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Gib auf dich acht 

 

Achte auf deine Gedanken, denn sie werden Worte. 

Achte auf deine Worte, denn sie werden Handlung. 

Achte auf deine Handlungen, denn sie werden Gewohnheit. 

Achte auf deine Gewohnheiten, denn sie werden Charakter. 

Achte auf deinen Charakter, denn er wird dein Schicksal. 

 

Aus dem Talmud
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1 Einleitung 
 

1.1 Cholangiozelluläres Karzinom 
 

1.1.1 Einführung 

 

Das cholangiozelluläre Karzinom (CCC) ist ein maligner Tumor, welcher vom 

Epithel der Gallenwege ausgeht. Nach dem hepatozellulären Karzinom (HCC) 

stellt es die zweithäufigste Neoplasie der Leber dar [1]. Obwohl es unter den 

gastrointestinalen Tumoren nur 3 % ausmacht, konnte in epidemiologischen 

Studien gezeigt werden, dass seine Inzidenz in der westlichen Welt signifikant 

zunimmt [2-4].  

Anatomisch unterscheidet man ein intra- (IH-CC) von einem extrahepatischen 

Gallengangskarzinom (EH-CC). Letzteres wird weiter in ein proximales bzw. 

hiläres (die sogenannten Klatskin-Tumoren) und distales Gallengangskarzinom 

unterteilt. Mit 80-90 % stellt das EH-CC die Mehrheit der CCCs dar [5]. 

Histologisch sind sowohl IH-CCs als auch EH-CCs zu über 90 % 

Adenokarzinome. Diese können als gut bis schlecht differenzierte bzw. 

undifferenzierte Tumore vorkommen [1, 6]. 

 

1.1.2 Epidemiologie 

 

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eines CCCs ist die Mehrzahl der Patienten 

über 65 Jahre. Das Durchschnittsalter der Frauen liegt bei 71 Jahren, das der 

Männer bei 76 Jahren [7, 8]. 

 

In den unterschiedlichsten Ländern der Welt sowie unter den Geschlechtern ist 

eine ausgeprägte Varianz der Inzidenz des IH-CCs zu beobachten. So sind 

beispielsweise im nordöstlichen Thailand 96 von 100.000 Männern betroffen, 

wohingegen es bei den Frauen 38 von 100.000 sind. In Australien sind es 

dagegen nur 0,2 bzw. 0,1 von 100.000 Männern und Frauen. Selbst innerhalb 

eines Landes variieren die Zahlen in Abhängigkeit des dort vorherrschenden 
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Risikofaktors [8]. In nordöstlichen Regionen von Thailand ist die hohe Anzahl 

der Neuerkrankungen im Gegensatz zu anderen Landesteilen auf eine Infektion 

mit dem Leberegel zurückzuführen [9].  

In den letzten Jahrzehnten war ein Anstieg der Inzidenz in den Vereinigten 

Staaten zu beobachten. Sie stieg zwischen den Jahren 1973 und 1997 von 0,13 

auf 0,67 pro 100.000 Einwohner an. Im selben Zeitraum war auch ein Anstieg 

der altersstandardisierten Mortalitätsrate von 0,07 auf 0,69 pro 100.000 

Einwohner zu verzeichnen, was auf die schlechte Prognose dieses Tumors 

hinweist [7]. Das 5-Jahresüberleben liegt bei unter 5 % [8]. 

 

Die Inzidenz für das EH-CC variiert zwischen 0,53 pro 100.000 Einwohnern im 

Vereinigten Königreich und 1,14 pro 100.000 in Kanada [10]. Auch sind hier 

geschlechtsspezifische Unterschiede in der altersstandardisierten Inzidenz 

festzustellen. Zwischen 1973 und 1987 betrug diese in den Vereinigten Staaten 

für Männer 1,2 und für Frauen 0,8 pro 100.000 Einwohner [11]. Im Gegensatz 

zum IH-CC konnte ein Rückgang der altersstandardisierten Inzidenz beim EH-

CC festgestellt werden. Diese nahm zwischen den Jahren 1979 und 1998 von 

1,08 auf 0,82 pro 100.000 ab [8]. Ebenso war weltweit (mit Ausnahme von 

Italien und Japan) im selben Zeitraum eine Abnahme in den 

altersstandardisierten Mortalitätsraten zu verzeichnen [12]. Das 5-

Jahresüberleben stieg zwischen den Jahren 1973 und 1983 von 11,7 % auf 

15,1 % an [8, 11]. 

 

Es stellt sich die Frage wodurch der Inzidenzanstieg des IH-CC hervorgerufen 

wird. Ein Grund könnten verbesserte diagnostische Verfahren sein. Doch 

müsste dann nach einiger Zeit ein Plateau des Inzidenzanstiegs erreicht sein. 

Allerdings steigen die Zahlen seit Mitte der 1980er Jahre stetig an. Durch eine 

verbesserte Diagnostik wären auch höhere Patientenzahlen in früheren 

Tumorstadien, mit kleineren Tumorgrößen und einer Verlängerung der 

Kurzzeitüberlebensdauer zu erwarten [8]. Auch wurden früher sicherlich einige 

Tumoren als CUP (cancer of unknown primary) diagnostiziert. Ein weiterer 

Grund könnte eine Fehlklassifizierung sein. So wurden im Zeitraum von 1992 
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bis 2000 die Klatskin-Tumoren, obwohl sie zu den extrahepatischen 

Gallenwegstumoren zählen, nach der International classification of disease of 

oncology (ICD-O-2) histologisch zu den intrahepatischen Tumoren gezählt. Es 

konnte jedoch gezeigt werden, dass nach Ausklammerung der Klatskin-

Tumoren trotzdem ein Inzidenzanstieg der IH-CC festzustellen war [2]. 

Außerdem spricht der permanente Inzidenzanstieg über einen Zeitraum von 25 

Jahren sowie das Fehlen einer abrupten Veränderung in den Inzidenz- als auch 

Mortalitätsraten gegen eine systematische Fehlklassifizierung [7].  

 

1.1.3 Risikofaktoren 

 

Es gibt einige anerkannte Risikofaktoren, welche zur Entstehung eines CCCs 

führen. In ungefähr 10 % der Fälle geht der Entwicklung eines Karzinoms eine 

chronische Entzündung der Gallenwege voraus. Die Mehrheit (90 %) der CCC 

entwickelt sich allerdings sporadisch [8]. Zu den Risikofaktoren des IH-CC 

sowie EH-CC zählen: Choledochuszysten, Cholangitis, primär sklerosierende 

Cholangitis (PSC), Leberzirrhose, Choledocholithiasis, Cholezystitis, Diabetis 

mellitus Typ II sowie parasitäre Infektionen. Auch übermäßiger 

Alkoholkonsum (>80 g/d) stellt einen Risikofaktor dar. Durch ein 

Gallenblasensteinleiden, eine Cholezystektomie sowie Adipositas sind 

hauptsächlich die extrahepatischen Gallengänge betroffen. Nikotinabusus, 

Hepatolithiasis, Hämochromatose sowie virale Entzündungen mit HBV und 

HCV, vor allem im Zusammenhang mit einer Leberzirrhose, führen zur 

Entstehung eines IH-CCs  [13].  

Einer der wichtigsten Risikofaktoren in der westlichen Welt ist die PSC [14]. 

Ungefähr 10 % aller CCCs entstehen auf dem Boden einer PSC [15]. 

Betroffene Patienten erkranken bereits in jüngeren Jahren (meist in der fünften 

Lebensdekade) mit einer Prävalenz von 5 bis 15 % [16].  

Durch den Verzehr von rohem Fisch kommt es vor allem in südöstlichen 

Gebieten von Asien zu einer Infektion mit dem Leberegel. Dieser stellt den 

wichtigsten Risikofaktor eines CCCs in asiatischen Ländern dar. Zwei 

Leberegel konnten als Auslöser identifiziert werden. Opisthorcis viverrini und 
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Clonorchis sinensis. Wobei letzterer wohl eine untergeordnete Rolle spielt [8, 

14, 17, 18]. 

 

1.1.4 Diagnostik 

 

1.1.4.1 Klinik 

Zu Beginn verläuft das CCC in der Mehrheit der Fälle ohne klinische 

Symptome. Erst in fortgeschrittenen Stadien stellen sich die Patienten mit 

Beschwerden vor [5]. Ein schmerzloser Ikterus ist bei ungefähr 90 % der 

Patienten mit einem EH-CC das Hauptsymptom, gefolgt von 

Gewichtsverlust (36 %) und abdominalen Beschwerden (28 %). Im Gegensatz 

hierzu fallen Patienten mit einem IH-CC vor allem in späteren Stadien mit 

abdominalen Beschwerden (54 %), Ikterus (16 %) und Gewichtsabnahme 

(16 %) auf [19, 20]. 

 

1.1.4.2 Laboruntersuchungen 

Laborchemische Untersuchungen dienen der Diagnosestellung eines CCCs, 

sind aber oft recht unspezifisch. Aufgrund der tumorbedingten 

Gallenabflussstörung kommt es zu einer Erhöhung von alkalischer 

Phosphatase, Bilirubin, γ-Glutamyltransferase sowie Gallensäuren. Die 

Aminotransferasen können normal bis leicht erhöht sein. Eine länger 

anhaltende Obstruktion der Gallenwege kann sich in einem Mangel an 

fettlöslichen Vitaminen und einer verlängerten Prothrombinzeit zeigen [1]. Als 

Tumormarker kann bei einem Gallengangskarzinom das Carcinoembryonale 

Antigen CEA herangezogen werden. Allerdings ist dieses recht unspezifisch, da 

eine Erhöhung bei anderen gastrointestinalen Tumorerkrankungen sowie einer 

Cholangitis ebenfalls möglich ist [5]. In Patienten mit einer PSC und einem 

CEA-Anstieg von mehr als 5,2 ng/ml liegt die Sensitivität bei 68 % und die 

Spezifität bei 81,5 % [21]. Der am häufigsten verwendete Tumormarker ist das 

Carboanhydrate Antigen CA 19-9 [5]. In Abhängigkeit vom jeweiligen 

Toleranzwert liegt bei Patienten mit einer PSC die Sensitivität bei 60-75 % 
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sowie die Spezifität bei 91-98 % [21-23]. Die höchste Sensitivität von 100 % 

wird bei einer Kombination aus CEA und CA 19-9 erzielt. Die Spezifität liegt hier 

bei 78,4 % [21]. 

 

1.1.4.3 Bildgebung 

Die Bildgebung spielt eine wesentliche Rolle in der Diagnosestellung des 

CCCs. Sie dient zum einen der Unterscheidung von benignen und malignen 

Veränderungen, zum anderen kann festgestellt werden, ob bei der 

vorkommenden Raumforderung eine operative Resektion möglich ist. Ein 

weiterer Einsatz ist das präoperative Staging bei Patienten, welche für eine 

Resektion in Frage kommen.  

Als initiale Untersuchung dient die Abdomen-Sonographie, die vor allem zur 

Beurteilung der Gallenwege bei Verdacht auf ein EH-CC angewandt wird. Das 

IH-CC ist mittels Ultraschall oft schwer von anderen innerhalb des 

Leberparenchyms gelegenen Raumforderungen zu unterscheiden [24]. 

Allerdings hängt die Sensitivität und Spezifität stark vom Tumortyp, dem 

Ultraschallgerät sowie dem Untersucher ab [1]. Unabhängig vom Untersucher 

sind hingegen MRT (Magnetresonanztomographie) und MRCP 

(Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie). Diese bildgebenden 

Verfahren ermöglichen die Beurteilung aller involvierten Strukturen wie 

Gallenwege, Blutgefäße sowie das Leberparenchym [24, 25]. Eine Metaanalyse 

zeigte, dass die MRCP eine Sensitivität von 88 % und eine Spezifität von 95 % 

besitzt um maligne von benignen Gallenwegsobstruktionen zu 

unterscheiden [26]. Zur Detektion von Lymphknotenmetastasen sowie zum 

Ausschluss einer peritonealen Aussaat kommt das FDG-PET-CT 

(Fluordesoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomographie) zum Einsatz, da CT 

(Computertomographie) sowie MRT diesbezüglich in ihrer Aussage 

eingeschränkt sind [24].  Weitere Möglichkeiten zur Untersuchung stellen die 

ERCP (endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie) sowie die PTC 

(perkutane transhepatische Cholangiographie) dar. Diese erlauben zusätzlich 

eine therapeutische Intervention sowie das Entnehmen von Gewebeproben zur 

weiteren pathologischen und zytologischen Analyse [5].  

https://de.wikipedia.org/wiki/Positronen-Emissions-Tomographie
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1.1.5 Therapie 

 

1.1.5.1 Operative Verfahren 

 

1.1.5.1.1 Resektion 

Die einzige Therapieoption mit Aussicht auf Heilung stellt die operative 

Resektion dar. Da sich die Patienten meist erst in fortgeschrittenen Stadien 

vorstellen, kommen nur um die 30 % für eine kurative Resektion in 

Frage [27, 28]. Während einer explorativen Laparotomie zeigt sich dann oft, 

dass bereits eine Invasion in die Gefäße sattgefunden hat. Auch können 

Metastasen der Lymphknoten, des Peritoneums sowie der Leber vorliegen, was 

eine kurative Resektion nicht mehr möglich macht [28, 29]. Das operative 

Vorgehen richtet sich immer nach der Lokalisation des Tumors. So wird bei 

intrahepatischen Tumoren eine Leberresektion durchgeführt. Bei distal 

gelegenen Tumoren kann sogar eine Duodenopankreatektomie nötig sein [30]. 

Jarnagin et al. konnten zeigen, dass das Langzeitüberleben von einer R0-

Resektion mit zusätzlicher Leberteilresektion abhängig ist. Auch trägt ein 

histologisch gut differenzierter Tumor zu einem längeren Überleben bei [27]. 

