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.Nicht vom Beginn an enthullten die Gotter den Sterblichen alles.
Aber im Laufe der Zeit finden wir, suchend, das Bess're.”

[Xenophanes]
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1. Einleitung

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist eine der haufigsten Krebskrankheiten in der
westlichen Welt. Zwei Zahlenangaben verdeutlichen das sehr anschaulich: Mit im
Jahre 2001 geschatzt 135400 neuen Fallen und 56700 Todesféllen stellt das KRK in
den USA das dritthaufigste Malignom bei den Neuerkrankungen und die
zweithaufigste Ursache der Krebs-bezogenen Mortalitdét dar [Gwyn et Sinicrope,
2002]. In Deutschland versterben 29,9 Frauen und 22,8 Mé&nner pro 100000
Einwohner an diesem Tumorleiden, die Mortalitat ist bei Frauen stagnierend, bei
Mannern ist eine steigende Tendenz zu beobachten [Bumm et al., 1997]. Bisher
blieben die meisten Versuche, die Inzidenz dieser bosartigen Erkrankung
entscheidend zu senken, ohne nachhaltigen Erfolg; unter anderem deshalb, weil die
Atiologie des KRKs nicht abschliessend geklart ist.

Ein Ansatz, die KRK-Inzidenz zu senken, besteht in der Durchfiihrung
flachendeckender Screening-Programme: Ziel ist hier die moglichst friihe Detektion
und Elimination von KRK-Vorstufen — mittels Endoskopie oder anderer in Kapitel
2.1.4. beschriebener Methoden. Dabei erscheint es sinnvoll, bestimmte KRK-
Risikogruppen zu definieren, um diesen Personenkreis gezielt zu behandeln. Die
zahlenmassig grosste Risikogruppe fur die Entwicklung eines KRKs sind diejenigen
Patienten mit adenomatdésen Darmpolypen. Die Erkenntnis, dass eine grosse Zahl
der Patienten mit kolorektalen Polypen — unbehandelt — im Laufe mehrerer Jahre aus
diesen prakanzerdsen Lasionen ein kolorektales Karzinom entwickelt, beruht auf
epidemiologischen und Klinisch-pathologischen Befunden [Vogelstein et al., 1988].
Diese Erkenntnis erganzte der letztgenannte Autor um ein inzwischen etabliertes
Modell (,Adenom-Karzinom-Sequenz®) der auf dem Weg zum KRK sequentiell
ablaufenden genetischen wie histologischen Veradnderungen in der Darmmukosa,
das in Kapitel 2.1.2.2. besprochen wird.

Mit der endoskopischen Polypektomie bietet sich eine kausale Therapie fur die
meisten prakanzerdsen Lasionen, doch ist die Methode semi-invasiv und wird haufig
erst dann angewandt, wenn klinische Befunde die Koloskopie indizieren. Wenn sich
dann endoskopisch eine Situation ohne vertretbare Therapieoption darstellt bzw. sich
das KRK schon manifestiert hat, bleibt nur noch die chirurgische Intervention mit
anschliessender Radiochemotherapie. In dieser Situation steht nicht selten nur noch

das palliative Vorgehen im Vordergrund.



Zu den Mdglichkeiten, das KRK primar praventiv zu behandeln, gehéren Ansétze zur
Ernahrungs- und Bewegungsmodifikation; Kapitel 2.1.3. befasst sich mit diesem
Thema. Daneben erscheint es sinnvoll, medikamentése Praventiva
(Chemopraventiva) zu testen, die die oben genannte Entwicklung zum KRK an
einem bestimmten Punkt der Vogelstein-Sequenz stoppen kénnten.

Die Uberlegung, pharmakologisch an einem frilhen Punkt innerhalb der Adenom-
Karzinom-Sequenz — zum Beispiel der initialen Steigerung der Proliferationsrate der
kolorektalen Mukosa — einzugreifen, fuhrte zur Betrachtung der Milieu-Bedingungen
im Kolorektum. Hier spielt unter anderem die Zusammensetzung der Gallenséuren
eine entscheidende Rolle. Auf der Grundlage von Studien zur Korrelation von
einzelnen Gallensauren im Serum mit Adenomen im Kolorektum [Bayerdorffer et al.,
1993a] und zur Proliferation der kolorektalen Mukosa in Zusammenhang mit
erhohten Deoxycholsdurespiegeln im Serum [Ochsenkihn et al., 1999] und im
Kolonlumen [Hori et al, 1998] sowie von Ergebnissen hinsichtlich des
modulierenden, teils supprimierenden Effekts von Ursodeoxycholsaure (UDCA) auf
die Tumorentwicklung bei Ratten [Earnest et al., 1994] [Narisawa et al., 1998] wurde
erstmals in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob UDCA auch beim Menschen
einen supprimierenden Effekt auf die frihe Tumorentwicklung im Darm bewirken
konnte.

Die Dihydroxygallensaure UDCA als oral zu applizierendes, ,korpereigenes”
Pharmakon hat sich bisher bei der Behandlung der Cholesterincholelithiasis und bei
bestimmten cholestatischen Lebererkrankungen bewahrt. Ihre zytoprotektiven
Eigenschaften und ihre Anreicherung im Gallensédurenpool bei oraler Substitution
werden im Kapitel 2.2. beschrieben. Anhand einer Auswahl an KRK-Risiko-Patienten
(Adenomtrager) sollte der Einfluss einer sechsmonatigen Therapie mit UDCA oder
Placebo auf die kolorektale Proliferation untersucht werden, dafir wurden die
mukosalen Proliferationraten im Kolorektum durchflusszytometrisch bestimmt. Wenn
die im Rahmen der KRK-Entwicklung initial gesteigerte Proliferationsrate der
kolorektalen Mukosa unter UDCA-Therapie abndhme, nahme nach dem Sequenz-
Modell auch die Inzidenz von kolorektalen Adenomen und folglich auch die des KRK
ab.

Ziel dieser Arbeit war somit eine erste Evaluation der potentiell protektiven UDCA-

Wirkung im Darm bei Menschen mit kolorektalen Adenomen.
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2. Hintergrund

2.1. Kolorektale Tumoren

Im allgemeinen pathologisch-anatomischen Verstdndnis wird unter dem Begriff
,Jumor* eine lokale Schwellung bzw. Gewebsvermehrung oder Wucherung ohne
Bezug zur Dignitat oder Atiologie verstanden. Klinisch bzw. endoskopisch imponieren
diese (zumeist) exophytischen Tumoren als Polypen, in den US-amerikanischen
Richtlinien der AGA (American Gastroenterological Association) als ,mucosal
masses” beschrieben [Winawer et al., 1997]. Makroskopisch kann man die Polypen
als ,gestielt' oder ,breitbasig’ bzw. ,sessil* klassifizieren, diese Unterscheidung kann —
in Kombination mit dem morphologischen Aspekt der L&sion - dem
Endoskopierenden einen ersten Hinweis zur Dignitat der Lasion liefern. Ob sich in
diesem Zusammenhang die endoskopische Polypenklassifikation nach ihrer
Oberflachenbeschaffenheit (,pit pattern“) bewahrt, ist derzeit noch offen [Kudo et al.,
2001][Kato et al., 2001]. Zur weiteren Eingrenzung wird festgestellt, dass sich in
dieser Arbeit der Begriff ,Kolorektales Karzinom* (KRK) nur auf das sogenannte
~Sporadische KRK" bezieht. Andere Karzinome, z.B. auf dem Boden einer Colitis
ulcerosa oder im Rahmen seltener erblicher Tumorsyndrome, zeigen haufig eine
andere Pathogenese. In Ubereinstimmung mit den meisten Autoren wird auch hier
das Kolorektum als funktionelle Einheit angesehen; daher wird sowohl das
kolorektale Adenom wie das KRK als jeweils eigene Krankheitsentitat aufgefasst —

ohne Subdifferenzierung in L&sionen des Kolons bzw. des Rektums.

2.1.1. Benigne Polypen

Die im endoskopischen Klinikalltag am haufigsten auftretenden Polypen im Darm
sind die meist im distalen Colon, speziell im Rektum auftretenden ,hyperplastischen
Polypen‘ [Williams et al., 1982]. Andere rein gutartige Tumore sind rar: einige
erbliche Tumore, wie z.B. Hamartome, kdnnen nicht ausschliesslich als gutartig
bezeichnet werden, weil sie sich in sehr seltenen Fallen zu einer prdkanzerdsen oder
malignen L&sion entwickeln kénnen [Schmiegel et al., 2000]. Diese erblichen

Krankheiten werden unter Punkt 2.1.2.4. beschrieben.
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2.1.1.1. Hyperplastische Polypen

Die Pravalenz dieser Polypen, die mit hbherem Lebensalter an Zahl zunehmen, liegt
bei 27,5 % (Frauen) bis 40,4% (Manner) [Williams et al., 1982]. Andere Untersucher
fanden etwas geringere Pravalenzen von 18% (Frauen) bis 27% (Manner) [Vatn et
Stalsberg, 1982]. Diese Polypen zeichnen sich dadurch aus, dal3 sie in der Regel
weniger als ¥2 cm messen und gemass den Leitlinien der DGVS (Deutsche
Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten) kein erhdhtes Risiko fur
kolorektale Karzinome darstellen [Schmiegel et al., 2000].

Eine Abhandlung von Kearney beschreibt die Indikator-Funktion des
hyperplastischen Polypen zur Charakterisierung von Personen mit hohem KRK-
Risiko [Kearney et al.,, 1995]. Die mogliche morphologische Einordnung von
hyperplastischen Polypen in die Adenom-Karzinom-Sequenz wird weiter unten
dargestellt; sie wurden in einer italienischen Studie als morphologischer Indikator der
Tumorinitiation mit folgender Hyperproliferation der rektalen Mukosa bezeichnet
[Risio et al., 1995].

2.1.2. Prakanzerose Lasionen und Malignome

2.1.2.1. Adenome

Von Hauptinteresse bei der praventiven Behandlung des KRK ist die Betrachtung
der adenomattsen Polypen, da sich die Mehrzahl der kolorektalen Karzinome mittels
der im folgenden Kapitel beschriebenen Adenom-Karzinom-Sequenz — weitgehend
unabhangig von der jeweiligen Atiologie — aus diesen adenomatdsen Vorstufen
entwickelt. Eine Arbeit konnte zeigen, dass die Abtragung von singularen Polypen im
Rektosigmoid das KRK-Risiko um bis zu 90 % senken kann [Atkin et al., 1992], was
Schmiegel fur die Richtlinien der DGVS erneut diskutierte [Schmiegel et al., 2000].

Insgesamt gesehen finden sich relativ haufig adenomatdse Polypen des Dickdarms,

in etwa 25% aller 50-Jahrigen mit steigender Pravalenz bei zunehmendem Alter

[Winawer et al.,, 1997]. Williams konnte im Rahmen einer Autopsiestudie zeigen,

dass 36,9 % der Manner und 28,7 % der Frauen zum Zeitpunkt der Sektion entweder
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ein oder mehrere Adenom(e) aufwiesen [Williams et al., 1982], es zeigte sich auch
hier eine steigende Pravalenz mit dem Alter, zusatzlich eine Haufung dieser
Lasionen im Rektum. Eine andere Untersuchung konnte eine Adenom-Rate von 50%
bei allen identifizierten autopsierten polypoiden Lasionen feststellen [Vatn et
Stalsberg, 1982] - ebenso mit gesteigerter Pravalenz im Alter (> 70 Jahre). Die
histologische  Subtypisierung ergab in diesem Zusammenhang folgende
Haufigkeitsverteilung: das tubulare Adenom fand sich zu 40%, an zweiter Stelle das
tubulovilldse Adenom (9%) und zuletzt der rein villése Typ mit 0,6 %.

Die jeweilige histologische Einordnung kann einen Hinweis auf das Entartungsrisiko
geben: das Risiko steigt vom tubularen tber den tubulovilldésen zum rein villésen
Adenomtyp. Histopathologisch noch praziser ist allerdings die heute tbliche Atypie-
bzw. Dysplasiediagnostik der untersuchten Zellansammlungen. Es wird zwischen
leicht-, mittelgradiger und hochgradiger Epitheldysplasie unterschieden; die letztere
Form entspricht dem Begriff ,Carcinoma in situ' in anderen Geweben, wenn die
Lamina muscularis mucosae noch nicht durchbrochen ist.

Da der Dysplasiegrad eines adenomatdsen Polypen direkt mit seiner Grdsse
korreliert werden kann, wird bei der klinisch-endoskopischen Untersuchung das
Hauptaugenmerk auf die Detektion dieser ,grossen” Polypen gelegt. Grosse Polypen
sind nach der international Ublichen Einteilung = 1 cm, kleine besitzen einen
Durchmesser < 1 cm. Die ,National Polyp Study' der USA hat gezeigt, dass etwa
jedes vierte (25,5%) der bei Uber 1800 Patienten entfernten Adenome (n= 3371)
grosser als 1 cm war. Bei jedem/r funften Patienten/-in (20,6 %) mit grossem/n
Adenom(en) waren hochgradige Dysplasieareale nachweisbar. Im Gegensatz dazu
wiesen nur weniger als 5 % der Patienten mit Adenom(en) < 1 cm diese
hochgradigen Dysplasien auf [O"Brien et al., 1990]. Auf formalpathogenetische und
molekulare Uberlegungen zur Entstehung der adematdsen Polypen wird im

Folgenden eingegangen.

2.1.2.2. Adenom-Karzinom-Sequenz

Es besteht seit Ende der achtziger Jahre [Vogelstein et al., 1988] [Fearon et Vogel-
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stein, 1990] allgemeiner Konsens dariiber, dal’ sich das KRK in nahezu 90 % der
Falle [Winawer et al., 1993] aus primar nicht-malignen adenomatdsen Polypen
entwickelt. Die zeitliche Abfolge der einzelnen Schritte innerhalb dieser sogenannten
»LAdenom-Dysplasie-Karzinom-Sequenz* umfasst etwa 10 Jahre [Winawer et al.,
1997]. Wenn nicht vorher therapeutisch interveniert wird, kann nach diesem Intervall

aus einem primar nicht-malignen, kleinen Adenom ein invasives Karzinom entstehen.

Da der Begriff Dysplasie-Karzinom-Sequenz v.a. im Rahmen der Colitis ulcerosa
gebrauchlich ist, die Uberwaltigende Zahl der KRK-Falle jedoch von polypoiden oder
flachen, Dysplasie-Areale enthaltenden Adenomen ohne (begleitende) entziindliche
Darmerkrankung ausgeht [Saitoh et al., 2001], wird in dieser Arbeit — auch aus
historischen Grinden — der Terminus ,Adenom-Karzinom-Sequenz“ verwandt,

obwohl es systematisch korrekt ,Dysplasie-Karzinom-Sequenz“ heissen misste.

Das durch in etwa parallel verlaufende morphologische und genetische
Veranderungen gekennzeichnete Modell der Kolonkarzinogenese ist in Graphik 1
dargestellt. Aus den normalen Epithelzellen entwickelt sich ein hyperproliferatives
Epithel [Lipkin, 1988] [Wargovich, 1996] [Shpitz et al., 1997] — vor allem in den
Krypten des Kolonepithels, in dem sich dann sogenannte ,Aberrant Crypt Foci’

(ACF), d.h. lokal aberrante Krypten, entwickeln kénnen.

Msgpiarin and Aspirin and Estrogen
other NSAIDs athar NSAIDs Aspirnn and
Folats athoer NSAIDs
Calcium
Mormnal Hyparproliferative Small Larga Colon
apithalium apithalium AdEnoma adaneme CArcingma

Abarrant cryplic foci

i |

CVETRNESSion Loss of 18g

APC K-rasg P53
Fnistation rutation mutatian

Graphik 1
Adenom-Karzinom-Sequenz
(aus: N Engl J Med 2000; 342: 1961)
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Im Rahmen der formalen Pathogenese verschiebt bzw. erweitert sich also die
Proliferationszone der Kolonmukosa von der Kryptenbasis zur Spitze der Krypte; es
kommt zu einer gesteigerten Proliferation mit Blockierung der apoptotischen Kaskade
und Entwicklung von ACF [Takayama et al., 1998]. Ausserdem wurden analog zu
dem Sequenzmodell am Menschen signifikante Korrelationen zwischen der Zahl der
Adenome und Zahl und Grosse der ACF sowie dem zugehérigen Dysplasiegrad
gefunden [Takayama et al., 1998]. Es erscheint daher sehr wahscheinlich, dass ACF
ein determiniertes Vorlauferstadium fir Adenome und Karziome des Kolorektums
darstellen.

In der fruhen Phase der Kolonkarzinogenese kommt es nach dem Vogelstein-Modell
zur Muation des APC-Gens auf Chromosom 5q, das deswegen als ,gatekeeper” der
Darmkrebsentstehung bezeichnet werden kann. Nach einiger Zeit (unbestimmt)
entwickelt sich ein kleines Adenom (< 1cm Durchmesser), aus dem ohne Intervention
ein grosses Adenom (> 1 cm Durchmesser) wird. Auch bei diesen Schritten kdnnen
neue Genmutationen beobachtet werden: zundchst kommt zu einer COX-2
(Cyclooxygenase-2)-Uberexpression und nachfolgend einer Mutation im K-ras-
Onkogen. Vor dem Ubergang des grossen, Dysplasie-reichen Adenoms zum
invasiven Karzinom mit malignen Eigenschaften verliert das Tumorsuppressorgen
p53 mutationsbedingt seine Funktion und am Chromosom 18921 kann es nach
diesem Modell zur Deletion eines Allels (,Loss of heterozygosity = LOH') kommen.
Dieser Befund zeigt sich in Uber 2/3 der sporadischen KRKSs, in jedem zweiten
fortgeschrittenen Adenom und auch noch in einem von 10 frihen Adenomen [Reale
et Fearon, 1996].

Grundsétzlich ist die Charakteristik der speziellen genetischen Veranderungen
wahrend der als gesichert geltenden morphologischen Sequenz zum KRK noch
Gegenstand der Forschung: in das Sequenz-Modell werden sukzessive neue
molekularbiologische ,pathways' eingearbeitet [Gryfe et al., 1997] [Chung, 2000]. Die
Rolle der Mikrosatelliteninstabilitat bzw. von DNA-Replikationsfehlern kann hier nicht
weiter behandelt werden. Initiale Uberlegungen zur Pathogenese bei der familiaren
Adenomatose (FAP) konnen offensichtlich nicht auf alle sporadischen KRKs
angewendet werden. Deshalb kann die genaue molekulare Genese des KRKs zum
Teil als heterogen und intraindividuell unterschiedlich bezeichnet werden.
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Ebenso heterogen erscheint die genetische Progression in kolorektalen Adenomen;
hier stellt die K-ras Protoonkogenmutation die am haufigsten gefundene Alteration
dar [Rashid et al., 1999].

In einer kirzlich erschienenen Farbstoff-assistierten Endoskopie-Studie wurden bei
einem von funf Patienten flache Adenome gefunden, von denen bekannt ist, dass sie
verglichen mit exophytisch wachsenden Adenomen seltener K-ras Mutationen
aufweisen [Saitoh et al., 2001]. Diese Beobachtungen kdnnten fir die in Graphik 1

gezeigte Kaskade die Existenz eines alternativen Weges bedeuten.

Neben den oben Dbeschriebenen morphologischen (Normales Epithel -
Hyperproliferation — Adenom< 1 cm — Adenom> 1 cm — Karzinom) und genetischen
Veranderungen sind in Graphik 1 potentielle pharmakologische

Eingriffsmoglichkeiten abgebildet, die im Rahmen der Diskussion behandelt werden.

2.1.2.3. Kolorektales Karzinom (KRK) und andere Malignome

Unter den malignen Tumoren des Kolorektums tberwiegt zu 95% das KRK, wovon
wiederum 95% histologisch einem Adenokarzinom entsprechen, unter den anderen
malignen Tumoren des Dickdarms finden sich zu etwa 5 % Karzinoide - sowie sehr

selten auch Lymphome [Riede et Schaefer, 1993].

Bereits in der Einleitung wurde die epidemiologische Bedeutung des KRK kurz
angerissen. Bezogen auf die Bundesrepublik Deutschland hat sich die Inzidenz von
1960 bis 1980 verdoppelt, am héaufigsten erkranken Patienten ab dem 50.
Lebensjahr [Schmiegel et al., 2000]. Im Jahre 1990 sind in Deutschland fast 20.000
Menschen an Dickdarmkrebs gestorben, 1995 waren es schon udber 21.000

Menschen [Daten des Gesundheitswesens, 1997].
Die fur das Jahr 1997 vom Robert-Koch-Institut geschatzte Inzidenz von 50 / 100000

Einwohner ist alarmierend, trotz verbesserter Therapieoptionen gehort das KRK in

Deutschland noch zur zweithaufigsten Krebstodesursache bei Mannern und Frauen.
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Eine zuséatzliche epidemiologische Einordnung gelingt bei Betrachtung des amtlichen
Gesundheitsberichts fiir Deutschland 1998, der einen Uberblick tber Sterbeziffern
von Kolon- und Rektumkarzinom im Verlauf seit 1980 darstellt (Graphik 2)

[Bundesministerium fur Gesundheit, 1998].
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Graphik 3 zeigt die alterspezifische Sterblichkeit flir das Kolon- und Rektumkarzinom
im Jahre 1995; erkennbar ist zum Beispiel die in allen Altersgruppen hohere KRK-
Mortalitdt bei M&nnern im Vergleich zu den Frauen [Bundesministerium fur

Gesundheit, 1998].

Bezogen auf die Schweiz finden sich Daten zu den potentiell verlorenen
Lebensjahren: Es verlieren die Menschen (vom 1. bis 70. Lebensjahr), die im Jahre
1996 am kolorektalen Karzinom verstorben sind, potentiell 1310 (Frauen) bzw. 1948

(Manner) Lebensjahre [Schweizer Bundesamt fur Statistik, 1996].

Die Zahl an Neu-Erkrankten nimmt im Vergleich zu den Vorjahren immer noch leicht
zu und bei Diagnosestellung stehen oft nur noch begrenzte therapeutische
Moglichkeiten zur Verfugung. Deshalb hat die Beschéaftigung mit den Grundlagen,
Behandlungsmdglichkeiten und vor allem mit der Préavention des kolorektalen
Karzinoms fir die Gesellschaft eine grosse Bedeutung; nicht zuletzt auch eine
wirtschaftliche Dimension bei der Kostenanalyse maligner Erkrankungen durch die

Krankenversicherungsunternehmen.

Trotz der Erforschung molekularbiologischer Grundlagen des KRK, die im vorigen
Kapitel dargestellt wurden, ist die genaue Atiologie der Erkrankung weiterhin
unbekannt [Bumm et al.,, 1997]. Verschiedene &ussere Risikofaktoren konnten
definiert werden, die in Abschnitt 2.1.3. ndher beschrieben werden. Ein erhthtes
vererbtes KRK-Risiko tragen Menschen mit Tumorsyndromen (wie z.B. der Polyposis
coli), auf die nachfolgend kurz eingegangen wird. Therapiemoglichkeiten beim

manifesten Karzinom sind nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

2.1.2.4. Hereditare Erkrankungen und Colitis ulcerosa

Es sind einige vererbbare gastrointestinale Erkrankungen bekannt, die zu
Kolontumoren fuhren. Diese erblichen Tumorsyndrome sind oft durch eine Vielzahl

von Kolonpolypen charakterisiert, deren jeweilige Histologie einer fur die Krankheit

typischen Morphologie entspricht.
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Sie stellen insgesamt nur einen sehr kleinen Teil aller Dickdarmerkrankungen dar,
kénnen aber zum Teil schneller maligne entarten und folgen nur partiell dem oben
geschilderten pathogenetischen Modell.

Bei der Aufzéhlung dieser Krankheiten muss die ,Familidre Adenomattse Polyposis'
(FAP), auch ,Adenomatosis coli‘ oder ,Polyposis coli‘ genannt, von der relativen
Haufigkeit her — etwa ein Prozent aller Kolonkarzinome entstehen auf dem Boden
einer FAP — und aus methodischen Grinden (Studien zur Adenom-Karzinom-
Sequenz) an erster Stelle genannt werden. Die Prognose dieser autosomal-dominant
vererbten Krankheit ist bei fehlender Behandlung tberaus schlecht, da die Patienten
in der Regel bereits in jungen Jahren ein kolorektales Karzinom entwickeln und
daran versterben kdnnen. Es finden sich typischerweise mehr als 100 Polypen im
Dickdarm, jedes dieser Adenome kann sich zum Karzinom entwickeln [Riede et
Schaefer, 1993]. Die attenuierte Form der FAP (AAPC), die sich haufig erst spater
klinisch manifestiert, zeigt weniger und vor allem proximal gelegene Polypen
[Schmiegel et al., 2000]. Das Karzinomrisiko ist hier aber nur unwesentlich geringer
im Vergleich zur FAP. Die sicherste Therapieform ist die totale Kolektomie mit
ileocanaler Pouchbildung; sie wird vom Patienten nicht selten abgelehnt. Die
Behandlung mit Nicht-Steroidalen Antirheumatika (NSAR, engl.: NSAIDs) ist eine
neuere Moglichkeit, die Zahl der Polypen und damit das Risiko, an einem KRK zu
erkranken, zu senken. Die Placebo-kontrollierte Applikation von 300 mg Sulindac pro
Tag (3 x 100 mg bzw. 2 x 150 mg) per os Uber einen Zeitraum von 4 bzw. 9 Monaten
vermochte die Polypenzahl bei FAP signifikant zu senken [Labayle et al., 1991]
[Giardiello et al., 1993]. In der letztgenannten Studie konnte eine mittlere Abnahme
der Polypenzahl um 56% und eine mittlere Abnahme des Adenomdurchmessers um
65% verzeichnet werden. Der COX-2 Hemmer Celecoxib erbrachte in einer hohen
Dosierung (800 mg/d) bei Patienten mit FAP eine Senkung der Polypenzahl um etwa
ein Drittel [Steinbach et al., 2000].

Die Polypen-Syndrome ,Gardner’- bzw. ,Turcot-Syndrom’ stellen weitere genetisch-
determinierte Varianten dar. Es finden sich histologisch kolorektale Adenome mit

hohem malignen Potential, meist in Kombination mit Tumoren anderer Organe.

Hamartome sind histologisch exakt definierte Polypen, die prinzipiell zur Entartung
.befahigt® sind. Bei den seltenen Krankheitbildern ,Peutz-Jeghers-Syndrom‘ und
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Juvenile Polyposis’ finden sich solche Polypen im unteren und oberen
Gastrointestinaltrakt. Die vermehrte Entstehung kolorektaler Karzinome beruht nach
der Literatur auf einer Keimbahnmutation eines Tumor-Supressor-Gens (APC); bei
Verlust des zweiten, gesunden Allels kann die maligne Entartung nicht mehr
aufgehalten werden [Burt et Petersen, 1996]. Das HNPCC (Hereditary Non
Polyposis Colon Cancer) ist ein Karzinomtyp, der durch gehauft auftretende
(gastrointestinale) Karzinome im  mittleren Lebensalter bei  mehreren
Familienmitgliedern indirekt charakterisiert wird; ,Amsterdam-* bzw. ,Bethesda-
Kriterien* fassen die fur die Diagnosestellung erforderlichen Parameter zusammen.
Er ist relativ haufig (Inzidenz 1:200 bzw. 1:2000), d.h. 5% - 10% aller KRK-
Erkrankungen sind HNPCC-assoziiert, und wird autosomal-dominant vererbt. Trotz
des Namens entsteht dieser Tumor in der Regel (schneller!) aus vorherigen
adenomatésen Vorstufen, z.T. mit synchronen Manifestationen. In mehr als 80% der
HNPCC-Karzinome lasst sich ein genetischer Defekt, die sogenannte

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) nachweisen [Schmiegel et al., 2000].

