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I must not fear. 

Fear is the mindkiller. 

Fear is the little-death that brings total obliteration. 

I will face my fear. 

 

Frank Herbert  
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1 Einleitung 
Maligne Neubildungen sind nach Krankheiten des Kreislaufsystems die zweithäufigste 

Todesursache in Deutschland (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2023). Unter den 

malignen Neoplasien lag die Prävalenz der malignen Ösophagustumoren im Jahr 2020 bei 

2,2% (Männer) bzw. 0,7% (Frauen). (Robert-Koch-Institut 2023). Sowohl die chirurgische 

als auch die (adjuvante) Chemotherapie sind dabei notwendigerweise häufig sehr invasiv 

und mit hoher Morbidität und Mortalität assoziiert (Robert-Koch-Institut 2023). 

Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen Forschung ist daher die Etablierung von 

zielgerichteten und nebenwirkungsärmeren Therapieansätzen (Yung-Jue Bang et al.). Diese 

addressieren häufig, statt generell zytotoxischer Wirkmechanismen (Alkylanzien, 

Spindelgiften und Pyrimidin-Antagonisten), tumorspezifischere Angriffspunkte wie 

Proliferationshemmung oder Apoptoseinduktion. 

Ein mögliches Zielprotein für einen solchen Ansatz wurde von unserer Arbeitsgruppe 

bereits für das Pankreaskarzinom identifiziert (Konczalla et al. 2020). Die Paracaspase 

MALT-1 spielt eine wichtige aktivierende Rolle im NFkB Signalweg. Als Caspase 

proteolysiert sie hemmende Faktoren, wie CYLD, und kann aufgrund ihrer Rolle als 

Gerüstprotein aktivierende Proteinkomplexe wie den CBM-Komplex stabilisieren (Gewies 

et al. 2014).  

Seit der Entdeckung von MALT-1 in den namensbegebenden Mucosa associated lymphoid 

tissue (MALT)- Lymphomen (Akagi et al. 1999) konnte in zahlreichen hämatologischen 

Malignomen eine Überexpression von MALT-1 nachgewiesen werden. Ein wichtiger 

Prozess über den MALT-1 Tumorgenese und Apoptoseresistenz begünstigt ist die 

Proteolyse der Deubiquitinase CYLD und daraus folgend die Reduktion des hemmenden 

Einflusses von CYLD auf NFkB (Minderman et al. 2023). 

Der bestverstandene Weg, auf dem CYLD die Aktivierung von NFkB hemmt, ist die 

Interaktion mit dem IkB-Kinase-Komplex(IKK). IKK besteht aus drei Untereinheiten 

IKKFalpha, IKKbeta und IKKgamma, welche auch als NEMO bezeichnet wird (Brummelkamp 

et al. 2003; Saito et al. 2004). Die dritte der drei CAP-Gly-Domänen von CYLD bindet dabei 

an die NEMO-Untereinheit und verhindert durch die Deubiquitinierung von TRAF 2 und 
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TRAF 6 die Phosphorylisation von IkB (Brummelkamp et al. 2003; Kovalenko et al. 2003; 

Saito et al. 2004; Massoumi und Paus 2007; Yoshida et al. 2005)(Abb. 1). Dadurch bleibt die 

negativ regulierende Wirkung von IkB auf NFkB erhalten. Über den hemmenden Einfluss 

auf die NFkB Aktivierung kann CYLD die Tumorzellproliferation inhibieren und den Abbruch 

von Apoptose verhindern (Massoumi et al. 2006; Brummelkamp et al. 2003). 

 

Abb. 1: Spaltung von CYLD durch MALT-1 mit daraus resultierender Aktivierung von NfkB über IKK. (Minderman et al. 
2023) 
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Passend zu diesen Entdeckungen konnten für viele Tumorentitäten, darunter das 

Mammakarzinom, die chronische lymphatische Leukämie, das Basalzellkarzinom sowie das 

Colon- und Hepatozelluläre Karzinom, eine herunterregulierte oder gar fehlende 

Expression von CYLD nachgewiesen werden (Liu et al. 2012; Kuphal et al. 2011; Hayashi et 

al. 2014; Hellerbrand et al. 2007). 

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung dieses Ansatzes auch beim Ösophaguskarzinom, 

indem zunächst die Expression von MALT-1 des Tumorsuppressorgens CYLD in 

Ösophaguskarzinomzelllinien und in der Folge die Effekte der MALT-1-Hemmung auf die 

Proliferation der Ösophaguskarzinomzellen untersucht werden sollen. Analog zu den 

Versuchen mit Pankreaskarzinomzellen werden das Phenothiazin Mepazin und das 

strukturähnliche Biperiden als Inhibitoren von MALT-1 eingesetzt. 

Zur genaueren Beschreibung der angewandten Untersuchungsschritte wird auf die 

Fragestellung (Kapitel 3, S. 10) verwiesen. 

 

2 Grundlagen 
2.1 Anatomie des Ösophagus und Pathogenese des Ösophaguskarzinoms 

 Makroskopie 

Als Ösophagus wird das im hinteren Mediastinum befindliche, muskuläre Hohlorgan 

bezeichnet, dessen Aufgabe darin besteht durch Kontraktion Nahrung und Speichel aus 

dem Rachenraum in den Magen zu befördern. 

Der Ösophagus ist insgesamt 25-30 cm lang und kann makroskopisch in drei Abschnitte 

unterteilt werden: Die pars cervicalis, pars thoracica und pars abdominalis. Dabei verläuft 

die pars abdominalis durch den hiatus oesophagi des Zwerchfells bis zum Ostium cardiacum 

des Magens. Der Ösophagus weist drei physiologische Engstellen auf. Die erste befindet 

sich hinter dem Ringknorpel des Kehlkopfes und wird bedingt durch den Muskeltonus der 

Ringmuskulatur sowie des M. constrictor pharyngis. Diese Muskulatur bildet den oberen 

Ösophagussphinkter, der durch einen Venenplexus ergänzend gasdicht verschlossen wird. 

Die zweite Engestelle befindet sich dorsal der bifurcatio tracheae. Dabei wird der 

Ösophagus vom linken Hauptbronchus und dem nach dorsal ziehendem Arcus aortae 

eingekeilt. Die untere Engstelle entsteht beim Durchtritt des Ösophagus durch das 

Zwerchfell. Einen eigentlichen Sphinkter wie in der Pars cervicalis oder am Magenausgang 
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bildet der gastroösophageale Übergang nicht. Vielmehr wird ein Verschluss der 

Cardiamündung durch verschiedene Mechanismen gewährleistet. 

Den Hauptteil bildet dabei die spiralförmig verlaufende glatte Muskulatur, die sich in Ruhe 

durch die Längsdehnung zuschraubt und damit den Ösophagus verschließt. Unterstützt 

wird dieser Mechanismus dabei durch den Druckgradienten zwischen dem Abdominalraum 

und dem Thorax. Der Druck im Bauchraum ist höher und drückt so von unten gegen den 

Ösophagusmund und verschließt diesen noch zusätzlich. Dieser Effekt verstärkt sich bei 

Inspiration. Der Verschlussmechanismus des unteren Sphinkters wird schließlich durch 

anatomische Gegebenheiten, wie den spitzwinkligen Eintritt in die Cardia, die 

Einklemmung im Hiatus oesophagei bei Inspiration sowie zahlreiche Venenplexus. 

Die arterielle Blutversorgung folgt der makroskopischen Einteilung. Die Pars cervicalis wird 

durch die A. thyroidea inferior sowie die A.subclavia versorgt, direkte Äste der Aorta (Rr. 

oesophagei) versorgen die Pars thoracica und die Pars abdominalis wird von der A. phrenica 

sowie der A. gastrica sinistra gespeist. Der venöse Abfluss erfolgt zum größten Teil über die 

Venae oesophageales sowie die Vena Azygos und die Vena hemiazygos. Ein kleiner Teil des 

Blutes wird über die Venen der kleinen Magenkurvatur sowie der V. gastrica in die 

Pfortader drainiert (Aumüller et al. 2017). 

 Mikroskopie 

Der mikroskopische Aufbau des Ösophagus entspricht weitestgehend dem des gesamten 

Gastrointestinaltraktes, weist allerdings einige Besonderheiten auf. Die Gliederung der 

Wandschichten von innen nach außen beginnt mit der Tunica mucosa. Diese wird unterteilt 

in die Lamina epithelialis mucosae, bestehend aus mehrschichtig unverhorntem 

Plattenepithel, die Lamina propria, welche retikuläres Bindegewebe enthält, und die 

Lamina muscularis mucosae, die im Vergleich zum restlichen Gastrointestinaltraktes 

außergewöhnlich dick ist. Die zweite Wandschicht bildet die Tela submucosa in der sich 

kollagenes Bindegewebe befindet, das von Blutgefäßen, Venenplexus und Nerven 

durchzogen wird. Gelegentlich findet man auch Ganglien des Plexus submucosus 

(Meissner). Die Tela submucosa wird umgeben von der Tunica muscularis. Diese besteht in 

den oberen zwei Dritteln aus Skelettmuskulatur und geht im letzten Drittel, beim Übergang 

in die Kardia, in glatte Muskulatur über. Die glatte Muskulatur ist dabei aus einem 

innenliegenden, horizontal verlaufenden Stratum circulare und einem vertikal 
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verlaufenden Stratum longitudinale aufgebaut. Zwischen diesen beiden Schichten liegen 

die Ganglien des Plexus myentericus (Auerbach). 

Die letzte Wandschicht des Ösophagus bildet die Tunica adventitia. Diese besteht aus 

lockerem kollagenem Bindegewebe und wird am Übergang in die Cardia des Magens von 

Serosa umgeben. 

 Pathogenese des Ösophaguskarzinoms 

Es erfordert eine Reihe von parallel eintretenden Ereignissen auf Zellebene damit aus 

einer normalen Zelle eine Tumorzelle entsteht. Grob zusammengefasst müssen dabei 

sechs Voraussetzungen erfüllt sein. Die Zelle muss (i) unkontrolliert proliferieren dabei (ii) 

Apoptose und (iii) Antiwachstumssignalen widerstehen können und (iv) die Fähigkeit der 

Cytokinese aufrechterhalten. Zudem muss sie (v) Angiogenese betreiben sowie (vi) 

umliegendes Gewebe invadieren bzw. metastasieren (Hanahan et al. 2000; Peters und 

Fitzgerald 2007). 

Oxidativer Stress durch zum Beispiel Rauchen-, Alkoholkonsum oder Gastroösophagealen 

Reflux kann über eine Inflammation des Gewebes zu Tumorgenese beitragen (Terry et al. 

2000; Spechler 2013; Muwonge et al. 2008; Daly et al. 2000). Die genaue Pathogenese 

des Osöphaguskarzinoms ist jedoch noch ungeklärt, wobei für die Entstehung eines 

Adenokarzinoms aus der beim Barret Ösophagus bestehenden Metaplasie verschiedene 

Veränderung auf molekularer Ebene beschrieben wurden.  (Peters und Fitzgerald 2007). 

