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1 Einleitung

1.1 Chemische Kanzerogenese

Unter chemischer Kanzerogenese wird die Entstehung bdsartiger Tumoren durch
chemische Noxen verstanden.

Die Geschichte der Erforschung der chemischen Kanzerogenese geht bis auf
Paracelsus (1493-1541) zurlck, der als Mitursache fur den Lungenkrebs von
Bergleuten eine chemische Verbindung, das Realgar (As4S,) vermutete. In den
folgenden  Jahrhunderten beschrieben  Wissenschaftler viele weitere
Zusammenhange zwischen Krebserkrankungen und exogenen Noxen. Im 20.
Jahrhundert begann die experimentelle Krebsforschung, Kanzerogene wurden
entdeckt und Tumoren chemisch im Tierversuch induziert.

Die Entstehung und Entwicklung eines Tumors ist bestimmt durch ein
Zusammenwirken von individuellen, genetischen und umweltbedingten Faktoren
im Sinne einer ,Multi-Hit*-Theorie. Dabei spielen angeborene genetische Defekte
vor allem bei familiar gehauften Tumoren eine Rolle. Die Mehrzahl der
Krebserkrankungen entsteht jedoch ohne eine familidre Disposition. Zu
erwahnen ist hier die spontane Mutagenese, bei der Mutationen im Laufe des
normalen Metabolismus entstehen, die durch Replikation im Genom fixiert
werden. Es sind jedoch vor allem eine Vielzahl von Umweltfaktoren wie Viren,
ionisierende und ultraviolette Strahlung und die chemischen Substanzen fur die
Krebsentstehung von Bedeutung.

Die maligne Transformation von Zellen durch chemische Kanzerogene lauft in
mehreren Stadien ab:

Der erste Schritt ist die Initiation. Ein chemischer Stoff oder seine Metaboliten
treten in Wechselwirkung mit der zellularen DNA und setzen einen genetischen
Schaden. Die Zelle befindet sich in einem ,prdmalignen Zustand®, der noch durch
Reparaturmechanismen kompensiert werden kann. Die Zelle wird durch
umgebende Normalzellen unter Kontrolle gehalten.

Als Zweites folgt die Promotion. Initiierte Zellen proliferieren und der Genschaden
amplifiziert sich in den Tochterzellen. Dieser Schritt scheint ebenfalls noch

reversibel zu sein.



Im Laufe der Progression geht die Zelle irreversibel in einen neoplastischen
Zustand Uber. Die klonale Expansion l&asst einen malignen Tumor entstehen. Die
Latenzzeit zwischen Kanzerogenkontakt und der Manifestation eines malignen
Tumors kann Jahre bis Jahrzehnte dauern.

Bei der Metastasierung wird angenommen, dass auf der Oberflache der Zellen
Differenzierungsantigene verloren gehen und der Zellverband gel6st wird. Es
entstehen Tochtergeschwilste.

Tabelle 1.1 zeigt die wichtigsten chemischen kanzerogenen Noxen.

Tabelle 1.1: Bekannte chemische Kanzerogene beim Menschen und beim Tier

Chemische o
Beispielstoffe Organsysteme
Kanzerogene
Polyzyklische Benzo(a)pyren, )
_ systemische Tumoren,
aromatische 3-Methylcholanthren,
) Hauttumoren
Kohlenwasserstoffe 7,12-Dimethylbenz(a)anthrazen
_ Vinylchlorid, 1,2-Dichlorethan, .
Halogenierte ) o Angiosarkome der Leber,
2,3, 7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin )
Kohlenwasserstoffe Glioblastome
(TCDD)

N-Nitroso-dimethylamin, N-Nitroso- .
Leber-, Osophagus-,

Nitrosamine methylethylamin, N-Nitroso-
o Lungentumoren
pyrrolidin, u.v.a.
Anilin, Phenazetin, 2-Naphthylamin,
] ) 2-Acetylaminofluoren, Harnblasen-, Leber-,

Aromatische Amine _ i .
4-Amino-Biphenyl, Brustdriisentumoren
4-Dimethylaminoazobenzol

Mykotoxine Aflatoxin B Lebertumoren

2-Amino-1-methyl-6-
Heterozyklische Amine | phenylimidazol[4,5-b]pyridin (PhIP), | Kolon-, Prostatakarzinome

u.v.a.




1.2 Kolorektale Karzinome

Mit einer Inzidenz von ca. 30 pro 100.000 Einwohnern ist das kolorektale
Karzinom in Deutschland das zweithaufigste Karzinom bei Frauen und Mannern.
Die geographische Variation ist stark. Wahrend in westlichen Industrielandern die
Inzidenz hoch ist und in Osteuropa ansteigt, ist die Inzidenzrate in
Entwicklungslandern gering. Die Entstehung scheint stark von Umweltfaktoren
abhéngig zu sein. Ein Hinweis dafur ist, dass in Regionen mit hoher
Einwanderungsrate bei den eingewanderten Populationen die Kolonkarzinom-
Inzidenz rasch zunimmt. Rund 90% aller kolorektaler Karzinome treten nach dem
50. Lebensjahres auf.

Atiologisch sind ca. 10% der kolorektalen Karzinome durch genetische Defekte
bedingt. Hier sei vor allem die Familidre Adenomatdse Polyposis (FAP) genannt,
die eine obligate Prakanzerose darstellt.

Risikoerkrankungen, welche zusatzlich die Entstehung eines Dickdarmtumors
beglnstigen, sind langjahrige chronisch-entziindliche Darmerkrankungen,
insbesondere die Colitis ulcerosa.

Umweltfaktoren, die das Risiko erhéhen, an einem kolorektalen Karzinom zu
erkranken, sind beispielsweise  Zigarettenkonsum, Ubergewicht, und
Erndhrungsfaktoren. Insbesondere werden hier vermehrter Verzehr von rotem
Fleisch und heterozyklische Amine, die durch Kochen und Braten entstehen,
diskutiert. Zusatzlich von Bedeutung sind die gesteigerte Aufnahme von

ungesattigten Fettsauren sowie geringer Verzehr von Frichten und Gemiusen.

Molekularpathologisch existiert fir die Entstehung dieses Karzinomtyps ein
Tumorprogressions-Modell. In Abbildung 1.1 wird die Folge vom Normalgewebe
tber Adenom bis hin zum Karzinom verursacht durch eine Haufung von
genetischen Verédnderungen beschrieben. Morphologisch resultiert daraus die
Adenom/Dysplasie-Karzinom-Sequenz, das heil3t, dass aus normaler

Schleimhaut benigne Adenome und daraus Karzinome entstehen.

Histologisch sind die kolorektalen Karzinome in der Regel Adenokarzinome von
unterschiedlichem Differenzierungsgrad, selten schleimbildend.



Etwa 60% der Karzinome sind im Rektum lokalisiert, 20% im Sigmakolon und
20% im restlichen Kolon. In 5% der Falle findet sich ein multizentrisches
Auftreten. Die Metastasierung erfolgt per continuitatem ins angrenzende
perikolische/perirektale Fettgewebe, selten ergibt sich eine Organinfiltration. Es
existieren drei lymphogene Metastasenstrassen: paraaortal, parakolisch in der
Beckenwand und beim Rektumkarzinom inguinal. Die hadmatogene Streuung
bevorzugt die Leber und die Lunge, dann erst die andere Organe
(Kaskadentheorie).

Die Symptome der Patienten sind uncharakteristisch. Frihe Zeichen sind
Blutbeimengungen im Stuhl und eine Anderung der Stuhlgewohnheiten wie die
paradoxe Diarrhoe. Spater kommen lleuserscheinungen, Gewichtsverlust und
chronische Anédmie hinzu.

Dank vielfaltiger Therapieoptionen wie der chirurgischen Intervention und der
(neo-) adjuvanten Radio- und Chemotherapie sind die Uberlebensraten abhangig

vom Stadium der Erkrankungen gut.

Abb. 1.1: Tumorprogressions-Modell
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1.3 Cytochrom P450

1.3.1 Fremdstoffmetabolisierende Enzymsysteme

Die fremdstoffmetabolisierenden  Enzymsysteme, ihre Substrate und
Polymorphismen beschéftigen in den letzten Jahren die Wissenschaft und
Forschung mit wachsendem Interesse.

Prinzipiell wird der Fremdstoffmetabolismus in zwei Phasen eingeteilt. Dabei
geht man davon aus, dass eine wichtige Funktion darin besteht, lipophile, renal
schwer ausscheidbare Substanzen in hydrophile, nierengéngige zu verwandeln.
Phase 1 Enzyme metabolisieren apolare zu polaren Stoffe, indem sie funktionelle
Gruppen hinzufigen oder demaskieren. Wichtige Mitglieder der Gruppe der
Phase 1 Enzyme sind die Cytochrom P450 abhangigen Monooxygenasen, auf
die im Speziellen eingegangen werden soll, die flavinhaltigen Monooxygenasen
(FMO), Monoaminooxydasen (MAO), Dehydrogenasen, Reduktasen (z.B.
NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase), Hydrolasen und Prostaglandin-H-Synthasen.
Im zweiten Schritt konjugieren nun Phase 2 Enzyme grof3e endogene hydrophile
Molekile an die verédnderten Fremdstoffe, ihre Wasserlgslichkeit wird weiter
erhoht und sie koénnen renal ausgeschieden werden. Vertreter dieser
Enzymgruppe sind die Glutathion-S-Transferasen (GST), UDP-
Glucuronosyltransferasen (UGT), Sulfotransferasen (ST), Acetyltransferasen und
Methyltransferasen.

Zum ersten Mal erschien der Begriff ,Cytochrom P450 1962 in der Literatur, ein
mikrosomal membrangebundenes Ham-Protein (Omura et al. 1962). Es ist durch
seine typische spektrale Absorptionsbande des Kohlenmonoxid-Komplexes in
reduziertem Zustand bei 450 nm charakterisiert. Die funktionelle Einheit besteht
aus einem Cytochrom P450, einer Reduktase mit nur einer Form pro Spezies
und dem Cofaktor NAD(P)H. Nach drei3igjahriger Forschung ist heute
Cytochrom P450 der Name einer grofRen Enzymfamilie mit mehr als 480
charakterisierten Genen (Nelson et al. 1996).

