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Abkürzungen 
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1 Zusammenfassung 
 

Die Entwicklung von Dickdarmkrebs, ausgelöst durch exogene Ereignisse, stellt eine 

Aneinanderreihung von Mutationen an der DNA, in Folge von karzinogen wirksamen 

Substanzen, dar. Zwei mögliche auslösende Substanzen stehen in enger Verbindung 

mit dem Verzehr von rotem Fleisch. Während 2-Amino-1-methyl-6-

phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP) bei Zubereitungsprozessen entsteht, wird 

Kaliumdiazoacetat (KDA) erst im Gastrointestinaltrakt gebildet.  

Die Verfütterung von 0,01 und 100 ppm PhIP über 18 Wochen und in Kombination 

mit einer Standard- und Westerndiät löste bei männlichen F344-Ratten eine 

unterschiedliche Anzahl von aberranten Kryptenherden (ACF) im Dickdarm aus. Die 

Futteraufnahme war mit steigender PhIP-Konzentration vermindert, äußerte sich aber 

nur bei der Standarddiät auch mit einer verminderten Körpermassenzunahme. Die 

gewonnenen Gewebeproben des Dickdarms wurden mikroskopisch bezüglich der 

Ausbildung von dysplastischen Krypten, in Form von ACF, ausgewertet. In der 

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Exposition einer 

humanrelevanten PhIP-Konzentration in beiden Fütterungsgruppen zur erhöhten, 

aber nicht signifikanten Ausbildung von ACF führte. Jedoch zeigte die Verfütterung 

der Westerndiät innerhalb des Fütterungszeitraums tendenziell mehr ausgebildete 

ACF, ACF mit mehr betroffenen Krypten und vergrößertem Durchmesser.  

Das KDA wurde im BALB/c-3T3-Zelltransformationstest zur Testung seines 

kanzerogenen Potentials ebenfalls in einer humanrelevanten Konzentration 

eingesetzt. Mit Hilfe dieser Methode konnte dem KDA weder ein initiierendes noch 

ein promovierendes Potential nachgewiesen werden. Das Testprotokoll zur 

Bestimmung des transformierenden Potentials zeigte in keinen der getesteten 

Phasen eine Zunahme ausgebildeter Zellherde. Auch nach Klassifizierung der 

Zellherdtypen konnte kein Unterschied zwischen den experimentellen Gruppen 

hinsichtlich des Transformationsgeschehens festgestellt werden.  

 

 

 

 

Schlagwörter: Krebs, 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP), 

Kaliumdiazoacetat (KDA), Aberranten Kryptenherden (ACF) 
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2 Summary  
 

Colon cancer can be described as a genetic disease. Various mutations have to be 

induced and an invasive cancer only develops when several genes are defective. 

Mainly responsible for this disease are exogenous substances. High intake of red 

meat, which contains various mutagenic substances, is associated with increased 

risk of colon cancer, among others 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine 

(PhIP), the most abundant heterocyclic amine in cooked meat, and potassium 

diazoacetate (KDA), a gastric nitrosated glycine derivative.  

F344 male rats were fed a high fat diet or basal diet, containing 0,01 or 100 ppm 

PhIP, respectively. After 18 weeks of continuous administration the rats developed 

aberrant crypt foci (ACF). As previously reported a high PhIP concentration induces 

most ACF. Even so the low concentration of PhIP was capable of inducting lesions, 

but there was no significant enhancement with respect to controls. Structural 

abnormalities of crypts were clearly different after basal and high fat feeding. High fat 

induces higher frequencies of ACF, ACF with more involved crypts and crypt with a 

considerably larger diameter. Furthermore, the body weight of the rats which were 

fed a high fat diet was in general higher than that of the rats, which were fed a basal 

diet. In both diet groups animals took a smaller amount of food, when PhIP was 

supplemented. Just the combination of a basal diet with 100 ppm PhIP shows a 

correlation between reduced total food intake and decreased body weight.  

The cancer potential of KDA was tested in the BALB/c-3T3 cell transformation assay. 

The application of 0,03 to 30 µM KDA did not show any effect, neither in the initiation 

or in the promotion phase. In addition, KDA in both stages of the protocol did not 

demonstrate any effect. All in all, the used low concentration KDA could not achieve 

cell transformation in the cell culture. Only a few of the produced foci developed 

malignant characteristics after KDA treatment. It seems as if KDA had no influence 

on cell transformation under the in vitro conditions tested.  

 

 

 

Keywords: Cancer, 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP), 

potassium diazoacetate (KDA), aberrant crypt foci (ACF) 
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3 Einleitung  

Die Anzahl pro Jahr neu auftretender Krebserkrankungen hat nach Einschätzungen 

des Robert-Koch-Instituts (RKI) seit 1990 um 90 % bei den Männern und 40 % bei 

den Frauen zugenommen (Pressemitteilung des RKI vom 23.02.2010). Jedoch muss 

dabei berücksichtigt werden, dass der Altersdurchschnitt der Bevölkerung steigt und 

Krebserkrankungen vorrangig im höheren Lebensalter auftreten. Außerdem greifen 

zum einen die verstärkten und verbesserten Früherkennungsmaßnahmen und zum 

anderen steigen die Überlebenschancen auf Grund der hohen Qualität der 

medizinischen Versorgung. Unter diesen Gesichtspunkten ist die 

altersstandardisierte Krebssterblichkeit aktuell rückläufig (RKI 2010). Obwohl bei 

einzelnen Krebsarten inzwischen gute Heilungserfolge erzielt werden, gibt es für die 

meisten derzeit nur unbefriedigende Therapieergebnisse. Folglich ist den 

Maßnahmen zur Früherkennung und Krebsprävention eine große Bedeutung 

beizumessen. Ein umfassendes Verständnis der Ursachen und Mechanismen, die 

zur Entstehung maligner Tumoren führen, ist für den Einsatz effektiver 

Präventivmaßnahmen notwendig. Da die Entstehung von Tumorerkrankungen auf 

der Kombination zahlreicher auf den Menschen einwirkender Umweltfaktoren und 

genetischer Prädispositionen beruht und darüber hinaus eine mehrjährige Latenzzeit 

bis zur Manifestation eines Tumors besteht, ist die Suche nach den 

Entstehungsmechanismen sehr komplex und noch lange nicht vollständig aufgeklärt. 

Von den 426.800 Personen, die im Jahr 2006 in Deutschland an Krebs erkrankten 

(RKI 2010), stellen die Darmkrebserkrankungen mit insgesamt 68.740 Fällen bei 

beiden Geschlechtern die zweithäufigsten Krebsneuerkrankungen dar. Damit 

spiegelt sich auch die Situation im internationalen Vergleich wider (RKI und 

Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. 2005/2006). 

Den größten Anteil unter den Darmkrebserkrankungen nimmt das Kolonkarzinom ein, 

welches eine der am häufigsten auftretenden Erkrankung in den westlichen 

Industrienationen ist. Die Entwicklung von Kolonkarzinomen ist auf angeborene 

Risikofaktoren und/oder exogene Einflüsse zurückzuführen. Zur Gruppe der erblich 

bedingten Erkrankungen gehören die Familiäre adenomatöse Polyposis (familial 

adenomatous polypsis, FAP), das erbliche nicht polypöse Kolonkarzinom (hereditary 

non-polyposis colorectal cancer, HNPCC) und andere seltene Syndrome. Zwar ist die 

Mehrheit aller entwickelten Kolonkarzinome auf exogene Einflüsse zurückzuführen 
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(Le Marchand et al. 1997), jedoch verdoppeln hereditäre Prädispositionen das Risiko 

an Darmkrebs zu erkranken. Eine weitere Erhöhung der Darmkrebsinzidenz wird in 

Verlauf von anderen Krebserkrankungen oder Entzündungsprozessen wie zum 

Beispiel Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn im hohen Lebensalter beobachtet. In 

den vergangenen Jahren rückten die Zusammenhänge zwischen der Ernährung und 

dem Risiko verschiedener Erkrankungen zunehmend in den Fokus 

wissenschaftlichen Interesses. Insbesondere Herz-Kreislauf- und Krebserkrankungen 

korrelieren häufig mit lokalen Ernährungsgewohnheiten (Key et al. 2004, Hu et al. 

2002). Bei der Entstehung von Dickdarmkrebs (kolorektale Karzinome) scheint der 

Einfluss der Ernährung und des Lebensstils eine besondere Rolle zu spielen (Ahmed 

2004). Eine enge Korrelation zwischen der Entstehung dieser Erkrankung und dem 

übermäßigen Genuss von Alkohol und Zigarettenrauch stützt diese Annahme 

(Botterie et al. 2008, Benedetti et al. 2009). Übergewicht und Adipositas in Folge 

einer dauerhaft übermäßigen und kalorienreichen Ernährung erhöhen das Risiko an 

Dickdarmkrebs zu erkranken (Slattery et al. 1997, Thygesen et al. 2008). Stammt der 

aufgenommene Energieanteil vorrangig aus Fetten, führen diese, im Vergleich zu 

einer vegetarischen Kost und geringem Fettanteil, zur erhöhten Anzahl von DNA-

Strangbrüchen im Kolongewebe (Rieger et al. 1999). Da eine hochkalorische 

Nahrungsaufnahme oft mit Bewegungsmangel (Martienez et al. 1997, Halle und 

Schoenberg 2009, Wolin et al. 2009) und einer geringen Aufnahme an Ballaststoffen 

gekoppelt ist, verlängert sich die Passagezeit des Nahrungsbreis und erhöht die 

Kontaktzeit mit dem Darmgewebe (Rieger et al. 1999). Die daraus resultierende 

anhaltende Ausschüttung von Gallensäure führt durch die Reaktion mit den im 

Nahrungsbrei enthaltenen Xenobiotika zur vermehrten Bildung von Karzinogenen. 

Die fehlenden Ballaststoffe wären zudem in der Lage, unerwünschte Substanzen und 

überschüssige Gallensäuren zu binden (Biesalski et al. 2004). Weiterhin können die 

antioxidativen Eigenschaften von Vitamin C und Karotinen, aus Früchten oder 

Gemüse, zur Prävention von Zellschäden durch freie Radikale oder/und Singulett-

Sauerstoff beitragen (Frei 1994, Hennekens 1994, Lee 1999).  

Seit mehreren Jahren wird rotes, prozessiertes Fleisch als besonderer Risikofaktor 

für die Dickdarmkrebsentstehung betrachtet (Willett 1995, Bingham et al. 1996). 

Zunächst haben epidemiologische Beobachtungen den Zusammenhang zwischen 

der Aufnahme von rotem, prozessierten Fleisch und einem gehäuften Auftreten von 

Dickdarmkrebs aufgedeckt (Willett et al. 1990, Giovannucci et al. 1994, Goldbohm et 
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al. 1994, Sandhu et al. 2001, Norat et al. 2002, 2005). Die Suche nach den 

molekularen Zusammenhängen ist vielschichtig und die Mechanismen sind noch 

lange nicht verstanden. Fleisch ist aufgrund seines hohen  Eiweißanteils und durch 

die enthaltenen Vitamine (A, B1, B6 und B12) und Mineralstoffe (Eisen, Zink und 

Selen) ernährungsphysiologisch sehr wertvoll. Darüber hinaus wird tierisches Eisen 

vom humanen Organismus besser verwertet als pflanzliches Eisen (Layrisse et al. 

1969). Neben der durch Fleisch bedingten erhöhten Gallensäuresekretion (Bruce 

1987) können Inhaltsstoffe des Fleisches, wie das Häm-Eisen oder Xenobiotika, 

schädlich sein. Das im roten Muskelfarbstoff Myoglobin enthaltene Häm-Eisen steht 

im Verdacht für den promovierenden Effekt des roten Fleisches bei der 

Dickdarmkrebsentstehung verantwortlich zu sein (Pierre et al. 2003). Es wird 

vermutet, dass das Häm-Eisen als Katalysator die Entstehung von reaktiven 

Sauerstoffspezies hervorruft (Graf und Eaton 1985, Babbs 1990). Darüber hinaus 

führt das ebenfalls im Fleisch enthaltene Fett in Reaktion mit dem Häm-Eisen zur 

Entstehung von Lipidperoxylradikalen, die wiederum DNA-Strangbrüchen hervorrufen 

können (Sawa et al. 1998). Ein weiterer ungeklärter zytotoxischer Faktor des Häm-

Eisens schädigt das Darmepithel so stark, dass apoptotische Signalkaskaden 

aktiviert oder Nekrosen ausgelöst werden (Bird et al. 1985, Stadler et al. 1988, van 

der Meer et al. 1997). Kompensiert werden solche Vorgänge durch eine einsetzende 

Hyperproliferation, somit erhöht sich das Risiko der Induktion von Mutationen in 

Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen (Van der Meer et al. 1997, Sesink et al. 

1999). Zusammen mit dem im roten Fleisch enthaltenen Häm-Eisen wird eine 

möglicherweise darmkrebsauslösende Rolle der N-Nitrosoverbindungen (NOC) 

diskutiert. Dabei sind die im Gastrointestinaltrakt gebildeten, endogenen N-

Nitrosoverbindungen in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses gerückt 

(Hughes et al. 2001, Bingham et al. 2002, Cross und Sinha 2004, Kuhnle et al. 

2007). Zum einen kann das Häm-Eisen selbst zum nitrosierten Agens umgesetzt 

werden und zum anderen als Katalysator mit den im Fleisch enthaltenen Proteinen 

zu NOC umgesetzt werden (Silvester und Cummings 1995, Bingham et al. 1996, 

Cross et al. 2003). Nicht nur die Transit- und somit die Kontaktzeit der NOC mit der 

Darmwand beeinflussen den Grad der ausgelösten Schädigungen, sondern auch die 

Konzentration der NOC, welche von den zugeführten Ausgangsstoffen abhängig ist. 

Den exogen aufgenommenen NOC kommt in diesem Zusammenhang eine 

untergeordnete Rolle zu (Bingham et al. 1996, 2002, Hughes et al. 2001). 
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Des Weiteren werden Substanzen, die durch die Prozessierung des roten Fleisches 

entstehen können, dem Organismus zugeführt. Bedingt durch lang anhaltendes 

Braten bzw. durch hohe Temperaturen entstehen hochgiftige und zum Teil 

kanzerogene Verbindungen wie heterozyklische aromatische Amine 

(Pyrolyseprodukte aus Proteinen) oder  polyzyklische aromatische 

Kohlenwasserstoffe (PAK). Ein wichtiger Vertreter aus der Gruppe der 

heterozyklischen aromatischen Amine (HAA), ist das 2-Amino-1-methyl-6-

phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP), welches prozentual am Häufigsten in seiner 

Substanzklasse entsteht (Felton et al. 1984, 1986, Gross et al. 1993, Sinha et al. 

1994, Augustsson et al. 1997, Rohrmann und Becker 2005).  

 

3.1 Aufbau und Funktion des Darms  

Die Hauptaufgaben des Dickdarms bestehen in der Verdauung und der Resorption 

von Wasser und Nahrungsbestandteilen sowie in der Regulation des Wasser- und 

Elektrolythaushaltes. Außerdem nimmt der Darm eine wichtige Rolle bei der Abwehr 

von Nahrungsantigenen und Krankheitserregern ein. Für die effiziente Ausübung 

dieser Funktionen ist die Vergrößerung der Oberfläche ein wesentlicher Vorteil. 

Neben den Aus- und Einstülpungen der Lamina Propria (Zotten und Krypten) 

charakterisieren Falten (Pilicae Circulares) den Darm. Zusätzlich tragen die 

Epithelzellen durch apikale Ausbildungen von Mikrovilli zur Oberflächenvergrößerung 

bei. Die Differenzierung der intestinalen Epithelzellen erfolgt aus den Stammzellen, 

die an der Basis einer Krypte lokalisiert liegen. Diese wandern entlang der 

Kryptenachse in Richtung Darmlumen und unterliegen einer ständigen Erneuerung. 

Das Ablösen und Abstoßen der Epithelzellen findet in Folge apoptotischer Prozesse, 

Verlust der Zellverankerung oder Abschilferungen statt (Potten und Allen 1977, 

Potten et al. 1997, Renehan et al. 2001). Gastrointestinale Stammzellen sind 

pluripotent und Vorläufer aller Zellen des Epithels, aus denen Kolonozyten, 

Becherzellen, enteroendokrine Zellen und Panethzellen hervorgehen (Wong und 

Wright 1999). Das sich ständig regenerierende Darmgewebe unterliegt einem gut 

ausbalancierten Gleichgewicht von Proliferation und Zelltod, wobei sich die 

Lebensdauer einer Epithelzelle im Dickdarm auf drei bis acht Tage beläuft 

(Shanmugathasan und Jothy 2000). Reguliert wird der Erneuerungsprozess von 

zahlreichen Faktoren. Eine wichtige Rolle spielen unter anderem Cadherin-
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vermittelte Zell-Zell-Kontakte und Integrin-vermittelte Zell-Matrix-Kontakte, ebenso 

die Konfiguration der Basalmembran und die TGFβ-Expression (Basora et al. 1998, 

Perreault et al. 1995, Dodge et al. 1990). Eine Dysregulation des Gleichgewichts von 

Proliferation und Absterben kann zu einer klonalen Expansion von Zellen führen. Der 

programmierte Zelltod ist neben der Aufrechterhaltung dieses Gleichgewichts auch 

für die Eliminierung von Kolonozyten mit DNA-Schäden verantwortlich. Bei einer 

Störung können die Proliferationsrate erhöht und zugleich Apoptosemechanismen 

defekt, inaktiviert oder abgeschaltet sein. Auf diese Weise können sich DNA-

Schäden manifestieren und zur Erhöhung des Kolonkarzinomrisikos beitragen 

(Potten et al. 1997, Hao et al. 2001).  

 

3.2 Grundlagen der Kanzerogenese  

Krebs ist eine komplexe Erkrankung des Erbguts, die in Folge von Mutationen zum 

unkontrollierten Wachstum der Zellen führt (Mareel und Leroy 2003, Vogelstein und 

Kinzler 2004). Das Modell des Mehrstufen-Prozesses der Tumorentstehung wird 

verbreitet zur Klärung der Wirkungsweise von chemischen Kanzerogenen in der 

Wissenschaft herangezogen (Berenblum und Shubik 1947, Armitage und Doll 1954, 

Appel et al. 1990). In einem ersten Schritt erzeugt ein Karzinogen einen irreversiblen 

Schaden an der DNA (Weinstein 1988). Die bis dahin phänotypisch unauffällige Zelle 

gibt ihren genetischen Fehler, falls dieser nicht durch Reparaturmechanismen 

erkannt und behoben wird, nach Ablauf der DNA-Synthese und Teilung an 

nachfolgende Zellgenerationen weiter (Cohen und Ellwin 1991). Werden 

zufälligerweise Onkogene und/oder Tumorsuppressor-Gene mutiert, kann diese Zelle 

einen Wachstumsvorteil gegenüber den Umliegenden annehmen. Akkumulieren die 

Mutationen innerhalb spezifischer Gene, kann das genetische Kontrollsystem aus 

seinem Wachstumstakt geraten, und über das unkontrollierte Wachstum entwickelt 

sich ein Tumor (Coleman und Tsongalis 1995, Hanahan und Weinberg 2000, 

Nunney 2003). Obwohl das phänotypische Erscheinungsbild vieler Tumore gleichen 

Gewebetyps vergleichbar ist, treten nur selten die gleichen Mutationen auf. Ebenso 

ist die Reihenfolge der auftretenden genetischen Veränderungen zwischen den 

Tumoren nicht identisch (Hanahan und Weinberg 2000). Die Entstehung von 

Krebserkrankungen ist ein dynamischer Prozess von Mutation und Selektion, 

einhergehend mit dem Erwerb von vorteilhaften Eigenschaften (Nowell 1976, 
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Tomlinson et al. 1996). Die biologische Konsequenz besteht z.B. in weitgehender 

Unabhängigkeit von externen Wachstumssignalen (Hannon und Beach 1994, Datto 

et al. 1997, Polakis 2000, Mendelsohn und Baselga 2003, 2006, Winder und Lenz 

2010). Dadurch wird eine Dysregulierung im Ablauf des Zellzykluses und in den 

nachfolgenden Signalwegen erzielt (Weinberg 1995, Landgraf et al. 2008). Wird 

zusätzlich die Apoptose verwehrt, weisen die Zellen ein unbegrenztes 

Replikationspotenzial auf (Di Cristofano und Pandolfi 2000, Pathak et al. 2002, 

Feldser et al. 2003, Gollin 2005). Im weiteren Verlauf der Karzinogenese wird eine 

eigene Blutversorgung aus den bestehenden Kapillaren des umliegenden Gewebes 

aufgebaut (Ellis 2001, Jain 2002, Bergers und Benjamin 2003), und die Tumorzellen 

können invasiv in das umliegendes Gewebe einwachsen oder in andere 

Gewebsverbände metastasieren (Hanahan und Weinberg 2000, Carins et al. 2003, 

Mareel und Leroy 2003, Harlozinska 2005). Bevor sich ein Tumor im Dickdarm 

manifestiert, durchläuft dieser zahlreiche Vorstufen. Die Ausbildung von aberranten 

Kryptenherden ist der erste Indikator einer malignen Entartung. Dabei handelt es sich 

um histologische Veränderungen in einer normal erscheinenden Mukosa 

(Shamsuddin et al. 1981). Zur Identifizierung und Quantifizierung früher 

neoplastischer Läsionen wurden Mäuse mit Azoxymethan behandelt (Bird 1987) und 

erstmals mikroskopisch auffällige Krypten identifiziert. Die dafür mit Methylenblau 

gefärbte Mukosaoberfläche erschien an geschädigten Stellen größer, dicker und 

dunkler. Die luminale Öffnung von aberranten Krypten ist vergleichsweise größer und 

unförmiger gestaltet (Paulsen et al. 1994, Di Gregorio et al. 1997). Mehrere 

zusammenhängende aberrante Krypten werden als ACF bezeichnet (Tudek et al. 

