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1 Einleitung

1.1 Die Hypophyse

Die Hypophyse ist die etwa haselkerngroe, von einer Bindegewebskapsel
umschlossene Hirnanhangdrise am Boden des Zwischenhirns. Sie liegt in der
Vertiefung der Fossa hypophysialis der Sella turcica. Die Hypophyse ist ein
inkretorisches, mehrere Hormone produzierendes, beziehungsweise die
Hypothalamushormone Oxytocin und Vasopressin speicherndes und Uber den

Pfortaderkreislauf in den Korperkreislauf abgebendes Organ.

Man unterscheidet entwicklungsphysiologisch zwei aus ursprunglich unabhangigen
embryonalen Geweben entstandene Anteile, den Hypophysenvorderlappen (HVL,
Adenohypophyse), und den Hypophysenhinterlappen (HHL, Neurohypophyse).

Die Hypophyse ist von einem engmaschigen Kapillarnetz durchsetzt, in Fortsetzung
der — auf das Kapillargeflecht des Hypothalamus und des Infundibulums folgenden —

Portalvenen des Pfortaderkreislaufs.

Die Adenohypophyse, der aus einer Ausstlulpung des oralen Ektoderms entstandene
vordere Hauptteil der Hypophyse, unterteilt sich in die Pars distalis als groften Teil,
Pars tuberalis (Pars infundibularis, Hypophysentrichterlappen) und Pars intermedia
(Hypophysenmittellappen). Man unterscheidet azidophile Alpha-, basophile Beta-

und chromophobe Gammazellen, ferner Delta-, Epsilon- und Etazellen.

Eine andere Unterscheidung benennt neben den 5 endokrinen Zellarten noch

Endothelzellen, Fibroblasten und follikulostellare Zellen (FS-Zellen).

Der Hypophysenvorderlappen macht etwa 80% des hypophysaren Gewichts aus und
ist der Bildungsort der Peptidhormone: Somato- (STH,GH), Cortico- (ACTH),
Thyreotropin (TSH) sowie follikelstimulierendes (FSH), luteinisierendes (LH) Hormon
und Prolactin (PRL). Die Sekretion der Vorderlappenhormone wird durch Releasing-
und Inhibiting-Hormone des Hypothalamus (Hypothalamus-Infundibulum-System)
und durch Feedback-Mechanismen peripherer Hormone gesteuert (Ray u. Melmed
1997).




Der hintere, dem Hypophysen-Zwischenhirn-System zugehérige, aus dem Boden
des Dienzephalons entstandene Teil der Hypophyse, bestehend aus Neuroglia,
Pituizyten und marklosen Nervenfasern, gliedert sich in den eigentlichen
Hypophysenhinterlappen (HHL, entspricht Lobus nervosus) und das Infundibulum. Er
ist von der Pars tuberalis des Vorderlappens umgeben welche, gemeinsam den
»Hypophysenstiel« bildend, in den Recessus infundibuli des 3. Ventrikels hineinragt.
Dem HHL werden durch »axoplasmatischen FlulR« Uber Axone der Zellen der Nuclei
supraopticus und paraventricularis des Hypothalamus die Hormone Oxytocin und
Vasopressin als Neurosekret zur ortlichen Speicherung beziehungsweise zur Abgabe
in das Blut zugefltihrt (Melmed 2002).

Der HVL ist das zentrale Organ im endokrinen System und gleichzeitig ein
Angriffspunkt fur die Interaktion von Endokrinium mit dem Immunsystem. Die
Proliferation und Sekretion des HVL wird nicht nur direkt durch die hypothalamische
Regulation sowie durch Rickkopplungsmechanismen gesteuert, sondern ebenfalls
durch Faktoren (Cytokine) des Immunsystems sowie durch systemische und, oder in
der Hypophyse selbst gebildete, parakrin wirksame Cytokine und
Wachstumsfaktoren (Ray u. Melmed 1997).

1.2 Das Cytokin Interleukin-6 und seine Wirkung

Interleukin-6 (IL-6) wird von aktivierten T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten sowie
Endothelzellen gebildet und ist ein Glykoprotein mit einer Molmasse von 21 kDa.
Seine wesentliche Funktion ist die Wirkung als »colony stimulating factor« (CSF) und
Wachstumsfaktor flr Plasmazellen, Keratinozyten und Mesangiumzellen, des

weiteren induziert es die Synthese von Akute-Phase-Proteinen.

Die Wirkung von IL-6 und einer Gruppe weiterer Cytokine (IL-11, LIF, Onkostatin M,
CNTF, Cardiotropin-1) wird mittels jeweils spezifischer Rezeptoren (Tadamitsu et al.
1995) Uber das transmembrane gp130, als gemeinsames initiales Signalprotein, an
die Zellen vermittelt (IL-6-type cytokines, gp130 cytokine receptor family) (Perez
Castro et al. 2003). Im Umkehrschlu® kdnnen die Wirkungen aller Cytokine der IL-6
Proteinfamilie durch gp130 neutralisierende Antikérper inhibiert werden (Arzt 2001).
Die Signaltransduktion Iauft nach Homo- beziehungsweise Heterodimerisation von

einem Cytokin/Rezeptorkomplex mit gp130 Uber die Aktivierung von JAK (Janus




Kinase) Tyrosin Kinase und damit zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der
STAT (signal transducers and activators of transcription)—Familie. Ein weiterer Weg
ist die MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Kaskade (Arzt 2001, Heinrich et al.
2003).
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Abbildung 1: Die zwei Hauptaktivierungswege von IL-6

(Heinrich et al. 2003) Die Signaltransduktion fuhrt Gber die JAK Tyrosin Kinase zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie (rechter Weg), bzw. zum Anschalten der MAPK Kaskade
mittels SHP2 Adaptermolekiil (links).

Die IL-6 Wirkung wird ebenfalls Uber einen eigenen Rezeptor vermittelt. Dieser IL-6
Rezeptor (IL-6R) ist ein 80 kDa grol3es Protein, die glykosilierte Form eines 50 kDa
Precursors (Holub et al. 1999). Die cDNA codiert ein 468 Aminosauren grof3es
Protein mit einem Signalpeptid, einem extrazellularen Anteil (3 Domanen, D1, D2,
D3), einer transmembranen Domane und einem kurzen cytoplasmatischen Anteil
(Varghese et al. 2002, Schuster et al. 2003).

Der transmembrane wund der cytoplasmatische Anteil scheinen fur die
Signaltransduktion nicht bendtigt zu werden (Varghese et al. 2002). Daflr spricht
auch die Wirksamkeit eines frei im Plasma nachweisbaren solublen Rezeptors
(sIL-6R). Die Aktivierung des gp130 und dessen Signalweiterleitung in das Zellinnere
erfolgt auch durch einen |L-6/sIL-6R-Komplex (Marz et al. 1998, Marz et al. 1999). In
sehr niedrigen Konzentrationen kann man diesen alternativen (aufgrund von
unterschiedlichen Gensplicing entstandenen) Rezeptor in gesunden Individuen im

Urin und im Serum nachweisen (Rose-John 2003). Das bedeutet, dal3 sich die




Wirksamkeit von IL-6 nicht nur auf Zellen reduziert, die einen eigenen IL-6 Rezeptor
aktiv exprimieren, sondern (vorausgesetzt der Anwesenheit von slL-6R) auf gp130
positive Zellen erweitert (Igaz et al. 2000). Das transmembrane gp130 konnte bis
jetzt schon in allen murinen Organen, inklusive Herz, Leber, Niere und Hirn
(Tadamitsu et al. 1995) sowie in humanen Geweben, wie der Hypophyse (Shimon et
al. 1997) nachgewiesen werden.
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Abbildung 2: Strukturmodel des IL-6 Rezeptorkomplexes

(Heinrich et al. 2003) Das IL-6 (rot) ist an seinem Rezeptor (grin, gp80) gebunden. Fur die
Signaltransduktion wird das transmembrane gp130 (blau) bendétigt, welches intrazelluldr Gber die
JAK Kinase die STAT Transkriptionsfaktoren aktiviert. Die MAPK Kaskade ist nicht abgebildet.




Auf dem oben beschriebene Signaltransduktionsweg erfillt die IL-6 Proteinfamilie
eine Funktion als Lymphozytenmessenger bei Inflammation und Verletzung. Sie
spielen eine Rolle in der Interaktion zwischen Immunsystem und dem endokrinen
System, genauso wie in der Hamatopoese, der neuronalen Regeneration und in der
embryonalen Entwicklung (Shimon et al. 1997, Ben-Shlomo et al. 2003). Der IL-6
Proteinfamilie ist eine Wirkung bei Erkrankungen wie Multiple Sklerose, Rheumatoide
Arthritis, Osteoporose, Morbus Crohn und verschiedenen Tumorerkrankungen
nachgewiesen worden (Jones et al. 2001). Erhohte IL-6 Werte konnten bisher bei der
Mehrzahl der genannten Erkrankungen sowie bei weiteren gemessen werden, zum
Beispiel HIV und Asthma bronchiale (Simon et al. 2001). Ebenso zeigte sich eine
herausragende Rolle des Cytokins in der Pathologie von neurodegenerativen
Erkrankungen (Marz et al. 1996). Die Wirkung des Interleukin-6 auf die Hypophyse
wird im folgenden Kapitel (Kap.1.3) ausflhrlicher beleuchtet. An der
Nebennierenrinde, beziehungsweise verschiedenen NNR-Zellkulturen, konnte eine
Glucocorticoid Sekretionsinduktion des IL-6 nachgewiesen werden (Path et al. 1997).
Ebenso wurde eine, durch das Cytokin vermittelte, ACTH Wirkungssteigerung
beschrieben (Turnbull u. Rivier 1999).

1.3 IL-6 in der Hypophyse

Das Cytokin IL-6, dessen Rezeptor sowohl in der gesunden Hypophyse, als auch in
Hypophysenadenomen nachgewiesen werden konnte (Turnbull u. Rivier 1999,
Bethin et al. 2000), induziert eine Reihe von unterschiedlichen Aktionen (pleiotroper
Faktor). In der gesunden Hypophyse ist IL-6 als Wachstumsfaktor identifiziert
worden, der inhibierend auf die Proliferation von normalen endokrinen
Hypophysenzellen wirkt (Arzt et al. 1993). Parallel dazu bewirkt IL-6 eine
Ausschittung von HVL-Hormonen wie GH, PRL, FSH und ACTH (Renner et al.
1996, Arzt u. Stalla 1996, Arzt et al. 1999).

IL-6 erreicht die Hypophyse zum einen uber den Blutkreislauf, zum Beispiel bei
Inflammation, zum anderen wird es auch in der Hypophyse selbst gebildet (Spangelo
et al. 1990). Dies Ubernehmen die FS-Zellen, denen aufgrund einer Vielzahl von
eigenen Rezeptoren fur Cytokine, Wachstumsfaktoren, Endotoxine und Hormone
eine Vermittlerrolle in der immun-endokrinen Interaktion zugeschrieben wird (Inoue et
al. 1999).




Von diesem Normalbefund abweichend wurde beobachtet, dal® in Adenomen des
Hypophysenvorderlappens, auch bei erwiesener Abwesenheit von FS-Zellen, IL-6 in
zum Teil erheblicher Konzentration vorhanden ist (Jones et al. 1991, Jones et al.
1993, Velkeniers et al. 1994, Ray u. Melmed 1997). Des weiteren konnte man
nachweisen, dal} das IL-6 auf die Adenomzellen wachstumstimulierend wirkt (Arzt et
al. 1999, Borg et al. 2003).

Die Interaktion zwischen dem Immunsystem und dem neuroendokrinen System ist
ausfuhrlich beschrieben worden (Arzt 2001, Chesnokova u. Melmed 2002,
Graciarena et al. 2003). Die von den Immunzellen produzierten Cytokine haben eine
direkte Wirkung auf das Sekretionsverhalten der endokrinen Zellen. Umgekehrt
beeinflussen ausgeschuttete Hormone die Immunzellen und steuern deren
Cytokinproduktion. Hierbei handelt es sich um einen Ruckkopplungsmechanismus,
dem in der Pathophysiologie einer Entzindung und deren Immunantwort eine

bedeutende Rolle zuzuschreiben ist (Renner et al. 1998, Venihaki et al. 2001).

Durch die bei der Inflammation mittels Cytokinen aktivierte Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) kommt es zu einem systemischen
Anstieg des Glucocorticoidspiegels. Dies geschieht mittels hypothalamischer CRH
Sekretion, hypophysarer ACTH Ausschuttung und direkter Nebennierenrinden-
stimulation (Gloddek et al. 2001, Chesnokova u. Melmed 2002). Die Glucocorticoide
wiederum schitzen den Organismus durch ihre immunsupprimierende Wirkung vor
einem UberschieRen der Immunreaktion und damit vor einem letalen septischen
Schock. Das steht flr einen Rickkopplungseffekt, da die immunsupprimierende
Wirkung der Glucocorticoide auf einer Hemmung der Cytokinfreisetzung aus
Makrophagen und Monozyten beruht (Turnbull u. Rivier 1999).