Für jede der oben genannten sechs Voraussetzung gibt es molekulare Prozesse, die diese 

ermöglichen bzw. begünstigen. Beispielsweise zeigen Adenokarzinome des Ösophagus 

eine hohe Expression von Telomerasen (Shammas et al. 2004), die durch Wiederherstellung 

der Telomere an den Chromosomenden zu einem längeren Überleben der Zellen führen.  

Eine weitere Veränderung, die in ösophagealen Adenokarzinomen beschrieben wurde, ist 

die Deaktivierung von p53. Dieses Tumorsuppressorgen ist auf dem Chromosom 17p13 

lokalisiert. Die Deaktivierung von p53 ist die häufigste genetische Alteration innerhalb 

maligner Tumorentitäten (Peters und Fitzgerald 2007). Bei ösophagealen 

Adenokarzinomen kommt es meist zu einer Mutation in einem der p53 Allele und 

nachfolgend einem kompletten Funktionsverlust von p53 durch einen Loss of 

heterozygosity des zweiten Allels. Grund hierfür ist ein Informationsverlust auf Chromosom 

17p durch Rekombination oder Genkonversion (Reid et al. 2001). 
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2.2 Epidemiologie und Ätiologie 

Im Jahr 2021 sind in Deutschland 229.086 Menschen an bösartigen Neubildungen 

verstorben. Damit bilden die bösartigen Neubildungen fast ein Viertel aller Todesursachen 

in Deutschland. Am häufigsten treten dabei Tumore der Verdauungsorgane auf, an deren 

Folgen 67.967 Menschen verstorben sind. Von diesen Menschen waren 8,6% (5.812) an 

einem malignen Tumor des Ösophagus erkrankt (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2023). 

Die beiden häufigsten Entitäten stellen das Plattenepithelkarzinom und das 

Adenokarzinom dar, wobei sich ein deutlicher Anstieg der Inzidenz des Adenokarzinoms 

unter den Ösophaguskarzinomen zeigt (Bareiss et al. 2002). In den USA handelt es sich 

sogar bei mehr als 50% der Ösophaguskarzinome um Adenokarzinome (Brown et al. 2008). 

Männer erkranken deutlich häufiger (4-7:1 m:w) (Behrens et al. 2011; Statistisches 

Bundesamt (Destatis) 2023). Damit stellt das männliche Geschlecht einen Risikofaktor 

unabhängig der Entität dar. Die Hauptrisikofaktoren für das Plattenepithelkarzinom sind 

der Alkohol- und/oder Nikotingenuss, wobei es zu einem kumulativen Effekt bei 

Zusammenwirken beider Faktoren kommt (Robert-Koch-Institut 2023). 

Den Hauptrisikofaktor für das ösophageale Adenokarzinom stellt der gastroösophageale 

Reflux von Magensäure dar. Infolgedessen kommt es zur Entwicklung eines Barrett-

Ösophagus und schlussendlich über eine Metaplasie-Dysplasie-Sequenz zur Entartung des 

Schleimhautepithels (Behrens et al. 2011).  

Darüber hinaus sind sowohl ein Zusammenhang zwischen Adipositas und  Barett-

Ösophagus-Prävalenz (Brown et al. 2008) als auch eine familiäre Häufung des 

Ösophaguskarzinoms beschrieben (Hampel et al. 2005). 
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2.3 Klinik, Diagnostik und Therapie des Ösophaguskarzinoms 

 Klinik 

Frühe Stadien des Ösophaguskarzinoms können symptomfrei verlaufen. Gelegentlich kann 

es zu Blutung aus Ulzera bei exophytisch wachsenden Tumoren kommen. Des Weiteren 

können Allgemeinsymptome wie Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust und Appetitlosigkeit 

auftreten. Bei weiterer Größenzunahme des Tumors kommt es durch Einengung des 

Ösophaguslumens schließlich zu Dysphagie und eventuell auch Regurgitation von Nahrung.  

Einen Sonderfall stellt das Adenokarzinom dar, da der Hauptrisikofaktor, der 

gastroösophageale Reflux, schon früh zu Sodbrennen oder gar Odynophagie führen kann. 

 Diagnostik 

Sowohl die zunehmende Dysphagie als auch chronisches Sodbrennen stellen eine 

Indikation zur Endoskopie dar. Gemeinsam mit der histologischen Untersuchung von 

entnommenen Biopsien bildet sie den Goldstandard für die Diagnostik eines 

Ösophaguskarzinoms. 

Ergänzt werden diese beiden Maßnahmen durch die Endosonographie mit der die 

Eindringtiefe des Tumors und auch paraösophageale Lymphknoten untersucht werden 

können. Die Komplettierung des Stagings erfolgt dann durch eine CT des Thorax sowie des 

Oberbauchs und einer Abdomensonographie. 
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 Staging 
Die Stadieneinteilung zur Therapieplanung und Prognoseeinschätzung erfolgt nach 

Vorgaben der Union internationale contre le cancer (UICC) anhand der TNM-Klassifikation 

(siehe Tabelle 1- 5) (Onkologie 2015). 

Tab. 1 TNM-Klassifikation des Ösophaguskarzinoms 

TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
T0 Kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ 
T1 Infiltration der Lamina propria (T1a) bzw Submukosa (T1b) 
T2 Infiltration der Muskularis propria 
T3 Infiltration der Adventitia 
T4a Infiltration von Pleura, Perikard, V. azygos, 

Diaphragma oder Peritoneum 
T4b Infiltration von Aorta, Wirbelkörper oder Trachea 
  
NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt 

werden 
N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1 1-2 Lymphknoten 
N2 3-6 Lymphknoten 
N3 ≥7 Lymphknoten 
  
M0 Keine Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen 

  

  

Tab. 2 Klinisches Stadium des Plattenepithelkarzinoms des Ösophagus 

Stadium 0 Tis N0 M0 
Stadium I T1 N0,N1 M0 
Stadium II T2 N0, N1 M0 
 T3 N0 M0 
Stadium III T1, T2 N2 M0 
 T3 N1, N2  
Stadium IV A T4a, T4b Jedes N M0 
 Jedes T N3 M0 
Stadium IV B Jedes T Jedes N M1 
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Tab. 3 Histopathologisches Stadium d. Plattenepithelkarzinoms des Ösophagus 

Stadium 0 pTis pN0 M0 
Stadium IA pT1a pN0 M0 
Stadium IB pT1b pN0 M0 
 pT2 pN0 M0 
Stadium II pT3 pN0 M0 
 pT1 pN1 M0 
Stadium IIIA pT1 pN2 M0 
 pT2 pN1 M0 
Stadium IIIB pT2 pN2 M0 
 pT3 pN1, pN2 M0 
 pT4a pN0, pN1 M0 
Stadium IVA pT4a pN2 M0 
 pT4b Jedes pN M0 
 Jedes pT pN3 M0 
Stadium IVB Jedes pT Jedes pN M1 

 

 

Tab. 4 Klinisches Stadium des Adenokarzinoms des Ösophagus 

Stadium 0 Tis N0 M0 
Stadium I T1 N0 M0 
Stadium IIA T1 N1 M0 
Stadium IIB T2 N0 M0 
Stadium III T1 N2 M0 
 T2 N1, N2 M0 
 T3, T4a N0, N1, N2 M0 
Stadium IV A T4b N0, N1, N2 M0 
 Jedes T N3 M0 
Stadium IV B Jedes T Jedes N M1 
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Tab. 5 Histopathologisches Stadium d. Adenokarzinoms des Ösophagus 

Stadium 0 pTis pN0 M0 
Stadium IA pT1a pN0 M0 
Stadium IB pT1b pN0 M0 
Stadium IIA pT2 pN0 M0 
Stadium IIB pT1a, pT1b pN1 M0 
Stadium IIIA pT1 pN2 M0 
 pT2 pN1, pN2 M0 
 pT3, pT4a pN0 M0 
Stadium IIIB pT2 pN2 M0 
 pT3 pN1, pN2 M0 
 pT4a pN1 M0 
Stadium IVA pT4a pN2 M0 
 pT4b Jedes pN M0 
 Jedes pT pN3 M0 
Stadium IVB Jedes pT Jedes pN M1 

 

 Therapie 
Bei geringer Infiltrationstiefe des Tumors (UICC Stadien 0 und IA) kann nach AWMF-Leitlinie 

eine endoskopische Resektion mit kurativem Ansatz durchgeführt werden (Onkologie 

2015). Dabei wird in suck-and-cut Methode der betreffende Teil Mukosa mit Submukosa 

reseziert (Behrens et al. 2011). Im Stadium IB liegt das Risiko einer Lymphknotenmetastase 

bereits bei 20% (Behrens et al. 2011), sodass hier bereits eine chirurgische 

Ösophagusresektion erfolgen sollte. 

Standard hierfür ist die abdomino-rechtsthorakale Ösophagusresektion mit 2-Feld 

Lymphadenektomie mit Bildung eines Magenschlauchs mit hoher intrathorakler 

Anastomisierung. Dieser Eingriff ist mit einer hohen Morbidität (30-50%) und Letalität (2-

20%) verbunden, wobei die Letalität deutlich mit der Anzahl der im Krankenhaus operierten 

Patient:innen korreliert (Goense et al. 2017; Raymond et al. 2016). Es konnte jedoch gezeigt 

werden, dass eine perioperative Chemotherapie nach ECF-Regime (Epirubicin, Cisplatin 

und 5-Fluoruracil) einen signifikanten Überlebensvorteil bietet (Cunningham et al. 2006). 

Die Möglichkeit des molekularen Targetings von ösophagealen Tumoren mittels 

Antikörpertherapien steht aktuell nur Patient:innen mit Krankheitsprogression, trotz 

bereits erfolgter Polychemotherapie, zur Verfügung. Die Blockade des programmed cell 

death protein 1 (PD -1) Rezeptors durch Pembrolizumab sowie Nivolumab führt zu einem 

verbesserten Gesamtüberleben der Patient:innen mit fortgeschrittenen 
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Ösophaguskarzinomen (Yamamoto und Kato 2020; Mikuni et al. 2021). Eine 

Antikörpertherapie von Patient:innen mit  human epidermal growth factor receptor 2 

(HER-2) exprimierenden ösophagealen Adenokarzinomen zeigte bisher keinen Benefit 

(Safran et al. 2022). 

Im Falle einer R1-Reseketion kann eine adjuvante Radiatio bzw. Radiatio-Chemotherapie 

erwogen werden. Eine palliative Situation ergibt sich bei Vorhandensein von 

Fernmetastasen sowie Inoperabilität der Patient:innen. 

Palliativ stehen die Symptomreduktion und Verbesserung der Lebensqualität im 

Vordergrund. So kann eine Wiederherstellung der Passage durch endoskopische 

Bougierung bzw. Dilatation oder durch Einlage eines beschichteten Stents bewirkt werden. 

Des Weiteren besteht die Möglichkeit blutende Ulzera oder exophytische Tumore mittels 

Argonplasma-Laser zu koagulieren und auch die Brachytherapie zur lokalen 

Tumormassenreduktion kann erwogen werden. 