Bei einer Uber mehrere Jahre aktiven Colitis ulcerosa besteht fir den Patienten ein
erhohtes KRK-Risiko; es konnen sich bei entsprechend langer Krankheitsdauer und
frihem Beginn flache oder polypoide Karzinome entwickeln — vor allem im
Rektosigmoid. In der entzindeten Darmmukosa finden sich nicht selten
prakanzerose Epitheldysplasien, die schwer zu detektieren sind und tber das oben
genannte Sequenz-Modell zum Karzinom transformieren kdnnen [von Herbay et al.,
1994].

2.1.3. Aussere Risikofaktoren fiir kolorektale Tumoren

Da die Kausalkette fur die Entstehung kolorektaler Tumoren noch nicht
abschliessend geklart ist, hat man versucht, einige &aussere Risikofaktoren zu
bestimmen. Bisher findet sich kein zweifelsfrei beweisbarer, pathophysiologisch
plausibel erklarbarer KRK-Risikofaktor wie es z.B. der chronisch-inhalative
Tabakkonsum bei der Entwicklung eines Bronchialkarzinoms

(Plattenepithelkarzinoms) ist.
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Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass die Pravalenz des KRKs in den
westlichen Landern hoher liegt als in Gebieten der Erde, die als ,low-incidence
regions' bezeichnet werden [Terry et al., 2001a]. Ein Beispiel dafir ist Indien; es
findet sich hier eine bis zu 20-fach niedrigere Inzidenz an KRKs [Potter, 1996]. Die
geographische Verteilung der KRK-Erkrankungen mit einem Schwerpunkt in der
sogenannten ,westlichen Hemisphéare* (einschliesslich Deutschlands) gab den

Anlass, nach gemeinsamen Umwelt-Faktoren suchen zu lassen.

Die Bedeutung von Umweltfaktoren (,environmental factors”) in der Pathogenese des
KRKs wurde durch einige (Migrations-) Studien belegt [Potter, 1996][Lichtenstein et
al., 2000][Terry et al., 2001a]. In der folgenden Ubersicht ist eine Auswahl an
potentiellen Adenom- oder KRK-Risikofaktoren dargestellt, die in diesem Abschnitt

oder in der Diskussion weiter unten besprochen werden:

Ernahrung / Kost

> reich an rotem Fleisch und (tierischem) Fett

\%

arm an Frichten und Gemiuse, arm an Folsaure

> arm an Ballaststoffen (z.B. Weizenkleie)
> reich an Alkohol
> arm an Olivendl bzw. Fischol

Kdrperliche Aktivitat und Body-Mass-Index (BMI)
> hoher BMI

> geringe korperliche Aktivitat
Rauchen
> langjahriger Nikotinabusus

Cholelithiasis / Cholezystektomie

> veranderte Gallensaurenprofile

Bei der Betrachtung der ausseren (Umwelt-) Faktoren wurde zuerst die
unterschiedliche Erndhrungsweise bzw. Diat der Bevolkerung untersucht. In Japan

z.B. wurde von 1975 bis 1984 unter zunehmendem Einfluss der westlichen
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Ernahrungsweise fir das KRK der — verglichen mit allen anderen Malignomen —

hochste Anstieg in der Inzidenz registriert [Saito et Yoshida, 1996].

Auf der Suche nach einzelnen unterschiedlichen Nahrungsbestandteilen wurde der
hierzulande héhere Anteil an tierischen Fetten (v.a. bei Verzehr roten Fleisches mit
vielen gesattigten Fettsauren) kombiniert mit einem niedrigen Anteil an Frichten und
Gemuse (,high risk diet*) als eine der wesentlichen Einflussgrossen fir die
Entstehung von Karzinomen und Adenomen im Kolorektum angenommen [Sandler
et al., 1993]. Es konnte eine inverse Assoziation zwischen dem Adenom-/ KRK-
Risiko und einer ballaststoffreichen Diat sowie einer Erndhrung reich an Gemduse,
Frichten und Koérnern beschrieben werden [Thun et al., 1992][Giovannucci et al.,
1992]. Der letztgenannte Autor zeigte in einer Kohorte von 47949 US-Mannern eine
positive Korrelation zwischen dem KRK-Risiko und der Menge an Konsum roten
Fleisches; allerdings konnte in dieser und einer anderen Arbeit keine signifikante
Assoziation zwischen der Menge an Ballaststoffen (und Gemise) in der Nahrung und
dem KRK- oder Adenom-Risiko nachgewiesen werden [Giovannucci et al.,
1994a][Fuchs et al., 1999].

Der potentiell KRK-protektive Effekt von Folsaure, die in grossen Mengen in Friichten
und Gemusen vorhanden ist, wurde ebenfalls studiert: hier existierte eine signifikant
inverse Assoziation zwischen dem Risiko, ein kolorektales Adenom zu entwickeln
und der Folataufnahme [Giovannucci et al., 1993a]. Da Folsaure (und Methionin) fur
die Neoplasie-protektive DNA-Methylierung gebraucht wird, konnte daher ein

funktioneller Zusammenhang bestehen.

Der bestandige Alkoholkonsum von zwei oder mehr ,drinks” (entspricht in etwa 30 g
Alkohol) pro Tag konnte direkt mit dem KRK-Risiko korreliert werden [Giovannucci et
al., 1995a], auch ehemalige Alkoholkonsumenten zeigten ein erhéhtes KRK-Risiko.
Verglichen mit alkoholabstinenten  Personen  existierte auch fur die
Adenomentstehung ein erhéhtes Risiko; namlich bei einem Alkoholkonsum von mehr
als 30 g pro Tag [Giovannucci et al., 1993a] bzw. bei sieben oder mehr ,drinks“ in
der Woche [Baron et al., 1998].

Andere potenzielle Einflussfaktoren wurden untersucht: Die korperliche Aktivitat bei

47723 mannlichen US-amerikanischen ,health professionals” (zwischen 40 und 75
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Jahre alt) wies eine inverse Assoziation zum KRK-Risiko auf, wahrend Gewicht,
Ubergewicht und speziell dessen androide Fettverteilung positiv mit dem KRK-Risiko
und abgeschwacht auch mit dem Risko fiir grosse Adenome korreliert werden
konnten [Giovannucci et al., 1995b]. Bayerdorffer schlug eine prophylaktische
Coloskopie bei Ubergewichtigen Mannern (BMI > 25,09) von 50,5 bis 68,1 Jahren
vor, nachdem er eine erhohte Gefahrdung dieser Gruppe fir die Entwicklung eines

oder mehrerer ,high-risk adenomas* beschreiben konnte [Bayerdorffer et al., 1993b].

,Rauchen’ und ,Ubergewicht’ liessen sich in einer kleinen Fallkontrollstudie zum
Auftreten von hyperplastischen Polypen korrelieren [Martinez et al.,, 1997]. Eine
statistische Korrelation zeigte sich auch zwischen dem Autreten hyperplastischer
Polypen im distalen Colon und Rektum und niedrigem Folatkonsum, Alkoholkonsum
und aktuellem Zigarettenrauchen [Kearney et al., 1995]. Allerdings stellen
hyperplastische Polypen nicht generell ein Vorlauferstadium fir Adenom oder KRK
dar. Das Rauchen von Zigaretten konnte in der o0.g. Studie von Baron nicht als
Risikofaktor fir Adenome etabliert werden [Baron et al., 1998]; im Gegensatz dazu
beurteilte Giovannucci diese Noxe bei gentigend lange andauernder Einnahme
(mehr als 20 bzw. 35 Jahre) als Risikofaktor flr grosse Adenome bzw. das KRK
[Giovannucci et al., 1994b][Giovannucci et al., 1994c]. In einer finnischen Studie bei
56973 Mannern und Frauen zeigte sich kein erhohtes relatives KRK-Risiko bei
Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern. Allerdings war das KRK-Risiko fur Raucher
bei Analyse einer langen Nachbeobachtungsdauer (11 bis 20 Jahre) erhéht, das fir
die dauerhaften Raucher lag nochmals darlber [Knekt et al., 1998]. Diese lange

Induktionsperiode ist bisher nicht hinreichend erklart.

Uber mogliche protektive Einfliisse von Olivendl oder Fischol auf das KRK-Risiko gibt
es keine eindeutig gesicherten Erkenntnisse. Der Konsum von Fischélkapseln bei
KRK-Patienten vor einer chirurgischen Intervention fihrte zu keiner signifikanten
Veranderung der Zellkinetik — hier der Mitose der Kryptenzellen — des Kolonepithels
[Gee et al.,, 1999]. In einer grossen niederlandischen Kohortenstudie konnte kein
Zusammenhang zwischen der vermehrten Einnahme von pflanzlichen Sterinen (wie

z.B. beta-Sitosterol) mit dem KRK-Risiko hergestellt werden [Normen et al., 2001].
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Es erfolgten Uber 60 verschiedene Untersuchungen zum Einfluss der
Cholezystektomie (CHE) auf das KRK-Risiko, die Giovannucci in einer Meta-Analyse
zusammenfasste [Giovannucci et al., 1993b]. Bei der Subgruppenanalyse von 33
Fallkontrollstudien wurde hier eine schwache Assoziation der CHE mit dem KRK-
Risiko insgesamt nachgewiesen. Eine starkere Korrelation der CHE zum KRK-Risiko
ergab sich fir das proximale Colon; auch die Cholelithiasis — als eine madgliche
Indikation zur CHE — konnte zum proximalen KRK korreliert werden. Wegen der
unterschiedlichen Studiendesigns konnte keine eindeutige Schlussfolgerung
gezogen werden; allerdings verwiesen die Autoren auf mogliche KRK-

Einflussfaktoren durch Gallenséuren, vor allem im proximalen Colon.

2.1.4. Fruherkennung und Diagnostik von kolorektalen Tumoren

Der Friherkennung und gezielten Detektion von kolorektalen Tumoren wird heute
eine grossere Bedeutung beigemessen als frither. Die folgende Ubersicht zeigt
etablierte und neuere diagnostische bzw. Screening-Verfahren fir kolorektales

Adenom und Karzinom:

Ausfuhrliche Familienanamnese
Digital-rektale Untersuchung

Test auf okkultes Blut im Stuhl (Hamocculta)
Totale / Hohe Coloskopie
Kolonkontrasteinlauf

CT-Colonographie (,,Virtuelle Coloskopie®)
Kernspintomographie (MRT)

Diese Verfahren sind sowohl bezlglich des jeweiligen diagnostischen Wertes als
auch der zeitlichen Abfolge vom individuellen klinischen Fall abhangig; beispielhaft
und aktuell in einer amerikanischen Publikation dokumentiert [Ransohoff et Sandler,
2002]. Einzelne Punkte der heute etablierten Verfahren zur Friherkennung bzw.
gezielten Detektion von Tumoren im Dickdarm werden im Folgenden kurz erlautert.
Grundlage fir alle Verfahren ist die angestrebte sichere Detektion (okkult blutender)

dysplastischer kolorektalen Lasionen, die haufig adenomatdsen Polypen
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entsprechen. Jene mussen priméar oder sekundar einer interventionellen Behandlung
- in der Regel der endoskopische Polypektomie — zugefiihrt werden, damit die oben

geschilderte sequentielle Entwicklung zum KRK gestoppt werden kann.

Der grundlegende Wert der genauen Familienanamnese fur die spéatere
Diagnosestellung ist unumstritten. IThr kommt hier besondere Bedeutung zu, weil sie
den Gang und damit die Frequenz der medizinischen Betreuung steuert. Das heisst:
Alle Patienten sollten nach dem Auftreten von KRK-Fallen in der Familie gefragt
werden. Jeder Anamnese folgt die klinische Untersuchung.

Von den technischen Screeningverfanren am weitesten verbreitet ist der
Hamocculta -Test, der ein gut bekanntes, einfaches Verfahren darstellt. Er vermag
mittels einer Peroxidase-Reaktion okkulte Blutspuren in einer Stuhlprobe
nachzuweisen. Bei positivem Testergebnis sollte anschliessend eine totale
Coloskopie mit — falls erforderlich — histologischer Analyse erfolgen, um einen

kolorektalen Tumor auszuschliessen [Schmiegel et al., 2000].

Da kolorektale Neoplasien im proximalen Colon sigmoidoskopisch nicht erfasst
werden konnen, ist diese Methode in Deutschland uniblich. Neoplasien im
proximalen Colon demaskieren sich bei asymptomatischen Patienten zu etwa 50 %
nicht durch ein Adenom/Polyp im distalen Colon [Lieberman et al., 2000][Imperiale et
al., 2000].

Regelméassige alleinige Coloskopien, z.B. ab einem Alter von 50 Jahren, bedeuten
fur den Patienten und die behandelnden Arzte (Zahl, apparative Ausstattung, etc.)
eine hohe Belastung. Als (alleinige) Screening-Untersuchung erschienen sie bisher
aufgrund der hohen Kosten volkswirtschaftlich nicht tragbar [Kihbacher et Fdlsch,
2001]; aktuell wurde jedoch die ,einmalige Coloskopie mit dem 55. Lebensjahr” in
den Katalog der empfohlenen Vorsorgeuntersuchungen der gesetzlichen
Krankenkassen in Deutschland aufgenommen. Je nach makroskopischem bzw.
mikroskopischem Befund dieser ,Index“-Endoskopie ergibt sich das weitere
Procedere.

Bildgebende Verfahren wie der Barium-Einlauf in Doppelkontrasttechnik werden
schon seit einigen Jahren nur noch als nachgeordnetes Diagnostikum angesehen.

Kleinere Adenome/Polypen werden unzureichend detektiert. Aktuell konnte Winawer
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dieses Faktum erneut belegen: selbst gréssere Adenome (> 1 cm) konnten mit dem
Barium-Doppelkontrasteinlauf nur in ca. 50% der Féalle nachgewiesen werden,
insgesamt konnten im Vergleich zur Coloskopie nur 1/3 der adenomattsen Lasionen

radiologisch gezeigt werden [Winawer et al., 2000].

Andere Verfahren wie Oberbauchsonographie und MRT haben ihren festen Platz in
der Ergdnzung der Klinischen Diagnostik des Abdomens; mit ihnen kdnnen einzelne
Darmtumore entdeckt werden. Allerdings sind sie aus vielen Grinden als

Screeningverfahren fur das KRK und seine Vorstufen ungeeignet.

Die ,virtuelle Coloskopie' mittels Mehrschicht-Computertomographie befindet sich
noch in der Entwicklungsphase; es werden hohe Strahlenbelastungen neben der
konventionellen, fir den Patienten unangenehmen Darmreinigung benétigt, sodald
dieses Verfahren als Screening-Untersuchung nicht geeignet erscheint. Wie die
Autoren einer randomisierten klinischen Studie an 180 Patienten berichten, kbnnen
nicht wenige kleinere Polypen (< 0.5 cm) trotz kontinuierlicher Verbesserungen von
Technik und Material (u.a. Kontrastmittel) nicht eindeutig indentifiziert werden
[Fletcher et al., 2000]. Auch die Hydrokolonsonographie als KRK-Screeningverfahren
kann noch nicht abschliessend bewertet werden, da Studienergebnisse bei

gentgend grossen Populationen noch ausstehen.

Das genetische KRK-Screening ist seit einigen Jahren Gegenstand des
wissenschaftlichen Interesses, grundsatzlich kann sowohl der Stuhl (Stuhl-DNA aus
abgeschilferten Epithelzellen), das Tumormaterial fur sich (Adenom oder Karzinom)
und auch das Plasma/Serum auf genetische Veranderungen untersucht werden. Die
Entwicklung eines praktischen genetischen Tests zum KRK-Screening befindet sich
noch im experimentellen Stadium. Im Jahr 2000 konnte Ahlquist einen Test
entwickeln, mit dem er humane DNA aus Stuhl isolierte und nachfolgend
Punktmutationen (u.a. bei K-ras, p53, APC, Mikrosatelliteninstabilitatsmarker Bat-26)

bestimmte [Ahlquist et al., 2000].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass abhéngig von dem individuellen
Risikograd des Patienten einzelne oder eine Kombination von o.g.

Screeningverfahren bzw. Vorsorgemassnahmen empfohlen werden. Zur
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Friherkennung des KRK bzw. seiner Vorstufen bei asymptomatischen Patienten ab
dem 50. bzw. 55. Lebensjahr wird neben der genauen Erhebung der
Familienanamnese und der digital-rektalen Untersuchung die Kombination zweier
technischer Verfahren — Hamocculta -Test und Endoskopie — als Standardvorgehen

empfohlen [Schmiegel et al., 2000].

2.2. Ursodeoxycholséaure in Galle und Darm

Im Rahmen der Primar- und Sekundarpravention des KRK werden seit einiger Zeit
verschiedene chemopréaventive Ansatze studiert [Janne et Mayer, 2000], zu denen

auch die Gallensaure Ursodeoxycholséaure gehort.

2.2.1. Das Gallensaurenspektrum des Menschen

Die humane Leber- oder Blasengalle besteht aus Cholesterin, Phospholipiden,
Bilirubin, anderen organischen wie anorganischen Substanzen und Gallensauren
(GS): Mengenmassig die grossten Fraktionen bilden Cholsaure,

Chenodeoxycholsaure, Deoxycholsaure und Lithocholsaure.

2.2.1.1. Biosynthese und Metabolismus

Die menschlichen GS werden in der Leber oder im Darm gebildet, nach Art und Ort
der Genese werden sie als primare Gallensauren (direkt, Leber) oder sekundare
Gallensduren (aus primaren GS, Darm) bezeichnet [Carey et Duane, 1994]. Die
priméren Gallensduren Cholsaure (CA) und Chenodeoxycholsaure (CDCA), stellen
die Endprodukte des Cholesterinmetabolismus dar und gelten als wasserl6sliche,
amphipathische Steroidsauren [Hofmann, 1999]. Die Salze der Gallensauren bilden
51 — 71% der festen Bestandteile der (getrockneten) Galle [Bouchier et Freston,
1968]. Primare GS werden in Hepatozyten aus dem unldslichen Cholesterin (als
einem wichtigen Membranbaustein aller Zellen) biosynthetisiert — das schliesst die
Hydroxylierung an der Position C-7 ein -und anschliessend mit Glycin (mehrheitlich)
26



oder Taurin konjugiert. Vor der Konjugation (in der Leber) werden die Gallenséduren
als ,freie” oder unkonjugierte GS bezeichnet [Hofmann,1984], danach als konjugierte
Gallensauren. Die Trihydroxygallensaure CA und die Dihydroxygallensaure CDCA
werden nach der Konjugierung, die fur die Ldslichkeit bei physiologischem pH-Wert
in der Galleflissigkeit essentiell ist, Gber die Galle in das Darmlumen transportiert.

Die primaren Gallensduren unterliegen im Darmlumen drei verschiedenen

,Schicksalswegen®, die in der folgenden Ubersicht zusammengefasst sind:

1. Vollstandige Resorption Uber die Darmschleimhaut, v.a. im terminalen lleum:
Aktiver (Na'-abhangiger Kotransport) wie passiver (Konzentrationsgefalle)
Transport, der pH-Wert-abhangig ist.

2. Biotransformation durch Enzyme anaerober Bakterien im Darmlumen:

a) der Seitenkette: Dekonjugation mit Abspaltung von Taurin oder Glycin
mit folgender Resorption der dekonjugierten GS
b) des Steroidgertsts: Dehydroxylierung der GS mit Abspaltung von
(einer) Sauerstoffgruppe(n) mit Bildung der sekundaren GS
Deoxycholsdure (DCA) und Lithocholsaure (LCA)
3. Verlust der konjugierten oder dekonjugierten Gallenséduren uber die Fazes

Neben der 7-Deoxy-Gallensaure DCA (Dihydroxygallensaure mit OH-Gruppen an C-
3 und C-12) und der Monohydroxygallenséure LCA (mit nur noch einer OH-Gruppe
an C-3) findet sich im Gallensaurenspektrum auch die Dihydroxygallensaure
Ursodeoxycholsaure, die sich bei CDCA-identischer Struktur von CDCA nur durch
die Konfiguration (- statt a-Konfiguration) unterscheidet. Ursodeoxycholséure
(UDCA) wird in dieser Arbeit als Studienmedikament verwandt; der Ursprung der
korpereigenen UDCA als mengenmassig kleiner Bestandteil der Gallefllissigkeit
(Anteil von etwa 3 % am Gallensaurenpool [Beuers et al., 1998]) ist bisher nicht
abschliessend geklart: es erscheint wahrscheinlich, dass UDCA durch bakterielle

Epimerisierung der OH-Gruppe an C-7 aus CDCA im Kolon entsteht und dann dort
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passiv aufgenommen wird [Hofmann, 1994]. Die Eigenschaften von UDCA werden

weiter unten abgehandelt.

2.2.1.2. Enterohepatischer Kreislauf

Die Punkte 1 und 2.a) in der oben gezeigten Ubersicht beschreiben die
entscheidenden Schritte des enterohepatischen Kreislaufs (EHP) der Gallensauren;
nach Aufnahme in den Enterozyten werden GS Uber dessen basolaterale Membran
in den Pfortaderkreislauf transportiert und stehen damit erneut dem Hepatozyten fir

die GS-Synthese (,Recycling”) zur Verfigung.

Der beim Erwachsenen vorhandene GS-Pool von etwa 2 - 3 g zirkuliert ein bis
mehrere Mal pro Mahlzeit. Etwa 4 — 6 g GS pro Mahlzeit oder 12 — 18 g GS pro Tag
werden in die Galle sezerniert, die Neusynthese betragt nur etwa 0,3 g / d [Hofmann,
1999]. Der GS-Bedarf wird durch diese ,Wiederverwertungsstrategie® des
Organismus ausreichend gedeckt, nach einer Studie stammen 90% der biliaren
Gallensaduren aus dem Portalblut und nur 10% werden von der Leber neu

synthetisiert [Reuben, 1984].

Auch die sekundéaren Gallensduren DCA (aus der Trihydroxygallensaure Cholséure)
und LCA (aus Chenodeoxycholséure) unterliegen nach Resorption im Colon zu
einem Teil dem enterohepatischen Kreislauf;, DCA z.B. hat einen Anteil von etwa
einem Drittel an allen GS in der Galle [Fischer et al., 1993]. Lithocholsdure — der
Name entstand, weil diese GS erstmals aus dem Gallenstein eines Kalbs isoliert
wurde — wird wegen seiner Hydrophobozitdt und auf Grund seiner extrem niedrigen
Wasserloslichkeit (0,5 uM bei pH 6, 37°C) wenig effizient absorbiert [Hofmann,
1994]. Zusammenfassend wird nur ein kleiner Teil (ca. 10%, s.0.) der (sekundaren)
GS priméar nicht resorbiert oder wahrend eines einmaligen EHPs in der Leber

sulfatiert und dann Uber den Stuhl ausgeschieden.
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2.2.1.3. Physiologische Funktion der Gallensé&uren

Grundsétzlich erfullen die Gallensauren nach Hofmann [1999] folgende wesentlichen

physiologische Funktionen:

Elimination von Uberschissigem Cholesterin aus dem Organismus

Transport von Lipiden mittels gemischter Mizellen (Verbesserung der Léslichkeit),
damit Férderung der Absorption von Nahrungsfetten im Dinndarm

Stimulierung des Galleflusses sowie der Phospholipidsekretion tber die Galle
Regulation der Biosynthese von Cholesterin und Gallensauren durch negativen

Feedback-Mechanismus

2.2.1.4. Sekundare Gallensduren und Tumorpromotion

Bei Betrachtung des GS-Spektrums sind DCA und LCA von besonderem Interesse:
sie zeigen hydrophobe und damit - konzentrationsabhangig - zytotoxische
Eigenschaften: je hydrophober eine Gallenséure, desto grosser die Zytotoxizitat
[Hofmann, 1999]. Diese potenziell zellschddigenden Eigenschaften sind sowohl in
vitro als auch in vivo (Tiermodell) fir Hepatozyten und Gallengangszellen — hier im
Sinne einer Verstarkung vorhandener Gallengangsschaden — gezeigt worden, was
von Beuers in einer Ubersichtsarbeit zusammengefasst wurde [Beuers et al., 1998].
Der Autor bemerkt, dass die Retention von hydrophoben GS in der Leber bzw. im
Hepatozyten seit mehr als drei Jahrzehnten als Hauptursache cholestatischer
Leberschdden angesehen wird. In diesem Zusammenhang wird beispielhaft die
Korrelation der hepatischen Spiegel der hydrophoben GS CDCA und DCA mit dem
Ausmass eines Leberschadens erwahnt. Kirzlich konnte eine in-vivo-Studie
beweisen, dass die Applikation einer Taurocholat- oder Taurolithocholat-reichen Diat
bei Ratten die Proliferation kleiner und grosser Cholangiozyten stimulierte [Alpini et
al., 2001].
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Auch fir das Kolon wurden einige Untersuchungen durchgefiihrt, die die postulierte
schadliche Rolle der sekundaren GS im Rahmen der Tumorentstehung bzw.
Tumorpromotion nahelegten. Basale Theorie in diesen Studien war die Uberlegung,
dass dem Anteil an sekundaren GS und Fettsauren im Colonlumen, der bei einer
fettreichen Erndhrung ansteigt — gleichzeitig haben Ubergewichtige ein hoheres
Risiko, am KRK zu erkranken (vgl. Kapitel 2.1.3.) —, eine primére Rolle in der
Atiologie des KRKs zukommt [Van der Meer et al., 1995]. Folgende Studien uber die
potenzielle Tumorpromotion von Deoxycholsaure bzw. anderer GS im Kolorektum

waren fur diese Arbeit wegweisend:

Vor fast 30 Jahren konnte die DCA-Konzentration im Stuhl mit der Inzidenz des
kolorektalen Karzinoms korreliert werden [Hill, 1975]. Kurze Zeit spater berichtete
Reddy dber den Einfluss von Deoxycholsdure auf die Tumorpromotion bei Ratten
[Reddy et al., 1976]. Beim Menschen konnten die Gesamtgallensauren sowie DCA
und LCA in den Fazes mit dem Vorhandensein adenomattser Polypen bzw.

kolorektaler Karzinome korreliert werden [Reddy et Wynder, 1977].

Die Instillation von Deoxycholsaure férderte die Epithelproliferation im Rattendarm
[DeRubertis et al., 1984]; desweiteren berichtete Latta Uber die Toxizitdt von LCA,
CDCA und DCA auf KRK-Zellen in vitro in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
[Latta et al., 1993]. Den Einfluss der DCA auf die Proliferation im humanen
Kolorektum untersuchte Bartram: er fand in vitro eine Induktion der epithelialen
Hyperproliferation durch DCA-Inkubation [Bartram et al., 1994 und 1997]. Im
Tiermodell (Ratte) konnte eine andere Arbeitsgruppe die Verstarkung der
Karzinogen-induziert erhdhten Zellproliferation durch DCA im Kolonlumen zeigen
[Hori et al., 1998].

Am Menschen konnte 1997 erstmals der Plasmaspiegel von DCA mit der DCA-
Konzentration in der wassrigen Phase der Fazes korreliert werden [van Faasen et
al., 1997]. In einer der vorliegenden Arbeit vorangegangenen Patientenstudie konnte
bewiesen werden, dass die Proliferationrate im Gesamtkolon mit dem
Nuchternserumspiegel von DCA signifikant korrelierbar war [Ochsenkihn et al.,
1999]. Die  Serumspiegel fur  Litho-, Chol-, Chenodeoxychol- und

Ursodeoxycholsédure waren nicht mit der kolorektalen Proliferationsrate korrelierbar,
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das Biopsiematerial wie auch die Serumproben stammte(n) von 19 Patienten mit

oder ohne kolorektalem Adenom / kolorektalen Adenomen.

