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1. Einleitung

1.1. Die Tumorentstehung

Tumorerkrankungen sind in den westlichen Indusindern nach den Herz - und
Kreislaufstorungen die zweithaufigste Todesursdih®eide Geschlechter. Zur Zeit stirbt jeder
Vierte an einer Krebskrankheit ( Krebstodesursastagistik, DKFZ Heidelberg ).
Aus Klinischer Sicht stellt sich Krebs als eine fgoGruppe mit bis zu 100 oder mehr
Krankheitsbildern dar, welche in der Geschwindigkbres Fortschrittes, in der zelluléaren
Differenzierung , in ihrer Neigung zur Metastaséohimg , in ihrer Therapierbarkeit und somit
nicht zuletzt in ihrer Prognose variieren.

Krebs kann ohne auf3eren Einflul? spontan entstettem,auch durch chemische, physikalische
und biologische Umwelteinflisse induziert werden.asD macht deutlich, dass die
Krebsentstehung sowohl von endogenen Faktoreruals wn exogenen Kanzerogenen aus der
Umwelt beeinflusst wird.

Aus zell- und molekularbiologischer Sicht lassthsiie Ursache auf bestimmte gemeinsame
ungerichtete und zufallig auftretende genetischaah@erungen in einzelnen Zellen des
Organismus zurtckfuhren.

Durch Stérungen des Zellzyklus, des programmiefigtiodes und durch zunehmenden Ausfall
genetischer Kontrollpunkte kommt es zu vermehrtemgebremsten Zellwachstum und zum
Ausfall von Apoptosesignalen, was kontinuierlicinolgerierende und langlebige Zellen
entstehen l&sst.

Die malignen Transformationen in den Zellen werdenw allem durch Defekte in den
Protoonkogenen, Tumorsupressorgenen und DNA-MidrRéparaturgenen ausgelost.

Im physiologischen Zustand der Zelle wirken dietBookogene generell wachstumsfordernd,
unterliegen aber einem komplexen Kontrollsystemmid es aber durch Mutation in einem
dieser Gene, bzw. verminderter Kontrolle durch klasiplexe Systems, zu einem verstarkten
Wachstumsreiz, kann sehr schnell aus einer Zellee eiZellpopulation entstehen.
Das Protoonkogen ist dann zu einem Onkogen akimwierden.

Ein Beispiel fur Protoonkogene ist der WachstunisiakPDGF und das mitochondriale
Transportprotein bcl-2, ein Inhibitor der Apoptose.

Ebenfalls eine wichtige Rolle in der Wachstumsraggah bzw. in der Tumorentstehung spielen

die Tumorsupressorgene.



Die Tumorsupressorgene tubernehmen in der gesunderelle Z wichtige
Wachstumskontrollfunktionen und wirken wachstumsimemd. Das wohl bekannteste
Tumorsupressorgen ist das p53 — ein Transkriptasf. Es ist entscheidend an der Steuerung
des Zellzyklus beteiligt.

Kommt es zu chemischen Veranderungen der DNA t1dies zu einer Akkumulation von p53
durch verlangsamten Abbau. Durch die schnelle Akllatron groRer Mengen des Proteins
werden wiederum im Zellkern bestimmte Gene aktiviBiese Gene, p53- reguliert, fihren
ihrerseits entweder zu einem Stop des Zellzyklusr dgeschadigten Zelle, bis
Reparaturmechanismen den genomischen Schaden assgethaben, oder sie induzieren den
programmierten Zelltod ( Apoptose ), falls der St#azu grol3 ist. In jedem Fall missen diese
Kontrollmechanismen die Weitergabe des genomis8uradens an die Tochterzellen wahrend
der Mitose, und somit die Entstehung von verandertggenetisch instabilen Genom, verhindern,
da diese Zellen sonst ein hohes Risiko fiir eineerglng in Tumorzellen besitzen wiirden.
Somit besitzt das p53-Protein entscheidende remidahe Funktionen, welche an den
Restriktionspunkten des Zellzyklus wirksam werdezum einen am Restriktionspunkt vor der
S-Phase des Zellzyklus, wo es zur DNA-Neusynthes# somit zur Bildung eines neuen
DNA-Stranges kommt und zum anderen vor der Mitos®jelcher das genetischen Material auf
die Tochterzellen verteilt wird.

Kommt es aber zu Stérungen dieser wichtigen Kolpwokte, wird die genetische Information
dauerhaft verandert, und Fehler, welche sowohl én Replikationsphase als auch in der
fehlerhaften Verteilung des genetischen Materialsler Mitose entstanden sind, werden durch
die Weitergabe an die Tochterzellen fixiert. Digghrf zur sogenannten chromosomalen
Instabilitat.

Eine andere Form der genetischen Instabilitat &stod abzugrenzen — jene, die durch den
Ausfall des DNA-Mismatch-Reparatursystems bedisfyt i

Das DNA-Mismatch-Reparatursystem ist ein hochigffies Uberwachungssystem, welches
die DNA nach der Replikationsphase auf Fehler kadindrt.

Wahrend der S-Phase, also der Neusynthese der Rdiren einzelne DNA-Bausteine falsch
eingebaut werden. Normalerweise wirken sich diesehldf nicht aus, da das
Uberwachungssystem diese erkennt und ausbessérungen in diesem DNA-Mismatch-
Reparatursystems allerdings kdnnen wesentlich zabséntstehung beitragen, wenn fehlerhaft
eingebaute Nukleotide nicht erkannt und reparientden und dann in bestimmten Abschnitten

akkumulieren.



Tumorzellen sind letztendlich nicht nur durch pwstte Verdnderungen in den regulierenden
und kontrollierenden Genen, wie z.B. Protoonkogmter Tumorsupressorgene, gekennzeichnet,
sondern vielmehr ist das Genom in so drastischers&Vgestort, dass etwa 15-30 % der
gesamten genetischen Information einer Tumorzalg&ndert ist. Diese Veranderungen treten
nicht alle auf einmal auf, sondern akkumulieremallich im Laufe der Zeit der gentoxischen

Exposition. Wesentlich fir die Tumorentstehung sietiztendlich zwei Voraussetzungen.

Zum einen mussen wichtige Reparaturmechanismenr &fdé gesetzt werden, so dass eine
Ausbesserung des fehlerhaften genetischen Matemalsler Kopie fur die Weitergabe an die

Tochterzellen nicht mehr erfolgen kann. Zum andemgissen die Zellen den genetischen
Schaden uberleben und weiter proliferieren, wadeinRegel mit einer verminderten Apoptose

und erhoéhten Zellteilungsrate der Zellen einhergeht

Sind die Voraussetzungen erflllt, ist ein Zustamdstisch erhdhter genetischer Instabilitat

geschaffen, was ein sehr hohes Risiko zur Tumdedniag birgt.

1.2. Apoptose und Nekrose

Apoptose ist ein Begriff (aus dem Griechischen fiallende Blatter* ), der den Zelltod

beschreibt, welcher durch eine Vielzahl zelluléegterner und interner Stimuli aktiviert wird

und durch genetische Information der betroffeneleZgelbst reguliert wird. Daher auch die
Bezeichnung programmierter oder induzierter Zelltaglcher, ist er einmal in seine Bahnen
geleitet, nicht mehr reversibel ist.

Um apoptotische Zellen von gesunden Zellen mikrpsah unterscheiden zu kénnen, ist es
notwendig auf die wichtigsten Veranderungen deledelvahrend der Apoptose zu achten.

Dazu gehort zum einen das Schrumpfen der Zellen zumth anderen charakteristische
Veranderungen im Kernchromatin. Es kommt zur Kosdéon des Chromatins, welches sich
dann typischerweise zu kleinen Kugeln ansammeity gagenannten Membranblebbing. Dabei
wird die Vollstandigkeit der Plasmamembran gewalmt es entstehen Apoptotic bodies.

Schematisch sind diese Veranderungen in Abbildudargestellt.
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Abb. 1 : Morphologische Veranderungen wahrend der Apoptose
(aus Cytometry 27:1-20, von ZrZyakiewicz )

Ist die Zelle zerstort, so werden die Bestandisle umgebenden Zellen phagozytiert, ohne dass
eine inflammatorische Reaktion ausgeldst wird. Pevgrammierte Zelltod stellt einen
essentiellen Prozel3 im Leben eines Organismudapielsweise ist er die Grundlage einer
geregelten Embryogenese, wo es zum Absterben tibgider Organanlagen kommt, er hélt die
Gewebehomoostase aufrecht durch Schutz vor Neulgtuoder es werden infizierte Zielzellen
zerstort. Somit ist der nattirliche Umsatz der Zetilane die Auslésung einer

Autoimmunreaktion von zentraler Bedeutung.

Im Gegensatz dazu bezeichnet die Nekrose einevpas&iatabolischen Prozel3, welcher eine
Antwort auf extreme exogene traumatische oder ¢be<Einflisse auf die Zelle darstellt und, im
Vergleich zur Apoptose, immer pathologisch istkBexmt zur irreversiblen Stérung der
zellularen homdoostatischen Mechanismen. Die beZd#lyse freigesetzten Inhalte induzieren
eine inflammatorische Reaktion, welche histologidulch die Gewebeinfiltration von

Leukozyten gekennzeichnet ist und z.B. zur Ausloitduon Narben fuhren kann.



1.3. Das Magenkarzinom

Das Magenkarzinom ist in Deutschland nach Lungd&fwelon- und Prostatakarzinom die
vierthaufigste tumorbedingte Todesursache beim ticim Geschlecht mit rund 7% und die
sechsthaufigste tumorbedingte Todesursache beirblighean Geschlecht mit rund 6%, auch
wenn in den letzten Jahren die Inzidenzurd Mortalitatsraten stetig rucklaufig waren.
( Krebstodesursachenstatistik 1999, DKFZ Heidelherg

Manner erkranken doppelt so haufig wie Frauen ued Erkrankungsgipfel liegt fir beide
Geschlechter zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr.

Allerdings finden sich weltweit erhebliche Haufiglseinterschiede in den Mortalitatsraten,
teilweise bedingt durch ethnische und / oder Untaieibren.

So gehoért Japan zu den Landern mit der héchstemaMatsrate, gefolgt von Portugal, Ungarn
und Polen. In den USA, Schweden und Frankreich gred niedrigsten Mortalitatsraten
beobachtet wurden.

Ursachlich fur die Entstehung des immer seltenedereden distalen Magenkarzinoms spielt,
neben bestimmten Umweltfaktoren , auch eine garreti®radisposition eine Rolle. Erkennbar
wurde dies an der Assoziation mit der Blutgruppamdl an der familiaren Haufung , besonders
Verwandte ersten Grades haben ein zwei- bis dreialbdhtes Risiko, ein Magenkarzinom zu
entwickeln.

Im Gegensatz zu den distalen Magenkarzinomen nidenZahl der Karzinome des proximalen
Magens ( Kardia und gastroésophagialer Ubergang. )irz Bezug auf die Atiologie ist ein
Zusammenhang mit Alkohol — und Nikotinkonsum und déeigenden Zahl an Barrett-
Osophagus-Erkrankungen sehr wahrscheinlich.

Bestimmte auslésende Umweltfaktoren, wie die Enmddpmit einem Gbermaliigen Verzehr von
Salz, Kohlenhydraten und Nitraten ( aus denen isicMagen Nitrosamine bilden kénnen ) und
verminderter Zufuhr von frischem Gemuise und Obstyies Alkohol- und Nikotinkonsum ,
werden diskutiert.

Viele Untersuchungen in den letzten Jahren zeigtaas auch eine Infektion mit Helicobacter
pylori in der Atiologie des Magenkarzinoms von Betimg ist. ( Ernst und Gold, 1999 )

Auch bestimmte pathologische Organverédnderungen Miggens beglnstigen eine maligne
Transformation zum Magenkarzinom. So sind hierleicthronisch atrophische Gastritis Typ B
und Typ A aufzufihren, die Riesenfaltengastritisl.( Ménétrier ) , sowie der Zustand nach

Magenresektion , besonders nach Billroth Il .



Die Tumorlokalisation im Magen ist unterschiedliahsgepragt : so befinden sich 31% der
Karzinome im oberen, 14% im mittleren und 26% inteoen Drittel.

Etwa zwei Drittel der Magenkarzinome haben zum eikt der Operation bereits die Serosa
( viszerales Peritoneum ) infiltriert bzw. penatri®ie Lymphdrainage der Magenwand erfolgt
durch ein dichtes Gefal3netz, welches an der Magefiathe subserts lauft. Da die

Lymphgefal3e auch in grof3er Zahl bis in die Submaugegchen, erklart sich die relativ hohe
lymphogene Metastasierungsrate des Magenfrihkaranim die Nachbarorgane wie Leber,
Milz, Pankreas, Colon transversum, Netz, Zwerchi8uchwand und in bis zu 20% in das
Duodenum. Uber den Ductus thoracicus kénnen Turtlerzeebenfalls in den pulmonalen

Kreislauf eingeschwemmt werden und in Lunge und@l®életastasen bilden.

Neben der frihzeitigen Metastasierung tragen auetsehr unspezifischen Symptome, welche
meist erst im fortgeschrittenen Stadium auftretam,einer spaten Diagnostik, Therapie und
letztendlich schlechten Prognose bei.

Zu den uncharakteristischen Symptomen gehéren @behbeschwerden wie Appetitlosigkeit,

Vollegefuihl, Erbrechen, epigastrische Schmerzerstlbegsschwache und Gewichtsverlust.

Das einzige kurative Therapieprinzip des Magenkarns bisher ist die operative Therapie.
Doch auch dann ist nicht immer eine RO-Resektiowadeleistet, besonders wenn das
Karzinom erst im bereits fortgeschrittenem Zustaimbnostiziert wurde. Die Tatsache, dass
zwei Drittel aller Patienten bei Erstdiagnose lsrein lokal fortgeschrittenes Tumorstadium
und / oder Fernmetastasen vorliegen, macht deutlieile notwendig eine effektive
Systemtherapie ist.

Bei gutem Allgemeinzustand des Patienten wird heeitee neoadjuvante Chemotherapie
diskutiert. Da die Rezidivrate nach einer RO-Réaseksehr hoch ist, und bereits im Stadium Il
mindestens 50% betragt, wurde in einer amerikaris®Btudie ( Macdonald et al. 2001 ) die
Wirksamkeit einer adjuvanten kombinierten Radiocb#rarapie erfolgreich nachgewiesen.
Es zeigte sich ein signifikanter Vorteil fur die titaten bezlglich des progressionsfreien
Intervalls als auch des Gesamtiberlebens. Allesdiisgy der Nutzen dieser postoperativen
Chemotherapie fur R1- Resektionen noch nicht belegt

Grundsatzlich besteht auch die Mdglichkeit einefigieven Chemotherapie, dessen Wirkung

auf die Lebenszeitverlangerung und Symptomredukismhgewiesen ist.
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Betrachtet man allerdings die Prognose, welchdestalhangig ist, so macht dies deutlich, wie
wichtig zum einen die Fruherkennung z.B. mittelsl&kopie ist und zum anderen, wie wichtig
eine effektive Therapie ist.

