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1. EINLEITUNG

1.1.Ziel der Arbeit
Bei der medikamentdsen Behandlung bésartiger Tumoren kann man heute auf
ein breites Spektrum von Zytostatika zurlckgreifen. Sie setzen — wie noch
spater ausfuhrlich erlautert werden wird, an verschiedenen Stellen des
Stoffwechsels der Tumorzellen oder an ihrem Teilungsprozess an. Dadurch ist
man heute in der Lage, viele, vor allem Geschwulste des Kindesalters vollig zu
heilen oder zumindest in ihrem Wachstum erfolgreich zu bremsen. Gleichzeitig
hat man die medikamentdsen Nebenwirkungen immer besser in den Griff

bekommen.

Trotz dieser fur den Krebspatienten erfreulichen Entwicklung gibt es weiterhin
einige Tumoren, die auf die heute zugelassenen Zytostatika schlecht oder gar
nicht ansprechen. Dazu gehéren unter anderem die kolorektalen Tumoren und
das Osophaguskarzinom. So ist es verstandlich, dass man nach neuen
Stoffklassen und Medikamenten sucht, um die Chemotherapie auch bei den bis

jetzt resistenten Tumoren erfolgreich zu gestalten.

Mehr durch Zufall stieBen Binns und Mitarbeiter auf eine Substanz, das
Cyclopamine, das Missbildungen erzeugt und zugleich so in den Stoffwechsel
von Saugern eingreift, dass ihr Wachstum zum Erliegen kommt.

Wir haben uns die Frage gestellt, ob diese Substanz nicht auch bei der
Chemotherapie eingesetzt werden kann. Im ersten Schritt dahin wurden in-vitro-
Versuche mit humanen Zellen eines Speiseréhrenkarzinoms durchgefuhrt. Die
Ergebnisse sollen im Folgenden dargestellt werden. Zuvor wird zum besseren
Verstandnis auf die Atiologie und Pathogenese des Osophaguskarzinoms
eingegangen und die Substanz Cyclopamine sowie ihr Wirkmechanismus im

Zellstoffwechsel erlautert.



1.2. Refluxkrankheit und Barrett-Schleimhaut
(Seitz 1999)

Bei der Suche nach einer Erklarung, wie Karzinome der Speiserthre entstehen
konnen, hat man an die Zusammensetzung der verschiedenen Speisen
gedacht und auch zu heil3es oder scharf gewtrztes Essen angeschuldigt. In
den letzten Jahren sind das Sodbrennen und speziell die Refluxkrankheit immer
mehr in die &tiologischen Uberlegungen miteinbezogen worden.

Sodbrennen ist so alt wie die Menschheit. Erst im letzten Jahrhundert wurde
dieses Symptom als Teil der Refluxkrankheit und zwar als ihr Leitsymptom
begriffen.

Schon Paracelsus stellte 1531 fest, dass das Sodbrennen (,sodbrenen®)
Ursache allerlei ,Torturen® ist. Glaubte er noch an ein Aufsteigen ,des Dampfes
der Speisen im Magen® mit Bildung eines ,Tartarus® (Konkrement) als Ursache,
wissen wir heute, dass der Saurereflux, insbesondere der Magensaure, eine
bedeutende Ursache des Sodbrennens ist.

Man konnte sie sogar schon als ,Volkskrankheit” bezeichnen, denn etwa 20
Prozent der Bevdlkerung klagt mindestens einmal pro Woche uber auftretende
Refluxbeschwerden. Obwohl das Sodbrennen so weit verbreitet ist, wird sie von
Arzten wie Patienten oftmals als ,harmlose Befindlichkeitsstorung® gesehen und
deshalb h&ufig nicht suffizient diagnostiziert und therapiert.

Um ein physiologisches Geschehen handelt es sich bei einem temporéaren
geringen Reflux von Mageninhalt in den Osophagus. Ein pathologischer Reflux
wird diagnostiziert, wenn in aufrechter Position ein verlangerter Kontakt von
Refluxflissigkeit in der unteren Speiserbhre mit einem pH-Wert unter vier
gemessen wird. Der Zeitraum muss langer als sechs Prozent der 24stindigen
Langzeit pH-Metrie betragen (Jamieson et al. 1992).

Dabei steht der Grad der Beschwerden nicht in Korrelation mit dem
Schweregrad der Schleimhaut-Nekrosen und damit nicht mit dem Ausmal3 der
Reflux-Osophagitis. Diese Entziindung der Osophagusschleimhaut entsteht
durch Einwirkung von Magen- oder Duodenalsaft und wird nach
endoskopischen  Kriterien (z.B. Savary-Miller  Klassifikation, MUSE
Klassifikation) eingeteilt.

Durch den Sé&urereflux kommt es zu einer Schadigung des empfindlichen
mehrschichtigen Plattenepithels, die man bei entsprechender Ausdehnung

(z.B. Erosion oder Ulzeration) endoskopisch feststellen kann.



Der tberwiegende Teil an Sodbrennen leidenden Patienten (80-85 Prozent) hat
allerdings einen Reflux ohne das Bild einer Reflux-Osophagitis mit
entsprechenden Schleimhautlasionen.

Schon in den 70er Jahren haben Ismail-Beigi und Mitarbeiter histologische
Kriterien zur Diagnose einer Reflux-Osophagitis und insbesondere ihren frithen,
histologischen erfassbaren Stadien erarbeitet (so genannte
hyperregeneratorische Osophagopathie) (Ismail-Beigi et al. 1970;
Ismail-Beigi u. Pope 1974).

Eine sehr wichtige und haufige Komplikation der Refluxkrankheit ist der Barrett-
Osophagus, der inzwischen als prakanzerose Kondition definiert wurde.

Abb. 1: Barrettbsophagus (endoskopische Aufnahme)

Keine Verédnderung hat seit ihrer Erstbeschreibung von Norman Rupert Barrett
vor einem halben Jahrhundert (Barrett 1950) einen derart haufigen
Definitionswechsel erfahren.

Sah Barrett bei seiner Erstbeschreibung die Ursache in einer kongenitalen
Verkirzung der Osophagusschleimhaut, so lieR er sich wenige Jahre spéater
davon (Uberzeugen, dass es sich um eine erworbene L&sion mit
,Zylinderepithelialer Auskleidung des unteren Osophagus*
(CELLO = columnar cell lined lower oesophagus) handelte (Barrett 1957).
1976 konnten Paull und Mitarbeiter durch systematische Untersuchungen
zeigen, dass es drei unterschiedliche histologische Formen der Barrett-
Schleimhaut gibt: neben einem Cardia- und einem Fundustyp sahen sie eine
dritte Form mit ,spezialisiertem Zylinderepithel”. Des Weiteren konnten sie eine
zonale Schichtung der drei Barrett-Schleimhauttypen nachweisen, wobei der

Fundustyp vorzugsweise aboral, der Cardiatyp medial und der Typ mit



,Spezialisiertem  Zylinderepithel* am  weitesten oral gelegen war
(Paull et al. 1976).

Ebenfalls in den 70er Jahren zeigten Arbeitsgruppen, dass beim Barrett-
Osophagus ein erhohtes Risiko fir ein ©6sophageales Karzinom besteht
(Hawe et al. 1973; Haggitt et al. 1978).

Reid und Westenstein bewiesen, dass die maligne Transformation nur bei
Fallen mit ,spezialisiertem Zylinderepithel“ auftritt (Reid u. Weinstein 1987).
Diese Form wird heute aufgrund des erhohten Karzinomrisikos als Barrett-
Schleimhaut im engeren Sinne definiert, was mittlerweile allgemein anerkannt
ist.

Als Ausgangspunkt des Zylinderepithels wurde lange an ein simples
,Hochwachsen“ der Magenschleimhaut gedacht. Auch die &sophagealen
Schleimdriisen sah man als einen solchen Anfangspunkt an.

Heute wird die Theorie einer Metaplasie des Plattenepithels favorisiert.
Beruhend auf der Stammzelltheorie konnte sie anhand verschiedener
Antikbrper gegen einzelne Zytokeratin-Subtypen wahrscheinlich gemacht
werden (Salo et al. 1996; Boch et al. 1997) und durch DNA-Analysen erhartet
werden (Seitz 1999).



1.3. Osophaguskarzinom
Refluxkrankheit und Barrett-Schleimhaut sind heute als pradisponierende
Faktoren des Speiserohrenkrebses anerkannt. Zum besseren Verstandnis der
vorlegenden Versuche erscheint es angebracht, auf diesen Krebs etwas naher
einzugehen, da er in zwei Varianten auftritt. Nur eine davon diente als

Ausgangspunkt fir unsere Versuche.

1.3.1. Histologische Typen
(Watanabe et al. 1998)

Der Osophagus ist bekanntlich von einem nicht verhornenden, mehrschichtigen
Plattenepithel ausgekleidet. Nach neoplastischer Transformation entstehen -
von Raritaten einmal abgesehen - deshalb in der Regel
Plattenepithelkarzinome.

Im distalen Osophagus treten auch Adenokarzinome auf. Lange hielt man sie
fur Auslaufer eines Kardiakarzinoms. Seit 1950 (Barrett 1950) weil3 man, dass
die Barrett-Schleimhaut der Vorlaufer fir Adenokarzinome ist, die im folgenden
Barrett-Karzinome genannt werden. Sie haben zyto- und histologisch grofRe

Ahnlichkeit mit einem glandularen Kardiakarzinom.

Abb. 2: Adenokarzinom vom Barrett-Typ im distalen Osophagus (HE, 1:200)



1.3.2. Epidemiologie
(Bollschweiler u. Holscher 2004)

Das Osophaguskarzinom zahlt mit einer Inzidenz von 300.000
Neuerkrankungen pro Jahr zu den zehn haufigsten Tumoren. Besonders haufig
tritt es in Entwicklungslander auf (Parkin et al. 1997). Wéahrend die Zahl der
Neuerkrankungen der Plattenepithelkarzinomvariante dberall sinkt oder
stagniert, ist sie beim Barrett-Karzinom vor allem in den westlichen
Industrienationen seit 1990 steil angestiegen. Das liegt sicherlich nicht nur an
den verbesserten Diagnoseverfahren und dem gewandeltem Verstandnis fir
Adenokarzinome im distalen Osophagus.

Das Karzinom betrifft vorwiegend Manner. Die Morbiditat liegt in den USA mit
4,5 Neuerkrankungen pro 100.000 mannliche Einwohner deutlich Uber der der
Frauen (1,25 Neuerkrankungen pro 100.000 weibliche Einwohner). Nach dem
SEER-Report (Surviellance, Epidemiology and End Result) stieg in den USA
die Inzidenz des Adenokarzinoms bei der mannlichen Bevdlkerung von 1975
bis 1997 jahrlich um etwa 20 Prozent an. Auch das Saarlandische Krebsregister
weist flr Deutschland einen signifikanten Anstieg beider Karzinomformen der
Speiserdhre aus. In dieser Region stieg das Barrett-Karzinom seit 1985 um
zehn Prozent pro Jahr steil an (Bollschweiler et al. 2000)

Die auf die Weltbevolkerung bezogene altersstandardisierte Inzidenzrate des
Osophaguskarzinoms betragt fir Manner 6,8 und fur Frauen 0,84 pro 100.000
Einwohner (Bollschweiler et al. 2001).

Die Epidemiologie des Adenokarzinoms des Osophagus lasst sich leicht mit der
so genannten ,Zehner-Regel“ erfassen: zehn bis flinfzehn Prozent aller
Refluxkranken leiden an einer endoskopisch diagnostizierbaren Reflux-
Osophagitis und von diesen entwickeln wiederum zehn Prozent der Patienten
einen Barrett-Osophagus. In der Folgezeit erkranken bis zu zehn Prozent der
Patienten mit Barrett-Osophagus an einem Adenokarzinom des unteren

Osophagus.



1.3.3. Formelle Pathogenese des Adenokarzinoms
(Bollschweiler u. Holscher 2004)

In etwa zehn Prozent der Falle kann man in der Umgebung des
Adenokarzinoms keine Barrett-Schleimhaut entdecken. Hier kdnnte ein anderes
Ausgangsgewebe vorliegen. Nicht immer wird man ausschliel3en kénnen, dass
es sich dabei um ein eingewandertes Kardiakarzinom handelt.

Heute geht man jedoch, wie schon ausfuhrlich beschrieben, davon aus, dass
zumindest der Uberwiegende Anteil der Adenokarzinome des Osophagus in
einer Barrett-Mukosa — von den Klinikern auch als Endobrachy-Osophagus
bezeichnet - Uber eine Dysplasie als Prakanzerose entsteht.

Bereits kurze Zeit nach der Erstbeschreibung von Barrett wurde von einer
Haufung von Adenokarzinomen bei Patienten mit Barrett-Mukosa berichtet
(Morson u. Belcher 1952). Adler hat als erster 1963 einen
Kausalzusammenhang von Barrett-Schleimhaut und —Karzinom vermutet (Adler
1963).

Das Risiko in Folge eines Endobrachy-Osophagus an einem Tumor im distalen
Osophagus zu erkranken, wird in retrospektiven Studien mit 36% angegeben,
bei prospektiven sogar mit 66%. Die Wahrscheinlichkeit ist somit im Vergleich
zur Normalbevolkerung um 30-125mal hoher (Cameron 1997).

1.3.4. Kausale Pathogenese (Atiologie)
(Bollschweiler u. Holscher 2004)

Fir das Plattenepithelkarzinom sind Nikotin- und Alkoholabusus die wichtigsten
atiologischen Faktoren.

Starker gastroosophagealer Saurereflux erhéht — wie oben ausgefuhrt - das
Risiko fur Adenokarzinomentstehung (Lagergren et al. 1999). Einige Studien
belegen auch hier einen negativen Einfluss von Rauchen und Alkoholgenuss.
Da der Alkoholkonsum in den westlichen Industrienationen in den letzten 30
Jahren stark angestiegen ist, konnte das die Inzidenzsteigerung erklaren.

Auch bei Ubergewichtigen kommt es gehauft zur Refluxkrankheit und Barrett-
Karzinomen. Die Adipositas hat bekanntlich in den letzten 50 Jahren sowohl in
den USA als auch in einigen europaischen Landern stark zugenommen. Waren
1960 schon 23 Prozent der wei3en, méannlichen Amerikaner Ubergewichtig
(BMI > 27,8), erhohte sich diese Zahl bis 1990 schon auf 32 Prozent. Der



Zusammenhang von erh6htem Fettkonsum und Reflux dirfte darauf beruhen,
dass fettes Essen den Druck des Osophagussphinkters mindert und damit
einen Reflux beginstigt. Geringer Konsum von Gemiuse und Frichten und ein
Vitaminmangel (B-Karotine, Retinol, Ascorbinsaure, Tocopherol) werden auch
als Refluxausldser genannt. Bei Patienten mit einem Barrett-Karzinom konnte
ein erhohter Konsum von tierischem Eiweil3, Fett und Milch nachgewiesen
werden (Wolfgarten et al. 2001).

Einige Autoren weisen darauf hin, dass die Einnahme von H,-Rezeptor-
Antagonisten ebenfalls die Mortalitat eines Osophaguskarzinoms erhoht
(Colin-Jones et al. 1992). Weitere Medikamente — wie Anticholinergika,
B-Mimetika, B-Rezeptor-Antagonisten, Bronchodilatatoren,
Kalziumkanalblocker, Narkotika und Antihistaminika — reduzieren den Druck im
unteren Osophagusspinkter. Ihre Verschreibung hat wie die der
H.-Rezeptor-Antagonisten in den letzten 30-40 Jahren stark zugenommen. Sie
konnten somit ebenfalls ursachlich an der Entstehung eines Barrett-Karzinoms
beteiligt sein (Wang et al. 1994).

Vaughan und Mitarbeiter nehmen an, dass auch Asthmapatienten, die jahrelang
medikamentds  behandelt wurden, ein  erhthtes Risiko  haben
(Vaughan et al. 1998).

1.3.5. Molekularbiologische Aspekte
(Sarbia u. Muller 2004)

Die Grundprinzipien der molekularen Kanzerogenese, die bei der Entstehung
des Kolonkarzinoms erkannt wurden (Fearun, Vogelstein 1990), lassen sich
auch auf den Speiser6hrenkrebs Ubertragen, namlich: die Aktivierung von
Onkogenen und/oder Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen sowie die
Amplifikation von Genabschnitten.

Ein leicht zu bestimmendes Tumorsuppressor-Gen, dem man einen Einfluss auf
eine Vielzahl von Neoplasien postuliert, ist das p53-Gen. Es ist auf dem
Chromosom 17p lokalisiert. Es wird in normalen Zellen standig synthetisiert und
kontinuierlich sehr schnell wieder abgebaut. Unter dem Einfluss genotoxischer
Effekte kommt es zu einer Stabilisierung des p53-Proteins, wodurch es seine
Funktion entfalten kann. Diese besteht in einer Arretierung des

Zellteilungszyklus von geschadigten Zellen. Dadurch kann die Schéadigung
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repariert werden. Handelt es sich jedoch um einen irreversiblen Zellschaden,
fuhrt das p53-Protein zu einer Apoptose, also zum Zelluntergang. Weitere
Aufgaben sind der Einfluss auf die genetische Stabilitdt durch Genexpression
und einer Inhibition der Blutgefal3neubildung, welche fir das Wachstum von
Tumoren bedeutsam ist (Vogelstein et al. 2000). Beim Adenokarzinom des
Osophagus liegt die Pravalenz von p53-Mutationen bei etwa 60 Prozent
(Fitzgerald u. Triadafilopoulos 1998).