Sie nehmen neben dem Fremdstoffmetabolismus auch am Stoffwechsel der
Steroid-Hormone, Eicosanoide, Vitamin D3 und Retinoide teil (Omura, 1999).

Die fremdstoffmetabolisierenden Cytochrom P450 Enzyme haben eine hohe

Variabilitét sowohl innerhalb einer als auch unter den Spezies. Dies ist ein

9



Ergebnis einer Evolution vor 400 Millionen Jahren, einer ,Kriegsfihrung®
zwischen Pflanzen und Tieren (animal-plant-warfare), die auf eine standige
Weiterentwicklung und  Anpassung ihrer  fremdstoffmetabolisierenden
Enzymsysteme wahrend der biologischen Entwicklung angewiesen waren
(Gonzales et al., 1990, Lewis et al., 1998).

Nach internationalen Richtlinien werden die einzelnen Cytochrome P450 nach
ihrer Sequenzhomologie in Gruppen eingeteilt. Nach ,CYP* als generelle
Bezeichnung humaner Cytochrome P450 folgt eine arabische Ziffer, die fur die
einzelne Familie (mind. 40% Sequenzidentitat) steht, dann ein Grol3buchstabe
zur Kennzeichnung der Subfamilie (mind. 55% Sequenzidentitat) und zuletzt eine

arabische Ziffer zur Benennung des einzelnen Enzyms.

1.3.2 Cytochrom P450 1A1 und 1B1 — Substrate, Induktoren und

Inhibitoren

Die Cytochrom P450 Familie 1 sind fremdstoffmetabolisierende Enzyme.

Das CYP 1Al ist auf dem langen Arm von Chromosom 15 (15qg22-24) lokalisiert
(Jaiswal et al. 1985). Es besteht aus sieben Exons und sechs Introns mit einer
Lange von insgesamt 5810 bp. Das CYP 1B1 liegt auf dem langen Arm von
Chromosom 2 (2p21-22) (Tang et al. 1996). Es enthalt drei Exons und zwei
Introns. Beide Enzyme werden hauptsachlich in extrahepatischen Geweben
exprimiert, im Gegensatz zum CYP 1A2, das nur in der Leber vorkommt.

Die Induktion der Enzymfamilie durch Xenobiotika erfolgt Uber den
Arylhydrocarbon-Rezeptor (Ah-R) auf Chromosom 7 (7p15) (Micka et al., 1997).
Dieser dimerisiert mit dem Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor Nuclear Translokator
(ARNT) als liganden-aktivierender Transkriptionsfaktor nach Abspaltung von
hsp90 und Aktivierung von c-Src, einer Proteinkinase (Enan et al., 1996), bindet
an Dioxin-Responsive Elemente (DRE) im Promotor der Gene und kann so die

Transkription dieser Gene induzieren.
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Die Cytochrome P450 1A1 und 1B1 haben eine Uberlappende Substratspezifitét.
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) ist der starkste Induktor des CYP 1Al
und gilt daher auch als Modellsubstanz fir die Ah-R Induktion. Die halogenierten
Dibenzodioxine und Dibenzofurane sind tberall in der Umwelt vorhanden. Sie
entstehen als Zwischenprodukte bei der Kondensationsreaktion aus Chlorphenol
z.B. bei der Herstellung von Pestiziden oder PVC. Sie zeichnen sich durch ihre
hohe Persistenz in der Umwelt, ihre Anreicherung im Fettgewebe vieler Sauger
aus und besitzen eine tumorpromovierende Wirkung.

Weitere Substrate und Induktoren der CYP 1A1 und 1B1 sind polyzyklische
aromatische  Kohlenwasserstoffe ~ (PAH), deren Referenzsubstanzen
Benzo[a]pyren, 3-Methylcholanthren und 7,12-Dimethylbenz(a)anthrazen sind.
Sie entstehen beim Erhitzen von organischem Material unter Sauerstoffmangel,
z.B. Auto- und Dieselabgase, Zigarettenrauch, Raucher- und Grillwaren,
gerdstete Malze. Die reaktionstragen polyzyklischen Aromaten werden durch das
CYP450 System zu Epoxiden oxidiert. Als Diolepoxide stellen sie mutagene
Verbindungen dar, die irreversibel an DNA und RNA binden und eine
Kanzerisierung bewirken. Die einzelnen Enzyme aktivieren die verschiedenen
PAH in unterschiedlichem MalRe, so dass zum Beispiel die Referenzsubstanz
Benzo[a]pyren von CYP 1A1, nicht aber von CYP 1B1 aktiviert wird. Insgesamt
spielen beide Enzyme jedoch eine wichtige Rolle bei der Aktivierung dieser
Kanzerogengruppe (Shimada et al. 1996).

Auch heterozyklische Amine (HA) werden von den Cytochromen P450
metabolisiert. Sie entstehen beim Erhitzen von Aminosauren und Proteinen und
verhalten sich kanzerogen. Wichtige Substanzen sind hier 2-Amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP), 2-Amino-3,8-dimethylimidazol[4,5-flquinolin
(IQ) und 2-Amino-9H-pyrido[2,3b]indol (A&C). PhIP wird unter anderem zu
N2-OH-PhIP oxidiert, dieses bindet an die DNA und wirkt kanzerogen. Entgegen
friherer Annahme zeigen Crofts et al. (1997 und 1998), dass neben CYP 1A2
auch CYP 1Al und CYP 1B1 eine wichtige Rolle bei der Metabolisierung und
demnach auch kanzerogenen Rolle der heterozyklischen Amine, insbesondere

des PhIP spielen.
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CYP 1Al und 1B1 nehmen auch am Ostrogen-Stoffwechsel teil. Es hat sich
gezeigt, dass beide Enzyme die Hydroxylation von 17a-Estradiol (E2)
katalysieren. CYP 1A1 hydroxyliert dabei an der C-2 Position, wahrend CYP1B1
einen 4-hydroxylierten Metaboliten des E2 produziert. Dieser C-4-Metabolit ist an
der dstrogen-induzierten Karzinogenese der weiblichen Brust beteiligt (Hayes et
al. 1996).

Inhibitoren der Enzyme sind einige PAH, diese inhibieren CYP 1A1 und 1B1
nicht unbedingt in gleichem Male, so konnen 1-(1-Propynyl)pyrene und 2-(1-
propynyl)phenanthrene CYP 1Al inhibieren, jedoch nicht 1B1.

Far 2-Ethynylpyrene und a-Naphthoflavone(7,8-benzoflavone) gilt dies
umgekehrt (Shimada et al. 1998).

1.3.3 Cytochrom P450 1A1 und 1B1 — Polymorphismen

Polymorphismen  fremdstoffmetabolisierender Enzyme  bezeichnen die
unterschiedliche Auspragung der Aktivitdt eines Enzyms, die monogenetisch
kontrolliert ist. Die Abweichung von der Norm muss mehr als 1% der Population
betreffen, bei selteneren Ereignissen spricht man von einem Defekt. Es gibt
jedoch  nicht nur interindividuelle Unterschiede, sondern auch
populationsabhéngige.

Bei der Frage einer Arzneimitteltoxizitdt kann ein Polymorphismus von
Bedeutung sein. Dort erreicht ein anders ausgepréagtes Gen eine langsamere
oder schnellere Metabolisierung des Wirkstoffes und somit wohlméglich eine
Uber- oder Unterdosierung. Klassisches Beispiel hierfiir ist das Debrisoquin, ein
Hochdruckmedikament, dessen pharmakologische Wirkung durch
Hydroxylierung beendet wird. Ein Polymorphismus im CYP 2D6 fihrt zu einer
verringerten oder fehlenden Exprimierung des Proteins und somit zu einer
langsameren Metabolisierung.

Auch bei der Kanzerogenese beschéftigt sich die Forschung mit Enzym-
polymorphismen. Durch den Fremdstoffmetabolismus entstehen intermediar
kanzerogene Produkte. Beim Vorhandensein von Enzympolymorphismen, die zu

12



einer hoéheren Aktivitdt des Enzyms fuhren, werden mehr krebserzeugende
Metabolite erzeugt, denen der menschliche Korper ausgesetzt ist.

In Bezug auf CYP 1ALl sind zwei Polymorphismen bekannt.

1987 wurde ein  Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus in  der
3’ flankierenden Region entdeckt (Spurr et al.). Die Punktmutation liegt 264
Basen ,downstream*” des polyA Signals von Exon 7 an Position 6235, markiert
einen Ubergang von Thymidin zu Cytosin (T® C) und ist zugleich eine
Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Mspl. Kawajiri et al. (1990) identifizierten
drei Genotypen: A (Wildtyp wt/wt), B (heterzygoter Typ wt/vt) und C (varianter
Typ vt/ivt).

Hayashi et al. beschrieben 1991 eine zweite Punktmutation. Sie befindet sich auf
Exon 7 auf Position 4889. Adenin wird durch Guanin (A® G) ersetzt. Diese
Mutation bewirkt einen Austausch der Aminosdure Isoleucin gegen Valin an
Position 462 der Ham-bindenden Region des Enzyms. Diese Region ist
essentiell fur die katalytische Aktivitdt des Enzyms. Da kein RFLP besteht, wurde
ein Mismatch (siehe auch Kapitel 2) entwickelt, um den Polymorphismus zu
detektieren. Auch hier existieren drei Genotypen: A (Wildtyp lle/lle), B
(heterozygoter Typ lle/Val) und C (varianter Typ Val/Val).

Auch fir das CYP 1B1 sind mehrere Polymorphismen beschrieben worden
(Stoilov et al. 1997). Einer von ihnen ist durch eine Punktmutation im Exon 3 des
Gens charakterisiert und bewirkt einen Austausch von Cytosin zu Guanin (C® G)
auf Position 1640. Diese tauscht Leucin-432 gegen Valin. Fritsche et al. (1999)
entwickelten einen RFLP, der ebenfalls mittels eines Mismatches funktioniert und
eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Bfrl schafft.