2.4 MALT-1 
Das Mucosa-associated-lymphatic-tissue-translocation-protein 1 (MALT-1) wird vom 

gleichnamigen Gen MALT-1 kodiert. Dabei handelt es sich um ein Protein aus der Gruppe 

der Proteasen, genauer eine Cystein-Aspartat-spezifische-Protease, die auch als Caspasen 

bezeichnet werden. MALT1 nimmt in dieser Gruppe eine Sonderstellung ein. Anders als 

reguläre Caspasen, die eine Spezifität für saure Aminosäure an der P1-Stelle aufweisen, ist 

MALT1 eine Paracaspase und somit spezifisch für basische oder ungeladene Aminosäuren 

(McAllister-Lucas und Lucas 2008). MALT1 hat dabei nicht nur eine Funktion als Protease, 

es dient ebenso als Gerüstprotein (Gewies et al. 2014). Es wurde festgestellt, dass MALT1 

einen zentralen Regulator des Antigen-Rezeptor Signalwegs von B- und T-Lymphozyten 

darstellt, indem es NFkB inhibierende Faktoren, wie die CYLD lysine 63 deubiquitinase 

(CYLD), proteolysiert und aktivierende Proteinkomplexe stabilisiert (Gewies et al. 2014). 

 

Staudt et al. konnten zeigen, dass eine gain-of-function Mutation im MALT1-Gen zu einer 

vermehrten Aktivierung von NFkB führt (Staudt 2010). MALT1 bildet dazu einen Komplex 

mit TRAF6 das dann IKK durch Phosphorylierung aktiviert und damit den hemmenden 

Einfluss von IkB auf NFkB terminiert (Düwe et al.2010). 
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2.5 CYLD 
CYLD ist ein Tumorsuppressorgen, das ursprünglich im Rahmen der familiären 

Cylindromatose, einer Erkrankung, bei der die Betroffenen benigne Tumoren der meist 

behaarten Haut entwickeln, auf dem Locus 16q 12-13 entdeckt wurde (Biggs et al. 1995; 

Bignell et al. 2000). Es kodiert für das gleichnamige Protein, das zur Familie der 

Deubiquitinasen gehört (Brummelkamp et al. 2003; Massoumi und Paus 2007). Dieses 

besteht aus drei cytoskeletal-associated protein-glycine -conserved (CAP-Gly)-Domänen 

und einer ubiquitin-carboxyterminal-hydrolases (UCH)-Domäne. Dabei erfüllt die UCH-

Dömane die Funktion der Deubiquitinase (Massoumi und Paus 2007). 

Es konnte vielfach gezeigt werden, dass CYLD eine wichtige regulierende Rolle bei der 

Immunantwort und Onkogenese einnimmt (Massoumi et al. 2006; Trompouki et al. 2003; 

Yoshida et al. 2005). Dabei greift es in zentrale Signalwege der zellulären Homöostase ein. 

Die elementarste Rolle spielt vermutlich der inihibiernde Einfluss auf NFkB. Viele 

wissenschaftliche Arbeiten konnten eine hemmende Funktion von CYLD auf NFkB 

aktivierende Signalwege nachweisen (Yoshida et al. 2005; Trompouki et al. 2003; Hayashi 

et al. 2014). 

3 Fragestellung 

Die Invasivität der (chirurgischen) Behandlung bereits ab Tumorstadium Ib sowie die 

begrenzte Wirksamkeit der Chemoradiotherapie in weiter fortgeschrittenen Tumorstadien 

bedingen eine weiterhin hohe Morbidität und Letalität von Patient:innen mit 

Ösophaguskarzinomen. Molekulares Targeting mit klonalen Antikörpern zeigt zum 

aktuellen Zeitpunkt keinen Benefit oder ist nur Patient:innen mit Krankheitsprogress nach 

Nichtansprechen der Erstlinientherapie als palliative Therapie vorbehalten (Onkologie 

2015). 

Sowohl in vitro als auch in vivo haben alternative Therapieansätze, wie das gezielte 

Eingreifen in zelluläre Signalwege von Tumorzellen, bereits bei anderen Entitäten wie dem 

Pankreaskarzinom vielversprechende Ergebnisse gezeigt (O'Neill et al. 2023).  

Ein bekannter Mechanismus der Onkogenese ist der Funktionsverlust von 

Tumorsuppressorgenen entweder über die Mutation des entsprechenden Gens oder 

Inaktivierung eines bzw. mehrerer Proteine des Signaltransduktionsweges. Unsere 
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Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass eine gezielte Inhibition von MALT-1, einem 

positiven Regulator des NFkB Signalwegs, Tumorwachstum und Aktivität von 

Pankreaskarzinomzellen hemmt (Konczalla et al. 2020). MALT-1 übt dabei die Proteolyse 

eines gleichnamigen Proteins des Tumorsuppressorgens CYLD aus.  

Ziel dieser Arbeit ist es, mittels Western Blot und quantitative real-time PCR zu prüfen, ob  

MALT-1 und CYLD auch in Ösophaguskarzinomzellen exprimiert werden und ob eine 

gezielte Inhibition von MALT-1 einen inhibitorischen Effekt auf die Proliferation jener Zellen 

ausübt. Hierfür werden die bereits von Konczalla et al. beschriebenen Medikamente, das 

antipsychiotisch wirksame Phenothiazinderivat Mepazin und das Anticholinergikum 

Biperiden verwendet. Beiden Substanzen konnte im Pankreaskarzinom-Zellkulturmodell 

eine inhibitorische Wirkung auf die Paracaspase MALT-1 sowie eine Hemmung der 

Tumorzellproliferation nachgewiesen werden (Konczalla et al. 2020). Der Effekt von 

Biperiden und Mepazin auf Osöphaguskarzinomzellen wird anhand der im MTS-

Proliferationsassay gemessenen Proliferation von 8 unterschiedlichen Zelllinien analysiert. 

Abschließend wird mittels Caspase-3 ELISA geprüft, wie sich die Apoptoseinduktion der 

Zielzellen unter der genannten Behandlung verändert. 

Die Ergebnisse dieses Versuchsaufbaus werden in Kapitel 6 näher ausgeführt. 
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4 Material 
4.1 Geräte/Software 

Axiovert 40CFL Mikroskop Zeiss 

Citavi 6  Lumivero 

Eppendorf-Pipetten Eppendorf 

Excel Microsoft 

FLUOstar® Omega BMG Labtech 

Gefrierschrank -20°C Liebherr 

Gefrierschrank -80°C Kryotec 

ImageQuant LAS 4000 GE Lifescience Healthcare 

Inkubator Cell 240 Hera 

KS 501 digital Laborschüttler IKA  

Kühlschrank 4°C Linde 

LightCycler 480 Roche 

NanoDrop™ ND-1000 Peqlab 

Pipetus Hirschmann Laborgeräte 

Prism GraphPad 

Rottina 35R Zentrifuge Hettich Zentrifugen 

Sicherheitswerkbank Klasse 2 Thermo Scientific 

Trans-Blot Turbo Transfer System BioRad 

Vacuum-Pumpsystem Vacuubrand 

Word Microsoft 
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4.2 Verbrauchsmaterial 
384-well non-binding plates, black Greiner Bio-one 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 Roche 

Cell Scraper Sarstedt 

Falcon (15ml-50ml) Falcon (15ml-50ml) 

Filter Tips Pipettenspitzen div. Größen Biosphere 

PathScan® Cleaved Caspase-3 Sandwich ELISA 
Kit 

Cell Signaling Industries 

Serologische Pipette (2ml-50ml) Sarstedt 

Nitrocellulose Membran Thermo Scientific 

RNeasy® mini Kit  Qiagen 

Trans-Blot Turbo Transfer System Transfer 
Pack 

BioRad 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche 

Counting Slides, Dual Chamber for Cell 
Counter 

Biorad 

 

4.3 Zellen 

4.4 Zellkulturmaterialien 
RPMI-1640 mit L-Glutamin Sigma Aldrich 

96-Well Zellkulturplatte, steril, F-Bottom, mit 
Deckel 

Greiner Bio-One 

Dulbeccos Phosphatgepufferte 
Kochsalzlösung (DPBS) 

Gibco 

Epidermal Growth Factor (EGF) Sigma Aldrich 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 

Fibroblast Growth Factor (FGF) Sigma Aldrich 

Insulin Sigma Aldrich 

Penicillin/Strepotomycin Gibco 

TC 75-Zellkulturflaschen Sarstedt 

Transferrin Sigma Aldrich 

Trypanblau 4% Gibco 

Trypsin-EDTA (0,5%) Gibco 

Mr. Frosty-Gefrierbehälter Thermo Scientific 

 

  



 

- 16 - 
 

4.5 Chemikalien 
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium)  (MTS) 

Promega 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo scientific 

Dithiothreitol (DTT) Biomol 

Natriumlaurylsulfat (SDS) Sigma Aldrich 

DMSO Sigma Aldrich 

MALT1-Inhibtor Mepazin Millipore 

Akineton 5mg/ml (WS: Biperidenlactat) Desma GmbH 

Proteinaseinhibitor Thermo scientific 

Panceau-S SERVA 

Aqua dest. Sigma Aldrich 

Magermilchpulver Bio-Rad 

30 % Acrylamid (19:1) Bio-Rad 

GOLD TriFast 1,5M pH8,8 peglab 

APS Bio-Rad 

TEMED Bio-Rad 

Chloroform Merck 

Ethanol 70% Walter CMP 

Nuklease freies Wasser Thermo Scientific 

Maxima® SYBR Green qPCR 2x Master Mix Thermo Scientific 

RIPA-Puffer Sigma Aldrich 

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) Calbiochem  

Ionomycin Calbiochem 

MALT1 Antikörper Santa Cruz 

Saccharose Merck 

CHAPS Sigma Aldrich 

HEPES Buffer 1M Biological Industries 

Triton X-100 Sigma Aldrich 

Protein-G Sepharose Sigma Aldrich 

Glycin Sigma Aldrich 

Magnesiumchlorid (MgCL2) Sigma Aldrich 

MES Sigma Aldrich 

TBS-T-Puffer Sigma Aldrich 

Tri-Natriumcitrat-Hydrat Merck 
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5 Methoden 
5.1 Zellkultur 

Insgesamt wurden 8 verschiedene Zelllinien verwendet (Tab 6.) 

Tab. 6 Untersuchte Zelllinien 

Zelllinie Karzinomtyp Alter d. 
Patient:in 

Geschlecht d. 
Patient:in 

OE 19 Adeno-Ca 54 M 
OE 33 Adeno-Ca 72 M 

KYSE 140 Plattenepithel-
Ca 

73 W 

1590 PT Adeno-Ca 65 M 
1590 LN  Adeno-Ca 65 M 

6216 LN III Adeno-Ca 46 M 
6216 LN IV Adeno-Ca 46 M 

2188 PT Adeno-Ca 62 M 
Bei den Zelllinien OE-19, OE-33 und KYSE-140 handelt es sich um kommerziell verfügbare Zellen. Die Übrigen Linien 
stammen aus in unserem Institut operierten Patient:innen. 

  

 Zellen ausfrieren 

Das Nährmedium (RPMI-1640 mit L-Glutamin bzw. Fetal Bovine Serum) kurz im Wasserbad 

anwärmen. 20mL Medium werden in eine mittlere Zellkulturflasche (TC-75; Sarstedt) 

vorgelegt. Die Zellen im Kryovial bei Raumtemperatur auftauen lassen und anschließend 

komplett in die Zellkulturflasche überführen. Nach spätestens 24 Stunden sollte der erste 

Mediumwechsel vollzogen werden. 