2.2.2. Das Studienmedikament Ursodeoxycholsaure (UDCA)

2.2.2.1. Geschichte und Vorkommen

Ursodeoxycholsaure (UDCA) wurde 1927 von Shoda in Japan als ein
Hauptbestandteil der Barengalle (lat. ,ursus® = der Bar) des chinesischen
Schwarzbaren kristallisiert und damit erstmals isoliert. Er nahm an, dass die von ihm
neue beschriebene Gallenséaure ein chemisches Isomer der Deoxycholséure sei
[Shoda, 1927][Lazaridis et al., 2001]. Fast 10 Jahre dauerte es, bis die chemische
Struktur der ,neuen” GS durch Iwasaki bestimmt wurde [lwasaki, 1936]. In der

Barengalle findet sich UDCA hauptséachlich als Taurin-Konjugat.

Bekannt war die Substanz schon seit Jahrhunderten: UDCA wurde in getrockneter
Form (Puder) als pharmakologische Substanz ‘yutan’ (japanisch fur Barengalle) im
Rahmen der traditionellen chinesischen Medizin verwandt — zur Behandlung von
hepatobiliaren Krankheitsbildern [Bachrach et Hofmann, 1982]. Hagey zeigte an 6
verschiedenen Barenspezies, dass UDCA in der Galle aller dieser ‘ursidae’ (Baren)
vorhanden war; mit einem speziesspezifischen Gehalt von 1 — 39% in der
Blasengalle [Hagey et al., 1993]. In derselben Studie wurde nachgewiesen, dass
UDCA bei den genannten Spezies als primare GS gelten darf, da sie in der Leber
gebildet wird. Es wurden Zweifel an der funktionellen Wirkung der heute in traditionell
arbeitenden chinesischen Apotheken erhéltlichen ,Barengalle® geaussert, da die
verkaufte Substanz wohl Uberwiegend getrocknete Schweinegalle und nur zu 3 %
UDCA enthalt.

2.2.2.2. Indikationsspektrum

Vor fast 30 Jahren wurde UDCA erstmals bei der Behandlung von Gallensteinen
erprobt [Makino et al., 1975]. Die Indikation fir eine UDCA-Behandlung der
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unkomplizierten Cholezystolithiasis besteht heute — gering modifiziert — weiter fort:
bei symptomatischem/n Cholesteringallenstein(en) und einem begrindet nicht-
chirurgischen Vorgehen wird die medikamentose Litholyse mit UDCA alleine oder in
Kombination mit der extrakorporalen Stosswellenlithotripsie (ESWL) als kausale

Therapie durchgefiihrt [Sackmann et al., 1991] [Paumgartner et al., 1994].

Weiterhin hat sich die Applikation von UDCA bei verschiedenen cholestatischen
Lebererkrankungen bewahrt. Abgestufte Empfehlungen zur UDCA-Behandlung bei
diesen Krankheitshildern hat Beuers wie folgt zusammengefasst [Beuers et al.,
1998]:

Bei der ,Primar biliaren Zirrhose’ (PBC) ergibt sich ein gesicherter Benefit flr den
Patienten hinsichtlich laborchemischer Leberparameter, mdglicherweise auch in
bezug auf klinische und histologische Merkmale. Eine UDCA-Behandlung vermag bei
diesen Patienten das Transplantat-freie Uberleben zu verlangern. Damit besteht die
klare Indikation zur UDCA-Therapie, die empfohlene Dosis betragt 13 —15 mg/kg/d.
In Kombination mit bzw. zur Ergdnzung endoskopischer Interventionen erscheint
auch die UDCA-Gabe bei ,Priméar sklerosierender Cholangitis’ (PSC) gerechtfertigt.
Ausserdem kann die Applikation von UDCA bei einer Hepatopathie im Rahmen der
,Cystischen Fibrose’ und anderen hereditar-padiatrischen Lebererkrankungen, die
mit Cholestase einhergehen, sinnvoll sein. Schliesslich ist UDCA bei ,Chronischer
.Graft-Versus-Host* Erkrankung’ (GVHD) der Leber potenziell wirksam.

Nicht indiziert ist UDCA bei der ,Chronischen Virushepatitis’; fraglich wirksam — z.T.
auf Grund noch ausstehender Studienergebnisse — erscheint die Gallenséure bei
,Alkoholischer’ und ,Nicht-alkoholischer Steatohepatitis’ (NASH), bei medikamentds-
toxischen Leberschdden sowie bei der akuten Abstossungsreaktion nach

Lebertransplantation.

2.2.2.3. Chemische Struktur und Eigenschaften

UDCA ist der chemischen Nomenklatur nach 3a-7b-Dihydroxy-5b-cholanséaure,
eine amphipathische Gallensaure. Die Substanz besteht zu 73,43% aus Kohlenstoff-

Atomen, zu 10,27% aus Wasserstoff-Atomen und zu 16,30% aus Sauerstoff-Atomen;
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die Summenformel lautet Cy4H4004, das Molekulargewicht betragt 392,56. Die
protonierte Form hat eine Ldslichkeit von ~ 9 umol/l sowie einen Schmelzpunkt von
203°C [Lazaridis et al., 2001]. Sie kommt in geringen Mengen beim Menschen vor
und lasst — verglichen mit CDCA oder DCA — ausgepragte hydrophile Eigenschaften
erkennen: ihre OH-Gruppen an Position C-7 und C-3 zusammen mit der ,richtigen”
Konfiguration des Kristallgitters (7b- Hydroxylierung) bestimmen diese
Eigenschaften. CDCA als 7 a-hydroxylierte GS ist im Vergleich zu UDCA wesentlich
weniger hydrophil [Beuers et al., 1998].

COOH
COOH

Chenodeoxycholsaure

Ursodeoxycholsaure (CDCA)

(UDCA) o

Ho™ OH OH

Graphik 4: Chemische Strukturformeln von UDCA und CDCA

In Graphik 4 sind UDCA und CDCA strukturell dargestellt, erkennbar sind die oben
beschriebenen unterschiedlichen Konfigurationen. Der hydrophile Charakter von
UDCA einerseits und die in Zusammenhang mit zytotoxischen Effekten der
hydrophoben Gallenséduren berichteten zytoprotektiven UDCA-Eigenschaften in vitro
[Guldutuna et al., 1993][Leuschner et al., 1989] und in vivo [Piazza et al., 2000]
andererseits haben das wissenschaftliche Interesse an diesem Choleretikum
entscheidend erweitert. Shekels konnte in diesem Zusammenhang in vitro die
Gallensaurentoxizitat mit der relativen GS-Hydrophobizitat korrelieren [Shekels et al.,

1996].

Hinsichtlich der Leber und des Gallengangsystems hat Lazaridis dem oben
beschriebenen Benefit einer UDCA-Therapie mdgliche Wirkmechanismen
zugeordnet [Lazaridis et al., 2001], die in der folgenden Ubersicht zusammengefasst
sind:

33



Anreicherung hydrophiler GS im Gallens&urepool
Choleretischer Effekt und Hypercholerese
Immunmodulatorische Eigenschaften
Zytoprotektion

Antientzindliche Eigenschaften

Aktivierung zellularer Signalkaskaden

2.2.2.4. Pharmakokinetik und Metabolismus

Nach der oralen Applikation wird UDCA zu 30 — 60 % im Darm — in etwa 80% im
Dunndarm, nur zu einem Flnftel im Kolon — passiv absorbiert; und wird dem
enterohepatischen Kreislauf via Pfortader zugefiihrt [Rubin et al.,, 1994]. Die
Aufnahme in den Enterozyten hangt vom pH-Wert im Intestinum und von der Menge
an endogenen Gallensauren ab [Hofmann, 1994]. Im Hepatozyten wird UDCA wie
alle GS an Glycin oder Taurin gekoppelt und dann tber die Galle wieder in den Darm
transportiert. Dort unterliegt diese GS demselben Einfluss anaerober Bakterien wie
ihre ,Verwandten®. Der hohe first-pass' Effekt von ca. 70 % fuhrt zu einer relativ
niedrigen Konzentration von UDCA im Blut [Saksena et Tandon, 1997]. Die
Konzentration von UDCA in der Galle hangt von der applizierten oralen Dosis ab:
UDCA wird nach Substitution die vorherrschende Gallensaure in Serum und Galle
[Beuers et al., 1992][Stiehl et al., 1990]. Lazaridis beschreibt 19 — 64 % UDCA-Anteil
(je nach Dosis) an den biliaren Gallenséuren, bemerkt allerdings keinen Effekt der
UDCA-Applikation auf die totale Gallensaurenmenge [Lazaridis et al., 2001]. Es wird
angenommen, dass die verdnderte Balance zwischen den hydrophoben, toxischen
GS und den hydrophilen, nicht-toxischen Gallensduren zugunsten letzterer der
wichtigste Wirkmechanismus von UDCA bei Leberkrankheiten ist [Kumar et Tandon,
2001]. Der dokumentierte Abfall der DCA-Konzentration im GS-Pool um 72%

wahrend der Behandlung mit UDCA [Beuers et al., 1992] kann diese These stlitzen.

Falls UDCA intestinal primar oder sekundar (nach Teilnahme am EHP) nicht

resorbiert wird, wird es im Kolon hauptsachlich zu LCA umgebaut, was Analysen
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fakaler Gallensauren nahelegen [Hofmann, 1994]. Allerdings gibt es Anhaltspunkte
daftr, dass auch UDCA unmetabolisiert tUber die Fazes ausgeschieden wird: Die
UDCA-Substitution bei Ratten mit kolorektalen Polypen fiihrte zu einer Anreicherung
von UDCA in der wassrigen Phase der Fazes [Batta et al.,, 1998]. Der Gehalt von
Lithocholsaure stieg in der unléslichen Fraktion der Fazes an (+ 39%), UDCA wurde
in der wasserloslichen Fraktion angereichert (+ 6%). Der UDCA-Gehalt im Kolon wird
naturlich auch durch den CDCA-Gehalt beeinflusst: CDCA wird dber 7-

Ketolithochols&ure zu UDCA metabolisiert [Fromm et al., 1983].

2.2.2.5. Optimale Dosis und unerwtnschte Wirkungen

Studien zur Dosisfindung des Medikaments kommen zu dem Ergebnis, dass die fur
die Litholyse von Gallensteinen verwendete Dosis von 10 — 15 mg/kg/d in etwa auch
der optimalen Dosis fiur die Behandlung der PBC (13,5 mg/kg/d) entspricht [Verma et
al., 1999].

Unerwinschte Wirkungen (UAW) einer Therapie mit UDCA sind bei den genannten
Eigenschaften sehr selten, die gute Vertraglichkeit der GS wird im Allgemeinen mit
dem physiologischen Vorkommen erklart. Die lange Erfahrung nach der Zulassung
des Medikaments v.a. bei der Langzeittherapie der PBC zeigt ausser selten
auftretenden Diarrhoen (etwa 2 %) und unspezifischen Beschwerden im rechten
Oberbauch keinerlei schwerwiegende unerwinschte Wirkungen [Ursofalk®
Produktinformation, 1996]. Bei etwa 10% der Patienten kann es zu einer Verkalkung
von Gallensteinen kommen, im PBC-Stadium IV wurde in sehr seltenen Fallen eine
reversible Dekompensation der Leberzirrhose durch UDCA dokumentiert. Insgesamt
betrachtet wurden unter UDCA-Therapie weniger haufig intestinale Nebenwirkungen
(Diarrhoe) beobachtet als bei CDCA-Therapie, die einen bedeutenderen

inhibitorischen Effekt auf die Darmfunktion der Ratte hatte [Caspary et Meyne, 1980].

In einer Ubersichtsarbeit zur UDCA finden sich weitergehende Informationen zu
Pharmakodynamik und -kinetik dieses Medikaments [Ward et al., 1984].
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2.2.3. UDCA und Kolonkarzinogenese

Die potentielle Bedeutung der Gallenséuren, speziell der sekundaren GS, im
Rahmen der Tumorentstehung wurde in Kapitel 2.2.1.4. erlautert. Deoxycholsaure
(DCA) und Cholsaure (CA) gelten als hydrophobe und kokanzerogene, d.h. die
Tumorpromotion verstarkende GS, deren toxische, proliferative Wirkung bei
verschiedenen Zell-Linien in vitro und in vivo (im Tierversuch mittels
Nahrungszugabe) beobachtet wurde [Bartram et al., 1994 und 1997] [Hori et al.,
1998] [Shekels et al., 1996] [Earnest et al., 1994].

Die Bedeutung der Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung der Galle
wurde in diversen Modellen studiert: die oben beschriebenen Eigenschaften der
UDCA lenkten das Interesse auf potentiell hemmende Effekte der UDCA im Rahmen
der Kolonkarzinogenese. Martinez konnte an verschiedenen Tumorzelllinien zeigen,
dass die Inkubation mit UDCA die Zellproliferation inhibierte, aber nicht den
programmierten Zelltod (Apoptose) verstarkte; DCA- bzw. CDCA-Inkubation
verursachte in dieser Studie morphologische Veranderungen an den Zellen, die im
Fall von DCA denen einer Apoptose entsprachen [Martinez et al., 1998]. Weil die
UDCA - Sulfatierung, v.a. an der Position C-7, vor bakterieller Degradierung im
Kolon schitzt und die intestinale Resorption inhibiert, wurde der Effekt dieser
chemischen Modifikation auf den DCA-Spiegel im Darm untersucht: sulfatierte UDCA
vermochte die Konzentration von DCA im (Ratten-)Kolon zu senken [Rodrigues et
al., 1995].

In einem wegweisenden Versuch konnte durch die zweiwtchige Nahrungszugabe
von 0,4% UDCA bei Ratten, denen kolorektale Tumoren chemisch (mit
Azoxymethan) induziert worden waren, die Inzidenz von kolorektalen Polypen und

Karzinomen signifikant gesenkt werden [Earnest et al., 1994].

Der potentiell protektive Effekt von UDCA auf die KRK-Entwicklung konnte in einer

weiteren in-vivo-Studie nachgewiesen werden [Narisawa et al., 1998]. In diesem

Tiermodell wurde Ratten mit chemisch (N-Methylnitrosourea) induzierten

kolorektalen Tumoren UDCA in 0,4%iger; 0,08%iger oder 0%iger (Kontrolle)

Konzentration mit der Nahrung zugegeben. Es fand sich eine signifikant niedrigere

Zahl und Grosse der Tumoren in den mit UDCA geflitterten Ratten im Vergleich mit
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der Kontrollgruppe (40% und 36% versus 68%). Zuséatzlich konnte ein signifikanter
UDCA-Konzentrationsanstieg sowohl im Stuhl als auch im Blut der UDCA-gefltterten

Tiere gemessen werden.

Rigas konnte zeigen, dass Ratten, die mit dem kolorektalen Karzinogen
Azoxymethan (AOM-Modell) behandelt wurden, unter UDCA-Fitterung weniger
Tumore aufwiesen: nach 2 Wochen UDCA-Substitution betrug die Frequenz
kolorektaler Tumore 17%, verglichen mit 50% bei keiner speziellen Nahrung (AOM
Lpur?), 74% bei Fatterung mit Cholsaure, 28% bei Piroxicam-Substitution und 46%

bei kombinierter UDCA+Cholsaure-Ftterung [Rigas et al., 1994].

Vor kurzem konnte in einer 59 Patienten umfassenden retrospektiven Studie der
chemoprotektive Effekt von UDCA bei Patienten mit Colitis ulcerosa und Primar
sklerosierender Cholangitis (PSC) nachgewiesen werden [Tung et al., 2001]: bei
diesem Patientengut liegt ein héheres Risiko vor, an einem KRK zu erkranken (etwa
50% nach 25 Jahren Colitis ulcerosa). 13 von 26 Dysplasie-positiv diagnostizierten
Patienten standen unter Behandlung mit UDCA, wéhrend bei 85% (28 / 33) der
Patienten ohne Dysplasie eine UDCA-Einnahme zu verzeichnen war. Diese
signifikante Assoziation zwischen der UDCA-Einnahme und der gesenkten Pravalenz
an kolorektalen Dysplasien fuhrte zu der Forderung nach einer randomisierten Studie
Uber den chemopraventiven Effekt von UDCA bei Patienten mit hohem KRK-Risiko,

z.B. bei Colitis ulcerosa.

2.3. Durchflusszytometrie (FACS) zur Zellzyklusanalyse

Ein Durchflusszytometer ist eine optisches Gerat, das die natirliche oder
fluoreszierende Lichtstreuung der durch eine Kanile fliessenden Zellen oder Kerne
guantitativ detektiert. Die Abklrzung FACS stammt aus dem Englischen und
bedeutet ,Fluorescence Activated Cell Sorting“. Das jeweilige Fluoreszenzsignal
bzw. die natlrliche (oberflachenbedingte) Streuung wird Uber spezifische Kandale im
Gerat aufgezeichnet. Bei der prinzipiellen Funktionsweise eines
Durchflusszytometers unterscheidet man zwischen der eigentlichen Messung

(,aquisition“) und der spateren Analyse (,analysis®).
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Zur Bestimmung der Proliferation von Normal- wie Tumorgewebe werden die in
Suspension befindlichen Zellen bzw. Kerne einzelnen Phasen des Zellzyklus
zugeordnet. Grundlage dieser Methode ist die Bestimmung des DNA-Gehalts der
Kerne je nach Zellzyklus-Stadium (Ruhephase ,G0" prasynthetische Phase ,G1°,
Synthesephase ,S", pramitotische Phase ,G2“ Mitosephase ,M"). Wéahrend der
Ruhe- und der prasynthetischen Phase haben alle Zellen einen diploiden
Chromosomensatz. Nach der Replikation in der S-Phase weisen die Zellen bzw.
Kerne in der G2- und der kurzdauernden M-Phase einen reduplizierten

Chromosomensatz auf, der die verdoppelte DNA-Menge enthalt.

Nach ausreichender Inkubation der Kernsuspension mit DNA-spezifischen
Fluorochromen kann nun deren DNA-Gehalt durchflusszytometrisch quantifiziert
werden [Nishida et al.,, 1995]. Bei jenen Fluorochromen handelt es sich um
Farbstoffe, die an spezifische Basenpaare oder allgemein an die doppelstrangige
DNA durch Interkalation (Einlagerung zwischen die beiden Einzelstrdnge der DNA)
binden. Als Beispiele seien Ethidiumbromid oder das hier verwendete Propidiumjodid
genannt. Jeder DNA-spezifische Fluoreszenzfarbstoff reagiert auf eine Lichtquelle
mit einem eigenem Exzitationsspektrum; z.B. Propidiumjodid auf einen Argon-Laser
mit Anregung im Blaubereich (? = 488 nm) mit rotfluoreszierendem Signal. Fir eine
proportionale Messung der DNA-Menge werden die Integrale der Signale genutzt;

Uber die Wahl des entsprechenden Kanals wird die Messung spezifiziert.

3. Fragestellung

Wenn man die Ergebnisse der genannten epidemiologischen Studien zur Korrelation
der (Serum-) DCA-Spiegel mit kolorektalen Adenomen bzw. der erhdhten
Proliferationsrate der kolorektalen Mukosa und die verschiedenen Studien zur
protektiven Rolle von UDCA im Zellmodell wie auch im Tierversuch zusammen
betrachtet, kann man folgende, erstmals am Menschen zu untersuchende

Hypothese aufstellen:
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Kann eine sechsmonatige UDCA-Behandlung per os bei einer Population mit
erhohtem KRK-Risiko — Patienten mit kolorektalen Adenomen — die Proliferationsrate
der kolorektalen Mukosa senken und damit mdglicherweise die sequentielle
Entwicklung zum KRK aufhalten?

Zusatzlich ist es von Interesse, die Gallenséaurenprofile der teilnehmenden Patienten
zu untersuchen. Es stellt sich die Frage, ob und in welchem Masse die
sechsmonatige Einnahme von UDCA versus Placebo die UDCA-Spiegel im Serum
verandern kann? Wie verandern sich die Serumkonzentrationen der sekundaren

Gallensauren?

4, Studiendesign

In dieser prospektiven, randomisierten, doppelblinden Studie wurden bei Patienten
mit  kolorektalen =~ Adenomen, die keine  anderen schwerwiegenden
Begleiterkrankungen aufwiesen, vor und am Ende einer sechsmonatigen
Behandlung mit UDCA mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) die kolorektale
Epithelproliferation bestimmt sowie per Gaschromatographie die jeweiligen

Gallensaurenspiegel im Serum untersucht.

4.1. Patienten

4.1.1. Ein-und Ausschlusskriterien

Es wurden Patienten in die Studie eingeschlossen, die die folgenden formalen bzw.
klinischen Voraussetzungen (,Einschlusskriterien) erfullten:

Befund eines kolorektalen Adenoms bzw. von kolorektalen Adenomen
Alter Uber 18 Jahre
Gewicht unter 90 kg

Keine Schwangerschaft, keine Stillzeit
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Keine Blutgerinnungsstorung, keine Einnahme von Anitkoagulanzien und
keine Einnahme von Acetylsalicylsaure oder NSARs
Keine schwerwiegende Grunderkrankung, insbesondere kein Malignom

Schriftliches Einverstandnis (siehe Anhang)

Die  Ausschlusskriterien ergeben sich reziprok aus der Ubersicht der
Einschlussparameter. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen geprtft und die Durchfiihrung der Studie —
nach der Deklaration von Helsinki — genehmigt.

4.1.2. Rekrutierung der Patienten

Die fur die Studienteilnahme in Frage kommenden Patienten befanden sich entweder
in ambulanter oder stationarer Behandlung der Medizinischen Klinik 11 am Klinikum
Grosshadern. Im Allgemeinen wurden die Patienten von niedergelassenen
Gastroenterologen mit der speziellen Indikation zur koloskopischen Polypektomie an
die Medizinische Klinik Il Uberwiesen, bei einem kleineren Teil der Patienten war die
Indikation zur Polypektomie durch eine klinikinterne Vorkoloskopie gestellt worden.
Einerseits erfolgte also die Rekrutierung der zur Koloskopie mit Polypektomie
angemeldeten Patienten Uber die Endoskopie-Zentrale der Klinik (nach ambulanter
Voruntersuchung), andererseits wurden Patienten direkt auf den Stationen der Med.
Klink 11 kontaktiert.

4.1.3. Aufklarungsgespréach und Einverstandniserklarung

Die in Frage kommenden Patienten wurden vor der geplanten Koloskopie in einem
ausfuhrlichen Gesprach mit den Grundlagen der Studie vertraut gemacht. Das
Gesprach umfasste standardisiert folgende Punkte:

1. Dauer der Studie

2. Aktuelle Coloskopie mit minimal-invasiven Biopsieentnahmen (in Addition zur

indizierten Polypektomie)

40



3. Studienmedikation einschliessslich Vertraglichkeit und moglicher unerwiinschter
Wirkungen, postulierte Wirkung des Studienmedikaments
4. Notwendigkeit einer zweiten Coloskopie mit Biopsieentnahmen nach 6 Monaten
5. Notwendigkeit einer zweimaligen Blutentnahme zu Beginn und gegen Ende der
Medikamenteneinnahme
6. Angebot der telefonischen Betreuung und jederzeitigen Ansprechbarkeit durch
Mitteilung der dienstlichen und privaten Telefonnummern
7. Madglichkeit des jederzeitigen Rucktritts von der Studie
a) ohne Angabe von Grinden (Zuriickziehen des Einverstandnisses)
b) bei Unvertraglichkeit der UDCA (Verum) bzw. des Placebos
c) bei moglicher Schwangerschaft

Es wurde explizit auf die Notwendigkeit einer zweiten (Kontroll-) Coloskopie nach 6
Monaten hingewiesen, wenn die Entscheidung ,pro Studienteilnahme® lautete, und
die Mdoglichkeit des jederzeitigen Rucktritts von der Studie (ohne Angabe von
Grinden) angesprochen. Die interessierten Patienten erhielten eine schriftliche
Erlauterung zur Studienidee (siehe Anhang) und den damit verbundenen Vorteilen
und Risiken. Nach einer angemessenen Bedenkzeit erfolgte die freie
Willenserklarung des Patienten mittels Unterschrift (siehe Anhang) bzw. die
Ablehnung der Studienteilnahme.

4.1.4. Anamnese, Untersuchung und laborchemischer Status

Bei einer Entscheidung fur die Teilnahme an der Studie wurden im Rahmen der
Anamnese Name und Adresse der Patienten und familidres KRK-Risiko erfasst. Die
sich in gutem Allgemein- und Ernd&hrungszustand befindlichen Patienten erfuhren
eine kurze Klinische Untersuchung. Zusatzlich wurden die Gerinnungsparameter
(Quick/INR, PTT und Thrombozytenzahl) kontrolliert und die Einnahme von
Acetylsalicylsaure bzw. Nicht-Steroidalen Antirheumatika (NSAR/NSAID) in den
letzten 5 Tagen vor der Untersuchung ausgeschlossen. Bei einer Thrombozytenzahl
< 100.000/m oder einer anderen an den o0.g. Laborparametern erkennbaren
Gerinnungsstorung wurde eine Koloskopie mit Polypektomie im Rahmen dieser
Studie nicht durchgefuhrt. Bei Bedarf wurde zusatzlich eine Rontgen-Untersuchung

41



des Thorax und ein Elektrokardiogramm angefertigt. Unter Berlcksichtigung der
klinischen wie endoskopischen Vorbefunde wurde eine abschliessende Bewertung
zur Studienteilnahme erstellt, im Einzelfall nach Ricksprache mit dem Studienleiter.
Etwaige Kontraindikationen (Ausschlusskriterien, s.0.) wurden ausgeschlossen.

4.1.5. Blutentnahmen fiur die Gallensaurenbestimmung

Den Patienten wurden am Anfang und gegen Ende der Einnahme der Studiendauer
mittels Venenpunktion 20 ml Vollblut entnommen, um einerseits das normale Serum-
Gallensaurenprofil des Patienten (Nullwert) zu erfassen und andererseits eine
mogliche Veranderung dieses Profils — unter UDCA- bzw. Placebo-Behandlung — zu
dokumentieren. In der Regel erfolgte die Blutentnahme durch mich vor Einnahme
des ersten Medikaments (T=0) und einige Tage vor Beendigung der Studie (T=180).
Am jeweiligen Untersuchungstag erfolgte die Blutentnahme in mehr als 90% der
Falle zwischen 8.00 h und 9:00 h morgens, vor der Einnahme der jeweiligen
Coloskopie-Trinkldsung. Bei einigen weiter entfernt wohnenden Patienten wurde das
Material aus praktischen Grinden bereits als Serum vom jeweiligen Hausarzt per
Post zugesandt. Die weitere Analyse des Materials wird bei den technischen
Methoden weiter unten beschrieben.

4.1.6. Betreuung der Patienten

Die Patienten wurden durch die zuféllige Reihenfolge des Einschlusses in die Studie
randomisiert. Jeder Studienteilnenmer erhielt zusatzlich zu einer farblich neutralen,
nur mit einer fortlaufenden Nummer gekennzeichneten Medikamentenpackung
(Verum oder Placebo) fiir die volle Studiendauer eine kleine Adresskarte mit Name
und Telefonnummern des Betreuungsteams (Prof. Sackmann, Dr. Ochsenkihn, I.
Marsteller). Die genaue Verblindung wird in Kapitel 4.2.2. beschrieben. Auf der
Packung wurde die entsprechende Dosis — jeden Abend 3 Kapseln (= 750 mg UDCA
oder Placebo), entsprechend 10-12 mg/kg KG des Patienten — vermerkt bzw.
verordnet und ein Stempel der Gallensteinambulanz der Medizinischen Klinik Il des

Klinikkums Grosshadern angebracht. Wahrend der Studiendauer von 6 Monaten
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wurden die Patienten stets telefonisch betreut; in wochentlichen Intervallen wurde
nach dem allgemeinen Befinden, der Stuhlanamnese und der Vertraglichkeit der
Medikation gefragt. Ein Sekundarziel der intensiven Betreuung war die Sicherung
bzw. Verbesserung der Compliance. Mittels einer Zwischenanamnese wurde das
Befinden am Ende der sechsmonatigen Studiendauer eingeschatzt und schriftlich

fixiert.

