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1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom - Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Erkrankung der weiblichen Bevdl-
kerung in Deutschland, es macht 31 % aller Karzinomerkrankungen bei Frauen
aus. Etwa jede achte Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem Mamma-
karzinom. Im Jahre 2012 waren in Deutschland 69 550 Frauen betroffen, wobei
das mittlere Erkrankungsalter bei 64 Jahren lag. Ein Drittel der Frauen erkrankte
bereits vor ihrem 55. Lebensjahr. Fir das Jahr 2016 prognostiziert das Robert-
Koch-Institut 65 500 Mammakarzinomneuerkrankungen in der weiblichen Bevdl-
kerung [135]. Die altersstandardisierte Erkrankungsrate lag im Jahre 2012 nach
dem Europastandard bei 117/100 000 Frauen [135] und hat sich damit seit 1980
verdoppelt. Hierbei spielt sicherlich auch das 2005 eingeflihrte Mammographie-
Screening eine Rolle, wodurch das Mammakarzinom haufiger und in einem
friheren Stadium erkannt wurde [134]. Etwa jede 115. Mammakarzinomerkran-
kung betrifft Manner. Im Jahre 2012 erkrankten in Deutschland 620 Manner. Die
altersstandardisierte Mortalitat lag 2012 nach dem Europastandard bei 24/100 000
Frauen und sinkt damit seit 1990 stetig [135]. In der westlichen Welt ist das
Mammakarzinom bei den 35- bis 55-jahrigen Frauen die haufigste Todesursache
[148], wobei die relative 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland 2011/2012 bei
88 % lag [135].

1.1.1 Atiologie

Nach aktuellem Wissensstand erfolgt die Tumorgenese Uber ein Mehrstufen-
modell. Pramaligne Vorlauferlasionen kénnen zunachst in-situ-Karzinome bilden,
welche schlie3lich in ein invasives Karzinom Ubergehen kénnen. Man unter-
scheidet die lobulare Neoplasie und das duktale Carcinoma in situ (DCIS). Mit
etwa 85 % sind ein Grol3teil der invasiven Mammakarzinome duktale Karzinome,
ca. 15 % sind lobulare Karzinome [25, 53]. Die Tumorentstehung resultiert meist
aus defekten Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen, die konsekutiv eine

antiapoptotische und proliferationssteigernde Wirkung haben [137].



Etwa 5% der Mammakarzinomerkrankungen sind genetisch bedingt, hierbei
handelt es sich in 90 % der Falle um Mutationen der Brustkrebsgene 1 (BRCA1)
und BRCA2 [25].

1.1.2 Risikofaktoren

Es gibt diverse Faktoren, die das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken,
erhohen. Generelle Risiken sind Mammaldsionen in der Eigenanamnese, eine
positive Familienanamnese fur Karzinome, Strahlenbelastung, Bewegungsmangel,
Ubergewicht, Alkohol sowie eine fettreiche und vitaminarme Ernahrung [135, 192].
Ferner sind eine friihe Menarche, eine spate Menopause, Nulliparitat, fehlendes
Stillen sowie spate Mutterschaft als Risikofaktoren zu nennen [107]. Weiterhin er-
hoht eine Hormonersatztherapie mit Ostrogenen und Gestagenen in der Post-
menopause das Mammakarzinomrisiko [37]. Durch die Einnahme oraler Kontra-
zeptiva wird das Mammakarzinomrisiko leicht erhdht, dieser Effekt verschwindet
jedoch 5—10 Jahre nach Beendigung der Einnahme [39]. Nicht zuletzt tragen
auch Faktoren wie die Mutation der Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2 zu
einem erhohten Mammakarzinomrisiko bei. Fur Trager eines Gendefekts in
BRCAL besteht ein Lebenszeitrisiko von etwa 57 — 65 % fiur die Entstehung eines
Mammakarzinoms, bei Tragern von BRCA2 betrdgt das Lebenszeitrisiko etwa
45 — 49 % [8, 35]. Aktuell wird Uber einen Vitamin Ds-Mangel als weitere Ursache

eines erhéhten Mammakarzinomrisikos diskutiert [45, 67, 162].