1989) und heben sich deutlich von der Mukosaoberfläche ab (Di Gregorio et al. 

1997). Kennzeichnend für ACF ist hyperproliferierendes Epithelgewebe, das durch 

ein erhöhtes Expressionsmuster von Proliferationsmarkern, wie dem 

carcinoembryonic antigen (CEA) und proliferating cell nuclear antigen (PCNA; 

Roncucci et al. 1991, Pretlow et al. 1994, Shpitz et al. 1997, 1998) nachgewiesen 

werden kann. ACF mit vier und mehr betroffenen Krypten gelten als mögliche 

Vorstufen eines Kolonkarzinoms (Pretlow et al. 1992, Kristiansen 1996). 
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3.3 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5- b]pyridin 

Während des Erhitzens proteinreicher Nahrungsmittel bildet sich aus den 

enthaltenen Aminosäuren, Zuckern und dem Kreatin ein Gemisch von HAAs. Die 

Konzentration entstehender heterozyklischer Amine korreliert z.B. mit der Höhe der 

einwirkenden Gartemperatur und der Zubereitungsdauer (Knize et al. 2002, Layton et 

al. 1995). Ein wichtiger Vertreter der HAAs ist PhIP, welches beim Erhitzen von 

proteinreichen Nahrungsmitteln entsteht (Felton et al. 1986, Shioya et al. 1987). Die 

gewonnenen Erkenntnisse zur Entstehung von PhIP und seiner karzinogenen 

Wirkung basieren auf Untersuchungsergebnisse mit rotem Fleisch (Felton et al. 

1986). Zwar werden in gebratenem Hühnchenfleisch teilweise höhere PhIP-

Konzentrationen als im roten Fleisch bestimmt (Knize et al. 1988, Sinha et al. 1995, 

Wakabayashi et al. 1993), jedoch ist unklar, warum der Anteil der HAA des weißen 

Fleisches keine potente dickdarmkrebserregende Wirkung entfaltet (Layton et al. 

1995). 

Das durch die Nahrung aufgenommene PhIP wird im Dünndarm resorbiert und 

hauptsächlich in der Leber metabolisiert (Abb. 2). Zunächst wird PhIP durch eine 

Cytochrom P450 1A2 (CYP450 1A2) vermittelte Oxidation in ein N-Hydroxyderivat 

(N-OH-PhIP) umgewandelt. Mittels Phase-II-Enzymen, wie der N-Acetyltransferase 

(NAT) oder der Sulfotransferase (SULT), entstehen im weiteren Verlauf Acetyloxy- 

bzw. Sulfonyloxy-Ester (Turesky et al. 1991, Hein et al. 1994). Diese zerfallen 

spontan zu reaktiven Nitreniumionen, welche unter anderem eine hohe Affinität zu 

nucleophilen Zentren in der DNA besitzen (Kadlubar et al. 1992, Zhao et al. 1994, 

Crofts et al. 1998). PhIP wirkt somit erst nach seiner metabolischen Aktivierung 

genotoxisch und ist auf diese Weise in der Lage, kovalent an die Basen der DNA zu 

binden (Takayama et al. 1989; Turesky et al. 1991). Bevorzugt entstehen PhIP-

induzierte Addukte an der C8-Position des Guanins (Frandsen et al. 1992, Lin et al. 

1992). Das aktivierte PhIP hat zwei Möglichkeiten an seinen Wirkort, den Dickdarm, 

zu gelangen. Einerseits kann das in der Leber entstandene N-acetoxy-PhIP im 

Organismus zirkulieren, um am Zielorgan angelangt PhIP-DNA-Addukte auszubilden, 

andererseits besteht die Möglichkeit, dass N-OH-PhIP mit dem Blut an seinen 

Wirkort transportiert und erst dort weiter zu N-acetoxy-PhIP bioaktiviert wird (Kaderlik 

et al. 1994). PhIP wirkt in seiner metabolisch aktivierten Form im bakteriellen 

Mutagenitätstest (Ames-Test) gering mutagen (Holme et al. 1987), seine Wirksamkeit 

im Säugerzellmutagenitätstest ist jedoch höher als die der anderen Vertreter der 
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HAAs (Thompson et al. 1987). In extrahepatischen Geweben findet vorrangig die 

Kooxidation von PhIP und ungesättigten Fettsäuren durch Cyclooxygenase-

katalysierte Signalwege statt. Die Cyclooxygenase und seine Isoformen treten 

konstitutiv in allen Geweben auf und spielen bei metabolischen Prozessen im 

Dickdarm eine wesentliche Rolle. Insbesondere die COX-2 ist an der Bildung von 

Kolonkarzinomen beteiligt (Eberhart et al. 1994, Oshima et al. 1996, Tusjii et al. 

1998, Sinicrope und Gill 2004, Wang et al. 2005, Kaidi et al. 2006, Greenhough et al. 

2009). Der prozentuale Anteil der Kooxidation am Gesamtumsatz und der 

Adduktbildung im Fall von PhIP ist jedoch nicht genau bekannt (Moonen et al. 2004).  

 

 
Abb. 1:  Nach Aufnahme von PhIP enthaltender Nahrung wird PhIP im Dünndarm resorbiert und in der 
Leber mit Hilfe von CYP450 1A2 hydroxyliert (N-OH-PhIP). Im zweiten Schritt der Bioaktivierung 
führen die N-Acetyltransferase oder Sulfotransferase eine funktionelle Gruppe ein. Die beiden polaren 
und wasserlöslichen Moleküle sind instabil und unter Verlust der Abgangsgruppe entsteht das hoch 
reaktive Nitreniumion, welches an die DNA oder an Proteine binden kann.  
 

 

Eine Einschätzung des kanzerogenen Potenzials von PhIP beim Menschen ist 

aufgrund fehlender Humanstudien schwierig, jedoch lassen zahlreiche In-vivo-

Studien an der Ratte und Maus vermuten, dass es an der Entwicklung von 
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Dickdarmkrebs im Menschen beteiligt ist (Ito et al. 1991, Hasegawa et al. 1993, 

Ochiai et al. 1996a, 2003, Shirai et al. 1997, Nakagama et al. 2002, Thompson 1987, 

Thornton und MacDonald 1997, Kim et al. 1998). Es wird daher von der International 

Agency for Research on Cancer (IARC) als „möglicherweise kanzerogen“ (2B) 

eingestuft (IARC 1993). Epidemiologische Studien betrachten zumeist die gesamte 

Substanzklasse der HAAs und liefern zum Teil widersprüchliche Ergebnisse. In einer 

schwedischen Studie ist zwischen der HAA-Aufnahme und der Kolonkrebsinzidenz 

kein Zusammenhang gefunden worden (Augustsson et al. 1999). Eine US-

amerikanische Studie hingegen zeigt eine Verbindung zwischen der Aufnahme von 

HAA und der Entstehung von kolorektalen Adenomen (Sinha et al. 2001). Als 

gesichert gilt, dass sich Dickdarmkrebserkrankungen in Ländern mit hohem 

Fleischkonsum häufen und das Risiko mit zunehmendem Verzehr von lange und 

stark erhitztem rotem Fleisch steigt (Sinha et al. 2001, Rohrmann et al. 2007). PhIP 

ist 1986 erstmals isoliert und seine karzinogene Potenz identifiziert worden (Felton et 

al. 1986). Der Einsatz hoher PhIP-Konzentrationen zeigt im Tierversuch eine 

konzentrationsabhängige Zunahme hyperplastischer und dysplastischer Läsionen im 

Kolon und die Entstehung von Kolon-, Brust- und Prostatakrebs ab Konzentrationen 

von 50 ppm PhIP im Futter (Ito et al. 1991, Hasegawa et al. 1993, Ochiai et al. 1996, 

2003, Shirai et al. 1997, Nakagama et al. 2002). Die durchschnittliche tägliche 

Aufnahmemenge von PhIP im europäischen Raum beträgt 48 ng/d (Rohrmann et al. 

2007). PhIP-Konzentrationen unter 25 ppm induzieren im Tierversuch keine 

präneoplastischen Läsion (Fukushima et al. 2004, Doi et al. 2005, Kühnel et al. 

2009). Inwieweit die humanrelevante PhIP-Aufnahmemenge einen Einfluss auf die 

Entstehung von Dickdarmkrebs hat und welche weiteren Faktoren mitursächlich sein 

könnten, ist bisher ungeklärt. Der Dickdarmkrebserkrankung geht ein multifaktorieller 

Entstehungsprozess voraus, so dass weitere Risikofaktoren wie hochkalorische 

Nahrungsaufnahme und Bewegungsmangel, gekoppelt mit einer geringen Aufnahme 

an Ballaststoffen (Martienez et al. 1997, Halle und Schoenberg 2009, Wolin et al. 

2009), die krebserregende Wirkung des PhIPs verstärken könnten. Insbesondere die 

Kombination des mutagenen PhIP (Thompson 1987) als Initiator mit einer 

tumorpromovierend wirkenden Hochfettdiät (Thornton und MacDonald 1997, Kim et 

al. 1998) scheint geeignet, ein solches Zusammenspiel zu zeigen. In zwei 

Tierversuchsstudien wurde die Kombination einer fettreichen Diät mit der temporären 

Gabe von 400 ppm PhIP auf das Dickdarmgewebe untersucht. Die Fütterung einer 
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Hochfettdiät mit PhIP induzierte mehr ACF, als die Gabe einer Niedrigfettdiät mit 

PhIP (Ochiai et al. 1996a).  

 

3.4 Kaliumdiazoacetat 

N-Nitrosoverbindungen können durch die aufgenommene Nahrung in den Darm 

gelangen oder im Organismus selbst gebildet werden (NOC). Zu Letzteren gehört 

Kaliumdiazoacetat (KDA), welches unter anderem mit Hilfe von Bakterien einer 

gesunden Darmflora gebildet wird (Massey et al. 1988, Calmels et al. 1985, 1988, 

1996). Mit Hilfe von humanen Verzehrsstudien und durch Bestimmung der fäkalen 

NOC-Konzentration konnte gezeigt werden, dass der Verzehr von rotem Fleisch, im 

Gegensatz zu weißem Fleisch, zu einer deutlich erhöhten NOC-Konzentration in den 

Fäzes führt (Huhges et al. 2001, Bingham et al. 1996, 2002). Es ist davon 

auszugehen, dass der überwiegende Anteil der NOC im Körper selbst gebildet wird. 

Nach einer proteinreichen, vegetarischen Kost ist dieser Effekt nicht zu beobachten 

(Silvester et al. 1997, Schwartz und Ellefson 1985). Bei der Entstehung der NOC 

spielt die in der Nahrung am häufigsten auftretende α-Aminosäure Glycin eine 

wesentliche Rolle. Ihre Reaktion mit nitrosierenden Agenzien, meist 

Stickstoffmonoxid, führt zur Ausbildung von N-Nitrosoglycin-Derivaten (Abb. 2, 

Challis 1989, Cupid et al. 2004), welche weiter zu Diazoverbindungen metabolisiert 

werden. Die Bildung von Diazoacetat erfolgt linear zur Konzentration von Glycin und 

nitrosierenden Agenzien (Cupid et al. 2004). Diazoacetat ist ein kurzlebiges 

Intermediat, das über eine weitere Zwischenstufe zu reaktiven Carboxy- und 

Methyldiazoniumionen umgesetzt wird. Ausgehend von der Reaktion des 

Glycinderivats mit der DNA entstehen konkurrierend O6-Carboxymethylguanin-2´-

deoxyguanosin (O6CMdG) und O6-Methylguanin-2´-deoxyguanosin (O6MdG; 

Harrison et al. 1999). Da O6CMdG nicht von der O6-alkylguanin-DNA-alkyltransferase 

repariert wird (Shuker und Margison 1997), reichert sich das Addukt im 

Gastrointestinaltrakt an und führt wahrscheinlich zu promutagenen Läsionen 

(Gottschalg et al. 2007). Carboxymethylierte Basen können zwar durch die Nukleotid-

Exzisions-Reparatur-Proteine repariert werden, tragen dennoch erheblich zur 

Einleitung der Apoptose in humanen Zellen bei (O´Driscoll et al. 1999). Die 

genotoxische Wirkung von Kaliumdiazoacetat kann mit Hilfe der alkalischen Einzel-

Zell-Gel-Elektrophorese (Comet Assay, Ostling und Johanson 1984) in CaCo2-Zellen 
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(humane Adenokarzinom Zellen des Kolons), in humanen peripheren Lymphozyten 

und in frisch isolierten Kolonzellen der Ratte in Form von DNA-Strangbrüchen 

nachgewiesen werden (Anderson et al. 1986, 1999).  

 

Abb. 2:  KDA wird bei der Reaktion von mit der Nahrung zugeführtem Glycin und nitrosierenden 
Agenzien erzeugt. Weiterführend entstehen hoch reaktive alkylierende Intermediate, die mit der DNA 
reagieren können.  
 

 

KDA wurde erstmals 1908 isoliert (Müller 1908). Einige Anhaltspunkte zu den 

Eigenschaften des KDA lassen sich von Untersuchungen an N-(N´-acetyl-L-propyl)-

N-nitrosoglycins (APNG) ableiten, da beide Verbindungen der gleichen 

Substanzgruppe angehören. APNG ist im bakteriellen Ames-Test mit und ohne 

metabolische Aktivierung mutagen (Challis et al. 1985), ebenso führt es in den 

Chinese hamster ovary (CHO) Zellen zu Schäden an der DNA (Anderson et al. 

1986). Genotoxische Schäden konnten ebenfalls bei In-vivo-Tests an Ratten und 

Mäusen gezeigt werden (Blowers und Anderson 1988). Die endogene Ausbildung 

von KDA ist wahrscheinlicher als die von APNG und aus beiden können 

Carboxymethyldiazoniumionen hervorgehen (Challis 1989), die um die 

Modifiziert nach Gottschalg et al. 2007 
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Carboxymethylierung der DNA konkurrieren. Anteilsmäßig erzeugt das KDA mehr 

O6CMdG und O6MdG. Das O6CMdG-Addukt wird von der O6-Alkylguanin-

Transferase nicht repariert, akkumuliert daher in den Zellen und führt wahrscheinlich 

zu promutagenen Läsionen (Harrison et al. 1997, Shuker und Margison 1997). 

Ferner sind beide Substanzen in der Lage, die DNA zu methylieren, ein Vorgang der 

höchstwahrscheinlich für die Ätiologie der Krebsentstehung im Gastrointestinaltrakt 

mitverantwortlich ist (Shuker und Margison 1997, Grady und Carethers 2008, Kim et 

al. 2010). In-vitro-Studien zeigen, dass KDA-Konzentrationen von 0 bis 4 µM in 

humanen peripheren Lymphozyten, in Caco2-Zellen, einer humanen 

Adenomkarzinomzelllinie des Kolons, und in frisch isolierten Primärzellen des Kolons 

der Ratte dosisabhängig DNA-Strangbrüche erzeugen (Anderson et al. 1999). In 

einer weiteren In-vitro-Studie wurden auf der Grundlage eines hefebasierten 

Mutationstests mit integrierter humaner p53-cDNA-Sequenz nach KDA-Inkubation 

erhöhte O6CMdG- und O6MdG-Adduktzahlen festgestellt. Die Sequenzierung der 

DNA zeigt eine gesteigerte Anzahl induzierter Mutationen des p53-Gens auf 

(Gottschalg et al. 2007). Nach dem Verzehr von Fleisch wurde im Blut der 

Probanden eine erhöhte Zahl von O6CMdG-Addukten detektiert (Cupid et al. 2004). 

Die Bildung von NOC ist von der aufgenommenen Nahrung abhängig. Im 

Durchschnitt beträgt der physiologische Nitritlevel, in Abhängigkeit des pH-Wertes 

und der Nahrungszusammensetzung, zwischen 1,45 – 3,57 µmol/l (Xu und Reed 

1993b). Demzufolge ist die Entstehung der NOC konzentrationsabhängig. 

Insbesondere der Verzehr von rotem Fleisch führt zu einer Verschiebung in den 

oberen Konzentrationsbereich (Hughes et al. 2001, Sinha et al. 2001). Auf diese 

Weise scheint auch die Bildung von NOC und dadurch von KDA in direktem Maß 

vom individuellen Lebensstil abhängig zu sein.  

 

3.5 Aufgabenstellung 

Ziel des Forschungsprojektes war es, die bestehende Hypothese, dass die 

fleischhaltige und fettreiche Ernährung eine wesentliche Ursache von 

Dickdarmkrebserkrankungen ist, unter humanrelevanten Bedingungen zu 

überprüfen. Es handelt sich bei dieser Erkrankung um das Zusammenspiel 

zahlreicher Faktoren, so dass bei der vorliegenden Arbeit zwei Substanzen, deren 

kanzerogenes Potenzial in engem Zusammenhang mit dem Verzehr von rotem 
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Fleisch steht, näher untersucht wurden. PhIP, welches bei der Fleischzubereitung 

entsteht, und KDA, welches in Folge der Fleischaufnahme im Gastrointestinaltrakt 

gebildet wird.  

Die Untersuchungen mit PhIP fanden in einem In-vivo-Versuch mit F344-Ratten in 

Kombination mit einer Standard- und Westerndiät statt. Mit der Westerndiät wird der 

hohe Nahrungsfettanteil bei den Menschen der industrialisierten Länder simuliert. 

Das PhIP wird in einer sehr niedrigen Konzentration verabreicht, um humanrelevante 

Aussagen treffen zu können. Mit der Kombination der Westerndiät und dem PhIP soll 

geklärt werden, ob das Fett einen zusätzlichen Einfluss auf die Anzahl oder Größe 

ausgebildeter ACF hat.  