Wird eine R0-Resektion erreicht, liegt die 5-Jahres-Überlebensrate für das IH-

CC bei 63 %, für das hiläre bei 30 % und für die distalen Tumore bei 27 % [19]. 

Allerdings entwickeln 51-62 % dieser Patienten ein Tumorrezidiv. Dies kann im 

Bereich der Resektionsränder auftreten, oder sich in Form von Fernmetastasen 

manifestieren [28, 31]. Die 3-Jahres-Überlebensrate nach einem Rezidiv liegt 

bei 56 % [32]. 

 

1.1.5.1.2 Transplantation 

Durch die Tumorausdehnung oder eine zugrundeliegende Zirrhose kann eine 

kurative Resektion oft nicht mehr durchgeführt werden (siehe auch 1.2.5.1.1).  

In diesen Fällen und nach dem Ausschluss einer Lymphknoten-Dissemination, 

Lebermetastasen sowie einer extrahepatischen Manifestation kann eine totale 

Hepatektomie mit anschließender Lebertransplantation (LTx) durchgeführt 

werden [33, 34]. Allerdings waren die Ergebnisse zu Beginn nicht so wie man 

sich dies erhofft hatte. Im Jahre 2000 veröffentlichte das Cincinnati Transplant 
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Tumor Registry Daten von 207 Patienten mit einem CCC, bei welchen eine LTx 

durchgeführt wurde. Hier lag die 5-Jahres-Überlebensrate bei nur 23 %, 51 % 

der Patienten entwickelten ein Tumorrezidiv [35]. Verschiedene Autoren kamen 

zu dem Ergebnis, dass es keinen Unterschied zwischen einer Resektion und 

einer LTx bezüglich dem Langzeitüberleben gebe [34, 36, 37]. Allerdings ist 

nach einer LTx die Einnahme von Immunsuppressiva indiziert und die damit 

ggf. verbundene begünstigte Tumoraussaat. Grund für obig genannte nicht 

zufriedenstellende Ergebnisse kann die schlechte Auswahl der Patienten 

gewesen sein. Einige Patienten hatten bereits eine portale sowie arterielle 

Invasion. Auch wurde keine explorative Laparotomie durchgeführt und somit 

eine peritoneale Tumoraussaat sowie bereits betroffene Lymphknoten 

übersehen. Auch erhielt keiner der Patienten eine neoadjuvante Therapie [38]. 

Zwischen den Jahren 1993 und 2004 verglich die Mayo Klinik in Rochester 

Daten von Patienten, welche eine LTx oder eine Resektion erhalten hatten. Alle 

Patienten, welche nach der TNM-Klassifikation ein Tumorstadium von I-II 

hatten, wurden einer LTx zugeführt. Außerdem erfolgte eine neoadjuvante 

Behandlung in Form einer Radiochemotherapie. Bei dieser Untersuchung lag 

die 5-Jahres-Überlebensrate nach einer LTx bei 82 %, wohingegen in der 

Gruppe der resezierten noch 21 % lebten. Auch war die Entstehung eines 

Tumorrezidivs nach LTx geringer (13 % vs. 27 %) [39]. 

Auch Daten aus Deutschland von 11 Transplantationszentren zeigen, dass eine 

genauere Auswahl der Patienten sich im Langzeitüberleben wiederspiegelt. Lag 

die 5-Jahres-Überlebensrate vor 1998 noch bei 31 % stieg sie danach auf 48 % 

an [40]. 

Eine gezielte Auswahl der Patienten mit genauem Staging sowie einer 

neoadjuvanten Behandlung (Radiochemotherapie) kann zu einem verbesserten 

Langzeitüberleben führen. So liegt aktuell für das hiläre CCC die 5-Jahres-

Überlebensrate nach LTx und neoadjuvanter Therapie bei 65 % [38]. 
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1.1.5.2 Palliative Therapie 

 

Patienten, welche für eine kurative Tumorresektion nicht mehr in Frage 

kommen, können einer palliativen Therapie zugeführt werden [31]. Aufgrund der 

tumorbedingten Obstruktion der Gallenwege, kommt es zu wiederkehrenden 

Cholangitiden, Leberfunktionsstörungen, Schmerzen, Juckreiz und Ikterus. [41]. 

Zur Symptomlinderung stehen derzeit unterschiedliche Verfahren zur 

Verfügung. Hierzu zählen die Drainage der Gallenwege mittels ERCP oder 

perkutaner transhepatischer Drainage (PTD) [42]. Als lokoregionäre 

Therapieverfahren kommen die transarterielle Chemoembolisation (TACE), die 

selektive intrahepatische Radiotherapie (SIRT) [43, 44], die photodynamische 

Therapie (PDT) [28] und Radiofrequenztherapie (RF) [45] zum Einsatz.  

 

1.1.5.2.1 Chemotherapie 

Zwischen den Jahren 1990 und 2006 wurde vom Memorial Sloan-Kettering 

Cancer Center, New York Daten von 594 Patienten mit einem IH-CC 

ausgewertet. 156 Patienten erhielten aufgrund ihres fortgeschrittenen 

Krankheitsstadiums eine palliative Therapie. In den ersten Jahren (1990 

bis 1999) wurden diese mit einer Kombination aus 5-Fluoruracil und Leukovorin 

behandelt. Zwischen 2000 und 2006 fand eine Therapie mit Gemcitabin und 

Irinotecan statt. Aufgrund dieser Änderung im Therapieregime wurde ein 

Anstieg des mittleren Überlebens von 6 auf 15 Monate erreicht [31]. Durch die 

statistische Auswertung von 104 Studien konnte eine Verbesserung der 

Ansprechraten unter einer Therapie mit Gemcitabin und Platinderivaten 

(Cisplatin oder Oxaliplatin) festgestellt werden [46]. In einer ersten 

randomisierten Phase II Studie wurden Patienten, welche entweder eine 

Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin oder eine alleinige Therapie mit 

Gemcitabin erhielten, verglichen. Es konnte in der Gemcitabin/Cisplatin Gruppe 

ein verlängertes progressionsfreies Überleben von 8 Monaten im Vergleich zu 4 

Monaten unter Gemcitabin allein verzeichnet werden [47]. Nach diesen 

Ergebnissen wurde die Untersuchung zu einer Phase III Studie ausgeweitet. Es 

konnte signifikant gezeigt werden, dass das Gesamtüberleben unter der 

Kombinationstherapie im Vergleich zur Monotherapie von 8,1 Monate  auf 11,7 
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Monate verlängert wurde [48]. Aufgrund dieser „ABC-Studie“ wird derzeit eine 

Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin als Standardtherapie in der 

palliativen Behandlung eines CCCs eingesetzt. 

 

1.1.5.2.2 Molekulare Therapie 

Da durch eine systemische Chemotherapie das Überleben der Patienten mit 

einem CCC nur mäßig beeinflusst werden kann, spielt die Erforschung einer 

zielgerichteten molekularen Therapie eine wichtige Rolle. In einer 

randomisierten Phase III Studie wurde die Gabe von Gemcitabin und Oxaliplatin 

zusammen mit Erlotinib, einem selektiven Inhibitor der Tyrosinkinase-Domäne 

des EGF-Rezeptors (epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor) und der alleinigen 

Gabe des Chemotherapeutikums verglichen. Das mittlere Gesamtüberleben 

unterschied sich in beiden Gruppen nicht und lag bei 9,5 Monaten [49]. Bei 

alleiniger Gabe von Erlotinib lag die Ansprechrate sogar nur bei 8 % und das 

mittlere Gesamtüberleben bei 7,5 Monaten [50]. Die Kombination aus Erlotinib 

und Bevacizumab, ein Antikörper gegen den vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktor, zeigte hingegen eine Ansprechrate von 12 % und ein 

mittleres Gesamtüberleben von 9,9 Monaten [51]. Bei einer Kombination aus 

Gemcitabin, Oxaliplatin und Bevacizumab konnte eine Ansprechrate von 40 % 

und ein mittleres Gesamtüberleben von 12,7 Monaten verzeichnet werden [52]. 

Die höchste Ansprechrate von 63 % wurde mit einer Kombination aus 

Gemcitabin und Oxaliplatin sowie Cetuximab, ein Inhibitor des EGF-Rezeptors, 

erreicht. Neun von 30 Patienten konnten nach dieser Therapie einer kurativen 

Resektion zugeführt werden. Das mittlere Gesamtüberleben lag hier bei 15,2 

Monaten [53]. Die Daten zeigen, dass durch eine zielgerichtete Therapie mittels 

Antikörper kein wesentlicher Anstieg im Gesamtüberleben der Patienten zu 

verzeichnen ist, weswegen eine Antikörpertherapie aktuell keinen Stellenwert in 

der Behandlung eines CCCs hat.  
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1.2 Capsaicin 
 

1.2.1 Einführung 

 

Capsaicin (trans-8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamid), ein Derivat der 

Homovanillinsäure [54], kommt in verschiedenen Arten der Gattung Capsicum 

vor (die Gattung Capsicum gehört zur Familie der Nachtschattengewächse 

Solanaceae) und verleiht den Paprikaschoten ihre Schärfe. Die Pflanzen sind in 

Mittel- und Südamerika heimisch und wurden bereits 7500 v.Chr. dort 

kultiviert [55]. Heutzutage wird es zum Würzen von Speisen auf der ganzen 

Welt verwendet, v.a. in den südöstlichen Landesteilen Asiens und in 

Lateinamerika. Außerdem findet es Anwendung in der topischen 

Schmerzbehandlung und kommt zur Selbstverteidigung in Pfeffersprays zum 

Einsatz [56, 57]. Die Schärfe der Chilischoten wird in SHU (Scoville heat units) 

gemessen. Die gemessene Zahl gibt an, wie oft eine Substanz in Wasser 

verdünnt werden muss, um ihre Schärfe zu verlieren. Die SHU reichen von 0 

bei Paprika über 3.000 bis 6.0000 SHU bei Jalapeños. Reines Capsaicin 

erreicht eine Schärfe von 16.000.000 SHU [58].  

Im Jahre 1816 konnte Capsaicn zum ersten Mal in halb gereinigter kristalliner 

Form von Buchholz isoliert werden. 1876 gelang es dann Thresh die reine 

kristalline Form zu gewinnen. Er nannte dieses  Isolat Capsaicin [59]. Reines 

Capsaicin ist hydrophob, farb- sowie geruchslos und bei Raumtemperatur 

fest [58]. Hogyes vermutete kurze Zeit später, dass Extrakte der Gattung 

Capsicum durch die selektive Stimulation sensorischer Neurone zu Schmerzen 

sowie Transpiration führen können [60]. Im Jahre 1919 entschlüsselte Nelson 

schließlich die molekulare Struktur. Er bezeichnete diese als 8-methyl-vanillyl-6-

nonenamid [54].  
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Abbildung 1: Chemische Strukturformel von Capsaicin [60] 

 

In den 1950er und 1960er Jahren konnten Jancso et al. zeigen, dass es durch 

die wiederholte Gabe von Capsaicin zu einer Desensibilisierung der 

Schmerzrezeptoren kommt [61]. So findet Capsaicin heutzutage breite 

Anwendung im Bereich der Schmerztherapie von viralen und diabetischen 

Neuropathien, sowie in der Therapie der rheumatoiden Arthritis [62]. 

 

1.2.2 TRPV1-Rezeptor 

 

Wird Capsaicin lokal auf die Haut aufgetragen, so kommt es zu einer heißen, 

feuerähnlichen Empfindung. Das menschliche Gehirn ist nämlich nicht in der 

Lage zu unterscheiden, ob diese Sinnesempfindung durch Capsaicin oder 

durch thermische Hitze hervorgerufen wird. So ging man davon aus, dass 

Capsaicin seine Wirkung direkt an sensorischen Neuronen entfaltet [63]. In 

verschiedenen Arbeiten konnte schließlich gezeigt werden, dass durch 

Capsaicin Schmerzrezeptoren stimuliert werden und es zu einer erhöhten 

Leitfähigkeit der Plasmamembran für Kationen, insbesondere für Kalzium, 

kommt [64, 65].  Im Jahre 1997 wurde die Frage nach der genauen Wirkung an 

den Neuronen geklärt, als durch Caterina et al. ein Gen, welches für einen 

Capsaicinrezeptor codiert, entdeckt wurde. Dieser sogenannte TRPV1-

Rezeptor (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) ist ein unselektiver 

Kationenkanal, welcher aus sechs transmembranären Domänen besteht [62] 

und vor allem auf Aδ- und C-Schmerzfasern lokalisiert ist [63, 66]. Der TRPV1-
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Rezeptor kann durch Hitze (~ bei 43°C), Azidose (pH < 6) und exogene 

Agonisten wie Capsaicin aktiviert werden [66]. Wird der Rezeptor stimuliert, 

kommt es zu einem Einstrom von Kationen vor allem von Kalzium wodurch die 

Nervenzelle erregt wird. Gleichzeitig werden Entzündungsmediatoren, wie 

Substanz P, ausgeschüttet was zu einer Schmerzempfindung führt. Bei 

längerer Exposition kommt es schließlich zu einer Desensibilisierung der 

Nozizeptoren auf Capsaicin sowie andere schmerzhafte Stimuli [62, 67]. 

Aufgrund dieser schmerzstillenden Eigenschaft wird Capsaicin in Crèmes, 

Lotionen und Pflastern zur topischen Schmerzbehandlung bei diabetischer 

Polyneuropathie, Post-Zoster-Neuralgie sowie bei HIV assoziierten Neuralgien 

eingesetzt. [68, 69]. Bei Tumorpatienten mit postoperativen Nervenschmerzen 

kann ebenfalls eine Schmerzlinderung herbei geführt werden [70].  