1.4 Die follikulostellare Zelle

Bis vor wenigen Jahren war von der follikulostellaren Zelle (FS-Zelle), die in den
funfziger Jahren erstmalig in der Hypophyse beschrieben wurde, nur sehr wenig
bekannt, obwohl sie mit bis zu 10% aller Zellen einen nicht unerheblichen Anteil im
HVL ausmacht.

10



In Form und Funktion zeigen die Zellen Ahnlichkeiten zur Mikroglia (Allaerts et al.
1997), wobei hier noch weiterfuhrende Arbeiten erforderlich sind, da andere Autoren
sie eher der Makroglia (Astrozyten) zuordnen (Inoue et al. 1999). Die FS-Zellen
bilden mit ihrer sternférmigen Morphologie ein Netzwerk im HVL und sind sowohl

untereinander als auch mit den endokrinen Zellen mittels gap-Junctions verbunden.

Die Untersuchungen weisen diesem Zelltyp eine multifunktionelle Aufgabe in der
Adenohypophyse zu. So haben sie unter anderem eine phagozytorische Fahigkeit,
die sie bei der Entfernung von Zelldebris nutzen. Die FS-Zellen spielen eine Rolle in
der intrahypophysaren Kommunikation, wo sie auf die anderen Zellen modulierend
einwirken, indem sie unter anderen Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Follistatin und

vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) produzieren (Inoue et al. 1999).

Weiterhin sind die FS-Zellen in der gesunden Hypophyse der Produktionsort von IL-6
(Allaerts et al. 1997).

Die Regulation dieser IL-6 Produktion in den FS-Zellen stellt sich folgendermalen
dar: bei Aktivierung des Immunsystems werden die FS-Zellen mittels TNFa und IL-1
zur Sekretion von IL-6 stimuliert. Wenn die Hypophyse der zeitlich versetzte Anstieg
von IL-6 aus dem Plasma erreicht, wird diese parallel von intrahypophysar
gebildetem IL-6 Uberflutet. Man kann annehmen, dal® erst die Summe von

zirkulierendem und autokrinem IL-6 eine wirksam stimulierende Konzentration bildet.

In den FS-Zellen konnten ebenfalls Glucocorticoid-Rezeptoren nachgewiesen
werden. Also unterliegt die FS-Zelle dem gleichen Rickkopplungseffekt, wie die

Monozyten und Makrophagen, um eine uberoptimale IL-6 Produktion zu vermeiden.

Inzwischen hat man noch PACAP (Nagashima et al. 2003, Matsumoto et al. 1993)
und VIP (Spangelo et al. 1990) als potente Stimulatoren der IL-6 Produktion in der
FS-Zelle identifiziert.

In in vitro Experimenten konnte ebenfalls eine IL-6 freisetzende Wirkung von
bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) nachgewiesen werden (Renner et al. 1998).
Die Aktivitat des LPS wird unter Anwesenheit von Serum um ein Vielfaches verstarkt.
Es hat sich gezeigt, dald der Verstarkung eine deutlich hdhere Affinitat des
membranstandigen mCD14 fiur den LPS/LBP Komplex (Lipopolysaccharid/LPS
binding protein Komplex) zugrunde liegt, als zum freien LPS. Die Signalubertragung
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in die Zelle wird Uber den transmembranen Toll like Rezeptor TIr4 vermittelt (Lohrer
et al. 2000).

Immunsystem Neuroendokrines System

IL-1 PACAP, VIP

TNF-a/f —4£) \ / R Glukokortikoide
®

IL-6

Abbildung 3: Regulation der IL-6 Produktion in der FS-Zelle der Hypophyse
(Renner et al. 1998) Aktivierung der IL-6 Produktion in der FS-Zelle tber das Immunsystem (links)
und Uber das neuroendokrine System (rechts). Die Glucocorticoide inhibieren die IL-6 Sekretion.

1.5 Hypophysentumoren

1.51 Klinik, Diagnostik, Therapie

Patienten mit hypophysaren Tumoren zeigen meistens eine Kombination von
Symptomen, die zum einem durch die Raumforderung (Kopfschmerzen,
Sehstdrungen/ Gesichtsfelddefekte) und zum anderen durch die Hypersekretion von
einem oder mehreren hypophysaren Hormonen erklart werden kénnen. Ein Tumor im
Bereich der Hypophyse muf3 vermutet werden, wenn sich auf der Rontgenaufnahme
des Schadels eine erweiterte Sella turcica zeigt oder wenn neurologische Hinweise
auf eine Kompression im Bereich des Chiasma opticum bestehen (zum Beispiel

bilaterale Hemianopsie).
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Die bei einer pathologisch gesteigerten Sekretion am haufigsten betroffenen
adenohypophysaren Hormone sind GH (Akromegalie), Prolactin (Galaktorrhoe) und
ACTH (hypophysares Cushing Syndrom).

Ein UberschieRen der GH Produktion kann in jedem Lebensalter beginnen, liegt aber
meistens im 3. bis 5. Lebensjahrzehnt. Wenn die Erkrankung im Kindesalter, vor dem
Schlie®en der Epiphysenfugen, auftritt, kommt es zum Gigantismus (KorpergrofRe
liegt Uber 2m) haufig kombiniert mit einem Hypogonadismus.

Sind die Wachstumsfugen beim Auftreten der Erkrankung schon geschlossen, treten
als erste Kklinische Zeichen eine Vergroberung der Gesichtsziige und
Weichteilschwellungen an Handen und FuRen auf. Weitere Symptome sind Cutis
gyrata, Vergrof3erung von Handen, FuRen und Schadel, VergroRerung der Zunge,
Auseinanderweichen der Zahne (klosige Sprache) und VergroRerung der inneren
Organe sowie Atrophien an den Gelenken, Parasthesien, Kopfschmerzen und

allgemeine Gelenkschmerzen.

Generell wird heute beim somatotropen Adenom eine ablative Therapie mittels
Operation oder Bestrahlung eingeleitet. Eine medikamentdse Therapie ist angezeigt,
wenn die Bestrahlung beziehungsweise Operation nicht zu einem ausreichenden
Ergebnis geflhrt hat, oder diese patientenbedingt kontraindiziert sind. Medikamentoés
kommen vor allem Somatostatinanaloga, zum Beispiel Octreotid (Melmed et al.
1998, Newman et al. 1998), zur Anwendung.

Das Prolactinom ist der haufigste endokrin aktive Hypophysentumor. Die Klinik zeigt
sich in einer sekundaren Amenorrhoe, Galaktorrhoe und Libidoverlust. Bei Mannern
(20% der Erkrankten) steht der Libido- und Potenzverlust im Vordergrund, eventuell

verbunden mit einer Gynakomastie.

Bei einem positiven Befund (mehrfache Prolactinbestimmung, TRH-Belastungstest,
Medikamentenanamnese, Ausschluld anderer Krankheiten, zum Beispiel
Hypothyreose) erfolgt heute die medikamentdse Therapie. Dopamin ist der wichtigste
Faktor in der Regulation das Prolactins. Wenn der Hypophysenstiel durchtrennt wird,
nimmt einzig die Sekretion dieses Hormons zu. Alle anderen
Hypophysenvorderlappenhormone nehmen in ihrer Sekretion ab. Diese Tatsache

nutzt man fur den medikamentosen Therapieansatz. Bei 95% der Patienten kommt
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es unter der Gabe eines Dopaminagonisten (Bromocriptin, Lisurid) zu einer

Normalisierung des Serumprolactins und einer Ruckbildung der TumorgroR3e.

Die Indikation flur eine transsphenoidale Hypophysenoperation besteht nur noch bei

Nichtansprechen auf die konservative Therapie.

Beim zentralen (hypophysaren) Cushing Syndrom handelt es sich in mehr als 80%

der Falle um ein Mikroadenom des HVL, welches neuroradiologisch oft nicht

nachweisbar ist.

Im Rahmen der Erkrankung kommt es zu Stoérungen im Fett-, Eiweil- und
Kohlehydratstoffwechsel sowie des Hamatopoetischen Systems. Es kommt des
weiteren zu Hautstorungen und Hypertrichose, Wachstumsstillstand bei Kindern und

psychischen Veranderungen.

Die Therapie liegt in einer Bestrahlung (Hochvoltbestrahlung mit 50Gy oder

Protonenbestrahlung mit 100Gy) oder einer operativen Adenomentfernung.

1.5.2 Pathogenese

Definitionsgemald sind Hypophysenadenome nichtmetastasierende Tumoren mit
zellularem Ursprung aus der Adenohypophyse. In der Pathogenese der Adenome
werden zwei Entstehungswege diskutiert. Zum einen ist das die hormonelle
Stimulation und zum anderen sind das intrinsische Defekte in der Hypophyse (Asa u.
Ezat 1998). Man weil® unter anderem, dal} die Tumoren im Hypophysenvorderlappen
monoklonalen Ursprungs sind und eine exzessive hypophysare Stimulation
begunstigend auf die Entwicklung eines Tumors wirkt (Renner et al. 1994).
Chromosomale Aberration und Imbalance sowie Neumutationen, so zum Beispiel am
MEN-1 Gen, am LOH Gen , am FGF-2 und FGF-4 Gen sind vielfaltig beschrieben
worden, genauso wie Infektionen als Faktor fur eine Tumorgenese bekannt sind (Asa
et al. 1998, Asa et al. 2001, Melmed 2003). Dagegen waren bekannte Mutationen
anderer humaner Malignome in nur einer sehr kleinen Zahl von

Hypophysenadenomen gefunden worden (Asa und Ezat 1998).
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Abbildung 4: Tumorgenese-Modell der Hypophyse

(Asa und Ezat 1998) In der Abbildung sind beide Entstehungswege beschrieben. Der obere Weg
zeigt einen intrinsischen Defekt, der zur Tumorentstehung fuhrt (Zellen mit schwarzem Kern). Der
untere Weg beschreibt die Tumorentstehung aufgrund einer hormonellen Stimulation.

Veranderungen in der intratumoralen Expression von Wachstumsfaktoren, Cytokinen
und Neuropeptiden sowie deren Rezeptoren deuten darauf hin, dall diese
Substanzen als Tumorprogressionsfaktoren von Bedeutung sind. Meist sind
Veranderungen (Verlust eines inhibitorischen, parakrinen Regelkreises oder
Uberexpression stimulierender intrahypophysérer Faktoren) der intrinsischen
Wachstumsfaktoren/Rezeptoren eine Folge der intratumoralen Transformation,
tragen dann aber zum Teil in erheblichen Umfang zur Pathophysiologie und
Progression von Hypophysentumoren bei. Es wird vermutet, dald auch IL-6 ein
Progressionsfaktor fir Hypophysenadenome ist, da es, im Unterschied zu seiner
inhibierenden Wirkung auf gesunde hormonproduzierenen Zellen des HVL, die

Proliferation von Tumorzellen stimuliert (Hanisch et al. 2000).

Dabei sind die FS-Zellen im Tumorgewebe nicht die IL-6 Donatoren (bis auf wenige
Ausnahmen ist der Tumor frei von FS-Zellen) sondern es sind die Tumorzellen

selbst.
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1.6 Fragestellung und Zielstellung der Dissertation

Interleukin-6 ist ein Vertreter der Cytokinfamilie. Er wirkt als colony stimulating-,
beziehungsweise als Wachstumsfaktor flr verschiedene Zelltypen. Seine Synthese,
und Freisetzung erfolgt Uberwiegend in aktivierten T-Zellen, Makrophagen,
Fibroblasten sowie Endothelzellen. Wahrend hormonproduzierende Zellen der
normalen menschlichen Hypophyse kein IL-6 bilden, wurde im Unterschied dazu
beobachtet, dal} tumordse Hypophysenzellen IL-6 synthetisieren und freisetzen
(Velkeniers et al. 1994, Rezai et al. 1994).

Fur die vorliegende Arbeit leitete sich daraus ab, diesen Befund zunachst zu
verifizieren und IL-6 in ZelliUberstanden von standardisierten Zellkulturen humaner
hypophysarer Vorderlappentumoren, unter Ausschlu eventuell anderer IL-6-

Donorzellen, qualitativ und quantitativ nachzuweisen.

Weiter sollte nach EinfluRfaktoren auf das IL-6 Sekretionsverhalten der
Tumorzellkulturen gesucht werden. Unter diesem Aspekt wurden verschiedene
Wachstumsfaktoren (IGF-1, TGFa, TGFB) und das Peptid PACAP, des weiteren
Medikamente aus dem Arsenal der Hypophysenadenomtherapie (Bromocriptin,
Octreotid und Dexamethason) sowie das Steroidhormon Estradiol untersucht
(Melmed et al. 1998).