Das bisher unzureichend untersuchte KDA wurde mittels einer In-vitro-Methode, dem 

BALB/c-3T3-Zelltransformationstest, geprüft. Mit diesem Test kann das 

transformierende Potenzial von Substanzen ohne den Einsatz von Versuchstieren 

geprüft werden. Die Methode dient so der ersten Analyse von Biochemikalien 

hinsichtlich ihres kanzerogenen Potenzials (Meyer 1983, IARC 1985, Tsuchiya und 

Umeda 1995, Sakai 2007, Mascolo et al. 2010). Wie schon beim PhIP ist auch hier 

der Einsatz von humanrelevanten Konzentrationen für die Beurteilung des 

kanzerogenen Potenzials wichtig. Geprüft wurde in der vorliegenden Arbeit, ob das 

KDA Einfluss auf das Transformationsgeschehen nimmt.  
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4 Material und Methoden 

4.1 Geräte 
 

Plattenphotometer   Tecan infiniti 200, Tecan, Grödig/Salzburg (A) 

Brutschrank HeraCell 150, Thermo Scientific, Karlsruhe (D) 

Zellzählgerät ViCell-XR, Beckman Coulter GmbH, Krefeld (D) 

Mikroskop mit DS camera 

control unit DS-U1  

Ti-S, Nikon, Düsseldorf (D) 

Rotationsverdampfer Büchi, Flawil (Ch) 

Stereomikroskope Stemi 2000-C, Zeiss, Oberkochen (D) und 

 SZ-STU2, Olympus, Tokyo (Japan) 

 

4.2 Verbrauchsmaterialien 
 

Die benötigten Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur wurden von den Firmen TPP 

(Trasadingen, CH), Greiner Bio-one (Frickenhausen, D), Eppendorf (Hamburg, D), 

Coring B.V. (Amsterdam, NL), Roth (Karlsruhe, D) und Beckman Coulter GmbH 

(Krefeld, D) bezogen.  
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4.3 Biochemikalien und Reagenzien  
 

Dimethylsulfoxid  Roth, Karlsruhe (D) 

Dulbecco's Modified Eagle Medium/F12 Biochrom AG, Berlin (D) 

Ethanol, reinst Roth, Karlsruhe (D) 

Ethanol, vergällt CG Chemikalien, Laatzen (D) 

Essigsäure Roth, Karlsruhe (D) 

Ethyl-Diazoacetat  Sigma Aldrich, Steinheim (D)  

Fötales Bovines Serum Biochrom AG, Berlin (D) 

Giemsa Roth, Karlsruhe (D) 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure (HEPES) 

Applichem, Darmstadt (D) 

Kaliumhydroxid J.T. Baker, Veventer (NL) 

Maiskeimöl (Mazola) Unilever, Hamburg (D) 

3-Methylcholanthren  Sigma Aldrich, Steinheim (D) 

Methanol  Roth, Karlsruhe (D) 

Natriumhydrogencarbonat Riedel-de Haën, Seelze (D) 

Penicillin/Streptomycin Roth, Karlsruhe (D) 

2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-

b]pyridin (PhIP) 

Biochemisches Institut für 

Umweltcarcinogenen, Großhansdorf, (D) 

Standarddiät (1324) Altomin, Lage (D) 

Sulforhodamin B Sigma Aldrich, Steinheim (D) 

Trichloressigsäure Roth, Karlsruhe (D) 

Trichlormethan (Chloroform) Riedel-de Haën, Seelze (D) 

Tris Roth, Karlsruhe (D) 

Trypsin/EDTA-Lösung (10x, 

0,5%/0,2%(w/v)) 

Biochrom AG, Berlin (D) 

12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat Sigma Aldrich, Steinheim (D) 

tert-Butyl-Diazoacetat Sigma Aldrich, Steinheim (D) 

Westerndiät (C1100) Altomin, Lage (D) 
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4.4 Puffer und Lösungen  
 

Gewebefixierung  4 % Paraformaldehyd  

 

Methylenblau-Färbelösung 0,1 % Methylenblau in PBS 

 

DMEM/F12 

 

12,12 g DMEM/F12 Pulver mit L-Glutamin 

4,77 g HEPES 

1,5 g NaHCO3 

11 g Na-Pyruvat 

Ad 1 Liter dH2O, pH = 7,4  

Sterilfiltriert, bei 4 °C gelagert 

 

Kulturmedium 

 

94 % DMEM/F12  

  5 % FBS 

  1 % P/S 

 

Einfriermedium 

 

 

70 % DMEM/F12 

20 % FBS 

10 % DMSO 

 

Phosphatgepufferte 
Kochsalzlösung 
(PBS) 

8,0 g NaCl 

0,2 g KCl 

0,2 g KH2PO2 

1,43 g NaH2PO2 x 2 H2O 

Ad 1 Liter dH2O, pH = 7,5 

Bei Raumtemperatur gelagert 

 

10 mM Tris-Puffer 

 

1,211 g Tris Ultra in 1 Liter dH2O, pH = 10,3 

SRB-Lösung 

 

0,4 g Sulforhodamin B in 100 ml 1 % Essigsäure 

PBS-Methanol-Gemisch (1:1) 

 

50 ml PBS + 50 ml Methanol  
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4.5  Tierversuch 
 

Der im Folgenden beschriebene Tierversuch war vom Land Brandenburg mit dem 

Geschäftszeichen 32-44457+55 genehmigt und unter der Kurzbezeichnung 

„Übergewicht und Dickdarmkrebs“ geführt.  

 

4.5.1 Haltungsbedingungen 

 

In dem Tierversuch wurden 72 männliche F344-Ratten (Charles River, Sulzfeld) in 

sechs Gruppen mit jeweils 12 Tieren eingesetzt. Die vorerst paarweise und spätere 

Einzelhaltung der Tiere erfolgte in Macrolon-Käfigen Typ II. Während des gesamten 

Versuchszeitraums wurden die Tiere in einem SPF-Raum unter standardisierten 

Bedingungen gehalten (22 ± 2 °C, 40 – 60 % Luftfeuc htigkeit, 15 m³/h Luftaustausch, 

16 h/8 h Tag-Nacht-Rhythmus). Futter und Wasser standen den Tieren ad libitum zur 

Verfügung. Nach einer Adaptationszeit von drei Wochen waren die Tiere zu 

Versuchsbeginn circa 5 Wochen alt und hatten ein Körpergewicht von 

durchschnittlich 102 g. Einmal wöchentlich wurden die Tiere in Käfige mit frischer 

Einstreu umgesetzt und dabei die Körpermasse des einzelnen Tieres und die 

Futteraufnahme für die paarweise zusammensitzenden Tiere ermittelt.  

 

4.5.2 Futterzubereitung 

 

Das PhIP (Biochemisches Institut für Umweltcarcinogene, Großhansdorf) wurde in 

Maiskeimöl (Mazola), wie in Tab. 1 dargestellt, gelöst und anschließend von der 

Firma Altromin (Gesellschaft für Tierernährung mbH, Lage) zur Futterherstellung 

eingesetzt. Dafür wurde das mit PhIP versetzte Pflanzenöl dem Futterpulver 

beigemischt und maschinell vermengt. Mit Hilfe einer Pelletiermaschine wurden die 

Futtermischungen in Pellets gepresst und luftgetrocknet.  

Die jeweiligen PhIP-Mengen von 0,01 und 100 ppm wurden einer Standard- und 

einer Westerndiät beigesetzt (Tab. 2). Die Zubereitung des Kontrollfutters für die 

jeweilige Diät erfolgte nach derselben Prozedur und gleicher Zugabe von Pflanzenöl, 

jedoch ohne PhIP. Insgesamt ergaben sich je Diät drei Versuchsgruppen. Die 
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Lagerung der Abpackungen (1-kg-Kunststoffeimer) erfolgte bis zum Anbruch bei 

minus 20 °C und anschließend bei 4 °C.  

 

 

 

 

Tab. 1:  Die Zusammensetzung der beiden Diäten war je 
nach Typ unterschiedlich. In der nebenstehenden 
Tabelle sind die Hauptinhaltsstoffe dargestellt.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 2: Der unterschiedliche PhIP-Gehalt in den 
einzelnen Diäten hatte keine Einfluss auf die sonstigen 
Bestandteile der Diät. Die Tabelle zeigt, dass der 
Maiskeimölanteil in allen Diäten gleich ist.  
 

 

4.5.3 Versuchsschema und Verlauf  

 

Die Produktion des Experimentfutters erfolgte für sechs Versuchsgruppen mit je 12 

Tieren. Die Versuchsgruppen St1 und We1 waren die Kontrollgruppen für die 

jeweilige Diät und das Futter enthielt keine weiteren Zusätze als das Maiskeimöl. Je 

Diätform wurde PhIP in einer humanrelevanten Dosis von 0,01 ppm 

(Versuchsgruppen St2 und We2) beziehungsweise in einer hohen Dosis von 

100 ppm (Versuchsgruppen St3 und We3) zugesetzt.  

 

 

 

 

 

 

 
Tab. 3: Anhand der Gruppenbezeichnung ist der Tabelle die Zusammensetzung des Futters der 
einzelnen Versuchsgruppen zu entnehmen.  
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4.5.4 Sektion  

 

Die Tiere wurden durch Isofluran narkotisiert und dekapitiert. Der anschließend 

geöffnete Bauchraum wurde einer makroskopischen Prüfung unterzogen. Der 

Dickdarm wurde entnommen und in den proximalen und den distalen Abschnitt 

eingeteilt. Für die spätere histologische Auswertung erfolgte eine Fixierung des 

Darms mit 4 %iger Paraformaldehyd-Lösung.  

 

4.5.5 Erhebung biometrischer Daten 

4.5.5.1 Körpermasse 
 

Die Bestimmung des Körpergewichts ist eine leicht durchzuführende, nicht-invasive 

Methode, welche sensitiv potenziell toxische Wirkungen einer Verbindung auf den 

Gesamtorganismus anzeigt. Die Erhebung war notwendig, um einen Vergleich 

zwischen den Diäten und der Auswirkung von hoher und niedriger PhIP-Dosis zu 

ziehen. Für die statistische Analyse wurde die Körpermasse der jeweiligen 

Kontrollgruppe mit der Körpermassenzunahme der PhIP-behandelten Gruppen zu 

Beginn und Ende des Versuches verglichen. Vorerst wurde jede Diätgruppe allein 

näher untersucht und anschließend einer statistische Analyse zwischen den Diäten 

und der jeweils gleich verfütterten PhIP-Menge unterzogen. Die Auswertung erfolgte 

mit dem Statistik-Programm SPSS Version 17.0. Mittels des Kolmogorov-Smirnov-

Tests ergaben sich für die Tiergewichte je Gruppe zum jeweiligen 

Erhebungszeitpunkt keine signifikanten Unterschiede, das heißt sie waren 

normalverteilt. Varianzhomogenität lag in allen getesteten Gruppen vor. Mit dem 

Dunnett-Vergleichstest erfolgte die Prüfung der behandelten Tiere der jeweiligen Diät 

gegen die zugehörige Kontrollgruppe (St1 oder We1). Außerdem wurde für den 

paarweisen Vergleich aller Diätgruppen untereinander ein Tukey-Test durchgeführt.  

 

4.5.5.2 Futteraufnahme 
 

Bei der Protokollierung der Futteraufnahme handelt es sich ebenso um ein nicht-

invasives Vorgehen, das einfach zu bestimmen ist. Außerdem gibt das 

Fressverhalten eines Tieres eine erste Tendenz einer toxischen Auswirkung durch 
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eine Substanz auf den Gesamtorganismus an. Mit dem nichtparametrischen H-Test 

nach Kruskal und Wallis wurde ein erster Mittelwertsvergleich der Futteraufnahme 

von den Tieren der Gruppen vorgenommen. Bei einem signifikanten Unterschied 

wurde im Anschluss mit dem Post-hoc-Verfahren überprüft, welche Gruppen sich 

signifikant unterscheiden. Zum einen wurde innerhalb einer Diätguppe mit der 

Kontrolle verglichen und zum anderen die Diäten durch einen paarweisen Vergleich 

miteinander (Tukey-Test).  

 

4.5.5.3 Histologie 
 

Zur histologischen Auswertung wurde der jeweilige Darmabschnitt für circa eine 

Minute in 0,1 %ige Methylenblau-Färbelösung gelegt, leicht geschwenkt und 

anschließend am Stereomikroskop im Schwarzfeld untersucht. Durch die Färbung 

der Mukosaoberfläche sind die veränderten Strukturen dunkler gefärbt, größer und 

zur Umgebung etwas erhöht. Zur Auswertung wird der Dickdarm mäanderförmig 

betrachtet und die Beobachtungen zentimetergenau protokolliert. Kriterien für die 

Identifikation hinsichtlich der ACF sind auffällige Veränderungen des 

Kryptengewebes gegenüber der Umgebung, die Zahl der betroffen Krypten und in 

welchem Darmabschnitt diese liegen. 
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4.6 Zellbiologische Arbeiten   

4.6.1 Kultivierung und Subkultivierung der Zellen  

 

Das regelmäßige Passagieren der Zellen wurde grundsätzlich an einer 

Sicherheitswerkbank durchgeführt. Während der gesamten Kultivierungszeit wurden 

die BALB/c-3T3-A31-1-1 Zellen im Kulturmedium bei 37 °C, fünfprozentiger CO 2-

Atmosphäre und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank gehalten.  

Spätestens mit Erreichen der Subkonfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu 

wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen zweimal mit vorgewärmtem PBS 

gewaschen und anschließend durch die Zugabe von Trypsin/EDTA-Lösung vom 

Plattengrund gelöst. Nach dreiminütiger Inkubation bei 37 °C wurde der 

Ablösungsgrad der Zellen mikroskopisch kontrolliert und die proteolytische Wirkung 

des Trypsins durch Zugabe des Kulturmediums gestoppt. Die vom Plattengrund 

gelösten Zellen wurden mehrmals resuspendiert und im Verhältnis 1:10 

beziehungsweise 1:15 in sterilen Zellkulturschalen weiter kultiviert. Die 

Zellkulturschalen enthielten zuvor eingebrachtes warmes Kulturmedium. Zur 

Gewährleistung der gleichmäßigen Verteilung der subkultivierten Zellen auf dem 

Plattengrund wurden die Zellkulturschalen vorsichtig geschwenkt.  

 

4.6.2 Kryokonservierung  

 

Die Kryokonservierung dient der Lagerung von Zellen über einen langen Zeitraum. 

Dafür wurden die subkonfluenten Zellen zunächst trypsiniert und gezählt. Die 

Zellsuspension wurde 10 Minuten bei 200 x g zentrifugiert, der Überstand 

abgenommen und das Zellpellet im Einfriermedium (0,5 Million Zellen/ml 

Einfriermedium) resuspendiert. Es wurden jeweils 2 ml der eingestellten 

Zellsuspension in Kryoröhrchen überführt und in einer Kryobox bei - 80 °C 

eingefroren. Zur Langzeitlagerung ist es notwendig die Zellen ein bis zwei Tage 

später in flüssigen Stickstoff zu überführen. 

Werden konservierten Zellen wieder in Kultur genommen, wurden diese am Rand 

des Kryoröhrchens angetaut, in ein 15-ml-Reaktionsgefäß mit warmem Kulturmedium 

gefüllt und 5 Minuten bei 200 x g zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes, 

welcher Dimethylsulfoxid (DMSO) enthielt, wurden die Zellen durch Zusetzen von 
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warmem Kulturmedium resuspendiert und in eine sterile 10-cm-Kulturschale 

überführt. Durch leichtes Schwenken wurden die Zellen auf der gesamten 

Kulturschale verteilt. Bevor die Zellen experimentell eingesetzt wurden, waren diese 

mindestens zweimal passagiert worden.  

 

4.6.3 Test der kultivierten Zellen auf Mycoplasmen  

 

Die Zellen wurden monatlich hinsichtlich einer möglichen Kontamination mit 

Mycoplasmen mit dem Detektionskit „Minerva biolabs“ nach Herstellerangaben 

überprüft. Die Zellkultur war zu jedem Zeitpunkt der Experimente frei von 

Mycoplasmen.  

 

4.6.4 Bestimmung des Wachstumsverhaltens der BALB/c -3T3-A31-1-1-Zellen  

  

Zur Einschätzung des Wachstumsverhaltens der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen war die 

Erhebung einer Wachstumskurve notwendig. Es wurden 25.000 BALB/c-3T3-A31-1-

Zellen in 6-cm große Schalen ausgesät und über sechs Tage im 24-Stunden-

Rhythmus gezählt. Die Zellen von vier Schalen wurden nach zweimaligem Waschen, 

Zugabe von 500 µl Trypsin und anschließender Zugabe von 2 ml Kulturmedium 

sorgfältig resuspendiert und jeweils 500 µl der Zellsuspension zur Bestimmung der 

Zellzahl mittels ViCell® verwendet. Die zu jedem Zeitpunkt bestimmten Zellzahlen 

wurden gemittelt und halblogarithmisch (log2x) gegen die Zeit aufgetragen. Der 

lineare Teil der Wachstumskurve wurde zur Erstellung der Geradengleichung mit 

linearer Regression genutzt. An Hand dieser Daten wurde die Verdopplungszeit aus 

dem reziproken Anstieg (1/m) der Geradengleichung berechnet.  

 

4.6.5 Herstellung der verwendeten Biochemikalien  

 

Die beiden als Kontrolle verwendeten Biochemikalien Tetradecanoyl-phorbol-13-

acetat (TPA) und 3-Methylcholanthren (MCA) lagen pulverförmig vor und wurden als 

1 mM Stocklösung in DMSO gelöst und bei - 20 °C gel agert. Zum jeweiligen 
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Behandlungszeitpunkt wurde das Behandlungsmedium frisch hergestellt und das 

verwendete Aliquot nach einmaliger Entnahme verworfen.  

Die Herstellung von Kaliumdiazoacetat erfolgte nach Literaturangaben (Anderson et 

al. 1999). Jedoch stand auf Grund eines Lieferverbots in Deutschland für den ersten 

Versuch der Synthese kein Ethyldiazoacetat zur Verfügung, so dass ausweichend 

dafür tert-Butyldiazoacetat verwendet wurde. Davon wurden 1,14 g in einer 2 M 

Kaliumhydroxidlösung mit Wasser (11,4 ml) verrührt. Nach 24 Stunden bildete sich 

eine gelbliche Zwei-Phasen-Lösung, die auch nicht durch Wärmezufuhr (Wasserbad) 

in eine homogen Lösung überführt werden konnte. Erst in einem zweiten Versuch 

war das später verfügbare Ethyldiazoacetat (1 g) in einer Kaliumhydroxidlösung (2 M) 

mit Wasser verrührt worden (Anderson et al. 1999). Nach circa 4 Stunden war eine 

homogene, gelbliche Lösung Kaliumdiazoacetat (M = 124,14 g/mol) entstanden, die 

mit einem Rotationsverdampfer eingeengt wurde. Die gelbe pulverförmige 

Biochemikalie wurde in leicht basischem PBS (pH 8) gelöst, als eine 10 mM 

Stocklösung aliquotiert und bei - 80 °C gelagert. Z u jedem Behandlungszeitpunkt 

wurde ein neues Aliquot Kaliumdiazoacetat verwendet und der Rest verworfen.  

 

4.6.6 Sulforhodamin B – Viabilitätstest mit Kaliumd iazoacetat  

 

Der Sulforhodamin B- (SRB-Test) oder Viabilitätstest bietet die Möglichkeit, 

Veränderungen in der Proteinmenge und dementsprechend Veränderungen der 

Zellzahl über einen definierten Zeitraum zu verfolgen. Anhand der so erhobenen 

Daten wurden die Behandlungskonzentrationen für weitere Experimente festgelegt. 

Bei dem SRB-Test handelt es sich um eine sensible, kolorimetrische Methode zur 

indirekten Ermittlung der Zellzahl. Der dafür verwendete Farbstoff Sulforhodamin B 

(SRB) bindet an das Zellprotein und verhält sich über einen großen Bereich linear zur 

Zellzahl auf der Kulturschale. Die Zellprotein-Menge wird bei 540 nm photometrisch 

gemessen (Skehan et al. 1990).  

Die auf 15-cm-Schalen kultivierten BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen wurden im 

subkonfluenten Stadium vom Plattengrund trypsiniert und im standardisierten 

Kulturmedium aufgenommen. Nach sorgfältigem Resuspendieren wurde die Zellzahl 

mit dem Zellzählgerät ViCell® ermittelt und eine Zellsuspension von 200.000 Zellen 

je ml Kulturmedium hergestellt. Anschließend wurden die Zellen in einem Volumen 

von 2 ml je well einer flachen 6-well-Zellkulturplatte eingebracht. Dies entspricht einer 
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Zellzahl von 400.000 Zellen je well und nach einer Ruhephase von 24 Stunden kann 

von einer subkonfluent bewachsenen Zellkulturplatte ausgegangen werden. Zu 

diesem Zeitpunkt wurden die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen mit der zu testenden 

Substanz behandelt und die erste Platte in situ fixiert. Dafür wurden 500 µl kalte 

50 %ige Trichloressigsäure (TCA) in jedes well dazugegeben (Endkonzentration: 

10 % TCA). Das dadurch erzeugte saure Milieu bildete die Grundlage zur Ermittlung 

des Gesamtproteingehalts. Nach 45 Minuten Inkubation im Kühlschrank wurden die 

Platten mit fließendem, kaltem Wasser gewaschen und im Trockenschrank bei 

maximal 40 °C für circa eine Stunde getrocknet.  

 

 
 
 
 
 
Abb. 3: Schema der Behandlung der BALB/c-3T3-A31-
1-1-Zellen beim Viabilitätstest in den einzelnen wells 
einer 6-well-Zellkulturplatte.  
 

