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1 EINLEITUNG 

1.1 Polyamine 

1678 isolierte der Niederländer Antony van Leeu-

wenhoek (Abbildung 1) Kristalle aus menschlichen 

Samenzellen und beschrieb damit zum ersten Mal 

das Auftreten von Polyaminen (Leeuwenhoek, 1678). 

Zu den natürlichen Polyaminen zählen die aliphati-

schen Amine Spermidin und Spermin, deren Subs-

tanzbezeichnungen auf die ursprüngliche Ent-

deckung durch van Leeuwenhoek verweisen, sowie 

der Diaminvorläufer Putrescin. Putrescin wurde 

erstmals aus dem Choleraerreger isoliert und erhielt 

seinen Namen aufgrund des hohen Vorkommens in 

verwesendem Fleisch („putrefying flesh“) (Wallace 

et al., 2003). Mit der Herleitung der Strukturformel 

ermöglichte J. M. Charcot etwa 1920 die Synthese 

von Sperminphosphat. Kurze Zeit später gelang      

O. Rosenheim die chemische Herstellung von Sper-

midin und Spermin (Rosenheim, 1924; Dudley et al., 

1924; Dudley et al., 1926). Ab 1950 stand zunächst 

die detaillierte Untersuchung des Polyaminstoff-

wechsels im Vordergrund, bis man zu Beginn der 

80er Jahre mit dem Nachweis erhöhter intrazellulärer 

Polyaminkonzentrationen in proliferativ aktivem 

 

Abbildung 1: Der am 24.10.1632 geborene 

und zunächst als Kaufmann, Tuchhändler 

und Feldmesser tätige niederländische 

Naturforscher Antony van Leeuwenhoek 

konstruierte über 200 Mikroskope und 

erforschte zahlreiche Mikroorganismen. 

Wimperntierchen, Geißeltierchen und Bak-

terien wurden durch ihn beschrieben. Er 

entdeckte die Blutzellen,  untersuchte  Mus-

kulaturgewebe und den Glaskörper des 

Auges. Seine intensiven Beobachtungen und 

Interpretationen auf dem Gebiet der Säu-

ger-Spermien führten schließlich zur Ers-

tentdeckung der Polyamine. (Lexikon der 

Biologie, 1998; Brockhaus, die Enzyklopä-

die, 1996). 
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Gewebe zunehmend den regulativen Einfluss der Polyamine auf Differenzierungs- und 

Wachstumsprozesse der Zelle erkannte (Pegg und Mc Cann, 1982; Russell, 1983; Heby et al., 

1992; Löser et al., 1999; López-García et al., 2008). Weitere Untersuchungen konzentrierten 

sich im Folgenden verstärkt auf die Rolle des Polyaminstoffwechsels bei malignem Zell-

wachstum, wobei verschiedene therapeutische Ansätze zugrunde gelegt wurden (Marton und 

Pegg, 1995; Linsalata und Russo, 2008): spezifische Enzyminhibitoren zur Reduzierung der 

intrazellulären Polyaminsynthese (Kingsnorth et al., 1983; Pegg, 1988; Luk et al., 1989; Re-

genass et al., 1994; Dorhout et al., 1995 a und b; Löser et al., 1998; Seiler, 2003 a), aber 

auch eine nahrungsvermittelte Reduzierung der Zufuhr exogener enteraler Polyamine (Sarhan 

et al., 1989; Moulinoux et al., 1991; Löser et al., 1998; Löser et al., 1999) oder der Einsatz 

von Polyaminanaloga (Seiler et al., 1996; Frydman et al., 2003; Huang et al., 2003; Seiler, 

2003 b; Hacker et al., 2008; Casero et al., 2009) konnten an unterschiedlichen Tumor- und 

Wachstumsmodellen signifikante Ergebnisse hinsichtlich einer inhibitorischen Potenz auf das 

Zellwachstum erzielen. Neben der Tumorforschung verzeichnet die gezielte Beeinflussung 

des Polyaminstoffwechsels auch in anderen medizinischen Forschungsbereichen wie der Be-

handlung parasitärer Protozoeninfektionen (Roberts et al., 2002; Heby et al., 2003) oder der 

Schmerztherapie (Estebe et al., 2006; Rivat et al., 2008) beachtenswerte Erfolge.  

1.1.1 Vorkommen und Eigenschaften der Polyamine 

Polyamine werden mit der Ausnahme einiger Bakterienarten bei allen lebenden Spezies nach-

gewiesen (Wallace et al., 2003). Die Konzentrationen der Polyamine und der am Poly-

aminstoffwechsel beteiligten Enzyme unterscheiden sich je nach untersuchter Zellart, Spezies- 

bzw. Organzugehörigkeit, aber auch Lebensalter oder aktuellen Wachstumsbedingungen (Sei-

ler, 1990). Entsprechend ihrer wachstumsfördernden Funktion liegen sie relativ hoch kon-

zentriert in der Milch von Menschen und Säugetieren vor (Löser, 2000). Auch die Zellen von 

Säugetieren zeichnen sich durch vergleichsweise hohe Polyaminkonzentrationen aus (Pegg 

und Mc Cann, 1982). Gleiches gilt für sekretorische Drüsen wie Pankreas und Prostata (Tabor 

und Tabor, 1984). Schließlich variieren die Polyaminkonzentrationen auch innerhalb der Zel-

le, wobei das Zytoplasma gegenüber dem Zellkern deutlich höhere Konzentrationen aufweist.  
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Polyamine sind aliphatische, 

niedermolekulare Polykationen 

mit 2 (Putrescin), 3 (Spermidin) 

oder 4  (Spermin)  Aminogrup-

pen,  die bei einem physiologi-

schen  pH-Wert  mit Protonen 

besetzt sind (Jänne et al., 1991) 

(Abbildung 2). Aufgrund ihrer   

kationischen Eigenschaften zei-

gen sie eine hohe Reaktionsbe-

reitschaft mit polyanionischen 

Makromolekülen und weisen 

zahlreiche Interaktionspartner 

wie DNA, RNA, Proteine, 

Phospholipide oder negativ ge-

ladene Zellmembranbestandteile 

auf (Pegg, 1988; Fredericq et 

al., 1991). 

Zu den vielfältigen Effekten der Polyamine zählt die Stabilisierung der 3fach-Helix-Struktur 

von DNA; eine Eigenschaft, die insbesondere im Forschungsbereich der genetischen Tu-

mortherapie genutzt wird (Hampel et al., 1991; Thomas et al., 1996). Polyamine beeinflussen 

die Funktion bestimmter Ionenkanäle und Rezeptoren (Johnson, 1996; Williams, 1997; 

Nichols und Lopatin, 1997). Indem sie mit Proteinen und Phospholipiden Komplexe bilden, 

erhöhen sie die Stabilität biologischer Membranen (Schuber, 1989). Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass Polyamine die intrazelluläre Bildung freier Sauerstoffradikale unterbin-

den und damit zum Schutz der Zelle vor Oxidationsschäden beitragen (Tadolini, 1988 a und 

b). 

1.1.2 Der Polyaminstoffwechsel 

Der zellulären Polyaminhomöostase dienen mehrere intra- und extrazelluläre Mechanismen 

(Abbildung 3). Hierzu zählen die Polyamin de novo-Synthese, der Interkonversionsstoffwech-

H2N – CH2 – CH2 – CH2 – CH – COOH                    Ornithin 
                                               | 
                                                      NH2                                     NH2 
               
                    Ornithindecarboxylase 

 
 
H2N – CH2 – CH2 – CH2 –  CH2 –  NH2                  Putrescin  
 
 
                    Spermidinsynthase 

 
 
 
H2N – (CH2)3 – NH – (CH2)4 – NH2                       Spermidin      
 
 
                    Sperminsynthase  

 
 
H2N – (CH2)3 – NH – (CH2)4 – NH – (CH2)3 – NH2                                        
                                                                          Spermin 
 

Abbildung 2: Strukturformeln von Ornithin, Putrescin, Spermidin 

und Spermin 
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sel, die zelluläre Polyaminaufnahme sowie die oxidative Degradation und die extrazelluläre 

Ausschleusung acetylierter Polyaminderivate (Seiler et al., 1985; Pegg, 1988; Seiler, 1990; 

Persson et al., 1992; Seiler, 1992). 

Die intrazelluläre Neubildung von Polyaminen geschieht im Rahmen der Polyamin de novo-

Synthese. Das Schlüsselenzym der Polyamin de novo-Synthese ist die Ornithindecarboxylase 

(ODC), die die Decarboxylierung von Ornithin zu Putrescin katalysiert. Ihre Ornithinvorräte 

bezieht die Zelle aus extrazellulären Ressourcen und aus intrazellulärem Arginin (Pegg, 

1988). Die Ornithindecarboxylase ist ein schnell und potent induzierbares Enzym. Mit ca.       

10 - 60 min weist sie die kürzeste Halbwertszeit der im Säugetierorganismus vorkommenden 

Enzyme auf (Heby, 1985). Die ODC-Regulierung erfolgt durch eine Vielzahl komplexer Me-

chanismen (Cannellakis et al., 1981; Pegg und Mc Cann, 1982; Tabor und Tabor, 1984; 

Pegg, 1988; Persson et al., 1988; Pegg et al., 1992). Intrazellulär ansteigende Polyaminkon-

zentrationen hemmen die Aktivität der ODC, niedrige Polyaminspiegel dagegen wirken indu-

zierend. Dieser feedback-Steuerung liegen unterschiedliche Mechanismen zugrunde. Unter 

anderem beruht sie auf der polyaminvermittelten Induktion des ODC-spezifischen Inhibitors 

„Antizym“ (AZ), der das Enzym bindet und es hemmt (Murakami et al, 1985). Unabhängig 

davon wirkt sich AZ auch direkt inhibierend auf die zelluläre Polyaminaufnahme aus (Mit-

chell et al., 1994; Suzuki et al., 1994; Sakata et al., 2000). Im Gegenzug aktiviert ein stimu-

liertes Zellwachstum einen „Antizym-Inhibitor“ (AZI), der aufgrund seiner höheren Bin-

dungsaffinität ODC aus der Kopplung an AZ herauslöst (Nielsson et al., 2000).  

Das durch die ODC-katalysierte Decarboxylierung aus Ornithin gewonnene Putrescin wird 

mit der spermidinsynthasevermittelten Ankopplung eines Aminopropylrestes in Spermidin 

umgewandelt (Abbildung 3). Aus Spermidin entsteht nach Anbindung einer zweiten Aminop-

ropylgruppe Spermin. Katalysator ist hierbei die Sperminsynthase. Die Entstehung des Ami-

nopropylrestes wird durch das zweite Schlüsselenzym der Polyaminsynthese, der            S-

Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC), katalysiert. Die SAM-DC decarboxyliert das 

aus L-Methionin entstehende S-Adenosylmethionin. Das Reaktionsprodukt dissoziiert spontan 

zu S-Methylthioadenosin und dem nötigen Aminopropylrest. S-Methylthioadenosin wird zu      

L-Methionin regeneriert und damit erneut der intrazellulären Polyaminsynthese als Substrat 

zugeführt. Wie die Ornithindecarboxylase ist auch die S-Adenosylmethionindecarboxylase ein 

komplex  reguliertes  Enzym mit   einer  niedrigen Halbwertszeit   von ca. 50 - 120 min. Hohe  
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intrazelluläre Putrescinkonzentrationen wirken SAM-DC-aktivierend, Spermidin und Spermin 

hemmen das Enzym (Persson et al., 1989; Heby et al., 1992). 

Als ein weiteres Schlüsselenzym stellt die SAM-DC einen geeigneten Angriffspunkt für regu-

lative Eingriffe in den Polyaminhaushalt dar. Die reversible Hemmung des Enzyms durch     

4-Amidinoindan-1-2´-Amidinohydrazan (CGP 48664) erzielt beispielsweise in vitro und in 

vivo eine Wachstumshemmung verschiedener Tumorzellen (Stanek et al., 1993; Regenass et 

al., 1994; Dorhout et al., 1995 a und b; Manni et al., 1995). Darüber hinaus spielt die      

SAM-DC-Inhibition eine Rolle bei der Erforschung antiparasitärer Chemotherapien (Roberts 

et al., 2002). 
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Zusätzlich zur intrazellulären Polyamin de novo-Synthese deckt der Organismus seinen Poly-

aminbedarf aus enteral aufgenommenen Polyaminen. Diese Polyamine sind entweder Be-

standteil der aufgenommenen Nahrung oder werden von luminalen Darmbakterien gebildet 

(Sarhan et al., 1989; Löser et al., 1997 b und c).  

Die Rückgewinnung von Putrescin aus Spermidin bzw. Spermin erfolgt im Interkonversions-

stoffwechsel über die Bildung acetylierter Polyaminzwischenprodukte (Abbildung 3). Kataly-

sator ist hierbei die Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT), die die primären Ami-

nogruppen von Spermin und Spermidin acetyliert. Auch die SAT ist ein komplex reguliertes 

und leicht induzierbares Enzym mit einer kurzen Halbwertszeit von 20 - 40 min. Die entste-

henden Zwischenprodukte N1-Acetylspermidin und -spermin werden unter Beteiligung der 

Polyaminoxidase (PAO) in Putrescin bzw. Spermidin umgewandelt oder aus der Zelle ausge-

schleust und mit dem Urin ausgeschieden (Bolkenius und Seiler, 1981; Seiler, 1987; Seiler, 

1992; Pegg, 2008). Ob Ausschleusung oder Oxidation der acetylierten Polyaminderivate    

überwiegen, hängt vom Wachstumsstatus der Zelle ab. Gesteigertes Wachstum geht bevorzugt 

mit einer Aktivierung der Oxidation einher, wogegen bei einer Wachstumsinhibition der Poly-

aminexport überwiegt (Coleman und Wallace, 1990).  

In Untersuchungen an embryonalen Mäusestammzellen mit inaktiviertem SAT-Gen beobach-

teten Niiranen et al. 2002 erwartungsgemäß ein Ausbleiben der Rückgewinnung von Putrescin 

aus Spermidin. Die Re-Synthese von Spermin in Spermidin dagegen erfolgte weiterhin 

(Niiranen et al., 2002). Dieses Ergebnis führte zur Entdeckung der bis dahin unbekannten 

Sperminoxidase (SMO), die ausschließlich Spermin als Substrat nutzt und – im Gegensatz zur 

Polyaminoxidase (PAO) – die N1-acetylierten Derivate ebenso wenig einer Rückgewinnung 

zuführt wie Spermidin (Vujcic et al., 2002; Wallace et al., 2003; Jänne et al., 2004). 

Ein Absinken der intrazellulären Polyaminkonzentration wird neben der Ausschleusung von 

Polyaminen bzw. deren N1-acetylierter Derivate durch den terminalen Polyaminkatabolismus 

erreicht. Hierbei werden Putrescin, Spermin und Spermidin sowie N1-Acetylspermidin durch 

eine oxidative Degradation in Aldehyde und anschließend in Aminosäuren umgewandelt. Ka-

talysatoren sind kupferhaltige Aminoxidasen wie beispielsweise die Diaminoxidase (DAO) 

(Luk et al., 1980; Seiler, 1990). In der Darmmukosa katalysiert die DAO die oxidative Degra-

dation von Putrescin zu γ-Aminobutyraldehyd, welches weiter zu γ-Aminobuttersäure 

(GABA) abgebaut wird. Dieser Mechanismus ermöglicht der Mukosazelle den Ausgleich 
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schnell ansteigender Polyaminspiegel, wie sie beispielsweise bei nahrungsvermittelten hohen 

Polyaminkonzentrationen im Darmlumen auftreten können (Bieganski, 1983; Seiler, 1992). 

Ein hochpotenter Inhibitor der kupferhaltigen Aminoxidasen und insbesondere der DAO ist 

Aminoguanidin, das die oxidative Degradation von Putrescin komplett hemmt (Seiler et al., 

1985; Seiler, 1992).  

1.1.3 Bedeutung der Polyamine für benignes und malignes Zellwachstum 

Die Anwesenheit natürlicher Polyamine ist eine wesentliche Voraussetzung für normale 

Wachstums- und Differenzierungsvorgänge der Zelle, wobei die einzelnen Phasen des Zell-

zyklus mit jeweils charakteristischen Veränderungen der intrazellulären Polyaminspiegel bzw. 

der am Polyaminstoffwechsel beteiligten Enzyme einhergehen (Heby, 1981). Löser et al. wie-

sen die Bedeutung der luminalen Polyamine als lokale Wachstumsfaktoren für intestinales 

Gewebe nach, indem sie bei Wistar Ratten unter langfristiger Verabreichung einer polyamin-

reduzierten Nahrung mit und ohne Antibiotikazusatz zum Abtöten der polyaminproduzieren-

den Darmbakterien eine signifikante Hypoplasie der Dünndarm- und Kolonmukosa zeigen 

konnten (Löser et al., 1999). Dass neben gesundem Organgewebe auch maligne Wachstums-

prozesse der Regulation durch den Polyaminstoffwechsel unterliegen, belegen zahlreiche Stu-

dien, die an verschiedenen Tumormodellen in vitro und in vivo die Wirksamkeit hochspezifi-

scher Polyaminsyntheseinhibitoren oder einer reduzierten Verfügbarkeit luminal enteraler 

Polyamine untersuchten (Kingsnorth et al., 1983; Pegg, 1988; Luk et al., 1989; Pegg und Mc 

Cann, 1992; Marton und Pegg, 1995; Löser et al., 1998)  

Andere Autoren erreichten mit der Einschleusung von Polyaminanaloga in Tumorzellen eine 

effiziente Inhibition des Tumorwachstums. Unter anderem gelang dies Frydman et al. in ihren 

Untersuchungen an Prostatakarzinomen bei Mäusen (Frydman et al., 2003) oder Huang et al. 

am Beispiel menschlicher Brustkrebszellen (Huang et al., 2003). Grundgedanke der als 

Wachstumsinhibitoren synthetisch entwickelten Polyaminanaloga ist, dass die Ähnlichkeit der 

Derivate zu den natürlichen Polyaminen den Transport in die Zelle sowie die feedback-

Hemmung der Schlüsselenzyme ODC und SAM-DC gewährleistet, ohne dabei die         

wachstumsfördernde Funktion zu ersetzen (Porter und Bergeron, 1988). Mitchell at al. wiesen 

nach, dass bei einer Vielzahl bekannter Polyaminanaloga die wachstumsreduzierenden Effekte 

mit der Induktion des ODC-Inhibitors Antizym (AZ) verbunden sind (Mitchell et al., 2002). 
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Andere Autoren beobachteten eine Induktion der Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase 

(SAT) (Pegg, 2008) oder apoptoseinduzierende Eigenschaften (Mc Closkey et al., 1995). Im 

Gegensatz zur enzyminhibitorvermittelten Wachstumshemmung, wie beispielsweise durch 

den ODC-Inhibitor α-Difluoromethylornithin (DFMO), werden bei dem Einsatz von Poly-

aminanaloga keine kompensatorischen Mechanismen zur Konstanthaltung der intrazellulären 

Polyaminspiegel aktiviert. Eine weitgehende Reduzierung aller in der Zelle vorkommenden 

natürlichen Polyamine ist so effektiver möglich. 

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass maligne Erkrankungen mit erhöhten Po-

lyaminkonzentrationen in Blut und Urin einhergehen. Aufgrund der geringen Spezifität eignen 

sich Polyamine jedoch nicht als Tumormarker (Löser et al., 1989, 1990 a, b, c, 1992).  

Zusätzlich zu der Vermittlung von Wachstum und Differenzierung spielt der Polyaminstoff-

wechsel auch für apoptotische und wachstumsinhibierende Vorgänge eine regulative Rolle. 

Monti et al. beobachteten infolge einer DFMO-vermittelten Polyaminreduzierung eine 

Apoptoseverzögerung, die sich nach der Zufuhr exogener enteraler Polyamine reversibel zeig-

te (Monti et al., 1998). Neben weiteren Hinweisen auf eine apoptoseinduzierende Wirkung der 

Polyamine (Stefanelli et al., 1999; Ray et al., 2000; Flamigni et al., 2007) beschreibt die Lite-

ratur auch zytotoxische Effekte (Brunton et al., 1990 und 1991; Tome et al., 1997). Andere 

Untersuchungen belegen wiederum protektive Eigenschaften der Polyamine. Beispielsweise 

konnten Polyamine in Versuchen von Harada und Sugimoto Kleinhirnzellen der Ratte vor 

einem durch Kaliumchlorid verursachten Zelltod schützen (Harada und Sugimoto, 1997).  

1.1.4 Hemmung der Polyaminsynthese durch αααα-Difluoromethylornithin  

Der erste effektive, mit dem Ziel einer medikamentös induzierten Proliferationshemmung 

synthetisch hergestellte Polyaminsyntheseinhibitor war α-Difluoromethylornithin (DFMO). 

Das Ornithinstrukturanalogon bindet irreversibel an die katalysierende Ornithindecarboxylase 

und hemmt damit das Schlüsselenzym der intrazellulären Polyamin de novo-Synthese (Pegg, 

1988; Luk et al., 1989; Pegg et al., 1992) (Abbildung 3). Folgen sind eine Abnahme der intra-

zellulären Putrescin- und Spermidinkonzentrationen und eine Wachstumshemmung der Zelle. 

Die Langzeitverabreichung hoher Dosen kann zu Nebenwirkungen wie einer Thrombozytope-

nie oder einer reversiblen Ototoxizität führen. Niedrige Dosierungen weisen dagegen auch bei 

langfristiger Medikation keine nennenswerten toxischen Effekte auf (Verma,1990). Positive 
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Ergebnisse erzielt DFMO als Therapeutikum in der Krebsforschung. Verschiedene Untersu-

chungen belegen eine präventive oder wachstumsinhibierende Wirkung in Bezug auf Kolon- 

und Rektumkarzinome, Tumoren von Haut, Brust und Blase sowie Neuroblastome oder re-

zidivierende Gliome (Weeks et al., 1982; Kingsnorth et al., 1983; Malt et al., 1985; Thomp-

son et al., 1985; Benrezzak et al., 1987; Uchida et al., 1989; Levin et al., 1992; Hogarty et 

al., 2008). Unter der gleichzeitigen Verabreichung einer antibiotikahaltigen (zur Reduktion 

der polyaminproduzierenden Darmbakterien) und polyaminarmen Kost mit dem Effekt der 

Reduzierung der luminal enteralen Polyamine konnte die DFMO-Wirkung am Kolonkarzi-

nommodell zusätzlich verbessert werden (Löser et al., 1998). Als weitere Möglichkeiten zur 

Verstärkung des therapeutischen Effekts von DFMO wurden unter anderem die Inhibition der 

für den Interkonversionsstoffwechsel verantwortlichen Polyaminoxidase (PAO) (Claverie et 

al., 1987), die Unterdrückung des zellulären Polyamintransports (Ask et al., 1992) oder die 

Kombination mit nicht-steroidalen Antiphlogistika (Raul, 2007) beschrieben. Sehr gute Er-

gebnisse erzielte in Untersuchungen an Lungenkarzinomen oder Glioblastomen auch die 

Dreierkombination von DFMO, einer polyaminarmen und antibiotikahaltigen Kost und einem 

PAO-Inhibitor (Sarhan et al., 1989; Moulinoux et al., 1991). 

Neben der Tumortherapie stellen Protozoeninfektionen wie verschiedene Formen der afrikani-

schen Schlafkrankheit, die Chagaskrankheit oder Leishmaniosen einen weiteren großen An-

wendungsbereich für DFMO dar. Insbesondere die durch Trypanosoma brucei gambiense her-

vorgerufene westafrikanische Schlafkrankheit kann beim Menschen auch noch in späten 

Krankheitsstadien erfolgreich mit DFMO therapiert werden (Milord et al., 1992; Bacchi et al., 

1993; Heby et al., 2007). 

1.2 Induktion der Hepatokarzinogenese durch                          
N-Nitrosomorpholin 

Die karzinogene Wirkung von N-Nitrosomorpholin (NNM) wurde in zahlreichen experimen-

tellen Studien an Ratten und anderen Spezies nachgewiesen (Druckrey et al., 1967; Bannasch 

et al., 1979; Bannasch und Zerban, 1986; Enzmann et al., 1995; Dombrowski et al., 2005). 

Sowohl einmalige als auch längerfristige Verabreichungen des heterozyklischen Nitrosamins 

führen zu neoplastischen Veränderungen an Leber und Pankreas. Unter sehr hohen Dosierun-

gen entstehen weiterhin an Ösophagus, Niere und Zunge Tumoren. Metastatische Absiedlun-
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gen gehen in erster Linie von hepatozellulären Karzinomen und Hämangiosarkomen der Leber 

aus und betreffen vornehmlich die Lunge (Lijinski et al., 1988). In verschiedenen Studien an 

Mäusen, Ratten und Hamstern wurden nach der getrennten Verabreichung von Morpholin und 

Nitrit die gleichen geweblichen Veränderungen beobachtet, wie sie durch die Applikation von 

NNM verursacht werden. Demzufolge kann das hochkarzinogene Nitrosamin nach Zuführen 

der Vorstufen im Verdauungstrakt der Tiere synthetisiert werden – ein Mechanismus, der auch 

beim menschlichen Organismus denkbar ist und in ernährungswissenschaftlichen Untersu-

chungen Berücksichtigung findet (Bannasch et al., 1979). Neben seiner karzinogenen Potenz 

verfügt N-Nitrosomorpholin über eine ausgesprochen hohe Toxizität, die sich an verschiede-

nen Organen in Form meist reversibler, ausgedehnter zellnekrotischer Veränderungen mani-

festiert und bei hohen Dosierungen zum Tod des Versuchstieres führt (Bannasch et al., 1979).  

Zielorgan der NNM-induzierten Parenchymveränderungen ist in den üblichen Ratten- und 

Mäusemodellen die Leber (Bannasch et al., 1979). Die hier entstehenden Tumoren lassen sich 

entsprechend der jeweiligen Ausgangszellart differenzieren in hepatozelluläre Adenome und 

Karzinome, in Cholangiofibrome und Cholangiokarzinome, in Hämangioendotheliome und 

Angiosarkome sowie in Perizytome, die von den perisinusoidalen Zellen (auch Itozellen, Fett-

speicherzellen oder Lipozyten) ausgehen. NNM-induzierte hepatozelluläre Karzinome ent-

sprechen in ihrer Histologie und Zytologie grundlegend den korrespondierenden menschlichen 

Tumoren. Begleitende Zirrhosen treten eher unter einer kontinuierlichen Applikation hoher 

Dosen auf, die erhebliche nekrotische Parenchymveränderungen vornehmlich in den azinus-

zentralen Läppchenanteilen verursacht. Niedrige Dosierungen führen nicht zu derartig ausge-

prägten Zellnekrosen und die entstehenden Neoplasien kommen weitestgehend isoliert und 

ohne einher- oder vorausgehende fibrotische bzw. zirrhotische Gewebeschädigungen vor 

(Bannasch und Zerban, 1986).  

Ausdehnung und Geschwindigkeit der Hepatokarzinogenese sind von der Dosierung und dem 

Verabreichungszeitraum des Karzinogens abhängig, wobei die Zellveränderungen jeweils 

einem typischen Verlauf folgen (Bannasch, et al., 1984; Dombrowski et al., 2005). Zunächst 

entstehen präneoplastische Herde veränderter Hepatozyten, so genannte Foci, die sich schließ-

lich zu Adenomen und Karzinomen weiterentwickeln. Anhand morphologischer Eigenschaf-

ten erfolgt die Differenzierung der präneoplastischen Zellherde in klarzellige, azidophilzelli-

ge, gemischtzellige und basophilzellige Foci. Daneben werden in der Literatur weitere Formen 

wie tigroidzellige oder amphophilzellige Zellfoci beschrieben. Der unter präneoplastischen 
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Herden vorherrschende Phänotyp bzw. die zeitliche Abfolge der Veränderungen ist von einer 

Vielzahl von Faktoren abhängig, unter anderem von der Menge und Dauer des verabreichten 

NNM (Bannasch et al., 1989; Weber und Bannasch, 1994 a, b, c; Enzmann et al., 1995).   

Typischerweise treten zuerst klarzellige Foci auf, die ein erhöhter Glykogengehalt, eine ver-

stärkte proliferative und apoptotische Aktivität sowie ein veränderter Karboanhydrat-

Stoffwechsel kennzeichnen (Dombrowski et al., 2005). Davon unabhängig können in seltene-

ren Fällen auch azidophilzellige oder amphophilzellige Foci am Anfang des Karzinogenese-

prozesses stehen. Gemischtzellige und danach rein basophilzellige präneoplastische Zellherde 

entwickeln sich üblicherweise erst später.  

Makroskopisch entsprechen erste präneoplastische Veränderungen kleinen weißlichen Rund-

herden, die multizentrisch auftreten und im zeitlichen Verlauf an Größe und Anzahl zuneh-

men. Sie werden zum Ursprung erhabener, solider Tumoren mit knotigem Erscheinungsbild 

und häufig hämorrhagischen Anteilen (Cortinovis et al., 1991).  

Trotz der unumstrittenen karzinogenen Potenz von NNM ist der genaue Mechanismus der 

Tumorinduktion nach wie vor nicht vollständig geklärt (Lijinsky et al., 1988). Neben der indi-

rekten gentoxischen Wirkung infolge einer enzymvermittelten metabolischen Aktivierung 

verfügt das N-Nitrosamin neueren Studien zufolge auch über die Fähigkeit zur direkten Erb-

gutschädigung (Robichová et al., 2004). 

1.3  Fragestellungen der vorliegenden Arbeit 

Der wesentliche Einfluss des Polyaminstoffwechsels und seiner Schlüsselenzyme bei der Ent-

stehung maligner Veränderungen ist an verschiedenen Karzinogenesemodellen – insbesondere 

des Gastrointestinaltraktes – mehrfach gut belegt worden. In der vorliegenden Arbeit wurde 

die Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf das in vivo-Modell der N-Nitrosomorpholin-

induzierten Leberkarzinogenese untersucht.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Bedeutung verschiedener Regula-

tionsmechanismen des Polyaminstoffwechsels im Rahmen des etablierten NNM-Karzinoge-

nesemodells bei der Entstehung von Lebertumoren bei Ratten in vivo. 
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Indem in dieser Arbeit der Polyamingehalt der Nahrung moduliert sowie körper- und zelleige-

ne Mechanismen zur Polyaminhomöostase gezielt beeinflusst und manipuliert wurden, sollten 

Situationen einer erhöhten bzw. einer reduzierten Polyaminverfügbarkeit geschaffen werden. 

In einer ersten Versuchsgruppe wurde unter Erhalt der intrazellulären de novo-Synthese der 

Anteil der aus dem Darmlumen aufgenommenen Polyamine durch eine Reduzierung der Nah-

rungspolyamine und die gleichzeitige Reduktion der enteralen polyaminproduzierenden Bak-

terien mittels der Nahrung zugesetzter Antibiotika minimiert. Hier lag die Fragestellung zu-

grunde, welche Bedeutung luminal enteralen Polyaminen aus Nahrung und Darm bei der Ent-

stehung von Leberneoplasien zukommt. Am Modell der DMH-induzierten Kolonkarzinogene-

se konnte in der Vergangenheit durch die Verabreichung einer polyaminreduzierten und anti-

biotikahaltigen Kost bereits eine hochsignifikante Hemmung der Tumorgenese erzielt werden 

(Löser et al., 1998). 