Ein weiteres Zellzyklusregulator-Gen spielt eine Rolle bei der Entstehung des
Osophaguskarzinoms: das p16™“*-Gen. Es kodiert fir ein Protein mit
proliferationshemmender Wirkung (Cordon-Cardo 1995). Beim Adenokarzinom
der Speiserdhre stellt die Hypermethylierung des p16™“**-Promoters den
Hauptmechanismus zur Inaktivierung von p16™** dar (Fitzgerald u.
Triadafilopoulos 1998).

Fur die Entstehung von Osophagus-Karzinomen spielt auch der epidermal
growth factor receptor (EGFR) eine groRe Rolle. Er gehort zu einer Familie von
Zellmembranproteinen mit extrazellularer Bindungsdoméne far
Wachstumsfaktoren sowie mit intrazellularer Tyrosinkinaseaktivitat. Die
Zellproliferation wird tber die Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGF) und/oder des homologen Wachstumsfaktors TGF-3 an EGFR stimuliert.
Bei 15-30 Prozent der Osophaguskarzinome entfaltet der EGFR onkogene
Wirkung und zwar durch eine Proteinliberexpression, welche durch eine
Amplifikation des EGFR-Gens hervorgerufen wird (Montesano et al. 1996).

Eine trunkierte Form des EGFR-Proteins stellt das c-erB-2 (HER2/neu) dar, bei
dem die Bindungsdomane fir den epidermalen Wachstumsfaktor fehlt und er
somit ohne Bindung aktiv ist. Ahnlich wie EGFR entfaltet auch c-erB-2 beim
Osophaguskarzinom onkogene Wirkung durch eine Proteiniiberexpression
(Sarbia u. Muller 2004).

Onkogenen Einfluss beim Adenokarzinom des Osophagus hat auch c-myc, ein
nuklearer Transkriptionsfaktor, der bei der Halfte der Adenokarzinome des
Osophagus durch Amplifikation die Zellproliferation beeinflusst
(Sarbia et al. 2001).

Bei 44 Prozent der Adenokarzinome ist ein weiterer Gendefekt festzustellen.

Bei dem Tumorsuppressor-Gen, dem ,Fragile-histidine-triad- [FHIT]-Gen,



konnten Menin und Mitarbeiter den Verlust eines Allels nachweisen
(Menin et al. 2000).

Ein Tumorsuppressor-Gen, das eine zentrale Rolle in einem friilhen Stadium der
Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms spielt, ist das APC-Gen.
Allelverluste in diesem Gen sind auch haufig beim Speiserohrenkrebs
identifiziert worden (Montesano et al. 1996).

Neben genetischen Veranderungen in den genannten Tumorsuppressor-Genen
kann eine genetische Instabilitét vorliegen. Auf chromosomaler Ebene flihren
Verluste oder Gewinne von Chromosomenbruchsticken und/oder von ganzen
Chromosomen zu Aneuploidie, das heif3t zu einer Veranderung im DNA-Gehalt
von Tumorzellen. Eine DNA-zytometrisch nachweisbare Aneuploidie findet sich
bei etwa 70-90 Prozent der O6sophagealen Adenokarzinome (Fitzgerald u.
Triadafilopoulos 1998).

1.3.6. Patientencharakteristik
(Bollschweiler u. Holscher 2004)

Patienten mit einem Barrett-Karzinom sind im Schnitt acht Jahre &lter als solche
mit Plattenepithelkarzinom. Sie sind auch hé&ufiger tbergewichtig, wéahrend
Patienten mit Plattenepithelkarzinom oft untergewichtig sind, was an ihrem
jahrelangen Alkoholkonsum liegen durfte. Auch der Nikotinabusus ist eher bei
Patienten mit Plattenepithelkarzinom zu finden. Zweitkarzinome treten bei
Adenokarzinomen haufig im Magen und Kolon auf.
Insgesamt weisen 40 Prozent der Patienten mit Osophaguskarzinom in ihrer
Vorgeschichte gastrointestinale Erkrankungen — wie Ulcus duodeni, Ulcus
ventriculi, Gastritis oder Reflux-Osophagitis -  auf. Schwere
Begleiterkrankungen sind haufig. Bei Patienten im Alter zwischen 60 und 75
Jahren waren es laut einer Studie von (Coebergh et al. 1999):

- Kardiovaskulare Erkrankungen allgemein (22 Prozent)

- Hypertonie (14 Prozent)

- Chronische Lungenerkrankungen (zwo6lf Prozent)

- Diabetes mellitus (finf Prozent)
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Der tabellarische Vergleich zeigt den Unterschied im praoperativen Risiko
zwischen Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom des Osophagus:

Praoperatives Risiko Plattenepithelkarzinom | Adenokarzinom
Pulmonal Erhoht Erhoht
Kardiovaskular | ----- Erhoht

Renal |- Erhoht
Hepatisch Erhoht | -

11




1.3.7. Chirurgische Intervention
(Merkle 2002)

Noch vor 20 bis 30 Jahren galt die chirurgische Therapie bei einem
Osophaguskarzinom lediglich als eine Verbesserung der Lebensqualitat. Zumal
sie nur sehr zurtickhaltend — aufgrund der hohen postoperativen Morbiditat und

Letalitat — angewandt wurde.

Abb.3: Infilt[ierendes Adenokarzinom im distalen
Osophagus (OP-Praparat)

Trotz verbesserter Diagnoseverfahren werden auch heute noch tber 90% der
Osophaguskarzinome erst im Stadium T2 oder T3 diagnostiziert und /5 der
Patienten weisen schon Lymphknotenmetastasen auf. In diesen Fallen ist ein
operativer Eingriff nicht mehr als kurative Malinahme zu werten. Fortschritte in
der chirurgischen Technik, der Anasthesie und der Intensivmedizin haben aber
dazu beigetragen, dass die postoperative Morbiditat und Letalitat deutlich
abgesenkt werden konnte.

Insgesamt gesehen stehen die chirurgischen Maflinahmen bei Hoffnung auf
potentiell kurative Resektion im Vordergrund aller Therapiemdglichkeiten.

12



1.3.8. Endoskopische Resektion
(Respondek 2002)

Endoskopische Therapieverfahren sind grundsatzlich auf  frihe
Krankheitsstadien mit noch oberflachlichem Karzinom und nur minimalem bis
geringem Lymphknotenmetastasierungsrisiko  (niedrigem Malignitatsgrad)
beschrankt, da eine Lymphknotenresektion endoskopisch naturgemalfd nicht
maoglich ist.

Hauptzielgruppe der minimal invasiven Chirurgie sind Patienten mit
hochgradiger Dysplasie. Hier ist eine Heilung zu erzielen. Viele Patienten mit
endoskopischen Dysplasieverdacht zeigen allerdings histologisch bereits ein
intramukosales Karzinom (Levine 1997). Kann eine RO-Resektion, also eine
Tumorektomie erreicht werden, gelten auch diese Patienten als geheilt.

Die endoskopische Resektion sollte somit nur nach exaktem Tumorstaging mit
Ausschluss von Lymphknotenmetastasen mittels Endosonographie sowie den
modernen bildgebenden Verfahren angewendet werden.

1.3.9. Perkutane Strahlentherapie und Radiotherapie
(Schmidt 2002)

Die Strahlentherapie war Uber Jahrzehnte fir inoperable Patienten die einzige
Behandlungsmdglichkeit mit gesicherter Wirkung im Sinne einer objektiven
Ruckbildung des Tumors und einer subjektiven Besserung der Dysphagie.

Da aber Langzeitstudien unbefriedigende Ergebnisse ergaben und immer
wieder Lokalrezidiv- und Metastasierungsraten auftraten, muss nach Rezidiven
in regelmafigen Abstanden gefahndet werden.

Die Radiotherapie und die perkutane Strahlentherapie sind Verfahren, die dem
palliativen Feld zuzuordnen sind und den Patienten eine passagere
Beschwerdebesserung und eine Verzogerung des letalen Verlaufs bieten
konnen. Die Wirkung auf den Tumor kann erhdht werden, wenn die Bestrahlung

mit einer Chemotherapie kombiniert wird.
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1.3.10. Brachytherapie
(Kbppen 2002)

Das auch als interstitielle oder Kontakttherapie bezeichnete Verfahren,
Brachytherapie, wird auch beim Osophaguskarzinom angewendet. Hierbei wird
die Strahlenquelle in die Osophaguslichtung eingebracht. Dadurch fallt die
Bestrahlung gesunder Gewebe weg, die bei der konventionellen Bestrahlung
nicht zu umgehen ist.

Es wird haufig als eine Boost-Bestrahlung mit einer primaren Radiotherapie,
einer primaren Radiochemotherapie oder pra- und perioperativ angewendet.
Die alleinige endoluminale Brachytherapie kann bei einem oberflachlich

wachsenden Karzinom indiziert sein.

1.3.11. Neoadjuvante Chemotherapie
(Mergenthaler 2002)

Ein kombiniertes therapeutisches Verfahren stellt die neoadjuvante
Chemotherapie dar. Hierbei kommt neben der Bestrahlung die Chemotherapie
zum Einsatz. Diese neuerdings als praoperative Chemotherapie bezeichnete
Behandlungsstrategie ist immer dann indiziert, wenn vor einer potentiell
kurativen lokalen TherapiemalBnahme wie der Operation beziehungsweise
Strahlentherapie eine  Tumorreduktion erzielt und eine fruhzeitige
Metastasierung des Primartumors verhindert werden kann. Sie stellt
augenblicklich noch kein Standardtherapieverfahren dar und wird nur innerhalb

kontrollierter Studienprotokolle angewendet.

1.3.12. Neoadjuvante Strahlentherapie

Die neoadjuvante Strahlentherapie ist ein Verfahren, das bisher nur in wenigen
Studien untersucht worden ist. Die préoperative Bestrahlung eines
Barrettkarzinoms hat keine Auswirkungen auf das Uberleben der Patienten
gezeigt. Deshalb wird dieses Verfahren nur unter Studienbedingungen
durchgeflhrt (Zacherl et al. 2003).
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1.3.13. Palliative Therapieverfahren
(Kawan 2002)

Fur Patienten mit nicht mehr kurativ behandelbarem Osophaguskarzinom
bieten sich endoskopische Verfahren als palliative Mal3hahmen an. So kénnen
Bougierung beziehungsweise Ballondilatation, Lasertherapie und der Einsatz
von Endoprothesen die oft qudlende Dysphagie beseitigen oder doch
zumindest soweit verbessern, dass die Patienten wieder breiige Kost auf
natirlichem  Wege Zu sich nehmen kdénnen. Tumorbedingte
dsophagobronchiale Fisteln kdnnen ebenfalls mit Hilfe von Endoprothesen
therapiert werden.

Ziel der endoskopischen Verfahren ist es, dem Patienten mit geringer
Lebenserwartung, eine verbesserte Lebensqualitdit mit geringst madglichen

methodenbedingten Komplikationen zu bieten.

1.4. Zytostatika
(Lullmann et al. 2003)

In der medikamentdsen Krebstherapie nutzt man seit langem Substanzen, so
genannte Zytostatika, die den Stoffwechsel der Krebszellen negativ
beeinflussen. Einige Vertreter dieser Stoffklasse greifen in die Zellteilung ein.
Dadurch werde Gewebe mit hoher Proliferationsrate — und dazu zahlen die
meisten Tumorzellen — besonders getroffen. Da natirlich nicht nur die
Tumorzellen geschadigt werden, sondern alle schnell wachsenden Gewebe,
werden auch gesunde Korperzellen mit hoher Teilungsfrequenz im Wachstum
gehemmt. Viele behandelte Patienten leiden deshalb auch unter Haarausfall,
Durchfall und Knochenmarkdepression mit erhéhter Infektionsneigung.
Ebenfalls haufig finden sich Ubelkeit und Erbrechen.

Andere Zytostatika greifen an unterschiedlichen Stellen des Stoffwechsels der
Krebszelle an.

Die Zytostatika lassen sich deshalb sinnvoll nach ihrem Wirkmechanismus

einteilen.
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1.4.14. Schadigung der DNS

Die wichtigste Substanzgruppe, die eine direkte Schadigung der DNS
hervorruft, sind die Alkylantien. Die Verbindungen sind chemisch labil und
Ubertragen Alkyl-Reste auf die Nukleinsduren. Das ist besonders leicht in der
DNS-Synthese-Phase moglich. Die DNS wird durch die Alkylantien verandert,
so dass sie ihre Funktion im Zellstoffwechsel nicht mehr erfullen kénnen. Im
gunstigsten Fall sterben die Zellen ab. Vertreter dieser Gruppe sind
Chlorambucil und Cyclophosphamid.

Durch die Alkylierung kénnen auch unerwinschte mutagene Wirkungen
auftreten. Das kann dazu fiihren, dass in gesunden Zellen eine Krebsinduktion
ausgelost wird. Friher spielte dies keine grof3e Rolle, da viele Patienten trotz
der Zytostase eine verkirzte Lebenserwartung hatten und so das induzierte
Karzinom, also ein Zweitkarzinom, nicht mehr erlebten. Heute ist dieser Effekt
aber in Rechnung zu stellen, zumal ja heute auch Kinder erfolgreich
zytostatisch behandelt werden.

Eine Schéadigung der DNS-Matrize wird durch Cisplatin und Carboplatin

hervorgerufen, indem das freiwerdende Platin an die DNA bindet.

1.4.15. Schadigung der Mitosespindel

Die Mitosespindel, die die verdoppelten Chromsomen auseinander ziehen soll,
kann leicht durch so genannte Spindelgifte gehemmt werden. Zu diesen
gehdren Vinblastin und Vincristin.

1.4.16. Zytostatische Antibiotika

Auch unter der Stoffgruppe der eigentlich mikrobiell wirksamen Antibiotika sind
Substanzen, die bei Tumorzellen zu Strangbriichen der DNA fuhren kénnen
und somit auch bei Neoplasien zum Einsatz kommen. Bleomycin vermag das

Wachstum von Tumorzellen durch diesen Mechanismus zu inhibieren.
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1.4.17. Hemmung der Bausteinsynthese

Fur die Bildung von Purin-Basen sowie von Thymidin ist Tetrahydrofolsdure
(THF) notig. Diese entsteht aus Folséure, unter anderem durch die Einwirkung
der Dihydrofolsaure-Reduktase. Das Folsaureanalogon Methotrexat (MTX)
hemmt das Enzym.

Der Stoff Hydroxyharnstoff hemmt die Ribonukleotid-Reduktase, welche
normalerweise Ribonukleotide in Desoxyribonukleotide Uberfuhrt, die dann als

DNA-Bausteine dienen.

1.4.18. Einschleusung falscher Bausteine

Falsche Basen, wie 6-Mercaptopurin, das aus Azathioprin freigesetzt wird, und
5-Fluoruracil oder Nucleoside mit ,falschen“ Zuckern (Cytarabin) wirken als
Antimetabolite. Sie hemmen die DNA-/RNA-Synthese oder fiihren nach ihrem

Einbau zur Bildung ,falscher” Nukleinséuren.

1.4.19. Gezielte antineoplastische Wirkprinzipien

Wenn neoplastisch entartete Zellen gegenidber normalen Zellen spezielle
zytoplasmatische Stoffwechsel- und Oberflacheneigenschaften aufweisen,
musste es moglich sein, hier gezielt einzugreifen. Auf diesem Prinzip kommen

Imatinib, Asparaginase und Trastuzumab zum Einsatz.

Vielleicht kbnnte man mit einem neuartigen Zytostatikum nicht nur praoperativ,
sondern sogar kurativ in das Tumorgeschehen eingreifen. Diese Arbeit befasst
sich mit der Substanz Cyclopamine, die schon zytostatische Wirkungen an

Tumoren in Zellkultur und Mausen zeigte.
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1.5.Cyclopamine
Binns und Mitarbeitern waren aufgefallen, dass Schafe im Westen der USA
beim Verzehr der Lilienpflanze Veratrum californicum (Abb.5) bei den
Nachkommen Missbildungen entwickelten (Binns et al. 1959). Bei der Suche
nach der chemischen Substanz, die fur diese Veranderungen verantwortlich ist,
stied man auf ein pflanzliches steroidales Alkaloid mit folgender chemischer
Struktur:

Abb.4: Cyclopamine

HO

Diese chemische Verbindung nannte man, nachdem viele der
Schafnachkommen nur ein zentrales Auge entwickelten (cyclopia, Abb.6),
Cyclopamine (Binns et al. 1963; Keeler u. Binns 1968).

Zwischenzeitlich hat man bei dieser Stoffgruppe auch einen zytostatischen
Effekt entdeckt, der bei einer Reihe von Tumoren in in-vitro- und in-vivo-
Versuchen nachgewiesen wurde.

Bei der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung von KAAD-Cyclopamine
(Abb. 11, S. 33), einem synthetischen Strukturanalogon von Cyclopamine auf
in-vitro-gezuchtete Tumorzellen eines Adenokarzinoms des Menschen
untersucht und mit sant-1 verglichen. Diesen beiden Substanzen wird derselbe

Angriffspunkt im Tumorstoffwechsel zugeschrieben.
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Abb. 5: Veratrum californicum

Abb. 6: Cyclopia beim Schaf
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1.5.20. Wirkungsweise KAAD-Cyclopamine und sant-1

Wie kann man sich nun den zytostatischen Effekt von KAAD-Cyclopamine
erklaren?