Bei den weiteren Zellkulturplatten wurde das Kulturmedium gegen ein frisch 

hergestelltes Behandlungsmedium ausgetauscht (Abb. 3) und nach 72 Stunden auch 

diese Zellkulturplatte in situ fixiert. Für die Messung der Proteinkonzentration wurden 

die am Plattengrund befindlichen Zellen durch Zugabe von 1,5 ml einer 

vierprozentigen SRB-Lösung in 1 %iger Essigsäure (w/v) mit Hilfe der Multipette 

gefärbt. Nach 15 Minuten Inkubation wurde der ungebundene Farbstoff durch 

Zugabe und anschließendem Verwerfen der 1 %igen Essigsäure entfernt. Dies 

erfolgte solange, bis der Überstand farblos war. Im Anschluss trockneten die Platten 

erneut bei maximal 40 °C für eine Stunde im Trocken schrank. Für die 

photometrische Messung wurde der ausgebildete Protein-SRB-Komplex durch 

Zugabe von 2,5 ml eines basischen 10 mM Tris-Puffer in Lösung gebracht. Nach 

Ablauf der Inkubationszeit von 15 Minuten bei 4 °C wurde die Intensität der Färbung 

im Plattenphotometer bei 540 nm bestimmt. Mit steigendem Proteingehalt nimmt die 

Absorption zu. Zum Ausschluss des Hintergrunds erfolgte eine photometrische 

Bestimmung bei 690 nm. Die Messung wurde mit der Tecan-i-controlTM-Software 

durchgeführt und gibt automatisch ein Datenblatt mit den einzelnen Messdaten und 

die Differenz der beiden aus. Es wurden jeweils die Werte der gleichen 

Behandlungskonzentrationen zur Berechnung der Mittelwerte und 
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Standardabweichungen genutzt. Die weitere statistische Auswertung ist in Kapitel 4.7 

beschrieben. 

 

4.6.7 Prüfung des kanzerogenen Potenzials von Chemi kalien mit dem BALB/c-

3T3-Zelltransformationstest  

 

Mit Hilfe des Zelltransformationstests wird geprüft, ob eine zu testende Substanz in 

der Lage ist, den Zellklon der Fibroblastenzelllinie BALB/c-3T3-A31-1-1 maligne zu 

transformieren, und ob diese tumorinitiierende und/oder tumorpromovierende 

Eigenschaften besitzt. Eine initiierende Wirkung ist festzustellen, in dem die Zellen zu 

Beginn der Prüfung mit der zu testenden Substanz und daraufhin mit dem bekannten 

Tumorpromotor 12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) behandelt werden. Die 

tumorpromovierende Wirkung ist zu analysieren, indem die Zellen zuerst mit dem 

bekannten Tumorinitiator 3-Methylcholanthren (MCA) und anschließend mit der zu 

testenden Substanz inkubiert werden. Parallel dazu wird geprüft, ob es sich bei der 

zu testenden Substanz um ein komplettes Kanzerogen handelt. Die Zellen werden 

sowohl in der Initiations- als auch in der Promotionsphase mit der Testsubstanz 

inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen fixiert und gefärbt. Die 

Auswertung der Zellkulturplatten erfolgt makroskopisch und mikroskopisch. Sind 

Zellen durch die Einwirkung einer Biochemikalie transformiert, kommt es zum Verlust 

der natürlich bestehenden Kontaktinhibiton und die Zellen wachsen übereinander, so 

genannte Zellherde entstehen. Die Anzahl der gebildeten Zellherde dient als Maß für 

die kanzerogene Potenz der getesteten Substanz.  

Zum Experimentstart wurden die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen vom Plattengrund einer 

subkonfluent bewachsenen 10-cm-Zellkulturplatten trypsiniert, im standardisierten 

Kulturmedium aufgenommen, gründlich resuspendiert und die Zellzahl mit dem 

Zellzählgerät ermittelt. Von der im Anschluss hergestellten Zellsuspension mit 2.500 

Zellen je ml Kulturmedium wurden 2 ml je well in eine flache 6-well-Zellkulturplatte 

eingebracht. Dies entsprach einer Zellzahl von 5.000 Zellen je well. Das Protokoll für 

das experimentelle Vorgehen ist in Abbildung 5 dargestellt. Nach circa 24 Stunden 

Anheftungszeit wurden die sehr dünn bewachsenen Zellkulturschale (>10 %) mit 

dem Initiator MCA bzw. mit der zu testenden Substanz behandelt. Nach Ablauf der 

dreitägigen Inkubationszeit wurde das Behandlungsmedium abgesaugt und im 

Anschluss daran über 14 Tage die tumorpromovierende Wirkung getestet. Dafür 



Material und Methoden   

 

33

wurde das Kulturmedium wieder entfernt und im Drei- bzw. Vier-Tage-Rhythmus den 

Zellen das Behandlungsmedium mit dem Promotor TPA bzw. der Testsubstanz, 

enthalten im Kulturmedium, zugesetzt. Die Behandlungsmedien wurden zu jedem 

Behandlungszeitpunkt frisch angesetzt. Ebenfalls beobachtet wurde der Einfluss des 

Lösungsmittels auf die Zellen. Nach Ende der Behandlungszeit folgte eine 

dreiwöchige Inkubation, wobei zweimal in der Woche das Kulturmedium gewechselt 

wurde. 

 
 
Abb. 4:  Schematische Darstellung des Zeitverlaufs und der Behandlungszeitpunkte im BALB/c-3T3-
Zelltransformationstest über sechs Experimentwochen.  
 

 

Die Experimentzeit endet nach sechs Wochen. Für die dauerhafte Erhaltung der 

Zellkulturplatten wurde der Zellrasen fixiert und gefärbt. Zu diesem Zweck wurde der 

Zellrasen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und 2 ml eines kalten PBS-Methanol-

Gemisch (1:1) je well zugegeben. Nach drei Minuten Inkubation wurde das Gemisch 

gegen eiskaltes, reines Methanol ausgetauscht und weitere zehn Minuten inkubiert. 

Anschließend wurde der Zellrasen zwei- bis dreimal mit Methanol gewaschen und im 

Trockenschrank bei maximal 42 °C für mindestens 30 Minuten getrocknet. Die 

Färbung kann direkt im Anschluss erfolgen. Erfolgte die Färbung zu einem späteren 

Zeitpunkt, wurde der Zellrasen noch einmal mit Methanol gewaschen und getrocknet, 

da der Zellrasen mit der Zeit Feuchtigkeit aufnahm und dies die Färbung störte. In 

jedes well wurden mit der Multipette 500 µl Giemsa-Färbelösung pipettiert und die 

Platten gleichmäßig geschwenkt, so dass der gesamte Zellrasen bedeckt war. Nach 

drei Minuten Inkubation wurden 1,5 ml demineralisiertes Wasser zugegeben. Eine 

weitere Wartezeit von drei Minuten folgte. Nach Absaugen der Färblösung in den 

gesonderten Abfall wurden die Zellkulturplatten fünfmal unter sanft fließendem, 

Wasser gespült. Zur vollständigen Entfernung von überschüssigem Farbstoff wurden 
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Hintergrund erhalten blieb. Schließlich wurden die Zellkulturplatten erneut getrocknet 

und anschließend ausgewertet. 

Abb. 5: Behandlungsgruppen und Protokoll des BALB/c -3T3-Zelltransformationstest  
DMSO = Dimethylsulfoxid entsprach der DMSO-Konzentration in der MCA bzw. TPA gelöst waren; 
MCA = 0,5 µg/ml 3-Methylcholanthren; TPA = 0,3 µg/ml 12-O-Tetra-decanoyl-phorbol-13-acetat, KDA 
= Kaliumdiazoazetat wird in den Konzentrationen 0,3, 3 und 30 µM zu den angegebenen Zeitpunkten 
zugesetzt. 
 

 

Nachdem die Schalen fixiert, gefärbt und getrocknet waren, wurden die 

entstandenen Zellherde mit Hilfe eines Binokulars ausgezählt, vermessen und 

kategorisiert. Für einen Überblick wurden zuerst alle entstandenen Zellherde gezählt. 

In die abschließende Auswertung waren nur die Zellherde mit einem Durchmesser 

größer als 3 mm eingegangen. Dabei wurden drei verschiedene Zellherde 

unterschieden (Reznikoff et al. 1973, IARC 1985). Zellherdtyp I hob sich durch eine 

leichte Veränderung des Zellrasens und einer geringen Basophilie hervor. Die Zellen 

wuchsen in diesem Bereich nicht oder kaum übereinander („piling up“). Beim 

Zellherdtyp II traten dagegen stärkere Veränderungen der Ein-Zell-Schicht, mit einer 

mittelstarken bis starken Basophilie und einer entsprechend intensiveren Anfärbung 

auf. Zellherdtyp II zeigte darüber hinaus ein mittelstarkes bis starkes 

Übereinanderwachsen der Zellen und relativ glatte Zellherdränder. Als stärkste 

Veränderung der Zellschicht wurde der Zellherdtyp III bewertet. Hinsichtlich der 

Basophilie und des Übereinanderwachsens ähnelt es dem Zellherdtyp II, zeigte aber 

zusätzlich eine Invasion in den umliegenden Zellrasen. Da die Zellen am Rand des 

Zellherdtyp III zum Teil stark in die umliegende Ein-Zell-Schicht ausstrahlen, ergaben 

diese ein ausgefranstes Erscheinungsbild. Es konnte relativ gut vom Zellherdtyp II 

unterschieden werden. Allerdings erfolgten die Übergänge zwischen den einzelnen 
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Zellherdtypen fließend, weshalb für die Kategorisierung der Zellherde subjektive 

Ermessensentscheidungen unumgänglich waren. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6: Ausschnitt einer 6-cm-Kulturplatte mit fixi erten und Giemsa gefärbten BALB/c-3T3-A31-
1-1-Zellen  
Beispielhaft sind hier zwei wells Giemsa-gefärbter Zellen dargestellt. Abb. 6a zeigt einen gleichmäßig 
schwach violetten Zellrasen, wohingegen sich die transformierten Zellherde deutlich durch ihre violette 
Färbung vom Hintergrund hervorheben (Abb. 6b).  
 

4.7 Statistische Auswertung  
 

Die statistische Auswertung der Messdaten wurde zur qualitativen Einschätzung 

verwendet. Die dabei verwendeten Verfahren beruhen auf Formel- und 

Tabellengrundlage eines Statistiklehrbuches (Zöfel 2002) und eines SPSS-

Handbuches (Elsner 2009). Zur Auswertung wurden die Software Microsoft EXCEL 

und das Statistikprogramm SPSS, Version 17.0 für Windows, genutzt.  

Mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test (K-S-Test) wurde der Datensatz auf eine 

hinreichende Normalverteilung untersucht. Durch die Berechnung einer Prüfgröße 

wurde in Abhängigkeit der Fallzahl entschieden, ob eine signifikante Abweichung von 

der Normalverteilung vorlag. Des Weiteren konnte entschieden werden, welche 

Werte für die Berechnung der deskriptiven Statistik und welche analytischen Tests 

für weitere statistische Bewertungen geeignet waren. Die Varianzhomogenität der 

Gruppenmittelwerte wurde auf p < 0,05 getestet (Levene-Test). 

Bei vorliegender Normalverteilung wurden die Stichproben der unterschiedlichen 

Behandlungsweisen hinsichtlich ihrer statistischen signifikanten Varianz (F-Test) 

untersucht. Bei bestehenden Unterschieden wurden die Daten der einzelnen 

Gruppen weiterhin mit Post-hoc-Tests auf signifikante Unterschiede geprüft (Dunnett-

Test, Tukey-Test). Sobald ein Wert der betreffenden Versuchsreihe den 

Normalverteilungskriterien oder der Varianzhomogenität nicht hinreichend genügte, 

wurden die gesamten Daten mit dem nichtparameterischen H-Test nach Kruksal und 
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Wallis analysiert. Konnte dabei ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 

gezeigt werden, wurde durch einen paarweisen Vergleich mittels Tukey-Test geklärt, 

welche Gruppen sich im Einzelnen signifikant voneinander unterscheiden.  

Die sich ergebende statistische Irrtumswahrscheinlichkeit als Maß für vorliegende 

Unterschiede wurde mittels der Software Excel oder SPSS für den jeweiligen Test 

ermittelt, die Signifikanzniveaus p < 0,05 (*, signifikant), p < 0,01 (**, hoch signifikant) 

und p < 0,001 (***, höchst signifikant) festgelegt.  

In den Abbildungen werden die Parameter Mittelwert und Standardabweichung 

(Excel) oder Median und Quartile (SPSS) dargestellt. 
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5 Ergebnisse  

5.1 Biometrische Daten der PhIP-exponierten Ratten 

 

Im ersten Abschnitt sind die experimentell erhobenen Daten des Fütterungsversuchs 

zusammengefasst. Die F344-Ratten erhielten über zwanzig Versuchswochen hinweg 

unterschiedliche Diäten und PhIP-Zusätze. Näher betrachtet wurden die Entwicklung 

der Körpermasse und des Futterverbrauchs. Der Dickdarm der Ratte wurde ebenfalls 

untersucht. Die Ergebnisse sind im Kapitel der histologischen Untersuchungen 

dargestellt (Kapitel 5.1.4).  

 

5.1.1 Die Körpermasse 
 

Zu Versuchsbeginn betrug die durchschnittliche Körpermasse aller Tiere 102 ± 6 g. 

Bei der Auswahl der Tiere wurde auf eine gleichmäßige Verteilung des 

Ausgangsgewichtes geachtet, so dass in allen Gruppen im Mittel die Körpermasse 

der Tiere annähernd gleich war (balanciertes Randomisieren, Abb. 8). Während des 

gesamten Dokumentationszeitraums konnte bei den Tieren beider Diätgruppen eine 

kontinuierliche Gewichtszunahme, ohne Erreichen eines Plateaus, beobachtet 

werden. Am Ende des Versuches wogen die Tiere nach Aufnahme der Diäten 

‘Standard‘ (n = 12) 357 ± 19 g, ‘Standard + 0,01 ppm PhIP‘ (n = 11) 343 ± 19 g und 

‘Standard + 100 ppm PhIP‘ (n = 11) 337 ± 18 g. Die Körpermasse der Tiere nach der 

0,01 ppm PhIP-Aufnahme betrug 96 % und die nach der mit 100 ppm PhIP-

Aufnahme 94 % gegenüber der Ratten der ’Standarddiät’. Die Verfütterung der 

‘Westerndiät‘ (n = 12) ohne Zusätze resultierte in einer Körpermasse von 390 ± 24 g, 

die ‘Westerndiät + 0,01 ppm PhIP‘ (n = 12) in 380 ± 31 g und die der ‘Westerndiät + 

100 ppm PhIP‘ (n = 10) in 372 ± 13 g (Abb. 8). Auch hier führte das PhIP-

supplementierte Futter zu einer geringeren Körpermassenzunahme der F344-Ratten: 

97 % nach Aufnahme der ‘Westerndiät + 0,01 ppm PhIP‘ und 95 % nach 

‘Westerndiät + 100 ppm PhIP‘. 

Beim Vergleich der Körpergewichte, zwischen den beiden aufgenommenen Diäten 

und der jeweiligen Behandlung untereinander, wurden höchst signifikante 

Unterschiede festgestellt (H-Test nach Kruskal-Wallis, Tukey-Test). Für die einzelnen 



Ergebnisse   

 

38

Gruppen heißt das: ‘Standarddiät‘ - ‘Westerndiät‘ (p = 0,005), ‘Standarddiät 0,01 ppm 

PhIP‘ und ‘Westerndiät + 0,01 ppm PhIP‘ (p = 0,002) und ‘Standarddiät 100 ppm 

PhIP‘ und ‘Westerndiät + 100 ppm PhIP‘ (p = 0,002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Die mittlere Körpermasse der F344-Ratte zum  Versuchsstart 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung der sechs Behandlungsgruppen Die mittlere 
Körpermasse der Tiere der einzelnen Fütterungsgruppen (n = 12) unterschied sich zu Beginn des 
Versuches nicht (H-Test nach Kruskal-Wallis). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Die mittlere Körpermasse der F344-Ratte zum  Versuchsende 
Die am Ende des Versuchs erreichte Körpermasse hing von der Diät und der PhIP-Zugabe ab. Im 
Diagramm sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der beiden Diätgruppen abgebildet. 
Bei der Gruppe der Standarddiät erwies sich die mittlere Körpermasse der Tiere ‘Standarddiät + 100 
ppm PhIP‘ (n = 11) zu den der Gruppe ohne PhIP-Zusatz (n = 12) als signifikant vermindert (H-Test 
nach Kruskal-Wallis, Tukey, p = 0,016). Der Vergleich der Körpermasse der Tiere nach Aufnahme der 
Westerndiät, mit und ohne PhIP-Zusätze, zeigten rechnerisch keine Ungleichheiten (H-Test nach 
Kruskal-Wallis). Das Signifikanzniveau ist angegeben mit * (p < 0,05). 
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5.1.2  Futteraufnahme 
 

Bei den zunächst paarweise sitzenden Tieren war zu Beginn des Fütterungsversuchs 

ein stetiger Anstieg der Futteraufnahme durch die wöchentliche Futterein- und 

Futterrückwaage zu bestimmen. Dabei fiel die Futteraufnahme von Beginn an 

unterschiedlich aus (Abb. 9). Nach circa fünf Wochen pendelte sich der 

Futterverbrauch der Tiere mit ’Standarddiät’ auf 138 ± 16 g, mit ’Standarddiät + 0,01 

ppm PhIP’ auf 134 ± 9 g und mit ’Standarddiät + 100 ppm PhIP’ auf 132 ± 14 g pro 

Woche ein. Damit war der Verbrauch um etwa 3 % bei der Gruppe ’Standarddiät + 

0,01 ppm PhIP’ und um 5 % bei der ’Standarddiät + 100 ppm PhIP’ gegenüber der 

’Standarddiät’ vermindert. Bei der ’Westerndiät’ wurden Aufnahmemengen von 

104 ± 9 g, bei der ’Westerndiät + 0,01 ppm PhIP’ von 104 ± 12 g und ’Westerndiät + 

100 ppm PhIP’ von 96 ± 10 g pro Woche ermittelt (Abb. 10). Durchschnittlich nahmen 

die Tiere 99,5 % in der ’0,01 ppm PhIP-Gruppe’ und die Tiere in der ’100 ppm PhIP-

Gruppe’ 92 %, der Menge an Futter, die die Gruppe ’Westerndiät’ allein gefressen 

hatte, zu sich.  

Ab der sechzehnten Woche saßen die Tiere einzeln in den Käfigen, was kurzzeitig 

einen minimalen Abfall der Futteraufnahme bewirkte, sich aber nach einer Woche 

wieder in dem vorhergehenden Durchschnitt einpendelte.  

Erhielten die Tiere die Standarddiät mit und ohne PhIP-Zusätze, fraßen sie im Mittel 

gleich viel. Beim Vergleich der drei Fütterungsgruppen der Westerndiät zeigten sich 

deutliche Unterschiede. Die ’Westerndiät ohne Zusätze’ wurde von den Tieren 

eindeutig besser aufgenommen, als die ’Westerndiät + 100 ppm PhIP’ (p = 0,004). 

Bei einem geringeren PhIP-Zusatz (0,01 ppm) wurde das ebenfalls mehr Futter 

aufgenommen als im Fall der Gruppe ’Westerndiät + 100 ppm PhIP’ (p = 0,028). Die 

Differenz der Futteraufnahme setzte sich beim Vergleich der Western- mit der 

Standarddiät und seinen PhIP-Zusätzen fort: ’Westerndiät’ und ’Standarddiät’ ohne 

Zusätze (p = 1,3 x 10-12), ’Westerndiät-’ und ’Standarddiät + 0,01 ppm PhIP’ 

(p = 2,6 x 10-11), ’Westerndiät-’ und ’Standarddiät + 100 ppm PhIP’ (p = 6,1 x 10-13). 

Am wenigsten nahmen die Tiere der ’Westerndiät + 100 ppm PhIP’ zu sich.  
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Abb. 9: Statistischer Vergleich der Futteraufnahme nach der ersten Versuchswoche  
Dargestellt sind die Mittelwerte des Futterverbrauchs und deren Standardabweichungen nach der 
ersten Versuchswoche. Die mittlere Futteraufnahme der Standarddiät, mit oder ohne PhIP, 
unterschied sich nicht. Ebenso wurden keine Differenzen bei der Futteraufnahme der Tiere, die die 
Westerndiät mit und ohne Zusätze erhielten, ermittelt. Beim Vergleich der beiden Diätengruppen 
untereinander, war der Futterverbrauch bei der Westerndiät im Gegensatz zur Standarddiät deutlich 
geringer (H-Test nach Kruskal-Wallis und Tukey-Test; im Diagramm nicht angegeben).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.10: Vergleich des Futterverbrauchs ab der fünft en Versuchswoche 
Es sind die Mittelwerte und die Standabweichungen des Futterverbrauchs ab der fünften 
Versuchswoche, unterteilt für die beiden Diäten und dem jeweiligen PhIP-Zusatz, dargestellt. Tiere, 
die die Standarddiät (± PhIP-Zusätze) erhielten, nahmen im Durchschnitt dieselbe Menge Futter auf. 
Tiere, die die Westerndiät mit 100 ppm PhIP angereichert bekamen, fraßen weniger, als Tiere der 
Gruppe ‘Westerndiät‘ (p = 0,001). 
Beim Vergleich aller Tiere die eine Standarddiät bekommen hatten, mit denen die eine Westerndiät 
erhielten, war festzustellen, dass erstere deutlich mehr Futter aufnahmen als die Tiere mit der 
Westerndiät (Tukey-Test, p < 0,001). Außerdem nahmen die Tiere der Fütterungsgruppe ‘Westerndiät 
+ 100 ppm PhIP‘ im Vergleich zu allen anderen Gruppen am wenigsten Futter zu sich (Tukey-Test, 
p <  0,05 bis p < 0,001, nicht dargestellt).  
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5.1.3  Makroskopische Beobachtungen 
 

Der Fütterungsversuch wurde in der zwanzigsten Woche vorzeitig beendet, 

vorgesehen waren sechs Monate. Grund für die Beendigung war das Versterben von 

fünf Tieren innerhalb von vier Wochen ohne ersichtlichen Grund. Betroffen waren 

Tiere aller PhIP-Diätgruppen. Es verstarb jeweils ein Tier je Gruppe, in der Gruppe 

‘Westerndiät + 100 ppm PhIP’ sogar zwei Tiere. Außerdem war bei den Tieren, die 

die ‘Westerndiät + 100 ppm PhIP’ aufnahmen, eine minimale Abnahme der 

Körpermasse zu beobachten. Eine Ursache war nicht ersichtlich. Die 

Untersuchungen der Ratten wiesen keine verantwortlichen Pathogene oder andere 

Auffälligkeiten aus (Untersuchungsprotokoll liegt vor). Es wurde bei keinem der Tiere 

auffällige Entzündungsprozesse oder pathologische Veränderungen der inneren 

Organe diagnostiziert.  