So betragt die 5-Jahresitberlebensrate im Stadiurawlar noch 70-80 %, im Stadium I
allerdings nur noch 40-50%, im Stadium Il 20-4Quéid im Stadium IV nicht mal mehr 5%.

Ist bei einem lokal fortgeschrittenen Tumor kein®-RResektion mehr mdoglich oder liegen

Fernmetastasen vor, so betragt die mediane Ubededte ohne Chemotherapie 4-6 Monate.

1.4. Das Pankreaskarzinom

Die bosartigen Neubildungen des Pankreas sind miteiken von rund 5% nach dem
Magenkarzinom auf Platz funf der tumorbedingten éBaoisachen mit einer Mortalitatsrate von
8,3 / 100 000 bei Méannern und 5,7 / 100 000 beiuéma ( DKFZ Heidelberg,
Krebstodesursachen 2002 ).Weltweit versterben etk 000 Patiente pro Jahr.
Der Altersgipfel dieser Krebserkrankung liegt zviieo dem 60. und 80. Lebensjahr, wobei
Manner im Verhaltnis 3:2 haufiger betroffen sing Btauen.

Die Inzidenz des Pankreaskarzinom ist steigend dem westlichen Industrienationen werden

Inzidenzraten von 3-18 Neuerkrankungen pro Jafpegeben.

Atiologisch bedeutsame Faktoren , die zur Entstghies Pankreaskarzinom beitragen, sind die
chronische Pankreatitis, die hereditare PankreatiDiabetes Mellitus, Zigaretten — und
Alkoholkonsum. 30-50 % aller Falle bei Mannern 8oW5-20% der Erkrankungsfalle bei
Frauen sind dem Rauchen zuzuschreiben ( La Veetlaika 1991 ).

Auch scheint hierbei die Ernéhrung eine Rolle zielsp. So beschrieb Block et al. 1992 in
12 durchgefihrten Studien eine dreifache Risikdewhg bei einem geringen Konsum von

Gemduse und Frichten.

Die klinischen Symptome des Pankreaskarzinoms simaharakteristisch, was wiederum, wie
beim Magenkarzinom, die Diagnostik und damit dighfreitige Therapie erschwert.
Die Patienten klagen zunachst tber unspezifischer@lichbeschwerden, Appetitlosigkeit und

fortschreitenden Gewichtsverlust.
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Symptome wie Ikterus, Fettstihle und Schmerzen sobon den Spatsymptomen bei
fortgeschrittenem Tumor zuzuschreiben, wobei dareistmschon mehr als die Halfte aller
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Masast haben.

Die Metastasierung erfolgt sehr frih lymphogen Undsnatogen in regionare Lymphknoten,

Leber und Peritoneum, sowie Magen, Duodenum unchBém.

Die operative Resektion ist die einzige Moglichkagr kurativen Therapie. Allerdings sind nur
etwa 10-30 % aller Patienten fur eine Resektiorigpes, da, wie oben bereits erwahnt, zum
Zeitpunkt der Diagnose bereits ausgedehnte Tumudeévetastasen vorliegen.

Vor und nach der operativen Entfernung des Tumansnkeine Chemotherapie und / oder
kombinierte Radio- / Chemotherapie eingesetzt werdeobei diese Art der Therapie

vornehmlich in der palliativen Therapie eingesetirtl.

Insbesondere wenn ein fortgeschrittenes Tumorstadrliegt, ist die Prognose ausgesprochen
schlecht. Ohne Resektion liegt die 5-Jahresibarihee nahezu bei 0% und die Uberlebenszeit

betragt etwa 6-9 Monate. Nach einer Radikalopeandigtragt die 5-Jahrestberlebensrate 30% .

Das macht deutlich, wie wenig effektive Behandlungghoden es bei diesem Karzinom gibt
und wie wichtig Forschungsarbeiten auf diesem Gebied, um die sehr schlechte Prognose

vielleicht irgendwann einmal deutlich bessern zaorién.

1.5. Problematik der Chemoresistenz

Die Chemoresistenz der Tumorzellen gilt als der pignund fir das Nichtansprechen der
chemotherapeutischen Behandlung vieler Tumore. @bwombinationen verschiedener
Therapeutika eine signifikante Wirkung auf diverStalignitdten wie Hodentumore oder
Hodgkin-Lymphome haben, so sind doch die Mehrzahl Tumore entweder initial resistent,
wie z.B. das Kolonkarzinom, oder sie sind initiehsibel und entwickeln dann eine Resistenz
auf die fortwédhrende Behandlung, wie z.B. das Makarmmanom ( Goldstein L.J. 1995 ).
Somit stellt dies ein groRes Hindernis fir die kgMeiche Behandlung verschiedenster Tumore
dar und umfasst ein wichtiges Thema in zahlreicBardien und Untersuchungen, welche das
Ziel verfolgen, molekulare Mechanismen zur Uberwing der Chemoresistenz in Tumorzellen

zu identifizieren.
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So sind z.B. relevante Mechanismen, welche zur@afitenz beitragen, der Anstieg bestimmter
Abwehrfaktoren, welche die intrazellulare Medikanegkonzentration reduzieren. Auch kommt
es zu Veranderungen an den zellularen Bindungssteller Chemotherapeutika oder
zunehmender Fahigkeit der Tumorzellen, DNA-Schadan reparieren bzw. starkere

Stresssituationen zu tolerieren ( Gatti L., Zurfino2005 ).

Somit wird deutlich, dass eine Vielzahl verschiestehumore Uber eine gewisse Zeit genetische
Veranderungen durchmachen, die zu einer Resisteagengiber einem oder multiplen

Chemotherapeutika fuhren.

Da in zahlreichen Studien die Wirksamkeit des 2-§figeniiber nativen Tumorzellen mehrfach
bewiesen wurde, so ist es nun das Ziel, die Wirksgingegentiber multiresistenten Tumorzellen
zu untersuchen, um so eventuell eine Moglichkefzwmeigen, die klinischen Grenzen der

Chemoresistenz zu Uberwinden.

1.6. Einfluss der Ostrogene auf das Tumorwachstum

Die Ostrogene werden sowohl in der Nebenniere, Synzytiotrophoblasten, in den
Thekaluteinzellen des sprungreifen Follikels undden Granulosaluteinzellen des Corpus
luteum gebildet, als auch in kleinen Anteilen im deydigzellen des Mannes.

Von den natirlichen Ostrogenen hat Ostradiol di®gr biologische Wirksamkeit.

Die Induktion der Zellen durch die Hormone erfolgber eine Bindung an spezifische
Ostrogenrezeptoren, sowie die Uberfiihrung des Kexes! in den Zellkern, die Bindung an die

DNA und die Beeinflussung der Transkription spezifier Gene.

Zahlreiche epidemiologische und zellbiologisched&tm haben gezeigt, dass Ostrogene Einfluss
auf die Entwicklung von drei Krebsarten haben: Baebs, welcher auf Platz eins der
Krebstodesursachenstatistik fir Frauen 2002 randieKrebstodesursachen 2002, DKFZ
Heidelberg ), Ovarialkrebs, auf Platz 4 der Kretlesursachenstatistik und das Uteruskarzinom
auf Platz 10.

Ostrogene und Testosteron haben ebenfalls Eirdlufsdas Prostatakarzinom beim Mann.

Besonders langere Exposition hoher Werte des Gstsogind ein Hauptrisikofaktor.
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So steigt das Risiko an Brustkrebs zu erkrankertaien mit einem friihzeitigen Einsetzen der
Menarche und einer spate Menopause an. Toniolb etigte in einer prospektiven Studie, dass
Frauen, bei denen hohe Plasmawerte von Ostraditdefstellt wurden, finf oder mehr Jahre
spater an Brustkrebs erkrankten. Es wurden audé Siteidien durchgefihrt, um zu zeigen, dass
bei einer Ostrogenersatztherapie wahrend der Mesepaach 5-10 Jahren das relative Risiko,

an Mammakarzinom zu erkranken, um 30 % steigt.

Die karzinominduzierenden Eigenschaften der endameizw. exogenen Ostrogene beruhen
zum einen auf der starken 6strogenrezeptorabhan&teulation des Zellwachstums.

Mit zunehmender Zellproliferation nimmt die Zahlrd&ellteilungen zu und somit verkurzt sich
die Zeit, um mogliche Fehler und genomische SchateEnDNA wahrend der Replikation zu
reparieren.

Auf der anderen Seite werden die Ostrogene in veeiMetaboliten umgewandelt, welche
gentoxisch wirksam sein kénnen. Diese beiden Aspdikr DNA-Schadigung schliel3en sich

nicht aus, sondern wirken synergistisch bzw. additi

1.7. Metabolisierung des Ostrogens

Obwohl die 6strogeninduzierte Zellproliferation wmdfelhaft eine wichtige Rolle in der
Karzinogenese spielt, ist die Umwandlung der Osinegin gentoxische Substanzen ebenso
bedeutsam und hat in den letzten Jahren noch mehAudmerksamkeit und Wichtigkeit
gewonnen.

Die Metabolisierung des Ostradiols erfolgt zunadhstrei Hauptkomponenten : das a6-
hydroxyo6stron, das 2-Hydroxyodstron und das 4-Hygdsxron — auch Catecholdstrogene
genannt.

In der Leber wird das Ostradiol zu 80-85% uiber diélydroxylase in 2-Hydroxydstron
umgewandelt und, wegen der Unspezifitdt des Enzgm&5-20% in 4-Hydroxydstron.

Aber 1996 entdeckte Sutter T. ein Enzym, CYP-P480/1welches die Umwandlung von
Ostradiol in 4-Hydroxyostron spezifisch katalysiératsachlich kommt dieses Enzym reichlich
in Brustgewebe vor, ebenso in Uterus- und Ovaneddpe.

In vielen Tiermodellen, so z.B. Liehr et al. aneinSyrian Hamster, konnte gezeigt werden,
dass 4-Hydroxydstron genauso karzinogen ist wieQ@ktsadiol, wahrend aber Tiere unter der

Behandlung mit 2-Hydroxyostron keinerlei Tumorevénkelten.

14



Doch nicht nur das 4-Hydroxydstron fuhrt zur Sclgéidg der DNA. Zahlreiche Enzyme kénnen
das 4-Hydroxyostron in zwei Komponenten umwanddlas 3,4-Semiquinone und das
4,3-Quinone. Beide Substanzen stehen Uber Reddimeak im Gleichgewicht. Sie haben die
Fahigkeit an die DNA zu binden und so zwei Basederin und Guanin, zu entfernen.
Dies birgt ein hohes Risiko fiir eine Genmutationd tkann so zu Krebs fuhren. Ebenso
entstehen bei der Umwandlung von Semiquinonen zindQe freie Sauerstoffradikale, die
ebenso zu einer Schadigung der DNA fuhren kénnen.

Doch es gibt auch einen anderen Weg, die die Mésiroing des Ostrogens einschlagt.
Wie bereits erwahnt entsteht ebenfalls tber diey@rbkylase das 2-Hydroxyostron, welches
nicht zur Entstehung von Tumoren beitragt.

Durch ein Enzym, die Catechol-O- Methyltransferaseisteht aus dem 2-Hydroxyostron die
2/4-Methoxyostradiole. Durch das Einfigen der Mighyppe verlieren die Metaboliten ihre
Fahigkeit, sich in DNA-schadigende Substanzen wie Q@uinone und Semiquinone
umzuwandeln und es kommt auch nicht zur Bildungfveren Sauerstoffradikalen.

Ganz im Gegenteil — die 2/4- Methoxyostradiole hemnsogar die Zellproliferation, die

Tumorangiogenese und fuhren tGber verschiedene Mecthan zur Apoptose von Tumorzellen.

Binding to estrogen

Q,KISI}_ ’ receptor, DNA, etc.
OH -
178 hydro lasa —
16 x-OH-E1 Oxidative damage
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P450 1A1/1A2, 3AS,
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Abb.2: Wege der Metabolisierung von Ostradiol und Ostrafager & Zurlo ( 154 ), Annual

Reviews

15



1.8. Wirkung des 2-ME auf das Tumorwachstum

Das endogene 2-ME wird hauptsachlich in der Lehachl Hydroxilierung des Ostradiols an
Position 2 und dann durch O-Methylation mit Hilfeerd Catechol-O-Methyltransferase
synthetisiert. Die Catechol-O-Methyltransferaseeist Enzym, welches in vielen Organen, wie
die Leber, die Niere, das Gehirn, die Plazenta, Werus und die Brustdrisen, vorkommt
( Amin 1983).

CH;0.__~

HO

Abb. 3: Struktur des 2-Methoxyestradiol

Im Blutkreislauf bindet es bevorzugt an das sexwattonbindende Globulin, mit einer viel
hoheren Affinitat als Testosteron oder Ostradide Blasmakonzentrationen des 2-ME kénnen
stark schwanken: von 10,3 pg/ml bei Mannern bis3Z68 pg/ml bei schwangeren Frauen
( Berg 1983 ). Physiologisch wird das 2-ME im Uaimsgeschieden ( Gelbke 1976 ).

Wahrend der letzten 10 Jahre ruckte das 2-ME al$lermon, welches das Tumorwachstum zu

hemmen vermag, immer mehr in den Vordergrund.

Es wurden bisher zahlreiche Studien durchgefiuhdt das bemerkenswerte Ergebnis ist unter
anderem, dass das 2-ME das Tumorwachstum von ¥iekrahl von verschiedenen Zelltypen
hemmt und das sich die dafir erforderlichen Dosaneinen sehr engen 46 Wert bewegen.
Auffallend war auch, das die Zielzellen des 2-ME altiv proliferierende Zellen waren und
keine ,normalen* Gewebszellen ( Schumacher etG002.

Beispielsweise wurde in vielen Studien die hohe siditat von Brustkrebs auf 2-ME
nachgewiesen ( Klauber 1997; Seegers 1989; Lotfet992; Cushman 1995; Zhu 1998;
Zoubine 1999; Amorino 2000 ). Schumacher et al.swi®99 die Wirkung von 2-ME auf
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Pankreastumorzellen nach und 2000 die Hemmung e@dw/achstums im Hepatozellularen
Karzinom von tber 90% mit einer Dosis von nur 1\ 2-ME.

Diese Daten begriinden die signifikant niedrigeadenz des Hepatozellularen Karzinom bei
Frauen als bei Mannern, bedingt durch den erhoftsimogenmetabolismus in der Leber bei
Frauen und somit eine vermehrte Entstehung vont&uoden wie das 2-ME.

Dabei hangt die antiproliferierende und apoptotisaktivitat nicht von Ostrogenrezeptoren ab —
die Affinitat des 2-ME an Ostrogenrezeptoeemind B zu binden betragt weniger als 0,5% und
damit nur 0,008 % der Affinitat des Ostradiols.

Doch wie kommt es zu dem tumorhemmenden Effekt 2«dE ? Die gesamten molekularen
Mechanismen sind noch nicht vollstdndig geklart.ciddklar ist, dass 2-ME einen starken
antiangiogenetischen Effekt hat — es hemmt dieiferation, Migration und Invasion von
Endothelzellen, es kann effektiv die Angiogenesevénschiedenen Stadien der Gefalbildung
zerstoéren, es induziert den programmierten Zelitoden Endothelzellen und Tumorzellen und
es wirkt nur auf proliferierende Endothelzellen dndnorzellen.