Hier hilft eine Studie von Cooper et al. weiter. Sie zeigte, dass Cyclopamine und
seine Analoga in den Sonic-hedgehog-Signaltransduktionsweg eingreifen und
diesen blockieren (Cooper et al. 1998).

Zum Dbesseren Verstdndnis sollen grundlegende Aussagen zu dieser
Signaltubertragung gemacht werden.

1.6. Hedgehog-Signalwege
Dieser Weg findet sich in vielen Spezies und unterschiedlichen Zellen. Es
existieren drei Varianten des Hedgehog-Signaltransduktionsweg: Sonic (Shh),
Indian (lhh) und Desert hedgehog (Dhh). Sie arbeiten &hnlich, aber in
unterschiedlichem Kontext (Pathi et al. 2001). Der Sonic hedgehog-
Signaltransduktionsweg (Shh) ist am potentesten (Pathi et al. 2001), am besten
charakterisiert und in vielen Studien untersucht worden. Er spielt wie noch
unten aufgefiihrt, eine zentrale Rolle bei der Wirkung der von uns untersuchten

Substanzen KAAD-Cyclopamine und sant-1.

KAAD-Cyclopamine Ptch
Smo
sant-1
\ a

VSufu’ _
Fu d NA N\
/ g /
/7
{ 7
- o -
Nucleus

Hedgehog,
Sonic hedgehog

Hip

Abb. 7: Hedgehog-Signaltransduktion (schematisch)
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Der Hedgehog-Signaltransduktionsweg ist rezeptorvermittelt. Das auslosende
Agens, Hedgehog, ist ein extrazellulares Glykoprotein. Es wird in vielen
Organen gebildet. Nach enzymatischer Aktivierung wird es aus den Zellen
ausgeschleust und diffundiert zu den Rezeptoren seiner Zielzellen (Abb.7).

Die Wirkung des Hedgehog-Proteins kann durch das Protein Sightless (Sit)
enzymatisch verstarkt werden. Dieses Protein ist auch unter den Namen:
Skinny hedgehog, Rasp und Central missing [Ski/Rasp/Cmn] bekannt. Die
Proteine Dispatched (Disp) und Tout-velu (Ttv) beeinflussen ebenfalls die
Wirkung des Hedgehog-Proteins. Der Effekt des Dispatched geht Uber einen
12-Transmembranrezeptor, der Sterole binden kann. Dadurch wird die
Freisetzung des Hedgehog-Proteins begtinstigt.

Das Tout-velu-Protein beeinflusst den Hedgehog-Signaltransduktionsweg auf
andere Weise: es setzt Proteoglykane frei, die fir den Transport des
Hedgehog-Glykoproteins zum Rezeptor von Bedeutung sind
(Mullor et al. 2002).

Wahrend also die genannten Substanzen auf unterschiedliche Weise die
Wirkung des Hedgehog-Proteins beeinflussen, konkurriert das in Mausen
entdeckte Hedgehog-interacting-protein (Hip) mit dem Hedgehog-Rezeptor um
das Hedgehog-Protein und kann so die Bindung des Liganden Hedgehog an
den Rezeptor verhindern (Abb. 7, S. 20).

Abb.8: Sonic hedgehog Protein
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1.6.21. Signalweg-Rezeptoren

Das Hedgehog-Rezeptor-Protein, auch Patched (Ptch) genannt, wurde zuerst
beim Basalzellkarzinom als Tumorsuppressor beschrieben (Hahn et al. 1996;
Johnson et al. 1996). Spater stellte man fest, dass es das
12-Transmembranrezeptor-Protein  ist;, das Hedgehog binden kann
(Marigo et al. 1996; Stone et al. 1996).

Bei Anwesenheit des Liganden wird ein zweites Protein, das
7-Transmembranprotein  Smoothened (Smo), aktiviert. Dadurch kann unter
Mithilfe eines G-Proteins die Information zur DNA des Zellkerns weitergeleitet
werden (Ingham u. McMahon 2001).

Ist der Rezeptor unbesetzt, reguliert der Patched-Rezeptor durch
Konformationséanderungen das benachbarte Smoothened-Protein herunter
(Ho u. Scott 2002).

1.6.22. Signalweg-Komponenten

Bei der fir uns entscheidenden Variante des Signalweges — dem Sonic-
hedgehog-Signalweg — ist das Sonic hedgehog Protein (Shh) (Abb. 8, S. 21)
das Pendant zu Hedgehog. Es wird als ein 45kDa Protein synthetisiert und
autoproteolytisch in die aktive Form eines 19kDa grof3en amino-terminalen
Fragmentes (Shh-N) gespalten (Marti et al. 1995; Porter et al. 1995; Roelink et
al. 1995). Der weitere Verlauf ist wie oben beschrieben, jedoch sind zusatzlich
intrazellular zwei Regulatorproteine eingeschaltet. Dabei handelt es sich um
GAS1 und Megalin, auch bekannt als gp330 oder low-density lipoprotein
receptor-related protein [LRP]-2 (Nybakken u. Perrimon 2002). Durch die
Vielzahl der inhibierenden Faktoren auf den Signalweg kann man davon
ausgehen, dass der Signalweg die meiste Zeit deaktiviert ist und nur zu
bestimmten Phasen und nur an den Orten, an denen das Hedgehog-Protein

vorkommt, Funktionen erfullt (Ruiz i Altaba et al. 2002).
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1.6.23. Zielstrukturen der Signalwege

Die Information des Shh-Weges wird Uber verschiedene Kinasen, unter
anderem Fused (Fu) und Supressor of fused (Sufu), die einen
Multiproteinkomplex bilden, zum Zellkern vermittelt (Murone et al. 2000). Des
Weiteren wirken im Sonic hedgehog Weg so genannte Zinkfingerstrukturen mit,
welche die Transkription bestimmter Gene im Zellkern regulieren. Die
wichtigsten Transkriptionsfaktoren dieses Signalweges sind Glil, 2 und 3
(Ruiz 1999). Sie besitzen Homologien zum Cubitus interruptus-Protein (Ci) der
Drosophila (Aza-Blanc et al. 1997; Ruiz i Altaba et al. 2002). Diese Proteine
sind mit mehr als 1000 Aminosauren sehr grof3 und kdnnen viele Funktionen
erfullen (Ruiz 1999; Ruiz et al. 2002). Existiert kein Sonic-hedgehog-Protein,
werden die Gli-Proteine vom Proteasom gespalten. Die am Carboxyl-Ende
(=c-terminal) gekirzten Formen fungieren als Repressoren der Transkription
bestimmter Genabschnitte (Aza-Blanc et al. 1997; Ruiz 1999; Aza-Blanc et al.
2000; Ruiz et al. 2002).

Glil dient als Aktivator, vermittelt und amplifiziert das Signal des Hedgehog-
Weges und wird durch diesen selbst induziert (Mullor et al. 2002). Die Funktion
des Gli2 und des Gli3 auf das Hedgehog-Signal ist je nach Kontext
unterschiedlich (Aza-Blanc u. Kornberg 1999; Ruiz 1999; Ingham u. McMahon
2001).

Wichtige Genabschnitte, die von diesen Transkriptionsfaktoren reguliert
werden, sind Protoonkogene und Wachstumsfaktoren (Pasca di Magliano u.
Hebrok 2003). Die bedeutendsten Genabschnitte sind cyclin D1/2 und Cyclin E.
Sie wurden in menschlichen Haarfollikeln gefunden (Mill et al. 2003). Beide
Proteine spielen beim Zellzyklus der Drosophila eine wichtige Rolle
(Duman-Scheel et al. 2002). Weitere Zielgene sind sds Onkogen n-Myc im
humanen Nervensystem (Kenney et al. 2003) und der epidermal growth factor
(EGF). Auch das wurde bei Drosophila gefunden (Amin et al. 1999). Weitere
Zielstrukturen sind der platet-derived-growth-factor (PDGF)
(Dahmane et al. 2001) und bei der  Angiogenese der
vascular-epithelial-growth-factor (VEGF) (Pasca di Magliano u. Hebrok 2003).

In den Sonic-hedgehog-Signaltransduktionsweg ist ein negativer Feedback-
Mechanismus eingebaut (Pasca di Magliano u. Hebrok 2003), denn Proteine

des Signalweges selbst sind Ziel der Transkriptionsfaktoren.
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Die Gli-Proteine spielen nicht nur im Hedgehog-Signaltransduktionsweg eine
Rolle. Sie kdnnen auch Funktionen in anderen Signalwegen erfiillen. So kdnnen
Gli2 und Gli3 durch den Fibroblast-Wachstumsfaktor-Signalweg (FGF) im
Mesoderm reguliert werden (Brewster et al. 2000).

Die Gli-Transkriptionsfaktoren 1 und 2 wurden des Weiteren bei der
Tumorgenese bei Mausen und Kaulquappen nachgewiesen
(Dahmane et al. 1997; Grachtchouk et al. 2000; Nilsson et al. 2000).

Krishnan und Mitarbeiter konnten zeigen, dass es noch weitere mdgliche
Transkriptionsfaktoren gibt. Unter anderem wirkt sich der Shh-Weg auf den so
genannte promoter-transcription factor Il (COUP-TFII) aus
(Krishnan et al. 1997). Auch in der Drosophila fand man weitere Zielstrukturen
(Apidianakis et al. 2001).

1.6.24. Vorkommen und Funktionen des Signhalweges

Zunachst wurde der Hedgehog-Signaltransduktionsweg [Lit.Ubersicht: (Mullor et
al. 2002; Pasca di Magliano u. Hebrok 2003)] bei der Embryogenese der
Drosophila  und des Zebrafisches beschreiben (Nusslein-Volhard u.
Wieschaus 1980; Krauss et al. 1993; Ingham u. McMahon 2001). Spater konnte
er auch in Nagern (Traiffort et al. 1999) und in menschlichen Zellen
(Ho u. Scott 2002) nachgewiesen werden.

Der Signalweg ist ein wichtiges Glied der Zellproliferation und
Zelldifferenzierung. Bei der Hirnentwicklung des Menschen (Ekker et al. 1995;
Ericson et al. 1995) und in Enterozyten des Dunndarms bei Mausen
(Madison et al. 2005) konnte man diese Funktion belegen und zeigen, dass er
zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Zellzyklus aktiv ist (Ruiz et al. 2002). Des
Weiteren wurde er bei der Entwicklung der Inseln des Pankreas und bei der
Erythropoese nachgewiesen (Detmer et al. 2005). Olsen und Mitarbeiter
zeigten, dass der Hedgehog-Signalweg bei der Angiogenese von Tumoren
beteiligt ist (Olsen et al. 2004). Marigo und Mitarbeiter untersuchten ebenfalls
den Shh-Weg und stellten fest, dass er beim Menschen bei der Ausbildung des
Darmes, der Leber, der Lunge und der Nieren eine Rolle spielt, sich aber im
Erwachsenenalter in gesunden Zellen nicht mehr nachweisen Iasst
(Marigo et al. 1995).
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Storungen des Signalweges fuhren weiterhin zu Cyclopia — Fehlen der
medianen Gesichtstrukturen und ein ungetrenntes Frontalhirn, hervorgerufen
durch ein abnormale Bildung des ventralen Neuralrohres (Siebert et al. 1990) —
und anderen Entwicklungsdefekten in Mausen (Chiang et al. 1996) und in
Menschen (Roessler et al. 1996). Auch die Entwicklung der Speiserthre, deren
Malformation bei unseren Versuchen im Blickpunkt stand, steht unter dem
Einfluss dieses Signalweges (loannides et al. 2003).

Nachdem die Rolle des Signalweges bei der Zellproliferation aufgedeckt
worden war, lag es nahe, zu untersuchen, ob der Weg nicht auch bei der
Tumorgenese bedeutsam ist. Thayer et al. fanden heraus, dass Stérungen im
Signalweg zur Entstehung von Adenokarzinomen des Pankreas beitragen
(Thayer et al. 2003). Auch beim kleinzelligen Bronchialkarzinom wurde der
Sonic-hedgehog-Signaltransduktionsweg gefunden (Watkins et al. 2003). Bei
Basalzellkarzinomen der Maus (Oro et al. 1997; Grachtchouk et al. 2000;
Nilsson et al. 2000), der Froschembryos (Dahmane et al. 1997) und des
Menschen (Fan et al. 1997) ist der Sonic-hedgehog-Signalweg gestért. Auch
bei der von uns betrachteten Speisréhrengeschwulst wurde der Einfluss des
Signalweges bescheinigt (Motoyama et al. 1998; Ma et al. 2005a; Ma et al.
2005b).

Die Stérungen im Signalweg bei der Kanzerogenese kennt man schon naher:
so konnte wahrscheinlich gemacht werden, dass es bei der Tumorentstehung
zu einer Uberexpression der beteiligten Liganden kommt (Oro et al. 1997;
Berman et al. 2003). Auch treten weiterhin Mutationen bei den Proteinen auf,
die am Signalweg beteiligt sind (vgl. S. 23, 24) (Xie et al. 1998;
Taipale et al. 2000).
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2. MATERIAL UND METHODEN

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktion von Tumorzellen auf steroidale
Alkaloide an Zellkulturen in vitro untersucht, um deren zytostatische Wirkung zu
testen. Die Methodik lehnte sich an ein Verfahren von (Mosmann 1983) an, das

wie unten beschrieben in unserem Labor modifiziert wurde.

2.1. Tumorzellen

2.1.25. Zelllinien

Das Ausgangsmaterial waren Zellen eines Barrett-Karzinoms (PT1590) sowie
von Mikrometastasen aus einem befallenen Lymphknoten (LN1590). Der
klinisch T3 N1 MO eingestufte Tumor und die Zellen der Metastase waren
einem 65 Jahre alten Mann (Nr:1590) bereits 1996 entnommen worden.
Nachdem sie in Kultur gebracht und charakterisiert wurden (Hosch et al. 2000)
fuhrte man erste Versuche mit diesen durch (Scheunemann et al. 1999).

2.1.26. Zellkultur

Alle Arbeitsschritte rund um die Zellkultur wurden in einer reinen
Sicherheitswerkbank ,bench® der Firma Heraeus Instruments (Abb. 9) unter
sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Jede Person, die dort arbeitete, war mit
einem weilRen Schutzkittel bekleidet und trug Einmalhandschuhe. Die
Arbeitsflache wurde nach jedem Arbeitsgang mit Papiertichern und

Flachendesinfektionsmittel gereinigt.

26



2.1.27. Medium

Abb. 9: Sicherheitswerkbank

Das Tumormedium (Lagerung bei vier Grad Celsius) stellte sich zusammen

aus:

Artikel Verdinnung Menge
[ml]

RPMI1640 + GlutaMAX™ 422,5

| + 25mM HEPES

Fetales Kalberserum ™ 50,0

Penicillin/Streptomycin ! | 1000/2000"%/,,, 5,0

Insulin [°! 100ug gelést in 100ml | 5,0
Agua dest. > 149/,

Basic Fibroblast Growth | gelost in 25ml| 5,0

Factor — human 25pg @ | RPMI1640 > 1"/,

Epithel Growth Factor | gelost in 100ml| 5,0

100pg © RPMI1640 > 1",

Transferrin 80mg ! geldst in 100ml Aqua| 2,5
dest. > 10uM

Gentamycin 10mg/ml ! 5,0

Gesamt 500,0
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2.1.28. Zellanzucht

Mit 20ml Tumormedium in der 75cm? groRen Kulturflasche wurden die Zellen
angezuchtet. Inkubiert wurden die Zellen in einem Warmeschrank bei 37 Grad
Celsius und funfprozentiger CO,-Atmosphéare. Nach zwei bis drei Tagen endete

jeweils eine Passage mit dem Splitten der Zellen.

2.1.29. Splitten

1.) absaugen des alten Tumormediums mit einer sterilen Glas-Pasteurpipette
mit Hilfe einer Absaugpumpe

2.) 2ml Trypsin-EDTA ?®! mit einer sterilen Plastikpipette auf die Zellen geben

3.) PT1590: 60sek; LN1590: 90sek einwirken lassen

4.) nach mikroskopischer Kontrolle, absaugen der Losung mit einer sterilen
Pasteurpipette

5.) mit 20ml Tumormedium in einer sterilen Plastikpipette die Zellen vom
Flaschenboden abtrennen, indem die Suspension mehrfach angesaugt und
Uber die Zellen gegeben wurde

6.) bei 100% konfluenten Flaschen: je 5ml in eine neue Zellkulturflasche geben

7.) die neuen Kulturflaschen mit je 15ml Tumormedium beschicken und damit

der Beginn einer neuen Passage
Bei Bedarf wurden die Zellen eingefroren und konnten so tber lange Zeit sicher

gelagert werden und zu jedem gewuinschten Zeitpunkt wieder aufgetaut und

wieder rekultiviert werden.
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2.1.30. Einfrieren

2ml Trypsin-EDTA auf Zellen geben

60-90sek einwirken lassen

mit 20ml Tumormedium Zellen aufnehmen

Suspension in ein 15ml Flacon® Réhrchen geben

5 Min. bei 1500U/min (Beschleunigung/Bremse Stufe 9) bei 20°C waschen
absaugen des Uberstandes mit einer sterilen Pasteurpipette

auftauen und aufnehmen des cell culture freezing medium-DMSO mit einer
sterilen Plastikpipette

Zellen mit dem Medium aufnehmen

frozen medium Gefal3 in ein Behéalter mit ca.-20°C stellen
Medium in das Gefal3 geben und verschliel3en

1 Nacht in einen -80°C Tiefkuihlschrank stellen

in flissigem Stickstoff lagern

2.1.31. Auftauen

mit einer Plastikpipette (2ml) die Zellen mit Tumormedium aus dem frozen
medium Gefald aufnehmen

in ein 15ml Falcon®-Rohrchen geben

5min bei 1500U/min zentrifugieren

Uberstand mit einer sterilen Pasteurpipette absaugen

mit neuem Tumormedium Zellen wie oben beschrieben in eine

Zellkulturflasche tUberfiihren
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2.2.Zellversuchsansatz

2.2.32. Durchfiihrung

Bei der Durchfuhrung der Proliferationsversuche in Abhéangigkeit von Inhibitoren
wurden sterile 96-well-Platten verwendet. Dabei wurden jeweils vier Platten
beschickt und alle 24 Stunden eine Messung mit einer dieser Platten
durchgefuhrt.