 

5.1.4  Histologische Untersuchungen 
 

Der als Dauerpräparat zur Verfügung stehende Rattendarm wurde zur histologischen 

Auswertung mit Hilfe der Methylenblau-Färbung hinsichtlich veränderter Krypten, in 

Form von auftretenden ACF, untersucht (Beispiel in Abb. 11). Im Durchschnitt fand 

die Beurteilung einer Darmfläche von 16,4 ± 1,5 cm² je Tier statt. Entartete Krypten 

waren innerhalb aller Behandlungsgruppen, aber nicht in jedem Tier, zu entdecken. 

Es befanden sich 11 % der gebildeten ACF im proximalen und 89 % im distalen 

Darmabschnitt.  

 

 
Abb.11: Ein ausgebildeter ACF im Rattendarm nach Ph IP-Exposition  
Der Ratte wurde zwanzig Wochen 0,01 ppm PhIP im Futter verabreicht. Die Abbildung zeigt 
beispielhaft einen ACF im distalen Kolonabschnitt, der sich über 5 Krypten und einem Durchmesser 
von 272 µm erstreckt.  
 

Je nach Behandlungsgruppe wurden zehn bis zwölf Tiere in der Auswertung erfasst. 

Mit dem Ergebnis, dass bei der Standard- und Westerndiät ohne PhIP-Exposition 
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jeweils zwei Tiere mit ACF ermittelt werden konnten, die sich in der Anzahl 

betroffener Krypten und in ihrem Durchmesser unterschieden. Bei der Standarddiät 

waren fünf und bei der Westerndiät insgesamt elf betroffene Krypten zu bestimmen. 

Einen ersten Einfluss auf die vermehrte Entstehung von ACF bewirkte die 0,01 ppm 

PhIP-Exposition bei beiden Diäten. Es konnten vier ACF-tragende Tiere der Gruppe 

’Standarddiät + 0,01 ppm PhIP’, mit fünf ausgebildeten ACF über 14 Krypten 

reichend, ermittelt werden. Ebenso fand eine Zunahme auf sechs ACF tragende 

Tiere bei der Gruppe ’Westerndiät + 0,01 ppm PhIP’ statt. Die acht ACF erstreckten 

sich über 28 Krypten. Die Aufnahme der hohen Dosis PhIP (100 ppm) wirkte sich in 

beiden Diäten steigernd auf die ACF-Bildung im Vergleich zur Kontrollgruppe aus. 

Bei Tieren der Gruppe ’Standarddiät mit 100 ppm PhIP’ wurden bei neun von elf 

Tieren, insgesamt dreizehn ACF diagnostiziert. Betroffen waren insgesamt 34 

Krypten. Die Fütterung der Standarddiät mit der hohen PhIP-Konzentration führte zu 

einer signifikant erhöhten Entwicklung von ACF (p = 0,002). Solch eine Steigerung 

konnte bei den Tieren der Gruppe ’Westerndiät + 100 ppm PhIP’ nicht festgestellt 

werden. Es waren vier ACF-tragende Tiere mit sechs entwickelten ACF und dreizehn 

betroffene Krypten festzustellen, etwas weniger als bei der Gruppe ’Westerndiät + 

0,01 ppm PhIP’ (Tab. 4). 

Bezogen auf die zur Verfügung stehende Darmfläche bewirkte die Gabe von PhIP 

bei den Tieren, die die Standarddiät erhielten, konzentrationsabhängig eine 

Zunahme der ACF und der betroffenen Krypten. Die niedrige Dosis PhIP verdoppelte 

die Menge ausgebildeter ACF von 0,12 auf 0,24 ACF/cm² und die hohe Dosis PhIP 

bewirkte eine Vervierfachung (0,52 ACF/cm²). Verdreifacht hatte sich ebenso die 

ACF-Bildung, ausgehend von der ‘Westerndiät‘ (0,13 ACF/cm²) zur Gruppe 

’Westerndiät + 0,01 ppm PhIP’ auf 0,39 ACF/cm² der Darmfläche. Diese deutliche 

Steigerung konnte durch eine erhöhte Gabe von PhIP (100 ppm) nicht weiter 

gefördert werden. Es bildeten sich durchschnittlich 0,3 ACF/cm², das heißt ungefähr 

das 2,5fache der ACF-Anzahl nach Aufnahme einer Westerndiät ohne Zusätze.  

Zwischen den Diätgruppen war die unterschiedliche Größe der ACF/Focus auffällig. 

Dabei war der Durchmesser nicht zwingend an die Anzahl betroffener Krypten 

gekoppelt. Gerade ACF, die vier oder mehr Krypten umfassen, stellen bezüglich 

einer späteren Tumorausbildung die potenziell gefährlicheren dar. Sie waren 

innerhalb aller Fütterungsgruppen zu finden und fließen in die weitere Auswertung 

ein (Tab. 5). Diese großen ACF waren im distalen Darmabschnitt, mit Ausnahme 
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eines über fünf Krypten reichenden ACF, der sich im proximalen Abschnitt befand 

(’Standard + 100 ppm PhIP’), lokalisiert. Nach Verfütterung der Standarddiät mit und 

ohne PhIP-Zusätze entstanden insgesamt fünf ACF mit vier bis fünf Krypten. Im 

Durchschnitt waren diese 272 ± 17,0 µm groß. Wurde von den Tieren die 

Westerndiät mit und ohne PhIP aufgenommen, bildeten sich sechs solcher ACF, die 

vier bis sieben Krypten umfassten. Diese waren im Durchschnitt 370 ± 38,6 µm groß. 

Damit ergab sich hinsichtlich des Durchmessers der ausgebildeten ACF mit mehr als 

vier betroffenen Krypten ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Diäten 

(p = 0,016, T-Test; Abb. 12).  

 

 

Tab. 4: Zusammenfassung und Charakterisierung der a usgebildeten ACF  
Die Tabelle fasst alle Ergebnisse der durch PhIP induzierten ACF im Dickdarm der F344-Ratten nach 
zwanzig Wochen einer Fütterungsstudie zusammen. Es waren je nach PhIP-Zusatz unterschiedlich 
viele entartete Läsionen entstanden. Während die Fütterung mit 0,01 ppm PhIP in der Standard- und 
in der Westerndiät sowie die Gabe von ’100 ppm PhIP + Westerndiät’ nicht zu einer signifikanten 
Veränderung gebildeter ACF, im Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe, führte, konnte die 
Fütterung ’100 ppm PhIP + Standarddiät’, die Anzahl der ACF signifikant erhöhen (p = 0,002).  
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Tab. 5: Zusammenfassung aller ACF mit vier oder meh r betroffenen Krypten 
Die Tabelle gibt an welche Behandlung zur Ausbildung von ACF mit vier oder mehr betroffenen 
Krypten geführt hatte. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb.12: Darstellung der Durchmesser der ACF mit meh r als vier betroffenen Krypten in den 
einzelnen Diätgruppen  
Dargestellt sind die Mediane und dazugehörige erste und dritte Quartile des Durchmessers 
ausgebildeter ACF für die jeweilige Diät. Die ausgebildeten ACF im Dickdarm der F344-Ratten 
entstanden nach PhIP-Exposition. Die Verfütterung mit der Westerndiät mit/ohne PhIP führte zu 
durchschnittlich größeren ACF, als die Gabe der Standarddiät mit/ohne PhIP. Der Durchmesser 
unterscheidet sich signifikant (p = 0,016).  
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5.2 Untersuchungen der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen 

5.2.1 Zellkultur  
 

In diesem Abschnitt sind die Ergebnisse der In-vitro-Experimente der Zelllinie 

BALB/c-3T3-A31-1-1 zusammengefasst. Als Grundlage für die Arbeit mit den Zellen 

wurde eine Wachstumskurve, aus der sich die Verdopplungszeit ableiten lässt, 

erstellt. Des Weiteren wurde mit Hilfe des Sulforhodamin B-Tests die Viabilität der 

Zellen nach einer Behandlung mit verschiedenen Kaliumdiazoazetat-Konzentrationen 

geprüft. An Hand dieser Ergebnisse konnte die Behandlungskonzentration für den 

BALB/c-3T3-Zelltransformationstest abgeleitet werden. Anschließend zeigte die 

Inkubation mit KDA, ob diese Substanz in der Lage war, die BALB/c-3T3-A31-1-1-

Zellen maligne zu transformieren.  

 

5.2.2 Erstellung einer Wachstumskurve und Ermittlun g der Verdopplungszeit  
 

Die Einschätzung des Wachstumsverhaltens der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen konnte 

durch Erstellen einer Wachstumskurve ermittelt werden (Abb. 13). Ausgehend vom 

Zeitpunkt der Zellaussaat mit 25.000 Zellen wurde die Zellzahl täglich im 24-Stunden- 

Rhythmus in vier 4-cm-Kulturschalen bestimmt. Die gemittelten Zellzahlen wurden in 

Abhängigkeit der Zeit graphisch dargestellt. Der charakteristische Kurvenverlauf 

einer in Zellkultur befindlichen BALB/c-3T3-Zellpopulation ist in Abbildung 13 

veranschaulicht. Nach Aussaat der Zellen in frische Zellkulturschalen benötigten 

diese eine gewisse Eingewöhnungszeit, d.h. die Zellen proliferierten nur langsam. 

Diese Phase wird auch lag-Phase genannt. Im Anschluss daran gingen die Zellen in 

den exponentiellen Wachstumsabschnitt über. Während dieser Zeit konnten sich die 

Zellen in Abhängigkeit ihrer Verdopplungszeit uneingeschränkt teilen. Diese Phase 

stoppte mit dem Erreichen einer konfluent bewachsenen Zellkulturschale. Es wurden 

nur noch geringe Veränderungen der Zellzahlen bestimmt und ein Plateau bildete 

sich aus. Der Abfall in der Anzahl ermittelter Zellen resultierte aus sich ablösenden 

Zellen. 
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Abb. 13: Wachstumskurve der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zell en  
In der Abbildung ist als Punktdiagramm der Mittelwert der ermittelten Zellzahlen (absolut) mit 
Standardabweichung im Zeitverlauf (h) dargestellt. Es beschreibt das Wachstumsverhalten der 
BALB/c-3T3-A31-1-1-Kulturzellen innerhalb von sieben Tagen. 
 

Der Zeitraum des exponentiellen Wachstums wurde zur Berechnung der 

Verdopplungszeit herangezogen. Die Zellzahlen der Zeitpunkte von 48 bis 120 

Stunden sind halblogarithmisch (log2x) gegen den Beobachtungszeitraum (h) in der 

Abbildung 14 abgebildet. Daraus ergab sich ein linearer Abschnitt mit der 

Geradengleichung:  

y = 0,0522x + 15,179 

 

Aus dem Kehrwert des Anstiegs m konnte die Verdopplungszeit (Vz) berechnet 

werden:  

Vz = 1 / 0,0522 = 19,16 Stunden  
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Abb. 14: Geradengleichung des exponentiellen Wachst umsabschnittes  
Im Diagramm ist der Bereich des exponentiellen Zellwachstums halblogarithmisch gegen die Zeit 
aufgetragen. Die Geradengleichung des linearen Abschnittes wurde zur Berechnung der 
Verdopplungszeit genutzt. 
 

 

5.2.3 Bestimmung der Behandlungskonzentrationen von  Kaliumdiazoacetat  
 

Das synthetisch hergestellte KDA ist ein Intermediat, welches über Zwischenstufen 

zu reaktiven Methyl- und Carboxymethyldiazonium-Ionen umgesetzt wird und damit 

Ausgangssubstanz für Methylierungen und Carboxymethylierungen an der DNA ist. 

Mittels des SRB-Tests wurden die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen hinsichtlich der 

toxischen Auswirkungen von KDA untersucht. Ziel war es, die adäquate 

Behandlungskonzentration für den BALB/c-3T3-Zelltransformationstest zu finden. 

Diese sollte weder das Wachstum der Zellen stoppen, noch zytotoxische 

Auswirkungen haben. Dabei verhält sich die Menge des gebundenen Farbstoffs 

Sulforhodamin B an das Zellprotein proportional zur Zellzahl. Zur Bestimmung des 

Effekts von 0,3 bis 30 µM KDA wurden die in 6-well-Kulturplatten eingebrachten 

BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen für drei Tage behandelt, fixiert und die Absorption des 

gebundenen Farbstoffs gemessen. Die in Abbildung 15 dargestellten Kontrollen 

(t = 1; t = 0) stellten sicher, dass die unbehandelten Zellen innerhalb von drei Tagen 

proliferierten. Um die Auswirkungen des KDA unter vergleichbaren Bedingungen zu 

denen im später eingesetzten Zelltransformationstest zu untersuchen, wurde von 

einer subkonfluent bewachsenen Zellkulturschale ausgegangen. Die Beurteilung des 

Wachstumsverhaltens erfolgte durch Vergleichen der Absorptionen der Kontrollen 

und der behandelten Zellen. Ebenfalls, in Orientierung an den sechs Wochen 
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andauernden Zelltransformationstest, wurden die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen drei 

Tage mit der Biochemikalie behandelt. Während des Zelltransformationstests wurde 

das Behandlungsmedium alle drei Tage gewechselt. Innerhalb dieser Zeitspanne war 

davon auszugehen, dass die Zellkulturschalen nahezu konfluent bewachsen waren, 

sich die Zellen aber noch nicht wegen Platzmangels ablösen und damit das Ergebnis 

verfälschen würden.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 15: Wachstumsverhalten der BALB/c-3T3-A31-1-1- Zellen nach drei Tagen Behandlung mit 
KDA 
Die ausgesäten BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen wurden nach 24 Stunden und nach Austausch des 
Kulturmediums gegen das Behandlungsmedium mit KDA drei Tage im Brutschrank inkubiert. Ihre 
Empfindlichkeit gegenüber KDA wurde mittels des SRB-Tests untersucht. In dem Säulendiagramm ist 
die gemessene Absorption prozentual als das relative Zellwachstum gegen die 
Behandlungskonzentration KDA mit Standardabweichung (n = 3) dargestellt. Die Kontrolle t = 0 stellt 
den Proteingehalt der Zellen zum Zeitpunkt der Behandlung, die Kontrolle t = 1 das relative 
Zellwachstum nach drei Tagen Behandlungszeit dar. Die Behandlung der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen 
mit 30 µM KDA führte zur einem erhöhten Proteingehalt (**, p = 0,005). 
 

 

Die Behandlungen der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen mit 0,3 bis 30 µM KDA führten zu 

keiner Einschränkung ihres Wachstumsverhaltens. Ähnlich zur Drei-Tage-Kontrolle 

(t = 1) stieg die Absorption der behandelten Zellen im Vergleich zum 

Behandlungsstart (t = 0) an, das heißt sie waren durch das KDA nicht in ihrem 

Wachstum inhibiert. Sie zeigen tendenziell ein etwas höheres Wachstum, das sich 

aber nicht signifikant von der Drei-Tage-Kontrolle unterscheidet. Das etwas geringere 

relative Zellwachstum nach der Behandlung mit 10 µM KDA ließ vermuten, dass es 

sich um die erste zytotoxische Konzentrationsstufe handelt. Da aber nach der 

Behandlung mit 30 µM KDA eine statistisch signifikante Zunahme im Vergleich zur 

Drei-Tage-Kontrolle beobachtet wurde (p = 0,005), war davon auszugehen, dass das 
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KDA durch die verwendeten Konzentrationen keine Wachstumseinschränkungen 

bewirkte. Die mikroskopische Beurteilung der Zellen der mit 30 µM KDA behandelten 

Zellen, ergab keine Zellveränderungen, wie z.B. die Bildung von Zellherden oder 

mehrschichtiges Wachstum. Warum innerhalb von drei Tagen nach der Behandlung 

mit 30 µM KDA eine Zunahme des Zellwachstums in mehreren Experimenten 

gemessen wurde, konnte nicht abschließend geklärt werden.  

Diese Ergebnisse schlossen keine der getesteten Konzentration für den Einsatz 

nachfolgender Experimente aus. Deshalb wurden für den Balb/c-3T3-

Zelltransformationstest drei KDA-Konzentrationen (0,3 µM, 3 µM und 30 µM) 

ausgewählt. 

 

5.2.4 Bewertung von KDA hinsichtlich seines kanzero genen Potenzials 
 

Zur Einschätzung des kanzerogenen Potenzials von KDA wurde der BALB/c-3T3-

Zelltransformationstest eingesetzt. Bei dieser Methode sind die Initiation und die 

Promotion durch Zugabe einer Biochemikalie induzierbar. Die kanzerogene Wirkung 

einer Biochemikalie äußert sich im Verlust der Kontaktinhibition, so dass die 

entarteten Zellen nach Erreichen der Konfluenz das Wachstum nicht einstellen. Sie 

wachsen unabhängig vom Untergrund übereinander und es entstehen 

Zelltransformationsherde, die nach Typen zu klassifizieren sind. Typ und Anzahl sind 

ein Maß für die Zelltransformation. Das in der Arbeit verwendete MCA dient als 

initiierendes Agens und das TPA als Tumorpromotor.  

Die Bewertung des BALB/c-3T3-Zelltransformationstest erfolgte auf der Grundlage 

der ausgebildeten Zellherde jeder Behandlungsgruppe. In die statistische 

Auswertung wurden alle ausgebildeten Zellherde der vier Experimente 

(Dreifachbestimmung) mit einem Durchmesser größer als drei Millimeter einbezogen. 

 

Als erstes wurden die beiden mitgeführten Lösungsmittelkontrollen, DMSO und 

Zellkulturmedium, näher betrachtet. Wie in der Abb. 16 a und b dargestellt, waren 

nach DMSO- oder Medium-Zugabe vereinzelt Zellherde entstanden. Um einen 

Vergleich der Ergebnisse mit den beiden Lösungsmittelkontrollen vorzunehmen, 

wurde mit Hilfe des parameterfreien U-Tests nach Mann und Whitney ihre Signifikanz 

geprüft. Die Analyse ergab, dass sich die beiden Lösungsmittelkontrollen nicht 
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signifikant voneinander unterschieden (p = 0,486) und im Folgenden als Negativ-

Kontrolle angegeben werden.  

Für eine Aussage einer Initiator und/oder Promotoraktivität des KDA wurden die 

Auswirkungen der bekannten Biochemikalien MCA, TPA und in der Kombination 

MCA + TPA bewertet. In der Abbildung 17 a sind die Effekte des Initiators MCA und 

in 17 b die des Promotors TPA allein und 17 c zeigt das Resultat nach Behandlung 

mit den beiden Substanzen (siehe Protokoll Kapitel 4.6.7). Eine Behandlung der 

BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen mit ’MCA + TPA’ führte, wie zu erwarten, zu den meisten 

Zellherden. Die Auswirkung der Behandlung ist als Positiv-Kontrolle in den 

Diagrammen dargestellt. Um den Effekt von KDA in der jeweiligen Phase der 

Kanzerogenese bewerten zu können, wurden für die Auswertung die Ergebnisse der 

mit MCA, TPA oder Lösungsmittel behandelten Zellen als Bezugsgrößen gewählt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16: Chemisch-induzierte Zelltransformation von  BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen – 
Lösungsmittelkontrollen 
Die Zellen wurden nur mit a) DMSO oder b) Zellkulturmedium behandelt. Dargestellt sind 
repräsentative Schalen aus allen Experimenten für die beiden Lösungsmittelkontrollen. Die 
entstandenen Zellherde heben sich deutlich vom umgebenden Zellrasen ab. Bei beiden Kontrollen 
waren vereinzelt spontane Zellherde ausgebildet worden.  
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Abb. 17: Chemisch-induzierte Zelltransformation von  BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen – Initiator und 
Promotor-Kontrollen  
Die Zellen wurden mit a) MCA, b) TPA oder c) MCA und TPA behandelt und dienten zur Kontrolle für 
eine mögliche Initiator- und/oder Promotorwirkung der eingesetzten Biochemikalie KDA. Die 
Ausschnitte der dargestellten 6-well-Zellkulturplatten stammen exemplarisch aus vier unabhängigen 
Experimenten und zeigen entstandene Zellherde, die sich deutlich vom Zellrasen abheben.   
 

