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Mit 4 Tabellen

(Eingegangen am 30. Juni 1975)

Einleitung

Mit der Erkennung der besonderen Probleme der speziellen Toxikolo-
gie, der mdiglichen karzinogenen, mutagenen und teratogenen Wirkung
von Stoffen im Lebensbereich des Menschen geriet Coffein in den Ver-
dacht, auBler seiner anregenden und pharmakologisch giinstigen Wirk-
komponenten auch teratogen und mutagen zu wirken. Eine groBfe Zahl
von Experimenten mit verschiedenen Objekten unterschiedlicher Metho-
dik, mit verschiedener Dosierung und dementsprechend auch mit unter-
schiedlichen Befunden wurde in den letzten 20 Jahren verdffentlicht. Das
Ziel der vorliegenden Studie ist — anhand eigener experimenteller Unter-
suchungen —, die wichtigsten auf diesem Gebiet mitgeteilten Befunde aus
dem Gesichtspunkt der toxikologischen Teratologie und Mutationsgenetik
kritisch zu untersuchen.

Die teratogene Wirkung

Als teratogene Wirkung wird eine die Morphogenese im Zuge der vor-
geburtlichen Entwicklung verdnderte Aktion eines endogenen oder exo-
genen Faktors definiert.

Diese kann sich
a) iiber den miitterlichen Stoffwechsel, via Histotrophie oder transplan-

zentar der Frucht zugefiihrt,

b) auf Grund von Stérungen des miitterlichen Stoffwechsels oder der
fetomaternellen Beziehung oder

¢) als Resultat einer Interaktion dieser Faktoren mit anomalen Erban-
lagen

durch selektive zytotoxische Effekte in der Frucht manifestieren.

Aus teratogenetischen Tierexperimenten ist bekannt, daB die auf die
biochemischen Primirreaktionen folgenden zytologischen Effekte kriti-
scher Dosen zur anomalen Fortsetzung der Entwicklung der Frucht, also
zur Entstehung von MiBbildungen fithren (Kreybig und Schmidt 1968,
Kreybig 1968, Kreybig 1975). Die Manifestation eines teratogenen Effektes
ist in diesem Sinne durch den angetroffenen Entwicklungszustand der
Frucht, also phasenspezifisch, und durch die besondere Art des Reaktions-
partners, die Organotropie der Wirkung, bedingt. Durch diese zwei Ge-
setzmiBigkeiten modifiziert, sind fiir die teratogene Wirkung die allge-
meinen GesetzméBigkeiten der Toxikologie giiltig.

*) Vortrag auf dem VII. Internationalen Wissenschaftlichen Colloquium iiber
Kaffee. ASIC: Hamburg, Juni 1975
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. Nicht jede im weiteren Sinne toxische oder zytotoxische Wirkung ver-
andert, mit dem S#ugerembryo konfrontiert, den weiteren Verlauf der
Morphogenese:

. Manche Gifte finden selbst im subletalen Dosisbereich keinen Reak-
tionspartner in der Frucht, wie z.B. N-Methyl-N-nitrosourethan, Form-
hydrazid oder Benzpyren.

Andere u. U, auch zytostatisch wirksame Molekiilkonfigurationen to-
ten in kritischer Dosierung die Frucht, wie z. B. N-Oxydlost, Athyleni-
min oder Tetramethylharnstoff.

) Es sind auch Substanzen bekannt, die die Morphogenese nicht beein-
tréchtigen, lediglich die tiberlebenden Feten toxisch schidigen, d. h. die
Eptwicklung verzdgern, das Wachstum hemmen, Odeme oder Himorrha-
Blen usw. erzeugen, z. B. unterschwellige Dosen der oben genannten Sub-
stanzen, chlorierte Kohlenwasserstoff-Inhalationsnarkotika, subletale Do-
sen physiologisch aktiver, aber nicht teratogen wirksamer Substanzen usw.
(Kreybig 1968, 1975).

Die teratogene Wirkung ist also spezifisch: MiBbildungen entstehen
hur, wenn eine entsprechende Molekiilstruktur in bestimmten Prozessen
des Stoffwechsels der embryonalen Zellen reagiert (Kreybig 1975).

Studien iiber die Beziehung zwischen chemischer Konstitution und
teratogener Wirkung im Tierexperiment zeigten auf, daB geringfiigige
Verénderungen eines Molekiils Verdnderungen der Art der Teratogenitit
der Organotropie oder auch Verlust der teratogenen Wirkung bedingen
kénnen.