Dabei wurden die wells wie folgt beschickt:

1) 80-100%ig adharente Zellkulturflasche von alter Tumormediumlésung mit
einer sterilen Pasteurpipette befreien

2) 2ml Trypsin-EDTA mit einer sterilen Plastikpipette hinzugeben

3) 60-90sek inkubieren

4) Trypsin-EDTA mit einer sterilen Pasteurpipette absaugen

5) 10ml Tumormedium mit einer sterilen Plastikpipette hinzugeben und Zellen
von ihrer Wachstumsoberflache ablésen

6) Zellsuspension in ein 50ml Falcon®-Réhrchen tiberfithren

7) 20ul mit einer Eppendorf Pipette und autoklavierten Pipettenspitzen in ein
Eppendorf Gefald tberfihren

8) 20ul Tryptan-Blau in das Eppendorf Gefald hinzugeben und mischen

9) Auszahlen der Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer (0,0025mm?)
(Abb.10) > 2 Zahlkammern = Zellen x 10* pro ml

10) Verdinnung ausrechnen um 7000 Zellen pro well zu erhalten:
bendtigte ml Tumormedium x 35000 = y/ausgezahlte Zellzahl

11) errechnete Menge Zellsuspension in ein 50ml Réhrchen geben und
Tumormedium in der jeweilig bendtigten Menge zusetzen

12) 96-well-Platte mit je 200l Zellsuspension (7000 Zellen) mit einer digitalen
Pipette beschicken (Abb. 11)

13) die umgebenden wells mit 10%iger Kupfersulfatlésung
(10%ig = 50g Kupfersulfat in 500ml Aqua dest., welche mit einer
Einmalspritze und einem Spritzenvorsatzfilter steril filtriert wurde und bei
+4°C gelagert wurde) mit einer Multipipette beschicken (Abb. 11)

14) Platten mit beiliegenden Deckeln verschliel3en, beschriften und in den

Brutschrank geben

30



Abb. 10: Neubauer-Zahlkammer
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Abb. 11: 96-well-Platte

Mit  Kupfersulfatlosung (blau) wurden

die

auflen

liegenden wells

(im Beispiel 1 A-E; 10 A-E; A1-10; H 1-10) beschickt. In die Innenliegenden

(orange) wurden 7000 Zellen, die in 200ul Tumormedium gelést waren,

pipettiert (hier: B, C, D, E, F, G 2-9).
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Medikamenten-Gabe

Nach einer ersten Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die wells von drei

96-well-Platten mit den zu untersuchenden Chemikalien beschickt.

Zuvor wurden Stock-Ldsungen angefertigt.

Stocks:

1) 25mg Tomatidine + 55,3ml DMSO = 1000uM Tomatidine (Abb. 13, S. 33)

2) 100pg KAAD-Cyclopamine + 143,3ul DMSO = 1000uM KAAD-Cyclopamine
(Abb.12, S. 33)

3) 5mg sant-1 + 13,387m| DMSO = 1000uM sant-1 (Abb.14, S. 33)

4) 25ug Shh-peptid + 500ul PBS (10%ig Fetales Kélberserum) = 50ug/ml
Shh-peptid (Abb. 15, S. 33)

z.B. siehe
Abb. 11
a) ohne Zusatze 2B-G
b) 5uM Tomatidine (= 1l 1000uM Tomatidine pro 200ul) 3 B-G
c) 10uM Tomatidine (=2pl 1000uM Tomatidine pro 200pul) 4 B-G

d) 5uM KAAD-Cyclopamine (= 1pl 2000uM KAAD-C. pro 200ul) 5 B-G
e) 10uM KAAD-Cyclopamine (= 2pl 1000uM KAAD-C. pro 200ul) 6 B-G

f) 5uM sant-1 (= 1ul 1000uM sant-1 pro 200ul) 7 B-G
g) 10uM sant-1 (= 2ul 2000uM sant-1 pro 200ul) 8 B-G
h) 1000uM Shh-peptid (= 4pul Shh-peptid pro 200ul) 9B-G
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2.2.33. Messung

Die erste Messung erfolgte nach 24 Stunden und markierte in den Ergebnissen
den Null-Stunden-Wert. Zum gleichen Zeitpunkt wurden die drei noch
verbliebenen 96-well-Platten mit den zu untersuchenden Chemikalien
beschickt.

2.2.34. Messprinzip

Das Prinzip der Messung beruht auf der Proportionalitéat eines enzymatischen
Umsetzvorganges zur Vitalitat von Zellen.

Dabei wird das gelbe Tetrazoliumsalz MTT
(3,(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) durch
mitochondriale Dehydrogenasen zu violetten Formazan-Kristallen umgesetzt.
Die Konzentration dieses farbigen Produktes kann spektrophotometrisch mit
einem ELISA-Reader ermittelt werden. Dabei wurde bei 540nm gemessen,
sowie der Referenzwert bei 690nm eingestellt. Die gemessenen
Extinktionswerte sind proportional zur aktuellen Zellvitalitat, da diese Reaktion
nur in lebenden Zellen ablaufen kann. Bei Wiederholung der Messung nach
bestimmten Zeitintervallen bei Zellen des gleichen Ansatzes geben die
Ergebnisse Auskunft Uber die Proliferationsleistung dieser Zellen. Die Abb. 16
veranschaulicht den chemischen Umsatzvorgang der Molekiile.

@ NADH Q
fwﬁrﬁ_ /N—N..,_H
< > <,N N\ D <=
D = T
S : NAD" JCHQ
MTT “ FORMAZAN CH,

Abb. 16: Chemische Reaktion des MTT
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2.2.35. Messdurchfiihrung

Unter sterilen Bedingungen wurde den wells jeweils 20yl MTT-L6sung
(F100mg MTT + 10ml D-PBS, sterilfiltriert, Lagerung bei -20°C) mit einer
Pipette zugegeben und wieder verschlossen in den Inkubator gelegt. Nach
einer zweisttindigen Inkubationszeit wurde das Medium mit einer Pasteurpipette
abgesaugt und 200ul MTT-Stopp-Lésung (=450ml Ethanol 100%ig + 25ml
Essigsaure 100%ig + 25ml Aqua dest.) aufgefillt. Dabei wurde eine Multipipette
verwendet und, um das umgesetzte violette Formazan vom Boden der wells
abzutrennen, die Stopp-Losung mehrfach aufgezogen und wieder aus der
Pipettenspitze abgelassen. Danach wurde die Platte in den ELISA-Reader
(Abb. 17) Uberfuhrt und die Messung an der getffneten Platte durchgefihrt. Die
Ergebnisse wurden auf dem angeschlossenen PC gespeichert sowie

ausgedruckt.

Abb. 17: ELISA-Reader
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2.3.Durchflusszytometrie
FACS (Fluorescence-Activating-Cell-Sorting)
Bei der durchflusszytometrischen Analyse werden Zellen anhand ihrer
gegebenen Lichtstreuungseigenschaften und emittierter Fluoreszenzstrahlung
auf Einzelzellebene charakterisiert. Die Fluoreszenz der Zellen stammt von
einer Bindung von Antikdrpern, an die vorher ein fluoreszierendes Molekil
gebunden wurde, an extra- aber auch intrazellular exprimierte Antigene. Durch
eine Kombination von an verschiedene Fluorochrome gekoppelten Antikdrpern
konnen mehrere Parameter analysiert werden. Diese Fluorochrome werden so
gewahlt, dass sie nach Anregung durch einen Laserstrahl in verschiedenen
Wellenlangen Licht emittieren kénnen. Dadurch kann detektiert werden, ob an
die analysierte Zelle ein oder mehrere Antikorper gebunden haben. Als
Fluorochrome wurden Floureszeinisothiocyanat (FITC, FL1) und Phycoerythrin
(PE, FL2) verwendet.
Die gefarbten Zellen passieren in einem Flissigkeitsstrom hydrodynamisch
fokussiert einzeln nacheinander einen oder in neueren Geréten auch mehrere
Laserstrahlen (Abb. 19). Das in einem geringen Winkel (3-10°) gestreute Licht
wird als ,Vorwartsstreulicht® FSC bezeichnet und korreliert mit der Zellgrofe.
Das um 90° reflektierte Licht wird als ,Seitwartsstreulicht” (SSC) bezeichnet und
hangt ab von der ,Granularitat” und der ,Membranfaltung® der Zelle.
Fur die durchflusszytometrische Analyse wurde ein FACS-Calibur
(Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland, Abb. 18) mit einem luftgekihlten
Argonlaser und einem zweiten, roten Dioden-Laser verwendet. FSC- und SSC-
Signale wurden mit linearer, die Fluoreszenzsignale in logarithmischer
Verstarkung aufgenommen. Von jeder Probe wurden die Daten von mindestens
100000 Zellen festgehalten. Die Analyse erfolgte mit CellQuest Research
Software (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Die Daten wurden
entweder als eindimensionale Histogramme oder zweidimensionale "Punkt-
Bilder" (dot-plots) dargestellt und analysiert. Durch Einsatz von Analysefenstern
lieBen sich aufgrund ihrer spezifischen Expression von Oberflachenmarkern

verschiedene Zellpopulationen selektieren.
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Mit dieser Methode bestimmten wir den prozentualen Anteil der Zellen, die das
CD133-Antigen (Cluster of Differentiation) exprimierten. Dieses Antigen findet
sich bei humanen Stammzellen (Miraglia et al. 1997) und wurde erstmals bei
hamatopoetischen Vorlauferzellen gefunden (Yin et al. 1997).

Im gleichen Arbeitsschritt wurde auch der Anteil der CD34pos-Zellen ermittelt.
Sie sind ebenfalls als Vorlauferzellen anzusehen (Yin et al. 1997).

2.3.36. Durchfuhrung

1) Zellkulturflasche mit 2ml Trypsin-EDTA beschicken

2) 60-90 sek. inkubieren

3) Uberstand absaugen

4) Zellen mit Tumormedium abtrennen und in ein 15ml Falcon®-Rohrchen
Uberfihren

5) 5 Min. bei 1500 U/Min. bei 20°C waschen

6) Uberstand abdekantieren

7) Zellkonzentrat mit 5ml D-PBS auflésen

8) je 2,5ml der Zellsuspension in zwei zuvor beschriftete (Kontrolle/Messung)
FACS-Ro6hrchen Uberfihren

9) 5 Min. bei 1500 U/Min. bei 20°C waschen

10) Uberstand dekantieren

11) 10ul Blocking-Reagenz in beide Réhrchen geben und Zellkonzentrat damit

aufwirbeln

12) Kontrolle-Réhrchen: Messungs-Rohrchen:

10pul Simultest Control y1/yl  10ul CD133-PE
10pl CD34-FITZ

hinzufiigen und vermischen

13) 30 Min. bei Zimmertemperatur im Dunkeln inkubieren

14) mit je 3ml FACS-Wasch-Ldsung auffillen

15) 5 Min. bei 1500 U/Min. bei 20°C waschen

16) die Rohrchen mit je 350ul FACS-Wasch-Losung auffillen

17) vortexen

18) Kontroll-R6hrchen Uber die Ansaugspitze stilpen und Stitze unter das
Roéhrchen fahren
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2.3.37. Messung am FACS-Gerat

FACS-Gerat

a)
b)
c)
d)

e)

am Hauptschalter einschalten
Frontschublade 6ffnen
Druckhebel umlegen auf ON
RUN-Taste betatigen
HI-Taste betatigen.

Apple PC

a)
b)
c)

d)

f)

9)
h)

)
)
K)
)

Messungs-Maske 6ffnen

unter dem Menu-Punkt ,Aqcuire” den Task ,Parameter Description“ 6ffnen

in dem erscheinenden Fenster eine neue Datei entwerfen und angeben
welche Art der Messung durchgefuhrt werden soll (Kontroll-Réhrchen =
erstes Rohrchen = Simultest Control y1/yl, Messungs-Réhrchen = zweites
Rohrchen = CD133/CD34)

unter dem MenUpunkt ,Aquire“ den Task ,Counters® anwahlen

unter dem MenuUpunkt Agcuire“ den Task ,,Connect to Cytometer” anwahlen
~Apple-Taste“ gedrickt halten und die Zifferntasten ,1%, ,2°, ,3%, ,4°
nacheinander betatigen, so dass Messungsfenster erscheinen

im Fenster ,Connect to Cytometer” “Aqcuire” betatigen

Einstellungen am “Apple-Fenster” vornehmen, um die durchlaufenden Zellen
im rechten, oberen Feld erscheinen zu lassen

111

im Fenster ,Connect to Cytometer” “Pause” und “Abort” driicken
Hakchen im Fenster ,Connect to Cytometer” bei “Setup” entfernen
erneut im Fenster ,Connect to Cytometer® ,Aqcuire” dricken

Messung wird durchgefihrt und nach 100.000 Zellen abgespeichert

m) Kontroll-R6hrchen entfernen und Messungs-Rohrchen in das Gerat wie

n)

0)

P)
s)
")

oben beschrieben einsetzen

im Fenster ,Connect to Cytometer® “Aqcuire” dricken

Messung des zweiten Rohrchens wird bis 100.000 Zellen durchgefuhrt und
automatisch abgespeichert

Rohrchen entfernen

ein mit Aqua destillata gefilltes FACS-Rohrchen einsetzen

Gerat in umgekehrter Reihenfolge wie oben beschrieben wieder ausschalten
oder ,Standby” driicken
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Abb. 18: FACS-Geréat

Abb. 19: Durchflusslasereinheit
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2.4.MACS
(Magnetic-Activating-Cell-Sorting)
Zur Isolierung der c¢d133pos Zellen wurde das magnetische
Zelltrennungssystem MACS (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland, Abb. 20) verwendet. Die Zellen werden dabei mit
superparamagnetischen  Mikropartikeln beladen, an die monoklonale
Antikrpern gebunden waren. Die Aufreinigung erfolgte in einem
Hochgradienten-Magnetfeld, das durch Insertion einer aus ferromagnetischen
Stahlpartikeln  bestehenden S&ulenmatrix in das Magnetfeld eines
Permanentmagneten (Abb. 22) erzeugt wurde. Die Probe wurde auf die Saule
(Abb. 20/21) gegeben und durchlief das Magnetfeld. Dann wurde mit PBS
mehrere Male nachgespllt. Antikdrperbindende und somit magnetische Zellen
wurden im Magnetfeld festgehalten und konnten, nachdem die S&ule wieder
aus dem Magnetfeld genommen wurde, mit Puffer lebend herausgespult
werden.
Das MACS-System kann zur Anreicherung (Sortierung) oder zum Ausschluss
(Depletion) einer Zellpopulation aus einer Gesamtzellpopulation eingesetzt
werden. Zur Kontrolle der Separation haben wir die Originalfraktion, sowie die
negative und positive Fraktion durchflusszytometrisch analysiert.
Nachdem erste Ergebnisse bestatigten, dass cd133pos-Zellen bei beiden
Zelllinien vorhanden waren, konnte dieses Verfahren zum Auftrennen der Zellen

nach ihrer cd133-Positivitat erfolgen.
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2.4.38. Durchfiihrung

1) moglichst 5 Zellkulturflaschen (insgesamt fur diesen Versuch 15-30) jeweils
mit 2ml Trypsin-EDTA beschicken

2) 60-90sek inkubieren

3) Uberstand absaugen

4) Zellen mit Tumormedium aufnehmen

5) alle gewonnen Zellen in ein 50ml Falcon®-Réhrchen Uberfihren

6) 5 Min. bei 1500 U/Min. bei 20°C waschen

7) Uberstand abdekantieren

8) Zellen mit 500ul Tumormedium vermengen

9) 200ul Blocking-Reagenz hinzugeben und vermischen

10) 200ul CD133-beads hinzugeben und gut vermischen

11) 30 Min. im Brutschrank inkubieren und alle 10 Min. schwenken

12) 40ml steriles D-PBS hinzugeben

13) 5 Min. bei 1500 U/Min. bei 20°C waschen

14) Uberstand abdekantieren

15) MACS-Auftrenn-Saule in VarioMACS einsetzen

16) MACS-R0Ohrchen unter der Saule anbringen (Abb. 21)

17) 5ml steriles D-PBS auf die Saule geben und durchlaufen lassen

18) Zellsieb auf ein neues 50ml Falcon®-Réhrchen setzen

19) 2ml steriles D-PBS auf das Zellkonzentrat geben und gut aufmischen

20) Zellsuspension durch das Zellsieb in das zweite Falcon®-Rohrchen
Uberfuhren

21) erneut 2ml D-PBS in das zentrifugierte R6hrchen geben und die restlichen
Zellen aufnehmen

22) Zellsuspension ebenfalls durch das Sieb in das zweite RO6hrchen
uberfuhren

23) Zellfilter verwerfen

24) gesiebte Zellsuspension in 0,5ml Schritten nach und nach in die MACS-
Saule geben

25) nachdem die Zellsuspension komplett durch die S&aule gelaufen ist, wird
dreimal mit 5ml D-PBS die Saule durchgespiilt

26) bei Bedarf ein neues MACS-Ro6hrchen einsetzen
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27) bevor die dritte Portion der 5ml D-PBS-Ldsung komplett durchgelaufen ist
und noch ca. 2,5ml Uber der Séaule stehen, diese nach vorne aus dem
Magnetfeld entfernen

28) gleichzeitig ein 15ml Falcon®-Rohrchen unter die Saule halten

29) Saule in das Falcon®-Roéhrchen einsetzen

30) Stempel (Abb. 20) auf Saule ansetzen und erste Portion durchdricken

31) Stempel entfernen und auf den Kopf abstellen, um eine Kontamination der
steilen Stempelspitze zu verhindern

32) 5ml D-PBS auf die Saule geben

33) mit Stempel durchdricken

34) 5ml D-PBS auf die Saule geben

35) mit Stempel durchdricken

36) CD133neg-Zellen aus den MACS-R6hrchen in ein 50ml Falcon®-Rohrchen
uberfuhren

37) beide Falcon®-Réhrchen 5 Min. bei 1500 U/Min. bei 20°C waschen

38) Uberstand dekantieren

39) Zellkonzentrate mit Tumormedium aufmischen

Abb. 20: Saule und Stempel %

Abb. 21: Saule und R6hrchen eingesetzt
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Die aufgetrennten Zellen wurden wie oben beschrieben in den MTT-
Versuchsansatz eingebracht. Des Weiteren wurden sie in Kulturflaschen
angezichtet und zu mehreren Zeitpunkten gefacst (siehe oben), um die
Veranderungen des Stammzellanteils (cd133pos-Zellen) zu untersuchen. Da
der Anteil der cd133postiven-Zellen in der unbehandelten Zellkultur nur wenige
Prozentpunkte betrug, mussten die aufgetrennten Stammzellen in kleineren

Kulturflaschen geziichtet werden.