Da die Angiogenese ein entscheidender Schritt &% Tumorwachstum ist, kommt es folglich
durch Hemmung dieser zur Hemmung des Tumorwachstums

2-ME wird klassifiziert als ein direkter und indkter Angiogeneseinhibitor. Direkt wegen seines
antiproliferierenden und proapoptotischen Effekis proliferierende Endothelzellen und
indirekt, weil es die Expression des sogenannterr-Idl hemmt. HIF-&x ist ein
Transkriptionsfaktor, welcher die Transkription vearschiedenen angiogenesestimulierenden
Proteinen, allen voran VEGF ( vascular endothgjralwth factor), stimuliert. Doch es werden
auch andere Gene von HIE-beeinflusst. Uber 60 wurden bisher davon ideniftz welche die
Zellproliferation, das Zelliberleben, die Medikarteamwesistenz der Zellen und die Zellinvasion
und somit die Metastasenbildung betreffen ( Sem2098 ).

Somit spielt HIF-&x eine Rolle in verschiedenen entscheidenden Essgni der
Krebsentwickeln und ist deshalb ein vielverspredeasntherapeutisches Ziel. Semenza (2003)
stellte sogar einen Zusammenhang bei einigen Krgmsaher, zwischen einem erhéhten
HIF-1la-Wert und einer daraus folgenden erhéhten Mortalita

Eine Moglichkeit der HIF-G@-Hemmung erfolgt Uber die 2-ME induzierte Mikrotlibu
Depolymerisation ( Mabjeesh et al.,, 2003 ). Mikkili sind die Bestandteile der

Spindelapparate, welche notwendig sind, wahrendvitexsse die geteilten Chromosomen auf die
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Pole zu verteilen. Durch Bindung an die Colchidmeding-site erfolgt die Hemmung der
Polymerisation der Tubuli. In einem Brustkrebsmoudeirde die Wirksamkeit von 2-ME auf die
Mikrotubuli-Depolymerisation in vivo und in therajeschen Dosen untersucht. Das Ergebnis
waren deformierte Spindelapparate in Tumorzelled im Endothelzellen ( Mabjeesh et al.,
2003 ). Doch der Signalweg, welcher Uber die Mikbaoti-Depolymerisation zur HIFdk:
Hemmung fihrt, ist noch unbekannt.

Fest steht aber, dass die Fahigkeit des 2-ME, dkeobibuli zu schadigen, eine wichtige Rolle

in der Antiangiogenese und Tumorhemmung spielt.

Ein sehr bedeutender Effekt des 2-ME auf Endotinad Tumorzellen ist die Verwicklung in die
Aktivierung der Apoptosekaskade. Dabei beeinflesssowohl den extrinsischen als auch den
intrinsischen Apoptoseweg .

Der extrinsische Weg wird initiiert durch die Akievung eines Zelloberflachenrezeptors

( Fulda & Debatin, 2003 ). In vielen TumorzellenduEndothelzellen flihrt 2-ME zu einer
verstarkten Expression des Death-receptor 5 ( DR&n) Mitglied der Tumornekrosefaktor-
Death-receptor-Familie ( La Vallee et al., 2008lierfur sind in vitro, als auch in vivo nur sehr
niedrige, therapeutische Konzentrationen notwei(idégVallee et al., 2003 ). Die Aktivierung
dieser extrazellularen Domane fuhrt Uber Aktivigyumerschiedener Liganden und eines
Signalweges zur intrazellularen Aktivierung der Gase 8 ( Kim et al., 2001 ).Die Caspase 8
Aktivierung leitet die Caspasekaskade ein, was @aspase 9 Aktivierung fuhrt, welche
wiederum die Aktivierung der Caspase 3 initieraspase 3 ist eine Protease, welche in der
Ausfuhrung der Apoptose involviert ist, wo Zellerorphologische Veranderungen, wie DNA-
Fragmentation oder Chromatinkondensation, durchta(forter & Janicke, 1999, Zou, 1999).
Doch 2-ME beeinflusst nicht nur den extrinsischereg/Vsondern auch den intrinsischen
Apotoseweg. Nur geringe Konzentrationen an 2-MEdiihin verschieden Tumorzellen, wie
myeloische Zellen, Brust-, Prostata-, Colorektakhd uLeberzellen, zur Aktivierung der
sogenannten c-Jun NMH- terminal Kinase ( JNK ) ( Chauhan et al., 200Dgr JNK —
Aktivierung folgt ein wichtiger Apotosesignalweg-ME fihrt zur Phosphorylierung und
Translokation der JNK ins Mitochondrium. Das imtli eine erhdhte Durchlassigkeit der
mitochondrialen Membran, wodurch zwei Schlisselnetdoen der Apoptose freigesetzt
werden — das Cytochrom c¢ und ein Caspaseaktivattméc ) ( Chauhan et al., 2003 ).
Experimentell wurde in multiplen myeloischen Zelldie JNK-Aktivierung verhindert, was zur
Folge hatte, dass die Fahigkeit des 2-ME, die Agmotou induzieren ebenfalls stark gehemmt

18



wurde. Das macht deutlich, dass gerade in multiptgaloischen Zellen die Apotoseinitiierung
uber einen JNK-abhangigen Weg geschieht ( Chauhan 2003 ).

Intrazellular fahrt die Aktivierung von JNK auch zeiner Phosphorylierung und damit
Inaktivierung des Apoptoseinhibitors Bcl-2. Diesgeaieht in vielen Zelltypen als Antwort auf
eine 2-ME-Applikation ( Bu et al.,2002, Quanungakt 2002, Basu & Haldar, 2003, Shimada
et al., 2003, Tinley et al., 2003 ).

Das macht deutlich, das die Aktivierung von JNKhtig fiir die apoptotische Wirkung von

2-ME ist.

Die genaue Identifizierung der verschiedenen Swegé und Zusammenhénge der 2-ME
induzierten Mechanismen mussen noch geklart wendenes bleiben immer noch viele Fragen
offen.

Auch der Einfluss des 2-ME auf p53, ein Tumorsugmegen, welches die Apoptose induzieren
und Zellen in einen Zellarrest zur DNA-Reparatuerfibhren kann, wurde in vielen Studien
untersucht. So wurde zum einen berichtet, dass 2zMEiner gesteigerten Expression von p53
und damit zu einem resultierenden programmierteftadefthrt.

Auf der anderen Seite kann 2-ME in verschiedenandraelllinien den Zellzyklusarrest und die
Apoptose unabhéngig von p53 induzieren.

Andere Studien lassen darauf schlie3en, dass 2ivia @rotektiven Effekt in Anwesenheit von
Ostrogenen hat. Dawling et al. ( 2003 ) fand heralas 2-ME konzentrationsabhangig die
Enzyme CYP1A1 und CYP1B1 hemmt, welche die Umwamgikon Ostradiol zu 2- und
4-Hydroxyostradiol katalysieren. Durch Hemmung die€YP450 — Enzyme in und auf3erhalb
der Leber wird der Metabolismus von Ostradiol iaktéve, schadigende Metaboliten begrenzt
und hat somit einen protektiven Effekt in Bezug didsen Signalweg und mdgliche andere,

karzinogene CYP450 abhangige Reaktionswege.
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Bisherige durchgefiihrte Studien zeigen in therapelutverwendeten Dosen von 2-ME keine
Toxizitat. Im Gegensatz zur Toxizitat, welche nolenaeise mit Chemotherapie assoziiert ist,
liegen bei 2-ME keine Ergebnisse in Bezug auf Hasfedl, gastrointestinale Nebenwirkungen
oder Leukozytenreduktion im Knochenmark vor. Eilchéer Abfall der B-Lymphozytenzahl in
der Milz wurde nach 34 tagiger, kontinuierlich sutamer Behandlungsdauer von 2-3 mg 2-ME
beobachtet, obwohl die CD4+ und CD8+ Zellen unles@ehtigt waren ( Josefsson E.,
Tarkowski A., 1997 ). In einigen Studien wurde aeah signifikanter, durch 2-ME induzierter
Abfall von Cholesterol im Plasma nachgewiesen ( LU, Bachmann KA, 1998,
Turner RT.,Evans GL., 2000 ).

In einigen Modellen war Korpergewichtsverlust ein&konsequente Nebenwirkung gewesen,

doch andere Zeichen fir klinische Toxizitat konridesiang nicht nachgewiesen werden.
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2. Zielsetzung

Aufbauend auf den Ergebnissen der Experimente niadeschiedener Tumorzellarten, die aus
der Literatur bekannt sind, sollte gezeigt werdeass das Wirkspektrum auf weitere solide
Tumoren, das Pankreas — und Magenkarzinom, ausdelstb Bei den Untersuchungen zum
Pankreas- und Magenkarzinom zeigten Vorarbeiteaitsezine tumorhemmende Wirkung durch
2-Methoxyestradiol, so dass eine andere Fragestellrimér verfolgt wurde. Hier sollte
untersucht werden, inwieweit sich diese tumorhendaairkung des 2-ME auf multiresistente
Tumorzellen des Pankreas- und Magenkarzinoms @gertrlasst. Somit soll aufgezeigt werden,
ob 2-ME in der Lage ist, diese Resistenz zu Ubetenn

Zur besseren Vergleichbarkeit sollten sowohl natsleemosensible Tumorzelllinien, als auch
chemoresistente Tumorzelllinien verwendet werdea.@hemoresistenz spielt eine zunehmende
Rolle in der Behandlung verschiedener Tumorartesbésondere bei Rezidiven steigt die
Resistenz vieler Tumore gegen die gangigsten Atikat Dies schrankt die ohnehin begrenzten
Behandlungsmadglichkeiten weiter ein. Die Untersunghdieser Fragestellung und die Schaffung
einer Grundlage fir weitere préaklinische und kithis Experimente hat somit eine grol3e

Bedeutung fur die klinische Situation.

Eine entscheidende Rolle bei den UntersuchungeleaiMechanismen spielt die Induktion
der Apoptose. Stark tumorhemmende Substanzen witken diesen Mechanismus, der mit

verschiedenen Techniken nachgewiesen werden kann.

Diese Arbeit soll als Grundlage fur weitere Untersungen dienen, um 2-Methoxyestradiol dem
klinischen Einsatz beim Pankreas- und Magenkarzinaher zu bringen.

Denn sowohl fur das Pankreaskarzinom, als auchMiagenkarzinom gibt es sehr begrenzte
Therapieoptionen. Werden die Tumore in sehr friBtadien entdeckt, besteht die Mdglichkeit
einer kurativen Therapie mittels chirurgischer Rése. Doch flr fortgeschrittene Stadien, in
den die meisten der Pankreas- und Magenkarzinontdeekt werden, gibt es keine

lebensverlangernde Therapie.

Daher besteht der Bedarf nach neuen Chemotherkpeutr allem solche, die die Grenzen,

welche durch die Entwicklung der Chemoresisteneigésverden, tberschreiten.
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Nach diesen Untersuchungen sollten die Méglichkeiter Behandlung anderer multiresistenter
Tumorzelllinien in Betracht gezogen werden, ebenwsdere Therapiemdglichkeiten etwa wie
die Kombination verschiedener Zytostatika mit 2-ider die Kombination von 2-ME mit einer

chirurgischen Resektion.

Erweisen sich die Proliferationsinhibition auf di€umorzellen nach Behandlung mit

2-Methoxyestradiol in vitro als erfolgversprechemnaijssen vor einer eventuellen Anwendung
am Menschen weitere Versuche mit ahnlichen Fraj@sten in vivo an verschiedenen

Tierarten durchgefiihrt werden.

Nach diesen Untersuchungen sollen klinische Stugieghant und durchgefihrt werden,

wie sie zum Teil in den USA bereits aktuell sind.

Eignet sich der Ostrogenmetabolit 2-Methoxyestdadi@ur  Uberwindung  der
Resistenzmechanismen und damit zur Behandlung nremiiienter Pankreas- und
Magenkarzinomzellen ?

Diese Fragestellung erschien uns sinnvoll, um sglictierweise die Grundlage einer neuen
Therapieoption in der Behandlung von humanen Paskriend Magenkarzinomen zu schaffen.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

Die Experimente wurden mit zwei Tumorzelllinien,118Pankreaskarzinomzellen und 257 ,
Magenkarzinomzellen , durchgefiihrt .

Bei den Zelllinien werden jeweils parenterale cheemsible Tumorzellen , 181 P und 257 P,
von multiresistenten Tumorzellen , 181 RNOV + 1&@1FRund 257 RNOV + 257 RDB
unterschieden , welche zu jeder Zeit identisch beék wurden. Dabei werden zwei Klone
unterschieden. Zum einen die mdr-1 positiven chesistenten Klone 181 RDB und 257 RDB
und die mdr-1 negativen resistenten Klone 181 RN@§ 257 RNOV.

Alle Pankreas — und Magenkarzinomzellinien wurdersabkonfluente adharente
Monolayerkulturen in einem Medium (“Minimum EssethtAmino Acid Medium” with Earle’s
Salts without L-Glutamine, 500 ml, Cat.-Nr. 2109220von GibcoBRL) mit einem Zusatz von
10 % fetalem Kélberserum (Foetal Bovine SerumyBed, 500 ml, Cat.-Nr.

10110-161 von GibcoBRL) , 1% Penicillin-Streptomy¢i 0000 IU/ML — 10000 UG/ML,

100 ml, Cat.-Nr. 15140114 von GibcoBRL), um balktkei Kontaminationen zu vermeiden,
1% L-Glutamin (200 MM, 100x, 100 ml, Cat.-Nr. 2560824 von GibcoBRL), 1%
Sodiumpyruvat (MEM 100 MM, 100 ml, Cat.-Nr. 113689von GibcoBRL) und von 1% nicht
essentiellen Aminosauren (Non-essential Amino ScMEM, 100x, 100 ml, Cat.-Nr.
11140-035 von GibcoBRL) in einem Heraeus-Brutsckizg 37°C, 5% CQ und 95% Qin

75 cnf Zellkulturflaschen (250 ml, Cat.-Nr. 3111 von Fai} gehalten.

Die Zellen wurden alle 3 — 4 Tage passagiert : dedaugen des Mediums erfolgte die Zugabe
von 2 ml 0,25% Trypsin (prepared in Gibco Sol1450, 1x, 100 ml, Cat.-Nr. 25050-014 von
GibcoBRL) , um durch vorsichtiges Schwanken delkdéurflasche die Zellen zu waschen .
Nach nochmaligem Absaugen erfolgte die Zugabe viath 3,25 % Trypsin , um die Zellen nach

kurzer Inkubation im Brutschrank vom Flachengrunayenatisch abzul6sen.

Die Trypsin-Zell-Suspension wurde in 15 ml bzw. im0 Kulturréhrchen (Cat.-Nr. 2095 bzw.
2070 von Falcon) gefullt und fur das jeweilige Enpent mittels einer Zahlkammer nach
Neubauer unter einem Durchlichtmikroskop von Olymmezahlt und in der gewiinschten
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Anzahl kultiviert. Durch Zugabe von 15 ml Medium die Zellkulturflaschen wurde das
restliche Trypsin inaktiviert.