5.2.4.1  KDA als Initiator  
 

Die erste Stufe der Kanzerogenese stellt die Initiation dar. Inwieweit das KDA als 

solches wirksam war, ist in Abbildung 18 und im Diagramm (Abb. 19) dargestellt. Das 

allein eingesetzte TPA stellt den Hintergrund der Zellherdbildung dar und wurde auf 

100 % gesetzt. So konnten entstandene Zelltransformationsherde entsprechend der 

Behandlung zugeordnet werden. Zwischen der Negativ-Kontrolle und den 

transformierten Zellen nach TPA-Behandlung besteht ein signifikanter Unterschied 

(p = 0,006, Dunnett-Test). TPA allein erzeugt deutlich mehr Zellherde. Wurden die 

Zellen mit den Biochemikalien ’MCA + TPA’ exponiert (Positiv-Kontrolle), entstanden 

im Vergleich zu den TPA-behandelten Zellen circa 40 % mehr Zellherde. Der 

Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Bei BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen, 

die in der Initiationsphase dem KDA und anschließend dem TPA ausgesetzt waren, 

ergaben sich kaum Unterschiede hinsichtlich der Zellherdentwicklung im Vergleich zu 

den Zellen die TPA allein behandelt wurden. Es bildeten sich nach ’0,3 µM 
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KDA + TPA-Gabe’ 18 % und nach ’3 µM KDA + TPA’ 21,5 % weniger Zellherde. 

Ähnlich viele Zellherde, wie nach TPA-Wirkung, entwickelten sich nach der 

Behandlung mit ’30 µM KDA + TPA’ (110 %). Eine Unterscheidung der ausgebildeten 

Zellherde nach Typen zeigte, dass diese quantitativ in Abhängigkeit ihrer 

Behandlung geringfügig variierten. Die Summe aller Zellherde ergab kaum 

Differenzen. Lediglich bei der Positiv-Kontrolle entstanden deutlich mehr Zellherde 

aller Typen. Insbesondere die Anzahl der Zellherde Typ 1 und Typ 3 erhöhte sich 

signifikant gegenüber der TPA-Gruppe (Tab. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18: Chemisch-induzierte Zelltransformation von  BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen; Prüfung der 
potenziell initiierenden Wirkung von KDA 
In Abb. 19 a bis c sind repräsentative Schalen aus allen Experimenten abgebildet. Die BALB/c-3T3-
A31-1-1-Zellen wurden während der Initiationsphase mit unterschiedlichen KDA-Konzentrationen 
behandelt. In a) wurde dem Behandlungsmedium 0,3 µM KDA, in b) 3 µM und in c) 30 µM KDA 
zugesetzt. Anschließend konnte über zwei Wochen TPA wirken. Nach Beendigung des Versuchs 
heben sich die fixierten und gefärbten Zellherde deutlich vom umgebenden Zellrasen ab. 



Ergebnisse   

 

53

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Prozentualer Anteil entstandener Zellherde  nach Testung der potenziellen 
Initiatoraktivität des KDA 
Um die initiierende Wirkung von KDA auf die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen zu testen, wurden diese zu 
Beginn des Zelltransformationstests mit verschiedenen KDA-Konzentrationen und anschließend mit 
dem bekannten Promotor TPA behandelt. Dargestellt sind die prozentualen Anteile entstandener 
Zellherde (Prozent Zellherde/well bezogen auf TPA) aus vier unabhängigen Experimenten mit jeweils 
drei wells je Behandlung. Signifikante Unterschiede zur TPA-Behandlungsgruppe wurden mit ANOVA 
und 2-seitigem Dunnett-Test geprüft (** = p ≤ 0,01; n.s. = nicht signifikant).  
 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 6: Anteil der Zellherde Typ 1 bis 3 pro well nach KDA + TPA - Behandlung  
Während des sechswöchigen Experimentzeitraums entstanden nach unterschiedlicher Behandlung 
Zellherde aller drei Klassifizierungstypen. In der Tabelle sind zusammengefasst die Mittelwerte mit 
Standarbweichung der gebildeten Zellherde je well, die größer als drei Millimeter waren. Es sind die 
bestehenden signifikanten Unterschiede zwischen der Zahl der Zellherde der Behandlungsgruppen 
und der TPA-Gruppe dargestellt (Dunnett-Test, ** = p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001).  
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5.2.4.2 KDA als Promotor 
 

Weiterhin wurde die Substanz auf ihre Promotoraktivität geprüft. In der Abbildung 20 

und im Säulendiagramm (Abb. 21) sind die Ergebnisse zusammengefasst. Zur 

Bewertung der Auswirkungen des KDA wurde die Zahl der Zellherde nach 

Behandlung der Zellen mit MCA alleine auf 100 % gesetzt und für die statistische 

Analyse als Bezugsgröße herangezogen. Gegenüber MCA nahm die Anzahl der 

Zellherde der Positiv-Kontrolle zu (p < 0,001, Dunnett-Test). Im Gegensatz dazu war 

die Entstehung von Zellherden bei der Negativ-Kontrolle verringert (p < 0,016). 

Schwankungen in der Anzahl ausgebildeter Zellherde ergaben sich bei der 

MCA + KDA-Behandlung. Der Einsatz von 0,3 µM KDA während der 

Promotionsphase führte zu einer deutlich herabgesetzten Entstehung von Zellherden 

(-73 %), gemessen an der Wirkung von MCA. Insgesamt waren die zu 

klassifizierenden Zellherdtypen 1 bis 3 signifikant vermindert (p < 0,034) und stellen 

die geringste Zelltransformationsrate dieser Behandlungsgruppe dar. Eine 

Behandlung der BALB/c-A31-1-1-Zellen mit 3 und 30 µM KDA während der 

Promotionsphase führte ebenfalls zu einer verringerten Transformation. Dieser Effekt 

war zwar deutlich, jedoch statistisch nicht signifikant. Es wurden nach 3 µM KDA-

Zusatz Zellherde aller drei Klassifizierungen entwickelt. In der Summe waren es 

~ 26 % weniger Zellherde als in Folge der alleinigen MCA-Behandlung. Ähnlich 

verhielt es sich nach Einwirkung von 30 µM KDA. Danach waren ~ 55 % weniger 

Zellherde festzustellen. Besonders auffällig war die verringerte Ausbildung von 

Zellherden des Typs 2 bei allen KDA-behandelten BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen 

während der Promotionsphase. Diese war bei allen Behandlungsgruppen höchst 

signifikant vermindert (Tab. 7).  
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Abb. 20: Chemisch-induzierte Transformation von BAL B/c-3T3-A31-1-1-Zellen; Prüfung der 
potenziell promovierenden Wirkung von KDA  
Um die promovierende Wirkung von KDA auf die BALB/c-A31-1-1-Zellen zu testen, wurden diese zu 
Beginn des Zelltransformationstests mit dem bekannten Initiator MCA und anschließend mit den  
unterschiedlichen KDA-Konzentrationen behandelt. Die wenigen entstandenen Zellherde heben sich 
deutlich vom umgebenden Zellrasen ab. 
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Abb. 21: Prozentualer Anteil entstandener Zellherde  nach Testung der Promotoraktivität des 
KDA 
Um die initiierende Wirkung von KDA auf die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen zu testen, wurden diese zu 
Beginn des Zelltransformationstests mit verschiedenen KDA-Konzentrationen und anschließend mit 
dem bekannten Promotor TPA behandelt. Dargestellt sind die prozentualen Anteile entstandener 
Zellherde (Prozent Zellherde/well bezogen auf MCA) aus vier unabhängigen Experimenten und 
Dreifachbestimmung. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen wurde mit dem H-
Test nach Kruskal und Wallis und Unterschiede zur MCA-Behandlungsgruppe mit ANOVA und 2-
seitigem Dunnett-Test geprüft (* = p ≤ 0,05; *** = p ≤ 0,001; n.s. = nicht signifikant). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 7: Anteil der Zellherde Typ 1 bis 3 pro well nach MCA + KDA-Behandlung  
In Abhängigkeit der Behandlung entstanden während des sechswöchigen Experimentzeitraums 
Zellherde der Typen 1 bis 3. Zusammenfassend sind in der Tabelle die Mittelwerte mit 
Standarbweichung der gebildeten Zellherde je well, die größer als drei Millimeter waren, dargestellt. 
Es sind die bestehenden signifikanten Unterschiede zwischen der Anzahl der Zellherde der 
Behandlungsgruppen und der MCA-Gruppe dargestellt (Dunnett-Test, * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** 
p ≤ 0,001). 
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5.2.4.3 KDA als komplettes Kanzerogen 
 

Als Letztes wurde die Biochemikalie KDA hinsichtlich ihres kanzerogenen Potenzials 

in beiden Phasen der Kanzerogenese getestet. Es wurde während der Initiations- 

und Promotionsphase dem Behandlungsmedium der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen 

zugesetzt. Zur Beurteilung des KDA-Einflusses auf die Ausbildung von 

Zelltransformationsherden wurde die Negativ-Kontrolle als Bezugsgröße gewählt und 

auf 100 % gesetzt. Positiv- und Negativ-Kontrolle unterschieden sich deutlich 

bezüglich der Summe aller entstandenen Zellherde (p < 0,001, Dunnett-Test). Es 

entstanden nach der Behandlung mit MCA und TPA (Positiv-Kontrolle) um das 

350fache mehr Zellherde, als ohne jeglichen Zusatz einer Biochemikalie. Wurde den 

BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen KDA zugesetzt, entwickelten sich während der 

Versuchszeit kaum Zellherde (Abb. 22 und 23). Die geringe Anzahl transformierter 

Zellen fiel ähnlich wie bei den Negativ-Kontrollen aus. Es waren vereinzelte Zellherde 

des Typs I oder II entstanden, überhaupt nicht zu identifizieren waren Zellherde des 

Typs III (Tab. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22: Chemisch-induzierte Transformation von BAL B/c-3T3-A31-1-1-Zellen nach KDA-Gabe 
während des gesamten Behandlungszeitraumes 
Mit diesem Testprotokoll wurde die Wirkung von KDA in beiden Phasen des Mehrstufenmodells der 
Kanzerogenese getestet. Während der gesamten Behandlungsphase wurde den Zellen KDA 
unterschiedlicher Konzentration zugesetzt, a) 0,3 µM b) 3 µM und c) 30 µM KDA. Die Abbildung zeigt 
repräsentative Schalen aus allen vier Experimenten. In zwei wells waren schwach gefärbte 
Zelltransformationsherde erkennbar.  
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Abb. 23: Prozentualer Anteil entstandener Zellherde  nach Testung von KDA in beiden Phasen 
der Kanzerogenese  
Nach Beendigung des sechswöchigen In-vitro-Versuchs wurden die ausgebildeten Zellherde fixiert 
und gezählt. Im Diagramm dargestellt sind die prozentualen Anteile entstandener Zellherde aus allen 
vier unabhängigen Experimenten (Dreifachbestimmung). Signifikante Unterschiede der Gruppen 
wurden mit dem H-Test nach Kruskal und Wallis und Unterschiede zur Negativ-Kontrolle mit ANOVA 
und 2-seitigem Dunnett-Test geprüft (*** = p ≤ 0,001; n.s. = nicht signifikant).   
 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 8: Anteil der Zellherde Typ 1 bis 3 pro well nach KDA - Behandlung  
Bei diesem Behandlungsprotokoll waren nur wenige Zellherde der Typen 1 bis 3 bei der Negativ-
Kontrolle entstanden. In Abhängigkeit der KDA-Behandlung entstanden während des sechswöchigen 
Experimentzeitraums nur Typ-1-Zellherde und einige wenige des Typ-II-Zellherde. Zusammenfassend 
sind in der Tabelle die Mittelwerte mit Standardabweichung der gebildeten Zellherde je well, die 
größer als drei Millimeter waren, dargestellt. Es sind die bestehenden signifikanten Unterschiede 
zwischen der Zahl der Zellherde der Behandlungsgruppen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle 
dargestellt (** = p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001).  
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6 Diskussion 

Die Entwicklung bösartiger Tumoren im Dickdarm ist ein multifaktorieller, 

mehrstufiger Prozess, der stark von der Umwelt, insbesondere durch 

Nahrungsbestandteile beeinflusst wird. Der Dickdarm unterliegt einer geringen 

Motilität und ist für den Wasserentzug und die Resorption von Elektrolyten aus den 

unverdaulichen Nahrungsresten verantwortlich. Eine vollständige Darmpassage bei 

einem gesunden Erwachsenen benötigt, in Abhängigkeit der 

Nahrungszusammensetzung, 20 – 30 Stunden. Dabei wird der Darminhalt 

durchmischt und die Darmmukosa interagiert mit den verbliebenen, verschiedensten 

Inhaltsstoffen (Schmidt et al. 2000). 

Zwei Verbindungen, die mit der Nahrung im Zusammenhang stehen sind das PhIP, 

ein Vertreter der HAA, das während des Bratens von Fleisch entsteht, und das KDA, 

ein Vertreter der NOC, das sich erst im Organismus aus den Inhaltsstoffen des 

Fleisches bildet. Verschiedene Arbeiten zeigen eine Korrelation zwischen der 

Konsummenge von stark erhitztem rotem Fleisch und dem Risiko einer 

Dickdarmkrebserkrankung (Layton et al. 1995, Knize et al. 2002, Sinha et al. 2001, 

Rohrmann et al. 2007). Bisherige Untersuchungen mit PhIP-Konzentrationen im 

humanrelevanten Bereich ergaben keinen Hinweis darüber, dass das PhIP allein 

verantwortlich für die Ausbildung von Tumoren beziehungsweise deren Vorstufen ist 

(Fukushima et al. 2004, Doi et al. 2005, Kühnel et al. 2009). Interessanterweise 

führte eine hohe Fettaufnahme zu einem additiven Effekt auf die PhIP-Wirkung im 

hohen Konzentrationsbereich (Ochiai et al. 1996a, Thornton und MacDonald 1997, 

Kim et al. 1998). Im ersten Teil dieser Arbeit wurde das Zusammenspiel einer 

fettreichen Ernährung in Kombination mit einer humanrelevanten PhIP-Konzentration 

näher betrachtet. Die Effekte wurden in einem Fütterungsversuch mit dem F344-

Rattenmodell analysiert. Das bisher wenig untersuchte KDA stellt stellvertretend für 

im Darm entstehende Diazoacetat-Verbindungen aus Inhaltsstoffen des roten 

Fleisches ebenfalls einen potenziellen Risikofaktor für die Darmkrebsentstehung dar. 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde daher das Potenzial von KDA, Zellen 

maligne zu transformieren, untersucht. Inwieweit das KDA transformierende 

Wirkungen hat und damit als Kanzerogen eingestuft werden kann, wurde mit Hilfe 

des BALB/c-3T3-Zelltransformationstests geprüft.  
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6.1 Der In-vivo-Versuch – Einsatz von PhIP im Fütte rungsversuch mit F344-

Ratten 

 

Die zum Versuchsbeginn jungen männlichen F344-Ratten nahmen während des 

gesamten Beobachtungszeitraums kontinuierlich an Körpermasse zu. Mit Ende des 

Versuches war noch kein Plateau erreicht, dass bei männlichen Ratten in der Regel 

ab der 77igsten Lebenswoche erzielt wird und durchschnittlich 468 g beträgt 

(Solleveld et al. 1984). Auffällig waren die von der PhIP-Konzentration abhängigen, 

tendenziell verminderten Körpermassen der Tiere in beiden Diätgruppen. Ähnliche 

Beobachtungen wurden insbesondere in Versuchen, die länger als ein Jahr 

andauerten und in denen höhere PhIP-Dosen verabreicht wurden, beschrieben (Ito 

et al. 1991, Hasegawa et al. 1993). Fukushima et al. (2004) stellten in einem 16 

Wochen andauernden Fütterungsversuch an F344-Ratten ebenfalls fest, dass die 

Körpermasse bei den Tieren der Hochdosis-Gruppe (400 ppm) vermindert war. Die 

im Gegensatz zum vorliegenden Ergebnis unveränderte Körpermasse bei der Gabe 

von 100 ppm PhIP könnte auf die inhaltlichen Unterschiede der in den verschiedenen 

Studien verwendeten Diät zurückzuführen sein. In der vorliegenden Studie, waren 

die Tiere, welche eine Westerndiät bekamen, im Vergleich zu den Tieren der 

Kontrolldiät deutlich schwerer. Innerhalb der Diäten war jedoch nur ein leichter Trend 

zur verminderten Körpermasse in Abhängigkeit der PhIP-Dosis festzustellen. 

Insgesamt bewirkte vermutlich die Fütterung von PhIP einen negativ Einfluss auf die 

Futteraufnahme der Tiere, was in einer geringeren Körpermassenzunahme 

resultierte. Die Westerndiät scheint diesen Einfluss aber relativieren zu können.  

 

Es gibt nur wenige Veröffentlichungen, welche den Einfluss von PhIP-

supplementierten Diäten auf die Futteraufnahme und das Wachstum der Tiere 

beschreiben. Ito et al. (1991) verabreichten eine Standarddiät (Oriental MF) und 

beobachteten von Beginn an Unterschiede bei der Futteraufnahme. Die Tiere fraßen 

von der ersten Versuchswoche an weniger Futter mit dem PhIP-Zusatz (400 ppm), 

was in einer geringeren Körpermassenzunahme resultierte. In einer 

vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe waren solche Beobachtungen nach 

einer Verabreichung von 0,1 und 100 ppm PhIP mit einer Standarddiät nicht 

festzustellen (Kühnel et al. 2009).  
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Die Ergebnisse der vorliegenden Fütterungsstudie sind differenziert zu betrachten. 

Erhielten die F344-Ratten das PhIP mit der Standarddiät, war lediglich eine Tendenz 

zur verminderten Futteraufnahme mit steigender PhIP-Konzentration zu ermitteln. 

Die festgestellte signifikant verminderte Körpermasse der Hochdosis-Gruppe im 

Vergleich zur Kontrollgruppe korreliert nicht mit einer erheblich reduzierten 

Futteraufnahme. War das PhIP der Westerndiät beigemengt, nahmen die Tiere der 

Hochdosis-Gruppe (100 ppm) signifikant am wenigsten Futter im Vergleich zur 

Kontroll- und Niedrig-Dosis-Gruppe auf. Diese Beobachtung ist in Bezug auf die 

Körpermassenentwicklung interessant. Die Tiere der Hochdosis-Gruppe waren nicht 

auffällig leichter. Im Gegensatz dazu waren keine Unterschiede zwischen der 

Kontroll- und der Niedrig-Dosis-Gruppe (0,01 ppm PhIP) hinsichtlich der 

Futteraufnahme und der Körpermassenzunahme festzustellen. Die Aufnahme von 

PhIP-supplementiertem Futter, in Abhängigkeit seiner Konzentration, lässt nicht auf 

eine verminderte Futteraufnahme, verbunden mit einer verminderten 

Körpermassenzunahme, schließen. Die Menge des aufgenommenen Futters ist 

demnach von der Art der Diät und der enthaltenen PhIP-Konzentration abhängig. Der 

Einfluss auf die Körpermasse hängt jedoch stärker vom Diättyp ab. 

 

Diese Fütterungsstudie sollte ursprünglich 26 Wochen andauern. Ab der 16. 

Versuchswoche kam es zu unerwarteten, spontanen Todesfällen. Es waren jeweils 

ein Tier der PhIP-Behandlungsgruppen sowohl bei der Standard- als auch der 

Westerndiät und zwei Tiere bei der PhIP-Hochdosis-Gruppe der Westerndiät 

betroffen. Die Todesfälle lassen sich nicht mit Hilfe der Literatur klären. Bei einer 

Langzeitstudie von 104 Wochen traten bei den männlichen F344-Ratten erst ab der 

58. Versuchswoche erste Todesfälle auf. Die Tiere erhielten 100 ppm PhIP mit dem 

Futter. Eine geringere verabreichte PhIP-Dosis (25 ppm) führte sogar erst in der 75. 

