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1960, als ich meine Ausbildung als junger Assistent bei Prof. Rapoport
aufnahm, erfuhr ich zum ersten Mal von der Existenz eines Atmungs-
hemmstoffes. Die Identifizierung und Charakterisierung dieses Enzyms
und des dazugehorigen Gens bildeten in den nachfelgenden Jahren einen
Schwerpunkt in den Arbeiten, die Prof. Rapoport leitete. An thnen war ich
trotz intensiver Zusammenarbeit nie beteiligt. Gegen Ende meiner berufli-
chen Laufbahn, nihere ich mich jedoch nun den Eicosanoiden und Prosta-
glandinen im Zusammenhang mit spezifischen Fragen der Atiopathogene-
se kolorektaler Karzinome.

Lipooxygenasen katalysieren die Umsetzung von Arachidonséure zn
Hydroxyeicosatetraenséureverbindungen und Leukotrienen; Cyclooxyge-
nasen wandeln die 4-fach ungesittigte Fettsure unter Sauerstoffaufnahme
zu Ausgangsprodukten der Prostaglandine um (Abb. 1). Fiir die Katalyse
der Zyklooxygenasereaktion existieren zwei Isoenzyme, die konstitutive
COX-1 und die induzierbare COX-2, die durch zwei unterschiedliche
Gene kodiert werden (1). Die COX-1 wird unter anderem in Niere,
Magen, Thrombozyten und Gefidflendothel exprimniert und ist dort an der
Regulation physiologischer Wirkungen beteiligt. Die COX-2-Induktion
tritt bei Gewebsschiiden, Entziindungen, kolorektalen Karzinomen und in
degenerativen Gehirnarealen bei der Alzheimerschen Krankheit auf, Sie
wird durch den Tumornekrosefaktor a, Interleukin-1 und andere Zytokine
und Mitogene initiiert.

Die Struktur beider COX-Isoenzyme wurde durch réntgenkristallogra-
phische Untersuchungen aufgekldrt (1,2). Auvs ihnen ist ableitbar, dafi
beide Enzymproteine durch einen hydrophoben Kanal charakterisiert sind,
an dessen Ende das aktive Zentrum lokalisiert ist. In der Anordnung die-
ses Kanals existieren zwischen beiden Iscenzymen strukturell faBbare
Unterschiede.
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Die Hypothese unserer experimentellen Studie basiert avf der Annahme,
daB die Induktion der COX-2 relativ frith in der Kaskade der kolorektalen
Kanzerogenese erfolgt, vermutlich vor dem Entstehen von Adenomen
(Abb. 2). Daraus leitete sich die Frage ab, ob es moglich ist, durch
COX-2 Inhibitoren die klinische Manifestation von Kolonkarzinomen in
Risikognippen zu verhindern. Spezifische COX-2 Inhibitoren existieren
bisher fiir den klinischen Einsatz noch nicht. Die Entwicklung selektiv
wirksamer Hemmstoffe ist jedoch anhand der bekannten Kristallstruktur
beider Isoenzyme durch targetorientiertes Drug Design realistisch. Eine
relativ hohe Selektivitit fiir COX-2 weist der Inhibitor Meloxicam auf
(Abb. 3), den wir fiir unsere tierexperimenielle Studie und erste
Humanversuche einsetzten, Meloxicam ist seit 1996 in Deutschland zur
Therapie der rheumatischen Arthritis und aktivierten Arthrose zugelassen,
Primidire Ursachen der kolorektalen Kanzerogenese sind:
— Mutationen des ape-Gens (3, 4)
- Mutationen der DNA-Reparatarenzyme (5, 6) und
- Mutationen des TGF p II Rezeptors (7).

Unter den somatischen Mutationen, die tiberwiegend ernidhrungsbe-
dingt sind, dominieren mit ca. 70% apc-Genmutationen (8). Deshalb
konzentrierten sich unsere experimentellen Studien auf Triger von apc-
Genmutationen; das Tiermodell der Min-Maus (9) und heterozygote
Merkmalstriger der familifren, adenomattsen Polyposis. Dieses Krank-
heitsbild wird durch eine Keimbahnmutation des apc-Gens, das auf dem
Chromosom 5921 lokalisiert ist, hervorgerufen. Hiufig anftretende Mu-
tationen betreffen vorrangig das letzte, sehr grofle Exon 15 (3). Unab-
hiingig davon, ob es sich um Punktmutationen, Deletionen oder Inser-
ttonen handelt, ist das Resultat immer die Synthese eines APC-Proteins,
dem ein mehr oder weniger groBer Anteil des C-terminalen Abschnitts
fehlt.