In einer zweiten Versuchsgruppe wurde zusätzlich zur Reduzierung der exogenen enteralen 

Polyamine die intrazelluläre Polyamin de novo-Synthese als Kompensationsmechanismus 

reduziert. In der Gegenüberstellung dieser beiden Gruppen konnten die Bedeutung der luminal 

enteralen Polyaminaufnahme durch die Zelle einerseits und der intrazellulären Polyaminpro-

duktion andererseits verglichen werden. Die Reduktion der de novo-Synthese geschah in 

Form einer Ornithindecarboxylasehemmung (ODC) durch α-Difluoromethylornithin 

(DFMO).  

Experimenteller Ansatz für eine dritte Versuchsgruppe war die Erhöhung des Polyaminan-

gebots vermittelt durch eine polyaminangereicherte Kost und der gleichzeitigen Gabe von   

Aminoguanidin. Mit der Aminoguanidin-vermittelten Hemmung der Aminoxidasen sollte ein 

kompensatorischer Anstieg des terminalen Polyaminkatabolismus verhindert werden. Die 

Ergebnisse der vermehrten exogenen enteralen Polyaminzufuhr sollten im Rahmen des ge-

wählten Karzinogenesemodells über eine eventuelle karzinogenesefördernde Potenz von Po-

lyaminen Aufschluss geben. 

Die Dokumentation aller makroskopischen Auffälligkeiten und die histologische Auswertung 

der beobachteten Gewebeveränderungen erlaubte als wesentlicher Teil der Studien neben der 

Beurteilung von Tumorinzidenz und –initiierung auch Aussagen über die histologische Pro-

gredienz und den Malignitätsgrad der auftretenden Präneoplasien und Neoplasien.  
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Gewebeuntersuchungen zur Evaluierung des Polyamingehalts und der einzelnen Synthe-

seenzyme sollten darüber hinaus die Effekte auf zelluläre Mechanismen zur Polyaminhomöo-

stase darstellen. Es wurden Gewebeproben von Leber, Leberkarzinomen und Nieren analy-

siert, um sowohl organspezifische als auch karzinomtypische Veränderungen zu erfassen. Zu-

sätzlich sollte der Vergleich zwischen leberkarzinomerkrankten und gesunden Tieren eventu-

elle Auswirkungen einer Malignomerkrankung auf Organgewebe aufzeigen, das am Karzino-

geneseprozess selbst nicht beteiligt ist (Pizzi et al., 1994; Halline et al., 1989 b).  
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1  Chemikalien und Geräte 

[1-14C]-Acetyl-Coenzym A (2,07 GBq/mmol), S-Adenosyl-L-[Carboxyl-14C]-Methionin  

(2,11 GBq/mmol), DL-[1-14C]-Ornithindihydrochlorid (2,11 GBq/mmol), [Methyl-3H]-

Desoxy-Thymidintriphosphat (1,78 GBq/mmol)      

  Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig 

Bio-Rad-Proteinreagenz Coomassie Brilliant Blue G-250     

  Bio-Rad Laboratorien GmbH München 

Bisbenzimidazol (33258)         

  Hoechst AG, Frankfurt/Main 

Acetonitril, Glyzerol (87 %), Methanol, Mercaptoäthanol, Äthanol, Perchlorsäure, Ethylendi-

amintetraacetat-Na2, Phenylmethylsulfonyl-Flourid, Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4-

2H2O), Natriumhydroxid (NaOH), Tetranatriumdiphosphat (Na4P2O7), Schwefelsäure 

(H2SO4) E. Merck, Darmstadt 

Brij 35, Natriumoktansulfonat, Ο-Phthalaldehyd, Rinderserumalbumin, Dithiothreitol, Py-

ridoxalphosphat, Tris-HCl, Tris-Base, Desoxyadenosin-, Desoxycytidin- und Desoxyguano-

sin-5-Triphoshat (d-ATP, d-CTP, d-GTP), kristalline Pankreas-DNAse-Lösung, Kalbsthymus-

DNA, Hydroxylaminhydrochlorid, Sucrose, Methyl Benzethonium Hydroxid, S-Adenosyl-

Methionin sowie Standards für Polyamine: Acetylputrescin, Putrescin, Histamin, 1,7-

Diaminoheptan, N1-Acetylspermidin, Spermidin, Spermin, Acetylcadaverin, Cadaverin 

  Sigma Chemical Co., St.Louis, USA 
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Quickszint 2000 Szintillationsflüssigkeit       

  Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt/Main 

Trichloressigsäure (1,2 mol/l) und Test-Kombination Kreatinin: Kreatinin (2 mg/dl), Pikrin-

säure (35 mmol/l), Natriumhydroxid (1,6 mmol/l)      

  Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 

Millipore Filterwäscher, Millex-GS-Filter (Porengröße 0,22 µm)    

  Millipore GmbH, Eschborn 

Whatman Zellulosephosphat-Filter P81, Whatman Glasfaser-Filter (GF/C)  

  Whatman International Ltd., Maidstone, UK 

Beckman LS-2800 Liquid Szintillation System, Beckmann Marquee Display  

  Beckman Instruments GmbH, München 

Potter S-Homogenisator         

  Braun GmbH, Melsungen 

Wheaton-Glashomogenisator (10 ml)       

  Wheaton Instruments Co., Milville, USA 

Sonicator Cell Disruptor         

  Ultrasonics Inc., Plainview, N.Y., USA 

HPLC-Steuergerät L-5000, HPLC-Pumpe 655 A-12, automatischer Probenaufgeber 655 A-40, 

Säulenthermostat 655 A-52, Reaktionspumpe für die Nachsäulenderivatisierung 655 A-13, 

Fluoreszenzspektrophotometer F-1000, Integrator D-2000     

  E. Merck-Hitachi, Darmstadt 

Nova-Pak C18 (4 µm) Säule (150 mm x 3,9 mm I.D.), Vorsäule Guard-Pak µBondapak C18 

(10 µm) Millipore-Waters GmbH, Eschborn 

Eppendorf Tischthermostat 5320        

  Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 

Fluoreszenzspektrophotometer 650-40       

  Perkins-Elmer & Co. GmbH, Überlingen 
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Kontron Z 364-K Laborzentrifuge        

  Berthold Hermle AG, Gosheim, Baden-Württemberg 

Beckman L7-55 Ultrazentrifuge        

  Beckman Instruments Inc., Palo Alto, Kalifornien, USA 

Chemikalien zur Fixation: Ringerlösung, Longasteril, Paraformaldehyd, 10 % Formalin, 

Glutaraldehyd, Procain 0,5 %.        

  

Sonstige, nicht einzeln aufgeführte Chemikalien und Substanzen waren vom höchsten kom-

merziell verfügbaren Reinheitsgrad. 

Sämtliche Glasbehälter, die mit Material zur Bestimmung von Polyaminen und Poly-

aminstoffwechselenzymen in Berührung kamen, waren silikonisiert (Firma Sherwood Medi-

cals GmbH, Sulzbach). 

2.2 Applizierte Substanzen 

N-Nitrosomorpholin (NNM)         

  Steinbeis Transferzentrum/Glykokonjugate-Synthese, Heidelberg 

α-Difluoromethylornithin (DFMO)        

  Marion Merrell Dow Research Institute, Straßburg, Frankreich 

Aminoguanidin          

  Sigma Chemical Co., St.Louis, USA 

Rompun, Injektionslösung 2%   

Bayer, Leverkusen 

Ketavet, Injektionslösung 100 mg/ml 

  Pharmazia Upjohn, Erlangen 
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Standardkost für Nagetiere (SK) (80 mg/kg Putrescin, 300 mg/kg Spermidin, 100 mg/kg 

Spermin)1, polyaminreiche Diät (PRD) (500 mg/kg Putrescin, 2000 mg/kg Spermidin,          

600 mg/kg Spermin)1, polyaminarme Diät nach Seiler (PAD) (2 g/kg Neomycin, 34 mg/kg 

Metronidazol)1. In Kontrollmessungen mittels HPLC-Analyse konnten in Proben der poly-

aminarmen Kost die Polyamine Putrescin und Spermin nicht nachgewiesen werden. Spermi-

din fand sich in Spuren von durchschnittlich 9±2,1 nmol/g und war damit gegenüber dem Ge-

halt der Standardkost (559,7±147,4 nmol/g) um 98% vermindert. 

Firma Altromin GmbH in Lage, Lippe 

Bei den polyaminreduzierten Diäten handelte es sich um etablierte Rattennahrungen nach Sei-

ler et al. und Sarhan et al. (Seiler et al., 1990; Sarhan et al., 1989). Die Anwendung dieser 

Diäten konnte bereits in mehreren Vorversuchen die Bedeutung der Nahrungspolyamine unter 

physiologischen Bedingungen und in der Karzinogenese belegen (Paulsen et al., 1997; Löser 

et al., 1997 b), ohne dass hierbei Nebenwirkungen auf den Gesundheitszustand oder das 

Trink- und Fressverhalten der Versuchstiere auftraten. Veröffentlichungen zur Anwendung 

der hier verabreichten polyaminreichen Diät lagen zu Beginn dieser Studie noch nicht vor. 

Der Entscheidung für eine Nahrung mit im Vergleich zur Standardkost 10fach erhöhter Poly-

aminkonzentration lag das Ziel zugrunde, durch eine vermehrte exogene enterale Polyaminzu-

fuhr eine Limitierung der aufgenommenen Nahrungspolyamine aufgrund einer nicht maximal 

ausgenutzten enteralen Aufnahmekapazität zu vermeiden.  

2.3 Versuchstiere 

Die insgesamt 80 männlichen Wistar Ratten (Abbildung 4) wurden durch die Firma Harlan 

Winkelmann in Borchen im Alter von 10 Tagen und mit einem Gewicht von etwa 20 g gelie-

fert. Zunächst wurden die Tiere noch bis zur natürlichen Muttermilchentwöhnung zwischen 

dem 20. und 22. Lebenstag mit Amme gehalten. Im Alter von 24 Tagen erfolgte die Trennung 

von der Amme.  

                                                 
1 gemäß Herstellerangaben 
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Je nach Gruppenzugehörigkeit erhielten die Tiere eine Standardlaborkost, eine polyaminarme 

Diät mit Antibiotikazusatz oder eine polyaminreiche Diät plus Aminoguanidin. Freier Zugang 

zu Trinkwasser und Futter war während des gesamten Versuchszeitraums jederzeit gewähr-

leistet. Die Unterbringung der Tiere erfolgte im Tierstall der I. Medizinischen Klinik der 

Christian-Albrechts-Universität zu Kiel bei einer konstanten Raumtemperatur von 24 °C und 

einem 12stündigen Hell-/ Dunkel-Rhythmus. Nach der Trennung von der Amme wurden je-

weils zwei Tiere in einem Käfig gehalten. Körpergewicht, Trinkmenge und Futterverbrauch 

wurden täglich dokumentiert. Sämtliche Tierversuche waren der zuständigen Tierschutz-

Kommission der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel gemeldet und durch das Ministerium 

für Natur und Umwelt des Landes Schleswig-Holstein genehmigt. 

2.4 Durchgeführte Untersuchungen 

Die Versuchstiere wurden in 4 Behandlungsgruppen eingeteilt. Eine erste Gruppe erhielt eine 

Standardlaborkost mit natürlichem, nicht modifiziertem Polyamingehalt (Gruppe SK). Tieren 

der zweiten Gruppe wurde eine polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz verabreicht (Gruppe 

PAD). Die dritte Gruppe erhielt ebenfalls eine polyaminarme, antibiotikahaltige Diät und 

wurde zusätzlich mit α-Difluoromethylornithin (DFMO) behandelt (Gruppe DFMO). Die 

Nahrung der 4. Gruppe bestand aus einer polyaminangereicherten Diät. Diesen Tieren wurde 

zusätzlich der Aminoxidasen-Inhibitor Aminoguanidin (AG) appliziert (Gruppe PRD). Verab-

reichungszeitraum und Dosierung des Karzinogens N-Nitrosomorpholin (NNM) waren bei 

Abbildung 4: Wistar Ratte 

 

Die Albinoratte wurde 1913 - 1916 im Rahmen von 

Inzestversuchen im Wistar Institute of Anatomy and 

Biology der University of Pennsylvania in Philadel-

phia als Laborrattenstamm gezüchtet. Mittlerweile ist 

sie weltweit verbreitet und gilt als hervorragendes 

Versuchstier in Medizin, Biologie, bei Arzneimittel-

prüfungen und technischen Tests. Nach 3
1
/2wöchiger 

Trächtigkeitsdauer werden 6 - 12 Junge blind und 

nackt geboren, die nach 2 - 3 Wochen die Augen öff-

nen und mit drei Monaten selbstständig sind. (Brock-

haus, die Enzyklopädie, 1996). 
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allen 4 Gruppen identisch. Gemäß den Vorgaben der Ethikkommission stand nur eine be-

grenzte Tierzahl zur Verfügung, weshalb auf eine Kontrollgruppe ohne Karzinogenexposition 

verzichtet werden musste. 

Aus Kapazitätsgründen wurden die insgesamt 80 Versuchstiere in 2 Lieferungen zu je 40 Tie-

ren aufgeteilt. Zwischen den beiden Lieferungen lag ein Zeitraum von 4 Wochen. Jeweils 2 

Tage nach Anlieferung erfolgte im Alter von 12 Tagen und mit einem Gewicht von 20 – 25 g 

die Gruppenzuteilung. 2 fälschlicherweise zusätzlich gelieferte Tiere wurden in den Versuch 

mit aufgenommen, sodass sich für die Gruppen SK und PAD eine Stärke von jeweils 20 Tie-

ren und für die Gruppen DFMO und PRD eine Stärke von jeweils 21 Tieren ergab. 

Bis zur Muttermilchentwöhnung wurden auch die Ammen entsprechend der Gruppenzugehö-

rigkeit der Jungtiere mit unterschiedlich polyaminhaltiger Kost ernährt. Die daraus resultie-

rende Beeinflussung der Muttermilch sollte die frühst mögliche Konfrontation der Jungtiere 

mit der gruppenspezifischen Nahrungszusammensetzung gewährleisten. Darüber hinaus war 

polyaminarm ernährten Jungtieren so auch nicht das Anlegen eventueller Polyaminvorräte aus 

der anfangs noch parallel verabreichten Ammenmilch möglich. Die Karzinogenapplikation 

erfolgte ab einem Alter von 33 Tagen (9 Tage nach der Trennung von der Amme) und wurde 

nach dem Muster eines Stopp-Versuchs für einen Zeitraum von 10 Wochen täglich durchge-

führt. 

Im Versuchsverlauf entwickelte ein zunehmender Teil der Ratten eine Pneumonie. Die 

Krankheitsfälle traten unabhängig von Lieferzeitpunkt oder Gruppenzugehörigkeit auf und 

führten innerhalb weniger Wochen zu einem deutlich verschlechterten Allgemeinzustand und 

zum Tod von insgesamt 13 Tieren (Tabelle 1). Tiere der ersten Lieferung zeigten 9 Wochen 

nach Absetzen des Karzinogens erste Erkrankungszeichen. Aufgrund des zeitlich versetzten 

Versuchsbeginns waren die Tiere der zweiten Lieferung bereits 5 Wochen nach Absetzen des 

Karzinogens betroffen. Spontan verstorbene Tiere wurden seziert und hinsichtlich NNM-

induzierter makroskopischer Gewebeveränderungen an Leber, Niere, Milz oder Ösophagus 

beurteilt. Teilweise konnten hier bereits deutliche tumoröse Veränderungen der Leber festge-

stellt werden. Eine Inspizierung der Lungen vor dem Hintergrund der Pneumoniesymptomatik 

und auch angesichts möglicher metastatischer Absiedlungen ergab bei allen vorzeitig verstor-

benen Tieren eitrig infiltriertes und teilweise hämorrhagisch und fibrotisch verändertes pul-

monales Gewebe. Gemäß der histologischen Untersuchung des Lungengewebes konnten die 
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schwerwiegenden Krankheitsverläufe auf eine Mykoplasmen-Pneumonie zurückgeführt wer-

den. Spontan verstorbene Tiere wurden in den statistischen Analysen nicht berücksichtigt.  

Tabelle 1:  

Zeitpunkt und Gruppenzugehörigkeit vorzeitig verstorbener Tiere 

Mit zunehmender Ausbreitung der Pneumonie musste der Versuch für alle Tiere vorzeitig 

beendet werden, um weitere Verluste und damit eine Gefährdung der Auswertbarkeit auf-

grund zu niedriger Fallzahlen zu vermeiden. Das ursprünglich für alle Gruppen 17 Wochen 

nach letztmaliger NNM-Applikation vorgesehene Versuchsende erfolgte so für die Tiere der 

ersten Lieferung 14 Wochen (Langzeittiere) und für die Tiere der zweiten Lieferung 10 Wo-

chen (Kurzzeittiere) nach Absetzen des Karzinogens. Damit ergaben sich statt der vorgesehe-

nen 4 insgesamt 8 verschiedene Versuchsgruppen (Tabelle  2 und 3).  Zwar  resultierte hieraus  

eine  deutliche  Reduzierung  der Fallzahlen, aufgrund des unterschiedlichen zeitlichen Ab-

stands zwischen Karzinogenexposition und Tötung wurde allerdings die zusätzliche Erfassung 

verschiedener Tumorgenesestadien möglich.  

Standardkost                            Kurzzeitgruppe 

Standardkost                           Langzeitgruppe 

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz 

                                                   Kurzzeitgruppe              

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz  

                                                  Langzeitgruppe              

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz + 

αααα-Difluoromethylornithin                    

                                                   Kurzzeitgruppe 

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz + 

αααα-Difluoromethylornithin                   

                                                  Langzeitgruppe 

polyaminreiche Diät + Aminoguanidin       

                                                   Kurzzeitgruppe    

polyaminreiche Diät + Aminoguanidin      

                                                  Langzeitgruppe    

 

 

Gruppe SK 1 

Gruppe SK 2 

 

Gruppe PAD 1 

 

Gruppe PAD 2 

 

Gruppe DFMO 1 

 

Gruppe DFMO 2 

 

Gruppe PRD 1 

 

Gruppe PRD 2 

3 Tiere verstorben an Tag 59, 69 und 79 nach 

NNM-Stopp 

1 Tier verstorben an Tag 102 nach NNM-Stopp 

 

keine Todesfälle 

3 Tiere verstorben an Tag 78, 79 und 84 nach 

NNM-Stopp 

 

2 Tiere verstorben an Tag 54 und 58 nach NNM-

Stopp 

 

 

2 Tiere verstorben jeweils an Tag 88 nach NNM-

Stopp 

 

keine Todesfälle 

 

2 Tiere verstorben an Tag 95 und 96 nach NNM-

Stopp 
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Kurzzeitgruppen 

Langzeitgruppen 

Tabelle 2:  

Kurzzeitgruppen (SK 1, PAD 1, DFMO 1, PRD 1): Die Tötung der Tiere erfolgte 10 Wochen nach Absetzen des 

Karzinogens N-Nitrosomorpholin (NNM) 

Tabelle 3:  

Langzeitgruppen (SK 2, PAD 2, DFMO 2, PRD 2): Die Tötung der Tiere erfolgte 14 Wochen nach Absetzen des 

Karzinogens N-Nitrosomorpholin (NNM) 

Gruppe SK 1  

n = 10 (+ 1 Amme) abzüg-

lich 3 verstorbener Tiere                                                                                 

Tötung 10 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation 

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal täg-

lich)  

+ Standardkost (nach 

Bedarf) 

Gruppe PAD 1 

n = 10 (+ 1 Amme)                          

 

Tötung 10 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation 

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal täg-

lich)  

+ polyaminarme Diät mit 

Antibiotikazusatz (Neomy-

cin 2 g/kg Futter und Metro-

nidazol 34 mg/kg Futter) 

(nach Bedarf) 

 

Gruppe DFMO 1 

n = 10 (+ 1 Amme) abzüglich 

2 verstorbener Tiere                                                                                         

Tötung 10 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation 

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal täglich)  

 

+ polyaminarme Diät mit 

Antibiotikazusatz (Neomycin 

2 g/kg Futter und Metronidazol 

34 mg/kg Futter) (nach Be-

darf) 

+ αααα-Difluoromethylornithin    

(2%ig gelöst im Trinkwasser; 

nach Bedarf) 

Gruppe PRD 1 

n = 10 (+ 1 Amme)                                                                                                     

 

Tötung 10 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation 

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal 

täglich)  

+ polyaminreiche Diät 

(nach Bedarf)  

+ Aminoguanidin            

(50 mg/kg KG einmal 

täglich intraperitoneal) 

Gruppe SK 2  

n = 10 (+ 1 Amme) abzüg-

lich eines verstorbenen 

Tieres   

Tötung 14 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation                                                                                             

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal täg-

lich)  

+ Standardkost (nach 

Bedarf) 

 

Gruppe PAD 2 

n = 10 (+ 1 Amme) abzüg-

lich 3 verstorbener Tiere                                                                                                                     

 

Tötung 14 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation                                                                                             

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal täg-

lich)  

+ polyaminarme Diät mit 

Antibiotikazusatz (Neomy-

cin 2 g/kg Futter und Metro-

nidazol 34 mg/kg Futter) 

(nach Bedarf) 

 

 

Gruppe DFMO 2  

n = 11 (+ 1 Amme) abzüglich 

2 verstorbener Tiere                                                                                                                             

 

Tötung 14 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation                                                                                             

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal täglich) 

  

+ polyaminarme Diät mit 

Antibiotikazusatz (Neomycin 

2 g/kg Futter und Metronidazol 

34 mg/kg Futter) (nach Be-

darf) 

+ αααα-Difluoromethylornithin    

(2%ig gelöst im Trinkwasser; 

nach Bedarf) 

Gruppe PRD 2  

n = 11 (+ 1 Amme) abzüg-

lich 2 verstorbener Tiere                                                             

 

Tötung 14 Wochen nach 

letzter NNM-Medikation                                                                                             

NNM (12 mg/kg KG per 

Schlundsonde einmal 

täglich)  

+ polyaminreiche Diät 

(nach Bedarf)  

+ Aminoguanidin            

(50 mg/kg KG einmal 

täglich intraperitoneal) 
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Die ausgewerteten Leberveränderungen umfassten präneoplastische Leberzellherde (Foci), 

hepatozelluläre Adenome (HCA), hepatozelluläre Karzinome (HCC), cholangiozelluläre Ade-

nome (CCA), cholangiozelluläre Karzinome (CCC) und Angiosarkome (AS). Präneoplasti-

sche Zellherde wurden entsprechend der in der Literatur üblicherweise beschriebenen Zellfol-

ge in klarzellige, gemischtzellige und basophilzellige Foci unterteilt. In vereinzelten Fällen 

konnten darüber hinaus auch azidophilzellige und amphophilzellige Foci identifiziert werden, 

welche neben den klarzelligen Foci ebenfalls als initiale Veränderungen bekannt sind. Das 

sehr zahlreiche und nicht exakt quantifizierbare Auftreten der präneoplastischen Foci wurde in 

3 Häufigkeitsgraden („sehr wenige Foci“, „mehrere Foci“ und „multipel auftretende Foci“) 

angegeben. Bezüglich der hepatozellulären Karzinome erfolgte entsprechend zunehmend stark 

ausgeprägter Malignitätskriterien eine Unterteilung in die Malignitätsgrade G1 bis G3. 

N-Nitrosomorpholin (NNM) wurde in Trinkwasser gelöst und den Tieren mit einer 

Knopfsonde in der Dosierung von 12 mg/kg KG/d transösophageal appliziert. Die applizierten 

Lösungsvolumina sollten dabei in dem gut zu verabreichenden Bereich zwischen 200 µl und 

1000 µl liegen, weshalb wöchentlich mit zunehmendem Körpergewicht der Tiere variierende 

NNM-Lösungen angesetzt wurden. Bis zu einem durchschnittlichen Tiergewicht von 100 g 

betrug das Mischungsverhältnis der Lösung 253 µl NNM (entspricht 302,4 mg) auf 100,8 ml 

Trinkwasser. Um die Dosierung von 12 mg NNM/kg KG zu erzielen, erhielt ein 50 g schwe-

res Tier somit 200 µl Lösung mit 0,6 mg NNM. Entsprechend wurden bis zu Tiergewichten 

von 200 g wöchentlich 940 µl NNM (entspricht 1123,2 mg) in 187,2 ml Wasser und ab dem 

mittleren Gewicht von 200 g 1880 µl NNM (entspricht 2246,4 mg) in 187,2 ml Wasser gelöst. 

Die Dosierung von 12 mg/kg KG/d wie auch die Applikationsform orientierten sich an ver-

schiedenen in der Literatur beschriebenen Dosierungsmodellen (Bannasch und Zerban, 1986; 

Lijinsky et al., 1988; Weber und Bannasch, 1994 a, b und c). Einmalige hohe Dosierungen 

von 200 oder 300 mg/kg KG/d eigneten sich zwar zur Untersuchung früh entstehender prä-

neoplastischer Zellherde, hepatozelluläre Karzinome bildeten sich hierbei allerdings nur in 

wenigen Fällen und erst sehr spät aus. Darüber hinaus waren derart hohe Dosierungen auf-

grund ausgedehnter unspezifisch toxischer Zellnekrosen vorwiegend in Leber- und Nierenge-

webe mit einer hohen Mortalität der Versuchstiere verbunden. Die einmalige Applikation von 

320 mg NNM/kg KG führte bei Bannasch et al. innerhalb von 3 Wochen zum Tod von 27 % 

der Tiere (Bannasch et al., 1979). Unter 7wöchiger Verabreichung von 12 mg NNM/kg KG/d 
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traten bei Weber und Bannasch nach 15 Wochen Gesamtzeit bei 20 % und nach 27 Wochen 

Gesamtzeit bei 40 % der Tiere Tumoren auf. Unter 7wöchiger Applikation von 24 mg 

NNM/kg KG/d wurden schon nach insgesamt  11 Wochen bei 40 % der Tiere Tumoren diag-

nostiziert (Weber und Bannasch, 1994 b). 22 % der Tiere reagierten auf diese Dosis allerdings 

mit einem signifikanten Gewichtsverlust. Da in der vorliegenden Arbeit die Anzahl der Tier-

verluste möglichst gering gehalten werden sollte, wurde die niedrigere Dosierung von           

12 mg/kg KG/d gewählt. Gleichzeitig wurde die Applikationsdauer auf 10 Wochen erweitert, 

um die Anzahl der auswertbaren Tumoren zu erhöhen. Die NNM-Applikation erfolgte ab dem 

33. Lebenstag über den Zeitraum von 10 Wochen einmal täglich zur gleichen Uhrzeit. Mit 

einem zeitlichen Abstand von 10 und 14 Wochen zwischen dem Absetzen des Karzinogens 

und der Entnahme der Gewebeproben wurden in der Versuchsauswertung möglichst fortge-

schrittene Stadien der Tumorgenese erfasst. Gleichzeitig konnte das Risiko umgangen werden, 

aufgrund ähnlicher Zytologie und zytochemischer Eigenschaften die unmittelbaren und nach 

Absetzen des Karzinogens reversiblen NNM-verursachten toxischen Läsionen nicht eindeutig 

von den eigentlich zu untersuchenden präneoplastischen Zellveränderungen abgrenzen zu 

können. 

Die Verabreichung des spezifischen und irreversiblen ODC-Inhibitors αααα-Difluoromethyl-

ornithin (DFMO) basierte bezüglich Dosierung und Darreichungsform auf vorangegangenen 

Studien, die eine ODC-inhibierende Wirkung von DFMO nachwiesen, ohne dass dabei toxi-

sche Veränderungen und Nebenwirkungen verursacht wurden (Thompson et al., 1985; Nigro 

et al., 1987; Benrezzak et al., 1987; Zhang et al., 1988; Halline et al., 1989 a). Der ODC-

Hemmer wurde 2%ig im Trinkwasser gelöst und den Tieren kontinuierlich bis zum Versuchs-

ende dargeboten. Beginn der Verabreichung war jeweils 2 Tage vor der ersten NNM-

Applikation, sodass mit Beginn der Karzinogenexposition eine effektive Hemmung der Poly-

amin de novo-Synthese gewährleistet war. Die Substanz wurde alle 3 Tage frisch angesetzt 

und aufgrund der Lichtempfindlichkeit in lichtundurchlässige Trinkbehältnisse abgefüllt. 

Aminoguanidin (AG) wurde parallel zur polyaminangereicherten Diät in der Dosierung von      

50 mg/kg KG/d intraperitoneal injiziert, um über die Inhibition der für den terminalen Poly-

aminkatabolismus verantwortlichen Aminoxidasen eine größtmögliche Polyaminanflutung der 

Zelle zu gewährleisten. Dosierung und Applikationsart orientierten sich dabei an Vorversu-

chen aus der Literatur, in denen u.a. einmalig intraperitoneal injiziertes Aminoguanidin in der 

Dosierung von 50 mg/kg KG eine effektive Hemmung der Diaminoxidase für eine Dauer von 
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72 Stunden zur Folge hatte (Pegg, 1977; Pegg und Mc Gill, 1978). Die erste Injektion erfolgte 

1 Tag vor Beginn der NNM-Applikation, sodass zu Versuchsbeginn ein effektiver Wirkspie-

gel bestand. In täglich frischen Ansätzen wurden abhängig vom durchschnittlichen Gewicht 

der Tiere 60, 200 oder 400 mg Aminoguanidin in 10, 15 oder 30 ml 0,9%iger NaCl-Lösung 

gelöst. Die Injektionsvolumina lagen so zwischen 290 µl und 1500 µl.  