Im dritten Teil der Arbeit sollte die Wirkung von artifiziell zugesetztem IL-6 auf die
Hormonproduktion der Adenome am Beispiel von Wachstumshormon
produzierenden Tumorzellkulturen gepruft werden. Das Ergebnis war mit einer
parallel durchgefuhrten Untersuchung (Paez Pereda et al. 2000) uber IL-6 und das

Sekretionsverhalten von ACTH produzierenden Adenomzellkulturen zu vergleichen.
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2 Methodik

2.1 Material

Die fur die vorliegenden Untersuchungen genutzten Tumoren sind aus vier
verschiedenen Neurochirurgischen Kliniken in Italien und Deutschland eingesandt
worden. Fur die Materialbereitstellung war eine geanderte Operationstechnik zur
Gewinnung eines moglichst kompakten Gewebestickes aus dem Zentrum des
Tumors notwendig, was von den jeweiligen Chirurgen konsequent eingehalten

worden ist.

Die beteiligten Kliniken waren:

e Klinikum GroRRhadern / Minchen

e Hospitale San Raffaele / Mailand (Italien)

e Klinikum Villingen-Schwenningen

e Klinikum Freiburg

Von allen Untersuchungsmaterialien

Diagnose wurde jeweils nicht nur durch deren klinische Symptomatik, sondern auch

liegen die Patienten-Klardaten vor.

durch den histopathologischen Befund sowie Laborergebnisse gesichert.

Die Zellaufbereitung und Kultivierung ist unter 2.3.1. beschrieben.

Tabelle 1: Fur die Untersuchung verwendete Tumoren

TUMOR | BEZEICHNUNG ART GescHL. | SEB- KLINIK
TUS48 |  AKO/ SOMATOTROP W 1955 Miinchen
TUBS53 |  AKOP2 SOMATOTROP M 1966 Mailand
TUS54 |  AKO/4 SOMATOTROP M 1979 Mailand
TUS55 | AKO/3 SOMATOTROP W 1946 Mailand
TUS59 | AK1 SOMATOTROP W 1963 Mailand
TUS64 | AK2 SOMATOTROP M 1969 Miinchen
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GEB.-

TUMOR | BEZEICHNUNG ART GESCHL. JAHR KLINIK
TU 572 AK 3 SOMATOTROP w 1933 Mailand
TU 575 AK 4 SOMATOTROP M 1934 Mailand
TU 581 AK 5 SOMATOTROP M 1970 Mailand
TU 588 AK 6 SOMATOTROP M 1975 Mailand
TU 590 AK7 SOMATOTROP M 1943 Vill.-Schw.
TU 615 AK 8 SOMATOTROP w 1950 Mailand
TU 624 AK2/1 SOMATOTROP w 1940 Mailand
TU 636 AK 9 SOMATOTROP w 1929 Minchen
TU 640 AK 10 SOMATOTROP w 1932 Minchen
TU 670 AK 11 SOMATOTROP w 1947 Mailand
TU 725 AK2/2 SOMATOTROP M 1970 Minchen
TU 563 CU1 CUSHING w 1974 Muinchen
TU 589 Cu2 CUSHING w 1976 Mailand
TU 631 CU3 CUSHING w 1966 Muinchen
TU 655 Cu4 CUSHING w 1945 Mailand
TU 664 CU5 CUSHING w 1961 Mailand
TU 671 CU®6 CUSHING M 1954 Mailand
TU 682 Cu7 CUSHING w 1955 Mailand
TU 551 HI 0/1 HORMON INAKTIV w 1963 Mailand
TU 558 HI 1 HORMON INAKTIV M 1945 Mailand
TU 566 HI 2 HORMON INAKTIV M 1922 Minchen
TU 574 HI 3 HORMON INAKTIV M 1938 Minchen
TU 582 HI 4 HORMON INAKTIV w 1967 Mailand
TU 585 HI 5 HORMON INAKTIV M 1949 Mailand
TU 586 HI 6 HORMON INAKTIV w 1934 Minchen
TU 587 HI 7 HORMON INAKTIV w 1961 Mailand
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TUMOR | BEZEICHNUNG ART GESCHL. | SF5- KLINIK
TU 601 HI 8 HORMON INAKTIV M 1946 Miinchen
TU 611 HI 9 HORMON INAKTIV W 1926 Vill -Schw.
TU 612 HI 10 HORMON INAKTIV M 1940 Mailand
TU 621 HI 11 HORMON INAKTIV M 1924 Vill -Schw.
TU 625 HI 12 HORMON INAKTIV M 1957 Mailand
TU 637 HI 13 HORMON INAKTIV M 1946 Miinchen
TU 645 HI 14 HORMON INAKTIV W 1965 Mailand
TU 686 HI 15 HORMON INAKTIV M 1956 Miinchen
TU 571 PR 1 PROLACTINOM W 1949 Mailand
TU 591 PR 2 PROLACTINOM W 1955 Miinchen

Unmittelbar nach der Extraktion wurden die Tumoren entweder personlich abgeholt,

oder mittels Exprefl3dienst in das Labor versendet.

FUr den Transport wurden mit Nahrldsung geflllte Plastikflaschen der Marke Nunc
genutzt. Ein Zusammenhang zwischen Transportzeit und Basalsekretion oder

Reaktivitat der Zellkulturen gegentber Stimulatoren war nicht zu beobachten.

Von den 42 eingesandten Tumoren konnte jeweils die Basalsekretion an IL-6
bestimmt werden. An 34  Tumorzellkulturen wurden des  weiteren

Stimulationsversuche durchgefihrt.
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2.2 Gerate, Medien und Losungen

Gerate

Sterile Arbeitsbank

Brutschrank
Coulter Counter ZF
Gewebekulturplatten, Pipetten

Klhlzentrifuge

Mikroskop

Photometer
Pipetten
Prazisionswaage

Tischzentrifuge

Multipipetten
Wasserbader
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten

Zentrifugenrohrchen

Laminar Flow Typ UVF 6.18 S, BDK Luft-
und Reinraumtechnik GmbH Sonnenbdnhl,

Genkingen, D

Cytoperm 8080, Heraeus GmbH, Hanau, D
Coulter Electronics Ltd., Dunstable, GB
Greiner GmbH Frickenhausen, D

Sepatech Verifuge 3.2 RS, Heraeus,
Osterode, D

Inverses Mikroskop IMT 2, Olympus,
Hamburg, D

Ultrospec Il, Pharmacia LKB, Freiburg, D
Costar, Cambridge, Ma, U.S.A.
1601 MP 8, Sartorius, Géttingen, D

Eppendorf Centrifuge 5415 C, Eppendorf-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Kéttermann Labortechnik, Utze-Hanigsen, D
Nunc, Roskilde, Danemark

Falcon, Heidelberg, D

Falcon, Heidelberg, D
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Medien und Losungen

Amphotericin B Biochrom, Berlin, D

Bromphenolblau Merck AG, Darmstadt, D

Bovines Serum-Albumin (BSA) Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck AG, Darmstadt, D
Dinatriumhydrogenphosphat Merck AG, Darmstadt, D

(NazHPOy)

Dulbecco’s modified Eagle’s Flow Laboratories, Meckenheim, D

Medium (DMEM)

DNAse Il Sigma, St. Louis, Mo, USA
Essigsaure Merck AG, Darmstadt, D

Ethanol Merck AG, Darmstadt, D
Ethylendiamintetraessigsaure Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D
(EDTA)

Fotales Kalberserum (FCS) Gibco Europe, Karlsruhe, D
D-Glucose Merck AG, Darmstadt, D

Glutamin Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D
Insulin Actrapid HM Novo, Mainz, D

Jod 125 Amersham, Braunschweig, D
Kaliumchlorid (KCI) Merck AG, Darmstadt, D

Methylenblau Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D
Natriumchlorid (NaCl) Fluka AG, Buchs, Schweiz
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Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO,)

Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natronlauge (NaOH)
Nichtessentielle Aminosauren
PBS (Phosphat buffered saline)
Penizillin/Streptomycin

Selen

Triiodthyronin (T3)

Transferrin

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

Trypsin-EDTA-L6sung
Trypsininhibitor
Dexamethason

hu IL-6

PACAP 27

PACAP 38

Estradiol

IGF-1

Bromocriptin

TGFa

Merck AG, Darmstadt, D

Fluka AG, Buchs, Schweiz
Merck AG, Darmstadt, D
Biochrom, Berlin, D

Gibco Europe, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D

Paesel, Frankfurt/Main, D
Sigma, St. Louis, Mo, USA
Sigma, St. Louis, Mo, USA
Merck AG, Darmstadt, D
Merck AG, Darmstadt, D
Biochrom, Berlin, D

Sigma, St. Louis, Mo, USA
Sigma, St. Louis, Mo, USA
R&D Systems, Wiesbaden, D
Bachem, Heidelberg, D
Bachem, Heidelberg, D
Sigma, St. Louis, Mo, USA
R&D Systems, Wiesbaden, D
Biotrend, KdIn, D

R&D Systems, Wiesbaden, D
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TGFB

Octreotid

Medium fur die Zellkulturen:

R&D Systems, Wiesbaden, D

Biotrend, Kdln, D

Minimal Essential Medium (MEM) mit D-Valin anstatt L-Valin

2,29/l Glutamin

2,5mg/l Glutamin

10°U/I Penizillin/Streptomycin
5mg/l Insulin

5mg/l Transferrin

20ug/l Selen

30pM T3

HDB-Puffer:

137mM NaCl

5mM KCL

0,7mM Naz;HPO4

10mM D-Glucose

15mM HEPES (pH 7,3)
2,5mg/l Amphotericin B
10°U/I Penizillin/Streptomycin

Verdauungslésung:

HDB-Puffer

49/l BSA

49/l Kollagenase
10mg/l DNAse Il
0,19/l Trypsininhibitor

19/l Hyaluronidase
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2.3 Methoden

2.31 Zellkultur

Das humane Adenomgewebe wurde freundlicherweise von den Neurochirurgischen
Abteilungen der Kliniken Gro3hadern, Mailand, Villingen-Schwenningen und Freiburg
zur Verfugung gestellt. Die Tumoren waren mittels transsphenoidaler Resektion
entfernt und sofort fur die Zellkultur vorbereitet worden. Parallel ging ein Teil des OP-

Praparates in die Neuropathologie.

Das Hypophysenadenomgewebe lagerte wahrend des Transports in Medium. Nach

Ankunft im Labor war eine unverzugliche Verarbeitung garantiert.

Stichprobenweise unterlagen die eingegangenen Tumoren einer Untersuchung auf
Verschmutzung mit Normalgewebe. Zum Ausschlul3 von Normalgewebe benutzte
das Labor immunohistochemische Nachweismethoden, die durchgehend die
Reinheit des eingesandten Tumormaterials bestatigten. Zur Testung kamen pit-1
(GH, PRL, TSH), Coup-TF1 (ACTH) und SF-1 (LH, FSH).

Die Anlage einer Zellkultur verlief nach einem laborinternen Standard. Die Praparate
mufdten 4x in HDB-Puffer gewaschen und danach in silikonisierten Petrischalen mit
dem Skalpell in kleine Stucke zerschnitten werden. Anschlielend wurden die
Hypophysenadenome bei 37°C auf einem temperierten Schittler in
Verdauungslosung fur 2 Stunden inkubiert. Um die enzymatische Dispersion
mechanisch zu beschleunigen, wurde die Suspension mehrmals wahrend dieses
Vorgangs in silikonisierten Pipetten aufgezogen. Die Menge der verwendeten
Verdauungslosung bemall sich nach der Grof3e des vorliegenden Tumors. Die
dispergierten Zellen muf3ten insgesamt 3 x 4 Minuten bei 1200 Upm zentrifugiert und
jeweils in Medium resuspendiert werden. Nach dem letzten Resuspendierungs-
vorgang galt es die Zellen anzufarben und mittels Neubauer-Zahlkammer unter dem
Mikroskop auszuzahlen. Zur Zellzahlbestimmung wurden 50ul der Zellsuspension zu
50 pl Acridinorange/Ethidiumbromid Farbeldésung gegeben, kurz inkubiert und die
Zellen unter dem Mikroskop im UV-Licht mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt. Die toten Zellen zeigten sich im UV-Licht rot, wahrend die vitalen Zellen griin

fluoreszierten.
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Berechnung der Zellzahl:
Anzahl der Zellen/GroRquadrat x ml des Resuspensionsmediums x 20.000

Abhangig von der erlangten Zellzahl wurde die Zelldsung verdinnt, in
Multiwellplatten ausplattiert und bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,-Gehalt
fur 3-4 Tage inkubiert. Die Dichte der ausgesaten Zellen betrug 100 000 Zellen pro
Well. Nachdem die Zellkulturen mikroskopisch ein konfluentes Wachstum zeigten,
wurden die in Kapitel 2.3.2. beschriebenen Experimente durchgefuhrt.