 Mediumwechsel 

Das alte Nährmedium wird mit dem Vacuumpumpensystem abgesaugt, ohne dabei mit der 

Saugerspitze die Zellen zu berühren. Anschließend spült man die Zelllkulturflasche mit 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS). Dieses wird erneut abgesaugt. Zum Schluss 

wird die Zellkulturflasche mit 20mL frischem Nährmedium bestückt. 

 Zellen passagieren 

Wenn die Zellkulturflasche zu 80%-90% konfluent ist, sollten die Zellen in eine neue Flasche 

überführt und dabei je nach Proliferation bzw. eventueller Expansion in gewünschter 

Konzentration (1:2-1:20) ausgesät werden. 
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Dazu wird zunächst das alte Medium abgesaugt und die Zellen mit 10mL DPBS gewaschen. 

Anschließend wird das DPBS abgesaugt, die Zellen mit 2mL Trypsin-EDTA behandelt und für 

5 Minuten im Brutschrank (37°C 5% CO2) inkubiert. Nach Ablauf der 5 Minuten werden die 

Zellen, sollten sie nicht bereits abgelöst sein, durch leichtes Klopfen vom Boden der 

Zellkulturflasche gelöst. Schließlich werden 8mL Medium zum Stop der Reaktion 

hinzugegeben und die gewünschte Menge Zellsuspension in eine neue Flasche überführt. 

Diese wird mit Medium auf 20mL aufgefüllt. 

 Herstellung von Zellpellets 

Die Zellen werden mit 2ml Trypsin-EDTA behandelt und für 5 Minuten im Inkubator (37°C 

5% CO2) inkubiert. Anschließend wird die Zellkulturflasche mit 8ml Nährmedium aufgefüllt. 

Die vorhandenen 10ml werden vollständig in einen 15ml-Falcon überführt und bei 4°C und 

1500U/min 5 Minuten zentrifugiert. Der entstandene Überstand wird abgesaugt, ohne das 

Pellet zu berühren. Das Pellet wird mit 10ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. 

Abermals wird der Überstand abgesaugt und das Pellet für die Weiterverarbeitung auf Eis 

gehalten oder bei -20°C eingefroren. 

 Zellen einfrieren 

Die Zellen werden zunächst zu einem Pellet verarbeitet (siehe 5.1.4). Währenddessen wird 

ein Kryovial mit Freezing Medium aufgetaut. Das Pellet wird mit 1mL Freezing Medium 

resuspendiert und in das Kryovial überführt. Kryovials werden in einem Mr.Frosty-

Gefrierbehälter bei -80°C eingefroren und können nach 24h in einen Stickstofftank 

überführt werden. 

5.2 Western Blot 
 Proteinelektrophorese 

Als Elektrophorese bezeichnet man allgemein die Bewegung von elektrisch geladenen 

Teilchen durch ein Medium, an das eine elektrische Spannung angelegt wird. Die Teilchen 

bewegen sich dann je nach elektrischer Feldstärke entsprechend ihrer Größe, elektrischen 

Ladung, ihres pH-Werts sowie abhängig von der Ionenstärke des Puffers, der Porengröße 

des Mediums und der Temperatur unterschiedlich weit durch das Medium. Bei der 

Proteinelektrophorese können so die in der Probe, beispielsweise Zelllysate, enthaltenden 

Proteine entsprechend den genannten Eigenschaften aufgetrennt und dann in einem 

weiteren Schritt (s.5.1.6) sichtbar gemacht werden (Renart et al. 1979).  
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 Herstellung von Zelllysaten 

Die Zellen werden zunächst zu einem Pellet verarbeitet (siehe 5.1.4). 

Das Pellet wird mit einem 100:1 Gemisch aus RIPA-Puffer und Proteinaseinhibitor 

resuspendiert. Die verwendete Menge variiert dabei abhängig von der Größe des Pellets. 

Das entstandene Gemisch wird nun in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 5 

Minuten zur Zelllyse auf Eis gestellt. Im Anschluss werden die Proben bei 4°C und 14.000 

U/min 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß 

pipettiert, ohne dabei das Sediment zu berühren. Die Proben können bis zur 

Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert werden. 

 Quantitative, photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration 

Für die spätere Immundetektion der Proteine mittels Western Blot ist elementare 

Voraussetzung, bereits bei der Gelelektrophorese Proben mit gleichen 

Proteinkonzentrationen zu verwenden. Dies ist notwendig um die Ergebnisse der 

Immundetektion nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ bewerten zu können. 

Der Bicinchoninic acid (BCA)- Protein Assay kombiniert die Biuret-Reaktion, die Reduktion 

von zweiwertigem Kupfer zu einwertigem Kupfer durch Proteine in einer alkalischen 

Umgebung, mit der photometrischen Messung von einwertigem Kupfer durch 

Bicinchoninsäure (Thermo Scientific™).  

Die Messung erfolgt dabei immer in Doppelbestimmung auf einer 96-Well Platte. Dabei 

bilden die ersten beiden Reihen aus Leerwert (RIPA-Puffer) und einer 

Albuminstandardreihe die Referenz für die spätere Messung (Tab.7). 

Tab. 7 Referenz aus Leerwert und Albuminstandardreihe 

RIPA 125 µg/µl 250 µg/µl 500 µg/µl 750 µg/µl 1000 µg/µl 1500 µg/µl 2000 µg/µl 

RIPA 125 µg/µl 250 µg/µl 500 µg/µl 750 µg/µl 1000 µg/µl 1500 µg/µl 2000 µg/µl 

 

Die Anfertigung der Referenzreihe sowie die Verarbeitung der unter 5.1.2 hergestellten 

Proben erfolgte nach Anleitung des Herstellers (Thermo Scientific™). Nach abgeschlossener 

Inkubation erfolgt die Extinktionsmessung bei 520nm in einem Plate-Reader. Anhand der 

Standardkurve kann nun der Proteingehalt der einzelnen Proben berechnet werden. 
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 Gelelektrophorese 

Für die Gelelektrophorese werden 20µg Protein aus den Zelllysaten mit RIPA-Puffer 

gemischt, um ein Zielvolumen von 20µl zu erreichen. Jede Probe wird anschließend mit 5µl 

Laemmli-Puffer versehen, bei 95°C für fünf Minuten denaturiert und abschließend mit 6000 

rpm für 60 Sekunden zentrifugiert.  

Je nach Anzahl der Proben werden zwei Elektrophoresegele oder ein Gel und ein Dummy 
in die Elektrophoresekammer gespannt und diese mit Natriumlaurylsulfat (SDS)-Laufpuffer 

gefüllt. Nun werden die Proben komplett in jeweils eine Tasche im Gel pipettiert. Eine der 

Taschen sollte dabei für die Prestained Protein Ladder freigelassen werden. Nach 

abgeschlossener Beladung der Gele wird die Elektrophoresekammer geschlossen und eine 

Spannung von ungefähr 100mV angelegt. In der hier verwendeten Versuchsanordnung 

wurde die Spannung für eine Stunde angelegt. 

 Transfer 

Nach erfolgreicher Elektrophorese müssen die Proteine aus dem Gel auf eine 

Nitrocellulosemembran transferiert werden. Dafür wurde das Trans-Blot Turbo Transfer 

System (BioRad) mit dazugehörigen Transfer Packs verwendet. Dabei wird zunächst ein 

Stapel mit Transferpuffer getränktem Filterpapier und oben aufliegender 

Nitrocellulosemembran in die Kassette des Turbo-Blot Systems gelegt. Darauf platziert man 

das Elektrophoresegel und deckt das ganze erneut mit Filterpapier ab. Anschließend wird 

die Kassette verschlossen und in das System zurückgeschoben. Der Transfer erfolgte nach 

dem vorinstallierten Protokoll STANDARD SD innerhalb von 30 Minuten. Nach dem Transfer 

wird die Membran aus der Kassette entnommen und für eine Stunde mit 5%iger 

Milchpulverlösung inkubiert um alle verbliebenen Proteinbindunsgstellen zu blockieren. 

 Immundetektion der Proteine 

Für die Immundetektion der Zielproteine wird die Membran zunächst mit dem 

Primärantikörper, welcher sich gegen das Zielprotein richtet, über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Verwendet wurden dafür die beiden polyklonalen Antikörper Anti-MALT1 sowie Anti-CYLD, 

die beide aus Kaninchenserum gewonnen worden sind. 

Die Membran wird anschließend für 3x 5 Minuten mit Tris-buffered saline with Tween20 

(TBS-T) gewaschen und daraufhin für eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem 

Sekundärantikörper inkubiert. Der Sekundärantikörper richtet sich dabei gegen das 
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Erzeugertier des Primärantikörpers. Daher wurde ein anti-Rabbit Antikörper verwendet. 

Zudem ist der Sekundärantikörper mit horse raddish protein (HRP) gekoppelt, welches 

dann mit dem Chemolumineszens reagiert.  Die Membran wird für insgesamt 6x 10 

Minuten mit TBS-T gespült, um verbleibende freie Antikörper zu entfernen.   

Die Darstellung der mit Antikörper markierten Proteine erfolgt im Image Quant LAS4000 

mittels Chemolumineszens. 

5.3 Quantitative Realtime Polymerase-Chain-Reaction (qPCR) 

 RNA-Isolation 

Die Zellen werden zunächst zu einem Pellet verarbeitet (siehe 5.4.4) und auf Eis gelegt. 

Jedem Pellet wird 1mL Tri-Reagenz (peg GOLD TriFast) hinzugefügt und solange 

resuspendiert bis das Pellet sich vollständig gelöst hat. Die Zellen werden dabei lysiert, 

RNAsen und andere Enzyme deaktiviert und RNA in dem enthaltenen Phenol gelöst. Man 

spricht bei diesem Verfahren von einer single-step-Methode (Chomczynski und Sacchi 

1987). Das Gemisch wird anschließend für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 

folgend für zehn Minuten bei 4°C und 12.000g zentrifugiert. Jede Probe wird nun mit 200µL 

Chloroform bestückt und durch Schütteln vermengt. Dieses neue Gemisch wird erneut bei 

Raumtemperatur 8 Minuten inkubiert und anschließend bei 4°C und 12.000g zentrifugiert. 

Der dabei entstehende klare Überstand enthält RNA. Davon werden 350µl in ein neues 

Eppendorf-Tube pipettiert und im Verhältnis 1:2 mit 70%igem Ethanol gemischt. Im 

Anschluss erfolgte die Aufreinigung der RNA. Dafür wurde das RNeasy® Mini Kit von Qiagen 

verwendet. Dafür wurde das Ethanol-RNA Gemisch auf RNeasy®-Säulen gegeben und für 

15 Sekunden bei 8.000g zentrifugiert. Der entstandene Durchfluss wird verworfen. 

Darauffolgend wurde die Membran der Säulen in drei Schritten gewaschen. Zuerst wurde 

die Membran mit 700µL RW1-Puffer bestückt danach zweimal mit je 500µL RPE-Puffer. 

Dabei wurde jeweils nach Hinzugabe des Puffers für 15 Sekunden bei 8.000g zentrifugiert. 