APC hat die Funktion eines Tumorsuppressors, der die Signaliiber-
tragung in der Zelle dadurch beeinfluft, das er reversible Bindungen mit
bestimmten zytosolischen Proteinen eingehen kann, den sogenannten
Cateninen (Abb. 4). APC konkurriert mit dem integralen Membranprotein
E-Cadherin um die Bindung des a—p-Catenin-dimers. Die Bindung von
a—p-Catenin an den N-Terminus von E-Cadherin erméglicht Wechsel-
wirkungen mit dem Zytoskelett, die fiir die Zelladhision und Motilitit bei
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der 5-tigigen Wanderung der Epithelzellen vom Kryptengrund zur lumi-
nalen Oberfliche bestimmend sind. y-Catenin kann aufer an APC an
desmosomale Cadherine binden, eine Vorbedingung fiir den korrekten
Gewebsaufbau. Signale, die die Epithelzelle iiber den WNT/Wingless-
rezeptor aufnimmt, werden {iber f-Catenin in den Zellkemn weitergeleitet,
wodurch der Ablauf des Zellzyklus beeinflulit wird.

Hohe f3-Cateninkonzentrationen frdern ein unkontrelliertes Wachs-
tum, wie es fiir Karzinomzellen typisch ist.

In der normalen Darrnschleimhaut ist deshalb im apikalen Bereich die
APC-Konzentration hoch, wodurch ein groBer Anteil des B-Catenins ge-
bunden und nach Phospherylierung des Dimers proteolytisch abgebaut
werden kana. Der kurz skizzierte Kontrollmechanismus des APC ist bei
apc-Gendefekttriigern aufgehoben, da die fiir die §-Catenin Wechselwir-
kungen notwendigen Bindungsstellen im APC-Protein bei einer Verkiir-
zung des C-Termins verlorengehen. Die Folge davon ist eine Hemmung
der Apoptose und ein Uberwiegen der Proliferation, die zur Ausbildung
von Adenomen filhrt. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt vermutlich auch die
Induktion der COX-2.

Das apc-Gen der Maus befindet sich auf dem Chromosom 1, Es ist
etwas kleiner als das ape-Gen des Menschen, das auf dem Chromosom
521 lokalisiert ist, Die APC-Proteine beider Spezies umfassen 2843 Arni-
nos#uren, die zu 92% homolog sind, Die Min-Maus weist im Codon 830
eine Punktmutation auf, die zur Ausbildung eines Stopcodons fiihrt. Das
synthetisierte APC-Protein ist entsprechend verkiirzt. Diese Maus ent-
wickelt das klinische Bild einer familidren Polyposis. Die Lebenserwar-
tung der Tiere liegt bei 120 Tagen. Im Gegensatz zur familidren adeno-
matbsen Polyposis des Menschen ist die Mehrzahl der Polypen (50-130)
im Diinndarm lokalisiert. Im Dickdarm findet man dagegen durchschnitt-
lich nur 2 Polypen. Die Ursache fiir die unterschiedliche Polypenloka-
lisation zwischen Mensch und Maus ist ungeklért. Die Min-M#use waren
bei Aufnahme der experimentellen Studie durchschnittlich 5 bis 6 Wochen
alt. Die Versuche an Min-M#usen erstreckten sich bis zu {iber 60 Tagen.

: Ohne Behandlung zeigten die Tiere bei Versuchsende durchschnittlich 70-
e 100 Polypen, von denen 89% der Dickdarmpolypen histologisch als Kar-
zinome zu klassifizieren waren.

Immunhistochemisch konnte COX-2 in den Endothelzellen der Gefée
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sowie in den Darmepithelzellen im Bereich des Kryptengrundes nachge-
wiesen werden (Abb. 5). Eine gesteigerte Expression dieses COX-Iso-
enzyms tritt in den Darmpolypen auf {Abb. 6).

