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Einleitung

Die Vorbeugung von Krebserkrankungen

durch Pharmaka, Natur- und Nahrungsin-

haltsstoffe (Krebs-Chemoprivention) gewinnt
als gering belastete Interventionsstrategie
bei der Krebsbekimpfung zunehmend an

Bedeutung (Sporn und Suh, 2002). Mehre-

re Griinde sprechen dafiir: z. B.

1. bietet die Krebschemoprivention ein
breiteres Zeitfenster zum prophy-
laktischen Eingreifen als die antineo-
plastische Therapie von Tumoren,

2. die zunechmende Erkenntnis moleku-
larer Targets und das Verstindnis, wo
und wie priventive Substanzen und
Vakzine in den Mehrstufenprozess der
Krebsentstehung eingreifen und somit
das Krebswachstum verlangsamen, hem-
men oder gar riickgingig machen und

3. es stehen grofle Bevilkerungsgruppen
fiir chemopriventive Interventionen zur
Verfiigung: Patienten iiber 6o Jahre mit
hoher Inzidenzrate von kolorektalen
Adenomen, dltere Minner mit latentem
Prostatakrebs, ca. 12 % aller Frauen ent-
wickeln Brustkrebs und iiber 25 % der
Bevélkerung sind Zigarettenraucher
(Vainio, 2002).

Fortschritte in der Krebsvorbeugung durch

Pharmaka und Naturstoffe sind daher

hauptsichlich von drei Forschungsgebieten

zu erwarten:

6 DEUTSCHE
2222 KREBSGESELLSCHAFT E.V.
: DKG

1. Isolierung und Charakterisierung neuer
protektiver Wirkstoffe mit niedriger
Langzeittoxizitit,

2. Validierung krebs-pridikativer
Bio(Surrogat-)marker zur Voraussage
der pharmakologischen Wirksamkeit
der Substanzen und weit am
dringendsten

3. die Durchfiihrung mehr klinischer
Interventionsstudien zur Erfassung der
prophylaktischen Wirksamkeit, z. B. in
Patienten mit Prineoplasien und spiter
an grofleren Populationen, die Krebsri-
sikofaktoren ausgesetzt sind. Zu diesen
Themen sind wie folgt einige Beispiele
angefiihrt.

Identifizierung neuer chemopriventi-

ver Verbindungen in einer Batterie von

Testsystemen Die Krebsentstehung, die

grob in die Initiations-, Promotions-, und

Progressionsphase unterteilt wird, kann

als kontinuierliche Anhiufung von gene-

tischen oder biochemischen Zellschiden
angeschen werden. Zur Identifizierung und

Beurteilung neuer krebs-chemopriventiver

Naturstoffe und synthetischer Verbindun-

gen wurden in den Schwerpunktbereichen

Metabolismus, Antioxidantien, Hemmung

der Tumorpromotion, der Zellproliferation

und von Entziindungsprozessen verschie-
dene Testmodelle als Markersysteme fiir
chemopriventive Aktivitit im Labor etab-
liert (Gerhiuser et al, 2003). Diese Modelle,
die meist mit Enzympriparationen oder in

Zellkultur durchgefiihrt werden, ermégli-

chen die Untersuchung einer grofSen Anzahl

von Proben in 1-3 Tagen, ohne dass wie im

High-Throughput-Screening die Kontrol-

le iiber substanzspezifische Charakeeristika

verloren geht. Vorteile sind ein geringer

Substanzbedarf, einfache Durchfiihrung,

vergleichbar geringe Kosten, und die Ge-

neration von Daten in computerisierter

Form, die eine schnelle, halbautomatische

Auswertung der Ergebnisse ermoglichen.