2.5 Tier- und Organpräparation 

Zur optimalen Fixierung der für die histologischen Untersuchungen vorgesehenen Organprä-

parate wurde in leicht modifizierter Weise die durch Herrn Prof. Dr. Dombrowski beschriebe-

ne Methode der intravitalen Perfusionsfixation angewandt (Dombrowski et al., 1994). Die 

Organfixierung erfolgte unter Ausnutzung des noch intakten Kreislaufsystems, wodurch 

postmortal auftretende Gewebeveränderungen verhindert bzw. minimiert wurden. Am betäub-

ten Tier wurde das intravasale Blut zunächst durch eine Spüllösung und in einem zweiten 

Schritt durch eine Fixationslösung ersetzt. Zur Herstellung der Spüllösung wurden pro Tier 

1,25 g Procain in 125 ml Ringerlösung und 125 ml Longasteril gelöst. Die Fixationslösung für 

ein Versuchstier bestand aus 125 ml Ringerlösung und 125 ml Longasteril, worin nach Erhit-

zen auf 70 °C 7,5 g Paraformaldehyd gelöst wurden. Unmittelbar vor der Anwendung wurden 

dieser Lösung noch 5 ml Glutaraldehyd zugegeben. Sowohl Spüllösung als auch Fixationslö-

sung wurden mit NaOH auf den physiologischen pH-Wert von 7,4 titriert. Zur Tier- und Or-

ganpräparation wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion von Ketanest und Rom-

pun in einem Mischungsverhältnis von 1:10 betäubt. Nach durchgeführter Laparotomie und 

Thorakotomie wurde die freipräparierte Aorta abdominalis über einen möglichst distal gele-

genen Zugang oberhalb der Bifurkation für wenige Minuten mit Spüllösung infundiert (Abbil-

dung 5). Die gleichzeitige Durchtrennung der Vena cava inferior distal ihres Zwerchfelldurch-

tritts sowie die großzügige Inzision der Pfortader ermöglichten unter weiterhin stattfindender 

Herzaktion den kompletten Blutaustausch. Nach Abklemmen der zuführenden Gefäße zur 

Unterbindung der weiteren Perfusion erfolgte die Entnahme der zur biochemischen Untersu-

chung vorgesehenen linken Niere und des Mittellappens der Leber, welcher möglichst nach 

makroskopischer Einschätzung karzinomatöses und tumorfreies Gewebe enthalten sollte (Ab-

bildung 6). Bot der Mittellappen der Leber keine karzinomatös veränderten  Areale, wurde das 



M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N  

 25

für  die biochemische Untersuchung bestimmte karzinomatöse Lebergewebe den eigentlich 

zur histologischen Begutachtung vorgesehenen Leberanteilen entnommen. Der Spülung folgte 

die etwa 10minütige Perfusion mit der Fixationslösung und  die  anschließende  Entnahme der  

fixierten  rechten Niere sowie der noch im Situs vorhandenen Leberanteile. Abdomen und 

Thorax, insbesondere Lunge, Ösophagus und 

die einzelnen Abschnitte des Gastrointestinal-

trakts wurden hinsichtlich möglicher Meta-

stasen, weiterer tumoröser Läsionen oder 

pathologischer Lymphknoten gründlich in-

spiziert. Auch Veränderungen wie Aszites,   

zirrhotisches Lebergewebe, Splenomegalie, 

peritonealkarzinomatöse Tumorausbreitung 

oder pulmonale Veränderungen wurden be-

rücksichtigt und gegebenenfalls zur histologi-

schen Abklärung entnommen.  

Die rechte Niere und die in vivo fixierten 

Leberanteile wurden nach Dokumentation 

und Fotografie aller unter Lupenansicht auf-

fälligen Herde in einer Transportlösung auf-

bewahrt und zur histologischen Begutachtung 

Herrn Prof. Dr. Dombrowski am Institut für 

Pathologie der Universität zu Bonn zuge-

sandt. Äußerliche Beschaffenheit, Größe und 

Lokalisation von Tumoren oder anderen mak-

roskopischen Gewebeveränderungen des 

nicht fixierten Lebermittellappens wurden 

ebenfalls genau protokolliert und fotografiert. 

Durch die Anfertigung ca. 3 mm dicker    

Parenchymschnitte konnten auch Auffällig-

keiten erfasst werden, die bei der Begutachtung der Organoberfläche nicht erkannt worden 

waren. Für die biochemische Untersuchung waren jeweils Proben von Nierengewebe sowie 

von normalem und makroskopisch karzinomatös verändertem Lebergewebe vorgesehen. Der 

 

Abbildung 5: Intravitale Perfusionsfixation: Situs 1 

Zugang zur Aorta abdominalis. 

 

Abbildung 6: Intravitale Perfusionsfixation: Situs 2 

Makroskopisch massive tumoröse Veränderungen an 

Mittellappen und linkem Leberlappen 
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nicht fixierte Mittellappen und die linke Niere wurden von Fettgewebe befreit, mit eiskalter 

NaCl-Lösung gereinigt und auf einem Filterpapier getrocknet. Nach Trennung von normalem 

und pathologischem Lebergewebe und der genauen Bestimmung des jeweiligen Probenge-

wichts wurden die eisgekühlten Organproben im Verhältnis 1:5 in einem ebenfalls eisgekühl-

ten Homogenisationspuffer gelöst. Bei sehr kleinen Materialmengen betrug das Mischungs-

verhältnis 1:10. Zur weiteren Verarbeitung wurde den Gewebeproben ein Puffer zugegeben, 

der aus 10 mM Trispuffer (pH 7,9), 0,25 M Sucrose, 5 mM Dithiothreitol, 1 mM Phenylme-

thylsulfonyl-Fluorid, 25 mM KCl und 5 mM MgCl2 bestand. Die Homogenisation erfolgte 

mithilfe des Potter S bei 1000 Umdrehungen pro Minute (10 Auf- und Abwärtsbewegungen) 

und den Wheaton-Glashomogenisator (10 Auf- und Abwärtsbewegungen mit Stab A und 4 

Auf- und Abwärtsbewegungen mit Stab B). Das Homogenat wurde aufgeteilt in 500 µl zur 

Polyaminanalyse, 150 µl zur Bestimmung des Proteingehalts und 150 µl zur DNA-Analyse. 

Alle Proben wurden bis zur endgültigen Bestimmung bei einer Temperatur von -20 °C einge-

froren. 

Die Aktivitätsmessung der Ornithindecarboxylase (ODC) und der S-Adenosylmethionin-

decarboxylase (SAM-DC) erfolgte aufgrund der Enzymlabilität am Tötungstag. Hierzu wurde 

das restliche Homogenat 10 min bei 1000 g und 2 °C zentrifugiert und der Überstand bei 

110.000 g und 2 °C 50 min ultrazentrifugiert. Von dem resultierenden Zytosol wurden 600 µl 

zur ODC-Aktivitätsbestimmung und 250 µl zur SAM-DC-Aktivitätsbestimmung in Poly-

styrolReagenzröhrchen gefüllt und auf Eis gekühlt. 50 µl der Zytosolfraktion wurden zur spä-

teren Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase-Bestimmung (SAT) in ein Eppendorf-

Hütchen abgefüllt und bei einer Temperatur von -20 °C eingefroren. 

2.6  Parameteranalyse 

2.6.1 Bestimmung der Polyaminkonzentrationen im Gewebe 

Die Bestimmung der intrazellulären Polyamine Putrescin, Spermin und Spermidin erfolgte 

durch die Ionenpaar Reversed Phase HPLC-Methode (Löser et al., 1988). Prinzip dieser Me-

thode ist die puffergradientenabhängige Auftrennung der im Homogenat enthaltenen Poly-

amine auf der HPLC-Säule und die nachfolgende quantitative fluoreszenzspektrophotometri-
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sche Bestimmung der einzelnen Polyaminderivate. Die Detektionsgrenze für Polyamine liegt 

unter Anwendung dieses Messverfahrens bei 0,5 - 1,0 pmol. In einem Bereich von 3 pmol bis 

über 10 nmol erhält man gleich bleibend gut reproduzierbare Messergebnisse. Die Polyamin-

konzentration wurde in Relation zum DNA-Gehalt des jeweiligen Gewebes in nmol/mg DNA 

angegeben.  

Um die Zellmembranen zu zerstören, wurden jeweils 500 µl Gewebehomogenat 4 x 15 s mit 

dem Sonicator Cell Disruptor beschallt. Zur Proteinfällung wurde die Substanz mit 300 µl    

0,5 M Perchlorsäure gemischt. Nach der Zugabe von 200 µl Internem Standard aus 3000 nmol 

1,7-Diaminoheptan/ml wurde die Mischung 5 min bei 3200 g zentrifugiert und der abpipet-

tierte Überstand über Millex-GS-Filter (Porengröße 0,22 µm) filtriert. 100 µl des Filtrats wur-

den auf die HPLC-Säule gegeben und 2 Puffer wurden in einem vorgegebenen Gradienten 

(Tabelle 4) mit einer Flussrate von 1,5 ml/min über die Säule geleitet. Puffer A bestand aus 

0,1 M Natriumacetat-Lösung (pH 4,5) und 0,01 M Oktan-Sulfonsäure, Puffer B setzte sich aus 

0,2 M Natrium-Acetat-Lösung (pH 4,5), 0,01 M Oktan-Sulfonsäure und 4,4 M Acetonitril 

zusammen. Vor der photometrischen Analyse der Polyaminderivate wurde das Eluat unter 

lichtgeschützten Bedingungen mit einer Fluoreszenzflüssigkeit aus 0,2 M Borsäure (pH 10,4),    

0,003 M ο-Phthalaldehyd, 3 ml Brij 35-Lösung, 0,12 M Methanol und 0,03 M Mercaptoätha-

nol gemischt. Die definierte Flussrate betrug hierbei 0,75 ml/min. Der Routinelauf einer Probe 

dauerte in diesem Verfahren insgesamt 27 min.  

Zeit [min] Puffer A [%]:                                                                  

0,1 M Natrium-Acetat-Lösung (pH 4,5)         

+ 0,01 M Oktan-Sulfonsäure 

Puffer B [%]:                                        

0,2 M Natrium-Acetat-Lösung (pH 4,5)            

+ 0,01 M Oktan-Sulfonsäure                    

+ 4,4 M Acetonitril 

0       (Start)                                        

10                                                       

12                                                       

16                                                

17                                                       

27      (Ende der Analyse)                                                       

32      (Spülen) 

50                                                       

25                                                         

0                                                           

0                                                         

50                                                       

50                                                       

50 

50                                                           

75                                                         

100                                                           

100                                                         

50                                                                     

50                                                           

50 

Tabelle 4: Zeitlicher Verlauf des Gradienten aus Puffer A und Puffer B zur Analyse von Polyaminen im Gewebe 

mittels HPLC 
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2.6.2 Bestimmung der Enzymaktivitäten des Polyaminstoffwechsels 

2.6.2.1  Ornithindecarboxylase (ODC) 

Zur Aktivitätsbestimmung der Ornithindecarboxylase (ODC) wurde die Methode von Haar-

stad angewandt (Haarstad et al., 1985). Dieses Verfahren misst die Stoffmenge 14Co2 in pmol, 

die in einer Decarboxylierungsreaktion aus [1-14C]-markiertem Ornithin bei einer Inkubati-

onszeit von 60 min freigesetzt wird. Zum Ausgleich von Messungenauigkeiten wurden bei 

allen Enzymbestimmungen Doppelmessungen durchgeführt. Die hieraus gebildeten Mittel-

werte bildeten die Grundlage für weitere Berechnungen. 

250 µl Überstand ultrazentrifugierten Gewebehomogenats wurden mit 2 mM EDTA und     

0,4 mM in 250 µl 87%igem Glyzerol gelöstem Pyridoxalphosphat in ein silikonisiertes Rea-

genzröhrchen gegeben und mit 1,5 ml Standardreaktionsmischung aus 75 µmol Trispuffer    

(pH 7,5), 1,5 µmol EDTA, 3 µmol Dithiothreitol, 0,3 µmol Pyridoxalphosphat und 8,77 nmol 

DL-[1-14C]-Ornithindihydrochlorid (2,11 GBq/mmol) gemischt. Das Reagenzröhrchen wurde 

mit einem Stopfen verschlossen, durch den zuvor eine durch einen Stöpsel abgedichtete Kanü-

le gestochen worden war, an deren unterem Ende ein 7x7 mm großes, mit 20 µl Methylbenz-

ethoniumhydroxid getränktes Filterpapier fixiert wurde. Dieses Filterpapier fing das während 

der Reaktion im Reagenzglas entstehende 14CO2 auf. Nach einer 60minütigen Inkubationszeit 

im 37 °C warmen Wasserbad wurde die Reaktion mit 500 µl 6M Perchlorsäure gestoppt, die 

durch die Kanüle in das Reagenzglas gegeben wurde, ohne dass das Filterpapier mit Säure in 

Kontakt kam. Nach weiteren 30 min Nachinkubation wurde das Filterpapier in ein Szintilla-

tionsgefäß mit 10 ml Szintillationsflüssigkeit Quickszint 2000 gegeben. Um den Effekt der 

Chemolumineszenz zu verhindern, wurde die vom Filterpapier aufgenommene und in counts 

per minute (CPM) angegebene Radioaktivität erst nach 24 h im Beckman LS-2800 Liquid 

Scintillation System gemessen.  

In jedem Analysegang wurden zusätzlich 3 Leerwerte (Blancs) gemessen, die anstelle des Zy-

tosol-Glyzerol-Gemischs jeweils 500 µl Aqua bidestillata mit Standardreaktionslösung ent-

hielten und die ohne Anwesenheit von ODC freigesetzte Radioaktivität erfassten. Außerdem 

wurde in 3 weitere Szintillationsgefäße mit 10 ml Quickszint 2000 direkt die pro Probe einge-

setzte Menge an [14CO2 ]-markiertem Ornithindihydrochlorid zugefügt (Totals), um den Aus-

gangswert der in der Messung eingesetzten Radioaktivität zu erhalten. So konnte die im Fil-
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terpapier gemessene Radioaktivität auf den Wert des in den Proben enthaltenen radioaktiven 

Materials bezogen werden.  

[ ] [ ] [ ]pmolidhydrochlorOrnithindiC
CPM

CPMCPM
pmolCO Total

Total

Blancobe −−⋅
−

= 14Pr*)

2
14 1  

*) = bei einer Inkubationszeit von 60 min und der eingesetzten Zytosolmenge von 250 µl  

CPM = counts per minute 

[1-14C]-Ornithindihydrochlorid Total = im Total enthaltene Stoffmenge [1-14C]-Ornithindihydrochlorid (s. Herstellerangaben) 

 

Formel 1: Aktivitätsbestimmung der Ornithindecarboxylase (ODC) 

Die Berechnung der ODC-Aktivität erfolgte mithilfe oben dargestellter Formel (Formel 1). 

Um die Vergleichbarkeit verschiedener Organproben zu ermöglichen, wurden die Ergebnisse 

auf den DNA-Gehalt [mg] des jeweiligen Gewebes bezogen. Die Angabe der Stoffmenge 

14CO2 als Maß für die ODC-Aktivität erfolgte damit in pmol 
14

CO2/h/mg DNA. 

2.6.2.2  S-Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC) 

Die Aktivitätsbestimmung der S-Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC) erfolgte nach 

der Methode von Pegg und Pösö (Pegg und Pösö, 1983). Zugrunde liegendes Prinzip war die 

Messung der Stoffmenge 14Co2 [nmol], die aus [Carboxyl-14C]-markiertem S-Adenosyl-L-

Methionin in einer Zeit von 30 min freigesetzt wurde. 100 µl Zytosol wurden mit 167,5 µl 

eines Substratgemisches aus 12,5 µmol Natriumphosphatpuffer (pH 7,5), 5 µmol Putrescin,        

0,75 µmol Dithiothreitol, 0,05 µmol S-Adenosyl-L-Methionin und 0,02 µmol S-Adenosyl-L-

[Carboxyl-14C]-Methionin (2,11 GBq/mmol) bei einer Temperatur von 37 °C 30 min im Was-

serbad inkubiert. Analog zur ODC-Messung fing ein mit 20 µl Methylbenzethoniumhydroxid 

getränktes Filterpapier das im Reagenzröhrchen freiwerdende 14CO2 auf. Die Reaktion wurde 

durch die Zugabe von 150 µl 20%iger Schwefelsäure gestoppt und nach 30 min Nachinkuba-

tion wurde das Filterpapier in ein Szintillationsgefäß mit 10 ml der Szintillationsflüssigkeit 

Quickszint 2000 gegeben. Auch hier erfolgte die Messung der vom Filter aufgenommenen 

Radioaktivität im Beckman LS-2800 Liquid Scintillation System erst nach 24 h und zusätzlich 

zu jeder Messreihe wurden Blancs und Totals erstellt.  
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[ ] [ ] [ ]nmolMethioninLAdenosylSCCarboxyl
CPM

CPMCPM
nmolCO Total

Total

Blancobe −−−−−⋅
−

= 14Pr*)

2
14  

*) = bei einer Inkubationszeit von 30 min und der eingesetzten Zytosolmenge von 100 µl  

CPM = counts per minute 

[Carboxyl-14C]-S-Adenosyl-L-Methionin Total = im Total enthaltene Stoffmenge [Carboxyl-14C]-S-Adenosyl-L-Methionin (s. Hersteller- 

                                                                                                                                                                                                 angaben) 

 

Formel 2: Aktivitätsbestimmung der S-Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC) 

Nach Berechnung mithilfe der angegebenen Formel (Formel 2) und bezogen auf den DNA-

Wert wurde die Aktivität der SAM-DC in nmol 
14

CO2/30 min/mg DNA angegeben.  

2.6.2.3  Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT) 

Die von Matsui beschriebene und durch Pegg und Erwin modifizierte Methode zur Bestim-

mung der Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT) misst das in einer Zeit von 10 min 

gebildete 14C-markierte N1-Acetylspermidin, das SAT-katalysiert aus Spermidin und          

[14C]-Acetyl-CoA entsteht (Matsui et al., 1981; Pegg und Erwin, 1985).  

5 µl Zytosol wurden mit 200 µl 0,1 M Trispuffer (pH 7,8) gemischt. Nach einer 30minütigen 

Inkubation im Wasserbad wurden 21µl eines Reaktionsgemisches aus 300 nmol Spermidin, 

8,2 nmol [1-14C]-Acetyl-Coenzym A (2,07 GBq/mmol) und 0,1 M Trisphosphatpuffer        

(pH 7,8) zugegeben und nach weiteren 10 min Inkubation wurde die Reaktion durch die Zu-

gabe von 20 µl 1 M Hydroxylaminhydrochlorid im Eppendorf-Tischthermostat 5320 bei     

100 °C in 3 min gestoppt. Die unmittelbar danach eisgekühlte Lösung wurde 5 min bei 1250 

Umdrehungen/min zentrifugiert. 50 µl des Überstandes wurde auf einen mit Aqua bidestillata 

angefeuchteten Whatman Zellulosephosphat-Filter P 81 im Millipore Filterwäscher aufgetra-

gen, der jeweils mit 5x5 ml Aqua bidestillata und 2x5 ml reinem Äthanol ausgewaschen wur-

de. Die Filter wurden getrocknet und in Szintillationsgefäße mit je 10 ml Szintillationsflüssig-

keit Quickszint 2000 gegeben. Nach 24 h wurde im Beckman LS-2800 Liquid Scintillation 

System die aufgenommene Radioaktivität bestimmt. Analog zur ODC-Bestimmung erfolgte 

parallel die Messung von Blancs und Totals.  
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[ ] [ ] [ ] [ ]pmolCoAAcetylC
CPM

CPMCPM
pmolmidinAcetylsperNC Total

Total

Blancobe −−⋅
−

=−− 14Pr*)

1
14  

*) = bei einer Inkubationszeit von 10 min und der eingesetzten Zytosolmenge von 5 µl  

CPM = counts per minute 

[14C]-Acetyl-CoA Total = im Total enthaltene Stoffmenge [14C]-Acetyl-CoA (s. Herstellerangaben) 

                                                                         

 

Formel 3: Aktivitätsbestimmung der Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT) 

Die Berechnung wurde entsprechend dargestellter Formel (Formal 3) durchgeführt und das 

Ergebnis auf den DNA-Gehalt bezogen. Damit ergab sich für die Aktivität der SAT die Ein-

heit pmol [
14

C]-N1-AcSpd./min/mg DNA. 

2.6.3 Bestimmung der trophischen Parameter 

2.6.3.1  Desoxyribonukleinsäure (DNA) 

Der Bestimmung des DNA-Gehaltes lag die Methode von Labarca und Paigen zugrunde    

(Labarca und Paigen, 1980). 150 µl des Homogenats wurden im Verhältnis 1:4 mit 2 M NaCl 

verdünnt und auf Eis gelagert. Indem die Probe 4x15 s mit dem Sonicator Cell Disruptor be-

schallt wurde, wurden die Zellmembranen zerstört. Es folgte die weitere Verdünnung mit  

einem Puffer aus 10 mM EDTA-Na2, 2 M NaCl und 50 mM Dinatriumhydrogenphosphat 

(Na2HPO4-H2O (pH 7,4)) zunächst im Verhältnis 1:25 und schließlich im Verhältnis 1:5, so-

dass eine Endverdünnung von 1:2500 bzw. bei geringen Stoffmengen 1:5000 resultierte. Zu   

2 ml dieser Lösung wurden der Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimidazol (H33258) und ein Puf-

fer aus 9,85 µmol EDTA, 1,97 mmol Natriumchlorid und 0,05 µmol Dinatriumhydrogen-

phosphat beigemischt. Nach 60 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte im Fluoreszenz-

spektrophotometer die Messung der Extinktion bei 356 nm und 458 nm. Dem Erstellen einer 

Eichkurve als Referenz diente eine Verdünnungsreihe mit absteigendem Kalbsthymus-DNA-

Gehalt von 10, 2, 1,25, 1, 0,8, 0,4 und 0,2 µg/ml. Der DNA-Gehalt wurde nach unten darge-

stellter Formel unter Verwendung eines aus der Standardreihe bestimmten Quotienten aus 

Konzentration/Extinktion (Q) berechnet und in mg DNA/g Organ angegeben (Formel 4).  
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[ ]
[ ] 





=








⋅⋅

Organg
DNAmgVerdünnung

QExtinktion obe

dardSobe

*)
Pr

tanPr
1000

 

*) = in der Berechnung der Proteinkonzentration Angabe in [mg]Protein/[g]Organ 

Formel 4: Bestimmung der DNA- und Proteinkonzentration 

2.6.3.2  Proteine 

Der Proteingehalt wurde nach der Methode von Bradford ermittelt (Bradford, 1976). Hierbei 

wurde die Extinktion des an Protein gebundenen Bio-Rad-Proteinreagenzes Coomassie     

Brilliant Blue G-250 gemessen. 100 µl Rohhomogenat wurden 100 µl 1 M Natriumhydroxid 

zugefügt und 50 µl dieses Gemischs wurden mit 1200 µl Aqua bidestillata verdünnt. 100 µl 

dieser Lösung wurden wiederum mit 5 ml 20%igem Bio-Rad-Proteinreagenz vermischt. Auch 

hier wurde eine Verdünnungsreihe von 200 bis 1400 µg/ml als Referenz zum Erstellen einer 

Eichkurve angefertigt, wobei die Stammlösung aus 100 mg in 10 ml Aqua bidestillata gelös-

tem Rinderserumalbumin bestand. Die Messung der Extinktion im Fluoreszenzspektrophoto-

meter erfolgte bei 595 nm gegen den Leerwert, den ein 20%iges Farbreagenz bildete. Die Pro-

teinkonzentrationen wurden mithilfe der bereits bei der DNA-Berechnung angewandten For-

mel berechnet (Formel 4) und in mg Protein/g Organ angegeben.  

2.7 Statistische Analysen 

Während des Versuchszeitraums spontan verstorbene Tiere wurden in den Auswertungen 

nicht berücksichtigt, da eine intravitale Perfusionsfixation zur optimalen Darstellung der Ge-

webeveränderungen in diesen Fällen nicht mehr möglich war. Darüber hinaus verhinderten 

teilweise fortgeschrittene Autolyseprozesse die biochemische Messung der am Polyamin-

stoffwechsel beteiligten Parameter. 

Die statistischen Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Inf. J. Hedderich 

vom Institut für Medizinische Informatik und Statistik der Christian-Albrechts-Universität zu 

Kiel sowie mit Herrn Dr. W. Reimers, dessen Auswertungen mit dem Programmpaket     
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STATISTICA der Firma StatSoft, Inc., Tulsa, USA durchgeführt wurden  (StatSoft, Inc.:  

STATISTICA für Windows (Software-System für Datenanalyse, Version 9.1). Eigenverlag: 

Tulsa, USA, 2010).  

Zur Darstellung und weiteren Bearbeitung der gewonnenen Daten wurden folgende Kennwer-

te bestimmt: Anzahl der gültigen Werte (N), arithmetischer Mittelwert (MW) und Stan-

dardabweichung (SD). Unterschiede zwischen den unabhängigen Stichproben wurden als 

„sta-tistisch signifikant“ bezeichnet, wenn die angewandten Tests eine Irrtumswahrschein-

lichkeit p kleiner als 0,05 (=5 %) ergaben (Sachs, 2004; Pospeschill, 2006). Eine „hochsigni-

fikante“ Differenz beschrieb eine Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner als 0,0025 (=0,25 %) 

und eine „tendenziell signifikante Differenz“ bezeichnete eine Irrtumswahrscheinlichkeit p 

kleiner 0,1 (10 %). 

Bei der Analyse der in den verschiedenen Versuchsgruppen gemessenen Enzymwerte (Ermitt-

lung von Unterschieden in den Mittelwerten stetiger Variablen) wurden zum Vergleich   

zweier Gruppen der U-Test von Mann und Whitney bzw. zum Vergleich von mehr als zwei 

Gruppen die Varianzanalyse von Kruskal und Wallis (H-Test) angewandt (Diagramm 17 bis 

32).  

Die Auswertung der Tumoren (Ermittlung von Unterschieden in der Häufigkeitsverteilung 

diskreter Variablen) erfolgte mit der Aufstellung von Vierfeldertafeln bzw. k*c- Felder-Tafeln 

und dem χ2-Test. Im Falle von sehr kleinen Besetzungszahlen wurde der Test nach Fisher an-

gewandt (Diagramm 7 bis 12). 

Für den Vergleich der Wachstumskurven (Diagramm 1 und 2) wurden jeweils die Flächen 

unter den Kurven („area under curve“/AUC), das Maximum, das Minimum sowie die Spann-

weite (Differenz aus Maximum und Minimum) ermittelt (Bender und Lange, 2001).  
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Vorzeitig verstorbene Versuchstiere 

Die in Kapitel 2.4 erläuterte Ausbreitung einer Pneumonie führte zum vorzeitigen Tod von 

insgesamt 13 Versuchstieren. Da die in dieser Studie angewandte intravitale Perfusionsfixa-

tion zur histologischen Aufbereitung bei diesen Tieren nicht mehr durchgeführt werden konn-

te, wurden sie in den statistischen Auswertungen nicht berücksichtigt.  

Unter Standardkost starben drei Tiere der Kurzzeitgruppe (Gruppe SK 1) 59, 69 und 79 Tage 

nach NNM-Stopp und ein Tier der Langzeitgruppe (Gruppe SK 2) 102 Tage nach Absetzen 

des Karzinogens (Tabelle 1). In den Gruppen mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost 

traten bei den Kurzzeittieren (Gruppe PAD 1) keine Todesfälle auf. In der Langzeitgruppe 

(Gruppe PAD 2) verstarben drei Tiere 78, 79 und 84 Tage nach Beenden der NNM-

Medikation. In den Gruppen mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Diät plus DFMO traten 

zwei Todesfälle bei den Kurzzeittieren (Gruppe DFMO 1) 54 und 58 Tage nach NNM-Stopp 

auf. Bei den Langzeittieren (Gruppe DFMO 2) kam es ebenfalls zu zwei Todesfällen an Tag 

88 nach NNM-Gabe. Unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin verstarben zwei Tiere 

der Langzeitgruppe (Gruppe PRD 2) 95 und 96 Tage nach NNM-Medikation.  

Für die einzelnen Versuchsgruppen ergaben sich infolge der vorzeitigen Tierverluste die auf 

der nächsten Seite in Tabelle 5 dargestellten Gruppenstärken.  
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Tabelle 5:  

Gruppenstärken infolge des vorzeitigen Todes einzelner Versuchstiere 

3.2 Körpergewicht, Organgewicht und Nahrungsaufnahme 

Der Versuch endete für die Tiere der Kurzzeitgruppen 70 Tage und für die Tiere der Lang-

zeitgruppen 98 Tage nach letztmaliger NNM-Gabe, wodurch in der Auswertung zwei Ent-

wicklungsstadien erfasst wurden, die 28 Tage auseinander lagen. Für die statistische Auswer-

tung von Körpergewicht und Nahrungsaufnahme wurde der Zeitraum von Tag 12 (Alter der 

Tiere bei Lieferung) bis jeweils 1 Tag vor Beginn der Pneumonieausbreitung gewählt, da mit 

dem Auftreten einzelner Krankheitsfälle innerhalb der Gruppen sehr stark voneinander abwei-

chende Individualverläufe bzgl. Gewicht und Nahrungsaufnahme einsetzten und die Betrach-

tung von Mittelwerten keine zuverlässige Beurteilung eventueller gruppenspezifischer Ten-

denzen mehr zuließ. Der in der Betrachtung der Kurvenverläufe festgelegte Beginn der Pneu-

monieausbreitung orientierte sich an dem erstmaligen Auftreten der klinischen Symptome 

Husten und blutiger Auswurf und entsprach bei den Kurzzeittieren Tag 138, bei den Langzeit-

tieren Tag 166. 

Standardkost                                                                       Kurzzeitgruppe 

Standardkost                                                                      Langzeitgruppe 

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz                        Kurzzeitgruppe                

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz                        Langzeitgruppe               

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz + αααα-Difluoromethylornithin                   

                                                                                              Kurzzeitgruppe 

polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz + αααα-Difluoromethylornithin                  

                                                                                             Langzeitgruppe 

polyaminreiche Diät + Aminoguanidin                             Kurzzeitgruppe                   

polyaminreiche Diät + Aminoguanidin                             Langzeitgruppe                

 

 

Gruppe SK 1 

Gruppe SK 2 

Gruppe PAD 1 

Gruppe PAD 2 

 

Gruppe DFMO 1 

Gruppe DFMO 2 

Gruppe PRD 1 

Gruppe PRD 2 

7 Tiere 

9 Tiere  

10 Tiere 

7 Tiere 

8 Tiere 

 

 

9 Tiere 

 

10 Tiere 

9 Tiere  
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Die zeitliche Entwicklung des Körpergewichts zeigte im Vergleich der Kurzzeitgruppen bzw. 

der Langzeitgruppen einen weitgehend übereinstimmenden Kurvenverlauf (Diagramm 1 und 

2), wobei das Gewicht der DFMO-Tiere in beiden Diagrammen vergleichsweise niedrige 

Werte aufwies. Zur Überprüfung dieser Beobachtungen wurden die durchschnittlichen maxi-

malen Körpergewichte sowie die Flächen unter den Kurven („area under curve“/AUC) er-

rechnet (Diagramm 3 a und b). Insgesamt traten im Vergleich der durchschnittlichen maxima-

len Körpergewichte keine statistisch signifikanten Differenzen auf (Diagramm 3 a). Tenden-

ziell lagen in allen Versuchsgruppen die Maximalgewichte der Kurzzeittiere leicht unter den 

Maximalgewichten der Langzeittiere und sowohl bei den Kurzzeittieren als auch bei den 

Langzeittieren erreichte jeweils die Gruppe mit polyaminarmer Kost und zusätzlich verab-

reichtem DFMO den niedrigsten Wert (345±21 g in Gruppe DFMO 1 und 377±36 g in Grup-

pe DFMO 2). Die Analyse der Flächen unter den Kurven bestätigte diese Beobachtungen (Di-

agramm 3 b). Kurvenverläufe der Kurzzeitgruppen wiesen insgesamt kleinere AUC-Werte auf 

als die entsprechenden Langzeitgruppen und die geringsten AUC-Werte ergaben sich bei 

Kurzzeittieren und Langzeittieren unter polyaminarmer Kost plus DFMO (29504±1147 in 

Gruppe DFMO 1 und 38249±3948 in Gruppe DFMO 2). Statistisch signifikante Unterschiede 

waren auch in der Analyse der AUC-Werte nicht zu ermitteln.   