Woche zum Todesfall (Hasegawa et al. 1993). In einer weiteren, über 52 Wochen 

andauernden Arbeit, wurden keine Ausfälle durch den frühzeitigen Tod eines mit 400 

ppm PhIP gefütterten Tieres angegeben (Ito et al. 1991). Auch eine Untersuchung 

hinsichtlich pathogener Erreger lieferte keine Erklärung für den frühzeitigen Tod der 

fünf Tiere.  

In der vorliegenden Studie waren über die Todesfälle hinaus, bei der Western-

Hochdosis-Gruppe erste Tendenzen einer Körpermassenabnahme auffällig. Da auch 

diese einen sensiblen Indikator für das Wohlbefinden der Tiere darstellt, war eine 
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vorzeitige Beendigung des Versuches in der 20igsten Woche angebracht. Bei der 

Sektion der Tiere wurden die inneren Organe einer makroskopischen Untersuchung 

unterzogen. Dabei waren keine Auffälligkeiten zu diagnostizieren und mit einer PhIP-

induzierten-Tumorentwicklung war während des relativ kurzen Versuchszeitraums 

nicht zu rechnen. Diese traten in der Regel bei PhIP-Langzeitversuchen von länger 

als einem Jahr auf (Ito et al. 1991, Hasegawa et al. 1993, Ubagai et al. 2002). Zur 

weiteren Auswertung wurden die Därme präpariert und als Dauerpräparate einer 

histologischen Untersuchung hinsichtlich auftretender präneoplastischer Läsionen in 

Form von ACF unterzogen. Bisherige Untersuchungen hatten gezeigt, dass die 

Entstehung von ACF abhängig von der PhIP-Konzentration und der Expositionszeit 

ist (Tudek et al. 1989, Ochiai et al. 1996a, Nakagama et al. 2002, Fukushima et al. 

2004). Gesichert gilt die Entstehung von ACF bei PhIP-Konzentrationen ab 50 ppm 

(Ochiai et al. 1996a, Fukushima et al. 2004). Konzentrationen von 400 ppm PhIP 

verursachten auch nach einer relativ kurzen Expositionszeit von zwei Wochen erste 

Entartungen. Weitere vier Wochen später konnte die Verfütterung einer fettreichen 

Diät ohne PhIP die Ausbildung von ACF deutlich steigern (Ochiai et al. 1996b). Auch 

die PhIP-Gabe im Intervall und in Kombination mit einer Hochfett-Diät führte zur 

Ausbildung von ACF nach sechs Versuchswochen. Deren Anzahl konnte nach 32 

Experimentwochen deutlich erhöht werden (Nakagama et al. 2002). Bei geringeren 

PhIP-Mengen waren nach 16 Versuchswochen, unter Verwendung einer 

Standarddiät und der Gabe bis zu 10 ppm PhIP, kaum ACF zu diagnostizieren 

(Fukushima et al. 2004).  

 

Es war zu erwarten, dass sich bei Tieren beider Versuchsgruppen, die 100 ppm PhIP 

mit dem Futter erhielten, die Mehrzahl der ACF ausbilden. Die höchste Anzahl 

entstandener Läsionen im Dickdarm wurde nach Verfütterung der ’Standarddiät + 

100 ppm PhIP’ gezählt (1,18 ACF/F344-Ratte). Diese PhIP-Wirkung unterscheidet 

sich deutlich von den in der Kontrollgruppe (0,17 ACF/F344-Ratte). Der Effekt der 

’Westerndiät + 100 ppm PhIP’ fiel dagegen unerwartet gering aus (0,6 ACF/F344-

Ratte). Nach Angaben der Literatur hätte der Einfluss einer fettreichen Diät einen 

drastischeren Effekt auslösen sollen. Das Resultat der Niedrig-Dosis-Gruppen fiel 

ebenfalls unterschiedlich zwischen den Diätgruppen aus. Es entstanden 0,73 

ACF/F344-Ratte nach Aufnahme der ’Westerndiät + 0,01 ppm PhIP’ und deutlich 

weniger bei der Gruppe ’Standarddiät + 0,01 ppm PhIP’ (0,45 ACF/F344-Ratte). 
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Nach der 0,01 ppm PhIP-Gabe, verabreicht mit der Standarddiät, wurden ähnliche 

Ergebnisse, wie in der Studie Fukushima et al. (2004), erzielt. Die fettreiche Nahrung 

in Kombination mit PhIP hingegen konnte bei den F344-Ratten die Entwicklung von 

ACF unterstützen, neben der tendenziell gesteigerten ACF-Anzahl war die Größe der 

ausgebildeten ACF auffällig. Zum einen waren mehr Krypten betroffen, zum anderen 

waren die präneoplastischen Läsionen voluminöser. ACF werden als intermediäre 

Biomarker in der frühen Entwicklungsstufe von Dickdarmkrebs sowohl bei der 

Untersuchung des humanen Organismus als auch in Säugtier-Modellen genutzt (Bird 

1987, Pretlow et al. 1991, Roncucci et al. 1991, Kim et al. 2008). Die Entwicklung von 

ACF korreliert häufig mit der späteren Entstehung von Tumoren, dabei ist nicht nur 

die Anzahl gebildeter ACF sondern auch die Anzahl betroffener Krypten je ACF 

entscheidend. Besondere Beachtung erhalten deshalb ACF mit vier und mehr 

betroffenen Krypten. Die hier verwendete Standarddiät führte bei den F344-Ratten zu 

vergrößerten ACF mit circa vier bis fünf betroffenen Krypten. Im Gegensatz dazu 

wurde bei den Tieren, die die Westerndiät erhielten, vermehrt ACF mit vier bis sieben 

Krypten je ACF festgestellt. Des Weiteren waren die präkanzerogenen Läsionen 

unter Einwirkung der Westerndiät in ihrem Durchmesser signifikant größer. Die 

Westerndiät konnte zwar nur geringfügig die ACF-Anzahl steigern, jedoch zeigten 

sich deutliche Effekte in der ACF-Ausdehnung, welche ein weiterer Indikator für das 

Darmkrebsrisiko ist (Pretlow et al. 1992, Kristiansen 1996). 

In der Literatur wird die Rolle des Fettes auf die Tumorpromotion im Dickdarm 

kontrovers diskutiert. Im Allgemeinen wird dem Fett ein promovierender Effekt in der 

Kanzerogenese des Dickdarms zugeschrieben (Drasar et al. 1973, Graham et al. 

1988). Epidemiologische (Willett et al. 1990, Wynder 1987) und experimentelle 

Studien (Minoura et al. 1988, Nicholson et al. 1990) beschreiben einen 

differenzierten Einfluss des Fetttyps und seines Wirkortes auf die 

Dickdarmkrebsentstehung. Je höher der Anteil gesättigter Fettsäuren in der Nahrung 

ist, desto höher ist der Lipidanteil in den Fäzes. Nimmt die Lipidkonzentration im 

Dickdarm zu, führt dies zur Modulierung der Zellproliferation, welche in distaler 

Richtung steigt (Lee et al. 1993). Die Aufnahme von Fetten wie Butter, Rindertalg 

und einer hohen Menge an Maiskeimöl bewirken eine signifikant erhöhte Proliferation 

im Vergleich zu Fischöl und einer niedrigen Konzentration Maiskeimöl (Kim et al. 

1998). Der nachgewiesene Proliferationsreiz wird vermutlich durch langkettige 

Fettsäuren (LCFA), die nicht im Dünndarm aufgenommen werden, erzeugt. 
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Einhergehend mit dem Wasserentzug in distaler Darmrichtung nimmt die 

Konzentration fettlöslicher Substanzen zu. Daraus ergibt sich ein vom proximalen 

zum distalen Darmbereich verlaufender Gradient von LCFA und mitogen aktiven 

Substanzen, die die Darmwand reizen (Wargovich et al. 1984). Insbesondere durch 

Butter und Rindertalg kann der Anteil von LCFA deutlich gesteigert werden. Dies 

stellt die Grundlage für den Anstieg der ACF-Zahl dar und unterstützt die Entwicklung 

von Adenokarzinomen im Dickdarm der Maus (Lee et al. 1993, Lindner 1991). 

Grundsätzlich kann festgestellt werden, dass Fette nicht per se tumorpromovierend 

sind, sondern das der promovierende Effekt von der zugeführten Menge und 

Zusammensetzung der Fette abhängig ist. Inwieweit sie die Zellproliferation 

beeinflussen können, hängt jedoch auch von der Nahrungszusammensetzung 

insgesamt ab.  

 

Nagertiermodelle spielen bei der Abschätzung des toxischen Potenzials einer 

Substanz für den Menschen eine wichtige Rolle. Bei der Interpretation der Daten 

muss dabei auf die speziesspezifischen Charakteristika und bei der Übertragung der 

erzielten Ergebnisse von Tier zu Mensch auf die jeweiligen genetischen 

Besonderheiten geachtet werden. 

Bei der F344-Ratte handelt es sich um einen Albino-Ratten-Inzuchtstamm, der als 

Modellorganismus in der medizinischen und biologischen Forschung eingesetzt wird. 

Die Generierung erfolgte durch stetige Geschwisterverpaarung und erzielte einen 

weitgehend identischen homozygoten F344-Tierstamm. Dieser Stamm eignet sich 

besonders für Fütterungsversuche mit Fragestellungen, die die Kolonkanzerogenese 

betreffen, da eine geringe Inzidenzrate spontan ausgebildeter Tumore im Darm 

vorliegt (Coleman et al. 1977, Goodman et al. 1979, Lindsey 1979, Cameron et al. 

1985).  

Interessant sind die Beobachtungen, dass F344-Ratten unterschiedlicher Züchter auf 

die Gabe von 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinoline (IQ), ebenfalls ein HAA, 

verschieden sensitiv reagieren. Die Induktion von ACF in Folge der verabreichten 

Substanz fällt signifikant unterschiedlich aus (Xu et al. 1999). Somit ist ein Vergleich 

von Studien mit Tieren verschiedener Herkunft problematisch. Bei einem Vergleich 

verschiedener Kanzerogenitätsstudien ist zu beachten, welcher Tierstamm 

eingesetzt wurde. Neben den F344-Ratten reagieren auch die ACI-Ratten 

empfindsam gegenüber 400 ppm PhIP. Beide Tierstämme zeigten eine vergleichbare 
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und hohe Lebenserwartung nach der Behandlung. Jedoch sind die ACI-Ratten 

nahezu resistent gegenüber der Ausbildung von ACF im Darm. Die Sensitivität der 

F344-Ratte gegenüber einer PhIP-vermittelten Induktion von Tumoren liegt in der 

autosomal dominanten Genausprägung begründet (Nagao et al. 1998, Inaguma et al. 

2003). Ein möglicher Genort könnte auf dem Chromosom 16 zwischen den Loci 

D16Rat17 und D16Wox3 liegen (Nakagama et al. 1999). Dickdarmkrebs ergibt sich 

nach Akkumulation zahlreicher genetischer und epigenetischer Ereignisse innerhalb 

des Genpools einer Spezies. Untersuchungen der PhIP-induzierten Karzinogenese 

in der F344-Ratte ergaben außerdem spezifische Mutationen im Apc- oder β-catenin 

Gen (Kakiuchi et al. 1995, Dashwood et al. 1998, Ubagai et al. 2002, Ochiai et al. 

2003, Wang et al. 2008). Beide nehmen Schlüsselstellungen im Wnt-Signalweg ein 

und ihre kodierenden Gene unterliegen in der humanen Dickdarmkanzerogenese 

häufig Mutationen (Miyaki et al. 1994, Laken et al. 1997, Morin et al. 1997, Segditsas 

und Tomlinson 2006, Gavert und Ben-Ze-év 2007). Nach einer Fütterung von Ratten 

mit PhIP kommt es außerdem zu einer erhöhten Expression eines Regulatorgens 

des Zellzyklus, dem Cyclin D2 Gen (Fujiwara et al. 2004).  

Ein entscheidender Faktor bei der PhIP-induzierten Karzinogenese ist die Aktivität 

fremdstoffmetabolisierender Enzyme. Geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist 

dabei die Acetylierung von PhIP. Im Gegensatz zur Wistar Kyoto Ratte (Hein et al. 

1991) gehört die F344-Ratte zu den „schnellen Acetylierern“, da sie die N-

Acetyltransferase 2 (NAT2) exprimiert. Zwar kann die Gabe von 100 ppm PhIP keine 

höhere Enzymaktivität hervorrufen, dennoch zeigen F344-Ratten eine 

dosisabhängige Steigerung der Bildung von PhIP-N-Acetoxy-Ester-Verbindungen 

und ACF, wohingegen bei der Wistar Kyoto Ratte keine ACF-Zunahme beobachtet 

wird (Purewal et al. 2000a). Die Verfütterung von PhIP an Mäuse verursacht weder 

Kolon- noch Mammatumore. Dagegen war eine hohe Inzidenz an Lymphomen zu 

beobachten (Esumi et al. 1989). Die Organwirkung von PhIP unterliegt somit 

deutlichen Intra- und Interspeziesunterschieden. Eine Übertragung der erhaltenen 

Ergebnisse auf den Menschen ist daher schon auf Grund der wiederum größeren 

Interspeziesunterschiede zwischen Ratte und Mensch besonders schwierig. 

Weiterhin kommt die interindividuelle genetische Vielfalt des Menschen erschwerend 

hinzu, welche durch Metabolismus, DNA-Reparaturmechanismen oder 

Immunantwort Einfluss auf toxische Wirkungen im Organismus nehmen. Dies 
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spiegelt sich auch in den teilweise uneinheitlichen Ergebnissen epidemiologischer 

Studien wieder.  

 

In der hier vorgestellten Fütterungsstudie konnte der Einfluss der Westerndiät auf die 

Dickdarmkrebsentstehung in Kombination mit der im verarbeiteten roten Fleisch 

enthaltenen Biochemikalie PhIP nicht geklärt werden. Um den Hinweisen 

nachzugehen, dass die Westerndiät einen promovierenden Effekt auf die mit 

humanrelevanter PhIP-Dosis initiierten Zellen haben könnte, wurde ein 

nachfolgender Fütterungsversuch begonnen. In diesem Versuch, der sich über einen 

nun längeren Zeitraum von einem Jahr erstrecken soll, wird zusätzlich der Einfluss 

von Folsäure naher betrachtet. Das wasserlösliche Coenzym überträgt seine 

Methylgruppe und ist damit an der DNA-Synthese und seinen Bausteinen beteiligt. 

Insbesondere die Methylierung der DNA und Remethylierung von Homocystein zu 

Methionin stellen wichtige Bioprozesse und sensible Funktionen innerhalb einer Zelle 

dar. Ein Defizit führt zu Störungen der DNA-Synthese, aber auch der DNA-Stabilität 

und DNA-Integrität. Weiterhin kann der Mangel an Folsäure in Folge einer 

Hypomethylierung die Genexpression verändern. Dadurch kann das Wachstum von 

Zellen gehemmt werden. Im Gegensatz dazu kann ein Überangebot von Folsäure 

das Risiko einer gesunden Zelle zur neoplastischen Transformation erhöhen. In 

Abhängigkeit der aufgenommen Dosis besteht also die Möglichkeit, dass die 

Folsäure sowohl pro- als auch antikanzerogene Effekte hervorruft und damit die 

Effekte von PhIP und/oder einer hochkalorischen Diät moduliert.  

Des Weiteren sollen alle beeinflussenden Faktoren so gering wie möglich gehalten 

werden. Es ist notwendig alle wesentlichen Futterkomponenten, wie die Proteine, 

Rohfasergehalt, Vitamine und Mineralien bei der Standard- und Westerndiät 

identisch zu gestallten. Dabei muss eine optimale Versorgung des Organismus 

unbedingt gewährleistet bleiben. Alleinige Ausnahmen gibt es im Fett- und 

Folsäuregehalt: Das Futter wird mit Folsäure angereichert und mit einer Hoch- und 

einer Niedrig-Dosis verabreicht. Zusätzlich wird das PhIP, ebenfalls in einer hohen 

und niedrigen Dosis, verfüttert.  

 

Unter Anwendung von extremen, im häuslichen Bereich nicht verwendeten 

Zubereitungsbedingungen konnten bis zu 9,9 µg PhIP/kg (0,01 ppm PhIP) in 

gegrilltem Hühnchenfleisch und 0,16 µg PhIP/kg (1,6 x 10-4 ppm PhIP) in 



Diskussion   67

gebratenem Rindfleisch gemessen werden (Turesky et al. 2005). In einem über 16 

Wochen andauernden Fütterungsversuch war die Entstehung von ACF erst bei einer 

dauerhaften Gabe von 50 ppm PhIP detektierbar und ACF mit mindestens drei 

betroffenen Krypten waren sogar erst bei Konzentrationen von 100 und 400 ppm 

PhIP zu identifizieren. Die Entartungen traten demnach in Folge von sehr hohen, 

nicht humanrelevanten PhIP-Mengen auf. Jedoch waren dosisabhängig DNA-

Addukte in Folge des PhIP-Metabolismus im Darm der Ratten festzustellen, die ab 

einer Konzentration von 0,01 ppm PhIP deutlich messbar waren (Fukushima et al. 

2004). Es müssen hinlänglich viele DNA-Addukte ausgebildet werden, bevor der 

Genpool einer Zelle so stark verändert wird, dass die Wachstumsregulation entgleitet 

(Hanahan und Weinberg 2000). Umgekehrt wirken geringe Konzentrationen einer 

Biochemikalie durch adaptive biologische Prozesse schützend auf die Zellen ein 

(Hormesis) (Conolly et al. 2005). Treten genotoxische Schäden durch Kanzerogene 

auf, wird der Ablauf des Zellzyklus verlangsamt und es verbleibt mehr Zeit für 

mögliche Reparaturen (Kleczkowska und Althaus 1996, Elledge 1996). Dabei werden 

zahlreiche Faktoren wie die Induktion von Enzymen zur Detoxifikation, 

Reparaturenzyme und Hochregulation von Tumorsuppressorgenen aktiviert (Kitchin 

und Brown 1994, Stecca und Gerber 1998). Zahlreiche Studien zeigen, dass die 

Induktion von ACF von der Experimentdauer und der PhIP-Konzentration abhängig 

ist (Hasegawa et al. 1993, Ochiai et al. 1996a, Nakagama et al. 2002, Ubagai et al. 

2002).  

Der Einfluss der Hochfett-Diät auf die Kanzerogenese des Dickdarms wird kontrovers 

diskutiert. Die lange bestehende Annahme, dass Fett per se einen 

tumorpromovierenden Effekt auf das Gewebe des Dickdarms hat (Drasar und Irving 

1973, Graham et al. 1988), kann nicht auf alle Fetttypen übertragen werden. Fette 

mit einem hohen Anteil ungesättigter Fettsäuren, wie zum Beispiel Fischöl oder 

Maiskeimöl, weisen tendenziell einen protektiven Charakter auf. Gesättigte 

Fettsäuren aus der Butter oder dem Rindertalg wirken stimulierend und tragen zur 

Hyperproliferation der Zellen eines Gewebes bei, wobei dieser Effekt vorrangig im 

distalen Kolon zu finden ist (Lee et al. 1993, Kim et al. 1998). Die in 

wissenschaftlichen Studien verwendeten Hochfett-Diäten sind oftmals mit 

pflanzlichen Fetten supplementiert. In einer Fütterungsstudie mit F344-Ratten wurde 

ein Vergleich zwischen der Wirkung von gehärtetem vegetarischen Öl und 

Färberdistelöl untersucht (Ochiai et al. 1996b). Nach sechs Wochen sind in der 
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ersten Gruppe signifikant mehr ACF entstanden. Dafür wurden zuvor zwei Wochen 

400 ppm PhIP und anschließend die mit den Fetten angereicherten Diäten ohne 

PhIP-Zusatz verfüttert. Wird die Verfütterung der Hochfett-Diät auf insgesamt 14 

Wochen verlängert, ist der vorangegangene positive Effekt des Färberdistelöls nicht 

mehr zu beobachten (Ochiai et al. 1996b).  

Neben der Wirkzeit und der verabreichten Konzentration einer Chemikalie spielt der 

genetische Hintergrund eine wesentliche Rolle bei der Tumorinzidenz. Bei den F344-

Ratten ist der Genpool auf Grund der Geschwisterverpaarung homozygot. Beim 

Menschen dagegen liegt eine genetisch heterogene Vielfalt vor. Der sich daraus 

ergebende Vor- und Nachteil besteht darin, dass die Empfindlichkeit des Menschen 

gegenüber einer toxischen Substanz variieren kann, so dass die Vorhersage einer 

Substanzwirkung schwierig ist. Wegen der Speziesunterschiede ist die Übertragung 

der Resultate vom Tier auf den Menschen schwierig. Erschwerend kommt außerdem 

hinzu, dass es interindividuelle Unterschiede gibt, zum Beispiel im Metabolismus 

innerhalb einer Spezies. Die metabolische Kompetenz eines Organismus ist zum 

großen Teil abhängig von den Ernährungsgewohnheiten, aber auch von den 

aufgenommenen Fremdstoffen. 