 

Der TRPV1-Rezeptor kommt auf den unterschiedlichsten Geweben und Zellen 

vor. Wie bereits oben erwähnt, ist er auf Schmerzfasern lokalisiert, befindet sich 

aber auch in großer Anzahl auf den viszeralen Afferenzen [71], sowie im Plexus 

myentericus und submucosus des Gastrointestinaltraktes [72]. Er ist aber auch 

in der Haut auf Keratinozyten sowie Hautanhangsgebilde wie Talg- und 

Schweißdrüsen, den Haarfollikeln und in der Wand von dermalen Gefäßen zu 

finden [73-75]. Außerdem konnte er auf Endothelzellen von Blutgefäßen [76], 

Zellen des Immunsystems wie T-Zellen [77] sowie Mastzellen [78] 

nachgewiesen werden. Des Weiteren befindet sich der TRPV1- Rezeptor auf 

Zellen verschiedener Organe wie Urothelzellen [79-81] und Hepatozyten [82].  

 

1.2.3 Antiproliferative Wirkung von Capsaicin 

 

Es ist beschrieben, dass bestimmte Inhaltsstoffe in Pflanzen, Früchten und 

Gemüsen die antikarzinogenen Eigenschaften sowohl auf zellulärer als auch 

auf molekularer Ebene von bestimmten Krebserkrankungen 

beeinflussen [83, 84]. 

Auch für Capsaicin konnte in verschiedenen Arbeiten ein antiproliferativer Effekt 

sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden. Hierzu zählen maligne 
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Tumoren der Leber [85, 86], das Magenkarzinom [87], Kolonkarzinom [88], 

Pankreaskarzinom [89, 90], Blasenkarzinom [81], Prostatakarzinom [91], 

Lungenkrebs [92, 93], das Mammakarzinom [94, 95] sowie leukämische 

Zellen [96]. 

 

Der genaue Wirkmechanismus von Capsaicin bezüglich seines 

antiproliferativen Effektes konnte allerdings noch nicht genau geklärt werden. 

Es scheint als würden unterschiedliche Signalwege beeinflusst werden. Kim et 

al. untersuchten die Wirkung von Capsaicin auf Mikrogliazellen. Durch die 

Stimulation des TRPV1-Rezeptors kommt es zu einem vermehrten 

Kalziumeinstrom in die Zellen mit Zerstörung der Mitochondrien sowie 

Freisetzung von Cytochrom C und anschließender Apoptose der Zellen [97]. In 

der Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 konnte gezeigt werden, dass durch 

Capsaicin eine Herunterregulierung des Phosphoinositid 3- Kinase/ Akt 

Signalwegs in vivo als auch in vitro sattfindet, was schließlich ebenfalls zur  

Apoptose der Zellen führt [89]. Ein weiterer Mechanismus, durch welchen es 

zum Zelltod kommt, ist die Inhibition der Atmungskette in den Mitochondrien 

und die damit verbundene Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies [90, 98, 99]. 

Interessant ist, dass für gesunde Pankreaszellen dieser Effekt allerdings nicht 

nachgewiesen werden konnte [90]. Capsaicin verhindert des Weiteren das 

Wachstum von malignen Zellen durch Arrest des Zellzyklus [100], eine 

Modulation des EGFR/ HER-2- [95] sowie E2F- Signalwegs [93] sowie durch 

eine Dysfunktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems [101]. Ebenfalls spielt die 

Inhibition der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kappaB eine Rolle [102, 

103]. Ein weiterer Signalweg, welcher durch Capsaicin beeinflusst wird, ist der 

Hedgehog Signalweg. Bai et al. konnten zeigen, dass im Pankreasgewebe 

einer chronischen Pankreatitis sowie einer Intraepithelialen Neoplasie nach 

Gabe von Capsaicin ein Rückgang der mRNA-Level des Liganden Sonic 

Hedgehog und des Transkriptionsfaktors Gli 1 zu verzeichnen war [104]. 
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1.2.4 Karzinogenität von Capsaicin 

 

In der Literatur wird immer wieder ein karzinogener Effekt von Capsaicin 

diskutiert. So wurde beispielsweise in Tierexperimenten auf einen 

Zusammenhang zwischen dem Entstehen von Magen- sowie Lebertumoren 

und einer chilihaltigen Ernährung hingewiesen [58, 105]. Proudlock et al. 

konnten allerdings zeigen, dass durch reines Capsaicin keine Gentoxizität 

auszulösen ist [106]. Laut Tsuchiya et al. muss zwischen reinem Capsaicin und 

dem Chiligewürz bezüglich den mutagenen bzw. kanzerogenen Eigenschaften 

unterschieden werden. Sie stellten fest, dass das kanzerogene Potential durch 

eine Verunreinigung mit Aflatoxinen zustande kommt. Bei reinem Capsaicin war 

keine signifikante mutagene Aktivität festzustellen [107]. Chanda et al. 

untersuchten die Wirkung von Capsaicin auf chromosomaler Ebene. Auch hier 

war kein signifikanter Anstieg in der Anzahl der Chromosomenaberrationen 

oder einer vermehrten Polyploidie festzustellen [57]. In Zellen des 

Knochenmarks von „Swiss albino mice“ war durch die Behandlung mit 

Capsaicin ein signifikanter Rückgang der durch Cyclophosphamid induzierten 

Chromosomenaberrationen und DNA Strangbrüchen zu verzeichnen. De et al. 

konnten so zeigen, dass Capsaicin auch einen schützenden Effekt auf das 

Erbgut in vivo besitzt [108]. In verschiedenen Arbeiten, welche die 

Karzinogenität von Capsaicin in vivo untersuchten, konnte ebenfalls kein 

signifikanter Anstieg eines Tumorwachstums gezeigt werden. Auch waren keine 

klinischen Zeichen einer Toxizität zu erkennen. Selbst die lokale Anwendung 

von Capsaicin auf der Haut zeigte keinen Anstieg der Inzidenz von 

präneoplastischen oder neoplastischen Veränderungen der Haut [56, 57, 109-

111]. Ferner zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Anstieg in der Entwicklung 

von Hauttumoren nach topischer Behandlung mit karzinogenen Stoffen in 

Kombination mit Capsaicin [112, 113]. Im Gegensatz zu obigen Arbeiten stehen 

die Ergebnisse von Hwang et al.. Über die Stimulation des EGFR-Signalwegs 

durch Capsaicin kommt es in durch Tetradecanoylphorbol-acetat (TPA) 

induzierten Hauttumoren zum Überleben der Tumorzellen [114]. Jang et al. 

untersuchten den Einfluss von Capsaicin auf Lungengewebe nach Gabe von 
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karzinogenen Substanzen. Sie konnten einen signifikanten Rückgang in der 

Inzidenz von Adenomen der Lunge fest stellen. Allerdings wurde ein Anstieg 

der Inzidenz einer Hyperplasie der Harnblase beobachtet. Sie schlossen 

daraus, dass die karzinogenen Eigenschaften des Capsaicins vom jeweiligen 

Organ abhängen  [115, 116].  

 

 

1.3 Hedgehog Signalweg 
 

Der Hedgehog (Hh) Signalweg ist an der Proliferation, Apoptose sowie 

Migration von Zellen beteiligt [117]. Eine wichtige Rolle spielt er bei der 

Zelldifferenzierung während der embryonalen Entwicklung. Auch ist er an der 

Regulation der Selbsterneuerung von Zellen beteiligt. In adultem Gewebe ist er 

normalerweise abgeschalten und wird nur während einer Gewebsregeneration 

reaktiviert [118]. Ende der 1970er Jahre wurde der Hedgehog Signalweg 

erstmals in den Larven von Drosophila melanogaster beschrieben. Hier führte 

eine Mutation im Signalweg zu einer Fehlentwicklung der Segmente. Da es 

durch die Mutation zusätzlich zu einer starken Borstenbildung kam, war diese 

Beobachtung namensgebend für den Signalweg: Hedgehog, was Igel 

bedeutet [119]. Während in Drosophila nur ein Hedgehog Gen vorhanden ist, 

existieren in höheren Vertebraten drei verschiedene Gene, welche für folgende 

drei Liganden kodieren: Sonic (Shh), Indian (Ihh) und Desert (Dhh) 

Hedgehog [120]. Alle drei Gene spielen während der Organentwicklung eine 

wichtige Rolle. Während Dhh wichtig für die Entwicklung der Hoden sowie 

peripheren Nerven ist, nimmt Ihh Einfluss auf die Reifung von Chondrozyten. 

Shh induziert die Angiogenese, die Proliferation von Stammzellen und ist 

beteiligt an der Entwicklung von Kleinhirn, Neuralleiste, Hypophyse, 

olfaktorischem System, Oligodendrozyten, Augen, Darm, Haare, Herz, Lunge, 

Muskeln, Extremitäten, Pankreas, Prostata, Zähne und Zunge [121].  

Im Folgenden soll nur auf den Sonic Hedgehog Signalweg eingegangen 

werden. Kommt es zu einer Bindung des Liganden Shh an den 

Transmembranrezeptor Patched (Ptch), wird dieser durch Initialisierung 
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inaktiviert, was zu einer Aktivierung des transmembranen Proteins 

Smoothened (Smo) führt und die Transkriptionsfaktoren Gli 1, Gli 2 und Gli 3 

aktiviert werden [117, 118, 122, 123]. Eine Dysregulation dieses Signalwegs 

führt zu der Entstehung verschiedener Krebserkrankungen wie der Haut, des 

Kleinhirns, dem Verdauungstrakt, Pankreas sowie Prostata  [121, 124, 125]. 

Auch in der Pathogenese des CCCs spielt der Sonic Hedgehog Signalweg eine 

wichtige Rolle. Durch eine autokrine Aktivierung des Signalwegs kommt es hier 

zur Induktion und Entstehung eines CCCs. [126] 

 

 

1.4 Ziel dieser Doktorarbeit 
 

Das cholangiozelulläre Karzinom (CCC) wird häufig erst im fortgeschrittenen / 

metastasierten Stadium diagnostiziert und in den meisten Fällen ist daher nur 

noch eine palliative Chemotherapie möglich. Es sind aktuell nur wenig 

chemotherapeutische Therapien beim CCC verfügbar und die Suche nach 

neuen antiproliferativen Substanzen spielt daher eine bedeutende Rolle. In 

Fremdpublikationen konnte gezeigt werden, dass das pflanzliche Alkaloid 

Capsaicin wachstumshemmende Eigenschaft hat. Bis dato wurde aber der 

Stellenwert von Capsaicin beim CCC nicht untersucht. Das Ziel der 

vorliegenden Doktorarbeit ist es zu untersuchen, in welchem Ausmaß Capsaicin 

anti-tumoröse Eigenschaften beim CCC in vitro hat. Hierfür werden eine 

intrahepatische und eine extrahepatische CCC Zelllinie verwendet. 

Abschließend soll dann untersucht werden welche Mechanismen zu einer 

Wachstumshemmung durch Capsaicin beim CCC zu Grunde liegen.  
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien 

 

Chemikalien Hersteller 

Acrylamid-Lösung (30%) Mix 37, 5:1 AppliChem, Darmstadt 

Agarose-Multi-Purpose Bioline, Luckenwalde 

Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem, Darmstadt 

Annexin V Apoptosis Detection Kit II BD Biosciences, San Diego, USA 

Borax (Sodium Tetraborate) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Borsäure Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau AppliChem, Darmstdt 

Capsaicin Sigma-Aldrich, Deutschland 

Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche, Mannheim 

DC Protein Assay Biorad, München 

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, Darmstadt 

EDTA AppliChem, Darmstadt 

EGTA AppliChem, Darmstadt 

Ethanol Merck, Darmstadt 

Ethidiumpromid AppliChem, Darmstadt 

Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom, Berlin 

Gene Ruler 1kb DNA ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

Glycerin wasserfrei AppliChem, Darmstadt 

Glyzin AppliChem, Darmstadt 

P-Iodotetrazolium Violet Sigma-Aldrich, USA 

iScript cDNA Synthesis  Kit BioRad, USA 

Kaliumchlorid AppliChem, Darmstsdt 

Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt 

Methanol AppliChem, Darmstadt 
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ß-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt 

Natriumchlorid AppliChem, Darmstsdt 

di-Natriumhydrogenphosphat-

Heptahydrat 

Merck, Darmstadt 

dNTPs Fermentas, St. Leon-Rot 

Nobel Agar 

 

Difco; BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA 

Page Ruler PlusPrestained Protein 

Ladder 

Fermentas, St. Leon Rot 

 

Penicillin/Streptomycin Lösung Invitrogen, Karlsruhe 

Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets Roche, Mannheim 

Protease Inhibitior Cocktail Tablets Roche, Mannheim 

RNeasy protect  Mini Kit (50) QIAGEN, Hilden 

RPMI 1640 + Glutamax Invitrogen, Karlsruhe 

Salzsäure Merck, Darmstadt 

SDS ultrapure AppliChem, Darmstadt 

SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate 

Thermo scientific, Rockford, USA 

 

Taq DNA Polymerase QIAGEN, Hilden 

TEMED AppliChem, Darmstadt 

Thermopol Reaction Buffer 10x Biolabs, Frankfurt 

Toluidinblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tris ultrapure AppliChem, Darmstadt 

Triton X 100 AppliChem, Darmstadt 

Trypsin/EDTA Lösung Biochrom, Berlin 

Tween 20 AppliChem, Darmstadt 

Vectastain ABC Kit Vector Laboratories, Inc., Burlingham 

Watman Filter Paper Omnilab, Bremen 

Xylenecyanol AppliChem, Darmstadt 
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2.1.2 Geräte 

 

Tabelle 2: Verwendete Geräte 

 

Geräte Hersteller 

Agarose Gelelektrophorese System Bio-RAD, München 

Brutschrank Heidolph, Kelheim 

Durchflusszytometer 

 

LSRFortessa flowcytometer, Becton, 

Dickinson 

Gelkammern für Proteine Bio-RAD, München 

Mikroskop 

 Leica DMI 6000 B 

 