13



1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Uberpriifung, ob polymorphe Enzyme des
Fremstoffmetabolismus die Empfindlichkeit fur kolorektale Karzinome
modulieren. Die Befunde aus dieser Untersuchung kdnnten eine wichtige
Bedeutung zur Pravention des kolorektalen Karzinoms haben.

Dabei sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Wie ist die Haufigkeit der polymorphen Varianten der Cytochrome P450
1A1 und 1B1 in der kaukasischen Population?

2. Sind polymorphe Varianten dieser Enzyme im Patientenkollektiv mit
kolorektalen Karzinomen im Vergleich zum Kontrollkollektiv vermehrt

reprasentiert?
3. Sind genetische Varianten dieser Enzyme als Marker fir die individuelle

Suszeptibilitat fur Krebserkrankungen, insbesondere kolorektale Tumoren,

identifizierbar?
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2 Methoden

2.1 DNA-Isolierung aus Vollblut

Mittels des QlAamp Blood Maxi Kit QIAGEN (Hilden, Deutschland, 1997) wurde
die DNA aus Vollblut isoliert. Hierzu wurden 5 ml tiefgefrorenes EDTA-Blut
aufgetaut und mit 500 yl QIAGEN Protease und 6 ml Lysispuffer AL versetzt.
Nach zehnminutiger Inkubation bei 70 °C im Wasserbad kamen 5 ml Ethanol
abs. hinzu. Diese Lésung wurde gut gemischt, auf die QIAamp Maxi Column
gegeben und bei 3000 Upm 3 min zentrifugiert. Darauf folgten zwei
Waschschritte, zuerst mit 5 ml Puffer AW1, dann mit 5 ml Puffer AW2 mit jeweils
anschlieRender Zentrifugation bei 5000 Upm far 1 bzw. 15 min. Durch
Hinzufligen von 600 pl Puffer AE und finfminitige Inkubation konnte nun die
DNA von der Saule eluiert werden. Dies geschah wiederum durch zehn-mindtige
Zentrifugation bei 5000 Upm, um das gesamte Eluat zu gewinnen.

Die DNA-Konzentration konnte nun photometrisch bei 260 und 280 nm bestimmt
und anhand der Formel

_ ODz260” 50° Verdiinnung

c 100

berechnet werden.

Die 260/280nm Ratio, als Reinheitskriterium fur die DNA, sollte zwischen 1,7 und

2,0 liegen.
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2.2 Oligonukleotidsynthese flr die Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR)

Zur Herstellung der Oligonukleotide (Primer) fur die PCR wurde die von
Caruthers et al. (1987) geschilderte Phosphoramidit-Methode angewandt. Dabei
wurden bei der Festphasensynthese Saulen mit einer Kapazitdt von 40 nmol
verwendet.

Nach der Methode Atkinson und Smith (1984) wurden die Primer mit
konzentriertem, wasserfreiem Ammoniak (99,9% NH,OH) von der Saule eluiert
und die Schutzgruppen an Basen und Phosphorsaureestern durch Inkubation
Uber Nacht bei 56 °C abgespalten.

Mit einer SpeedVac-Apparatur konnte NH4OH abgedampft, der trockene
Ruckstand in 300 ul dH,O geldst und die Oligonukleotide in EtOH prazipitiert
werden. Anschlieend wurde die Reinheit der Primer durch PAGE in einem
denaturierenden 20prozentigen Polyacrylamidgel getestet. Die getrennten Primer
konnten nun im UV-Licht bei 254 nm auf der fluoreszierenden Platte sichtbar
gemacht werden.

Durch Messung der Absorption bei 260 nm erfolgte die photometrische
Konzentrationsbestimmung. Dabei stimmte eine ODy von 1,0 mit einer

Konzentration von 33 pg/ml Gberein (Sambrook et al., 1989).

2.3 PCR-Primersequenzen

Die Sequenzen der Primer zur Durchfihrung der PCR sind in Tabelle 2.1 dargestellt.

Tab. 2.1: PCR-Primer

Genlocus Primersequenz Fragment

-groR3e
CYP1Al Mspl: CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT (Hayashi et al., 1991)
3’ flankierende Msp2: TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT 340 bp
Region
CYP1Al 1A1S: GAACTG CCACTT CAG CTG TCT (Oyama et al., 1995)
Exon 7 1A1 ASHinc2: GAA AGA CCT CCC AGC GGT CA 187bp
CYP1B1 1B1P: TAAGAATTTTGC TCACTT GC 323bp (Stoilov et al., 1997),
Exon 3 1B1 Mis: GTT CTC CGG GTT AGG CCACTT AA (Fritsche et al., 1998)
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2.4 Durchfihrung der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR)

Die PCR zur Amplifizierung der zu untersuchenden Fragmente wurde wie folgt
durchgefuhrt.
Der Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 25 pl und setzte sich zusammen
aus:

1 pl DNA (100 ng/ul)

2,5 pl 10x PCR-Puffer

4 pl dNTP-Mix (1,25 mM je Nukleotid)

je 2,5 pl 5°- und 3’-Primer (je 4 pM)

0,25 ul Tag-DNA-Polymerase (5 U/l)

12,25 pl DEPC-dH,0

Um eine mdogliche Kontamination der Proben zu vermeiden, wurde neben der
Benutzung autoklavierter Materialien die Probenvorbereitung und die PCR in
verschiedenen Raumen durchgefihrt. Als Kontaminationskontrolle dienten bei
jedem PCR-Ansatz Negativkontrollen, das heif3t ein Ansatz ohne DNA.

Die PCR selbst wurde im Robo-Cycler durchgefuhrt, der Verlauf wird aus Tabelle
2 ersichtlich, wobei sich die verschiedenen Reaktionen durch Annealing-

Temperatur und die Anzahl der Zyklen (je nach Primerpaar) unterschieden.

Tab. 2: PCR-Bedingungen

Primerpaar Zyklen Temperatur Zeit
Vorlauf 94 °C 4 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing CYP1A1 Msp 1/2 35 55°C 30 sec

CYP1A1 lle-Val/1A1ASHinc2 37 62 °C 30 sec

CYP1B1 P/Mis 35 57 °C 30 sec
Extension 72 °C 30 sec
Nachlauf 72 °C 7 min
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2.5 Durchfiihrung des Restriktionsverdaus

Die Ausfuihrung wird im Folgenden nach Polymorphismen getrennt beschrieben.
Zusatzlich zu jedem Restriktionsverdau wurden jeweils 10 pl der PCR-Produkte
mit 2 pl 6x Ladungspuffer versetzt und als unverdaute Kontrollen zusammen mit
einem PCR-Molekulargewichtsmarker (50-1000 bp) auf das Agarosegel
aufgetragen. Die Banden konnten dann durch eine Ethidiumbromid-Farbung
unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

2.5.1 Restriktionsverdau mit Msp1l

Durch den Restriktionsverdau mit Msp1 sollte der Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP) der 3’ flankierenden Region des CYP1Al Gens
untersucht werden. Dazu wurde die Methode nach Hayashi et al. (1991)
verwendet.
Der Ansatz enthielt bei einem Volumen von 30 pl:

10 pl PCR-Produkt

2 pl Msp1 (10 U/ul)

3 ul 10x Puffer L

15 ul DEPC-H,0
Nach zweistindiger Inkubation bei 37 °C wurde der Ansatz mit 6 pl
Ladungspuffer vermischt und zusammen mit dem unverdauten PCR-Produkt und
dem MW-Marker auf ein 2%iges Agarosegel mit 2,5yl Ethidiumbromid pro
100 ml Gel aufgetragen.

2.5.2 Restriktionsverdau mit Hind2

Der Restriktionsverdau mit Hind2 ermdglicht die Analyse des RFLP im Exon 7
des CYP1Al. Es wurde nach der Methode von Oyama et al. (1995)
vorgegangen.
Der Restriktionsansatz enthielt 25 pl und setzte sich zusammen aus:

10 pl PCR-Produkt

1 pl Hind2 (5 U/ul)

2,5 ul 10x Puffer M

11,5 yl DEPC-H,0
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Nach zweistindiger Inkubation bei 37 °C wurde der Ansatz mit 5 pl
Ladungspuffer vermischt und zusammen mit dem unverdauten PCR-Produkt und
dem MW-Marker auf ein 2,5%iges Agarosegel mit 2,5 pl Ethidiumbromid pro
100 ml Gel aufgetragen.

Bei der Entwicklung der Primer, die zur Herstellung des PCR-Fragmentes notig
sind, wurde ein Mismatch angewendet, um eine Schnittstelle fur das
Restriktionsenzym zu schaffen. Dies bedeutet, dass in dem Primer eine falsche,
nicht dem Genom ent-sprechende Base eingebaut wurde. Das komplementare
PCR-Produkt unterscheidet sich somit in einer Base vom Original. Diese
Unterscheidung aber schafft eine Schnittstelle in der Mutante fur das
Restriktionsenzym, so dass sich die Fragmente nach dem Verdau
unterschiedlich lang darstellen und das mutante Allel sichtbar wird.

2.5.3 Restriktionsverdau mit Bfrl

Der Bfrl-Restriktionsverdau wurde zur Analyse des RFLP auf Exon 3 des
CYP1B1 angewendet. Dabei wurde nach der von Fritsche et al. (1998)
beschriebenen Methode vorgegangen.
Der Ansatz hatte folgende Zusammensetzung mit einem Gesamtvolumen von
25 pl:

10 pl PCR-Produkt

0,5 pl Bfrl (10 U/ul)

2,5 ul 10x Puffer M

12 ul DEPC-H,0
Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurde der Ansatz mit 5 pl Ladungspuffer
vermischt und auf ein 2,5%iges Agarosegel mit 2,5 ul Ethidiumbromid pro 100 mi
Gel aufgetragen.
Auch dieser Restriktionsverdau wurde durch ein Mismatch mdoglich. Die
Schnittstelle, an der das Restriktionsenzym schneidet, wurde durch den
Basentausch des Primers im Wildtyp eingebaut.
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2.6 Patientenkollektive

2.6.1 Das Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv umfasste 250 Personen, die nicht an einem kolorektalen
Karzinom erkrankt waren. Sie alle wurden an der Poliklinik der Universitat Bonn
untersucht. Es waren insgesamt 99 Frauen und 151 Manner. Die Personen
waren zwischen 17 und 85 Jahren alt, der Mittelwert betrug ca. 48,3 und der
Median 49,5 Jahre.