Als Briicke zwischen Kurzzeit-in-vitro- und

Langzeit-in-vivo-Modellen wurde von uns

ein Maus-Brustdriisen-Organkulturmodell

(Mouse Mammary Gland Organ Culture

Model, MMOC) eingesetzt. Diese Kombi-

nation erméglicht die Auswahl der erfolg-

versprechendsten Substanzen fiir in-vivo-
Untersuchungen.
Krebs-chemopriventive Wirkung von
Xanthohumol (XN), ein prenyliertes Chal-
con aus Hopfen (Humulus lupulus L.)
Hopfen ist eine reiche Quelle an phenoli-
schen Verbindungen im Bier. Der Anteil an
Polyphenolen im Hopfenharz besteht aus
Phenolkarbonsiuren, prenylierten Chal-
conen und Flavonoiden, Catechinen und
Proanthocyanidinen. In fritheren Untersu-
chungen wurden antioxidative, anti-proli-
ferative und cytotoxische Effekte beschrie-
ben. Daraufhin wurde ein Hopfenextrake
in den oben beschriebenen Testsystemen
analysiert. Eine anschlielende aktivititsge-
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Abb. 1: Die potentielle chemopriventive Wirkung
von polyphenolischen Bierinhaltsstoffen, wie das
Xanthohumol (XN) und Isoxanthohumol aus
Hopfen, wurde in Zusammenarbeit mit A. Alt und
H. Becker, Universitit des Saarlandes, Saarbriicken,
untersucht.

Isoxanthohumol
(IsoXn)
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leitete Fraktionierung fiihrte
zur Identifizierung von Xan-
thohumol (XN) als aktivster
Verbindung und einer Reihe
von strukturverwandten Sub-
stanzen (Abb. 1). Wir konnten
zeigen, dass XN in der Initia-
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Abb. 2: Xanthohumol zeigte ein breites Spektrum von potentiell tumorhemmenden
Eigenschaften bei bereits niedriger Konzentration, die in der Initiations-, Promo-

tions- und Progressionsphase der Krebsentstehung eingreifen (Gerhiuser et al, 2002).
| hemmt, 1 induziert

wir humane mikrovaskulire
Endothelzellen (HMEC-1)
ein und untersuchten die
Wirkung von XN auf die
Proliferation, Migration
und Differenzierung der
Endothelzellen. XN war im
pM-Bereich aktiv (Bertl et
al, 2004b, 2005).

Zusammenfassend zeigte
XN ein {iberraschend brei-
tes Spektrum von potentiell
tumorhemmenden Eigen-
schaften. Es wirkte bei be-
reits niedrigen Konzentra-
tionen antioxidativ, anti-
mutagen und konnte die
Tumorpromotion hemmen.
Daneben erwies es sich als
antiproliferativ, antiangio-
gen und pro-apoptotisch,
womit durch die letzte

werden. Erstmalig konnte

eine entziindungshemmende Wirkung von
XN nachgewiesen werden. XN hemmte
die Aktivicdt der konstitutiv exprimierten
Cox-1, aber auch der induzierbaren Cox-2,
und verhinderte in LPS-stimulierten Raw
Makrophagen die Induktion der INOS und
Produktion von NO. Zellwachstumshem-
mende Wirkung konnte anti-dstrogenen
Eigenschaften, der Hemmung der DNA-
Polymerase o und einer Induktion von
Apoptose und Zell-Differenzierung zuge-
schrieben werden. Als erster Nachweis einer
chemopriventiven Wirksamkeit wurde XN
im MMOC-Modell untersucht und ver-
hinderte das Auftreten DMBA-induzierter
Lisionen im nanomolaren Bereich. In-vivo-
Untersuchungen an Ratten konnten zeigen,
dass XN in Dosen bis 1 g/kg Kérpergewicht
p.o. gut vertriglich ist. In Studien zur Bio-
verfiigbarkeit wurde bei dieser Dosis vier
Stunden nach Applikation im Plasma eine
Maximalkonzentration von 0.34 pM ge-
messen. Als Hauptmetabolit wurde Xan-
thohumol-4‘-O-Glucuronid identifiziert.
Weitere Untersuchungen zum Nachweis
chemopriventiver Mechanismen in-vivo
zeigten, dass XN im Unterschied zu Ta-
moxifen ein reines Anti-Ostrogen darstellt.
Wir konnten zeigen, dass XN die Prolife-
ration von Brust- und Darmkrebszellen in-
vitro hemmt. Dies war mit der Induktion
von Apoptose (programmierter Zelltod)
verbunden. XN aktivierte sowohl den To-
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desrezeptor Weg und Caspase 8 als auch
den mitochondrialen Weg iiber Caspase 9.
Beide Wege fiihrten zu einer Aktivierung
der nachfolgenden Effektorcaspasen 3 und
7 und zu einer Spaltung der Poly (ADP-Ri-
bose) Polymerase [PARP] (Pan et al, Manu-
skript in Vorbereitung). Die Hemmung der
Angiogenese, d. h. der Bildung neuer Blut-
gefifle zur Tumorversorgung aus dem beste-
henden Gefiflsystem, bietet neue Angriffs-
moglichkeiten im Bereich der Krebstherapie
und wahrscheinlich auch in der Chemopri-
vention. In den letzten Jahren wurde immer
deutlicher, dass chemopriventive Agenzien
wie Resveratrol oder Curcumin auch anti-
angiogene Wirkung zeigen und das Kapil-
larwachstum reduzieren. Diese ,,Angiopri-
vention® beruht auf dem Zusammenspiel
einiger Faktoren, die auch Angriffspunkte
in der klassischen Krebs-Chemoprivention
darstellen, wie z. B. Stickstoffmonooxid als
Produkt der induzierbaren NO-Synthase
oder Prostaglandine, die durch Cyclooxyge-
nasen gebildet werden. Unter Verwendung
von Gefifen aus humanen Plazenten haben
wir ein in-vitro-Anti-Angiogenese-Testmo-
dell etabliert und damit das angiopriventive
Potential verschiedener potentieller chemo-
priventiver Substanzen untersucht (Bertl et
al, 2004a). XN hemmte die Neubildung der
Mikrokapillaren dosisabhingig, wobei ein
ICs0 von 2.2 pM ermittelt wurde. Zur Auf-
klirung von Wirkungsmechanismen setzten