Zur Enzymdiagnostik wurden unmittelbar vor der Perfusionsfixation der Mittellappen der 

Leber und die linke Niere entfernt. Um Auswirkungen der unterschiedlichen Behandlungs-

muster auf das Proliferationsverhalten des Parenchyms zu erfassen, wurden die entnommenen 

Nieren gewogen und das Feuchtgewicht pro kg Körpergewicht bestimmt (Diagramm 4). Das 

durchschnittliche Feuchtgewicht der verschiedenen Versuchsgruppen betrug zwischen 

3,41±0,71 g pro kg Körpergewicht  in Gruppe SK 1 und 3,94±0,66 g pro kg Körpergewicht in 

Gruppe DFMO 2. Signifikante Differenzen traten  im Vergleich der Versuchsgruppen sowie 

im Vergleich zwischen Kurzzeittieren und Langzeittieren nicht auf. Da die entnommenen Le-

bermittellappen in sehr unterschiedlichem Ausmaß von teilweise massiv ausgedehnten tumor-

ösen Veränderungen betroffen waren (Abbildung 6), entfiel hier eine Vergleichbarkeit der 

Organgewichte.  

Der Futter- und Wasserverbrauch zeigte, dass Tiere der Standardkostgruppen im Vergleich zu 

den anderen Ernährungsgruppen etwas mehr Nahrung und Wasser zu sich nahmen, wobei 

diese Differenz nicht signifikant war (Diagramm 5 und 6). Unterschiedliche geschmackliche 
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Eigenschaften der Nahrung oder beigefügte durstverstärkende Inhaltsstoffe scheiden als ur-

sächlich aus, da die Zusammensetzung der Nahrungssorten abgesehen vom Polyamingehalt 

identisch war. Die durchschnittliche aufgenommene Futtermenge lag insgesamt bei 15,3±1,2 

g/d/Tier. Die durchschnittliche Trinkmenge betrug 21±2,3 ml/d/Tier.       

3.3 Auswirkungen eines veränderten Polyaminhaushalts auf 
Tumorgenese und Tumorwachstum in der Leber  

Die unterschiedlichen NNM-induzierten Leberveränderungen wurden absolut und prozentual 

ausgewertet. Da aufgrund der starken Durchsetzung des Lebergewebes mit präneoplastischen 

Zellherden (Foci) eine diesbezügliche genaue Zahlenangabe nicht immer möglich war, wurde 

die Häufigkeit des Auftretens in den 3 Ausprägungen „wenige“, „mehrere“ und „multipel auf-

tretende“ Foci angegeben. Entsprechend der in der Literatur beschriebenen Abfolge NNM-

induzierter Veränderungen wurden die präneoplastischen Zellherde in klarzellige (Abbildung 

7 und 8), gemischtzellige und basophilzellige Foci unterteilt, die sich insbesondere im Glyko-

gengehalt der Zellen unterschieden. Eher selten beschriebene azidophilzellige und amphophil-

zellige Foci konnten in dieser Arbeit ebenfalls diagnostiziert werden und wurden als zeit-

gleich mit klarzelligen Foci auftretende Veränderungen betrachtet.  

Für jede der drei Häufigkeitsausprägungen wurde ein Verteilungsmuster der unterschiedlichen 

Foci erstellt. Wie aus der tabellarischen Auflistung aller präneoplastischen Herde ersichtlich 

wird (Tabelle 6), zeigten multipel auftretende Foci oft ausschließlich klarzellige und ge-

mischtzellige Eigenschaften. Selten auftretende präneoplastische Herde („wenige Foci“) wie-

sen dagegen häufig hohe Anteile des außerhalb der regulären Zellreihe entstehenden azido-

philzelligen und amphophilzelligen Typs auf. Mit einer mittleren Häufigkeit auftretende Foci 

(„mehrere Foci“) bildeten ein gut auswertbares Spektrum der üblichen unter NNM bekannten 

Herdtypen ab und wurden in dieser Arbeit daher der histologischen Auswertung zugrunde 

gelegt (Diagramm 16). 

Wie präneoplastische Zellherde zeigten auch hepatozelluläre Adenome (HCA) klarzellige, 

gemischtzellige oder basophilzellige Eigenschaften (Abbildung 9 und 10). Bezogen auf die 

Fragestellungen der vorliegenden Arbeit ergaben sich aus dem Verteilungsmuster jedoch kei-

ne relevanten Ergebnisse. Gleiches gilt für hepatozelluläre Karzinome (HCC), deren unter-
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schiedliche Färbeeigenschaften in der statistischen Auswertung ebenfalls nicht berücksichtigt 

wurden. Aufschlussreicher waren dagegen die Unterscheidungen anhand des Malignitätsgra-

des (G1 bis G3) und der Größe der HCC. Der Einteilung in verschiedene Malignitätsgrade 

lagen Häufung und Ausprägung allgemeingültiger Malignitätskriterien zugrunde. G1-        

Karzinomzellen ähnelten normalen Hepatozyten und wiesen eine trabekuläre Wachs-

tumsstruktur auf (Abbildung 11, 12 und 13). In G2-Karzinomen traten größere und prominen-

tere Zellkerne auf und vereinzelt waren glanduläre Wachstumsstrukturen erkennbar (Abbil-

dung 14, 15 und 16). G3-Karzinome verfügten über eine solide Wachstumsstruktur mit einem 

deutlich veränderten Kern/Zytoplasma-Verhältnis, einem basophilen Zytoplasma und sehr 

häufig auftretenden Mitosen und Apoptosen (Abbildung 17 und 18).  

Aus der Literatur bekannte NNM-induzierte Veränderungen an Lebergefäßen oder Gallengän-

gen wurden in dieser Arbeit insbesondere in Form von Angiosarkomen (AS) (Abbildung 19 

und 20) und cholangiozellulären Adenomen (CCA) (Abbildung 21) diagnostiziert. Ebenfalls 

in der Literatur beschriebene Nierentumoren konnten mithilfe des histologischen screenings 

der jeweils rechten Niere ausgeschlossen werden.  

3.3.1 Erkrankungshäufigkeit 

In den Diagrammen 7 und 8 wurde das prozentuale Auftreten der verschiedenen NNM-

induzierten Lebertumorentitäten zusammengefasst sowie im Einzelnen dargestellt. Prä-

neoplastische Leberzellherde wurden als eigenständige Kategorie betrachtet. 10 Wochen nach 

NNM-Gabe traten die meisten Tumorerkrankungen unter Standardkost auf (71 %) (Diagramm 

7). Die niedrigste Tumorrate lag bei Tieren mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus 

DFMO vor (25 %). Tiere mit alleiniger polyaminarmer, antibiotikahaltiger Diät und Tiere mit 

polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin bildeten nach 10 Wochen zu gleichen Anteilen 

Tumoren aus (jeweils 50 % in Gruppe PAD 1 und in Gruppe PRD 1). Nach 14 Wochen wie-

sen in allen Gruppen deutlich mehr bzw. alle Tiere Tumoren auf (jeweils 100 % in den Grup-

pen SK 2, PAD 2 und PRD 2 und 44 % in Gruppe DFMO 2) (Diagramm 8). Hier war das 

Erkrankungsrisiko unter polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus DFMO gegenüber allen 

anderen Versuchsgruppen sogar signifikant gesenkt (jeweils p<0,05). 

In der differenzierten prozentualen Auswertung der Tiere mit hepatozellulärem Karzinom 

bzw. Adenom (Diagramm 7 und 8) stieg das Erkrankungsrisiko zwischen der 10. und 14. Wo-
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che ebenfalls in nahezu allen Ernährungsgruppen erkennbar an (SK: 57 % HCC auf 78 % 

HCC; PAD: 30 % HCC auf 86 % HCC und 20 % HCA auf 71 % HCA; PRD: 40 % HCC auf 

89 % HCC und 30 % HCA auf 44 % HCA. Nur der Anteil unter Standardkost diagnostizierter 

Leberzelladenome ging von 71 % auf 56 % zurück. In den DFMO-Gruppen war das prozentu-

ale Auftreten hepatozellulärer Karzinome und Adenome nach 10 und 14 Wochen gegenüber 

den anderen Versuchsgruppen deutlich reduziert. Bezüglich der Karzinomausbildung nach 14 

Wochen war diese Reduzierung gegenüber den Gruppen PAD und PRD signifikant (22 % 

HCC in Gruppe DFMO 2 gegen 86 % HCC in Gruppe PAD 2 und 89 % HCC in Gruppe  

PRD 2 (p<0,05)). Im Vergleich zu den Standardkosttieren fiel die Reduzierung mit einer Irr-

tumswahrscheinlichkeit von p<0,1 noch „tendenziell statistisch signifikant“ aus (22 % in 

Gruppe DFMO 2 gegen 78 % in Gruppe SK 2 (p<0,1)).  

Unter alleiniger polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost lag der Anteil karzinom- bzw. ade-

nomausbildender Tiere 10 Wochen nach NNM-Gabe über den entsprechenden Ergebnissen 

der DFMO-Gruppe (30 % HCC und 20 % HCA in Gruppe PAD 1 gegen jeweils 13 % HCC 

bzw. HCA in Gruppe DFMO 1) (Diagramm 7). Gegenüber den Standardkostergebnissen     

(57 % HCC und 71 % HCA in Gruppe SK 1) war die Erkrankungsrate deutlich, wenn auch 

nicht signifikant, gesenkt. Nach 14 Wochen ergab der Vergleich zwischen PAD-Tieren und 

Standardkosttieren sowohl für Karzinome als auch für Adenome ein bei PAD-Tieren leicht 

erhöhtes Erkrankungsrisiko (86 % HCC und 71 % HCA in Gruppe PAD 2 gegen 78 % HCC 

und 56 % HCA in Gruppe SK 2) (Diagramm 8). 

Tiere mit polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin bildeten 10 Wochen nach NNM-

Applikation seltener hepatozelluläre Karzinome und Adenome aus als Standardkosttiere     

(40 % HCC und 30 % HCA in Gruppe PRD 1 gegen 57 % HCC und 71 % HCA in Gruppe 

SK 1) (Diagramm 7). Gegenüber Tieren mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Diät ohne 

bzw. plus DFMO zeigten sie allerdings ein erhöhtes Krankheitsrisiko (30 % HCC und 20 % 

HCA in Gruppe PAD 1 bzw. jeweils 13% HCC und HCA in Gruppe DFMO 1). 14 Wochen 

nach NNM-Applikation lag der Anteil adenomerkrankter PRD-Tiere weiterhin, wenn auch 

weniger deutlich, unter dem entsprechenden Standardkostergebnis (44 % HCA in Gruppe 

PRD 2 gegen 56 % HCA in Gruppe SK 2) (Diagramm 8). Bezüglich der Karzinomentwick-

lung war das Risiko unter polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin allerdings jetzt gegen-

über Standardkostbedingungen erhöht (89 % HCC in Gruppe PRD 2 gegen 78 % HCC in 

Gruppe SK 2). 
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In der Leber lokalisierte Angiosarkome traten im Vergleich zu hepatozellulären Karzinomen 

und Adenomen insgesamt weniger häufig auf (Diagramm 7 und 8). Tiere der DFMO-Gruppen 

bildeten auffälligerweise überhaupt keine Angiosarkome aus. In den anderen Versuchsgrup-

pen lagen die Erkrankungsraten nach 10 Wochen zwischen 10 % (Gruppe PAD 1) und 20 % 

(Gruppe PRD 1) (Diagramm 7) und nach 14 Wochen  zwischen 11 %  (Gruppe SK 2)  und   

43 %  (Gruppe PAD 2) (Diagramm 8). 

Ein cholangiozelluläres Karzinom (CCC) wurde lediglich unter Standardkost 10 Wochen nach 

letztmaliger NNM-Exposition befundet (Diagramm 7). Cholangiozelluläre Adenome (CCA) 

traten bei allen Ernährungsgruppen auf, wobei nach 10 Wochen nur Tiere mit poly-

aminarmer, antibiotikahaltiger Kost ohne bzw. plus zusätzlich verabreichtes DFMO betroffen 

waren (10 % CCA in Gruppe PAD 1 und 25 % CCA in Gruppe DFMO 1) (Diagramm 7). 

Nach 14 Wochen wurden auch unter Standardkosttieren und PRD-Tieren cholangiozelluläre 

Adenome diagnostiziert (Diagramm 8). Zu diesem Zeitpunkt wiesen alle Gruppen eine etwa 

vergleichbare Erkrankungshäufigkeit zwischen 11 % in Gruppe PRD 2 und jeweils 22 % in 

den Gruppen SK 2 und DFMO 2 auf. 

Sowohl nach 10 als auch nach 14 Wochen hatten ausnahmslos alle Tiere präneoplastische 

Leberzellherde entwickelt, sodass Aussagen bzgl. eines unterschiedlichen Erkrankungsrisikos 

nicht möglich waren (Diagramm 7 und 8).  

3.3.2 Gesamtzahl hepatozellulärer Karzinome und Adenome 

Die niedrigsten Gesamtzahlen traten sowohl 10 als auch 14 Wochen nach NNM-Exposition in 

den Gruppen mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Diät und DFMO auf (Diagramm 9 und 

10). Insbesondere die Anzahl der hepatozellulären Karzinome zeigte sich bei den DFMO-

Tieren im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen deutlich erniedrigt. 14 Wochen nach 

NNM-Gabe war diese Differenz zu den PRD-Tieren signifikant (3 HCC in Gruppe DFMO 2 

gegen 30 HCC in Gruppe PRD 2 (p<0,05)) (Diagramm 9). 

Unter alleiniger polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost entsprachen die nach 10 und 14 Wo-

chen diagnostizierten hepatozellulären Karzinome den Ergebnissen der Standardkostgruppen 

(5 HCC in Gruppe PAD 1 gegen 6 HCC in Gruppe SK 1 und 18 HCC in Gruppe PAD 2 ge-

gen 17 HCC in Gruppe SK 2) (Diagramm 9). Die Gesamtzahl der Adenome war bei den 



E R G E B N I S S E  

 41

PAD-Tieren 10 Wochen nach NNM-Applikation zunächst gegenüber der Adenomzahl unter 

Standardkost reduziert (4 HCA in Gruppe PAD 1 gegen 7 HCA in Gruppe SK 1) (Diagramm 

10), nach 14 Wochen hatten sich bei den PAD-Tieren allerdings mehr Adenome ausgebildet 

als bei den SK-Tieren (10 HCA in Gruppe PAD 2 gegen 8 HCA in Gruppe SK 2).  

Unter polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin konnten teilweise erhöhte Tumorgesamtzah-

len festgestellt werden. Hepatozelluläre Karzinome traten bei PRD-Langzeittieren im Ver-

gleich zur Standardkostgruppe fast doppelt so häufig auf (30 HCC in Gruppe PRD 2 gegen 17 

HCC in Gruppe SK 2) (Diagramm 9). Hepatozelluläre Adenome zeigten sich dagegen vor 

allem bei den PRD-Kurzzeittieren gegenüber den anderen Versuchsgruppen vermehrt (10 

HCA in Gruppe PRD 1 gegen 7 HCA in Gruppe SK 1, 4 HCA in Gruppe PAD 1 und 2 HCA 

in Gruppe DFMO 1) (Diagramm 10). Eine Zunahme der Adenomgesamtzahl erfolgte zwi-

schen der 10. und 14. Woche nach NNM-Applikation unter polyaminreicher Kost plus Ami-

noguanidin im Gegensatz zu allen anderen Versuchsgruppen nicht (jeweils 10 HCA in Gruppe 

PRD 1 und PRD 2) (Diagramm 10). Die Zunahme der hepatozellulären Karzinome dagegen 

fiel zwischen der 10. und 14. Woche bei PRD-Tieren deutlicher aus als in den anderen Grup-

pen (6 HCC in Gruppe PRD 1 gegen 30 HCC in Gruppe PRD 2) (Diagramm 9). 

3.3.3 Anzahl hepatozellulärer Karzinome und Adenome pro Tier 

In den Gruppen mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost und zusätzlich verabreichtem 

DFMO war die auf das einzelne Tier bezogene Ausbildung hepatozellulärer Karzinome 10 

und 14 Wochen nach Karzinogenverabreichung im Vergleich zu den anderen Versuchsgrup-

pen erniedrigt (Diagramm 11 und 12). Entsprechend der Auswertung der HCC-Gesamtzahlen 

war dieser Unterschied nach 14 Wochen zu den Tieren mit polyaminreicher Kost plus Ami-

noguanidin signifikant (1,5 HCC in Gruppe DFMO 2 gegen 3,8 HCC in Gruppe PRD 2  

(p<0,05)) (Diagramm 11). Bezüglich der Adenomausbildung pro Tier fiel unter den DFMO-

Tieren gegenüber den SK- und PAD-Gruppen keine Reduzierung auf (Diagramm 12).  

Unter polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost traten im Vergleich zu den anderen Versuchs-

gruppen weder bzgl. der hepatozellulären Karzinome pro Tier noch bzgl. der hepatozellulären 

Adenome pro Tier signifikante Unterschiede auf. Bei Tieren mit polyaminreicher Diät plus 

Aminoguanidin deutete sich bei den ausgebildeten hepatozellulären Adenomen pro Tier 10 
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und 14 Wochen nach NNM-Gabe mit 3,3 HCA pro Tier in Gruppe PRD 1 und 2,5 HCA pro 

Tier in Gruppe PRD 2 eine Erhöhung gegenüber allen anderen Versuchsgruppen an (Dia-

gramm 12). Die Entstehung hepatozellulärer Karzinome pro Tier zeigte sich bei den PRD-

Tieren nur nach 14 Wochen mit durchschnittlich 3,8 HCA pro Tier ebenfalls erkennbar erhöht 

(Diagramm 11). 

Ein Anstieg der pro Tier diagnostizierten Befunde zwischen der 10. und 14. Woche nach 

NNM-Gabe trat vor allem bei den hepatozellulären Karzinomen und hier besonders unter 

PRD-Tieren auf (von 1,5 HCC in Gruppe PRD 1 auf 3,8 HCC in Gruppe PRD 2) (Diagramm 

11). Die hepatozellulären Adenome pro Tier nahmen allenfalls diskret bei SK-Tieren zu (von 

1,4 HCA in Gruppe SK 1 auf 1,6 HCA in Gruppe SK 2) (Diagramm 12). Bei PAD-Tieren 

veränderte sich die Adenomanzahl pro Tier im zeitlichen Verlauf nicht und bei DFMO- und 

PRD-Tieren nahm sie sogar ab (von 2,0 HCA in Gruppe DFMO 1 auf 1,7 HCA in Gruppe 

DFMO 2 bzw. von 3,3 HCA in Gruppe PRD 1 auf 2,5 HCA in Gruppe PRD 2).  

3.3.4 Malignitätsgrad und Größe der hepatozellulären Karzinome 

In der Auswertung der Malignitätsgrade wurden nur Langzeittiere berücksichtigt, bei denen 

der zeitliche Abstand zur letztmaligen NNM-Applikation 14 Wochen betrug. Bei den 10 Wo-

chen nach NNM-Gabe getöteten Kurzzeittieren erwies sich eine Unterscheidung der Maligni-

tätsgrade aufgrund der geringen Tumorgesamtzahl als nicht sinnvoll. 

Unter Standardkost wurden 70 % der nach 14 Wochen diagnostizierten hepatozellulären Kar-

zinome dem Malignitätsgrad G2 zugeordnet (Diagramm 13). 18 % der Karzinome wurden 

niedriger maligne (G1) und 12 % höher maligne (G3) eingestuft. Bei den Tieren mit poly-

aminarmer, antibiotikahaltiger Kost war im Vergleich dazu der Anteil der G3-Karzinome mit 

6 % deutlich reduziert und niedrig maligne Karzinome traten mit 39 % vermehrt auf. Leber-

zellkarzinome der Tiere mit polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin zeigten im Vergleich 

zur Standardkostgruppe bei einem etwa gleich hohen Anteil an G1-Karzinomen (17 %) er-

kennbar häufiger hochmaligne Eigenschaften (33%). Unter DFMO 2-Tieren wurden keine 

G3-Karzinome diagnostiziert und gegenüber den anderen Gruppen trat hier der weitaus höchs-

te Anteil an niedrigmalignen G1-Befunden auf (67 %). 
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Bezüglich der Größe (Durchmesser in mm) der 14 Wochen nach NNM-Gabe induzierten he-

patozellulären Karzinome (Diagramm 14) zeigten die Standardkost-Langzeittiere im Ver-

gleich zur PAD 2-Gruppe und zur PRD 2-Gruppe keine Auffälligkeiten. Bei den Tieren der 

Gruppe DFMO 2 betrug die durchschnittliche Karzinomgröße 4 mm und war damit ver-

gleichsweise gering. Der mit Abstand größte Tumor von 6,5 cm Durchmesser wurde nach 10 

Wochen unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin diagnostiziert.  

3.3.5 Häufigkeit präneoplastischer Leberzellherde 

Die Häufigkeit der verschiedenen präneoplastischen Leberzellherde wurde in den 3 Stufen 

„wenige Foci“, „mehrere Foci“ und „multiple Foci“ angegeben. Im Versuchsverlauf ent-

wickelten alle Tiere präneoplastische Veränderungen, wobei jedem Tier mehrere Herde mit 

jeweils unterschiedlichen histologischen Eigenschaften und auch unterschiedlichen Häufigkei-

ten zugeordnet werden konnten (Tabelle 6).  

Die Auswertung der 7 Standardkost-Kurzzeittiere umfasste 10 Wochen nach NNM-Gabe ins-

gesamt das 28malige Vorkommen unterschiedlicher präneoplastischer Leberzellherde, wobei 

diese größtenteils mit einer geringen Häufigkeit auftraten (47 % „wenige Foci“) (Diagramm 

15). 39 % aller Präneoplasien wiesen eine mittlere Häufigkeit auf und nur 14 % der Foci wur-

den sehr häufig diagnostiziert. 4 Wochen später überwogen präneoplastische Zellherde mit 

einer mittleren Häufigkeit (58 %). „Wenige Foci“ traten seltener (25 %) und „multiple  Foci“ 

häufiger (17 %) auf. Unter polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost zeigte 10 Wochen nach 

NNM-Gabe die Häufigkeitsverteilung unter den insgesamt 30 diagnostizierten präneoplasti-

schen Herden mit 47 % „wenigen Foci“, 40 % „mehreren Foci“ und 13 % „multiplen Foci“ 

eine in etwa den Standardkostergebnissen entsprechende Verteilung. Ebenfalls entsprechend 

den Standardkosttieren nahm 14 Wochen nach NNM-Gabe der Anteil „weniger Foci“ auf 39 

% ab und der Anteil „multipler Foci“ auf 22 % zu. Bei Tieren mit polyaminarmer, antibio-

tikahaltiger Kost plus DFMO waren die Anteile der „multiplen Foci“ nach 10 und nach 14 

Wochen mit 6 % und 5 % gegenüber den anderen Versuchsgruppen deutlich reduziert. 14 

Wochen nach NNM-Applikation lag der Anteil „weniger Foci“ bei DFMO-Tieren mit 63 % 

zudem deutlich über den Ergebnissen in den anderen Gruppen. Tiere mit polyaminreicher Diät 

plus Aminoguanidin wiesen 10 Wochen nach NNM-Gabe im Gruppenvergleich den höchsten 

Anteil an „multiplen Foci“ auf (26 % „multiple Foci“). Der Anteil an „wenigen Foci“ ent-
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sprach mit 42 % etwa den Ergebnissen der anderen Gruppen. Zwischen der 10. und 14. Wo-

che fand ausschließlich unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin eine deutliche Ver-

ringerung des Anteils „multipler Foci“ von 26 % auf 17 % statt. 

3.3.6 Histologische Klassifizierung präneoplastischer Leberzellherde 
mittlerer Häufigkeit 

Unter Standardkost zeigten 10 Wochen nach NNM-Applikation mit insgesamt 64 % (55 %  

gemischtzellige und 9 % basophilzellige Foci) bereits mehr als die Hälfte der mit einer mittle-

ren Häufigkeit auftretenden präneoplastischen Herde späte histologische Eigenschaften (Dia-

gramm 16). 36 % der Foci waren dem initialen klarzelligen Herdtyp zuzuordnen. 4 Wochen 

später lag der Anteil gemischtzelliger und basophilzelliger Foci zwar nur noch bei 43 % (19 % 

plus 24 %), die isolierte Betrachtung der im Karzinogeneseverlauf zuletzt auftretenden baso-

philzelligen Foci zeigte allerdings einen deutlichen Anstieg von 9 % auf 24 %. Amphophilzel-

lige und azidophilzellige Veränderungen traten unter Standardkost erstmalig nach 14 Wochen 

auf und bildeten einen Gesamtanteil von 24 % (5 % plus 19 %).  

Tiere mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost entwickelten sowohl ohne, als auch mit 

zusätzlich verabreichtem DFMO 10 Wochen nach NNM-Gabe keine basophilzelligen Foci. 

Unter zusätzlich verabreichtem DFMO fiel nach 10 Wochen allerdings ein gegenüber den 

PAD-Tieren erheblich vermehrtes Auftreten erster klarzelliger Foci auf (75 % in Gruppe 

DFMO 1 gegen 41 %in Gruppe PAD 1). Dementsprechend zeigte sich der Anteil späterer 

gemischtzelliger Foci in Gruppe PAD 1 mit 42 % gegenüber Gruppe DFMO 1 mit 12,5 % 

erhöht. In beiden Gruppen wurde mit 17 % in Gruppe PAD 1 und 12,5 % in Gruppe DFMO 1 

ein etwa gleich großer Anteil initialer azidophilzelliger Foci ausgebildet. 14 Wochen nach 

NNM-Applikation zeigten sich bei PAD-Tieren erstmals basophilzellige Veränderungen     

(11 %) und der Anteil gemischtzelliger Foci war mit 56 % gegenüber dem 10-Wochen-

Ergebnis von 42 % erhöht. Unter zusätzlichem DFMO waren auch 14 Wochen nach NNM-

Applikation – im Gegensatz zu allen anderen Versuchsgruppen – keine basophilzelligen Her-

de nachweisbar. Der Anteil klarzelliger Foci blieb zwischen der 10. und 14. Woche weitge-

hend konstant auf dem im Gruppenvergleich höchsten Niveau von 75 % in Gruppe DFMO 1 

bzw. 71 % in Gruppe DFMO 2.  
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Die höchsten Anteile basophilzelliger Foci wurden 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe bei 

Tieren mit polyaminreicher Ernährung plus Aminoguanidin nachgewiesen. Ähnlich der Stan-

dardkostergebnisse stieg dabei der Anteil basophilzelliger Foci zwischen der 10. und 14. Wo-

che deutlich an (von 18 % auf 44 %) bei einem gleichzeitigen Rückgang der gemischtzelligen 

Anteile (von 46 % auf 21 %). Der Anteil klarzelliger Veränderungen blieb weitgehend kon-

stant (27 % CCF in Gruppe PRD 1 und 21 % CCF in Gruppe PRD 2). Azidophilzellige Herde 

traten bei PRD-Tieren nach 10 und nach 14 Wochen auf und zeigten während dieses Zeitrau-

mes einen leichten Anstieg von 9 % auf 14 %. 

3.4 Intrazellulärer Polyaminstoffwechsel 

Die Auswertung der Polyaminstoffwechselparameter umfasste die beiden Schlüsselenzyme 

der intrazellulären de novo-Synthese Ornithindecarboxylase (ODC) und S-Adenosyl-

methionindecarboxylase (SAM-DC) sowie die am Interkonversionsstoffwechsel beteiligte 

Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT). Daneben wurden die intrazellulären Poly-

aminkonzentrationen von Putrescin (PUT), Spermin (SPM) und Spermidin (SPD) gemessen 

und auf den DNA-Gehalt der Gewebeproben bezogen. Zielgewebe der Untersuchungen waren 

Leber- und Nierengewebe karzinomfreier Tiere, unauffälliges Leber- und Nierengewebe von 

Tieren mit karzinomatöser Erkrankung und hepatozelluläres Karzinomgewebe. Bei den Lang-

zeittieren mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost (Gruppe PAD 2) war die tumoröse 

Durchsetzung der Lebermittellappen so weit fortgeschritten, dass eine ausreichende Isolierung 

unauffälligen Lebergewebes zur Enzym- und Polyaminauswertung nicht möglich war. Daten 

bezüglich gesunden Lebergewebes wurden in dieser Gruppe daher nicht gewonnen. Unter den 

Kurzzeittieren mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus DFMO (Gruppe DFMO 1) 

entwickelte nur eines der Versuchstiere ein hepatozelluläres Karzinom, das allerdings nicht 

den Mittellappen betraf und daher nicht zur Enzym- bzw. Polyaminbestimmung zur Verfü-

gung stand. Entsprechende Messwerte karzinomatösen Gewebes liegen demzufolge nicht vor 

und auch die Bestimmung einer Standardabweichung war bezogen auf Leber- bzw. Nierenge-

webe karzinomerkrankter Tiere nicht möglich. Unter den Standardkost-Kurzzeittieren (Grup-

pe SK 1) konnte nur bei einem der karzinomerkrankten Tiere ausreichend karzinomatöses 

Lebergewebe aus dem Mittellappen isoliert werden und bei den Standardkost-Langzeittieren 

(Gruppe SK 2) sowie bei den Langzeittieren mit polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin 
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(Gruppe PRD 2) trat jeweils nur ein einzelnes makroskopisch karzinomfreies Tier auf. Auch 

in diesen Fällen wurde keine Standardabweichung ermittelt. 

3.4.1 Leber 

3.4.1.1 Ornithindecarboxylase (ODC) 

In allen Versuchsgruppen, in denen hepatozelluläres Karzinomgewebe isoliert werden konnte, 

fiel dieses durch erhöhte ODC-Aktivitäten auf (Diagramm 17). 10 Wochen nach NNM-

Exposition war dieser ODC-Anstieg innerhalb der Versuchsgruppe mit polyaminreicher Kost 

plus Aminoguanidin gegenüber Lebergewebe karzinomfreier Tiere sowie gegenüber karzi-

nombenachbartem Lebergewebe signifikant (144,98±133,11 gegen 4,24±1,74 und gegen 

5,53±1,98 pmol 14CO2/h/mg DNA (p<0,05)). Nach 14 Wochen trat die signifikante ODC-

Erhöhung karzinomatösen Gewebes nicht nur bei PRD-Tieren auf (129,92±77,31 gegen 

6,86±5,19 pmol 14CO2/h/mg DNA (p<0,0025)), sondern auch unter Standartkost 

(148,98±144,76 gegen 13,79±9,09 pmol 14CO2/h/mg DNA (p<0,05)) und unter polyaminar-

mer, antibiotikahaltiger Kost (89,32±8,5 gegen 14,83±8,27 pmol 14CO2/h/mg DNA (p<0,05)). 