Leica, Wetzlar 

Magnetrührer Bio-RAD, München 

Mikrotiterplatten Luminometer Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim 

Mikrowelle Bauknecht, Stuttgart 

Mini-Protein Electrophoresis System Bio-RAD, München 

Mini-Sub Cell GT Cell Electrophoresis 

System 

Bio-RAD, München 

 

Mini Trans-Blot Electrophoretic 

Transfer Cell 

Bio-RAD, München 

Neubauerzählkammer Marienfeld Superior, Lauda-

Königshofen 

Photometer Eppendorf, Hamburg 

Pipetten 

 0,5 – 10 µl 

 2 – 20 µl 

 20 – 200 µl 

 100 – 10000 µl 

Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhelfer Eppendorf, Hamburg 

Schüttler Rocky, Heidolph, Schwabach 

Sonifier UP 200H Hielscher, Stahnsdorf 

Spannungsgeräte Biorad, München 
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 PowerPac Basic Power Supply 

 PowerPac HC Power Supply 

 

Sterilbank Hera Safe, Kendro, Osterode 

Thermocycler Eppendorf, Hamburg 

Thermomixer 5436 MWG-Biotech AG, Ebersberg 

ThermoStat plus  Eppendorf, Hamburg 

Vortex-Genie Eppendorf, Hamburg 

Wasserbad Janke & Kunkel, Staufen 

Zentrifugen 

 Zentrifuge 5415 D 

 Zentrifuge Mikro 220 R cooled 

 Megafuge 1.0 

 Centrifuge “Rotina 38R” 

 Centrifuge “L8-55M” 

 

Roth Karlsruhe 

Heraeus, Osterode 

Hettich, Tuttlingen 

Beckman GmbH, Düsseldorf                                                 

GFL, Burgwedel 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialien 

 

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

BD BioCoatTM MatrigelTM  Invasion 

Chamber 

BD Biosciences, Bedford, UK 

 

Deckgläser 24*50 mm Menzel-Gläser, Braunschweig 

Eppendorfgefäße 

 0,2 ml Multiply-PCR-Gefäße 

 1,5 ml Zentrifugiergefäß 

Sarstedt, Nümbrecht 

 

Filterpipettenspitzen 

 0,1-10 µl 

 2-20 µl 

 20-200 µl 

 100-1000 µl 

 

Sarstedt, Nümbrecht 

Sarstedt, Nümbrecht 

Sarstedt, Nümbrecht 

Greiner, Solingen 
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Glaspipetten 

 5 ml Messpipetten 

 10 ml Messpipetten 

 25 ml Messpipetten 

BRAND, Wertheim 

Hyperfilm TM ECL Amersham Bioscience, Braunschweig 

Kryoröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Nadel 21G B. Braun, Melsungen 

Objektträger Menzel-Gläser, Braunschweig 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, 

USA 

Polyscreen PVDF Transfer Membrane Vector Laboratories, Inc., Burlingham 

Reagenzgefäße 

 15 ml 

 50 ml 

Sarstedt, Nümbrecht 

Rundbodenröhrchen 5 ml BD Biosciences, Bedford, UK 

Spritze 1 ml B. Braun, Melsungen 

Transfermembran PerkinElmer, Rodgau 

Whatmanpaper Omnilab, Elbingeröder 

Zellkulturplatten 

 6-well 

 96-well  

 60x15 mm 

 1000x15 mm 

 

Sarstedt, Nümbrecht 

Sarstedt, Nümbrecht 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Sarstedt, Nümbrecht 

Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 
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2.1.4 Software 

 

Tabelle 4: Verwendete Software 

 

Software Hersteller 

Adobe Photoshop 8.0 Adobe Systems, San Jose, USA 

BD Cell Quest Pro™ BD Biosciences, Mississanga, USA 

EndNote X6.0.1(Bld 6599) Thomson Reuters, New York, USA 

Graphpad Prism Version 5.0 

 

Graphpad Software, San Diego, CA, 

USA 

FlowJo Version 8.7 Tree Star Inc., Ashland, USA 

Microsoft Excel 2002 

 

Microsoft Inc., Remond, Washington, 

USA 

Microsoft Word 2007 

 

Microsoft Inc., Remond, Washington, 

USA 

 

2.1.5 Puffer, Lösungen, Gele 

 

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Lösungen 

 

Puffer, Lösungen Zusammensetzungen 

ABC- Reagenz 

 

1 Tropfen Solution A 

1 Tropfen Solution B 

2,5 ml 1x PBS 

6x Agaroseladepuffer 

 

150 mM Tris pH 7,6 

10 % Glycerin 

0,25 % Bromphenolblau 

0,25 % Xylenecyanol 

Blockierungslösung (Western Blot) 5 % Magermilchpulver in 1x TNT 

Elektrophoresepuffer TBE 10x 

(Tris-Borat-EDTA) 

890 mM Tris 

890 mM Borsäure 
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 20 mM Na2EDTA pH 8,0 

Entwicklungslösung 

 

50 % Luminol Enhancer 

50 % Peroxidase Solution 

10x PBS 

 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

100 mM Na2HPO4 

2 mM K 

4x Protein-Ladepuffer 

 

0,25 M Tris-HCl pH 6,8 

8 % SDS 

40 % Glycerol 

10 % beta-Mercaptoethanol 

0,05 % Bromphenolblau 

In ddH2O 

SDS- Gellaufpuffer (10x) 

 

250 mM Tris pH 8,3-8,6 

1% SDS 

1,92 M Glyzin 

TNT Blotwaschpuffer 10x 

 

150 mM NaCl 

25 mM Tris pH 7,5 

0,05 % Tween 20 

Toluidinblaulösung 

 

1 % Toluidinblau 

1 % Borax 

In ddH2O 

Western Lysepuffer 20 mM Tris pH 7,5 

150 mM NaCl 

1 mM EDTA 

1mM EGTA 

1 % Triton x-100 

Western Transferpuffer 10x 

 

250 mM Tris 

1,92 M Glyzin 
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Tabelle 6: Herstellung eines 5 %igen und 12 %igen Polyacrylamidgel 

 

 Sammelgel 5 % Trenngel 12 % 

ddH2O 1,96 ml 3,4 ml 

Acrylamid 0,565 ml 4,0 ml 

1,5 M Tris pH 8,8 - 2,5 ml 

0,5 M Tris pH 6,8  0,875 ml - 

10 % SDS 35 µl 100 µl 

10 % APS 35 µl 105 µl 

TEMED 3,5 µl 15 µl 

 

2.1.6 Antikörper und Primer 

 

Tabelle 7: Verwendete Primärantikörper für den Western Blot; M.=monoklonal 

 

Antikörper Größe 

(kDa) 

Quelle Verdünnung Hersteller 

M. Anti-ß-Aktin 

(AC-74) 

42 Maus 2:10000 Sigma-Aldrich 

M. Anti-N-cadherin 

(EPR1792Y) 

140 Kaninchen 1:10000 Milipore 

M. Anti-E-cadherin 

(24E10) 

135 Kaninchen 1:10000 Cell Signalling 

 

Tabelle 8: Verwendete Sekundärantikörper für den Western Blot 

 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

Anti-Maus IgG 

Peroxidase-konjugiert 

1:10000  

GE healthcare Amersham 

Anti-Kaninchen IgG 

Peroxidase-konjugiert 

1:10000 
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Tabelle 9: Verwendete Primer für die PCR 

 

Primer Größ 

(bp) 

Sequenzen Hersteller 

Gli 1 

 

248 F5’CTCCCGAAGGACAGGTATGTAAC’3  

 

B5’CCCTACTCTTTAGGCACTAGAGTTG’3  

 

 

 

 

 

 

Sigma-

Aldrich 

 

 

 

 

 

 

 

Gli 2 200 F5’TGGCCGCTTCAGATGACAGATGTTG’3 

  

B5’CGTTAGCCGAATGTCAGCCGTGAAG’3  

 

Smo 258 F5’GTTCTCCATCAAGAGCAACCAC’3  

 

B5’CGATTCTTGATCTCACAGTCAGG’3  

 

18s RNA 155 F5'AAACGGCTACCACATCCAAG'3  

 

B5'CCTCCAATGGATCCTCGTTA'3  
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2.2 Methoden 
 

2.2.1 Methoden der Zellkultur 

 

2.2.1.1 Zelllinien und Zellkultur 

Für alle Experimente wurden zwei cholangiozelluläre Karzinomzelllinien 

verwendet. SZ-1, eine intrahepatische Zelllinie, wurde aus dem Resektat eines 

mäßig differenzierten Adenokarzinoms gewonnen und TFK-1, eine 

extrahepatische Zelllinie, wurde käuflich erworben (DSMZ-Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Nr. ACC 344). 

Die Zellen wurden in 9 ml Vollmedium (siehe Tabelle 10)  auf Zellkulturplatten 

mit einem Durchmesser von 10 cm im Brutschrank bei 37°C und einem CO2 

Gehalt von 5 % kultiviert und nach 2 bis 3 Tagen passagiert. 

 

2.2.1.2 Passage von Zellen 

Die Zellen wurden nach 2 bis 3 Tagen passagiert. Das alte Tumormedium 

wurde abgesaugt und die Zellen mit 1x PBS (phosphatgepufferte Salzlösung) 

gewaschen. Dieses wurde anschließend ebenfalls abgesaugt und die Zellen mit 

1 ml Trypsin für 1 Minute im 37°C Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von 

3 ml Vollmedium wurde die Aktivität des Trypsins gestoppt und die Zellen in 

eine neue 10 cm Zellkulturplatte, welche bereits 9 ml frisches Vollmedium 

enthielt, überführt. Die Zellen wurden je nach Bedarf zwischen 1:3 und 1:10 

gesplittet. 

 

2. 2.1.3 Kryokonservierung von Zellen 

Zunächst wurde das alte Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen 

und mit 1 ml Trypsin für eine Minute im 37°C Brutschrank inkubiert. 

Anschließend wurden 3 ml Vollmedium hinzugefügt, die Zellen in ein 15 ml 

Reagenzgefäß überführt und für 3 Minuten bei einer Umdrehung von 

1000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 2 ml des 

Einfriermediums (siehe Tabelle 10) hinzugefügt. Diese Zellsuspension wurde 
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dann auf Kryoröhrchen aufgeteilt und im Gefrierschrank bei - 80°C gelagert. 

Wurden die Zellen für ein Experiment benötigt, wurden sie im Wasserbad bei 

37°C aufgetaut und anschließend in 10 cm Zellkulturplatten, die bereits 9 ml 

Vollmedium enthielten, überführt. 

 

Tabelle 10: Zusammensetzung der verwendeten Medien 

 

Vollmedium Einfriermedium 

89% RPMI 1640 + Glutamax 

10% fetales Kälberserum (FKS) 

1% Penicillin/Streptomycin 

60 % Vollmedium 

30 % Fetales Kälberserum (FKS) 

10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) 

 

2.2.1.4 Aussaht von Zellen 

Das alte Tumormedium wurde abgesaugt und die Zellen mit 1x PBS 

gewaschen, welches anschließend wieder abgesaugt wurde. Nach 1 Minute 

Inkubation mit 1 ml Trypsin wurden 3 bis 5 ml Vollmedium auf die Zellen 

gegeben und die komplette Menge in ein 15 ml Reagenzgefäß überführt. 

Anschließend wurden die Zellen bei 1000 U/min für 3 Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgesaugt und die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert. 

Diese Zellsuspension wurde in einem Eppendorfgefäß 1:100 mit Vollmedium 

verdünnt (10 µl Zellsuspension + 990 µl Vollmedium). Von dieser Verdünnung 

wurden 10 µl auf eine Neubauer-Zählkammer gegeben und 5 Großquadrate 

unter dem Lichtmikroskop ausgezählt um die Zellzahl pro Milliliter zu ermitteln. 

Die Berechnung wurde folgendermaßen durchgeführt:  

 

Mittelwert der Zellzahl aller Quadrate/ 5 = Mittelwert der Zellzahl pro Quadrat 

Mittelwert der Zellzahl/ Quadrat x 104  = Zellen/ ml 

Zellen/ ml x Verdünnungswert = Gesamtzellzahl  

 

Anschließend wurde die Menge an Zellsuspension, die für die gewünschte 

Zelldichte erforderlich war, ermittelt. 
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Die Zellen wurden schließlich in die für das jeweilige Experiment erforderlichen 

Zellkulturplatten ausgesät. 

2. 2.1.5 Behandlung und Ernten von Zellen 

Waren die zu behandelnden Zellen zu 50 bis 60 % konfluent, wurden sie mit 

150 µM und 200 µM in DMSO gelöstem Capsaicin behandelt. Als Kontrolle 

wurden mit DMSO behandelte Zellen mitgeführt. Die Zellen wurden nach 24, 48 

und 96 Stunden abgeerntet. Nach 48 Stunden wurde das Medium der Zellen, 

welche nach 96 Stunden abgeerntet werden sollten, abgesaugt und die Zellen 

erneut mit Capsaicin und DMSO behandelt. Zum Abernten der Zellen wurde der 

Zellrasen mit einem Zellschaber vom Boden gelöst und zusammen mit dem 

Medium in ein 15 ml Reagenzgefäß überführt. Dieses wurde bei 1000 U/min für 

3 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und die 

Zellen mit 1x PBS gewaschen und erneut bei 1000 U/min für 3 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde nun wieder verworfen und das Zellpellet bei 

-20°C aufbewahrt oder gleich weiter verarbeitet. 

 

 

2.2.2 WST1 Assay 

 

Zur Untersuchung der Zellproliferation nach Behandlung mit Capsaicin, wurde 

der WST1 Assay verwendet. WST1 ist ein farbloses Tetrazonium Salz, welches 

durch mitochondriale Dehydrogenasen von gesunden vitalen Zellen zu rotem 

Formazan reduziert wird. Die rote Farbe korreliert mit der Anzahl gesunder 

Zellen und kann mit einem Spektralphotometer gemessen werden [127]. 