Abb.2.1 Altersverteilung Kontrollen

Altersverteilung Kontrollen
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2.6.2 Das Patientenkollektiv

Die Patienten mit kolorektalen Karzinomen stammte aus dem Onkologischen
Schwerpunkt der Universitatsklinik Bonn. Die Diagnose wurde histologisch
gesichert.

Es wurden insgesamt 202 Patienten mit kolorektalem Karzinom untersucht,
davon 87 Frauen und 115 Manner. Die Altersspanne lag zwischen 40 und 87,der
Mittelwert bei 66, der Median bei 65,5 Jahren.
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Abb. 2.2 Altersverteilung kolorektale Karzinome

Altersverteilung kolorektale Karzinome
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Da sich die Haufigkeiten der Polymorphismen regional nicht wesentlich

unterscheiden, wurden die Patienten nur nach Krankheitsbildern eingeteilt.
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2.7 Statistische Auswertung

Es wurden die Haufigkeitsverteilung, die c® und die p-Werte zur Irrtums-
wahrscheinlichkeit mit STATISTICA bestimmt. Die Odds Ratios (ORs) wurden

folgendermal3en berechnet:

Tab. 3: Vierfeldertafel

Wildtyp Mutante
Kontrollen A B
Falle C D
OR = AxD
" BxC

dabei entspricht A = Zahl der Wildtypen der Kontrollen
B = Zahl der Mutanten der Kontrollen
C = Zahl der Wildtypen der Falle
D = Zahl der Mutanten der Falle.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse zur Methodik

3.1.1 Identifikation der Polymorphismen

Abbildung 3.1 zeigt das Photo eines Agarosegels, auf dem die verschiedenen
Genotypen des Mspl-Polymorphismus (Wildtyp wt/wt; heterozygoter Typ wt/vt;
varianter Typ vt/vt) abgebildet sind. Der Wildtyp und das unverdaute Fragment
haben eine Lange von 340 bp. Der Restriktionsverdau mit Mspl bewirkt die
Teilung in zwei Fragmente von jeweils 200 bp und 140 bp. Bei einem
heterozygoten Genotyp, sind drei Fragmente auf dem Gel abgebildet.

Abb.3.1: Genotypen des Mspl Polymorphismus nach Restriktionsverdau mit
Msp1l,;

A = Wildtyp, B = heterozygoter Genotyp, C = varianter Genotyp, U = unverdautes
Fragment, M = Molekulargewichtsmarker, N = Negativkontrolle

1000 bp
700 bp

500 bp
300 bp

200 bp
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Der Isoleucin-Valin-Austausch wird in Abbildung 3.2 durch die Photographie
eines Agarosegels mit den verschiedenen Genotypen (Wildtyp lle/lle;
heterozygoter Typ lle/Val; varianter Typ Val/Val) gezeigt. Der Wildtyp hat eine
naturliche Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym, es entstehen nach dem
Verdau mit Hind2 zwei Fragmente mit 139 bp bzw. 48 bp Lange. Dies wurde
gleichzeitig als Positivkontrolle genutzt. Bei der Mutanten besteht eine weitere
Schnittstelle fir das Restriktionsenzym, so dass Fragmente mit 120 bp und 19 bp
entstehen. Das unverdaute Fragment hat einer Lange von 187 bp. Beim

heterozygoten Genotyp sind alle drei Fragmente auf dem Agarosegel zu sehen.

Abb.3.2: Genotypen des IVA nach Restriktionsverdau mit Hind2; A = Wildtyp, B =
heterozygoter Genotyp, M = Molekulargewichtsmarker, N = Negativkontrolle

(nicht abgebildet: C = varianter Genotyp)
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In Abbildung 3.3 ist die Photographie eines Agarosegels mit den Genotypen
(Wildtyp C/C, heterozygoter Typ C/G und varianter Typ G/G) des Bfrl-
Polymorphismus dargestellt. Der Wildtyp hat eine Lange von 300 bp. Fur den
heterozygoten Genotyp ergeben sich zwei Fragmente von 323 bp und 300 bp
und die Mutante zeigt ein Fragment mit 323 bp.

Abb 3.3: Genotypen des Bfrl nach Restriktionsverdau mit Bfrl; A = Wildtyp, B =
heterozygoter Typ, C = varianter Genotyp, M = Molekulargewichtsmarker, N =

Negativkontrolle

400 bp
300 bp
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3.2 Haufigkeiten des Genotyps und Allelfrequenzen in

den Kollektiven

3.2.1 Verteilung des Mspl Polymorphismus in der

Kontrollgruppe und in der Gruppe der kolorektalen Karzinome

Die Kontrollgruppe besteht aus 250 gesunden Individuen, von denen 202 (81%)
einen Wildtyp fur den Mspl-Polymorphismus aufweisen. Auf den heterozygoten
Typ entfallen 44 (17%) und auf die homozygote Mutante 4 (2%) der Probanden.
Die Allelfrequenzen entsprechen demnach 0,896 fur das Wildtyp-Allel und 0,104
fur das mutante Allel.

Es wurden insgesamt 202 Patienten mit kolorektalem Karzinom untersucht.
Davon zeigen fir den Mspl1-Polymorphismus 171 (85%) eine Wildtyp, 29 (14%)
einen heterozygoten Typ und 2 (1%) einen homozygoten Typ fur die Mutante.
Die Allelfrequenzen berechnen sich entsprechend mit 0,918 fir das Wildtyp-Allel
und 0,082 fiir das mutante Allel.

Abb. 3.4: Genotypverteilung des Mspl Polymorphismus in kolorektalen

Karzinomen und Kontrollen
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3.2.2 Verteilung des IVA Polymorphismus in der Kontrollgruppe

und in der Gruppe der kolorektalen Karzinome

Auch fir den Isoleucin-Valin Austausch wurden 250 Probanden untersucht. Es
findet sich 230mal (92%) ein Wildtyp (lle/lle), die heterozygote Form (lle/Val) trat
20mal (8%) auf. Daraus ergeben sich Allelfrequenzen von 0,96 fur das Wildtyp-
Allel und 0,04 fir das mutante Allel.

Fiur den Isoleucin-Valin-Austausch ergeben sich in der Gruppe der kolorektalen
Karzinome folgende Werte: bei 189 (93%) Patienten findet sich ein Wildtyp, bei
12 (6%) ein heterozygoter Typ und bei 1 (1%) Patienten eine Homozygotie fur
die Mutante. Die Allelfrequenzen betragen 0,956 fur das Wildtyp-Allel und 0,035
fur das mutante Allel.

Abb. 3.5: Genotypverteilung des IVA in kolorektalen Karzinomen und Kontrollen
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3.2.3 Verteilung des Bfrl Polymorphismus in der Kontrollgruppe

und in der Gruppe der kolorektalen Karzinome

Die Untersuchung des Bfrl Polymorphismus bei 250 gesunden Probanden ergab
90 (36%) Wildtypen, 117 (47%) Heterozygote und 43 (17%) Homozygote fur die
Mutante. Dementsprechend liegen die Allelfrequenzen bei 0,594 fir das Wildtyp-
und 0,406 fur das mutante Allel.

Auch der Bfrl-Polymorphismus wurde bei 202 Patienten mit kolorektalen
Karzinomen untersucht. 62 (30%) der Patienten sind Wildtypen, 90 (45%)
heterozygote Typen und bei 50 (25%) ergab sich die homozygote Mutante. Fir
die Allelfrequenz bedeutet das 0,470 fir das Wildtyp-Allel und 0,530 fir das

mutante Allel.

Abb. 3.6: Genotypverteilung des Bfrl Polymorphismus in Kontrollen und

kolorektalen Karzinomen
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Wenn man die Gruppe der homozygot-mutanten Individuen denen der Wildtypen
zusammen mit den Heterozygoten gegenuiberstellt, ergibt sich folgende
Verteilung fur den Bfrl Polymorphismus:

Von den 250 Kontrollen weisen 207 (83%) entweder einen Wildtyp oder eine
Heterozygotie auf, 43 (17%) eine homozygote Mutante. Bei den Patienten mit
kolorektalen Karzinomen sind 152 (75%) der Individuen Wildtyp oder heterozygot
und 50 (25%) Mutanten.

Abb.3.7: Genotypverteilung des Bfrl Polymorphismus in Kontrollen und
kolorektalen Karzinomen — Wildtyp/Heterozygote versus varianter Typ
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3.2.4 Genotyphéaufigkeiten der verschiedenen Polymorphismen

Die Genotyphaufigkeiten der verschiedenen Polymorphismen sind noch einmal
in Tabelle 3.1 zusammengetragen.

Es zeigt sich, dass in Bezug auf den Mspl Polymorphismus und dem IVA kein
signifikant erhohtes Risiko besteht, an einem kolorektalen Karzinom zu
erkranken.

Demgegenuber finden sich beim Bfrl Polymorphismus vermehrt homozyote
Mutanten in der Gruppe der Patienten mit kolorektalen Karzinomen im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Rechnerisch werden 34 homozygote Mutanten erwartet,
tatsachlich sind es 50. Das relative Risiko (Odds ratio) betragt 1,58, das bedeutet
ein 1,58fach erhohtes Risiko gegentber Personen mit einem Wildtyp oder einem
heterozygoten Typ an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 4,9% (p=0,049) ist dieses Ergebnis statistisch

signifikant.