Bei dem Vergleich der teratogenetischen Reaktionsbereitschaft bei
verschiedenen Spezies, z. B. Maus und Ratte, sind grundsitzlich Unter-
schiede erkennbar:

Bei Miusen liegt die SpontanmiBbildungsrate je nach Versuchstier-
Stamm zwischen 1 und 15%, bei Ratten dagegen unterhalb oder in der
PromillegréBenordnung (Pfeifer und Kreybig 1973, Schlote und Kreybig
1975). Diese Normalverhiltnisse miissen genauso im teratologischen Tier-
€xperiment beriicksichtigt werden wie die Unterschiede der Dauer der
vorgeburtlichen Entwicklung (Maus 19, Ratte 23 Tage) und der unter-
schiedliche Metabolismus der beiden Spezies.

Teratogenetische Untersuchungen mit Coffein bzw. mit Kaffee
bei Ratte und Maus

Die DLy, von Coffein liegt bei Maus und Ratte etwa in der gleichen
GroBenordnung (Tab. 1, 2). Teratogenetische Untersuchungen von ver-
schiedenen Autoren und auch unsere eigenen Studien wurden auf extrem
hOhen, selbst mit einem Kaffeeabusus nicht vergleichbaren Dosen be-
griindet,

Knoche und Kénig (1964) haben téglich 15,6 % der DLy, von Coffein
graviden Rattenweibchen verabreicht. Eine signifikante Erhéhung der Re-
Sorptions- oder der MiBbildungsrate war nicht feststellbar.

Erheblich héhere Dosen (32-63 /o der D1Ly,/Tag) wurden von Bertrand
und Mitarb. (1965) graviden Rattenweibchen per os zugefiihrt:

In diesen Untersuchungen zeigten sich markante Effekte. Allerdings
Wurde auBler der Verabreichung von Coffein durch Schlundsonde bei den
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Tab. 1. Die zur Untersuchung der Teratogenitéit verwendeten Coffeindosen in 9
der DLjgg bei der Ratte (DLso = 240 mg/kg i.p., 264 mg/kg per os)

Autor Dosis Zusiitzliche Effekt
(% DLso) Manipulation
Bertrand et al. 32-63%/Tag  9.-10. Tag der 15-629, Resorptionen
(1965) i.p. Gestation 3,6-19,89, MiBbildungen
Probe-
laparotomie
Fuji and Nishimura 68-125%,/Tag - 17,4-38,39, Resorptionen
(1972) per o8 0-1009, toxische Schiden
(Odeme, Himorrhagien)
Leuschner und Czok 759%/Tag - 809, Resorptionen
(1971) per os 2,69% Runts
6.-16. Tag 1,99, MiBbildungen
Czok und von Kreybig 1 X 45-689%, — 19,2-33,29, Wachstums-
(1975) i.p. verzbgerung
13. Tag 09% MiBbildungen
Resorptionsrate

nicht erhéht

Versuchstieren am 9. oder am 10. Tag der Gestation eine Probelaparotomie
zur Feststellung der Zahl der Implantationen vorgenommen. So kann
nachtréglich nicht gekldrt werden, ob die hohe Resorptionsrate und die
Anhdufung der unilateralen Ektodaktylien der hinteren Extremititen und
der subkutanen Hiémorrhagien der Feten auf die Wirkung der hohen
Coffeindosen oder vielmehr auf eine Wechselwirkung der Coffeinbehand-
lung und der anderen Manipulationen zuriickgefiihrt werden kénnen.
Fuji und Nischimura (1972) mischten Coffein in die Nahrung von graviden
Rattenweibchen. Es wurden extrem hohe, sogar die DL, iibersteigenden
Dosen verabreicht (Tab. 1). Die registrierten Effekte, Odeme und Deformi-
tdten, sind jedoch keine per definitionem phasenspezifischen MiBbildun-
gen, d. h. Produkte einer teratogenen Wirkung, sondern toxische Ent-
wicklungsstérungen, bedingt durch die Wirkung der hohen Coffeindosen
auf den Kreislauf der Muttertiere.

Leuschner und Czok (1971) bestitigten eine entsprechende unspezifisch‘
toxische Wirkung hoher Coffeindosen bei Ratten.

Tab. 2. Die zur Untersuchung der Teratogenitéit verwendeten Coffeindosen in 9
der DLs5o bei der Maus (DLso = 304 mg/kg i.p., 410 mg/kg per os)

Autor Dosis Zusétzliche Effekt
(% DLso) Manipulation
Bertrand et al. 18,2%/Tag - 12249, Resorptionen
(1969) per o8 0-79% Mif3bildungen
5.-18. Tag
Fuji et al. 32,8-85,69, - 8,1-14,79, Resorptionen

(1969) ip., 8.C. 6,1-20,89, MiBbildungen




Kreybig und Czok, Untersuchungen mit Coffein im Tierexperiment 687

Tab. 3. Teratogenetische Untersuchungen mit Coffein bei CD-Ratten.
Behandlung mit Coffein Na-Benzoat i.p. am 13. Tag der Gestation.