1.1.3 Prognose und Pradiktion

Bestimmte klinisch-pathologische Tumorcharakteristika sind wichtige Prognose-
parameter beim Mammakarzinom. Zu nennen sind TNM-Status (siehe Anhang),
Grading, histologischer Typ und Rezeptorstatus sowie Alter und Menopausen-
status der Patientin® [177, 192]. Dem Rezeptorstatus fallt eine wichtige Rolle bei
der Bestimmung der individuellen Therapie zu. So sind der Ostrogenrezep-
tor (ER), der Progesteronrezeptor sowie der human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2/neu) wichtige molekulare Marker, die bei Expression des jewei-
ligen Rezeptors als Zielstruktur fur eine antihormonelle bzw. HER2/neu-gerichtete

Therapie verwendet werden kdnnen [122]. Zusammenfassend bestimmen diese

' In dieser Arbeit wird aufgrund der Haufigkeitsverteilung von ,Patientin“ gesprochen, es ist jedoch
sowohl das weibliche als auch das mannliche Geschlecht gemeint.
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Marker die Biologie des Tumors, damit die Zugehorigkeit zu sogenannten intrin-
sischen Subgruppen und konsekutiv die Therapieentscheidung [146]. Sobald eine
Fernmetastasierung vorliegt, gilt die Erkrankung als nicht mehr kurativ behandel-
bar, sodass bei der Therapie vor allem die Lebensqualitat im Vordergrund steht.
Da der Rezeptorstatus von Primartumor und Metastase in bis zu 40% der Falle
diskordant sein kann, ist es wichtig, den Rezeptorstatus bei vorliegender Metas-

tasierung erneut durch eine Biopsie der Metastase zu bestimmen [4].

1.1.4 Therapie

Fur jede Patientin sollte eine moglichst individuelle Therapie gewéhlt werden.
Diese wird durch die Zuordnung zu einer entsprechenden Subgruppe des
Mammakarzinoms, das jeweilige Tumorstadium sowie unter Beriicksichtigung des
Alters und der Belastbarkeit der Patientinnen bestimmt. Aktuelle Therapie-
empfehlungen und Leitlinien werden durch die Deutsche Krebsgesellschaft [192]
und die Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie, Organgruppe Mamma,
publiziert [193].

Im Vordergrund der Therapie eines Mammakarzinoms steht die operative
Entfernung des Tumors, wenn mdglich unter Erhaltung der Brust. Die operative
Therapie schliel3t die Biopsie bzw. Entfernung der axillaren Lymphknoten — ob als
Sentinel-Node-Technik oder Axilladissektion — mit in das Konzept ein. Postopera-
tiv wird fast regelhaft eine Radiotherapie angeschlossen. Zusatzlich zu der
lokalen, besteht aufRerdem die Mdoglichkeit einer systemischen Therapie. Zum
Einsatz kommen Chemotherapie, antihormonelle und Antikérpertherapie. Palliativ
stehen zusatzlich weitere molekulare Therapieoptionen, wie Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)-Inhibitoren, zur Verfigung [53, 192].

Vor dem Hintergrund der hohen Anzahl der Neuerkrankungen kommt der Suche
nach weitergehenden Praventions- und Therapieansatzen des Mammakarzinoms
eine grofRe Bedeutung zu. In der vorliegenden Arbeit werden mit Calcitriol und
Cyclooxygenase (COX)-Inhibitoren potentielle TherapiemalBnahmen néaher be-

trachtet.



1.2 Vitamin D

Vitamin D kommt als pflanzliches Vitamin D, (Ergocalciferol) und als tierisches
Vitamin D3 (Cholecalciferol) vor. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Vita-
min D3. Es ist ein Secosteroid und kommt in hohen Konzentrationen z. B. in
Lebertran und verschiedenen Fischarten vor [82]. Etwa die Halfte des Vitamin Ds-
Vorkommens synthetisiert der Mensch aus Zwischenprodukten der Cholesterinbio-
synthese [131].