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 12*103 in 100 µl Vollmedium in 96-well 

Zellkulturplatten ausgesät und im Brutschrank über Nacht inkubiert. Am 

nächsten Tag wurden jeweils drei Kavitäten mit 150 µM und 200 µM Capsaicin 

behandelt. Als Kontrolle wurde DMSO verwendet. Die Proliferationsfähigkeit der 

Zellen wurde jeweils nach 24, 48, 72 und 96 Stunden gemessen. Dabei wurde 

in jede Kavität 10 µl WST1 Reagenz pipettiert und nach einer Inkubationszeit 

von 2 Stunden die rote Farbe mit dem Spektralphotometer bei einer 
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Testwellenlänge von 492 nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm 

gemessen. Als Nullwert diente eine unbehandelte Platte. 

 

2.2.3 Western Blot 

 

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen. Mittels SDS-

PAGE können Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekülmassen im 

elektrischen Feld aufgetrennt werden. Als Trennmedium dient meistens ein 

Polyacrylamid-Gel. Nach der Auftrennung werden die Proteine erneut mit Hilfe 

eines elektrischen Feldes auf eine Trägermembran übertragen (blotting). Die 

Proteine werden anschließend mit einem spezifischen Primärantikörper 

detektiert und mit einem Sekundärantikörper, welcher durch ein Enzym markiert 

ist, sichtbar gemacht (gemäß Herstellerinformation). 

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 8*104 in 3 ml Vollmedium in 6 cm 

Zellkulturplatten ausgesät und wie unter 2.2.1.4 beschrieben behandelt und 

abgeerntet. 

 

2.2.3.1 Proteinextraktion 

150 µl Lysepuffer wurden auf die Zellpelets gegeben, suspendiert und 

anschließend in ein Eppendorfgefäß überführt und für 5 Minuten auf Eis 

gestellt. Der Lysepuffer wurde zuvor mit einer Tablette Proteaseinhibitor und 

Phosphataseinhibitor versetzt. Die Tabletten wurden jeweils in 500 µl 

destilliertem Wasser gelöst und mit 10 ml Lysepuffer vermischt. Um die 

Zellmembran zu zerstören, wurden die Zellen zwei Mal für 15-20 Sekunden auf 

Eis sonifiziert und im Anschluss für 20 min bei 13000 U/min bei 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand, in welchem sich nun die Proteine befanden, wurde 

in ein neues Eppendorfgefäß überführt. 

 

2.2.3.2 Proteinquantifizierung 

Die Bestimmung der Proteinmenge in den einzelnen Proben wurde mittels DC 

Protein Assay gemäß Herstellerinformation durchgeführt. Hierbei kommt es 
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zunächst zu einer Reaktion der Proteine mit einer alkalischen Kupfer-Tartrate 

Lösung, anschließend reagieren die Proteine mit dem Folin Reagenz. Diese 

Reaktionen führen zu einer blauen Farbentwicklung, welche mit einem 

Mikrottitierplattenreader bei einer Wellenlänge von 650–750 nm gemessen 

wurde. 

Um die erforderliche Proteinmenge zu berechnen, wurde der Mittelwert x der 

einzelnen Proben verwendet. Mit folgender Formel ließ sich der Proteinanteil in 

Mikroliter berechnen: 100 / ((x-0,0627)/0,136). Gemäß der Berechnung wurde 

die Proteinmenge sowie Lysepuffer in ein neues Eppendorfgefäß gegeben und 

mit 25 µl 4x Proteinladepuffer versetzt. 

 

2.2.3.3 Herstellung des Trenn- und Sammelgels 

Das Trenn- sowie Sammelgel wurde wie in Tabelle 6 beschrieben hergestellt. 

Zunächst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen und sofort 

mit 100 % Ethanol bedeckt. Nach ca. 10-20 Minuten war das Gel fest, das 

Ethanol wurde entfernt und das Sammelgel wurde ebenfalls zwischen die 

Glasplatten gegossen. Um Kavitäten für die Proben zu erhalten wurde ein 

Kamm zwischen die Platten eingeführt. 

 

2.2.3.4 Trennung der Proteine durch SDS-PAGE 

Nach fest werden des Gels, wurde es in eine Elektrophoresekammer überführt 

und mit 1x SDS-Puffer aufgefüllt. Die Proteine wurden zunächst für 5 Minuten 

bei 95°C erhitz und anschließend abzentrifugiert. Nun wurden die Kavitäten mit 

je 25 µl Protein befüllt, wobei in die erste Kavität 10 µl eines Proteinmarkers 

pipettiert wurden. Die Auftrennung erfolgte für das Sammelgel bei 60 V, für das 

Trenngel waren es 100-120 V.  

 

2.2.3.5 Transfer der Proteine vom Gel auf eine Membran 

Das Gel wurde von den Platten abgelöst und das Sammelgel verworfen. Die 

Membran wurde für 1-2 Sekunden mit 100 % Methanol sowie mit 1x Western 

Transfer Puffer benetzt. Anschließend wurde die Blottingkassette wie folgt 

beladen: Schwämmchen, Whatmanpaper, Gel, Membran, Whatmanpaper, 
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Schwämmchen. Whatmanpaper und Schwämmchen wurden zuvor in 1x 

Western Transfer Puffer getränkt. Die Blottingkassette wurde in einer 

Blottingkammer platziert, mit einem Rührfisch versehen und mit 1x Western 

Transfer Puffer befüllt. Der Proteintransfer fand bei 100 V und 0,35 A für 1 

Stunde 20 Minuten im 4°C Kühlraum statt. 

Nach dem Blotten wurde die Membran für 20 Minuten in 5 %iger Milchlösung 

blockiert. Anschließend wurde die Membran dreimal für 5 Minuten in 1x TNT 

Puffer gewaschen. 

 

2.2.3.6 Inkubation der Antikörper und Entwicklung der Membran 

Der Primärantikörper wurde über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag 

wurde die Membran dreimal für 10 Minuten mit 1x TNT gewaschen und 

anschließend mit dem Sekundärantikörper für 1 Stunde bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die Membran wurde anschließend wieder dreimal für 10 Minuten 

gewaschen und dann für 3 Minuten mit 4 ml der Entwicklungslösung inkubiert. 

Anschließend wurde die Membran in einer Entwicklungskassette platziert, für 

15-30 Sekunden einem Röntgenfilm exponiert und anschießend entwickelt.  

 

 

2.2.4 Semiquantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt eine Methode zur Vervielfältigung 

von DNA Abschnitten in vitro dar. Mittels zwei sequenzspezifischer 

Oligonukleotide (Primer) wird die DNA-Sequenz definiert und diese dann durch 

die TaqPolymerase amplifiziert. Die so gewonnen DNA Produkte werden 

anschließend mittels Gelelektrophorese nach ihrer Größe aufgetrennt. Um die 

DNA Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen, wird die DNA mit 

Ethidiumbromid, welches mit dieser interkaliert, versetzt (gemäß 

Herstellerinformation). 

 

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 4*103 in 6 cm Zellkulturplatten ausgesät 

und wie unter 2.2.1.4 beschrieben behandelt und abgeerntet. 
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2.2.4.1 RNA Extraktion 

Zur Extraktion der RNA wurde das  RNeasy protect  Mini Kit (50) verwendet. 

Auf jedes Zellpellet wurden zunächst 350 µl RLT Puffer gegeben und durch 

mehrfaches Auf- und Abpipettieren gut durchmischt. Anschließend wurden 

3,5 µl β-Mercaptoenthanol hinzugefügt und das Lysat zur Homogenisierung mit 

einer 1 ml Spritze durch eine 21 G Nadel fünfmal gezogen. Nach Zugabe von 

350 µl 70 %igem Ethanol und gutem Durchmischen, wurde das Lysat in 

Polypropylenfiltersäulen („Spin columns“) mit Sammelröhrchen überführt und für 

eine Minute bei 7900 U/min zentrifugiert. Das Filtrat in den Sammelröhrchen 

wurde verworfen, 350 µl RW1 Puffer hinzugefügt und erneut für eine Minute bei 

7900 U/min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Filtrates wurde dieser Vorgang 

wiederholt. Anschließend wurden 500 µl RPE Puffer dazu gegeben, abermals 

für eine Minute bei 7900 U/min zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Dieser 

Arbeitsschritt wurde ebenfalls wiederholt. Anschließend wurden die Filtersäulen 

in neue Sammelgefäße überführt, erneut bei 7900 U/min für eine Minute 

zentrifugiert und in neue 1,5 ml Eppendorfgefäße plaziert. Nun wurde 25 µl 

65°C warmes RNAse freies Wasser direkt auf die Membran der „Spin columns“ 

gegeben, für eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 

eine Minute bei 7900 U/min zentrifugiert. Das Filtrat wurde nun nicht verworfen 

sondern es wurde erneut 25 µl des vorgewärmten RNAse freien Wassers 

hinzugefügt, bei Raumtemperatur eine Minute inkubiert und abermals 

zentrifugiert. Die Konzentration der so gewonnen RNA wurde anschließend 

bestimmt. 

 

2.2.4.2 RNA- Konzentrationsbestimmung 

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Spektrometer. Hierbei 

wurde 1 µl des Filtrats in 99 µl autoklaviertes Wasser gegeben und die 

Extinktion in µg/ml gemessen. 

 

2.2.4.3 cDNA-Synthese 

Zur cDNA-Synthese wurde das iScript cDNA Synthesis Kit verwendet. Alle 

folgenden Arbeitsschritte fanden auf Eis statt. Pro Ansatz wurde 1 µg RNA, 4 µl 
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iScript Reaction Mix sowie 1 µl iScript Reverse Transcriptase verwendet und 

anschließend alles mit Nuclease freiem Wasser auf 15 µl aufgefüllt. Folgendes 

Programm wurde am Thermocycler verwendet: 

 

Temperatur (°C) Zeit (Minuten) 

25.0 

42.0 

85.0 

4.0 

5.00 

30.00 

5.00 

Lagerung 

 

2.2.4.4 DNA-Amplifikation 

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden wieder auf Eis durchgeführt. Pro Probe 

wurde in ein Multiply-Gefäß 2 µl cDNA, 2,5 µl Thermopol Buffer, 1 µl sense-

Oligonucleotid-Primer, 1 µl antisense-Oligonucleotid-Primer, 1 µl dNTP und 

16,5 µl autoklaviertes Wasser pipettiert. Zum Schluss wurde 1 µl der Taq-

Polymerase hinzugegeben. Als Negativkontrolle wurde ein Gefäß ohne DNA 

mitgeführt. Zur endogenen Kontrolle wurde 18s RNA eingesetzt. Folgendes 

Programm wurde am Thermocycler verwendet: 

 

Temperatur (°C) Zeit (Minuten) 

94.0 

94.0 

55.0 

72.0 

72.0 

04.0 

5.00 

0.30 

0.30 (30–35 Zyklen) 

0.40 

7.00 

Lagerung 

 

2.2.4.5 Gelelektrophorese  

Für die Gelelektrophorese wurde ein 2 %iges Agarosegel verwendet. Es 

wurden zu 200 ml 0,5x TBE 4 g Agarose hinzugefügt und in der Mikrowelle 

solange erhitz bis die Agarose vollständig gelöst war. Anschließend wurden 
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12 µl Ethidiumbromid zum Gel gegeben und dieses in eine Gelapparatur mit 

bereits eingesetztem Kamm gegossen. Nachdem das Gel fest war, wurde der 

Kamm entfernt, das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit 0,5x 

TBE bedeckt. Bevor die einzelnen Kammern beladen wurden, wurde jede 

Probe mit 6 µl Agaroseladepuffer versetzt. Als DNA-Marker wurden 20 µl DNA-

Leiter (Gene Ruler 1kb DNA ladder) verwendet. Die Auftrennung erfolgte 

schließlich bei 120 V. Mittels UV-Licht wurden anschließend die Banden 

sichtbar gemacht und ein Foto dieser erstellt. 

 

2.2.4.6 Quantifizierung der DNA 

Nachdem das Foto eingescannt wurde, wurde mittels Adobe Photoshop® die 

Intensität der einzelnen Banden ermittelt. Mit Hilfe eines immer gleich großen 

Rechtecks wurden der Pixelwert sowie der mittlere Helligkeitswert einer Bande 

bestimmt und miteinander multipliziert. Dieser Wert wurde schließlich durch den 

Intensitätswert der jeweiligen 18s RNA geteilt und in Bezug zur Intensität der 

Kontrolle DMSO gesetzt. 

 

 

2.2.5 Wound-Healing Assay 

 

Während der physiologischen Wundheilung aber auch bei der 

Tumormetastasierung spielt die Zellmigration eine wichtige Rolle. Der Wound-

Healing Assay stellt eine einfache Methode dar, mit welcher die gerichtete 

Zellmigration in vitro untersucht werden kann (gemäß Herstellerinformation). 