Eigenschaft geschidigte
Zellen z. B. in Krebsvorstufen effizienter
eliminiert werden konnen (Ubersicht in
Gerhiuser, 2005). Nach diesen aussichts-
reichen priklinischen Ergebnissen bedarf
es jetzt der Durchfiihrung von klinischen
Interventionsstudien, die den praktischen
Nutzen und die Effizienz der chemopri-
ventiven Substanz(en) bei Risikogruppen
in der Allgemeinbevélkerung und bei Pati-
enten mit Krebsvorstufen (Brust, Kolorek-
tum) belegen. Dafiir besteht gegenwiirtig in
Europa grofler Nachhol- und Handlungs-
bedarf (Gescher el al, 2003).

Neue Biomarker in der Krebs-
praventionsforschung

Ein weiteres Forschungsziel ist die Ent-
wicklung und Validierung krebspridika-
tiver, fiir Interventionsstudien nutzbarer,
Bio(Surrogat-)marker, insbesondere fiir
schwer zugingliche Gewebsprineoplasien.
Da solche pridikative Surrogatmarker be-
reits in frithen Stadien der Krebsentstehung,
also bei bereits vorhandenen Gewebsprine-
oplasien eingesetzt werden kénnen, gelingt
es oft, die Wirksamkeit chemopriventiver
Substanzen in ungleich kiirzerer Zeit, kos-
teneffizienter und an kleinen Studienkol-
lektiven nachzuweisen bzw. wahrscheinlich
zu machen. Danach lassen sich oft grofiere
Interventionsstudien mit der Hemmung des
Krebswachstums als Endpunkt besser recht-
fertigen und planen.



m AEK-Symposium 2005

Erhéhtem oxidativen Stress und Lipidper-
oxidation (LPO) werden heute wichtige Rol-
len bei der Tumorpromotion und -progres-
sion zugeschrieben. Wir und andere Arbeits-
gruppen konnten zeigen, dass die Bildung
spezifischer oxidativer Schiden in der DNA
eine der frithesten messbaren Verinderun-
gen der Zelle darstellt. Werden diese nicht
repariert, tragen sie zu genomischer Instabi-
licit und Krebswachstum bei. Somit kénn-
ten diese oxidativen DNA-Marker wertvolle
frithe Hinweise auf die Pathogenese z.B.
von chronischen entziindlichen Erkrankun-
gen geben, was durch unsere Vorarbeiten in
humanem primalignem Gewebe, z.B. bei
chronischer Pankreatitis, Leberzirrhose und
entziindlichen Darmerkrankungen bereits
gestiitzt wird (Bartsch und Nair, 2004).

