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Einleitung

1 Einleitung

Dickdarmkrebs ist eine der am haufigsten auftretenden Krebserkrankungen in den
westlichen Industrienationen. In Deutschland war er im Jahr 2000 bei beiden
Geschlechtern nach Prostata- bzw. Brustkrebs die zweithaufigste Krebsart mit ca.
33.000 Neuerkrankungen und Uber 13.500 Todesfallen bei Mannern und ca.
34.000 Neuerkrankungen und Uber 15.000 Todesfallen bei Frauen
(Arbeitsgemeinschaft bevolkerungsbezogener Krebsregister in  Deutschland,
2004). Damit nimmt Dickdarmkrebs nach Lungen- bzw. Brustkrebs bei beiden
Geschlechtern die zweithdchste Zahl an Krebssterbefallen ein. Die Prognose fur
die Heilung einer Krebserkrankung fallt umso glnstiger aus, je friher die Krankheit
diagnostiziert wird (Tab. 1.1). Als ein Grund fur die vergleichsweise hohe Mortalitat
bei Dickdarmkrebs lasst sich die haufig erst im fortgeschrittenen Stadium der
Erkrankung gestellte Diagnose nennen. Die Entwicklung von Dickdarmkrebs ist
ein komplexer, uber mehrere Dekaden ablaufender Prozess. Daher sollte es bei
regelmaldiger, jahrlicher Untersuchung leicht sein, frihe Veranderungen zu
diagnostizieren und zu behandeln. Doch trotz zahlreicher medizinischer
Fortschritte auf dem Gebiet der Krebsforschung ist die Diagnose dieser Krankheit
bisher nur durch das invasive Koloskopie-Verfahren sicher zu bewerkstelligen,
welches als Vorsorgeuntersuchung eine geringe Akzeptanz in der Bevolkerung
hat. Das am haufigsten verwendete nicht-invasive Verfahren, der Test auf
verborgenes Blut im Stuhl (FOBT, fecal occult blood test), ist relativ insensitiv und
ungeeignet, um die frihen, nicht blutenden Tumorstadien anzuzeigen. Ein Ansatz
fur ein nicht-invasives Friherkennungsverfahren, welches sich gleichzeitig fur das
Screening grof3er Personengruppen eignen wirde, ist der Nachweis von
dickdarmkrebsspezifischen Mutationen in Stuhlproben. Die Dickdarmschleimhaut
ist ein schnell proliferierendes Gewebe, dessen Epithelzellen standig erneuert
werden. Nach dem programmierten Zelltod verlieren sie den Kontakt zum Gewebe
und werden durch den passierenden Stuhl von der Darmoberflache abgeschilfert.
Bei der Entstehung eines Tumors kommt es zu einer Anhaufung von Mutationen in
bestimmten Genen (Abbildung 1.1), die zu ungeordnetem zellularen Wachstum
durch Verlust der Proliferationskontrolle und der Zell-Zell-Kontaktinhibition sowie
zur Entdifferenzierung eines Zelltyps fuhren. Im Stuhl befindet sich dann ein

Gemisch von normalen Zellen und Tumorzellen, die Trager spezifischer
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Mutationen sind. Die DNA der Zellen kann aus dem Stuhl isoliert und

anschlie3end einer Mutationsanalyse unterzogen werden.

Tabelle 1.1 Einteilung der Dickdarmkrebs-Stadien (nach Dukes und Bussey, 1958) mit 5-Jahres-
Uberlebensrate und Anteil der diagnostizierten Patienten.

Klassifikation | Dukes A Dukes B Dukes C Dukes D

Progression nur die obersten |Krebszellen Ausbreitung  des | Metastasen-

Zellschichten des | erstrecken sich | Geschwires auf | Bildung, der Krebs

Epithels sind | durch die | Lymphknoten befallt  entfernte
betroffen Darmwand, Organe, z.B. die
Lymphknoten sind Leber
nicht betroffen
5-Jahres
. 95 % 80 % 50 % 5%
Uberlebensrate
diagnostizierte
37 % 63 %

Patienten

Neben einer Reihe von erblich bedingten und chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen sind als Risikofaktoren flur die Entwicklung von Darmkrebs ein
bewegungsarmer Lebensstil, Ubergewicht und eine ballaststoffarme, fett- und
kalorienreiche Diat zu nennen. Weiterhin stehen bestimmte Inhaltsstoffe der
Nahrung, wie die heterozyklischen aromatischen Amine (HAA), im Verdacht,

Dickdarmkrebs zu verursachen.

SMAD2 / SMAD4 .
weitere
APC u. B-Catenin abnorme K-RAS DCC p53  Veranderungen
DNA- DNA-
Methylierung Reparaturgene

Normales:>HyperproIif. ) Friihes :>Intermed.:> Spates

Epithel Epithel Adenom Adenom Adenom —|Karzinom=Metastasen

Initiation Promotion Progression

Abbildung 1.1 Mehrstufenmodell der Kolon-Kanzerogenese mit den dazu gehdérenden
genetischen Veranderungen, histologischen Stadien und den Phasen der Krebsentstehung (nach
Fearon und Vogelstein, 1990; Fearon, 1991; Srivastava et al., 2001).
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2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP, Abb. 1.2 a) ist ein
wichtiger Vertreter der Gruppe der HAA, der besonders bei der Erhitzung
proteinreicher Nahrungsmittel wie Fisch und Fleisch (Felton et al., 1986) entsteht.
Aus in den Lebensmitteln enthaltenen Aminosauren, Zuckern und Kreatin bildet
sich bei Erhitzung ein Gemisch von HAA, an dem PhIP den mengenmalig
grofldten Anteil hat, gefolgt von weiteren Verbindungen dieser Substanzklasse wie
MelQx und DiMelQx (Sinha et al., 1994; Augustsson et al., 1997; Rohrmann und
Becker, 2001). PhIP konnte auch in anderen Lebensmitteln wie Bier und Wein
nachgewiesen werden (Manabe et al., 1993). PhIP entfaltet im bakteriellen
Mutagenitatstest nach Ames eine geringe Mutagenitat, wirkt jedoch im Saugerzell-
Mutagenitatstest starker mutagen als andere Verbindungen dieser Substanzklasse
(Holme et al., 1989). Die Substanz wirkt genotoxisch, indem sie nach einer
metabolischen Aktivierung an Basen der DNA kovalent bindet (Takayama et al.,
1989; Turesky et al., 1991) und somit ein Addukt entsteht. PhIP bildet Addukte an
der C8-Position des Guanins (Frandsen et al., 1992; Lin et al., 1992) (Abb. 1.2 b).
Die Aktivierung und nachfolgende Adduktbildung kann auf zwei Wegen erfolgen.
Der erste Schritt der in der Leber stattfindenden Aktivierung ist die Cytochrom
P450 1A2 (CYP1A2)-vermittelte Oxidation, der eine N-Acetyltransferase (NAT)-
bzw. Sulfotransferase (SULT)-vermittelte Konjugationsreaktion folgt. Als spontane
Zerfallsprodukte entstehen Nitreniumionen, die als ultimale Kanzerogene an die
nukleophilen Zentren der DNA binden kdénnen. In extrahepatischen Geweben
findet vorrangig die Kooxidation von PhIP mit ungesattigten Fettsauren durch die
Cyclooxygenase (COX), einem in allen Geweben konstitutiv exprimierten Enzym,
statt. Der Anteil der Kooxidation am Gesamtumsatz und der Adduktbildung ist

jedoch nicht genau bekannt (Moonen et al., 2004).
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X N/CH3 ‘ X §H3 /H\NH
LA A A,

/
N/ N/ NH, N N

a.) PhIP b.) dG-C8-PhIP

Abbildung 1.2 a.) Strukturformel des heterozyklischen aromatischen Amins PhIP, welches sich
unter Einwirkung hoher Temperaturen aus Aminosauren (besonders Phenylalanin), Zucker und
Kreatin bildet (Shioya et al., 1987). b.) Strukturformel des Guanin-PhIP-Addukts.

Ein sowonhl flr die mechanistische Untersuchung der Kanzerogenese als auch zur
Evaluierung der Wirkung von HAA haufig eingesetztes Tiermodell ist die
Behandlung von F344-Ratten mit PhIP. In hohen Dosen und chronisch verabreicht
|I6st es geschlechts- und organspezifisch Tumoren aus. Bei weiblichen Tieren
treten Kolon- und Mammatumoren auf, mannliche Tiere entwickeln Kolon- und
Prostatatumoren. Im Unterschied zu anderen HAA gehort die Leber nicht zu den
Zielorganen der PhIP-vermittelten Kanzerogenese (Ito et al., 1991; Shirai et al.,
1997).

In den bisherigen Publikationen zur PhIP-vermittelten Kanzerogenese wurden drei
Parameter untersucht. In der Reihenfolge ihres Auftretens im Organismus sind
dies:
(1) PhiIP-DNA-Addukte als Marker fur eine primare DNA-Schadigung
Das PhlIP-Guanin-Addukt fuhrt aufgrund seiner Grof3e zu charakteristischen
Basenfehlpaarungen. In Untersuchungen zur Bildung dieser sogenannten ,bulky
adducts® in F344-Ratten wurden insgesamt widersprtchliche Ergebnisse erzielt.
So treten Addukte nicht ausschlielich in den Zielorganen der Kanzerogenese auf
und die Zielorgane enthalten nicht die hochsten Mengen an Addukten.
Beispielsweise wiesen in einer Studie Lunge, Pankreas und Herz die hdchsten
Adduktzahlen aller untersuchten Organe auf, wohingegen im Kolon mittlere und in
Hoden sehr niedrige Adduktlevel festgestellt wurden (Takayama et al., 1989). Ein
Grofteil der Addukte wird repariert, so dass sich nicht jedes Addukt in einer
9
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Mutation manifestiert. Diese Daten zeigen jedoch die Moglichkeit der Bildung von
Addukten in den Zielorganen der PhIP-induzierten Kanzerogenese bzw. bei der
systemischen Verteilung von PhIP im Organismus.

(2) die durch PhIP-Einwirkung spezifisch hervorgerufenen Mutationen als
Marker fur eine manifeste DNA-Schadigung

Bei der Suche nach Mutationen, die fur die Entstehung von Dickdarmkrebs
essentiell sein konnten, zeigte sich ein PhlP-spezifisches Spektrum an mutierten
Genen, die wiederum Mutationen an spezifischen Positionen aufwiesen
(,fingerprint*). Aus der Bildung von PhlIP-Guanin-Addukten resultieren
charakteristische Basenfehlpaarungen. Es handelt sich vor allem um GC -> TA
Transversionen und Deletionen eines Guanins in 5-GGGA-3’-Sequenzen
(Yadollahi-Farsani et al., 1996). Im Falle des APC-Gens fuhren Deletionen zu
einer Verschiebung des Leserahmens und somit zu einem trunkierten Protein
(Kakiuchi et al., 1995). Im f-Catenin-Gen treten Mutationen gehauft in den Codons
32-34, 45, 47 und 56 auf, die direkt fir bedeutende Phosphorylierungsstellen
kodieren bzw. diese flankieren, was eine Storung der Degradierung des
B-Catenin-Proteins zur Folge hat (Tsukamoto et al., 2000). Mutationen in den
beiden Genen, deren Produkte in den Wnt-Signalweg (Abb. 1.3) involviert sind,
schliefen sich meist aus, d.h. in Tumoren bzw. ihren Vorstufen lassen sich

entweder Mutationen im APC-Gen oder im g-Catenin-Gen nachweisen (Morin et

Ligand

|

Zellmembran

Cadherin Wnt-Rezeptor Cytosol Abbildung 1.3 Die Rolle von APC und
B-Catenin im Wnt-Signaltransduktionsweg.
(ot Das B-Catenin ist an das membranstandige

Cadherin gebunden. Nach Aktivierung des

@ Signalweges erfolgt die Phosphorylierung (P)
x und Komplexbildung mit APC und GSK-3.

®
@@ Phosphoryliertes  p-Catenin  wird  durch

®) @) Bindung an Ubiquitin (Ub) degradiert.

/ \ Mutationen im Proto-Onkogen fCatenin

(Ub) verhindern die  Phosphorylierung  und

Q@ nachfolgende Degradierung, in der Folge

hauft sich p-Catenin im Zellkern an und es

DPr°tea.5°"‘ kommt zu einer vermehrten Transkription von
egradierung

Zielgenen. Mutationen im Tumorsuppressor-

Zellkern gen APC fuhren ebenfalls zu einer gestorten

I—VTranskription Degradierung des pB-Catenins, der Signal-
transduktionsweg bleibt dauerhaft aktiv.

Zielgen
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al., 1997; Dashwood et al., 1998). Mutationen in beiden Genen werden als friihe
Ereignisse in der Kolonkanzerogenese betrachtet (Powell et al., 1992).

Das Ki-ras-Gen, dessen Produkt Teil des ERK 1/2-Weges (Abb. 1.4) ist, weist eine
Haufung von Mutationen in den Codons 12, 13, 59 und 61 (Bos et al., 1987) auf.
Die Mutationen treten ebenfalls frih auf, sind aber in PhIP-induzierten
Kolontumoren selten (Kakiuchi et al., 1993). Mutationen im p53-Gen werden als
spates Ereignis der Kolonkanzerogenese beschrieben (Fearon und Vogelstein,
1990; Baker et al., 1990) und treten bei PhlIP-induzierten Kolontumoren nicht auf
(Makino et al., 1994).

Ligand

@
Zellmembran

Y-®) )GBR2[ s0s R;s Rlas Cytosol
Rezeptor-
Tyrosin-
kinase
Abbildung 1.4 Die Rolle des RAS-
Proteins im ERK 1/2-Signaltrans-
ERK duktionsweg. Mutationen im ras-Gen

blockieren die intrinsische GTPase-
Aktivitat des Proteins, welches dann im
daueraktiven Zustand bleibt. Dadurch ist
Zellkern der gesamte Signaltransduktionsweg

Transkription dauerhaft aktiv, als Folge dessen kommt
es zu einer vermehrten Transkription von
Zielgen Zielgenen.

(3) praneoplastische und neoplastische Lasionen der Zielorgane als Marker
fiir unkontrolliertes Zellwachstum

Die ersten, frih sichtbaren Veranderungen im Kolongewebe werden nach ihrem
makroskopischen Erscheinungsbild aberrante Kryptenherde (,aberrant crypt foci®,
ACF) und nach ihrem mikroskopischen Aussehen histologisch veranderte Krypten
mit ACF-Erscheinungsbild (HACA fur histologically altered crypts with ACF
appearance) genannt. Bei F344-Ratten werden sie durch PhIP-Gabe dosis- und
zeitabhangig induziert (Takahashi et al., 1991; Hasegawa et al., 1993). Den
Mechanismus ihrer Entstehung verdeutlicht Abbildung 1.5. Eine weitere Vorstufe
ist makroskopisch unauffallig, histologisch aber durch eine Akkumulation von

B-Catenin in den Kryptenzellen gekennzeichnet. Aufgrund dieser Eigenschaft

11
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wurden sie als BCAC (B-Catenin-akkumulierende Krypten) bzw. histologisch
veranderte Krypten mit makroskopisch normalem Erscheinungsbild (HACN flr
histologically altered crypts with macroscopically normal-like appearance)
bezeichnet. Der Anteil an p-Catenin-Mutationen ist bei BCAC hdéher als bei ACF,
weshalb BCAC eher als Vorstufen fur maligne L&sionen angesehen werden
(Yamada et al., 2000; Yamada et al., 2001; Mori et al., 2004). Ebenfalls
makroskopisch auffallig sind die Mucin-depletierten Foci (MDF), die durch das
Fehlen von Becherzellen und histologisch durch eine Dysplasie (d.h. gestorter
Epithelaufbau durch veranderte Zellzusammensetzung) gekennzeichnet sind. In
humaner Kolonmukosa wurden ebenfalls ACF als mdogliche praneoplastische
Lasionen nachgewiesen (Pretlow et al., 1991). Nach langerer Expositionsdauer
bilden sich im Dickdarm der Tiere Adenome und maligne Adenokarzinome (Ito et
al., 1991).

Aberrante Krypte

Darmlumen

MNormale Krypte

Erweiterter
Proliferationshereich

Beginnende

Differen Polypenbildung

zierte
Zellen
Proli-
ferie-

rende
Zellen

Migrationsrichtung

%,

Langsam proliferierende
Stammzellen

A B C

Abbildung 1.5 Entstehung aberranter Krypten.

A Am Kryptengrund sind die Stammzellen lokalisiert, die sich in der unteren Halfte der Krypte
teilen. Die obere Kryptenhalfte besteht aus ausdifferenzierten, teilungsunfahigen Zellen, die bei
Erreichen der Kryptenoberflache durch aktiven Zelltod entfernt und abgeschilfert werden.

B Genetische Schadigungen flhren zur Verzégerung von Differenzierung und Zelltod und damit zu
einer Expansion des Proliferationskompartiments, bis es die gesamte Krypte umfasst.

C Aberrante Krypten weisen erhdhte Zellzahlen und vergréRerte Lumina auf. Sie stellen die erste
sichtbare pramaligne L&sion dar.

(nach Marquardt und Schafer, 2004 ,Toxikologie® 2. Auflage)
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Eine weitere kanzerogene Wirkung des PhIP wird auf hormoneller Ebene im
Zusammenhang mit der Brustkrebs-Induktion postuliert (Lauber et al., 2004), eine
besonders im Hinblick auf die geschlechtsspezifische Organotropie der
kanzerogenen Wirkung des PhIP interessante Beobachtung. Aulierdem gibt es

Hinweise auf eine PhlIP-induzierte Kardiotoxizitat (Davis et al., 1994).

Aufgrund der Ergebnisse aus Tierversuchen steht PhIP auch beim Menschen im
Verdacht, an der Dickdarmkrebsentstehung beteiligt zu sein. Epidemiologische
Studien betrachten meist die gesamte Substanzklasse der HAA und liefern
widersprichliche Ergebnisse. So fand eine schwedische Studie keinen
Zusammenhang zwischen HAA-Aufnahme und Kolonkrebs-Inzidenz, wohingegen
eine US-amerikanische Studie einen Zusammenhang zwischen kolorektalen
Adenomen und der Aufnahme bestimmter HAA, jedoch nicht mit PhIP herstellen
konnte (Augustsson et al., 1999; Sinha et al., 2001). Als gesichert gilt, dass sich
Dickdarmkrebserkrankungen in Landern mit einem hohen Fleischverzehr haufen
(Schulmann und Schmiegel, 2002). Das Risiko steigt mit dem Verzehr von lange
und auf hohe Temperaturen erhitztem Fleisch (Sinha et al., 2001). Weitere
Expositionsquellen fir den Menschen stellen Tabakrauch und Dieselabgase dar
(Manabe et al., 1991; Manabe et al., 1993a). Der Nachweis ist vor allem deshalb
schwierig, weil die Exposition des Menschen Uber einen langeren Zeitraum, dafur
aber in geringerer Dosis erfolgt, als es im Tierversuch der Fall ist und die
Dickdarmkrebsentwicklung ein Prozess ist, der Uber mehrere Dekaden erfolgt.
Eine groRe Schwierigkeit besteht darin, dass der Mensch immer einem Gemisch
vieler verschiedener Substanzen ausgesetzt ist, so dass der Einfluss einer
einzelnen Verbindung schwer zu bestimmen ist. Dass chemische Substanzen aus
der Umwelt oder der Nahrung eine ursachliche Rolle fur die Krebsentstehung beim
Menschen spielen konnen, gilt jedoch als sehr wahrscheinlich. In Deutschland
betragt die Gesamt-HAA-Aufnahme 103 ng/Tag und Person (Median), daran hat
PhIP mit 63 ng/Tag (Median) den héchsten Anteil (Rohrmann und Becker, 2001).
Die Bildung von PhIP-Addukten mit DNA und Proteinen konnte in Blutzellen und
Dickdarmgewebe von Probanden nachgewiesen werden (Dingley et al., 1999),
ebenso die Bildung von PhIP-DNA-Addukten in menschlichem Brustgewebe
(Lightfoot et al., 2000). Diese Ergebnisse zeigen, dass PhIP im menschlichen

Korper aktiviert und verteilt werden kann. Die Verminderung der Exposition des

13
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Menschen gegenuber Substanzen wie HAA ist im Falle des PhIP beispielsweise
durch veranderte Zubereitung der Nahrung denkbar. So konnen reduzierte
Kochtemperatur und -zeit oder Zusatz von Kohlenhydraten zu Fleischprodukten
(Persson et al.,, 2004) zu einer Reduktion der Entstehung von HAA flhren. Des
weiteren ist in Versuchen mit Sdugerzellen (Edenharder et al., 2002), im Ganztier
(Nozawa et al., 2004; Tavan et al., 2002) und im Menschen (Walters et al., 2004)
fur eine Reihe von Lebensmitteln bzw. ihrer Inhaltsstoffe (z.B. Kohlgemuse,
Kaffee, Tee, Bier, Milchprodukte) eine Interaktion mit PhIP bzw. eine Modulation
seiner Wirkung beschrieben. Im F344-Tiermodell ist eine Steigerung der
PhIP-Wirkung durch eine fettreiche Nahrung gezeigt (Ubagai et al., 2002). Da ein
Merkmal der westlichen Diat ihr hoher Fettanteil ist, konnte dieser Zusammenhang
auch fur den Menschen bestehen. PhIP wird von der International Agency for
Research on Cancer (IARC) als ,mdglicherweise kanzerogen® (2B) eingestuft
(IARC1993).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden 240 mannliche F344-Ratten Uber 60
Wochen mit humanrelevanten und hohen PhIP-Konzentrationen behandelt. Dabei
wurden Korpergewichte, Futterverbrauch und Organgewichte der Versuchstiere
protokolliert und einer statistischen Auswertung unterzogen.

Die gewonnenen Gewebeproben von verschiedenen Abschnitten des Dickdarms
und des Dinndarms wurden einer makroskopischen und mikroskopischen
Auswertung sowie einer Mutationsanalyse unterzogen. Die makro- und
mikroskopische Auswertung konzentrierte sich auf die Detektion von
dysplastischen Krypten, Adenomen, Karzinomen sowie Anzeichen von Anomalien
in den Organen der Tiere.

Die Mutationsanalyse erfolgte mittels Single-stranded conformation polymorphism
(SSCP)-Analyse, einer Methode, mit der Uber Konformationsunterschiede
einzelstrangiger DNA der Nachweis von Mutationen mdglich ist. Untersucht
wurden bestimmte Abschnitte der Gene APC, fCatenin und Ki-ras, die mittels
PCR amplifiziert wurden. Diese Gene wurden ausgewahlt, weil ihre Produkte
Bestandteile der fur die Tumorentstehung bedeutsamen Wnt- bzw.
ERK 1/2-Kinase-Signaltransduktionswege sind.

Durch den Vergleich einer Hoch-Dosis- mit einer Niedrig-Dosis-Futterungsgruppe

sollte der Frage nachgegangen werden, ob eine lange Exposition mit einer
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humanrelevanten PhIP-Konzentration, die der PhIP-Aufnahme Uber die Nahrung
entsprechen sollte, zu ahnlichen histologischen Veranderungen und einem
ahnlichen Mutationsspektrum fuhrt wie die Gabe von hohen PhIP-
Konzentrationen.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass humanrelevante
PhlIP-Dosen praneoplastische Lasionen im Dickdarm von F344-Ratten induzieren.
Diese sind nach einem Fuitterungszeitraum von 25 Wochen erstmalig
nachweisbar. Zur Bildung von Tumoren kommt es allerdings nicht, was im
Gegensatz zu friheren Untersuchungen mit hohen PhIP-Dosen in diesem
Tiermodell steht. Neu sind auch Befunde, die auf eine Induktion von
Entzindungsreaktionen als Folge der PhlP-Behandlung im Darmgewebe

hinweisen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuch

2.1.1 Haltungsbedingungen

In den Tierversuch wurden 240 mannliche F344-Ratten (Charles River, Sulzfeld)
eingesetzt, die in 4 Gruppen mit je 60 Tieren eingeteilt wurden. Die Tiere wurden
paarweise in Macrolon-Kafigen auf Einstreu der Firma J. Rettenmaier & Séhne
GmbH &Co. (Rosenberg) gehalten. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem
isolierten Raum (Temperatur 22+2°C, Luftfeuchtigkeit 40-60 %, Luftaustausch
15 m3/h, Tag-Nacht-Rhythmus 16 h/8 h). Futter und Wasser in Tropfflaschen
standen ad libitum zur Verflgung. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn ca.
6 Wochen alt und wogen zwischen 100 und 150 g. Bei allen Ratten wurde
wochentlich die Einstreu gewechselt, wobei das Korpergewicht jedes Tieres und
der Futterverbrauch fur die 2 Tiere eines Kafigs ermittelt wurden. Da die Tiere aus
Sicherheitsgriinden im SPF-Bereich gehalten wurden, mussten samtliche fur die
Haltung notwendigen Materialien wie Kafige, Einstreu, Futter und Trinkwasser vor

der Benutzung autoklaviert werden.

2.1.2 Futterzubereitung

Das Futter (altromin 1321 FORTI, Altromin GmbH, Lage) wurde in Pulverform
geliefert und mit 0,01 % bzw. 0,00001 % PhIP, geldst in Pflanzendl (BROLIO
Europe GmbH, Hamm), versetzt. Das PhIP (BIU-Grimmer, Grol3harnsdorf) wurde
durch Behandlung mit Ultraschall und durch Schitteln Gber Nacht im Ol gelost. Je
15 kg des Futterpulvers wurden mit 6,5 | Wasser und 200 ml des Pflanzendl-PhiP-
Gemischs, welches die entsprechenden Mengen PhIP enthielt, maschinell
vermengt. Mit Hilfe einer Pelletiermaschine wurde die Mischung in Pellets
gepresst. Diese wurden luftgetrocknet und vor dem Verflttern autoklaviert (118°C,
20 min). Die Zubereitung des Kontrollfutters (Gruppen A und D) erfolgte wie oben
beschrieben ebenfalls durch Zugabe von Pflanzendl, jedoch ohne PhIP.

2.1.3 Versuchsschema und -verlauf
Die Tiere in Gruppe A dienten als Kontrolltiere, Gruppe B erhielt 0,00001 % PhIP
und Gruppe C 0,01 % PhIP im Futter. Die Tiere aus Gruppe D dienten als

Positivkontrolle und bekamen in den ersten 5 Versuchswochen 2,5 mg/100 g KG
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DMH intraperitoneal injiziert (Tab. 2.1). DMH ist ebenfalls ein Kanzerogen,
welches in F344-Ratten Tumore in Dick- und Dunndarm induziert (Weisburger,
1971; Rogers und Nauss, 1985). Die Tumorzahlen aus dieser Gruppe sollten als
Vergleich dienen, um das Ausmall der kanzerogenen Wirkung der PhIP-
Behandlung besser abschatzen zu kénnen. Das DMH wurde flr die Injektion in

0,9% NaCl gel6st und vor der Injektion steril filtriert.