Nach dem letzten Waschschritt wurde das Sammelröhrchen unter der RNeasy®-Säule 

durch ein neues ersetzt und das Ganze für eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit 

zentrifugiert. Anschließend wurden 30µL RNase-freies Wasser direkt auf die Membran 

pipettiert und die Probe erneut für eine Minute bei 8.000g zentrifugiert, um die RNA zu 

eluieren.  
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Abschließend konnten der RNA-Gehalt und die Reinheit der Probe mittels Photometrie im 

Nanodrop™ ND-1000 festgestellt werden. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

 cDNA-Synthese 

Für die cDNA-Synthese wurde das Transcriptor First Stand cDNA Synthesis Kit von Roche 

verwendet.  Die Proben-Primer-Mischung wurde unter Einsatz von 1µg RNA nach 

Herstellerprotokoll angefertigt. Die cDNA wurde dann bei 55°C für 30 Minuten amplifiziert. 

Die Reaktion wurde anhand Inaktivierung der reversen Transkriptase durch Erhitzen auf 

85°C für fünf Minuten und anschließendem Überführen auf Eis gestoppt. 

 q-PCR 

Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) ist eine wissenschaftliche Methode, die der gezielten 

künstlichen Amplifikation von DNA dient. Eine Sonderform dieser Methode stellt die 

quantitative Realtime PCR dar. Diese ermöglicht eine Quantifizierung der bei der 

Amplifikation entstandenen DNA-Produkte in Echtzeit. Die qPCR ist eine sehr sensitive 

Messung mittels detektierter Fluoreszenz. Dabei steigt die Intensität der Fluoreszenz 

proportional zur entstandenen DNA-Menge. Für die Fluoreszenz verantwortlich ist dabei 

der interkalierende Farbstoff SYBR®-Green I (Livak und Schmittgen 2001). 

Pro Probe wurde folgender Ansatz angesetzt: 

12,5µL SYBR® Green I Master Mix + 9,5µL H2O + je 0,5µL Forward bzw. Backward-Primer in 

einer Konzentration von 20pmol.  

Diese 23µL Versuchsansatz wurden jeweils in einen Well einer auf Eis liegenden 384-Well 

Platte pipettiert. Pro Probe erfolgte der Ansatz in Doppelbestimmung um 

Pipettierungenauigkeiten auszuschließen. Schließlich wurden 2µL der Proben-DNA dem 

jeweiligen Well hinzugefügt. Eine Negativkontrolle erfolgte mit H20. Bei den Primern 

handelte es sich um offizielle Primer für die Zielgene MALT-1 und CYLD. 

Anschließend wird die 384-Well Platte für die Durchführung der qPCR in den LightCycler 

480 gestellt. Im ersten Zyklus wird die im SYBR Green Master Mix enthaltene taq-

Polymerase hitzeaktiviert. Darauffolgend schlossen sich 45 weitere Zyklen an (siehe Tab. 

8). Hierbei werden durch die wiederholte Denaturierung der dsDNA (Doppelstrang-DNA) 

spezifische Genabschnitte mithilfe der zugegebenen Primer repliziert und somit die Menge 

der detektierbaren DNA exponentiell amplifiziert. 
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Tab. 8 Ablauf der qPCR 

Anzahl Zyklen Dauer Temperatur Vorgang 

1 10min 95°C Hitzeaktivierung der 

Polymerase 

45 15s 

1min 

95°C 

60°C 

Denaturierung, 

Primerhybridisierung 

und Amplifikation 

 

Durch den interkalierenden Farbstoff SYBR®-Green I kommt es bei erfolgreicher Replikation 

und Amplifikation zu einer exponentiellen Zunahme des messbaren Fluoreszenzsignals in 

der Amplifikationsphase.  Ab einem gewissen Schwellenwert, oder Cycle of Threshold (Ct), 

übersteigt das Fluoreszenzsignal in den DNA-Doppelsträngen die dem Ansatz 

zugrundeliegende Hintergrundfluoreszenz. Nur bei einem Überschreiten dieses 

Schwellenwertes kann von einem signifikanten Ergebnis ausgegangen werden. 

Bei Ct-Werten > 35 kann nicht von einer Expression der Ziel-DNA ausgegangen werden, 

somit werden Proben, bei denen dieser Schwellenwert überschritten wurde für die weitere 

Auswertung nicht verwendet. 

Zur Berechnung der relativen Expression des Zielgens X im Vergleich zum endogenen 

Housekeeping-Gen GAPDH wird die ∆CT- Methode (Livak und Schmittgen 2001) zugrunde 

gelegt. Dabei wird die Ratio R wie folgt berechnet: 

R = 2-∆CT ǀ ∆CT = GAPDH− X resp. ∆CT = GAPDH − X 
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5.4 MTS-Proliferationsassay 

Der MTS-Proliferationsassay ist eine kolorimetrische Methode zur Quantifizierung der 

Zellanzahl bei Untersuchungen der Proliferation. Das (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (MTS) wird dabei in den Zellen 

zu Formazan reduziert, welches sich im Nähmedium löst und kolorimetrisch detektiert 

werden kann.  

Die Zellen wurden während dieses Versuchs verschiedenen Konzentrationen von Mepazin 

und Biperiden bzw. deren Kombination ausgesetzt. Folgende Konzentrationen wurden 

verwendet:  

 

Tab. 9 Verwendete Konzentrationen von Mepazin und Biperiden 

Mepazin Biperiden Kombination 

5 µM 2mg p.o (3,7 µg/µl) 15µM Mepazin+  

10mg Biperiden   

10 µM 6mg p.o (11,1 µg/µl) 25µM Mepazin+  

6mg Biperiden 

 

15 µM 10mg p.o (18,5µg/µl)  

25 µM 16mg p.o (29,6 µg/µl)  

  

Als Kontrolle dienten jeweils eine unbehandelte Gruppe und eine Gruppe, die mit DMSO, 

der Trägersubtanz des Mepazins, behandelt wurde. 

 Vorbereitung der Zellen 

Die verwendeten Zelllinien werden trypsiniert und anschließend in 50ml-Falcons überführt. 

Je 10µL Zellsuspension werden mit 10µL Trypan-Blau gemischt, 10µL des Gemisches auf 

einen speziellen Zählobjektträger aufgetragen und im automatischen Zellzähler gezählt. 

Die Zählung erfolgt als Dreifachbestimmung. Anhand des Mittelwerts der Zählungen wird 

errechnet in welchem Volumen 4000 Zellen vorhanden sind. Pro Versuchsreihe werden vier 

96-Well-Platten benötigt (Tag 0-3). Jede Konzentrationsreihe wird als Dreifachbestimmung 

pipettiert. Gemäß der Berechnung werden nun pro Well 4000 Zellen ausgesät und das 
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Volumen mit Zellmedium auf 200µL ergänzt. In alle umliegenden Wells werden 200µL PBS 

pipettiert, um die Zellen vor Austrocknung zu bewahren. 

Die Zellen werden für 24h im Brutschrank inkubiert. 

 Die Messung 

Dazu werden die Wells der ersten Platte (Tag 0 - unbehandelt) zunächst von Medium 

befreit und mit PBS gespült. Nachfolgend wird jeder Well mit 100µL Nährmedium und 20µL 

MTS-Substrat bestückt. Daraufhin wird die Platte für eine Stunde im Brutschrank inkubiert. 

Anschließend wird die Absorption bei 490nm in einem Plate-Reader gemessen, wonach die 

Platte für eine weitere Stunde inkubiert und erneut gemessen wird. Nach der zweiten 

Messung kann die Platte verworfen werden. 

 Der Mediumwechsel 

Die Zellen auf den verbleibenden drei Platten werden mit neuem Nährmedium versehen, 

welches bereits die Medikamente in den oben beschriebenen Konzentrationen enthält. 

Die Vorgänge der Messung und des Mediumwechsels werden für die einzelnen Platten 

wiederholt bis nach 72h Behandlung die vierte und letzte Platte (Tag 3) gemessen worden 

ist. 

5.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) gehört zur Gruppe der Immunoassays. 

Dabei handelt es sich um verschiedene Verfahren der Bioanalytik, „deren gemeinsames 

Grundprinzip die Erkennung und damit der Nachweis eines Analyten in einer flüssigen Phase 

durch die Bindung eines Antigens an einen Antikörper ist“ (www.wikipedia.org). 

Der ELISA wurde 1971 als deutlich günstigere und leichter durchzuführende Methode im 

Vergleich zum standardmäßig eingesetzten Radioimmunoassay(RIA) eingeführt (Engvall 

und Perlmann 1971). Es handelt sich dabei um einen heterogenen Immunoassay. Das 

bedeutet, dass mindestens ein Reagent, Antigen oder Antikörper, des Assays fest an eine 

Mikrotiterplatte gebunden ist. Der klassische ELISA besteht aus einem fest gebundenen 

Antigen, welches von spezifischen Antikörpern, die in der zu untersuchenden Probe sein 

sollen, gebunden wird. Der Nachweis dieser Antigen-spezifischen Antikörper erfolgt 

anschließend mit gegen den Fc-Teil gerichteten Antikörper, die kovalent an ein Enzym 
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gebunden sind, welches schließlich ein Substrat umsetzt und es dadurch zu einem 

Farbumschlag kommt, der photometrisch detektiert werden kann (Premjeet et al. 2011). 

 Sandwich ELISA 

Im Versuchsaufbau dieser Arbeit wurde eine Variante des klassischen ELISA verwendet, der 

sogenannte Sandwich ELISA. Dabei handelt es sich um einen heterogenen, nicht 

kompetitiven Immunoassay, der sich besonders gut dazu eignet die Konzentration eines 

Antigens in einer unbekannten Probe zu messen (Premjeet et al. 2011). 

Beim Sandwich ELISA ist ein Antikörper, der sich gegen das gesucht Antigen richtet, am 

Boden einer Mikrotiterplatte gebunden. Dieser Antikörper bindet bei Hinzugabe der Probe 

das Antigen. Der letztliche Nachweis des Antigens erfolgt über einen weiteren spezifischen 

Antikörper der erneut das Antigen bindet. 

 Caspase-3 

Als Caspasen wird eine Gruppe von Cystein-Proteasen bezeichnet, die bei Säugetieren für 

die lebenswichtige Zellapoptose zuständig sind. Akttuell wurden 14 verschiedene Caspasen 

beschrieben. Die wohl relevanteste Caspase für die Apoptose ist die Caspase-3, deren 

Vorstufe die pro-Caspase-3 zahlreich in diesem Zusammenhang nachgewiesen werden 

konnte (Porter und Jänicke 1999). Die Pro-Caspase-3 wird aktiviert durch Abspaltung einer 

N-terminalen Untergruppe. Aufgrund der zentralen Rolle in der Apoptose hat sich Caspase-

3 als Marker für Untersuchungen der Apoptose etabliert (Porter und Jänicke 1999). 

 Cleaved Caspase-3 Sandwich ELISA 

Für die Messung der endogenen Cleaved Caspase-3 Aktivität wurde das PathScan® Cleaved 

Caspase-3 Sandwich ELISA KIT von Cell Signaling verwendet. Der Versuchsablauf erfolgte 

nach Herstellerprotokoll (Cell Signaling Industries). 