Die Tiere der Behandlungsgruppen erhielten ein optimal zusammenge-
setztes Standardfutter und zusétzlich COX-Inhibitoren. Piroxicam und
Sulindac, deren Sensitivitit sich gegeniiber COX-1 vnd COX-2 kaum
unterscheidet, verringerten in Konzentrationen von 80 bzw. 270 mg/l
Trinkwasser die Anzahl und GroBe der Polypen signifikant. Histologisch
waren keine Karzinome zu diagnostizieren, Nur Meloxicam (20 mg/l
Trinkwasser) bewirkte eine vollstindige Hemmung der Polypen- und da-
mit auch der intestinalen Karzinombildung (Abb, 7). Meloxicam war auch
in der Lage, blutende Adenome zuriickzubilden. Erste Ergebnisse der the-
rapeutischen Wirkung von Meloxicam in Huomanstudien an Patienten mit
FAP belegen ebenfalls eine Riickbildung von Polypen und eine relativ
gute gastrointestinale Vertriglichkeit der Verbindung. Fiir einen optimalen
Effekt ist jedoch eine richtige Austestung der Dosierung und Applikation
wichtig. Eine zu geringe Konzentration ist therapeutisch nicht voll wirk-
sam. Eine zu hohe Dosierung kann toxische Nebeneffekte bewirken. Sie
sind im Falle von Meloxicam wesentlich geringer als fiir Inhibitoren, die
sowohl COX-1 als auch COX-2 im gleichen Umfang hemmen. Die Kom-
bination von Meloxicam mit Kartoffelstirke mindert den therapeutischen
Effekt, da Meloxicam mit langen Amylosenketten EinschluBverbindungen
bildet, die die Resorption herabsetzen.

Unter Meloxicam steigt die Apoptoseaktivitit deutlich an und
erstreckt sich tber einen wesentlich gréBeren Bereich als in Kontrollen
{Abb, 8}. Aus der Abb. ist ersichtlich, da8 immunhistologisch Zeichen
der Apoptose in den Zellen bis nahe zum Kryptengrand zu finden sind.
Als Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet, durch den die
Lebensdaner von Zellen reguliert wird. Davon abzugrenzen ist die
Nekrose, die einen pathologischen Prozel darstellt. Die Apoptose ist ein
komplexer Vorgang. Ein Regulator ist dabei der Tumorsuppressor P53,
Er bewirkt eine Arrestierung der Zellen in der G1-Phase. Er induziert im
Zellkern die Bildung des Bax-Proteins, das als Dimer die Apoptose ini-
tiiert. Treten im P33 Gen Mutationen auf, weist das nun gebildete P53
eine Onkogenfunktion auf, die sich in der Induktion von Bcl2 wider-
spiegelt. Unter diesen Bedingungen bilden sich Heterodimere, zusam-
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mengesetzt aus Bax und Bel-2, die die Einleitung der Apoptose hemmen
{Abb. 9).

In Ubereinstimmung dazu fanden wir unter Meloxicamgabe entspre-
chend der Verteilung apoptotischer Zellen, eine hohe Konzentration von
Bax-Proteinen in den Darmepithelzellen. Bcl2 trat in erhohter Konzentra-
tion in unbehandelten Tieren auf.

Die Behandlung mit Meloxicam stellt auf Grund unserer Befunde ein
erfolgversprechendes Konzept zur Privention vnd Therapie bei FAP-Pa-
tienten dar und scheint auch fiir die Nachsorge von Patienten geeignet zu
sein, die auf Grund somatischer apc-Genmutationen chirurgisch behandelt
wurden. Mit der gewachsenen Perfektion der chirurgischen Eingriffe
steigt zwar die Uberlebenschance der Patienten, im gleichen MaBe aber
auch das Risiko fiir die Entwicklung eines Karzinoms im verbliebenen
Dickdarmabschnitt sowie im Diinndarm, vorrangig im Ileum.

Die 5-Jahre Uberlebensrate ist deshalb unier Zugrundelegung der stati-
stischen Angaben nach wie vor schlecht. Durch eine Optimierung der
Nachsorge mit Meloxicam und Aufnahme anderer gut vertriglicher anti-
kanzerogen wirkender Verbindungen lieBe sich die Uberlebensrate we-
sentlich verbessern.