4.2. Methoden

4.2.1. Coloskopie und Biopsieentnahmen

Nach klinischem Standard wurde bei den Patienten zweimal (zu Beginn und am
Ende der Studie) eine hohe Coloskopie mit Polypektomie durchgefihrt, nachdem
zuvor eine grundliche Darmreinigung erfolgt war. Dazu nahmen die Patienten einen
Tag vor der geplanten Untersuchung zur Mittagszeit eine fliissige Mahlzeit (Suppe)
ein. Kurz darauf nahmen sie eine Flasche X-Prepa zu sich, ca. 6 Stunden spéater
kam es zu einer geregelten Stuhlentleerung. Am Tag der Untersuchung wurde den
Patienten etwa 2 bis 3 Liter Golytely-Coloskopie-Trinklésung (Apotheke Klinikum
Grosshadern) verordnet. Die genaue Menge wurde durch die Qualitat der
Darmreinigung, d.h. Farbe und Konsistenz der Ausscheidung, bestimmt. Dies wurde

in der Regel durch eine erfahrene Endoskopieschwester kontrolliert.

Die erste hohe Coloskopie mit indizierter Polypektomie wurde von endoskopisch
erfahrenen Assistenzarzten der Med. Klinik Il durchgefuhrt; in technisch besonders
schwierigen Fallen konnte jederzeit ein Oberarzt zur Unterstitzung hinzugezogen
werden.

Es wurde bis zum Zoekalpol vorgespiegelt und dann wéahrend des Rulckzugs des
Endoskops die Entnahme von je 5 Stufenbiopsien pro Dickdarmsegment (Caecum,
Colon ascendens, C. transversum, C. descendens, C. sigmoideum und Rectum) aus
der unauffélligen Schleimhaut mit der Knipszange durchgefuhrt. Je nach Lokalisation
des Polypen wurde die Polypektomie vor, wahrend oder nach der Entnahme der
Mukosabiopsien durchgefuhrt und das Exzitat einer histopathologischen Analyse
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unterzogen. Die Patienten erhielten i.v. bei Bedarf ein Sedativum (Midazolam)
und/oder Spasmolytikum (Buscopan®). Die endoskopische Untersuchung erfolgte

unter stéandiger Kontrolle von Pulsaktion und Sauerstoffsattigung.

Die zweite (Kontroll-) Coloskopie wurde sechs Monate nach Beginn der Einnahme
des Studienmedikaments (Verum/Placebo) durchgefihrt. Diese Untersuchung wurde
identisch vorbereitet und in demselben Setting durchgefuhrt, wie die 1. Coloskopie.
Diese Untersuchung hatte zwei Ziele:
a) Erhebung bzw. Klinische Kontrolle des kompletten endoskopischen
Befundes (nach Polypektomie)
b) Gewinnung von 5 Biopsien pro Kolonsegment zur Bestimmung des
epithelialen Proliferationsverhaltens nach sechsmonatiger Einnahme der

Studienmedikation

4.2.2. Studienmedikation, Verblindung

Bedeutung und physikochemische Eigenschaften des Studienmedikaments UDCA
(Verum) wurden bereits im Kapitel 2.2.2. ausfuhrlich besprochen. In der vorliegenden
Arbeit wurden Kapseln zu 250 mg Ursodeoxycholsdure (UDCA) oder Placebo durch
die Fa. Dr. Falk Pharma GmbH, D-9041 Freiburg prapariert. Die Placebokapseln
wurden mit Lactose (306 — 354 mg) geflllt. Das aussere Erscheinungsbild des
Inhalts (,weisses Pulver®) der zwei Typen von Kapseln war nicht unterscheidbar. Die
Kapseln waren in numerierten, weissen Schachteln ohne Aufdruck verpackt; diese
enthielten jeweils 600 Kapseln UDCA oder Placebo, damit war eine tagliche
Einnahme von drei Kapseln tUber 6 Monate und 20 Tage mdglich. Versiegelte
Umschlage zur (notfallméssigen) Entblindung wurden bei Herrn Prof. Dr. M.
Sackmann als verantwortlichem Studienleiter deponiert. Die Patienten erhielten
UDCA in einer Dosis von 10-12 mg/kg KG/d. Allen Studienteilnehmern konnten 750
mg UDCA oder Placebo pro Tag in Form von 3 Kapseln zur abendlichen Einnahme
verordnet werden (0 — 0 — 3).

Die Medikation wurde nach Abschluss der Studie entblindet und jeder Patient je nach
Behandlungstyp in Verumgruppe (UDCA-Behandlung) oder Placebogruppe

eingeordnet.
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4.2.3. Primarpraparation der Biopsien

Die Aufarbeitung der Colonbiopsien war im Anschluss an die erste bzw. die zweite
Endoskopie identisch, die Prozedur wird im Folgenden dargestellt:

Pro Kolonsegment wurden 5 Schleimhautpartikel entnommen, diese wurden wie folgt
aufgeteilt: Zwei Biopsien wurden entweder flr wenige Minuten in steriler 0,9 % NaCl-
Losung aufbewahrt, bevor sie bei —24°C eingefroren wurden oder direkt in
»Cryocontainer* (ohne Medium) verbracht und bei —24°C trocken eingefroren. Diese
Biopsien wurden fur die hier geschilderten Untersuchungen zur Proliferationsrate
weiterverwendet. Eine weitere Biopsie wurde in ,tissue tek gel“ eingebettet, das
vorher auf einen ca. 2 cm? kleinen Pappdeckel gegeben wurde. Anschliessend wurde
dieses Gebilde kurz in flissiges 2-Methylbutan eingetaucht. Diese Substanz wurde in
separater Flasche in einem fest verschlossenen Trockeneisbehdlter gelagert. In
diesem Behalter mit Trockeneis wurde die schockgefrorene Biopsie in das
Pathologische Institut des Klinikums Grosshadern gebracht und bis zur weiteren
Verarbeitung dort bei —80°C eingefroren. Die Biopsien Nummer 4 und 5 wurden
zusammen in einem kleinen Plastikgefass in 4%iger Formalin-Losung gelagert und
ebenfalls zur weiteren Untersuchung in das Pathologische Institut der Universitat
gebracht. Anhand der letzten drei Biopsien wurde von U. Hay in Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. G.B. Barretton einerseits ein histologischer Befund erstellt, andererseits
wurden Untersuchungen zur Apoptose (Bestimmung der Bcl-2 Antigenexpression)

durchgeflhrt.

4.2.4. Aufarbeitung der Biopsien fur FACS

Die Kerne aus den Mukosazellen wurden mittels einer etablierten Extraktionstechnik
gewonnen, die Grundlage bereits verotffentlichter Studien zur Bestimmung der
mukosalen Proliferationsrate war [Ochsenkihn et al., 1999][Meining et al., 1998]. Die
beiden aus einem Kolonsegment entnommenen Biopsien wurden getrennt
voneinander prapariert. Das heisst, dass sechs mal zwei kolorektale Mukosa-
Biospien wie folgt aufgearbeitet wurden:
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Nach dem langsamen Auftauen der zuvor in —24°C gelagerten Gewebeproben in Eis
wurden die Zellverbande in 2 ml OTTO-Puffer gegeben und mit einem
Handkeramikmdrser mechanisch homogenisiert. Die resultierende Suspension
wurde dann in Reaktionsgefassen im 37°C warmen Wasserbad 20 min. geschuttelt
und damit durchmischt. Anschliessend erfolgte im Eisbad eine Ultraschallbehandlung
Uber eine Dauer von sechs mal dreissig Sekunden. Nach nochmaligem Spulen der
Suspension mit OTTO-Medium wurde die entstandene Losung bei 500 U/min., 40 g
entsprechend, zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurden Pellet und
schleimiger Satz verworfen und der Uberstand bei 3300 U/min. (entspricht 1700 g)
fur 10 min. erneut zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und
das Pellet mit 2 ml 4°C kaltem PBS-Medium gewaschen sowie mit Hilfe einer Spritze
mit langer Kantle sechsmal resuspendiert. Die resultierende Suspension wurde nun
bei 3500 U/min. (entspricht 1950 g) fur 10 min. zentrifugiert. Nach Verwerfung des
Uberstands musste das Pellet in 2 ml Raumtemperatur-warmer 0,1% Tritonldsung
mit der Spritze resuspendiert werden, um die einzelnen Zellen aus dem
Gewebeverband herauszulosen. Die erhaltene Zellsuspension wurde 10 min. bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Abschliessend wurde bei 1950 g zentrifugiert, mit
PBS resuspendiert und die Zellsuspension mit 700 pl -18°C kaltem, 95%igen
Ethanol in Eppendorf-Reaktionsgefassen fixiert. Diese Suspension wurde uber
mindestens 7 Tage bei 4°C im Kihlschrank gelagert, um eine nahezu vollstandige

Permeabilisierung der Membranen zu erreichen.

Anschliessend erfolgte die Farbepraparation fir die Durchflusszytometrie: Die fixierte
und mindestens 7 Tage ruhende DNA in den Zellkernen wurde bei 12000 U/min.
(entspricht 13500 g) 15 min. ohne Bremse zentrifugiert, danach wurde der Uberstand
verworfen und vorsichtig 400 pl PBS-Medium zugegeben. Dreimaliges Zentrifugieren
ohne Bremse bei 12000 U/min. Gber 5 Minuten - mit obligat folgendem Verwerfen
des Uberstands - und zwischenzeitiger zweimaliger Beigabe von 400 pl 10%igem
AB-Serum inklusive guter Durchmischung fihrte zu einer Kernsuspension, der 300 pl
Propidiumjodid-Losung (50 pg/ml) in einem abgedunkeltem Raum zugegeben
wurden. Die Anwendung von Propidiumjodid erfolgte obligat lichtgeschutzt, damit
fluoreszierende Eigenschaften des Farbstoffes nicht vor der FACS-Analyse verloren
gingen. Nach ausreichender Aufemulgierung wurde diese Suspension Uber

mindestens 45 Minuten abgedunkelt bei + 4°C im Kiuhlschrank oder im Eisbehélter —
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mit Alufolie bedeckt — inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde die Suspension immer
wieder durchmischt. Dann erfolgte die Filterung durch ein Nylon- oder alternativ
Metallnetz mit einer Porengrésse von 50 um. Abschliessend wurde die Kivette des
FACScan Durchflusszytometers fur die Fluoreszenz-basierte Messung mit der

Suspension der permeabilisierten Nuclei gefillt.

4.2.5. FACS-Messungen und FACS-Analyse

Nach der vorangegangenen Aufarbeitung betrug das Volumen ca. 500 pl. In diesem
Volumen wurde durch das Durchflusszytometergerat ,FACScan’ mit dem
dazugehorigen CellFit™-Programm (Becton-Dickinson, Heidelberg) der DNA-Gehalt
von 50.000 Nuclei ermittelt. Die allgemeine Funktion des FACS-Gerates zur
Zellzyklusanalyse wurde in Kapitel 2.3. dargestellt. Hier diente ein Doubletten-
diskriminierungsmodul zur Erkennung von Zelldoubletten; die erforderliche
Durchflussrate betrug 200 Nuclei/min., als additiver Standard wurden Lymphozyten
(aus Humanblut) verwendet [Bach et al., 1991]. Gemessen wurde die
Propidiumjodid-Exzitation der Kerne in Supension; deren Rohdaten wurden
gespeichert.

Fur die automatisierte Analyse der Daten wurde das o.g. Computerprogramm
(CellFit™) genutzt. Im RFIT-Modus dieses Programms wurden die ermittelten DNA-
Signale quantifiziert und analysiert. Um Kerndoubletten, Zelldebris und beschadigte
Nuclei bei der DNA-Analyse auszuschliessen, wurde das Zweiparameter-
Punktehistogramm (,dot plot®) ,gegatet”, d.h. es wurde ein Auswertefenster definiert.
Anschliessend wurde diese Darstellung wie auch das dazugehorige Einparameter-
DNA-Histogramm graphisch dargestellt. So wurden die jeweiligen DNA-Indizes, CV-
Werte (Variationskoeffizienten) und die prozentualen Anteile der Zellzyklusphasen
determiniert.

Nach der Bestimmung des DNA-Gehalts von 50000 Kernen pro Biopsie konnte so
der Proliferationsindex (PI) der epithelialen Zellen, der Proliferationsrate der
kolorektalen Mukosa entsprechend, bestimmt werden [Barlogie et al., 1983]. Der PI
ist als der prozentuale Anteil an Zellen definiert, deren DNA sich entweder in der S-

Phase oder der G2/M-Phase des Zellzyklus befindet; also den Zellzyklusphasen der
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aktiven Teilung der Zelle. Dieser Wert wurde zweimal pro Kolonsegment bestimmt,
namlich aus jeder Biopsie einmal; daran anschliessend wurde deren Mittelwert
errechnet. Aus dem Durchschnitt aller segmentalen Proliferationsindizes konnte eine
Gesamtproliferationsrate fur das Kolon errechnet werden [Ochsenkihn et al., 1999].

4.2.6. Chromatographische Analyse der Serumgallensauren

Eine bis maximal zwei Stunden nach der Blutentnahme wurde das Material
zentrifugiert und das resultierende Serum anschliessend bei —18°C tiefgefroren. Die
gesammelten Proben wurden am Ende der Studie mittels gaschromatographisch-
massenspektrometrischer Analyse untersucht [Ochsenkihn et al., 1999][Setchell et
al., 1987].

Die in 2 ml Serum enthaltenen Gallensauren wurden mit einer Bond Elut C18-S&ule
extrahiert. Danach erfolgte die Elution der Gallensauren mit 6 ml 75% Ethanol. Das
Eluat wurde anschliessend auf einen pH-Wert von 3,5 titriert und dreimal mit n-
Hexan gewaschen. Die Gallensduren wurden nun enzymatisch solvolysiert und
dekonjugiert. Die dekonjugierten Gallensauren wurden auf eine Lipidex-1000-Saule
gegeben und anschliessend mit 10 ml 75% Ethanol eluiert. Im nachsten Schritt
wurden sie methyliert und silyliert. Die Trimethylesterderivate wurden dann unter No-
Begasung getrocknet und in 25 ul Iso-Oktan aufgenommen. 1 bis 2 pl davon wurden
schliesslich zur gaschromatographischen Analyse injiziert. Der dafiir eingesetzte
Gaschromatograph (Fa. Varian, Modell 3700) enthalt eine Kapillarsaule von 25 m
Lange mit einem Innendurchmesser von 0.32mm (Fa. Chrompack, Middelburg,
Niederlande: OV-1701, CP-Sil-19-CB). Die Quantifizierung erfolgte unter Bezug auf

Hyodeoxycholsaure als internem Standard.

4.2.7. Statistische Auswertung

Die Patientendaten wurden in Tabellen erfasst und nach Ende der Studie
ausgewertet. Die Gesamtproliferationsrate des Colons wurde als statistischer
Mittelwert des proliferativen Index (Pl) der Einzelsegmente berechnet. Die

Gesamtserumkonzentration der Gallensduren wurde als Summe der gemessenen
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Einzelfraktionen bestimmt. Die deskriptive Statistik (Mittelwert, Standard-
abweichung) wurde mittels des Computerprogramms Microsoft™ Excel erhoben. Die
Prufung auf Signifikanz wurde mit dem Student t-test durchgefiihrt, wobei ein p<0.05
als statistisch signifikant anerkannt wurde.

5. Ergebnisse

5.1. Patienten

5.1.1. Compliance und Auswertung

Von Oktober 1996 bis einschliesslich Juni 1998 erflllten 34 Patienten die formalen
Einschlusskriterien. Diesen wurde in einem ausfuhrlichen Gesprach die Teilnahme
an der Studie angeboten. Nach einer ausfihrlichen Aufklarung tber die Grundlagen
der Studie entschlossen sich 29 dieser 34 Patienten schriftlich zu einer Teilnahme.
Von jenen 29 brachen sieben Patienten die Studie vorzeitig (d.h. vor Durchfiihrung
der Kontrollcoloskopie) ab, davon waren drei in der Verumgruppe und vier in der

Placebogruppe.

Die als Ursache fur den Studienabbruch angegebenen unerwinschten
Arzneimittelwirkungen betrafen epigastrische Beschwerden (n=3), Verdnderungen
des Stuhlgangs (n=2), unspezifische Beschwerden im Zusammenhang mit einer
vorbestehenden Sialolithiasis (n=1). Ein Patient beendete die Studie ohne Angabe
von Griinden. Uber die sechsmonatige Studiendauer compliant blieben 22 Patienten,
elf in jeder Gruppe. Diese Teilnehmer unterzogen sich der Kontrollcoloskopie nach
sechsmonatiger Studienmedikation. Die kolorektalen Biopsien von zwei Patienten (je
einem in der Verum- und Placebogruppe) konnten aus technischen Grinden nicht

verarbeitet werden, somit konnten die Daten von 20 Patienten ausgewertet werden.

Bei Entblindung der Medikation nach Abschluss aller Kontrollcoloskopien stellte sich
die Verum-Placebo-Relation als 1:1 dar. So wurden die Daten von 10 UDCA
einnehmenden Patienten (Verumgruppe) mit denen der 10 Patienten in der

Placebogruppe verglichen, was in den folgenden Kapiteln dargestellt ist.
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5.1.2. Alter, Gewicht und Geschlecht der Studienteilnehmer

Die wesentlichen Charakteristika der zweimal zehn Patienten sind in Tabelle 1

zusammengefasst. Die Patientennamen wurden mit Nummern verschlisselt.

Patient Alter Gewicht Geschlecht

(Nr.): (Jahre) (in ka) (MIW) Medikation
1 61 74 M Placebo
2 o4 83 M Placebo
3 o8 /3 M Verum
4 58 74,5 M Placebo
5 55 70 w Verum
6 o1 /8 w Verum
! S7 72 w Verum
8 77 69,5 M Verum
9 65 75 w Placebo

10 60 100 w Placebo
1 55 /8 M Verum
12 °9 74 M Placebo
13 63 90 M Placebo
14 1 76 M Verum
15 61 /8 M Verum
16 63 85 M Placebo
17 58 82 M Placebo
18 56 87,5 M Verum
19 62 82 M Verum

20 66 80 M Placebo

Tabelle 1:  Alter, Gewicht und Geschlecht (M= mannl., W= weibl.) der
Studienteilnehmer mit Medikation

Der Gesamtaltersdurchschnitt der Studienteilnehmer betrug 60,5 Jahre. In der
Placebogruppe lag der Altersdurchschnitt bei 60,7 + 3,7 Jahren, in der Verumgruppe
bei 60,3 = 8,0 Jahren (n.s.). In Graphik 5 ist die Altersverteilung aller
Studienteilnehmer nach Jahresgruppen sortiert dargestellt. Erkennbar ist eine
deutliche Haufung der teilnehmenden Patienten im Alter von 55 bis 65 Jahren, kein

Patient war unter 51 Jahre alt.

Die Studienteilnehmer waren im Durchschnitt 79,4 kg schwer. In der Verumgruppe

lag das Durchschnittsgewicht bei 75,9 kg = 3,9. Die Placebo einnehmenden
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Studienteilnehmer wogen im Durchschnitt 82,6 kg + 8,5. Die Gewichtsangaben der

beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Beim Geschlechterverhéltnis der Studienteilnehmer Uberwog das mannliche
Geschlecht deutlich (15 ? : 5 ?). Das betraf sowohl die Verum- (7 ? : 3 ?) als auch

— in ahnlichem Verhéltnis — die Placebogruppe (8 ? : 2 ?).

Altersverteilung der Studienteilnehmer
7

6

Anzahl
ORI N

51-55 56 - 60 61 - 65 66 - 70 >70

Jahre (gruppiert)

Graphik 5

5.1.3. Anamnestisch-klinischer und endoskopisch-histologischer Status

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten waren in einem guten Allgemein- und
Erndhrungszustand, kein Patient litt an einer konsumierenden Erkrankung oder einer
Gerinnungsstérung. Familienanamnestisch  berichteten drei Patienten Uber
aufgetretene Kolonkarzinomerkrankungen bei Verwandten 1. Grades (z.B. Mutter),
eine Patientin Uber gehdufte Adenome bei der Mutter. Somit wiesen in dieser
Studienpopulation 15% der Adenomtrager eine positive Familienanamnese beztiglich
des Auftretens eines Kolonkarzinoms auf.

Bezuglich der Medikamenten-Anamnese konnten alle Patienten die Einnahme von
Acetylsalicylsdure bzw. Nicht-Steroidalen Antirheumatika (NSAR/NSAID) im Rahmen

der endoskopischen Untersuchungen verneinen. Die anschliessende klinische
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Untersuchung erbrachte bei keinem Studienteilnehmer eine Kontraindikation zu

Endoskopie, Blutentnahme und Verordnung der Studienmedikation.

Alle 20 ausgewerteten Patienten wiesen mindestens ein kolorektales Adenom auf.
Multiple Polypen fanden sich bei 12 Patienten (60%), 8 Patienten (40%) wiesen
singuldare Adenome auf. In der Regel besallen Patienten mit multiplen Polypen
neben einem Adenom sogenannte ,Polypenknospen®, d.h. zumeist hyperplastische
Schleimhauterhebungen (< 0,5 cm @), die im Allgemeinen selten zur bioptischen
Abklarung fuhren. Diese Lasionen wurden bei unauffalliger makroskopischer
Einschatzung dber die Studienperiode beobachtet und entwickelten keine

erkennbare Grossenprogredienz.

Im Rahmen der histologischen Analyse der ektomierten Polypen fand sich bei 9
Patienten ausschliesslich Gewebe vom tubulo-villésen Typ, bei 10 Patienten
ausschliesslich Gewebe vom tubularen Typ und bei einem Patienten sowohl ein
tubuléres als auch ein tubulo-villdses Adenom. Bei Untersuchung der Ausdehnung
der Adenome ergab sich folgender Befund: Grosse Adenome mit einem
Durchmesser von 1 cm oder dariiber wiesen 12 Patienten auf (60%), bei 8 Patienten
(40%) war der grosste Polyp kleiner als 1 cm im Durchmesser. Unter den grossen
Polypen (n=12) waren 8 mit tubulo-villdésem Muster (67%) und 4 mit rein tubularer
Histologie (33%); bei den kleineren Adenomen (< 1 cm g, n=15) wiesen 12 ein

tubulares Muster auf (80%), nur 3 zeigten eine tubulo-villése Histologie (20%).

In der Studienpopulation wurden keine hohergradigen Epitheldysplasien bzw.
Kernatypien festgestellt. Die histologische Aufarbeitung der Kontrollbiopsien der
Kolonmukosa zeigte keine Zeichen von Entzindung, Dysplasien oder infiltrativ
wachsenden, atypischen Zellen. Bei keinem Studienteilnehmer wurden aberrante
Krypten beschrieben. Bei der endoskopischen Entnahme der Kontrollbiopsien kam

es zu keiner Blutung oder Perforation.

In Tabelle 2 sind die endoskopisch-histologischen Befunde der Studienteilnehmer
nach Gruppen getrennt zusammengefasst. Neben Durchmesser und Lokalisation
des/der Polypen sind die wesentlichen klinischen Nebenbefunde der Patienten und

deren Familienanamnesen bezuglich Tumoren des Dickdarms angegeben.
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Patienten-Nr. Adenomtyp Durchmesser Lc_)kalisation Neben- Familien-
Polyp(en) im Colon Befund anamnese
Verumgruppe:
3 Tubulovillds 15 Sigma COPD Mutter,
Ca,t
5 Tubulovillés 20 Sigma | - Mutter, Ad.
Caecum
Tubulo- und ’ HR,
6 Tubulovillés 554 Ascendens, Marisken | ~— 7T
Transversum
7 Tubular 7.10 Desc_endens, H_R,
Sigma Marisken | --------------
HR,
8 Tubular 5 Sigma JKnospen® | -----mmmeeeees
<5mm
.Knospen*
11 Tubulovillos 15 Sigma -3 013t PR R —
HR
14 Tubular 4 Ascendens [ = S
: Mutter,
15 Tubular 1.<10 | S | Synarom | . C%
(50J), 1
" Rectum, HR,
18 Tubular 59 Sigma Gastrits |
Angiodys-
19 Tubulovillés 9 Rectum plasien, | --------------
HR
Placebogruppe:
HR,
4 Tubular 20 Sigma 11T 110 S R ——
<5 mm
- . Z.n. Ulcus Mutter u.
17 Tubulovillés 20 Sigma - Tante,
ventriculi
Ca,t
12 Tubulovillés 15 Descendens Metabol. |
Syndrom
13 Tubular 54 Caecum, HR | cmmmeeee
Ascendens
.Knospen*
1 Tubular <10 Transversum 01111 PO R —
Divertikel
- Transversum »Knospen*
2 Tubulovillés 20, 15 Sigma ' <5mMm, | --omeeemeeeee
Divertikel
~Knospen*
16 Tubulovillés 15 Sigma -3 11111 PR [ —
Divertikel
.Knospen*
20 Tubular 10 Transversum <smm, |
Metabol.
Syndrom
9 Tubular <10 Sigma
10 Tubulovillés 5 Rectum [ = S

Tabelle 2:

Ca.= Carcinom; Ad.=Adenom. Weitere Erlauterungen im Text.
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Beispielhaft wird ein fur die Studienpopulation charakteristischer coloskopischer

Erstbefund mit histopathologischer Beurteilung wiedergegeben:

Patient: Nr. 19, geb. XX.XX. XX

Medikation: Midazolam (5 mg) Gerat: CF 30J

Bei der Untersuchung am XX.XX.XX wurde folgender Befund erhoben:

Bekannter coloskopischer Befund (Angiodysplasien, Polyp im Rektosigmoid und bei
ca. 25 cm zwischen 2 Falten ein weiterer kleiner (um 0,5 cm)), insofern ist dem
Vorbefund nichts hinzuzufiigen. Stufenbiopsien. Komplikationslose Abtragung des
Polypen bei 15 cm, ein kleines Restchen bleibt auf der Falte stehen. Bei unauffalliger
Histo WV in 6 Monaten zur Abtragung des proximalen Polypen und Kontrolle der
Abtragungsstelle. Die Angiodysplasie im Caecum wird belassen, da es bislang zu

keiner Blutung gekommen ist. Proktoskopisch Hamorrhoiden.

Dr. ABC, Medizinische Kilinik Il, Klinikum Grosshadern der LMU Miinchen

Zugehoriger mikroskopischer Befund PE Polyp Rectum, eingegangen am XX XX.XX:

Schnittstufen durch den 9 mm messenden Biopsiepartikel zeigen polypose
Dickdarmschleimhaut mit tubulovillésem Baumuster mit bis mittelgradiger
Hyperchromasie und Varianz der Driusenepithelien, offenbar am Absetzungsrand
erhebliche Koagulationsartefakte, hier soweit beurteilbar regelrecht strukturierte
Dickdarmkrypten ohne wesentliche Atypien. Eine Infiltration der miterfassten
Submucosa durch atypische epitheliale Zellen ist nicht erkennbar.

Kritischer Bericht:
Der Befund entspricht einem tubulovillésen Dickdarmschleimhaut-Adenom mit

geringer Dysplasie, offenbar im Gesunden entfernt.