Die Messung des endogenen Cleaved Caspase-3 Proteins erfolgte innerhalb 30 Minuten 

nach Hinzugabe der STOP-Solution. Dafür wurde die Adsorption bei 450nm im PlateReader 

gemessen. Die Proteinmenge verhält sich dabei proportional zur gemessenen Adsorption. 
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6 Ergebnisse  

6.1 CYLD-Expression. 

Das CYLD-Gen kodiert für die gleichnamige Deubiquitinase und wird als 

Tumorsuppressorgen klassifiziert. Aufgrund seiner inhibitorischen Wirkung auf NFkB spielt 

die CYLD Deubiquitinase eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunantwort sowie der 

Onkogenese (Bignell et al. 2000). 

Im Western Blot konnte CYLD in seiner Gesamtgröße von 107kDa sowie eins der MALT-1 

abhängigen Spaltprodukte mit 40kDa in allen untersuchten Ösophaguskarzinomzellen 

nachgewiesen werden (Abb.6.1.1.). 

 

Abbildung 6.1.1 Western Blot. CYLD und MALT-1 Expression in Ösophaguskarzinomlinien. Gesamtes CYLD 107kDa, und 
Spaltprodukt 40kDa N-Terminus. Ladekontrolle mit HSC70. 
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Die Berechnung der relativen Expression von CYLD im Vergleich zum endogenen 

Housekeeping Gen GAPDH zeigt, dass CYLD, wenn auch in unterschiedlicher Ausprägung, 

in allen untersuchten Ziellinien exprimiert wird (Abb.6.1.2). Vor Beginn der inhibitorischen 

Experimente konnte somit gezeigt werden, dass alle Zelllinien mit CYLD und MALT-1 über 

die Ziele unseres Therapieansatzes verfügten. 

 

 

Abbildung 6.1.2 Expression von CYLD mRNA in Ösophaguskarzinomzellen: Darstellung der absoluten ΔCt-Werte im 
Vergleich zum Housekeeping Gen GAPDH 

 

 

6.2 MALT-1 Expression 

Das Mucosa-associated-lymphatic-tissue-translocation-protein 1 wird vom gleichnamigen 

Gen MALT-1 kodiert. Dabei handelt es sich um ein Protein aus der Gruppe der Proteasen, 

genauer gesagt die Cystein-Aspartat-spezifische-Proteasen, die auch als Caspasen 

bezeichnet werden. Es wurde festgestellt, dass MALT1 einen zentralen Regulator des 

Antigen-Rezeptor Signalwegs darstellt, indem es negative NFkB Faktoren, wie CYLD, 

proteolysiert und aktivierende Proteinkomplexe stabilisiert (Gewies et al. 2014). 

Analog zu CYLD zeigt sich in der qt-PCR eine im Vergleich zu GAPDH unterschiedliche 

Genexpression für die unterschiedlichen Ösophaguskarzinomzellen (Abb. 6.2.1). 
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Abbildung 6.2.1 Expression von MALT-1 mRNA in Ösophaguskarzinomzellen: Darstellung der absoluten ΔCt-Werte im 
Vergleich zum Housekeeping Gen GAPDH 

 

6.3 Zellkultur 

Nach Nachweis der Expression von CYLD und MALT-1 in Ösophaguskarzinomzellen sowie 

der MALT-1 abhängigen Spaltprodukte von CYLD wurde die Wirkung der Inhibition von 

MALT-1 mit Mepazin und Biperiden auf Ösophaguskarzinomzellen zunächst an den 

kommerziell erhältlichen Adenokarzinomzelllinien OE-19 und OE-33 erprobt. Hierfür 

wurden die, wurden die Zellkulturenreihen entsprechend dem vorherig beschriebenen 

Protokoll für 24 Stunden mit unterschiedlichen Wirkstoff enthaltenden Medien inkubiert. 

Mepazin wurde in den Konzentrationen 25 respektive 40µmol/l verwendet. Biperiden in 

einer Konzentration von 29,6µg/µl, was einer Einnahme von 16mg p.o entspricht. Als 

Kontrolle wurden die Zellen mit DMSO haltigen Medium inkubiert. 
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Während in den mit DMSO versehenen Kulturen nach 24 Stunden überwiegend Zellen in 

festen Zellgruppen darstellbar waren, zeigten die mit Mepazin und Biperiden behandelten 

Zellen deutliche Anzeichen für Zelllyse und Apoptose. Flächendeckende Zellverbände 

waren nicht mehr darzustellen. Bei den mit Mepazin behandelten Zellen zeigte sich ein 

stärkerer Effekt bei höherer Konzentration (Abb. 6.3.1). Die Rekultivierung der Zellen 

gelang mit den mit DMSO inkubierten Zellen, hingegen nicht mit den übrigen Zellen (nicht 

abgebildet). 

 

  

Abbildung 6.3.1 Adenokarzinomzelllinien OE 19 und OE 33 in Zellkultur. Apoptose und Zelllyse nach Inkubation für 24 h mit je 25 μM bzw. 40 μM 
Mepazin sowie 29,6 μg/μl Biperiden. Kontrolle mit Lösungsmittel DMSO. Lichtmikroskopische Bilder in 400-facher Vergrößerung. 
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6.4 Proliferationsassay 

Im nächsten Schritt wurde die Zellviabilität unter Behandlung mit Mepazin, Biperiden und 

einer Kombination beider Substanzen quantifiziert. In diesem Versuch sind nun, nach den 

Vorversuchen in der Zellkultur (siehe 6.3), alle unter 5.1 aufgeführten Zelllinien untersucht 

worden. 

 Inkubation mit Mepazin und Biperiden als Mono- sowie Kombitherapie 

In der gemeinsamen Betrachtung aller Zellreihen zeigt sich für die höheren Dosierungen 

von Mepazin (10µmol/l, 15µmol/l und 25µmol/l), verglichen mit den Kontrollgruppen 

(Leerwert und DMSO), ein signifikanter Rückgang der Zellproliferation nach 72 Stunden 

Inkubationszeit (jeweils p= <0,0001). Darüber hinaus zeigt sich ein signifikanter Unterschied 

zwischen der höchsten Dosierung von Mepazin verglichen mit den Dosierungen von 

10µmol/l respektive 15µmol/l (jeweils p= <0,0001). Die niedrigste Dosierung des Mepazins 

mit 5µmol/l zeigte in der Gesamtbetrachtung zwar einen reduzierten, statistisch jedoch 

nicht signifikanten Effekt (Abb. 6.4.1). 

 

 

Abbildung 6.4.1 MTT Assay. Zellviabilität von ösophagealen Karzinomzellen nach Inkubation mit Mepazin für 72 h. 
Gemeinsame Darstellung von Adeno- sowie Plattenepithelkarzinomelllinien. Kontrolle mit unbehandeltem Leerwert 
sowie Lösungsmittel DMSO als Vehicle für Mepazin. Angabe des Signifikanzniveaus zwischen Vehicle und MEP25. 
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Betrachtet man exemplarisch die Zellreihen OE-19 (Adenokarzinom) und KYSE-140 

(Plattenepithelkarzinom) in dem man die an Tag 0 gemessene Proliferationsaktivität als 

Grundaktivität von 100% definiert, zeigt sich nach 72 Stunden in der DMSO-Kontrollgruppe 

eine Steigerung der Aktivität auf 2036 % (OE-19) respektive 984% (KYSE-140). Im gleichen 

Zeitraum reduziert sich die Aktivität von OE-19 unter 25 µmol/l Mepazin auf 64 % während 

von der Zellreihe KYSE-140 unter dieser Dosierung keine viablen Zellen mehr nachweisbar 

sind (-51%). Diese Reduktion der Aktivität ist jeweils statistisch signifikant (p= <0,0001) 

während es keinen signifikanten Unterschied zwischen den behandelten Zellen gibt (Abb. 

6.4.2). 

 

 

Abbildung 3.4.2 MTT Assay. Zellviabilität der Zelllinien OE 19 (Adeno-Ca) und OE 33 (Plattenepithel-Ca) nach Inkubation 
mit 25 μM Mepazin für 72 h. Kontrolle mit Lösungsmittel DMSO. Angabe des 95%igen Konfidenzintervalls und dem p-
Wert. 
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Für die Behandlung mit Biperiden zeigten sich ähnlich Auswirkungen auf die Proliferation 

der Zellreihen. Es zeigten nur die beiden höchsten Dosierungen des Biperidens (10mg und 

16mg) einen signifikanten Effekt (jeweils p= <0,0001) (Abb. 6.4.3).  

 

Abbildung 6.4.3 MTT Assay. Zellviabilität von ösophagealen Karzinomzellen nach Inkubation mit Biperiden für 72 h. 
Gemeinsame Darstellung von Adeno- sowie Plattenepithelkarzinomelllinien. Kontrolle mit unbehandeltem Leerwert 
sowie Aqua dest. als Vehicle für Biperiden. Angabe des Signifikanzniveaus zwischen Vehicle und Bip16. 

 

Diesen Ergebnissen folgend, zeigte sich auch in der Betrachtung einer kombinierten 

Behandlung mit Mepazin und Biperiden ein statistisch signifikanter Rückgang der 

Proliferationsaktivität für beide Kombinationen (25µmol/l Mepazin + Biperiden 2mg 

respektive 15µmol/l Mepazin + Biperiden 6mg) (jeweils p= <0,0001) (Abb. 6.4.4).  

 

Abbildung 6.4.4 MTT Assay. Zellviabilität von ösophagealen Karzinomzellen nach Inkubation mit einer Kombination von 
Mepazin und Biperiden für 72 h. Gemeinsame Darstellung von Adeno- sowie Plattenepithelkarzinomelllinien. Kontrolle 
mit unbehandeltem Leerwert sowie dem Lösungsmittel DMSO als Vehicle für Mepazin. Angabe des Signifikanzniveaus 
zwischen Vehicle und Mep25+Bip2. 
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Vergleicht man die höchste Dosierung des Mepazin (25µmol/l) mit der 

Kombinationsbehandlung von 15µmol/l Mepazin und 10mg Biperiden so ist ein statistisch 

signifikanter, stärkerer Effekt in der Behandlung mit 25µmol/l Mepazin zu beobachten       

(p= 0,079) (Abb. 6.4.5). 

 

Abbildung 6.4.5 MTT Assay. Vergleich der Zellviabilität aller Zelllinien nach 72-stündiger Inkubation mit Mepazin bzw. 
einer Kombination aus Mepazin und Biperiden. Angabe des Signifikanzniveaus zwischen Mep15+Bip6 und Mep25. 

Passend zu den in Abb. 6.4.3 präsentierten Daten, zeigt die Kombinationsbehandlung aus 

25µmol/l Mepazin und 16 mg Biperiden keinen signifikanten Unterschied der 

Proliferationsaktivität im Vergleich zur Monobehandlung mit 25µmol/l Mepazin (p= 0,546) 

(Abb. 6.4.6).  