Vergleichsproben karzinomfreier Tiere konnten in diesen Gruppen nicht in ausreichendem 

Umfang gewonnen werden. Auch in der Kurzzeit-PAD-Gruppe (PAD 1) und der Langzeit-

DFMO-Gruppe (DFMO 2) lagen die ODC-Werte im entnommenen Karzinomgewebe deutlich 

über den Ergebnissen der übrigen Lebergewebeproben. Signifikante Unterschiede ergaben 

sich hier nicht. 

Im Vergleich der Lebergewebeproben fielen unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin 

teilweise signifikant erniedrigte ODC-Aktivitäten auf. 10 Wochen nach NNM-Gabe betraf 

dies insbesondere den Vergleich zwischen Lebergewebe karzinomfreier PRD-Tiere und ent-

sprechenden Gewebeproben von SK- und PAD-Tieren (4,24±1,74 gegen 22,72±9,85 und ge-

gen 12,15±6,71 pmol 14CO2/h/mg DNA (p<0,05)). 14 Wochen nach NNM-Gabe war die 

ODC-Reduzierung in karzinombenachbartem Lebergewebe der PRD-Gruppe gegenüber ent-

sprechenden Gewebeproben der PAD-Gruppe signifikant (6,86±5,19 gegen 14,83±8,27 pmol 

14CO2/h/mg DNA (p<0,05)).  
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In karzinomatösem Gewebe erreichte die ODC-Aktivität dagegen unter polyaminreicher Kost 

plus Aminoguanidin größtenteils deutlich höhere Werte als in entsprechenden Proben der an-

deren Versuchsgruppen – lediglich der ODC-Wert im Karzinomgewebe der Langzeit-SK-

Tiere lag über den Ergebnissen der PRD-Tiere. Signifikante Unterschiede wurden hier nicht 

beobachtet. 

Neben den Lebergewebeproben von PRD-Tieren wiesen auch Lebergewebeproben von Tieren 

mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus DFMO vergleichsweise niedrige ODC-

Aktivitäten auf. Die höchsten ODC-Werte wurden 10 Wochen nach NNM-Gabe in Leberge-

webe von SK-Tieren und 14 Wochen nach NNM-Gabe in Lebergewebe von SK- und PAD-

Tieren gemessen, ohne dass hierbei signifikante Unterschiede auftraten.  

Die direkte Gegenüberstellung der Leberproben karzinomfreier und karzinomerkrankter Tiere, 

die aufgrund zu weniger Messergebnisse nicht in allen Versuchsgruppen möglich war, ließ 

keine maßgeblichen Unterschiede erkennen.  

3.4.1.2 S-Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC) 

Eine in Karzinomgewebe erhöhte SAM-DC-Aktivität trat insbesondere unter Standardkost 

und unter polyaminarmer, antibiotikahaltiger Diät auf (Diagramm 18). Größtenteils waren 

diese Aktivitätssteigerungen gegenüber nicht-karzinomatösem Lebergewebe signifikant (in 

Gruppe PAD 1: 4,06±0,52 gegen 2,14±0,56 nmol 14CO2/30 min/mg DNA (p<0,05); in Grup-

pe PAD 2: 4,37±1,82 gegen 1,93±0,20 nmol 14CO2/30 min/mg DNA (p<0,05); in Gruppe 2: 

4,99±1,90 gegen 2,37±0,5 nmol 14CO2/30 min/mg DNA (p<0,05)). Im Vergleich der Karzi-

nomproben wies Karzinomgewebe unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin 10 und 

14 Wochen nach NNM-Gabe die niedrigsten SAM-DC-Konzentrationen auf, ohne dass aller-

dings signifikante Unterschiede erreicht wurden.  

Lebergewebe karzinomfreier Tiere und karzinombenachbartes Lebergewebe zeigten unter 

polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus DFMO 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe 

vergleichsweise erhöhte SAM-DC-Aktivitäten. Bei den Langzeittieren war dieser Unterschied 

in karzinombenachbartem Lebergewebe gegenüber entsprechenden Ergebnissen der PRD-

Gruppe signifikant (3,79±0,68 gegen 1,73±0,79 nmol 14CO2/30 min/mg DNA (p<0,05)). 
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Der Vergleich von unauffälligem Lebergewebe karzinomfreier Tiere mit dem karzinombefal-

lener Tiere zeigte bezüglich des SAM-DC-Gehaltes keine signifikanten Auffälligkeiten. 

3.4.1.3 Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT) 

Eine tendenzielle Erhöhung der SAT-Aktivität in karzinomatösem Lebergewebe gegenüber 

nicht-karzinomatösem Lebergewebe zeichnete sich – soweit es die Auswertungen der erhobe-

nen Daten zulassen – in allen Versuchsgruppen ab (Diagramm 19). Am deutlichsten trat die-

ser Unterschied 10 Wochen nach NNM-Gabe bei Tieren mit polyaminarmer, antibiotikahalti-

ger Diät auf, wobei jedoch bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,1 allenfalls eine „ten-

denziell signifikante“ Differenz nachgewiesen werden konnte (33,15±5,23 gegen 12,19±3,09 

und gegen 14,21±3,35 AcSpd./min/mg DNA (p<0,1)).  

In der Auswertung unveränderten Lebergewebes karzinomfreier und karzinomerkrankter Tiere 

wurden die höchsten SAT-Aktivitäten bei Kurzzeit- und Langzeittieren jeweils unter poly-

aminreicher Diät plus Aminoguanidin gemessen, wogegen bei Tieren der PAD-Gruppe und 

der DFMO-Gruppe vergleichsweise niedrige SAT-Werte auftraten. Signifikante Unterschiede 

wurden hier nicht sichtbar. 

Die Gegenüberstellung der SAT-Aktivitäten im Lebergewebe karzinomfreier und karzinom-

befallener Tiere ergab in keiner Versuchsgruppe signifikante Unterschiede.  

3.4.1.4 Putrescin (PUT) 

Die Messung des Polyamins Putrescin (Diagramm 20) gestaltete sich wegen der hohen Detek-

tionsschwelle schwierig und aufgrund der wenigen gewonnenen Werte war eine Auswertung 

der Ergebnisse nur in den Gruppen SK 2, PAD 2, PRD 1 und PRD 2 möglich.  

Das untersuchte Karzinomgewebe zeigte in allen auswertbaren Gruppen gegenüber den Mes-

sungen normalen Leberparenchyms karzinomfreier und karzinomerkrankter Tiere höhere 

Putrescinkonzentrationen. Bei den 14 Wochen nach NNM-Verabreichung getöteten Tieren 

mit Standardkost und den Tieren mit polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin waren die 

Differenzen zwischen Karzinomgewebe und dem Lebergewebe karzinombefallener Tiere sig-
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nifikant und hochsignifikant (89,58±35,11 gegen 17,39±5,44 nmol/mg DNA (p<0,05) in 

Gruppe SK 2 und 58,41±23,56 gegen 22,65±10,29 nmol/mg DNA (p<0,0025) in Gruppe  

PRD 2). Der Vergleich zwischen Lebergewebe karzinomfreier Tiere und unauffälligem Le-

bergewebe karzinombefallener Tiere zeigte keine signifikanten Ergebnisse. 

3.4.1.5 Spermidin (SPD) 

Die Spermidinkonzentrationen (Diagramm 21) in Karzinomgewebe entsprachen bei fast allen 

Versuchsgruppen 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe etwa den Werten unauffälligen Leber-

gewebes oder lagen leicht darüber. Einzige Ausnahme bildeten die Kurzzeittiere unter poly-

aminreduzierter, antibiotikahaltiger Kost, bei denen der Spermidinwert im Karzinomgewebe 

gegenüber den Leberwerten karzinomfreier Tiere signifikant reduziert war (147,88±47,44 ge-

gen 286,43±96,07 nmol/mg DNA (p<0,05)). Die Spermidinwerte im Lebergewebe karzinom-

freier und karzinomerkrankter Tiere zeigten sich in den Gruppen mit polyaminarmer, antibio-

tikahaltiger Kost ohne bzw. plus DFMO gegenüber den Ergebnissen unter Standardkost und 

unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin reduziert. Signifikant war diese Reduzierung 

10 Wochen nach NNM-Gabe im Vergleich der Leberproben karzinomfreier Tiere der Gruppe 

PAD 1 gegen Gruppe SK 1 und gegen Gruppe PRD 1 (286,43±96,07 gegen 471,30±58,05 

nmol/mg DNA (p<0,05) und gegen 513,70±90,27 nmol/mg DNA (p<0,05)) sowie im Ver-

gleich der Leberproben karzinomfreier Tiere der Gruppe DFMO 1 gegen Gruppe PRD 1 

(311,77±101,14 gegen 513,70±90,27 nmol/mg DNA (p<0,05)). 14 Wochen nach NNM-

Verabreichung war die Reduzierung der Spermidinkonzentration in den Gruppen PAD und 

DFMO ebenfalls erkennbar, eine signifikante Differenz konnte allerdings nur im Vergleich 

unauffälligen Lebergewebes karzinombefallener Tiere der PAD 2-Gruppe gegenüber den    

SK 2-Tieren nachgewiesen werden (417,23±68,66 gegen 657,80±170,36 nmol/mg DNA 

(p<0,05)).  

Der Vergleich zwischen Lebergewebe karzinomfreier und karzinomerkrankter Tiere zeigte in 

keiner Gruppe signifikante Unterschiede.  
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3.4.1.6 Spermin (SPM) 

Die Sperminaktivität (Diagramm 22) zeigte in den untersuchten Lebergewebeproben keine 

maßgeblichen Unterschiede. In allen Gruppen entsprach die Konzentration des Polyamins im 

Karzinomgewebe etwa den Ergebnissen normalen Lebergewebes karzinomfreier und karzi-

nombefallener Tiere. Eine Ausnahme bildete der Sperminwert im Karzinomgewebe der Kurz-

zeittiere mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Nahrung, der sowohl gegenüber den Leber-

proben karzinomfreier Tiere (102,72±29,91 gegen 340,65±96,83 nmol/mg DNA (p<0,05)) als 

auch gegenüber dem Karzinomwert der PRD 1-Gruppe (102,72±29,91 gegen 554,67±281,05 

nmol/mg DNA (p<0,05)) signifikant erniedrigt war. 

3.4.1.7 DNA und Proteine 

Die Messung der DNA (Diagramm 23) zeigte – ebenso wie die Auswertung des Proteinge-

halts (Diagramm 24) – sowohl im Vergleich der einzelnen Ernährungsgruppen als auch in der 

Gegenüberstellung der verschiedenen Gewebeproben keine signifikanten Auffälligkeiten.  

3.4.2 Niere 

Das entnommene Nierengewebe wurde entsprechend den Untersuchungen der Lebergewebe-

proben bezüglich der Polyaminkonzentrationen und der Aktivitäten der am Polyaminstoff-

wechsel beteiligten Enzyme ausgewertet. Eine Unterscheidung zwischen dem Nierengewebe 

karzinomfreier Tiere und dem karzinomerkrankter Tiere gelang in den meisten Fällen. Als 

trophische Parameter wurden – ebenfalls entsprechend der Auswertung des Lebergewebes – 

DNA- und Proteingehalt bestimmt. 

3.4.2.1 Ornithindecarboxylase (ODC) 

Die Messungen der ODC-Aktivität im Nierengewebe (Diagramm 25) zeigten außerordentlich 

große Schwankungen. Die Werte reichten von 24,47 pmol 14CO2/h/mg DNA in Gruppe 

DFMO 2 bis 635,15 pmol 14CO2/h/mg DNA in Gruppe SK 1. Die niedrigsten Werte wurden 

sowohl 10 als auch 14 Wochen nach NNM-Gabe in den Gruppen mit polyaminarmer, antibio-

tikahaltiger Diät plus DFMO bzw. mit polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin erreicht. 10 
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Wochen nach NNM-Applikation war diese Reduzierung im Nierengewebe karzinomfreier 

Tiere mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus DFMO gegenüber den Ergebnissen der 

Standardkosttiere und der Tiere mit alleiniger polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost signifi-

kant (33,35±14,22 gegen 421,20±146,17 und gegen 503,96±223,47 pmol14CO2/h/mg DNA 

(p<0,05)). Die ODC-Reduzierung unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin war bei 

karzinomfreien Tieren 10 Wochen nach NNM-Gabe gegenüber entsprechenden Gewebepro-

ben der Tiere mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost signifikant (121,96±106,27 gegen 

503,96±223,47 pmol 14CO2/h/mg DNA (p<0,05)). 

Bei den Langzeittieren zeigte das Nierengewebe karzinomerkrankter PRD-Tiere signifikant 

erniedrigte ODC-Werte gegenüber karzinomerkrankten PAD-Tieren (123,96±53,69 gegen 

311,55±76,57 pmol 14CO2/h/mg DNA (p<0,05)). 

Der Vergleich von Nierengewebe karzinomfreier Tiere mit dem karzinomerkrankter Tiere 

ergab keine signifikanten Unterschiede. 

3.4.2.2 S-Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC) 

10 und 14 Wochen nach NNM- Gabe war eine tendenzielle Erhöhung der SAM-DC-Aktivität 

unter polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus DFMO zu erkennen, wobei allerdings kei-

ne signifikanten Unterschiede erreicht wurden (Diagramm 26).  

In der Kurzzeit-Standardkostgruppe, in der Langzeit-PRD-Gruppe sowie insbesondere bei 

Kurzzeit- und Langzeit-DFMO-Tieren zeigten karzinomerkrankte Tiere gegenüber karzinom-

freien Tieren angedeutet erhöhte SAM-DC-Werte, wobei jedoch auch hier keine signifikanten 

Unterschiede vorlagen.  

3.4.2.3 Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT) 

Die Enzymaktivität der SAT (Diagramm 27) zeigte sich 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe 

bei Tieren mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost bzw. mit polyaminarmer, antibio-

tikahaltiger Kost und zusätzlich verabreichtem DFMO etwas erniedrigt, ohne dass signifikante 

Unterschiede auftraten. 14 Wochen nach NNM fielen im Nierengewebe der Standardkost-
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gruppe vergleichsweise hohe SAT-Konzentrationen auf. Signifikante Differenzen wurden 

auch hier nicht erreicht. Unterschiede zwischen dem Nierengewebe karzinomfreier Tiere und 

dem Nierengewebe karzinomerkrankter Tiere ergaben sich nicht.  

3.4.2.4 Putrescin (PUT) 

Unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin wurden 10 und 14 Wochen nach NNM deut-

lich erhöhte Putrescinwerte gemessen (Diagramm 28). Im Nierengewebe karzinombefallener 

Tiere war diese Erhöhung 14 Wochen nach NNM-Gabe gegenüber entsprechenden Gewebe-

proben von SK-Tieren und PAD-Tieren signifikant bzw. hochsignifikant (89,16±32,39 gegen 

19,04±3,46 pmol AcSpd./min/mg DNA (p<0,0025) und gegen 19,54±6,70 pmol 

AcSpd./min/mg DNA (p<0,05)).  

Unter polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost plus DFMO ergaben die Putrescinmessungen 

bei karzinomerkrankten Tieren keine Ergebnisse. Zwischen Standardkosttieren und PAD-

Tieren traten keine nennenswerten Differenzen auf. Ebenso nicht im Vergleich von karzinom-

freien und karzinomerkrankten Tieren. 

3.4.2.5 Spermidin (SPD) 

Die höchsten Spermidinwerte (Diagramm 29) traten 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe in 

den Gruppen mit polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin auf. Bei den Kurzzeittieren war 

diese Spermidinerhöhung im Nierengewebe karzinomfreier PRD-Tiere gegenüber entspre-

chenden Gewebeproben von Standardkosttieren, PAD-Tieren und DFMO-Tieren signifikant 

(573,11±117,11 gegen 201,86±21,17, gegen 216,55±64,57 und gegen 140,88±87,65 nmol/mg 

DNA (jeweils p<0,05)). Die Spermidinerhöhung in Nierengewebe karzinombefallener Kurz-

zeit-PRD-Tiere erwies sich nur gegenüber entsprechenden Gewebeproben der Standardkost-

tiere als signifikant (681,25±131,51 gegen 248,78±60,39 nmol/mg DNA (p<0,05)). Unter den 

Langzeittieren erreichte die unter polyaminreicher Diät plus Aminoguanidin erhöhte Spermi-

dinaktivität im Nierengewebe karzinombefallener PRD-Tiere gegenüber entsprechenden Ge-

webeproben von SK-Tieren und PAD-Tieren hochsignifikante Ausmaße (637,56±100,03 ge-

gen 236,39±44,27 und gegen 223,11±40,78 nmol/mg DNA (jeweils p<0,0025)).  
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Spermidinmessungen im Nierengewebe von DFMO-Tieren schienen – abgesehen von der 

teilweise signifikanten Differenz zu den Ergebnissen der PRD-Tiere – auch gegenüber den 

Ergebnissen unter Standardkost und polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost angedeutet er-

niedrigt, ohne dass hierbei allerdings statistisch relevante Unterschiede auftraten. Die Diffe-

renzierung zwischen Gewebe karzinomfreier und karzinombefallener Tiere zeigte keine signi-

fikanten Unterschiede. 

3.4.2.6 Spermin (SPM) 

Die höchsten Sperminaktivitäten wurden in den Gruppen mit polyaminreicher Kost plus Ami-

noguanidin gemessen (Diagramm 30). Signifikant war dieser Unterschied 10 Wochen nach 

NNM-Gabe im Vergleich karzinomfreier PRD-Tiere mit entsprechenden Gewebeproben der 

Tiere mit Standardkost und der Tiere mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Diät 

(400,32±69,96 gegen 227,27±17,22 und gegen 272,18±60,64 nmol/mg DNA (p<0,05)). 14 

Wochen nach NNM-Gabe war die Sperminerhöhung in Nierengewebe karzinombefallener 

PRD-Tiere im Vergleich zu entsprechenden Gewebeproben von SK-Tieren und PAD-Tieren 

ebenfalls signifikant (398,06±68,23 gegen 292,64±92,05 und gegen 277,82±65,24 nmol/mg 

DNA (p<0,05)). Mit Ausnahme der Gruppe DFMO 1 lagen die Sperminwerte im Nierenge-

webe karzinomerkrankter Tiere jeweils leicht über den entsprechenden Ergebnissen karzinom-

freier Tiere. In Gruppe PAD 2 konnte ein diesbezüglicher Vergleich nicht erfolgen, da kein 

Messergebnis von karzinomfreien Tiere vorlag.  

3.4.2.7 DNA und Proteine 

Die Bestimmung des DNA-Gehalts (Diagramm 31) ergab relativ einheitliche Messwerte. Wie 

bereits in der Betrachtung der Lebergewebeproben (Kap. 3.4.1.7) lieferte weder der Vergleich 

der unterschiedlichen Ernährungsgruppen noch die Differenzierung in Nierengewebe karzi-

nomfreier und karzinomerkrankter Tiere Auffälligkeiten. Der Proteingehalt (Diagramm 32) 

des untersuchten Gewebes lag zwischen 98,56 mg/g Gewebe (karzinombefallene Tiere der 

Gruppe PAD 1) und 141,96 mg/g Gewebe (karzinombefallene Tiere der Gruppe PRD 1) und 

auch hier zeigten die Ergebnisse keine signifikanten Besonderheiten. 
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Diagramm 1 und 2: Mittleres Körpergewicht in den Kurzzeitgruppen (Tötung 10 Wochen nach NNM-Gabe) und 

in den Langzeitgruppen (Tötung 14 Wochen nach NNM-Gabe) in Gramm  

Grün: Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + Standardkost  
Blau:  Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-

tikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter) 
Rot: Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-

tikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter) + α-Difluoromethylornithin  
(2%ig im Trinkwasser) 

Gelb: Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d)  

NNM-Applikation               
Tag 33 -102 

NNM-Applikation Tag 33 -102 

Pneumonie 
ab Tag 166 

Pneumonie 
ab Tag 138 
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SK 1 und 2:         Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + Standardkost      

PAD 1 und 2:      Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme  
  Diät mit Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter) 

DFMO 1 und 2:   Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme 
  Diät mit Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter) 
      + α-Difluoromethylornithin (2%ig im Trinkwasser) 

PRD 1 und 2:       Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche 
  Diät + Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 3 a: Mittleres maximales 

Körpergewicht der Kurzzeittiere (Tö-

tung 10 Wochen nach NNM-Gabe/helle 

Farbgebung) und der Langzeittiere (Tö-

tung 14 Wochen nach NNM-Gabe/ 

dunkle Farbgebung) in Gramm.  

   

 

 

Diagramm 3  b: Mittlerer „area under 

curve/AUC“-Wert  bei der Betrachtung 

der Gewichtsentwicklung von Kurzzeit-

tieren (Tötung 10 Wochen nach NNM-

Gabe/helle Farbgebung) und Langzeit-

tieren (Tötung 14 Wochen nach NNM-

Gabe/dunkle Farbgebung). 

Der in den Diagrammen betrachtete 

Zeitraum umfasst Tag 12 (Alter bei Lie-

ferung der Tiere) bis jeweils 1 Tag vor 

Beginn der Pneumonieausbreitung (Tag 

137 bei den Kurzzeittieren und Tag 165 

bei den Langzeittieren). 
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    SK 1 und 2:           
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d)     
+ Standardkost      

     PAD 1 und 2:        
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit  

     N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/)      
     + polyaminarme Diät mit Antibiotika- 
     zusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und 

 Metronidazol 34mg/kg Futter) 

DFMO 1 und 2:     
    Kurzzeittiere und Langzeittiere mit 
    N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/)    
    + polyaminarme Diät mit Antibiotika- 
    zusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und 
    Metronidazol 34mg/kg Futter) 
    + α-Difluoromethylornithin (2%ig im 
    Trinkwasser) 

PRD 1 und 2:         
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit        
N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d)     
+ polyaminreiche Diät                              
+ Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d) 

Diagramm 4: Mittleres Gewicht der linken Niere in Gramm/ 

Kilogramm Körpergewicht bei Kurzzeittieren (Tötung 10 Wochen 

nach NNM-Gabe/helle Farbgebung) und Langzeittieren (Tötung 

14 Wochen nach NNM-Gabe/dunkle Farbgebung) 
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Diagramm 5: Mittlerer Wasserverbrauch in Milliliter/Tag/Tier 

bei Kurzzeittieren (Tötung 10 Wochen nach NNM-Gabe/helle 

Farbgebung) und Langzeittieren (Tötung 14 Wochen nach NNM-

Gabe/dunkle Farbgebung) 
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Diagramm 6: Mittlerer Futterverbrauch in Gramm/Tag/Tier bei 

Kurzzeittieren (Tötung 10 Wochen nach NNM-Gabe/helle Farb-

gebung) und Langzeittieren (Tötung 14 Wochen nach NNM-

Gabe/dunkle Farbgebung) 
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Abbildung 7: Histologischer Befund eines klarzelligen präneoplastischen Leberzellherdes; Perjodsäure-Schiff-Reaktion; 

Abbildungsmaßstab: 1:197 

Leberschnitt eines Kurzzeittieres (Tötung 10 Wochen nach NNM-Gabe) mit polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin    
(50 mg/kg KG/d). Das gespeicherte Glykogen ist PAS-positiv. Die azinäre Grundgliederung ist erhalten. Es liegt noch kein 
verdrängendes Wachstum vor. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Makroskopischer Befund präneoplastischer Leber-

zellherde 

Leber des gleichen Tieres nach Abtrennung des zur Enzymdiag-
nostik entnommenen Mittellappens und erfolgter Perfusionsfixation. 
Man erkennt als erste präneoplastische Veränderungen kleine fla-
che, weißliche Rundherde mit multizentrischem Auftreten (Pfeile). 
Größtenteils ist allerdings bereits der Übergang in solide, erhabene 
Tumoren erfolgt. 

[cm] 
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Abbildung 9: Histologischer Befund eines klarzelligen hepatozellulären Adenoms in den oberen 2/3 der Abbildung (Pfeile); 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung; Abbildungsmaßstab: 1:189 

Schnitt aus einem kleinen Leberlappen eines Langzeittieres (Tötung 14 Wochen nach NNM-Gabe) mit Standardkost. Die 
Läsion komprimiert das angrenzende Lebergewebe und zeigt keine azinäre Grundgliederung mehr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Makroskopischer Befund eines klarzelli-

gen hepatozellulären Adenoms 

Perfusionsfixierte Leber des gleichen Tieres. Die Pfeile 
markieren das diagnostizierte Adenom. 

[cm] 
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Abbildung 11: Histologischer 

Befund eines klarzelligen he-

patozellulären Karzinoms des 

Malignitätsgrades G1; Häma-

toxylin-Eosin-Färbung; Abbil-

dungsmaßstab: 1:571 

Schnitt aus dem rechten Leber-
lappen eines Kurzzeittieres 
(Tötung 10 Wochen nach 
NNM-Gabe) mit polyaminar-
mer Diät und Antibiotikazusatz 
(Neomycin 2 g/kg Futter und 
Metronidazol 34mg/kg Futter). 
Das Zytoplasma enthält viel 
Glykogen (Vakoulen). Als 
Kennzeichen maligner Prozesse 
sind leichte Zellkernatypien 
(Pfeile) sowie eine Mitose (un-
terbrochener Pfeil) erkennbar. 

 

 

 

 

Abbildung 12: Makroskopischer Befund hepatozellulärer Karzinome des Malignitätsgrades G1 

Perfusionsfixierte Leber des oben und auf der nächsten Seite aufgeführten Tieres. Die Pfeile markieren hepatozelluläre 
Karzinome des Malignitätsgrades G1. 

 

  

[cm] 
[cm] 
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Abbildung 13: Histologi-

scher Befund eines baso-

philzelligen hepatozellulä-

ren Karzinoms des Malig-

nitätsgrades G1; Per-

jodsäure-Schiff-Reaktion; 

Abbildungsmaßstab: 1:325 

Schnitt aus dem rechten 
Leberlappen eines Kurz-
zeittieres (Tötung 10 Wo-
chen nach NNM-Gabe) mit 
polyaminarmer Diät und 
Antibiotikazusatz (Neomy-
cin 2 g/kg Futter und Met-
ronidazol 34mg/kg Futter). 
Erkennbar ist ein starker 
Schwund des Glykogens 
und damit der PAS-
Positivität. Das Tumor-
wachstum zeigt grobtrabe-
kuläre Strukturen.  

 

  

 

Abbildung 14: Klarzelliger 

Anteil in einem gemischt-

zelligen hepatozellulären 

Karzinom des Malignitäts-

grades G2; Perjodsäure-

Schiff-Reaktion; Abbil-

dungsmaßstab: 1:328 

Schnitt aus dem linken 
Leberlappen des gleichen 
Tieres. Die Läsion zeigt 
ebenfalls ein grobtrabeku-
läres Tumorwachstum. Es 
liegt eine kräftige PAS-
Positivität als Ausdruck 
der Glykogenspeicherung 
vor. Insgesamt ist eine 
mäßiggradige Verschie-
bung der Kern-Plasma-
Relation sichtbar. 
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Abbildung 15: Histologischer Befund eines basophilzelligen hepatozellulären Karzinoms des Malignitätsgrades G2; Häma-

toxylin-Eosin-Färbung; Abbildungsmaßstab: 1:357  

Schnitt aus dem linken Leberlappen eines Langzeittieres (Tötung 14 Wochen nach NNM-Gabe) mit polyaminreicher Diät 
plus Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d). Das Zytoplasma ist basophil und man sieht mehrere Mitosen (unterbrochene Pfeile) 

und Apoptosen (Pfeile). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Makroskopischer Befund eines basophil-

zelligen hepatozellulären Karzinoms des Malignitätsgra-

des G2  

Perfusionsfixierte Leber des gleichen Tieres mit deutlich 
karzinomatös veränderten Arealen im linken Leberlap-
pen. 

[cm] 
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Abbildung 17: Histologischer Befund eines basophilzelligen hepatozellulären Karzinoms des Malignitätsgrades G3 in den 

oberen und mittleren Abbildungsabschnitten; Perjodsäure-Schiff-Reaktion; Abbildungsmaßstab: 1:194 

Schnitt aus dem linken Leberlappen eines Langzeittieres (Tötung 14 Wochen nach NNM-Gabe) mit polyaminarmer Diät und 
Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter). Im Kontrast zum umliegenden Lebergewebe 
zeigt das Karzinomgewebe einen völligen Glykogenverlust. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18: Makroskopischer Befund eines       

basophilzelligen hepatozellulären Karzinoms des  

Malignitätsgrades G3  

Perfusionsfixierte Leber des gleichen Tieres mit deut-
lich karzinomatös veränderten Arealen im linken Le-
berlappen. 

[cm] 
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Abbildung 19: Histologischer Befund eines Angiosarkoms, Hämatoxylin-Eosin-Färbung; Abbildungsmaßstab: 1:389 

Schnitt aus dem linken Leberlappen eines Langzeittieres (Tötung 14 Wochen nach NNM-Gabe) mit polyaminarmer Diät und 
Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter). Das Blut ist durch die Perfusionsfixation 
weitgehend herausgespült. Die Tumorzellen bilden atypische Blutgefäße. Unten und rechts ist angrenzendes Lebergewebe 
erkennbar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Makroskopischer Befund eines Angiosar-

koms  

Perfusionsfixierte Leber eines Langzeittieres (Tötung 14 
Wochen nach NNM-Gabe) mit polyaminreicher Kost und 
Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d). 

[cm] 
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Abbildung 21: Histologischer Befund eines Gallengangadenoms, Hämatoxylin-Eosin-Färbung;                                      

Abbildungsmaßstab: 1:199 

Schnitt aus dem linken Leberlappen eines Langzeittieres (Tötung 14 Wochen nach NNM-Gabe) mit polyaminarmer Diät und 
Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter). Es sind kleinzystische, von Epithelien ausge-
kleidete Hohlräume zu sehen.            



E R G E B N I S S E  

 65

 

Erkrankungshäufigkeit Kurzzeitgruppe

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Tumoren HCC HCA AS CCC CCA Foci

%

 

 

Diagramm 7 und 8: Prozentualer Anteil erkrankter Tiere in den Kurzzeitgruppen (10 Wochen nach NNM-Gabe) 

und in den Langzeitgruppen (14 Wochen nach NNM-Gabe). Die verschiedenen Tumorentitäten sind zusammen-

gefasst (Tumoren) und im Einzelnen ausgewertet: hepatozelluläre Karzinome (HCC), hepatozelluläre Adenome 

(HCA), Angiosarkome (AS), cholangiozelluläre Karzinome (CCC), cholangiozelluläre Adenome (CCA). Eben-

falls dargestellt sind präneoplastische Leberzellherde (Foci). 