Tab. 3.1: Genotypfrequenzen in Kontrollen und kolorektalen Karzinomen

Kontrollen Kolorektale Odds ratio | p-Wert
(p=250) Karzinome (p=202) (95%CiI)
wt/wt | wtivt | vtivt | wt/wt | wtivt | vt/vt
CYP 1A1 081 0,17 | 0,02 | 0,85 | 0,24 | 0,01 0,78 0,285
Mspl (0,47-1,30)
CYP 1A1 092 | 0,07 | 0,01 | 093 | 0,06 | 0,01 0,73 0,878
IVA (0,35-1,53)
CYP 1B1 0,36 | 047 | 0,17 | 0,30 | 0,45 | 0,25 1,58 0,049
Bfrl (1,00-2,50)
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4 Diskussion

4.1 Cytochrom P450 1A1 und 1B1 Polymorphismen -

Suszeptibilitat fir kolorektale Karzinome

Die individuelle Suszeptibilitdt fur Krebserkrankungen resultiert aus einem
Zusammenspiel von genetischen Faktoren wie Unterschieden des Metabolismus,
der DNA-Reparaturmechanismen, varilerenden Expressionen von
Protookogenen und  Tumorsuppressorgenen und  Erndhrungs- und
Umweltfaktoren. Viele Kanzerogene erfahren eine metabolische Aktivierung
durch fremdstoffmetabolisierende Enzyme bevor sie an die DNA binden und zu
Mutationen fuihren. Variationen innerhalb dieser individuellen Faktoren spielen
eine wichtige Rolle. Diese phéanotypischen metabolischen Variationen sind
verbunden mit genetischen Polymorphismen. Welche Bedeutung in diesem
komplexen Kreis einzelnen Enzympolymorphismen zukommen, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nur schwer abgeschatzt werden und ist Gegenstand der
gegenwartigen Forschung (Bartsch et al., 1996).

Bei der Betrachtung der Polymorphismen in Zusammenhang mit den
kolorektalen Karzinomen sollte zunachst auf Differenzen in der Haufigkeit

zwischen verschiedenen Populationen eingegangen werden.

Populationsspezifische  Unterschiede in der Haufigkeit der Enzym-
polymorphismen sind bekannt. Es fanden sich in Studien mit asiatischen
Populationen hohere Allelfrequenzen fir den Mspl und den lle/Val

Polymorphismus des CYP 1A1 im Vergleich zu europaischen Kollektiven.

Die Tabellen 4.1 und 4.2 geben Ubersichten aus der aktuellen Literatur.
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Tabelle 4.1: Populationsspezifische Unterschiede des CYP1Al1 Mspl

Polymorphismus in gesunden Kollektiven

Allelfrequenz

Allelfrequenz

Population n _ Referenz
Wildtyp Mutante
Deutschland 250 0,896 0,104 eigenes Kollektiv
Japan 135 0,668 0,332 Hayashi et al. 1991
Norwegen 212 0,885 0,115 Tefre et al. 1991
Finnland 242 0,88 0,12 Hirvonen et al. 1992
Deutschland 171 0,927 0,073 Drakoulis et al. 1994
Japan, Hawaii, )
_ 47 0,649 0,351 Sivaraman et al. 1994
Kaukasier
Japan 160 0,709 0,291 Nakachi et al. 1995
Belgien 81 0,883 0,117 Jacquet et al. 1996
Massachusetts,
_ 283 0,908 0,092 Xu et al. 1996
USA (Kaukasier)
Japan 142 0,665 0,335 Sato et al. 1999
China (nur Frauen) | 145 0,607 0,393 Huang et al. 1999

Tabelle 4.2: Populationsspezifische Unterschiede des CYP1A1 lle/Val

Polymorphismus in gesunden Kollektiven

Allelfrequenz

Allelfrequenz

Population n Referenz
Wildtyp Mutante
Deutschland 250 0,96 0,04 eigenes Kollektiv
Japan 135 0,753 0,247 Hayashi et al. 1991
Finnland 242 0,95 0,05 Hirvonen et al. 1992
Deutschland 171 0,968 0,032 Drakoulis et al. 1994
Grol3britannien 245 0,931 0,069 Cantlay et al. 1995
Japan 358 0,802 0,198 Kawaijiri et al. 1995
Japan 160 0,806 0,194 Nakachi et al. 1995
Japan 240 0,798 0,202 Oyama et al.
Japan 185 0,735 0,265 Sugimura et al. 1998
Japan 164 0,799 0,201 Morita etal. 1999
China (nur Frauen) | 145 0,734 0,266 Huang et al. 1999
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Beim CYP1B1 Bfrl Polymorphismus scheint es keine populationsspezifischen
Unterschiede zu geben, die Datenlage lasst zur Zeit jedoch kein entgultiges
Ergebnis zu. In Tab. 4.3 sind die verfliigbaren Arbeiten zusammengefasst.

Tabelle 4.3: Populationsspezifische Unterschiede des CYP1B1 Bfrl

Polymorphismus in gesunden Kollektiven

Population . Allelfrequenz | Allelfrequenz Referenz
Wildtyp Mutante
Deutschland 250 0,594 0,406 eigenes Kollektiv
Tiarken, Kaukasier | 70 0,643 0,357 Stoilov et al. 1997
Kaukasier, 164 0,591 0,409
Afroamerikaner 59 0,305 0,695 Bailey et al 1998
(nur Frauen)
China (nur Frauen) | 200 0,462 0,538 Zheng et al. 2000

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich kein signifikanter Unterschied in
der Haufigkeit der CYP1A1 Mspl und lle/Val Polymorphismen einer Gruppe von
Kaukasiern mit kolorektalen Karzinomen im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv.

1994 veroffentlichten Sivaraman et al. eine Studie, in der zum ersten Mal die
Haufigkeiten der CYP1A1 Mspl und lle/Val Polymorphismen bei Patienten mit in
situ kolorektalen Karzinomen mit einem Kontrollkollektiv verglichen wurden.
Dabei stellten sie in zwei der drei untersuchten ethnischen Gruppen (Japaner
und Hawaiianer) signifikante Haufigkeitsunterschiede im Vergleich der Patienten
mit kolorektalen Karzinomen und der Kontrollgruppen heraus. In der
kaukasischen Gruppe konnte keine signifikante Differenz beschrieben werden.
Diese Ergebnisse unterstreichen die Rolle der Enzympolymorphismen bei der
Entstehung kolorektaler Tumoren. Zugleich gingen die Autoren auf die
Unterschiede zwischen den ethnische Gruppen ein. Dass bei Kaukasiern kein
signifikantes Resultat im Vergleich des CYP1Al1 Mspl bzw. lle/Val
Polymorphismus erzielt wurde, stimmt mit den hier gefundenen Ergebnissen
Uberein. Es muss jedoch die geringere Frequenz der Genpolymorphismen bei
Kaukasiern im Vergleich zu Japanern/Polynesiern insofern berucksichtigt
werden, dass dies bei den bestehenden Kollektivgréf3en die statistische Aussage
limitiert und groRRere Kollektive notwendig sind, um endgultige Angaben zu

treffen.
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Eine alternative Erklarung fir diese Diskrepanz zwischen kaukasischen und
asiatischen Kollektiven gaben Wedlund et al. (1994). Sie halten ein
Ungleichgewicht mit einer anderen Mutation, die wichtig fur die CYP 1Al
Induktion ist, fur moglich, wahrend diese Mutationen in der kaukasischen
Population im Gleichgewicht sind.

Die Theorie, dass Polymorphismen fremdstoffmetabolisierende Enzyme die
Suszeptibilitdt fur Karzinome, insbesondere kolorektale Tumoren erhdhen, wird
durch Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung in Bezug auf den CYP 1B1
Bfrl Polymorphismus unterstitzt. Es fand sich der Enzympolymorphismus
signifikant haufiger bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen als bei Personen
in einer gesunden Kontrollgruppe.

Taioli et al. (1995) definierten die Bedeutung der Polymorphismen anders
insofern, als dass sie von einer Suszeptibilitaét nicht fur Karzinomerkrankungen
sondern fur die Effekte der Umwelteinflisse sprechen. Es bestehe zwar ein
erhohtes Risiko bei Personen mit bekannten Enzympolymorphismen, aber nur
dann, wenn sie auch den Kanzerogenen ausgesetzt sind. So sei ein gewisses
Mal3 an Pravention mdglich. Ob in der jeweiligen Alltagssituation eine wirkliche
Vermeidung der kanzerogenen Stoffe, die zum Teil ubiquitar vorhanden sind,
realisierbar ist, sei dahingestellt. Zum anderen muss die Frage gestellt werden,
ob eine breite Testung der Bevolkerung und Einteilung in eine ,High-* und ,Low-

Risk-Group® zum jetzigen Zeitpunkt praktikabel sind.
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4.2 Heterozyklische Amine und andere Umwelt-
kanzerogene und ihre Rolle bei der Entstehung

kolorektaler Karzinome

Die Vorstellung, dass Polymorphismen fremdstoffmetabolisierender Enzyme das
Risiko an Krebs zu erkranken beeinflussen, stutzt sich darauf, dass diese auf
den Metabolismus aufgenommener potentieller Kanzerogene Einfluss nehmen.
Man geht davon aus, dass sie vermehrt kanzerogene Zwischenmetabolite
entstehen lassen und dadurch das Krebsrisiko erhdhen. Zu den wichtigsten
Xenobiotika in diesem Zusammenhang gehdren die heterozyklischen Amine.
Heterozyklische Amine werden als kanzerogen eingestuft. Sie werden in zwei
Gruppen eingeteilt. Der Imidazol-Typ besitzt einer Amino-Gruppe an Position 2
des Imidazol-Ringes, wahrend der Non-Imidazol-Typ eine Amino-Gruppe am
Pyridin-Ring aufweist. Sie kénnen durch Nitrite unter sauren Bedingungen
getrennt werden. Der Imidazol-Typ behéalt seine Mutagenitat im Gegensatz zum
Non-Imidazol-Typ. Studien zeigen, dass hauptsachlich der Imidazol-Typ in
Nahrungsmitteln vorhanden ist (Adamson et al. 1996).

Abbildung 4.1 zeigt die Strukturformeln der wichtigsten kanzerogenen
heterozyklischen Amine (Nagao, 1999).
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Abb. 4.1: Strukturformeln der wichtigsten kanzerogenen heterozyklischen Amine
(nach Nagao, 1999)
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Felton et al. (1997) nannten die vier wichtigsten Parameter, die das Krebsrisiko
durch heterozyklische Amine beeinflussen: Dosis, Metabolismus, karzinogene
Potenz und Epidemiologie.