Dosig Reines  Zahl der Implan- Normale Resorp- EVZ MiB-
Coffein  Mutter- tationen Feten tionen WVZ bildun-
mg/kg  tiere gen

300 162 6 75 49 (65,39%) 1 (1,39%) 25 (33,49%) 0%

200 108 6 73 53 (72,69) 6 (8,2%) 14 (19,2%) 0%

Kontrolle - 10 117 109 (93,1%) 6 (5,2%) 2(1,7%) 0%

Zur Untersuchung, ob ein Unterschied zwischen der Wirkung von
Coffein-natriumbenzoat oder Kaffee auf die vorgeburtliche Entwicklung
besteht, haben wir zwei weitere Versuchsserien mit Ratten durchgefiihrt.
In der ersten Versuchsreihe wurden am 13. Tag der Gestation 45-68 %
der DLy, Coffein-natriumbenzoat einmalig i.p. verabreicht,

An diesem Gestationstag ~ Mitte der embryonalen Entwicklungsphase
- sind gegeniiber chemischen Teratogenen folgende Blasteme bzw. Pri-
mitivanlagen kritisch empfindlich: die Gehirnbliischen und das Neural-
ohr, die Blasteme der Gesichtsregion, vor allem die Mandibulabdgen.
Die Knospen der vorderen Extremititen sind in ihrem Determinations-
stadium empfindlicher als die der hinteren, die zu dieser Zeit ihre Wachs-
tumsphase durchlaufen. Ferner kann durch teratogene Wirkungen die
Ausbildung des Kérperskelettes geschidigt werden. Entsprechende MiB-
bildungsformen erzeugen eine Vielzahl definitiv teratogen wirksamer
Substanzen aus verschiedenen chemischen Gruppen, allerdings mit je-
weils unterschiedlicher Organotropie, d. h., sie treffen eine Auswahl zwi-
schen den kritisch empfindlichen Blastemen oder beeintrichtigen die
Entwicklung auf unterschiedliche Art.

Die einmalig hohe Coffeindosis schiidigte bei keinem einzigen Fetus der
10 behandelten Muttertiere die kritisch empfindlichen Blasteme. Vielmehr
Wurden in dosisabhiéngigem Anteil in ihrem Wachstum gehemmte, jedoch
morphologisch normale Feten angetroffen, Die Resorptionsrate entsprach
den Kontrollverhaltnissen (Tab. 3).

In einer zweiten Versuchsreihe wurden gravide Rattenweibchen vom
8. bis zum 14. Gestationstag mit 5%igem gesiiitem gefriergetrocknetem

Tab. 4. Teratogenetische Untersuchungen mit Coffein bei CD-Ratten.
Gravide Weibchen wurden vom 8.-14. Tag der Gestation ausschlieBlich mit
gesiiftem 59, l6slichem Kaffee-Extrakt getrinkt (50-100 mg/kg/Tag).

Dosig Zahl der Wurfzehl  Aufzucht- Gewicht am
Muttertiere zahl 30. Tag p.p.

28 ml/Tag laslicher 5 53 50 64,8 ¢

Kaffee-Extrakt (6 Tage)

Kontrolle Aqua ad 5 61 59 65,2 g

libitum 40-80 m)/Tag
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Kaffee ab libitum getrénkt. AuBler dieser Lésung wurde den Tieren keine
andere Fliissigkeit gegeben. Die téglich getrunkene Fliissigkeitsmenge
mit durchschnittlich 20 ml/Tag/Tier entsprach der knappen Hilfte der von
Kontrolltieren tédglich getrunkenen Wassermenge. Die Verringerung der
Fliissigkeitsaufnahme bzw. das Ersetzen des Trinkwassers durch diese
hochkonzentrierte Kaffeeldsung beeintrichtigte weder die Morphogenese
noch die postnatale Entwicklung der Jungtiere in diesem Versuch (Tab. 4).

Bei Méusen wurden teratogenetische Untersuchungen mit niedrigeren
Coffeindosen durchgefiihrt, die jedoch ebenfalls keine eindeutige tera-
togene Wirkung aufgezeigt haben. Die auch bei Kontrollen vorgefundenen
Spontanmifibildungen traten z.T. in gering erhthtem Anteil bei den mit
Coffein behandelien Versuchstieren (Tab. 2) auf. Eine besondere Bedeu-
tung muBl hier den Versuchen von Thayer und Kensler (1973) beigemes-
sen werden, die vier Generationen von Miusen Coffein im Trinkwasser
verabreicht haben und weder teratogene noch mutagene Schiden regi-
strieren konnten.