Fur alle Experimente wurden 1l — 1000ul Finnpgetier Fa. Eppendorf sowie 5 ml -,
10 ml — und 25 ml- Pipetten (serological pipet,.@at 7543, 7551, 7525 von Falcon) benutzt.

3.2. Proliferationsanalyse

3.2.1. Aussaat der Zellen

Zur Untersuchung der Proliferation der TumorzellanAbh&ngigkeit von der Zeit und der
Konzentration des 2-ME wurden jeweils 4 Prolifeyatiassays durchgefuhrt.

Am Tag 1 wurden die Zellen der Zelllinie 181 P, 1&NOV, 181 RDB und 257P,
257 RNOV, 257 RDB trypsiniert , in 50 ml Kulturrdthren Gberfihrt , vorsichtig vereinzelt und
nach Zugabe von 10 ml Medium mittels der Zahlkammech Neubauer unter dem
Durchlichtmikroskop gezahlt. Zur Aussaat der Zellaemrden 96-well-Platten verwendet.
Nach Berechnung wurden dann pro Well 500 ZellenZaditinien 181P + 257 P und 750 Zellen
der Zelllinien 181 RNOV,181 RDB, 257 RNOV und 25DR in je 100 pl Medium / Well
ausgesetzt.

Fur 48 h bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die In&tion der Zellen.

3.2.2. Behandlung der Zellen

Nach 48 h erfolgte die Behandlung der Zellen. Esder je 6 wells pro Behandlungsgruppe
verwendet. 16-E, ein unwirksamer Ostrogenmetabdlint als Kontrolléstrogen .

Der Konzentrationsanstieg wurde wie folgt durchgefii 0,003 uM , 0,01 puM, 0,03 uM,
0,1uM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM und 10 pM .

Fur beide Substanzen wurde separate Platten vdetven

Zum anderen wurde die humane PankreaskarzinonmzelllB1 P ( sensibel ), 181 RDB ( mdr-1
positiv ) und 181 RNOV ( mdr-1 negativ ) mit unighgedlichen Konzentrationen verschiedener
bekannter Chemotherapeutika behandelt : MitoxaetrBaunorubicin, Etoposide, Teniposide,

Amsacrine, Cisplatin, Paclitaxel und Vindesine.

24



3.2.3. Préaparieren der Zellen

5 Tagen nach Behandlung wurde das Medium aus deteRkentfernt und die Zellen mit 200 pl
eiskalter 10 % Trichloressigsaure fur 1-2 h bei fix@rt.

Danach wurde die 10% Trichloressigsaure entfedie ,Zellen mit Leitungswasser gewaschen
und mit 100 pl 0,4%iger SRB-LOsung ( 0,4 % Sulplooilamin B in 1% Essigsaure ) versetzt
und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt.

Nach der Farbung wurden die Zellen 5x mit 1% Essigs gewaschen und bei Raumtemperatur

Uber Nacht luftgetrocknet.

Nach 24 h wurde zu den gefarbten , getrockneteterze300 pl 20mM Tris ( pH=10 )
hinzugegeben und die Platten fir 1-2 h geschijtseltdass sich die Zellen auflésen konnten.
Danach konnte die Extinktion bei 562 nm im EL-340ngssen werden.

Aus den 4 durchgefuhrten Proliferationsassays wudee Mittelwert gebildet und fir die

Auswertung verwendet.

3.3. FACS - Analyse

3.3.1. Aussaat der Zellen

Die Zellen der sechs Zelllinien wurden am Tag Isiatig trypsiniert, vereinzelt, nach Zugabe
von 7 ml Medium mittels der Zéahlkammer nach Neubaunger dem Durchlichtmikroskop
gezahlt und in 6-well- Plattemit 2,5 * 1 Zellen pro Well in 3ml Medium ausgesetzt.
Entsprechend der Behandlungsgruppen 2-ME , 16-Ean&ontrollsubstanz Medium, wurde
pro Zelllinie eine 6-well-Platte bendtigt.

Fur 48 h bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die In&tion der Zellen.

Nach diesen 48 h wurde das Medium vorsichtig ahggsad 3ml frisches Medium
hinzugefigt.

Danach wurden jeweils 2 Wells der 6-well-PlattemeeiBehandlungsgruppe zugeteilt und die
Zellen jeder Zelllinie mit 2-ME und dem Kontrolldsgen 16-E beimpft, in jeweils 2 Wells
belield man die 3ml Medium als Kontrollsubstanz. geevahlten Konzentrationen fir 2-ME und
16-E, mit denen die Zellen behandelt wurden, tieeen sich am Mittelwert der kzWerte,

entsprechend der Proliferationsanalysen, siehedRjeweiligen Zelllinien.
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So wurde fur die Zelllinien 181 P, 181 RNOV, 181 RBin IGso — Mittelwert von 0,7 uM und
fur die Zelllinien 257 P, 257 RNOV, 257 RDB einstG- Mittelwert von 0,6 uM ermittelt.

Die Platten wurden dann fir weitere 48 bzw. 72 &unim Brutschrank inkubiert.

3.3.2. Praparieren der Zellen

Nach der Inkubationszeit erfolgte die Ernte detefeknzymatisch mit 0,25% Trypsin. Nach
vorsichtigem Ablésen der Zellen wurden diese zustizWweimal mit jeweils 2 ml 1fach PBS
gewaschen, zentrifugiert ( Beckman-Zentrifuge: ¥p@0fur ca. 5 Min. bei RT ) und der
Uberstand abgenommen. Dann erfolgte die UberfiihdasgPellet in ein 1,5 ml PCR-
Reaktionsgefald und die Fixierung der Zellen dunghabe von 1 ml 70%igem Ethanol fur
mindestens 60 Minuten bei 4°C.

Danach wurden die Zellen erneut schonend zentafugiEppendorf-Tischzentrifuge: 2000rpm
fur 5 Min. bei RT ), der Uberstand abgenommen,Ifith PBS gewaschen und schlie3lich in
jeweils 0,5 ml Dilution-Buffer ( 0,1% Triton X100,5 % BSA in 1fach PBS ), welcher 10ul
RNAse ( Typ 1-A von Sigma, zuvor bis 100°C erhitat) DNAse zu inaktivieren ) enthielt,
resuspendiert.

Die Inkubation erfolgte erneut fir 60 Minuten b&i .

Dann wurde jeweils 0,5 ml einer Farbeldsung, bestdlaus dem DNA-spezifischen
Fluorochrom Propidiumjodid gel6st in Dilution-Bufféninzugegeben und die Zellen im

Dunkeln fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiBis zur Messung wurden die Zellen in
Dunkelheit aufbewabhrt.

Propidiumjodid gehért zu der Klasse der interkaletfen Fluorochrome, die sich periodisch
zwischen die Basenpaare der DNA einfligen. Da skeaich in doppelstrangige RNA einlagern

ist eine vorherige Behandlung mit RNAse notwendig.
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3.3.3. Zellzyklusanalyse

Die Analyse des Zellzyklus verschiedener Zellertetstdem FACS-Gerat ( Fluorescence-
Activated-Cell-Sorter ; FACScan / Becton Dickingdperuht auf dem Prinzip der
Durchflusszytometrie.

Die Zellen flie3en einzeln durch eine diinne Messkam welche von einem Laser bestrahlt
wird, und auf Grund des interkalierenden Fluorestagbstoffes Propidiumjodid ist es moglich,
die Fluoreszens der Zellen zu messen.

Aus der Messung und der daraus folgenden Abbildlengerschiedenen Zellzyklusphasen der
Zellen wird zum einen die Intensitat der Anfarbumig dem Kernfarbstoff wiedergegeben — dies
entspricht der DNA-Menge und zum anderen die AndehlZellen, welche sich zu dem
Zeitpunkt in einer bestimmten Phase des Zellzykkfsnden.

Unter Zellzyklus werden die Vorgange zwischen zZdadlteilungen verstanden. Das heil3t, wann
immer sich eine Zelle vermehren will, muss sie delhzyklus durchlaufen, um ihre DNA zu
verdoppeln und so die diploiden genetischen Infoioman an die Tochterzellen weitergeben zu
konnen.

Der Zellzyklus besteht dabei aus vier Schritteielies Abb. ). In der GO-Phase verbleiben
ruhende Zellen, welche ihre spezifischen Funktioeréinlen. Befindet sich die Zelle in der
G1-Phase, kbnnen aul3ere Faktoren, wie z.B. Wackfktaren, den Zellteilungsprozel3
induzieren. In der sogenannten S-Phase kommt esziarReplikation der DNA, wobei Fehler
auftreten kbénnen, welche in der darauffolgenderP@ase durch bestimmte Proteine erkannt
und korrigiert werden, so dass eine Verteilungwdedoppelten DNA auf zwei entstandene

Tochterzellen in der Mitose-Phase maglich ist.

Differenzierung

Apoptose

Abb. 4. Darstellung der einzelnen Zellzyklusphasen
(aus Bocker, Denk, Heitz, Pathologie, 3. Auflagerjag Urban & Fischer)
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Da die Zellen nicht alle synchron den Zellzyklus ratlaufen, werden sie bei der
Zellzyklusanalyse in unterschiedlichen Phasen aoffeh. Die meisten Zellen befinden sich in
der G1-Phase, weil diese zeitlich am langsten dagefolgt von der etwas kirzeren S-Phase.
Weniger Zellen befinden sich in der kurzen G2-Phasknur vereinzelte Zellen in der von allen
am kurzesten Mitose-Phase.

Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes der Zellen wurae élytometrie-Analyse am zweiten und
dritten Tag nach der Behandlung mit 2-ME, 16-E uktkdium als Kontrollsubstanz
durchgeflhrt.

Es wurden pro Zelllinie 20.000 Zellen in einem Gati flow cytometer von Becton-Dickinson
(ausgestattet mit einem einzelnen 488-nm Argondtaser und an einen Macintosh Quadra 650
Computer angeschlossen) analysiert. Die grine é&tzenz (FITC) wurde durch einen
530/30-nm band-pass Filter, die rote Fluoreszernap{Biumjodid) durch einen 582/42-nm band-
pass Filter gesammelt.

Somit konnte der DNA-Gehalt der einzelnen Zellestinemt werden, in Abhangigkeit von der
Zeit und der Substanz, mit der die Zellen behandeitien.

In den Graphiken ist der DNA-Gehalt auf der Absziasifgetragen und die Anzahl der Zellen
auf der Ordinate. Mit ,M1“ sind die Zellen bezei@indie nur wenig DNA enthalten, welches
mit einer DNA-Fragmentation korreliert. Dieseseagt charakteristisches Zeichen der Apoptose.
Unter ,M2" sind die Zellen mit einem haploiden Chrosomensatz in der,;Gund beginnenden
S-Phase zusammengefasst, worin sich die meistenndgs Zellen befinden werden.
Die Ubrigen Zellen weisen einen hohen DNA-Gehatft aie haben die Synthesephase bereits
durchlaufen und haben einen diploiden Chromosontensa

3.4. Nativaufnahmen der Zelllinien unter Behandlung

Nach dem Passagieren der Zellen wurde diese auglléPhatten Uberfiihrt, pro well 3 ml
Medium hinzugefugt und bei 37°C fir 48 Stunden imtBchrank inkubiert. Danach wurde das
Medium abgesaugt, frisches Medium dazugegeben iumdellen, entsprechend der IC50 —
Mittelwerte der Proliferationsanalyse, der Zeldéinil81 und 257 mit den Konzentrationen
0,7 uM und 0,6 uM beimpft.
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Nach einer Inkubationszeit von 48 bzw. 72 Stundemnde' das Medium erneut abgesaugt und
durch 2 ml 1fach PBS ersetzt. Um nun die Verandgarder Zellen nativ unter Behandlung
nach 48 bzw. 72 Stunden darstellen zu koénnen, wwurdie Zellen unter dem
Durchlichtmikroskop von Olympus mit integrierter idara betrachtet und Aufnahmen gemacht.
Bereits bei dieser Betrachtung und ohne vorherig&wung der Zellen konnten mikroskopisch
gesunde von apoptotisch veranderten Zellen untexseh werden.

3.5. Apoptosenachweis mittels Fluoreszensfarbé$to

3.5.1. Aussaat der Zellen

Nach vorsichtigem passagieren der Zellen erfolgteZélizahlung mittels der Zahlkammer nach
Neubauer unter dem Durchlichtmikroskop und das éizemn der Zellen auf sterile
Deckglaschen in Kulturschalém einer Menge von f@ellen pro Schale.

Pro Zelllinie wurden drei Schaldiir die drei Behandlungsgruppen zugeteilt.

Nach Zugabe von 4 ml Medium erfolgte die Inkubatitan Zellen bei 37°C im Brutschrank fir
48 Stunden. Danach wurden die Zellen jeder Zedllmit 2-ME und 16-E beimpft und in einer
Kulturschale wurde das Medium als Kontrollgruppé&bsen. Die Konzentration von 2-ME und
16-E orientierte sich ebenfalls, wie in 3.3.1. bemben, an den K8 — Mittelwerten
entsprechend der Proliferationsanalyse. So wurde dig@ Zellen der Zelllinie 181 eine
Konzentration von 0,7 uM fur 2-ME und 16-E gewalmd fir die Zellen der Zelllinie 257 eine
Konzentration von 0,6 pM. Nach Beimpfung der Zellerfolgte erneut die Inkubation fur
jeweils 48 bzw. 72 Stunden.

3.5.2. Praparieren der Zellen
Nach der Inkubation wurde das Medium vorsichtiggedaugt und ca. 20 Tropfen einer
Fixierlosung, bestehend aus 5 ml reigssigsaure und 15 ml absoluten Methanols, hinzggeft

Nach ca. 2 Minuten wurde die Lésung abgesaugt undué 3 ml fir 5 bis 10 Minuten dieser

Fixierlésung hinzugefiigt. Danach wurde die Losubgesaugt, die Deckglaschen vorsichtig aus
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den Kulturschalen entfernt und die Zellen bei ecliter Lagerung der Deckglaschen bei
Raumtemperatur luftgetrocknet.

Danach wurde die Hoechst — Farbeldsung ( HoecNst 33258, Cat.-Nr. B-2261 von

Sigma ) auf einen sauberen Objekttrager zugegeberdie Deckglaschen mit den Zellen nach
unten aufgelegt. 5 mg des Hoechst - Pulvers wudddei vorher mit 100 ml Hank’s BBS ohne
NaHCG und 10 mg Thimersol bei Raumtemperatur fir 30-45iu@n gemischt und, da der
Farbstoff licht- und hitzeempfindlich ist, in einbraunen Flasche aufbewahrt. Der Hoechst —
Farbstoff interkaliert mit der DNA und so erfolgedAnfarbung der Zellkerne.

Nach ca. 10 Minuten wurde der Hoechst — Farbstaftil dreimal spulen mit destilliertem
Wasser von dem Deckglaschen entfernt. Auf eineremesauberen Objekttrager wurden dann
3 Tropfen einer Zitronensaure-Eindecklésung gegalah die Deckglaschen mit den Zellen
nach unten aufgelegt. Die Zitronensaure-Eindeckigsbesteht aus 0,1 M Zitronensaure,
0,2 M Natriumhydrogenphosphat und Glycerin. Der pHWVert der Losung muss dabei 5,5
betragen, da dies fur eine optimale Fluoreszensematig ist.