I.LA. Dr. XYZ (Pathologisches Institut der Universitat Minchen)
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5.1.4. Klinisch-chemischer Befund

Bei der laborchemischen Analyse wurde besonderes Augenmerk auf die
Gerinnungsfunktion gelegt. Die Bestimmung dieser Parameter (Thromboplastinzeit =
Quick bzw. INR, PTT und Thrombozytenzahl) wurde neben der Bestimmung des
kleinen Blutbildes und der wichtigsten Elektrolyte im Serum obligat vor jeder
Coloskopie durchgefihrt. Bei einer Thrombozytenzahl < 100.000/m oder einer
anderen an den o.g. Laborparametern erkennbaren Gerinnungsstérung wurde auf
eine Koloskopie mit Polypektomie im Rahmen dieser Studie verzichtet. Im Folgenden
sind die Parameter des Patienten Nr. 20 auszugsweise dargestellt:

Blutbild Blutgerinnung

Leukozyten 4,8 (4,0- 11,0) G/I Quick 95 (70- 100) %
Erythrozyten 5,13 (4,5-6,3) T/l PTT 34 (26- 41) sec.
Hamoglobin 15,0 (14,0- 18,0) g/dl Fibrinogen 326 (160- 400) mg/dI
Hamatokrit 0,445 (0,38- 0,52)

Thrombozyten 175 (150- 440) G/

Serumchemie

Natrium 139 (135- 150) mmol/l Kalium 4,3 (3,5- 5,0) mmol/l
Kreatinin 1,07 (0,5- 1,2) mg/dI Harnstoff 23,7 (9,0- 50,0) mg/di
Bilirubin ges. 1,07 (< 1,00) mg/dl aP 80,0 (50,0- 190,0) U/
Gamma-GT 18,0 (4,0- 28,0) U/l ALT (GPT) 18,0 (5,0-24,0) U/l
AST (GOT) 13,0 (5,0-17,0) U/l a-Amylase 35 (< 120) U/l

CK 23,0 (< 80) U/ LDH 130 (80,0- 240,0) U/I
Cholesterin 260 (140- 240) mg/dI Triglyceride 351 (70- 250) mg/dl
Harnsaure 8,0 (3,5- 7,0) mg/di CRP <0,5 (< 0,5) mg/dl
Glucose 131 (55- 100) mg/dl TSH 2,88 (0,3- 4,0) mcU/ml

Gerinnungsfunktion und Blutbild sind ohne pathologischen Befund, es fallen wenige
pathologische Veranderungen auf, die mit dem anamnestisch ermittelten

,Metabolischen Syndrom’ des Patienten gut vereinbar sind.
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Die Entnahme von 20 ml Vollblut zur Gallensaurenbestimmung erfolgte separat zu
den pracoloskopischen Analysen einige Tage nach der ersten bzw. vor der zweiten
Coloskopie; der routinemassige Ablauf (inklusive Zentrifugation) gestaltete sich
komplikationslos. Die Ergebnisse werden im Detail weiter unten beschrieben.

5.1.5. Arzneimittelvertraglichkeit

Unter Punkt 5.1.1. wurden die Grinde derjenigen Patienten beschrieben, die sie zum
Studienabbruch bewegten. Nach Rucksprache mit den betreuenden Hausarzten kam
es bei keinem der Studienabbrecher zu einer schwerwiegenden Nebenwirkung bzw.
Komplikation; nach Absetzen der Studienmedikation waren die Beschwerden
ricklaufig. Zwei Patienten konsultierten in diesem Zusammenhang weder ihren

Hausarzt noch die Medizinische Klinik II.

Bei den Patienten, die die Studie beendeten, traten Uber die gesamten sechs Monate
keine unerwlnschten Arzneimittelwirkungen auf. Im Rahmen der regelméssigen
telefonischen Betreuung berichtete die Mehrzahl der Patienten Uber sporadische,
tolerierbare Veranderungen im Stuhlgang mit Tendenz zur Frequenzsteigerung bzw.
Abnahme der Konsistenz, allerdings unabhéngig von der Art der Medikation. Bei
Patientin Nr. 7, die Uber eine Neigung zur Obstipation berichtete, verbesserte
beispielsweise das Studienmedikament UDCA das subjektive Befinden. Insgesamt

wurden sowohl Verum- als auch Placebopraparat sehr gut vertragen.

5.2. Proliferationsraten der Kolonmukosa

In den folgenden sieben Abschnitten sind die Proliferationsraten der kolorektalen
Mukosa — dem kolorektalen Pl entsprechend — aufgefuhrt. Zuerst wird der
durchschnittiche Pl fuar das gesamte Kolon (,Gesamtproliferationsrate” aller
Kolonsegmente) und anschliessend der Pl nach Segmenten geordnet dargestellt.
Dabei werden mit Hilfe von Saulendiagrammen und Box-Plots sowohl die
individuellen Proliferationsraten als auch die durchschnittlichen PI's von Verum- und

Placebogruppe beschrieben, jeweils vor und gegen Ende (,nach®) der
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Behandlungsperiode. Hier ergeben sich hinsichtlich der Auswertung der PI's vier

Untergruppen:

I. Placebo vor (d=0): Patienten vor Beginn der Placebo-Behandlung, Zeitpunkt
der ersten Coloskopie (,,Nullwert®)
II. Placebo nach (d=180): Patienten am Ende der sechsmonatigen Behandlung
mit Placebo, Zeitpunkt der Kontrollcoloskopie
[ll. Verum vor (d=0): Patienten vor Beginn der UDCA-Behandlung, Zeitpunkt der
ersten Coloskopie (,Nullwert®)
IV. Verum nach (d=180): Patienten am Ende der sechsmonatigen Behandlung mit

UDCA, Zeitpunkt der Kontrollcoloskopie

Fur eine bessere graphische Darstellung der Daten sind alle Patienten (Nr. 1 — 20) in
Tabelle 3 (,Schlissel”) paarweise durch die Grossbuchstaben A — J kodiert. Die je
vier Saulen pro Grossbuchstaben bedeuten die PI's eines Patienten ,vor* und ,nach*
Verum-Behandlung und eines anderen Patienten ,vor“ und ,nach“ Placebo-
Behandlung. Diese Tabelle gilt fir die Entschlisselung der Abszissen aller im Kapitel

5.2. dargestellten Saulendiagramme.

Patienten: | A B C D E
Verum 3 5 6 7

Placebo |1 2 4 9 10
Patienten: | F G H I J
Verum 11 14 15 18 19
Placebo |12 13 16 17 20

Tabelle 3 (,Schlissel*): Paarweise Zuordnung (A — J) der Patienten-

Nummern fur die Darstellung der Daten mit Saulendiagrammen
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5.2.1. Gesamtproliferationsrate des Kolons

Die Gesamtproliferationsrate des Kolons ergibt sich aus dem arithmetischen Mittel
der PI-Werte der Einzelsegmente. In der Verumgruppe betragt die durchschnittliche
Proliferationsrate (PI) fir das gesamte Kolon vor Behandlung 16.63% * 2.47. Nach
UDCA-Einnahme utber 6 Monate lautet der Pl 15.35% + 2.62. Der durchschnittliche
Pl in der Placebogruppe lautet 14.86% + 2.74 vor und 16.01% % 2.22 nach
sechsmonatiger Studienperiode. Diese Resultate zeigen keinen signifikanten
Unterschied (n.s.), weder zwischen den jeweiligen Gruppen ,vor‘ bzw. ,nach*
Einnahme noch beim Vergleich der Werte d=0 zu d=180 innerhalb der eigenen
Gruppe.

Tendenziell ist bei den UDCA-einnehmenden Patienten A, C und D in Diagramm 1
eine deutliche Abnahme des PI unter Verumtherapie erkennbar. Patient F zeigt eine
geringe Abnahme des PI; bei den Verum-einnehmenden Patienten B, E, G, H, | und

J sind fast unveranderte Pl-Werte, z.T. sogar geringe Zunahmen des Pl messbar.

Gesamtproliferation Colon

~ 30
< 55 . ) .
% 20 T + T T]l | _ | H O Ver vor
S 15 T HTT t 1Tl 117] ] T i B Ver nach
i OPlac vor
S 107 W W:r B OPlac nach
c:; 5 || ||
T | | | | | | |

Patienten

Diagramm 1: Proliferationsrate (PI) als % der in der S + G,M-Phase des Zellzyklus befindlichen
Zellkerne der kolorektalen Mukosabiosien. Patientenpaare (A-J) entsprechen der
Entschlisselung in angefugter Tabelle. “Ver vor” / ,Ver nach” = Pl vor bzw. am Ende
der UDCA-Behandlung, “Plac vor” / ,Plac nach“ = Pl vor bzw. am Ende der Placebo-

Behandlung.



Unter den Placebo-einnehmenden Patienten sind die Ergebnisse ebenfalls nicht
einheitlich: Patienten A, B, E, F, G, | zeigen PI-Steigerungen, bei den Ubrigen finden
sich Werte mit gleichbleibender bzw. fallender Tendenz. Bei dem unten dargestellten
zugehorigen Box-Plot der Verumgruppe vor und nach Therapie findet sich eine
tendenzielle Abnahme des Pl (Plot 3, d=0 versus Plot 4, d=180; n.s.). In der
Placebogruppe (Plot 1, d=0 versus Plot 2, d=180) findet sich eine geringe Zunahme
des mittleren PI, welche oben bereits in Zahlen beschrieben wurde.

Gesamtproliferation

25

L]
1 L S
: [ L
£
o 15 o
: — 7
i T
5 -
[T
2
S
o
5_
0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Behandlungsgruppen

Box-Plot 1: 1: Gruppe | (Placebo, d=0). 2: Gruppe Il (Placebo, d=180). 3: Gruppe Il (Verum, d=0).
4: Gruppe IV (Verum, d=180). Weitere Erlauterung im Text.

5.2.2. Proliferationsrate im Caecum

Analog den beiden Darstellungen fir das gesamte Colon werden die Ergebnisse fir
die Einzelsegmente, hier fur das Caecum beschrieben. Die Datenlage ist
uneinheitlich:
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Proliferation Caecum
25
X
< 20
= O Ver vor
o 15 |
3 @ Ver nach
—f 10 H OPlac vor
> 5 B Plac nach
£ |
o
A B C D E F G H I J
Patienten
Diagramm 2: Legende siehe Diagramm 1, Erlauterung im Text.
Proliferation Caecum
25
[ J
[ ]
T
= T *+
] -
g 1 - %
£ ¢
& 5
5 4
0 T T T T
0 1 2 3 4 5
Behandlungsgruppen
Boxplot 2: 1: Gruppe Il (Verum, d=0). 2: Gruppe IV (Verum, d=180). 3: Gruppe | (Placebo, d=0).

4: Gruppe Il (Placebo, d=180). Weitere Erlauterung im Text.
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Bei den Patienten A, C, E, F, H, | und J der Verumgruppe kommt es nach
Behandlung mit UDCA zu einem Anstieg des PIl. Patienten B, D und G zeigen in
dieser Gruppe eine Abnahme der Proliferationsrate nach sechsmontiger Behandlung
mit UDCA. Der PI-Mittelwert-Vergleich (,vor* und ,nach” der Therapie) betragt
17.68% + 3.13 zu 18.20% + 2.70 (n.s.).

In der Placebogruppe stellen sich beide Werte wie folgt dar:. Die PI-Mittelwerte
betragen 16.66% + 2.91 ,vor‘ bzw. 17.90% + 2.51 ,nach” (n.s.). Hier zeigen die
Patienten A, B, D, H, | und J einen teils geringen Anstieg des PI nach
sechsmonatiger Studiendauer. Bei den Ubrigen Teilnehmern dieser Gruppe kann
man eine Stagnation oder Abnahme der Proliferationsrate beobachten. Die Box-Plot-

Darstellung veranschaulicht die Zahlenwerte.

5.2.3. Proliferationsrate im Colon ascendens

Proliferation C. ascendens

30
S 25 1
= 20 1 O Ver vor
3 @ Ver nach
c 15 4
- OPlac vor
= 109 B Plac nach
x 5

0,

A B C D E F G H | J
Patienten

Diagramm 3: Legende siehe Diagramm 1, Erlauterung im Text.

In der Colon-ascendens-Verumgruppe zeigen sich fallende Proliferationsindizes am
Ende der Studienperiode bei acht von zehn Patienten (A, C, D, E, G, H, |, J). Zwei
Patienten (B, F) weisen nach 6 Monaten einen gesteigerten Pl auf. Fur diese Gruppe
liegt der Mittelwertvergleich bei 18.39% + 4.35 zu 16.30% + 3.46 (n.s.). Dieser

tendenzielle Abfall des PI ist im Box-Plot gut erkennbar.
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Proliferation Colon ascendens

30

| 17T

S
E 15 A — -
- [ ]
o N 1
10 A
5 -
0 T T T T
0 1 2 3 4 5
Behandlungsgruppen
Boxplot 3: 1: Gruppe Il (Verum, d=0). 2: Gruppe IV (Verum, d=180). 3: Gruppe | (Placebo, d=0).

4: Gruppe Il (Placebo, d=180). Weitere Erldauterung im Text.

Fur die Placebogruppe stellt sich eine durchschnittliche Steigerung der
Proliferationsrate dar: sechs von zehn Patienten (A, B, E, G, H, J) zeigen diese
Veranderung, wahrend nur 3 (Patienten C, D, F) im Verlauf einen niedrigeren PI
erkennenen lassen. Bei Patient | lassen sich im Verlauf beinahe identische Werte
ermitteln. Der Mittelwertvergleich erbringt 15.74% + 3.19 zu 16.98% + 2.11 bei nicht-

signifikantem Gruppenunterschied.

5.2.4. Proliferationsrate im Colon transversum

Im Colon transversum stellt sich das Ergebnisbild als relative Pl-Abnahme unter
UDCA dar. Fallende Proliferationsindizes in der Verumgruppe (Patienten A, B, D, F,
H) stehen gegentber steigenden Pls in derselben Gruppe (E, G, |, J); bei Patient C

fehlt der Wert nach sechsmontiger UDCA-Einnahme.
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Proliferation Colon transversum

30

[ ]
25 °
20 T ° T T
g | il |
£ 154 4‘ L
[
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10 A
5 -
O T T T T
0 1 2 3 4 5
Behandlungsgruppen
Boxplot 4: 1: Gruppe Il (Verum, d=0). 2: Gruppe IV (Verum, d=180). 3: Gruppe | (Placebo, d=0).

4: Gruppe Il (Placebo, d=180). Weitere Erldauterung im Text.

Proliferation C. transversum

30
O\O —
£ ;(5) O Ver vor
< 1
g @ Ver nach
2 15
= 10 A OPlac vor
E 5 | B Plac nach
a

o

A B C D E F G H J
Patienten

Diagramm 4: Legende siehe Diagramm 1, Erlauterung im Text.
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In der Kontrollgruppe zeigen nur zwei Patienten (C, D) im Verlauf ein Absinken des
Pl, ein Patient (B) weist eine im Verlauf nahezu gleichbleibende Proliferationsrate auf
und sechs von zehn Patienten zeigen eine im Verlauf steigende Rate (A, F, G, H, |,
J). Bei Patient E fehlen beide Werte fur dieses Kolonsegment. Statistisch signifikant
ist der Vergleich der Mittelwerte fiir beide Gruppen nicht: 17.01% + 3.13 zu 15.78% +
2.44 (n.s.) in der Verumgruppe; fur die Placebogruppe ist die Mittelwert-Differenz
minimal: 16.79% + 5.02 zu 16.77% = 3.70 (n.s.).

5.2.5. Proliferationsrate im Colon descendens

Proliferation C. descendens

25
]
c 20 | @ Ver vor
_:3:5 15 - B Ver nach
< 10 - OPlac vor
% 5 | B Plac nach
o

0 i

A B C D E F G H I J
Patienten

Diagramm 5: Legende siehe Diagramm 1, Erlauterung im Text.

Fur die Verumgruppe ergeben sich Steigerungen im Pl-Verlauf bei vier Patienten (G,
H, I, J), die Mehrheit (n=6) zeigt eine fallende PI-Tendenz in diesem Colonsegment
(Patienten A, B, C, D, E, F). Die statistische Auswertung der Mittelwerte zeigt ein
Verhaltnis von 16.35% + 2.46 ,vor* zu 14.87% * 3.66 ,nach* UDCA-Therapie (n.s.).

Fur die Placebogruppe ergeben sich folgende Mittelwerte: 14.72% + 2.25 zu 14.59%
*+ 2.82 (n.s.). Hier fallt der Pl im Verlauf bei vier Patienten (B, C, D, 1), wahrend er bei
funf Studienteilnehmern dieser Gruppe ansteigt (Patienten A, F, G, H, J). Bei Patient
E (entspricht Nr. 10) fehlt der PI-Wert nach Ende der Studienperiode.
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Proliferation Colon descendens

25

. 154 -
S
£ °
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Behandlungsgruppen
Boxplot 5: 1: Gruppe Il (Verum, d=0). 2: Gruppe IV (Verum, d=180). 3: Gruppe | (Placebo, d=0).

4: Gruppe Il (Placebo, d=180). Weitere Erlauterung im Text.

5.2.6. Proliferationsrate im Colon sigmoideum

Proliferation C. sigmoideum

30

X
° 25
= _ ‘| O Ver vor
x 20 -
g @ Ver nach
c 157 O Plac vor
_g 10 -
§ 5 B Plac nach
o

0 _

A B C D E F G H J
Patienten

Diagramm 6: Legende siehe Diagramm 1, Erlauterung im Text.
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Hier zeigt sich im Verlauf ein Absinken des Pl in der Verumgruppe bei der Mehrheit
der Patienten (70%; Pat.-Nr. A, B, C, D, E, F, I). Bei drei Patienten (G, H, I) steigt der
Pl nach sechsmonatiger UDCA-Therapie an. Der Mittelwertvergleich betragt 16.33%
+ 3.93 ,vor® zu 15.06% * 4.64 ,nach” Therapie (n.s.).

In der Kontrollgruppe steigt der Pl im Verlauf bei 5 Studienteilnehmern an (B, C, E,
G, H), bei vier Patienten (A, D, I, J) lasst sich nach 6 Monaten eine PIl-Abnahme
nachweisen. Bei Patient F (entspricht Nr. 12) fehlt der PI-Wert fur dieses Segment
vor Behandlungsbeginn. Die durchschnittlichen Proliferationsindizes vor und am
Ende der Behandlungsperiode zeigen keinen statistisch signifikanten Unterschied:

13.74% + 2.87 ,vor“ zu 14.85% * 2.64 ,nach” sechsmonatiger Studienperiode (n.s.).

Proliferation Sigma
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Boxplot 6: 1: Gruppe Il (Verum, d=0). 2: Gruppe IV (Verum, d=180). 3: Gruppe | (Placebo, d=0).
4: Gruppe Il (Placebo, d=180). Weitere Erlauterung im Text.
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5.2.7. Proliferationsrate im Rectum

Proliferation Rectum

25
> 20
= O Ver vor
x
) 15 4 | 1 @ Ver nach
—f 10 4 OPlac vor
E 5 B Plac nach
o

O |

A B C D E F G H [ J
Patienten

Diagramm 7: Legende siehe Diagramm 1, Erlauterung im Text.

Im Rectum zeigt sich unter UDCA-Therapie eine im Verlauf fallende Pl-Tendenz: es
zeigen sechs von zehn Patienten eine Abnahme des Pl nach sechsmonatiger
Behandlung mit dem Verumpraparat (Patienten A, C, D, F, H, I). Bei einem Patienten
ist der Pl im Verlauf unverandert (G, entspricht Nr. 14). Im Verlauf steigende
Proliferationsraten werden bei drei Patienten (B, E, J) festgestellt. Bei Vergleich der
Mittelwerte (,vor* und ,nach®) ist der Pl-Unterschied nicht signifikant: 14.06% + 2.86
zu 12.30% + 2.64 (n.s.).

In der Placebogruppe, bei der die Messwerte der Patienten D und E aus technischen
Grunden nicht vollstandig sind, lasst sich mehrheitlich (Patienten A, B, F, G, H, I)
eine Zunahme des Pl nach sechs Monaten messen. Eine im Verlauf fallende
Proliferationsrate findet sich bei zwei Patienten (C, J). Der Mittelwert-Unterschied
betragt 11.93% * 2.67 ,vor” zu 13.42% + 2.56 ,nach” Behandlung (n.s.).
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Proliferation Rectum

25
20
[ J
T
[ ] -
_ 15 T T
L
£
& ] + 1 - T
o [}
[
5 -
0 T T T T
0 1 2 3 4 5
Behandlungsgruppen
Boxplot 7: 1: Gruppe Il (Verum, d=0). 2: Gruppe IV (Verum, d=180). 3: Gruppe | (Placebo, d=0).

4: Gruppe Il (Placebo, d=180). Weitere Erlauterung im Text.

5.2.8. FACScan-Messungen

Im Anhang beigefigt sind jeweils ein typischer Befund eines Dot-Plots und eines
Histogramms des Patienten Nr. 4. Die einzelnen Punkte (,Dots") zeigen ein
unterschiedlich positives Fluoreszenzsignal im Fluoreszenzkanal FL2-H. Die
Punktesammlung  (,Wolke“, ,Haufen“) wurde mittels eines gesetzten
Parallelogramms eingerahmt (,gegatet”), um Signale fir Debris und avitale Zellkerne
auszuschliessen. Das CellFit-Programm wandelt den Dot-Plot in ein DNA-
Histogramm um. Die markierte Flache unter der Kurve, eingerahmt von 2 Peaks (den
Signalen aus der Go;- bzw. G,M-Phase entsprechend) beschreibt den Anteil an

Zellkernen, die sich in der S/G,M-Phase befinden. Dieser Anteil entspricht dem PI.

68



5.3. Gallensaurenspiegel im Serum

Die Serum-Gallensaurenprofile der Studienteilnehmer werden gemaéass folgender
Einteilung beschrieben:

1. die Serum-Gallensaurenprofile in der Verumgruppe,

2 die Serum-Konzentrationen der Gallensauren in der Kontrollgruppe,

3. vergleichende Darstellung der Gallenséurenprofile zwischen den Gruppen,
4 UDCA-Spiegel in Zusammenhang mit der Gesamtproliferation.

Die Abklrzungen bedeuten: GS (Gallensauren) mit T (Zeitpunkt) der Bestimmung,
die an Tag O (Studienbeginn: T= 0 d) und an Tag 180 (Studienende: T= 180 d)
erfolgte. Die einzelnen Gallenséuren sind im Kapitel 2.2. mit ihren Abkirzungen
ausfuhrlich beschrieben. Alle GS-Werte sind in mmol/L Serum angegeben. X
Wert Wert

gaschromatographisch nicht bestimmt werden konnte. Fir die einzelnen GS werden

(Analyse-Fehler, nicht determiniert) bedeutet, dass dieser

die Isoformen in die Konzentration der Hauptgallensdure mit eingerechnet

(“gesamt”).

5.3.1. Gallensaurenprofile in der Verumgruppe

Patient- UDCA UDCA DCA DCA LCA LCA
Nr. T=0d T=180d T=0d T=180d T=0d T=180d

7 2,13 15,33 2,18 3,56 0,85 1,04

3 1,87 14,78 2,26 1,95 0,86 1,02

5 1,63 30,34 1,9 1,23 0,85 1,39

6 0 1,64 1,27 1,49 0 0,96

8 5,66 2,33 0 3,85 3,79 1,4

11 1,16 14,77 1,95 2,88 0,94 1,72

14 0,79 5,14 1,97 2,73 2,1 1,84

15 2,05 33,36 2,44 2,41 1,78 0,9

18 0 2,91 1,57 1,88 1,66 1,6

19 0 11,48 1,23 1,68 0,81 1,15

AV 1,53 13,21 1,68 2,37 1,36 1,3
Verum

STDV 1,68 11,23 0,71 0,88 1,04 0,34
Verum
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CDCA CDCA CA CA GS Gs
Patient- gesamt gesamt
Nr. T=0d T=180d T=0d T=180d
T=0d T=180d
7 2,01 2,32 1,26 1,11 8,43 23,36
3 1,82 1,79 1,28 0,82 8,09 20,36
5 3,49 4,16 1,91 1,67 9,78 38,79
6 2,33 2,47 1,02 1,13 4,62 7,69
8 4,92 5,13 1,93 3,65 16,3 16,36
11 1,74 2,02 0,83 1,13 6,62 22,52
14 0,78 0,9 0,78 1,81 6,42 12,42
15 5,8 10,32 2,15 1,84 14,22 48,83
18 0,87 1,62 0,81 0,97 4,91 8,98
19 1,83 1,62 0,73 1 4,6 16,93
AV 2,56 3,24 1,27 1,51 8,4 21,62
Verum
STDV
verum 1,67 2,79 0,54 0,84 4,03 13,03
Tabelle 4: AV=Mittelwert, STDV=Standardabweichung: bezogen auf die jeweilige

Gallensauren-Serumkonzentrationen von 10 Patienten (Verumgruppe).

Eine deutliche Zunahme der UDCA-Serumkonzentration nach sechsmonatiger
Behandlung findet sich bei 9 von 10 Studienteilnehmern der Verumgruppe. Einzig
Patient Nr. 8 zeigt in dieser Gruppe eine Abnahme der UDCA-Konzentration im

Serum nach 180 Tagen.

Im Mittel kommt es zu einem Anstieg des UDCA-Gehalts im Serum, verglichen mit
den Ausgangswerten, von 1,53 pmol/L + 1,68 auf 13,21 umol/L + 11,23 nach
sechsmonatiger Behandlung mit UDCA. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant
(p=0.01).

Die mittlere DCA-Serumkonzentration zeigt einen geringen Anstieg von initial 1,68
pmol/L £ 0,71 auf 2,37 pmol/L £ 0,88 nach sechsmontiger UDCA-Behandlung (n.s.).
Auch der Gesamt-GS-Spiegel steigt im Verlauf an: von initial 8,4 umol/L = 4,03 auf
21,62 pmol/L = 13,03 nach sechs Monaten. Dieses Ergebnis ist — wie der UDCA-

Befund — signifikant verschieden von dem Ausgangswert (p=0,01).

Die Serumkonzentration von LCA sinkt geringfigig im Mittel wahrend der
Studienperiode von initial 1,36 pmol/L = 1,04 auf 1,3 pumol/L = 0,34 (n.s.). Die
Konzentrationen der anderen GS sind obiger Tabelle zu entnehmen, es sind im Mittel

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ausgangswerten und den ermittelten
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Werten

nach

180 Tagen

UDCA-Behandlung

Saulendiagramm sind die UDCA-Konzentrationen pro Patient zu den Zeitpunkten T=

0 d und T= 180d graphisch dargestellt.

vorhanden. Im

folgenden

UDCA-Serumkonzentration wT=04d
@ T =180d
35 -
30
25-
= 20
O —
€ 15/
104
O T T T T T 4\7 T
7 3 5 6 8 11 14 15 18 19
Patienten der Verumgruppe
Diagramm 8: Erlauterung im Text.
5.3.2. Gallenséaurenprofile in der Kontrollgruppe
. UDCA UDCA DCA DCA LCA LCA
Patient-
Nr. T=0d T=180d T=0d T=180d T=0d T=180d
20 0,88 0,97 3,06 2,92 1,74 1,68
17 0,81 0 1,37 1,5 1,61 0,9
16 0,76 0 1,46 1,76 0,84 1,12
13 0,88 1,05 1,25 1,31 0,75 0,81
12 31 2,39 6,31 3,78 X X
10 0,85 0,82 X X 0,9 1,06
9 0,98 1,63 2,03 1,17 X X
4 0,91 2,61 1,37 2,57 0,82 0
1 0 0 1,23 0,71 1,01 0,73
2 0 2,15 3,56 2,35 1,03 0,99
AV 0,02 1,16 2.4 2,01 1,09 0,01
Placebo
STDV 0,85 1 1,69 0,97 0,38 0,47
Placebo
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CDCA CDCA CA CA GS Gs
Patient- gesamt gesamt
Nr. T=0d T=180d T=0d T=180d
T=0d T=180d
20 1,22 2,15 1,4 1,26 8,3 8,98
17 1,11 1 1,12 0,8 6,02 4,2
16 0,64 0,75 0,77 0,91 4,47 4,54
13 3,79 2,35 0,98 0,69 7,65 6,21
12 11,17 6,21 4,89 2,33 25,47 14,71
10 5,38 3,67 1,24 1,04 8,37 6,59
9 2,97 1,71 1,54 1,02 7,52 5,53
4 1,54 2,71 1,04 1,28 5,68 9,17
1 0,86 0,72 0,78 0,67 3,88 2,83
2 2,97 2,03 1,19 1,62 8,75 9,14
AV 3,17 2,33 15 1,16 8,61 7,19
Placebo
STDV
Placebo 3,19 1,65 1,22 0,5 6,16 3,44
Tabelle 5: AV=Mittelwert, STDV=Standardabweichung: bezogen auf die jeweilige

Gallensduren-Serumkonzentrationen von 10 Patienten (Placebogruppe).