2.3.2 Sekretionsstudien

Vor Stimulation der Zellen mufdte das FCS-haltige Nahrmedium gegen FCS-freies
Medium ausgetauscht und die Zellen in diesem Medium fir weitere 24 Stunden
inkubiert werden. Die Zellstimulation erfolgte mit verschiedenen Substanzen, die
unmittelbar vor Gebrauch in Kulturmedium frisch verdinnt worden sind, oder es
wurde mit substanzfreiem Kulturmedium zur Basalsekretionbestimmung stimuliert.
Aus den zur Stimulierung benutzten lyophilisierten Substanzen war jeweils eine
Stammldsung in PBS oder in bidestillietem Wasser hergestellt, in Aliquoten bei
-20°C eingefroren und unmittelbar vor Stimulation mit Kulturmedium frisch verdinnt
worden. Die Konzentrationen der jeweiligen Substanzen lagen alle in Bereichen, die
nach dem Studium vergleichbarer Experimente ausgewahlt worden waren. Es ist
davon auszugehen, dal3 in den Zell-zu-Zell Zwischenraumen deutlich hohere
Konzentrationen auftreten, als (aufgrund von Verdunnungseffekten) im Plasma zu
messen ist. Unter dieser Berlcksichtigung lagen die Konzentrationen der getesteten
Substanzen nicht in unphysiologischen Extrembereichen. Die kultivierten
Adenomzellen galt es im konfluenten Stadium zu stimulieren, cirka 3-4 Tage nach
der Aussaat der Zellen. Die Inkubationsdauer wurde ab dem Zeitpunkt der Zugabe
des Stimulus zur Zellkultur gerechnet und lag bei 24 Stunden. Fur Dosis-Wirkungs-
Versuche lag die Stimulationszeit mit den jeweiligen Substanzen ebenfalls bei 24
Stunden. Die Zeitkinetik entspricht laborinternen Standards. Diese beruhen auf
Erfahrungswerten, die durch die langjahrige Arbeit an Rattenhypophysen,
standardisierten Hypophysenzellinien und Hypophysenadenomen gewonnen waren.

Die Uberstédnde der stimulierten Zellen wurden nach 24-stiindiger Stimulation
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abgenommen und bis zur Bestimmung von IL-6 und GH in Eppendorfgefallen bei
-20°C aufbewahrt.

233 ELISA fur die IL-6 Bestimmung

Der ,enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) ist eine immunologische
Methode zur Quantifizierung von Antigenkonzentrationen. Dabei besitzen ELISA eine
aul3erordentliche Empfindlichkeit und Spezifitdt und sind somit Standardverfahren fur
die Forschung und laborklinische Anwendung. Es gibt verschiedene Formen des
ELISA, wie zum Beispiel den kompetitiven ELISA oder den Sandwich-ELISA.
Untersuchungen zur Bestimmung von |6slichen Bestandteilen in
Zellkulturiiberstanden von IL-6 wurden mittels selbstgefertigten ELISA und den
Antikorpern der Firma R&D Systems, Minneapolis, durchgefuhrt. Diese Kits basieren
auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA. Dabei wird beim jeweiligen Testsystem eine
definierte Menge eines Antikorpers auf einen festen Trager (Mikrotiterplatte)
adsorbiert. Eine bestimmte Menge der Zellkulturiberstande sowie der Standard
wurden in die vorbeschichteten Vertiefungen der Mikrotiterplatten pipettiert. Nach der
Inkubationsphase konnte ungebundenes Antigen ausgewaschen und eine zweite
Population eines enzymmarkierten Indikatorantikbrpers zur Bindung zugesetzt
werden. Je mehr Antigen in der Test- oder Standardldsung vorhanden ist, desto
mehr wird der enzymmarkierte zweite Antikorper gebunden. Die Farbabsorption des
gebundenen Enzymkonjugats wurde im Mikroplattenlesegerat bei unterschiedlichen
Wellenlangen gemessen. Die Resultate der Standardiésungen dienten dazu, eine
Bindungskurve fir den zweiten Antikorper als Funktion der Antigenkonzentration zu
konstruieren, aus der die Menge des Antigens in der Testlosung abgeleitet werden
konnte. Die untere relevante MelRgenauigkeit (Nachweisgrenze) war mit 3,1pg/ml

definiert (>10% Prazision).

234 RIA fur die Wachstumshormon (GH) Bestimmung

Der Radioimmunoassay ist eine radioimmunologische Methode zur quantitativen
Bestimmung kleinster Substanzmengen (ng-Bereich). Es kdnnen dabei zum Beispiel
Enzyme, Serumeiweil3kdrper wie auch Hormone nachgewiesen werden. Das Prinzip

des Radioimmunoassay war 1957 von Berson & Yalow (1957) entdeckt worden.
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Die Methode beruht auf der Verdrangung einer definierten Menge radioaktiv
markierten Antigens aus der Bindung an einen ebenfalls in definierter Menge
zugesetzten spezifischen Antikorper durch die unbekannte Menge des zu
bestimmenden nicht markierten Antigens. Gleichzeitig wird eine Eichkurve erstellt,
indem definierte Mengen nicht markierten Antigens mit dem markierten um die
Bindung am spezifischen Antikorper konkurrieren. Anhand der in der Eichkurve
enthaltenen prozentualen Verdrangung kann dann auf die zu bestimmende GroRe

ruckgeschlossen werden.

Fir die Bestimmung des GH wurde ein etablierter Radioimmunoassay der Firma

DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim verwendet.
Die Messung des GH erfolgte direkt, ohne vorherige Extraktion im Kulturmedium.

Zu 100 pl Probe (beziehungsweise Standard) wurden 100 pl Antikérper | und 100 pl
Tracer gegeben und 24 Stunden bei 4°C vorinkubiert. Nach Zugabe von 100 pl
Antikérper |l wurde fir eine weitere Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert.
AnschlieRend galt es die Antigen-Antikorper-Komplexe zweimal in Anwesenheit der
PEG-L6sung auszufallen und durch Zentrifugieren bei 4000 Upm (10 Minuten)
abzutrennen. Es blieb das Prazipitat zurick, dessen Aktivitat im Gamma-Counter
uber 60 Sekunden gemessen wurde. Die GH-Konzentration der Proben und

Kontrollen konnten anhand der Standardkurve ermittelt werden.

2.3.5 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Sekretionsmessungen wurden bei identischen Inkubationsbedingungen fur
mindestens drei Wells in der Zellkulturplatte bestimmt und daraus der Mittelwert
ermittelt.

Bei den Sekretionsmessungen wurden die Diagramme als Prozentsatz zur
Basalsekretion aufgetragen. Daflr muRten mindestens drei Wells mit substanzfreiem
Medium behandelt und nach Inkubation aus diesen Werten der Mittelwert bestimmt

werden. Dieser gewonnene Wert entspricht der Basalsekretion (=100%).

In den Abbildungen und den Tabellen sind jeweils die Mittelwerte der Bestimmungen
und die Standardabweichung dargestellt (MW+SD).
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Zur statistischen Auswertung wurden die Mittelwerte der Bestimmungen einer
Varianzanalyse (oneway) unterworfen. Die Signifikanz (p-Wert) wurde mit dem
Scheffé-Test (ANOVA) bestimmt. Als statistisch relevant wird ein p-Wert kleiner als
0,05 herangezogen (**).

Als weiteres statistisches Analyseverfahren kam die Bestimmung des Bravais-
Pearson'schen Korrelationskoeffizienten zur Anwendung. Die herangezogenen
Untersuchungsmerkmale waren die Basalsekretion und die jeweilige IL-6 Sekretion
nach Testung. FUr jede einzelne Stimulationsuntersuchung wurden diese
Melergebnisse zueinander in Verhaltnis gesetzt, beziehungsweise wurde deren Mal}

des Zusammenhanges berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 IL-6 Basalsekretion kultivierter Hypophysenadenomzellen

Der Mehrzahl der untersuchten Tumorzellpopulationen gemeinsam ist eine melbare
Basalsekretion von IL-6. Dieses Cytokin wird von den Zellen selbst sezerniert.
Andere eventuelle IL-6 Produzenten, wie Makrophagen oder FS-Zellen, sind

ausgeschlossen (vgl. 2.3.2. Sekretionsstudien).

Die basale IL-6 Sekretion ist in den folgenden Grafiken geordnet nach Tumorart und

nach Konzentration dargestellt. Alle IL-6 Konzentrationen sind in pg/ml angegeben.

Die somatotropen Tumoren verzeichneten eine Basalsekretion von unter der

Nachweisgrenze (vgl. 2.3.3. ELISA) bis zu mehr als 400 pg/ml IL-6. Man kann
jedoch erkennen, dal} der Uberwiegende Teil der untersuchten somatotropen

Tumoren eine Basalsekretion von unter 100 pg/ml aufweist.

Tabelle 2: IL-6 Basalsekretion der somatotropen Tumoren

IL-6 in pg/ml
Tumor MW +SD
AK 4 3,129 0,078
AK 6 5,580 0,004
AK 3 8,853 0,042
AK 11 9,279 1,505
AK 0/1 12,575 1,687
AK 0/2 16,421 0,646
AK 10 49,544 14,469
AK 8 64,308 9,166
AK 9 72,806 19,329
AK 1 83,183 0,141
AK 7 127,500 10,255
AK 0/3 204,402 27,648
AK 2 386,982 7,961
AK 0/4 439,541 7,569
Mittelwert 113,921 7,725
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Abbildung 5: IL-6 Basalsekretion der somatotropen Tumoren

Bei den corticotropen Tumoren lag die Basalsekretion bei allen gemessenen

Tumoren unter 50 pg/ml. Von den zwei vorhandenen Prolactinomen ist eine IL-6

Sekretion von 100 und die zweite von 4,5pg/ml gemessen worden.

Tabelle 3: IL-6 Basalsekretion der corticotropen Adenome und der Prolactinome

IL-6 in pg/ml

Tumor MW +SD
PR 1 4,522 2,840
PR 2 112,731 7,421

Mittelwert 58,626 5,130
cu?2 3,745 1,162
cu4 5,695 1,163
cu7 7,148 0,315
CcuU1 11,385 0,332
CU5 11,995 1,897
cu3 17,737 3,960
CUb 43,431 5,616

Mittelwert 14,448 2,064
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Abbildung 6: IL-6 Basalsekretion der corticotropen Adenome und der Prolactinome

Bei den hormoninaktiven Tumoren war die Basalsekretion in einem Bereich zwischen

der Nachweisgrenze und 400pg/ml gelegen. Der Uberwiegende Teil sezernierte nicht

uber 100pg/ml IL-6.

Tabelle 4: IL-6 Basalsekretion der hormoninaktiven Tumoren

IL-6 in pg/ml
Tumor MW +SD
HI 7 3,546 0,302
HI 5 5,024 0,464
HI 15 12,432 0,832
HI 14 15,708 1,363
HI 4 18,791 1,871
HI 1 30,201 2,697
HI 13 40,904 3,951
HI 11 41,460 17,136
HI 0/1 70,295 0,954
HI 2 74,876 33,746
HI9 81,458 21,646
HI 6 83,145 1,519
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IL-6 in pg/ml
Tumor Mw +SD
HI 8 97,922 22,469
HI 10 136,998 14,040
HI 12 214,162 0,897
HI 3 419,558 39,657
Mittelwert 84,155 10,221
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Abbildung 7: IL-6 Basalsekretion der hormoninaktiven Tumoren

3.2 IL-6 Sekretion kultivierter Hypophysenadenomzellen

Im zweiten Teil der Untersuchungen galt es die Ansprechbarkeit der Tumorzellen auf

verschiedene EinfluRfaktoren bezlglich ihrer IL-6 Sekretion zu Uberprifen.

Dafur wurden Wachstumsfaktoren, deren Rolle in der Tumorgenese beschrieben ist
(D’Abronzo et al. 1999), sowie einige Pharmaka aus der Hypophysenadenom-

therapie ausgewahlt (Melmed et al. 1998).

Die getesteten Wachstumsfaktoren waren Insulin Like Growth Factor-1 (IGF-1),
Transforming Growth Factor alpha und beta (TGFa und TGFB) sowie das in der
Hypophyse relevante Peptid Pituitary Adenylate Cyclase Activating Proteine

(PACAP27 [P-27] und PACAP38 [P-38]).
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Von den Pharmaka wurden Bromocriptin (Bromo), Octreotid (SMS) und

Dexamethason (Dex) sowie das Steroidhormon Estradiol (E2) ausgewahlt.