Tabelle 2.1 Ubersicht (iber die 4 Versuchsgruppen.

Gruppe Tierzahl Behandlung Dosis / Futter

A 60 - Kontrollfutter Kontrollgruppe

B 60 PhiP 0,00001 % humanrelevante Dosis
C 60 PhiP 0,01 % hohe Dosis

D 60 DMH 25 mg / kg KG i.p. + Kontrollfutter Positivkontrolle

In der 9., 16., 25., 33., 41. sowie 61. Versuchswoche erfolgte die Toétung von
jeweils 10 Tieren aus den Gruppen A, B u. C. Bei Gruppe D erfolgte die Totung
von 18 bzw. 20 Tieren in der 9. und 16. Versuchswoche bzw. von je 10 Tieren in
der 25. und 31. Versuchswoche (Tab. 2.2).

Tabelle 2.2 Zeitlicher Verlauf des Tierversuchs und Zuordnung der Tiernummern zu den einzelnen
Totungsterminen. Die Proben der grau unterlegten Tiere wurden einer Mutationsanalyse
unterzogen.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D

Versuchswoche (Tiernummer) (Tiernummer) (Tiernummer) (Tiernummer)

9 10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere 18 Tiere
(51-60) (51-60) (51-60) (43-60)

16 10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere 20 Tiere
(41-50) (41-50) (41-50) (21-41)

25 10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere
(31-40) (31-40) (31-40) (11-20)

31 --- - - 10 Tiere

(1-10)

33 10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere
(21-30) (21-30) (21-30)

41 10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere -
(11-20) (11-20) (11-20)

61 10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere

(1-10) (1-10) (1-10)
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2.1.4 Sektion

Die Narkotisierung der Tiere erfolgte durch die intraperitoneale Gabe von 0,5 ml
Ketavet (Pharmacia & Upjohn) und 0,05 ml Rompun (Bayer) pro 300 g
Korpergewicht. Dann wurde der Bauchraum geo6ffnet und aus der Vena cava Blut
zur Plasmagewinnung entnommen. AnschlieRend erfolgte nach makroskopischer
Inspektion von Milz, Niere, Leber und Prostata sowie des gesamten
Gastrointstinaltraktes die Entnahme der vorher genannten Organe. Milz, Leber,
Nieren und Magen wurden unmittelbar nach der Entnahme in kalter NaCl-Losung
gespult, der Magen entleert, die Organe mit Filterpapier trocken getupft und die
Frischgewichte bestimmt. Wurde im Gewebe makroskopisch eine Veranderung
gefunden, so wurde diese geteilt und je eine Halfte der Mutationsanalyse bzw. der
histologischen Beurteilung zugeflhrt. War eine Teilung nicht moglich, dann wurde
die Probe flr die Mutationsanalyse verwendet.

Der Gastrointestinaltrakt jeder Ratte wurde, wie in Abbildung 2.1 dargestellt,
geteilt. Der Dickdarm wurde in drei Abschnitte aufgeteilt, die im Weiteren als PC

fur proximales Kolon, DC fur

Hitologe distales Kolon, sowie C flr

Coecum

___E/m # BN Kolorektum bezeichnet werden.

f/l Histolng'ﬁ !

NG

| Bis zur Aufarbeitung fur die
/ : i | 8 Mutationsanalyse  wurden die
Gewebe in flissigem Stickstoff
( ona || schockgefroren und bei -80°C

gelagert. Die Proben fur die

Histologie

T histologische Untersuchung

Methylenblau
wurden in 4 % Paraformaldehyd-

Dinndarm Dickdarm

Lésung fixiert.

Fur einige Tiere erfolgte die

x—

: Methylenblau-Farbung einzelner
Abbildung 2.1 Schematische Darstellung zur

Teilung  Gastrointestinaltraktes. Dabei wurden  Darmabschnitte zur ACF-Analyse.
Proben fir die Mutationsanalyse und flir die

Histologie gewonnen. Abkurzungen: PC — proximales

Kolon, DC — distales Kolon, C — Kolorektum.
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2.2 Erhebung biometrischer Daten

2.2.1 Korpergewichte

Die Bestimmung des Korpergewichts ist eine leicht durchzufuhrende, nicht-
invasive Erhebungsmethode. Gleichzeitig stellt es einen relativ empfindlichen
Indikator fur eine toxische Wirkung einer Verbindung auf den Gesamtorganismus
dar und wurde hier vor allem erhoben, um den Vergleich der Wirkung der hohen
und der niedrigen PhIP-Dosis zu erleichtern. Fur die statistische Analyse wurden
jeweils die Gewichtszunahme der Kontrollgruppe A gegen die Gewichtszunahme
der PhIP-behandelten Gruppen B und C fur die Zeitpunkte nach 30 und
60 Versuchswochen verglichen. Die Gruppe D wurde aufgrund des abweichenden
Versuchszeitraumes lediglich nach 30 Wochen mit der Gewichtszunahme der

Kontrollgruppe verglichen.

2.2.2 Futteraufnahme

Ebenfalls leicht protokollierbar und nicht-invasiv ist die Ermittlung der
Futteraufnahme. Sie gibt ebenso wie das Korpergewicht einen Hinweis auf eine
toxische Wirkung der Substanz im Gesamtorganismus. Fur die statistische
Analyse wurde jeweils die Futteraufnahme der Kontrollgruppe A gegen die
Futteraufnahme der PhlIP-behandelten Gruppen B und C flur die Zeitpunkte nach
30 und 60 Versuchswochen, bzw. Gruppe D nach 30 Versuchswochen verglichen.
Es wurde jeweils der Gesamtfutterverbrauch fur die 2 Tiere eines Kafigs ermittelt.
Die Auswertung von Gewichtszunahme und Futteraufnahme erfolgte mit dem
Programm SPSS fiir Windows, Version 12.0. Die Uberpriifung mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test ergab, dass keine Normalverteilung vorlag. Der Vergleich der
Gruppen erfolgte daher mit dem nichtparametrischen H-Test nach Kruksal und
Wallis. Zeigte der H-Test signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an, so
wurde durch paarweisen Vergleich mittels U-Test nach Mann und Whitney geklart,

welche Gruppen sich im Einzelnen signifikant voneinander unterscheiden.

2.2.3 Organgewichte
Die Organgewichte von Leber, Milz, Nieren und Magen wurden unmittelbar nach
der Entnahme protokolliert. Die statistische Analyse wurde einerseits mit

absoluten Gewichten durchgeflhrt, andererseits wurden die zum Kdrpergewicht
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des jeweiligen Tieres relativen Organgewichte ermittelt. Es wurden jeweils die
Organgewichte der Kontrollgruppe A gegen die der behandelten Gruppen B, C
oder D zu den Zeitpunkten 9., 16., 25., 31./33., 41. und 61. Versuchswoche
verglichen. Als Testverfahren wurde der U-Test nach Mann-Whitney angewandt,
der bei nicht gegebener Normalverteilung als parameterfreies Prufverfahren zum
Vergleich zweier Stichproben hinsichtlich ihrer Tendenz eingesetzt wird. Dabei
werden den Werten der beiden Stichproben (hier den Organgewichten der beiden
verglichenen Gruppen) Rangplatze zugeordnet. Aus den Rangsummen wird die
PrufgroRe U ermittelt, welche das vorliegende Signifikanzniveau angibt. Die
Berechnung der U-Werte, der Mediane sowie der halben Quartilsabstande erfolgte
mit dem Programm Microsoft EXCEL (Funktion MEDIAN, QUARTILE).

2.3 Histologie

Die histologische Aufarbeitung der Gewebeproben, bestehend aus der Einbettung
in Paraplast, der Anfertigung von Schnitten und Farbungen (HE, PAS) fand am
Institut fur Pathologie der Universitat Magdeburg statt. Die anschliellende
Beurteilung der Gewebeproben erfolgte sowohl am Institut fur Pathologie der
Universitat Magdeburg als auch am Max-Rubner-Laboratorium des Deutschen

Instituts fir Erndhrungsforschung in Nuthetal (OT Bergholz-Rehbrticke).

2.4 Mutationsanalyse

2.4.1 DNA-Isolierung

Verwendet wurde das Genomic DNA Purfication Kit der Firma Fermentas (St.
Leon-Roth). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit bearbeiteten Proben sind
Tabelle 2.2 zu entnehmen. Die Proben der Tiere 11-20 der Gruppen A, B und C
sowie der Tiere 1-20 der Gruppe D wurden im Rahmen von zwei Diplomarbeiten

am Institut fur Ernahrungswissenschaft der Universitat Potsdam ausgewertet.

20



Material und Methoden

Protokoll

—_

zirka 200 mg Gewebe in 400 pl Lysis-Ldsung pottern bzw. in flissigem Stickstoff zermdrsern
600 pl TE-Puffer zugeben
1-2 h auf dem Thermomixer bei 65 °C und 350 rpm inkubieren
5 min bei 13.000 rpm zentrifugieren
Zugabe von 1 ml Chloroform, 5 x invertieren
2 min bei 10.000 rpm zentrifugieren
1 ml Préazipitationslésung vorbereiten: 900 pl dest. H,O mit 100 pl 10 x Precipitation Sol. mixen
die obere Phase im Gefal} aus Schritt 6 (enthalt die DNA) zur Prazipitationslésung geben
2 min bei Raumtemperatur invertieren
. 5 min bei 13.000 rpm zentrifugieren, Uberstand entfernen
. DNA-Pellet in 100 ul 1,2 M NaCl durch Vortexen vollstandig 16sen
. 300 pl 70 % Ethanol (-20 °C) zuftigen, 10 min bei —20 °C inkubieren (DNA-Prazipitation)
. 5 min bei 13.000 rpm zentrifugieren (4 °C), Uberstand vorsichtig entfernen
. DNA-Pellet mit 300 pl 70 % Ethanol waschen
. 5 min bei 13.000 rpm zentrifugieren (4 °C)

o8 ©® N g R 0N

a A a
A WO N =~ O

-
o O

. Uberstand vorsichtig entfernen, Rest bei 37 °C im Thermomixer abdampfen
. DNA in 100-300 ul H,0 Iésen (37 °C, 30 min, 300 rpm im Thermomixer oder UN)

—_
~

Die Konzentration der gelésten DNA wurde photometrisch bei einer Wellenlange
von 260 und 280 nm bestimmt. Eine Absorption von 1 bei 260 nm entspricht einer
DNA-Konzentration von 50 ng/ul. Die Absorption bei 280nm zeigt
Verunreinigungen der Probe mit Proteinen an. Der Quotient (R-Wert) der
Absorptionen bei 260 und 280 nm zeigt die Reinheit einer DNA-L6sung an;
Proben mit R zwischen 1,7 und 1,9 wurden fur rein genug befunden. Die aus den
Gewebeproben isolierte DNA wurde fur nachfolgende PCRs auf eine

Konzentration von 20 ng/ul normalisiert.

2.4.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist ein Standard-Verfahren zur Amplifikation
spezifischer Nukleinsaureabschnitte mittels DNA-Polymerasen. Die Reaktion lauft
in dreistufigen Temperaturzyklen ab, die zwischen 30 und 50-mal wiederholt
werden. Ein Zyklus ist untergliedert in Denaturierung (94°C), Annealing (Primer-
spezifische = Temperatur) und Elongation (72°C). Wahrend des
Denaturierungsschrittes  wird der DNA-Doppelstrang in  Einzelstrange

aufgeschmolzen, um somit die Anlagerung der Oligonukleotide zu ermdglichen.
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Nach erfolgtem Annealing stehen doppelstrangige DNA-Abschnitte zu Verfiigung,
die die DNA-Polymerase verlangern kann.

Amplifiziert wurden Abschnitte der Gene Ki-ras, f-Catenin (fur die Ratte auch als
Ctnnbl bezeichnet) sowie Apc (Abb. 2.2). Die Synthese aller Oligonukleotide
wurde durchgefuhrt von der Carl Roth GmbH (Karlsruhe).

1031
900
800
700
600
500

400
300
200

100

bp

Abbildung 2.2 Ubersichtsgel mit samtlichen bearbeiteten PCR-Produkten. Als Template wurde
DNA aus dem Dickdarm eines unbehandelten Tieres eingesetzt. Die Reaktionen erfolgten mit
den in Tab. 2.4 und 2.5 aufgefiihrten Primerpaaren bei den genannten Annealing-Temperaturen
nach dem in Tab. 2.6 angegebenen Ansatz (2 % Agarose in 1 x TAE, 100 V, 1 h Laufzeit,
Basenpaar-Standard: Gene Ruler™, 100 bp DNA Ladder von FERMENTAS).

Apc

Die PCR-Produkte sollten eine maximale Lange von 300 bp nicht Uberschreiten.
Diese Limitierung gab die Methode zur Mutationsanalyse (SSCP) vor. Die
Amplifizierung langerer Abschnitte mit anschlieBender Restriktion mittels
Endonukleasen erwies sich als methodisch zu aufwandig. Um diesen
Anforderungen gerecht zu werden, wurden fir Exon 14 und 15 des Gens
insgesamt 15 Uberlappende Primerpaare eingesetzt (Abb. 2.3).

Als Vorarbeit wurden fur alle verwendeten Oligonukleotid-Paare des Apc-Gens die
optimalen Annealing-Temperaturen ermittelt. Dazu wurden Gradienten-PCRs
durchgefuhrt  (Gradienten-Funktion des  Mastercycler Gradient-Gerates,
Eppendorf), die es ermdglichen, mehrere modgliche Annealing-Temperaturen
gleichzeitig zu testen. Als grobe Orientierung fur deren Festlegung dienen die
berechneten Schmelztemperaturen (T,,), abzuglich 8°C. Die optimale Temperatur
ist durch das Fehlen unspezifisch amplifizierter Produkte und der Bildung
mdglichst grol3er Mengen des gewiinschten Produktes gekennzeichnet. Fir einige
Primerpaare waren starke Abweichungen des tatsachlichen Optimums von den

errechneten Temperaturen zu beobachten; fur diese wurden mehrere Gradienten-
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PCRs durchgefuhrt (Tab. 2.3 und Abb. 2.4). Tabelle 2.4 zeigt die Sequenzen der

verwendeten Primerpaare und die Langen der Produkte.

Exons 1-13

' N

A
14 15
5 —_ 3

2 4 6 8 10 12 14

1 3 5 7 9 11 13 15

Abbildung 2.3 Schema des Apc-Gens der Ratte mit den 15 amplifizierten Genabschnitten. Die
bekannten Hot Spots of Mutation an den Positionen 1903-5, 2604-6 sowie 4237-9 (nach Kakiuchi

et al., 1995) sind markiert (*). (Ldnge der Introns nicht maRstabsgetreu; GenBank-Nummer D
38629)

Tabelle 2.3 Gradienten-PCR zur Ermittlung optimaler Annealing-Temperaturen.

errechnete Tm (-8) in°C ermitteltes

Primerpaar 3 as Gradient (°C) Optimum (°C)

1 52 (44) 52 (44) 49+ 5°C 50

2 64 (56) 54 (46) 51+£5°C 56

3 56 (48) 66 (58) 53+ 5°C 56,5
54 £ 3°C

4 64 (56) 60 (52) 60 + 5°C 64

5 68 (60) 70 (62) 62 +2°C 62
55+ 3°C

6 64 (56) 62 (54) 60 + 2°C 60
52 +4°C

7 64 (56) 56 (48) 58 + 2°C 58
52+ 3°C

8 60 (52) 60 (52) 58 + 3°C 60

9 66 (58) 64 (56) 57 £2°C 58,5

10 58 (50) 58 (50) 50+ 2°C 50,5
53+ 3°C

11 60 (52) 62 (54) 60 + 6°C 66

12 68 (60) 72 (64) 62 +4°C 64

13 74 (66) 68 (60) 63 +4°C 66

14 68 (60) 64 (56) 58 + 3°C 60,5

15 68 (60) 62 (54) 57 £ 5°C 58,2
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Tabelle 2.4
Oligonukleotide fur das Apc-Gen.

bp
1031
900
800
700
600
500
400
300

200

100
80

Sequenz,

Annealing-Temperaturen

Abbildung 2.4 Exemplarisches Beispiel einer
Gradienten-PCR fir das Fragment 11 des Apc.
Die Fragmentlange betragt 262 bp, die Bildung
unspezifischer Produkte nimmt mit Erhéhung
der Annealing-Temperatur ab. Als optimale
Annealing-Temperatur wurden 66°C festgelegt
(2 % Agarose in 1 x TAE, 100 V, 1 h Laufzeit,
Basenpaar-Standard: Gene Ruler™, 100 bp
DNA Ladder von FERMENTAS).

und Produktlangen der verwendeten

Bezeichnung Sequenz (5°—3°)

Ann.Temp. (°C) Produkt-

Position im Gen

Lénge (bp)

ApC (GenBank Nr. D 38629)

rAPC-E14Afw TTT ATA GAA ACA GCA CTG AA 50 255 Intron
rAPC-E14Arev CAC TTT CAA TGA TGG CTA A 1950-1932
rAPC-E14Bfw AAA GCG TCT TGA GTG CCT TAT G 56 268 1804-1825
rAPC-E14Brev CGT TCT AAA GAAACAAACTC Intron
rAPC-E15A/s TGT CAC TAA CCA CAT TTC CT 56,5 269 Intron
rAPC-E15A/2222as  AGC TGC TGC GCT CCC CAT AG 2222-2203
rAPC-E15B/2130s CAG GAG GCT CTG TGG GAC AT 64 284 2130-2149
rAPC-E15B/2413as  TGC TTA CTG CGA TGA GAT GC 2413-2394
rAPC-E15/2375s TGA CAA TTT AAG TCC CAA GGC ATC 62 266 2375-2398
rAPC-E15/2640as AAT GGT AAG TGC TGA GGC CAA TAC 2640-2617
rAPC-E15/2603s GGA GAG AGA ACG AGG TAT TGG 60 249 2603-2623
rAPC-E15/2851as TGT GTG TTT GGA TGT GTG TGG 2851-2831
rAPC-E15/2823s TCT GCG TCC CAC ACA CAT CC 58 313 2823-2842
rAPC-E15/3135as TGA GGC TGT AGT TTATTG GT 3135-3116
rAPC-E15/3058s TAG CCC ATA AGA TAC ACA GTG 60 253 3058-3078
rAPC-E15/3310as TTG AGG TGT TTG TCA TCA GTG 3310-3290
rAPC-E15/3246s CAA TCA AGA AGC CAGAACACCAA 585 292 3246-3268
rAPC-E15/3537as TGC TGT AAT TTG TCG GTC TCT C 3537-3516
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rAPC-E15/3453s
rAPC-E15/3694as

rAPC-E15/3677s
rAPC-E15/3938as

rAPC-E15/3916s
rAPC-E15/4186as

rAPC-E15/4160s
rAPC-E15/4410as

rAPC-E15/4389s
rAPC-E15/4639as

rAPC-E15/4563s
rAPC-E15/4811as

GAA GAT GAC AAG CCT ACC AA
TCACTG CTT GGAGAG TTATG

TAA CTC TCC AAG CAG TGA GG
AGA GTC TGC CTC CTG TGT TG

AGA CAA CAC AGG AGG CAGACTC
GGC GTC TCC TGGACATAG TGT TC

CCC AGA ACA CTA TGT CCA GGA GAC
TTG GCACCT CTC TCT TGG TCT G

CAG ACC AAG AGA GAG GTG CCA A
TCC TGA ACT GGA GGC ATTATTC

AGC CTAAGT GCT CTGAGT CTG G
TGA TGA CTT TGT TGG CAT GGC

50,5

66

64

66

60,5

58,2

242

262

271

251

251

249

3453-3472
3694-3675

3677-3696
3938-3919

3916-3936
4186-4164

4160-4183
4410-4389

4389-4410
4639-4618

4563-4584
4811-4791

Ki-ras und g-Catenin

Fir beide Gene erfolgte jeweils die Amplifizierung des Hot-Spot-tragenden

Abschnitts (Abb. 2.5). Tabelle 2.5 zeigt die Sequenzen der verwendeten

Primerpaare und die Langen der Produkte.

B-Catenin
2 3 4 5 T 7 8

Bl *%% - H

—

212 bp

Ki-ras
5 * 3

236 bp

11 12 | 13

14

L 3

Abbildung 2.5 Schema der amplifizierten Abschnitte des SCatenin- und des Ki-ras-Gens der
Ratte, die bekannten Hot Spots of Mutation (*) sind die Codons 32-34, 45, 47 und 56 fir das
p-Catenin-Gen und die Codons 12 und 13 fur das Ki-ras-Gen (Lange der Introns nicht

malstabsgetreu; GenBank-Nummern: AF 397179 und X 74502).
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Tabelle 2.5 Sequenz, Annealing-Temperaturen und Produktldngen der verwendeten
Oligonukleotide fur die Gene Ki-ras und g-Catenin.

Bezeichnung Sequenz (5 —3) Ann.temp. (°C) Produkt- Position im Gen

Léange (bp)

F-Catenin (GenBank Nr. AF 397179)

rp-cat-F2s GGA GTT GGA CAT GGC CAT GG

56 212 481 - 692
rp-CateninEx2/692as CTT GCT CTT GCG TGA AGG AC
Ki-ras (GenBank Nr. X 74502)
k-ras 1-1 GAA TGC CTT AGA GTT TTA CAG ACA
236 27 - 262
k-ras 262 as CTC TAT CGT AGG ATC ATA TTC ATC

Fir bestimmte Anwendungen, z.B. zur Ermittlung optimaler Annealing-
Temperaturen mittels Gradienten-PCR, wurde mit Einzelansatzen a 20, 50 oder
100 ul Volumen gearbeitet (Tabelle 2.6). Alle Pipettierschritte erfolgten auf Eis,
wobei die Polymerase als letztes hinzugefugt wurde. Der Ansatz wurde nach dem

Mischen und Zentrifugieren sofort in den vorgeheizten PCR-Block gestellt.

Tabelle 2.6 PCR-Einzelansatz (100 ul Endvolumen, Standardprogramm).

Reaktionsansatz Endkonzentration Reaktionsverlauf

10 x NH4-Puffer 10 ul 1x 94 °C 10 min

50 mM MgCl, 5 ul 2,5 mM 94 °C 1min |

10 mM dNTP 2l 0,2mM **°C 1min 35 Zyklen

10 uM s-Primer 3ul 0,3 uM 72°C 1min J

10 uM as-Primer 3 ul 0,3 uM 72 °C 10 min

DNA (20 ng/ul) 1 ul 0,2 ng/ul 4°C (Programmende)
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,5 pl 25U

Dest. H,O 75,5 ul **-Primer-spezifische Annealing-Temperatur

Aufgrund der enormen Menge an durchzufihrenden Polymerase-Ketten-
Reaktionen wurde auf Einzelansatze weitgehend verzichtet und im 96-well-Format
gearbeitet. Dabei wurden jeweils die 60 inneren wells einer Platte bestuckt
(Belegschema, Abb. 2.6). Der Reaktionsansatz pro well betrug 20 pl, wobei
19,5 ul des Mastermixes (Tabelle 2.7) mit einem bestimmten Primerpaar vorgelegt
und durch Zugabe von 0,5 ul einer individuellen DNA-Probe komplettiert wurde.
Alle Pipettierschritte erfolgten auf Eis. Die Platte wurde mit einer sterilen

Verschlussfolie  verschlossen, kurz abzentrifugiert, gemischt, nochmals
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zentrifugiert und in den vorgeheizten PCR-Block gestellt. Die Reaktionsansatze

und —verlaufe wurden an das 96-well-Format angepasst (Tab. 2.7 und 2.8)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12

A

B C1PC |C2PC |C3PC |C4PC |C5PC |C6PC |C7PC |C8PC |C9PC |C10PC

C C21PC | C22PC | C23PC | C24PC | C25PC | C26PC | C27PC | C28PC | C29PC | C30PC

D c1C c2C C3C c4ac C5C Cc6C C7C c8c cac c10C

E C21C | C22C |C23C |C24C |C25C |C26C |[C27C |C28C |[C29C |C30C

F C1DC |C2DC |C3DC |C4DC |C5DC |CeDC |C7DC |C8DC |C9DC |C10DC

G C21DC | C22DC | C23DC | C24DC | C25DC | C26DC | C27DC | C28DC | C29DC | C30DC

H ¢

Abbildung 2.6 Exemplarisches Belegschema fir eine 96 well-Platte (Proben der Gruppe C, Tiere
1-10 und 21-30, grau markierte Felder blieben leer; (-) Negativ-Kontrolle, DNA durch Wasser

ersetzt.

Tabelle 2.7 Reaktionsansatz fir PCR im 96 well-Format. Angegeben sind jeweils der Mastermix
fur 65 wells einer 96-well-Platte (siehe Belegschema, Abb. 2.7) und der 20 pl-Ansatz fur ein well.

Reaktionsansatz Mastermix 20 pl / well Endkonzentration
10 x NH4-Puffer 130 ul 2 ul 1x

50 mM MgCl, 65 ul 1l 2,5 mM

10 mM dNTP 26 ul 0,4 ul 0,2 mM

10 uM s-Primer 39 ul 0,6 ul 0,3 uM

10 uM as-Primer 39 ul 0,6 ul 0,3 uM

DNA (20 ng/ul) 0,5 ul 0,5 ng/ul
Taqg-Polymerase (5U/ul) 6,5 ul 0,1 ul 0,5U

Dest. H,O 1281 pl 14,8 ul

Tabelle 2.8 Standardprogramm fiir den Reaktionsverlauf einer PCR im 96-well-Format.

Reaktionsve

rlauf

94 °C
94 °C
*x 00
72°C
72 °C
4°C

10 min

30 sec

30 sec

30 sec

10 min

(Programmende)

|

t 50 Zyklen

J

**-Primer-spezifische Annealing-Temperatur
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Aus SSCP-Gelen isolierte Fragmente mussten vor ihrer Sequenzierung einer
Re-PCR unterzogen werden (siehe Kapitel 3.5.3). Da die DNA-Konzentrationen in
diesen Eluaten z.T. sehr gering waren, wurden die Primer in funffacher Menge
eingesetzt (Tab. 2.9).