Die Objekttrager wurden dann in Dunkelheit bei *20gelagert.

3.5.3. Zellzdhlung

Durch die Anfarbung und Fixierung der Zellen war mgn mdglich diese unter einem
Fluoreszensmikroskop (Axioplan HBO 100 von Zeiss) enem DAPI-Filter zu betrachten.

Dabei wurde bei allen Zelllinien und bei jeder Betflangsgruppe ein Abschnitt auf dem
Objekttrager zufallig ausgewahlt und von diesem nabhinen gemacht, um die Zellkerne
gesunder und apoptotischer Zellen so darstellerkGnnen. Die Fluoreszenzbilder wurden
mittels eines Kameraaufsatzes am Mikroskop (Kam®AC-CCD S30, Video Camera

Module) unter 1000facher VergroRerung (Okular E-PI0x/20; Objektiv Plan-Neofluar

100x/1,3 Oil — Immersionsoel 518C von Zeiss ) anfyamen.

Die Zellzdhlung erfolgte ebenfalls in den zufalegsgewahlten Abschnitten. Dabei wurde
zwischen gesunden und apoptotisch veradnderten nZelieterschieden und diese nach
.gesund“ und ,apoptotisch verdndert® getrennt gézadu der Gruppe der apoptotisch
veranderten Zellen gehdrte jede Zelle, welche Eindurchung des Zellkerns, Abschniirung von

Kernfragmenten oder eine Auflésung des ZellkerrBrunchfragmente aufwies.
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Die Durchfihrung des Experimentes und die Durchfiigrder Zellzahlung erfolgte nach 48
bzw. 72 Stunden jeweils zweimal, so dass danacMdtelwert berechnet werden konnte. Aus
den vorliegenden Werten erfolgte dann die Berechrdes Verhaltnisses der gesunden Zellen
zu den apoptotisch veranderten Zellen in Abhangigken der Behandlungsgruppe und der

Dauer mit der die Zellen behandelt wurden.
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4. Ergebnisse

4.1. Wachstumshemmung durch 2-ME

Wie in 3.1. beschrieben, wurden die Zellen mit tstkiedlichen Konzentrationen von 2-ME
und 163-Hydroxy—17R-estradiol behandelt und na¢hden die Zellzahl gemessen , so dass die
Proliferation dieser Zellen, im Vergleich zu dent riontrollmedium behandelten Zellen,
beurteilt werden konnte.

So wurde zunéchst untersucht, ob 2-ME einen wactgtammenden Effekt auf sowohl sensible
als auch multiresistente Pankreas — und Magenlarzallen hat.

Wie in Abb. 4 und 5 dargestellt, konnte bei allechs Zelllinien der Kontrollgruppe, und der
mit 16-E behandelten Gruppe ein gleichméaRiges ahdedles Wachstum tber den Zeitraum von
5 Tagen und bei nahezu allen Konzentrationen ve& b&obachtet werden. Dabei wurde das
Zellwachstum und die gemessenen Zellzahlen deMadium behandelten Kontrollgruppe mit
100% gleichgesetzt und das Zellwachstum bzw. dimegsenen Zellzahlen der anderen
Behandlungsgruppen im Verhéltnis dem gegenlbetteste

Betrachtet man dagegen das Zellwachstum unter elear®llung mit 2-ME, so konnte, ebenfalls
bei allen Zelllinien, eine signifikante Proliferatis- und somit Wachstumsverminderung um bis

zu 98 % beobachtet werden.
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Magenkarzinomzellen

110 -
100 - —A— 257 P2-ME
90 -
80 - —e— 257 RNOV 2-ME
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20 - —0— 257 RNOV 16-E
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0 . . —— 257 RDB 16-E
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2-ME [uM] + 16-E [uM]

Abb. 5: Proliferationsanalyse der Zelllinie 257 P, 257 RMQ57 RDB
Gezeigt werden die MittelwetteSEM (= System error of the mean)
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Pancreaskarzinomzellen
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0 T T T 1
0,001 0,01 0,1 1 10

2-ME [UM]+ 16 - E[uM]

Abb. 6 : Proliferationsanalyse der Zelllinie 181 P, 181 RNQ81 RDB
Gezeigt werden die MittelwetteSEM (= System error of the mean)

Vergleicht man die beiden Zelllinien 181 und 25@,vgurde beobachtet, dass die Zellen der
Zelllinien 257 P, 257 RNOV, 257 RDB sensibler aigf Behandlung mit 2-ME reagieren.

Bis zu einer Konzentration von 0,1 uM 2-ME erfolgg®wohl bei Magen- als auch
Pankreaskarzinomzellen keine signifikante Prolttershemmung. Ab einer Konzentration von
0,3 UM ist bereits eine Wachstumsinhibition von emh 18 % der Magenkarzinomzelllinie
257 RNOV und 20 % der Pankreaskarzinomzelllinie R8®B zu verzeichnen .

Betrachtet man die nachste Stufe des Konzentsstitstieges von 0,3 uM auf 1 uM so fallt ein
steiler Abfall der Wachstumskurven, eine signiftearProliferationshemmung aller Zelllinien
auf. Die Zelllinie 257 RNOV reagiert am deutlichstmit einer Zellwachstumshemmung von

nahezu 95 % auf 4,6 % der Zellen im Vergleich zankollgruppe.
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Auch bei den Zelllinien 257 RDB und 257 P kam es einem signifikanten
Zellwachstumsabfall auf 18,24 % und 24,5 %.

Betrachtet man die Pankreaskarzinomzelllinie 181BRBo konnte beobachtet werden, dass
diese auf den Konzentrationsanstieg von 2-ME mieriProliferationshemmung von 87 %
reagiert, also zu einer Verminderung der Zellzalfl 43 %. Man kann dies als deutliche
Wachstumsinhibition beurteilen, jedoch muss martstelen, dass im Gegensatz zu den
Magenkarzinomzellen die Zellen des Pankreaskarznsohwacher reagieren. Dies wird auch
deutlich in der Proliferationshemmung der Zellimi#g81 RNOV und 181 RDB, wobei sich die
Zellzahlen auf 28,1 % und auf 42,8 % vermindern.

Ab einer Konzentration von 3 uM néhern sich die W&igmskurven aller Zelllinien an. Bei den
Magenkarzinomzellen ist eine Proliferationshemmhisgzu 98 % der Zelllinie 257 P, 97 % der
Zelllinie 257 RNOV und bis zu 95 % der Zelllinie 2RRDB zu verzeichnen. Vergleicht man
diese Ergebnisse mit denen der Pankreaskarzin@nzeld wird deutlich, dass sich bei dieser
Konzentration von 2-ME die zuvor hervorgehobenentetsthiede zu den Zellen des
Magenkarzinoms relativieren. So ist eine Proliferhemmung von 95 % der Zelllinie
181 RNOV, 94 % der Zelllinie 181 RDB und von 92 Zelllinie 181 P zu erkennen.

Dies macht deutlich, dass bereits bei diesen medriKonzentrationen von 2-ME keine
eindeutige Proliferation mehr zu erkennen ist —d@ntlicher Hinweis auf die Sensibilitat der
Zelllinien auf niedrige Konzentrationen des Ostrugetaboliten 2-Methoxyestradiol.

Betrachtet man dagegen die Wachstumskurven det 6fitHydroxy—17R3-estradiol behandelten
Zellen, so bestatigt der Verlauf der Kurven die Igiom des 16-E als unwirksames
Kontrolléstrogen. Es ist keine signifikante Zellastumshemmung zu beobachten, in nahezu
allen Konzentrationsbereichen wurden Zellzahlensetwen 93 % und 100 % gemessen — eine
Annaherung an den Zellwachstumsverlauf der mit Kimedium behandelten Zellen, so dass
die Unwirksamkeit des 16-E mit der des Medium \elgin werden kann.

Nur in hohen Dosen von 10 uM 16-E wird eine gewiBseizitat beobachtet.
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4.2. Multiresistente Pankreaskarzinomzellen

Die Behandlung der Pankreaskarzinomzelllinie 18( d@nsibel ), 181 RDB ( mdr-1 positiv )
und 181 RNOV ( mdr-1 negativ ) mit unterschiedlich€onzentrationen von Mitoxantrone,
Daunorubicin, Etoposide, Teniposide, Amsacrineplaisn, Paclitaxel und Vindesine sollte die
Multiresistenz der mdr-1 positiven und negativefilidgeen zeigen.
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Abb. 7 : Resistenzniveau der drei Zellklone eines humanakreaskarzinoms 181P
(sensibel ),181RDB (mdr-1 Gen pogsiid 181RNOV (mdr-1 Gen negativ).
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Wie aus den Proliferationsanalysen hervorgeht hesteine Resistenz gegen die
acht Chemotherapeutika.

Die mdr-1 positiven Zellen zeigten eine bis zu 10@th erhohte 1& gegen Paclitaxel,
Vindesine, Daunorubicin und Mitoxantrone. Mdr-1 atyge Zellen waren etwas weniger
resistent mit einer Zunahme derséQum das 10-fache gegen Vindesine, Amsacrine und

Mitoxantrone.

4.3. Nativaufnahmen der Zelllinien unter Behandlung

Nachdem die Proliferationshemmung und damit dieitidn der Apoptose behandelter Zellen
mittels 2-ME in den in 3.2. und 3.3. beschriebeBgperimenten nachgewiesen werden konnte,
wurden nun native Aufnahmen der behandelten Zadlgisprechend der Behandlungsgruppen
durchgefuhrt. Die Aufnahmen der sechs Zellliniefolgte unter einem Durchlichtmikroskop.
Ziel war es, morphologische Veranderungen der médiMm, 16-E und 2-ME behandelten
Zellen nach 48 bzw. 72 Stunden mikroskopisch daefles.

Tatsachlich war es mdoglich, mikroskopisch apoptbtisrerdnderte Zellen von gesunden
Tumorzellen zu unterscheiden.

Deutlich wurde auch der Unterschied zwischen Zelegiche mit 2-ME behandelt wurden und
den Zellen der Kontrollgruppen, Medium und 16-E kiskopisch konnten bei diesen Zellen
aller sechs Zelllinien nur sehr wenige apoptotiserédnderte Zellen beobachtet werden, was
lediglich auf die natlrliche Apoptoserate der Zeltiriickzufihren ist.

Betrachtet man dagegen die Aufnahmen der mit 2-MEabdelten Zellen, so fallt in zuféllig
ausgewahlten Gesichtsfeldern und den nativen Aufieaheine Vielzahl apoptotisch veranderter
Zellen auf — die zusammenhangenden Zellverbdndé airfgehoben, einzelne Zellen mit
Zellkern sind durch die Fragmentation nicht mehifedenzierbar, durch die stattgefundene
Apoptose sind viele Zellen als solche nicht mekeenbar. Dies alles stellen morphologische
Hinweise auf die prdierationshemmende und apoptoseinduzierende Wirkuohes
2-Methoxyestradiol dar.

Exemplarisch wurde unter den Aufnahmen aller sefblBlinien die Zelllinie 181 NOV
herausgegriffen, da bei diesen Aufnahmen nach d&dsgnh die morphologischen Veranderungen
deutlich erkennbar sind ( Abb. 8a-c ). Die Auswadil Bildausschnitte erfolgte zufallig.
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Abb. 8 a : Nativaufnahme der Zelllinie 181 RNOV nach 4&8&n Inkubation im Medium
( Kontrollgruppe )

Die Zellen wurden nur mit Kontrollmedium behand@&tkennbar sind adharente Zellverbdnde

im Proliferationsstadium mit intakten Zellmembraner vollstandigen Nuclei.
(Abb.8a)
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Abb. 8 b: Nativaufnahme der Zelllinie 181 RNOV nach Behamglimit 0,7 uM 16-E als
Kontrolldstrogen nach 48 Stunden

Ebenfalls erkennbar sind morphologisch gesunde raditéd Zellverbdnde in der
Wachstumsphase, die sich von der Kontrollgruppktnioterscheiden.
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Abb. 8 c: Nativaufnahme der Zelllinie 181 RNOV nach deraehung mit 0,7 uM 2-ME
nach 48 Stunden. Die Pfeile zetkyersche Veranderungen der Apoptose.

Im Vergleich zu den Aufnahmen der Kontrollgruppemdsin der Aufnahme der behandelten
Zellen mit 2-ME morphologische Verénderungen enkem.

Bei der Behandlungsdosis von 0,7 pM zeigen sichv&einderungen wie Zellschrumpfung,

.Membranblebbing® und ,apoptotic bodies* (s. PfgileDiese Verdnderungen sind

charakteristische Zeichen der Apoptose.

AulRerdem verringerte sich insgesamt die AnzahZedlen deutlich, ebenso nahm die Adhéarenz
der Zellen ab.

Eine ahnliche Morphologie zeigte sich auch in delddisschnitten der anderen Zelllinien,
ebenfalls bereits bei einer Konzentration von O™ pbzw. 0,6 pM bei der
Pankreaskarzinomzelllinie 181 und der Magenkarzirgllimie 257. Quantitative Unterschiede

der apoptotischen Zellen nach 48 bzw. 72 Stundeawaikroskopisch nicht erkennbar.
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4.4. FACS - Analyse

Wie im Versuch 3.3. beschrieben, konnte nach eiefarbung der Zellen mittels des
Fluoreszensfarbstoffes Propidiumjodid die Analyss delativen Anzahl der Zellen in den
verschiedenen Zellzyklusphasen vorgenommen weldenZellzyklusanalyse der behandelten
Zellen in den Behandlungsgruppen erfolgte in eir@archflusszytometer nach 48 bzw. 72
Stunden.

Das Ziel war es, die vorher in der Proliferatioredgse nachgewiesene Wachstumsinhibition der
mit 2-ME behandelten Zellen nun auch anhand dekzyk#ls und der verschiedenen Phasen
nachzuweisen.

In den folgenden Abbildungen sind die Zellzykluspdra der Pankreas - und
Magenkarzinomzellen nach unterschiedlicher Behargdldargestellt. In den Graphiken ist der
DNA-Gehalt auf der Abszisse aufgetragen und dieathder Zellen auf der Ordinate.

Die Behandlung der Zellen erfolgte mit Medium ( elBehandlung ), mit 16-E und mit 2-ME
fur 48 bzw. 72 Stunden.
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Abb.9: Zellzyklusanalyse der Pankreaskarzinomzelllidigh P ( nativ ), 181 RNOV ( mdr-1
negativ) und 181 RDB ( mdr-1 pesithach der Behandlung mit Medium, dem

unwirksamen Kontrolléstrogen 16-E @hRE
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Nach Durchfihrung der Zellzyklusanalyse im DurcBf#fytometer konnte man, anhand der
Graphiken und der prozentualen Analyse der Zeleralh den verschieden Phasen, zunachst
feststellen, dass bei allen drei Zelllinien nach &shandlung mit Medium und 16-E ein
regularer Zellzyklus auftritt. D.h. die Mehrzahlrdgellen befindet sich in der G1- bzw. S-Phase
mit intakter DNA und nur ein geringer Anteil an sl befindet sich in der sogenannten sub-G1-
Phase, d.h. Zellen mit fragmentierter DNA, welcheg@otisch veréandert sind.