* zeigt bei den Langzeitgruppen signifikante Differenzen bzgl. der allgemeinen Tumorhäufigkeit  zwischen der 

Gruppe DFMO und den Gruppen SK, PAD und PRD (* jeweils p<0,05) sowie bzgl. der Häufigkeit hepatozellu-

lärer Karzinome zwischen der Gruppe DFMO und den Gruppen PAD und PRD (* jeweils p<0,05) 

Hell-/Dunkelgrün:    Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + Standardkost  
Hell-/Dunkelblau:    Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit  
                                 Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter) 
Hell-/Dunkelrot:       Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit  
                                 Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter)  
                                 + α-Difluoromethylornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Hell-/Dunkelgelb:    Kurzzeit-/Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät  
                                 + Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d)  
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Diagramm 9 und 10: Gesamtzahl hepatozellulärer Karzinome (HCC) und Adenome (HCA) bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach 

NNM-Gabe/helle Farbgebung) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe/dunkle Farbgebung) 
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Diagramm 11 und 12: Durchschnittliche Anzahl hepatozellulärer Karzinome (HCC) und Adenome (HCA) pro Tier bei Kurzzeit-

tieren (10 Wochen nach NNM-Gabe/helle Farbgebung) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe/dunkle Farbgebung) 

* zeigt signifikante Differenzen bzgl. der Gesamtzahl hepatozellulärer Karzinome bzw. der Anzahl hepatozellulärer Karzino-

me/Tier zwischen Gruppe DFMO 2 und Gruppe  PRD 2 (* p<0,05) 

SK 1 und 2:         Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
PAD 1 und 2:      Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit  
                            Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter) 
DFMO 1 und 2:   Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit  
                            Antibiotikazusatz (Neomycin 2 g/kg Futter und Metronidazol 34mg/kg Futter) + α-Difluoromethylornithin     
                            (2%ig im Trinkwasser) 
PRD 1 und 2:       Kurzzeittiere und Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät   
                            + Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 13: Malignitätsgrad (G1 bis G3) der hepatozellulären Karzinome 

bei Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

 

Hellgrün: G1 (Tumorzellen ähneln normalen Hepatozyten mit trabekulärer 
Wachstumsstruktur) 

Grün: G2 (größere und prominentere Zellkerne, gelegentlich glanduläre 
Wachstumsstruktur)  

Dunkelgrün: G3 (solide Wachstumsstruktur mit deutlich verändertem 
Kern/Zytoplasma-Verhältnis, basophilem Zytoplasma und sehr häufig auftre-
tenden Mitosen) 

 

Gruppe SK 2: Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 

Gruppe PAD 2 : Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme 
Diät mit Antibiotikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol  
34 mg/kg Futter) 

Gruppe DFMO 2 : Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme 
Diät mit Antibiotikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol            
34 mg/kg Futter) + α-Difluoromethylornithin (2%ig im Trinkwasser) 

Gruppe PRD 2 : Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche 
Diät + Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 14: Anzahl und Größe der hepatozellulären Karzinome bei Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

 Grün (SK 2):          Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Blau (PAD 2) :       Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz  
                               (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Rot (DFMO 2) :     Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibiotikazusatz  
                               (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) + α-Difluoromethylornithin             
                                (2%ig im Trinkwasser) 
 Gelb (PRD 2) :       Langzeittiere mit N-Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Aminoguanidin  
                               (50 mg/kg KG/d) 
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lfd. Nr. 

Tier  AmCF  ACF CCF MCF BCF    
lfd. Nr. 

Tier  AmCF  ACF CCF MCF BCF  

SK 1 

Kurzzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d) 
 + Standardkost 
 

 

1 x  xx xxx x  SK 2 

Langzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d) 
 + Standardkost 
 
 
 
 
 

1 x x xx x  

2 x x xx xx x  2   xx x xx 

3   xxx xx x  3 xx xx xx xxx xxx 

4   xx xx   4  x xxx xx x 

5 x x xxx xx x  5 x xx xx xxx xx 

6 x x xxx xx xx  6   xx xx xx 

7   x xx xx x  7   xxx xx x 

       8 x xx xx xx xx 

       9   xx xx xxx xx 

PAD 1 

Kurzzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminarme Diät 
mit Antibiotikazusatz 
(Neomycin 2 g/kg 
Futter und Metronida-
zol 34mg/kg Futter) 
 
 

1   x xx   PAD 2 

Langzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminarme Diät 
mit Antibiotikazusatz 
(Neomycin 2 g/kg 
Futter und Metronida-
zol 34mg/kg Futter) 
 
 

1  x xxx xx  

2 x  xx xx x  2   xx x xx 

3 x x xx xx x  3  x xxx xx  

4  xx xxx xx x  4   xxx xx  

5   xx    5   xx xx x 

6   xxx xx   6  x xx xxx x 

7 x xx xx xx x  7 x x xxx xx x 

8   xxx          

9  x xx x         

10   x xxx xx          

DFMO 1 

Kurzzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminarme Diät 
mit Antibiotikazusatz 
(Neomycin 2 g/kg 
Futter und Metronida-
zol 34mg/kg Futter) 
+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im 
Trinkwasser) 
 

1   x    DFMO 2 

Langzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminarme Diät 
mit Antibiotikazusatz 
(Neomycin 2 g/kg 
Futter und Metronida-
zol 34mg/kg Futter) 
+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im 
Trinkwasser) 
 

1   x x  

2   xx    2  x xx x  

3   xx    3  x x   

4  x xx x   4  x xx   

5  x xxx x   5   xx x  

6  xx xx xx   6   x xx  

7  x xx    7 x  xx xx  

8   x xx     8 x  xxx x  

       9 x   xx   x 

 
 
             

PRD 1 

Kurzzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminreiche Diät   
+ Aminoguanidin  
(50 mg/kg KG/d) 
 
  

  

  

  

1   xx x xx  
PRD 2 

Langzeittiere mit  
N-Nitrosomorpholin 
(12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminreiche Diät   
+ Aminoguanidin  
(50 mg/kg KG/d) 
 
  

  

  

  

1  x xxx xx x 

2 x x xxx xx x  2  x xxx xx x 

3 x x xxx xxx xx  3 x x x x xx 

4  x xxx xx x  4  x xx x xx 

5   xxx xx   5  xx x x xx 

6 x xx xxx xxx x  6 x xx x xx xx 

7   xx xx x  7  x xx xxx xx 

8   xxx xx x  8   xxx xxx  

9     xx x    9 x  xx xxx xx 

10   xxx x         

             

 

Tabelle 6: Häufigkeit und histologische Klassifizierung präneoplastischer Leberzellherde (Foci)  

AmCF: amphophilzellige präneoplastische Leberzellherde (Foci) 
ACF:    azidophilzellige präneoplastische Leberzellherde (Foci) 
CCF:    klarzellige präneoplastische Leberzellherde (Foci) 
MCF:   gemischtzellige präneoplastische Leberzellherde (Foci) 
BCF:    basophilzellige präneoplastische Leberzellherde (Foci) 
 

x      : wenige Foci 
xx    : mehrere Foci 
xxx  : multiple Foci 



E R G E B N I S S E  

 70

      Kurzzeittiere       Langzeittiere  

Gruppe SK 1

47% 39% 

14% 

 

Gruppe SK 2

25 %

58% 

17% 

 

Diagramm 15:Häufigkeit 

präneoplastischer Leberzell-

herde (Foci) bei Kurzzeittie-

ren (10 Wochen nach NNM-

Gabe) und Langzeittieren 

(14 Wochen nach NNM-

Gabe) 

Rosa: wenige Foci 

Orange: mehrere Foci 

Rot: multiple Foci 

Gruppe SK 1 und 2:  
Kurzzeittiere und Lang-
zeittiere mit NNM  
(12 mg/kg KG/d)  
+ Standardkost 

Gruppe PAD 1 und 2:   
Kurzzeittiere und Lang-
zeittiere mit NNM  
(12 mg/kg KG/d)                  
+ polyaminarme Diät mit 
Antibiotikazusatz (Neomycin 
2g/kg Futter und Metronida-
zol 34 mg/kg Futter) 

Gruppe DFMO 1 und 2: 
Kurzzeittiere und Lang-
zeittiere mit NNM  
(12 mg/kg KG/d)                  
+ polyaminarme Diät mit 
Antibiotikazusatz (Neomycin 
2g/kg Futter und Metronida-
zol 34 mg/kg Futter)  
+ α-Difluoromethylornithin 
(2%ig im Trinkwasser) 

Gruppe PRD 1 und 2:  
Kurzzeittiere und Lang-
zeittiere mit NNM  
(12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminreiche Diät  
+ Aminoguanidin   

  (50 mg/kg KG/d) 

Gruppe PAD 1

13% 

40%  
47%  

 

Gruppe PAD 2

39 % 

39% 

22% 

 

Gruppe DFMO 1

44% 50%  

6% 

 

Gruppe DFMO 2

63% 

32%  

5% 

 

Gruppe PRD 1

26% 

32%  

42%  

 

Gruppe PRD 2

17% 

39%  
44% 
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   Kurzzeittiere   Langzeittiere  

Gruppe SK 1 / mehrere Foci

36% 

CCF

55% 

MCF

9% BCF

 

Gruppe SK 2 / mehrere Foci

24% 

BCF

19% 

MCF 33% 

CCF

19% 

ACF

5% 

AmCF

 

Diagramm 16: Histologische  

Klassifizierung der mit einer    

mittleren Häufigkeit auftreten-  

den präneoplastischen Leberzell-

herde (Foci) bei Kurzzeittieren   

(10 Wochen nach NNM-Gabe) und 

Langzeittieren (14 Wochen nach 

NNM-Gabe) 

 

 

Hellgelb: amphophilzellig (AmCF) 
Gelb: azidophilzellig (ACF) 
Hellblau: klarzellig (CCF) 
Blau: gemischtzellig (MCF) 
Dunkelblau: basophilzellig (BCF) 

 

Gruppe SK 1 und 2:  
Kurzzeittiere und Langzeittiere  
mit NNM (12 mg/kg KG/d)  
+ Standardkost 

Gruppe PAD 1 und 2:             
Kurzzeittiere und Langzeittiere  
mit NNM (12 mg/kg KG/d)           
+ polyaminarme Diät mit Anti-
biotikazusatz (Neomycin 2g/kg 
Futter und Metronidazol 34 mg/kg 
Futter) 

Gruppe DFMO 1 und 2:          
Kurzzeittiere und Langzeittiere  
mit NNM (12 mg/kg KG/d)           
+ polyaminarme Diät mit Anti-
biotikazusatz (Neomycin 2g/kg 
Futter und Metronidazol 34 mg/kg 
Futter)                                            
+ α-Difluoromethylornithin (2%ig 
im Trinkwasser) 

Gruppe PRD 1 und 2:  
Kurzzeittiere und Langzeittiere  
mit NNM (12 mg/kg KG/d)  
+ polyaminreiche Diät  
+ Aminoguanidin (50 mg/kg KG/d) 

Gruppe PAD 1 / mehrere Foci

42% 

MCF

41% 

CCF

17% 

ACF

 

Gruppe PAD 2 / mehrere Foci

11% 

BCF

56% 

MCF

33% 

CCF

 

Gruppe DFMO 1 / mehrere 

Foci

12,5% 

MCF

75% 

CCF

12,5% 

ACF

 

Gruppe DFMO 2 / mehrere 

Foci

71% 

CCF

29% 

MCF

 

Gruppe PRD 1 / mehrere Foci

18% 

BCF

9% 

ACF

27% 

CCF 

46% 

MCF

 

Gruppe PRD 2 / mehrere Foci

44% 

BCF

21% 

MCF

21% 

CCF

14% 

ACF
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Diagramm 17: Aktivität der Ornithindecarboxylase (ODC) im Lebergewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach 

NNM-Gabe) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe)  

* zeigt signifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe und karzinombenachbartem Lebergewebe innerhalb 

der Gruppen SK 2 und PAD 2 sowie zwischen Karzinomgewebe und Lebergewebe karzinomfreier Tiere bzw. 

karzinombenachbartem Lebergewebe innerhalb der Gruppe PRD 1 ( * jeweils p<0,05) 

** zeigen hochsignifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe und karzinombenachbartem Lebergewebe 

innerhalb der Gruppe PRD 2 (** p<0,0025) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen Lebergewebe karzinomfreier Tiere der Gruppe PRD 1 und entsprechen-

dem Gewebe der Gruppen SK 1 und PAD 1 sowie zwischen karzinombenachbartem Lebergewebe der Gruppe 

PRD 2 und entsprechendem Gewebe der Gruppe PAD 2 (+ jeweils p<0,05)  

heller Farbton: Lebergewebe karzinomfreier Tiere, mittlerer Farbton: karzinombenachbartes, makroskopisch nicht 
befallenes Lebergewebe, dunkler Farbton: Leberkarzinomgewebe 

*/**: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Gewebeproben innerhalb einer Behandlungs-
gruppe, +/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im 
Vergleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 18: Aktivität der S-Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC) im Lebergewebe bei Kurzzeittieren 

(10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe)  

* zeigt signifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe und Lebergewebe karzinomfreier Tiere innerhalb der 

Gruppe PAD 1 sowie zwischen Karzinomgewebe und  karzinombenachbartem Lebergewebe innerhalb der 

Gruppen SK 2 und PAD 2 (* jeweils p<0,05) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen karzinombenachbartem Lebergewebe der Gruppe DFMO 2 und ent-

sprechendem Gewebe der Gruppe PRD 2 (+ p<0,05) 

heller Farbton: Lebergewebe karzinomfreier Tiere, mittlerer Farbton: karzinombenachbartes, makroskopisch nicht 
befallenes Lebergewebe, dunkler Farbton: Leberkarzinomgewebe 

*/**: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Gewebeproben innerhalb einer Behandlungs-
gruppe, +/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im 
Vergleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 19: Aktivität der Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT) im Lebergewebe bei Kurzzeittieren 

(10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe)   

heller Farbton: Lebergewebe karzinomfreier Tiere, mittlerer Farbton: karzinombenachbartes, makroskopisch nicht 
befallenes Lebergewebe, dunkler Farbton: Leberkarzinomgewebe 

 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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heller Farbton: Lebergewebe karzinomfreier Tiere, mittlerer Farbton: karzinombenachbartes, makroskopisch nicht 
befallenes Lebergewebe, dunkler Farbton: Leberkarzinomgewebe 

*/**: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Gewebeproben innerhalb einer Behandlungs-
gruppe, +/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im 
Vergleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 20: Putrescinkonzentration im Lebergewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) und 

Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe)  

* zeigt signifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe und karzinombenachbartem Lebergewebe innerhalb 

der Gruppe SK 2 (* p<0,05) 

** zeigen hochsignifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe und karzinombenachbartem Lebergewebe 

innerhalb der Gruppe PRD 2 (** p<0,0025) 
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heller Farbton: Lebergewebe karzinomfreier Tiere, mittlerer Farbton: karzinombenachbartes, makroskopisch nicht 
befallenes Lebergewebe, dunkler Farbton: Leberkarzinomgewebe 

*/**: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Gewebeproben innerhalb einer Behandlungs-
gruppe, +/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im 
Vergleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 21: Spermidinkonzentration im Lebergewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) und 

Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe)  

* zeigt signifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe und Lebergewebe karzinomfreier Tiere innerhalb der 

Gruppe PAD 1 (* p<0,05) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen Lebergewebe karzinomfreier Tiere der Gruppe PAD 1 und entsprechen-

dem Gewebe der Gruppe SK 1 bzw. entsprechendem Gewebe der Gruppe PRD 1, zwischen Karzinomgewebe der 

Gruppe PAD 1 und Karzinomgewebe  der Gruppe PRD 1, zwischen Lebergewebe karzinomfreier Tiere der 

Gruppe DFMO 1 und entsprechendem Gewebe der Gruppe PRD 1 sowie zwischen karzinombenachbartem Le-

bergewebe der Gruppe PAD 2 und entsprechendem Gewebe der Gruppe SK 2 (+ jeweils p<0,05) 
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heller Farbton: Lebergewebe karzinomfreier Tiere, mittlerer Farbton: karzinombenachbartes, makroskopisch nicht 
befallenes Lebergewebe, dunkler Farbton: Leberkarzinomgewebe 

*/**: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Gewebeproben innerhalb einer Behandlungs-
gruppe, +/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im 
Vergleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 22: Sperminkonzentration im Lebergewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) und 

Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

* zeigt signifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe und Lebergewebe karzinomfreier Tiere innerhalb der 

Gruppe  PAD 1 (* p<0,05) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen Karzinomgewebe der Gruppe PAD 1 und Karzinomgewebe  der Gruppe 

PRD 1 (+ p<0,05)  
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Diagramm 23: DNA-Gehalt im Lebergewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeittieren 

(14 Wochen nach NNM-Gabe) 
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Diagramm 24: Proteingehalt im Lebergewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeittieren 

(14 Wochen nach NNM-Gabe)  

heller Farbton: Lebergewebe karzinomfreier Tiere, mittlerer Farbton: karzinombenachbartes, makroskopisch nicht 
befallenes Lebergewebe, dunkler Farbton: Leberkarzinomgewebe  

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibiotika-
zusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibiotika-
zusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethylornithin 
(2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 25: Aktivität der Ornithindecarboxylase (ODC) im Nierengewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach 

NNM-Gabe) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen Nierengewebe karzinomfreier Tiere der Gruppe DFMO 1 und entspre-

chendem Gewebe der Gruppe SK 1 bzw. entsprechendem Gewebe der Gruppe PAD 1, zwischen Nierengewebe 

karzinomfreier Tiere der Gruppe PRD 1 und entsprechendem Gewebe der Gruppe PAD 1  sowie zwischen Nie-

rengewebe karzinombefallener Tiere der Gruppe PRD 2 und entsprechendem Gewebe der Gruppe PAD 2          

(+ jeweils p<0,05) 

 

heller Farbton: Nierengewebe karzinomfreier Tiere, dunkler Farbton: Nierengewebe karzinombefallener Tiere 

+/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im Ver-
gleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 26: Aktivität der S-Adenosylmethionindecarboxylase (SAM-DC) im Nierengewebe bei Kurzzeittieren 

(10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

 

heller Farbton: Nierengewebe karzinomfreier Tiere, dunkler Farbton: Nierengewebe karzinombefallener Tiere 

 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 27: Aktivität der Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT) im Nierengewebe bei Kurzzeittieren 

(10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

 

heller Farbton: Nierengewebe karzinomfreier Tiere, dunkler Farbton: Nierengewebe karzinombefallener Tiere 

 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 28: Konzentration von Putrescin im Nierengewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) 

und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen Nierengewebe karzinombefallener Tiere der Gruppen PRD 2 und ent-

sprechendem Gewebe der Gruppe PAD 2 (+ p<0,05) 

++ zeigen hochsignifikante Differenzen zwischen Nierengewebe karzinombefallener Tiere der Gruppe PRD 2 und 

entsprechendem Gewebe der Gruppe SK 2 (+ p<0,0025) 

heller Farbton: Nierengewebe karzinomfreier Tiere, dunkler Farbton: Nierengewebe karzinombefallener Tiere 

+/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im Ver-
gleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 29: Konzentration von Spermidin im Nierengewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) 

und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen Nierengewebe karzinomfreier Tiere der Gruppe PRD 1 und entspre-

chendem Gewebe der Gruppen SK 1, PAD 1 und DFMO 1 sowie zwischen Nierengewebe karzinombefallener 

Tiere der Gruppe PRD 1 und entsprechendem Gewebe der Gruppe SK 1 (+ jeweils p<0,05)  

++ zeigen hochsignifikante Differenzen zwischen Nierengewebe karzinombefallener Tiere der Gruppe PRD 2 und 

entsprechendem Gewebe der Gruppen SK 2 und PAD 2 (++ p<0,0025) 

heller Farbton: Nierengewebe karzinomfreier Tiere, dunkler Farbton: Nierengewebe karzinombefallener Tiere 

+/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im Ver-
gleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 30: Konzentration von Spermin im Nierengewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) 

und Langzeittieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

+ zeigt signifikante Differenzen zwischen Nierengewebe karzinomfreier Tiere der Gruppe PRD 1 und entspre-

chendem Gewebe der Gruppen SK 1und PAD 1  sowie zwischen Nierengewebe karzinombefallener Tiere der 

Gruppe PRD 2 und entsprechendem Gewebe der Gruppen SK 2 und  PAD 2 (+ jeweils p<0,05) 

heller Farbton: Nierengewebe karzinomfreier Tiere, dunkler Farbton: Nierengewebe karzinombefallener Tiere 

+/++: signifikante/hochsignifikante Differenzen im Vergleich der Kurzzeitbehandlungsgruppen bzw. im Ver-
gleich der Langzeitbehandlungsgruppen 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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Diagramm 31: DNA-Gehalt im Nierengewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeittie-

ren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

Protein

0

25

50

75

100

125

150

175

SK 1 PAD 1 DFMO 1 PRD 1 SK 2 PAD 2 DFMO 2 PRD 2

   Proteingehalt

[mg Protein/ 

g Gew ebe]

 

Diagramm 32: Proteingehalt im Nierengewebe bei Kurzzeittieren (10 Wochen nach NNM-Gabe) und Langzeit-

tieren (14 Wochen nach NNM-Gabe) 

heller Farbton: Nierengewebe karzinomfreier Tiere, dunkler Farbton: Nierengewebe karzinombefallener Tiere 

SK 1 und 2: 
PAD 1 und 2:        
 
DFMO 1 und 2:     
 
 
PRD 1 und 2:        

Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + Standardkost 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminarme Diät mit Antibio-
tikazusatz (Neomycin 2g/kg Futter und Metronidazol 34 mg/kg Futter)+ α-Difluoromethyl-
ornithin (2%ig im Trinkwasser) 
Kurzzeittiere und Langzeittiere mit NNM (12 mg/kg KG/d) + polyaminreiche Diät + Amino-
guanidin (50 mg/kg KG/d) 
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4 DISKUSSION 

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Auswirkungen einer durch Inhibition des intra- sowie 

des extrazellulären Polyaminstoffwechsels hervorgerufenen Polyaminreduktion bzw. einer 

vermehrten exogenen enteralen Polyaminzufuhr auf die Entstehung N-Nitrosomorpholin-

induzierter Lebertumoren. Neben der quantitativen und histologischen Auswertung der ent-

standenen präneoplastischen und neoplastischen Leberveränderungen wurden auch die Aus-

wirkungen auf den intrazellulären Polyaminstoffwechsel untersucht. 

In entsprechenden Langzeit-Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die in der vorliegen-

den Arbeit vorgenommenen Modulationen des Polyamingehalts keine toxischen Effekte be-

wirken und von den Versuchstieren gut toleriert werden. Nahrungs- und Flüssigkeitsaufnahme 

wurden in den vorliegenden Untersuchungen durch unterschiedliche Polyaminkonzentrationen 

in der Nahrung nicht maßgeblich beeinflusst (Diagramm 5 und 6).  

Im zeitlichen Verlauf der Gewichtsentwicklung und im Vergleich des maximalen durch-

schnittlichen Körpergewichts bzw. der Flächen unter den Gewichtsverlaufskurven („area un-

der curve“/AUC) fiel bei den Tieren mit polyaminarmer, antibiotikahaltiger Kost und zusätz-

lich verabreichten DFMO (Gruppen DFMO 1 und DFMO 2) gegenüber den anderen Ver-

suchsgruppen eine tendenziell reduzierte Entwicklung des Körpergewichts auf (Diagramm 1 

bis 3 a und 3 b), ohne dass allerdings signifikante Unterschiede nachgewiesen wurden. Die 

inhibitorische Wirkung von α-Difluoromethylornithin auf Wachstum und Entwicklung von 

spezifischem Organ- oder Tumorgewebe ist bekannt und in der Literatur vielfach belegt 

(Kingsnorth et al., 1983; Luk et al., 1989; Pegg und Mc Cann, 1992; Löser et al., 1998). Eine 

gleichzeitige Verzögerung der Körpergewichtsentwicklung der Versuchstiere wurde dabei nur 

teilweise und vor allem bei neugeborenen Tieren beobachtet (Sparapani et al., 1996), was am 

ehesten auf Unterschiede in Dauer und Dosierung von DFMO sowie Art und Alter der Ver-

suchstiere zurückzuführen ist. Sehr deutlich wirkt sich die DFMO-vermittelte Wachstumsver-
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zögerung dagegen auf die fetale und embryonale Entwicklung in der Schwangerschaft aus 

(O`Toole et al., 1989; Lopéz-García et al., 2008).   

Dass Tiere unter der alleinigen Reduzierung der enteralen Polyamine mittels einer antibio-

tikahaltigen und polyaminreduzierten Kost im Vergleich zu Standardkosttieren keine Beein-

flussung des Körpergewichts zeigten, steht im Einklang mit den Ergebnissen von Löser et al., 

wonach infolge einer polyaminreduzierten Kost mit und auch ohne Antibiotikazusatz zwar 

eine signifikante Hypotrophie von Dünn- und Dickdarm eintrat, eine gleichzeitige Verringe-

rung des Körpergewichts allerdings nicht auffiel (Löser et al., 1998; Löser et al.1997 b). 

Der in allen Versuchsgruppen gleichermaßen auftretende Wachstumsrückgang während der 

letzten 3 Wochen unter NNM-Medikation ist vermutlich auf die toxische Komponente, und 

nicht auf die karzinogene Wirkung des Nitrosamins zurückzuführen. Gewichtsverluste und 

auch Todesfälle infolge toxischer Auswirkungen vor allem unter hohen NNM-Dosierungen 

sind aus der Literatur bekannt (Bannasch et al., 1979). Das in den Langzeitgruppen nach dem 

Absetzen des Karzinogens erneute Ansteigen der täglichen Wachstumsrate kann angesichts 

dieser Vermutung als Erholungsphase interpretiert werden. Die etwa 35 Tage vor Versuchs-

ende beginnende Gewichtsabnahme bei Langzeit- und Kurzzeittieren markiert das Auftreten 

der ersten Pneumoniefälle und erklärt sich aus dem infektionsbedingt zunehmend schlechten 

Allgemeinzustand der Tiere. Daher waren alle Gruppen zeitgleich, und nicht entsprechend des 

zeitlich versetzten Versuchsbeginns betroffen. Wie die Sektionen der vor Versuchsende infol-

ge der Pneumonie verstorbenen Tiere zeigten, wies die Leber in den meisten Fällen bereits 

makroskopisch erkennbare tumoröse Veränderungen auf. Ausbreitung und Auswirkung der 

Pneumonie wurden also höchstwahrscheinlich durch die zu diesem Zeitpunkt schon fortge-

schrittene Tumorerkrankung und die damit verbundene Immunschwächung begünstigt.  

4.1 Auswirkungen eines veränderten Polyaminhaushalts auf 
Tumorgenese und Tumorwachstum in der Leber 

Zur Beurteilung eventueller Unterschiede in den Karzinogeneseprozessen wurden bei den 

Tieren der verschiedenen Versuchsgruppen Zeitpunkt des Auftretens sowie Anzahl und Histo-

logie der Leberveränderungen ausgewertet und mit den entsprechenden Ergebnissen unter 

Standardkostbedingungen verglichen. Die detaillierte Auswertung der erkrankten Tiere 
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schloss alle diagnostizierten NNM-induzierten Gewebeveränderungen ein, wozu präneoplasti-

sche Leberzellherde (Foci), hepatozelluläre Karzinome (HCC) und hepatozelluläre Adenome 

(HCA), cholangiozelluläre Karzinome (CCC) und cholangiozelluläre Adenome (CCA) sowie 

Angiosarkome (AS) zählten (Lijinski et al., 1988; Bannasch und Zerban, 1986). Die histolo-

gische Klassifizierung der präneoplastischen Leberzellherde (Foci) erfolgte anhand der Unter-

scheidung in amphophilzellige, azidophilzellige, klarzellige, gemischtzellige und basophilzel-

lige Merkmale. Die hepatozellulären Karzinome wurden entsprechend des Malignitätsgrades 

den zunehmend malignen Graduierungen G1 bis G3 zugeordnet. 

4.1.1 Reduzierung der exogenen enteralen Polyamine 

Löser et al. konnten mit der alleinigen Fütterung einer polyaminarmen und – um die Abtötung 

polyaminproduzierender Darmbakterien zu bewirken – antibiotikahaltigen Diät zur Reduzie-

rung der luminalen Polyamine eine hochsignifikante Hemmung der DMH-induzierten Kolon-

karzinogenese erzielen (Löser et al., 1998). Inwieweit diese eindrucksvollen Resultate auf die 

Karzinogenese nicht-intestinaler Organgewebe übertragbar sind, die im Gegensatz zur Darm-

mukosa den luminalen Polyaminen nicht direkt ausgesetzt sind, sollte in der vorliegenden 

Arbeit überprüft werden.   

Bezogen auf die prozentualen Anteile erkrankter Tiere 10 Wochen nach Beendigung der 

NNM-Applikation war die Ausbildung eines Lebertumors unter polyaminreduzierter und  

antibiotikahaltiger  Kost  gegenüber  der  Standardkostgruppe tendenziell aber nicht signifi-

kant erniedrigt (Diagramm 7). Entsprechend ergab auch die differenzierte Auswertung he-

patozellulärer Karzinome und Adenome nach 10 Wochen ein bei PAD-Tieren gegenüber SK-

Tieren reduziertes Erkrankungsrisiko. 14 Wochen nach NNM-Stopp wiesen dagegen sowohl 

unter polyaminreduzierter und antibiotikahaltiger Kost als auch unter Standardkost jeweils 

100% der Tiere einen Tumorbefall auf und auch die Betrachtung der einzelnen Tumorentitä-

ten zeigte nach 14 Wochen im Vergleich dieser Gruppen keine relevanten Unterschiede (Dia-

gramm 8). Die verminderte Zufuhr exogener enteraler Polyamine scheint demnach auf die 

NNM-induzierte Tumorgenese zwar möglicherweise verzögernd aber nicht letztendlich redu-

zierend zu wirken. In der Auswertung der HCC- bzw. HCA-Gesamtzahlen und pro-Kopf-

Zahlen (Diagramm 9 bis 12) ließ die Gesamtzahl hepatozellulärer Adenome unter PAD-

Tieren ebenfalls eine solche initiale Verzögerung erkennen (Diagramm 10): Eine im Ver-
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gleich zur Standardkostgruppe erniedrigte Adenomzahl trat nur 10 Wochen nach NNM-

Applikation auf; das 14-Wochen-Ergebis zeigte keine nachhaltige Beeinflussung.  

Die pro-Kopf-Zahl der Adenome sowie Gesamtzahl und pro-Kopf-Zahl hepatozellulärer Kar-

zinome wiesen unter polyaminarmer und antibiotikahaltiger Kost gegenüber den Standard-

kosttieren keine maßgeblichen Unterschiede auf (Diagramm 9, 11 und 12). Dass sich in die-

sen Fällen keine Hinweise auf eine initial verzögerte Tumorgenese fanden, ist möglicherweise 

auf die niedrigen Fallzahlen zurückzuführen. 

Ebenso ergab die Größe der nach 14 Wochen ausgewerteten hepatozellulären Karzinome im 

Vergleich zwischen SK- und PAD-Tieren keine wesentlichen Unterschiede (Diagramm 14). 