Tabelle 2.9 Reaktionsansatz fir Re-PCR nach Isolierung eines Fragments aus dem SSCP-Gel mit
5-facher Primermenge und Standardprogramm.

Reaktionsansatz Reaktionsverlauf

10 x NH4-Puffer M0u  1x 94 °C 10 min

50 mM MgCl, 5ul  2,5mM 94 °C 1min |

10 mM dNTP 2y 0,2mM **°C 1min 35 Zyklen

100 pM s-Primer 1,5u  1,5uM 72°C 1min J

100 uM as-Primer 1,5u 1,5uM 72 °C 10 min

DNA-Fragment (gesamtes Eluat) 4°C (Programmende)
Tag-Polymerase (5U/ul) 05u 25U

Dest. H,O auf 100 pl **-Primer-spezifische Annealing-Temperatur

FUr die routinemallige Analyse von PCR-Produkten auf SSCP-Gelen war eine
vorhergehende Reinigung nicht notwendig (Diplomarbeit Peter Wend, Institut fir
Ernahrungswissenschaft der Universitat Potsdam, 2003). Fur Sequenzierungs-
reaktionen oder fur Re-PCRs von bereits vorhandenen Produkten wurde jedoch
ein Reinigungsschritt durchgefuhrt, bei dem Oligonukleotide, Nukleotide,
Polymerase und Salze entfernt wurden. Verwendet wurde das QIAquick PCR

Purification Kit der Firma Qiagen.

Protokoll

alle Zentrifugationsschritte in der Mikrozentrifuge bei 13.000 rpm

1. 5 Volumen Puffer PB zu einem Volumen PCR-Produkt geben und mischen

2. QIAquick spin Saule in ein 2 ml Sammelréhrchen stecken

3. die Probe auf die Sdule geben und fir 30-60 s zentrifugieren

4. Durchflu verwerfen, Saule wieder ins Sammelrdhrchen stecken und nochmals 1 min
zentrifugieren
Saule in ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefal} stecken
zum Eluieren der DNA 50 pul Puffer EB oder H,O in die Mitte der QIAquick-Membran pipettieren
und die Saule fir 1 min zentrifugieren (fir erhdhte DNA-Ausbeute 30 ml Elutionspuffer
einsetzen und die Saule vor dem Zentrifugieren 1 min inkubieren)
(Alternativ wurde das JetQuick PCR Purification Spin Kit der Firma Genomed nach Angaben

des Herstellers verwendet.)
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2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Uberpriifung von PCR-Produkten auf Ausbeute, korrekte Produktlange und
unspezifische Amplikons wurde die Agarose-Gelelektrophorese angewandt. Bei
dieser Methode nutzt man die Eigenschaft der negativ geladenen DNA aus, im
elektrischen Feld in Richtung Anode zu wandern. Agarose ist ein langkettiges
Polysaccharid, welches durch Erhitzen in 1 x TAE-Puffer gelost wird und beim
Erkalten ein Molekularsieb bildet, dessen Poren kleinen DNA-Fragmenten weniger
Widerstand bieten als grofden. Dadurch erfolgt die Auftrennung der DNA ihrer
Grole entsprechend. Zur Beurteilung der Fragmentlangen werden
Molekulargewichtsmarker auf jedes Gel aufgetragen. Verwendet wurden
standardmafig 2 %ige Agarosegele (40 ml TAE-Puffer und 0,8 g Agarose). Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 V fur 60 min in 1 x TAE-Puffer.
Die DNA wurde anschlieend durch eine 10-minitige Inkubation in
Ethidiumbromid angefarbt und auf einem UV-Tisch sichtbar gemacht. Der
UV-Tisch war zur Dokumentation mit einer CCD-Kamera ausgerustet.

In einigen Fallen war es auch durch Optimierung der PCR-Bedingungen nicht
mdglich, die Synthese unspezifischer DNA-Fragmente vollstandig zu eliminieren.
Besonders haufig trat dieser Fall bei der Arbeit mit dem Oligonukleotidpaar fur
Ki-ras ein. Um mit dem spezifischen DNA-Fragment weiterarbeiten zu konnen, war
eine Isolierung der PCR-Produkte aus Agarosegelen notwendig. Verwendet wurde

das QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen.

Protokoll

(Die Puffer QG, QC und PE sind im Kit enthalten.)

1. DNA mit einem sauberen Skalpell aus dem Gel ausschneiden; Gewicht der
ausgeschnittenen Agarose bestimmen und in Eppendorf-Gefalle Uberflihren (maximal
400 mg Agarose)
pro 100 mg Agarose (2 %) werden 600 ul Puffer QG zugegeben
Agarose mit Puffer QG fur 10 min bei 50 °C inkubieren (falls sich die Agarose nicht geldst
hat, Inkubationszeit verlangern)

4. ein Volumen Isopropanol hinzugeben (z.B bei 100 mg Gel 100 pl Isopropanol), mixen.
Gemisch auf eine QIAquick Saule geben und 1 min zentrifugieren (dieser und alle folgenden
Zentrifugationsschritte bei mehr als 10 000 x g)

Durchflu® verwerfen und die Saule in das Eppi zurlckstellen
Zugabe von 500 pl QC-Ldsung, zentrifugieren, Durchfluf} verwerfen

waschen durch Zugabe von 0,75 ul PE-L6sung, zentrifugieren, Durchfluf3 verwerfen
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erneut zentrifugieren, um Reste an Ethanol zu entfernen
Saule in ein neues 1,5 ml Eppi stellen
10.  Elution mit 30 bis 50 ul dest. H,O
(Alternativ wurde das JetSorb Gel Extraction Kit der Firma Genomed nach Angaben des

Herstellers verwendet.)

2.4.4 Single-stranded conformation polymorphism-Analyse

FUr die hier durchgefuhrte Mutationsanalyse war der Einsatz einer Methode
notwendig, mit der Mutationen unbekannter Art und Position nachgewiesen
werden konnen. AufRerdem musste die Methode fur die Analyse einer hohen
Probenzahl geeignet sein, um Proben ohne Mutationen von solchen zu trennen,
die moglicherweise eine Mutation tragen, und damit die Anzahl von

durchzuflihrenden Sequenzierungen einzugrenzen.

bezeichnet) denaturiert. Dabei bilden
die Einzelstrange die  Konfor-
mationen A und B aus, die auf dem
Gel als 2 Banden aufgetrennt werden.
Die ,mutant‘-Probe weist einen
Basenaustausch auf, welcher in den
l abweichenden Konformationen C und
D resultiert. Nach der
M M elektrophoretischen Auftrennung
ergibt sich ein vierfaches
Bandenmuster. Aus dem Vergleich
RS A mit dem Bandenmuster der ,normal“-
e Probe lassen sich  Mutationen
identifizieren.
(nach Sambrook und Russell, 2001,
S. 13.50)

'

7k Y. ) . .

J f Abbildung 2.7 Schematische
~ A Darstellung der SSCP-Technik. Es
.{y H ' werden 2 verschiedene DNA-Proben

i‘;r £ £ (hier als ,normal* und ,mutant
A B C D
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Eine haufig eingesetzte Technik zum Nachweis von Mutationen beruht auf der
veranderten Mobilitat von DNA-Einzelstrangen in nichtdenaturierenden
Polyacrylamid-Gelen. Diese Methode wird als single-stranded conformation
polymorphism (SSCP)-Analyse bezeichnet (Abbildung 2.7) und wurde erstmals im
Jahr 1989 beschrieben (Orita et al., 1989). Schon der Austausch oder Verlust
einer einzelnen Base (Punktmutation) kann mittels SSCP detektiert werden. Der
Genombereich von Interesse wird mittels PCR angereichert (siehe Kap. 2.4.2),
wobei die Fragmente eine Lange von 300 bp nicht Uberschreiten sollten, um die
notige Sensitivitat zu gewahrleisten (Hayashi und Yandell, 1993). Die
doppelstrangige DNA wird durch Erhitzen auf 95°C denaturiert, dieser Vorgang
kann durch Zugabe verschiedener Chemikalien (hier Formamid) zum
Auftragspuffer unterstutzt werden. Die so entstandenen Einzelstrange bilden beim
anschlielfenden sehr schnellen Abkuhlen intramolekulare Basenpaare aus und
nehmen dadurch eine dreidimensionale Konformation an. Da diese
Konformationen sich je nach Basensequenz der DNA-Fragmente unterscheiden,
zeigen sie in einem nichtdenaturierenden Polyacrylamidgel unterschiedliche
Mobilitaten. Die Auftrennung erfolgt im Unterschied zu denaturierenden Gelen
nicht nach der Grélke bzw. Ladung der Strange, sondern nach ihrer
dreidimensionalen Konformation. Wurde ein Laufunterschied festgestellt, so kann
mit einer Isolierung der DNA aus dem Gel, erneuter Anreicherung des Fragments
mittels PCR und nachfolgender Sequenzierung die Mutation spezifiziert werden.
Ein Nachteil der SSCP ist, dass es sich um eine empirische Methode handelt, da
die dreidimensionale Konformation einzelstrangiger DNA unter bestimmten
Bedingungen nicht vorhersagbar ist. Damit ist auch kein Ruckschluf® auf die
Idealbedingungen maoglich, unter denen sich die Migration von DNA mit
bestimmten Mutationen im Gel von Wildtyp-DNA unterscheidet. Diese
Bedingungen mussen durch Variationen der Laufbedingungen experimentell
bestimmt werden. Folgende Parameter konnen variiert werden: die Konzentration
von Laufpuffer und Acrylamid, Zugabe von Glycerol zu Gel und Laufpuffer,
Zusammensetzung des Laufpuffers, Temperatur beim Lauf sowie die angelegte
Spannung und Laufzeit. Dabei beeinflusst die Position der Mutation in
Kombination mit den Laufbedingungen die erfolgreiche Detektion (Sheffield et al.,
1993). Aufgrund dieser Problematik ertbrigt sich bei der Suche nach unbekannten

oder variablen Mutationen der Einsatz von Positivkontrollen. Diese sind nur dann
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sinnvoll, wenn sie zur nachzuweisenden Mutation in Art und Position 100 %
identisch sind. Aufgrund der Anzahl der zu bearbeitenden Proben wurde eine
einheitliche und leicht reproduzierbare Laufbedingung fur alle Fragmente gewahlt.
Es wurde ausschliel3lich mit Maxigelen gearbeitet. Zur Herstellung wurden
folgende Komponenten verwendet: kleine Glasscheiben (MalRe 16 x 20 cm), grol3e
Glasscheiben (Malle 18,3 x 20 cm), Spacer (0,75 mm Dicke) und Kamme
(0,75 mm Dicke mit 25 Taschen). Gegossen wurden 8 bzw. 10 % Acrylamidgele

(Zusammensetzung siehe Tab. 2.10) mit einem Gesamtgelvolumen von 30 ml.

Tabelle 2.10 Zusammensetzung der 8 bzw. 10 % Acrylamidgele mit einem Endvolumen von 30 ml.

Lésung 8 % (in ml) 10 % (in ml)
30 % Acrylamid/Bis 8 10

10 x TBE 3 3

dest H,O 18,67 16,67
TEMED 0,03 0,03

10 % APS 0,3 0,3
Endvolumen 30 30

Das Gel-Sandwich wurde nach Anleitung zusammengebaut und das Gel nach
Rezept zusammenpipettiert. Acrylamid, 10 x TBE und Wasser wurden vorgelegt
und vermischt, dann erfolgte die Zugabe der Polymerisationsstarter APS und
TEMED. Alle Komponenten wurden bei Raumtemperatur und unter Vermeidung
von Blasenbildung verarbeitet, da sowohl Kalte als auch Sauerstoff den
Polymerisationsvorgang behindern. Der Gelansatz wurde nochmals gemischt und
sofort gegossen. Die Gele polymerisierten vor der Benutzung mindestens 2 h aus,

die Aufbewahrung Uber Nacht erfolgte im Kuhlschrank.

Probenvorbereitung

Pro PCR-Produkt wurde standardmaflig ein Volumen von 3 ul eingesetzt. Jede
Probe wurde mit dem gleichen Volumen 2 x Auftragspuffer versetzt und gut
gemischt. Um die Lange der untersuchten Fragmente zu kontrollieren wurden pro
Gel 0,5 ul Molekulargewichts-Standard (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder) mit
0,5 ul 2 x Auftragspuffer vorbereitet. Die Mischungen wurden kurz zentrifugiert, die
PCR-Produkte 5 min bei 95 °C denaturiert und 5 min auf Eis abgekuhlt. Dann
wurden Proben und Marker sofort auf das Gel aufgetragen und die Elektrophorese

gestartet.
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Bedingungen der Elektrophorese

Der Elektrophorese-Tank wurde mit 6 | 1 x TBE als Laufpuffer geflllt und auf 4 °C
vorgekuhlt. Die gesamte Elektrophorese erfolgte bei einer Temperatur von 4 °C.
Dazu wurde die Gelkammer im Kuhlschrank und auf einem Magnetrihrer platziert,
um eine konstante Temperaturverteilung im Laufpuffer Gber die gesamte Laufzeit
zu gewahrleisten. Zunachst liefen die Proben bei einer Spannung von 300 V fir 5
min in die Gelmatrix ein. Dann wurde die Spannung auf 60 V abgesenkt, hier
erfolgte die Auftrennung der DNA-Einzelstrange uber 20 h. Nach Ablauf dieser

Zeit wurde die Elektrophorese gestoppt und mit der Silberfarbung begonnen.

300 | '
f Uuhuhuhiihiuihnuaui--uuum
-

Abbildung 2.7 Exemplarisches SSCP-Gel (8 % Acrylamid-Bis, 1xTBE, Laufzeit 20 h bei 50 V,
Basenpaar-Standard: Gene Ruler™, 100 bp DNA Ladder von FERMENTAS). Aufgetragen wurden
PCR-Produkte des Fragments APC 2 mit einer Produktldange von 268 bp, welche am
Laufverhalten der mit -n markierten nativen, (doppelstrangigen) DNA bestatigt werden kann.
Oberhalb befinden sich die denaturierten, einzelstrangigen Banden (d). Die Proben der mit
Pfeilen markierten Spuren zeigen abweichendes Laufverhalten, sichtbar an einer zusatzlichen
Bande oberhalb von (d). Die DNA wurde mittels Silberfarbung sichtbar gemacht.

2.4.5 Silberfarbung

Nach der elektrophoretischen Auftrennung mul3 die DNA im SSCP-Gel sichtbar
gemacht werden. Die Nutzung des weit verbreiteten Ethidiumbromids war hier
nicht mdglich, da sich dieser Farbstoff schlecht an einzelstrangige DNA anlagert.
Deshalb wurde mit der wesentlich sensitiveren Silberfarbung gearbeitet. Die
Nachweisgrenze von DNA mit der Silberfarbung liegt bei 0,03 ng DNA/mm? Gel.

Das Grundprinzip dieser Methode basiert auf der Fixierung der DNA-Banden im
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Gel, dem Ansauern und der anschlielienden Anlagerung des Silbernitrats, der
Reduktion von Silbernitrat zu elementarem Silber in Anwesenheit eines starken
Reduktionsmittels und dem Abstoppen der Farbereaktion durch Anderung des
pH-Wertes. Das Redoxpotential erhoht sich in Anwesenheit von Nukleinsauren im
Vergleich zum umgebenden Gel. Dadurch fallt das Silber nur dort aus, wo sich
Nukleinsauren im Gel befinden. Nach der Entwicklung sind braunliche Banden auf
moglichst farblosem Hintergrund sichtbar. Eine Farbung des Hintergrunds tritt
dann auf, wenn Ldsungen oder das Gel mit Proteinen oder Nukleinsauren
kontaminiert sind. Zur Dokumentation wurden die gefarbten Gele auf weillem

Untergrund auf einem Leuchttisch fotografiert.

Protokoll

1. Nach Beendigung der Elektrophorese das Gel mit einer Glasscheibe in eine Plastikschale
legen, niemals die Oberflache berlGhren.

2. Das Gel 2 x mit dest. H,O spilen, um den Elektrophorese-Puffer zu entfernen. Das Gel 16st
sich von der Glasplatte, diese kann entfernt werden.

3. Das Gel in 10 % Ethanol durch 10 minitige Inkubation auf dem Schdtteltisch fixieren. Ethanol
absaugen und den Schritt wiederholen. Das Gel kann fiir einige Stunden, auch UN in Ethanol
bleiben.

4. Soviel Salpetersaure zugeben, dass das Gel gerade bedeckt ist. Fir 6 min auf dem
Schitteltisch inkubieren. Salpetersdure absaugen und Gel und Schale 2 x mit dest. H,O
spulen.

5. Soviel Silbernitrat zugeben, dass das Gel gerade bedeckt wird. Fir 30 min auf dem
Schiitteltisch inkubieren. Silbernitrat absaugen und Gel und Schale 3 x mit dest. H,O spilen.
Silbernitratiésung kann mehrmals verwendet werden.

6. 100 ml Entwickler und 125 pl Formaldehyd zugeben. Schale abdunkeln und schitteln lassen
bis Banden erscheinen. Falls die Lésung braun wird oder ein dunkles Prazipitat ausfallt, sollte
sie nochmals erneuert werden. Wenn die Farbung stark genug erscheint, die Lésung
absaugen.

Gel fur 5 min in 250 ml Essigsaure schiitteln.
Essigsaure absaugen und Gel mit 10 % Ethanol waschen. Ethanol absaugen und fir 2 min
nochmals in 10 % Ethanol einlegen.

9. Zur langeren Aufbewahrung Gel in 10 % Ethanol/7 % Glycerol einlegen und in Folie
einschweifden.

(nach: Sambrook und Russell, 2001, S. A9.6 f.)
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2.4.6 Isolierung von DNA aus SSCP-Polyacrylamid-Gelen

DNA-Banden, die in SSCP-Gelen ein verandertes Laufverhalten zeigten, wurden
einer Sequenzierung unterzogen, um zu klaren, ob es sich tatsachlich um eine
Probe mit mutierter DNA handelte. Dazu war es notwendig, die DNA wieder aus
der Gelmatrix herauszulosen. Polyacrylamid ist ein chemisch inertes Material,
welches nicht durch Hitze aufgeschmolzen werden kann. Aus diesem Grund
wurde eine Diffusionseluierung (nach Suzuki et al., 1991) durchgefihrt. Dabei wird
die Bande von Interesse mit einem sterilen Einmal-Skalpell aus dem
silbergefarbten Gel ausgeschnitten, zur OberflachenvergréRerung mechanisch
zerkleinert und in einem Eppendorf-Reaktiongefald mit dest. Wasser versetzt. Fir
den eigentlichen Elutionsvorgang wird das Gefall auf einem Thermoschattler fur
1h bei 95°C und 350 rpm inkubiert. Danach wird die Gelmatrix durch eine
10 minitige Zentrifugation bei 13.000 rpm abgetrennt und der Uberstand komplett
als Template in eine PCR mit den entsprechenden Primern eingesetzt. Der
Einsatz des kompletten Uberstandes ist notwendig, da aus den oben genannten

Grinden die Ausbeute an DNA sehr gering ist.

2.4.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung ist die Methode der Wahl, um die genaue Art einer Mutation zu
klaren. Alle Sequenzierungen wurden am Sequenzier-Gerat (CEQ 200, Beckmann
Coulter, Munchen) der Abteilung Biochemie der Ernadhrung der Universitat
Potsdam mit dem zugehodrigen Sequenzierungskit nach der Kettenabbruch-
Methode (Sanger et al.,, 1977) durchgefuhrt. Bevor die DNA in die
Sequenzierungsreaktion eingesetzt werden konnte, waren eine Reinigung und
eine Quantifizierung erforderlich. Die Proben wurden auf eine DNA-Konzentration
von 1,65 ng DNA pro 100 bp in einem Volumen von 2 ul eingestellt. Die Primer
(siehe Tab. 2.4 und 2.5) wurden in Konzentrationen von 1,6 pmol/ul Wasser
eingesetzt. Es erfolgte zunachst eine Sequenzierung mit dem jeweiligen sense-
Primer, der bei Bedarf eine weitere mit dem antisense-Primer folgte. Auffallige
Proben der Tiere 1-20 aus Gruppe D, sowie der Tiere 11-20 der Gruppen A, B und
C wurden im Rahmen zweier Diplomarbeiten sequenziert.

Der Abgleich der erhaltenen Sequenzen mit den Wildtyp-Sequenzen, bezogen
uber die GenBank™ des NCBI (NIH, USA), erfolgte mit Hilfe des Programmes
VECTOR NTI® (Version 6, InfoMarx Inc., Bethesda, USA).
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2.5 Gerate
Zentrifugen Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

Biofuge fresco Heraeus, Hanau

Galaxy mini Merck eurolab, VWR, Darmstadt
PCR Cycler Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg
Agarose-Gelsystem Mini SUB Cell GT BlO-Rad, Miinchen

Wide SUB Cell GT BIO-Rad, Miinchen
SSCP-Gelsystem DCode System BIO-Rad, Minchen

Protean Il xi Cell BIO-Rad, Minchen
Homogenisatoren Schiitt Homogen plus (Potter) Schiitt, Gottingen

Potter S homogenizer B. Braun Bioteck, Melsungen

Teflon-Pistill Braun Bioteck, Melsungen

Morser 55-Oa Haldenwanger, Berlin

Mikropistille Eppendorf, Hamburg

Vortex — Genie 2™ Scientific Industries, N.Y., USA
Stromversorgungsgerate Power Pak 300 BIO-RAD, Miinchen

BIO 105 LVD Biometra, Géttingen
Geldokumentationssysteme Fluorescent Combi Light LFT Labortechnik, Wasserburg

Leuchtpult Relux Leuchtsysteme, Erlangen
Spektralphotometer UVIKON 922 Bio-Tek, Bad Friedrichshall
Schiitteltisch Rocky Frébel Labortechnik, Lindau
Schiittelinkubator Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Magnetrihrer MR 3001 / 3002 Heidolph, Kelheim
Kuhlaggregat PCR-Cooler Eppendorf, Hamburg
Sequenzierer CEQ 200 Beckmann Coulter, Minchen
Waage BL 610 Satorius, Straubenhardt

Wasserstrahlpumpe

2.6 Chemikalien

2-Amino-1-Methyl-6-Phenylimidazo[4,5-b]

pyridin

Acrylamid/Bis Rotiphorese® Gel 30
Agarose

Ammoniumpersulfat

Borsaure

Bromphenolblau

Chloroform

Dimethylhydrazin
Di-Natriumhydrogenphosphat
EDTA

Carl Roth GmbH & Co., Miinchen

BIU-Grimmer, GroRBharnsdorf

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz)
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
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Essigsaure

Ethanol (vergallt und reinst)
Ethidiumbromid
Formaldehyd (37 %)
Formamid

Glycerin

Kalium
Kaliumdihydrogenphosphat
N, N, N, N'-Tetramethylethylendiamin
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natronlauge
Paraformaldehyd
Salpetersaure (53 %)
Salzsaure

Silbernitrat

Tris Pufferan ®

Xylencyanol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories, Minchen

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2.7 Feinchemikalien und Enzyme

Auftragspuffer fir Agarosegele
6 x Loading Dye Solution
BIOTAQ™ DNA-Polymerase
10 x NH, PCR-Puffer
50 mM MgCl, —Lésung
dNTP Set 100 mM
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
Dye Terminator Cycle Sequencing
with Quick Start Kit
Gene-Ruler™ DNA-Ladder 50 und 100 bp
Genomic DNA Purification Kit
Mass Gene Ruler™ DNA-Ladder
Montage™ PCR Centrifugal Filter Devices
JetQuick PCR Purification Kit
JetSorb Gel Extraction Kit
Qiaquick Gel Extraction Kit
QlAquick PCR Purification Kit

MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Bioline, Luckenwalde

Bioline, Luckenwalde

Beckmann Coulter GmbH, Minchen
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Millipore Corp., Bedford, MA, USA
Genomed, Léhne

Genomed, Léhne

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden
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2.8 Puffer und Losungen

Gewebefixierung

Natriumchloridlésung 0,9 % NaCl w/v in dest. H,O
10 x PBS 1,37 M NaCl, 0,16 M Na,HPO,, 0,05 M KCI, 0,01 M KH,PO,
4 % Paraformaldehyd 0,5 M Na,HPOy; 0,02 M NaH,POy4; 4 % PFA w/vin 1 x PBS
PCR
10 mM dNTP-Ldsung je 10 pl dATP, dTTP, dCTP, dGTP (100 mM)

dest. H,O ad 100 pl
TE-Puffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8

Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer (50x) 2,0 M Tris, 5,71 % vl/v Eisessig, 0,05 mM EDTA; pH 8

Ethidiumbromidbad 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in 1 x TAE - Puffer

SSCP

0,5 M EDTA 37,2 g EDTA, mit dest. H,O ad 200 ml pH 8,0

2 x Auftragspuffer 0,5 % Bromphenolblau, 0,5 % Xylencyanol, 95 % Formamid,
20 mM EDTA, pH 8,0 (Lagerung bei RT)

TBE-Puffer (10 x) 0,9 M Tris, 0,9 M Borsaure, 20 mM EDTA, pH 8.0
(autoklavieren, Lagerung bei RT)

10 % APS 10 % w/v Ammoniumpersulfat in dest. H,O

(Lagerung bei —20°C nicht I&nger als 1 Woche)

Silberfarbung

Fixierer 10 % unvergallter Ethanol v/v in dest. H,O

0,7 % Salpetersaure 13.21 ml 53 % Salpetersaure mit dest. H;O ad 11

Essigsaure 3 % Essigsaure v/v in dest. H,0O

0,2 % Silbernitrat w/v in Aqua dest.