Die Apoptoserate in den Kontrollgruppen der Zeiim181 P, 181 RNOV und 181 RDB betragt
zwischen 1 % und 3 %.

Nach der Behandlung mit 0,7 uM 2-ME aber verandeh der Anteil der Zellen in den
Zellzyklusphasen. D.h. die Zellen in der G1- bzwPl&ase nehmen bei nahezu allen Zelllinien
im Vergleich zu den Kontrollgruppen ab und die Afpgerate aller Zelllinien steigt an.

So steigt die Anzahl apoptotischer Zellen der d#esi Zelllinie 181 P von 1,73 % nach
Behandlung mit 0,7 uM 16-E auf 13,09 % nach 48 haddlung mit 0,7 uM 2-ME und auf
12,23 % nach 72 h Behandlung.

Betrachtet man sich die Zellzyklen der multiresigt@ Pankreaskarzinomzelllinien, so reagieren
diese a&hnlich sensibel auf die Behandlung mit 2\M& die sensible Zelllinie 181 P. Der Anteil
apoptotischer Zellen steigt bei der Zelllinie 184@®V von 3,09 % nach Behandlung mit 0,7 uM
16-E auf 11,02 % nach 48 h Behandlung mit 0,7 puMIR-und auf 9,97 % nach 72 h
Behandlung. Die Apoptoserate der Zelllinie 181 Ripdéragt nach Behandlung mit 16-E 1,29 %
und steigt nach 48 h Behandlung mit 2-ME auf 9,16r# nach 72 h auf 8,12 %.
Zusammengefasst ist die prozentuale Analyse dézakéén in den Zellzyklusphasen in Tabelle
lund?2.
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48h
Zelllinie Behandlung |sub G1lin % Glin %
181 P Medium 1,69 30,44
2-ME 13,09 31,17
16-E 1,73 27
181 NOV Medium 2,82 30,56
2-ME 11,02 22,09
16-E 3,09 23,35
181 DB Medium 1,16 39,65
2-ME 9,16 29,46
16-E 1,29 34,62
Tab. 1
72 h
Zelllinie Behandlung |sub G1lin % Glin %
181 P Medium 1,39 29,02
2-ME 12,23 28,69
16-E 1,35 14,74
181 NoV Medium 2,47 23,69
2-ME 9,97 19,79
16-E 2,20 29,17
181 DB Medium 1,51 31,30
2-ME 8,12 35,50
16-E 1,41 34,53
Tab. 2

Tab. 1+ 2: Ergebnistbersicht der Zellzyklusphasen der Zedhn 81 P, 181 RNOV und
181 RDB nach 48 h und 72 h Behang. Sub-G1 in % entspricht der M1-Phase
in den Graphiken, d.h. Antet &ellen mit fragmentierter DNA. G1 in %
entspricht der M2-Phase in daahiken, d.h. Anteil der Zellen mit intakter
DNA.
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257 P 257 RNOV 257 RDB

ohne ‘ b

Behandlung

0,7 UM 16-E |

0,7 UM 2-ME

nach 48 h i i - 1o
Behandlung

0,7 UM 2-ME a 7
nach 72 h 1
Behandlung RE =

Abb. 10: Zellzyklusanalyse der Magenkarzinomzelllinien PY/nativ ), 257 RNOV ( mdr-1

negativ ) und 257 RDB ( mdr-1 pesinach der Behandlung mit Medium, dem
unwirksamen Kontrolldstrogen 164kl 2-ME
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Die Zellen des Magenkarzinoms verhalten sich dhrdier Zellen des Pankreaskarzinoms.

Nach einer Behandlung mit Medium und 0,6 pM 16-lge® alle drei Zelllinien einen reguléren
Zellzyklus mit der Mehrzahl der Zellen in der Glzwo S — Phase und einer geringen
Apoptoserate, welche zwischen 1 % und 4 % betragt.

Nach der Gabe von 0,6 uM 2-ME fir 48 bzw. 72 Stuanderéandern sich die Zellzahlen in den
Zellzyklen deutlich. Der Anteil gesunder Karzinorthee sinkt bei allen drei Zelllinien um bis
zu 10 bis 20 % ab. Die Apoptoserate der sensibleliide 257 P steigt von 2,1 % nach
Behandlung mit dem Kontrolléstrogen auf 7,63 %md8 Behandlungsstunden mit 2-ME und
auf 7,17 % nach 72 h Behandlung. Die multiresisterZellen des Magenkarzinoms reagieren
dagegen sensibler auf die Gabe von 0,6 uM 2-MEhN&: h Behandlung steigt der Anteil
apoptotischer Zellen der Zelllinie 181 RNOV von13,% auf 20,24 % und nach 72 h auf
23,84 %. Die Apoptoserate der Zelllinie 181 RDBegtvon 4,6 % auf 11,74 % nach 48 h
Behandlung und auf 9,07 % nach 72 h Behandlung.

Zusammengefasst sind diese prozentualen ZellzahlEabelle 3 und 4.
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48h
Zelllinie Behandlung |sub G1in % Glin %
257 P Medium 1,90 55,38
2-ME 7,63 42,49
16-E 2,10 46,71
257 NOV Medium 3,23 43,60
2-ME 20,24 26,40
16-E 3,12 46,85
257 DB Medium 4,46 32,51
2-ME 11,74 20,89
16-E 4,60 29,33
Tab. 3
72 h
Zelllinie Behandlung |sub G1in % Glin %
257 P Medium 3,12 61,38
2-ME 7,17 48,39
16-E 2,60 59,51
257 NoV Medium 3,03 49,93
2-ME 23,84 24,23
16-E 3,16 49,56
257 DB Medium 2,60 43,25
2-ME 9,07 33,86
16-E 1,96 41,50

Tab. 4

Tab. 3+ 4: Ergebnistbersicht der Zellzyklusphasen der Zedhr257 P, 257 RNOV und
257 RDB nach 48 h und 72 h Behang. Sub-G1 in % entspricht der M1-Phase
in den Graphiken, d.h. Antat &ellen mit fragmentierter DNA. G1 in %
entspricht der M2-Phase in daahiken, d.h. Anteil der Zellen mit intakter
DNA.
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4.5. Apoptosenachweis mittels Fluoreszensfarbstof

Um die morphologischen Veranderungen der Zellersdregu veranschaulichen, wurden die
Zellkerne mittels eines spezifischen Fluoreszebstaffes, der sogenannte Hoechst-Farbstoff,
angefarbt, wie in 3.5. genau beschrieben.

Da der Farbstoff mit der DNA interkaliert, ist es moglich, die Zellkernmorphologie unter
einem DAPI-Filter genau betrachten zu kénnen. Digeéarbten Zellkern fluoreszieren blau und
lassen so typische Apoptosezeichen, wie z.B. Kagnfientation, sichtbar werden.

So wurden die Zellen der sechs Zelllinien nach 4@.b72 Stunden Behandlung in zufallig
ausgewahlten Gesichtsfeldern unter dem Fluoreszkreskop fotografiert und ausgezabhit.

Wie schon in den vorangegangenen Experimentengjekeinnte auch hier bei allen Zelllinien
die apoptotischen Veranderungen unter Behandluhg@+MiE dargestellt werden.

Die in unterschiedlicher Ausprdgung und Haufigkeiborkommenden morphologischen
Veranderungen werden in den Bildausschnitten miRerePfeilen gekennzeichnet.

Insgesamt wurden bei den Zellen der Kontrollgruppdedium und 16-E, nach Anfarbung
gleichmaRig intensiv leuchtende, regulare Zellkdreebachtet.

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse Higechst-Farbung und die quantitative

Auswertung der Zellzahlung dargestellt, beginneridden Zellen des Pankreaskarzinoms.
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Abb.11 a: Zellen ohne Behandlung Abb.11 b: Zellen mit 0,7 uM 16-E behandelt

Abb.11 c: Zellen mit 0,7 uM 2-ME flr 48h bB.11 d: Zellen mit 0,7 uM 2-ME fur 72h
behandelt behandelt

Abb. 11: Zellen der nativen Pankreaszelllinie 181 P irsehiedenen Behandlungsgruppen
unter einem Fluoreszensmikroska000facher VergroRerung dargestellt. Die
Pfeile in den Abb. 11 c-d zeigpnptotische Veranderungen nach

unterschiedlicher Einwirkdauer des 2-ME
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Abb.12 a: Zellen ohne Behandlung Abb.12 b: Zellen mit 0,7 uM 16-E behandelt

Abb.12 c: Zellen mit 0,7 uM 2-ME flr 48h bB.12 d: Zellen mit 0,7 uM 2-ME fur 72h

Abb. 12:

behandelt behandelt

Zellen der resistenten Pankreaszelllinie 181 RN@dr-1 negativ ) in
verschiedenen Behandlungsgruppeer einem Fluoreszensmikroskop in
1000facher Vergrolierung dargest8lie Pfeile in den Abb. 12 c-d zeigen
apoptotische Veranderungen nadenschiedlicher Einwirkdauer des 2-ME.
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Abb.13 a: Zellen ohne Behandlung Abb.13 b: Zellen mit 0,7 uM 16-E behandelt

Abb.13 c: Zellen mit 0,7 uM 2-ME flr 48h bB.13 d: Zellen mit 0,7 uM 2-ME fur 72h
behandelt behandelt

Abb. 13: Zellen der resistenten Pankreaszelllinie 181 RD&I(-1 positiv ) in
Verschiedenen Behandlungsgruppeereinem Fluoreszensmikroskop in
1000facher VergroRerung dargetstélie Pfeile in den Abb. 13 c-d zeigen

apoptotische Veranderungen nadenschiedlicher Einwirkdauer des 2-ME.
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In den Bildausschnitten 11-13 cdér mit 2-ME behandelten Zellen weisen die weil3endPauf
die apoptotischen Veranderungen hin, welche déutlgichtbar sind. Es trat eine
Zellschrumpfung durch Zytoplasmaabnahme ein, einekle@re Fragmentation mit
Chromatinkondensation sowie eine Bildung der Aptptoodies.

Die Zellen wurden ebenfalls in den jeweiligen Betlangsgruppen in zufallig ausgewahlten
Gesichtsfeldern ausgezahlt, um das Verhéaltnis desurgden Zellen zu den apoptotisch
veranderten Zellen quantitativ darstellen zu konn&s wurde pro Behandlungsgruppe
mindestens 300 Zellen gezabhilt.

Die Ergebnisse der Zellzahlung apoptotischer Paski@rzinomzellen sind zunachst in
Abbildung 14 quantitativ und die absoluten Wenté4 in Tabelle 5 dargestelit.

Anzahl apoptotischer Zellen

25+
20 H Kontrolle 16-E
15 H Behandlung
mit 2-ME 48h
%
10 OBehandlung
mit 2-ME 72h
5,
0 T T
181 P 181 NOV 181 DB

Abb. 14 : Quantitative Darstellung apoptotischer Zellen @ankreaszelllinien 181 P, 181
RNOV und 181 RDB im Vergleich, nBehandlung mit 0,7 uM 16-E und 0,7 uM
2-ME fur 48 bzw. 72 Stunden
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Anzahl apoptotischer Zellen in %

Zelllinie Behandlung 48h 72h

181 P 16-E Kontrolle 3,96% 5,31%
2-ME 20,52% 21,49%

181 NOV 16-E Kontrolle 4,90% 5,62%
2-ME 16,33% 17,82%

181 DB 16-E Kontrolle 5,30% 5,29%
2-ME 16,50% 17,49%

Tab.5: Darstellung der absoluten Werte in % der apoptdiestZellen der
Pankreaszelllinien 181 P, 181 RN@M 181 RDB im Vergleich, nach Behandlung
mit 0,7 uM 16-E( Kontrolle ) und@ @M 2-ME flr 48 bzw. 72 Stunden

Nach Behandlung mit 0,7 uM 2-ME steigt bei der chsemsiblen Zelllinie 181 P der Anteil der
apoptotischen Zellen auf bis zu 21,49 %, bei datllidien 181RNOV und 181 RDB
beobachteten wir einen Anstieg auf bis zu 17,82 Die Apoptoserate der Zellen nach

Behandlung mit dem Kontrolléstrogen 16-E betrug.5 %
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Abb.15 a: Zellen ohne Behandlung Abb.15 b: Zellen mit 0,6 uM 16-E behandelt

Abb.15 c: Zellen mit 0,6 uM 2-ME fur 48 h  Abb.15 d: Zellen mit 0,6 uM 2-ME fiir 72 h
behandelt behandelt

Abb. 15: Zellen der nativen Magenkarzinomzelllinie 25in Rerschiedenen
Behandlungsgruppen unter einenofeszensmikroskop in 1000facher
VergroRerung dargestellt. Die Rfen den Abb. 15 c-d zeigen apoptotische

Veranderungen nach unterschiedlidiiawirkdauer des 2-ME.
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Abb.16 a: Zellen ohne Behandlung Abb.16 b: Zellen mit 0,6 uM 16-E behandelt

Abb.16 c: Zellen mit 0,6 uM 2-ME flr 48h bB.16 d: Zellen mit 0,6 uM 2-ME fur 72h
behandelt behandelt

Abb. 16: Zellen der resistenten Magenkarzinomzelllinié BNOV in verschiedenen
Behandlungsgruppen unter einenofdszensmikroskop in 1000facher
VergroRerung dargestellt. Die Rfen den Abb. 16 c-d zeigen apoptotische

Veranderungen nach unterschiedlidiaewirkdauer des 2-ME.
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Abb.17 a: Zellen ohne Behandlung Abb.17 b: Zellen mit 0,6 uM 16-E behandelt

Abb.17 c: Zellen mit 0,6 uM 2-ME flr 48h bB.17 d: Zellen mit 0,6 uM 2-ME fur 72h
behandelt behandelt

Abb. 17 : Zellen der resistenten Magenkarzinomzelllinie 2DBRn verschiedenen
Behandlungsgruppen unter einenofeszensmikroskop in 1000facher
VergroRerung dargestellt. Die Rfen den Abb. 17 c-d zeigen apoptotische
Veranderungen nach unterschiedlidfiawirkdauer des 2-ME.
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Wie schon bei der Pankreaskarzinomzelllinie 181 clvesben, treten auch bei der
Magenkarzinomzelllinie 257 nach Anfarbung des Zasitls charakteristische morphologische
Veranderungen durch Apoptose auf.

Durch die weisen Pfeile in den Graphiken sichtbarden besonders Kernfragmentation und
Chromatinkondensation, sowie Apoptotic bodies uasl Membranblebbing.

Die mit den Kontrollsubstanzen Medium und 16-E beledten Zellen zeigten keine
morphologischen Veranderungen, nur sehr selten tkanrapoptotisch veranderte Zellen
beobachtet werden.

Auch bei dieser Zelllinie wurden die Zellen getrenach gesunden und apoptotisch veranderten
Zellen in zufallig ausgewahlten Gesichtsfelderngaaéhlt und die apoptotisch verdnderten
Magenkarzinomzellen in folgendem Balkendiagrammygestellt, wobei wieder der Vergleich
der sensiblen Zelllinie 257 P mit den multiresigg@nZelllinien 257 RNOV und 257 RDB im
Vordergrund steht. Die absoluten Werte in % sindabelle 6 im Vergleich nach 48 h und 72 h
Behandlung dargestellt.