In der Placebogruppe liegen die Mittelwerte der einzelnen GS am Ende der

Studienperiode im Bereich der Ausgangsmittelwerte. UDCA steigt nicht signifikant

an: von initial 0,92 pymol/L + 0,85 auf 1,16 pumol/L = 1 nach sechs Monaten (n.s.).

pmol/L

UDCA-Serumkonzentration mT=0d

@ T = 180d

3,5+

2,5

20 17 16 13 12 10 9 4 1 2

Patienten der Placebogruppe

Diagramm 9: Erlauterung im Text.
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Die mittlere DCA-Konzentration zeigt einen leichten Abfall vom Ausgangswert 2,4
pmol/L + 1,69 auf 2,01 pmol/L £ 0,97 nach sechs Monaten. Analog dazu verhalten
sich im Mittel LCA, CDCA, CA und die Summe der Einzelfraktionen (,Gesamt-GS*):
es zeigt sich bei allen GS unter Placebobehandlung kein signifikanter Unterschied
zwischen Ausgangswert (T= 0 d) und 180-Tage-Wert (T= 180 d). Die einzelnen
Werte konnen Tabelle 5 entnommen werden, die graphische Dimension der

jeweiligen UDCA-Konzentrationen ist in Diagramm 9 dargestellt.

5.3.3. Vergleich der Gallensaurenspiegel

Bei den beiden Gruppen (Verum- und Placebo- bzw. Kontroligruppe) sind keine
signifikanten Unterschiede zwischen den mittleren Ausgangswerten (T= 0 d) der
Serumkonzentrationen von UDCA, DCA und LCA messbar und auch die Mittelwerte
der Summe der Einzel-GS im Serum (,GS gesamt®) unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander. Somit liegen zwei vergleichbare Grundgesamtheiten vor.

Am Ende der Studienperiode unterscheiden sich die UDCA-Spiegel in der
Verumgruppe im Mittel signifikant von den UDCA-Konzentrationen der
Kontrollgruppe (p=0,01). Auch bei Analyse der Mittelwerte der Gesamtgallensauren
findet sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Verum- und

Placebogruppe (p=0,01).

Es st kein signifikanter Unterschied zwischen der mittleren DCA-
Serumkonzentration der Verumgruppe und der Kontrollgruppe am Ende der

sechsmonatigen Behandlungsperiode messbar.

Die Serumkonzentration der zweiten sekundaren Gallensaure LCA zeigt nach 180
Tagen im Durchschnitt einen deutlichen Unterschied zwischen Kontroll- und
Verumgruppe (0,91 zu 1,3 pmol/L). Dieser Anstieg kann bei Anwendung eines
einseitigen t-Tests, d.h. bei erwartetem Anstieg der LCA-Fraktion unter UDCA-
Therapie, als signifikant bezeichnet werden (p= 0,03). Bei Anwendung des regularen
zweiseitigen Tests ist der Unterschied statistisch gerade nicht mehr signifikant (p=
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0,06). Das heisst, dass ein unter UDCA-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe

tendenzieller relativer Anstieg der LCA-Konzentration zu verzeichnen ist.

5.3.4. UDCA-Serumkonzentration und Gesamtproliferation

Plin % Plin %
UDCA UDCA
] (Colon (Colon
Patient-Nr. (gesamt) (gesamt)
gesamt) gesamt)
T=0d T=180d
T=0d T=180d
1 12,86 15,74 0 0
2 12,63 14,48 0 2,15
3 18,81 14,32 1,87 14,78
4 20,56 14 0,91 2,61
5 17,33 16,94 1,63 30,34
6 15,66 11,99 0 1,64
7 19,93 13,79 2,13 15,33
8 13,21 13,47 5,66 2,33
9 17,86 14,55 0,98 1,63
10 11,88 20,17 0,85 0,82
11 14,75 12,98 1,16 14,77
12 13,36 14,04 3,1 2,39
13 15,62 18,47 0,88 1,05
14 14,06 16,13 0,79 514
15 20,53 20,93 2,05 33,36
16 13,52 18,13 0,76 0
17 13,88 14,05 0,81 0
18 15,66 15,83 0 2,91
19 16,41 17,14 0 11,48
20 16,44 16,51 0,88 0,97
Tabelle 6: Patienten der Verumgruppe sind fettgedruckt dargestellt. Alle GS-Werte sind

in mmol/L Serum angegeben. Weitere Erlauterung im Text.

Der mittlere proliferative Index aller Einzelsegmente (,Pl gesamt‘) am Ende der
sechsmonatigen Behandlung mit UDCA (Verumgruppe) unterscheidet sich nicht von
dem Ausgangswert (n.s.). Ein analoges Ergebnis ergibt sich hier fur die
Placebogruppe: es findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Mittelwerten des Gesamt-PI vor und am Ende der Behandlungsperiode (n.s.).

Die mittleren Ausgangswerte (PI, T= 0d) der beiden Studiengruppen sind statistisch
vergleichbar, weil nicht signifikant verschieden. Nach 180 Tagen Behandlung
unterscheiden sich beide Gruppen (Verum/Placebo) in bezug auf den

durchschnittlichen Pl — wie in Kapitel 5.2. bereits dargestellt — ebenfalls nicht (n.s.).
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Bei einem Patient der Verumgruppe (Nr. 8) ist ein Abfall der UDCA-
Serumkonzentration unter UDCA-Therapie zu verzeichnen; der durchschnittliche Pl

dieses Studienteilnehmers bleibt wahrend der Studienperiode fast unverandert.

5.3.5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend zeigt sich nach einer sechs Monate wahrenden Behandlung mit
750 mg UDCA pro Tag eine nicht-signifikante, geringe Senkung des
durchschnittlichen Pl (Gesamtproliferation). In der Kontrollgruppe findet sich nach
derselben Periode unter Placebobehandlung ein tendenzieller Anstieg des

durchschnittlichen PI.

Die untersuchte Gallensaure UDCA reichert sich im Serum der Verumgruppe nach
sechsmonatiger Behandlung im Mittel signifikant an, ebenso kommt es zu einem
signifikanten Anstieg der mittleren Gesamtgallensaurenkonzentration. Der mittlere
UDCA-Spiegel der Verumgruppe unterscheidet sich am Ende der
Behandlungsperiode signifikant von dem der Placebogruppe. Analog gilt die letzte

Aussage auch fur die Gesamtgallensaurenkonzentration.
Signifikante Veranderungen nach 180 Tagen zwischen den Gruppen und im Verlauf
innerhalb der jeweiligen Gruppe konnen bei Betrachtung der mittleren

Serumkonzentrationen von DCA, LCA, CDCA und CA nicht festgestellt werden.

Die mittleren GS-Ausgangswerte der beiden Gruppen unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander, sind demnach statistisch vergleichbar.
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6. Diskussion

6.1. Erorterung der Ergebnisse

In dieser Studie vermochte eine sechsmonatige, Placebo-kontrollierte UDCA-
Applikation die Proliferationsindizes der kolorektalen Mukosa bei Patienten mit
kolorektalen Adenomen nicht signifikant zu senken. Aufgrund des Pilotcharakters der
Studie wurde die Dosis der Verumbehandlung an die Ubliche therapeutische Dosis
bei der Behandlung cholestatischer Lebererkrankungen wie auch der Litholyse von
Gallensteinen angepasst; sie wurde auf 750 mg pro Tag (0-0-3) festgelegt, 10 - 12
mg/kg Korpergewicht entsprechend. Die Frage nach der optimalen UDCA-Dosis wird

weiter unten im Zusammenhang mit Daten im Tiermodell erértert.

6.1.1. Charakteristika der Patienten

Die im Rahmen der prae-endoskopischen Diagnostik erhobenen anamnestischen
und Klinisch-chemischen Befunde erbrachten bei keinem der angefragten Patienten
eine Kontraindikation fir Polypektomie / Endoskopie bzw. fir die eigentliche
Studienteilnahme.

Von 29 initial zur Studienteilnahme einwilligenden Patienten brachen sieben diese
Studie vorzeitig ab (,drop-out‘-Rate: 24,1%). Die auswertbaren Patienten, jeweils 10
in der Verum- und 10 in der Kontrollgruppe, waren hinsichtlich der Ausgangswerte
der gemessenen Parameter vergleichbar und befanden sich alle in einem guten

Allgemein- und Ernéhrungszustand.

Neben den fir den vorzeitigen Studienabbruch von den Patienten angefiihrten
Beschwerden wie z.B. Unwohlsein im Epigastrium und Veranderungen des
Stuhlgangs spielte mdglicherweise auch ein nicht-artikuliertes Unbehagen tber das
semi-invasive Setting dieser Studie eine Rolle. Explizit sei hier auf die mihsame
Pflicht, Gber einen Zeitraum von sechs Monaten téglich drei Kapseln einnehmen zu
mussen und sich anschliessend einer wiederholten Koloskopie zu unterziehen,
hingewiesen. Diese Argumentation wurde von einigen Patienten schon beim initialen

Gespréach geaussert.
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In einer kirzlich erschienenen Studie mit ahnlichem Setting - 21 auswertbare
Patienten mit kolorektalen Polypen, die Uber verschieden lange Zeitstrecken mit
unterschiedlichen Dosen des NSARs Mesalazin behandelt wurden - lag die ,drop-
out“-Rate (12,5%) um etwa die Halfte niedriger [Reinacher-Schick et al., 2000].
Allerdings war hier ein um mindestens den Faktor 12 kirzerer Behandlungszeitraum
(< 14 Tage) gegeben. Die ahnlich kleine Fallzahl (n= 21 im Vergleich zu n=20 in der
vorliegenden Studie) hangt mit dem Studiencharakter zusammen; sie ist im
Allgemeinen bei einem sogenannten ,polyp trial“ kleiner als z.B. bei interventionellen

Untersuchungen zum Auftreten des KRKs [Schatzkin et al., 1994].

Die Alters- wie auch die Geschlechterverteilung der Studienteilnehmer passt gut zur
Epidemiologie kolorektaler Adenome. Die alteren und ménnlichen Studienteilnehmer
waren in der Mehrzahl: dies kann durch die erhdhte Pravalenz kolorektaler Polypen
im Alter und beim mannlichen Geschlecht erklart werden, wie im Kapitel 2 dargestellt

wurde.

Trotz der relativ kleinen Fallzahl ist der erkennbare Trend hinsichtlich des
histologischen Typus in Abhangigkeit zur Grésse der kolorektalen Polypen
charakteristisch: je grosser die ektomierten Polypen, desto haufiger finden sich
mikroskopisch villose Anteile am tubuldren Adenom, Ubereinstimmend mit einer

grossen amerikanischen Studie [O"Brien et al., 1990].

Die Compliance der die Studie abschliessenden Teilnehmer wurde wahrend der
Studienperiode Klinisch als befriedigend beurteilt und durch eine ausreichende
Betreuung sichergestellt. Tatsachlich konnte bei 90% der Patienten in der
Verumgruppe am Ende der Studienperiode ein deutlicher Anstieg der UDCA-
Serumkonzentration verzeichnet werden, diese Zunahme nach sechs Monaten war
auf die gesamte Gruppe bezogen statistisch signifikant. Damit ergibt sich zumindest
ein Hinweis fur eine positive Compliance der Studienteilnehmer der Verumgruppe.
Fur ein komplettes laborchemisches Monitoring der Compliance waren natirlich
wesentlich mehr ventse Blutentnahmen zur Kontrolle der Serum-GS im Verlauf

notwendig gewesen.
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Die gute Vertraglichkeit des Studienmedikaments wurde von den Patienten
grundsatzlich bestatigt, gravierende unerwinschte Wirkungen wahrend der
Studienperiode traten bei dieser kleinen Population in Ubereinstimmung mit der
Literatur keine auf. Auch bei Analyse der Kontrollgruppe konnte keine unerwiinschte
Wirkung des Placebopraparats — wie z.B. Diarrhoe bei moglicher Lactose-Intoleranz

— gefunden werden.

6.1.2. Proliferationsindizes der kolorektalen Mukosa

Durchschnittliche Proliferationsraten - Ubersicht

0,00 —
Cae |Cae |Asc | Asc | Tra | Tra | Des | Des | Sig | Sig | Rec | Rec

0O 180 | O |(180 | O |180 | O (180 | O |180 | O |180
WMUDCA |17,68|18,20/18,39(16,30(17,01|15,78 |16,35|14,87|16,33 |15,06 14,06 (12,30
OPlacebo |16,66(17,90 (15,74 (16,98 |16,79|16,77 |14,72|14,59 13,74 |14,85|11,93 13,42

Diagramm 10: Durchschnittlicher PI in % fir Behandlungsgruppe (,UDCA" oder ,Placebo"),
Darmsegment und Untersuchungszeitpunkt (0 bzw. ,180° d) spezifiziert.
.Cae“=Caecum; ,Asc“= Colon ascendens; ,Tra“= Colon transversum; ,Des“= Colon
descendens; ,Sig“= Colon sigmoideum; ,Rec"= Rectum; ,Ges"= Gesamtproliferation.

Zusatzlich sind unten die Zahlenwerte (Pl in %) flr die Saulen angegeben.

Die Indizes der kolorektalen Proliferation sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit in
Diagramm 10 nochmals graphisch dargestellt. Sowohl bei der Betrachtung der
Gesamtproliferationsrate als auch bei der Analyse einzelner Segmente konnte keine

signifikante Anderung des Pl im humanen Darm nach sechsmonatiger UDCA- oder
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Placebo-Therapie gefunden werden. Somit konnte die postulierte Reduktion der

epithelialen Proliferation mittels UDCA im humanen Colon nicht belegt werden.

Die Gesamtproliferationsrate wurde als arithmetisches Mittel der Pl der ,normalen’
Mukosa der sechs Colonsegmente berechnet. Damit verbunden ist eine gute,
orientierende Aussage Uber das durchschnittliche Proliferationsverhalten des
Kolorektums unter Ausblendung einzelner intersegmentaler Differenzen. Diese
Methode ist etabliert [Ochsenkihn et al., 1999]; sie entbindet aufgrund des
fortlaufenden Gallensaurenmetabolismus durch Darmbakterien aber nicht von der
Analyse der sechs Einzelsegmente. Der durchschnittliche Ausgangswert (T= 0 d) der
Gesamtproliferation von allen Studienteilnehmern lautete 15,7 % + 2,7. Das ist die
Zahl an Propidiumjodid-positiven Zellkernen am Zellzyklus, entsprechend dem Anteil
der Mukosazellen in S- und G,M-Phase (,Teilungs“- bzw. ,Wachstumsphase®). Jener
Basis-PI lag bei der 0.g. Arbeit nach Untersuchung von 19 Adenom-Patienten etwas
niedriger (14,1 %) — allerdings noch im Bereich der Standardabweichung dieser
Arbeit [Ochsenkihn et al., 1999].

Der Variationskoeffizient (CV) fur die einzelnen Zellzyklusphasen i.R. der
durchflusszytometrischen Analyse wurde 1980 anhand von 228 Proben bestimmt: fur
die positiv bestimmten Nuclei in der S-Phase lag der Wert bei 11,8%, fir die Kerne in
der G2/M-Phase bei 8,2% und fur die Nuclei in der GO/G1-Phase bei 1,26%
[Thornthwalite et al., 1980].

Obwohl jede Studienbiopsie aus der endoskopisch unauffalligen Schleimhaut des
Colons entnommen wurde und parallel zu der Analyse des Pl eine histologische
Untersuchung erfolgte, die das Fehlen einer Entziindung, Dysplasie oder anderen
Pathologie nachweisen konnte (Daten hier nicht gezeigt), darf die Zuordnung der
durch die Knipsbiopsie gewonnenen Zellen zur kolorektalen Mukosa im Sinne rein
epithelialer Zellen nur postuliert werden. Es erscheint unwahrscheinlich, aber nicht
ausgeschlossen, dass z.B. wenige subklinisch proliferierende lymphatische Zellen
den gemessenen Pl verfalscht haben kénnen. Statistisch gesehen musste von einer
systematischen Abweichung gesprochen werden, da angenommen werden kann,
dass dasselbe Phanomen fir die im Rahmen der Kontrollcoloskopie (T=180 d)

entnommenen Biopsien ahnlich wahrscheinlich ist.
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Nach sechs Monaten Behandlung mit UDCA (Verumgruppe) lag der
durchschnittliche Pl fur das gesamte Colon bei 1535% + 2,62, also 1,28
Prozentpunkte niedriger als der Ausgangswert (16,63% + 2,47). Diese tendenzielle
Abnahme spiegelt einen Teil der Hypothese wieder, allerdings ist der Unterschied
(zum Ausgangswert) nicht statistisch signifikant.

In der Placebogruppe kam es im Verlauf zu einer geringen Zunahme des Gesamt-PI
um 1,15 Prozentpunkte auf 16,01 % = 2,22. Der Anstieg lag im Bereich der
Standardabweichung und war nicht signifikant. Dieser Wert sollte beinahe konstant
bleiben oder leicht ansteigen, wenn man eine zeitabhangige Steigerung der
Proliferation annimmt.

Beim Vergleich der Ergebnisse zwischen den beiden Gruppen unterschieden sich die
durchschnittlichen PI-Werte nach 180 Tagen Behandlung entgegen der Hypothese
nicht signifikant zwischen Verum- und Placebobehandlung: 15,35% + 2,62 in der
Verumgruppe versus 16,01 % = 2,22 in der Kontrollgruppe waren nach
sechsmonatiger Behandlung ,proliferativ‘ im Sinne der PI-Definition. Der Unterschied
zwischen den beiden Gruppen war statistisch nicht signifikant. Die mittleren
Ausgangswerte (PlI, T= 0d) der beiden Studiengruppen waren statistisch

vergleichbar, weil nicht signifikant verschieden.

Fur die einzelnen Segmente ergaben sich analog zum Ergebnis bei der
Gesamtproliferation keine signifikanten Unterschiede, sowohl bei der Betrachtung
des PI zu den Zeitpunkten T= 0 d und T= 180 d innerhalb der Verumgruppe als auch
im Vergleich der 180-Tage-Werte zwischen den beiden Gruppen. Somit muss nach
dieser erstmals bei humanen Polypentragern gezielt durchgefihrten UDCA-
Applikation festgestellt werden, dass die in Kapitel 3 genannte Hypothese bei kleiner
Fallzahl (n= 20) nicht belegt werden konnte. Auf Grund der geringen Pl-Unterschiede
bei dem Vergleich von 10 Patienten der Verumgruppe mit 10 Patienten der
Placebogruppe erscheint es unwahrscheinlich, dass bei grésseren Gruppengréssen

ein klinisch relevanter Effekt zu erreichen ware.

Die hier angewandte Technik zur Bestimmung des DNA-Gehalts der
gastrointestinalen Epithelzellen mittels Propidiumjodid ist etabliert. Beispielsweise
wurde damit die praneoplastische Hyperproliferation der Magenmukosa untersucht

[Meining et al., 1998]. Trotzdem sollte die Methodik zur Messung der mukosalen
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Proliferation in zuklnftigen Studien am Menschen erweitert werden: so koénnten
zusatzliche Marker wie z.B. die Expression des PCNA (,Proliferating Cell Nuclear

Antigen®) bestimmt werden.

Insgesamt erscheint es nach den vorliegenden Ergebnissen fraglich, ob UDCA beim
Menschen ulberhaupt einen chemopréventiven Effekt auf das KRK austbt. Die

allgemeine Diskussion moglicher Ursachen findet sich in Kapitel 6.2..

6.1.3. Serumkonzentrationen von UDCA und anderen Gallensauren

Bei der massenspektrometrischen Analyse der Gallensaurenprofile im Serum der
Studienteilnehmer zeigten sich wenige Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
Erwartungsgemass liegt die mittlere UDCA-Konzentration vor sechsmonatiger
Einnahme der Gallenséaure signifikant niedriger als am Ende der Studienperiode. Hier
kommt es also zu einem erwarteten Anstieg nach / unter der oralen Behandlung mit
750 mg UDCA pro Tag. Dieses Ergebnis passt gut in bisher publizierte Studien tber
die Anreicherung (,major circulating bile acid*) von UDCA in Galle und Serum unter
drei Monate andauernder oraler Substitution mit 600 mg UDCA / Tag [Makino et
Nakagawa, 1978].

Auch der Vergleich des UDCA-Gehalts im Serum zwischen Verum- und
Placebogruppe fallt erwartet aus: in der UDCA-Gruppe liegt er am Ende der
Behandlung signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis ist Basis fir
jede Uberlegung zu potentiellen Wirkmechanismen der UDCA als KRK-
Chemopraventivum. Die Voraussetzung, dass beide Gruppen hinsichtlich ihrer

initialen Gallensdurenwerte vergleichbar waren, war gegeben.

Es ist erkennbar, dass Patienten der Verumgruppe , bei denen es zu einer deutlichen
Zunahme des UDCA-Serumspiegels im Verlauf kam, mehrheitlich (55,6 %) auch eine
Abnahme der Proliferationsrate des Colondurchschnitts zeigen (Nr. 3, 5, 7, 11, 6)
wéahrend die Minderheit (4 von 9 Patienten) dieser Gruppe eine Stagnation oder
einen geringen Anstieg des durchschnittlichen Pl aufweist (Nr. 19, 18, 15, 14). Einzig
bei Patient Nr. 8 fallt die UDCA-Konzentration nach / unter Substitution, was die

Vermutung zulasst, dass dieser Studienteilnehmer nicht compliant war. Bei
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Betrachtung der anderen GS lasst sich feststellen, dass die UDCA-Behandlung in
der untersuchten Population nicht zu der postulierten Abnahme von DCA geflhrt hat;
in zwei anderen Studien (am Tier) wurde eine Abnahme der fakalen DCA-

Konzentration nachgewiesen [Kurtz et al., 1988][Rodrigues et al., 1995].

Der LCA-Spiegel ist im Vergleich der 180-Tage-Werte zwischen UDCA- und
Kontrollgruppe auffallig: hier konnte eine im Verlauf grenzwertig signifikante relative
Zunahme dieser GS im Serum der Verum-Patienten gemessen werden. Der relative
Anstieg dieser sekundaren GS im Serum nach / unter UDCA-Therapie kbnnte in
Zusammenhang mit dem von Darmbakterien getragenen Metabolismus von UDCA
zu LCA im Stuhl stehen. Eine Arbeit am Tier beschrieb 1995 den Anstieg des fakalen
LCA-Gehalts unter UDCA-Therapie [Rodrigues et al., 1995]. Gleichfalls im
Rattenmodell wurde nach UDCA-FUtterung die Zunahme von LCA in der unléslichen
Stuhlfraktion dokumentiert, wahrend UDCA sich allerdings in der wasserloslichen
Fraktion der Fazes anreicherte [Batta et al., 1998]. Die LCA-Konzentration(en) im
Serum wurden hier nicht bestimmt.

Es konnte der LCA-Gehalt im humanen Darm mit dem Ausmass der kolorektalen
Zellproliferation korreliert werden: bei Patienten mit KRK oder adenomatdsen
Polypen [Stadler et al., 1988]. Vor kurzem konnte eine niederlandische Arbeitsgruppe
den Anstieg der LCA-Konzentration im humanen Stuhlwasser wéhrend einer UDCA-
Applikation nachweisen und somit Daten aus dem Rattenmodell fir den Menschen
bestatigen [Van Gorkom et al., 2002b].

Der Anstieg von DCA- und CDCA-Konzentration im Serum nach 180 Tagen UDCA-
Substitution Uberrascht, da allgemein angenommen wird, dass es unter UDCA-
Therapie zu einer Abnahme der zytotoxischen CDCA- und DCA-Anteile am
Gesamtgallensdurenpool kommt [Hofmann, 1999], die sich auch im Serum
wiederspiegeln sollte. Mdglicherweise ist hier ein Unterschied zwischen Tier und
Mensch (mit kolorektalen Polypen) gegeben, da die o.g. Erkenntnis in erster Linie
zuruckliegenden Studien am Tier entspringt [Rodrigues et al., 1995][Brasitus, 1995].
Der nach 180 Tagen Therapie dokumentierte deutliche Anstieg des
Gesamtgallensédurengehalts im Serum der Verumgruppe lasst sich in erster Linie auf
die Fraktion der Ursodeoxycholséaure zurtckfiihren; deren Zunahme war sowohl beim

Vergleich der Werte vor / nach UDCA-Therapie als auch beim Vergleich zur
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Placebogruppe statistisch signifikant.

Die gemessenen basalen Gallensdurenkonzentrationen befinden sich im oberen
Bereich von bereits friher publizierten Daten und unterliegen einer gewissen
Schwankungsbreite. In einer Zusammenfassung humaner GS-Konzentrationen im
Serum — von 10 erwachsenen Probanden - wurden CA mit 2,1 umol/L (0,3 — 7,2),
CDCA mit 1,2 umol/L (0,3 — 3,9), DCA mit 1,2 umol/L (0,3 — 4,5) und LCA mit 0,1
pumol/L (0 — 0,3) gaschromatographisch bestimmt. Die Gesamtgallensauren-
konzentration lag in dieser Population bei 5,3 umol/L (1,1 — 16,4) [Lentner, 1985]. Die
eigenen Werte lauten im Mittel: 1,39 umol/L (CA); 2,87 pumol/L (CDCA); 2,04 umol/L
(DCA); 1,23 pmol/L (LCA) und 8,51 pumol/L (Gesamt-GS). Im Vergleich fallt der LCA-
Wert auf, der deutlich von dem im vorliegenden Ergebnisteil geschilderten abweicht
und schon beim Zeitpunkt ,T= 0 d’ relevant hoher liegt als in der zitierten Publikation.
Damit erscheint zuséatzlich fraglich, ob der oben diskutierte relative LCA-Anstieg nach

bzw. unter UDCA-Therapie klinisch relevant ist.

6.2. Allgemeine Diskussion

6.2.1. Metabolismus und potentielle Effekte von UDCA im Kolorektum

Nach den hier gezeigten Ergebnissen muss angenommen werden, dass der
vermeintliche chemopraventive Effekt von UDCA auf einem anderen Mechanismus
beruht als auf der Senkung der Proliferationsrate der kolorektalen Mukosa.

Bei der Bewertung der Ergebnisse werden Metabolismustiberlegungen zu UDCA
bzw. den anderen GS im Darm angestellt; dazu werden potentielle
Wirkmechanismen des Studienmedikaments diskutiert. Aufgrund des in Kapitel 2
geschilderten Hintergrundes wird davon ausgegangen, dass die gemessenen
Proliferationsraten im Kolon unter anderem von der Iuminalen GS-
Zusammensetzung abhangen. Dabei ergibt sich eine erste Problematik: die
Bestimmung der GS-Konzentrationen im menschlichen Kolonlumen.

Aus praktischen Grinden wird bei humanen Studien zumeist auf indirekte Verfahren

zur GS-Bestimmung - in Serum oder Stuhl — zurlckgegriffen. Inwieweit eine GS-
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Konzentration im Stuhl, unabhangig von der Zuordnung zu einer Phase (wassrig /
fest), grundsatzlich die Konzentration im Darmlumen darstellt, ist noch nicht geklart.
Kontinuierliche oder segmentabhangige Konzentrationsdnderungen der luminalen
GS-Zusammensetzung erscheinen wahrscheinlich. Fur Sigma und Rectum erscheint
eine Korrelation der luminalen GS-Konzentration mit der fakalen plausibel, fir die
aboral ersten Segmente des Dickdarms (bis einschliesslich des C. descendens)

muss diese kritisch hinterfragt werden.