Zu solchen Verbindungen konnen einige Flavonoide gezhlt werden,
die in Gemiisen und Obst als Glykoside vorliegen (Abb 10). Es handelt
sich um Hydroxypolyphenole, die in Pflanzen weit verbreitet sind. Meh-
rere 1000 Verbindungen sind in der Literatur beschrieben (10). Bisher
konzentrierte sich die Mehrzah] der experimentellen Untersuchungen auf
die antioxidativen Eigenschaften dieser Verbindungen und ihre mdgliche
physiologische Bedeutung (11). Epidemiologische Untersuchungen fiihr-
ten zu kontroversen Aussagen iiber eine mogliche antikanzerogene Wir-
kung von Flavonoiden (12). Fiir vier Flavonoide konnten wir eine anti-
kanzerogene Wirkung am Min-Maus-Modell erstmals aufzeigen. Den
stirksten antikanzerogenen Effekt zeigt das Quercetin. Dieses Flavonol ist
eine Hydroxypolyphenol-Verbindung, die an den mit R1, R2 und R3 ge-
kennzeichneten Bindungsstellen je eine OH-Gruppe triigt. Sie tritt in der
Natur nur als Glykosid, nie frei auf {(Abb, 10).

In einer Konzentration voen 14 mg Quercetinaglykon/kg Futter, die
einem empfohlenen tiglichen Obst- und Gemiiseverzehr entspricht, fan-
den wir eine signifikante Abnahme der Anzahl der Polypen (Abb. 7). Die
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wenigen noch im Diinndarm avftretenden Polypen lieBen sich histologisch
als Adenome klassifizieren. Um cine antikanzerogene Wirkung ausiiben
zu kdnnen, muB Quercetin iiber den Blutweg an die potente Epithelzelle
am Kryptengrund gelangen. Diese Aussage kann aus entsprechenden
Resorptionsstudien geschlossen werden. Entscheidend fiir die Quercetin-
resorption im Diinndarm ist seine Bioverfiigharkeit. Flavonoide sind in
Friichten und Gemiisen veorwiegend membranstiindig lokalisiert. Beim
Schilen von Apfeln oder der Zubereitung eines Kopfsalates, bei dem mit-
unter die AuBenblitter verworfen werden, pehen z. B. der griBte Anteil
der Nahrungsflavonoide verloren. Ein weiteres Problem stellt die Fla-
vonoid-Freisetzung als Aglyken im Gastrointestinaltrakt durch Spaltung
der f-glykosidischen Bindung dar. Nor dieses Aglykon wird von der
Diinndarmwand aufgenommen. Der Resorptionsmechanismus ist unklar.
Erste eigene Befunde lassen vermuten, daB es in der Darmwand bereits
wieder zur Anheftung einer Kohlenhydratkette, moglicherweise eines
Glukorunids kommt. Ob dies als Signal fiir die Erkenoung durch ein
Transportprotein zur Weiterleitung der hydrophoben Verbindung notwen-
dig ist, wissen wir bisher nicht. Geschieht der Nahrungsmittelaufschluf3
und damit die Freisetzung des Flavonoids erst im Dickdarm, s¢ kann die
Bioverfiigbarkeit durch die intestinale Mikroflora vermindert werden,
denn Flavonoide stellen ein mikrobielles Substrat fiir spezifische Bak-
terien-Stdmme dar. Bisher wurden zwei Mirkroorganismen identifiziert,
die Flavonoide abbauen ktinmen, Es sind erstens das Eubacterium ramulus,
das Isoquercetin und Quercetin abbauen kann. Desweiteren kann ein noch
nicht endgiiltig identifizierter Enterococcus aus dem Flavonoid das Agly-
kon abspalten und den Kohlenhydratanteil aber nicht das Polyhydroxy-
phenol abbauen. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um Stimme des
Enterococcus gallinarum oder casseliflavus (13). Aus unseren Befunden
ist zu schlieBen, daB nur bei Erhaltung der Quercetinstruktur ein antikan-
zerogener Effekt zu erzielen ist. Eine spite Flavonoidfreisetzung im Ver-
dauungstrakt sowie eine hohe Anzahl von Flavonoid abbauenden Mikro-
organismen in der Darmflora vermindern daher den Flavonoidanteil, der
aus der Nahrung resorbiert wird. Daraus resultiert ein geringerer antikan-
zerogener Effekt.