Anzahl apoptotischer Zellen
25+
204 E Kontrolle 16-E
15 HE Behandlung
% mit 2-ME 48h
10
OBehandlung
mit 2-ME 72h
5,
O T T
257 P 257 NOV 257 DB

Abb. 18 : Quantitative Darstellung apoptotischer Zellen dégigenkarzinomzelllinien 257 P,
257 RNOV und 257 RDB im Vergleidth Behandlung mit 0,6 uM 16-E und 0,6
UM 2-ME flr 48 bzw. 72 Stunden
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Anzahl apoptotischer Zellen in %
Zelllinie Behandlung 48h 72h
257 P 16-E Kontrolle 4,90% 5,61%
2-ME 22,90% 21,21%
257 NOV 16-E Kontrolle 5,30% 5,94%
2-ME 15,11% 20,52%
257 DB 16-E Kontrolle 6,57% 5,29%
2-ME 10,81% 20,52%

Tab. 6: Darstellung der absoluten Werte in % der apoptdtestZellen der
Magenkarzinomzelllinien 257 P, Z8YOV und 257 RDB im Vergleich, nach
Behandlung mit 0,7 uM 16-E( Kontodll und 0,7 uM 2-ME fur 48 bzw. 72 Stunden

Die Magenkarzinomzellen verhalten sich nach deraBdlung mit dem Kontrolléstrogen bzw.
mit 2-ME &hnlich der Pankreaszellen, wobei bei delllinie 257 mehr Unterschiede in der
Zellzahl nach unterschiedlicher Behandlungsdaudrenlpachten sind.

Die sensible Zelllinie 257 P reagierte auf eine &elung mit 0,6 uM 2-ME mit einem Anstieg
apoptotischer Zellen auf 23 % nach 48 h und afo2iach 72 h.

Die multiresistenten Zelllinien 257 RNOV und RDBhe#n sich dieser Apoptoserate nach

72 h Behandlung an. Betragt die Apoptoserate na&hh4Behandlung bei der Zelllinie

257 RNOV 15 % und bei der Zelllinie 257 RDB nur 1186 steigt die Anzahl apoptotischer
Zellen bei beiden Zelllinien nach 72 h auf 20,5 %.

Die Apoptoserate der Zellen nach Behandlung mit demtrolléstrogen 16-E betrug rund

5 %.
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5. Diskussion

5.1. Steroide und Tumorwachstum

Ostrogene konnen bekanntermafRen Tumorwachstumesostiere das Mamma — und
Endometriumkarzinom férdern, wenn eine chronischepadSition durch hormonelle
Dysregulation oder iatrogen vorliegt ( Ziehl et E75; Mack et al. 1976; McDonald et al. 1977;
Pike et al. 1993; Feigelson et al. 1996 ). Hierbangt die Wachstumsstimulation durch
Ostrogene und die Prognose der Erkrankung weitgeheon der Expression von
Ostrogenrezeptoren ab.

Ganz anders verhalt sich 2-ME. Es wirkt nicht tufwaternd, sondern tumorhemmend bei
vielen Tumoren, weshalb es als ,, a good estrogertichnet wurde ( Pribluda et al. 1998 ).

Die Bindungsstelle ist hierbei nicht der Ostrogeemor, wodurch sich das AusmafR der
Einsatzmoglichkeiten von 2-ME auf 6strogenrezemgative Organe erweitert. ( Merriem et al.
1980 ; Seegers et al 1989 ; Cushman et al. 19%ege8s et al. 1997 ; Wang et al. 2000 ;
LaVallee et al. 2002 ).

5.2. Tumorhemmung durch 2-ME
Wie aus einer Menge an unterschiedlichen Publikatio ersichtlich, scheint 2-ME einen

tumorhemmenden Effekt auf die meisten oder moghebse auf alle malignen Tumore zu

haben.
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Tumorarten Autoren Publikationsjahr

Endothelzellen Fotsis et al 1994
Yue et al 1997
Tsukamoto et al 1998
Osteosarkom Maran et al. 2002
Golebiewska et al. 2002
Angiosarkom Reiser et al 1998
Arbiser et al 1999
Mammakarzinom Lottering et al 1992
Cushman et al 1995
Klauber et al 1997
Seegers et al 1998
Zhu et al 1998
Zoubine et al 1999
Amorino et al. 2000
Lippert et al. 2003
Bronchialkarzinom Mukhopadhyay et al 1997
Mukhopadhyay et al 1998
Kataoka et al 1998
Pankreaskarzinom Schumacher et al 1999

Hepatozellulares

Karzinom Schumacher et al 2000
Neuroblastom Nakagawa-Yagi et al 1996
Wassberg et al 1999
Magenkarzinom Heng-Liang et al 2000
Lin et al. 2001
Multiples Myelom Dingli et al. 2002
Chauhan et al. 2002
Prostatakarzinom Qadan 2001
Kumar et al. 2001
Bu et al. 2002
Figg et al. 2002
Kolorektales Karzinom Kinuya et al. 2001
Carothers et al. 2002

Tab. 7: Literaturtibersicht verschiedener Tumore, die ireimrWachstum erfolgreich durch

2-ME gehemmt werden konnte
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Besonders haufig wurde das Mammakarzinom untersubie DNA-Synthese und die
Mitoserate konnte bei den Mammakarzinomzellen MQbeieits mit einer geringen Dosis von
10nM gehemmt werden ( Lottering et al. 1992 ). DaRsmorwachstum von humanen
Mammakarzinomzellen konnte bei Mausen um 60 % mé#reDosis von 75 mg/kg KG taglich
ohne erkennbare Toxizitatszeichen gehemmt werééauper et al. 1997 ).

Ebenfalls 2002 untersuchte man die Wirkung des 2-&4E multiresistente multiple Myelom
Zellen. Unter Behandlung mit 0,5uM — 20uM erfolgia kontinuierlicher Proliferationsabfall,
so dass das Tumorzellwachstum unter Umgehung vosiste@ezmechanismen signifikant
gehemmt werden konnte. Hier wurde als Mechanisneud\thchstumshemmung eine Induktion
von Apoptose gefunden, die tber Cytochrom C RelaadeAktivierung der Caspasen 8, 9 und 3
erfolgte. Die Ursache der Uberwindung der Resisteoante auch hier nicht abschlieBend
geklart werden ( Chauhan et al. 2002 ).

Der tumorhemmende Effekt des 2-ME zeigte sich awmchler Behandlung multiresistenter
Pankreaszellen und cisplatinresistenter Bronchizilkamzellen, wobei sich eine

dosisabhangige Proliferationshemmung ergab ( Sctivenat al. 2000 ).

5.3. Wirkung von 2-ME auf multiresistente Pankreas- und Magenkarzinomzellen

5.3.1. Proliferationsanalysen

Bei den von uns durchgeflihrten Versuchen konntenewien sehr starken, dosisabhangigen,
tumorhemmenden Effekt von 2-Methoxyestradiol aufetehumaner Tumore aufzeigen, so des
Pankreaskarzinoms und Magenkarzinoms. Beide Turaben eine eher schlechte Prognose,
wenn eine kurative Operation nicht mdglich ist. Gtkzufihren ist dies zum einen auf die meist
spate Diagnostik auf Grund unspezifischer Symptoorel auf frihe Metastasierung.
Zum anderen besteht das Problem der zunehmendeno@dsstenz.

Doch in dem Vergleich der mit 2-Methoxyestradiohedelten sensiblen und multiresistenten
Pankreas — und Magenkarzinomzellen zeigten siatein Proliferationsanalysen 4~ Werte
der multiresistenten Zelllinien von 0,7uM und 0,6pvas in etwa dem der sensiblen Zelllinien
entspricht.

Sowohl unsere Daten als auch die Ergebnisse detiplenlMyeloms ( Chauhan et al. 2002 )

und des multiresistenten Pankreaskarzinoms undlatiggsistenten Bronchialkarzinoms
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(Schumacher et al. 2000 ) zeigen, dass 2-ME ingkalveise durch die Resistenz gegentber den
herkdbmmlichen Zytostatika beeinflusst wird.

Die Mechanismen der Uberwindung der Resistenz soth weitgehend unklar und bedirfen
noch weiterer Untersuchungen.

Die Expression des Resistenzgens mdr-1 schein2ME keine wesentliche Bedeutung zu
haben, da die Klone der Pankreas — und Magenkanziellinien mit oder ohne Expression des

mdr-1 Gens gleichermalRen sensibel waren.

5.3.2. Induktion von Apoptose

Zahlreich beobachtete Proliferationshemmungen fiegdenster Tumorzellen nach Behandlung
mit 2-ME basieren auf der Induktion eines Zellzg@dtrestes oder eines apoptotischen Zelltodes.
Stattgefundener Zellzyklusarrest aul3ert sich irB¥éerungen in den G1 — bzw. G2/M - Phasen,
welche in Zellzyklusanalysen dargestellt werdenndim

Derartige Beobachtungen wurden schon in vieleniStuoleschrieben.

Der Wachstumsarrest in der G2/M — Phase des Zdligyonnte als Folge der Zerstérung der
Mikrotubuli durch 2-ME in einigen Karzinomzellen digachtet werden. So z.B. in
Prostatakarzinomzellen ( Qadan et al. 2001 ) adkeberkarzinomzellen ( Lin et al. 2000 ).

Bei einer Studie an Schilddrisenzellen kam es nBehandlung mit 2-ME zu einem
Zellzyklusarrest in der G2/M — Phase, wobei naclgédier Exposition der Zellen gegeniber
2-ME eine Apoptose-Induktion sowie die Freisetzumgn Autoantigen gefunden wurde
(Wang et al. 2000 ).

Es wurden aber auch andere Verteilungen in Zekaykbeobachtet. So resultierte die
Behandlung von Mammakarzinomzellen mit 2-ME in einhaufung der Zellen in der
G1-Phase ( Lottering et al. 1992 ), wohingegen Rmadkarzinomzellen in der S - Phase
akkumulierten ( Schumacher et al. 1999).

Kommt es dagegen zur Induktion des apoptotischditodes, so wird dies deutlich in einer
Zunahme der sub-G1-Region. Unsere Untersuchunggaben eine deutliche Zunahme der
apoptotischen Zellen in der sub-G1l-Region nach Bdélbag mit 2-ME, sowohl der
multiresistenten Pankreaskarzinomzellen als aucimdéiresistenten Magenkarzinomzellen.
Diese Zunahme der Apoptose entspricht in etwa densiBler Pankreas — und
Magenkarzinomzellen. Damit entsprechen diese Eigsbndenen in verschiedenen Studien

beobachteten Apoptose-Induktionen zahlreicher Taell@n nach 2-ME Behandlung.
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Neuroblastomzellen erlitten bereits nach 10nM deoptotischen Zelltod ( Nakagawa-Yagi et
al. 1996 ). Weitere Zelltypen wie Prostatakarzinelien ( Qadan et al. 2001; Bu et al. 2002 ),
Mammakarzinomzellen ( LaVallee et al. 2002 ), Leulgzellen ( Huang et al. 2000 ),

Magenkarzinomzellen ( Lin et al. 2001 ), OsteosarKkaMaran et al. 2002 ) und andere folgten,
die durch 2-ME in den apoptotischen Zelltod Ubentfierden.

Diese Resultate lassen vermuten, dass 2-ME vedsiee Mechanismen benutzt, um das
Wachstum vieler verschiedener Tumorzellen zu hemmen

Dadurch ist es moglich, den Verlust der Apoptoseképt, denen die Tumorzellen unterliegen,

so therapeutisch beeinflussen zu kénnen

5.4. Wirkmechanismen von 2-ME bei multiresistenterZellen

Wie es zur Uberwindung der Chemoresistenz in vésdeimsten Tumorarten durch 2-ME
kommt, wurde bereits in zahlreichen Studien untdrsuDabei zeigten sich verschiedene

Ansatzpunkte, die man in 3 Hauptgruppen unterteik@mn, welche in Tabelle Nr. 8

zusammengefasst sind.
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Antiangiogenese

Hemmung der Neovaskularisierung

Induktion von Apoptose bei Endothelzellen

Hemmung der bFGF und VEGF induzierten Neovasisierung
Herunterregulierung von VEGF

Hemmung der Mikrotubuli
Bindung an der Colchicinbindungsstelle
Hemmung der Tubulinpolymerisation

Mitosearrest ohne Tubulinpolymerisation

Induktion von Apoptose
p53 Stabilisierung

p53 unabhéngige Apoptose
bcl-2 Phosphorylierung
bcl-2 Herunterregulierung

Herunterregulierung von p34cdc2 und Cyclin B1

Erh6hung von intrazellularem NOS (Nitric Oxig8ynthase) und NO

Hemmung der Superoxiddismutase

Senkung der II-6-Sekretion

Tab. 8. Bislang untersuchte Wirkmechanismen von 2-ME auiorzellen

5.4.1. Hemmung der Superoxiddismutase

Die Superoxiddismutase

ist eine essentielles Enzyme)ches

Superoxidradikale zu #D2 reduziert und anschlieend durch eine Peroxidas@/asser und

Sauerstoff umwandelt. Die Superoxidradikale gehorenden reaktiven Sauerstoffspezies,
welche die Zellen schadigen und so Apoptose indezi&bnnen. Schon geringe Mengen dieses
Enzyms kénnen Zellen und damit auch Tumorzellendesr schadigenden Einfliissen schitzen,

sind verantwortlich fur die Resistenz der Tumoeelgegen bestimmte Chemotherapeutika und
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verhindern die Oncogen-induzierte Apoptose ( Paral2004 ) . Dieser Umstand macht die

Tumorzellen abhangig von dem Vorhandensein diesegris.

Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass 2-MHBemmung dieses Enzyms fuhrt, und es
somit zur Akkumulation des zellularen reaktiven &atoffs kommt. Dies fuhrt zur Schadigung

der Mitochondrienmembranen, zur Freisetzung voro€ybm c, welches die Caspase 9 und 3
aktiviert und so die Apoptose der Tumorzellen indtiz Huang et al. 2000; Jakub et al. 2003;
Pani et al. 2004 ).

Huang et al. zeigte diesen Effekt in seiner Studie Leukdmiezellen und normalen

Lymphozyten, wobei das Wachstum der malignen Zelesentlich durch die Hemmung der

Superoxiddismutase beeintrachtigt wurde, die nagmalymphozyten blieben zum grofiten Teil

unbeeinflusst.

5.4.2. Senkung der IL-6-Sekretion

Chauhan et al. ( 2002 ) untersuchte in seiner 8tudie Wirksamkeit von 2-ME auf
multiresistente multiple myeloische Zellen. Die ehsuchungen ergaben, dass 2-ME das
Wachstum der malignen Zellen signifikant beeintt@thund somit einen Mechanismus
Uberwindet, welcher vorher fur den Erfolg anderee@otherapeutika ein Hindernis darstellte.
Eine Uberwaltigung des Resistenzmechanismus wurdkei Beeinflussung der IL-6-Sekretion
der Knochenmarkstromazellen gesehen. So kommuesh dAdhasion multipler myeloischer
Zellen an Knochenmarkstromazellen zu einer Sekretin verschiedenen Faktoren wie IL-6.
Ein hoher Serumwert von IL-6 allerdings tragt zlimikchen Chemoresistenz und zum Scheitern
von Behandlungen bei ( Kyrstsonis et al.1996 ).