Es wurde gezeigt, dass Importsysteme wie z.B. das Transportprotein ASBT (,apical
sodium-dependent bile salt transporter®) fir die luminale Aufnahme von UDCA und
anderen GS in den Enterozyten verantwortlich sind [Kullak-Ublick et al., 2003]. Die
Prasenz dieses Mechanismus’, der fir den Bereich des Dinndarms nachgewiesen
wurde, wird mittlerweile auch fur das Colon gefordert. Fir die luminale GS-
Konzentration ware demzufolge das Expressionsmuster dieser Proteine von grosser
Bedeutung. Einer kleinen amerikanischen Studie zufolge ist das Vorliegen eines
Polymorphismus im fur ASBT kodierenden SLC10A2-Gen mit dem Risiko fur
kolorektale Adenome assoziiert [Wang et al., 2001]. Diese Beobachtung unterstreicht

erneut die Rolle der GS bei der kolorektalen Karzinogenese.

In der vorliegenden Arbeit wurden aus Grunden der Praktikabilitat die GS-
Konzentrationen im Serum gemessen, da die naheliegende Vermutung, dass die
Konzentrationen der GS im Stuhl mit denen im Serum korrelieren, im Speziellen ftr
die zytotoxische DCA nachgewiesen wurde [Van Faasen et al., 1997]. Die Senkung
der luminalen Konzentration dieser tumorforderlichen GS war ein Ziel der UDCA-
Applikation. Aufgrund dieser Korrelation kann aus den geschilderten Ergebnissen
geschlossen werden, dass beim Menschen die Behandlung mit UDCA - entgegen
der Hypothese — nicht die DCA-Konzentration im Serum und damit auch nicht in den

Fazes zu senken vermag.

Im Gegensatz dazu konnte in einer kirzlich publizierten, Placebo-kontrollierten
Crossover-Studie an gesunden Probanden eine prozentuale Abnahme des fakalen
CA-, CDCA- und DCA-Gehalts nach vierwochiger UDCA-Einnahme (900 mg/d)
nachgewiesen werden. In diesem Setting wurde weiterhin eine signifikante Zunahme
der UDCA- und LCA-Konzentrationen beobachtet [Van Gorkom et al., 2002b].

84



Jede GS, die im terminalen Ileum nicht resorbiert wird, ist im Colon verschiedenen
erndhrungsbedingten und biochemischen Einflissen wie z.B. pH-Wert-
Veranderungen ausgesetzt. Eine niederlandische Multicenter-Studie konnte bei 20
Patienten mit grossen Adenomen und mittel- bis hochgradigen Dysplasien einen
signifikant niedrigeren pH-Wert in der wassrigen Phase der Fazes nachweisen als in
der Kontrollgruppe [De Kok et al.,, 1999]. Die Autoren folgern daraus, dass ein
hoherer pH-Wert im Stuhlwasser potentiell die Entstehung kolorektaler Adenome
verhindern koénnte. Andere Einflussfaktoren auf die GS-Konzentration(en) im
komplexen Milieu des Colonlumens umfassen die individuell verschiedene bakterielle
Flora, die Stuhltransitzeit und Unterschiede in der Zufuhr von Nahrungsbestandteilen
[Van Faassen et al., 1993][Reddy et al., 1998].

Zum Beispiel wurde der Einfluss von Calcium (Ca'™), das potentiell KRK-
chemopraventiv wirkt, auf die Gallensaurenzusammensetzung in humaner Galle und
Stuhl untersucht: Calcium vermochte die Konzentration an CDCA in der Galle und
das LCA- zu DCA-Verhaltnis im Stuhl signifikant zu senken [Lupton et al., 1996]. Man
muss annehmen, dass GS im Kolonlumen durch hohe Ca'*-Konzentrationen
gebunden werden. In diesen Zusammenhang passt der Ansatz einer vor kurzem
publizierten Studie Uber den Einfluss von Ca"™ auf die kolorektale epitheliale
Proliferation bei Patienten mit kolorektalen Adenomen; allerdings wurde mit einem
Gramm Ca'", Giber zwei Monate gegeben, die proliferative Aktivitat des Kolonepithels
nicht verandert [Van Gorkom et al., 2002a]. Auch eine andere Studie, die den Effekt
eines neunmonatigen Ernahrungszusatz’ von 2 Gramm Ca’™" pro Tag auf die
kolorektale Proliferationsrate bei Patienten mit Kolonadenomen untersuchte, konnte
im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten Veréanderungen des PI
nachweisen [Weisgerber et al., 1996]. Im n&chsten Kapitel wird beschrieben, dass
vermutlich nur ein langfristiger Ca** -Zusatz mit der Nahrung eine chemopréventive

Wirkung entfalten kann, der Mechanismus ist noch unklar.

Spezies-spezifische Unterschiede (Mensch/Tier) im GS-Metabolismus sind
wahrscheinlich. Schon allein zwischen verschiedenen Kleintieren gibt es
betrachtliche Differenzen in der GS-Komposition [Kasbo et al., 2002]. Diese
Tatsache muss bei der Interpretation der Ergebnisse in Zusammenhang mit

vorangegangenen Tiermodellen beachtet werden. GS-Studien zur kolorektalen
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Proliferation sind am Menschen nur limitiert vorhanden.

In einer ersten Studie konnte UDCA die DCA-Konzentration im Rattencolon
signifikant senken [Kurtz et al., 1988]. Der durch mehrere Studien [Earnest et al.,
1994][Rigas et al., 1994][Narisawa et al., 1998] am Tiermodell unterlegte hemmende
Einfluss der UDCA auf die KRK-Tumorpromotion wird nach den vorliegenden Daten
beim Menschen nicht Giber eine Senkung des DCA-Gehalts im Kolonlumen ausgetibt.
Zwar reichert sich UDCA unter Substitution im Serum von KRK-Risiko-Patienten

(Adenomtrager) an, die DCA-Konzentration verandert sich aber nicht signifikant.

Dass DCA im Rahmen der Tumorentstehung im Colon eine wichtige Rolle spielt,
konnte durch eine aktuelle Studie belegt werden: das Tumorsuppressorgen p53
wurde in einer kolorektalen Zelllinie auf Proteinniveau durch eine erh6hte DCA-
Konzentration supprimiert, zumindest zum Teil vermittelt Gber den intrazellularen
,ERK’-Signalweg [Qiao et al., 2001]. Epidemiologische Studien zur Korrelation des
DCA-Gehalts in Serum und Stuhl bei Patienten mit kolorektalen Adenomen
ergadnzten das Konzept der Tumorpromotion durch sekundare GS [Stadler et al.,
1988][Bayerdorffer et al., 1993a].

Eine Studie aus Arizona erganzte die oben geschilderten Daten um die Analyse der
Apoptose anhand verschiedener kolorektaler Zelllinien: DCA induzierte Uber einen
Proteinkinase C-abhangigen Signalweg den programmierten Zelltod, diese Wirkung
konnte fur die Zytotoxizitat der DCA verantwortlich sein [Martinez et al., 1998].
Zusatzlich beobachteten die Autoren eine Hemmung der Zellproliferation ohne
Aktivierung der Apoptose unter UDCA-Inkubation.

Zur Apoptose als hier nicht untersuchtem Alternativweg der moglichen UDCA-
Wirkung finden sich in der Literatur diverse Arbeiten. Eine Studie konnte an
Rattenhepatozyten und anderen Zelllinien einen Apoptose-inhibierenden Einfluss der
UDCA zeigen: namlich den Schutz vor Apoptose durch Protektion der
mitochondrialen Membranpermeabilitdt [Rodrigues et al., 1998]. Benz und Kollegen
fanden Ahnliches beim Menschen: sie untersuchten an primaren Hepatozyten in vitro
den hemmenden Einfluss von Tauroursodeoxycholsaure auf die Glyko-CDCA
induzierte Apoptose [Benz et al., 2000]. In einer Ubersichtsarbeit wurden anti-

apoptotische Eigenschaften der UDCA (bezogen auf die Cholestase) ausfuhrlich
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dargestellt [Rodrigues et Steer, 2001]. Eine aktuelle In-vitro-Studie konnte den
protektiven Einfluss von UDCA und Tauro-UDCA auf die Fas-Ligand-induzierte
Apoptose nachweisen [Azzaroli et al., 2002]. Ob sich der in den zitierten (in-vitro-)
Arbeiten durch UDCA bedingte Schutzeffekt vor dem programmierten Zelltod ohne
Weiteres auf die Situation in vivo Ubertragen Ilasst, bleibt offen. In einer
bemerkenswerten Arbeit wurde in vivo (Rattenmodell) der Effekt von UDCA auf die
hepatische Karzinogenese untersucht; hier fand sich neben einer signifikant
reduzierten Anzahl von Lebertumoren eine andere UDCA-Wirkung: namlich eine
erhohte Anzahl apoptotischer Zellen [Oyama et al.,, 2002]. Es ist moglich, dass
UDCA die Hepatokarzinogenese reduziert, indem es die Apoptose in initial
transformierten Hepatozyten induziert. Bei Ubertragung dieser Daten auf die
kolorektale Adenom-Karzinom-Sequenz lage hier ein potentiell KRK-protektiver
Wirkmechanismus der UDCA.

In einer im Kapitel 2.2.1.4. erwahnten Vorlauferstudie konnte die DCA-
Serumkonzentration mit dem Grad der kolorektalen Proliferation beim Menschen
korreliert werden [Ochsenkihn et al., 1999]. Eine kanadische Gruppe zeigte bereits
1988, dass Patienten mit Kolontumoren im Vergleich zu einer Kontrollgruppe neben
einer hoheren Proliferationsaktivitat signifikant hohere DCA- (und LCA-) Spiegel in
der wassrigen Phase der Fazes aufwiesen [Stadler et al., 1988]. Im Tiermodell fand
sich eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant héhere Proliferationsrate nach
einer neunwdchigen, kombiniert DCA- und Cholesterin-reichen Diat. Im Fall der
vorherigen Azoxymethan (,LAOM®) -Behandlung der Ratten — es handelt sich um ein
im Tierversuch bewahrtes gastrointestinales Karzinogen — waren durch die Diat
additive Effekte auf die kolorektale Proliferation zu beobachten [Hori et al., 1998].

Die Theorie tUber den Einfluss sekundarer GS bei der kolorektalen Karzinogenese
bleibt auch nach den vorliegenden Ergebnissen weiter bestehen; die fehlende
Hemmung der Proliferation unter UDCA ist in diesem Modell konsistent mit dem

weitgehend unverdnderten DCA-Spiegel.

Allerdings muss weiter erdrtert werden, den potentiellen Wirkmechanismus der
oralen UDCA-Applikation beim Menschen unabh&ngig von einer Anderung der

kolorektalen Proliferationsrate bzw. des DCA-Gehalts im Serum zu sehen. Wie oben
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geschildert, scheint auch das Konzept eines gerichteten UDCA-Einflusses auf die

apoptotische Kaskade als alleiniger Ansatz nicht auszureichen.

Schon 1987 wurde am Menschen die Epithelproliferation selektiv im Rektum unter
UDCA- bzw. CDCA-Substitution untersucht: es fanden sich keine signifikanten
Veranderungen nach einem, drei, sechs und zwolf Monaten im Vergleich zu den
Ausgangswerten [Deschner et al., 1987], was zu den Ergebnissen der vorliegenden
Studie passt. Eine andere Arbeit an der Ratte zeigte sogar eine milde
Hyperproliferation der basalen Kryptenzellen unter chronischer UDCA-Therapie,
allerdings nur im proximalen Colon. In dieser Studie fand sich kein Beleg fur einen
hyperproliferativen Effekt durch CDCA [Simanowski et al., 1987].

Dass der 180-Tage-Wert von LCA im Serum der UDCA-einnehmenden
Studienteilnehmer im Vergleich zur Kontrollgruppe bedingt signifikant héher lag, ist
kongruent zu einer Studie am Tiermodell [Rodrigues et al., 1995]. Hier wurde LCA
nach UDCA-Applikation zur mengenmassig gréssten GS im Rattencolon. Die
seitenspezifische Sulfatierung von UDCA (an C-7) verhinderte die — bakteriell
bedingte — Biotransformation zu LCA, UDCA wurde im Dunndarm schlechter

absorbiert und damit erleichtert in das Colon transportiert.

LCA zeigt als sekundare GS komutagene und kokanzerogene Eigenschaften und ist
Hauptmetabolit der oral zugefihrten UDCA auch im humanen Darm [Owen et al.,
1987]. Die vorliegenden Ergebnisse beweisen die Anreicherung von UDCA im Serum
nach bzw. unter der Therapie. Dies koénnte konsekutiv — Uber den UDCA-
Metabolismus zu LCA im Darm — auch zu einer Anreicherung von LCA im Serum
fuhren. Spekulativ muss weitergedacht werden: Dann wére das Ergebnis einer
nahezu unveranderten kolorektalen Proliferation unter UDCA-Behandlung
maoglicherweise die Folge einer Balance (,steady state*) zwischen der
unmetabolisierten kolorektalen UDCA-Fraktion mit den bekannten cytoprotektiven,
antiproliferativen Eigenschaften und dem Teil der metabolisierten

Ursodeoxycholsaure, namlich LCA mit der 0.g. Wirkung.

In einer neueren Arbeit konnte eine amerikanische Gruppe am isolierten

Rattencholangiozyten zeigen, dass die konjugierten Formen der LCA sowie CA einen

88



proliferativen Stimulus austbten; diese Hyperproliferation war assoziiert mit einer
PKC-abhangigen Hochregulation des apikalen Na*-abhangigen
Gallensaurentransporters ABAT [Alpini et al., 2001].

Ein protektiver Effekt von UDCA fand sich bei Behandlung eines ganz anderen
Krankheitsbildes, der Ibuprofen-induzierte Enteropathie in der Ratte: unter UDCA-
Zugabe traten signifikant weniger Ulcera in Dinndarm und gar keine Ulcera im Colon
auf [Lloyd-Still et al., 2001]. Somit konnte auch in diesem Modell insgesamt ein

Benefit der UDCA-Applikation verzeichnet werden.

Wie koénnte nun die potentielle KRK-Protektion durch UDCA aussehen, wenn das
Studienmedikament nicht tiber eine Anderung des DCA-Gehalts im Darm bzw. nicht

Uber eine Senkung der kolorektalen Proliferation wirkt?

Es finden sich nicht viele Untersuchungen zum intestinalen Wirkmechanismus der
UDCA: im Tumortiermodell gibt es Evidenz fur die Inhibition von ACF- Wachstum
(aberrant crypt foci, KRK-Vorlauferstadium) und Telomerase-Aktivierung durch orale
UDCA-Behandlung [Narisawa et al., 1999]. In einer vor kurzem publizierten Studie an
AOM-behandelten Ratten wurde Uber Beta-Catenin-reiche Krypten (,beta-catenin-
accumulated crypts“ oder ,BCAC®) berichtet: unter einer 0,5%-igen Diat mit der
primaren Gallensdure CA kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer
signifikanten Vergrosserung und Vervielfachung der BCAC, was die Vermutung
nahelegt, dass es sich hier um Vorstufen zum KRK handeln kdnnte. Es erscheint
interessant, dass Zahl und Grosse der AOM-induzierten ACF in diesem Setting durch
die CA-Diat signifikant abnahmen [Hirose et al., 2003].

Im Zusammenhang mit ihren friheren Ergebnissen fand eine amerikanische
Arbeitsgruppe, dass die UDCA-Applikation bei der Ratte die AOM-induzierte
Hyperproliferation und die Entstehung sowie das Wachstum von ACF zu inhibieren
vermochte. Die beiden letztgenannten Phanomene waren zeitabh&ngig: UDCA
vermochte nur in der Initiationsphase, nicht aber in der Promotionsphase die ACF-
Bildung und deren Wachstum zu hemmen, was — in diesem Modell — fir einen frihen

chemopraventiven Einfluss bei der KRK-Entstehung spricht [Wali et al., 2002].

In einer japanischen Studie wird spekuliert, dass der KRK-chemopraventive Effekt
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der UDCA in der Modulation des Arachidonsdauremetabolismus der kolorektalen
Mukosa liegen koénnte, nachdem im AOM-Modell unter UDCA-Therapie in der
kolorektalen Mukosa eine verminderte Expression der Gruppe Il Phospholipase A;
gefunden wurde [Ikegami et al., 1998].

Ob die in Kapitel 2.2. aufgefihrten direkten und indirekten Eigenschaften der UDCA
im Leber-Galle-System auf das Kolorektum ubertragen werden durfen, ist fraglich.
Selbst die besser untersuchten Wirkmechanismen der UDCA bei Leber- und

Gallekrankheiten sind nicht vollstandig geklart [Paumgartner et Beuers, 2002].

Aus den oben genannten Uberlegungen zum GS-Metabolismus und der Polaritat des
Kolonepithels erscheint es sinnvoll, die Betrachtung der moglichen UDCA-Wirkungen
auch beim Menschen auf die luminale Seite der Mukosa zu beschranken. Fur eine
zufriedenstellende Evaluation des potentiellen UDCA-Effekts auf die humane
kolorektale Mukosa muss der potentielle Wirkmechanismus bzw. missen die
Wirkmechanismen in weiteren, funktionellen Studien untersucht werden. Diese Arbeit
kann dazu nur eine begrenzte Aussage machen. Eine dosisabhangige direkte
Wirkung von UDCA auf frihe Stufen der Adenom-Karzinom-Sequenz scheint
denkbar.

6.2.2. UDCA und Alternativen in der Chemopravention des KRK?

Es ist gut mdglich, dass der in Tierversuchen nachgewiesene antikanzerogene Effekt
der UDCA in dieser Form nicht beim Menschen auftritt, da beim Menschen die
endogen-zirkulierende bzw. oral aufgenommene UDCA bei Transport in den
Dickdarm mehrheitlich in die hydrophobe LCA umgewandelt wird [Hofmann, 1994].
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit dem Anstieg der LCA nach 180 Tagen
UDCA-Behandlung wéaren mit dieser Aussage gut vereinbar. Im Falle einer
pharmakologisch ausreichenden Dosis im Kolorektum bleibt der genaue

Mechanismus der UDCA-Aktion — wie geschildert — noch unklar.

Neben der hier geschilderten Behandlung von sonst gesunden Patienten mit

sporadischen Adenomen finden sich noch andere Ansatze zur Chemopravention
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beim Menschen. Bisher nur in Abstract-Form publiziert wurde eine retrospektive
franzOsische Arbeit, die bei Patienten mit ,Primar biliarer Zirrhose’ (PBC) das
Auftreten bzw. Wiederauftreten von kolorektalen Adenomen unter UDCA-Therapie
untersuchte [Serfaty et al., 2002]. Hier fand sich bei Vergleich mit der Kontrollgruppe
eine statistisch nicht-signifikant niedrigere Zahl an kolorektalen Adenomen in der
UDCA-Gruppe. Verglichen mit der Kontrollgruppe wurden signifikant weniger haufig
Adenome mit einem Durchmesser > 5 mm in der UDCA-Gruppe beobachtet; auch
kam es signifikant seltener zum Wiederauftreten von Adenomen nach 3 Jahren unter
UDCA-Therapie. Die Epithelproliferation im Colon, gemessen mit Hilfe des anti-Ki-67
Antikorpers, lag unter UDCA-Therapie signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe.

Die einzige publizierte Originalarbeit zur UDCA-Applikation an Patienten mit
kolorektalen Adenomen entstammt einer Risikopopulation fir das KRK und ist
ebenfalls von retrospektivem Charakter. Diese Querschnittsstudie (,Cross-sectional
study’) zur Pravalenz kolorektaler Neoplasien bei Patienten mit Colitis ulcerosa (UC)
und PSC (Primér sklerosierender Cholangitis) vermochte einen KRK-protektiven
Effekt der UDCA-Therapie nachzuweisen [Tung et al., 2001]. Die Autoren konnten an
59 Patienten mittels Coloskopie und segmentalen Biopsien aus der flachen Mukosa
zeigen, dass die UDCA-Einnahme mit einer signifikant niedrigeren Dysplasie-
Pravalenz assoziiert war. Da bei diesem Patientengut nach 25 Jahren UC-Dauer ein
etwa 50% hdoheres Risiko vorliegt, an einem KRK zu erkranken, erscheinen die
Ergebnisse bahnbrechend: 13 von 26 Dysplasie-positiv diagnostizierten Patienten
standen unter Behandlung mit UDCA, wéahrend bei 85% (28 / 33) der Patienten ohne
Dysplasie eine UDCA-Einnahme zu verzeichnen war. Doch muss kritisch angemerkt
werden, dass die Studie weder randomisiert noch Placebo-kontrolliert durchgefiihrt
wurde und die Beobachtungszeitraume differieren [Hawk et Viner, 2001]. Des
weiteren fallt auf, dass die Dysplasie- und KRK-Rate in der Kontrollgruppe
erstaunlich hoch liegen (72% bei im Mittel 21 Jahren UC-Dauer), in der Literatur
finden sich Raten von 20 — 50 % nach 20 — 25 Jahren UC-Dauer [Hawk et Viner,
2001]. Tung und Kollegen schlossen ausserdem potentiell protektive Effekte durch

zusatzliche Medikamente bzw. Arzneimittelinteraktionen nicht aus [Tung et al., 2001].

Zur Zeit wird die mdogliche KRK-chemopraventive Wirkung von UDCA in einer

grossen Studie an der Universitat von Arizona untersucht: hier wird das
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Wiederauftreten von kolorektalen Adenomen bei Patienten mit sporadischen

Adenomen analysiert [Gwyn and Sinicrope, 2002].

Ein Kritikpunkt an der vorliegenden Studie ist die im Vergleich zu den beschriebenen
Tierversuchen relativ niedrige Dosis an oral applizierter UDCA. In einer bereits weiter
oben zitierten Untersuchung [Rodrigues et al., 1995] bekamen 210 -290 g schwere
Ratten Uber 4 Tage per Erndhrungssonde 250 mg UDCA / Tag geflttert. Das
entspricht in etwa einem Tausendstel ihres Korpergewichts (Dosis: 1 mg /g / Tag).
Wenn der Mensch diese UDCA-Dosis zu sich nehmen wirde, musste er bei einem
gedachten Korpergewicht von 75 kg also 75g, der hundertfachen Menge der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Dosis entsprechend, pro Tag einnehmen.
Demnach konnte der zu wahlenden Dosis fur einen antiproliferativen Effekt von
UDCA im (humanen) Colon eine hohere Bedeutung zukommen, als bisher
angenommen. Allerdings liegt die (hepato-) toxische Grenze der oralen UDCA-
Applikation bei Primaten in einer taglichen Dosis von Uber 100 mg/ kg / Tag
[Ursofalk® Produktinformation, 1996], zehnfach tber der den Ratten applizierten

Dosis.

Kann nun das KRK beim Menschen durch andere Chemopraventiva verhindert
werden? Es zeigen sich grundsatzlich mindestens drei grosse Vorteile fur
pharmakologisch wirksame Substanzen: die Mdglichkeit der nicht-invasiven, oralen
Applikation; die einfache, massenhaft anwendbare Handhabung und der
kostenglinstige Charakter der Methode. Entscheidend ist hierbei, dass die
unerwiinschten Wirkungen des potentiellen Medikaments nicht dessen breite

Anwendung unmoglich machen.

Bei der Suche nach KRK-praventiven Substanzen abseits der Gallensauren
bekommen die in der folgenden Ubersicht genannten Substanzen Gewicht. Die hier
anhand der Literatur gemachten Angaben zu der fir einen chemopraventiven Effekt
notwendigen Behandlungsperiode einzelner Substanzen geben Anlass zu der
generellen Vermutung, dass nur lang anhaltende Einflisse eines Pharmakons oder

einer Erndhrungsmodifikation die Adenom- bzw. Karzinomfrequenz senken kdnnen.
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Anséatze zur Chemopravention von Kolontumoren

Ernahrung <> Pharmaka

Ballaststoffreiche Diat (?)
Kost reich an Frichten und Gemiuse
(inkl. Vitamine C, A, E, Folsaure)
? Acetylsalicylsaure
? Nichtsteroidale
Antirheumatika
(NSAR)
? N-Acetylcystein (?)
? Calcium
? Ostrogene

? Folsaure

Ubersicht modifiziert nach: [Janne et Mayer, 2000]

Aus der Ubersicht wird nur eine Auswahl einzelner Substanzen kurz charakterisiert:

Es gibt diverse Arbeiten, die Uber eine signifikante Senkung des Karzinom-Risikos
unter Acetylsalicylsdure(ASS) berichten [Janne et Mayer, 2000]; es kommt dabei

aber wohl auf eine ausreichend lange Einnahmedauer, z.B. von mehr als 10 - 20
Jahren, an. Die in Studien erprobte Dosis variierte zwischen 700 bis 2000 mg pro
Woche. In einer kirzlich erschienenen Arbeit Gber Patienten mit vorangegangenem
KRK war eine Dosis von 325g ASS pro Tag mit einer signifikanten Reduktion der
Inzidenz kolorektaler Adenome verbunden [Sandler et al., 2003]. Die Gruppe um
Baron konnte zeigen, dass niedrig-dosierte ASS (81mg pro Tag), uber drei Jahre
gegeben, zu einem moderaten chemopraventiven  Effekt  hinsichtlich
Adenomentstehung fihrte [Baron et al., 2003]. Calcium in einer Dosis von 1,2 g pro
Tag Uber mindestens ein Jahr appliziert senkt die Rate von neuen Adenomen
signifikant [Baron et al., 1999]. In diesem Zusammenhang werden mdgliche ahnliche
(in bezug auf UDCA) Wirkmechanismen diskutiert: eine Blockierung von
Schleimhautschaden und Hyperproliferation durch Karzinogene oder (sekundare)

Gallensauren, eine Reduktion der Zytotoxizitdt des Stuhlwassers mit Abnahme der
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Gallensaurenkonzentration in Galle und Stuhl. Folséure, Uber einen langen Zeitraum
eingenommen, bringt nach Giovanucci einen Benefit hinsichtlich der Reduktion des
Adenom- und Karzinom-Risikos [Giovanucci et al.,, 1995a]. Eine aktuelle
Zusammenfassung retrospektiver wie prospektiver Arbeiten zum KRK-protektiven
Einfluss dieses Erndhrungsfaktors findet sich bei Bott [Bott et al., 2003].

Zur familidren Adenomatose (FAP) wurden verschiedene Studien durchgefihrt:
Sulindac senkt die Polypenzahl bei klinisch apparenter FAP um die Halfte, wenn eine
Dosis von 300 mg pro Tag Uber 9 Monate eingenommen wird [Labayle et
al.,1991][Giardiello et al., 1993]. In einer aktuellen Arbeit berichtet der letztgenannte
Autor Uber eine fehlende praventive Wirkung dieses NSAR gegen die
Adenomentstehung bei Patienten mit genotypisch diagnostizierter FAP [Giardiello et

al.,, 2002]. COX-2-selektive Inhibitoren sind ebenfalls in Erprobung: Celecoxib in

einer (hohen) Konzentration von 800 mg pro Tag kann die Zahl der Polypen bei FAP
um etwa Drittel senken [Steinbach et al., 2000]. Bisher wurden noch keine Studien zu
chemopraventiven Effekten von Sulindac, COX-2-Hemmern oder anderen NSAR bei
sporadischen Adenomen oder Karzinomen abgeschlossen. Die Einnahme oraler
Kontrazeptiva durch die jiungere Frau und die aus anderen Grinden bedenkliche
Ostrogen-Substitution bei einer Vielzahl der postmenopausalen Frauen hat einen
protektiven Effekt auf die Entwicklung des KRKs [Fernandez et al., 2001]: die KRK-

Risikominimierung kann nach jener spanischen Meta-Analyse bis zu 19% betragen.