 

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1*105 in 6-well Zellkulturplatten 

ausgesät und im 37°C Brutschrank inkubiert. Hatten die Zellen eine Dichtigkeit 

von 80 % erreicht (was nach 48 Stunden der Fall war), wurde das Medium 

entfernt und mit Medium, welches nur 2 % FKS enthielt, ersetzt. Nach weiteren 

24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit 150 µM und 200 µM Capsaicin 

sowie DMSO behandelt. 48 Stunden nach der Behandlung wurde mit einer  
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10 µl Pipettenspitze dem Zellrasen eine Wunde zugefügt. Das alte Medium 

wurde entfernt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschließend wurden 

wieder 3 ml des 2 %igen FKS Mediums hinzugefügt. Unter dem Lichtmikroskop 

wurden Bilder zum Zeitpunkt 0 h und nach 24 h gemacht. Mit Hilfe von Adobe 

Photoshop® wurden die Abstände der Wundränder zu einander gemessen. Die 

Differenz der Wundabstände vom Zeitpunkt 0 h zum Zeitpunkt 24 h wurde auf 

den Zeitpunkt 0 h bezogen und daraus dann der Migrationsindex wie folgt 

berechnet: 

 

 

 

2.2.6 Invasionsassay 

 

 

 

 

2.2.6 Invasion Assay 

 

Die Invasionsfähigkeit von Zellen kann mit diesem Assay in vitro untersucht 

werden. Das Testsystem besteht aus zwei Kammern welche durch eine dünne 

Membran voneinander getrennt sind. Diese Membran ist mit 8 µm großen 

Poren versehen, welche durch eine dünne Schicht einer MATRIGEL Basement 

Membrane Matrix bedeckt sind. Diese Matrigel Matrix soll die Basalmembran 

darstellen. Somit wird verhindert, dass nicht-invasive Zellen durch die Poren 

gelangen. Die invasiven Zellen hingegen können sich von der Matrix lösen und 

durch die Poren invadieren (gemäß Herstellerinformation). 

Die 6-well Invasionskammern wurden bei -20°C gelagert und vor Gebrauch auf 

Raumtemperatur erwärmt. Anschließend wurde 37°C warmes FKS freies 

Medium in die Kammern gegeben und für 2 Stunden im 37°C Brutschrank 

inkubiert. Anschließend wurde das Medium vorsichtig entfernt und 2,5 ml mit 

FKS versetztem Vollmedium in die Umgebungskammern gegeben. In die 

Migrationsindex =  Breite der Wunde0h – Breite der Wunde24h  

                                            Breite der Wunde0h           

                          

                                     
 

                                                   

                            

X 100 
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inneren Kammern wurden die Zellen zusammen mit 150 µM und 200 µM 

Capsaicin sowie DMSO gegeben. Die Zelldichte betrug 1,25*105 Zellen pro 2 ml 

FKS freiem Medium. Die Zellen wurden anschließend für 48 Stunden im 37°C 

Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde mit einem Zellschaber und einem 

Zellstofftuch vorsichtig die Innenseite der Membran von nicht-invasiven Zellen 

gesäubert. Die invasiven Zellen an der Außenseite der Membran wurden 

anschließend gefärbt. Sie wurden für 2 Minuten in 100 % Methanol fixiert, dann 

für 2 Minuten in 1 % Toluidine gefärbt. Um überschüssige Farbe zu entfernen, 

wurde mit destilliertem Wasser gespült. Nachdem die Zellen an der Luft 

getrocknet waren, wurde die Membran aus der Kammer heraus gelöst und auf 

einem Objektträger fixiert. Unter dem Lichtmikroskop wurden bei 20facher 

Vergrößerung Bilder gemacht und 5 Blickfelder ausgezählt. Aus diesen 

gewonnenen Zahlen wurde der Invasionsindex wie folgt berechnet: 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.7 Koloniebildungsassay 

 

Tumorzellen haben die Eigenschaft unabhängig von äußeren und inneren 

Einflüssen, welche normalerweise die Zellproliferation beschränken, zu 

wachsen. Der Koloniebildungsassay stellt eine Methode dar, dies in vitro zu 

untersuchen (gemäß Herstellerinformation) 

 

60 mm Zellkulturplatten wurden vorbereitet und mit 4 ml 1 %igem Agar in 

Vollmedium befüllt, was als unterste Schicht diente. Der Agar war zuvor in 

Wasser gelöst und anschließend bis zur vollständigen Verflüssigung 

autoklaviert worden. Die Zellen beider Zelllinien wurden mit einer Zelldichte von 

6*104 pro Well sowie DMSO und Capsaicin (150 µM und 200 µM) in 3 ml 

Invasionsindex  =  % Invasion behandelter Zellen 

                              % Invasion Kontrollzellen      
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Vollmedium, welches mit 0,5 %igem Agar versetzt war, suspendiert. Nachdem 

die unterste Schicht des Agars fest war, wurde diese mit 2 ml der 

Zellsuspension bedeckt. Nachdem auch die oberste Schicht bei 

Raumtemperatur fest geworden war, wurde der Agar mit 1 ml Vollmedium 

bedeckt und für 3 Wochen bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 

Kolonien mit p-Iodonitotetrazonium Violet gefärbt und nach weiteren 3 Wochen 

im Inkubationschrank ausgezählt. 

 

 

2.2.8 Apoptosemessung 

 

Die Apoptose, der programmierter Zelltod, ist ein physiologischer Vorgang und 

wird durch bestimmte morphologische Eigenschaften gekennzeichnet. Ein 

frühes Zeichen ist die Umlagerung des Membranphospholipids 

Phosphatidylserin (PS) von der inneren zur äußeren Zellmembran. Die 

Zellmembran bleibt bei diesem Vorgang allerdings intakt.   

Das Protein Annexin V, welches im folgenden Versuch verwendet wurde, kann 

zu Fluorchromen wie FITC konjugiert werden und so mittels 

Durchflusszytometrie gemessen werden. Es bindet vor allem an PS. Doch da 

es auch an das PS von nekrotischen Zellen bindet, wird gleichzeitige eine 

Färbung der Zellen mit Propidiumiodid (PI) durchgeführt. PI gelangt nur durch 

eine geschädigte Zellmembran, welche bei nekrotischen oder toten Zellen zu 

finden ist, ins Zellinnere und interkaliert dort mit der DNA. Frühapoptotische 

Zellen sind also Annexin V positiv sowie PI negativ. Spätapoptotische und 

nekrotische bzw. tote Zellen sind dagegen Annexin V und PI positiv. Lebende 

Zellen sind für beide Marker negativ (gemäß Herstellerinformation). 

 

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 12*104 Zellen in 3 ml Vollmedium in 6 

cm Zellkulturplatten ausgesät und anschließend wie unter 2.2.1.4 beschrieben 

behandelt. Nach 24, 48 und 96 Stunden wurden die Zellen geerntet und die 

relative Anzahl der apoptotischen Zellen mit dem LSRFortessa 

Durchflusszytometer bestimmt.  
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Der Überstand des Tumormediums wurde in ein 15 ml großes Reagenzgefäß 

überführt. Anschließend wurden die Zellen mit 2 ml kaltem 1x PBS gewaschen 

und dieser Überstand ebenfalls dem Reagenzgefäß zugeführt. Dann wurden 

die Zellen mit 1 ml Trypsin für 1 Minute im Brutschrank inkubiert, die Aktivität 

des Trypsins mit 3 ml Vollmedium gestoppt und die Zellen komplett in das 

Reagenzgefäß überführt. Bei 1000 U/min wurde für 5 Minuten zentrifugiert, der 

Überstand abgesaugt, die Zellen abermals mit 1 ml kaltem 1x PBS gewaschen 

und anschließend nochmals bei 1000 U/min für 5 Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgesaugt und die Reagenzgefäße mit den Zellpellets sofort 

auf Eis gestellt. Alle nun folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. 

Zu den Zellen wurden 300 µl eines 1:10 verdünnten Bindungspuffers (Annexin 

V Apoptosis Detection Kit II) gegeben (9 ml 4°C kaltes 1x PBS + 1 ml 

Bindungspuffer). Diese 300 µl wurden anschließend auf drei 

Rundbodenröhrchen verteilt. Ein Gefäß wurde mit 5 µl Annexin V-FITC gefärbt, 

eins mit 5 µl PI und das dritte mit je 5 µl Annexin V-FITC und PI. Nach einer 

Inkubationszeit von 15 Minuten im Dunkeln wurden erneut 400 µl 

Bindungspuffer hinzugefügt. Anschließend wurde die Messung am 

Durchflusszytometer durchgeführt und mit dem Programm FlowJo Version 8.7 

analysiert.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Auswertung der Zellproliferation 
 

Zur Untersuchung der Zellproliferation von SZ-1 und TFK-1 Zellen unter der 

Behandlung mit Capsaicin wurde der WST1 Assay verwendet. Aufgrund 

Angaben in der Literatur wurden Konzentrationen von 150 µM und 200 µM 

gewählt [81, 85, 86, 90, 100]. Zur Kontrolle wurden Zellen beider Zelllinien 

verwendet, welche nur mit DMSO behandelt wurden. Um die Zellproliferation 

bestimmen zu können, wurden alle Messwerte auf den Zeitpunkt 0 Stunden 

bezogen. Die unbehandelten Zellen beider Zelllinien zeigten ein 

uneingeschränktes Wachstum. Nach 48 Stunden war die erste deutliche 

Wachstumsdifferenz zwischen den behandelten Zelllinien und den 

Kontrollzellen zu sehen. So zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle bei den SZ-1 

Zellen unter der Behandlung mit 150 µM Capsaicin ein um 70 % geringeres 

Wachstum. Wurden die Zellen mit einer Konzentration von 200 µM behandelt, 

betrug der Wachstumsrückgang sogar 127 %. Nach 72 Stunden war eine 

Wachstumsreduzierung von 111 % (150 µM) sowie von 220 % (200 µM) zu 

verzeichnen. Nach 96 Stunden war in den behandelten SZ-1 Zellen wieder ein 

leichter Proliferationsanstieg zu verzeichnen. Das Zellwachstum war im 

Vergleich zur Kontrolle allerdings immer noch deutlich geringer. Es war bei 

150 µM Capsaicin um 129 %, bei 200 µM um 252 % reduziert. Bei den TFK-1 

Zellen verhielt sich das Wachstum ähnlich. Nach 48 Stunden war auch hier zum 

ersten Mal eine deutliche Wachstumsreduzierung festzustellen. Bei einer 

Capsaicindosis von 150 µM betrug sie 78 % bei 200 µM waren es 90 %. Nach 

72 Stunden betrug der Rückgang des Wachstums 216 % (150 µM) sowie 

245 % (200 µM). Auch in dieser Zelllinie zeigte sich ein leichter 

Proliferationsanstieg nach 96 Stunden. Unter der Behandlung mit 150 µM 

Capsaicin war die Proliferation im Vergleich zur Kontrolle jedoch immer noch 

um 183 % geringer, bei 200 µM waren es 234 %. (Abb. 2A und 3A). 

Die lichtmikroskopischen Bilder, welche nach 96 Stunden aufgenommen 

wurden, bestätigten diese Ergebnisse. Hier war ebenfalls eine Abnahme der 
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Zelldichte unter den verwendeten Dosen von Capsaicin zu sehen. Unter der 

Behandlung mit 200 µM war der stärkere Effekt zu verzeichnen. Auch konnte 

eine veränderte Zellmorphologie festgestellt werden. In beiden Zelllinien war zu 

beobachten, dass die Zellen Zellausläufer bildeten (Abb. 2B und 3B). 

 

 

3.2 Untersuchung der epithelial-mesenchymalen Transition 

auf Proteinebene 
 

Für die Migration und Invasion von Tumorzellen spielt die epithelial- 

mesenchymale Transition (EMT) eine wichtige Rolle. Es wurde bereits gezeigt, 

dass im cholangiozellulären Karzinom dieser Mechanismus für das aggressive 

Wachstum und die Prognose der Patienten eine wichtige Rolle spielt [128, 129]. 

 

Mittels Westernblot wurden die beiden EMT Marker E-cadherin und N-cadherin 

analysiert um festzustellen, ob diese durch Capsaicin beeinflusst werden. 

Bereits nach 48 Stunden war unter beiden verwendeten Dosen (150 µM und 

200 µM) ein Expressionsanstieg von E-cadherin sowohl in den SZ-1 als auch in 

den TFK-1 Zellen zu sehen. In beiden Zelllinien hatte Capsaicin keinen Einfluss 

auf den Marker N-cadherin (Abb. 4A und 4B sowie Abb. 5A und 5B). 
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Abbildung 2: Zellproliferationsassay von SZ-1 Zellen 

 

 

 

 

 

Inhibition der Proliferation von SZ-1 Zellen durch Capsaicin in Abhängigkeit von Zeit und Dosis.  
A) Graphische Darstellung des Zellwachstums unter den verwendeten Konzentrationen. Gezeigt 
werden Mittelwerte und Standartabweichungen.  
B) Korrespondierende lichtmikroskopische Bilder (96h, 10fache Vergrößerung).  
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Abbildung 3: Zellproliferationsassay von TFK-1 Zellen 

 

 

 

 

Inhibition der Proliferation von TFK-1 Zellen durch Capsaicin in Abhängigkeit von Zeit und Dosis. 

A) Graphische Darstellung des Zellwachstums unter den verwendeten Konzentrationen. Gezeigt 

werden Mittelwerte und Standartabweichungen. 

B) Korrespondierende lichtmikroskopische Bilder (96h, 10fache Vergrößerung).  
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Abbildung 4: Western Blot der SZ-1 Zellen 

 

 

A) Zeitabhängiger Expressionsanstieg des EMT-Markers E-cadherin in SZ-1 Zellen nach 

Behandlung mit Capsaicin. Als Ladekontrolle wurde Beta-Actin verwendet.  

B) Darstellung der relativen Intensität der in Abb.4A dargestellten Banden. 
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Abbildung 5: Western Blot der TFK-1 Zellen 

 

 

A) Zeitabhängiger Expressionsanstieg des EMT-Markers E-cadherin in TFK-1 Zellen nach 

Behandlung mit Capsaicin. Als Ladekontrolle wurde Beta-Actin verwendet.  

B) Darstellung der relativen Intensität der in Abb.5A dargestellten Banden. 
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3.3 Semiquantitative Analyse der Hedgehog 

Signalwegbestandteile 
 

In vorherigen Experimenten wurde bereits gezeigt, dass der Sonic Hedgehog 

Signalweg einen bedeutenden Einfluss auf die Migration und Invasion der 

intrahepatischen SZ-1 Zellen als auch der extrahepatischen TFK-1 Zellen 

nimmt [126]. Mittels semiquantitativer PCR wurde die Beeinflussung von 

Capsaicin auf die Sonic Hedgehog Signalwegbestandteile Smo, Gli 1 und Gli 2 

analysiert.  