Das Ansprechen der Tumoren auf Dexamethason wird in 3.3. beschrieben.
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Abbildung 8: Prozentuale Mittelwerte aller IL-6 Sekretionen nach Stimulation

MW der IL-6 Sekretionen aller untersuchten Adenomzellkulturen 24 Stunden nach Simulation. Fur
jede einzelne Untersuchung wurde der jeweilige Korrelationskoeffizient aus der Basalsekretion und
der IL-6 Sekretion nach Stimulation ermittelt. Fir die Stimulation mit Bromocriptin lief3 sich aufgrund
der niedrigen Fallzahl kein Korrelationskoeffizient ermitteln.

‘ SMS ‘ IGF-1 ‘ E2 ‘Bromo P-27 ‘ TGFa ’ P-38 ’ TGFB

Korr.koeﬁ.‘ 0,96 ‘ 0,36 ‘ 0,81 ‘ ‘ 0,84 ‘ 0,85 ’ 0,83 ’ 0,75

3.21 Wirkung von Octreotid (SMS)

Die Zellkulturen reagierten auf die Stimulation mit dem in der Akromegalietherapie
eingesetzten Somatostatinanalogon Octreotid (Jansson et al. 1998) sehr
unterschiedlich. |hre IL-6 Sekretion schwankte zwischen einer Inhibition auf 70% und
einer deutlichen Stimulation auf fast 180% ihrer Basalsekretion. Im Mittel lag die
Reaktion aller untersuchten Tumoren bei 96%, so dald von keiner einheitlichen
Antwort auf das Medikament auszugehen ist. Auch die Zellkulturen somatotroper

Tumoren reagierten nicht in eine Richtung.
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Die drei ACTH produzierenden Kulturen (blau) zeigten dagegen einheitlich eine
Inhibition.

Tabelle 5: IL-6 Sekretion nach Testung mit Octreotid

basal SMS 10'M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
PR 2 112,731 7,421 129,660 7,392 115% 6%
HI 4 18,791 1,871 24,137 1,599 128% 7%
HI 5 5,024 0,464 4,411 0,301 88% 7%
HI 7 3,546 0,302 3,247 0,254 92% 8%
cu4 5,695 1,163 3,982 0,272 70% 7%
cus 11,995 1,897 7,515 1,939 63% 26%
cuU6 43,431 5,616 19,757 4,591 45% 23%
AK 1 83,183 0,141 102,783 6,311 124% 6%
AK 3 8,853 0,042 8,137 3,074 92% 38%
AK 6 5,580 0,004 3,948 0,353 71% 9%
AK 7 127,500 10,255 227,205 6,410 178% 3%
AK 11 9,279 1,505 7,901 1,766 85% 22%
200%
180% T
. 160% -
X
S
= 140%
i [
8 _
8 120% +—F
2 1
X 100% +—  —— T
£
£ 1 I
g 80% -
o
-
$ 60% -
©
.|
= 40% +— — — —
20% -
0%
PR2 | HI4 | HI5 | HI7 | CU4 | CU5 | CU6 | AK1 | AK3 | AK6 | AK7 | AK 11
SMS 10%~7M | 115% | 128% | 88% | 92% | 70% | 63% | 45% | 124% | 92% | 71% | 178% | 85%

Abbildung 9: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit Octreotid 10”’'M

Zur besseren Veranschaulichung wurde das Stimulationsexperiment farblich nach

Tumorart sortiert. Die erwahnten Cushingadenome sind blau dargestellt.
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Ein Zusammenhang zwischen Geschlecht, Alter des Patienten oder behandelnder

Klinik und dem Stimulationsergebnis konnte nicht gefunden werden.

Die statistische Uberpriifung der MeRergebnisse ergab einen Korrelations-

koeffizienten von 0,96.

3.2.2 Wirkung von IGF-1

Aufgrund der unterschiedlichen Gewebegrof’e und damit der unterschiedlich hohen
Gesamtzellzahl, die pro Tumor zur Verflugung stand, konnten nicht alle
Stimulationsexperimente an allen Zellkulturen durchgefuhrt werden. Die IGF-1
Testung fand jedoch an dem gréften Teil der Kulturen statt. Die Zellkulturen wurden
jeweils 24 Stunden mit 20ng/ml IGF-1 inkubiert und die IL-6 Konzentration im
Zellkulturiberstand (Abgabe an die Umgebung) bestimmit.

Tabelle 6: IL-6 Sekretion nach Testung mit IGF-1

basal IGF-1 20ng/ml
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
PR 2 112,731 7,421 133,380 18,303 118% 14%
HI 4 18,791 1,871 18,294 2,162 97% 12%
HI 5 5,024 0,464 4,147 0,037 83% 1%
HI 6 83,145 1,519 124,091 4,753 149% 4%
HI 7 3,546 0,302 n.d. n.d. n.d. n.d.
HI 13 40,904 3,951 71,269 2,594 174% 4%
HI 14 15,708 1,363 16,340 0,732 104% 4%
Cu4 5,695 1,163 4,486 0,046 79% 1%
CUus5 11,995 1,897 8,576 1,414 71% 16%
CU6 43,431 5,616 39,530 4,331 91% 11%
AK1 83,183 0,141 64,872 8,302 78% 13%
AK 2 386,982 7,961 67,197 7,624 17% 11%
AK 3 8,853 0,042 5,586 0,374 63% 7%
AK 4 3,129 0,078 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK 6 5,580 0,004 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK7 127,500 10,255 176,692 24,012 139% 14%
AK 8 64,308 9,166 189,523 24,688 295% 13%
AK 10 49,544 14,469 21,388 1,684 43% 8%
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Eine Gliederung der Melergebnisse nach Geschlecht und Altersgruppe der

Patienten sowie nach der behandelnden Klinik ergab keine Gruppenbildung.

Wenn man die prozentuale Veranderung der IL-6 Sekretion nach der Stimulation mit
IGF-1 zur Basalsekretion (=100%) aller untersuchten Tumoren aufzeichnet, ergibt

sich folgendes Bild:
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Abbildung 10: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit IGF-1 20ng/ml

Der Mittelwert der prozentualen Veranderung zum Basalwert betragt 107%, bei

einem Korrelationskoeffizienten der Datenreihen von 0,36.

Wenn man die jeweils obersten und untersten Wertepaare (AK8 und AK2)
herausrechnet, erhalt man einen Korrelationskoeffizienten von 0,94 und einen
Mittelwert von 99%, was in der Summe auf keine tendenzielle Reaktion der Tumoren
bei Stimulation mit IGF-1 hindeutet.

An insgesamt 3 Zellkulturen somatotroper Tumoren sind des weiteren Dose
Response Versuche durchgefuhrt worden. Die Testung erfolgte mit 0,2ng/ml, 2ng/ml

und 20ng/ml IGF-1. Die Darstellung der sezernierten IL-6 Konzentrationen erfolgt in

pg/mi.
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Abbildung 11: Dose Response unter IGF-1

An drei somatotropen Tumoren ist eine Dosis-Wirkungs-Beziehung untersucht worden. Getestet
wurde die Wirkung von IGF-1 in den Konzentrationen 0,2, 2 und 20 ng/ml auf die IL-6 Sekretion der

Adenomzellkulturen.

3.2.3

In den Stimulationsversuchen wurde auch das Ostrogenderivat Estradiol getestet.

Leider standen flr die Experimente keine Cushingadenome zur Verfiigung und auch

Wirkung von Estradiol

mit den besonders interessanten Prolactinomen war nur eine Testung moglich.

Tabelle 7: IL-6 Sekretion nach Testung mit Estradiol

basal E2107M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
PR 2 112,731 7,421 266,398 9,209 236% 3%
HI 5 5,024 0,464 n.d. n.d. n.d. n.d.
HI 6 83,145 1,519 106,700 9,089 128% 9%
HI 7 3,546 0,302 3,202 0,042 90% 1%
HI 8 97,922 22,469 97,036 0,746 99% 1%
HI 9 81,458 21,646 70,934 2,263 87% 3%
HI 10 136,998 14,040 144,557 31,362 106% 22%
HI 11 41,460 17,136 44,111 9,137 106% 21%
HI 12 214,162 0,897 204,892 9,569 96% 5%
HI 14 15,708 1,363 16,726 2,202 106% 13%
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basal E2107M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
AK 4 3,129 0,078 4,554 0,042 146% 1%
AK 6 5,580 0,004 4,755 0,361 85% 8%
AK 7 127,500 10,255 80,694 0,793 63% 1%
AK 8 64,308 9,166 112,314 25,663 175% 23%
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E2 10%7M | 236% | 128% | 90% | 99% | 87% | 106% | 106% | 96% | 106% | 146% | 85% | 63% | 175%

Abbildung 12: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit Estradiol 10"M

Im Mittel aller untersuchten Tumoren kam es nach einer Stimulation mit
10"M Estradiol zu einem Anstieg der IL-6 Sekretion auf 117% gegeniiber ihrer

Basalsekretion. Der Korrelationskoeffizient betragt dabei 0,81.

Wenn man wieder die oberen und unteren Extreme (PR2 und AK7) herausrechnet,
kommt man auf einen  Sekretionsanstieg von 111%, bei einem

Korrelationskoeffizienten von 0,97.

Auch hier ergab die Sortierung der Melergebnisse nach Alter, Geschlecht der

Patienten sowie der behandelnden Klinik keine Gruppenbildung.
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Von zwei Tumoren konnte eine Dosisabhangigkeitsstudie durchgefihrt werden. Zu

beachten ist die logarithmische Konzentrationsachse. Die Konzentrationen von IL-6

sind in pg/ml angegeben und das Estradiol in mol/l (Molar).
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Abbildung 13: Dose Response unter Estradiol

Dosis-Wirkungs-Beziehung einer Prolactinomzellkultur und einer somatotropen Zellkultur. Estradiol
wurde jeweils in den Konzentrationen 10°M, 10°M und 10"'M den Kulturen zugegeben. Nach
24-stindiger Stimulation ist der Zelliberstand abgenommen und die IL-6 Konzentration gemessen
worden.

3.24 Wirkung von Bromocriptin

Der Dopaminagonist Bromocriptin wird sehr erfolgreich in der Therapie des
Prolactinoms (Dopamin inhibiert die Prolactinsekretion) eingesetzt, was sich direkt
auf die Studie durch die sehr niedrige Zahl an verfugbaren Tumoren ausgewirkt hat.
Auch in der Therapie der Akromegalie, beziehungsweise des GH/STH induzierten
Riesenwuchses hat das Medikament durch seine Wirksamkeit einen festen Platz

erhalten.
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Tabelle 8: IL-6 Sekretion nach Testung mit Bromocriptin 10°M

basal Bromo 10°M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
HI 14 15,708 1,363 10,463 1,236 67% 12%
Cus5 11,995 1,897 13,377 0,057 112% 0%
AK 8 64,308 9,166 106,151 3,885 165% 4%
AK 9 72,806 19,329 168,761 3,823 232% 4%
AK 10 49,544 14,469 39,155 15,592 79% 40%
AK 11 9,279 1,505 4,332 0,275 47% 6%
Tabelle 9: IL-6 Sekretion nach Testung mit Bromocriptin 107M
basal Bromo 10°M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
HI 8 97,922 22,469 84,639 0,452 86% 1%
HI 11 41,460 17,136 86,174 9,539 208% 11%
HI 12 214,162 0,897 136,731 5,908 64% 4%
HI 13 40,904 3,951 81,873 1,591 200% 2%
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Abbildung 14: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit Bromocriptin 10°M
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Leider sind die ermittelten Wertepaare zu uneinheitlich und in ihrer Zahl zu niedrig,
um eine Tendenz zu erkennen. Auch bei einzelnen Tumorarten 1a3t sich kein System
in ihrer Stimulationsantwort erkennen. Des weiteren standen nicht gentgend
Prolactinomzellen zur Verfligung, um die Reaktion auf das Medikament in seiner IL-6

Sekretion zu testen.

4 hormoninaktive Tumoren wurden auf ihre Reaktivitdt mit einer niedrigeren

Bromocriptin Konzentration getestet.
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Abbildung 15: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit Bromocriptin 10"M

Auch hier ist kein Zusammenhang zwischen Patientengeschlecht und —alter, oder

behandelnder Klinik zu erkennen.

3.25 Wirkung von PACAP

Das Hormon Pituitary Adenylate Cyclase Activating Proteine (PACAP) liegt in zwei
wirksamen Formen vor, die sich durch ihre Aminosaurenzahl unterscheiden (PACAP-
27 und PACAP-38). Studien an der Hypophyse beziehungsweise an Modellzellinien

haben keine Unterschiede in ihrer biologischen Wirksamkeit ergeben
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(Renner et al. 1998). Aus Kostengrinden wurde, da ahnliche Ergebnisse zu erwarten

waren, das mehr

verbreitete und somit

auch gunstigere P-38 fur

die

Stimulationsversuche benutzt und nur wenige Tumorzellkulturen mit P-27 stimuliert.