1.2.1 Vitamin D 3-Metabolismus

Der Stoffwechsel des Vitamin D3 findet in verschiedenen Organen des Kérpers
statt. Zunachst wird das Provitamin D3 (7-Dehydrocholesterin) in der Leber aus
Squalen, einem Stoffwechselzwischenprodukt der Cholesterinbiosynthese,
synthetisiert. In der Haut wird durch Einwirkung von UV-Licht der B-Ring des Ste-

Squalen

Nahrung/
Leber

Nahrungserganzungsmittel

7-Dehydrocholesterin
\ Aﬁ Haut

Cholecalciferol

l 25-Hydroxylase Leber
25(0OH)D4
(Calcidiol)
Niere 24-Hydr<w/as/ meylase Niere
24,25-Dihydroxyvitamin D, 1,25(0H),D4
1,24,25-Trihydroxyvitamin Dy 24-Hydroxylase (Calcitriol)

|

Ausscheidungsform

der Metaboliten

Kalzium- und Phosphathomd&ostase
Modulation des Immunsystems
Einfluss auf Zelldifferenzierung, Zellzyklus,

Apoptose und Angiogenese

Abbildung 1. Der Vitamin Ds-Metabolismus

rangerusts von Provitamin D3 gespalten, woraus das biologisch inaktive Vita-
min D3 (Cholecalciferol) resultiert [82]. In der Leber ist die Metabolisierung zu 25-

Hydroxycholecalciferol (Calcidiol) lokalisiert. Dieses wird in der Niere durch das
4



Enzym la-Hydroxylase zum biologisch aktiven 1,25-Dihydroxycholecalciferol
(Calcitriol) hydroxyliert. 25-Hydroxycholecalciferol und 1,25-Dihydroxycholecalci-
ferol werden durch die 24-Hydroxylase in der Niere zu den Ausscheidungs-
metaboliten hydroxyliert [105, 131]. Vitamin D wird nachfolgend synonym fur

Vitamin D3 verwendet.

1.2.2 Wirkungen von Calcitriol

Calcitriol hat vielfaltige Wirkungen, die sich in verschiedenen Organsystemen
manifestieren. Als Wichtigste ist die Regulierung der Kalzium- und Phosphat-
homo6ostase zu nennen. Sinkt der Serumkalziumspiegel, so wird Parathormon aus
den Nebenschilddrisen sezerniert [28]. Parathormon stimuliert die 1a-Hydroxylase
[26] und somit die Calcitriolproduktion. Calcitriol wiederum inhibiert Uber negative
Ruckkopplung die Expression der la-Hydroxylase sowie des Parathormons [73,
143]. Durch Calcitriol wird sowohl die Kalzium- und Phosphatresorption im
Intestinaltrakt als auch die Kalziumresorption in den Nieren gefordert [105]. Ferner
unterstitzt es im Knochen den Aufbau der Matrix und die Kalzifizierung; durch
Osteoklastenaktivierung férdert es jedoch zusétzlich die Mobilisation von Kalzium
aus dem Knochen [105]. Insgesamt betrachtet erhoht Calcitriol folglich tUber ver-
schiedene Organsysteme den Serumkalziumspiegel, eine Hypervitaminose kann
u. a. zu Urolithiasis fuhren [105, 131]. Aul3erdem scheint Calcitriol einen modulie-
renden Einfluss auf das Immunsystem zu haben, da ein Vitamin D-Mangel in
diversen Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielt [5, 110, 155]. Ferner wird ein
Vitamin D-Mangel mit Diabetes mellitus Typ Il und Uber einen Einfluss auf das
Renin-Angiotensin-System mit einem Hypertonus in Verbindung gebracht [104,
110]. Interessanterweise ist ein Vitamin D-Mangel auch mit diversen Karzinom-
erkrankungen, wie dem Kolon- und Prostatakarzinom, assoziiert [65, 67, 152].
Sowohl in vitro als auch in vivo beeinflusst es Zellzyklus, Apoptose, Zelldifferen-

zierung, Angiogenese sowie Metastasierung [16, 93].