In den SZ-1 Zellen zeigte sich nach 96 Stunden unter der Behandlung mit 200 

µM Capsaicin eine Abnahme der Bandenintensität von Smo. Ebenso war eine 

Abnahme der Bandenintensität von Gli 1 nach 96 Stunden unter 150 µM und 

200 µM zu beobachten. Allerdings konnte hier ein Anstieg der Intensität nach 

24 und 48 Stunden unter beiden Dosen verzeichnet werden. Auch die 

Bandenintensität von Gli 2 nahm über die Zeit kontinuierlich ab und erreichte 

nach 96 Stunden und unter 200 µM Capsaicin ihr Minimum. 

In der TFK-1 Zelllinie zeigte sich eine Abnahme der Bandenintensität von Smo 

unter 150 µM und 200 µM Capsaicin nach 96 Stunden. Hier war eine leichte 

Zunahme der Intensität nach 24 und 48 Stunden festzustellen. Die 

Bandenintensität von Gli 1 nahm bereits nach 24 Stunden und unter beiden 

Dosen minimal ab. Die Intensität von Gli 2 nahm nach 48 Stunden unter 150 µM 

und 200 µM ab und erreichte ihr Minimum nach 96 Stunden (Abb. 6 und 7).  
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Abbildung 6: semiquantitative PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zeit- und dosisabhängige Herunterregulation der Shh Signalwegbestandteile Smo, Gli 1 und Gli 2 

in SZ-1 und TFK-1 Zellen nach Behandlung mit Capsaicin. Als Ladekontrolle wurde 18s RNA 

verwendet. 
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Abbildung 7: semiquantitative PCR: graphische Darstellung der Banden 

 

 

 

 

Zeit- und dosisabhängige Herunterregulation der Shh Signalwegbestandteile Smo, Gli 1 und Gli 2 

in SZ-1 und TFK-1 Zellen nach Behandlung mit Capsaicin. Graphische Darstellung der relativen 

Intensität der in Abb.6 dargestellten Banden. 
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3.4 Auswertung der Migration und Invasion nach 

Behandlung mit Capsaicin 
 

Die Wirkung von Capsaicin auf Migration und Invasion von malignen Zellen 

wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen untersucht und ein hemmender 

Effekt beschrieben [130].  

 

3.4.1 Migrations Assay 

Zur Untersuchung der Migration beider Zelllinien wurde der Wound-Healing 

Assay durchgeführt. Als Kontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen 

verwendet. In den lichtmikroskopischen Bildern 8A und 9A sind die durch den 

Zellrasen verlaufenden Wunden zum Zeitpunkt 0 und nach 24 Stunden zu 

erkennen. Der Wundverschluss in den mit DMSO behandelten Zellen lag nach 

24 Stunden bei 60 %. Im Vergleich hierzu war in den SZ-1 Zellen nach 

Behandlung mit Capsaicin ein Wundverschluss von 12 % (150 µM) und 9 % 

(200 µM) zu verzeichnen. In den TFK-1 Zellen waren es 18 % (150 µM) und 

15 % (200 µM). Die Migration wurde in beiden Zelllinien durch Capsaicin 

beeinflusst, wobei in den SZ-1 Zellen ein signifikantes Ergebnis zu verzeichnen 

war (Abb. 8 und Abb. 9). 

 

3.4.2 Invasions Assay 

Der Matrigel Invasion Assay wurde zur Untersuchung der Invasion beider 

Zelllinien durchgeführt. Hier zeigte sich im Vergleich zu den mit DMSO 

behandelten Kontrollzellen eine verringerte Invasionsfähigkeit der mit Capsaicin 

(150 µM und 200 µM) behandelten SZ-1 und TFK-1 Zellen. In der SZ-1 Zelllinie 

war die Fähigkeit zur Invasion nach Behandlung mit 150 µM Capsaicin im 

Vergleich zur Kontrolle um 72 % reduziert. Bei 200 µM waren es 88 %. Bei den 

TFK-1 Zellen zeigte sich ein ähnliches Bild. Im Vergleich zur Kontrolle war hier 

die Invasion um 67 % (150 µM) und um 86 % (200 µM) herabgesetzt (Abb. 10B 

und 10D). 

Dieser Rückgang der Invasionsfähigkeit ist in den lichtmikroskopischen Bildern 

deutlich zu sehen (Abb. 10A und 10C). 
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Abbildung 8: Migrations Assay der SZ-1 Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abnahme der Migrationsfähigkeit von SZ-1 Zellen nach Behandlung mit Capsaicin.  

A) Lichtmikroskopische Bilder (10fache Vergrößerung). Die Wundgrößen sind durch Pfeile markiert. 

Schwarz für 0 h und orange für 24 h. B) Graphische Darstellung des Migrationsindex. Gezeigt 

werden Mittelwerte und Standardabweichungen. Signifikante Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle 

sind gekennzeichnet, wobei  * für p< 0,05 steht 
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Abbildung 9: Migrations Assay der TFK-1 Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abnahme der Migrationsfähigkeit von TFK-1 Zellen nach Behandlung mit Capsaicin.  

A) Lichtmikroskopische Bilder (10fache Vergrößerung). Die Wundgrößen sind durch Pfeile markiert. 

Schwarz für 0 h und orange für 24 h. B) Graphische Darstellung des Migrationsindex. Gezeigt 

werden Mittelwerte und Standardabweichungen. N.s steht hier für ein nicht signifikantes Ergebnis. 
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Abbildung 10: Invasions Assay 

 

 

Dosisabhängige Abnahme der Invasionsfähigkeit von SZ-1 und TFK-1 Zellen nach Behandlung mit 

Capsaicin. A) Lichtmikroskopische Bilder der SZ-1 Zellen (20fache Vergrößerung). B) Graphische 

Darstellung des Invasionsindex. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen. 

Signifikante Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle sind gekennzeichnet, wobei *** für p< 0,001 steht. 

C) Lichtmikroskopische Bilder der TFK-1 Zellen (20fache Vergrößerung). D) Graphische Darstellung 

des Invasionsindex. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen. Signifikante 

Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle sind gekennzeichnet, wobei ** für p< 0,005 steht. 
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3.5 Auswertung der Koloniebildung in Softagar 
 

Die Eigenschaft der cholangiozellulären Zelllinien Kolonien in Softagar nach 

Behandlung mit Capsaicin zu bilden, wurde mit dem Koloniebildungsassay 

analysiert. Zur Kontrolle wurden Zellen beider Zelllinien mit DMSO behandelt. 

Nach drei wöchiger Inkubation war ein eindeutiger Rückgang in der Anzahl der 

Kolonien in den mit Capsaicin behandelten Zellen zu sehen (Abb. 10A und 

10C). In den SZ-1 Zellen nahm die Kolonieanzahl von 672 der Kontrolle auf 

6 Kolonien (150 µM) und 11 Kolonien (200 µM) ab. In der TFK-1 Zelllinie fand 

eine Reduktion der Kolonieanzahl von 442 (DMSO) auf 140 Kolonien (150 µM) 

bzw. 41 Kolonien (200 µM) statt (Abb. 11B und 11D). 

In Abbildung 11A sind unter der Behandlung mit 200 µM keine Zellen mehr zu 

sehen. Oben wurde allerdings beschrieben, dass sich die Anzahl der Kolonien 

auf 11 reduziert habe. Dies ist darauf zurückzuführen, dass alle Experimente 2 

bis 3 Mal wiederholt wurden. 
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Abbildung 11: Softagar 

 

 

 

Dosisabhängige Abnahme der Fähigkeit von SZ-1 und TFK-1 Zellen zur Koloniebildung unter der 

Behandlung mit Capsaicin. A) digitale Bilder der SZ-1 Zellen. B) Graphische Darstellung der Anzahl 

der Kolonien. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen. Signifikante Ergebnisse im 

Vergleich zur Kontrolle sind gekennzeichnet, wobei *** für p< 0,001 steht.  

C) digitale Bilder der TFK-1 Zellen. D) Graphische Darstellung der Anzahl der Kolonien. Gezeigt 

werden Mittelwerte und Standardabweichungen. Signifikante Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle 

sind gekennzeichnet, wobei * für p< 0,05 und ** für p< 0,005 steht.   
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3.6 Apoptosemessung 
 

Zur Untersuchung ob die antiproliferative Wirkung von Capsaicin durch 

Induktion der Apoptose zustande kommt, wurde der Annexin V Assay 

durchgeführt. Die Zellen wurden mit Annexin und PI gefärbt und anschließend 

mittels Durchflusszytometer gemessen.  

In beiden Zelllinien konnte in den mit DMSO behandelten Zellen zu jedem 

Zeitpunkt (24h, 48h, 96h) nur ein geringer Anteil an apoptotischen Zellen 

nachgewiesen werden. SZ-1: 24 h 6,4 %, 48 h 5,95 %, 96 h 5,1 %. TFK-1: 24 h 

7,2 %, 48 h 7,15 %, 96 h 5,1 %).  

In der SZ-1 Zelllinie war nach 24 Stunden ein geringer Anstieg der 

apoptotischen Zellen an der Gesamtzellzahl festzustellen. Bei 150 µM waren es 

8,2 %, bei 200 µM 11 %. Nach 48 Stunden lagen die Zahlen bei 7,05 % 

(150 µM) und 13,3 % (200 µM). Nach 96 Stunden konnte bei einer 

Capsaicindosis von 200 µM im Vergleich zur Kontrolle ein signifikantes 

Ergebnis verzeichnet werden. Hier betrug der Anteil an apoptotischen Zellen 

22,65 % (200 µM) sowie 10,85 % (150 µM) (Abb. 12A). Ähnliche Ergebnisse 

konnten in der TFK-1 Zelllinie beobachtet werden. Nach 24 Stunden betrug der 

Anteil an apoptotischen Zellen 8,2 % (150 µM) sowie 11,55 % (200 µM). Der 

Anteil stieg weiter an und lag nach 48 Stunden bei 8 % (150 µM) und 13,1 % 

(200 µM). Nach 96 Stunden waren es 11,5 % (150 µM) sowie 22,65 % 

(200 µM). In dieser Zelllinie war nach 24 Stunden und 96 Stunden ein 

signifikantes Ergebnis zu verzeichnen (Abb. 12B). 
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Abbildung 12: Apoptosemessung 

 Zeit- und dosisabhängige Zunahme apoptotischer Zellen in SZ-1 und TFK-1 Zelllinien nach 

Behandlung mit Capsaicin. A) Graphische Darstellung der apoptotischen SZ-1 Zellen in Prozent. 

Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen. Signifikante Ergebnisse im Vergleich zur 

Kontrolle sind gekennzeichnet, wobei ** für p< 0,005 steht.  

B) Graphische Darstellung der apoptotischen TFK-1 Zellen in Prozent. Gezeigt werden Mittelwerte 

und Standardabweichungen. Signifikante Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle sind 

gekennzeichnet, wobei ** für p< 0,005 steht. 
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4. Diskussion 
 

Das cholangiozelluläre Karzinom (CCC), die zweithäufigste Neoplasie der 

Leber, nimmt mit seiner Inzidenz in der westlichen Welt signifikant zu [1-4]. Eine 

große Schwierigkeit in der Diagnostik bereitet das späte Auftreten von 

klinischen Symptomen und die daraus resultierende späte Erstdiagnose [5]. 

Einer kurativen chirurgischen Resektion können nur ca. 30 % der erkrankten 

Patienten zugeführt werden, wobei bei ca. 50 % ein Tumorrezidiv sowie 

Fernmetastasen im Verlauf auftreten [27, 28, 31]. Zur palliativen 

Erstlinientherapie stehen derzeit eine Kombination aus Gemcitabin und 

Cisplatin zur Verfügung [48]. Eine zielgerichtete Antikörpertherapie spielt 

aufgrund fehlender Verlängerung des Gesamtüberlebens gegenüber einer 

systemischen Chemotherapie aktuell noch keine Rolle bei der palliativen 

Systemtherapie des CCC [49-53].  

 

Capsaicin, welches den Paprikaschoten ihre Schärfe verleiht, spielt nicht nur 

zum Würzen von Speisen eine Rolle, sondern nimmt auch einen großen 

Stellenwert in der topischen Schmerzbehandlung von Neuropathien sowie der 

rheumatoiden Arthritis ein [54-57, 62]. In vielen durchgeführten Untersuchungen 

wurde bereits ein anti-inflammatorischer sowie chemo-präventiver Effekt von 

Capsaicin beschrieben [85-88, 90, 93, 131-134]. Auch wurden verschiedene 

Mechanismen bezüglich einer antiproliferativen Wirkung von Capsaicin bei 

malignen Erkrankungen des Gastrointestinal-Traktes postuliert [56]. Ein Einfluss 

von Capsaicin auf die Karzinogenität beim humanen CCC wurde in der Literatur 

bis dato noch nicht beschrieben. Aufgrund dieser Datenlage wurde in 

vorliegender Arbeit die antiproliferative bzw. antikarzinogene Wirkung von 

Capsaicin auf das humane CCC untersucht.  