Entwickler 22.9 % Na,CO; w/v in dest. H,O (Schutz vor direktem Licht)
Ethanol / Glycerol 10 % unvergallter Ethanol v/v und 7 % Glycerol v/v in dest. H,O
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2.9 Verbrauchsmaterialen und Software

Samtliche Verbrauchsmaterialien wie Reaktionsgefalie, Pipettenspitzen und Glas-
oder Plastikpipetten wurden von den Firmen Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
und Sarstedt (Nurnbrecht) bezogen. Die 96-well-Platten fur PCR wurden bei der
Firma VWR International GmbH (Darmstadt) erworben, die zugehorigen
Verschlussfolien von der Firma SecureSeal™Thermal (Simport, Bernard-Pilon,
Kanada). PCR-8-fach-Reaktionsgefalie mit 200 ul Volumen wurden tber die Firma
G. Kisker GbR (Steinfurt) bezogen, Gel-Loader Pipettenspitzen Uber die Firma
Greiner Bio-One (Frickenhausen). Uvetten®, sterile Einmalkiivetten zur DNA-
Bestimmung, wurden von der Firma Eppendorf (Hamburg) erworben. Samtliche
Verbrauchsmaterialien wurden vor Benutzung autoklaviert, sofern es sich nicht um
steriles Einwegmaterial handelte. Das Zeichnen chemischer Formeln erfolgte mit

dem Programm ACD/ChemSketch Freeware.
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3 Ergebnisse

3.1 Biometrische Daten

3.1.1 Korpergewichte

Alle Tiere zeigten eine normale Korpergewichtsentwicklung mit einer zugigen
Gewichtszunahme in den ersten Wochen und einer verlangsamten, jedoch
stetigen Zunahme im folgenden Versuchszeitraum. Die Korpergewichte nach
61 Lebenswochen lagen fur die Kontrollgruppe bei durchschnittlich 418+17 g pro
Tier und fur die Behandlungsgruppen B und C bei 388132 g bzw. 387+31 g pro
Tier. FUr die kurzer behandelte Gruppe D (31 Wochen) betrug das Korpergewicht
351114 g in Vergleich zu gleichaltrigen Tieren der Gruppe A mit 367+15 g. Damit
wiesen die behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrolle niedrigere
Durchschnittsgewichte auf, ein Effekt, der sich in der statistischen Auswertung der
Gewichtszunahmen nach 30 Wochen als nicht signifikant bzw. nach
60 Versuchswochen als signifikant erwies. Fur den Zeitpunkt nach 30
Versuchswochen wurden die Kontrolltiere in Untergruppen eingeteilt und ihre
Gewichte einer gesonderten Analyse unterzogen (Abb. 3.2). Dabei zeigte sich,

dass eine der Teilgruppen signifikant schwerer war.

340,00 60. Versuchswoche o

280,00 320,00
*kk

300,00
260,00 —

280,00
240,00

300,00 - 30. Versuchswoche

260,00

220,00

240,00

Gewichtszunahme in g
Gewichtszunahme ing

200,00
220,00

180,00 200,00

160,00 180,00

Gruppe Gruppe

Abbildung 3.1 Statistischer Vergleich der Gewichtszunahme nach 30 bzw. 60 Versuchswochen.
Dargestellt sind die Mediane der Gruppen (Querbalken), das erste und dritte Quartil (untere und
obere Begrenzung der Boxen), die Extremwerte (untere und obere Linie) sowie gdf.
Ausreilterwerte. Die Tiere der Gruppen B, C (n=30) und D (n=10) wiesen nach 30
Behandlungswochen keine signifikanten Unterschiede in der Gewichtszunahme auf (H-Test nach
Kruksal und Wallis). Nach 60 Versuchswochen (n=10) war die Gewichtszunahme von Gruppe B
und Gruppe C gegenuber der Kontrolle signifikant erniedrigt (H-Test nach Kruksal und Wallis, U-
Test nach Mann und Whitney). Signifikanzniveaus sind angegeben mit *** (p<0,001) bzw. **
(0=0.01).
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3.1.2 Futteraufnahme

Abbildung 3.2 Vergleich der Gewichtszunahme
der Kontrollgruppe, unterteilt in 3 Teilgruppen und
der Gruppe D nach 30 Versuchswochen (H-Test
nach Kruksal und Wallis, U-Test nach Mann und
Whitney). Dargestellt sind die Mediane der
Gruppen (Querbalken), das erste und dritte Quartil
(untere und obere Begrenzung der Boxen), die
Extremwerte (untere und obere Linie) sowie ggf.
Ausreilerwerte. Die Tiere A 1-10 weisen bereits
nach diesem Zeitraum eine signifikant hohere
Gewichtszunahme gegenuber anderen
Kontrolltieren und Tieren aus der Gruppe D auf
(n=10, das Signifikanzniveau ist angegeben mit ***
(p=0,001).

Die durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier und Tag betrug fur die Gruppe A

16,02 g, fur die Gruppe B 15,55 g, fur die Gruppe C 15,34 g sowie flr die Gruppe

D 15,34 g. Daraus resultiert flir die Gruppen B und C eine durchschnittliche

tagliche PhIP-Aufnahme von 0,0015 ng bzw. 1,5341 ng pro Tier. Die Tiere der

Behandlungsgruppen nahmen geringflgig weniger Futter auf, ein Effekt der sich in

der statistischen Auswertung sowohl nach 30 als auch nach 60 Versuchswochen

als nicht signifikant erwies.
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Abbildung 3.3 Statistischer Vergleich des Futterverbrauchs nach 30 bzw. 60 Versuchswochen
(H-Test nach Kruksal und Wallis). Dargestellt sind die Mediane der Gruppen (Querbalken), das
erste und dritte Quartil (untere und obere Begrenzung der Boxen), die Extremwerte (untere und
obere Linie) sowie ggf. AusreilRerwerte. Die Tiere der Gruppen B, C (n=30) und D (n=10) wiesen
nach 30 Behandlungswochen keine signifikanten Unterschiede im Futterverbrauch auf. Nach 60
Versuchswochen (n=10) war der Futterverbrauch von Gruppe B und Gruppe C gegenlber der
Kontrolle erniedrigt, dieser Unterschied erwies sich jedoch nicht als signifikant.
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3.1.3 Organgewichte

Die absoluten Organgewichte nahmen mit der Lebensdauer mit Ausnahme der
Leber stetig zu, die relativen Organgewichte nahmen ab oder blieben konstant
(Abb. 3.4a und b). Die meisten signifikanten Effekte der Behandlung waren bei
Leber und Milz zu einzelnen Zeitpunkten zu beobachten. Fur die absoluten
Lebergewichte war eine Tendenz zu geringeren Gewichten der
Behandlungsgruppen zu erkennen, ein Effekt, der bei der Niere nicht auftrat.
Waren fur die relativen Lebergewichte signifikante Effekte sichtbar, so waren die
Organe leichter im Vergleich zur Kontrolle. Bei den relativen Nierengewichten trat
der umgekehrte Effekt auf, die Organe der Behandlungsgruppen waren schwerer.
Keines der erhobenen Organgewichte zeigte signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle durchgangig Uber den gesamten Versuchszeitraum. Es
sind jeweils absolute und relative Gewichte der Organe Leber, Magen, Niere und
Milz nach 9, 16, 25, 31/33, 41 und 61 Versuchswochen (Tab. 2.2) graphisch
dargestellt (Median, halber Quartilsabstand).

Absolute Organgewichte - Magen Relative Organgewichte - Magen

08

Gewichting

relative Gewichte in % Koérpergewicht

A 51-6(
B 51-6(
C 51-6(
D 43-6(
A 41-5(
B 41-5(
C 41-5(
D 21-4
A 31-4(
B 31-4(
C 31-4(
D 11-2(
A 21-3(
B 21-3(
C 21-3(
D 1-1(
A11-2
B 11-2(
C 11-2(
A1-1(
B 1-1(
C1-1(
A 51-60
B 51-60
C 51-60
D 43-60
A 41-50
B 41-50
C 41-50
D 21-41
A 31-40
B 31-40
C 31-40
D 11-20
A 21-30
B 21-30
C 21-30
D 1-10
A11-20
B 11-20
C 11-20
A1-10
B 1-10
C1-10

Abbildung 3.4a Absolute und relative Organgewichte des Magens. Aufgetragen sind jeweils
die Organgewichte der 10 Tiere der 4 Gruppen eines Toétungstermines (Tab. 2.2).
Signifikanzen sind angegeben mit * (p<0,05) oder ** (p<0,01), U-Test nach Mann-Whitney.
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sind jeweils die Organgewichte der 10 Tiere der 4 Gruppen eines Tétungstermines (Tab. 2.2).

Abbildung 3.4b Absolute und relative Organgewichte von Niere, Leber und Milz. Aufgetragen
Signifikanzen sind angegeben mit * (p<0,05) oder ** (p<0,01), U-Test nach Mann-Whitney.
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3.2 Tierversuch-Makroskopische Beobachtungen

Kein Tier der Kontroll- und PhIP-Behandlungsgruppen verstarb vor Versuchsende.
In der DMH-Gruppe verstarben 2 Tiere in der 4. bzw. 6. Versuchswoche. In allen 4
Gruppen traten makroskopische Veranderungen auf. Diese Veranderungen
betrafen nicht nur Dinn- und Dickdarm, sondern auch Magen, Coecum, Leber,
Niere, Milz und Lymphknoten, Geschlechtsorgane sowie Mesenterien und
Fettgewebe. Besonders haufig waren Anzeichen von Entzindungen im
Gastrointestinaltrakt zu beobachten. Die Begriffe Veranderung und Lasion werden
im Folgenden fur alle beobachteten Anomalien der Gewebe wie Verfarbungen,
Verdickungen, Blutungen oder Wassereinlagerungen benutzt. Mit Knoten oder
Tumor wurden neutrale Begriffe fur mogliche Neoplasien gewahlt, deren Einteilung
in benigne oder maligne Neoplasien nur histologisch vorzunehmen ist. Die

Methylenblaufarbung einzelner Darmabschnitte ergab keine Hinweise auf ACF.

3.2.1 Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe wurden 11 makroskopische Veranderungen an 10 Tieren
protokolliert (Tabelle 3.1). Davon betrafen jeweils 4 die Leber bzw. den Dinndarm,
die restlichen entfielen auf Milz, Geschlechtsorgane und Coecum. Lasionen des
Dickdarms traten nicht auf. Bei 5 der beobachteten Veranderungen handelte es
sich um Anzeichen von Entzindungen, gekennzeichnet durch gerotetes, stark
durchblutetes Gewebe mit gelegentlichen Schwellungen. Die héchste Anzahl an
Lasionen trat nach 31 Versuchswochen auf. Als moglicher Tumor konnte lediglich

ein Knoten in einer Leberprobe gewertet werden.

Tabelle 3.1 Makroskopisch beobachtete Veranderungen in unbehandelten Kontrolltieren. Tiere 51-
60: 9 Versuchswochen, Tiere 41-50: 16 Versuchswochen, Tiere 31-40: 25 Versuchswochen, Tiere
21-30: 33 Versuchswochen, Tiere 11-20: 41 Versuchswochen, Tiere 1-10: 61 Versuchswochen.

Tier-Nr. Lokalisation Befund

21 Leber Knoten Unterseite groRer Lappen
23 Dinndarm Entzindung
26 Leber schwarze Plinktchen an der Oberflache

27 Geschlechtsorgane  Hoden stark vergroRert, vergroRerter Lymphknoten im Fettgewebe

29 Leber schwarze Plnktchen an der Oberflache
30 Leber schwarze Plnktchen an der Oberflache
11 Dunndarm Entziindung

Coecum Entziindung
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2 Milz stark vergroéRert, zirka doppeltes Gewicht
5 Dunndarm Entzindung
10 Dinndarm Entzindung

3.2.2 Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe

Bei 23 mit der niedrigen PhlIP-Konzentration behandelten Tieren wurden
insgesamt 38 auffallige Befunde festgestellt (Tabelle 3.2). Davon entfiel mit 13
Lasionen ein Grofteil auf den Dinndarm; Leber, Coecum und Dickdarm zeigten
jeweils 7 Veranderungen. Bei zwei der im Coecum beobachteten Veranderungen
handelt es sich moglicherweise um versehentliche Punktierungen bei der
Narkotisierung. Lediglich bei 2 der im Dickdarm beobachteten Veranderungen
konnte es sich um Neoplasien handeln (Tiere 6 und 24). Die ubrigen
Veranderungen entfielen auf Milz, Geschlechtsorgane, Magen sowie Niere. Die
am haufigsten protokollierte Veranderung war eine Entzindung des Darms (11
Tiere, 15 Befunde), besonders des Dunndarms (8 Tiere), gekennzeichnet durch
gerotetes, stark durchblutetes Gewebe mit gelegentlichen Schwellungen. Die

meisten Lasionen waren am Versuchsende nach 61 Wochen zu beobachten.

Tabelle 3.2 Makroskopisch beobachtete Veranderungen in mit 0,00001% PhIP gefitterten Tieren.
DC-distales Kolon, PC-proximales Kolon, C-Kolorektum. Tiere 51-60: 9 Versuchswochen, Tiere 41-
50: 16 Versuchswochen, Tiere 31-40: 25 Versuchswochen, Tiere 21-30: 33 Versuchswochen,
Tiere 11-20: 41 Versuchswochen, Tiere 1-10: 61 Versuchswochen.

Tier-Nr. Lokalisation Befund

58 prox. Dinndarm punktform. Verdickung
33 Coecum Entziindung

Dickdarm Entziindung
35 Dunndarm Entziindung

Coecum Entziindung

Dickdarm Entzindung
36 Dinndarm Entzindung

Coecum Entziindung

Dickdarm Entziindung

Leber kleiner Lappen mit Knoten
22 Coecum vergrofRRerte Drisen

Dunndarm Entziindung
23 Leber schwarze Plnktchen an der Oberflache
24 Dickdarm Einschnirung, Verdickung der Darmwand
26 Leber schwarze Plnktchen an der Oberflache
27 Dinndarm aufgequollen

45



Ergebnisse

Coecum vergroRerte Drisen
12 Dunndarm Entzindung
14 Coecum-Dickdarm  massive blutige Verdickung (moéglicherweise Punktierung)
15 Dinndarm sehr dunn
Coecum entzlindet (moglicherweise Punktierung)
16 Leber schwarze Plnktchen
18 Leber schwarze Plnktchen
19 Dinndarm starke Entziindung
20 Dinndarm Entzindung
Niere gelbliche Verfarbung
2 Milz dunkle Stelle
Dinndarm Entziindung
Geschlechtsorgane  Hoden links verkleinert
Dunndarm Entzindung
Milz extrem vergrofert (zirka 7-fach), Knoten an Unterseite
Leber vergrofRert, Oberflache marmoriert
Magen klein und diinnwandig, linsenférmige Lasion
Dinndarm klein und dinnwandig
Dickdarm Verdickung DC
Dinndarm Entziindung
Coecum geroteter Streifen
9 Dickdarm Entziindung
10 Leber Knétchen

3.2.3 Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe

Bei 29 mit der hohen PhIP-Konzentration gefutterten Tieren wurden 43
Veranderungen protokolliert (Tabelle 3.3). Die Mehrzahl entfiel auch hier auf den
Dinndarm mit 14 Lasionen, gefolgt vom Dickdarm mit 10 Lasionen. Von diesen 10
konnte es sich bei 7 Lasionen um Neoplasien handeln (Tier 27, 20, 18, 13, 7, 6
und 4). Des Weiteren traten 6 Veranderungen in den Geschlechtsorganen, 5 in
der Leber und 4 im Coecum auf. Bei einer im Coecum beobachteten Veranderung
handelt es sich moglicherweise um eine versehentliche Punktierung bei der
Narkotisierung. Die Uubrigen Auffalligkeiten entfielen auf Milz, Niere sowie
Mesenterien. Es wurden 7 Falle von Entzindungen bei 6 Tieren protokolliert. In
der Mehrzahl traten hier Vergrolerungen von Organen oder Knoten im Darm oder
Geschlechtsorganen auf. Die Anzahl an Lasionen nahm mit zunehmender
Versuchsdauer mit Ausnahme des Termins nach 41 Versuchswochen stetig zu.

Ein rapider Anstieg war nach 31 Versuchswochen zu verzeichnen.
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Tabelle 3.3 Makroskopisch beobachtete Veranderungen in mit 0,01 % PhIP gefutterten Tieren.
DC-distales Kolon, PC-proximales Kolon, C-Kolorektum. Tiere 51-60: 9 Versuchswochen, Tiere 41-
50: 16 Versuchswochen, Tiere 31-40: 25 Versuchswochen, Tiere 21-30: 33 Versuchswochen,
Tiere 11-20: 41 Versuchswochen, Tiere 1-10: 61 Versuchswochen.

Tier-Nr. Lokalisation

Befund

56 Dunndarm kleine Knoten
58 Leber helle Verfarbungen ( Marmorierung)
44 Dunndarm Entziindung
31 Coecum 2 punktférmige Blutungen (Applikationsunfall?)
32 Leber kleiner Lappen m. schwarzen Punkten
21 Geschlechtsorgane Prostata sehr fett
22 Dinndarm Entziindung
Leber schwarze Plnktchen
23 Dinndarm rotliche Verdickung, Ubergang Coecum-Kolon verandert
24 Dunndarm rétliche Verdickung
25 Geschlechtsorgane  vergrofRerter Lymphknoten im Fettgewebe des Hoden
26 Dickdarm stark durchblutete Einschnirung C
27 Dinndarm rotliche Verdickung
Dickdarm PC, C Verdickung, Odem
28 Geschlechtsorgane Prostata sehr klein
Niere kleine Zyste
Dunndarm Entziindung
29 Dunndarm rétliche Verdickung
11 Coecum Entzindung
13 Dinndarm Entzindung
Coecum Entziindung
Dickdarm Verdickung DC
17 Dinndarm Entziindung
Dickdarm ohne Einschnirungen
18 Dickdarm Verdickung DC
20 Leber schwarze Plnktchen
Dickdarm Verdickung DC
1 Milz vergroRert
Leber unterer Lappen vergrofert
Geschlechtsorgane  Strukturverlust Prostata, nur Fett
2 Coecum vergroferte Lymphknoten
Dickdarm Einengung Mitte
3 Dunndarm 5 kleine Knoten
Geschlechtsorgane  Ampullen Strukturverlust
4 Dunndarm Knoten
Dickdarm Knoten PC
5 Dunndarm mit Bauchwand und Mesenterium verwachsen
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6 Dinndarm Knoten
Dickdarm Knoten C
Dickdarm DC Knoten
Fettgewebe linsenférmige Lasion

Geschlechtsorgane  Hoden knotige Strukturen

10 Mesenterien schwarze Punkte im Bindegewebe zwischen Pankreas und Magen

Somit war eine klare Haufung von makroskopischen Lasionen in den PhIP-
behandelten Gruppen mit steigender Dosis im Vergleich zur Kontrolle zu
beobachten. Es bestand eine Tendenz zum vermehrten Auftreten von L&sionen
mit fortschreitender Behandlungsdauer der Tiere. Das Spektrum der auftretenden
Lasionen verschob sich von einer Haufung von Entzindungen in der Niedrig-
Dosis-PhIP-Gruppe zu vermehrtem Auftreten von Neoplasien in der Hoch-Dosis-
PhIP-Gruppe.

3.2.4 DMH-Gruppe

In der DMH-Gruppe wurden 30 Veranderungen bei 21 Tieren beobachtet, von
denen 10 auf den Dickdarm und 7 auf den Dinndarm entfielen (Tabelle 3.4). Von
diesen Veranderungen konnte es sich bei 7 bzw. 5 um Neoplasien handeln. Im
Coecum wurden 4 Lasionen beobachtet, in Geschlechtsorganen und der Niere
jeweils 3. Die ubrigen Veranderungen entfielen auf Leber und Mesenterien. Die
Milz zeigte bei dieser Gruppe keinerlei Auffalligkeiten. Bei der Mehrzahl der
Lasionen handelte es sich um Knoten bzw. Tumoren des Darms; Anzeichen fur
Entzindungen traten nur in 2 Tieren zu Versuchsende auf. Die Anzahl an
Lasionen stieg mit fortschreitender Versuchsdauer klar an und war gegenuber der
Kontrollgruppe erhoht.

Tabelle 3.4 Makroskopisch beobachtete Veranderungen in DHM-behandelten Tieren. DC-distales

Kolon, PC-proximales Kolon, C-Kolorektum. Tiere 42-60: 9 Versuchswochen, Tiere 21-41: 16
Versuchswochen, Tiere 11-20: 25 Versuchswochen, Tiere 1-10: 31 Versuchswochen.

Tier Lokalisation Befund

52 Niere Abszess, Niere mit Bauchfell und Leber verklebt
56 Leber helle Verfarbungen ( Marmorierung)
36 Coecum stark vergrofert, prall gefillt, Blutung an der Oberseite (letztes

Drittel des Dinndarms ebenfalls stark verdickt, Ubergang

Dinndarm-Coecum kaum erkennbar)

29 Niere Abszess, Niere mit Leber und Dinndarm verklebt

30 Dinndarm Roétung, Knotchen
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11 Coecum stark vergréRert, Ubergang Diinndarm-Coecum kaum erkennbar
12 Dickdarm Lasion PC
13 Dickdarm Lasion PC
14 Dinndarm Lasion
15 Dickdarm Lasion PC (Mesenterium zw. Coecum u. Kolon)
18 Dickdarm kleine Lasion DC
Dickdarm punktférmige Blutungen im Mesenterium
19 Niere kleine Zyste
Dunndarm punktférmige Blutungen im Mesenterium
1 Dunndarm Entzindung
2 Coecum Entziindung
Dinndarm Entzindung
Leber marmoriert
Dinndarm 2 Tumoren
Blase verwachsen mit Geschlechtsorganen
6 Coecum/Dickdarm  Ubergang verandert
Geschlechtsorgane  Hoden mit linsenférmigen Lasionen
Dickdarm verwachsen mit linsenférmigen Lasionen in den Mesenterien
Coecum verwachsenes Mesenterialgewebe mit abnormaler Farbung
Dickdarm Tumor DC
9 Mesenterien sehr fett, z.T. verdickte Knoten
Geschlechtsorgane  Ampullen vergréRert und verwachsen
Dickdarm Tumor PC/DC
10 Dinndarm Lasion im Mittelteil
Dickdarm Tumor PC/DC

Geschlechtsorgane

Ampulle vergroRert
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3.3 Histologie

Die Einteilung histologisch veranderter Krypten erfolgte in hyperplastische und
dysplastische Krypten. Bei einer Hyperplasie handelt es sich um eine
VergroRerung durch Erhdhung der Zellzahl bei konstanter Zellgrole und
-zusammensetzung. Eine Dysplasie ist durch eine veranderte
Zellzusammensetzung als Folge von vermehrten Mitosen und Entdifferenzierung
der Zellen mit einem gestorten Epithelaufbau als Folge charakterisiert. Sie stellt je
nach Grad einen flieBenden Ubergang von praneoplastischen L&sionen zum
Carcinoma in situ dar. Bei den beobachteten Entziindungszellen handelt es sich
um gemischtzellige Populationen aus Lymphozyten, Makrophagen und wenigen

Granulozyten.

3.3.1 Kontrollgruppe

Die histologische Auswertung der Gewebeproben der Kontrollgruppe ergab 10
Befunde bei 9 Tieren (Tabelle 3.5). Nach 16 bzw. 25 Versuchswochen traten
Odeme in der Mukosa auf. Im proximalen Kolon eines Tieres trat nach 33

Versuchswochen ein Polyp auf.

Tabelle 3.5 Histologische Befunde in der Kontrollgruppe (Gruppe A). PC-proximales Kolon. Tiere
51-60: 9 Versuchswochen, Tiere 41-50: 16 Versuchswochen, Tiere 31-40: 25 Versuchswochen,
Tiere 21-30: 33 Versuchswochen, Tiere 11-20: 41 Versuchswochen, Tiere 1-10: 61
Versuchswochen.

Tier Lokalisation Befund
55 D lymphatisch infiltriert
48 D vergrofierte Lymphfollikel
38 Leber hamorrhagische Granulome
39 Leber hamorrhagische Granulome
45 DC Odem Mukosa

C Enteritis
41 D Enteritis
37 DC Odem in Mukosa und Submukosa
33 DC Odem Darmwand
27 PC Polyp
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3.3.2 Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe

Die histologische Auswertung der Gewebeproben der Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe
ergab 15 Befunde (Tabelle 3.6). In der Mehrzahl handelte es sich dabei um
veranderte Krypten, bei deren Beurteilung in 4 hyper- und 2 dysplastische
unterschieden wurde. Anzeichen von Entzindungen wie Kolitis oder vermehrtes
Auftreten von Entzindungszellen traten bei insgesamt 6 Tieren jeweils nach 9, 16,
25 bzw. 33 Versuchswochen auf. Eine Haufung von Lasionen war im distalen
Kolon zu beobachten, wo 8 von 15 Befunden protokolliert wurden. Die
makroskopisch protokollierten Lasionen der Tiere 6 und 24 konnten nicht bestatigt

werden.

Tabelle 3.6 Histologische Befunde in der Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe (Gruppe B). PC-proximales
Kolon, DC-distales Kolon, C-Kolorektum. Tiere 51-60: 9 Versuchswochen, Tiere 41-50: 16
Versuchswochen, Tiere 31-40: 25 Versuchswochen, Tiere 21-30: 33 Versuchswochen, Tiere 11-
20: 41 Versuchswochen, Tiere 1-10: 61 Versuchswochen.

Tier Lokalisation Befund
52 DC Stroma vermehrt, Entziindungszellen, Kryptenarchitektur verandert
60 C Krytenarchitektur verandert
45 D vergréRerte Lymphfollikel
42 DC Kolitis
47 DC Stroma vermehrt, Entziindungszellen
39 DC-C Dysplasie Ubergang DC-C
40 C Hyperplasie
39 C Stroma vermehrt, Entzindungszellen
35 DC Odem und Entziindungszellen
23 DC Stroma vermehrt, Odem, Kolitis
27 PC Polyp
16 DC Hyperplastische Krypte
20 PC Hyperplastische Krypte
DC Dysplastische Krypte
6 C Hyperplastische Krypten
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3.3.3 Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe

Die histologische Auswertung der Gewebeproben der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe
ergab 31 Befunde bei 28 Tieren (Tabelle 3.7). Auch hier handelte es sich
hauptsachlich um veranderte Krypten (9 hyperplastisch, 8 dysplastisch), sowie in 2
Fallen um Veranderungen an den Geschlechtsorganen. Fur Tier 9 ergab sich eine
Ubereinstimmung mit dem makroskopischen Befund. Anzeichen von
Entzindungen bei 2 Tieren traten nach 9, bei 3 Tieren nach 16, bei 2 Tieren nach
25, bei einem Tier nach 33 und bei 4 Tieren nach 41 Versuchswochen auf. Dabei
war in 9 Fallen das distale Kolon, in einem Fall das proximale Kolon und in einem
Fall das Kolorektum betroffen. Damit Uberstieg die Zahl von 12 Entziindungen die
der makroskopisch beobachteten um 5 Falle, wobei die Lokalisationen nicht
ubereinstimmten. Mit 15 Lasionen wies das distale Kolon die meisten
Veranderungen auf. Die 7 makroskopisch protokollierten mdglichen Neoplasien
konnten nicht bestatigt werden. Die Tiere 13, 18 und 20 wiesen sowohl
makroskopisch als auch histologisch Befunde auf, wobei letztere makroskopisch

nicht sichtbar waren.