Tabelle 10: IL-6 Sekretion nach Testung mit P-27

basal P-2710'M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
PR 2 112,731 7,421 196,450 17,929 174% 9%
HI 11 41,460 17,136 73,700 30,003 178% 1%
HI 12 214,162 0,897 176,372 6,756 82% 4%
cu7 7,148 0,315 10,188 0,765 143% 7%
AK 4 3,129 0,078 n.d. n.d. n.d. n.d.
Tabelle 11: IL-6 Sekretion nach Testung mit P-38
basal P-38 10"M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
PR 2 112,731 7,421 209,600 2,260 186% 1%
HI 2 74,876 33,746 197,472 8,824 264% 4%
HI 3 419,558 39,657 314,615 15,215 75% 5%
HI 11 41,460 17,136 106,552 25,464 257% 24%
HI 12 214,162 0,897 220,166 1,305 103% 1%
HI 14 15,708 1,363 66,618 0,931 424% 1%
cu4 5,695 1,163 6,610 0,349 116% 5%
Ccu7 7,148 0,315 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK 4 3,129 0,078 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK 9 72,806 19,329 208,085 5,758 286% 3%
AK 10 49,544 14,469 50,461 1,726 102% 3%
AK 11 9,279 1,505 9,422 2,234 102% 24%

Im Mittel reagierten die Zellkulturen auf eine Stimulation mit 10"M PACAP mit einem

Anstieg ihrer IL-6 Sekretion auf 144% der Basalsekretion (P-27), beziehungsweise
192% (P-38). Der Korrelationskoeffizient betrug dabei 0,84 (P-27) und 0,83 (P-38).

Wieder wurden die Ergebnisse nach Gemeinsamkeiten Uberprift und ergaben weder

in Alter, Geschlecht noch Behandlungsklinik Gruppierungen.

Es fiel auf, dall die Wirkung von P-27 und P-38 in zwei von funf untersuchten

Tumoren (CU7 und HI12) nicht Gbereinstimmten.
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Zur Veranschaulichung der Stimulationsergebnisse sind die MelRergebnisse in einem

Balkendiagramm als prozentuale Veranderung zu ihrem Basalwert aufgetragen.
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Abbildung 16: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit PACAP-27 107M

Es folgt das Balkendiagramm zur Stimulation mit PACAP-38, farblich nach Tumorart

geordnet.
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Abbildung 17: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit PACAP-38 10'M
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3.2.6 Wirkung von TGFa

Der Wachstumsfaktor TGFa ist in gesunden Hypophysen sowie in

Hypophysenadenomen gefunden worden (Ray u. Melmed 1997).

In den Stimulationsversuchen wurde die Reaktion der Tumorzellkulturen auf Zugabe

von 1ng/ml TGFa getestet.

Tabelle 12: IL-6 Sekretion nach Testung mit TGFa

basal TGFa 1ng/ml
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
HI 7 3,546 0,302 4,339 0,045 122% 1%
HI 8 97,922 22,469 136,124 3,431 139% 3%
HI 10 136,998 14,040 228,814 21,330 167% 9%
cu4 5,695 1,163 4,767 0,235 84% 5%
Cus 11,995 1,897 12,979 0,113 108% 1%
Ccus6 43,431 5,616 98,258 3,525 226% 4%
AK 1 83,183 0,141 65,788 3,157 79% 5%
AK 3 8,853 0,042 14,628 1,305 165% 9%
AK 4 3,129 0,078 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK 6 5,580 0,004 11,577 0,157 207% 1%
AK 8 64,308 9,166 202,316 17,119 315% 8%
AK 9 72,806 19,329 178,406 7,884 245% 4%
AK 10 49,544 14,469 11,633 0,000 23% 0%
AK 11 9,279 1,505 3,826 0,153 41% 4%

Im Mittel reagierten die untersuchten Adenome mit einer IL-6 Sekretionssteigerung
gegenuber ihrem Basalwert auf 148%, bei einem Korrelationskoeffizienten der
Datenpaare von 0,85. Dabei zeigten die drei hormoninaktiven Tumoren als einzige
homogen eine durchschnittliche Sekretionssteigerung von 143%, wahrend die

anderen Tumorgruppen mit positiver sowie auch mit negativer Stimulation reagierten.

Bei einem Vergleich der Ergebnisse bezlglich Geschlecht und Alter der Patienten
oder der behandelnden Klinik ist keine Gruppenbildung erkennbar. Auch ein
Zusammenhang zwischen Hohe der Basalsekretion und der Reaktivitat auf die

Stimulation konnte nicht festgestellt werden.
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In der grafischen Darstellung der MelRergebnisse wurde die prozentuale IL-6
Sekretion gegenuber ihrem Basalwert in einem Balkendiagramm, nach Tumorart

geordnet, aufgetragen. Die Stimulation erfolgte mit 1ng/ml TGFa.
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Abbildung 18: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit TGFa 1ng/ml

An zwei somatotropen Tumoren konnte zusatzlich eine Dosis-Wirkung-Untersuchung
durchgefuhrt werden. TGFa wurde zweimal um jeweils eine Potenz verdunnt. Damit
kamen die Konzentrationen 1ng/ml, 0,1ng/ml und 0,01ng/ml zur Anwendung.

Die IL-6 Konzentration der Uberstéande ist in pg/ml angegeben.
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Abbildung 19: Dose Response unter TGFa
Dosis-Wirkungs-Beziehung von TGFa an zwei somatotropen Zellkulturen. Untersucht wurde die IL-6
Sekretion nach Zugabe von 0,01, 0,1 und 1ng/ml TGFa.

3.2.7 Wirkung von TGF

TGFB, dessen Anwesenheit in Hypophysenadenomen nachgewiesen werden konnte
(D’Abronzo et al. 1999), wurde ebenfalls auf seine Wirksamkeit auf die Zellkulturen
hin untersucht.

FUr die Stimulationsexperimente wurde der Wachstumsfaktor in einer Konzentration

von 10ng/ml angewendet.

Tabelle 13: IL-6 Sekretion nach Testung mit TGF

basal TGFB 10ng/ml
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW +SD MW +SD MW +SD
HI 10 136,998 14,040 472,130 67,673 345% 14%
HI 11 41,460 17,136 282,633 181,295 682% 64%
HI 12 214,162 0,897 287,793 12,203 134% 4%
HI 13 40,904 3,951 177,455 26,597 434% 15%
HI 14 15,708 1,363 13,821 4,174 88% 30%
cu4 5,695 1,163 20,393 0,062 358% 0%
Ccus 11,995 1,897 17,837 0,782 149% 4%
cue 43,431 5,616 62,029 8,285 143% 13%
AK 8 64,308 9,166 199,207 14,500 310% 7%
AK 11 9,279 1,505 12,350 2,220 133% 18%
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Bis auf den Tumor HI 14 reagierten alle untersuchten Kulturen mit einer positiven

Stimulation von zum Teil einem Vielfachen ihrer IL-6 Basalsekretion.

Der Mittelwert aller untersuchten Tumoren Ilag bei einem Anstieg der
Cytokinsekretion auf 278% ihrer unstimulierten Basalsekretion, mit einem
Korrelationskoeffizient der Datenpaare von 0,75. Bei einem Versuch der
Datenangleichung durch Herausrechnen der obersten (HI 11) und der untersten
(HI 14) Mittelabweichung erreicht der Mittelwert immer noch eine stimulierte

Sekretion von 251%, bei einem Korrelationskoeffizient von 0,80.

Bei einem Vergleich auf Alter und Geschlecht, behandelnde Klinik und Héhe der

Basalsekretion kann man bei den untersuchten Tumoren keinen Trend erkennen.

In der grafischen Darstellung folgt die prozentuale Veranderung der IL-6 Sekretion

als Balkendiagramm, farblich nach Tumorart geordnet.
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Abbildung 20: IL-6 Sekretion nach Behandlung mit TGFB 10ng/ml
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3.3 IL-6 Sekretion kultivierter Hypophysenadenomzellen nach

Behandlung mit Dexamethason

Die Reaktion der Tumorzellen in ihrer IL-6 Sekretion auf Dexamethason war absolut
eindeutig. Alle untersuchten Tumoren reagierten mit einer Inhibition ihrer IL-6
Sekretion auf die Zugabe von Dexamethason, zum Teil bis unter die
Nachweisgrenze. Aufgeschlisselt auf ihre Adenomzugehorigkeit ist die Reaktion auf

eine Testung mit 10°M Dexamethason wie folgt:

Tabelle 14: IL-6 Sekretion nach Testung mit Dex 10"°M

basal DEX 10°M
IL-6 in pg/ml IL-6 in pg/ml IL-6 in % zu basal (100%)
TUMOR MW £SD MW £SD MW tSD
PR 2 112,731 7,421 36,576 1,965 32% 5%
HI 1 30,201 2,697 12,538 0,629 42% 5%
HI 2 74,876 33,746 21,651 0,000 29% 0%
HI 3 419,558 39,657 82,042 5,505 20% 7%
HI 4 18,791 1,871 7,586 0,042 40% 1%
HI 5 5,024 0,464 n.d. n.d. n.d. n.d.
HI 6 83,145 1,519 46,485 3,763 56% 8%
HI 7 3,546 0,302 n.d. n.d. n.d. n.d.
HI 8 97,922 22,469 38,872 1,809 40% 5%
HI 9 81,458 21,646 14,063 1,043 17% 7%
HI 10 136,998 14,040 53,046 5,566 39% 10%
HI 11 41,460 17,136 6,840 0,507 16% 7%
HI 12 214,162 0,897 79,541 1,729 37% 2%
HI 13 40,904 3,951 10,891 6,084 27% 56%
HI 14 15,708 1,363 7,259 0,322 46% 4%
HI 15 12,432 0,832 n.d. n.d. n.d. n.d.
CU 1 11,385 0,332 3,646 0,148 32% 4%
CuU?2 3,745 1,162 n.d. n.d. n.d. n.d.
CU3 17,737 3,960 5,335 0,048 30% 1%
Cu4 5,695 1,163 3,153 0,737 55% 23%
CU5 11,995 1,897 6,316 0,643 53% 10%
CU®6 43,431 5,616 28,100 0,655 65% 2%
Cuv 7,148 0,315 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK 1 83,183 0,141 43,286 0,557 52% 1%
AK 2 386,982 7,961 29,083 16,267 8% 56%
AK 3 8,853 0,042 3,575 0,289 40% 8%
AK 4 3,129 0,078 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK 6 5,580 0,004 n.d. n.d. n.d. n.d.
AK7 127,500 10,255 7,893 1,472 6% 19%
AK 8 64,308 9,166 22,791 2,551 35% 1%
AK 9 72,806 19,329 39,416 1,947 54% 5%
AK 10 49,544 14,469 17,957 1,873 36% 10%
AK 11 9,279 1,505 n.d. n.d. n.d. n.d.
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In der grafischen Darstellung ergibt sich folgendes Bild, wobei zu beachten ist, dal
die y-Achse fir eine Ubersichtlichere Darstellung logarithmisch skaliert ist. Wenn die
IL-6 Sekretion nach Testung unter der Meligrenze liegt, ist sie auf die Abszisse

gezeichnet:
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Abbildung 21: IL-6 Sekretion in pg/ml vor und nach Behandlung mit Dexamethason 10°M

Die IL-6 Sekretion nach Zugabe von 10°M Dexamethason bei einer Prolactinomzellkultur und bei
hormoninaktiven Adenomzellkulturen. Wenn die IL-6 Konzentration nach Wirkstoffzugabe unterhalb
der Nachweisgrenze lag, ist sie auf die Abszissenachse aufgetragen.
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Abbildung 22: IL-6 Sekretion in pg/ml vor und nach Behandlung mit Dexamethason 10°M

IL-6 Sekretion nach Zugabe von 10°M Dexamethason bei den untersuchten corticotropen und
somatotropen Tumorzellkulturen. Wenn die IL-6 Konzentration nach Wirkstoffzugabe unterhalb der

Nachweisgrenze lag, ist sie auf die Abszissenachse aufgetragen.

In einer weiteren Darstellung sind Sekretionen aller untersuchten Tumoren, farblich

nach Adenomtyp geordnet, in Prozent aufgetragen.
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Abbildung 23: Prozentuale IL-6 Sekretion nach Behandlung mit Dexamethason 10°M

In der Darstellung sind die prozentualen IL-6 Sekretionen aller untersuchten Adenomzellkulturen
nach 24-stindiger Inkubation mit 10°M Dexamethason aufgetragen. Die jeweilige Basalsekretion
entspricht 100%.