 

Abbildung 6.4.6 MTT Assay. Vergleich der Zellviabilität aller Zelllinien nach 72-stündiger Inkubation mit Mepazin bzw. 
einer Kombination aus Mepazin und Biperiden 
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 Effekte in Abhängigkeit der Genexpression 

Vergleicht man den Effekt auf die Proliferation vor dem Hintergrund der unterschiedlichen 

Expressionsraten von CYLD und MALT-1 zeigen sich signifikante Unterschiede in der 

Therapieeffektivität in Abhängigkeit der Expressionsrate. Vergleicht man die Zellreihen OE-

19 und KYSE-140 so zeigt sich, dass die Proliferation der Zellreihe OE-19, die CYLD am 

stärksten exprimiert, erst bei höheren Dosen Mepazin in einer ähnlichen Rate inhibiert 

wird, wie es bei der Zellreihe KYSE-140, die Linie mit der geringsten CYLD-Expression, der 

Fall ist (Abb.6.4.7). 

 

Abbildung 6.4.7 MTT Assay. Vergleich der Zellviabilität in Abhängigkeit der CYLD-Expression. Verglichen werden die die 
Zelllinien mit der höchsten (OE-19) und geringsten (KYSE-140) Expression. Darstellung der Zellviabilität nach 72-
stündiger Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen Mepazin. Angabe des 95%igen Konfidenzntervalls und p-
Wert. 

Für MALT-1 zeigt sich ein gegenteiliger Effekt. Je höher die Expression von MALT-1 ist, 
desto ausgeprägter ist der inhibitorische Effekt auf die Proliferation, hier dargestellt 
anhand des Vergleichs der Zellreihen mit der höchsten (6216 LN III) und geringsten (1590 
LN) Expression. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 6.4.8). 

 

Abbildung 6.4.8 MTT Assay. Vergleich der Zellviabilität in Abhängigkeit der MALT-1-Expression. Verglichen werden die 
die Zelllinien mit der höchsten (6216 LN III) und geringsten (1590 LN) Expression. Darstellung der Zellviabilität nach 72-
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stündiger Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen Mepazin. Angabe des 95%igen Konfidenzntervalls und p-
Wert.   

6.5 Apoptose Assay 
Weiterführend wurde das gezeigte Proliferationsverhalten auf Hinweise einer erhöhten 

Apoptoseaktivität überprüft. Hierzu erfolgte die photometrische quantitative Bestimmung 

der cleaved-Caspase-3 zu den Messzeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden. Die Apoptose wird 

unter anderem durch die proteolytische Spaltung des Caspase-3 Proenzyms eingeleitet. 

Nachfolgend wird die quantitative Veränderung des Spaltprodukts, cleaved-Caspase-3 

unter der Behandlung mit Biperiden, Mepazin sowie einer Kombination beider Substanzen 

mit der DMSO ausgesetzten Kontrollgruppe untersucht. In der Mepazin und Biperiden 

Gruppe zeigt sich jeweils eine leicht erhöhte Apoptoseinduktion im Vergleich zu den 

respektiven Kontrollgruppen. Der zeitliche Verlauf der Apoptoseinduktion unterscheidet 

sich dabei zwar signifikant, zum Messzeitpunkt nach 72 Stunden zeigt sich jedoch kein 

signifikanter Unterschied mehr. Die Ergebnisse der Zellreihen nach Inkubation mit der 

Abbildung 6.5.1 Apoptose Assay aller Zellreihen. Caspase 3 Aktivität nach Inkubation von 24,48,72 h mit Mepazin, Biperiden, 
sowie der Kombination aus beiden Substanzen. Kontrolle mit den Vehiclesubstanzen DMSO (Mep. +Kombi.) bzw. Aqua dest. 
(Bip.) 
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Kombination aus Mepazin und Biperiden zeigen nahezu keinen Unterschied bezüglich der 

Apoptoserate im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb.6.5.1). 

7 Diskussion 

Aktuell bedarf es bei Ösophaguskarzinomen neben der operativen Tumorresektion 

zusätzlich einer intensiven Polychemotherapie, die mit einer hohen Morbidität der 

Patient:innen verbunden ist. Ein möglicher weiterer Ansatz könnte die gezielte 

Einflussnahme auf Signaltransduktionswege sein. 

Für das Pankreaskarzinom konnte so ein potenzieller Ansatz in der medikamentösen 

Inhibition der aus lymphatischen Zellen bekannten Paracaspase MALT-1, einem 

essentiellen Bestandteil des nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

(NFkB) aktivierenden CARD11-BCL10-MALT 1 (CBM)-Komplexes, mit Effekten auf die 

Proliferation der Pankreaskarzinom-Zellen in vitro und in vivo gezeigt werden (Konczalla et 

al. 2020).  

Die molekulargenetische Untersuchung der untersuchten Ösophaguskarzinomzelllinien 

mittels qPCR erbrachte den Nachweis, dass alle untersuchten Zellreihen in optimalen 

Kulturbedingungen sowohl MALT-1 als auch CYLD exprimieren. Verglichen mit der 

Expression des Benchmarkgens GAPDH zeigte jede Zellreihe eine individuelle 

Expressionsrate unabhängig davon, ob es sich bei den Zellen um Ableger eines Adeno- bzw. 

Plattenepithelkarzinoms handelte. Damit ist MALT-1 als Zielstruktur potenzieller neuer 

Therapieansätze des Ösophaguskarzinoms denkbar.  

Analog zu den Untersuchungen am Pankreaskarzinom von Konczalla et al. (2020) sollte der 

Effekt der spezifischen MALT-1 Inhibition auf die Zellviabilität überprüft werden.  

Das als Neuroleptikum eingesetzte Phenothiazin Mepazin ist bereits als MALT-1 Inhibitor 

beschrieben (Nagel 2012). Als Neuroleptikum findet es aufgrund von neuerer und 

potenterer Substanzen heute keinen Einsatz mehr (CASEY et al. 1960). Wie unsere 

Arbeitsgruppe bereits zeigen konnte, kommt neben Mepazin auch das Anticholinergikum 

Biperiden als möglicher MALT-1 Inhibitor in Frage (Konczalla et al. 2020). Biperiden wird 

aktuell insbesondere zur pharmakologischen Behandlung des extrapyramidalen Syndroms 

eingesetzt. Aufgrund des im Vergleich zu konventioneller Chemotherapie milden 
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Nebenwirkungsspektrum könnte es jedoch eine wünschenswerte Ergänzung oder gar 

Ersatz der bisherigen Therapiemodalität bilden (Geh et al. 2000).  

MALT-1 ist seit der Entdeckung der zentralen Rolle der Immunregulation zunächst vor allem 

in hämatologischen Tumorerkrankungen beschrieben worden. Die zytotoxische Wirkung 

der Inhibition von MALT-1 ließ sich bereits ins B-Lymphomen (Nagel 2012) und für T-Zell 

Leukämien (Ishikawa und Mori 2020) zeigen. Auch in der Identifikation neuer 

Therapiestrategien zur Behandlung solide Tumoren spielt  MALT-1  zunehmend eine 

zentrale Rolle (Gomez Solsona et al. 2022).  

Die bereits von Konczalla et al. (2020) in unserer Arbeitsgruppe gezeigten zytotoxischen 

Effekte auf Pankreaskarzinomzellen ließen sich in dieser Arbeit für 

Ösophaguskarzinomzellen reproduzieren. Bereits die alleinige Betrachtung des 

Zellverhaltens in Kultur zeigte einen langanhaltenden zytotoxischen Effekt auf die Zellen 

(Abb. 3). Diese Beobachtungen werden gestützt durch die signifikant geringere 

Proliferationsrate im MTS-Assay unter Behandlung mit Mepazin, Biperiden sowie der 

Kombination aus beiden Subtanzen (Abb. 4-7). Dabei zeigte sich, unter der Einschränkung 

der geringen Fallzahl, kein Unterschied im Therapieansprechen zwischen Adeno- und 

Plattenepithelkarzinomzellen. Die Behandlung der Zellen mit einer Kombination aus 

Mepazin und Biperiden zeigte keinen additiven Effekt auf die Reduktion der 

Zellproliferation. Grund hierfür könnte eine kompetitive Bindung an die inhibitorische 

Bindungsstelle des MALT-1 aufgrund von strukturellen Ähnlichkeiten sein. Mepazin und 

Biperiden haben eine N-Methylpiperidenstruktur gefolgt von drei Kohlenstoffatomen 

gemein. Unsere Arbeitsgruppe konnte in silico zeigen, dass beide Substanzen an der 

gleichen Bindungsstelle mit MALT-1 interagieren. Biperiden kann darüber hinaus weitere 

hydrophobe Wechselwirkungen mit MALT-1 eingehen (Konczalla et al. 2020). Der 

tatsächliche Interaktionsrahmen ist bisher nicht belegt und muss weiter erforscht werden. 

Auch wenn ein additiver Therapieeffekt nicht zu beobachten ist, könnte die Interaktion von 

Mepazin und Biperiden an der inhibitorischen Bindungsstelle von klinischer Bedeutung 

sein. Denn die Effekte auf die Zellproliferation nach Behandlung mit beiden Substanzen 

zeigen eine ähnliche bis gleiche Inhibition bei niedriger Dosierung beider Substanzen. So ist 

beispielsweise nach Behandlung mit 25µmol/l Mepazin ein etwas stärkerer aber statistisch 

nicht signifikanter Effekt im Vergleich zu der Behandlung mit 15µmol/l Mepazin und 6mg 
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Biperiden zu beobachten. Dies könnte dahingehend relevant sein, dass eine Behandlung 

mit niedriger Dosierung mit ähnlichem Therapieeffekt sich positiv auf die 

Therapieverträglichkeit auswirken könnte. 

Betrachtet man den Effekt auf Zellproliferation in Abhängigkeit von der Expressionsrate der 

jeweiligen Gene, MALT-1 und CYLD, zeigt sich, dass Zellreihen, die vermehrt MALT-1 

exprimieren eine geringere Inhibition der Proliferation durch Mepazin erfahren als Zellen 

mit geringer MALT-1 Expression. Dieser Zusammenhang lässt sich über eine erwartbar 

gesteigerte Proteinmenge bzw. Aktivität bei vermehrter Expression und daraus folgend 

einer bei niedrigeren Dosierungen des Mepazins nicht ausreichenden Inhibition der 

Proliferation erklären. Die Expressionsrate von MALT-1 könnte also Indikator für einen 

möglichen Therapieerfolg sein. Hierfür bedarf es jedoch noch weiterer Forschung zur 

Klärung der Frage, ob eine erhöhte Expressionsrate auch zu einer erhöhten Proteinaktivität 

führt und welchen konkreten Effekt die Inhibition von MALT-1 auf das Protein CYLD ausübt. 

Anhand dieser Zusammenhänge ließen sich gegebenenfalls Patient:innen identifizieren, die 

von einer solchen neuartigen Therapie besonders profitieren würden. 