Deshalb untersuchte Chauhan et al. den Einflus2eME auf die IL-6-Sekretion und stellte
fest, dass 2-Methoxyestradiol die adhasion-indteiell-6-Sekretion senkt und so die
Chemoresistenz der malignen Zellen Uberwindet. dmeit es bei Pankreas- und
Magenkarzinomen zu einer erhéhten IL-6-Sekretiomiad und ob dieser Mechanismus dann

eine Bedeutung bei multiresistenten Zelllinien hatss noch geklart werden.
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5.5. Toxizitdt von 2-ME

Turner et al. 2000 untersuchte in einer StudieWikkung des 2-ME auf das Knochenwachstum
in 3 Monate jungen weiblichen Ratten. Seine Ergedmizeigten, dass eine Behandlung mit
2-ME fur 13 Tage in einer Dosis von 100 mg/kg/d daesgenwachstum der Knochen erheblich
beeintrachtigte, wahrend das radiare Knochenwachatbeeinflusst blieb. Ein Hinweis darauf,
dass 2-ME in der Lage ist, zwischen schnell proéfenden Chondroblasten, wie sie in der
Langenwachstumszone des Knochens zu finden sindzuigthen geringer proliferierenden
Osteoblasten differenzieren kann. Die Inhibitiors d&ngenwachstum ist dabei mdglicherweise
auf die Hemmung der Angiogenese zuriickzufihrerridiuet al. 2000 ).

Diese Beobachtung sollte besonders beim Einsatz 2+btE bei schwangeren Frauen bzw.
Kindern bedacht werden, wo das Langenwachstum niotih abgeschlossen ist.

In einer weiteren Studie an Hamsterembryofibroblasin vitro beobachtete man eine
karzinogene Wirkung von 2-ME. Dabei kam es zu Closomenaberrationen und
Chromosomenbrichen schon in Dosen ab 0,3 pg/ml 2-ME

Damit scheint 2-ME genotoxisch auf kultivierte eytdorale Sdugetierzellen zu wirken.

Das weist auf eine mogliche Fruchtschadigung inoviunter einer Behandlung mit
2-Methoxyestradiol hin, allerdings wurde dieser ekff des 2-ME nur in dieser Studie
beobachtet. Schwangere Frauen sollte man bei demsdden Versuchen auf jeden Fall

ausschlieRen.

5.6.  Klinischer Einsatz von 2-ME

Der Einsatz des 2-Methoxyestradiol am Menschenlgtefobereits in einigen ausgewahlten
Studien an Patienten, allerdings nur in den USA2-l4E unter dem Namen Panzéndurch die

US amerikanische Firma EntreMed vertrieben wird.

Tabelle Nr. 9 zeigt eine Ubersicht tiber die dertzeifenden klinischen Studien.
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Ort der Studie Tumortyp Phase

Mayo Clinic, Rochester, MN

Dana-Farber Cancer Institute, Boston, I*MtJ ltiples Myelom I

National Cancer Institute, Bethesda, MIFortgeschrittene solide Tumorkn
Mayo Clinic, Rochester, MN Fortgeschrittene solide Tumorken

IndianaUniversityCancerCenter,
Indianapolis, IN

Metastasierendes Mamma-Ca |

University of Wisconsin, Madison, WI
Indiana University Cancer Center, Prostata-Ca Il
Indianapolis, IN

Tab. 9: Kliniken der USA, in denen derzeit klinische Rhlsder Phase Il Studien mit 2-ME

durchgefuhrt werden.

Die Phase | der Mammakarzinomstudie und die PHater IProstatakarzinomstudie sind bereits
abgeschlossen und einige Ergebnisse der Mamma&eargtadie wurderbeim Jahreskongress
2002 der American Association of Clinical Oncold@gyCO) vorgestellt (Sledge et al. 2002).

Es wurden Patientinnen mit vorbehandeltem metastaziem Mammakarzinom behandelt.
2-ME wurde oral einmal (200-1000mg/Tag) oder zweéimaglich (200-800mg/12h)
verabreicht. Die Behandlungsdauer betrug 28 Tagmlgl von einem Beobachtungszeitraum
von 14 TagenDie maximalen Serumspiegel von 2-ME wurden 2-4 @&wnnach Applikation
gemessen, wobei eine Akkumulation von 2-ME nachlididgeinmaliger Gabe nicht zu
verzeichnen war, allerdings in den ersten Tagen dexi taglichen zweimaligen Gabe.
Die Halbwertszeit von 2-ME lag bei ca. 10 Stund&nie Behandlung wurde von den
Patientinnen gut vertragen und es konnten aucteRéaranderungen des Ostrogenspiegels, des
LH oder des FSH beobachtet werden.

Mit diesen guten Ergebnissen wurde eine zweiteiStarchgefihrtmit einer Kombination aus
2-ME und Docetaxel als Phase | Studie, ebenfalis beetastasierenden Mammakarzinom an
der Indiana Universitat in Indianapolis (Millerat 2002).

Dabei wurde Docetaxel wéchentlich in 4 von 6 Wocherd 2-ME einmal taglich oral
verabreicht.

Auch hier wurde die Behandlung gut vertragen, \eestene Nebenwirkungen traten auf in
unterschiedlicher Auspragung, jedoch nie schwereeN@irkungen, die zum Abbruch fihrten.
Erwahnt seien hierbei Mudigkeit, Durchfall, Ubelkelyalgien, Haarausfall, Obstipation und

Kopfschmerzen.
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Bei sehr wenigen Patienten kam es zu erhdhten Wweloesn, welche sich aber nach Absetzen
des 2-ME rasch wieder normalisierten.

Die Auswertungen zeigten, dass nur bei einem Diikte Patientinnen eine Tumorprogression
auftrat.

Ahnliche Vertraglichkeiten und Nebenwirkungen kamtbei der Prostatakarzinomstudie
beobachtet wurden ( EntreMed ). Bei vielen Patiertam es zur Stabilisierung und zum
Ruckgang des PSA, sowie zu einer Abnahme der Wauniséaktoren VEGF und bFGF im
Plasma um bis zu 55% nach dreimonatiger Behandiaitgsit 2-ME.

Diese Studien und die bereits vorhandenen Ergebamsgien, dass 2-ME eine Substanz zu sein
scheint, welche in der Klinik ihre Indikation unawendung finden wird.

Es sollten weitere Untersuchungen in Kombinatiomeih anderen Zytostatika durchgefihrt
werden, da auch hier vielversprechende additive ha&fasnshemmungen in vitro beobachtet
wurden, so z.B. beim Hepatozellularen Karzinom nBehandlung mit 2-ME mit Gemcitabine
kombiniert ( Schumacher et al. 2003 ).

Auch beim Pankreas- und Magenkarzinom sollte elimeskhe Studie initiiert werden, da aul3er

einer kurativen Operation keine zufriedenstelleBtdemotherapie existiert.
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6. Zusammenfassung

Das Magen — und Pankreaskarzinom, beides sehrsagggel umore, stehen in der
Krebstodesursachenstatistik auf Platz vier und iitiieier Bundesrepublik Deutschland.

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms nimmt sogagstet wahrend die des Magenkarzinoms
racklaufig ist, aber trotz dieser Ricklaufigkeitehtaidie Stellung des Tumors in der
Krebstodesursachenstatistik deutlich, wie aggredassvKarzinom ist und wie wenig wirklich
effektive, kurative Therapieoptionen es fir beidegzinomarten doch gibt. Die einzige kurative
Therapiemaoglichkeit fur sowohl Magen- als auch Paagkarzinom stellt die chirurgische
Resektion dar, welche allerdings bei beiden Tumdrech fortgeschrittene Tumorstadien bei
Erstdiagnose und ausgedehnten Metastasierungdietimird. Als weitere Mdoglichkeit besteht
noch die adjuvante bzw. palliative Chemotheraprcihe auch in ihrer Ausschoépfung durch
toxische Nebenwirkungen und bestehende Resistetedfrebszellen gegen eine Vielzahl von
Zytostatika begrenzt ist.

Deshalb besteht der Wunsch nach einer Therapiehevslowohl tumorhemmend und gering

toxisch wirkt und méglicherweise sogar die Ressteachanismen der Krebszellen Gberwindet.

2-Methoxyestradiol ist ein Hormon, welches haugtél in der Leber durch Metabolisierung
von Ostradiol entsteht und physiologischerweisd&Jiin ausgeschieden wird. Die inhibitorische
Wirkung des 2-ME auf das Tumorzellwachstum wurdelgreich in zahlreichen Studien auf
viele verschiedene Tumorarten untersucht und nadkgen, so dass dies auch fir das Magen —
und Pankreaskarzinom, méglicherweise sogar fumdikiresistenten Karzinomzellen, eine
weitere Therapieoption darstellen kdnnte.

Die bisher durchgefiihrten in vitro und in vivo Expgente zeigten gute tumorhemmende
Eigenschaften des 2-ME, wie Proliferationshemmumdj ldHemmung der Neovaskularisation,

welche auf zahlreiche verschiedene Induktionswege?dME zuriickzufihren sind.

Dass das 2-ME auch das Wachstum von Pankreaskanzétien ( Schumacher et al. ) und
Magenkarzinomzellen ( Lin et al. ) hemmt, wurdeastin einigen Studien nachgewiesen.

Wir aber stellten uns die Frage, ob 2-ME auch elmenso wirksame Hemmung auf
multiresistente Magen — und Pankreaskarzinomzebégt und somit als weitere Therapieoption

in Frage kommen kénnte.

69



Dazu fuhrten wir verschiedene in vitro Experimetiiech, welche unter dem Vergleichsaspekt
Wirkung des 2-ME auf sensible und multiresistentéezkhomzellen betrachtet und untersucht

wurden.

Dazu wurde zunéchst eine Proliferationsanalysgewnils einer sensiblen und zwei
multiresistenten Zelllinien der Magen — und Pangkeazinomzellen durchgefiihrt. Ziel dieser
Proliferationsanalyse war es, herauszufinden, elsdbstanz 2-ME die Resistenzmechanismen
der multiresistenten Karzinomzelllinien Gberwindat das Tumorzellwachstum zu hemmen
vermag. Die Wachstumsanalysen aller drei Zelllirdenbeiden Karzinome zeigten nach
5tagiger Behandlungsdauer mit 2-ME eine dosisalgérigyoliferationshemmung, welche
teilweise bis zu 98 % erreicht werden konnte.

Diese Ergebnisse gaben Anlass zu weiteren Expetamewo der qualitative und quantitative
Apoptosenachweis im Mittelpunkt stand.

Als nachstes stellten wir die Zellzyklusphasen efsteiner FACS-Analyse dar. Dadurch konnte
geklart werden, ob die Proliferationshemmung dezkamzellen durch Apoptoseinduktion
oder Zellzyklusarrest geschieht. Tatsachlich kommt#en FACS-Analysen bei allen drei
Zelllinien des Magen — und Pankreaskarzinoms eur@dme der

sub — G1 — Phase beobachtet werden, welche diedviirgragmentierten DNA darstellt, was
einer Wachstumsinhibition durch Induktion der Apmg# entspricht. Ein Hinweis auf einen
maoglichen Zellzyklusarrest durch Zunahme der Ghase oder G2/M - Phase konnte nicht
erbracht werden.

Ein weitere Apoptosenachweis erfolgte in der Anddudpder Zellkerne der behandelten und
nicht behandelten Zelllinien mittels eines HoecHsuoreszensfarbstoffes. Da der
Fluoreszensfarbstoff mit der DNA interkaliert, veer mdglich, nach Behandlung der
Karzinomzellen mit 2-ME unter einem DAPI-Filter diithe morphologische Veranderungen
der Zellkerne nachweisen zu kbnnen. VeranderungeZellschrumpfung, nukleare
Fragmentation mit Chromatinkondensation oder Biguon sogenannten Apoptotic bodies
weisen auf apoptotische Zellen hin. Diese Veramggn wurden durch Mikroskopaufnahmen
von zufallig ausgewéhlten Gesichtsfeldern dargkstel

Zur quantitativen Darstellung des Verhaltnissesigdsr und apoptotischer Zellen in
Abhéangigkeit unterschiedlicher BehandlungsdosenBettandlungsdauer erfolgte eine
Zellzahlung und eine Darstellung im BalkendiagrarBmi. allen drei Zelllinien des Magen —
und Pankreaskarzinoms konnte eine Zunahme apagtetiZellen der behandelten Gruppe im

Gegensatz zur unbehandelten Gruppe verzeichneewerd
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Ebenfalls wurden von allen Zelllinien nach Behandlunit 2-ME bzw. mit Kontrollsubstanz
Medium und 16-E Nativaufnahmen angefertigt und awstdplte Beispiele dargestellt.

Die Ergebnisse der durchgeflhrten Experimente bpretiir die wachstumshemmende Wirkung
des Ostrogen-Derivates 2-ME auf sowohl sensiblernultiresistente Magen — und
Pankreaskarzinomzellen. Durch diese nachgewiesatiéeRationshemmung konnte das
2-Methoxyestradiol als mdgliche Therapiemedikatiender Behandlung der Pankreas — und
Magenkarzinome, auch bei der Behandlung bereitapieresistenter Pankreas — und
Magenkarzinome, bedacht werden. Es muss jedoclthiedarden, dass hiermit die Wirkung
des 2-ME fur die Behandlung gerade der multirestste Zelllinien in vivo noch nicht
nachgewiesen ist, was natirlich noch hinsichtlieb Ausmafies der Proliferationshemmung und
der dabei notwendigen Dosierungen hinreichend gekikrden muss.

Auch musste die Wirkung des 2-ME auf den restlicBeganismus in Tierexperimenten bzw.
ersten klinischen Studien beobachtet werden, unlioh@&gtoxische Nebenwirkungen bzw.
hemmende Wirkungen des 2-ME auf normales Pankreasl -Magengewebe bzw. schnell
proliferierendes Gewebe wie Gastrointestinaltrgkipchenmark und Haarfollikel nachweisen
zu kénnen.

Auch wenn die zuletzt genannten Versuche noch nigtthgefihrt sind, so lasst sich doch aus
den Erfahrungen anderer Tierexperimente bzw. &hstische Studien an anderen Tumorarten
eine gute Prognose fur die Vertraglichkeit des 2imMEnenschlichen Organismus vorhersagen.
Unklar ist jedoch noch, ob die proliferationshemuaeiVirkung in vivo mit der in vitro

korreliert.

Trotzdem ist mit dem erfolgreichen Nachweis der Wgaegmshemmung multiresistenter
Pankreas — und Magenkarzinomzellen ein erster tBahRRichtung erweiterte Therapieoptionen
getan. Spatere Einsatzgebiete kénnten in einer Menapie oder Kombinationstherapie liegen,
wobei gerade auch die Kombinationstherapie selwerngprechend ist, auf grund der
synergistischen Wirkung des 2-ME mit anderen Behang$optionen wie z.B. Bestrahlung oder

Photodynamische Therapie.
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