An einigen Tumoren konnte eine Dosis-Wirkung-Untersuchung durchgefuhrt werden.
Es ist zu sehen, daR die Konzentration von 10°M an Dexamethason auch die
wirksamste Konzentration ist. Nur bei niedriger Basalsekretion ist die wirksamste

Konzentration an Dexamethason schon eher erreicht.
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Abbildung 24: Dose Response unter Dexamethason |
Dosis- Wirkungs-Beziehung eines Prolactinoms und einer hormoninaktiven Zellkultur. Gemessen
wurde die IL-6 Sekretion jeweils nach 24-stiindiger Inkubation mit 10°M, 10"M und 10°M

Dexamethason.
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Abbildung 25: Dose Response unter Dexamethason Il
Dosis- Wirkungs-Beziehung von drei somatotropen Adenomzellkulturen. Gemessen wurde die IL-6
Sekretion jeweils nach 24-stiindiger Inkubation mit 10°M, 10”"M und 10°M Dexamethason.
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3.4 GH Sekretion kultivierter somatotroper Hypophysenadenom-

zellen nach Behandlung mit IL-6

Da die Wirkung von IL-6 auf die endokrine Funktion des gesunden Hypophysen-
vorderlappens bekannt ist (Renner et al. 1996, Arzt u. Stalla 1996, Arzt et al. 1999),
war das Verhalten der somatotropen Tumoren in ihrer Hormonsekretion bei

Stimulation mit IL-6 zu untersuchen.

Es wurde die GH-Sekretion der Zellkulturen basal und nach Stimulation mit 10ng/ml

IL-6 mittels Radio Immunoassay (RIA) gemessen.
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Abbildung 26: GH Sekretion somatotroper Tumoren unter Stimulation mit IL-6 10ng/ml
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Da alle untersuchten Tumoren mit einem Anstieg ihrer GH-Sekretion reagierten,
wurde an einem weiteren Tumor mit einer ausreichend grofden Zellzahl ein Dose
Response Experiment durchgefuhrt und die GH-Sekretion mit der auf das spezifische

Releasinghormon des Hypothalamus GHRH (rot) verglichen.
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Abbildung 27: Tumor AK2/2 Dose Response unter IL-6

Dosis-Wirkungs-Beziehung der IL-6 stimulierten GH Sekretion in einer humanen, somatotropen
Hypophysenadenomzellkultur. Zum Vergleich ist die Wirkung von 10nM GHRH (rot) dargestellt.
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4 Diskussion

Interleukin-6 ist ein pleiotroper Faktor. Er ist nicht nur far die Zellen des
Immunsystems von herausragender Bedeutung, sondern auch fur eine Vielzahl

anderer Zelltypen ein Regulator, der Funktion und Proliferation beeinfluft.

Im Falle intrakranieller Tumoren wird IL-6 als inhibierend wirksamer Wachstumsfaktor
bei Meningeomen diskutiert (Schrell et al. 1998). Bei Glioblastomen férdert IL-6 die
Angiogenese, wobei hier IL-6 nicht selbst die Proliferation von Endothelzellen
beeinflul3t, sondern indirekt Uber die Stimulation von VEGF die Neovaskularisation
fordert (Rolhion et al. 2001).

Im Zusammenhang mit Tumoren der Adenohypophyse wird vermutet, daf3 IL-6 einen
Progressionsfaktor der Adenomentwicklung darstellt, indem es die Proliferation von
Tumorzellen direkt stimuliert (Arzt et al. 1999, Borg et al. 2003).

Die in den vorliegenden Untersuchungen dargestellten Ergebnisse zeigen, dal} IL-6
auch fir die exzessive Hormonproduktion bei somatotropen Hypophysen-

vorderlappenadenomen von Bedeutung ist.

Im Bereich des Hypophysenadenoms wirksames IL-6 kann entweder aus
gewebestandigen Makrophagen und follikulostellaren Zellen (FS-Zellen) stammen

oder von der Tumorzelle selbst gebildet werden.

FS-Zellen als Quelle fur IL-6 sind nur in geringem Umfang oder Uberhaupt nicht in
den Hypophysenadenomen vorhanden. Allerdings ist gezeigt worden, dal} an der
Grenze zwischen Tumor und normalen Hypophysengewebe, in der Transitionszone,
FS-Zellen gehauft vorliegen (Farnoud et al. 1994). Wie es dort zur Akkumulation der
FS-Zellen kommt, ist nicht bekannt, jedoch hat Gloddek et al. beobachtet, dal} IL-6
einen positiven Wachstumsfaktor fur FS-Zellen darstellt (Gloddek et al. 1998). Dieses
deutet darauf hin, dal® das von den Tumorzellen gebildete IL-6 zusammen mit dem
von den FS-Zellen selbst produzierten IL-6 lokal im Bereich der Tumorperipherie zu
letztlich erhohten IL-6 Konzentrationen fuhrt, was lokal eine verstarkte auto-/

parakrine Wachstumsstimulation fur FS-Zellen bedingt.
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Makrophagen finden sich als potentielle IL-6 Quelle nur sporadisch im normalen
HVL. Im Tumorgewebe sind in der Regel mehr Makrophagen zu finden. In vivo
konnte somit IL-6, das von Makrophagen gebildet wird, zum Wachstum der Tumoren
beitragen. Fur die durchgefihrten Experimente ist jedoch hervorzuheben, dal}
routinemafRige Untersuchungen der Adenom-Zellkulturen mit markierten Antikorpern,
die gegen Makrophagenmarker (CD14) gerichtet waren, keinen Makrophagen-
nachweis erbrachten. Somit ist davon auszugehen, dal} die hier vorliegenden in vitro

Untersuchungen tatsachlich tumorzellspezifische Effekte aufzeigen.

Im Gegensatz zur normalen Hypophyse, in der die endokrinen Zellen kein IL-6
synthetisieren, sind in bis zu 80% aller endokrin aktiven oder inaktiven
Hypophysenadenome die transformierten Tumorzellen selbst in der Lage, IL-6 zu

produzieren und zu sezernieren.

Das bedeutet, dall eine autokrine Proliferationsstimulation der Tumorzellen mittels

IL-6 erfolgen kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit sind 40 Hypophysenadenome kultiviert und ihre
Basalsekretion von IL-6 nach 24-stindiger Inkubation mit plasmafreiem Medium
gemessen worden. In den Uberstéanden fast aller untersuchten Adenomzellkulturen

(39) wurde IL-6 nachgewiesen.

Wahrend die IL-6 Produktion durch Tumorzellen schon in der Literatur diskutiert
wurde (Jones et al. 1991, Rezai et al. 1994, Velkeniers et al. 1994), sind in der
vorliegenden Arbeit erstmals Untersuchungen zur Regulation der intratumoralen IL-6
Sekretion durchgefihrt worden. Es sollte Uberprift werden, ob andere
Wachstumsfaktoren, Neuropeptide oder Hormone, die im Verdacht stehen, die
Tumorprogression positiv oder negativ zu beeinflussen, eventuell nicht nur direkt,
sondern auch indirekt, Uber Stimulation beziehungsweise Inhibition von IL-6 wirksam

sind.

Bei der Auswahl der untersuchten, potentiellen Regulatoren sind mit PACAP und
einem Corticosteroid (Dexamethason) auch Substanzen bericksichtigt worden, die
als Effektoren der IL-6 Sekretion von FS-Zellen bekannt sind (Nagashima et al.
2003). Als Stimulatoren der IL-6 Sekretion in den Adenomzellkulturen erwiesen sich
neben PACAP TGFa und TGFB. Die gefundene Wirkung der untersuchten
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Substanzen auf die intratumorale IL-6 Produktion weist darauf hin, dal} diese
Faktoren zum Teil indirekt zur Tumorprogression Uber die Beeinflussung der IL-6

Sekretion beitragen konnen, neben ihrer direkten Wirkung auf die Tumorentwicklung.

Der bekannte Einflul des PACAP als positiver Stimulator der IL-6 Sekretion in
FS-Zellen erwies sich als allgemeine Tendenz an den untersuchten
Adenomzellkulturen, allerdings nicht durchgehend bei allen Versuchen. Entgegen der
Erwartung war die registrierte Reaktion auf die beiden Formen von PACAP-27 und
PACAP-38 in ihrer Auspragung nicht deckungsgleich. Zwar zeigte das untersuchte
Prolactinom eine fast identische IL-6 Sekretion nach Stimulation, andere Adenome
reagierten dagegen sehr unterschiedlich oder sogar entgegengesetzt (Tabellen 10
und 11).

Die Rezeptoren der Transforming Growth Faktoren a und 8 sind in der gesunden
Hypophyse sowie in Hypophysenadenomen nachgewiesen worden (Ray u. Melmed
1997, D’Abronzo et al. 1999). Weiterhin konnte TGFB (TGFB4 und TGF3) selbst in
gonadotropen, in laktotropen und in FS-Zellen der Hypophyse gefunden werden
(Renner et al. 2002). Die Wirkung von TGFa beruht auf einem Hyperplasie
induzierenden Effekt und auf Tumorinduktion der Hypophyse. Gerade in
Prolactinomen scheint das TGFa eine kritische, tumorproliferierende Rolle zu spielen
(Renner et al. 1996, Ray u. Melmed 1997). Im Gegensatz dazu zeigt TGFf
mindestens teilweise eine Gegenspielerfunktion. Dem Faktor ist ein inhibierender
Effekt auf die PRL Synthese und Sekretion nachgewiesen worden. Ebenso inhibiert
er die TGFa Synthese (Ray u. Melmed 1997). Seiner hemmenden Wirkung auf die
Tumorzellproliferation steht im Gegensatz dazu eine VEGF-, und damit Angiogenese
-induzierende Wirkung gegenuber (Renner et al. 2002). Diese Fahigkeiten machen
ihn zu einem interessanten Wachstumsfaktor in der Tumorforschung, der in weiteren
Studien ausfluhrlich untersucht werden muf. In den vorliegenden Experimenten
stimulierten beide Wachstumsfaktoren die Tumorzellen in ihrer IL-6 Sekretion. Das
auf gesunde Zellen eigentlich inhibierende TGF@ wirkte sogar noch potenter als das
TGFa.

TGFa kdénnte also seine tumorprogressionsfordernde Wirkung neben einem direkten
Effekt auch Uber seine IL-6 Sekretionsstimulation vermitteln. Dagegen verliert TGF[3
durch seine deutliche IL-6 Sekretionssteigerung einen Teil seiner inhibierenden

Potenz und wirkt in Tumoren dadurch oft stimulierend.
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Leider konnte auf Grund der geringen Zellausbeute keine Untersuchung an einem
Prolactinom vorgenommen werden. Weitere Arbeiten in dieser Richtung sind
empfehlenswert, um Aussagen uber IL-6 Sekretion und PRL im Zusammenhang mit

den Wachstumsfaktoren machen zu konnen.

Estradiol beeinflul3t die Produktion von IL-6 sehr unterschiedlich. In einer jingeren
Studie konnte eine inhibierende Wirkung von Estradiol auf die PACAP abhangige
IL-6 Sekretion in FS-Zellen gezeigt werden (Nagashima et al. 2003).

In der vorgelegten Arbeit konnte ein deutlich stimulierender Effekt von Estradiol auf
das IL-6 Sekretionsverhalten der untersuchten Prolactinomzellkultur festgestellt
werden. Dieser Befund fihrte zu einer weitergehenden Studie, in der entsprechende
Untersuchungen an einer groeren Anzahl lactotroper und lactosomatotroper

Adenome durchgefuhrt wurde und das Ergebnis bestatigte (Onofri et al. 2004).

Im Gegensatz dazu war bei den Zellkulturen der anderen untersuchten Adenome
festzustellen, dal® sich alle Sekretionswerte nach E2 Stimulation nahe um ihre
jeweiligen Basalwerte bewegten (Abb.12). Dieser Befund spricht fur einen eindeutig
spezifischen Effekt von Estradiol auf Prolactinome. Das Steroidhormon stimuliert in

Prolactinomzellkulturen die IL-6 Produktion und Sekretion.

Andere Faktoren wie IGF-1, Octreotid oder der Dopamin-Agonist Bromocriptin
beeinflussen die IL-6 Sekretion sehr inhomogen und nur in therapeutisch
unphysiologisch hohen Konzentrationen. Hier mu® man eher von keinem Effekt auf

die Tumorprogression Uber den Weg der IL-6 Sekretion ausgehen.

IGF-1 ist der Mediator des GH in der Peripherie und wird tUberwiegend in der Leber
produziert. Der Wachstumsfaktor erreicht die Hypophyse nicht nur tber den Blutweg,
sondern wird dort auch selbst sezerniert (Renner et al. 1996). Untersuchungen
ergaben den direkten EinfluR von GH auf die IGF-1 Synthese in der Hypophyse
sowie umgekehrt ebenso eine Feedback-Regulation auf die GH-Sekretion (Ray u.
Melmed 1997). Der wachstumsstimulierende Effekt war jedoch in der vorliegenden
Arbeit nicht mit einem Anstieg der IL-6 Sekretion verbunden. Auch bei den Kulturen
somatotroper Zellen gab es keine einheitliche Tendenz in ihrer Reaktion. Jedoch

war zu beobachten, dal® bei den Zellkulturen mit sehr niedriger IL-6 Sekretion eine
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Reaktion im Grunde ausblieb. Dagegen trat bei den Tumoren mit hoher

nachgewiesener IL-6 Basalsekretion eine dosisabhangige Reaktion auf (Abb.10).