Die von uns untersuchten oxidativ verin-
derten DNA-Basen zeigten einen Anstieg
bereits in frithen vorgeschidigten Stadien
bis hin zur Gewebsprineoplasie. Diese mu-
tationsauslésenden Verinderungen in der
DNA, die durch persistierenden oxidativen
Stress entstehen, lassen sich nach DNA-
Reparatur auch im Harn als modifizierte
Desoxynucleoside nachweisen und kénnen
somit nicht-invasiv gemessen werden. Als
Biomarker untersuchen wir den ,steady state
level“ mehrerer endogen gebildeter DNA-
Addukte, die aus Hydroxynonenal (HNE)

und Malondialdehyd (MDA) entstehen,

also aus LPO-Endprodukten der Arachidon-
und Linolsiure gebildet werden. MDA wird
aufler durch LPO auch enzymatisch iiber
den COX-/LOX-vermittelten Stoffwechsel
generiert (Abb. 3). Fiir drei exozyklische
Addukte haben wir nachweisempfindliche
Analysemethoden entwickelt und validiert
(Bartsch und Nair, 2000; Sun et al, 2004).
Analysen erfolgen durch Immunaffinitits-
32P-Postmarkierung in Gewebeproben,
tiber immunhistochemische Detektierung in
Biopsien und im Harn ausgeschiedene
Desoxynucleoside, z. B. von Ethenodesoxy-
adenosin (edA), durch Immunanreicherung
und HPLC-Fluoreszenzdetektierung.

Zwei Beispiele fiir die Anwendbarkeit die-
ser Methoden zur Detektierung von exozyk-
lischen DNA-Schiden bei Alkohol- und
HBV-assoziierten Lebererkrankungen seien
hier angefiihrt. Nadelbiopsien aus der Leber
von Patienten mit alkoholbedingten Leber-
erkrankungen wurden auf diese oxidativen
DNA-Schiden (edA) immunhistochemisch
untersucht (Frank et al, 2004). Die Priva-
lenz positiv gefirbter Zellkerne lag, vergli-
chen mit asymptomatischen Lebern, signi-
fikant hoher in der alkoholbedingten Fett-
leber und war am héchsten im zirrhotischen
und fibrotischen Gewebe. Die Leberwerte
fiir Morbus Wilson und fiir Haemochroma-
tose waren dhnlich hoch wie bei Alkohol-
induzierter Zirrhose/Fibrose.
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Abb. 3: Bildung von exozyklischen (Etheno)-DNA-Addukten aus 4-Hydr0xynoncnal (HNE) und M;dG aus

Malondialdehyd (MDA), die durch oxidativen Stress in der Siugetierzelle aus Linol- und Arachidonsiure gebildet
werden und auch beim Menschen nachgewiesen wurden. Anhiufung solcher promutagener DNA-Lisionen trigt
zu genetischer Instabilitit bei, die den Ubergang von gutartigen in bésartige Zellen vorantreibt (Bartsch und Nair,
2000).
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Harnproben von HBV-infizierten thai-

lindischen Patienten mit chronischer He-

patitis, Zirrhose und hepatozellulirem

Karzinom wurden mit asymptomatischen

HBsAg-Trigern verglichen. Die Mittelwer-

te fiir edA-Spiegel in diesen Patienten lagen

im Vergleich zu Kontrollen um 20- bis 9o-

fach hsher (Bartsch und Nair, 2004). Mit

diesen Ergebnissen haben wir zum ersten

Mal durch Alkoholmissbrauch oder HBV-

Infektion ausgeldste stark miskodierende

DNA-Lisionen in der Leber nachgewiesen,

die alle wahrscheinlich an der Entwicklung

von Leberkrebs aus Zirrhose-/Fibrose-Vor-
stufen beteiligt sind. Derzeitig verfolgen wir
zwei Kernfragestellungen, die von klinischer

Relevanz sein diirften:

1. Konnen die Addukespiegel (z.B. von
€dA im Urin gemessen) den Krank-
heitsverlauf ausgehend von Krebsvor-
stufen bis zur malignen Entartung
voraussagen? Sollten die DNA-Addukt-
marker mit anderen molekularpatho-
logischen und klinischen Indikatoren
korrelieren, so konnten damit mégli-
cherweise Risikopatienten in frithen
Stadien identifiziert werden.