 

Die Betrachtung der Proliferation in Abhängigkeit der CYLD zeigt, dass eine hohe Expression 

von CYLD sich nicht begünstigend auf das Einbrechen ebendieser auszuwirken scheint. Bei 

einer erhöhten Expressionsrate von CYLD würde man mit einer ebenfalls erhöhten 

Proteinaktivität und damit intrinsisch inhibitorischen Effekt auf die Proliferation der 

Tumorzelle rechnen. Die betrachtete Zellreihe OE-19 exprimiert jedoch nicht nur CYLD in 

hohem Maße, sondern hat im Vergleich mit anderen Zellreihen, die zweithöchste 

Expressionsrate für MALT-1. Da wie bereits beschrieben MALT-1 mittels Proteolyse zu einer 

Inaktivierung von CYLD führt, ist die alleinige Expression von CYLD bei weiter aktiver MALT-

1 Paracaspase vermutlich kein ausreichend protektiver Faktor.  

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die Inhibition von MALT-1 durch 

Mepazin und Biperiden zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation führt. Während 

bei Pankreaskarzinomzellen zumindest die mit Biperiden behandelten Zellen eine 

signifikante Steigerung der Apoptoserate aufwiesen (Konczalla et al. 2020), zeigte die 

Messung der cleaved-Caspase 3 in dieser Arbeit keinen Unterschied der Apoptoseraten 

zwischen behandelten Zellen und den Kontrollgruppen. 
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Durch die Inhibition von MALT-1 wird über CYLD ein negativer Effekt auf den NFkB 

Signaltransduktionsweg ausgeübt. NFkB ist an multiplen komplexen Zellprozessen wie 

unter anderem Inflammation und der Verhinderung von Apoptose beteiligt. Ein negativer 

Einfluss auf NFkB kann also zur vermehrten Apoptose und damit vermehrter Freisetzung 

von Caspase-3 führen. Dieser Effekt lässt sich in den hier präsentierten Daten jedoch nicht 

zeigen. Damit unterscheiden sich die Ösophaguszellen, trotz ähnlicher Effekte auf die 

Proliferation von den bereits in unserer Arbeitsgruppe untersuchten 

Pankreaskarzinomzellen. 

Neben der Apoptose existiert die induzierte Nekrose bzw. Nekroptose als Signalweg des 

programmierten Zelltodes. Insbesondere bei Tumorzellen, in denen der Weg der Apoptose 

gestört ist, scheint die Nekroptose zu überwiegen (Liu et al. 2012). Eine zentrale Rolle spielt 

hierbei die Receptor-Interacting-Protein-Kinase 1 (RIPK1). Diese wird durch Ubiquitinierung 

aktiviert und interagiert mit den o.g IKK-Proteinen des NFkB Signalwegs. Die Deubiquitinase 

CYLD führt dazu, dass die RIPK1 stattdessen phosphoryliert werden kann, um dann mit der 

RIPK3 das Nekrosom zu formen, welches dann weitere intrazelluläre Prozesse anstößt, die 

schließlich zur Nekroptose der Zelle führen (Mathis et al. 2015). Dieser Prozess würde nicht 

zu einem Anstieg der Caspase-3 führen und wäre somit mit den hier gewählten Methoden 

nicht nachweisbar.  

 

Die hier präsentierten, in vitro erhobenen Ergebnisse zeigen eine vielversprechende 

Möglichkeit zukünftiger Behandlung des Ösophaguskarzinoms auf. Die Therapie mit 

Mepazin und Biperiden könnte eine nebenwirkungsarme Alternative bzw. Ergänzung zu 

bisherigen Therapiemodalitäten bilden. Vorher sind noch weitere Untersuchungen 

hinsichtlich der Wirkungsweise sowie des Effekts auf in vivo Modelle erforderlich. 

Ergebnisse aus einem in vivo Mausmodell unserer Arbeitsgruppe konnten bereits einen 

positiven Effekt auf die Reduktion von Pankreaskarzinomzellen zeigen (Konczalla et al. 

2020). Ähnliche Modelle sind auch mit Ösophaguskarzinomzellen denkbar und erforderlich, 

um der etwaigen klinischen Erprobung einen weiteren Schritt näher zu kommen. 
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7.1 Limitationen 
Die hier vorliegende Arbeit ist gewissen Limitationen unterworfen, die im Folgenden 

diskutiert werden sollen. 

Aufgrund der nicht ausreichenden Sicherheitsstufe des Labors, in dem diese Arbeit 

entstand, war eine Untersuchung von gesunden Ösophagusepithelzelllinien in Kultur nicht 

durchführbar. Unklar ist ob und in welcher Menge normales Ösophagusgewebe MALT-1 

exprimiert bzw. wie aktiv das Protein in diesen Zellen ist.  Somit ist eine Aussage zur 

Toxizität der hier erprobten Therapie auf gesunde Ösophagusepithelzellen nicht möglich.  

Es handelt sich bei den Ergebnissen aus dieser Arbeit ausschließlich um in vitro 

Untersuchungen. Wie bereits oben diskutiert sind mit besserem Verständnis der 

zellbiologischen Zusammenhänge weitere in vivo Modelle angezeigt, bevor die Erprobung 

der Inhibition von MALT-1 tatsächlich als neuer Therapieansatz an Patient:innen in Frage 

kommt. 

Des Weiteren ist nur eine geringe Anzahl von Zellreihen zweier pathophysiologisch 

unterschiedlicher Karzinomzelllinien untersucht worden. Damit lassen sich mögliche 

Unterschiede der beiden Entitäten bezüglich des Therapieansprechens statistisch nicht 

überprüfen.  

7.2 Ausblick 
Wie bereits oben diskutiert wird MALT-1 zunehmend eine zentrale Rolle als potenzielles 

Ziel neuer Therapieansätze für solide Tumoren eingeräumt. Die vorliegenden Ergebnisse 

konnten nun eine mögliche Relevanz von MALT-1 für die Therapie des 

Ösophaguskarzinoms aufzeigen. Weiterführende Untersuchungen des 

Proliferationsverhalten von Ösophaguskarzinomzellen mit einer größeren Anzahl von 

jeweils Adeno- sowie Plattenepithelkarzinomzellen könnten einen tieferen Einblick in das 

Therapieansprechen geben und klären, ob es dabei Unterschiede zwischen den Entitäten 

gibt.  

Darüber hinaus gilt es zu klären, ob gesunde Ösophagusepithelzellen das MALT-1 Gen 

exprimieren und deren Proliferation in einer ähnlichen Art und Weise beeinflusst wird, wie 

es in dieser Arbeit für die Karzinomzellen gezeigt wurde. Diese Erkenntnisse könnten 
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bereits Aufschluss darüber geben, ob die Expressionsrate von MALT-1 mit einem 

entsprechenden Therapieansprechen bzw. zu erwartenden Nebenwirkungen korreliert.  

Zudem ist dieses tiefere Verständnis der Rolle von MALT-1 im ösophagealen Gewebe 

notwendig, um die in vitro erhobenen Ergebnisse in Tiermodellen auf ihre Wirksamkeit und 

insbesondere Sicherheit zu überprüfen. Sollten diese Schritte die zentrale Rolle von MALT-

1 in der Tumorzellproliferation bestätigen und eine ausreichende Therapiesicherheit 

aufzeigen, könnte die hier beschriebene Therapie mit Mepazin und Biperiden im Rahmen 

von individuellen Heilungsversuchen für Patient:innen genutzt werden. 
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8 Zusammenfassung 
Die aktuellen Therapiemodalitäten des Ösophaguskarzinoms sind mit einer hohen 

Morbidität und Mortalität vergesellschaftet. Aufbauend auf neueren Erkenntnissen zur 

Rolle der Paracaspase MALT-1 für das Überleben von soliden Tumorzellen wurde die 

Relevanz der Inhibition von MALT-1 für das Ösophaguskarzinom untersucht. Nach der 

Identifikation von MALT-1 in B-Lymphomen konnte der Protease auch in soliden Tumoren 

eine Schlüsselfunktion in der Signaltransduktion der Tumorproliferation nachgewiesen 

werden. Analog zu Erkenntnissen unserer Arbeitsgruppe in Bezug auf die Funktion von 

MALT-1 bei Pankreaskarzinomen wurde die Relevanz von MALT-1 bei 

Ösophaguskarzinomen überprüft. Nach Nachweis von zwar unterschiedlich stark 

ausgeprägter, aber vorhandener Expression von MALT-1 in Adeno- sowie 

Plattenepithelkarzinom wurde der in vitro Effekt der MALT-1 Inhibition analysiert. Hierfür 

wurden die entsprechenden Zelllinien über ihr Nährmedium gegenüber MALT-1 

Inhibitoren exponiert. Neben dem bereits bekannten Inhibitor Mepazin wurde das von 

unserer Arbeitsgruppe als Inhibitor identifizierte Anticholinergikum Biperiden eingesetzt. 

Bereits beobachtend ließ sich ein negativer Einfluss beider Substanzen auf die 

Zellproliferation in vitro zeigen. In weitergehenden Analysen konnte in dieser Arbeit ein 

signifikanter Zusammenhang zwischen der Behandlung der ösophagealen Karzinomzellen 

und einer reduzierten Proliferation gezeigt werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen 

Mepazin und Biperiden zeigte sich hierbei nicht. Ebenso zeigte sich kein Unterschied in der 

Induktion von Apoptose in den behandelten und unbehandelten Zellen, sodass die 

Induktion von Nekrose bzw. Nekroptose als der Proliferationreduktion zugrundeliegender 

Mechanismus diskutiert wurde. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kann die 

zentrale Rolle von MALT-1 für eine zielgerichtetere onkologische Therapie in Zukunft 

überprüft und gefestigt werden.  
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9 English abstract 
Current therapeutic approaches for esophageal cancer are associated with high morbidity 

and mortality. Building on recent insights into the role of the paracaspase MALT-1 in the 

survival of solid tumor cells, this study investigates the relevance of MALT-1 inhibition in 

esophageal cancer. Initially identified in B-cell lymphomas, MALT-1 has been shown to play 

a key role in the signal transduction pathways driving tumor proliferation in solid 

malignancies. Based on previous findings from our research group on the role of MALT-1 in 

pancreatic cancer, its significance in esophageal cancer was analyzed. Following the 

confirmation of MALT-1 expression, albeit with varying intensity, in both adenocarcinoma 

and squamous cell carcinoma of the esophagus, the in vitro effects of MALT-1 inhibition 

were studied. Tumor cell lines were exposed to MALT-1 inhibitors via their culture media. 

In addition to the established inhibitor mepazine, the anticholinergic drug biperiden, 

identified by our research group as a MALT-1 inhibitor, was used. 

Observational data revealed a negative impact of both substances on cell proliferation in 

vitro. Further analyses demonstrated a significant association between treatment with 

these inhibitors and reduced proliferation of esophageal cancer cells. No significant 

difference in efficacy was observed between mepazine and biperiden. Similarly, no 

differences in apoptosis induction were found between treated and untreated cells, 

suggesting that necrosis or necroptosis might be the underlying mechanisms for reduced 

proliferation. 

These findings highlight the central role of MALT-1 in esophageal cancer proliferation and 

provide a foundation for further exploration of its potential as a target for oncological 

therapies. Future research should aim to validate these results and elucidate the molecular 

mechanisms involved to support the development of targeted therapeutic strategies. 
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NFkB Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of 
activated B-cells 
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SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese 

T Tag 
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TRAF TNF receptor associated factors 

V. Vena 

WB Western Blot 
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CHAPS (3-[3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1-
propansulfonat) 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (Puffer) 

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure Puffer 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

C6Na3H5O7 Tri-Natriumcitrat-Hydrat 
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