Mit Octreotid steht ein Medikament zur Behandlung der Akromegalie zu Verfigung,
welches erfolgreich die Plasmakonzentration von GH und IGF-1 auf Normalwerte zu
senken vermag. Es konnten dem Medikament jedoch keine positiven Effekte auf die
TumorgroRe nachgewiesen werden (Newman et al. 1998, Melmed et al. 1998). In
den Stimulations-Experimenten ist kein einheitlicher Effekt auf die somatotropen
Zellkulturen nachgewiesen worden. Im Gegensatz dazu zeigten alle untersuchten
Cushingzellkulturen eine eindeutige Inhibition der IL-6 Sekretion nach Zugabe des
Somatostatinanalogons (Abb.9). Fir eine weitere Interpretation waren die

Sekretionsergebnisse nach Stimulation zu inhomogen.

Das qilt ebenfalls fur die Ergebnisse bei der Stimulation mit Bromocriptin, wobei
dabei auch die niedrige Fallzahl, aufgrund mangelnden Tumorgewebes eine Rolle

spielt.

Eindeutig erkennbar war die inhibierende Wirkung des Corticosteroid Dexamethason
auf die IL-6 Sekretion und damit auf die Tumorprogression. Es ist bekannt gewesen,
dal Dexamethason die peritumorale IL-6 Sekretion (Uber die Hemmung der FS-
Zellen) inhibiert (Renner et al. 1998). Dieser und der hier gezeigte Effekt waren eine
Erklarung, warum corticotrope Adenome langsam wachsen und sich in den meisten
Fallen nur zu Mikroadenomen entwickeln, die in 80% der Falle mit Verfahren der
klassischen Bildgebung nicht nachweisbar sind. Der Hypercortizismus unterdrickt in
Patienten mit Morbus Cushing Uber die Suppression von IL-6 dessen stimulierende
Effekte auf Wachstum, Neovaskularisation und Invasivitat von corticotropen
Hypophysenadenomen (Paez Pereda et al. 2000). Dies ware so auch eine Erklarung
fur die vergleichsweise niedrige IL-6 Basalsekretion (MW 14,45pg/ml) der

untersuchten corticotropen Adenomen (Tab.3).

Im Gegensatz zur normalen Hypophyse, bei der die stimulierende Wirkung des
Cytokins auf die ACTH- und GH-Sekretion bekannt war (Renner et al. 1996, Renner
et al. 1997), gab bis zur vorliegenden Arbeit keine Untersuchungen zur Wirkung von

IL-6 auf die tumorale Hormonproduktion.
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Mit der vorliegenden Studie wurde erstmals gezeigt, dall IL-6 die GH-Sekretion in
somatotropen Hypophysenadenomen stark stimuliert. Das Cytokin erwies sich
gegenuber dem direkten Releasinghormon aus dem Hypothalamus als potenterer
Stimulator (Thiele et al. 2003).

Parallel wurden in einer anderen Studie ahnliche Effekte bei der ACTH Produktion in
den corticotropen Hypophysenadenomen nachgewiesen. IL-6 wirkt dabei sowohl auf
die Hormonsekretion als auch auf die Hormonsynthese (Paez Pereda et al. 2000).
Denkbar ist, da® peritumorales, von FS-Zellen gebildetes IL-6, zusammen mit
intratumoralem IL-6 auto-/parakrin die Funktion von Hypophysenadenomzellen
stimuliert und somit zur exzessiven Hormonsekretion endokrin aktiver Tumoren
beitragen kann. Diese Resultate fuhren 2zwangslaufig zu einer Suche nach
Moglichkeiten eine hohe IL-6 Konzentration in den Tumorgeweben zu verhindern
oder wenigstens zu senken, wie in der vorliegenden Arbeit mit der Behandlung mit
Dexamethason erreicht wurde. Ein anderer Ansatz ware eine Unterdrickung der
Signalwirkung von IL-6 durch Blockierung des initialen Signaltransduktors gp130, wie

von Perez Castro et al. gezeigt (Perez Castro et al. 2003).

Bei der Interpretation der Melergebnisse gelingt es nur sehr begrenzt eine
homogene Gruppe von einheitlichen Reaktionen auf die Stimulation auch innerhalb
der Adenomtypen zu finden. Eine Erklarung fur dieses Bild ist in einer
Tumorindividualitat zu suchen, die klinisch bekannt ist und im unterschiedlichen
Ansprechen der medikamentdsen Therapie beobachtet wird. Die Heterogenitat der
Tumoren drickt sich auch durch eine unterschiedliche Rezeptorendichte aus. So
mufd man ein unterschiedliches Dose Response Verhalten der Tumoren feststellen,
was sich nicht nur zwischen den unterschiedlichen Adenomtypen zeigt, sondern

ebenfalls in der jeweiligen Tumorgruppe zu beobachten ist.

Durch dieses individuelle Ansprechen der Tumoren ist eine tiefergehende
Interpretation der Ergebnisse nur sehr begrenzt moglich und beschrankt sich auf sich

abzeichnende Tendenzen.

Fir die vorliegenden Untersuchungen standen 42 Hypophysenvorderlappentumoren
unterschiedlicher Gewebsgrofle aus insgesamt 4 neurochirurgischen Kliniken zur
Verfugung. Eine groBere Fallzahl war leider nicht zu erreichen, da zum einen die

Gewebsgewinnung mit einem deutlichen Mehraufwand gegenuber der
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herkdbmmlichen Operationsmethode verbunden war und zum anderen die
konservative Therapie, die medikamentdse Inhibition oder Radiotherapie, nach
Moglichkeit der invasiven vorgezogen wird. Gerade auch die niedrige Zellzahl, die
nach der Tumoraufbereitung fur die Stimulationsexperimente zur Verfigung stand,
verhinderte ausfuhrlichere Studien und damit die Ausweitung auf mehr Faktoren oder

mehr Konzentrationsabhangigkeitsstudien.

Beim Betrachten gegebenenfalls unerwarteter MelRergebnisse, die die Befunde
beeinflul3t haben koénnen, mul® die Gesamtheit der einzelnen Arbeitsschritte und
deren Streubreite berlcksichtigt werden. Das betrifft die Technik der Zellkultivierung,
die Methodik mittels Enzym-Immunoassay sowie eine Vielzahl weiterer

Uberschaubarer oder unerkannter EinfluRRfaktoren.

Da bei den Hypophysenadenomen die Diagnose eventuell erst zu einem spaten
Entwicklungszeitpunkt gestellt wird, kdonnte des weiteren ein hdheres Alter des
Tumors gegenuber jungeren zu einer Inhomogenitat der MelRergebnisse fiuhren. Das
Tumoralter und damit eine unterschiedlich starke IL-6 Sekretion der Tumorzellen
waren so eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur die, im Vergleich zu den anderen
Tumoren, relativ niedrige Basalsekretion der Cushing Adenome (Tab.2, 3 und 4). Da
der Hypercortizismus eine Klinik verursacht, der friher zu einer Diagnose flhrt als
bei den anderen Hypophysenadenomen, handelt es sich somit um eventuell jungere
Tumorzellen. Um darUber jedoch eine Aussage zu machen, waren weitere

Untersuchungen unter ausfluhrlicher Berlcksichtigung der Patientendaten nétig.

Nach der Aussaat wurde den Zellen eine durchschnittliche Zeit von 3 Tagen gegeben
um sich zu regenerieren und anzuwachsen. Erst wenn mikroskopisch das Bild einer
konfluent gewachsenen Kultur zu sehen war, wurde mit den Stimulations-
experimenten begonnen. Fir die Arbeit mit den Zellkulturen blieb insgesamt ein nur
recht kleines Zeitfenster von cirka 8 Tagen, da dann die Zahl der unvermeidlich
mitausgesaten Fibroblasten stark anstieg und so den Tumorzellen der Raum und die
notwendigen Nahrstoffe genommen wurden. Nach 10 Tagen war die Zellkultur mit
Fibroblasten Uberwuchert und ein aussagefahiges Experiment somit nicht mehr
moglich. 24 Stunden nach Stimulationsbeginn wurde der Uberstand abgenommen, in
Eppendorfgefalle Uberfuhrt und bis zur weiteren Analyse im Gefrierschrank bei -20°C

aufbewahrt.
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In den untersuchten Hypophysenadenomen sezernierten die Tumorzellen schon
unter basalen Bedingungen zum Uberwiegenden Teil relativ grolRe Mengen an IL-6.
Wenn man das Volumen der Zelluberstande mit 0,5ml auch noch als
Verdinnungsfaktor einbezieht liegt die IL-6 Konzentration an den Zellgrenzen noch
deutlich héher. Es ist anzunehmen, dal die IL-6 Produktion in vielen Hypophysen-
tumoren ein autonomer Prozef3 ist, wenngleich sie zum Beispiel durch
Glucocorticoide stark inhibiert und durch PACAP sowie TGFa und TGF[ stimuliert
werden kann. IL-6 bewirkt an sezernierenden HVL-Adenomen einen
Hormonsekretionsanstieg. Zusammengefal3t sprechen die Befunde daflir, daf® in
Hypophysentumoren produziertes IL-6 Uber auto-/parakrine Mechanismen sowohl
die Pathophysiologie als auch die Progression von Hypophysentumoren stimuliert.
Es ist durchaus denkbar, dal3 auf Grundlage dieser und ahnlicher gemachter
experimenteller Befunde therapeutische Konzepte flur die Behandlung von
Hypophysenadenomen entwickelt werden koénnen, die auf eine Senkung der
intratumoralen IL-6 Produktion zielen oder die Signaltransduktion des Cytokins

unterbinden.
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5 Zusammenfassung

Aus 42 eingeschickten HVL-Adenomen wurden nach standardisiertem Schema
Zellkulturen angelegt und diese Kulturen auf ihre IL-6 Basalsekretion (40) sowie 33
Kulturen auf ihr Ansprechen auf verschiedene Faktoren in ihrer Cytokinsekretion hin
untersucht. 9 somatotrope Zellkulturen wurden auf ihre Wachstumshormonsekretion

sowie deren IL-6 Abhangigkeit hin untersucht

In fast allen untersuchten Tumorzellkulturiberstanden (39 von 40) war IL-6 in
nachweisbaren Konzentrationen zu messen. Die Versuchsbedingungen schlossen

andere IL-6 Quellen als die Tumorzellen selbst aus.

Auf unterschiedliche Faktoren, die den Zellkulturen zugegeben wurden, reagierten
die Tumorzellen in ihrer Cytokinsekretion zum Teil nicht oder sehr inhomogen, sodal}
daraus keine Effekte postuliert werden konnten. Auf die Zugabe des
Wachstumsfaktors PACAP kam es zu einem teilweisen (P-27) beziehungsweise
einem deutlichen (P-38) Uberwiegen einer IL-6 Sekretionserhéhung gegeniiber der
Basalsekretion. Hier kann man von einem positiv stimulierenden Trend des Faktors

auf das Sekretionsverhalten der untersuchten Adenomzellkulturen sprechen.

Auf die Zugabe von TGFa sprachen alle untersuchten hormoninaktiven Tumoren mit
einer IL-6 Sekretionssteigerung an. Auch bei den weiteren untersuchten Adenomen
uberwog ein Sekretionsanstieg, soda man von einem stimulierenden Trend im
Sekretionsverhalten der untersuchten Tumoren auf die Testung mit TGFa sprechen

kann.

Von 10 untersuchten Tumoren reagierten 9 mit einem IL-6 Sekretionsanstieg auf die
Stimulation mit TGFB. Die gemessene IL-6 Konzentration lag im Mittel bei 278%
gegenuber ihrer Basalsekretion und verzeichnete damit den deutlichsten

Sekretionsanstieg aller untersuchten Faktoren.

Dexamethason bewirkte bei allen untersuchten Tumorzellkulturen eine Inhibition ihrer
IL-6 Sekretion. Die negative Stimulation lag im Mittel aller 33 untersuchten Adenome

bei 39% ihrer unbehandelten Basalsekretion.
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Das IL-6 verursachte bei den untersuchten GH sezernierenden Adenomen einen
Anstieg ihrer Hormonsekretion. Dieser Effekt ware eine mdgliche Erklarung fur die
zum Teil immensen Plasmahormonkonzentrationen an Akromegalie erkrankter
Patienten. Die Wirkung des IL-6 auf die GH Sekretion deckt sich mit dem Ergebnis

von ACTH produzierenden Adenomen, die parallel gemacht wurden.
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