Tabelle 3.7 Histologische Befunde in der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe (Gruppe C). PC-proximales
Kolon, DC-distales Kolon, C-Kolorektum. Tiere 51-60: 9 Versuchswochen, Tiere 41-50: 16
Versuchswochen, Tiere 31-40: 25 Versuchswochen, Tiere 21-30: 33 Versuchswochen, Tiere 11-
20: 41 Versuchswochen, Tiere 1-10: 61 Versuchswochen.

Tier Lokalisation Befund
52 PC vermehrtes Stroma, Entziindungszellen
DC vermehrtes Stroma, Entziindungszellen, Odem
53 C Hyperplastische Krypten
48 DC Stroma vermehrt, Entztindungszellen, Kryptenarchitektur gestort
47 DC Stroma vermehrt, Entziindungszellen
44 DC Stroma vermehrt, Entziindungszellen, Kryptenarchitektur gestort
42 DC Stroma vermehrt, Odem Mukosa
41 DC Hyperplasie
40 Dickdarm Lymphoepitheliale Lasion
39 DC Dysplasie
38 DC Dysplasie
37 Magen Lymphfollikel
35 DC Odem und Entziindungszellen
32 DC Stroma vermehrt, Entziindungszellen
31 C 2 Hyperplasien
24 PC Hyperplastische Krypte
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DC Hyperplastische Krypte
C Hyperplasie und Dysplasie
29 C Stroma vermehrt, Entziindungszellen
11 DC Dysplastische Krypte
12 C Dysplastische Krypte
13 DC Kryptenarchitektur unregelmafig, vermehrtes Stroma, entziindliche
Infiltrate
14 C vermehrtes Stroma, entziindliche Infiltrate
15 DC vermehrtes Stroma, entzindliche Infiltrate
17 DC Hyperplastische Krypte
18 DC Dysplastische Krypte
19 DC Dysplastische Krypte, vermehrtes Stroma, entzlindliche Infiltrate
20 PC Dysplastische Krypte
PC Hyperplastische Krypte
9 Geschlechtsorgane Karzinom in Samenstranglokalisation (Ursprungsgewebe unbekannt)
10 Geschlechtsorgane Hyperplasie (Prostata oder Koagulationsdriise)

3.3.4 DMH-Gruppe

Die histologische Auswertung der Gewebeproben der DMH-Gruppe ergab 45
Befunde bei 34 Tieren (Tabelle 3.8). Detektiert wurden 4 Karzinome bei Tieren
nach 25 Versuchswochen, wovon je eines im distalen Kolon, im proximalen Kolon
bzw. im Dunndarm lokalisiert war, beim vierten Karzinom konnte das
Ursprungsgewebe nicht festgestellt werden. Drei der Karzinome (Tiere 13, 14 und
15) fielen bereits bei der makroskopischen Beurteilung auf. In der Mehrzahl
zeigten sich auch hier veranderte Krypten (19 hyperplastisch, 20 dysplastisch), es
traten jedoch auch 2 hyperplastische Veranderungen im GALT und Anzeichen von
Entzindungen in 3 Fallen auf. Diese stimmen nicht mit den makroskopisch
beobachteten Lasionen Uberein. Fur die anderen nach makroskopischer
Beurteilung vermuteten Neoplasien lieRen sich histologisch keine Anzeichen
finden. Ahnlich der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe war auch hier eine Haufung der
Lasionen im distalen Kolon zu beobachten (27 Stick). Auch hier traten Paneth-

Zellen im Dickdarm auf.
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Tabelle 3.8 Histologische Befunde in der DMH-Gruppe (Gruppe D). PC-proximales Kolon, DC-
Kolon, C-Kolorektum, GALT-Darm-assoziiertes Lymphgewebe. Tiere 42-60: 9
Versuchswochen, Tiere 21-41: 16 Versuchswochen, Tiere 11-20: 25 Versuchswochen, Tiere 1-10:
31 Versuchswochen.

distales

Tier Lokalisation Befund
51 DC Hyperplastische Krypte
52 DC Hyperplastische Krypte
55 DC Hyperplastische Krypten
56 DC Hyperplastische Krypten, Stroma vermehrt, Odem
C Hyperplastische Krypten
46 DC Kolitis, Stroma vermehrt, Entziindungszellen
49 DC Kolitis
31 PC Dysplasie
32 DC Hyperplastische und dysplastische Krypten
35 DC 2 Hyperplasien
36 DC Dysplasie
37 DC Dysplastische Krypte
38 DC Hyperplastische Krypte
40 DC Hyperplasie
22 PC Dysplasie, Paneth-Zell-Metaplasie
23 DC Dysplastische Krypte
24 DC Hyperplasie
28 DC Hyperplasie
29 DC Dysplasie
30 PC Dysplasie, Paneth-Zell-Metaplasie
11 PC Dysplastische Krypte
PC Karzinom unbekannter Histogenese, Pankreatitis
12 DC Dysplasie, vermehrtes Stroma, entziindliche Infiltrate
14 DC Hyperplastische Krypte
Dinndarm Hyperplasie GALT, Verkalkung
Dinndarm Karzinom
15 C Hyperplastische Krypte
C Karzinom mit Lymphknoten-Metastase
16 DC Dsyplastische Krypte
17 DC Dysplasie
18 DC Karzinom
1 DC Dilatierte hyperplastische Krypte
C Dysplastische Krypte
DC Dysplastische und hyperplastische Krypte
DC Dsyplastische Krypte
C Dsyplastische Krypte
5 PC Dsyplastische Krypte
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DC Dysplasie

C Hyperplastische Krypte

DC Dsyplastische Krypte

PC Paneth-Zell-Metaplasie
8 C Hyperplastische Krypte

DC Hyperplastische Krypte und Zyste Gber GALT
9 C Dsyplastische Krypten

C Paneth-Zell-Metaplasie

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fruhe, fur die Entstehung von
Dickdarmkrebs charakteristische Lasionen in den untersuchten Abschnitten
vorhanden waren. Beim Vergleich der PhIP-Gruppen mit der Kontrolle war ein
klarer Anstieg in der Zahl der Lasionen mit der Dosis zu beobachten (Gr. A: 5,
Gr. B: 13, Gr. C: 26). Die DMH-behandelte Gruppe wies mit 38 die hochste Anzahl
an Lasionen auf. Ein Anstieg der Anzahl von Lasionen mit fortschreitender
Versuchsdauer war nur bei der DMH-Gruppe zu verzeichnen. Das vermehrte
Auftreten von Entzindungen im Gewebe war typisch fur die PhIP-behandelten
Tiere, trat jedoch sowohl makroskopisch als auch histologisch in geringeren
Anzahlen bei Kontroll- und DMH-Gruppe auf. Bei beiden Futterungsgruppen
waren diese bereits nach 9 Versuchswochen nachweisbar. Die Niedrig-Dosis-
PhIP-Gruppe zeigte eine Tendenz zu héheren Entzindungszahlen als die Hoch-
Dosis-PhIP-Gruppe bei den makroskopischen Befunden, nach histologischer
Beurteilung kehrt sich diese Tendenz um. Ebenfalls haufig beobachtet, jedoch
nicht quantifiziert, wurde das Auftreten von Paneth-Zellen im Dickdarm,
sogenannte Paneth Zell-Metaplasien. Paneth-Zellen befinden sich am
Kryptengrund in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Stammzellen. Sie sind
eosinophil (HE-Farbung), weshalb sie im histologischen Bild rosa erscheinen
(Abbildung 3.5). Ein Teil der makroskopischen und histologischen Befunde wurden
bereits in den Diplomarbeiten von Stephanie Hompes und Conny Berthold
besprochen (Institut fir Erndhrungswissenschaft der Universitat Potsdam, 2004
und 2005). Sie werden hier aus Grunden des besseren Gesamtuberblicks und der

Quantifizierung nochmals mit aufgefuhrt.
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Abbildung 3.5 Lasionen des Dickdarms in HE-gefarbten Schnitten. a.) Schnitt durch das
Kolorektum eines Kontrolltieres nach 33 Versuchswochen (20 x). b.) Schnitt durch das Kolorektum
eines Tieres aus der Hoch-Dosis-Gruppe nach 33 Behandlungswochen (20 x). Sichtbar ist eine
Entziindung des Gewebes mit Vermehrung des Stromas in den Kryptenzwischenrdumen und
Infiltration mit Entziindungszellen (Pfeil). ¢.) Schnitt durch das distale Kolon eines Tieres aus der
Niedrig-Dosis-Gruppe nach 16 Behandlungswochen (20 x). Sichtbar ist ebenfalls eine Entziindung
des Gewebes mit Vermehrung des Stromas in den Kryptenzwischenraumen und Infiltration mit
Entziindungszellen (Pfeil). d.) vergroRerter Ausschnitt aus c¢.) (60 x). Zahlreiche
Entziindungszellen (Pfeile) infiltrieren das Gewebe. e.) Schnitt durch das Kolorektum eines Tieres
aus der Hoch-Dosis-Gruppe nach 25 Behandlungswochen (20 x). Hyperplastische Krypten (Pfeil).
f.) Schnitt durch das distale Kolon eines Tieres aus der DMH-Gruppe nach 31 Versuchswochen
(20 x). Sichtbar sind dysplastische Krypten mit einer Depletion der Becherzellen und dem
Auftreten von Paneth-Zellen am Kryptengrund (Pfeil).
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3.4 Mutationsanalyse

3.4.1 DNA-Isolierung und PCR

Aus allen untersuchten Organen konnte genomische DNA isoliert werden. Die
Konzentrationen lagen zwischen 23,61 und 4387,2 ng/ul. Alle untersuchten
Genabschnitte konnten durch PCR erfolgreich und in fir nachfolgende
Experimente ausreichender Menge amplifiziert werden. In einigen Fallen gelang
jedoch fur alle oder nur bestimmte Genfragmente keine Anreicherung aus der
genomischen DNA (siehe Tab. 3.9). Die fotometrisch bestimmte DNA-
Konzentration dieser Proben lag im oben angegebenen Bereich. Per Agarose-
Gelelektrophorese konnte gezeigt werden, dass die DNA stark fragmentiert vorlag.
Auch eine zweimalige Wiederholung der DNA-Isolierung aus den angegebenen
Proben erbrachte keine Verbesserung des Ergebnisses. Eine Verunreinigung der
fur die Isolierung verwendeten Ldsungen konnte durch Mitfihren von

Kontrollproben ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.9 Tiergruppen, -nummern und betroffene Gewebe, bei denen eine Anreicherung
bestimmter Genabschnitte aufgrund starker Fragmentierung teilweise oder vollstandig nicht
moglich war.

wenig PCR-Produkte keine PCR-Produkte
B C B C
4-10C 5-10C 7und 8D 2,57u.8D
Tier und 2DC 6und 10D 24 D 3 Ampulle
betroffenes 1-10 DC 9 Hoden
Gewebe 1PC 10 Hoden
10 Fett

3.4.2 SSCP-Analyse

Es wurden insgesamt 84 Laufunterschiede beobachtet. Die meisten
Laufunterschiede traten bei den Tieren 21-30 (nach 33 Versuchswochen), die
wenigsten bei den Tieren 51-60 (nach 9 Versuchswochen) auf. Die wenigsten
Laufunterschiede wies der Darmabschnitt C (Kolorektum) auf, die meisten traten
im proximalen Kolon sowie im Diunndarm auf. Auffallig war eine Haufung der
aberranten Banden in der Gruppe B, die in absoluten Zahlen die meisten
Laufunterschiede zeigte. Die Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe C zeigte nur nach 33
Versuchswochen mehr Laufunterschiede als Gruppe B. Ebenfalls nicht erwartet
wurde die hohe Anzahl an Laufunterschieden im Dunndarm, der eigentlich als

Kontrollgewebe diente.
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Lo . *  Abbildung 3.6 SSCP fir das Fragment APC1. Das in der mit *
gekennzeichnete Spur aufgetragene PCR-Produkt zeigt im Vergleich zu den
benachbarten Proben einen durch Verschwinden der unteren Bande und
einer oberhalb auftretenden zusatzlichen Bande gekennzeichneten
Laufunterschied. Es handelt sich um eine Gewebeprobe aus dem distalen
Kolon eines Tieres aus der PhlP-Hoch-Dosis-Gruppe nach 33
Versuchswochen (C23DC).

C21DC C23DC
C22DC

1 * 2 * * * 3 *

LU LI L R

S BN e e e

B59PC B51DC
B60PC B21C B22C B23C B24C B25C B26C C25PC C26PC C27PC

Abbildung 3.7 Ausschnitte aus SSCP-Gelen fir das Fragment APC2. Die mit *
gekennzeichneten Spuren zeigen jeweils die PCR-Produkte mit zusatzlich auftretenden oder
verschobenen Banden. (1) Distales Kolon eines Tieres aus der Niedrig-Dosis-Gruppe nach 9
Versuchswochen (Laufunterschied B51DC); (2) Kolorektum von Tieren aus der Niedrig-Dosis-
Gruppe nach 33 Versuchswochen (Laufunterschied B22C, B23C, B25C); (3) Proximales Kolon
von 33 Wochen mit 0,01 % PhIP behandelten Tieren (Laufunterschied C27PC).

2 - 3 o o Abbildung 3.8 Beispielhafte Ausschnitte aus
SSCP-Gelen fir das Fragment APC4. Mit *
markierte Laufunterschiede betreffen (1) den
Dinndarm eines mit humanrelevanten Dosen

e st | ;' y PhIP behandelten Tieres (B27D); (2) das
n sl 3 U proximale Kolon eines mit hohen PhlIP-Dosen
gefitterten Tieres (C29PC); (3) das distale

Kolon von ebenfalls mit hohen PhIP-Dosen

gefitterten Tieren (C21DC, C22DC); nach

B25D B26D B27D C28PC C29PC C20DC C21DC C22DC jeweils 33 Versuchswochen. Bei allen Proben

ist jeweils die obere Bande nach unten

verschoben.

Abbildung 3.9 Exemplarischer Laufunterschied fir das Fragment APC8. Die
-a * ©  Probe mit aberrantem Laufverhalten (*), gekennzeichnet durch 2 zuséatzlich
” auftretende Banden, entstammt dem proximalen Kolon eines mit hohen PhIP-
C26PC C27PC C28PC Dosen gefitterten Tieres (C27PC) nach 33 Wochen Behandlungsdauer.
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Abbildung 3.10 Beispielhafte Ausschnitte aus SSCP-Gelen fir das

Fragment APC11. Beide Laufunterschiede (*) sind durch zusatzlich

“ “ auftretende Banden gekennzeichnet und betreffen Proben aus der mit

der humanrelevanten PhIP-Dosis behandelten Tiergruppe. (1)

821D B23D Dinndarm eines Tieres nach 33 Versuchswochen (B23D), (2)
B22D Bic B2c Kolorektum eines Tieres nach 60 Versuchswochen (B1C).

e

Abbildung 3.11 SSCP fir das Fragment APC14. DNA aus dem proximalen
! Kolon eines Tieres aus der Hoch-Dosis-Gruppe nach 60 Behandlungswochen
zeigt verandertes Laufverhalten in Form einer zusatzlich auftretenden Bande (*)
C5PC H: C7PC (C6PC).

1 I 2 * 3 * * * 4 * *
*
B29PC B22DC B24DC C6PC C8PC C10PC C21PC C23PC
B30PC B23DC C7PC C9PC C22PC C24PC

Abbildung 3.12 Ausschnitte aus SSCP-Gelen fur das Fragment APC15. Die PCR-Produkte in (1)
und (2) wurden aus DNA-Proben von Tieren aus der Niedrig-Dosis-Gruppe nach 33
Versuchswochen amplifiziert und zeigen jeweils eine Verschiebung der beiden oberen Banden (*).
(1) Probe aus dem proximalen Kolon (B30PC). (2) Proben aus dem distalen Kolon (B23DC). (3) und
(4) Die Proben sind Tieren der Hoch-Dosis-Gruppe nach 60 bzw. 33 Versuchswochen zuzuordnen
und wurden aus DNA des proximalen Kolons gewonnen (C8PC, C9PC, C100C, C22PC und
C24PC).

Tabelle 3.10 Verteilung der Laufunterschiede nach untersuchten Darmabschnitten und Geweben,
aufgefiihrt nach Tiergruppen. D-Dinndarm, DC-distales Kolon, PC-proximales Kolon, C-
Kolorektum, LK-Lymphknoten.

Tiere 51-60 Tiere 21-30 Tiere 1-10 Gesamt

B C A B Cc B C B C )
D - - - 8 9 4 17 8 25
PC 2 3 1 4 5 5 11 13 25
DC 1 - - 2 12 3 - 6 12 18
C 4 - - 4 3 2 1 10 4 14
LK - - 1 - - - - - - 1
Milz - - - - - 1 - 1 1
z 7 3 2 18 24 20 10 45 37 84
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Allerdings konnte flr einen Teil der nach 61 Versuchswochen gewonnenen
Gewebeproben aus den Gruppen B und C keine genomische DNA in fur eine PCR
ausreichender Qualitat isoliert werden (siehe Tab. 3.9). Zusatzlich zu den
Darmabschnitten wurden Proben von makroskopisch auffalligem Gewebe aus
Milz, Lymphknoten, Geschlechtsorganen sowie Fett verschiedener Tiere
entnommen. Laufunterschiede konnten lediglich in DNA aus der Milz eines Tieres
aus der Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe nach 60 Versuchswochen sowie in DNA aus
dem Lymphknoten eines Tieres aus der Kontrollgruppe nach 33 Versuchwochen
nachgewiesen werden. Betroffen waren davon die Fragmente APC 11 bzw.
APC 13. Allerdings gelang, wie aus Tab 3.9 ersichtlich, fir die auffalligen
Gewebeproben der Gruppe C keine Isolierung intakter genomischer DNA.
Exemplarische Laufunterschiede sind in den Abbildungen 3.6 bis 3.12 gezeigt. Da
DNA-Moleklle desselben Fragments 2 und mehr Konformationen annehmen
konnen (Liu et al., 2000; Sunnucks et al., 2000), sind in einigen Abbildungen 2 und
mehr Banden sichtbar.

Tabelle 3.11 Verteilung der Laufunterschiede nach Genen und Genabschnitten.

Anzahl der Laufunterschiede

Tiere 51-60 Tiere 21-30 Tiere 1-10

Gen B C A B C B C z
APC 1 - - - - 5 - -

APC 2 6 2 - 4 2 3 - 17
APC 3 - - - - 1 - - 1
APC 4 - - - 2 3 - - 5
APC 7 - - - - - 1 - 1
APC 8 - - - - 1 - - 1
APC 11 1 - - 2 6 10 5 24
APC 13 - - 1 - - 1 -

APC 14 - - - - 2 - 1

APC 15 - 1 1 7 3 - 3 15
p-Catenin - - - - 1 - 2
ki-ras - - - 3 -- 5 - 8
) 7 3 2 18 24 20 10 84
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Eine auffallige Haufung von aberranten Banden war fir das Fragment 11 des APC
zu verzeichnen. Bei diesem Genabschnitt war auch eine Zunahme der Haufigkeit
von Laufunterschieden mit zunehmender Versuchsdauer zu beobachten, ein
Effekt, der sich auch bei APC 13 und Ki-ras zeigte. Ebenfalls haufig traten
aberrante Banden bei APC 2 sowie APC 15 auf. Die PCR-Produkte fur p-Catenin,
APC 3 und APC 8 zeigten hingegen sehr wenig Laufunterschiede. Keinerlei
Laufunterschiede wurden in den Genabschnitten APC 5, 6, 9, 10 und 12

beobachtet.

3.4.3 Isolierung von DNA aus SSCP-Gelen
Um fur die Sequenzierung DNA in ausreichender Menge und Reinheit zu
gewinnen, wurden Isolierungen aus SSCP-Gelen durchgefuhrt. Ein typisches

Beispiel fur das Ergebnis einer solchen Isolierung zeigt Abbildung 3.13.

Abbildung 3.13 Typisches Ergebnis einer DNA-Isolierung
aus dem SSCP-Gel mit anschlieRender PCR am Beispiel
verschiedener Proben des Fragments APC 15. Die
erwartete Produktlange betragt 249 bp (2 % Agarose in 1 x
TAE, 100 V, 30 min Laufzeit, Basenpaar-Standard: Gene
Ruler™, 100 bp DNA Ladder von FERMENTAS).

Die unmittelbar nach der Isolierung durchgeflihrte PCR verlief nicht fur alle Isolate
erfolgreich und haufig entstand nur wenig PCR-Produkt, was auf sehr geringe
Mengen an isolierter DNA zuruckzufuhren ist. Fast alle Produkte in obiger
Abbildung wiesen zudem Verunreinigungen auf, die im Gel als Schmier sichtbar
waren und bendétigten aus diesem Grund eine zusatzliche Reinigung durch
Gelisolierung. Die Ergebnisse der Gelisolierungen sind in Tab. 3.12 im

nachfolgenden Abschnitt aufgefuhrt.
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3.4.4 Sequenzierung

Von 84 aberranten Banden gelang bei 25 (30 %) eine Gelisolierung mit
nachfolgender Anreicherung per PCR, in 18 Fallen konnten vom gewonnenen
Probenmaterial Sequenzierungen durchgefuhrt werden. Sofern genug DNA vorlag,
wurden jeweils Sequenzierungen mit dem sense- und dem antisense-Primer
durchgefuhrt. Bei den nicht erfolgreich verlaufenen Sequenzierungen lag die DNA
vermutlich nicht in ausreichender Menge bzw. Reinheit vor, so dass das erhaltene
Sequenzierungsprofil nicht auswertbar war. Zeigte ein Sequenzierungsprofil eine
mdgliche Mutation an, wurde die entsprechende Sequenzierungsreaktion wenn
moglich zur Bestatigung des Ergebnisses wiederholt. Als Kontrollen dienten
Banden derselben Probe mit normalem Laufverhalten, deren Isolation aufgrund
des hoheren DNA-Gehalts in den Banden erfolgreicher verlief.
Ubereinstimmungen mit makroskopischen Befunden traten in 18 Fallen und mit
histologischen Befunden in lediglich 2 Fallen auf. Auffallig waren Haufungen von
Laufunterschieden fur einzelne Tiere (z.B. B1, B3, B4 und B6; C21 und C22), die

verschiedene Darmabschnitte und Fragmente betrafen.

Tabelle 3.12 Ergebnisse der durchgeflihrten Sequenzierungen nach Behandlungsgruppen und
Geweben, mit Gen und Art der aufgetretenen Mutationen. A-Kontrollgruppe, B-0,00001 % PhIP, C-
0,01 % PhIP im Futter, D-DMH-Gruppe. D-Diinndarm, DC-distales Kolon, PC-proximales Kolon, C-
Kolorektrum. Ubereinstimmung mit makroskopischen (M) oder histologischen (H) Ergebnissen.

Bezeichnung Gelisolierung Sequen- Fragment Mutation

Gr. Tier Organ erfolgreich? zierung

A 25 PC ja ja APC 15 ATG~> CTG (Met-> Leu) Pos. 4623
27 LK nein nein APC 13 --- M
B 1 DC ja ja APC 13 Profil nicht auswertbar
1 C nein nein APC 2
1 C nein nein APC 11 (Abb. 3.10) ---
1 D nein nein APC 11 -—
1 PC ja ja APC 7 Profil nicht auswertbar
1 D nein nein Ki-ras -
2 D nein nein APC 11 -
3 D nein nein Ki-ras - M
3 D nein nein APC 11 M
3 PC nein nein APC 11 M
4 Milz  nein nein APC 11 - M
4 D nein nein APC 11 - M
4 DC nein nein APC 2 -
B 6 DC nein nein APC 2 -—
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6 D nein nein Ki-ras -

6 PC nein nein APC 11 -

7 PC nein nein APC 11 -

9 PC nein nein APC 11 M
9 D nein nein Ki-ras M
10 D nein nein Ki-ras -—

21 PC ja ja APC 15 Profil nicht auswertbar

21 D nein nein APC 11 -—-

22 PC ja ja APC 15 Wildtyp

22 D ja ja APC 15 Profil nicht auswertbar M
22 C ja nein APC 2 (Abb. 3.7) ---

23 D nein nein APC 11 (Abb. 3.10) ---

23 DC ja ja APC 15 Profil nicht auswertbar (Abb. 3.11) H
23 C nein nein APC 2 (Abb. 3.7) ---

25 C ja nein APC 2 (Abb. 3.7) ---

26 D nein nein APC 4 (Abb. 3.8) ---

26 PC nein nein APC 15 -

26 DC nein nein Ki-ras -

27 D ja ja APC 4 Profil nicht auswertbar M
28 D ja ja APC 15 Wildtyp

28 D nein nein Ki-ras _—

29 D nein nein Ki-ras _—

30 C nein nein APC 2

30 PC nein nein APC 15 (Abb. 3.12)---

51 C nein nein APC 11 -

51 PC nein nein APC 2 -

51 DC nein nein APC 2 (Abb. 3.7)---

52 C nein nein APC 2

53 C nein nein APC 2

57 C ja nein APC 2 -

60 PC nein nein APC 2 -

1 D nein nein APC 11 -

2 D nein nein APC 11 -

3 D nein nein APC 11 - M
4 D nein nein APC 11

4 C nein nein APC 11

4 PC ja nein B-Catenin -— M
6 PC nein nein APC 14 (Abb. 3.11)---

8 PC ja ja APC 15 AAT-> AAA (Asn—> Lys) Pos. 4649

(Abb. 3.12)
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22
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22
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23
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24
25
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27
28
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30
30
56
57
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PC

PC

DC
DC

DC
DC
DC

PC

DC
DC
PC
DC
DC
PC
PC
DC

DC

DC

PC

PC
PC

ja

ja

ja
ja
nein
nein
nein
nein

ja

ja
nein
nein
nein
nein
ja
ja
nein
ja
ja
nein
nein
nein
nein
ja
nein
nein
nein
nein

nein

APC 15

APC 15

APC 4
APC 3
APC 14
APC 11
APC 11
APC 2
APC 4

APC 15
APC 14
APC 11
APC 1
APC 11
APC 15
B-Catenin
APC 1
APC 2
APC 8
APC 1
APC 11
APC 4
APC 1
APC 15
APC 1
APC 11
APC 15
APC 2
APC 2

CAG~-> CGC(GIn—> Ala) Pos. 4600-1
AAT-> AAG (Asn—> Lys) Pos. 4649

(Abb. 3.12)

TTT-> TTG (Phe-> Leu) Pos. 4596

Insertion A (Frameshift) Pos.