 

Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass durch Capsaicin das 

Wachstum von sowohl humanen intrahepatischen als auch extrahepatischen 

CCC Zellen inhibiert wird. Außerdem führte die Behandlung zu einer Induktion 

der Apoptose sowie zu einer Abschwächung des Tumorsignalwegs Hedgehog. 
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Die Beeinflussung des programmierten Zelltods scheint eine wesentliche Rolle 

in der antikarzinogenen Wirkung von Capsaicin auf Tumorzellen zu spielen. In 

der peripheren Literatur wurde gezeigt, dass durch Capsaicin die Apoptose in 

Hep-1, HepG2 sowie Pankreaskarzinomzellen durch einen Caspase-3 

abhängigen Mechanismus induziert wird [85, 86, 133]. Des Weiteren gibt es 

Daten für den Einfluss auf den Zellzyklus und die Apoptose in menschlichen KB 

Karzinomzellen (KB Karzinomzellen leiten sich von der menschlichen HeLa 

Zelllinie ab [135]) sowie Blasenkarzinomzellen [81, 100]. In Übereinstimmung 

mit dieser Datenlage konnte in vorliegender Arbeit erstmalig gezeigt werden, 

dass Capsaicin auch in humanen CCC Zelllinien den Zelltod induziert. Im 

Annexin V Assay (wie unter 3.6 beschrieben) zeigte sich ein Anstieg der 

apoptotischen Zellen vor allem nach 96 Stunden. Die Apoptoseraten waren 

allerdings insgesamt nicht sehr hoch, was auf weitere Mechanismen, welche 

zum Zelltod führen, hinweisen könnte.  

 

Die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) spielt während der 

Embryogenese sowie der Entwicklung von Organen eine wichtige Rolle. 

Außerdem wird sie mit der Wundheilung, sowie der Gewebsregeneration nach 

Traumata oder Entzündungen in Verbindung gebracht. Die EMT ist ein Prozess, 

bei welchem polarisierte epitheliale Zellen mehrere biochemische 

Veränderungen durchlaufen. Normalerweise sind epitheliale Zellen mit der 

Basalmembran fest verankert, doch im Rahmen der EMT nehmen sie einen 

mesenchymalen Zellcharakter an und sind so zur Migration, Invasion sowie zur 

erhöhten Resistenz gegenüber Apoptose befähigt [136]. Hierbei spielt der 

Verlust an epithelialen Markern wie E-cadherin, welches die Zellen in ihrem 

Zellverband zusammenhält , sowie die Zunahme von mesenchymalen Markern, 

wie N-cadherin, eine entscheidende Rolle [137]. E-cadherin wird von 

hepatischen Vorläuferzellen sowie Epithelzellen der Gallengänge 

exprimiert [138] und zeigt in schlecht differenzierten CCC eine verminderte 

Expression [139]. Es wurde bereits gezeigt, dass durch die EMT das aggressive 

Wachstum sowie die Metastasierung des humanen CCC beeinflusst wird 

[128, 129]. Im Gegensatz zu Yang et al. [140] konnte in vorliegender Arbeit 



4. Diskussion  S e i t e  | 65 

 

gezeigt werden, dass die EMT teilweise von Capsaicin beeinflusst wird. So war 

nach einer Inkubation der Zellen nach 48 Stunden ein Expressionsanstieg von 

E-cadherin festzustellen. Interessanterweise konnte keine Veränderung der 

Expression des mesenchymalen Markers N-cadherin nachgewiesen werden, 

was für eine selektive Beeinflussung der EMT durch Capsaicin sprechen 

könnte. Wie unter 3.4 erwähnt, wurde bereits von Hwang et al. eine hemmende 

Wirkung auf die Migration sowie Invasion von malignen Zellen durch Capsaicin 

beschrieben [130]. Mittels Migrations- und Invasionsassay wurde analysiert, ob 

diese Beobachtung auch für das humane CCC zutrifft. Auch in vorliegender 

Arbeit konnte ein Rückgang in der Migration- und Invasionsfähigkeit der 

Tumorzellen nachgewiesen werden. Eine essentielle Rolle spielt hierbei 

sicherlich der durch Capsaicin induzierte Expressionsanstieg des Markers E-

cadherin. 

 

Maligne Zellen besitzen die Eigenschaft, unabhängig von ihrer Umgebung zu 

wachsen und sich zu teilen. Diese Fähigkeit leistet einen wichtigen Beitrag zur 

Krebsentstehung. Gesunde Zellen hingegen sind auf den Kontakt mit der 

extrazellulären Matrix angewiesen. Mit dem Softagar Assay kann dieses 

Merkmal in vitro untersucht werden und erbringt den Beleg über das Vorliegen 

maligner transformierter Zellen [141]. In dieser Arbeit sollte der Nachweis 

erbracht werden, inwieweit durch Capsaicin eine Hemmung dieses 

unabhängigen Wachstums der Karzinomzellen herbeigeführt werden könnte. In 

beiden Zelllinien zeigte sich unter Capsaicin Therapie ein signifikanter 

Rückgang in der Fähigkeit Kolonien auszubilden.  

 

Der Hedgehog Signalweg ist ein bedeutender Regulator der Zelldifferenzierung, 

der Polarität von Geweben sowie der Zellproliferation während der embryonalen 

Entwicklung. Hedgehog spielt auch eine essentielle Rolle in der 

Selbstregulation von adultem Gewebe. In vielen Krebsentitäten wie dem 

Basalzellkarzinom [142], Medulloblastom [143], Bronchialkarzinom [144], 

Pankreaskarzinom, Ösophaguskarzinom, Magenkarzinom sowie dem 

Gallengangskarzinom [145] ist dieser Signalweg dereguliert. In der Literatur 
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wurde bereits durch eine gezielte Inhibition des Hedgehog Signalwegs eine 

Reduktion des Wachstums maligner Zellen der Gallenwege, des Ösophagus, 

Magens, Pankreas, Leber sowie Niere nachgewiesen [126, 145-149]. Eine 

Inhibition dieses Signalwegs beruht vor allem auf einer Neutralisierung der 

Aktivität der Hedgehog Liganden, einer Inhibition des Rezeptors Smoothened 

sowie einer Inhibition der Aktivität der Gli Transkriptionsfaktoren [117, 126, 144-

150]. Ein Einfluss von Capsaicin auf diesen Tumorsignalweg konnte bereits 

belegt werden. Bai et al. wiesen in einem Mausmodell mit pankreatischer 

intraepithelialer Neoplasie nach, dass es durch Behandlung mit Capsaicin zu 

einer  Reduzierung von Sonic Hedgehog und Gli 1 auf mRNA-Level 

kommt [104]. In Übereinstimmung mit dieser Datenlage, konnte in vorliegender 

Arbeit ebenfalls eine Interaktion von Capsaicin mit dem Hedgehog Signalweg 

auf RNA Ebene nachgewiesen werden. In beiden untersuchten Zelllinien 

korrelierte die Capsaicinbehandlung mit einer Herunterregulation der 

Transkriptionsfaktoren Gli 1 und Gli 2. Die Expression von SMO wurde ebenso 

zeitabhängig beeinflusst. Durch diese Untersuchung war allerdings keine 

Aussage darüber zu treffen, ob die Wirkung von Capsaicin auf den Signalweg 

über einen autokrinen oder parakrinen Mechanismus erfolgt. Weitere indirekte 

antitumoröse Effekte von Capsaicin konnten ebenfalls nicht komplett 

ausgeschlossen werden. Durch die Arbeiten von Omenetti et al. wurde der 

Nachweis erbracht, dass ein aktivierter Hh Signalweg die EMT in humanen 

Cholangiozyten reguliert [138]. In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass durch Capsaicin die EMT durch einen Expressionsanstieg des Markers E-

cadherin partiell beeinflusst wird, was sich in beiden Zelllinien auch auf die 

Invasion und Migration auswirkte.  

 

In der peripheren Literatur wird immer wieder eine Kombination pflanzlicher 

Inhaltsstoffe mit den aktuell eingesetzten Chemotherapeutika diskutiert, zumal 

verschiedene Zellsignalwege durch diese Stoffe beeinflusst werden [151]. So 

wurde bereits nachgewiesen, dass durch die Kombination von Cisplatin, 

Docetaxel, Doxorubicin und Gemcitabin mit dem Phytoöstrogen Genistein eine 

stärkere Hemmung der Proliferation sowie ein größerer Anstieg der 

https://en.wikipedia.org/wiki/Genistein
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Apoptoseraten in Prostata,- Pankreas,- Brust,- und Lungenkarzinomen erreicht 

wurde [152-154]. Es wäre somit überlegenswert, ob durch eine Kombination 

von Cisplatin und Gemcitabin mit Capsaicin eine Dosisreduktion der 

Chemotherapeutika erzielt werden könnte, um z. B. auch Nebenwirkungen zu 

verringern. Da bis dato noch kein Nachweis erbracht wurde, dass Capsaicin 

direkt auf DNA Ebene interagiert [155] und somit zu keiner 

Resistenzentwicklung führt, könnte es bei bereits chemoresistenten CCC Zellen 

zum Einsatz kommen. Hwang et al. konnten nachweisen, dass es durch eine 

Kombination von 5-Fluorouracil mit Genistein zu einer Induktion der Apoptose in 

bereits chemoresistenten Kolonkarzinomzellen kommt [156]. Um zu analysieren 

ob dies auch auf Capsaicin übertragen werden kann, sind aber weitere in vitro 

Untersuchungen nötig.  

 

Alle Experimente in der vorliegenden Arbeit fanden in vitro statt. Daher wäre es 

von großer Bedeutung die Experimente auch auf ein Mausmodell zu 

übertragen, zumal in der peripheren Literatur keine in vitro sowie in vivo Daten 

bezüglich der Behandlung eines CCC mit Capsaicin zu finden sind. Bereits 

durchgeführte in vivo Experimente anderer Arbeitsgruppen konnten deren in 

vitro Behandlungsergebnisse mit Capsaicin bestätigen [89, 133]. 

Erwähnenswert ist sicherlich auch, dass es zu keiner Beeinträchtigung der Tier 

durch die Behandlung mit Capsaicin kam [92, 93, 104, 133, 157, 158]. 

 

Es stellt eine große Herausforderung dar, neue Therapieansätze für die 

Behandlung des CCC zu erforschen. Hierbei spielt sicherlich die gezielte 

Inhibition des Hh Signalwegs eine wichtige Rolle. Zusammenfassend zeigen 

vorliegende in vitro Ergebnisse einen starken Einfluss von Capsaicin auf die 

Zellproliferation und die Karzinogenität des CCC durch eine Inhibition der 

Aktivität des Tumorsignalwegs Hedgehog. Es kann daher sicherlich die 

Einnahme von Capsaicin als Nahrungsergänzungsmittel zum zusätzlichen 

therapeutischen Nutzen bei Patienten mit CCC diskutiert werden.  
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5. Zusammenfassung 
 

Das cholangiozelluläre Karzinom (CCC) ist nach dem hepatozellulären 

Karzinom (HCC) die zweithäufigste maligne Neoplasie der Leber. Die 

chirurgische Resektion stellt bis dato das einzige kurative Therapieverfahren 

dar. Da die Patienten zu Beginn meist nur unspezifische Symptome haben, fällt 

eine Diagnosestellung schwer und so befindet sich die Mehrzahl der Erkrankten 

bei Erstdiagnose in einem inoperablen Zustand. Die derzeit zur palliativen 

Therapie verwendeten Erstlinien-Chemotherapeutika Gemcitabin und Cisplatin 

führen leider zu einer nur geringen Verlängerung des Gesamtüberlebens. Auch 

konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt kein Durchbruch mit einer neuen molekularen 

Therapie erreicht werden. Das pflanzliche Alkaloid Capsaicin wird als 

Inhaltsstoff der Chilischoten in erster Linie zum Würzen von Speisen verwendet, 

findet aber auch großen Einsatz in der Schmerzbehandlung. Darüber hinaus 

besitzt es auch antiproliferative Wirkungen. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beeinflussung der Karzinogenese durch 

Capsaicin von sowohl intrahepatischen (IH-) (SZ-1) als auch extrahepatischen 

(EH-) (TFK-1) Gallengangskarzinomzellen (CCC) untersucht. Es zeigte sich in 

beiden Zelllinien im Vergleich zur Kontrolle ein zeit- und dosisabhängiger 

Rückgang der Proliferationsfähigkeit. Um zu klären welche Ursachen zur 

Verringerung der Zellproliferation führten, wurden die Apoptoseraten bestimmt. 

Hier kam es in beiden Zelllinien nach 96 Stunden im Vergleich zur Kontrolle zu 

einem signifikanten Anstieg der apoptotischen Zellen. Da jedoch die Anzahl 

dieser Zellen insgesamt recht niedrig war, muss von weiteren Mechanismen, 

welche zum Zelltod und einer verminderten Proliferation führen, ausgegangen 

werden. Bei der Analyse der Migrations- sowie Invasionsfähigkeit konnte 

ebenfalls ein signifikanter Rückgang (ausgenommen beim Migrations Assay der 

TFK-1 Zellen) verzeichnet werden. Bei Untersuchungen von Markern (E-

cadherin, N-cadherin) der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) zeigte 

sich in beiden Zelllinien ein Expressionsanstieg des Proteins E-cadherin. Dieser 

Anstieg spiegelt eine entscheidende Rolle in der Beeinflussung von Migration 
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und Invasion durch Capsaicin wieder. Der Hedgehoh Signalweg ist bei 

verschiedenen Tumoren aktiviert und spielt auch eine bedeutsame Rolle für die 

embryonale Entwicklung. In vorliegender Arbeit konnte demonstriert werden, 

dass Capsaicin den Hedgehog Signalweg beim CCC beeinflusst. In beiden 

Zelllinien konnte eine zeit- und dosisabhängige Herunterregulation der 

Transkriptionsfaktoren Gli 1, Gli 2 und Smo auf RNA Ebene nachgewiesen 

werden. Um einen detailierten Zusammenhang zwischen dem Hedgehog 

Signalweg und Capsaicin festzustellen, bedarf es aber noch weiterführende 

Experimente.  

Eine Applikation von Capsaicin eignet sich somit möglicherweise auch bei 

Patienten mit CCC zur anti-tumorösen Therapie. Weitere Datenauswertungen 

und vor allem aber auch in vivo Versuche sind hierfür noch erforderlich um 

einen validen Therapieeinsatz von Capsaicin zu gewähren.  
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