2. Kann mit diesen Markern die Effizienz
therapeutischer und chemopriventiver
Interventionen wihrend des Krank-
heitsverlaufes tiberpriift werden? Solche
Forschungsprojekte mit klinischer
Zusammenarbeit sind bereits bei uns
angelaufen.

Therapeutische Interventionen bei
Patienten mit aggressiven oralen
Leukoplakien

Das letzte Beispiel bezieht sich auf den
Einsatz eines zytogenetischen Markers, des
DNA-Aneuploidie-Status von Zellen aus
aggressiven oralen Leukoplakien, der er-
staunlicherweise hochsignifikante Voraus-
sagen zur individuellen Krebsanfilligkeit
zulidsst und der bereits in einer angelaufe-
nen Interventionsstudie eingesetzt wird
(Ubersicht in Sudbo and Reith, 2005).
Die von Sudbo et al. (2001) verbesserte
Messmethode fiir den Aneuploidie-Status
besteht aus der Isolierung von Zellkernen
aus dysplastischen Bereichen von Mund-
héhlenbiopsien der Leukoplakie-Patienten.
Die Analyse erfolgt durch automatisierte
hochauflésende Zytometrie und erlaubt die
Klassifizierung der Zellen nach DNA-Gehalt
mit aneuploider, tetraploider und mit normal
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Abb. 4: Kaplan-Meier-Kurven zur Bildung von Karzinomen der Mundhéhle aus oralen Leukoplakien

A) Tumorfreie Uberlebenskurven nach Leukoplakien-Resektion aufgeteilt nach ,Margin status".

C) Uberlebenskurven (ohne neue Tumore) von 47 oralen Primirtumorpatienten, unterteilt nach Ploidiestatus der vorausgegangenen Leukoplakien in diploid, tetraploid und
aneuploid (entnommen aus Sudbo und Reith, 2005 mit Genehmigung von Wiley-Liss., Inc. A. Wiley Company).

diploider Verteilung. Wihrend das klassische
Histologie-, Grading” von Leukoplakien kei-
ne prognostische Aussage erlaubte (Abb. 4a),
entwickelten ca. 90% der aneuploiden
Leukoplakiepatienten maligne Tumore
und starben daran: die s-Jahres-Sterberate
betrug 72 % (Ubersicht Reith und Sud-
bo, 2002). Dies ist hier durch die Kaplan-
Meier-Uberlebenskurven ohne maligne
Erkrankung illustriert (Abb. 4¢). Leukopla-
kien mit normal diploiden Zellen unter-
scheiden sich signifikant von solchen mit
aneuploiden Lisionen (Sudbo et al, 2004).
Diese Autoren konnten also zeigen, dass
selbst eine komplette Resektion von ag-
gressiven, aneuploiden Leukoplakien nicht
lebenserhaltend ist. Somit bediirfen diese
Patienten einer neuartigen priventiven In-
tervention, welche in diesem Kontext einer
Krebstherapie gleichkommt. Die Rekru-
tierung fiir eine solche Interventionsstudie
ist angelaufen (Sudbo und Reith, 2005).
Dabei wird der selektive COX-2-Hemmer
Celecoxib und ein EGF-Rezeptor-Thyro-
sinkinase-Inhibitor (EKB 569) allein oder
in Kombination oder ein Plazebo gegeben.
Damit sollen mehrere fehlerhafte Signal-
transduktionswege, die an der Entstehung
maligner Zellfunktionen beteiligt sind, ge-
troffen werden. In dieser randomisierten
prospektiven Studie wird als Endpunke die
Inzidenzrate von neuen Mundhéhlenkarzi-
nomen gemessen.

Sollte diese prophylaktische/therapeutische
Intervention Erfolge verzeichnen, wire das
ein erstes Beispiel fiir eine zunehmende
Uberlappung von priventiven Interventi-
ons- und Tumortherapieansitzen, nimlich
durch die Behandlung einer zytogenetisch
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definierten Hochrisikogruppe von Patien-
ten mit Prikanzerosen mit Krebstherapeu-
tika, wie z. B. Tyrosinkinase-Inhibitoren.
Mehr solcher randomisierter Studien sind
nun gefordert.
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