1.2.3 Vitamin D und Mammakarzinom

Auch im Hinblick auf das Mammakarzinom wurden antikanzerogene Wirkungen

von Vitamin D nachgewiesen [6, 34, 71].



Die aussagekraftigste KenngroRe des Vitamin D-Haushalts ist der Calci-
diol (25(OH)D3)-Spiegel [82]. Ein Calcidiolspiegel von >33 ng/ml wird als aus-
reichend hoch betrachtet [72] und scheint das Mammakarzinomrisiko bei Frauen
aller Altersklassen zu reduzieren [1, 19, 34, 60, 68] und die Mortalitat bei Mamma-
karzinompatientinnen zu senken [90]. Ferner bestatigen mehrere Studien, dass
eine Mammakarzinomerkrankung oft mit einem erniedrigten Calcidiolspiegel ver-
bunden ist [42, 45, 123, 162], der wiederum mit einer schlechteren Prognose
assoziiert ist [159, 172]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Sonnenlicht-
exposition das Mammakarzinomrisiko reduziert [69, 87]. Somit stellt sich die
Frage, ob die Einnahme von Vitamin D als Nahrungserganzungsmittel eine protek-
tive Wirkung zeigt, hierzu ist die Datenlage allerdings inkonsistent. Einige Studien
zeigten eine Risikoreduktion in Bezug auf das Mammakarzinom [6, 34, 87], andere
hingegen konnten keine Korrelation zwischen einer Vitamin D-Einnahme und dem
Mammakarzinomrisiko feststellen [36, 58]. Aktuell empfiehlt die Deutsche Gesell-
schaft fur Erndhrung e.V. eine tagliche Vitamin D-Substitution von 800 IE fur alle
Personen mit unzureichender endogener Vitamin D-Synthese, fur Sauglinge unter
12 Monaten wird eine Substitution von 400 IE/d empfohlen [50]. Einige Studien
wiesen eine Risikoreduktion einer Mammakarzinomerkrankung durch eine Vita-
min D-Substitution von 2400 IE/d auf [6, 71]. Andere Studien hingegen empfehlen
1000 - 2000 IE/d, um ausreichend hohe Calcidiolspiegel zu erhalten, wobei altere
Personen hohere Dosen als Jingere einnehmen sollten [83, 176]. Bei Mamma-
karzinompatientinnen wird ein normales Niveau des Calcidiolspiegels laut
Peppone et al. erst durch eine Einnahme von >50 000 IE in der Woche erreicht
[123]. Dies zeigt, dass weiterer Forschungsbedarf hinsichtlich der optimalen
Dosierung einer Vitamin D-Substitution besteht.

Therapeutisch zeigte Calcitriol sowohl in vitro bei der ER-positiven Zelllinie MCF-7,
als auch in vivo am Mausmodell eine deutliche Wachstumsreduktion des
Mammakarzinoms bzw. der Mammakarzinomzellen [29, 153, 160, 186]. Das
Wachstum der ER-negativen Zelllinie MDA-MB-231 konnte in vitro jedoch nicht
durch Calcitriol beeinflusst werden [29, 160]. Auch in einer klinischen Studie an
Patientinnen mit Mammakarzinom wurde Vitamin D bereits eingesetzt und lieferte
vielversprechende Ergebnisse [188]. Insgesamt betrachtet wird Calcitriol ein

positiver Einfluss in Hinsicht auf das Mammakarzinom zugeschrieben.



1.2.4 Der Vitamin D-Rezeptor

Der Vitamin D-Rezeptor (VDR) befindet sich als Transkriptionsfaktor im Zellkern.
Vitamin D diffundiert in den Zellkern, bindet dort an den VDR und initiiert eine
Kaskade, an deren Ende die Transkription bestimmter Zielgene aktiviert bzw. inhi-
biert wird [105]. An VDR-knock-out-Mausen mit Mammakarzinom zeigten sowohl
Calcitriol als auch Vitamin D-Analoga keinen Einfluss auf das Tumorwachstum,
obwohl sie an Mausen mit vorhandenem VDR eine deutliche Wachstumsinhibition
induzierten [191]. Zusatzlich gibt es einige VDR-unabhangige antiproliferative

Eigenschaften von Calcitriol und Vitamin D-Analoga [43, 94, 141].