(Abb. 3.12)
Wildtyp (Abb. 3.8)

TTA-> CTA (Leu> Leu) Pos
(Abb. 3.8)
Wildtyp (Abb. 3.12)

(Abb. 3.6) ---

Wildtyp (Abb. 3.12)

(Abb. 3.7) -—
Wildtyp (Abb. 3.9)

(Abb. 3.8) -

TCA-> GCA (Ser=> Ala) Pos

4628

. 2383

. 4789

<
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Es wurden 9 Mutationen bei 6 Tieren protokolliert (1 Tier Kontrollgruppe, 5 Tiere
Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe). Dabei handelte es sich um 6 Transversionen, 2
Transitionen und eine Insertion, wobei bei einem Tier 2 Transversionen innerhalb
eines Tripletts auftraten. Eine Transition fihrte dabei nicht zu einem
Basenaustausch, die Insertion hatte eine Verschiebung des Leserasters mit
vorzeitigem Kettenabbruch zur Folge. Am haufigsten trat der Austausch eines
Thymidins gegen eine andere Base, in 3 von 5 Fallen gegen Guanin, auf. Dabei
waren verschiedene Positionen des APC-Gens betroffen, lediglich an Position
4649 traten bei 2 Tieren Mutationen auf, die allerdings nicht identisch waren. Die
Sequenzierung der Kontrollbanden mit normalem Laufverhalten ergab ohne
Ausnahme die Wildtypsequenz. Sechs der untersuchten Proben wiesen trotz
abweichendem Laufverhalten die Wildtyp-Sequenz auf. Fur einige weitere Proben
ergaben sich Hinweise auf Mutationen, die jedoch nicht Uber eine weitere

Sequenzierung abgesichert werden konnten.
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4 Diskussion

Das heterozyklische aromatische Amin PhIP entsteht bei der Erhitzung
proteinreicher Nahrungsmittel, insbesondere Fleisch, und I6st in hohen Dosen
Dickdarmkrebs in Ratten aus. Es steht im Verdacht, fur die hohen Fallzahlen der
Dickdarmkrebserkrankungen westlicher Industrienationen mitverantwortlich zu
sein. Zahlreiche Studien zeigten diesen Zusammenhang, allerdings ausschlielich
im Hoch-Dosis-Bereich. Aufgrund des Mangels an Daten zur Wirkung
humanrelevanter Konzentrationen des PhIP zu Beginn dieser Arbeit wurde ein
Fatterungsversuch mit 0,00001 % PhIP im Futter in F344-Ratten konzipiert und
auf histologischer und molekularbiologischer Ebene nach Anzeichen fur die
Entstehung von Dickdarmkrebs gesucht. Die Aufnahme der Substanz mit der
Nahrung in geringen Dosen Uber einen langen Zeitraum entsprach dem
Expositionsweg des Menschen. Die histologische Analyse ergab, dass
praneoplastische Lasionen im Dickdarm der behandelten Tiere vorhanden waren.
Die Untersuchung von Dickdarmkrebs-relevanten Genen mittels SSCP erbrachte
Hinweise auf Mutationen, die sich aul3erhalb der bekannten Hot Spots des Apc-
Gens zeigten. Die Zahl der Tumoren war jedoch in der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe
sehr gering im Vergleich zu ahnlichen Untersuchungen mit diesem Tiermodell. In
der Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe traten im Versuchszeitraum gar keine Tumoren
auf und die Zahl der aberranten Krypten lag deutlich unter dem Niveau der Hoch-
Dosis-PhIP-Gruppe. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass PhIP in
humanrelevanten Dosen allein nicht fir die hohen Zahlen an

Kolonkrebserkrankungen des Menschen ursachlich ist.
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4.1 Biometrische Beobachtungen

4.1.1 Korpergewichte

Diese Entwicklung der Tiere verlief in Ubereinstimmung mit den Daten aus der
wissenschaftlichen Literatur fir die mannliche F344-Ratte, die eine schnelle
Gewichtszunahme fur die ersten 17 Lebenswochen, eine verlangsamte Zunahme
bis zur 77. Lebenswoche und erst dann ein konstantes Korpergewicht bzw.
Gewichtsverlust beschreibt. Bei unbehandelten Mannchen betragt das
durchschnittliche Koérpergewicht bei einem Alter von 67 Wochen 450 g, das
durchschnittliche maximale Koérpergewicht 468 g (Solleveld et al., 1984). Die in
diesem Versuch ermittelten finalen Kérpergewichte der Tiere entsprachen diesen
Beobachtungen, wobei eine Tendenz zu niedrigeren Korpergewichten bei den
Behandlungsgruppen festzustellen war. Ahnliche Beobachtungen machten Ito et
al. (1991), die eine verminderte Gewichtszunahme bei mit 0,04 % PhIP gefltterten
F344-Ratten von der ersten Versuchswoche an fanden. Bei Versuchsende nach
52 Wochen waren die mannlichen Tiere durchschnittlich 36 % leichter als die
Kontrollgruppe, was auf eine verminderte Futteraufnahme zurtckgefuhrt wurde. In
einer weiteren Studie lagen die Korpergewichte von mit 0,01 % PhIP behandelten
Tieren bei 97,5 % der Kontrollgruppe. Fiur eine ACF-Analyse wurden Tiere mit
0,04 % PhIP gefuttert, diese wiesen bereits nach 8 Wochen ein gegenuber der
Kontrolle signifikant erniedrigtes Korpergewicht auf (Hasegawa et al., 1993).
Fukushima et al. (2004) stellten bei einem relativ kurzen Versuchszeitraum von 16
Wochen unter 8 PhIP-Dosen (0,0000001, 0,000001, 0,00001, 0,0001, 0,001
0,005, 0,01 und 0,04 %) lediglich in der mit der hochsten Dosis gefutterten Gruppe
ein zur Kontrolle signifikant erniedrigtes Kérpergewicht fest.

Aufgrund dieser Daten aus der Literatur ware fur den hier gewahlten
Versuchsansatz lediglich fir die Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe eine im Vergleich zur
Kontrolle verminderte Gewichtszunahme zu erwarten. Die statistische Auswertung
zeigte nach 60 Wochen signifikante Unterschiede in der Gewichtszunahme flr
beide PhlIP-behandelte Gruppen im Vergleich zur Kontrolle. Uberraschend war
somit der Befund, dass auch die Gewichtszunahme der Niedrig-Dosis-PhIP-
Gruppe signifikant erniedrigt war. Es konnte also fur beide PhIP-Gruppen von
einer Wirkung der Substanz auf den Zustand des Gesamtorganismus
ausgegangen werden. Eine detaillierte Analyse der Daten der 10 verwendeten

Kontrolltiere ergab jedoch, dass diese bereits nach 30 Versuchswochen eine
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signifikant erhdhte Gewichtszunahme im Vergleich zu anderen Kontrolltieren und
Tieren der Gruppe D aufweisen (Abb. 3.2). Trotz randomisierter Einteilung der
Tiere in die einzelnen Gruppen und Teilgruppen weicht die Gewichtszunahme der
Kontrolltier-Teilgruppe A 1-10 signifikant von anderen Kontrolltier-Teilgruppen ab
und die signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und den PhIP-
behandelten Tieren nach 60 Versuchswochen konnten allein auf diesen schwer
erklarbaren Effekt und nicht auf die PhIP-Behandlung zurtuckzufuhren sein. Die
ebenfalls mit einem Kolonkanzerogen behandelten Tiere der Gruppe D wiesen
nach 30 Versuchswochen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der

Gewichtszunahme auf.

4.1.2 Futteraufnahme

Dieser Parameter wurde in der Literatur selten erhoben, so dass nur
Vergleichsdaten von einer Studie vorliegen. Dort trat eine nicht quantifizierte
verminderte Futteraufnahme bei mit 0,04 % PhIP gefltterten Ratte auf (Ito et al.,
1991). Fur die beiden hier verfutterten PhlP-Konzentrationen (ebenso fur DMH)
war keine verminderte  Futteraufnahme, jedoch eine verminderte

Gewichtszunahme bei den behandelten Tieren zu beobachten.

4.1.3 Organgewichte

Signifikante Unterschiede zwischen den Organgewichten der einzelnen
Futterungsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe sind vorhanden, jedoch treten
sie nicht durchgangig fur alle untersuchten Zeitpunkte bzw. Organe auf (Kapitel
3.1.3). Insofern erscheint eine Interpretation der tatsachlichen Effekte der
Behandlung auf die Entwicklung der Organe unmdglich. Auch die verfigbaren
Vergleichsdaten sind nicht eindeutig. Die von Hasegawa et al. (1993)
durchgefiinrte Studie brachte keine Hinweise auf Anderungen der absoluten
Leber- und Organgewichte. In einer anderen Studie traten bei einem relativ kurzen
Versuchszeitraum von 16 Wochen unter 8 PhIP-Dosen (0,0000001, 0,000001,
0,00001, 0,0001, 0,001 0,005, 0,01 und 0,04 %) in der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe

signifikant erniedrigte Leber- und Nierengewichte auf (Fukushima et al., 2004).
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4.2 Makroskopie

Bei der Sektion wurden samtliche Organe jedes Tieres einer umfangreichen
Untersuchung unterzogen, wodurch ein Uberblick tber den Gesamtzustand der
Tiere wahrend der gesamten Versuchsdauer gewonnen wurde. Erwartet wurde
dabei das vermehrte Auftreten von Tumoren in der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe
sowie in der DMH-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Niedrig-Dosis-
PhIP-Gruppe wurde fur den Fall des Auftretens von Tumoren angenommen, dass
diese kleiner und in geringer Zahl vorhanden sind. Uberraschend war die geringe
Tumorzahl im Kolongewebe von mit 0,01 % PhIP und DMH behandelten Tieren,
die deutlich niedriger ausfiel als bei anderen Arbeiten mit diesen Tiermodellen zur
Induktion von Kolonkrebs (Hasegawa et al., 1993). Die Entwicklung von Tumoren
uber einen mehrstufigen Prozess verbunden mit der Anhaufung verschiedener
Mutationen findet mdglicherweise bei den hier eingesetzten Konzentrationen uber
einen langeren Zeitraum als den Versuchszeitraum von 60 Wochen statt. In
Gruppe B wurde eine klare Ubereinstimmung von einem vermehrten Auftreten
makroskopischer Lasionen des Dunndarms mit einer Haufung von SSCP-
Laufunterschieden der DNA aus diesem Organ festgestellt. Uberraschend war das
haufige Auftreten von Entzindungen des Intestinaltraktes der PhlP-behandelten
Ratten. Die Kontroll- und DMH-Gruppe zeigten makroskopisch und histologisch
weniger Anzeichen von Entzindungen im Gewebe. Damit ist die Induktion von

Entzindungen als eine typische Folge der PhlIP-Behandlung anzusehen.

4.3 Histologie

Bei der histologischen Untersuchung standen Lasionen des Dickdarms, die als
Vorstufen fur Karzinome gelten, im Vordergrund. Ebenfalls untersucht wurden
Lasionen anderer, bei der makroskopischen Beurteilung auffalliger Organe,
insbesondere der Geschlechtsorgane, da PhIP bekanntermafl’en auch ein
Prostata-Karzinogen ist. Zu erwarten war eine Haufung der Lasionen-Anzahl mit
fortschreitender Versuchsdauer sowie mit steigender PhIP-Dosis. Da das als
Positivkontrolle eingesetzte DMH auch ein Dinndarm-Karzinogen ist, kdnnte in
der DMH-Gruppe auch der Dinndarm betroffen sein. Diese Erwartungen wurden
nur bedingt bestatigt (Kap. 3.3), da lediglich ein Tumor der Geschlechtsorgane in
der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe und 2 Tumoren des Dickdarms in der DMH-Gruppe

bestatigt wurden. Einen Uberblick tber Fltterungsprotokolle und Tumorzahlen in
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vergleichbaren Futterungsstudien mit PhIP gibt Tabelle 4.1. Dabei verfutterten
lediglich Hasegawa et al. (1993) eine Dosis von 0,01 % PhIP, jedoch uber einen
wesentlich langeren Zeitraum. Das ware eine Erklarung fur die niedrige

Tumorausbeute der hier durchgeflhrten Studie.

Tabelle 4.1 Vergleich der Fitterungsprotokolle und Tumorausbeute bei mannlichen F344-Ratten

Autor Tierzahl | PhlP-Dosis, Wochen Tumorzahl

Ito et al., 1991 30 0,04 %, 52 Wochen 16 von 29 Tieren (Kolon)

Shirai et al., 1999 |20 0,04 %, 20 Wochen + 40 Wochen | 4 von 20 Tieren (Kolon)
PhIP-freie Dist 11 von 20 Tieren (Prostata)

Shirai et al., 1997 |30 0,04 %, 52 Wochen 18 von 27 Tieren (Prostata)

Hasegawa et al., |30 0,01 %, 104 Wochen 13 von 30 (43 %, Kolon)

1993 0,0025 %, 104 Wochen keine

Kakiuchi et al.,|20 0,04 %, mehr als 43 Wochen 18 Tumore in 9 Ratten

1995

4.3.1 Veranderte Krypten

In den histologischen Schnitten der hier ausgewerteten Gewebeproben wurden
zahlreiche aberrante Krypten gefunden, die in hyperplastisch und dysplastisch
unterschieden wurden (Kap. 3.3). Aufgrund der Tatsache, dass fur die
histologische Beurteilung nur Langsschnitte vorhanden waren, konnte nicht
bewertet werden, ob tatsachlich histologische ACF vorliegen, da haufig nur eine
einzelne Krypte angeschnitten wurde. Einen besseren Uberblick tiber die Anzahl
der Krypten, die einen Herd bilden, hatten Schnitte quer zur Kryptenachse
gegeben, die jedoch methodisch aufwandiger sind. Von besonderem Interesse ist
hier die Frage, welche der beobachteten aberranten Krypten als praneoplastische
Lasionen und damit als Tumorvorstufen einzuordnen sind.

Die Untersuchung von ACF zeigte, dass sie morphologisch sehr heterogen sind
und als Sammelbegriff fir eine Reihe von frihen Lasionen dienen, deren Potential
zur Entwicklung einer Neoplasie sehr unterschiedlich zu bewerten ist. Als ACF
werden Herde in der Kolonmukosa bezeichnet, die durch Methylenblau anfarbbar
sind. Dieser Parameter wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht erhoben.
ACF treten jedoch auch spontan in unbehandelten Tieren auf (Tanakamaru et al.,
2001; Furukawa et al.,, 2002) und ihre Anzahl Ubersteigt die der spater
auftretenden Tumore. Sie unterscheiden sich bei histologischer Betrachtung in

hyperplastisch und dysplastisch (Nakagama et al., 2002; Ochiai et al., 2003),
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wobei ca. 25 % der PhIP-induzierten ACF als dysplatisch eingestuft wurden. Diese
zeigen im Gegensatz zu hyperplastischen Krypten strukturelle Abweichungen wie
gestorte Kryptenarchitektur, Becherzell-Depletion, und vergrolRerte Zellkerne
sowie zu 83 % Akkumulation des pB-Catenin-Proteins. Das hier festgestellte
Verhaltnis von hyperplastischen zu dysplastischen Krypten von 4:2 fur die Niedrig-
Dosis-PhIP-Gruppe und von 9:8 fur die Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe weicht davon
ab, was jedoch unterschiedlichen Futterungsprotokollen und unterschiedlicher
Aufarbeitung geschuldet sein kann. Dysplastische Krypten sind wie bereits
erwahnt u.a. durch einen verringerten Besatz mit Becherzellen gekennzeichnet. In
Ubereinstimmung mit letzerem Befund ist in PhIP-induzierten Tumoren eine
verminderte Expression von Mucin-Genen, deren Produkte in den Becherzellen
enthalten sind, beschrieben (Fujiwara et al., 2004).

Ebenso wie ACF kdonnen Mucin-depletierte Krypten (MDF) leicht durch Farbung
der Kolon-Oberflache visualisiert werden. Sie wurden erstmalig von Caderni et al.
(2003) im Kolon AOM-behandelter Ratten nach Alzianblau-Farbung beschrieben
und sind durch fehlende oder stark verminderte Mucin-Produktion, veranderte
Expression des p-Catenin-Proteins und Mutationen im p-Catenin-Gen
gekennzeichnet (Femia et al., 2005). Dysplastische ACF und MDF teilen nicht nur
die vermehrte Akumulation des p-Catenin-Proteins in den Kryptenzellen im
Vergleich zu makroskopischen ACF, sondern treten auch in geringerer Anzahl auf,
die sich eher mit den zu spateren Zeitpunkten beobachteten Tumorzahlen
korrelieren lassen als ACF-Zahlen. Aufgrund dieser Eigenschaften werden sie als
praneoplastische Lasionen und wahrscheinlichere Tumorvorstufen eingestuft. Das
Auftreten von MDF nach PhlIP-Behandlung ist noch nicht nachgewiesen, aber die
hier in dysplastischen Krypten beobachtete Depletion der Becherzellen entspricht
im mikroskopischen Bild den bei Caderni et al. (2003) im histologischen Schnitt
gezeigten MDF.

B-Catenin-akkumulierende Krypten (BCAC) sind im Gegensatz zu ACF und MDF
nur in histologischen Schnitten nachweisbar und durch Akkumulation des
B-Catenin-Proteins in Zellplasma und —kern und Haufung von Mutationen im
B-Catenin-Gen gekennzeichnet (Yamada et al., 2000). Weiterhin auffallig ist das
Auftreten von Paneth-Zellen innerhalb der BCAC (Yamada et al., 2001). Da in den
hier untersuchten Gewebeproben Paneth-Zell-Metaplasien auftraten, liegt die

Vermutung nahe, dass es sich bei den betroffenen Krypten um BCAC handeln
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konnte. Eine Bestatigung dieser Vermutung durch eine B-Catenin-Farbung war
aufgrund des hier verwendeten Fixierungsprotokolls der Gewebeschnitte nicht
modglich. Paneth-Zell-Metaplasien traten auch in der DMH-Gruppe auf. Aufgrund
der genannten Eigenschaften wird BCAC ebenfalls neoplastisches Potential
zugesprochen (zusammengefasst von Mori et al., 2005), zumal B-Catenin in
Adenomen zu einem grolReren Prozentsatz mutiert vorliegt als in ACF und infolge
dessen eine Mutation in diesem Gen die Entwicklung von Vorlauferlasionen zu
Tumoren zu begulnstigen scheint (Tsukamoto et al., 2000). Untersuchungen zur
Wirkung des selektiven COX-2-Hemmers Celecoxib bei AOM-behandelten Ratten
zeigten, dass die Bildung von ACF und BCAC unterdrickt wird. Der hemmende
Effekt war dabei fur die BCAC starker als fur ACF (Yamada et al., 2001). Da
andere COX-Hemmer (Nichtsteroidale Entzindungshemmer, z.B. Aspirin,
Sulindac) eine protektive Wirkung auf die Entwicklung von Kolonkrebs bei Nagern
und Menschen haben (zusammengefasst von DuBois und Smalley, 1996), ist die
verstarkte Hemmung der BCAC ein weiterer Hinweis dafur, dass sie als
praneoplastische Lasionen eine wichtige Rolle bei der Dickdarmkrebsentstehung
spielen.

Somit weisen die in der Literatur erwahnten aberranten Krypten verschiedene
Gemeinsamkeiten auf, inwiefern sich jedoch Uberschneidungen bzw.
Ubereinstimmungen ergeben, lasst sich aufgrund der unterschiedlichen Methoden
der Gewebeaufarbeitung schwer bestimmen. Yoshimi et al. (2004) untersuchten
zur Klarung dieser Frage Dickdarme DMH-behandelter Ratten sowohl
makroskopisch mit Alzianblau- und Methylenblau-Farbung als auch histologisch
an HE-gefarbten Schnitten. Es konnte eine Uberlappung zwischen dysplastischen
ACF und MDF festgestellt werden. Des Weiteren wiesen jeweils ein groRer Teil
dieser Uberlappenden Lasionen sowie der MDF im histologischen Schnitt eine
Akkumulation des B-Catenin-Proteins auf und sind folglich als BCAC einzustufen.
Zusammenfassend konnen Dysplasie, Akkumulation des -Catenin-Proteins und
Mutation des p-Catenin-Gens als entscheidende Kriterien flr praneoplastische
Herde des Kolons herausgestellt werden. Dysplastische Krypten traten bei beiden
PhiP-Behandlungsgruppen und der DMH-Gruppe auf. Akkumulation des
B-Catenin-Proteins konnte nicht untersucht werden und SSCP-Laufunterschiede
des B-Catenin-Gens traten selten auf, jedoch waren gelegentlich Paneth-Zellen

am Grund dysplastischer Krypten zu beobachten.
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4.3.2 Entziundungen

Bei der makroskopischen Beurteilung der beiden PhIP-Futterungsgruppen wurden
zahlreiche Entzindungen protokolliert (Kap. 3.2). Diese Beobachtung konnte
durch die histologische Untersuchung bestatigt werden (Kap. 3.3). Makroskopisch
wurden fir die Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe mehr Entziindungen protokolliert, die
histologische Begutachtung zeigte jedoch mehr Entzindungen fur die Hoch-Dosis-
PhIP-Gruppe. FuUhrt man makroskopische und histologische Ergebnisse
zusammen, sind die Zahlen fur beide Gruppen gleich, da es fur die Niedrig-Dosis-
Gruppe eine bzw. fur die Hoch-Dosis-Gruppe zwei Ubereinstimmende Befunde
gab.

Eine Vermehrung des Gewebes zwischen den Krypten, hier als ,vermehrtes
Stroma“ bezeichnet, tritt in Ubereinstimmung mit der Literatur sowohl bei
dysplastischen als auch bei hyperplastischen Krypten auf (Nakagama et al.,
2002). Zusatzlich ist eine Infiltration der Kryptenzwischenrdume mit
Entzindungszellen zu beobachten (Abb. 3.5). Dieser Befund konnte auf eine
Enteritits und somit ebenfalls auf eine Entzindung hinweisen. Ebenfalls Folge
einer Entzindung konnte die unregelmafRige Kryptenarchitektur ohne
Veranderung der Zellzusammensetzung sein. Dies ist nicht als Praneoplasie zu
werten, kdnnte aber ein Vorstadium zu einer solchen sein.

Die Literatur bietet wenig Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen PhIP und
Entzindungen. In Herzen von PhIP-behandelten F344-Ratten wurden Bereiche
chronischer Entziindung gefunden (Davis et al., 1994, siehe auch Kap. 4.6). Eine
Genexpressionsanalyse von PhlP-induzierten Kolontumoren der F344-Ratte ergab
eine Uberexpression von Genen, deren Produkte an Entziindungsreaktionen
beteiligt sind, wie z.B. Interleukin 1-beta (Fujiwara et al., 2004). Das Auftreten von
Entzindungen nach Futterung mit PhIP in zwei verschiedenen Dosen ist somit

hier zum ersten Mal beobachtet worden.

4.3.3 Paneth-Zellen

Uberraschend war das Auftreten von Paneth-Zellen am Grund von dysplastischen
Krypten des Dickdarms. Paneth-Zell-Metaplasien traten bei der Hoch-Dosis-PhlP-
Gruppe und der DMH-Gruppe auf (Abb. 3.5). Paneth-Zellen kommen bei Ratten
und auch beim Menschen normalerweise nur im Dinndarm und im Coecum vor.

Paneth-Zell-Metaplasie im Kolon ist als pathologischer Befund zu werten, da die
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Paneth-Zellen aus den Stammzellen in den Krypten hervorgehen und ihr Auftreten
im Dickdarm auf eine Fehldifferenzierung von Kolonstammzellen hinweist
(Fujiwara et al.,, 2004). Es handelt sich um sekretorische Zellen mit
charakteristischen Granula, die Defensine, Lysozyme Phospholipase A2 und
Matrilysine (Matrix-Metalloproteasen, MMP) enthalten. Diese Sekrete werden ins
Darmlumen sezerniert und haben antibakterielle Wirkung. Die Defensine (auch
Cryptidine genannt) gehoren zu einer Gruppe kleiner Peptide mit antimikrobieller
Aktivitat. Diese Kanalproteine werden in die Zellwande der Mikroorganismen
eingebaut und depolarisieren diese, wodurch die Mikroben sterben. Entgegen
friherer Annahmen werden bestimmte Defensine auch in benachbarte
Kryptenzellen integriert und 16sen dort Uber einen unbekannten Mechanismus eine
langsame Aktivierung von NF-«xB und p38 MAPK und damit eine
Entziindungsantwort aus (Lin et al., 2004). Fir Apc“"-Mause wurde eine
Verringerung des Connexin-Gehaltes der Paneth-Zellen des Dinndarms mit
nachfolgender verstarkter Sekretion von Matrilysin und erhéhter Adenomzahl im
Dunndarm gezeigt (Husoy et al., 2004). Eine Dysregulation von Paneth-Zellen
bzw. ihr Auftreten im Dickdarm kann somit an der Entstehung einer Entzindung
beteiligt sein. Sowohl Entzindungen als auch Paneth-Zell-Metaplasien wurden
makroskopisch und histologisch vermehrt bei den mit PhIP behandelten Tieren
beobachtet. Fujiwara et al. (2004) konnten zeigen, dass Gene fur Defensine und
Matrilysine, deren Expression charakteristisch flur Paneth-Zellen ist, in
Kolontumoren von PhlP-behandelten Ratten Uberexprimiert werden und dass in
Tumoren und dysplastischen ACF Paneth-Zellen auftreten. Gleichzeitig wurde
eine Uberexpression von Genen, deren Produkte bei Entziindungsreaktionen eine
Rolle spielen, nachgewiesen. Damit konnte ein moglicher Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von Entzindung und Paneth-Zellen bei den PhIP-
behandelten Tieren bestehen. Als Ursache fiur die Fehldifferenzierung von
Kryptenstammzellen in Paneth-Zellen wird eine Aktivierung des Wnt-
Signaltransduktionsweges diskutiert (Kielman et al., 2002). Dies wurde mit dem
Auftreten von Paneth-Zellen in BCAC ubereinstimmen. Der Zusammenhang
zwischen daueraktivem Wnt-Signaltransduktionsweg, verstarkter Sekretion von
Matrilysin und Dickdarmkrebs ist auch fir den Menschen nachgewiesen (Brabletz
et al., 1999). Da die hier gefunden dysplastischen Krypten mit den in der Literatur

beschriebenen Ubereinstimmen, sind sie als praneoplastische Lasionen mit dem
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Potential zur Tumorentwicklung einzustufen. Das Auftreten von Becherzell-
Depletion und Paneth-Zell-Metaplasien 1at auRerdem vermuten, dass zumindest
ein Teil der dysplastischen Krypten als MDF oder BCAC eingestuft werden
konnten. Diese Vermutung konnte jedoch weder Uber die immunhistochemische

Farbung noch Uber die Mutationsanalyse des B-Catenin-Gens bestatigt werden.