Abb. 22: Magnet

Abb. 23: MACS-Vorrichtung
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ARBEITSMITTEL

2.5.Chemikalien
M aqua ad iniectabilia, DeltaSelect, Dreieich, D
2l Basic Fibroblast Growth Factor — human Boehringer Mannheim
Bl BD FACSFlow™ 20I, BD Biosiences, San Jose, CA, USA
[ Blocking-Reagenz
Bl cd133-beads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
6] ¢d133-PE (clone AC141), Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
[l ¢d34-FITC, BD Biosiences, San Jose, Kalifornien, USA
1 cell culture freezing medium-DMSO GIBCO™
B Dimethyl sulfoxide minimum 99,5% GC, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA
91 p.pBS CacCl2, MgCI2, GIBCO™, UK

[ Epithel Growth Factor Boehringer Mannheim

(2] Essigsaure 100% 11, Merck, Darmstadt, D
(31 Ethanol 100%

14 Fermacidal®, IC Products SA, Minusio, CH
15 Fetales Kalberserum GIBCO™, UK

(%] Gentamycin 10mg/ml Biochrom AG, Berlin, D
7 Insulin SIGMA®, Deisenhofen,D

(18] K AAD-(3-Keto-N-aminoethyl-aminocaproyl-dihydrocinnamoyl) Cyclopamine,

91 Kupfersulfat 1kg, Biesterfeld, ltzehoe-Edendorf, D

Merck Biosiences, Bad Soden, D

(201 MTT: Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, approx. 98% TLC, SIGMA®,
Deisenhofen, D

2 penicillin/Streptomycin 1000/1000"% seromed Biochrome

22l Recombinant Human Sonic Hedgehog, amino terminal peptide, R&D
Systems Inc., Minneapolis, Minnesota, USA

23] RPMI1640 + GlutaMAX™ | + 25mM HEPES GIBCO™, UK

24 sant-1, 5mg, Merck Biosiences, Bad Soden, D

%3] sant-1, Merck Biosciences, Bad Soden, D

28] Tomatidine, 25mg, Merck Biosiences, Bad Soden, D

2] Transferrin SIGMA®, Deisenhofen, D

28] Trypsin-EDTA GIBCO™, UK
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2.6.Gerate

291 Absauggerat Miniport, Servox Medizintechnik GmbH, Troisdorf, D

B9 Autoklav, 120°C, 2,8bar, 20Min., Pro-face, Quickpanel

BY Behalter mit flissigem Stickstoff

2] Certomat® MV, B. Braun, Melsungen, D

B3 ELISA-Reader Dynatech R5000, Chantilly, VA, USA

B4 eppendorf easypen, Hamburg, D

35 FACS-Gerat, BD FACS-Calibur, BD Biosiences, San Jose, CA, USA

[36] Finnpipette Multichannel 30-300ul, Thermo Electron Corporation, Helsinki,
Finnland

37 Kiihischrank, Linde AG, Wiesbaden, D

B8 Mikroskop, BH-2, Olympus, Tokio, Japan

B39 Mikroskop, Wilovert Standard PH 40, Helmut Hund GmbH, Wetzlar, D

1401 Multipipette® plus, eppendorf, Hamburg, D

4 Neubauer-z&hlkammer, 0,0025mm?

42 pipette Research® (variabel) 100-1000pl, eppendorf, Hamburg, D

43 pipette Research® (variabel) 10-100pl, eppendorf, Hamburg, D

4 Rotina 35R Hettich, Tuttlingen, D

48] Sicherheitswerkbank HERASafe®HS, Heraeus Instruments, Kendro
Laboratory

4] Tiefkiihlschrank, Liebherr, Ochsenhausen, D

4] Trockenschrank, Sanyo Sterilzer, Miinchen, D

48] varioMACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

(491 Warmeschrank (Heraeus Instruments)

2.7.Hard- und Software
(501 1 7«_Bildschirm, Fuijitsu-Siemens Computers GmbH, Miinchen, D
BB 17”-Bildschirm MultiSync FE1250, NEC, USA
2] Drucker, Hewlett Packard DeskJet 840C
531 Excel 2003, Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleiheim, D
B34 MikroWin 2000 Version 4.23, Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, D
31 pC, Wing Computer GmbH, Elmshorn, D
[5¢1 prism 4.03 GraphPad, San Diego, Kalifornien, USA
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2.8.Verbrauchsmaterialien
57 96-well-Platte, NUNC™, Wiesbaden, D
58] Combitips® 1ml, 5ml, eppendorf, Hamburg, D
B9 Einmalhandschuhe, Kimberly-Clark, Roswell, Georgia, USA
%01 Einmalspritze 20ml, B. Braun, Melsungen, D
61 Kulturflasche 25cm?, SARSTEDT,
52 Kulturflaschen 75cm?, SARSTEDT,
631 MACS-Auftrenn-Saule mit Stempel, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
54 MACS-R6hrchen, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
%3] pasteurpipetten Lange: 230mm, Roth, Karlsruhe, D
%8 pipettenspitzen, TreffLab, Degersheim, CH
571 plastikpipette 2ml, 5ml, 10ml, 25ml Falcon®, Beckton Dickinson, USA
[%8] Rehrchen 15ml, 50ml Flacon®, Beckton Dickinson, USA
9] Rundbodenrshrchen 5ml, BD Biosiences, San Jose, CA, USA
[l Spritzenvorsatzfilter, Qualilab, Olivet, F
("] Zellsieb, 40pum Nylon, Falcon, Beckton Dickinson, USA
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3. ERGEBNISSE

Die Substanzen KAAD-Cyclopamine und sant-1 beeinflussen das Wachstum
menschlicher Tumorzellen. Die auf den Seiten 47-60 dargestellten Ergebnisse
beziehen sich auf unselektierte Zelllinien. Anschliel3end Ergebnisse gewonnen

an Zellen, die durch das MACS-System aufgetrennt wurden.

3.1. Primartumor Barrett-Karzinom PT1590

Die von dem Barrett-Karzinom gewonnenen Zellen PT1590 wachsen bei dem
benutzten Medium gut an.

Bei Zugabe von KAAD-Cyclopamine (10uM) ist das Wachstum bereits nach 24
Stunden signifikant inhibiert. Die Proliferation ist um 100 Prozent im Vergleich
zur Kontrolle reduziert (Abb. 24). Bei der halben Dosis ist die Inhibition nicht so
ausgepragt, aber nach 72 Stunden liegt auch hier eine signifikante
Wachstumshemmung vor.

Auch Tomatidine hemmt die Proliferation. Bei Gabe von 10uM Tomatidine
entspricht die Wachstumshemmung nahezu vollstandig der, die durch Gabe
von 5uM KAAD-Cyclopamine zu erreichen ist. Das Wachstum nach 72 Stunden
wird um etwa 30 Prozent im Vergleich zur Kontrolle inhibiert (Abb. 24).
Verdoppelt man die Dosis auf 20uM, ist die zytostatische Wirkung noch
ausgepragter. In Abb. 25 ist die Proliferationshemmung bei hoher Dosis beider
Substanzen graphisch dargestellt. Zu allen Messzeitpunkten ist die
Wachstumshemmung von 20uM Tomatidine zu 20uM KAAD-Cyclopamine nicht

statistisch signifikant zu unterscheiden.
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Proliferationsindex

—8— ohne Zusatze

—— 10uM Tomatidine

—e— 10uM KAAD-
Cyclopamine

0

T
10 2

T T
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Zeit [h]

T T
50 60 70

80

Abb. 24: Barrett-Karzinom (PT1590): Gabe von KAAD-Cyclopamine im
Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 24h)

ohne 10puM 5uM KAAD-
Zusatze Tomatidine Cyclopamine
10uM Tomatidine N.S.
5uM KAAD- N.S. N.S.
Cyclopamine
10uM KAAD- < 0,05 N.S. N.S.
Cyclopamine
p-Werte ( 48h)
ohne 10pM 5uM KAAD-
Zusatze Tomatidine Cyclopamine
10uM Tomatidine N.S.
5uM KAAD- N.S. N.S.
Cyclopamine
10puM KAAD- < 0,001 < 0,05 < 0,001
Cyclopamine
p-Werte ( 72h)
ohne 10puM 5uM KAAD-
Zusatze Tomatidine Cyclopamine
10uM Tomatidine <0,01
5uM KAAD- <0,01 N.S.
Cyclopamine
10uM KAAD- < 0,001 < 0,001 < 0,001

Cyclopamine
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Proliferationsindex
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0

—m— ohne Zuséatze
—&— 20uM Tomatidine

—v— 20uM KAAD-
Cyclopamine

O 10 20 30 40 50 60 70 80

Zeit [h]

Abb. 25: Barrett-Karzinom (PT1590): Gabe von KAAD-Cyclopamine und
Tomatidine in héheren Konzentrationen (20uM)

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze

20uM Tomatidine

10pM Tomatidine

<0,001

20uM KAAD-Cyclopamine

< 0,001

N.S.
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Vom Sonic hedgehog Peptid (Shh-peptid) ist bekannt, dass es die Proliferation
gunstig beeinflusst. Wie Abb. 26 zeigt, verursacht es in der Konzentration
100pg/ml keine signifikante Steigerung des Karzinomzellwachstums.

Bei der zehnfachen Konzentration ist eine Proliferationssteigerung zu erreichen
(Abb. 27). Sie betragt nach 72 Stunden statistisch signifikante 17 Prozent.

Bei kombinierter Gabe des Proliferationsaktivators Shh-peptid und des
Inhibitors KAAD-Cyclopamine ist festzustellen, dass der inhibitorische Effekt
kombinationsabhéngig abgeschwacht, aber nicht aufgehoben wird.

Die gegenseitige Beeinflussung lauft allerdings nicht zeitlich kongruent. Aus
Abb. 26, vor allem aber Abb. 27 geht hervor, dass zunachst der hemmende
Einfluss durch KAAD-Cyclopamine Uberwiegt und erst im Zeitraum nach etwa
48 Stunden die Wirkung des Shh-peptids auf die Proliferation deutlich sichtbar
wird. Der Proliferationsindex des letzten Messzeitpunktes ist aber immer noch
'/5 unter dem der Kontrolle.

Nach 48 Stunden ist die Proliferation bei Doppelgabe etwas geringer als nach
alleiniger Zufuhr von KAAD-Cyclopamine. Der Unterschied betragt etwa 20
Prozent (vgl. Abb. 24).

5.59
5.04
4.5+
4.0+
3.54
3.04
2.5
2.0

—8— ohne Zusatze
—¥— 100pg/ml Shh-peptid

—e— 100pg/ml Shh-peptid+
10puM KAAD-
Cyclopamine

Proliferationsindex

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [h]

Abb. 26: Barrett-Karzinom (PT1590): Gabe von 100ug/ml Shh-peptid und in
Kombination mit KAAD-Cyclopamine

p-Werte ( 72h)

ohne 100pg/ml Shh-
Zusatze peptid
100pg/ml Shh-peptid N.S.
100ug Shh-peptid+10uM KAAD- < 0,001 < 0,001
Cyclopamine
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—&— ohne Zusatze
x 4 .
§ —&— 1000pg/ml Shh-peptid
D 3 —¥— 1000 pg/ml Shh-peptid+
IS 10pM KAAD-
IS Cyclopamine
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.C_E
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0 .
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Abb. 27: Barrett-Karzinom (PT1590): Gabe von 1000ug/ml Shh-peptid und in
Kombination mit KAAD-Cyclopamine

p-Werte ( 72h)

ohne 1000ug/ml Shh-
Zusatze peptid
1000pg/ml Shh-peptid < 0,001
1000ug Shh-peptid+10uM KAAD- < 0,001 < 0,001
Cyclopamine
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Die vergleichbare Beeinflussung des Wachstums bei Doppelgabe ist bei der

Kombination von Shh-peptid und Tomatidine zu sehen (Abb. 28). Der

72-Stundenmesswert ist 40 Prozent unter dem des Kontrollmesswertes.

Auch hier findet sich nach 48 Stunden eine diskrete Absenkung der

Proliferationsrate.

Proliferationsindex

0

—8— ohne Zusatze
—— 1000pg/ml Shh-peptid

—¥— 1000pg/ml Shh-peptid+
10puM Tomatidine

Zeit [h]

O 10 20 30 40 50 60 70 80

Abb. 28: Barrett-Karzinom (PT1590): Gabe von 1000ug/ml Shh-peptid und in

Kombination mit Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze

1000pg/ml Shh-peptid

1000pg/ml Shh-peptid

<0,001

1000ug Shh-peptid+10uM Tomatidine

< 0,001

< 0,001
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In der Abb. 29 ist die Wirkung des fraglichen Zytostatikums sant-1 zu sehen.

In der Tat st auch hier, wie bei KAAD-Cyclopamine, eine
wachstumshemmende Wirkung festzustellen, die bei 5uM und vor allem bei
10uM nach 72 Stunden signifikant ist. Die Absenkung bei 10uM im Vergleich

zur Kontrolle betragt nach 72 Stunden 45 Prozent.

—&— ohne Zusatze
—— 10uM Tomatidine

%

-

—e— 10pM sant-1

Proliferationsindex
@

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [h]

Abb. 29: Barrett-Karzinom (PT1590): Gabe von sant-1 im Vergleich zu
Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze 10uM Tomatidine 5uM sant-1

10uM Tomatidine <0,01

SuUM sant-1 < 0,001 N.S.

10uM sant-1 < 0,001 N.S. N.S.
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Bei gleichzeitiger Gabe von Shh-peptid und sant-1 ist die
Proliferationshemmung nicht wie erwartet schwacher ausgebildet, sondern
sogar ausgepragter (Abb. 30). Gegentiber der Kontrolle (nur sant-1) betragt der
Ruckgang nach 72 Stunden 22 Prozent (vgl. Abb. 29).

5_
—&— ohne Zusatze

x 4 .
§ —— 1000pg/ml Shh-peptid
B 3 —¥— 1000 pg/ml Shh-peptide+
5 10pM sant-1
IS
g2
5
al

0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [h]

Abb. 30: Barrett-Karzinom (PT1590): Gabe von 1000ug/ml Shh-peptid und in

Kombination mit sant-1

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze | 100pg/ml Shh-peptid

100pg/ml Shh-peptid <0,05

100pg Shh-peptid+10uM sant-1 | < 0,001 < 0,001

54



3.2. Lymphknotenmetastase LN1590
Die Beeinflussung der getesteten Substanzen auf Zellen der
Lymphknotenmetastase (LN1590) fallt anders aus wie die des Primartumors. Es
ergeben sich deutliche quantitative Unterschiede.
Die Metastase-Zellen zeigen eine schwéachere Proliferation als die Zellen des
Primartumors.
Bei 5uM und 10uM  KAAD-Cyclopamine ist eine  schwache
Wachstumshemmung festzustellen (Abb. 31). Die Wirkung fallt aber viel
schwécher aus als beim Primartumor. Nach 72 Stunden liegt der
Proliferationsindex nur */5 unter dem der Kontrollgruppe.
Dieser Unterschied zum Primartumor gilt in gleicher Weise fur die Substanz

Tomatidine.