Die Dosis und Epidemiologie héngen im Wesentlichen von den
Erndhrungsgewohnheiten  des  Individuums ab, vom  konsumierten
Lebensmitteltyp, von der Zubereitung und von der Menge. Darauf wird in den
nachsten Kapiteln ausfuhrlicher eingegangen. Es wird vermutet, dass die
Metabolisierung durch fremdstoffmetabolisierende Enzyme zu kanzerogenen
Zwischenprodukten bei menschlichen Individuen im Vergleich zu Nagetieren zu
einem grolReren genotoxischen Effekt fuhrt. Die karzinogene Potenz der
heterozyklische Amine ist bei Nagern bewiesen. Thorgeirsson et al. (1996)
zeigten bei Affen eine Induktion von Lebertumoren durch 1Q.

Sasaki et al. (1998) zeigten in ihrer Arbeit eine kolonspezifische Genotoxizitat der
heterozyklischen Amine Trp-P-2, I1Q, MelQ, MelQx und PhIP bei Mausen, denen
diese Stoffe intraperitoneal injiziert wurden.

Im Tierversuch verursachten heterozyklische Amine Karzinome insbesondere

der Leber und des Darms. Tabelle 4.4 zeigt eine Ubersicht (Sugimura, 1997).
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Tabelle 4.4: Ubersicht tiber Karzinogenese der HA im Tierversuch (Sugimura,
1997)

Heter(')a\z%li(rglsches Spezies Konziﬁnot/(r)atlon Zielorgane Publ;l;?]trlons

Trp-P-1 Ratte 0,015 Leber 1985

Maus 0,02 Leber 1981

Trp-P-2 Ratte 0,01 Leber 1993

Maus 0,02 Leber, Blase 1981

GIu-P-1 Ratte 0,05 ) Leber_ 1984

Maus 0,05 Leber, Dinn-&Dickdarm,... 1984

GIU-P-2 Ratte 0,05 Leber, DUnn-&Di(_:_kdarm,... 1984

Maus 0,05 Leber, GefalRe 1984

. Maus 0,08 Leber, GefalRe 1984
AaC

MeAAC Ratte 0,02/0,01 Leber ) 1984

Maus 0,08 Leber, GefalRe 1984

o) Ratte 0,03 Leber, Dinn-&Dickdarm,... 1984

Maus 0,03 Leber, Haut,... 1984

MelQ Ratte 0,03 Dickdarm, Brust, Haut,... 1989

Maus 0,04/0,01 Leber,... 1986

MelQx Ratte 0,04 Leber, Haut,... 1988

Maus 0,06 Leber, Lunge, Blut 1987

PhIP Ratte 0,04 Dickdarm, Brust 1991

Maus 0,04 Lymphgewebe 1989

Fremdstoffe, die kovalent an Basen der DNA binden und als Addukte bezeichnet
werden, sind Gegenstand vieler Studien, in denen Krankheitsrisiken in
Abhéngigkeit von der Exposition abgeschétzt werden sollen. Auch
kolonspezifische DNA-Addukte werden betrachtet. Umemoto et al. untersuchten
1994 Kolonmukosa von Neugeborenen, deren Exposition durch Umwelt-
kanzerogene minimal ist, und normale Kolonmukosa von Erwachsenen mit
kolorektalen Tumoren. Sie fanden ein mukosaspezifisches Addukt, welches bei
den Neugeborenen nicht nachweisbar war und unterstitzten so die These der
Umweltabhéngigkeit der kolorektalen Tumoren. Pfohl-Leszkowicz et al.
berichteten 1995, dass signifikant hohere Level von DNA-Addukten in
Kolonmukosa von Patienten mit kolorektalen Karzinomen im Vergleich zu
gesunden Probanden gefunden wurden. MelQx-DNA-Addukte und PhIP-DNA-
Addukte wurden in menschlicher Kolonmukosa festgestellt (Totsuka et al. 1996,
Friesen et al. 1994).
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Nagao fasst in seiner Arbeit von 1999 zusammen, dass das Level der DNA-
Addukte jedoch nicht direkt mit der mutagenen Frequenz oder gar der Karzinom-
Inzidenz korrelliert. Hier missen noch andere Faktoren wie Zellteilungsrate und
spezifische Zellkinetik sowie Zahl der genetischen Veranderungen bis zur

Krebsentstehung miteinbezogen werden.

Auch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe wurden im Hinblick auf die
Karzinogenese des Kolons und des Rektums untersucht. Auch sie gehdren zu
den Substraten der Cytochrome P450 1A1 und 1B1. Die als promutagen
eingestuften Anti-BPDE-DNA Addukte ((+)-r-7,t-8-dihydroxy-t-9,10-oxy-7,8,9,10-
tetrahydrobenzo[a]pyrene Addukte) wurden von Alexandrov et al. in
menschlicher Kolonmukosa  entdeckt  und als Risikofaktor  fur

Karzinomentstehung gewertet (1996).

Ebenso wurden N-Nitroso-Verbindungen hinsichtlich ihres Risikos zur
Entstehung kolorektaler Karzinome betrachtet. Diese finden sich in
Nahrungsmitteln wie gepokeltem Fisch oder Fleisch, aber auch nach dem
R&uchern oder Grillen Gber offenem Feuer. In einer Follow-up Studie zeigten
Knekt et al. 1999 ein signifikant erhdhtes Risiko in einer Population mit
vermehrter Aufnahme von N-Nitrosodimethylamin (NDMA) in Form von
gesalzenem bzw. gerduchertem Fisch, nicht signifikant, aber auch erhéht bei

Fleisch.
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4.3 Heterozyklische Amine im Rahmen des Koch-

prozesses

Heterozyklische Amine entstehen bei der Pyrolyse (= Zersetzung von Stoffen
durch Hitze) insbesondere von Fleisch und Fisch (80%). Die Basis fur die
mutagene Aktivitat von Muskelfleisch ist sein Gehalt an Kreatin und an freien
Aminosauren und Zuckern. Die Menge der entstehenden kanzerogenen Amine
ist sehr von der Zubereitungsart der Lebensmittel abhéngig. Skog et al. (1995)
untersuchten, wie sehr die Temperatur auf die Formation von heterozyklischen
Aminen Einfluss nimmt. Sie stellten eindeutig fest, dass insbesondere PhIP-,
MelQx- und DiMelQx-Entstehung mit der Erhdéhung der Kochtemperatur
ansteigen und betonten ausdrucklich die Konzentration der Kanzerogene im
Pfannenrickstand und in der Kruste des Fleisches. Generell entstehen mehr
heterozyklische Amine, je langer das Fleisch den Temperaturen ausgesetzt ist.
Der Zusatz von Fett wird insofern diskutiert, als dass ab einem gewissen
Zeitpunkt des Kochens die Konzentration der heterozyklischen Amine als Folge
eines chemischen Effektes zunimmt (Skog et al. 1998).

Die relative mutagene Aktivitat der verschiedenen Kochprozesse ist nicht gleich.
So entstehen beim Braten und Grillen mehr mutagene Substanzen als beim
Dunsten, Schmoren, Sieden oder Pochieren. Mikrowellen-gekochtes Fleisch hat
generell niedrige Konzentrationen an heterozyklischen Aminen. Auch die
verschiedenen Fleischarten verhalten sich nicht identisch. Huhn- und Rindfleisch
zeigten eine hohere Mutagenitdt als Fisch. Von den verschiedenen
heterozyklischen Aminen wird bei der Betrachtung der Risiken durch Erndhrung
das PhIP hervorgehoben (Layton et al. 1995).

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die Aufnahme von heterozyklischen

Aminen durch die Nahrung eine Funktion der Kochmethode, des Garzustandes
und der Konsumfrequenz ist (Keating et al. 1999).
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Obwohl es feststeht, dass heterozyklischen Amine eine kanzerogene Wirkung
haben und dass verschiedene Kochprozesse die Konzentration in den
Lebensmitteln erhéhen, ist es dennoch schwierig, eine konkrete
Risikoabschéatzung zu treffen. In ,The Lancet wurde 1999 eine Arbeit aus
Schweden (Augustsson et al.) publiziert, in der in einer epidemiologischen Studie
die abgeschatzte tagliche Aufnahme von heterozyklischen Aminen mit
verschiedenen Krebserkrankungen, unter anderem kolorektalen Karzinomen,
korreliert wurde. Es ergab sich kein signifikantes Ergebnis. Dennoch rdumten die
Autoren ein erhohtes Risiko bei Patienten mit sehr hohen Dosen ein. Die Frage,
ob die durchschnittliche Ingestion der heterozyklischen Amine im Rahmen der
~Western-diet” zu einem erhéhten Krebsrisiko fuhrt, kann zum jetzigen Zeitpunkt

nicht eindeutig beantwortet werden, Schwellenwerte existieren nicht.

4.4 Kolorektale Karzinome und Erndhrungs-

gewohnheiten

Um generell die Kanzerogenitéat der Xenobiotika beim Menschen abzuschéatzen,
bedient man sich epidemiologischer Studien. Sie zielen auf die Ernahrungs-
gewohnheiten der Patienten bzw. Probanden ab.

In Ubereinstimmungen mit den bisherigen Ausfiihrungen fanden Wissenschaftler
heraus, dass ein zunehmendes Risiko fur kolorektale Karzinome assoziiert ist mit
haufigem Genuss von gebratenem Fleisch. Dabei steigt das Risiko, je dunkler
das Fleisch gebraten ist (Schiffman, 1990, Gerhardsson de Verdier et al., 1991).
Andere Studien berichten ebenfalls Uber ein erhdhtes Risiko bei regelmé&Rigem
Fleischkonsum, ohne jedoch explizit auf die Zubereitungsart einzugehen (Young
et al. 1988, Benito et al., 1990, Giovannucci et al. 1994, Le Marchand et al. 1997,
Hsing et al. 1998).
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Zu erwahnen ist, dass nicht alle Untersuchungen diese Ergebnisse unterstitzen.
Studien aus den USA, Norwegen und Italien kommen zu dem Schluss, dass es
keine signifikante Korrelation zwischen der Frequenz und Art des
Fleischkonsums und dem Auftreten kolorektaler Karzinome gibt (Lyon et al.
1988, Gaard et al. 1996, Franceschi et al. 1997).