In zahlreichen Tierversuchsstudien wurden weitere Lebensmittelinhaltsstoffe und 

deren Einfluss auf die PhIP-induzierte Mutagenese und Kanzerogenese untersucht. 

Eine Erhöhung des Ballaststoffanteils im Futter der F344-Ratten trägt zu einer 

wesentlichen Verminderung der Ausbildung von ACF bei (Alabaster et al. 1997). 

Beim epidemiologischen Vergleich der finnischen mit der US-amerikanischen 

Population konnte der positive Effekt der unverdaulichen Nahrungsbestandteile 

bestätigt werden. Der aufgenommene Fettanteil ist in beiden Bevölkerungsgruppen 

vergleichbar, aber die nahezu doppelte Mehraufnahme von Ballaststoffen führte bei 

den Finnen zu einer verminderten Dickdarmkrebsinzidenz (Adlercreutz 1990). Neben 

den Ballaststoffen verfügen die von den Finnen mutmaßlich zahlreich 

aufgenommenen Fischöle über einen höheren Anteil ungesättigter Fettsäuren als 

das Rindersteak (Lee et al. 1993, Kim et al. 1998). Somit kann es wahrscheinlich 

einen zusätzlichen protektiven Beitrag bezüglich der Dickdarmkrebsentstehung 

leisten. Auch Bier führt nachweisbar zu einer Reduktion der durch HCA und PhIP, als 

Einzelsubstanz, induzierten DNA-Schäden und Präneoplasien im F344-Tiermodell 

(Nozawa et al. 2004). Ebenfalls in der F344-Ratte wurde ein antikanzerogener Effekt 

durch die Aufnahme von Grapefruitsaft (Miyata et al. 2002) sowie durch die 



Diskussion   69

Aufnahme von natürlichen Anthocyanen der Süßkartoffel und des Rotkohls 

(Hagiwara et al. 2001, 2001) gezeigt. Die Auswirkungen des Kaffees sind in den 

durchgeführten Tierstudien nicht eindeutig, da seine Inhaltsstoffe die Enzyme des 

Fremdstoffmetabolismus sehr stark modulieren. Insbesondere das CYP 1A2 welches 

an der Detoxifizierung des PhIP beteiligt ist, wird verstärkt exprimiert. Im Dickdarm 

war keine Zunahme PhIP-induzierter DNA-Schäden zu beobachten. Dafür nahm die 

Tumorinzidenz in anderen Organen zum Teil zu (Turesky et al. 2003). Eine 

Kombination von PhIP mit weißem Tee oder Koffein, verfüttert mit einer Hochfett-

Diät, führt wiederum zu einer erhöhten Tumorinzidenz (Wang et al. 2008).  

 

Um eine differenzierte Einschätzung der potenziellen dickdarmkrebserregenden 

Wirkung einer humanrelevanten PhIP-Konzentration vornehmen zu können, wurde 

F344-Ratten über 20 Wochen PhIP in einer niedrigen und hohen Dosis mit dem 

Futter verabreicht. Die Kombination mit der Westerndiät war ein Versuch, eine zum 

Menschen, in den industrialisierten Ländern, vergleichbare Situation abzubilden. Die 

Fütterung der Westerndiät hat in Kombination mit einer niedrigen PhIP-Dosis einen 

stimulierenden Einfluss auf die Entwicklung von ACF und betroffene Krypten. Eine 

Abschätzung für den Menschen ist auf Grund der individuellen und geographischen 

Unterschiede der Lebens- und Nahrungsgewohnheiten nicht pauschalisierbar. Die 

bisherigen Ergebnisse untermauern die Erkenntnisse vorheriger Studien, dass PhIP 

alleine verabreicht, in geringen Konzentrationen nicht zur Entwicklung von 

Dickdarmtumoren führt. Aufgrund der genannten Schwierigkeiten, die während des 

Versuches aufgetreten sind, kann jedoch keine abschließende Bewertung einer 

Kombination humanrelevanter PhIP-Konzentration mit einer hochkalorischen 

Ernährung vorgenommen werden. Aus diesem Grund wurde ein bereits 

umfangreicher einjähriger Fütterungsversuch begonnen.  
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6.2 Der In-vitro-Versuch – Kaliumdiazoacetat im BAL B/c-3T3-

Zelltransformationstest  

 

Der BALB/c-3T3-Zelltransformationstest stellt ein quantitatives System zur In-vitro-

Testung von maligne transformierenden Chemikalien dar. Während eines relativ 

kurzen Testzeitraums von sechs Wochen kann eine Aussage über das kanzerogene 

Potenzial der eingesetzten Substanzen getroffen werden. Näher untersucht werden 

die zwei Phasen der Kanzerogenese, die Initiation und die darauf folgende 

Promotion, welche durch eine oder verschiedene Chemikalien induziert werden 

können. Hat die Chemikalie transformierende Eigenschaften führt nach Erreichen 

des konfluenten Wachstumsstadiums der Verlust der Zell-Zell-Kontaktinhibition zum 

unkontrollierten Wachstum. Unabhängig vom Untergrund ist es den Zellen möglich, 

übereinander zu wachsen und so genannte Zellherde auszubilden. Die Anzahl und 

Morphologie der Zellherde gibt das Maß der Transformation an. Für die Kontrollen 

werden als initiierendes Agens MCA und als Promotor TPA eingesetzt. KDA wurde in 

beiden Phasen des Testsystems getestet, um festzustellen ob es eine 

tumorinitiierend und/oder tumorpromovierend wirkt.  

 

Das in der Initiationsphase eingesetzte MCA wird durch Cytochrom P450 

metabolisiert und seine Intermediate binden kovalent an die DNA. Als einer der 

potentesten polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe wirkt MCA als Initiator 

während des Kanzerogeneseprozesses (Kondraganti et al. 2005). Nicht nur die 

metabolisch aktivierte Form von MCA greift in die Genmodulation ein, sondern MCA 

selbst wirkt durch Bindung an den Ah-Rezeptor und führt dadurch zur erhöhten 

Expression von z.B. CYP450 1A1. Die metabolische Kompetenz des Systems wird 

also, wenn auch nur in geringem Maß, durch das MCA selbst unterstützt. Die 

einmalige Zugabe von MCA (siehe Protokoll Kap. 4.6.7) induzierte eine geringe, 

jedoch signifikante Zunahme von Zellherden im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle. 

Besonders häufig war der Zellherdtyp 2 zu identifizieren. Dass das MCA imstande 

war, transformierend auf die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen zu wirken, könnte mit seiner 

persistierenden Wirkung auf die Genexpression zusammenhängen.  

Die alleinige Gabe von TPA resultierte ebenso in einer signifikanten Zunahme von 

Zellherden. Obwohl das TPA selbst kein Kanzerogen ist, kann es indirekt einen 

schädigenden Einfluss auf die DNA einer Zelle nehmen. TPA induziert eine erhöhte 
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Ausbildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, Roberston et al. 1990, Przybyszewski 

et al. 1998), die Mutationen an der DNA verursachen können, sowie zytotoxische 

Effekte, gefolgt von einer regenerativen Zellproliferation. Außerdem führt die erhöhte 

ROS-Produktion zur Aktivierung der mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) und 

damit zur Aktivierung eines mehrstufigen Signaltransduktionsweges, der unter 

anderem an der Regulation von Zelldifferenzierung und Zellwachstum beteiligt ist 

(Stevenson et al. 1994).  

Eine Kombination von MCA und TPA wirkte am stärksten auf die BALB/c-3T3-A31-1-

1-Zellen ein und äußerte sich in einer Vielzahl transformierter Zellen. Das während 

der Initiationsphase eingesetzte MCA löst Mutationen in den Zellen aus und das 

anschließend eingesetzte TPA stimuliert die Proliferation. Nach Verlust der 

Kontaktinhibition und Zellzykluskontrolle können die Zellen uneingeschränkt, unter 

Entwicklung zahlreicher Zellherde aller drei Klassifizierungsstufen, vermehren. Im 

Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle konnte damit eine Steigerung um das nahezu 

37fache erzielt werden.  

 

Inwieweit KDA die streng kontrollierte Zellregulation beeinflussen und die 

Transformation der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen induziert kann, wurde in drei 

verschiedenen Behandlungsprotokollen getestet. Dafür wurde KDA in der Initiations- 

oder Promotionsphase eingesetzt. Um zu prüfen, ob es als komplettes Kanzerogen 

wirksam ist, wurde es außerdem in beiden Phasen des Testsystems verwendet. Die 

Überprüfung von KDA als Initiator ergab keinen Hinweis auf ein initiierendes 

Potenzial. Die Anzahl entstandener Zellherde ist der durch TPA verursachten 

Herdzahlen vergleichbar. Ähnlich verhält es sich bei der Testung der KDA-

Promotoraktivität. Nach Initiation der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen mit MCA und der 

Gabe von KDA während der Promotionszeit sind kaum transformierte Zellherde 

entstanden. Die Zahl der gebildeten Herde gegenüber der von MCA allein 

verursachten Anzahl war eher geringer. Diesen Resultaten zufolge war auch nicht 

damit zu rechnen, dass eine durchgängige KDA-Applikation zu einer vermehrten 

Bildung von Zellherden führt, was KDA als komplettes Kanzerogen identifiziert hätte. 

In der Tat waren lediglich vereinzelt Zellherde vom Typ I zu finden.  

 

Es stellt sich die Frage, warum das KDA in keiner Phase des Kanzerogenitätstest auf 

die BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen transformierend wirken konnte, obwohl die Substanz 
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in der Literatur als genotoxisch beschrieben wird (Anderson et al. 1999). Erste 

Beobachtungen, dass endogen gebildete NOC die DNA schädigen und für die 

Entstehung von Darmkrebs verantwortlich sein könnten, beschrieb P. Correa (1992). 

Die aus dem Zerfall von KDA hervorgehenden Carboxy- und Methyldiazoniumionen 

bilden nachweislich DNA-Addukte aus (Harrison et al. 1999, Gottschalg et al. 2007). 

Die O6CMdG-Addukte tragen zur DNA-Methylierung bei (Shuker und Margison 

1997). KDA ist in der Lage das Methylierungsmuster der DNA zu verändern und kann 

damit in die Regulation der Genexpression eingreifen. Findet eine Blockade der 

Genexpression statt, die normalerweise wachstumshemmende Funktionen ausüben, 

kann sich in Folge des unkontrollierten Wachstums ein Tumor ausbilden. Treten 

Mutationen im p53-Tumorsuppressorgen auf, wird der Zellzyklus in Folge einer falsch 

synthetisierten DNA nicht gestoppt und der Fehler an die Tochterzellen 

weitergegeben. Dadurch wird ein Schutzmechanismus der gesunden Zelle blockiert 

und ein weiterer Faktor, der die Tumorentstehung unterstützt, aktiviert. In einem 

Hefe-basierten Funktionstest führt die Inkubation von KDA zu Mutationen der 

humanen p53-cDNA-Sequenz, die charakteristisch für Tumore des 

Gastrointestinaltraktes sind. Dabei treten sowohl Transitionen (GC→AT) und 

Transversionen auf (GC→TA und AT→TA; Gottschalg et al. 2007). 

Der BALB/c-3T3-Zelltransformationstest ist ein zuverlässiger quantitativer In-vitro 

Screeningtest zur Identifizierung von potenziellen Kanzerogenen (Sakai 2007). Der in 

der Arbeit verwendete Zellklon A31-1-1 verhält sich sensitiv gegenüber 

transformierenden Chemikalien und ist hinsichtlich spontaner Transformationen stabil 

(DiPaulo et al. 1972, Kakunaga und Crow 1980). Trotz der in der Literatur genannten 

Beobachtungen und der Verwendung eines sensitiven Testsystems war durch das 

KDA keine Transformation der BALB/c-3T3-A31-1-1-Zellen zu beobachten. Die 

eingesetzten Behandlungskonzentrationen von KDA lagen im mikromolaren Bereich 

und damit unter den meistens eingesetzten Konzentrationen und in der Literatur 

beschriebenen Beobachtungen. Die Entstehung von DNA-Addukten, wie O6MdG und 

O6CMdG, wurden durch Konzentrationen größer als 0,5 mmol/l erzeugt (Harrison et 

al. 1997), ebenso die durch 4 mmol/l KDA induzierten p53- Mutationen (Gottschalg et 

al. 2007). Da auch in diesem Teil der vorliegenden Arbeit ein erklärtes Ziel war, die 

Experimente mit ernährungsphysiologisch sinnvollen Konzentrationen durchzuführen, 

stand eine Erhöhung des zu testenden Konzentrationsbereiches zunächst außer 

Frage.  
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In den weiterführenden Experimenten sollten die Auswirkungen von KDA-

Konzentrationen im millimolaren Bereich im BALB/c-3T3-Zelltransformationstest 

getestet werden. Zum einen, um zu klären, ob bei höheren Konzentrationen eine 

transformierende Wirkung durch das KDA erzielt werden kann. Zum anderen, um 

eine eventuell bestehende Konzentrationsschwelle ausfindig zu machen. Sollte eine 

Mindestmenge an KDA für die Zelltransformation verantwortlich sein, sollte diese 

Konzentration kritisch mit der humanphysiologischen Aufnahmekonzentration 

verglichen werden. Für die präzisere Einschätzung der Biochemikalie KDA ist es 

ratsam, parallel zum BALB/c-3T3-Zelltransformationstest weitere Untersuchungen 

vorzunehmen. Die Alkylierung der DNA stellt eine Schlüsselposition bei der Induktion 

von Krebs dar (Miller 1978). Inwieweit die durch KDA induzierten O6CMdG in der 

Zelle nach Ende der Behandlung stabil erhalten bleiben und damit Einfluss auf die 

Genregulation nehmen könnten, kann mittels einer fluoreszenzgekoppelten 

Immunoaffinität/HPLC-Methode analysiert werden (Harrison et al. 1997, 1999, Cupid 

et al. 2004). Ziel dieser Untersuchungen wäre es herauszufinden, ob die 

entstandenen DNA-Addukte an die Tochterzellen weitergegeben werden. Weiterhin 

könnte ausgeschlossen werden, dass KDA zwar DNA-Addukte verursacht, diese 

aber zur Instabilität des Genoms und darauf folgend zur Apoptose der BALB/c-3T3-

A31-1-1-Zellen führen und somit keine Transformation der BALB/c-3T3-A31-1-1-

Zellen induziert wird.  

 

Eine abschließende Risikobewertung des transformierenden Potenzials von KDA 

anhand eines In-vitro-Versuches, kann nicht vorgenommen werden. Allerdings 

besteht die Möglichkeit einer ersten Einordnung des Risikos, das von einem 

alkylierenden Agens ausgeht. Es entsteht nicht, wie im Fall von PhIP beim Braten 

von Fleisch, sondern aus den Grundbausteinen des roten Fleisches. Wie viel im 

Organismus gebildet wird, ist neben den notwendigen Proteinen abhängig vom pH-

Wert (Xu und Reed 1993a, Mirvish 1995). Außerdem kann als Koaktivator das 

enthaltene Häm-Eisen fungieren (Sesink et al. 1999). Eine proteinreiche aber 

vegetarische Kost führt nicht zum Anstieg von NOC (Cross et al. 2003). Auch weißes 

Fleisch, welches nur ein zehntel der Häm-Menge aufweist, führt nicht zur Zunahme 

von NOC in der Fäzes (Schwartz und Ellefson 1985, Kuhnle et al. 2007). Neben dem 

interindividuellen Verhaltensmuster bei der Nahrungsaufnahme spielt bei dieser 

Substanz der Einfluss der Mikroflora des Darms eine entscheidende Rolle. Es wird 
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zwischen einer Säure-katalysierten N-Nitrosierung und einer biologisch-katalysierten 

N-Nitrosierung unterschieden. Untersuchungen von frisch entnommenem Magensaft 

ergaben in Abhängigkeit seines pH-Werts unterschiedliche Mengen Nitrit und NOC, 

die allerdings stark schwankten (Xu und Reed 1993b). Entlang des 

Verdauungstraktes können die entstandenen NOC-Mengen ebenso variieren. Je 

höher der pH-Wert ist, desto höher ist die Menge ausgebildeter NOC. Der pH-Wert 

nimmt im Gastrointestinaltrakt nach aboral zu und erreicht im Enddarm einen Wert 

von circa pH = 6,8. Außerdem kommt die biologisch-katalysierte N-Nitrosierung 

verstärkt zum Tragen, die bakterielle Nitrit-Reduktase hat ihr Optimum bei pH = 6 -

8,42 (Xu und Reed 1993b). In In-vitro-Studien korreliert der pH-Wert mit den 

höchsten NOC-Konzentrationen und der Enzymaktivität der Mikroorganismen 

(Calmels et al. 1987, Leach et al. 1987). In einer In-vitro-Studie unter Einsatz eines 

synthetischen Diazoacetat-Anions konnten Konzentrationen, die kleiner als 14 µM 

waren, keine detektierbaren O6CMdG-Schäden an der DNA bewirken. Die 

Reaktionen physiologischer Mengen Glycin und Stickstoffmonoxid zu einem 

Diazoacetation, unter neutralen und leicht alkalischen Bedingungen, erzielten ebenso 

keine O6CMdG Addukte. Jedoch konnte im Blut von freiwilligen Probanden nach dem 

Verzehr einer moderaten Menge Fleisch eine Zunahme des O6-

Carboxymethylguanin-Levels bestimmt werden (Cupid et al. 2004). Im BALB/c-3T3-

Zelltransformationsassay ist es nicht gelungen, die Zellen unter Einwirkung von KDA 

zu transformieren. Dessen ungeachtet bleibt der Verdacht, dass NOC kanzerogen 

wirken können. Es ist möglich, dass die Zahl promutagener Addukte nach KDA-

Inkubation nicht ausreichend für eine Entartung der Zellen in der Zellkultur sind, aber 

sie könnten einen Beitrag zur Veränderung des Genpools leisten. Im 

Gastrointestinaltrakt bildet sich eine Vielzahl von NOC und Dickdarmkrebs wird nicht 

durch alleinige Wirkung einer Substanz verursacht. KDA könnte letztendlich Auslöser 

der Erkrankung sein. Das damit verbundene Risiko für den Menschen ist abhängig 

von den durch Glycin und Stickstoffmonoxid gebildeten toxischen Verbindungen. 

Insbesondere Glycin, eine reichlich in der Nahrung zur Verfügung stehende 

Aminosäure, ist ausschlagend wenn es um die Menge schädigender NOC-

Substanzen geht. Neben den interindividuellen Besonderheiten bezüglich der 

Darmmotilität, der Kontaktzeit des Darmbolus mit der Darmwand und des 

Fremdstoffmetabolismus, muss berücksichtigt werden, dass das im Organismus 

gebildete Diazoacetat eine geringe Halbwertzeit hat. Entstandene Intermediate 
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zerfallen in relativ kurzer Zeit, dennoch sind im Blut von Probanden nach dem 

Fleischverzehr Schädigungen an der DNA festgestellt worden (Cupid et al. 2004).  

 

 

Mit Hilfe der angewandeten experimentellen Versuchssysteme kann keine endgültige 

Aussage, bezüglich der tatsächlichen Relevanz von KDA und PhIP an der 

Entstehung von Dickdarmkrebs beteiligt zu sein, getroffen werden. In beiden 

Modellen wurden im Vergleich zu vorangegangenen Studien relativ niedrige, 

humanrelevante Konzentrationen der Biochemikalien eingesetzt. 

Beim Erhitzen von Fleisch entstehen verschiedene Substanzklassen, die für die 

Entwicklung von Dickdarmkrebs verantwortlich sein könnten. Dazu zählen die 

polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe, HAA, die exogen gebildete NOC 

und nach neueren Studien auch endogen gebildete NOC (Norat et al. 2002, Cross 

und Sinha 2004, Chao et al. 2005). Der Entstehung von Dickdarmkrebs liegt eine 

fortwährende Einwirkung verschiedener Biochemikalien und weiteren 

Umwelteinflüssen zugrunde, deren Effekte sich gegenseitig aufheben, aber auch 

potenzieren können. Die in dieser Arbeit eingesetzten Substanzen führen auch in 

geringen Konzentrationen zu DNA-Addukten, ein kanzerogenes Potenzial konnte im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht festgestellt werden.  
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