4_

—&— ohne Zusatze
—¥— 10pM Tomatidine
5uM KAAD-
Cyclopamine
—e— 10puM KAAD-

Cyclopamine

Proliferationsindex
N
1

0 T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80
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Abb. 31: Lymphknotenmetastase (LN1590): Gabe von KAAD-Cyclopamine im
Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 48h)

ohne 10puM 5uM KAAD-
Zusatze Tomatidine Cyclopamine
10uM Tomatidine N.S.
5uM KAAD- N.S. N.S.
Cyclopamine
10pM KAAD- N.S. N.S. N.S.
Cyclopamine
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p-Werte ( 72h)

ohne 10puM SuM KAAD-
Zuséatze Tomatidine Cyclopamine
10uM Tomatidine < 0,001
S5uM KAAD- <0,01 N.S.
Cyclopamine
10uM KAAD- < 0,001 N.S. < 0,001
Cyclopamine

Die zusatzliche Gabe von Shh-peptid hat keinen nennenswerten Einfluss auf
das Wachstumsverhalten (Abb. 32).

3.5
3.04 —&— ohne Zuséatze
S —¥— 100ug/ml Shh-peptid
2 257 —e— 100pg/ml Shh-peptid+
£ 5 0- 10pM KAAD-
g Cyclopamine
S 1.54
Q2
§ 1.0
* 051
0.0 .

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [h]

Abb. 32: Lymphknotenmetastase (LN1590): Gabe von 100ug/ml Shh-peptid
und in Kombination mit KAAD-Cyclopamine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze | 100pg/ml
Shh-peptid
100pg/ml Shh-peptid N.S.
100pg Shh-peptid+10uM KAAD-Cyclopamine | < 0,001 < 0,001
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Bei einer Konzentration von 1000ug/ml des Shh-peptids nimmt das Wachstum
nicht zu, sondern sogar ab (Abb. 33). Die alleinige Gabe von Shh-peptid wirkt
sich ebenfalls, wenn auch schwacher — wachstumshemmend aus (Abb. 33).
Allerdings wirkt es bis 48 Stunden nach Versuchsbeginn wachstumsférderlich.

Der Unterschied ist aber nicht statistisch signifikant.

4_

—8— ohneZusatze (p=0,1736)

—¥— 1000pg/ml Shh-peptide
(p=0,0544)

—— 1000pg/ml Shh-peptide+
10uM KAAD-
Cyclopamine (p=0,3083)
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Abb. 33: Lymphknotenmetastase (LN1590): Gabe von 1000ug/ml Shh-peptid

und in Kombination mit KAAD-Cyclopamine

p-Werte ( 48h)

ohne Zusatze | 1000ug/ml
Shh-peptid

1000ug/ml Shh-peptid N.S.

1000pg Shh-peptid+10uM KAAD-Cyclopamine | N.S. < 0,05

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze | 1000pg/ml
Shh-peptid

1000ug/ml Shh-peptid < 0,001

1000pg Shh-peptid+10uM KAAD-Cyclopamine | < 0,001 < 0,001
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Vergleichbare Ergebnisse sind mit Tomatidine und mit der Kombination aus

Shh-peptid und Tomatidine zu erzielen (Abb. 34).
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Proliferationsindex
n

—8— ohne Zusatze
—¥— 1000pg/ml Shh-peptid

—e— 1000pg/ml Shh-peptid+
10puM Tomatidine

0
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Abb. 34: Lymphknotenmetastase (LN1590): Gabe von 1000ug/ml Shh-peptid

und in Kombination mit Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze

1000ug/ml Shh-peptid

1000pg/ml Shh-peptid

<0,001

1000ug Shh-peptid+10uM Tomatidine

< 0,001

N.S.
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Die Wirkung von sant-1 (Abb. 35) gleicht weitgehend der von KAAD-
Cyclopamine (vgl. Abb. 31).

—=— LN1590 ohne Zusatze
—e— 10pM Tomatidine

—¥— LN1590 10pM sant-1

[ERN

Proliferationsindex
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Abb. 35: Lymphknotenmetastase (LN1590): Gabe von sant-1 im Vergleich zu
Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze | 10uM Tomatidine | 5uM sant-1

10pM Tomatidine | < 0,001

SuUM sant-1 N.S. N.S.

10uM sant-1 < 0,001 N.S. < 0,01
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Die zusatzliche Gabe von Shh-peptid verstarkt die Wachstumshemmung der

Zellen der Lymphknotenmetastase durch sant-1 (Abb. 36).

4~

w
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Proliferationsindex
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—8— ohne Zusatze

—— 1000pg/ml Shh-peptid
—¥— 1000pg/ml Shh-peptid+
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10pM sant-1

Abb. 36: Lymphknotenmetastase (LN1590): Gabe von 1000ug/ml Shh-peptid

und in Kombination mit sant-1

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze

1000pg/ml Shh-peptid

1000pg/ml Shh-peptid

<0,001

1000ug Shh-peptid+10uM sant-1

< 0,001

<0,01
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3.3. Tumorstammezelllinie Barrett-Karzinom PT1590
Die cd133-positiven-Tumorzellen in dem Primartumor zeigen eine etwas
schwachere Proliferationsrate als die nicht selektierten Zellen (vgl. Abb. 24).
Die Wirkung des KAAD-Cyclopamine auf das Wachstumsverhalten ist bei
beiden Zelllinien, den Selektionierten und Nichtselektionierten, vergleichbar.
Dagegen hemmt Tomatidine das Wachstum dieser Stammzellen viel starker
(Abb. 37).

4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0+

—a— ohne Zusatze
—— 10uM Tomatidine

—¥— 10uM KAAD-
Cyclopamine

Proliferationsindex

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [h]

Abb. 37: Barrett-Karzinom (PT1590) cd133 positive Zellen: Gabe von KAAD-
Cyclopamine im Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze | 10uM Tomatidine

10uM Tomatidine < 0,001

10puM KAAD-Cyclopamine | < 0,001 N.S.
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Bei einer Verlangerung des Beobachtungszeitraumes bis 96 Stunden verandert
sich nichts am Wachstumsverhalten der Zellen der drei Kollektive. Es kommt
allerdings zu einem starken Wachstumsschub der Zellen ohne Zusatze im

letzten Messungszeitraum (Abb. 38).

6.5+

6.0 —=&— ohne Zuséatze
x gg: —a— 10pM Tomatidine
2 451 —¥— 10uM KAAD-
@ 4.0 Cyclopamine
S 3.5
T 3.0
£ 1.5

1.0

0.5+
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0 25 50 75 100 125

Zeit [h]

Abb. 38: Barrett-Karzinom (PT1590) cd133 positive Zellen: Gabe von KAAD-
Cyclopamine im Vergleich zu Tomatidine bei verlangertem Messzeitraum

p-Werte (72h)

ohne Zusatze | 10uM Tomatidine

10uM Tomatidine < 0,001

10puM KAAD-Cyclopamine | < 0,001 N.S.

p-Werte (96h)

ohne Zusatze | 10uM Tomatidine

10uM Tomatidine < 0,001

10puM KAAD-Cyclopamine | < 0,001 N.S.
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Die gleiche Wirkung wie Tomatidine kann man mit sant-1 erzielen (Abb. 39).

4_

Proliferationsindex
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—v— 10pM sant-1
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Abb. 39: Barrett-Karzinom (PT1590) cd133 positive Zellen: Gabe von sant-1 im
Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 48h)

ohne Zusatze

10uM Tomatidine

10uM Tomatidine

< 0,001

10uM sant-1

< 0,001

N.S.

63



3.4. Nichtstammzellen Barrett-Karzinom PT1590
Das Wachstumsverhalten der Nichtstammzellen (cd133 negativ), die etwa 95
Prozent der Gesamtpopulation ausmachen, entspricht weitgehend dem
Proliferationsverhalten das auf den Seiten 47 bis 54 dargestellt ist. Lediglich der
Einfluss des Tomatidine ist auf die Nichtstammzellpopulation ausgepragter
(Abb. 40).

—8— ohne Zusatze

—&— 10uM Tomatidine

—v— 10uM KAAD-
Cyclopamine

—e— 1000pg/ml Shh-peptid

Proliferationsindex
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Abb. 40: Barrett-Karzinom (PT1590) cd133 negative Zellen: Gabe von KAAD-

Cyclopamine, 1000ug/ml  Shh-peptid und in Kombination mit KAAD-
Cyclopamine im Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne 10pM 10pM KAAD- 10ul/ml
Zusatze Tomatidine | Cyclopamine Shh-
peptid
10puM Tomatidine < 0,001
10puM KAAD- <0,001 <0,05
Cyclopamine
10ul/ml Shh-peptid N.S. < 0,001 < 0,001
< 0,001 N.S. N.S. < 0,001

64




3.5. Tumorstammezelllinie Lymphknotenmetastase LN1590
Wie beim Primartumor zeichnen sich die cd133-positiven-Tumorzellen der
Metastase durch eine etwas geringere Proliferation gegentber den
nichtselektionierten Metastasezellen aus (vgl. Abb. 31).
Bei den cd133-positiven-Zellen der Lymphknotenmetastase fallt auf, dass diese
durch KAAD-Cyclopamine und sant-1 starker in ihrem Wachstum gehemmt
werden als die Zellen der unselektionierten Zelllinie (vgl. Abb. 31 und Abb. 35)
und die Zellen der Restpopulation (vgl. Abb. 44, S. 68).
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Abb. 41: Lymphknotenmetastase (LN1590) cd133 positive Zellen: Gabe von
KAAD-Cyclopamine im Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze | 10uM Tomatidine

10puM Tomatidine < 0,001

10puM KAAD-Cyclopamine | < 0,001 N.S.
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Abb. 41: Lymphknotenmetastase (LN 1590) cd133 positive Zellen: Gabe von
sant-1 im Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze

10uM Tomatidine

10uM Tomatidine

< 0,001

10uM sant-1

< 0,001

N.S.
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Die Shh-peptid-Wirkung ist bei den cd133-positiven-Tumorzellen und der
Restpopulation gleich (vgl. Abb. 43 und Abb. 44).
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Abb. 42: Lymphknotenmetastase (LN1590) cd133 positive Zellen: Gabe von
1000pg/ml Shh-peptid und in Kombination mit KAAD-Cyclopamine

p-Werte ( 72h)

ohne Zusatze | 1000pg/ml
Shh-peptid
1000ug/ml Shh-peptid N.S.
1000ug Shh-peptid+10uM KAAD-Cyclopamine | < 0,001 < 0,001
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3.6. Nichtstammzellen Lymphknotenmetastase LN1590
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Abb. 43: Lymphknotenmetastase (LN1590) cd133 negative Zellen: Gabe von
KAAD-Cyclopamine und sant-1 im Vergleich zu Tomatidine

p-Werte ( 72h)

ohne 10uM 10uM KAAD-
Zuséatze Tomatidine Cyclopamine
10uM Tomatidine < 0,001
10uM KAAD- < 0,001 N.S.
Cyclopamine
10uM sant-1 < 0,001 N.S. N.S.
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Abb. 44: Lymphknotenmetastase (LN1590) cd133 negative Zellen: Gabe von
1000pg/ml Shh-peptid und in Kombination mit KAAD-Cyclopamine

p-Werte ( 72h)

ohne 1000ug/ml Shh-
Zusatze peptid
1000pg/ml Shh-peptid < 0,001
1000pug Shh-peptid+10uM KAAD- < 0,001 N.S.

Cyclopamine
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3.7.FACS-Ergebnisse
Mit dem FACS-Verfahren konnte nachgewiesen werden, dass cd133 positive
Zellen in der Zelllinie des Priméartumors und der Lymphknotenmetastase
vorhanden waren (Abb. 46, Abb. 48, Abb. 50).
Bei den Zellen des Primartumors lag der Stammzellanteil mit 4 Prozent etwas
niedriger als bei den Zellen der Metastase (6 Prozent).
In  einem erganzenden Versuch wurde getestet wie stabil die
Stammzellpopulation (cd133 positive Zellen) ist. Die mit dem MACS-Verfahren
aufgetrennten Zellen wurden rekultiviert.
Nach mehreren Tagen wandeln sich offensichtlich Stammzellen in reife
Tumorzellen um, so dass der Gehalt an Stammzellen kontinuierlich abnimmt.
Dieses Phanomen ist beim Primartumor getestet worden und in Abb. 47 zu

sehen.
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Abb. 45: Lymphknotenmetastase (LN1590): Anteil der cd133 positiven Zellen
im linken oberen Feld (UL)

1000

800

Quad Events % Gated % Total
uL 7350 794 7.35
UR 295 0.32 0.29
LL 84594 91.35 84.59
LR 365 0.39 0.36

SSC-H
400 600

R | SN = T
10" 102 10® 10t

FSC-H CD34Fitc

Abb. 46: Barrett-Karzinom (PT1590): Anteil der cd133 positiven Zellen im
linken oberen Feld (UL) am 3.Tag nach Rekultivierung
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3.7.39. Barrett-Karzinom PT1590 cd133 positive Zellen
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Abb. 47: Barrett-Karzinom (PT1590) cd133 positive Zellen: prozentualer Anteil
der Stammzellen

Die Rekultivierung der Restpopulation beider Zelllinien ergibt eine biphasische
Kurve. In den ersten zwei Tagen nimmt die Stammzellzahl stark zu, dann fallt
die Kurve am dritten Tag ab, um dann am elften Tag einen zweiten, wenn auch

nicht vergleichbar hohen Gipfel wie nach zwei Tagen, auszubilden (Abb. 49,

Abb. 51).

cd133pos %
w -l|> ol

o T m

0 25 50 75 100 125 150
Zeit [d]

Abb. 48: Barrett-Karzinom (PT1590) cd133 positive Zellen: prozentualer Anteil
der Stammzellen nach Rekultivierung
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3.7.40. Lymphknotenmetastase LN1590 cd133 positiven Zellen
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Abb. 49: Lymphknotenmetastase (LN1590) cd133 positive Zellen: prozentualer
Anteil der Stammzellen

3.7.41. Barrett-Karzinom PT und Lymphknotenmetastase LN1590 cd133

positive Zellen
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Abb. 50: Barrett-Karzinom (PT1590) und Lymphknotenmetastase (LN1590)

cd133 positive Zellen: prozentualer Anteil der Stammzellen nach Rekultivierung
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4. DISKUSSION

4.1.Barrett-Karzinom-Zellen (Primartumor und Metastase)
Vor dem Hintergrund, dass Cyclopamine und sein synthetisches Analogon
KAAD-Cyclopamine, nicht nur Missbildungen hervorrufen, sondern auch das
Zellwachstum inhibieren kdnnen, wurde an Zellen eines Barrett-Karzinoms, die
bei einer Osophagusresektion gewonnen worden waren,

in-vitro-Untersuchungen zur zytostatischen Wirksamkeit gemacht.

4.1.42. KAAD-Cyclopamine- und sant-1-Zytostase

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass KAAD-Cyclopamine in der Tat
zytostatische Wirkung auf die Primartumorzellen des Barrett-Karzinoms austibt.
Die proliferationhemmende Wirkung der zuséatzlich verwendeten Substanz sant-
1 fiel dagegen wesentlich schwacher aus. Noch schwéacher war der
zytostatische  Effekt  beider  Substanzen auf die Zellen der
Lymphknotenmetastase (Abb. 52, Abb. 53).

Dieses schlechtere Ansprechen der Metastasen konnte auf eine
Malignitatssteigerung oder Dedifferenzierung zuriickzufiihren sein, die die
Tumorzellen nach lymphogener Streuung und Ansiedelung in den Lymphknoten
durchgemacht haben. Der lichtmikroskopisch ermittelte Malignitatsgrad des
Primartumors und seiner Metastasen wies zwar zytologisch in vitro keinen
Unterschied auf, was allerdings bei den eingesetzten Methoden, wie
Wachstumsgeschwindigkeit und Zellmorphologie wenig aussagekréftig ist. Es
schlie3t zusatzliche genetische Veranderungen im Rahmen der Progression
nicht aus. Diese Veranderungen koénnten z.B. auch die Beteiligung anderer
Signalwege in der Kanzerogenitat der einzelnen Zelllinienklone widerspiegeln,
die bei Blockade mdglicherweise kompensatorisch die Proliferation unterhalten

konnten.
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Abb. 51: Vergleich der zytostatischen Wirkung von KAAD-Cyclopamine bei den
verschiedenen Zelllinien
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Abb. 52: Vergleich der Wirkung von sant-1 bei den verschiedenen Zelllinien

4.1.43. Cyclopamine-Wirkung bei anderen Tumoren

Die Substanz hemmt auch das Wachstum anderer Karzinome. So zeigte es
eine Wirkung beim kleinzelligen Lungenkarzinom. Hier wird der Zellzyklus in der
Go/G;1-Phase arretiert und zugleich eine Apoptose induziert. Bei Zellen eines
grofRzelligen Lungenkarzinoms zeigte Cyclopamine jedoch keinen Effekt
(Watkins et al. 2003).

Auch beim Pankreaskarzinom der Maus war der zytostatische Effekt in vitro wie
in vivo vorhanden, so dass sich das Tumorwachstum verlangsamte
(Thayer et al. 2003). Vergleichbare Resultate konnten Berman und Mitarbeiter

auch an Medullablastomzellen (Berman et al. 2002) sowie an Zellen von
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Karzinomen des Magens, der Gallenwege, des Pankreas und auch der
Speiserdhre (Berman et al. 2003) erzielen.

Bei der ersten Untersuchung von Berman et al. verwendete man auch das
potente Derivat KAAD-Cyclopamine, das in Konzentrationen von 1uM gegeben
wurde und zytostatische Effekte hervorrief. Ein Erfolg bei der Behandlung von
anderen Tumorentitditen — Primarkulturen eines Glioblastoms und eines
Ependymoms — blieb aber aus, denn KAAD-Cyclopamine blieb wirkungslos
(Berman et al. 2002).