4.3.4 Andere Organe

Das PhIP-induzierte Auftreten von Lasionen der Geschlechtsorgane,
insbesondere der Prostata, ist aus der Literatur bekannt (Shirai et al., 1997). In
Konzentrationen von 0,04 % Uber 52 Wochen verabreicht wurden bei 18 von
27 Tieren (67 %) Karzinome der Prostata festgestellt. In der vorliegenden Arbeit
entwickelten lediglich 2 Tiere aus der Hoch-Dosis-PhlP-Gruppe Lasionen, eine
Hyperplasie und ein Karzinom unbekannten Ursprungs in Samenstrang-
lokalisation. Beim Vergleich von mit 0, 0,0025 und 0,01 % PhIP tuber 104 Wochen
behandelten Tieren entwickelten ca. 30 % der Tiere jeder Gruppe
Prostatakarzinome und ca. 90 % Intestinalzelltumore der Hoden (Hasegawa et al.,
1993). Letztere treten allerdings in vergleichbaren Zahlen spontan auf; historische
Kontrolldaten geben Werte zwischen 80,5 % (Goodman et al., 1979) und 95,6 %
(Solleveld et al., 1984) an. Die Studie zeigt jedoch kaum Unterschiede zwischen
Kontroll- und Behandlungsgruppen, wodurch der Vergleich mit den hier erzielten
Ergebnissen schwierig ist. Die Kontrollgruppe sowie die Niedrig-Dosis-PhlP-
Gruppe in diesem Futterungsversuch wiesen keinerlei Lasionen der Prostata auf,
was zum Teil der um 44 Wochen kurzeren Versuchsdauer geschuldet sein kann.
Spontane Tumore der Prostata traten mit 0,17 % (Goodman et al., 1979) bzw.

0,6 % (Solleveld et al., 1984) extrem selten auf.

4.3.5 Methodische Limitierungen

Die analysierten histologischen Schnitte zeigen die Morphologie der induzierten
Lasionen und eine Tendenz ihrer Haufigkeit an. Aufgrund der Art der
Probengewinnung liegen jedoch keine absoluten Zahlen von Lasionen fur jedes
Tier vor. Die Darmabschnitte fir DNA-Gewinnung und Histologie wurden zufallig
von einem Darm entnommen, so dass ein Teil der Lasionen und Mutationen
vermutlich nicht erfasst wurde. Die einzige Moglichkeit, diesen Umstand zu

beseitigen, ware gewesen, den Versuch 2- bzw. 3-strangig laufen zu lassen (d.h.
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jeweils ein Tier pro Zeitpunkt und Gruppe fir die DNA-Gewinnung, die
histologischen Schnitte bzw. die eventuelle ACF-Zahlung durch Methylenblau-
Farbung einzusetzen). Dies war jedoch aufgrund der ohnehin schon hohen
Ausgangstierzahl nicht moglich. Der statistische Nachweis signifikanter
Unterschiede zwischen den Futterungsgruppen ist nicht mdglich, da aufgrund
oben beschriebener Limitierung absolute Zahlen fur die untersuchten Lasionen

nicht vorliegen.

4.3.6 Mogliche Ursachen fur die geringen Tumorraten

Obwonhl friihe praneoplastische Lasionen im histologischen Schnitt diagnostiziert
wurden, traten Tumore im Gegensatz zu vergleichbaren Studien (Tab. 4.1) sehr
selten auf. Welches kdnnten die Ursachen dafur sein, dass sich die induzierten
praneoplastischen Lasionen nicht zu Tumoren weiterentwickelten?

Die Substanzwirkung scheint generell geringer ausgefallen zu sein, da kein Tier
aus den PhIP-Gruppen vorzeitig verstarb. Dies konnte an der mit 60 Wochen
relativ kurzen Versuchsdauer liegen. Hasegawa et al. (1993) futterten mannliche
F344-Ratten mit 0,01 und 0,0025 % PhIP im Futter und beobachteten fur die hohe
Dosis eine Spontantodesrate von 5 % ab der 58. Versuchswoche, die nach der
66. Versuchswoche auf 10 % anstieg und bei Versuchsende nach 104 Wochen
bei 70 % lag. Fur die niedrigere Dosis traten erst nach 78 Versuchswochen
Todesfalle auf, nach 104 Wochen lag die Rate bei 30 %.

Das geringe Auftreten von Tumoren in der Hoch-Dosis-PhlIP-Gruppe der hier
dargestellten Untersuchung war uberraschend. Ein Grund dafir konnte wiederum
die mit 60 Wochen kurzere Versuchsdauer sein, die vielleicht nicht ausreichend
war, um Tumore zu induzieren oder diese auf sichtbare GroRe wachsen zu lassen.
Jedoch kommen eine Reihe weiterer Grinde fir die Abweichungen von
vergleichbaren Futterungsstudien in Frage. Eine interessante Beobachtung den
Tierstamm betreffend machten Xu et al. (1999). Bei der Futterung von F344-
Ratten von zwei verschiedenen Zichtern mit IQ nach dem gleichen Protokoll
entwickelten die Tiere eines Zuchters eine bis zu 4-fach héhere Anzahl an ACF.
Ratten, die dem gleichen Stamm angehoren, aber von unterschiedlichen Zuchtern
bezogen werden, kdnnen demzufolge in ihrer Reaktion auf toxische Substanzen
sehr variabel reagieren. Der Grofteil der hier zitierten Vergleichsstudien wurde in

Japan mit Tieren von dortigen Zlchtern durchgefiihrt, die sich moglicherweise
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trotz der Zugehorigkeit zum selben Stamm erheblich von den in Deutschland
erworbenen unterscheiden.

Ahnliches beobachtete Haseman (1983) beim Vergleich der Spontantumorraten
von Kontrolltieren (F344-Ratten) von 25 an 4 verschiedenen Laboratorien
durchgefuihrten Studien, die erhebliche Unterschiede in den Tumorinzidenzen
innerhalb eines Labors bzw. zwischen den Laboren zeigten. Ob alle Tiere dieser
25 Studien vom selben Zuchter bezogen wurden, ist nicht angegeben. Selbst
unter standardisierten Haltungsbedingungen konnen also unbekannte Faktoren
einen Einfluss auf die Versuchstiere und damit den Ausgang einer Studie nehmen.
Die Ratten der vorliegenden Studie hatten durch die Barriere-Haltung im SPF-
Bereich ausschliel3lich Kontakt zu autoklavierten Materialien. Im Gegensatz zu
Tieren aus konventioneller Haltung ist anzunehmen, dass die Tiere mit weniger
Bakterien und Viren in Kontakt kamen. Es handelte sich zwar nicht um keimfreie
Ratten, womoglich ist aber durch die sehr hygienischen Bedingungen die
Zusammensetzung der Darm-Mikrobiota verandert. Diese veranderte Mikrobiota
konnte einen Einflud auf die Entstehung von Lasionen des Darms ausuben.
Hollnagel (2004) fand beispielsweise bei keimfreien Tieren ein um bis zu 40 %
verringertes PhIP-DNA-Addukt-Niveau in Darm sowie Prostata. Diese
Beobachtung deutet auf eine Interaktion der Substanz mit der Mikrobiota hin.
Moglicherweise wurde das PhIP auch auf unterschiedliche Weise gelost und dem
Futter beigemischt, wortber allerdings in der Literatur keine Angaben zu finden
sind. Maoglicherweise wies das in den japanischen Futterungsstudien
standardmalig verabreichte Futter eine andere Zusammensetzung, etwa in Bezug
auf Ballaststoffe und Vitamine, auf. Die Vitaminangaben in Deutschland beziehen
sich auf die mindestens enthaltene Vitaminmenge, also die Menge, die auch nach
langerer Lagerung oder Autoklavieren noch enthalten ist. Diese Angaben kdnnen
daher deutlich Uberschritten werden, weshalb hier ein unbeabsichtigter protektiver
Effekt aufgetreten sein kénnte. Ahnliches wurde von Lehr et al. (1999) bei
Versuchen zu Vitamin E und reaktiven Sauerstoffspezies beobachtet. Beim
Vergleich von Tiermodellen flr verschiedene Krankheiten wie Herzinfarkt oder
Diabetes und verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen im Futter wurden fur die
regular in Deutschland im Tierfutter enthaltenen Mengen an Vitamin E die
untersuchten Krankheiten haufig gar nicht oder in milderer Auspragung

beobachtet. Dies wurde auf die protektive Wirkung des Vitamin E zurlckgeflhrt,
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welches von Versuchstieren im Vergleich zu Artgenossen in der freien Wildbahn
und zum Menschen in wesentlich hoheren Dosen aufgenommen wird. Aufgrund
der unterschiedlichen Zusammensetzung der Diaten sind die Ergebnisse aus
Tierversuchen, die in verschiedenen Landern durchgeflhrt wurden, nur noch
schwer reproduzierbar und vergleichbar. Es gibt Hinweise auf einen protektiven
Effekt des Vitamin E auf die Kolonkrebsentstehung (Exon et al., 2004). Weitere
unbeabsichtigt protektive Effekte konnten durch die Verwendung von Pflanzendl
als PhIP-Lésungsmittel durch seinen Anteil an ungesattigten Fettsauren (Kap. 4.6)
und seine Anreicherung mit Vitamin E entstanden sein. Folsaure, ein Vitamin der
B-Gruppe, ist ein weiterer Nahrungsbestandteil, der aufgrund epidemiologischer
Studien invers mit dem Risiko einer Kolonkrebsentstehung assoziiert ist
(Giovannucci et al., 1993). Dem Tierfutter waren von Seiten des Herstellers 3 mg

Folsaure pro kg zugesetzt.

4.4 Verteilung der Laufunterschiede SSCP
Zeigt die im SSCP-Gel aufgetrennte DNA ein von der Wildtyp-DNA abweichendes

Laufverhalten, so ist dies ein Hinweis auf eine veranderte Basensequenz und
folglich auf eine Mutation. Zu erwarten war eine Haufung solcher Laufunterschiede
in den Proben der Behandlungsgruppen gegenuber den Kontrollproben, eine
zusatzliche Haufung fur die Proben der Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe, eine Zunahme
an Laufunterschieden mit fortschreitender Versuchsdauer, das Auftreten von
aberranten Banden in DNA, die aus veranderten Gewebeproben gewonnen wurde
und eine Haufung an aberranten Banden in PCR-Produkten, die bekannte Hot
Spots enthalten.

Die Haufung von Laufunterschieden in der Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe entsprach
nicht den Erwartungen (Kap. 3.4.2). Betrachtet man den Versuchsverlauf, so
zeigten lediglich die nach 33 Versuchswochen gewonnenen Gewebeproben die
erwartete Haufung fur die Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe. Fur diesen Termin fallt
ebenfalls auf, dass hier mit 44 (52 %) mehr als die Halfte aller beobachteten
Laufunterschiede auftraten, die wenigsten wurden aber mit 10 (12 %) nach 9
Versuchswochen gefunden, was den Erwartungen entsprach. Auf den letzten
Termin nach 60 Versuchswochen entfielen 30 (36 %) der aberranten Banden.
Ebenfalls auffallig war die Haufung aberranter Banden im Dinndarm, ein Gewebe,

welches aufgrund der Dickdarm-spezifischen Wirkung des PhIP als
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Kontrollgewebe gewahlt wurde und genauso viele Laufunterschiede zeigte wie das
proximale Kolon. Dies stimmt mit der makroskopisch beobachteten Haufung von
Veranderungen des Dunndarms fur beide PhIP-Futterungsgruppen Uberein (Kap.
3.2.2 und 3.3.3). Im Gegensatz dazu zeigte die histologische Untersuchung eine
geringe Anzahl von Lasionen im Didnndarm (Kap. 3.3.2 und 3.3.3). Die
Sequenzierungsergebnisse ergaben, dass hier keine Mutationen nachweisbar
waren.

Die zusatzlich entnommenen Gewebeproben zeigten auffallig wenige
Laufunterschiede. Betrachtet man die histologischen Ergebnisse, so fallen
besonders zwei Proben der Geschlechtsorgane von Tieren aus der Hoch-Dosis-
PhIP-Gruppe nach 60 Versuchswochen auf, die ein Karzinom bzw. eine
Hyperplasie aufwiesen, die in der SSCP jedoch durchgéngig negative Ergebnisse
zeigten. Fur diese Proben kénnen Mutationen nicht ausgeschlossen werden, da
die SSCP-Analyse aufgrund nicht intakter DNA flr diese Proben nicht
durchgefuhrt werden konnte.

Die drei aus der Literatur bekannten Hot Spots des Apc-Gens (Kakiuchi et al.,
1995) betreffen die PCR-Fragmente APC 1, 2, 5, 6 und 13, wobei aufgrund der
uberlappenden Primer-Anordnung (Abb. 2.2) die Fragmente 1 und 2 sowie 5 und 6
jeweils denselben Hot Spot beinhalten. Eine Haufung an Laufunterschieden in
diesen Abschnitten konnte fur APC 2 festgestellt werden, wobei die Haufigkeit mit
fortschreitender Versuchsdauer abnahm. Fur Fragment 13 waren lediglich
2 Laufunterschiede und in den Fragmenten 5 und 6 keinerlei Laufunterschiede zu
beobachten. Die Anzahl aberranter Banden fur Ki-ras bewegte sich im mittleren
Bereich. Damit wich die Haufigkeit von Laufunterschieden in bestimmten
Fragmenten deutlich von den theoretisch zu erwartenden ab. Madglicherweise
ergab sich hier aufgrund anderer Versuchsbedingungen (Kap. 4.3.6) als in den
Vergleichsstudien auch eine Verschiebung im Mutationsspektrum. In den hier
genauer analysierten aberranten Banden lielen sich jedoch keine Hot Spots
feststellen, vielmehr waren die Mutationen zufallig verteilt.

Abschlie3end lasst sich feststellen, das 84 veranderte Banden in der Gesamtzahl
der untersuchten Proben nur einen geringen Anteil ausmachen und somit die
SSCP-Analyse moglicherweise nicht ausreichend sensitiv ist, wenn wenig
verandertes DNA-Material in einer Probe vorliegt. Die SSCP-Methode weist

daruber hinaus weitere methodische Limitierungen auf.
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Die SSCP ist eine empirische Methode, da es (noch) keine Mdglichkeit gibt, die
Sekundarstruktur einzelstrangiger DNA unter einer bestimmten Bedingung und
folglich ihr Laufverhalten vorherzusagen. Deshalb ist es auch nicht moglich, die
optimalen Laufbedingungen, unter denen eine Mutation zu einem Laufunterschied
fuhrt, im Vorfeld festzulegen. Die verschiedenen Laufbedingungen missen
empirisch getestet werden, wenn man in einem bestimmten DNA-Abschnitt eine
Mutation vermutet. Insofern steigt die Aussagekraft mit der Zahl der verwendeten
Bedingungen. Hier erfolgte die Analyse aus Zeitgrunden jedoch nur unter einer
Bedingung. Es ware also mdglich, dass die Zahl der entdeckten Mutationen bei
Analyse mit einer zweiten oder dritten Laufbedingung bzw. speziellen
Bedingungen fur jedes untersuchte Fragment steigen konnte (zusammengefasst
von Hayashi und Yandell, 1993). Im Gegensatz dazu fanden Sheffield et al. (1993)
durch eine zweite Laufbedingung nur eine minimale Steigerung der
Detektionseffizienz. Eine weitere Limitierung stellt die Anzahl der untersuchten
Gene dar. Fur Dickdarmkrebs sind eine Reihe weiterer Mutationen in
verschiedenen Genen beschrieben, die fur eine Analyse mittels PCR-SSCP
geeignet sind. Dazu gehdren z.B. p53, verschiedene Gene des MMR-Systems
und SMAD. p53 wurde hier nicht untersucht, weil es nicht zu den Zielgenen der
PhIP-vermittelten Mutagenese gehort (Makino et al., 1994; Shen et al., 1998).
Falsche oder nicht eindeutige Ergebnisse konnen auch durch die Tatsache
erhalten werden, dass ein denaturierter DNA-Strang mehrere Konformationen
annehmen kann. Auf dem Gel erscheinen dann pro Doppelstrang mehr als
2 Banden (Liu et al., 2000; Sunnucks et al., 2000). Moglicherweise gab es hier
Abweichungen im Bandenmuster der Proben eines Fragments, z.B. durch
unterschiedliche DNA-Konzentrationen, die falschlicherweise als Laufunterschied
interpretiert wurden. Das konnte eine Erklarung fur das trotz Wildtyp-Sequenz
abweichende Laufverhalten einiger Proben sein (Kap. 3.4.4).

Unter Sensitivitdt versteht man den Anteil an mutierter DNA, der aus dem
Uberschul an unveranderter DNA mit dieser Methode als mutiert erkannt werden
kann. Dazu lassen sich in der Literatur wenige Angaben finden. Die meisten
Arbeiten, die diese Methode anwendeten, untersuchten jedoch Tumormaterial,
welches die mutierten Gene zu einem hohen Anteil enthalten sollte. Ein Teil der in
frihen Lasionen vorhandenen Mutationen konnte unter die Detektionsgrenze

gefallen sein. Hier muf} allerdings auch die Detektion der DNA im Gel
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bertcksichtigt werden. Fur die hier verwendete Silberfarbung wird eine Sensitivitat
von 0,03 ng DNA/mm? Gel angegeben (Sambrook und Russell, 2001). Wenn also
der Anteil der mutierten DNA sehr gering ist, konnte diese aufgrund der
Silberfarbung nicht mehr detektiert werden.

Fir die geplante Ubertragung des hier verfolgten Ansatzes auf einen
Fraherkennungstest beim Menschen muss berucksichtigt werden, dass es sich bei
dem hier verwendete Tiermodell um einen Inzuchtstamm handelt, dessen
Individuen in 99 % ihrer Merkmale homozygot sind. Das bedeutet, dass bei der
elektrophoretischen Auftrennung von einzelstrangiger DNA dieser Tiere so gut wie
immer Doppelbanden (Homozygote) und sehr selten Vierfachbanden
(Heterozygote) auftreten (siehe Abb. 2.7). Fur den Menschen ist der genetische
Hintergrund jedoch variabler. Fur Patienten mufite deshalb als Kontrolle immer

DNA aus Blut oder Mundschleimhaut parallel zur Fazes-DNA untersucht werden.

4.5 Sequenzierungs-Muster

Die Sequenzierung eignet sich hervorragend, um die genaue Art einer Mutation zu
klaren, allerdings nur, wenn diese in der Template-DNA mindestens im Verhaltnis
1:1 vorliegt. Dies ware der Fall bei einer heterozygoten Probe. Liegt der Anteil an
mutierter DNA unterhalb dieses Bereichs, so wird das Sequenzierungsprofil dem
der Wildtyp-DNA entsprechen. Mutierte DNA kann zwar mit Hilfe der SSCP
elektrophoretisch von einem Uberschu® an Wildtyp-DNA getrennt werden. Zur
Aufklarung der genauen Art dieser potentiellen Mutation kann man jedoch nicht
das PCR-Produkt sequenzieren, sondern muss die DNA der aberranten Banden
aus dem Gel isolieren und mittels PCR amplifizieren, um eine ausreichende
Menge an ,reiner mutierter DNA zu erhalten. Diese Prozedur gelingt jedoch
haufig nicht. Fur viele Proben kann deshalb nur die Aussage getroffen werden,
dass aufgrund eines in der SSCP aufgetretenen Laufunterschiedes eine Mutation
in einem bestimmten Fragment vorliegt. Art und Ort einer Mutation kann jedoch
aufgrund der oben genannten methodischen Beschrankungen nicht Uber eine
Sequenzierung spezifiziert werden.

Bei der Untersuchung der ,mutation cluster region“ in Exon 14 und der 5-Halfte
des Exons 15 des Apc-Gens, bei der als Fingerprint-Mutation fur PhIP die Deletion
eines Guanins aus einer 5-GGGA-3’-Sequenz auftritt, wurden mit Hilfe der

Sequenzierung 8 Mutationen spezifiziert. Dabei entsprach keine dieser Mutationen
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den Fingerprint-Mutationen. Ebenso konnte flr die beobachteten Mutationen kein
Hot Spot ausgemacht werden. Lediglich an einer Position des Apc-Gens traten 2
Mutationen bei verschiedenen Tieren auf, diese hatten jedoch nicht denselben
Basenaustausch zur Folge. Das haufigere Auftreten von Transversionen zeigt
jedoch an, dass die Mutationen auf einer tatsachlichen Substanzwirkung beruhen,
da der Austausch von Pyrimidin und Purin im Gegensatz zu Transitionen selten
spontan auftritt. Auffallig ist ebenfalls, dass haufig Thymidin und Adenin, Guanin,
die Base mit der PhIP Addukte bildet, jedoch nur einmal betroffen war. Eine
Analyse der umliegenden Sequenzen jeder Mutation ergab keine Auffalligkeiten,
lediglich bei einer Mutation war ein Guanin unmittelbar zur betroffenen Base
benachbart. Zusatzlich wurde bei der Futterung von PhIP in Verbindung mit einer
fettreichen Diat eine G—T Transversion im Exon 10 beobachtet (Ubagai et al.,
2002). Diese Region im Apc-Gen wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht, da jedoch Pflanzendl als Lésungsmittel fir PhIP eingesetzt wurde,
konnten zusatzliche Mutationen dort aufgetreten sein.

Aus Analysen aberranter Krypten ist bekannt, dass die Akkumulation des
B-Catenin-Proteins haufiger auftritt als Mutationen des p-Catenin-Gens (Femia et
al., 2005; Ochiai et al., 2003). Die Akkumulation des Proteins in Zytoplasma tritt
auch auf, wenn andere Komponenten des Wnt-Signaltransduktionsweges mutiert
sind. Mdoglicherweise erklart sich die geringe Zahl an Laufunterschieden und
Mutationen des p-Catenin-Gens mit dem Auftreten von Mutationen in anderen,
hier nicht untersuchten Genen dieses Signaltransduktionsweges. Bei den gehauft
auftretenden Laufunterschieden der Niedrig-Dosis-PhIP-Gruppe und auflerhalb
der Hot Spots konnte es sich auch um Ansammlungen zufalliger Mutationen
handeln, die jedoch fur den Prozel3 der Dickdarmkrebsentstehung keine Rolle
spielen. Solche willkurlich verteilten Mutationen treten in frihen Lasionen haufiger
auf. In Untersuchungen zu den Mutationsspektren von PhIP und 1Q mit dem
supF Shuttle Vector-System konnte gezeigt werden, dass diese sich in Reparatur-
profizienten und -defizienten Zelllinien unterscheiden (Endo et al., 1994). In
Gewebeproben mit zusatzlich mutierten Reparaturgenen, die hier allerdings nicht
untersucht wurden, ware auf der Annahme beruhend, dass zahlreiche Mutationen
nicht repariert werden, ein abweichendes Mutationsspektrum maoglich. In MMR-

defizienten Kolonkrebs-Zelllinien anderte sich nach PhlP-Behandlung jedoch nicht
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das Mutationsspektrum, sondern lediglich die Mutationshaufigkeit (Glaab et al.,
2000).

Eine Maoglichkeit, die anfangs erwahnten methodischen Limitierungen zu
umgehen, ware die Anreicherung einer bestimmten DNA-Population mittels
Klonierung gewesen. Bei dieser Methode wird das zu sequenzierende
DNA-Fragment in Bakterien eingebracht und von diesen amplifiziert. Allerdings ist
fraglich, ob das Ausgangsmaterial nicht auch fur diese Methode in zu geringen
Mengen und zu geringer Reinheit vorlag. Aullerdem ist die Klonierung sehr
zeitaufwandig. Es gibt eine Reihe weiterer Methoden zur DNA-Isolierung aus
SSCP-Gelen (wie Eluierung Uber Saulen oder Elektroelution), die mdglicherweise
Ausbeute und Reinheit erhohen konnten (zusammengefasst von Kurien und
Scofield, 2002). Allerdings zeigten diese Methoden in Vorversuchen keine
besseren Ergebnisse. In Bezug auf die Detektion von Mutationen in DNA-
Gemischen mul3 man deshalb davon ausgehen, dass die SSCP die sensitivere
Methode darstellt (Tucker et al., 2003; Hongyo et al., 1993).

Eine weitere Fehlerquelle kdonnte auf PCR, die einige Proben im Vorfeld der
Sequenzierung bis zu 3-mal durchliefen, zurlckzufihren sein. Mutationen, die
nicht auf einer Substanzwirkung beruhen, kdnnen durch Tag-Polymerase bedingte
Basenfehlpaarungen hervorgerufen werden (zur Fehlerrate der verwendeten

Taqg-Polymerase werden vom Hersteller keine Angaben gemacht).

4.6 Addukte

Zahlreiche Studien haben die Bildung von PhIP-DNA-Addukten als Marker
primarer DNA-Schadigungen mit der *?P-Postlabeling-Methode in Tiermodellen
untersucht. Obwohl dieser Marker hier nicht erhoben wurde, lassen sich aus
diesen Studien jedoch Zusammenhange zwischen der Interaktion mit
Nahrungsbestandteilen und alternativen Wegen der PhIP-Aktivierung ableiten.
Diese geben Hinweise auf die organspezifische Wirkung des PhlP.