Die antikanzerogene Wirkung von Quercetin ist nicht so stark wie die
des Meloxicams. Auch bei optimaler Dosierung waren imner noch
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Polypen bei den Min-Mé#usen nachweisbar. Thre Anzahl war auf ca. 10%
im Vergleich zu unbehandelten Tieren vermindert.

Auch Quercetinzufubr mit der Nabhrung bewirkt eine Zunahme der
Apoptose in der Darmschleimhaut. Uber welchen Mechanismus die Stei-
genumg der Apoptoserate erfolgt, ist noch unklar. Auf Grund von publi-
zierten in vitro Daten lag die Vermutung nahe, daB Quercetin die COX-2
hemmt vnd damit dhnlich wie die zuvor aufgefiihrten COX-Inhibitoren
wirken konnte. Das scheint auf Grund der Ergebnisse vergleichen-der
Studien aber eher unwahrscheinlich. Ergéinzende Untersuchungen, die wir
an Kolonkarzinomzellinien durchfishrten, belegen, da Quercetin die Sig-
naliibertragung in den Zellkern beeinflufit und eine deutliche Abnahme der
Konzentration des proliferierenden Zellkernantigens (PCNA) und damit
eine Proliferationshemmung hervorruft.

Insgesamt kann eingeschiitzt werden, daB Quercetin-haltige
Nahrungsmittel zur Priivention kolorektaler Kanzerogenese bei Risikoper-
sonen zu empfehlen sind.

Meloxicam dagegen ist therapeutisch einsetzbar, da es nicht nur die
Karzinombildung aus Adenomen verhindert, sondern zum gréfiten Teil so-
gar zuriickbildet. Dariiber hinaus ist dieser spezifische COX-Inhibitor zur
Nachsorge bei Patienten geeignet, die wegen eines kolorektalen Karzi-
noms sich einer chirurgischen Behandlung unterziehen mubBten,

Dieser Prof. S. Rapopeort und Prof. Syllm-Rapoport zum 85. Geburtstag
gewidmete Beitrag ist ein Dankeschin fiir alles, was ich bei Thnen lernen
durfte. Das bezieht sich nichi nur auf fachliche Belange, sondern schlie8t
auch eine jahrzehntelange Freundschaft ein.
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Abb. 4: Funktion des APC-Proteins
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selwirkung mit cystosolisch lokalisierten Cateninen und integralen Plas-
mamembranproteinen, den Cadherinen.
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42 Abb. 5: MIN-Maus
+/-, unbehandelt,
Kelon, Anti-COX-2
— Immunoreaktivi-
tit, POD/ DARB,
200-fach; Eine In-
duktion der COX-2
ist in den Kolon-
epithelzellen ent-
lang der gesamten
. Krypte nachweis-
bar. Besonders gehiuft finden sich COX-2 - positive Zellen im
Kryptengrund und an der luminalen Oberfliche. (Eine Dunkelfirbung
bedeutet eine positive Immunoreaktivitat.)

Abb. 6: MIN-Maus
+/-, unbehandelt, Ko-
lontumor; Aati - COX
-2 — Immunoreaktivi-
tdt, POD/DAB, 200-
fach; Der Nachweis
einer positiven COX-2
- Immunoreaktivitit
ist in nahezu allen mu-
kosalen Zellen und
LI auch im interstitiellen
Gewebe moglitch. Hier fillt die besonders deutliche Markierung der
Endothelzellen (Pfeil /&) auf. (Eine Dunkelféirbung bedeutet eine positive
Immunoreaktivitit.) '
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Abb. 7: Hemmung der Adenombildung im Intestinum apc-gendefekter
Maiuse unter Meloxicam- und Quercetinbehandlung

Abb. 8: MIN-
Maus +/-, Meloxi-
cam-behandelt,
Apoptosedetektion
(KLENOW-Kit,
Fa. Calbiochem),
POD/DAB, 200-
fach; Eine deutli-
che Zunahme der
Anzahl apoptoti-
5 o¢ o4 - .o scher Zellen ist zu
beobachten. Auffillig ist die besondere Anhidufung apoptotischer Zellen
im Kryptengrund. (Eine Dunkelfirbung bedeutet eine positive Immu-
noreaktivitiit.)
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Abb. 9: Mutationen des p53 Gens und daraus resultierende Effekte auf die
Apoptose
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Antioxidative Eigenschaften
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Abb. 10: Flavonoide: Struktur-Wirkungs-Beziehungen