Dahmane et al. erreichten 1997 mit Cyclopamine in Konzentrationen von 0,5uM
und 5uM eine Inhibition des Wachstums von Gliomen, Glioblastomen und
Astrozytomen. Die verschiedenen Zelllinien sprachen unterschiedlich stark auf
die zytostatische Substanz an. Dieses Verhalten so vermuteten die Autoren, ist
auf Mutationen des unten beschriebenen Zielsignalweges zurtckfihren
(Dahmane et al. 2001).

In jingster Zeit erreichte man auch bei Zellen von Mamma-Karzinomen einen
zytostatischen Effekt mit Cyclopamine (Katano 2005).

Ma et al. stellten sowohl bei Adenokarzinomen des Magens, als auch bei 14
von 22 primaren Osophaguskarzinomen, von denen vier Adenokarzinome
waren, eine signifikanten Wachstumsverminderung mit KAAD-Cyclopamine fest
(Ma et al. 2005a; Ma et al. 2005b).

4.1.44. Zytostase chemisch verwandter Substanzen zu sant-1 bei

anderen Tumoren

Romer und Mitarbeiter konnten bei in-vivo-Versuchen an Mausen das
Wachstum von Medullablastomzellen mit einem Benzimidazol, also einer dem
sant-1 chemisch nah verwandten Substanz, signifikant hemmen. Dabei viel auf,
dass im Vergleich zu Cyclopamine geringere Dosen notwendig waren
(Romer et al. 2004; Romer u. Curran 2005).
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4.1.45. Angriffspunkt KAAD-Cyclopamine und sant-1 am Signalweg

Die von uns nachgewiesene zytostatische Wirkung lasst sich an einem Befund
von Cooper und Incardona erklaren. Die Autoren wiesen nach, dass
Cyclopamine am Sonic-hedgehog-Signaltransduktionsweg, der bereits in der
Einleitung auf S. 23-28 ausfuhrlich beschrieben wurde, angreift
(Cooper et al. 1998; Incardona et al. 1998). Es blockiert den Signalweg
(Taipale et al. 2000). Die Blockade ist beim synthetischen Analogon KAAD-
Cyclopamine um ein vielfaches starker als bei Cyclopamine.

Cyclopamine bindet an das ,heptahelical bundle“ des Smoothened-Proteins.
Dadurch wird der Hedgehog-Signaltransduktionsweg unterbrochen, die
Signalwirkung bleibt aus (Chen et al. 2002a). Ma und Mitarbeiter haben deshalb
diese Substanz als Smoothened Antagonist bezeichnet (Ma et al. 2005b).
KAAD-Cyclopamine zeigt an den Lymphknotenmetastasezellen keine Wirkung
mehr. Wir hatten das auf Seite 73 mit einer Dedifferenzierung erklart. Vor dem
Hintergrund des zytostatischen Angriffspunktes am Signalweg muss gefolgert
werden, dass diese Interaktion in diesem fortgeschrittenen Tumorstadium nicht
mehr mdglich ist. So lieRen sich auch die Befunde von (Dahmane et al. 2001;
Berman et al. 2002; Watkins et al. 2003; Ma et al. 2005b) erklaren, die an
anderen Tumorentitaten keine Proliferationshemmung mit Cyclopamine
beziehungsweise mit KAAD-Cyclopamine erreichen konnten.

Des Weiteren kann an unserem Lymphknotenmetasten-Befund wahrscheinlich
gemacht werden, dass KAAD-Cyclopamine keinen generellen zytostatischen
Effekt besitzt.

Eine weitere zytostatische Substanz ist sant-1. Chen und Mitarbeiter entdeckten
es im Jahr 2002. Es ist eine niedermolekulare Substanz, die das Smoothened-
Protein modulieren kann. Es bindet ebenfalls, jedoch an anderer Stelle, direkt
an den Smoothened-Rezeptor (Abb. 7, S. 20) und kann somit gleichermal3en
den Signalweg inhibieren. Dieser Effekt war auch an onkogenen Mutationen
des Smoothened-Rezeptors nachweisbar, bei denen Cyclopamine keine
Wirkung zeigte (Chen et al. 2002b).
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4.1.46. Negativkontrollsubstanz Tomatidine

Die Substanz Tomatidine ist erstmals 1965 als steroidales Alkaloid des
Nachtschattengewachses Solanum dulcamara beschrieben worden (Ronsch u.
Schreiber 1965). Ein Jahrzehnt spéater konnte gezeigt werden, dass Tomatidine
im Gegensatz zu der chemisch nah verwandten Substanz KAAD-Cyclopamine
nicht teratogen ist (Keeler 1978).

Es greift auch nicht in den Sonic-hedgehog-Signalweg ein (Watkins et al. 2003).
So ist es nicht verwunderlich, dass mit dieser Substanz keine vergleichbare
zytostatische Wirkung erzielt werden konnte (Abb. 24, S. 4853, Abb. 31, S. 55).
Die Substanz ist allerdings nicht wirkungslos. Sie bremst in héheren Dosen das
Wachstum (Abb. 25, S. 49). Dieser Effekt ist vermutlich auf die allgemein
toxische Wirkung dieser Substanz zuriickzuftihren.

Der unterschiedliche zytostatische Effekt von Cyclopamine und Tomatidine
konnte auch bei Medullablastomzellen aufgezeigt werden. In vitro hemmt
Cyclopamine zu 60-80 Prozent starker das Tumorwachstum als Tomatidine
(Berman et al. 2002).

Bei Zellen eines kleinzelligen Lungenkarzinoms zeigte Tomatidine in vitro keine
Verlangsamung des Zellwachstums (Watkins et al. 2003). Die Autoren hatten
allerdings nur Konzentrationen bis 5uM verwendet.

Wenige Monate spater setzten auch Thayer et al. Tomatidine erfolgreich als
Negativkontrollsubstanz gegentber Cyclopamine bei Pankreaskarzinomzellen
ein (Thayer et al. 2003).
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4.1.47. Wirkung des Proliferationsaktivators Shh-peptid

Versuche mit einem Proliferationsaktivator, dem amino-terminalen Fragment
des Sonic hedgehog Proteins, das Sonic hedgehog peptide (Shh-peptid), das
an Patched bindet und somit den Signaltransduktionsweg startet, zeigten eine
geringfiigige Wachstumssteigerung der Zellen.

Dieses auch von uns verwendete amino-terminale Stiick des Sonic hedgehog
Proteins (Shh-N) wirkt bei der neuronalen Entwicklung mit und kann je nach
Konzentration diese beschleunigen (Roelink et al. 1995).

Die Aktivierung des Signalweges durch das rekombinante Peptid wurde zuerst
von Nakamura und Mitarbeitern bei Osteoblasten entdeckt, die daraufhin eine
progrediente Differenzierung durchliefen (Nakamura et al. 1997; van der Horst
et al. 2003).

Wurde dieses Peptid in Verbindung mit den Zytostatika KAAD-Cyclopamine
oder sant-1 gegeben, verstarkte sich in unseren Versuchen die
wachstumshemmende Wirkung der Mittel zu Anfang, fiel im Verlauf allerdings
wieder ab (Abb. 28, S. 52, Abb. 30, S. 54, Abb. 33, S. 57, Abb. 36, S. 60).
Ahnliches konnten Taipale und Mitarbeiter feststellen, die nach zwei Tagen
Inkubationszeit bei einer kombinierten Gabe des Shh-peptids und
KAAD-Cyclopamine bei einem Vergleich zweier Zelllinien — eine mit einem
onkogenen Defekt im Smoothened Rezeptor eine weitere deren DNS das
Shh-peptid transkribierte — zeigen konnten, dass bei der Zelllinie, die vom Shh-
peptid aktiviert wurde, eine starkere Wachstumsinhibition nachzuweisen war
(Taipale et al. 2000).

Bei Versuchen mit Pankreas-, Magen-, Gallenwegs- und auch
Osophaguskarzinomzellen fanden Berman und Mitarbeiter einen zur
Konzentration des Shh-peptids (0 - 40nM) proportionalen Wachstumsanstieg
(Berman et al. 2003).
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4.2. Tumorstammzellen

94%
cd133neg

6%
cd133pos

Abb. 54: prozentualer Anteil der Stammzellpopulation (cd133pos) im
Vergleich zur Restpopulation (cd133neg)

In unserer Tumorpopulation fanden sich Zellen, die mit dem Antikdrper gegen
cd133 reagierten. Vermutlich handelt es sich dabei um adulte Tumorzellen, die
sich durch eine grofl3ere Pluripotenz auszeichnen. Dabei kdnnte es sich um
Tumorstammzellen handeln. Tumorstammzellen sind zwar bisher nur bei akuter
und chronischer myeloischer Leukdmie in der Blastenkrise (Bonnet u. Dick
1997), Medulloblastomen und Glioblastomen nachgewiesen worden
(Singh et al. 2003). Zu ihrer Kennzeichnung diente uns das cd133-Antigen.
Dieses Antigen tragen ebenfalls nicht tumorése, gut charakterisierte und héaufig
untersuchte humane hamatopoetischen Stammzellen (Miraglia et al. 1997).
Aber auch bei kindlichen Hirntumoren wurden c¢d133 positive Zellen
nachgewiesen (Hemmati et al. 2003). Weitere Tumorentitdten waren kindliche
Hamangiome (Yu et al. 2004), grof3zellige Bronchialkarzinome (Hilbe et al.
2004) sowie duktale Pankreaskarzinome (Yoshida et al. 2003).

So kann man annehmen, dass Tumorzellen hierarchisch gegliedert sind. An der
Spitze steht die Tumorstammzelle, die den wachsenden Tumor mit
ausdifferenzierten Tumorzellen versorgt.

Die von uns separierte Population, die wir aufgrund ihrer cd133-Positivitat fur
Tumorstammzellen halten, zeigte eine A&hnliche Proliferationsrate wie die
unfraktionierte Tumorpopulation. Auffallig war allerdings, dass diese

Tumorstammzellen nach wenigen Tagen in der Kultur ihr kennzeichnendes
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Merkmal mehr oder weniger verloren hatten. Das deutet auf eine Ausreifung
hin. Wenn diese Interpretation stimmt, muss man aber annehmen, dass die
reiferen Exemplare ihr Wachstumsverhalten nicht geandert haben und weiterhin
zunendlich lebende Zellen“ bleiben. Nicht ganz auszuschlieRen ist, dass in der
cd133-positiven-Population  einzelne  cd133-negative-Zellen unerkannt
geblieben sind und sich nach Vermehren an dem cd133-positiven Pool beteiligt
haben.

In der cd133-negativen-Tumorpopulation waren nach einigen Tagen wieder
cd133-positive-Zellen nachzuweisen, und zwar unter 10%, also etwa in der
gleichen Gréf3enordnung wie in der nicht separierten Ausgangspopulation. Das
lasst sich kaum durch Konversion erklaren. Vielmehr durften primér nicht

erkannte cd133-positive-Tumorzellen ausgereift sein.

Wir sind der Frage nachgegangen, ob die beiden Zellpopulationen, die Antigen
cd133-positive wie —negative unterschiedlich auf die Gabe des zytostatischen
KAAD-Cyclopamine und sant-1 reagieren.

Die Zellen, die das cd133-Antigen nicht exprimierten und den Uberwiegenden
Anteil der Zellpopulation ausmachten (>95 Prozent), verhielten sich, wie zu
erwarten war, nicht anders als die Normalpopulation. Vermutlich kam es aber
durch das Auftrennungsverfahren zu einer Schadigung einiger Zellen. Dies
hatte Auswirkungen auf die Wachstumskurve dieser Zellen, die flacher verlief
und starker durch Tomatidine negativ beeinflusst wurde als bei den
unaufgetrennten Zelllinien (Abb. 37, S. 61, Abb. 41, S. 65).

Auch die Tumorstammzelllinien (cd133postiv) wurden durch diese
Vorschadigung starker in ihrem Wachstum inhibiert.

Auffallend war, dass die Stammzellen der Lymphknotenmetastasen sowohl
durch KAAD-Cyclopamine, besonders intensiv aber durch sant-1 signifikant in
ihrem Wachstum gehemmt wurden. Dabei fiel vor allem die starke Inhibition
durch sant-1 in den ersten 48 Stunden auf. Vergleicht man diese Ergebnisse
mit den Zellen der Normalpopulation war ein nennenswerter Unterschied
ersichtlich (Abb. 42, S. 66).

Die folgenden Abbildungen fassen den Vergleich der Wirkung von KAAD-

Cyclopamine und sant-1 zwischen den verschiedenen Zellarten zusammen:
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Abb. 54: Barrett-Karzinom (PT1590) und Lymphknotenmetastase (LN1590)
sowie cd 133positive Zellen: Vergleich der Wirkung von KAAD-Cyclopamine
und von sant-1
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Abb. 55: Lymphknotenmetastase (LN1590) und cd133positive Zellen: Vergleich
der Wirkung von KAAD-Cyclopamine

81



Proliferationsindex

—=— | N1590

ohne Zusatze
—— LN1590cd133pos

ohne Zusatze
—e— | LN1590

mit 10uM sant-1

—— | LN1590cd133pos
mit 10uM sant-1

0

Zeit [h]

0O 10 20 30 40 50 60 70 80

Abb. 56: Lymphknotenmetastase (LN1590) und cd133positive Zellen: Vergleich

der Wirkung von sant-1
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Zwischen Embryogenese und der Kanzerogenese gibt es Gemeinsamkeiten: so
zeichnen sich Stammzellen und Tumorzellen durch eine weitgehend autonome
Proliferationsneigung aus. Die einen sind noch undifferenziert, die anderen
mehr oder weniger entdifferenziert, wobei die Tumorzellen sowohl die
Progedienz zur Entdifferenzierung wie die Moglichkeit der Redifferenzierung in
sich tragen. Die Gemeinsamkeit wird noch unterstrichen durch die Tatsache,
dass Tumorzellen und adulte wie embryonale Stammzellen den Sonic-
hedgehog-Signalweg beschreiten (Parisi u. Lin 1998; Zhu et al. 1999; Taylor et
al. 2000; Bhardwaj et al. 2001; Reya et al. 2001; Kopper u. Hajdu 2004). Dafur
spricht auch der Befund, dass proliferierende Haarstammzellen den
Patched-Rezeptor  exprimieren und somit den  Sonic-hedgehog-
Signaltransduktionsweg aktivieren (Oro u. Higgins 2003).

Ruiz i Altaba und Mitarbeiter gehen sogar soweit, dass sie spekulieren, die
Kanzerogenese konne in den einzelnen Geweben von den darin stets
vorhandenen Stammzellen ausgehen (Ruiz i Altaba et al. 2002). In die gleiche
Richtung wiesen Uberlegungen von Meszoely et al. (Meszoely et al. 2001).
Viele Befunde der experimentellen Kanzerogenese sprechen gegen die
Stammzelltheorie: so beobachtete man bei Nagern lange vor Einsetzen einer
autonomen Proliferation prakanzerdse Veranderungen, was dafir spricht, dass
die Tumorinduktion die reife Gewebszelle trifft und hier die Tumortransformation
beginnt und nicht bei der Stammzelle (=klassische Kanzerogenese).

Den neuen Theorien ist symbolisch der klassischen Krebsentstehungstheorie in
Abb. 58 gegenubergestellt.
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Abb. 57: Theorien der Kanzerogenese
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Es konnte also gezeigt werden, dass die dargelegten Signalwege und ihre
stimulierenden wie hemmenden Faktoren, eine bedeutsame Rolle bei der
Proliferation und dem Wachstum spielen und deshalb auch bei der
Kanzerogenese zu bertcksichtigen sind. Wenn dem so ist, ist es folgerichtig,

auch einen Zusammenhang mit der chemischen Zytostase herzustellen.
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5. AUSBLICK

Der Speiserbhrenkrebs rangiert an sechster Stelle bei den tddlichen
Krebserkrankungen (Pisani et al. 1999). Das war nicht immer so. Friher stand
das Magenkarzinom als Tumor des oberen Verdauungstraktes ganz im
Vordergrund. Seit einiger Zeit beobachten wir eine auffallige Verschiebung: das
Magenkarzinom nimmt ab und der Speiseréhrenkrebs — vor allem das Barrett-
Karzinom nimmt zu (Abb. 60, S. 91). Das hat zu mancherlei Spekulationen
gefuihrt. Die meisten Deutungsversuche basieren auf der Annahme veranderter
Essgewohnheiten.

Einen neuen Aspekt hat das Forscherteam um Blaser ins Spiel gebracht. Blaser
stellt einen Zusammenhang von Barrett-Karzinom und Helicobacter-pylori-
Besiedlung her. Zum besseren Verstandnis seien einige Bemerkungen zu dem

erst jungst wiederentdeckten Keim des Magens angefthrt.

5.1.Helicobacter pylori
Helicobacter pylori (Abb. 59) ist zum ersten Mal vor etwa 100 Jahren
beschrieben worden. Das Bakterium geriet in Vergessenheit, bis 1984 die
australischen Arzte Barry J. Marshall und J. Robin Warren wieder auf es
aufmerksam wurden. Mit Spezialfarbungen konnten sie Helicobacter pylori
leicht in Schleimhautschnitten des Magens identifizieren. Auch gelang ihnen die
Anzlchtung (Marshall u. Warren 1984).