In teratogenetischen Tierexperimenten kann also eine definierte tera-
togene Wirkung von Coffein nicht nachgewiesen werden.

Die mutagene Wirkung

Als mutagene Wirkung wird aus dem Gesichtspunkt der Toxikologie
die Aktion definiert, die in Zellen des Organismus das genetische Programm
irreversibel verdndert. Hierbei handelt es sich um eine eindeutig nukleo-
trope, d. h. auf den Zellkernstoffwechsel gerichtete Wirkung. ,Die Muta-
tion ist eine definierte irreversible Veridnderung einer Erbanlage hzw.
deren Programm. Diese gewinnt jedoch nur an Bedeutung, wenn sie in
einer Keimzelle oder Keimzellenmutterzelle (Spermatogonium oder Oogo-
nium) stattfindet und somit an der Reproduktion beteiligt werden kann“
(Kreybig 1973).

Die mutagene Wirkung ist nicht spezifisch. Vergleichbare Gesetzmi-
Bigkeiten, wie die Phasenspezifitit oder die Organotropie in der Terato-
genese, sind in diesen primir auf molekularer Ebene verlaufenden Pro-
zessen nicht erkennbar. Aus diesem Grunde ist auch die methodische Er-
fassung der mutagenen Wirkung betrichtlich schwieriger als die der tera-
togenen Wirkung.

Das Studium der einschligigen Literatur zeigt folgende Tendenzen:
In In-vitro-Systemen, wie z, B. Wurzelspitzen, Meristemen, Gewebskul-
turen usw. soll die Zufuhr von Coffein direkt oder synergistisch den Zell-
kernstoffwechsel beeintrichtigen (Roberts and Sturrock 1973, Ahnstréom
1974, Bishun et al. 1974, Khilman 1974, Lehmann and Kirk-Bell 1974,
Loprieno et al. 1974, Mendelson and Sobels 1974, Roberts et al. 1974,
Swietlinska and Zuk 1974).

In Ganztierversuchen konnte durch Coffein keine mutagene Wirkung
nachgewiesen werden (Lyon et al. 1962, Russel et al. 1968, Legartor 1970,
Réhrborn 1972, Thayer 1973). Die Giiltigkeit dieser letzteren umfassenden
Untersuchungen fiir den Menschen, d. h. das Fehlen einer mutagenen Wir-
kung durch Coffein, ist mit grofiter Wahrscheinlichkeit anzunehmen.
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Diskussion

‘Der Verdacht, daB Coffein teratogen wirken kénnte, griindete sich
weitgehend auf seine nahe chemische Verwandtschaft zu den Purin-Basen
der DNS. Es zeigte sich jedoch in zahlreichen Versuchen, daB Coffein im
Ganztierexperiment nicht teratogen wirkt und auch eine mutagene Wir-
kung ausgeschlossen werden kann. Klinische Studien bestdtigten, daf
Coffein nur zusammen mit Zigaretten und Alkoholkonsum fiir die
SChWangerschaft einen moglichen Risikofaktor bedeuten kann (Mau und
Netter 1974). Die eindeutig schidliche Wirkung des Rauchens und des
Alkoholabusus sind heute allgemein bekannt.

) Die belebende, durchblutungsférdernde Wirkung einer Tasse Kaffee
fur. die Schwangere bietet eine Mdglichkeit zur Verbesserung des Allge-
meinbefindens. Diese Tasse Kaffee ersetzt in den meisten Féllen die
Kleinanalgetica, die auBer Coffein auch Pharmaka, Acetyl-salicylsiure,
Phenacetin usw. enthalten. Allerdings ist auch beim KaffeegenulBl fiir die
Schwangere MaBhalten geboten (Kreybig 1975).

Zusammenfassung

Die GesetzmiBigkeiten der teratogenen und mutagenen Wirkung werden
definiert,

Die bisher vorliegenden tierexperimentellen Untersuchungen und eigenen
Stgdien mit Coffein-natriumbenzoat und gefriergetrocknetem, loslichem Kaffee
bei graviden Rattenweibchen werden den Effekten teratogen wirksamer Zyio-
statika gegeniibergestellt.

. Eine teratogene Wirkung von Coffein kann ausgeschlossen werden. Auch
fiir eine mogliche Mutagenitiit fehlen exakte Beweise.

Summary

Principles of teratogenic and mutagenic actions are defined. The recent ex-
perimental studies with laboratory animals, and our investigations with caf-
feine-sodium benzoicum and with soluble coffee in pregnant rats and mice
showed no teratogenicity. The results are compared with specific teratogenic
effects of cytostatic agents.

A teratogenicity of caffeine can be excluded, a mutagenicity in animal ex-
Periments can also not be proved.
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