In der histologischen Graduierung der Leberzellkarzinome zeichnete sich allerdings innerhalb 

der PAD-Gruppe ein gegenüber Standardkosttieren erkennbar verlangsamtes Fortschreiten des 

Karzinogeneseverlaufs ab, was sich in einem vergleichsweise hohen Anteil niedrigmaligner 

G1-Stadien und einem gegenüber den Standardkosttieren reduzierten Auftreten hochmaligner 

G3-Karzinome äußerte (Diagramm 13).  

Über einen Einfluss auf die Entstehung präneoplastischer Leberzellherde kann anhand der 

prozentualen Erkrankungshäufigkeit keine Aussage getroffen werden, da bereits 10 Wochen 

nach letztmaliger NNM-Medikation ein Stadium der Tumorgenese erfasst wurde, in dem in 

allen Ernährungsgruppen 100% der Tiere diese initialen Leberzellveränderungen ausgebildet 

hatten (Diagramm 7). Angesichts des bewusst gewählten sehr effizienten Tumormodells wä-

ren zur Auswertung der präneoplastischen Befunde frühere Untersuchungen nötig, die in die-

sem Versuchsansatz nicht vorgesehen waren.  

Die Häufigkeit und auch die histologische Klassifizierung der präneoplastischen Leberzell-

herde zeigten dagegen durchaus eine Beeinflussung unter polyaminreduzierter, antibiotikahal-

tiger Nahrung. 14 Wochen nach NNM-Gabe traten in der PAD-Gruppe mehr Foci mit einer 

geringen Häufigkeit auf, als dies unter Standardkost der Fall war (Diagramm 15), was für eine 

zeitlich verzögerte Durchsetzung des Lebergewebes mit präneoplastischen Herden spricht. In 

der exemplarischen Betrachtung der mit einer mittleren Häufigkeit auftretenden präneoplasti-

schen Herde wies 10 Wochen nach NNM-Gabe bei den PAD-Tieren ein weitaus größerer An-

teil der Foci noch initiale klarzellige oder azidophilzellige Eigenschaften auf, als unter Stan-

dardkost (Diagramm 16). Späte basophilzellige Foci, die unter Standardkost zu diesem Zeit-

punkt bereits einen Anteil von 9 % einnahmen, traten überhaupt nicht auf. Erst 14 Wochen 
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nach NNM-Gabe zeigten die präneoplastischen Herde der PAD-Gruppe eine Verteilung der 

histologischen Eigenschaften, wie sie unter Standardkost bereits nach 10 Wochen zu beobach-

ten war. Demzufolge ist neben der Ausbreitung möglicherweise auch die histologische Pro-

gredienz der Foci unter polyaminreduzierter, antibiotikahaltiger Kost verzögert. 

Der nach 10 Wochen im Vergleich zur Standardkostgruppe unauffällige Anteil an einem An-

giosarkom erkrankter Tiere stieg unter polyaminreduzierter und antibiotikahaltiger Kost 14 

Wochen nach NNM-Gabe auf den im Gruppenvergleich höchsten Wert an (Diagramm 7 und 

8). Eine statistisch signifikante Differenz wurde allerdings nicht ermittelt, sodass es sich hier-

bei – vor allem auch angesichts der aus der Literatur bekannten tumorinhibierenden Wirkung 

einer polyaminreduzierten und antibiotikahaltigen Kost – vermutlich um ein aufgrund der 

niedrigen Fallzahlen fälschlicherweise entstandenes Ergebnis hält.  

Cholangiozelluläre Adenome traten 10 Wochen nach Absetzen des Karzinogens ausschließ-

lich bei Tieren der PAD-Gruppe und der DFMO-Gruppe auf, während Standardkosttiere und 

PRD-Tiere erst nach 14 Wochen Adenome der Gallengänge ausbildeten (Diagramm 7 und 8). 

Eine Erklärung hierfür kann diese Arbeit mit insgesamt nur sehr wenigen diagnostizierten  

cholangiozellulären Veränderungen nicht bieten – zumal nach 14 Wochen gegenüber den an-

deren Versuchsgruppen in der Erkrankungsrate kein nennenswerter Unterschied mehr zu er-

kennen war. Hinsichtlich der Entstehung cholangiozellulärer Karzinome können gleichfalls 

keine Aussagen getroffen werden, da dieser Befund insgesamt nur bei einem einzigen Tier 

diagnostiziert wurde. Vermutlich müssten zur Klärung einer Einflussnahme auf die Gallen-

gangskarzinomentstehung spätere Untersuchungszeitpunkte gewählt werden. 

Bezogen auf die Fragestellung einer Tumorinhibition durch die Reduzierung der enteralen 

Polyaminaufnahme lässt sich zusammenfassen, dass die Entstehung der adenomatösen und 

karzinomatösen hepatozellulären Veränderungen initial verzögert werden konnte. Mit fort-

schreitender Tumorgenese ließ sich dieser Effekt zwar anhand der quantitativen Tumoraus-

wertung nicht mehr nachvollziehen, die histologische Auswertung präneoplastischer und kar-

zinomatöser Prozesse zeigte allerdings in Form von vergleichsweise weniger weit fortge-

schrittenen Zellstadien bzw. niedrigeren Malignitätsgraden weiterhin einen unter PAD abge-

schwächten Karzinogeneseverlauf.  

Die von Löser et al. unter polyaminreduzierter und antibiotikahaltiger Kost beobachtete hoch-

signifikante Hemmung der DMH-induzierten Kolonkarzinogenese (Löser et al., 1998) findet 
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sich damit in der Auswertung der Leberveränderungen allenfalls in Tendenzen wieder. Folg-

lich spielen die luminalen Polyamine, die als lokaler Faktor direkten Kontakt zur Mukosazelle 

haben, in der Kolonkarzinogenese eine wesentlich bedeutendere Rolle, als bei Karzinogenese-

prozessen des nicht-intestinalen Lebergewebes, dem langfristig der effektive Ausgleich des 

exogenen enteralen Polyamindefizits zu gelingen scheint. Die maßgebliche Funktion der lu-

minalen Polyamine als lokaler wachstumsinduzierender Faktor wurde von Löser et al. bereits 

1999 beschrieben. Während in diesen Versuchen mit der 6monatigen Verabreichung einer 

polyaminreduzierten und antibiotikahaltigen Diät in Dünndarm und Kolon eine signifikante 

Abnahme des Organgewichts erzielt werden konnte, zeigte das Gewicht der Leber keine Be-

einflussung (Löser et al., 1999). Exemplarisch für ein weiteres nicht-intestinales Gewebe be-

stätigen in der vorliegenden Arbeit die unter polyaminarmer und antibiotikahaltiger Kost nicht 

differenten Organgewichte der Nieren diese Beobachtung (Diagramm 4). 

4.1.2 Reduzierung der exogenen enteralen Polyamine unter gleichzeitig 
inhibierter intrazellulärer Polyamin de novo-Synthese 

Die selektive Inhibition der intrazellulären Polyamin de novo-Synthese durch α-Difluorome-

thylornithin (DFMO) führte in der Literatur bereits in mehreren Tumormodellen zu einer   

hocheffektiven Inhibition der Tumorgenese (Kingsnorth et al., 1983; Luk et al., 1989). In der 

vorliegenden Studie wurde am Modell von NNM-induzierten Lebertumoren der spezifische 

ODC-Inhibitor mit einer polyaminreduzierten und antibiotikahaltigen Kost kombiniert, um 

eine experimentell bestmögliche Polyaminreduktion zu erreichen.  

Wie die prozentualen  Anteile der  erkrankten Kurzzeit- und Langzeittiere zeigen (Diagramm 

7 und 8), war das allgemeine Risiko einer Tumorausbildung unter polyaminreduzierter, anti-

biotikahaltiger Kost mit zusätzlich verabreichtem DFMO gegenüber der Standardkostgruppe 

(wie auch der PAD-Gruppe und der PRD-Gruppe) deutlich und nach 14 Wochen sogar signi-

fikant reduziert (p<0,05). Die differenzierte Betrachtung hepatozellulärer Karzinome und  

Adenome bestätigten dieses Ergebnis in der Auswertung sowohl der prozentualen Anteile 

betroffener Tiere (Diagramm 7 und 8) als auch der Gesamtzahlen und der pro-Kopf-Zahlen 

(Diagramm 9 bis 12). Signifikant war die reduzierende Wirkung von DFMO dabei bzgl. des 

prozentualen Auftretens von an einem hepatozellulären Karzinom erkrankten Tieren 14 Wo-

chen nach NNM-Gabe gegenüber PAD-Tieren und PRD-Tieren (p<0,05) (Diagramm 8). Ge-

genüber den Standardkosttieren konnte die HCC-Inzidenz „tendenziell signifikant“ gesenkt 
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werden (p<0,1). Ebenfalls signifikant reduziert waren 14 Wochen nach NNM-Gabe im Ver-

gleich von DFMO-Tieren und PRD-Tieren die Gesamtzahl und die pro-Kopf-Zahl hepatozel-

lulärer Karzionome (p<0,05) (Diagramm 9 und 11), wobei die reduzierte Anzahl der hepato-

zellulären Karzinome pro Tier auf eine inhibierte intrahepatische Metastasierung der malignen 

Veränderungen hinweist.  

Weitere Befunde wie der Malignitätsgrad und der Größenvergleich der hepatozellulären Kar-

zinome oder auch die Häufigkeit und histologische Auswertung der präneoplastischen Zell-

herde liefern zusätzliche Hinweise auf eine wachstums- und entwicklungsverzögernde Potenz 

der NNM-induzierten Leberkarzinogenese unter ODC-Inhibiton. Unter PAD plus DFMO ent-

stehende hepatozelluläre Karzinome waren nach 14 Wochen überwiegend niedrig malignen 

G1-Karzinomen zuzuordnen. Es traten nur wenige G2-Karzinome auf und entgegen allen an-

deren Ernährungsgruppen wurde kein einziger hochmaligner G3-Tumor ausgebildet (Dia-

gramm 13). Die im Vergleich der Standardkost-, PAD- und PRD-Tiere etwa gleich ausfallen-

de Größe der Leberzellkarzinome lag unter der zusätzlichen Verabreichung von DFMO deut-

lich unter dem Durchschnittswert (Diagramm 14), was ebenfalls auf eine wachstumsverzö-

gernde Wirkung einer Reduktion des luminalen Polyaminpools hinweist.  

Die präneoplastischen Leberzellherde wurden nach 10 und 14 Wochen bereits in einem recht 

späten Entwicklungsstadium erfasst, was unter anderem daran erkennbar ist, dass ausnahms-

los alle Versuchstiere – selbst unter DFMO – diese initialen Leberzellveränderungen aufwie-

sen (Diagramm 7 und 8). Als Ausdruck einer verzögerten Ausbreitung war der Anteil multipel 

auftretender Foci unter PAD plus DFMO sowohl nach 10 als auch nach 14 Wochen gegenüber 

den anderen Versuchsgruppen deutlich reduziert (Diagramm 15). Gleichzeitig lag unter PAD 

plus DFMO nach 14 Wochen noch der höchste Anteil an mit einer geringen Häufigkeit auftre-

tenden Foci vor. 

Im Vergleich der mit einer mittleren Häufigkeit auftretenden Foci zeigte sich unter zusätzlich 

verabreichtem DFMO eine noch deutlicher verzögerte histologische Progredienz, als unter der 

alleinigen Reduzierung exogener enteraler Polyamine (Diagramm 16). Späte basophilzellige 

Foci traten bei DFMO-Tieren zu keinem der untersuchten Zeitpunkte auf und auch 14 Wo-

chen nach NNM-Gabe wies ein gegenüber den anderen Versuchsgruppen deutlich überwie-

gender Teil der präneoplastischen Herde noch initiale klarzellige Eigenschaften auf.  
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Angiosarkome wurden im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen weder bei den Kurz-

zeit- noch bei den Langzeit-DFMO-Tieren diagnostiziert (Diagramm 7 und 8). Demzufolge 

scheint DFMO die Ausbildung von Angiosarkomen zumindest 10 und 14 Wochen nach 

NNM-Gabe komplett, und damit noch effektiver zu inhibieren, als die Entstehung hepatozel-

lulärer Veränderungen. Die Ursache einer solchen verschieden stark ausgeprägten DFMO-

Wirkung könnte in den unterschiedlichen Ausgangsgewebearten (Gefäßendothelzellen und 

Leberzellen) mit einer jeweils spezifischen intrazellulären DFMO-Akkumulation oder -Sensi-

tivität liegen. Inwieweit allerdings die Ausbildung von Angiosarkomen tatsächlich komplett 

inhibiert oder aber nur verzögert wurde, ist anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht hinrei-

chend belegt. Möglicherweise sind die Untersuchungszeitpunkte 10 und 14 Wochen nach 

NNM-Gabe in Bezug auf eine Angiosarkomentstehung unter DFMO lediglich zu früh ge-

wählt. Darüber hinaus würden zuverlässige Aussagen über eine DFMO-vermittelte Beeinflus-

sung der Angiosarkomkarzinogenese größere Fallzahlen erfordern.  

Zusammengefasst führte die Kombination eines reduzierten luminal enteralen Polyaminvor-

kommens mit der DFMO-induzierten Inhibition der intrazellulären Polyaminproduktion zu 

einer deutlichen und teilweise signifikanten Reduzierung der Tumorentstehung und Entwick-

lung. Hierbei waren in der Leberzellkarzinombetrachtung nicht nur das Erkrankungsrisiko und 

die Tendenz zur intrahepatischen Metastasierung teilweise signifikant gesenkt, die entstehen-

den Karzinome wiesen auch kleinere Durchmesser und vergleichsweise geringgradig maligne 

Zellveränderungen auf. Die Ausbildung hepatozellulärer Adenome und das Auftreten prä-   

neoplastischer Leberzellherde zeigten sich ebenfalls deutlich, wenn auch nicht signifikant, 

vermindert. Darüber hinaus waren die präneoplastischen Leberzellherde in ihren histologi-

schen Eigenschaften weniger weit fortgeschritten. Diese Effekte wurden durch die alleinige 

Reduzierung der exogenen enteralen Polyamine zum Teil nur initial und ohne signifikante 

Veränderungen erzielt. Die intrahepatische Metastasierung und der Durchmesser der Leber-

zellkarzinome zeigten bei den PAD-Tieren überdies gar keine Beeinflussung. Zwar lässt diese 

Arbeit keine Aussage darüber zu, inwieweit die Ergebnisse der mit einer polyaminreduzierten 

und antibiotikahaltigen Kost kombinierten DFMO-Medikation auch durch die alleinige Ver-

abreichung des ODC-Inhibitors erzielt worden wären, da eine Kontrollgruppe mit alleiniger 

DFMO-Medikation hier nicht untersucht wurde, Ergebnisse aus der Literatur legen allerdings 

die Annahme nahe, dass sich die Kombination der beiden Methoden zur Polyaminreduzierung 
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effektiver auf die Tumorentstehung auswirkt (Sarhan et al., 1989; Moulinoux et al., 1991; 

Löser et al., 1998).  

Offensichtlich ist der luminal enterale Polyaminpool bei der Entstehung von Darmtumoren 

von erheblich größerer Relevanz. Für die Leberkarzinogenese scheint die Hemmung der Poly-

amin de novo-Synthese einen weit wichtigeren Effekt auf die Entstehung von Tumoren zu 

haben, was aus dem Vergleich der beiden Versuchsgruppen PAD und DFMO ersichtlich wur-

de. Wie bereits ausgeführt hat die alleinige Gabe einer polyaminreduzierten, antibiotikahalti-

gen Kost nur einen geringen bzw. eher verzögernden Einfluss auf die Ausbildung von NNM-

induzierten Lebertumoren, während die gleichzeitige Hemmung der intrazellulären Polyamin 

de novo-Synthese durch DFMO zusätzlich erhebliche und messbar signifikante inhibierende 

Effekte aufweist. 

Während luminal enterale Polyamine für die Leberkarzinogenese also nur eine unscheinbare 

Rolle zu spielen scheinen, kommt der intrazellulären de novo-Synthese bzw. der nachhaltigen 

Hemmung von ODC und intrazellulären Putrescin- und Spermidinkonzentrationen eine wich-

tige Rolle zu. 

4.1.3 Erhöhte Zufuhr nahrungsgebundener Polyamine unter inhibierter 
oxidativer Degradation von intrazellulären Polyaminen  

Eine induzierte Erhöhung des enteralen Polyaminangebots sollte klären, inwieweit der beo-

bachtete tumorverzögernde Effekt unter Polyaminreduktion den Umkehrschluss auf eine kar-

zinogenesefördernde Eigenschaft der durch die Nahrung zugeführten Polyamine zulässt. Dazu 

wurde einerseits die exogene enterale Polyaminzufuhr in Form eines polyaminangereicherten 

Futters erhöht und andererseits auf zellulärer Ebene mittels Aminoguanidin der Polyamin- 

bzw. insbesondere der Putrescinabbau als Kompensationsmöglichkeit bei erhöhten intrazellu-

lären Polyaminkonzentrationen gehemmt. Tatsächlich war unter polyaminreicher Kost der 

Anteil der an einem Leberzellkarzinom erkrankten Tiere 14 Wochen nach Absetzen des Kar-

zinogens gegenüber den Standardkosttieren tendenziell erhöht (Diagramm 8). Gegenüber den 

Tieren der DFMO-Gruppe war diese Erhöhung signifikant (p<0,05). Der Anteil der PRD-

Tiere mit ausgebildetem Leberzelladenom lag nach 14 Wochen allerdings unter den Ergebnis-

sen der Standardkostgruppe und sogar unter den Werten der Tiere mit polyaminarmer Kost. 

Vor dem Hintergrund der hohen Karzinomzahlen ist dies am ehesten als Ausdruck eines mög-
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licherweise durch Polyamine beschleunigten Übergangs von adenomatösen in karzinomatöse 

Veränderungen zu interpretieren.  

Die Auswertung der Gesamtzahlen und der pro-Kopf-Zahlen entstehender Karzinome und 

Adenome bestätigte die Annahme eines tumorfördernden Einflusses des erhöhten Poly-

aminangebots. 14 Wochen nach NNM erreichten die Tiere mit polyaminreicher Kost plus 

Aminoguanidin nach einem gegenüber den anderen Versuchsgruppen beschleunigten Anstieg 

der insgesamt sowie der pro Tier diagnostizierten hepatozellulären Karzinome jeweils die 

höchsten gemessenen Ergebnisse (Diagramm 9 und 11). Gegenüber den DFMO-Tieren war 

diese Steigerung signifikant (p<0,05). Pro-Kopf-Zahl und Gesamtzahl der hepatozellulären 

Adenome lagen bei den Tieren der PRD-Gruppe bereits nach 10 Wochen deutlich über den 

entsprechenden Werten der anderen Versuchsgruppen (Diagramm 10 und 12). Zwischen der 

10. und 14. Woche erfolgte kein weiterer Anstieg der Adenomhäufigkeit. Auch hier ist ver-

mutlich eine vermehrte Entwicklung von prämalignen adenomatösen in maligne karzinomatö-

se Prozesse als ursächlich zu betrachten.  

In der histologischen Auswertung der hepatozellulären Karzinome war ebenfalls eine progre-

dienzfördernde Beeinflussung durch das erhöhte Polyaminangebot erkennbar (Diagramm 13). 

Der Anteil hochmaligner G3-Karzinome überstieg unter polyaminreicher Kost plus Amino-

guanidin deutlich die Ergebnisse der anderen Versuchsgruppen, was eine beschleunigende 

Wirkung auf den Übergang in höher maligne Befunde nahe legt. Dagegen zeigte sich – abge-

sehen von dem einmalig diagnostizierten Karzinomdurchmesser von 6,5 cm – die Größe der 

ausgebildeten Leberzellkarzinome im Vergleich zu den Standardkosttieren und PAD-Tieren 

nicht beeinflusst (Diagramm 14).  

Wie in allen anderen Versuchsgruppen wiesen 10 und 14 Wochen nach NNM auch unter po-

lyaminreicher Kost jeweils 100% der Tiere präneoplastische Hepatozytenherde auf (Dia-

gramm 7 und 8). Die Ausbreitung der präneoplastischen Herde stellte sich hier allerdings ge-

genüber den anderen Versuchsgruppen leicht beschleunigt dar, was der 10 Wochen nach 

NNM-Gabe vergleichsweise hohe Anteil an multipel auftretenden Foci verdeutlichte (Dia-

gramm 15). Der Rückgang der multipel auftretenden Foci zwischen der 10. und 14. Woche, 

der in diesem deutlichen Ausmaß nur bei PRD-Tieren beobachtet wurde, könnte auf einen 

gegenüber den anderen Gruppen vorzeitig erfolgten Übergang der Foci in höhermaligne, ade-

nomatöse Prozesse zurückgeführt werden. Die histologische Auswertung der mit einer mittle-
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ren Häufigkeit auftretenden Foci bestätigte die Vermutung einer beschleunigten Progredienz. 

10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe überstieg der Anteil später basophilzelliger Veränderun-

gen deutlich die Ergebnisse der anderen Versuchsgruppen (Diagramm 16). 

Angiosarkome zeigten in der Versuchsgruppe mit polyaminreicher Kost und Aminoguanidin 

10 und 14 Wochen nach NNM gegenüber den Standardkosttieren ein vermehrtes Auftreten 

(Diagramm 7 und 8). Allerdings wurde dieses Ergebnis 14 Wochen nach NNM von den PAD-

Tieren mit polyaminreduzierter, antibiotikahaltiger Kost noch übertroffen. Hierfür bietet die 

Annahme einer Tumorförderung unter polyaminreicher und einer Tumorinhibition unter poly-

aminarmer Kost keine Erklärung, wobei die insgesamt sehr niedrigen Fallzahlen diagnosti-

zierter Angiosarkome und die damit reduzierte statistische Aussagekraft berücksichtigt wer-

den müssen.  

Unter den PRD-Tieren wurden zu keinem Zeitpunkt des Versuchs cholangiozelluläre Karzi-

nome diagnostiziert (Diagramm 7 und 8). Das einzige Gallengangskarzinom trat 10 Wochen 

nach NNM bei einem Standardkosttier auf. Die Ausbildung cholangiozellulärer Adenome 

wurde durch die vermehrte exogene enterale Polyaminzufuhr ebenfalls nicht erkennbar geför-

dert. Allerdings sind auch hier die sehr niedrigen Fallzahlen zu berücksichtigen. 

Zusammengefasst sprechen das vermehrte und höhermaligne Auftreten hepatozellulärer Kar-

zinome sowie die beschleunigte Ausbreitung und histologische Progredienz präneoplastischer 

Leberzellherde für eine tumorfördernde Potenz der polyaminangereicherten Nahrung bei zeit-

gleicher Reduktion der oxidativen Degradation intrazellulärer Polyamine. Dabei stellt sich die 

Frage, welche Bedeutung dem erhöhten Angebot an exogenen enteralen Nahrungspolyaminen 

einerseits bzw. der teilweisen Reduktion des zelleigenen Kompensationsmechanismus zur 

Konstanthaltung der intrazellulären Polyaminkonzentration andererseits zukommt, was auf-

grund der hier gewählten Gruppeneinteilungen nicht beurteilt werden kann. Hieraus könnten 

sich nicht zuletzt für ernährungswissenschaftliche Ansätze in der Tumorprävention und           

-therapie interessante Aspekte ergeben (Linsalata und Russo, 2008).  
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4.2 Auswirkungen eines veränderten Polyaminhaushalts auf 
intrazelluläre Regulationsmechanismen 

Welche maßgeblichen Faktoren dem Einfluss des Polyaminhaushalts auf Initiierung und 

Wachstum von Tumoren zugrunde liegen, wurde vielfach untersucht und diskutiert. Bioche-

mische Gewebeanalysen im Rahmen verschiedener Tumormodelle ergaben, dass die an der 

Tumorinduktion entscheidend beteiligten Faktoren in der intrazellulären Aktivierung der Or-

nithindecarboxylase (ODC) und der konsekutiv vermehrten intrazellulären Bildung von 

Putrescin bestehen (Pegg und Mc Cann, 1982; Löser et al., 1995). Beispielsweise stellten Ball 

et al. nach Gabe des Kolonkarzinogens 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) eine karzinogenstimu-

lierte ODC-Erhöhung in der Kolonmukosa fest. Desgleichen führte das leberspezifische Kar-

zinogen Acetylaminofluoron zu einer gesteigerten ODC-Aktivität im Lebergewebe (Ball et 

al., 1976). Neben einer verstärkten Polyamin de novo-Synthese kommt es im Verlauf der der 

Tumorgenese auch zu einer Induktion der SAT-Aktivität und damit zu einer Aktivierung des 

Interkonversionsstoffwechsels. Matsui und Pegg beobachteten diesen Mechanismus im Le-

bergewebe von Ratten nach Applikation der Leberkarzinogene Dimethylnitrosamin und Diet-

hylnitrosamin (Matsui und Pegg 1982). Dass die karzinogenvermittelte Beeinflussung des 

Polyaminstoffwechsels in verschiedenen Organen über unterschiedliche Mechanismen erfol-

gen kann, wiesen Löser et al. nach, indem sie Gewebeproben von proximalem und distalem 

Kolon, Dünndarm, Leber und Pancreas nach DMH-Applikation analysierten (Löser et al., 

1996).  

Inwieweit sich Eingriffe in den Polyaminhaushalt – nämlich eine Reduktion des exogenen 

enteralen bzw. des intrazellulären Polyaminpools oder aber eine vermehrte exogene enterale 

Polyaminzufuhr – auf einzelne Parameter des Polyaminstoffwechsels und damit auch auf die 

am Karzinogeneseprozess beteiligten Faktoren auswirken, soll im folgenden Kapitel diskutiert 

werden. 

4.2.1 Reduzierung der exogenen enteralen Polyamine 

Mit der Verabreichung einer polyaminreduzierten und antibiotikahaltigen Diät konnten Löser 

et al. am DMH-Modell den Polyaminhaushalt der Versuchstiere so maßgeblich beeinflussen, 

dass sie eine ebenso hochsignifikante Hemmung der Kolonkarzinogenese erzielten wie unter 

der DFMO-vermittelten Reduzierung der Polyamin de novo-Synthese (Löser et al., 1998). 
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Durch Übertragung dieser Methode eines verminderten enteralen Polyaminangebotes auf das 

Modell der NNM-induzierten Leberkarzinogenese sollte untersucht werden, ob sich die allei-

nige Reduzierung der enteral aufgenommenen Polyamine auf den Polyaminstoffwechsel des 

Hepatozyten bzw. der Nierenzelle, die keinen unmittelbaren Kontakt zu den Nahrungspoly-

aminen haben und nicht auch direkt von luminal versorgt werden, ebenso nachhaltig auswirkt. 

Diese Arbeit zeigt, dass als einziger signifikanter Effekt der polyaminarmen und antibio-

tikahaltigen Diät eine Absenkung des intrazellulären Spermidinspiegels in Hepatozyten zu 

beobachten war (Diagramm 21). Die Konzentrationen von Spermin und Putrescin wurden 

dagegen nicht relevant verändert. In der Niere ergaben sich für den intrazellulären Polyamin-

haushalt im Vergleich zu den Ergebnissen unter Standardkost überhaupt keine maßgeblichen 

Veränderungen. 

Als Folge der verminderten enteralen Polyaminzufuhr ist möglicherweise eine reflektorische 

Aktivierung der intrazellulären Polyamin de novo-Synthese zu erwarten. Dies würde sich in 

einem Anstieg der Ornithindecarboxylase äußern, wie er allerdings in nicht-karzinomatösem 

Lebergewebe weder 10 noch 14 Wochen nach NNM-Gabe auftrat (Diagramm 17). Vielmehr 

zeigte sich der ODC-Wert nach 10 Wochen in normalem Lebergewebe gesunder und karzi-

nomerkrankter Tiere gegenüber den Standardkostergebnissen sogar etwas erniedrigt. Eine 

Putrescinkonzentration war zu diesem Zeitpunkt nicht messbar (Diagramm 20). 14 Wochen 

nach NNM-Gabe ergaben sich im Vergleich von PAD- und SK-Tieren bzgl. ODC und 

Putrescin keine Unterschiede mehr, sodass zu diesem Zeitpunkt scheinbar ein ODC-

vermittelter Ausgleich des verringerten Putrescinspiegels stattgefunden hatte. Diese Beobach-

tungen basieren auf einer geringen Anzahl verwertbarer ODC- und Putrescin-Messungen und 

sind nicht signifikant, sie stehen aber im Einklang mit den Ergebnissen der Tumorauswertung. 

Hier wurde nach 10 Wochen eine tumorhemmende Wirkung der polyaminarmen und antibio-

tikahaltigen Kost festgestellt, die 14 Wochen nach NNM-Gabe nicht mehr erkennbar war.  

Die S-Adenosyl-Methionindecarboxylase (SAM-DC) zeigte unter polyaminarmer, antibio-

tikahaltiger Nahrung in unauffälligem Lebergewebe gesunder und karzinomerkrankter Tiere 

gegenüber der Standardkostgruppe 10 und 14 Wochen nach NNM keine relevanten Verände-

rungen (Diagramm 18). Das unter Aktivierung der SAM-DC entstehende und maßgeblich an 

der Aufrechterhaltung des Zellwachstums beteiligte Polyamin Spermidin (Kramer et al., 

1989; Regenass et al., 1994; Löser et al., 1997 a und c) war allerdings sowohl 10 als auch 14 

Wochen nach NNM gegenüber den Standardkosttieren teilweise signifikant reduziert (Dia-
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gramm 21), wogegen die Sperminmessungen im Vergleich zur Standardkost keine Unter-

schiede aufwiesen (Diagramm 22). Eine angesichts des reduzierten Spermidinwertes zu er-

wartende relevante SAM-DC-Aktivierung konnte nicht nachgewiesen werden (Diagramm 18). 

Vielmehr zeigte sich die SAM-DC-Konzentration nicht verändert. Einen Erklärungsansatz 

bieten eventuell die Studien von Halline et al. Sie stellten eine unterschiedliche Induzierbar-

keit der SAM-DC in verschiedenen Organgeweben fest. Nach der Verabreichung von DFMO 

beobachteten sie ausschließlich in der Dünndarmmukosa einen signifikanten Anstieg der 

SAM-DC, wogegen eine SAM-DC-Erhöhung in den Zellen der Kolonschleimhaut ausblieb. 

Hieraus folgerten sie das Vorliegen der SAM-DC in Form verschiedener organspezifischer 

Isoenzyme mit abweichenden Eigenschaften (Halline et al., 1989 a). Zwar lag den Ergebnis-

sen von Halline et al. eine DFMO-induzierte Inhibierung des intrazellulären Polyaminstoff-

wechsels zugrunde, unterschiedliche isoenzymspezifische Reaktionen auf eine Reduktion des 

exogenen enteralen Polyaminangebots sind aber sicher ebenso denkbar.  

