin, ME-8dG: 8-(Methylisoeugenol-3"-yl)-2"-guanosin, ME-7dG: 7-(trans-Me-
thyleugenol-3"-yl)-2’-guanosin.

Abb. 6. Struktur der Flavonoide Kimpferol (A), Quercetin (B), Myricetin (C), Apigenin (D) und Nevadensin (E).
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ren oxidativen Stress. Des Weiteren
bindet das Carbokation an Proteine
oder DNA. Die These, dass die Sul-
fatkonjugate und die sich spontan
bildenden Carbokationen die ulti-
malen, also endgiltigen Hepato-
kanzerogene sind, stiitzen folgende
Punkte:
¢ Eine Gabe an 1’-hydroxylierten
Metaboliten der Phenylpropa-
noide fithrt dazu, dass sich die
gleichen DNA-Addukte bilden,
jedoch mehr als nach Gabe der
Muttersubstanzen (im Gegen-
satz zur Muttersubstanz gibt es
far 1’-Hydroxymetaboliten nur
zwei Wege, wie sie im Korper
weiter umgesetzt werden);
¢ eine Co-Exposition mit dem
Surt-Hemmstoff Pentachlorphe-
nol reduziert die Tumorrate bei
Méusen und Ratten."”
Die Ubertragung der In-vivo-Daten
auf Menschen erweist sich als
schwierig, da die Substanzen im
Tierversuch immer in Reinform
und in hohen Dosen verabreicht
wurden. Menschen verzehren Phe-
nylpropanoide jedoch in sehr klei-
nen Mengen und in einer Mi-
schung aus komplexen Lebensmit-
teln oder als Nahrungserganzungs-
mittel auf Pflanzenextraktbasis.
Die Lebensmittelmatrix enthalt
weitere Inhaltsstoffe, die mogli-
cherweise die Toxizitat der Phenyl-

propanoide beeinflussen. So unter-
drucken methanolische Extrakte
unterschiedlicher ~ Phenylpropa-
noid-reicher Krauter und Gewiirze
die Sulfonierung zu den lebertoxi-
schen 1’-Sulfoxymetaboliten. Vor
allem Flavonoide (Abbildung 6)
wie Nevadensin, Quercetin, Kamp-
ferol, Myricitin und Apigenin er-
wiesen sich als potente SuLT-Inhi-
bitoren mit einer Hemmwirkung
im nano- bis mikromolaren Be-
reich, und der kombinatorische Ef-
fekt zeigte eine additive Hemmwir-
kung. Die genannten Flavonoide
verringerten alle die DNA-Addukt-
Bildung in HepG2-Zellen nach In-
kubation mit 1’-Hydroxyestragol.
Dabei verschob sich der Metabolis-
mus von der Sulfonierung und
Oxidation hin zur Glucuronidie-
rung.’” In einer In-vivo-Studie an
Ratten reduzierte die Gabe von
87,2 mg-kg™ Korpergewicht Neva-
densin zusatzlich zu 150 mg-kg™
Korpergewicht Estragol die Bil-
dung des DNA-Addukts N’-trans-
Isoestragol-3’-yl-2’-deoxyguanosin
(E-3-N*-dG) um 36%.
Physiologie-basierte Pharmako-
kinetik(PBPK)-Modelle (Abbil-
dung 7) prognostizieren Addukt-
mengen, die sich maximal um den
Faktor zwei von den In-vivo-Daten
unterschieden.?? Die Autoren pos-
tulieren einen Beitrag von Neva-

Lebensmittelchemie {Magazin>

densin zur Modulation der 1'-Sul-
fonierung, basierend auf seiner po-
tenten Hemmwirkung auf die SuLt-
Aktivitat im nanomolaren Bereich
und seiner besseren Bioverfiigbar-
keit, da methylierte Flavonoide im
Vergleich zu den hydroxylierten
Verbindungen metabolisch stabiler
sind und gastrointestinal besser re-
sorbiert werden.”>* Zu bertck-
sichtigen ist jedoch, das Flavonoi-
de einem starken Phase-II-Metabo-
lismus zu ihren korrespondieren-
den Glucuronsiuren und Sulfat-
konjugaten unterliegen. Insgesamt
zeigte das PBPK-Modell jedoch ei-
ne starkere Hemmung des
E-3-N?-dG in der Leber des Men-
schen, da der Mensch im Vergleich
zur Ratte in Leber und der Darm
geringere UGT- und Sult-Enzymak-

tivititen aufweist.”"