Wilmink (1997) fasst zusammen, dass in einer Meta-Analyse der Anteil der
Studien, in der ein erhohtes Risiko fir kolorektale Karzinome in Zusammenhang
mit Fleisch und Fettkonsum gesehen wurden, doppelt so hoch war im Vergleich
zu den Arbeiten, die diese Korrelation verneinten. Insgesamt wird es in Zukunft
wichtig sein, die fur die Kanzerogenese verantwortlichen Faktoren auch in
epidemiologischen Studien klarer zu definieren. Grol3e, prospektive Kohorten-
Studien sind notig, um definitive Antworten zu erhalten. Dabei sollten
andererseits die allgemeinen, prinzipiellen Muster der Ern&dhrungsgewohnheiten

nicht aus den Augen verloren werden.

Denn nicht nur Fleischgenuss, sondern auch Konsum von Gemuse, und
Getreiden sind Gegenstand der Betrachtungen. In einer Studie von 1996 fand
man eine inverse Korrelation zwischen dem Konsum von Gemise und Getreiden
und dem Auftreten kolorektaler Karzinome (Witte et al.). Dies deckt sich mit
anderen Studienergebnissen, so dass festgestellt werden kann, dass der Genuss
von Gemuse und Getreide anscheinend protektiv auf die Entstehung kolorektaler
Karzinome wirkt (Cayagill et al. 1998).

AbschlieBend sollte die Vielschichtigkeit der Epidemiologie der kolorektalen
Tumoren deutlich gemacht werden, denn nicht nur die Ernédhrungsgewohnheiten
gehdren dazu. So gibt es auch Anzeichen dafir, dass Adipositas, eine positive
Familienanamnese, Obstipation und Einnahme von Laxantien das Risiko zu
erkranken erhdhen, wahrend das Risiko durch Einnahme von nicht-steroidalen
Antirheumatika und regelmallige Korperaktivitat (gilt nicht fur Rektum-
Karzinome) verringert werden soll (Thune et al.,, 1996, Shiff et al. 1997,
Ghadirian et al. 1998).
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4.5 Polymorphismen fremdstoffmetabolisierender
Enzyme und Suszeptibilitat fur Karzinom-

erkrankungen

Polymorphismen fremstoffmetabolisierender Enzyme werden nicht nur im
Zusammenhang mit kolorektalen Karzinomen betrachtet. Auch andere
Krebserkrankungen sind Gegenstand der Forschung.

Zu Beginn der Vermutungen, dass Polymorphismen der Cytochrome P450 die
Suszeptibilitdt fur Karzinome erhéhen konnen, stand die Betrachtung der
Bronchialkarzinome im Zusammenhang mit dem Tabakkonsum. Bartsch et al.
(2000) fassten mehr als zwanzig Studien zusammen und kommen zu einem
heterogenen Ergebnis. Wahrend frihe japanische Studien signifikante
Korrelationen zwischen Enzympolymorphismen des Cytochrom P450 1A1
(Msp1, lle/val) und der Entstehung von Bronchialkarzinomen beschrieben,
blieben die Signifikanzen in Studien mit Kaukasiern weitgehend aus. Als
wahrscheinliche Begrindung wird auch hier die niedrige Préavalenz der
Polymorphismen bei Kaukasiern genannt. In amerikanischen Studien mit
gemischter Population ergab sich ein erhdhtes Risiko fir Lungenkrebs bei
Patienten mit Enzympolymorphismen. Wéahrend eine koreanische Studie eine
Signifikanz beschrieb, blieb sie Uberraschenderweise in einer chinesischen
Population aus. Ein signifikant erhdhtes Risiko zur Entwicklung von Lungenkrebs
fand sich in  mehreren Studien durch eine Kombination von
Enzympolymorphismen, dem CYP 1A1 Mspl oder lle/Val und dem Phase 2
Enzym Glutathion-S-Transferase GSTM1(0/0).

Bei Kopf-Hals-Tumoren und Osophaguskarzinomen ergab sich in einigen
asiatischen Studien eine signifikante Korrelation mit den genannten CYP 1Al
Polymorphismen. Auch hier ist die Kombination der CYP 1A1 Polymorphismen
mit dem GSTM1(0/0) Polymorphismus risikosteigernd.

Zusammengefasst ergibt sich eine Tendenz, welche einen Zusammenhang
zwischen CYP 1Al Mspl und lle/Val Polymorphismen und Bronchial-
karzinomen, Kopf-Hals-Tumoren und Osophaguskarzinomen insbesondere
tabakassoziiert vermuten lasst. Diese bedarf der Klarung durch Untersuchungen
mit groReren Populationen in der Zukunft.
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Karzinome der weiblichen Brust sind ebenfalls im Hinblick auf Polymorphismen
des Cytochrom P450 1Al und 1B1 betrachtet worden, denn diese Enzyme
nehmen auch am Ostrogenstoffwechsel teil. Es ist nachgewiesen, dass CYP 1B1
und in geringerem MalRe auch CYP 1Al in Brustkrebszellen exprimiert werden.
Insbesondere dem CYP 1B1 kommt hier eine Bedeutung zu, da es im Vergleich
zu CYP 1Al vermehrt 17a-Estradiol an der C4 Position hydroxyliert. Dieser
Metabolit ist an der Ostrogen-induzierten Karzinogenese der weiblichen Brust
beteiligt (McKay et al. 1995, Spink et al. 1998). Studien zeigten eine signifikante
Korrelation zwischen dem homozygoten Mspl Polymorphismus des CYP 1Al
und Brustkrebs bei chinesischen postmenopausalen und bei afro-
amerikanischen Frauen, wahrend bei Kaukasierinnen keine Signifikanz bestand
(Taioli et al. 1995, Huang et al. 1999). Auch Untersuchungen des CYP 1B1
Polymorphismus zeigten keine einheitlichen Ergebnisse, so dass bei
kaukasischen und afroamerikanischen Frauen keine, in einer Studie mit
Chinesinnen jedoch eine Signifikanz im Sinne eines erhdhten Brustkrebsrisikos
der Patientinnen mit (C/C) Genotyp gefunden wurde (Bailey et al. 1998, Zheng et
al. 2000).

Auch andere fremdstoffmetabolisierende Enzyme werden im Hinblick auf ihre
Bedeutung fur die Suszeptibilitat fur Karzinomerkrankungen untersucht. Als
Beispiel sei hier das Phase 2 Enzym N-Acetyltransferase genannt, das beim
Menschen in zwei Formen existiert (NAT1 und NAT2). Die Enzyme sind in ihrer
Struktur verwandt, haben jedoch unterschiedliche Substrate. Zum Beispiel
acetyliert NAT1 para-Aminobenzoesaure oder para-Aminosalicylsaure, wéhrend
NAT2 zu seinen Substraten Isoniacid, Procainamid und Dapson zahlt. Die
Enzymaktivitaten werden durch Kombinationen von sieben Punktmutationen
bestimmt, die sich phanotypisch zwischen langsam- und schnellacetylierend
unterscheiden. Minchin et al. (1993) wiesen das polymorphe Enzym in
menschlichem Kolonepithel nach und zeigten, dass es in der Lage ist,
adduktbildende Metabolite von heterozyklischen Aminen zu bilden. Roberts-
Thomson et al. (1996) zeigten, dass die Schnellacetylierer ein erhdhtes relatives

Risiko zur Adenom- und Karzinomentstehung des Kolons haben.
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4.6 Phanotypische Bedeutung der Polymorphismen von
CYP 1Al und 1B1

Die phanotypische Bedeutung der Polymorphismen im Fremdstoffmetabolismus
ist im Wesentlichen noch unklar.

Fiur kaukasische Populationen scheinen die CYP 1A1 Polymorphismen wegen
ihrer sehr niedrigen Frequenz einen eher geringen Einfluss zu haben.

Es wird vermutet, dass der Mspl Polymorphismus des CYP 1Al eine erhdhte
Induzierbarkeit durch Fremdstoffe oder eine erhohte katalytische Aktivitat besitzt,
so dass potentiell mehr kanzerogene Metabolite entstehen kdnnten (Bartsch et
al., 2000).

Der IVA Polymorphismus des CYP 1Al befindet sich in der ham-bindenden
Region des Enzyms und hat eine zweifache Erh6hung der mikrosomalen
Enzymaktivitat zur Folge. Vermutlich wird zusétzlich die Aktivitdt der Aryl
Hydrocarbon Hydroxylase durch den Aminosaureaustausch verstarkt (Kawajiri et
al. 1993). Auch eine Verbindung zu einem anderen funktionellen
Polymorphismus mit regulatorischem Einfluss auf die Induktion wird diskutiert
(Bartsch et al., 2000).

In einem japanischen Kollektiv konnte gezeigt werden, dass bei Rauchern, die
beide CYP 1Al Polymorphismen aufwiesen und bei denen zusatzlich eine
Deletion des GSTM1-Genes vorlag ein neunfach hdheres Risiko fiir Mutationen
des Tumorsuppressorgens p53 im Vergleich zu Rauchern mit dem Wildtyp-
Genen besteht (Kawajiri et al., 1996).

Neueste Erkenntnisse hinsichtlich des CYP 1B1 Polymorphismus Bfrl ergaben,
dass der Austausch Val432 zu Leu mit einem dreifachen Anstieg des K, Wertes
fur die 2- und 4-Hydroxylation des Estradiols assoziiert war (Li et al., 2000). Ob
der bezeichnete Polymorphismus eine erhdhte Suszeptibilitat fir den weiblichen
Brustkrebs bedingt, ist jedoch unklar.