Im Unterschied zu anderen HAA, wie z.B. I1Q, treten bei PhIP wenig Addukte in der
Leber auf. Dies stimmt einerseits mit der Tatsache Uberein, dass die Leber nicht
zu den Zielorganen der PhIP-vermittelten Kanzerogenese gehort, ist anderseits
aber auch verwunderlich, da die Leber als Hauptorgan der PhIP-Aktivierung
angesehen wird. Betrachtet man Kolon und Prostata als Zielorgane der

Kanzerogenese, so zeigen sich widersprichliche Ergebnisse, da sich die Bildung
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von PhIP-DNA-Addukten nicht direkt mit der kanzerogenen Organspezifitat der
Substanz korrelieren lasst. So wurden beim Vergleich der Adduktbildung in der
Prostata in 7 Rattenstammen fur alle Tierstamme ahnliche Adduktlevel bei
unterschiedlicher Empfindlichkeit hinsichtlich der Entwicklung von Prostata-
Tumoren festgestellt (Inaguma et al., 2003). In einer von Takayama et al. (1989)
mit F344-Ratten durchgefuhrten Studie wiesen Lunge, Pankreas und Herz die
hochsten Adduktzahlen aller untersuchten Organe auf, wohingegen das Kolon
mittlere und der Hoden sehr niedrige Adduktlevel aufwiesen. Schut und Herzog
(1992) fanden im Gegensatz dazu die meisten Addukte im Dickdarm, gefolgt von
Leukozyten, Magen, Niere, Dunndarm und Leber, wahrend Hollnagel (2004),
beginnend mit den héchsten Adduktzahlen, folgende Reihenfolge fand: Pankreas,
Thymus, Prostata, Kolonwand und -mukosa, Caecum-Wand, Lunge, Dunndarm-
Wand, Caecum-Mukosa, Niere, Diunndarm-Mukosa und Leber. Interessant ist die
von Hollnagel (2004) gemachte Beobachtung, dass Kolon und Prostata von
keimfreien Tieren um bis zu 40 % erniedrigte Adduktlevel aufwiesen, was einen
Zusammenhang zwischen Darmmikrobiota und einem Teil der Addukte nahelegt.
Ebenfalls auffallend sind die im Vergleich zum Kolon verminderten Adduktzahlen
im Dinndarm, die mdglicherweise ihre Ursache im Ballaststoffanteil der Nahrung
haben. Ballaststoffe sind in der Lage, HAA zu binden (Barnes et al., 1983;
Takeuchi et al., 1988). Ein Teil dieser HAA wird bei der Metabolisierung der
Ballaststoffe durch Darmbakterien wahrend der Dinndarmpassage wieder
freigesetzt und bildet Addukte im Dickdarm. Bei keimfreien Tieren findet diese
Freisetzung nicht statt, was die verminderten Adduktlevel dieser Tiere erklaren
wulrde. Als weitere Einfluisse waren Freisetzung gebundener HAA durch
pH-Anderungen im Darmmilieu und die Konzentrierung der HAA durch die
Wasserruckresorption im Dickdarm maoglich.

PhIP verursacht bei Affen und Ratten relativ hohe Adduktlevel im Herzen. Die
Herzen der behandelten Tiere zeigten eine Degeneration der Myozyten verbunden
mit vergrolRerten Mitochondrien und der Infiltrierung des Muskels mit
Entziindungszellen. Diese Veranderungen waren bei beiden Geschlechtern zu
beobachten, der genaue Zusammenhang zwischen hohen Adduktleveln und den
Symptomen ist unklar. Ein moéglicher Zusammenhang wird in den abnormalen
Mitochondrien und der Bildung von Addukten mit mitochondrialer DNA vermutet
(Davis et al., 1994; Takahashi et al., 1996; Snyderwine et al., 1994).
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Es ist jedoch generell schwierig, das Auftreten von Addukten als primare DNA-
Schadigungen mit dem von La&sionen oder Tumoren in Futterungsstudien zu
vergleichen. Die meisten Addukt-Messungen erfolgten nach 24-48 h, da danach
aufgrund der Reparaturmechanismen die Nachweisgrenze flr PhIP-DNA-Addukte
unterschritten wird. Das zeigt, dass sich nur ein geringer Teil der Addukte im
Genom als Mutation manifestieren kann. Zum anderen unterscheidet sich die
Applikationsform der Substanz, da den Tieren fur die Adduktmessung die gesamte
Dosis per Schlundsonde in nuchternem Zustand oder i.p. verabreicht wurde und
somit keine Interaktion mit Nahrungsbestandteilen auftrat.

Untersuchungen zum Einfluss von konjugierter Linolsaure (CLA) auf die PhIP-
DNA-Adduktbildung nach Gabe der Substanz Uber das Futter zeigten, dass bei
weiblichen F344-Ratten die Adduktbildung in der Leber reduziert wurde. Die
Adduktzahlen in Kolon- und Brustgewebe blieben hingegen unbeeinflusst. Der
Mechanismus dieser Wirkung ist unbekannt, verlauft jedoch unabhangig von
CYP1A2, welches in seiner Expression durch CLA nicht beeinflusst wurde
(Josyula et al., 1998). Dies zeigt, dass die PhIP-Aktivierung bei der
organspezifischen Wirkung eine wichtige Rolle spielt und teilweise durch
Nahrungsbestandteile beeinflusst wird. Dies ist jedoch nicht der Fall in den
Zielorganen und konnte ein Grund fur die ungewohnliche Organspezifitat des PhIP
sein.

Ebenfalls auf einen Zusammenhang von mehrfach ungesattigten Fettsauren und
der PhIP-DNA-Adduktbildung deutet eine Untersuchung mit einer humanen
Kolonadenokarzinom-Zelllinie hin, die eine Erhohung der Adduktzahlen bei
niedrigen und mittleren Konzentrationen und eine Verminderung der Adduktzahlen
bei hohen Konzentrationen von mehrfach ungesattigten Fettsauren zeigte
(Moonen et al., 2004). Dabei fand eine Aktivierung des PhIP durch Kooxidation mit
den Fettsauren durch die Cyclooxygenase-2 (COX-2) statt. COX-2 ist u.a. durch
mehrfach ungesattigte Fettsduren und Entzindungen induzierbar und konnte eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung des PhIP in extrahepatischen Geweben wie dem
Kolon spielen. Die erhdhte Expression von COX-2 in kolorektalen Karzinomen ist

in zahlreichen Studien nachgewiesen (u.a. DuBois et al., 1996).
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4.7 Das Tiermodell

Die Wirkungen des PhIP auf die F344-Ratte weichen zum Teil erheblich von den
in anderen Rattenstammen ab. Jedes Tiermodell hat in Abhangigkeit von Tierart
und —stamm besondere Eigenschaften, die bei der Interpretation der erzielten
Ergebnisse und der Ubertragung auf andere Spezies beriicksichtigt werden
mussen.

Die F344-Ratte ist ein Inzuchtstamm, dessen Individuen durch konsequente
Geschwisterverpaarung in 99 % ihrer Merkmale homozygot sind. Dieser
Tierstamm wird fur Kanzerogenitatsstudien haufig eingesetzt, da Neoplasien sehr
selten Metastasen bilden. Ein weiterer Inzuchtstamm, die ACI-Ratte, ist jedoch
gegenuber PhIP wenig empfindlich und zeigt eine geringe Neigung zur Bildung
von ACF und Kolonkrebs nach PhiIP-Behandlung (Ishiguro et al., 1999, Inaguma
et al.,, 2003). Beim Vergleich der Genexpressionsprofile des unveranderten
Dickdarmepithels nach PhIP-Futterung zwischen F344- und ACI-Ratten konnten
erhebliche Unterschiede zwischen beiden Stammen festgestellt werden, z.B. eine
Hochregulation von Fettsdure-bindenden Proteinen und ebenfalls eine
Hochregulation der Genexpression von Msh2, einem Mismatch-Reparatur-Gen in
der F344-Ratte (Fujiwara et al., 2003). In Kolontumoren der beiden Tierstdmme
glichen sich die Genexpressionsprofile jedoch einander an (Fujiwara et al., 2004).
Als moglicher Genort fur die erhdhte Empfindlichkeit der F344-Ratte gegenuber
PhIP wurde auf Chromosom 16 der Abschnitt zwischen den Loci D16Rat17 und
D16Wox3 beschrieben (Nakagama et al., 1999). Um welches Gen es sich dabei
genau handelt, ist allerdings noch unklar. AuRerdem zeigt die F344-Ratte einen
genetischen Polymorphismus in Bezug auf die NAT2, die bei der Aktivierung von
PhIP eine bedeutende Rolle spielt, und ihr den Status eines ,schnellen
Acetylieres” verleiht. Dieser Status wird im Gegensatz zu dem eines ,langsamen
Acetylierers mit einem erhdhten Risiko flr Dickdarmkrebs in Verbindung
gebracht. Bei F344-Ratten konnte die vermehrte Bildung von ACF und PhIP-DNA-
Addukten im Vergleich zu Wistar-Kyoto-Ratten, einem Inzuchtstamm mit dem
Status eines ,langsamen Acetylierers®, gezeigt werden (Purewal, 2000).

Beim Vergleich von 7 Rattenstammen nach Futterung mit PhIP zeigten F344-,
ACI- und SHR-Ratten die héchsten Uberlebensraten, der Effekt der Substanz auf
die Entstehung von Prostatatumoren war jedoch je nach Teil der Prostata und Art

des Tumors bei SHR-, ACI-, Lewis- oder Brown-Norway-Ratten am starksten
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(Inaguma et al., 2003). Bei der direkten Sequenzierung von DNA aus Leber, Kolon
und Magen von Sprague-Dawley-Ratten wurden nach 27 Wochen Futterung mit
einer bei hohen Temperaturen zubereiteten Rindfleisch-Diat (72 ng PhIP/g Futter)
keine Mutationen in den untersuchten Genen p53 und APC gefunden. Addukte
traten ebenfalls nicht auf (Shen et al., 1998).

PhIP wurde in einer zweiten Nagerspezies, der Maus, getestet, wo es in gleicher
Menge verabreicht weder Kolon- noch Mammatumore verursachte. Allerdings war
eine hohe Inzidenz an Lymphomen zu beobachten (Esumi et al., 1989). Es gibt
also erhebliche Unterschiede in der Organwirkung von PhIP zwischen Ratte und
Maus, die die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen schwerer
erscheinen lassen. Beide Tiermodelle stimmen jedoch darin Uberein, dass im
Unterschied zu anderen HAA eine Induktion von Lebertumoren nicht beobachtet
werden konnte (Fukushima et al., 2004). Durch die geringe genetische Variabilitat
der Individuen des F344-Stammes untereinander erhalt man zwar reproduzierbare
Ergebnisse, auf die grol3e genetische Variabilitat des Menschen sind diese jedoch
schwer Ubertragbar. Der genetische Hintergrund beeinflusst den Metabolismus,
die DNA-Reparaturmechanismen und die Immunantwort. Da der Mensch einen
breiteren genetischen Hintergrund hat, ist auch seine Reaktion auf Verbindungen
wie HAA weitaus variabler als im Versuchstier. Die uneinheitlichen Ergebnisse
epidemiologischer Studien konnten dies widerspiegeln. Diese Faktoren sind beim
nachfolgenden Versuch einer Abschatzung des Risikos fir den Menschen zu

berucksichtigen.

4.8 Abschatzung des Risikos fur den Menschen

Far PhIP sind in verschiedenen Modellsystemen zahlreiche Wirkungen
beschrieben worden. Bei der Beurteilung der Relevanz dieser Ergebnisse flr den
Menschen mussen mehrere Faktoren wie die eingesetzte Dosis, das
Modellsystem, die verwendete Spezies, sowie der Applikationsweg berucksichtigt
werden. Durch die Zusammenflihrung der im durchgefuhrten Fltterungsversuch
erzielten Ergebnisse mit Daten aus der Literatur soll an dieser Stelle der Versuch
unternommen werden, das durch PhIP verursachte Risiko fir den Menschen
abzuschatzen.

Der Mensch ist PhIP in geringer Dosis aber Uber einen wesentlich langeren

Zeitraum als die Versuchstiere ausgesetzt, im Grunde genommen lebenslang. Die
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in den ersten Futterungsversuchen mit Ratten verwendeten PhIP-Konzentrationen
von 0,04 % entsprechen, auf die menschliche Nahrungsmenge bezogen einer
taglichen Aufnahme von 400-500 kg Fleisch. Da diese Mengen nicht
humanrelevant sind und die Ergebnisse keine Aussage Uber ein tatsachliches
Risiko fur den Menschen zulassen, wurde die verfltterte PhIP-Dosis abgesenkt
und der Futterungszeitraum verlangert. Damit wurde die chronische Aufnahme
geringer PhIP-Dosen durch den Menschen imitiert. Im Rahmen einer ersten Studie
mit diesem Ansatz Uber 104 Wochen zeigten bei einer Dosis von 0,01 % PhIP
43 % der mannlichen Tiere Kolontumore, wahrend bei 0,0025 % PhIP keine
Tumore mehr auftraten. Da 0,0025 % PhIP im Futter noch weit von
humanrelevanten = Konzentrationen entfernt sind, wurde eine weitere
Fltterungsstudie mit geringeren Konzentrationen des Toxins durchgefuhrt, die
aufgrund des Fehlens von Tumoren Addukt- und ACF-Bildung analysiert
(Fukushima et al., 2004). Bei der Behandlung von F344-Ratten mit 0,000001 % -
0,04 % PhIP im Futter fur 16 Wochen zeigte sich eine signifikante Erhdhung der
Adduktlevel bereits ab der humanrelevanten Dosis von 0,00001 %, eine
signifikante Erhdhung der ACF jedoch erst ab 0,005 % PhIP im Futter. Die
Autoren dieser Arbeit setzen die humanrelevante Dosis um den Faktor 10
niedriger an als in der hier vorliegenden Arbeit, so dass die Beobachtung einer
geringen Substanzwirkung im Niedrig-Dosis-Bereich in Ubereinstimmung mit den
hier erzielten Ergebnissen ist. In einem Initiations-Promotions-Modell, welches die
Behandlung mit Azoxymethan gefolgt von der Fltterung mit PhIP umfasste, war
im Dosisbereich von 0,000001 - 0,01 % PhIP keine Verstarkung der kolorektalen
Kanzerogenese feststellbar (Doi et al., 2005). Da die zur Induktion von ACF
bendtigte Dosis um den Faktor 5000 Uber der zur Bildung von Addukten
notwendigen liegt, argumentieren die Autoren, dass eine bestimmte Adduktanzahl
uberschritten werden muss, damit es uberhaupt zur ACF-Bildung kommt.
Begrundet wird dieser Effekt mit der von Kitchin und Brown (1994) gemachten
Beobachtung, dass sehr geringe Konzentrationen von chemischen Kanzerogenen
DNA-Schadigungen verringern, vermutlich durch Induktion von
Reparaturenzymen, Hochregulation von Tumorsupressorgenen und andere
Adaptationsmechanismen. Damit ergeben sich Hinweise auf einen Schwellenwert
fur die gentoxische Wirkung des PhIP, wobei angenommen wird, dass die

Schwelle fur die kanzerogene Wirkung oberhalb der menschlichen Exposition liegt
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(Fukushima et al., 2004). Die Autoren schlagen aufgrund der oben genannten
Ergebnisse einen NOEL-Wert von 0,001 % PhIP vor, der erst mit der Aufnahme
von 10 kg Fleisch pro Tag und Person erreicht wird. Ebenfalls die Beobachtung
einer ausschliellichen Wirkung von PhIP im Hoch-Dosis-Bereich wurde in einer
von lkeda et al. (1999) durchgefiihrten Teratogenitatsstudie gemacht. PhIP zeigte
eine teratogene Wirkung, die sich bei den Nachkommen PhlIP-behandelter F344-
Ratten im Fehlen der Augapfel und Hydrocephalus aul3erte. Diese Missbildungen
treten jedoch nur bei Gabe von 0,02 % PhIP im Futter auf und sind bei einer Dosis
von 0,01 % nicht mehr zu beobachten.

Aulerdem ist anders als bei Inzucht-Versuchtieren der Genpool der menschlichen
Population sehr heterogen und aus zahlreichen  Subpopulationen
zusammengesetzt. Dementsprechend kann die Empfindlichkeit der Menschen
gegenuber toxischen Agenzien erheblich variieren, wie das bereits bei Tieren des
gleichen Stammes, aber unterschiedlicher Zichter nachgewiesen worden ist (Xu
et al., 1999). In letzterer Arbeit wurde ebenfalls die Beobachtung gemacht, dass
die Kurzzeitbehandlung von F344-Ratten mit einem Toxin (IQ) in einer hohen
Dosis ACF induziert, die gleiche Dosis auf einen langeren Zeitraum verteilt, was
der standigen Exposition des Menschen mit geringen PhIP-Dosen entspricht,
jedoch ohne Wirkung bleibt.

Eine weitere Schwierigkeit bei der Abschatzung der Folgen der PhIP-Exposition
liegt darin, dass die Grinde fur die organspezifische Wirkung bei Ratten ungeklart
sind. Versuche mit F344-Ratten zeigten das Fehlen der Enzymausstattung fir die
Aktivierung des PhIP bei gleichzeitig hohen Adduktleveln im Dickdarm (Hollnagel,
2004). Der Weg, auf dem PhIP spezifisch die Zellen von Kolon, Prostata und
Mamma angreift, ist unbekannt. Im Ganztier und in humanen TK6-Zellen konnten
jedoch ubereinstimmend gesteigerte Apoptoseraten gezeigt werden. F344-Ratten
zeigten nach einmaliger Gabe von 100 mg/kg KG und nach 24 h eine erhohte
Apoptoserate im Kolon; die zusatzliche Gabe eines CYP4501A2-Induktors
verstarkte diesen Effekt (Hirose et al., 1998). Flr die TK6-Zellen konnte zusatzlich
zur gesteigerten Apoptose eine Verzogerung der S-Phase nachgewiesen werden,
die eine Folgereaktion der genotoxischen Wirkung des PhIP und der damit
verbundenen notwendigen DNA-Reparatur sein konnte (Zhu et al., 2000). Die
Autoren spekulieren aufgrund dieser Ergebnisse, dass die erhdhte Empfindlichkeit

des Kolons gegenuber PhIP mdglicherweise auf seiner hohen proliferativen
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Aktivitat beruht, wodurch sich Schaden schneller manifestieren und ausbreiten
konnen.

Die bereits erwahnten charakteristischen Mutationen treten Ubereinstimmend bei
verschiedenen Spezies wie Ratte und Maus, sowie Zelllinien aus Hamstern und
Menschen auf (Kakiuchi et al., 1995; Yadollahi-Farsani et al., 1996; Endo et al.,
1994). Fur PhIP typische Mutationen des APC-Gens konnten in menschlichen
Tumorproben nachgewiesen werden (Huang et al., 1996). PhIP wirkt jedoch nicht
ausschlieRBlich auf genotoxischem Weg, sondern kann in der humanen
Brustkrebszellinie MCF-7 eine Ostrogen-ahnliche Wirkung durch Bindung an den
Ostrogen Rezeptor-o. (ER-a) und anschlieRende Stimulation der Proliferation
durch Aktivierung des MAPK-Weges bewirken (Lauber et al., 2004). Des weiteren
ist eine Verbindung zwischen dem Wnt/3-Catenin-Signaltransduktionsweg und
dem Ostrogen-,Signaling“ beschrieben, wobei es zu einer Assoziierung von
p-Catenin und ER-a kommt (Kouzmenko et al., 2004). Bemerkenswert an der
Ostrogen-ahnlichen Wirkung des PhIP ist vor allem, dass es keiner vorherigen
Aktivierung bedarf und der ER-a bei Mensch und Ratte im Kolon exprimiert wird
(Campbell-Thompson et al., 2001; Pereira et al.,, 2004). Zahlreiche weitere
Nahrungsbestandteile entfalten ebenfalls eine dstrogene Wirkung, so dass es zu
additiven Effekten mit PhIP kommen koénnte.

In vitro Testsysteme oder das F344-Tiermodell wurden flr zahlreiche Studien
genutzt, die sich mit den inhibitorischen Effekten zahlreicher Lebensmittel auf die
PhlIP-induzierte Mutagenese und Kanzerogenese beschaftigen. Untersucht
wurden mit diesen Modellen verschiedene Tee- und Biersorten (Nozawa et al.,
2004), Milchprodukte (Tavan et al., 2002), Kohlgemuse (Vang et al., 2001) und
Kaffee (Turesky et al., 2003). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen deuten, mit
Ausnahme uneindeutiger Effekte bei Kaffee und Kohlgemuse, auf eine
tatsachliche Inhibition der Kanzerogenese durch Nahrungsbestandteile hin. Dies
macht es umso schwieriger eine generelle Abschatzung des Risikos fur den
Menschen vorzunehmen, da individuell und geographisch erhebliche Unterschiede
in der Nahrungszusammensetzung bestehen. Die Dickdarmkrebsentstehung beim
Menschen wird durch epidemiologische Studien mit einer fettreichen und
ballaststoffarmen Kost in Zusammenhang gebracht. Insofern ist es eine

interessante Beobachtung, dass relativ geringe PhIP-Mengen, mit einer fettreichen
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Diat verabreicht, bei mannlichen F344-Ratten zu einer gesteigerten
Kolonkrebsentstehung fuhren (Ubagai et al., 2002).

Die Wirkung des PhIP ist durch den variableren genetischen Hintergrund beim
Menschen und der Interaktion mit verschiedenen Nahrungsbestandteilen
komplexer als im Versuchstier. Die Ergebnisse legen jedoch nahe, dass die vom
Menschen taglich konsumierten PhlP-Mengen allein nicht ursachlich fur
Dickdarmkrebserkrankungen sind. Allerdings ist zu berUcksichtigen, dass die
heterozyklischen aromatischen Amine 1Q, MelQ und AaC ebenso wie PhIP
Addukte an der C8-Position des Guanin bilden (Endo et al., 1994; Okonogi et al.,
1997) und es somit zu additiven Effekten dieser und maéglicherweise auch anderer
HAA kommen kann. Allerdings hat auch die eine Guanin-Base umgebende
Sequenz einen Toxin-spezifischen Einfluss; die Hot Spots und Zielgene von PhIP

und IQ stimmen beispielsweise nicht Uberein (Okonogi et al., 1997).

4.9 Ausblick

Der Einfluss von PhIP in niedrigen Dosen auf die Entstehung von Entziindungen
musste eingehender untersucht werden. Besonders von Interesse ware dabei der
Mechanismus, Uber den die Induktion einer Entzindung vermittelt wird und ob
andere Verbindungen dieser Substanzklasse ahnliche Reaktionen auslésen. Ein
Zusammenhang zwischen Darmkrebsentstehung und Entzindung wird seit
langerem vermutet, ist jedoch im Zusammenhang mit HAA ein neuer
Wirkungsmechanismus. Zunachst konnte an vorhandenen histologischen
Schnitten mittels immunhistochemischem Nachweises von Lymphozytenmarkern
die Lokalisation der Entzindungen genauer charakterisiert werden.

Nachdem die Wirkung des PhIP auf verschiedenen Ebenen und Modellsystemen
isoliert betrachtet wurde, kdnnten die vorhandenen Hinweise auf eine protektive
oder synergistische Wirkung mit Lebensmittelbestandteilen, Hormonen oder
Enzymausstattungen weiter verfolgt werden. Moglicherweise lassen sich auf
diesem Wege das Risiko fir den Menschen und die Ursachen fir die organ-

spezifische Wirkung klaren.
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5 Zusammenfassung

Die Entwicklung von Dickdarmkrebs wird durch eine Reihe von Lebens- und
Essgewohnheiten sowie Umweltfaktoren beglinstigt. Den letzteren beiden sind
Substanzen zuzurechnen, die bei der Zubereitung der Nahrung entstehen und mit
ihr aufgenommen werden. Zu diesen Verbindungen gehdrt das 2-Amino-1-methyl-
6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP) aus der Substanzklasse der heterozyklischen
aromatischen Amine. Es entsteht bei der Erhitzung zahlreicher proteinhaltiger
Nahrungsmittel und die Zielorgane in Nagerstudien stimmen mit der Haufung von
Krebsinzidenzen in westlichen Industrienationen uberein. Dieser Zusammenhang
konnte jedoch bis heute nicht endgultig bewiesen werden. Futterungsversuche mit
Ratten wurden mit Konzentrationen der Substanz durchgefuhrt, die weit Gber der
menschlichen Exposition liegen. Durch das Verflttern einer humanrelevanten
Dosis PhIP sollte geklart werden, ob auch geringe Konzentrationen
dickdarmkrebstypische Mutationen, praneoplastische Lasionen oder Tumore
induzierten. Die mit humanrelevanten Dosen gefltterten Tiere wiesen weniger
Lasionen als die Hoch-Dosis-PhIP-Gruppe auf, in der allerdings keinerlei maligne
Tumoren des Dickdarms auftraten. Hinweise auf dickdarmkrebstypische
Mutationen fanden sich ebenfalls in beiden Gruppen, wobei hier keine
Dosisabhangigkeit beobachtet werden konnte. Die Sequenzierung ergab ein
deutlich von Literaturdaten abweichendes Spektrum. In Bezug auf das verwendete
Tiermodell wurden erhebliche Abweichungen in der Empfindlichkeit der Tiere
gegenuber der Substanz im Vergleich zu ahnlichen Studien festgestellt. Beide
Fltterungsgruppen zeigten deutlich weniger Lasionen; als mdgliche Grinde
wurden Unterschiede in der Futterzusammensetzung und —zubereitung sowie in
der Tierhaltung und -herkunft ausgemacht. Es konnte erstmalig ein
Zusammenhang zwischen PhIP in niedrigen Dosen in der Nahrung und der
Induktion von Entziindungen gezeigt werden. Diese waren sowohl makroskopisch
als auch histologisch sichtbar, der genaue Mechanismus ihrer Entstehung ist
jedoch unbekannt.

Die zusammenfassende Betrachtung aller Ergebnisse lasst vermuten, dass PhIP
allein Uber lange Zeitraume aber in geringen Dosen verabreicht nicht fur die hohe

Zahl an Krebserkrankungen in westlichen Industrienationen ursachlich ist.
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6 Summary

The development of colon cancer is associated with several nutritional, life style,
and environmental factors. Among the environmental factors probably involved are
substances formed during food processing and taken up with food. One of these
substances is the heterocyclic aromatic amine (HAA) 2-Amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP), which is formed during the heating of
proteinaceous food such as meat and fish. In rodent studies the target organs for
HAA-derived cancer development are identical with human organs showing high
tumor incidences in western countries. Whether there is an association between
exposure to PhIP and high tumor incidences in humans is still uncertain. The
amount of PhIP administred to rodents in several studies was far above the levels
of human exposure towards HAA. Thus, the aim of this study was to elucidate
whether low concentrations of the substance are able to induce finger-print colon
cancer gene mutations, preneoplastic lesions or tumors in rats. Animals fed with
high amounts of PhIP developed fewer lesions than animals fed with a human-
relevant concentration of PhIP. However none of the groups developed tumors of
the colon. Both groups showed finger-print mutations for colon cancer, but not in a
dose-dependent manner. Sequencing showed that the mutations were different
from the known mutation spectum of PhIP. The susceptibility of the F344 rats to
PhIP used in this study differed from that in previous feeding studies, with both
groups showing much less lesions of the colon. Differences in composition and
processing of the animal diets as well as animal maintenance and —origin may
explain this discrepancy. For the first time an association between low doses of
PhIP in the diet and induction of inflammation was shown. Signs of inflammation
were observed macroscopically as well as in histological slices, but the
mechanism of its induction remains to be clarified.

Taken together the results suggest that a chronical exposure to low doses of PhIP
alone is not sufficient to explain the high incidences of colon cancer in western

countries.
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