Bei jeder Substanz muss individuell entschieden werden, ob die Applikation
hinsichtlich der Nebeneffekte gerechtfertigt ist. Keine der genannten Substanzen ist
bisher als KRK-Praventivum in die Therapierichtlinien eingegangen.

6.2.3. Ausblick: Risiko und gesicherte Pravention fir das KRK

Bisher konnte ein Evidenz-basierter KRK-chemopréaventiver Effekt der UDCA nur am
Tier gezeigt werden [Earnest et al., 1994][Janne et Mayer, 2000]. Die Publikation der
0.9. Studie (University of Arizona, USA) wird ein Stick mehr Klarheit schaffen tber
die Rolle von UDCA als KRK-Chemopraventivum beim Menschen, da Fallzahl und

Behandlungsperiode grésser bzw. langer gewahlt sind als in der vorliegenden Arbeit.
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Wenn sich eine protektive Wirkung demonstrieren lasst, dann wird diese — nach den
vorliegenden Daten — beim Menschen nicht Uber eine Senkung der kolorektalen
Proliferationsrate vermittelt und/oder die Beobachtungs- bzw. Behandlungsperiode
muss einen langeren Zeitraum als sechs Monate umfassen. Moglich ist auch eine
Wirkung der UDCA in hoherer Dosis.

Fir eine gezielte KRK-Pravention ist die Einschatzung des KRK-Risikos von
grossem Nutzen: es muss zwischen ausseren Faktoren, von denen einige im
Folgenden — in Erganzung zu Kapitel 2.1.3. — beschrieben werden, und dem

Risikoprofil des einzelnen Patienten unterschieden werden.

Dabei gibt es z.B. zum Wert einer ballaststoffreichen Ernahrung, die lange Zeit als
KRK-protektiv angesehen wurde, seit circa drei Jahren neue Erkenntnisse: Auf der
einen Seite findet sich eine Ubersichtsarbeit [Macrae, 1999], die — basierend auf
eigenen Studien zur Reduktion der Inzidenz grosser Adenome unter fettarmer und
Weizenkleie-reicher Didt — die Bedeutung dieser Erndhrung mit dem Zusatz des
Ballaststoffes Weizenkleie bei der Inhibition der Entwicklung vom kleinen zum
grossen Adenom (> 1cm) unterstreicht. Desweiteren diskutiert der Autor
randomisierte, kontrollierte klinische Daten, die zeigen, dass der Nahrungszusatz
\Weizenkleie’ bei Patienten mit resezierten kolorektalen Adenomen die totale
Gallenséuren-Konzentration wie auch die Konzentration primarer und sekundarer
Gallensauren im Stuhl signifikant reduzierte. Auf der anderen Seite wurden im Jahr
2000 im ,New England Journal of Medicine* zwei grosse Studien (,Polyp Prevention
Trial Study Group' und ,Phoenix Colon Cancer Prevention Physicians’ Network’)
vergffentlicht, die eindrucksvoll das Fehlen eines lange Zeit als wahrscheinlich
angesehenen KRK-Einflussfaktors demonstrierten: Weder eine Ernahrung, die als
fettarm und gleichzeitig reich an Frichten, Ballaststoffen und Gemiuse charakterisiert
war [Schatzkin et al., 2000], noch ein Didtzusatz in Form von Weizenkleie (als ein
determinierter Ballaststoff) [Alberts et al., 2000] konnte das Wiederauftretensrisiko
von Kkolorektalen Adenomen beeinflussen bzw. Schutz bieten vor dem
Wiederauftreten von kolorektalen Adenomen. Diese Ergebnisse kbnnen einerseits
mit der Art und Dosis der applizierten Diat zusammenhangen, zum anderen kdnnte
eine mogliche KRK-praventive Diat auch in einer spateren Phase der Adenom-

Karzinom-Sequenz eingreifen, z.B. bei der Progression vom Adenom zum Karzinom.
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Es erscheint als wahrscheinlich, dass nicht ein einzelner Nahrungsfaktor oder eine
Kombination von wenigen Faktoren Uber eine noch dazu relativ kurze Zeitspanne
(z.B. drei bis vier Jahre) die Préavention kolorektaler Adenome oder Karzinome
ermoglichen kann bzw. fur deren Entwicklung verantwortlich gemacht werden kann
[Byers, 2000].

Aktuell konnte Terry Daten Uber schwedische Frauen publizieren: in der kompletten
Studienpopulation war der Gesamtkonsum an Frichten und Gemdise invers mit dem
KRK-Risiko assoziiert; Frauen, die Uber einen Follow-up-Zeitraum von
durchschnittlich 9,6 Jahren sehr wenig Frichte und Gemise al3en, hatten das
hochste Risiko, an einem KRK zu erkranken [Terry et al., 2001]. Kongruent zu den
0.g. Daten [Fuchs et al., 1999][Alberts et al., 2000] zeigte sich hier kein KRK-
protektiver Effekt bei hohem Konsum von Getreidefasern (wie sie z.B. in

verschiedenen Musli-Praparationen vorkommen).

In einer prospektiven Studie wurde kurzlich gezeigt, dass Manner mit einem Body
Mass Index (BMI: kg/m? gleich oder grésser 32,5 verglichen mit einer
normalgewichtigen Gruppe (22,0 < BMI < 23,49) einer fast zweifach erhéhten KRK-
Mortalitat unterlagen [Murphy et al., 2000]. Die Todesraten fur das KRK bei M&nnern
stiegen hier Uber die gesamte Skala des BMI an, deutlicher und linearer als bei den

mituntersuchten Frauen.

Die in Zusammenhang mit den Ergebnissen zum inversen Verhéltnis der
korperlichen Aktivitat zum KRK-Risiko erhobene, nicht belegte Annahme, dass bei
unregelméssigem, seltenem Stuhlgang mit einer verlangerten Stuhltransitzeit der
andauernde Kontakt von (nicht naher bestimmten) Noxen im Stuhl mit der
Kolonmukosa potenziell kanzerogen wirken kénne, konnte vor kurzem widerlegt
werden [Dukas et al., 2000]: es fand sich bei Frauen keine Assoziation zwischen
dem postulierten Malignomrisiko und unregelmassigem Stuhlgang (jeden drittenTag
oder seltener) und ebenso keinerlei Korrelation des KRK-Risikos zu dem Gebrauch

von Laxantien.

Hinsichtlich der Anstrengungen zur KRK-Pravention werden Massnahmen zur

primaren (z.B. Rat zur Bewegung / Sport, vitaminreiche Ernahrung etc.) und
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sekundaren Pravention des KRKs (z.B. Hamoccult® -Test) gefordert, da die tertire
Pravention des KRK (z.B. Verbesserungen in Chirurgie und Chemotherapie) in der
Regel mit einer a priori schlechteren Prognose fir den Patienten und sekundar
hoheren Aufwendungen fur das Gemeinwesen verbunden ist. Mit der Vermeidung
bzw. Friherkennung des Malignoms sind naturgemdss die grossten

Heilungschancen verbunden.

Das weitverbreitete Hamoccult® -Testverfahren hat seine Schwachen, ist aber bis
heute noch nicht durch leistungsfahigere Tests ersetzt worden: Der Guaiac-Test ist
falsch-positiv gegeniber bestimmten Nahrungsbestandteilen wie z.B. rohen Friichten
oder Gemusen und rotem (tierischem) Fleisch und damit massig (ca. 95%)
spezifisch, ausserdem liegt seine Sensitivitat nur bei 50%, wenn man Karzinome
oder Adenome grosser gleich 1 cm entdecken méchte [Rozen et al., 2000]. In der
gleichen Beobachtungsgruppe konnte auch der immunchemische Test (zum
Nachweis von humanem Hamoglobin im Stuhl), alleine oder zur Guaiac-Methode
hinzugenommen, nur eine bessere Spezifitat (bis zu 100%) vorweisen, dessen
Sensitivitat liegt aber nur bei 35 % [Rozen et al., 2000]. Beispielhaft fir die nicht-
optimale Spezifitdt seien mdgliche positive Testergebnisse bei okkult-blutender
Colitis oder bei Angiodysplasie(n) genannt. Die niedrige Sensitivitat ergibt sich aus

der Zahl nicht-blutender kolorektaler Tumore.

Zur Optimierung der individuellen KRK-Prévention im klinischen Alltag werden nach
den DGVS-Richtlinien verschiedene Risikogruppen fur die Entwicklung eines KRK
definiert, die durch die initiale anamnestische Analyse der familidren KRK-Belastung

zustande kommen [Schmiegel et al., 2000]:

1. Patienten jedweden Alters mit familidrer KRK- bzw. Adenom-Belastung

mussen folgende zwei Fragen obligatorisch gestellt werden: In welchem Alter der
Indexperson und innerhalb welchen Verwandschaftsgrades sind das KRK oder
ein Adenom aufgetreten? Wann ist die- oder derjenige Verwandte daran
verstorben? Die aus den Antworten resultierenden Empfehlungen kdnnen
engmaschigere endoskopische Untersuchungen bis zum Rat der prophy-
laktischen Kolektomie bei 100%igem KRK-Risiko enthalten. Es muss hier
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zwischen erblichen Tumorsyndromen und sporadischen familiaren Tumoren

differenziert werden.

2. Patienten jedweden Alters mit klinischen Symptomen sollten - abhangig von

der Art, Dauer und Schwere der Beschwerden (z.B. bei makroskopisch oder
mikroskopisch nachgewiesenem Blut im Stuhl oder  auffélligen
Stuhlunregelmassigkeiten) - einer erweiterten gastroenterologischen Diagnostik,

fast immer mit Endoskopie, zugefuhrt werden.

3. Asymptomatische Patienten unterhalb des 50. Lebensjahres missen — bei

negativer Familienanamnese — keinem invasiven Screening-Programm unter-

worfen werden.

4. Asymptomatische Patienten oberhalb des 50. Lebensjahres sollten den

genannten Empfehlungen zu KRK-Screening-Untersuchungen folgen. Die o.g.
Studien Uber den Anstieg der Pravalenz der kolorektalen Adenome und KRKs
nach dem 50. Lebensjahr und die Bedeutung der friihen Diagnose zeigen ein per
se erhohtes KRK-Risiko dieser Altersgruppe; potenzierend wirken koénnten
exogene Noxen wie z.B. Nikotin (siehe Kapitel 2.1.3.) oder eine positive
Familienanamnese. Vom klinischen Fall abhéangig konnte hier mit 50 bis 55

Jahren eine erste, evtl. einmalige hohe Coloskopie erfolgen.

In Entwicklung befindliche Labortests zur Bestimmung genetischer Marker (z.B. in
Kombination: Serum/Stuhl) scheinen zwar Vorteile hinsichtlich der niedrigeren
Invasivitdt mit sich zu bringen; die Ermittlung des aktuellen oder zukinftigen KRK-
Risikoprofils eines Patienten wirft aber ethische Fragestellungen auf, die noch nicht

abschliessend bewertet werden kdnnen.

Aktuell wird neben der orientierenden Durchfihrung des Hamoccult® -Tests beim
nicht familiar belasteten, asymptomatischen Patienten eine einmalige Screening-
Coloskopie im Alter von 50 bis 55 Jahren empfohlen [Schmiegel et al., 2000]. Das
endoskopische Screnning bei jingeren Patienten im Alter von 40 bis 49 Jahren
erscheint nach einer Kosten-Nutzen-Analyse nicht gerechtfertigt [Imperiale et al.,

2002]. Je nach Ergebnis der ersten Coloskopie ergeben sich die Abstande der

98



weiteren Kontrollen. Bildgebende CT- oder MRT-Verfahren im Sinne der virtuellen

Coloskopie befinden sich noch im Entwicklungsstadium.

Die Polypektomie mittels Endoskopie ist und bleibt der Goldstandard fur die gezielte
KRK-Pravention. UDCA hat einen festen Platz bei der Behandlung von bestimmten
Leber- und Gallekrankheiten, kann aber nach den vorliegenden Daten nicht zur KRK-
Pravention empfohlen werden. Langzeitstudien sind notwendig, um den potentiell
chemopraventiven  Effekt von UDCA Dbei einer ausreichend grossen
Humanpopulation zu belegen; z. B. durch Demonstration einer Reduktion im
Wiederauftreten von kolorektalen Polypen. Des weiteren ist es von Interesse, den
potentiellen Mechanismus der mdglichen chemopraventiven Wirkung von UDCA zu
bestimmen, z.B. durch die Analyse mdglicher GS-Rezeptoren an der Zelloberflache
und die Untersuchung des Iluminalen wie intrazellularen Schicksals dieser

Gallensaure.
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7. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (KRK) zahlt zu den haufig auftretenden Krebskrankheiten
und ist trotz grosser Fortschritte in der Frihdiagnostik und bei der Therapie immer
noch mit einer hohen Mortalitat vergesellschaftet. Kolorektale Adenome stellen in der
Mehrzahl der Falle Vorlaufer und damit erhéhtes Risiko fur ein sporadisches KRK
dar. Die epitheliale Hyperproliferation mit vermehrter DNA-Synthese gilt als frihe
Veranderung im Rahmen der Adenom-Karzinom-Sequenz.

Es gibt viele Ansatze, KRK-Risikofaktoren und -gruppen zu definieren, um hier
gezielte diagnostische Massnahmen im Sinne der Friherkennung anwenden zu
konnen. Daneben werden Modifikationen des KRK-Risikos durch verschiedene
Chemopraventiva untersucht. Unter den chemopraventiven Substanzen findet sich
auch Ursodeoxycholsaure (UDCA). Diese beim Menschen nur in geringen Mengen
naturlich vorkommende, hydrophile und zytoprotektive Gallensaure (GS) wurde in
der vorliegenden Arbeit als Studienmedikament verwandt. Nach oraler Substitution
kommt es zur UDCA-Anreicherung im Gallensaurenpool auf Kosten der ko-
kanzerogenen sekundaren Gallensauren wie z.B. Deoxycholsaure (DCA). Die
letztgenannte GS wurde im Serum von Patienten mit kolorektalen Adenomen als

erhoht beschrieben und korrelierte positiv mit der kolorektalen Proliferationsrate.

Vor dem Hintergrund verschiedener Studien zum Gallensaurenmetabolismus im
Kolorektum und in Tiermodellen gefundenen KRK-protektiven Effekten von UDCA
wurde in dieser Pilotstudie erstmals am Menschen untersucht, ob eine
sechsmonatige orale UDCA-Therapie — wie postuliert — zu einer Senkung der
Proliferationsrate der Kolonmukosa fuhren wirde. Das Studiendesign entsprach
einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Arbeit; Patienten mit kolorektalen
Adenomen waren die Studienpopulation. Zusatzlich wurden die Serum-
Gallensaurenprofile der Patienten in Verum- und Kontrollgruppe vor und am Ende
der Behandlungsperiode analysiert.

Initial wurden bei zwanzig Patienten (jeweils 10 in Verum- und Placebogruppe) mit
kolorektalen Adenomen endoskopisch Knipsbiopsien der sechs Colonsegmente
Caecum, C. ascendens, C. transversum, C. descendens, Sigma und Rectum
entnommen. Am Ende der sechsmonatigen Behandlungsperiode wurde zum zweiten

Mal koloskopiert: der endoskopische Befund wurde kontrolliert und in allen sechs
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Segmenten wiederum biopsiert. Die gewonnen Biopsien wurden prapariert und
anschliessend mittels Propidiumjodid gefarbt, um den jeweiligen DNA-Gehalt
durchflusszytometrisch  (FACS) zu bestimmen. Damit  konnten  die
Proliferationsindizes (PI's) der einzelnen Kolonsegmente errechnet werden. Die
Proliferationsrate der gesamten kolorektalen Mukosa wurde als arithmetisches Mittel
der Einzelsegmente berechnet. Die Serum-Gallensdurenkonzentrationen wurden

gaschromatographisch vor und am Ende der Behandlungsperiode gemessen.

Die mittlere Proliferationsrate flur das gesamte Colon betrug am Ende der
Studienperiode 15,4% in der Verumgruppe und 16,0% in der Placebogruppe. Im
Vergleich zu den Ausgangswerten innerhalb beider Gruppen und bei Analyse der
eben genannten Zahlen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Auch bei der
Subanalyse der Proliferationsindizes der Einzelsegmente fand sich kein signifikanter

Unterschied zwischen Verum- und Placebogruppe.

Die UDCA-Konzentrationen im Serum waren signifikant verschieden zwischen
UDCA- und Kontrollgruppe nach 180 Tagen Behandlung. Die UDCA-Behandlung
fuhrte nicht zu einem Abfall der DCA-Spiegel, sondern es kam vielmehr zu einem
Konzentrationsanstieg von DCA im Serum. Zusatzlich wurde ein nicht-signifikanter

Anstieg der Lithocholsaure-Spiegel nach 180 Tagen UDCA-Therapie beobachtet.

Ein geméss vorangegangener in-vitro et vivo-Studien geforderter Kolonkarzinom-
praventiver Effekt durch UDCA via Reduktion der kolorektalen Proliferationsrate
konnte in dieser weltweit erstmals am Menschen durchgefihrten Studie nicht
nachvollzogen werden. Neben dem erwarteten UDCA-Anstieg im Serum der
Verumgruppe kann die nicht erwartete relative Zunahme der kokarzinogen wirkenden
DCA und LCA als moégliche Erklarung im Sinne eines Balance-Modells (Ausgleich
protektiver und schadlicher Einflisse auf die kolorektale Mukosa) fur die fast
konstant bleibende Proliferationsrate herangezogen werden.

Das Ergebnis konnte auch in dem unterschiedlichen kolorektalen
Gallensdurenmetabolismus von Mensch und Tier oder der angewandten Dosis
begrindet sein. Bis heute kann daher UDCA als KRK-Chemopraventivum nicht

empfohlen werden.
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Anhang 1 — FACS-Diagramm: Dot Plot
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Anhang 1 — FACS-Diagramm:

Anhang 1 - FACS-Diagramm:
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Anhang 2 — Grundlagen der Laborarbeit:

a) Herstellung der verwendeten Medien

OTTO-Puffer:

PBS-Puffer:

Citronensaure 2,19
Tween 20 0,59
Streptomycin(+ 4°C) 0,001 ¢
Penicillin G 0,001 g
H,O bidest. ad 100,0 ml

Der Puffer sollte immer spatestens einen Tag vor Praparation
hergestellt werden, damit der Puffer Gber 24 h auf + 4°C
abkuhlen kann. Diese Pufferlosung wird alle vier Wochen durch

eine neue Losung ersetzt.

1 Flaschchen ,Dulbecco’s Phosphate buffered Saline”

9,79
Penicillin-G Sodium Salt 0,010¢g
Streptomycin 0,01049
H,O bidest. ad 1000,0 mi

Der pH-Wert dieses (zweiten) Puffers sollte ca. 7,45
entsprechen. Die fertige L6sung wird in Mengen zu 100 ml

beschriftet und eingefroren.

10% -Triton-X-100-L&sung:

Triton 200 pl
PBS 1800 pl
Menge: 2 ml

PBS wird auf 20°C gebracht, die Pipettenspitze zum Pipettieren
des zahen Tritons wird einmal vorgespult, danach lasst man sie
gut auslaufen und und anschliessend wird der Inhalt der Spitze

mehrmals ausgestossen, evtl. muss der Vorgang wiederholt
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werden. Diese Losung wird bei +4°C gelagert und nach ca. 4 bis

6 Wochen erneuert.

Propidiumjodid-LAsung:

Propidiumjodid 2,50 mg
PBS ml
ad 50,0 ml

PBS wird auf 20°C gebracht, es wird ein Messkolben verwendet
und eine ausreichende Menge PBS vorgelegt; danach wird PI
(genaue Waage) im abgedunkelten Raum dazugegeben
(Alufolie) und mit Ruhrkolben langsam gel6st. Nach Erganzung
auf 50 ml wird die Loésung in Flaschen gefillt und
lichtundurchlassig verpackt.

Die Losung ist 4 bis 6 Wochen verwendbar.

b) Chemikalien / L6sungen

OTTO-Medium
Tween® 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaureat), 500ml, Art.-Nr. 822184, Fa.

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn bei Minchen
Citronensauremonohydrat p.A., Merck-Nr. 244.0500, Fa. Merck, Darmstadt
Streptomycin Sulfate 5 g, S-6501, Fa. Sigma Chemical, St. Louis (USA)
Penicillin-G (Benzylpenicillin) 10.000.000 units, PEN-NA, Sodium Salt, Fa. Sigma
Chemical, St. Louis (USA)
Aqua bidest., steril.

PBS-Medium
.Dulbecco’s Phosphate buffered Saline* 9,7 g/l (fur 1 Liter), D-5773, Fa. Sigma
Chemical, St. Louis (USA)
Streptomycin Sulfate 5 g, S-6501, Fa. Sigma Chemical, St. Louis (USA)
Penicillin-G (Benzylpenicillin) 10.000.000 units, PEN-NA, Sodium Salt, Fa. Sigma
Chemical, St. Louis (USA)
Aqua bidest., steril.
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Triton 0,1%

Triton-X-100-LAsung (fur die Gaschromatographie), Merck-Nr. 12 298, Fa. Merck,
Darmstadt (D)
PBS (s.0.)

AB-Serum (f. serologische Tests) 10 ml, 0,1% Na N3 Preservative, Cat.-No. 805135,
Biotest AG, Dreieich (D)

Propidiumjodid 95 - 98 %, 25 mg, P — 4170, Fa. Sigma-Aldrich, D-82041

Deisenhofen

C,HsOH, Ethanol absolut z.A. (99,8% rein), Nr. 1.00983.2500, Fa. Merck, Darmstadt

Human blood lymphocytes (fir FACScan): Leihgabe des Labors Prof. Kimmig

Ubrige Chemikalien: 100 % reine, kommerziell erhaltliche Chemikalien

C) Labormaterial / Gerate

Laborgrundausstattung

Reagenzglaser und Messkolben, Messzylinder (Fa. Schott)

Sterile Einmalkanilen ,TSK Supra“, Luer 0,90 x 100 mm, Vertrieb: Fa. Ehrhardt-

Sohne GmbH, D-73312 Geislingen

Pasteurpipetten aus Glas, klein, Einmalartikel, Best.-Nr. 747715, Fa. Brand,

Wertheim (D)

Pasteurpipetten ,VOLAC*, grof3 (230 mm), Ref. D 812, Fa. J. Poulten Ltd., UK

Eppendorf-Pipette 50 — 250 pl, No. 263362, Fa. Eppendorf, Hamburg (D)

Eppendorf-Pipette 200 — 1000 pl, No. 269838, Fa. Eppendorf, Hamburg (D)

Sarstedt Pipettenspitzen blau, No. 70.762

Standartips Eppendorf 100 pl, No. 0030 003.004

Eppendorf-Reaktionsgefasse ,,Cryo-Container®, Fa. Eppenforf, Hamburg (D)

Mehrzweckgefass mit Schnappdeckel Fa. Greiner, Art.-Nr. 203170 (fir Biopsien)
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Computer- und Druckerzubehor

Probengefasse Falcon 2058 12 x 75 (,snap caps*)

grosse Hettich (Serum-) Zentrifuge, D-78532 Tuttlingen

kleine (Eppendorf-) Zentrifuge ,Hermle Z 230 MR*, Nr. 27920077, Fa. Hermle, D-
7209 Gosheim (Bj.: 1992)

Schuittelwasserbad GFL Typ 1083 (No. 106095838), Gesellschaft flr
Labortechnik, D-3006 Burgwedel 1

Schattler ,Dual press to mix* 34525, Fa. Snijders (NL)

Homogenisator (Potter) 15 ml, Fa. Kontes Glass Co., Vineland, New Jersey
(USA)

Ultraschall ,Sonifier B-12“, Fa. Branson Sonic Power Company (uber Fa. G.
Heinemann, D-7070 Schwabisch Gmuind

Dunnes Metallnetz als Mikrofilter (Porengrésse: 50 pm)

Waage Mettler PC 4400, Typ PC 4400-52, Fa. Mettler GmbH, D-6300 Giessen 2
Waage Chyo JL-200, Nr 87407, Fa. Chyo Balance Corp., Japan

grosser Eisbehélter (isoliert)

Durchflusszytometer (Flow cytometer) FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg
(D) Serien-Nr. 80383

Anhang 3 — Patienten-Merkblatt zur Darmreinigung / Coloskopie:

Bitte beachten Sie folgende Punkte:

In Absprache mit lhrem Hausarzt bitte blutverdinnende Medikamente (z. B.:
Marcumar, Aspirin, Schmerzmittel mit Acetylsalicylsdure, Tiklyd, nichtsteroidale

Rheumamittel) mindestens 5 Tage vor der Untersuchung absetzen.

Bringen Sie am Tag der Untersuchung aktuelle (nicht &lter als 14 Tage)

Blutgerinnungswerte mit (= Quick, PTT und Thrombozyten).

Lesen Sie den beigelegten Aufklarungsbogen bitte aufmerksam durch, und

besprechen diesen (spatestens am Vortag) mit lhrem Hausarzt. In den letzten 3

Tagen vor der Untersuchung sollten Sie keine Eisenpréparate einnehmen und keine
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Nahrungsmittel mit kleinen Kernen essen, z. B.: Kiwi, Sesam, Leinsamen, Musli,
usw.

Am Tag vor der Untersuchung: Sollten Sie morgens nur noch ein leichtes Fruhsttick
und mittags nur noch klare Suppe zu sich nehmen, danach nichts mehr essen, nur
noch reichlich trinken!

Trinkmenge: 2,5 bis 3 Liter Tee, Kaffee (evtl. auch mit Zucker), kohlensdurearmes
Mineralwasser, uber den Tag verteilt, auch nach dem Abfihren. Bitte keine Milch
oder Milchprodukte! Abfihren: Um ca. 14 Uhr 1 bis 2 Flaschen X-Prep!

Am Tag der Untersuchung: Bitte kommen Sie unbedingt niichtern zur Untersuchung !
D. h.: Nichts essen, jedoch notwendige Tabletten einnehmen, ebenso Augentropfen
oder Spray's wie gewohnt anwenden. Zwischen 5 und 6 Uhr morgens 2 bis 3 Liter
Coloskopietrinklosung (od. Endofalk, od. Klean-Prep) zugig in ca. 30 Minuten (max.
in 2 Stunden) trinken, bis aus dem Darm nur noch klare Flissigkeit kommt: Im
Ausnahmefall (z.B.:langer Anreiseweg, hohes Lebensalter), kdonnen Sie die
Trinklésung auch morgens um 7.30 Uhr in der Endoskopieabteilung zu sich nehmen.
Diese Abflihr-, Reinigungsmethode ist in der Regel gut vertraglich, auf3er bei nicht
behandelbarer schwerer Herz-, Nieren-, Leberinsuffizienz, Glaukom, Bluthochdruck,
Odeme, Azidose, Gehunfahigkeit, Schluckstérung u. hohem Lebensalter. Klaren Sie
diese Punkte bitte im Voraus mit Ihrem Hausarzt.

Bringen Sie bitte lhre Versicherungskarte, einen Uberweisungsschein und den mit
Ihrem betreuenden Arzt besprochenen und unterschiebenen Aufklarungsbogen mit.
Kommen Sie bitte morgens ab 7.30 Uhr zur Aufnahme der Medizinischen Poliklinik 11
(Geschol3 0, Flur EF) zu Frau Schreiber oder Herrn Grenzner; anschliel3end schrag
gegenuber in die Coloskopie (Geschol3 0, Flur EF) und melden sich dort bei einer
Pflegekraft der Endoskopie an.

Wenn Sie zur Untersuchung eine Beruhigungs- und/oder eine Schmerzspritze
benotigen, durfen Sie erst nach einer Aufwachphase die Endoskopieabteilung (nach
Moglichkeit mit einer Begleitperson) wieder verlassen und frihestens nach 24

Stunden wieder aktiv am StraRenverkehr teilnehmen.
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