Metabolismusstudien zeigten, dass Val432Leu mit einer geringen Erhéhung der
katalytischen Aktivitat im Hinblick auf bestimmte PAH und HA einhergeht
(Shimada et al., 1999). Die fur die Entstehung kolorektaler und anderer Tumoren
wichtigen Prokarzinogene missen daher noch identifiziert und die Bedeutung
des CYP 1B1 Polymorphismus Bfrl geklart werden.
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4.7 Ausblick

Das immer wieder geschilderte Problem der zu kleinen Kollektivgrof3en
verursacht insbesondere im Hinblick auf die kaukasischen Populationen
Interpretationsschwierigkeiten und eine Verringerung der Aussagekraft der
durchgefuhrten Studien. Dabei kommt es sicherlich auf die Gewinnung einer
entsprechenden Anzahl von Probanden und Patienten an, nicht zu
vernachlassigen ist jedoch auch die zeitaufwendige laborchemische Aufarbeitung
des Materials.

Einen Blick in die Zukunft werfen Bruning et al. (1999) und Harth et al. (2000),
die die Real-time PCR beschreiben. Die Methode verbindet Bearbeitung der
Proben und schnelle Analyse der Resultate. Sie basiert auf einer Sonden-
Hybridisierung und FRET (Fluorescence Resonance Enery Transfer). Es werden
Akkumulationsprodukte wahrend der DNA Amplifikation sichtbar gemacht und
Schmelzkurven der amplifizierten Produkte analysiert. Die anschlieRende
Sequenzierung zeigt eine 100 prozentige ldentifikationsrate der Light-Cycler-
Technik verglichen mit der direkten DNA-Sequenzierung. 32 Proben kbénnen in
einer Zeit von 60 Minuten komplett analysiert werden. Die Daten wurden zudem
verglichen mit der RFLP-Methode. Es zeigten sich eine Abweichung von 5%, die
nach weiteren Sequenzierungen durch Fehler (inkomplette Verdauung) der

herkdmmlichen Methode verursacht waren.

Eine neue Methode, Enzymproteine in verschiedenen Geweben nachzuweisen,
entwickelten Tang et al. (1999). Sie erzeugten einen Antikorper, der im Sinne der
Immunodetektion CYP 1B1 in mehreren menschlichen Geweben nachweisen
konnte. Diese Methode ist hochspezifisch und sensitiv.

Durch diese neuen Verfahren wird es moglich sein, die Erforschung der
Enzympolymorphismen in kurzer Zeit schnell voranzutreiben, so dass die vielen
noch offenen Fragen hinsichtlich der Bedeutung fir das Individuum in der
Zukunft sicherlich beantwortet werden kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme der Cytochrom P450 Familie kdnnen
durch Enzympolymorphismen die Suszeptibilitat fur Erkrankungen oder
gegenuber Chemikalien erhdhen.

Es wurden zwei Polymorphismen des Cytochrom P450 1A1 (Mspl und IVA) und
ein Polymorphismus des Cytochrom P450 1B1 (Bfrl) hinsichtlich ihrer
Haufigkeiten bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen verglichen mit einem
Kontrollkollektiv untersucht. Dabei wurden die Polymorphismen mittels
Genotypisierung mit Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismen und der
Polymerase-Ketten-Reaktion nachgewiesen.

Es ergaben sich folgende Ergebnisse:

1. Bezlglich des Mspl-Polymorphismus des CYP 1Al resultiert in der
Kontrollgruppe (n=250) eine Allelfrequenz fur das mutante Merkmal von
0,104 und in der Gruppe der Patienten mit kolorektalen Karzinomen
(n=202) eine Frequenz von 0,082. Es ergab sich keine Signifikanz
hinsichtlich der Haufigkeitsunterschiede.

2. FUr den IVA-Polymorphismus des CYP 1A1 wurde in der Kontrollgruppe
(n=250) das mutante Allel mit einer Frequenz von 0,04 gefunden, wahrend
die Allelfrequenz in der Gruppe der Patienten mit kolorektalen Karzinomen
(n=202) 0,035 betrug. Auch hier war die Haufigkeit der Polymorphismen
nicht signifikant erhdht gegentiber der Kontrollgruppe.

3. Der Bfrl-Polymorphismus des CYP 1B1 zeigte Allelfrequenzen von 0,594
fur das Wildtyp-Allel und 0,406 fir das mutante Allel in der Kontrollgruppe
(n=250) und Frequenzen von 0,470 bzw. 0,530 in der Gruppe der
Patienten mit kolorektalen Karzinomen (n=202). Betrachtet man hier die
homozygot-mutanten Individuen in beiden Gruppen, so ergibt sich eine
statistisch signifikant erhéhte Anzahl bei den Patienten mit kolorektalen
Karzinomen (p=0,049, OR=1,58).

Die Ergebnisse wurden in Zusammenhang mit der Ingestion von

Umweltkanzerogenen im Rahmen der Erndhrungsgewohnheiten diskutiert

und mit der aktuellen Literatur korreliert.

46



6 Materialien

6.1 Gerate und Chemikalien

6.1.1 Gerate

Sterile Werkbank
Wasser-Deionisierung
Gefrierschrank
Wasserbad

SW20

Zentrifuge
Tischzentrifungen

Spektrophotometer

Robo Cycler Gradient 40
Inkubationsschrank
Geleletrophoresekammer
Speed Vac Konzentrator
Thermocycler
DNA-Synthesizer

Gelaire BSB6A, Flow Laboratories
Milli-Q, Millipore
UF85-300S, Colora

Gerhardt Schuttelwasserbad

Beckman Model J-6B Centrifuge
Typ 5415 C, Eppendorf

Typ 5417 R, Eppendorf
GeneQuant Il Parmacia Biotech
Stratagene, La Jolla, USA

Typ B 5060 Ek-COz2, Heraeus
BioRad

Bachofer

OmniGene, Hybaid

Model 391, Applied BioSystems

6.1.2 Verbrauchsmaterial und Zubehor

Mikrosedimentationsrohrchen
Reaktionsgefalle, 1,5ml

dunnwandige Reaktionsgefalie

a7

Sarstedt
Eppendorf

Biozym



6.1.3 Chemikalien und Enzyme

Agarose
PCR-Molekular Weight Marker

MW: 1.000 bp bis 50 bp
Restriktionsenzyme Mspl1 und Hind2
Restriktionsenzym Bfrl
Tag-DNA-Polymerase

6.2 Kits

QlAamp Blood Maxi Kit

6.3 Losungen und Puffer

fur die Agarosegelelektrophorese
10x TBE, pH 8,0

6x Ladungspuffer

Biorad
UsSB

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim

Qiagen

0,9 M Tris

0,9 M Borsaure

0,02 M EDTA

30% (v/v) Glycerol, 0,2% (w/v)
Bromphenolblau, ,2% (w/v)
Xylen-Cyanol

6.4 Chemikalien fir die Oligonukleotidsynthese

Acetonitril, wasserfrei
Aktivator

0,45 M Tetrazol in Acetonitril
Ammoniumhydroxid, 99,9%
Argon
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MWG-Biotech

Alkrich
Messer-Griesheim



Cap-Mix A MWG-Biotech
THF/Lutidin/Acetanhydrid, 8:1:1

Cap-Mix B

10% N-Methylimidazol in THF

Blockierungsreagenz MWG-Biotech

3% TCA

Oxidations-L6ésung MWG-Biotech
0,05 M I3 in THF/H,0/Pyridin (7:2:1)

p-Toluolsulfonsaure Merck
Phosphoramidite, dA, dC, dT, dG MWG-Biotech
Polystyrol-Saulen (40 mMol) Applied-Biosystem
Abz’ Gib, Cib’ T
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zuntersuchung zur Haufigkeit von Polymorphismen des Cytochrom P450 1A1
und des Cytochrom P450 1B1 bei kolorektalen Karzinomen*
Cornelia Jonkmanns

Zusammenfassung

Die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme der Cytochrom P450 Familie kdnnen
durch Enzympolymorphismen die Suszeptibilitat fur Erkrankungen oder
gegenuber Chemikalien erhdhen.

Es wurden zwei Polymorphismen des Cytochrom P450 1A1 (Mspl und IVA) und
ein Polymorphismus des Cytochrom P450 1B1 (Bfrl) hinsichtlich ihrer
Haufigkeiten bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen verglichen mit einem
Kontrollkollektiv untersucht. Dabei wurden die Polymorphismen mittels
Genotypisierung mit Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismen und der
Polymerase-Ketten-Reaktion nachgewiesen.

Es ergaben sich folgende Ergebnisse:

1. Beziglich des Mspl-Polymorphismus des CYP 1Al resultiert in der
Kontrollgruppe (n=250) eine Allelfrequenz fur das mutante Merkmal von
0,104 und in der Gruppe der Patienten mit kolorektalen Karzinomen
(n=202) eine Frequenz von 0,082. Es ergab sich keine Signifikanz
hinsichtlich der Haufigkeitsunterschiede.

2. FUr den IVA-Polymorphismus des CYP 1A1 wurde in der Kontrollgruppe
(n=250) das mutante Allel mit einer Frequenz von 0,04 gefunden, wahrend
die Allelfrequenz in der Gruppe der Patienten mit kolorektalen Karzinomen
(n=202) 0,035 betrug. Auch hier war die Haufigkeit der Polymorphismen
nicht signifikant erhéht gegentiber der Kontrollgruppe.

3. Der Bfrl-Polymorphismus des CYP 1B1 zeigte Allelfrequenzen von 0,594
fur das Wildtyp-Allel und 0,406 fir das mutante Allel in der Kontrollgruppe
(n=250) und Frequenzen von 0,470 bzw. 0,530 in der Gruppe der
Patienten mit kolorektalen Karzinomen (n=202). Betrachtet man hier die
homozygot-mutanten Individuen in beiden Gruppen, so ergibt sich eine
statistisch signifikant erhéhte Anzahl bei den Patienten mit kolorektalen
Karzinomen (p=0,049, OR=1,58).

Die Ergebnisse wurden in Zusammenhang mit der Ingestion von

Umweltkanzerogenen im Rahmen der Erndhrungsgewohnheiten diskutiert

und mit der aktuellen Literatur korreliert.

"Prof. Dr. J. Abel