Risikobewertung und Fazit

¢ Fur die Risikobewertung von
gentoxischen Kanzerogenen emp-
fiehlt die européische Behorde fur
Lebensmittelsicherheit (EFsa) das
Margin-of-exposure(MOE)-Kon-
zept,>? das dazu dient, Prioritdten
fur das Risikomanagement zu set-
zen. MOE ist definiert als Abstand
zwischen einer kanzerogenen Ef-
fektdosis, abgeleitet aus der Dosis-
Wirkungsbeziehung im Tierver-
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4-Allylphenol ge— . wwy N]EI'E L
— )
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= = L % — gut durchblutetes Gewebe =
o — Fettgewebe - D - - =
= @ @ — wenig durchblutetes Gewebe — o
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2 o @ =
® — wenig durchblutetes Gewebe — - Leber >
t
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1 l —s Diinndarm
Magen- 1 Hvdrenyestragel l 4-Allylphenol T 1
1'-Ome ] Aonedn. Meuadensi L
Darmtrakt Sl Estragol-2' 3'epoid Magen- ; :
1'-Hydroxy- glucurenid  glucuronid
(Aufnahme dotiagal ; Darmtrakt
Estragol) glucuronid 3-Hydroxyanethol (Aufnahme
1"-Sulfooxyestragoll Mevadensin)
Ausscheidung
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Abb. 7. Physiologie-basierte Pharmakokinetik-Modelle (PBPK-Modelle) fiir Estragol (A) und Nevadensin (B) in Ratte und Mensche nach Alhusainy et al.?* Dunkel-
griin gestreifte Kompartimente (Lunge, Niere) gingen nur in das PBPK-Modell fiir die Ratte ein.
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Substanz BMDL,, Geschatzte tagl. Aufnahme  MOE Literatur
mg-(kg KG-Tag)* mg:(kg KG-Tag)™

Estragol 3,3-6,5 0,01-0,07 50-650 1,3)

Methyleugenol 7,9 0,01-0,066 100-800 7)

(USA)

Methyleugenol 7,9 <0,001-0,0025 2630—-3160 25)

(Deutschland)

Safrol 1,9-51 0,005-0,015 350—1300 2,3,5)

Tab. 2. Margin-of-exposure(MOE)-Werte, berechnet aus den BMDL,,-Werten fiir Leberkarzinome aus

Kanzerogenitdtsstudien an Nagern und der tdglichen geschdtzten Aufnahmemenge. (BMDL,,: Bench-

mark Dose Lower Confidence Limit, Dosis, die eine 10%ige Tumorinzidenz bewirkt; KG: Korpergewicht)

such und der geschitzten humanen
Exposition. Bezugspunkt ist die
Dosis, die eine 10%ige Tumorinzi-
denz bewirkt (Benchmark Dose
Lower Confidence Limit, BMDL,).
Ein MOE-Wert tiber 10000 zeigt
eine geringe Prioritdt fur das Risi-
komanagement an. Die MOE-Wer-
te fir die Reinsubstanzen Estragol,
Methyleugenol und Safrol liegen
alle unter 10000 (Tabelle 2), daher
besteht fur alle Reinsubstanzen
nach MOE-Definition Handlungs-
bedarf.

Nach neueren PBPK-Modellen
modulieren Matrixeffekte und Ef-
fekte weiterer Lebensmittelin-
haltsstoffe die Wirkung der Phe-
nylpropanoide, und die Bioakti-
vierung lauft im geringeren MafSe
ab als nach Aufnahme der Rein-
substanzen. Die Verwendung der
BMDL,-Dosen zur Kalkulation des
MOE aus Tierversuchen mit rei-
nem Estragol, Methyleugenol oder
Safrol ist ein Worst-Case-Szenario,
welches das Risiko fur Menschen
moglicherwiese tiberbewertet. Die
in silico prognostizierten Matrixef-
fekte sind jedoch nicht einfach in
MOE-Wert
Wenn die Verringerung der Menge
an DNA-Addukten linear korreliert
mit einer Abnahme der Krebsinzi-

einen umzusetzen.

denz, konnte eine neue, hohere
BMDL ,-Dosis fur die MOE-Kalku-
lation verwendet werden. Dann
witirden sich die MOE-Werte erho-
hen, far Estragol beispielsweise auf
4300 bis 7350, und es ergéibe sich
eine wesentlich geringere Prioritat
fir das Risikomanagement.”

Trotz alledem sind diese Verbin-
dungen gentoxische Kanzerogene,
in die Risikobewertung fliefSen sie

als Stoffe ohne Schwellenwert ein.
Daher und in Anbetracht der Er-
kenntnisse zu  Methyleugenol-

DNA-Addukten in humanen Leber-

9)

biopsien'? ist eine umfassende Ri-

sikobewertung dieser Substanz-

klasse weiterhin erforderlich.
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