Unabhängig von diesem Erklärungsansatz ist zu berücksichtigen, dass die hier vorliegenden 

Enzymmessungen eine Einzeitpunktanalyse 10 bzw. 14 Wochen nach Beenden der 

10wöchigen Karzinogenexposition darstellen. Die verschiedenen Schritte der schnellen und 

sehr komplexen Enzymregulation können zu diesem einzelnen Zeitpunkt nicht alle erfasst 

werden und waren möglicherweise zu früheren Zeitpunkten vorhanden. Löser et al. stellten 

beispielsweise nach 6monatiger Verabreichung einer polyaminreduzierten Kost mit und auch 

ohne Antibiotikazusatz überhaupt keine signifikanten Veränderungen der intrazellulären En-

zym- und Polyaminkonzentrationen in der Leber fest (Löser et al., 1999). 

Neben einer verstärkten SAM-DC Aktivität besteht zum Ausgleich eines reduzierten Spermi-

dinspiegels auch die Möglichkeit, in der Zelle vorhandenes Spermin dem Interkonversions-

stoffwechsel zuzuführen und in Spermidin umzusetzen (Bolkenius und Seiler, 1987). Kataly-

sierendes Enzym ist hierbei die Spermidin-/Spermin-N1-Acetyltransferase (SAT), die in den 

vorliegenden Ergebnissen allerdings ebenfalls keine Anzeichen einer verstärkten Aktivierung 

zeigte – 14 Wochen nach NNM war sie sogar gegenüber dem nicht-karzinomatösen Leberge-

webe der Standardkosttiere erniedrigt (Diagramm 19). Aus welchem Grund zum Zeitpunkt 

der Untersuchung trotz des nachweislich signifikant verringerten Spermidinspiegels und einer 

jedenfalls zu diesem Zeitpunkt ausbleibenden SAM-DC-Induktion keine Spermidinprodukti-

on über den Interkonversionsstoffwechsel beobachtet werden konnte, bleibt unklar. Allerdings 

sind organspezifisch uneinheitliche Reaktionen der SAT-Aktivität und des Interkonversions-
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stoffwechsels infolge einer Hemmung der Putrescin de novo-Synthese aus der Literatur be-

kannt (Manni et al., 1995).  

Die Putrescinkonzentrationen im Nierengewebe ließen unter polyaminarmer und antibio-

tikahaltiger Kost zu keinem Zeitpunkt gegenüber den Standardkostwerten eine Reduzierung 

erkennen (Diagramm 28). Diesem offensichtlich stattgefundenen Ausgleich der Reduktion des 

luminal enteralen Putrescinpools konnte 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe allenfalls eine 

teilweise angedeutete ODC-Erhöhung zugeordnet werden (Diagramm 25). Der Putrescin-

ausgleich in den Nierenzellen ließ sich damit 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe nicht auf 

eine maßgeblich verstärkte intrazelluläre de novo-Synthese zurückführen. 

Gleiches gilt für die Polyamine Spermidin und Spermin, die trotz nicht erhöhter SAM-DC-

Aktivität den Standardkostergebnissen entsprachen (Diagramm 26, 29 und 30). Auffälliger-

weise trat der in nicht-karzinomatösem Lebergewebe diagnostizierte reduzierte Spermidin-

spiegel in der Niere nicht auf. Angesichts der gegenüber Standardkostbedingungen eher er-

niedrigten SAT-Aktivität (Diagramm 27) scheint eine zu den Untersuchungszeitpunkten ver-

stärkte Aktivierung des Interkonversionsstoffwechsels als Ursache des Spermidin-ausgleichs 

fraglich. Eventuell fand die SAT-Erhöhung vor dem Zeitpunkt der Enzymanalyse statt. Eine 

weitere Erklärung bietet die 2002 durch Niiranen et al. beschriebene Sperminoxidase (SMO), 

die in embryonalen Stammzellen eine nicht SAT-vermittelte Konversion von Spermin in 

Spermidin katalysiert (Niiranen et al., 2002). Für den Ausgleich des Spermidindefizits könnte 

demnach in der Nierenzelle unter Umgehung des SAT-vermittelten Interkonversionsstoff-

wechsels ein SMO-vermittelter Sperminumbau verantwortlich sein.  

Die Auswertung der hepatozellulären Karzinome ergab unter PAD eine gegenüber unauffälli-

gem Lebergewebe 14 Wochen nach NNM-Gabe sogar signifikante ODC-Erhöhung, die auch 

in den karzinomatösen Gewebeproben der anderen Versuchsgruppen teilweise signifikant 

vorlag (Diagramm 17). Sie ist am  ehesten auf die induzierten Wachstumsvorgänge zurückzu-

führen und damit auch unter einer reduzierten exogenen enteralen Polyaminzufuhr nicht als 

reflektorischer Anstieg zu betrachten. Dementsprechend ergab auch der Vergleich mit den 

Karzinomergebnissen unter Standardkost keine signifikanten Unterschiede. Erwartungsgemäß 

war infolge der gesteigerten ODC-Aktivität nach 14 Wochen in Karzinomgewebe unter PAD 

wie auch unter Standardkost eine im Vergleich zu unauffälligem Lebergewebe erkennbare 

Erhöhung der Putrescinkonzentration messbar, die innerhalb der Standardkostgruppe und der 
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PRD-Gruppe signifikant ausfiel (Diagramm 20). Eine gesteigerte ODC-Aktivität und hohe 

Putrescinwerte sind aus der Literatur als typische Veränderungen des Polyaminhaushalts in 

karzinomatösem Gewebe bekannt (Rozhin et al., 1984; La Muraglia et al., 1986). Weniger 

einheitlich sind dagegen die Literaturangaben bezüglich der SAM-DC-Aktivität in neoplasti-

schen Zellen. Verschiedene Autoren konnten bei Patienten mit Kolonkarzinomen erhöhte 

SAM-DC-Werte nachweisen (Porter et al., 1987; Herrera-Ornelas et al., 1987) und auch in 

der vorliegenden Arbeit zeigte sich die Aktivität der SAM-DC in hepatozellulären Karzino-

men der PAD-Tiere und der SK-Tiere gegenüber unverändertem Lebergewebe signifikant 

gesteigert (Diagramm 18). Der Vergleich zwischen Standardkost- und PAD-Tieren ergab kei-

ne Auffälligkeiten, sodass entsprechend der ODC-Erhöhung entkoppelte karzinomatöse 

Wachstumsvorgänge als ursächlich angenommen werden können.  

Spermidin und Spermin waren im Karzinomgewebe der PAD-Tiere 10 Wochen nach NNM-

Gabe gegenüber unverändertem Leberparenchym signifikant reduziert (Diagramm 21 und 22). 

Nach 14 Wochen zeigten sich diese Unterschiede ausgeglichen. Neben der bereits erwähnten 

SAM-DC-Erhöhung ist hierfür vermutlich auch ein aktivierter Interkonversionsstoffwechsel 

verantwortlich, der einhergehend mit malignen Wachstumsprozessen Ausdruck eines erhöhten 

Zellumsatzes ist und auf den die 10 Wochen nach NNM deutlich erhöhte SAT-Aktivität hin-

weisen könnte (Diagramm 19). Bestätigt wird diese Annahme durch Claverie et al. Sie hemm-

ten die intrazelluläre Polyamin de novo-Synthese in Tumorzellen und stellten fest, dass das so 

entstandene Polyamindefizit durch im Interkonversionsstoffwechsel gebildete Polyamine aus-

geglichen wurde (Claverie et al., 1987).  

4.2.2         Reduzierung der exogenen enteralen Polyamine unter gleichzeitig 
inhibierter intrazellulärer Polyamin de novo-Synthese 

In früheren Studien führte die Applikation von α−Difluoromethylornithin (DFMO) zu einer 

Reduktion der intrazellulären ODC-, Putrescin- und Spermidinkonzentration, während die 

Sperminkonzentration erhöht wurde oder unbeeinflusst blieb (Kingsnorth et al., 1983; 

Dorhout et al., 1995 b). Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen diese Beobachtungen. Infolge 

der DFMO-vermittelten Inhibition war die ODC-Aktivität in gesundem Leber- und Nierenge-

webe gegenüber den Ergebnissen unter Standardkost sowie unter polyaminreduzierter, anti-

biotikahaltiger Diät vermindert, wobei allerdings nur in der Niere signifikante Unterschiede 

erfasst werden konnten (Diagramm 17 und 25). Eventuell erfolgten Aufnahme und Anreiche-
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rung des ODC-Inhibitors in Nierenzellen besser als in Leberzellen, was eine gewebeabhängig 

unterschiedlich starke Wirksamkeit erklären könnte. Entsprechend der niedrigen ODC-

Aktivität und der verminderten Polyaminzufuhr lagen auch die Putrescinwerte bis auf wenige 

Einzelmessungen sowohl 10 als auch 14 Wochen nach NNM in Leber und Niere unterhalb der 

Nachweisgrenze (Diagramm 20 und 28). 

Die Aktivität der SAM-DC lag in normalen Leber- und Nierenzellen über den Ergebnissen der 

SK- und PAD-Gruppen (Diagramm 18 und 26), wobei allerdings keine signifikanten Unter-

schiede erreicht wurden. Eine Aktivierung der SAM-DC als Reaktion auf eine DFMO-

verursachte ODC-Inhibition ist aus der Literatur bekannt und wird im Sinne eines Kompensa-

tionsmechanismus der Zelle interpretiert (Pegg und Mc Cann, 1982; Tabor und Tabor, 1984). 

Spermidin- und Sperminkonzentrationen verhielten sich mit zusätzlich verabreichtem DFMO 

in Leber- und Nierengewebe entsprechend den Ergebnissen unter einer alleinigen Reduktion 

der exogenen enteralen Polyamine. Bei normalen bis angedeutet erhöhten Sperminspiegeln 

zeigten sich die Spermidinkonzentrationen im Vergleich zur Standardkostgruppe tendenziell 

reduziert (Diagramm 21 und 22 bzw. 29 und 30). Wie bereits in der PAD-Gruppe fand auch 

hier angesichts des reduzierten Spermidinspiegels 10 und 14 Wochen nach NNM-Gabe keine 

Aktivierung des Interkonversionsstoffwechsels statt, was die unauffälligen bzw. tendenziell 

reduzierten SAT-Messungen zeigten (Diagramm 19 und 27). Der unter DFMO nur leicht re-

duzierte und somit offensichtlich teilweise ausgeglichene Spermidinspiegel könnte eventu-  

ell  – wie bereits in Kapitel 4.1.1 erläutert – unter Umgehung der SAT auf die Aktivierung der 

Sperminoxidase zurückzuführen sein. 

Die biochemischen Gewebeanalysen karzinomatös veränderter Leberzellen sind in der Gruppe 

der DFMO-Tiere unter dem Aspekt zu betrachten, dass sich aufgrund der nur wenigen und 

sehr kleinen makroskopisch als karzinomatös eingestuften Befunde die Isolierung rein karzi-

nomatösen Gewebes als schwierig erwies. Gleichzeitig ist davon auszugehen, dass in den sehr 

weit fortgeschrittenen Karzinomen der Vergleichsgruppen SK und PRD teilweise nekrotische 

Gewebeabschnitte vorlagen, weshalb diese Ergebnisse eine große Streuung aufwiesen. Die 

hieraus resultierenden hohen Standardabweichungen erschweren die statistische Auswertung 

und den Nachweis von signifikanten Unterschieden. 

Die ODC-Aktivität in den karzinomatösen Gewebeproben der Langzeit-DFMO-Tiere lag, wie 

bereits in Kapitel 4.2.1 ausgeführt, auch unter DFMO-vermittelter Inhibition deutlich über 
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dem Niveau gesunder Gewebeproben (Diagramm 17). Im Vergleich zu den Karzinomergeb-

nissen der SK- und PAD-Gruppe war der ODC-Spiegel allerdings tendenziell erniedrigt. Ein 

Putrescinspiegel war infolge der ODC-Inhibition 14 Wochen nach NNM-Gabe nur in einer 

einzigen Karzinomprobe messbar (Diagramm 20). 

Die SAM-DC-Konzentration entsprach in Karzinomen der DFMO-Gruppe den Werten von 

normalem Leberparenchym (Diagramm 18), was sowohl angesichts der gesteigerten SAM-

DC-Aktivität bei PAD-Tieren, als auch im Hinblick auf die bereits beschriebene reflektori-

sche SAM-DC-Aktivierung unter DFMO-induzierter ODC-Inhibition verwundert. Eventuell 

liegt die Begründung hierfür in der erwähnten Problematik der Isolierung reinen Karzinom-

gewebes.  

14 Wochen nach NNM zeigten sich bei einer nicht erhöhten Sperminkonzentration die Kon-

zentrationen von Spermidin und SAT in Karzinomen der DFMO-Tiere tendenziell gegenüber 

unverändertem Lebergewebe erhöht, was die Beobachtung des unter polyaminreduzierter und 

antibiotikahaltiger Kost in karzinomatösem Gewebe gesteigerten Interkonversionsstoffwech-

sels unterstützt (Diagramm 19, 21 und 22). Auch hier dienen die Untersuchungen von       

Claverie et al. der Bestätigung, in denen Tumorzellen einen durch ODC-Inhibition reduzierten 

Polyaminpool mithilfe des Interkonversionsstoffwechsels ausgleichen konnten (Claverie et 

al., 1987). 

4.2.3  Erhöhte Zufuhr nahrungsgebundener Polyamine unter inhibierter 
oxidativer Degradation von intrazellulären Polyaminen 

In der Niere ließen sich infolge des vermehrten Angebots an enteralen Polyaminen deutlich 

angehobene Polyaminspiegel nachweisen, wobei vor allem Putrescin und Spermidin gegen-

über den Ergebnissen der Standardkosttiere teilweise signifikant und hochsignifikant erhöht 

waren (Diagramm 28, 29 und 30). Die hohen Putrescinwerte führten über einen negativen 

feedback-Mechanismus zu einer gegenüber SK-Tieren deutlich und gegenüber PAD-Tieren 

signifikant verminderten ODC-Aktivität (Diagramm 25). Messungen der SAM-DC-Aktivität 

ergaben in der Niere im Vergleich zur Standardkostgruppe angedeutet erniedrigte Ergebnisse 

(Diagramm 26). Einer putrescinvermittelten Aktivierung des Enzyms im Sinne einer Substrat-

induktion, wie sie teilweise aus vorangegangenen Studien bekannt ist (Pegg et al., 1992), 
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wirkte hier eventuell der über negative feedback-Mechanismen inhibierende Effekt der erhöh-

ten Spermidin- und Sperminwerte entgegen.  

Im Gegensatz zur Niere zeigten die Spermidin- und Sperminbestimmungen in gesunden Le-

berzellen weder 10 noch 14 Wochen nach NNM-Gabe einen signifikanten Anstieg (Dia-

gramm 21 und 22), was im Zusammenhang mit der hier tendenziell erhöhten SAT-Aktivität 

(Diagramm 19) auf einen gesteigerten Interkonversionsstoffwechsel hinweisen könnte. Bestä-

tigung findet diese Beobachtung in den Ergebnissen von Pegg und Erwin (Pegg und Erwin, 

1985). Sie untersuchten bei Ratten die Auswirkungen einer vermehrten Zufuhr exogener ente-

raler Polyamine auf Leber-, Nieren- und Lungengewebe. Hierbei ermittelten sie insbesondere 

im Lebergewebe eine hochsignifikante SAT-Induktion und sahen darin einen zelleigenen Me-

chanismus zur Reduzierung eines Polyaminüberschusses.  

Trotz dieses vermuteten verstärkten Interkonversionsstoffwechsels und des durch Aminogua-

nidin inhibierten Putrescinabbaus wies der Putrescinspiegel im Lebergewebe gesunder und 

karzinomerkrankter PRD-Tiere 14 Wochen nach NNM-Gabe gegenüber den Standardkosttie-

ren allenfalls eine angedeutete Erhöhung auf (Diagramm 20). 10 Wochen nach NNM-Gabe 

konnte unter Standardkostbedingungen nur ein einzelner Putrescinwert gemessen werden, 

sodass ein zuverlässiger Vergleich hier nicht möglich war. Aus welchen Gründen die 

Putrescinerhöhung in unverändertem Lebergewebe so gering ausfiel, bleibt offen. Die ODC-

Aktivität im Lebegewebe der PRD-Tiere war unter der vermehrten Polyaminzufuhr gegenüber 

der Standardkostgruppe und auch der PAD-Gruppe signifikant reduziert (Diagramm17), was 

angesichts der relativ diskret erhöhten Polyaminmessungen und des daher erwartungsgemäß 

eher schwach ausgeprägten negativen feedback-Mechanismus verwundert. Wie jedoch bereits 

erwähnt wurde, ist zu berücksichtigen, dass es sich bei den Messungen um recht späte Ein-

zeitpunktanalysen handelt. Maßgeblich veränderte Enzym- und Polyaminkonzentrationen hat-

ten sich zu diesen Zeitpunkten in der Leber eventuell wieder normalisiert und wurden so nicht 

erfasst.  

Dass Leber- und Nierengewebe unterschiedlich auf das erhöhte Angebot exogener enteraler 

Polyamine reagieren, könnte auf eine verschieden stark ausgeprägte Akkumulationsfähigkeit 

des Diaminoxidaseinhibitors Aminoguanidin hinweisen. Eine dadurch in der Leber weniger 

stark gehemmte oxidative Degradation als Reaktion auf ansteigende Polyaminspiegel würde 

den vergleichsweise unauffälligen Putrescinwert in Hepatozyten erklären. Daneben spielen in 
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der äußerst komplexen Regulierung des Polyaminstoffwechsels natürlich zahlreiche Faktoren 

eine Rolle, die in den Auswertungen dieser Arbeit nicht erfasst werden konnten. Organspezi-

fische Unterschiede in der Fähigkeit zum zellulären Polyaminuptake oder in der Induzierbar-

keit weiterer regulativer Enzyme wie beispielsweise das Antizym (AZ), das ODC-Aktivität 

und zelluläre Polyaminaufnahme inhibiert (Mitchell et al., 1994; Suzuki et al., 1994; Sakata et 

al., 2000), sind als Ursachen von in der Leber effektiveren Polyaminhomöostasemechanismen 

denkbar.  

Das karzinomatöse Lebergewebe der PRD-Tiere zeigte – wie aus der Literatur bekannt und 

entsprechend den Ergebnissen aller anderen Versuchsgruppen – gegenüber unverändertem 

Lebergewebe signifikant und hochsignifikant erhöhte ODC- und Putrescinwerte (Diagramm 

17 und 20), wobei allerdings entsprechende Karzinomergebnisse der Standardkostgruppe 

nicht überschritten wurden. Ein karzinomatös veränderter und damit sehr stoffwechselaktiver 

Hepatozyt weist demnach bereits unter normalem Polyaminangebot einen deutlich erhöhten  

Putrescinspiegel auf, der auch bei einem vermehrten enteralen Polyaminangebot nicht weiter 

ansteigt. Eine mit malignen Veränderungen assoziierte Aktivierung der SAM-DC, wie sie in 

Karzinomzellen der Standardkost- und der PAD-Tiere auftrat, erfolgte in den Karzinomzellen 

der PRD-Tiere nicht (Diagramm 18). Im Unterschied zu Putrescin waren die Spermidin- und 

Sperminspiegel gegenüber unverändertem Lebergewebe gesunder und karzinomerkrankter 

Tiere nicht maßgeblich verändert (Diagramm 21 und 22). Eventuell erfolgte hier – entspre-

chend der Karzinomergebnisse der PAD-Tiere und der DFMO-Tiere, allerdings ohne indu-

zierte Reduktion der luminalen Polyamine – der verstärkte Abbau der beiden Polyamine über 

den Interkonversionsstoffwechsel zugunsten einer maximalen intrazellulären Putrescinanrei-

cherung. Auch unter Standardkost lassen die erhöhten Putrescinwerte bei unauffälligen Sper-

midin- und Sperminwerten einen in karzinomatösem Gewebe trotz ausreichender Polyaminzu-

fuhr aktivierten Interkonversionsstoffwechsel vermuten. Eine solche Beteiligung des Inter-

konversionsstoffwechsels an malignen Transformationsprozessen wurde in der Literatur be-

reits durch Halline et al. am Modell der DMH-induzierten Kolonkarzinogenese beobachtet 

(Halline et al., 1989 b).  

Dass karzinomatöse Gewebeveränderungen in keiner der 4 Versuchsgruppen mit einer signi-

fikanten Erhöhung der Polyamine Spermidin und Spermin assoziiert sind, entspricht den Er-

gebnissen von Löser et al. Sie stellten beim Menschen in 4 verschiedenen Karzinomen des 

Gastrointestinlatraktes (Magen- und Ösophaguskarzinome, Pankreaskarzinome und kolorekta-
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le Karzinome) erwartungsgemäß signifikant erhöhte ODC- und Putrescinspiegel fest, woge-

gen sich Spermidin- und Sperminkonzentrationen nahezu unauffällig verhielten (Löser et al., 

1989; 1990 a, b und c). Tamori et al. beobachteten beim Menschen in Leberzellkarzinomen 

gegenüber unverändertem, karzinombenachbarten Lebergewebe ebenfalls erhöhte ODC- und 

Putrescinwerte, hier lagen allerdings auch Spermidin und Spermin in vergleichsweise hohen 

Konzenrationen vor (Tamori et al., 1994). Halline et al. beschrieben in DMH-induzierten Ko-

lontumoren signifikant erhöhte Spermidinkonzentrationen bei unveränderten Sperminwerten 

(Halline et al., 1989 b). In tendenzieller Ausprägung findet sich diese Beobachtung in der vor-

liegenden Arbeit auch in den Spermidin- und Sperminergebnissen der Langzeitgruppen wie-

der. 

Zusammengefasst kann eine polyaminreiche Kost plus Aminoguanidin in normalem Leber-

gewebe offenbar keinen signifikanten Anstieg der intrazellulären Polyaminkonzentrationen 

bewirken. Dies steht im Einklang mit dem bei PRD-Tieren gegenüber Standardkostbedingun-

gen nicht maßgeblich erhöhten Risiko der Karzinominduktion. Die dennoch vorliegenden 

Indizien für eine tumorfördernde Wirkung eines vermehrten Angebots enteraler Polyamine, 

nämlich zahlreicher und höhermaligne auftretende hepatozelluläre Karzinome sowie eine be-

schleunigte Weiterentwicklung präneoplastischer Zellherde, finden zu den hier betrachteten 

Zeitpunkten keine korrespondierenden Abweichungen der Enzym- oder Polyaminkonzentrati-

onen. Auch hier muss noch einmal darauf hingewiesen werden, dass die Messung der einzel-

nen Parameter des Polyaminstoffwechsels natürlich nur punktuell am Ende des Versuchs er-

folgten und daraus nicht auf mögliche signifikante Effekte im früheren Verlauf der Karzino-

genese rückgeschlossen werden kann. 

4.2.4  Auswirkungen einer Karzinomerkrankung auf gesundes Leber- und 
Nierengewebe 

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass sich die in Karzinomgewebe verstärkte Putrescin 

de novo-Synthese mit erhöhten intrazellulären ODC- und Putrescinkonzentrationen in weniger 

starker Ausprägung auch in tumorbenachbarten Gewebeabschnitten findet. Pizzi et al. wiesen 

am Modell AOM-induzierter Kolontumoren in tumorbenachbarter Mukosa gegenüber der 

Mukosa von Kontrolltieren erhöhte ODC-Aktivitäten nach (Pizzi et al., 1994). Halline et al. 

konnten in Gewebeabschnitten, die an DMH-induzierte Kolontumoren angrenzten, im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe erhöhte Putrescinkonzentrationen feststellen (Halline et al.,      
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1989 b). Vor diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit gezielt auf Unterschiede zwischen 

Lebergewebe gesunder Tiere und karzinombenachbartem, aber makroskopisch unauffälligem 

Gewebe tumorerkrankter Tiere geachtet werden. Da die für malignes Gewebe typischen Auf-

fälligkeiten bei karzinombefallenen Tieren auch Organe betreffen können, die selbst keine 

Gewebeneoplasien aufweisen, wurde darüber hinaus Nierengewebe von leberkarzinomer-

krankten Tieren mit dem gesunder Tiere verglichen.  

Relevante Unterschiede im Vergleich karzinomerkrankter und nicht karzinomerkrankter Tiere 

bezüglich einer in gesundem Leber- oder Nierengewebe gesteigerten Putrescin de novo-

Synthese und konnten in dieser Arbeit nicht belegt werden. Dennoch zeigten sich im Ver-

gleich der Gewebeproben gesunder bzw. an einem hepatozellulären Karzinom erkrankter Tie-

re tendenzielle Auffälligkeiten, die insbesondere die intrazellulären Putrescin- und Spermi-

dinkonzentrationen unter polyaminreicher Kost plus Aminoguanidin betrafen. So waren beide 

Polyamine in gesunden Leberzellen karzinombefallener Tiere, also in karzinombenachbarten 

Leberzellen, gegenüber den Vergleichswerten in Leberzellen karzinomfreier Tiere leicht er-

höht (Diagramm 20 und 21). Nierengewebe wies im Vergleich ebenfalls eine angedeutete 

Putrescin- und Spermidinerhöhung bei erkrankten Tieren auf (Diagramm 28 und 29). Die 

Sperminwerte verhielten sich bei erkrankten Tieren der PRD-Gruppe in Leber und Niere un-

auffällig (Diagramm 22 und 30).  

Unter einer polyaminreduzierten und antibiotikahaltigen Diät wiesen bei den Kurzzeittieren   

– in der Auswertung der Langzeittiere war ein Vergleich zwischen gesunden und karzinomer-

krankten Tieren nicht möglich – jeweils alle drei Polyamine in den Leber- und Nierenproben 

karzinombefallener Tiere leicht erhöhte Konzentrationen auf. Eine Aktivierung der ODC, wie 

sie entsprechend der Literatur als typische Veränderung zu erwarten wäre, deutete sich allen-

falls in Nierengewebe karzinombefallener Standardkosttiere an (Diagramm 25). Insgesamt 

zeigte diese Arbeit somit zwar vereinzelt Tendenzen im Sinne charakteristischer karzinom-

assoziierter Enzym- und Polyaminveränderungen in gesunden Gewebeabschnitten, signifikan-

te Unterschiede zur Bestätigung der Literaturergebnisse konnten allerdings nicht gefunden 

werden. Ursache hierfür sind vermutlich die sehr niedrigen Fallzahlen, die sich infolge der 

Unterscheidung zwischen karzinombefallenen und gesunden Tieren in den einzelnen Ver-

suchsgruppen ergaben.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Polyamine sind ubiquitäre essentielle Bestandteile der Zellen und spielen in der Zellprolifera-

tion und -differenzierung eine zentrale Rolle. Am Beispiel der N-Nitrosomorpholin-

induzierten Hepatokarzinogenese untersucht die vorliegende Arbeit die Auswirkungen eines 

veränderten Polyaminstoffwechsels auf Differenzierung und Wachstum bei einem nicht-

intestinalen Karzinogenesemodell. Der modifizierte Polyamingehalt der Nahrung erwies sich 

im Langzeitversuch als nicht-toxisch und wurde gut vertragen. Das als Karzinogen gewählte 

Nitrosamin verfügt über eine sehr hohe toxische und karzinogene Potenz. Unter einer tägli-

chen Dosierung von 12 mg/kg KG erkrankten in einem Zeitraum von 10 Wochen nach eben-

falls 10wöchiger Karzinogenapplikation 100% der Versuchstiere an präneoplastischen Zell-

veränderungen. Lebertumoren bildeten 71% der als Vergleichsgruppe dienenden Standard-

kosttiere aus. 

Der unter anderem am Modell der DMH-induzierten Kolonkarzinogenese nachgewiesene  

tumorreduzierende Effekt des ODC-Inhibitors α-Difluoromethylornithin in Kombination mit 

einer Reduktion des exogenen enteralen Polyaminpools aus Nahrung und Produktion durch 

Darmbakterien führte auch im hier verwendeten Karzinogenesemodell der Leber zu einer sig-

nifikanten Reduktion der NNM-induzierten Entstehung von Lebertumoren. Bei in dieser Be-

handlungsgruppe erniedrigten intrazellulären ODC- und Putrescinspiegeln in nicht-

karzinomatösem Lebergewebe war das Risiko einer Karzinomausbildung teilweise signifikant 

gesenkt. Darüber hinaus zeigten die entstehenden malignen Leberzellveränderungen wie auch 

die präneoplastischen Leberzellherde niedrigere Malignitätsgrade und eine verzögerte histolo-

gische Progredienz. 

Die alleinige Gabe einer polyaminreduzierten und antibiotikahaltigen Kost zur Reduzierung 

der luminalen enteralen Polyamine ließ in frühen Stadien der Tumorentstehung eine tendenzi-

ell inhibierende Wirkung auf Häufigkeit und Weiterentwicklung der Leberzellveränderungen 
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erkennen. Langfristig wurden jedoch keine Auswirkungen auf den Karzinogeneseprozess er-

zielt. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der Beobachtung, dass luminale enterale Poly-

amine in erster Linie als lokaler Faktor für Wachstumsprozesse in intestinalem Gewebe, nicht 

aber für darmferne Organe von maßgeblicher Bedeutung sind (Löser et al., 1999). 

Eine polyaminangereicherte Nahrung in Kombination mit Aminoguanidin führte in der Niere 

zu signifikant erhöhten Putrescin- und Spermidinkonzentrationen, während in der Leberzelle 

der intrazelluläre Polyaminspiegel dadurch nicht verändert wurde. Dennoch begünstigte die 

gezielte Erhöhung der luminalen Polyamine offensichtlich die Entstehung vergleichsweise 

hochmaligner hepatozellulärer Karzinome und präneoplastische Leberzellherde zeigten sich in 

Ausbreitung und histologischem Fortschreiten beschleunigt. 

Die NNM-induzierten Leberzellkarzinome wiesen als Anzeichen einer gesteigerten Putrescin 

de novo-Synthese erhöhte ODC- und Putrescinkonzentrationen auf, wie sie aus der Literatur 

als karzinomtypische Veränderungen bekannt sind. Eine darüber hinaus bei karzinomatösen 

Erkrankungen auch in tumorbenachbartem Gewebe oder in Organen, die nicht am Karzinoge-

neseprozess beteiligt sind, induzierte Putrescin de novo-Synthese konnte nicht nachgewiesen 

werden.  

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen anderer etablierter Karzinogenesemodelle belegen 

die systematisch erhobenen Daten der vorliegenden Arbeit auch für das Karzinogenesemodell 

der NNM-induzierten Lebertumore, dass die Hemmung des Polyaminstoffwechsels durch 

Gabe von DFMO und Reduktion der luminalen Polyamine zu einer signifikanten Reduktion 

der NNM-induzierten Bildung von Lebertumoren führt, was die Bedeutung des Poly-

aminstoffwechsels für dieses Karzinogenesemodell belegt. Im Gegensatz zur intestinalen Kar-

zinogenese spielen luminale Polyamine aus Nahrung und Darmbakterienproduktion bei der 

Leberkarzinogenese keine wesentliche Rolle, da weder die Reduktion der luminalen Polyami-

ne zu einer Verringerung, noch die deutliche Anreicherung zu einer Vermehrung der NNM-

induzierten Lebertumore führt.  
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