~ " e O

Abb. 58: Helicobacter pylori
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Bald darauf erkannten die Mediziner (Blaser 2005) den Zusammenhang, dass
die mit diesem Bakterium infizierten Personen ein erhdhtes Risiko fir Magen-
und Zwolffingerdarmgeschwire haben. In Studien vieler Arbeitsgruppen zeigte
sich, dass eine Koinzidenz von Helicobacter pylori Infektion und Magenkrebs
besteht.

Seit den systematischen Studien (ber den Helicobacter fallt auf, dass
Helicobacter pylori Infektionen in Europa und Nordamerika abnehmen.
Wahrend man in den 80er Jahren noch von einer Infektionsrate von wenigen
Prozent ausging, sind inzwischen 35 bis 50 Prozent betroffen. In den weniger
entwickelten Landern ist dieser Rickgang nicht zu verzeichnen.

Der Riuckgang der Helicobacter pylori Infektionen in den Industrienationen ist
nach Ansicht der Epidemiologen auf den verbesserten Hygienestandard und
den haufigen Einsatz von Antibiotika zurtickzufihren. Dabei ist nicht an den
gezielten Einsatz gegen den Helicobacter zu denken. Auch bei der Behandlung
anderer bakterieller Infekte konnte der Helicobacter eradiziert werden.

Es ist verstandlich, dass mit dem Ruckgang der Helicobacter-Infektionen auch
die Morbiditat und die Mortalitdt der Magen- und Zwdlffingerdarmgeschwire
sanken. Auch das Auftreten von Magenkarzinomen nimmt stetig ab, was fur
den Kausalzusammenhang spricht.

Blaser und Mitarbeiter gehen noch einen Schritt weiter: Sie postulieren auch
einen Zusammenhang mit dem Barrett-Karzinom. Helicobacter-Infektionen,
Refluxkrankheit, Barrett-Schleimhaut und Barrett-Karzinom zeigen ein
reziprokes Verhaltnis, denn mit dem Rickgang der Keime im Magen traten
gehauft Refluxkrankheit und Barrett-Schleimhaut auf; auch stieg die Zahl der
Neuerkrankungen des Barrett-Karzinoms kontinuierlich an.

Mittlerweile hat man herausgefunden, dass der Erreger in vielen Varianten
auftritt, die genetisch teils stark voneinander abweichen. Bald detektierte man
wichtige Genabschnitte (=cagA/vacA), die als Pathogenitatsfaktoren des
Bakteriums anzusehen sind (Blaser 1996). Stol3en aktive Formen dieser
Genvarianten auf Menschen mit einer ungunstigen Immunreaktion, die eine
durch Helicobacter hervorgerufene Entziindung noch verstarken, ist die
Wahrscheinlichkeit, ein Magenkarzinom zu entwickeln, erhoht.

Blaser und Mitarbeiter fragten sich, ob Helicobacter pylori zwar am Magen

Krebsentstehung foérdern, in der Speiserdhre dagegen hemmen wirde, dass
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also der Keim im Osophagus eine Art Schutzfunktion austiben kénnte. Erste
Hinweise sprechen dafur, dass die Helicobacter-Stamme, die das cagA-Gen
tragen, diese Funktion haben.

In Zusammenarbeit mit Forschern vom Nationalen Krebsinstitut der USA in
Bethesda (Maryland) konnte Martin Blaser in Studien belegen, dass mit solchen
Stammen Infizierte ein signifikant vermindertes Risiko fir die aggressiven
Schleimhautkarzinome der unteren Speiseréhre und des Mageneingangs
aufweisen (Chow et al. 1998). Eine ahnliche Korrelation zeigten Studien sowohl
zur Refluxkrankheit als auch zum Barrett-Osophagus, die Wissenschaftler an
der Cleveland-Klinik (Ohio) und vom Erasmus-Medizinzentrum in Rotterdam
gemeinsam mit ihm durchfiihrten (Goldblum et al. 2002; Kuipers et al. 2004).
Mittlerweile sind diese Korrelationen durch Untersuchungen in GroR3britannien,
Brasilien und Schweden bestatigt worden.

Die Verknupfung von der Helicobacter pylori Besiedlung des Magens und dem
Barrett-Karzinom ist nicht unwidersprochen geblieben, vieles spricht jedoch fur
die dargestellte Blasersche Hypothese.

Blaser erklart sich diesen Zusammenhang dadurch, dass es ein Wechselspiel
zwischen dem Erreger und seinem Wirt gibt. Es soll sich unter einem viele
Jahrtausende wahrenden Selektionsdruck entwickelt haben. Sonderbarerweise
halt es Helicobacter pylori im Magen jahrzehntelang aus, obwohl sich das
Immunsystem dagegen wehren sollte. Moglich ist das nur, wenn sich eine nicht
krankmachende Symbiose ausbildet oder sich der angerichtete Schaden
einigermalf3en in Grenzen halt. Der Wirt darf offenbar so die Hypothese nicht zu
bald sterben, damit die Mikrobe ausreichend Chancen hat, einen neuen zu
finden. Darum muss sich zwischen Mikroorganismus und Mensch ein
Gleichgewicht einstellen. Irgendwelche Gegenkrafte mussen bewirken, dass
sich die entzindlichen Reaktionen nicht zu sehr hochschaukeln. Vermutlich
tauschen beide Beteiligten Signale aus wie bei einem Regelkreis mit negativer
Ruckkopplung. Eine so hergestellte Homdostase kennen wir zum Beispiel beim
Blutzuckerregelkreis, wodurch Hochst- und Tiefstwerte verhindert werden.
Diese Vorstellung Ubertrdgt Blaser auf das System Zellen der
Magenwand/Helicobacter. Dieses System hat er Uber Jahre hinweg mit den
Mathematikern Denise Kirschner von der Universitat von Michigan in Ann Arbor

und Glenn Webb von der Vanderbilt-Universitdt in Nashville (Tennessee)
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verfeinert und ausgebaut. Dieses Konzept besagt, dass es zu einer Population
von Helicobacter pylori, die in einem Magen siedelt, eine Reihe miteinander
sowohl kooperierende wie konkurrierende Stamme gehdrt. Diese wetteifern um
Nahrstoffe, Lebensnischen im Magen oder auch Schutz vor menschlichen
Abwehrmafinahmen. Unser Organismus hat wéhrend der langen Koevolution
gelernt, mit dem Erreger umzugehen und den Schaden mdglichst gering zu
halten (Kirschner u. Blaser 1995; Webb u. Blaser 2002).

Der Mensch nimmt die AuRerungen der Bakterien als Signale, auf die er zu
seinen Gunsten mit gegenregulierenden Mal3nahmen reagiert — wie umgekehrt
die Bakterien auch auf solche fur sie unglnstige Vorgange im Magen im Laufe
der Evolution Gegenstrategien entwickelt haben, auf die der Magen zu ihrem
Vorteil antwortet. Zu den Signalen auf menschlicher Seite gehéren etwa
Immunreaktion, Veranderungen des Magendrucks und des Sauregehalts des
Magensafts. Helicobacter pylori kann seinen Wirtszellen beispielsweise
signalisieren, den Stress auf ihn zu verringern.

So sind beispielsweise fur die Mikrobe ein zu hoher wie ein zu niedriger
Sauregrad ungunstig. Ein zu hoher Sauregrad bringt die Bakterien um, trotz des
zu niedrigen Sauregehaltes konnte es anderen weniger s&uretoleranten
Bakterien, wie dem Darmbakterium Escherichia coli erlauben, den Magen zu
besiedeln und dort die Oberhand zu gewinnen. Helicobacter pylori vermag den
Sauregehalt seiner Umgebung zu regulieren. Stdmme mit dem cagA-Gen
nutzen dazu das CagA-Protein als Signalmolekil. Herrscht ein zu starker
Saurewert, bilden sie grol3e Mengen des Signalproteins — denn die dadurch
beim Wirt erzeugte Entzindung wirkt sich stérend auf die hormonelle
Regulation der Saureproduktion von Magenzellen aus. In dieser Weise sorgen
die Bakterien selbst fur eine Sdureabnahme. Wird der Wert geringer, vermindert
sich dadurch die Bildung des CagA. Auch die Entziindung schwacht sich nun
ab.

Die gesundheitlichen Auswirkungen einer Helicobacter-Infektion hangen weit
gehend davon ab, in welchem MaRRe und mit welcher Intensitat Wirt und Erreger
sich in dieser Weise austauschen. Dass das Magenkrebsrisiko durch Stdmme
mit dem cagA-Gen erheblich steigt, hangt sicher damit zusammen, dass solche
Stamme die Magenzellen Uber Jahrzehnte mit dem CagA-Protein schéadigen.

Stdmme ohne das Gen alterieren das Magengewebe viel weniger.
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Andererseits aber nltzen Stdmme mit einem cagA-Gen dazu, die
Magensaureproduktion zu regulieren. Schon wenn die Bakterienpopulation das
Gen nicht aufweist, werden Spitzenwerte weniger gedampft. Bei Nichtinfizierten
fehlt diese Kontrolle vollig, sodass starke Saureschwankungen mit hohen
Spitzenwerten auftreten kdnnen. Das mag ein wesentlicher Faktor fur die
Erkrankungen des distalen Osophagus sein, die ja offensichtlich durch den
Kontakt des Gewebes mit stark saurem Mageninhalt hervorgerufen werden.
Sollten diese Thesen tatsachlich zutreffen, missten Arzte fortan abwagen, ob
ein Infizierter wirklich von Helicobacter befreit werden muss. Die Uberlegung
konnte schon deshalb lohnen, weil bei der Mal3hahme unter Umstanden auch
andere einflussreiche Erreger mit verschwinden wuirden.

Welche Therapie geraten ist, kann der Arzt nur im Einzelfall entscheiden, etwa
nach dem Alter des Patienten, seiner medizinischen Vorgeschichte und seiner
genetischen Veranlagung.

Martin J. Blaser geht sogar soweit zu sagen, dass mdglicherweise in Zukunft
besondere Helicobacter-Stamme als Probiotika verabreicht werden kdonnten.
Gesetzt den Fall, es wirde sich tatsachlich herausstellen, dass gewisse
Helicobacter-pylori-Stamme manchen Menschen eher zum Nutzen als zum
Schaden gereicht, kdnnten solche Uberlegungen vielleicht Realitat werden.

Seit Uber hundert Jahren fahnden Mediziner und Heilpraktiker nach Probiotika —
Praparaten mit speziellen Mikroorganismen, die der Gesundheit halber
zugefuhrt werden.

Ob Probiotika zukinftig bei der Behandlung des distalen Speiseréhrenkrebses
eine Rolle spielen werden, hangt vom besseren Verstandnis der mit uns
lebenden Mikroorganismen ab. Laut Blaser ereignen sich komplexe
Wechselwirkungen, wo immer Mikroben unseren Korper besiedeln, sei es im
Dickdarm, im Mund, auf der Haut oder in der Vagina. Wegen des Andrangs
konkurrierender Organismen lassen sich diese Vorgange aber nur schwer
erkennen. Helicobacter pylori ist in dieser Hinsicht ein Sonderfall: Der Erreger
beansprucht den Magen fast fur sich allein. Er kdnnte nun zu einem
Modellorganismus werden, um die Mikrookologie des Menschen zu erforschen.
Kennen die Wissenschaftler erst die fir den Menschen entscheidenden

Stamme und deren jeweiligen Einfluss auf die Magenzellen, kénnte daraus ein
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ganz neues Arsenal an MalBhahmen gegen Erkrankungen des
Verdauungstrakts erwachsen.

Vielleicht bestimmen Arzte zukiinftig die genetische Disposition von Patienten
fur bakterielle Interaktionen, dann konnten sie entscheiden, ob sie zur
Prophylaxe eine bestimmte Helicobacter-Mixtur verschreiben sollen oder nicht.
Dass auch beim Magenkarzinom der Sonic-hedgehog-Signalweg eine
entscheidende Rolle spielt und ein Zusammenhang zwischen der Expression
des Weges und einer Helicobacter-pylori-Infektion besteht, konnte von Shiotani

und Mitarbeitern gezeigt werden (Shiotani et al. 2005).

= Helicobacter-Infektionen
Magen-Karzinom

= = Refluxkrankheit

= = Barrett-Osophagus

= = Barrett-Karzinom

Neuerkrankungen

1900 1920 1940 1960 1980 2000
Jahr

Abb.59: Veranderungen der Inzidenz wichtiger Erkrankungen des oberen
Gastrointestinaltraktes in den letzten 100 Jahren

Die Pravention des Speiserohrenkrebses ist das Eine, seine Behandlung das
Andere.

Grol3e Fortschritte hat es da bei den Frihstadien gegeben. Die Mukosektomie
erspart den Betroffenen einen sehr grol3en Eingriff und sichert bei zuvor
grandlich durchgeflihrtem Staging den Heilerfolg. Sind jedoch erst einmal die

Organgrenzen vom Tumor uberschritten, bleiben nur eingreifende chirurgische
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Sanierungsversuche, die Bestrahlung und adjuvante oder bei Inoperabilitat und
Metastasierung die Chemotherapie. Alle Adenokarzinome sprechen auf die
zurzeit Ublichen Zytostatika nur bedingt an. Die Medizin ist deshalb gefordert,
nach neuen Praparaten zu suchen.

Die beiden Substanzen Cyclopamine und KAAD-Cyclopamine haben bei
einigen Tumoren und wie bei uns nur am Primartumor eine zytostatische
Wirkung gezeigt. Letzteres ist negativ zu bewerten, da ja gerade
metastasierende Tumoren zytostatisch behandelt werden missen.

Positiv ist dagegen, dass bei den in der Tumorpopulation vorhandenen
Stammzellen die Testsubstanz sant-1 wachstumshemmend war.

Aus den vorgelegten Befunden sollte der Schluss gezogen werden, vor der in
vivo-Testung zu prifen, ob in den Tumorzellen der Sonic-hedgehog-Signalweg
existiert, ist er doch eine Voraussetzung fur das Ansprechen der drei
Substanzen Cyclopamine, KAAD-Cyclopamine und sant-1.

Die vorgestellten Substanzen verdienen es ihre zytostatische Wirkung, nach
eigenen und Fremdergebnissen weiter erforscht zu werden, ob sie nicht nur in
vitro und bei Tieren, sondern einmal auch beim Adenokarzinom, speziell der
Speiserdhre zum Einsatz kommen kénnen.

Die bisherigen in-vivo-Versuche zeigten keine Nebenwirkungen bei Nagern
(Berman et al. 2003; Thayer et al. 2003; Athar et al. 2004,
Sanchez u. Ruiz i Altaba 2005). Die bekannte Teratogenitat verbietet jedoch
strikt den Einsatz bei Schwangeren und Kindern.

Dass das pflanzliche Alkaloid Cyclopamine nicht nur durch seine direkte
zytostatische Wirkung durch den Angriffspunkt am Sonic-hedgehog-Signalweg
zu Einsatz kommen koénnte, sondern auch in Kombination mit den Zytostatika
Adriamycin und Vinblastine zeigten Lavie und Mitarbeiter. Bei diesen
Versuchen hatte neben Cyclopamine auch Tomatidine den Effekt den
Resistenzmechanismus der humanen  Tumorzellen gegen  diese
Chemotherapeutika auszuschalten (Lavie et al. 2001).

Diese Alkaloide bieten also mehrere therapeutische Anwendungsmaglichkeiten,

die weiter erforscht werden sollten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Seit langem kennt man die teratogenen Eigenschaften von Cyclopamine, einem
steroidalen Alkaloid der Pflanze Veratrum californicum, und von seinem
synthetischem Derivat KAAD-Cyclopamine.

Erste in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen einiger Forscher haben auch ihre
zytostatische Wirkung aufgezeigt.

In der vorliegenden Arbeit wurde getestet, ob KAAD-Cyclopamine das
Wachstum von menschlichen Zellen eines Karzinoms des distalen Osophagus
(Barrett-Karzinom) in vitro hemmen kann. Ein eindeutiger Effekt war mit 5uM
und vor allem mit 10uM-L6sung zu erzielen. Die Proliferationshemmung war
dagegen an den Zellen der Lymphknotenmetastase nicht mehr nachzuweisen.
Die zytostatische Wirkung durfte darin liegen, dass KAAD-Cyclopamine des
Sonic-hedgehog-Signaltransduktionsweg blockiert, der in vielen Tumoren
nachgewiesen worden ist. Fur diese Annahme spricht, dass die
Proliferationsblockade zumindest voribergehend aufgehoben wurde, nachdem
wir das den Sonic-hedgehog-Signalweg aktivierende Shh-Peptid zugefihrt
hatten.

Sant-1, ein niedermolekulare Substanz, greift ebenfalls an dem Sonic-
hedgehog-Signalweg an. Wir konnten deshalb mit dieser Substanz ein
vergleichbaren zytostatischen Effekt an den Tumorzellen der Primargeschwulst
in-vitro wie bei KAAD-Cyclopamine erreichen.

Ein chemischer Verwandter des KAAD-Cyclopamine, das Tomatidine
beeinflusste das Tumorwachstum so gut wie nicht. Das war zu erwarten, da

Tomatidine keine Wirkung auf den Shh-Signalweg entfaltet.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden aus der Population der Tumorzellen
,Stammzellen® isoliert und mit KAAD-Cyclopamine behandelt. Bei diesen Zellen
war die zytostatische Wirkung von sant-1 bei den

Lymphknotenmetastasenzellen ausgepragter als bei den ,reifen“ Tumorzellen.
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