1.2.5 Die l1a-Hydroxylase

Die 1a-Hydroxylase in der Niere fuhrt zu der Aktivierung von Calcidiol zu Calcitriol.
Sie wird durch das Gen cyp27bl kodiert und ihre Expression wird durch Parat-
hormon induziert sowie durch Calcium, Phosphat und Calcitriol reduziert [22, 105,
118]. Zusatzlich konnte die la-Hydroxylase in extrarenalen Geweben nachge-
wiesen werden, hier wird ihre Expression durch Zytokine und Wachstumsfaktoren
reguliert [57]. In Mammakarzinomgewebe zeigten Cordes et al. im Vergleich zu

benignem Gewebe eine verringerte Expression der 1a-Hydroxylase [44].

1.2.6 Die 24-Hydroxylase
Die 24-Hydroxylase wird durch das Gen cyp24al kodiert. Sie hydroxyliert sowohl

Calcidiol als auch Calcitriol in der Niere zu den Ausscheidungsformen 24,25-Di-
hydroxyvitamin D und 1,24,25-Trihydroxyvitamin D [157]. Die Expression der 24-
Hydroxylase wird durch Calcitriol erhoht [41] und durch Parathormon reduziert
[48]. In der Literatur gibt es kontroverse Daten zu der 24-Hydroxylase-Expression
in Karzinomen. Einige Studien wiesen eine erhdohte Expression der 24-Hydroxy-
lase in malignem gegenliber benignem Gewebe nach, andere jedoch eine
erniedrigte Expression [44, 62, 64, 106, 168].

1.2.7 Vitamin D-Analoga

Um unerwinschte Nebenwirkungen durch Calcitriol [74], wie z. B. eine Hyper-
kalzdmie, zu reduzieren, wurden Vitamin D-Analoga eingesetzt, die ihre Wirkung

Uber den VDR entfalten [30, 101]. Diverse Vitamin D-Analoga, wie z. B. Calcipo-
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triol, wiesen sowohl im Mausmodell als auch bei der malignen Mammakarzinom-
zelllinie MCF-7 antiproliferative und proapoptotische Effekte auf, ohne eine Hyper-

kalzamie hervorzurufen [17, 40].

1.3 Prostaglandine

Prostaglandine (PG) gehdren zu der Gruppe der Eikosanoide und sind Derivate
der Arachidonsaure. Nahezu alle Gewebe sind zur Synthese von Prostaglandinen
befahigt [105, 131]. Prostaglandine haben eine Vielzahl von Wirkungen, so
regulieren sie neben dem Tonus der autonomen Muskulatur auch die Saure- und
Schleimproduktion des Magens. Ferner sind sie an inflammatorischen Prozessen
beteiligt [105]. Prostaglandine wirken als lokale Hormone, deren Halbwertszeit nur
im Bereich einiger Sekunden bis zu wenigen Minuten liegt. Sie werden nur bei
Bedarf produziert und in die interstitielle Flissigkeit sezerniert [120], wobei ihre
Wirkstoffkonzentrationen sehr gering (10™*° — 10® mol/l) sind [105].

Membranphospholipide
Phospholipase A,

Arachidonsaure

ﬂtJbOWgenaV N/clowgenase-f und-2

Leukotriene Prostaglandin G, PGH-Synthase

\1/ Peroxidase
v

Allergische und )
Prostaglandin H,

PGL: // \ \TxAz

PGE, Vv PG,

15-PGDH
/ PGF2,
Inaktivierung der

\ J
Prostaglandine !

Einfluss auf glatte Muskulatur,

Entzindungsreaktionen

Séaure- und Schleimsekretion des Magens,
Plattchenaggregation,

Entzindungsreaktionen u.v.m.

Abbildung 2. Vereinfachte Darstellung des Prostaglandin-Metabolismus
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1.3.1 Prostaglandin-Metabolismus

Die Arachidonsaure wird durch die Phospholipase A, aus Membranphospholipiden
freigesetzt. Sie wird einerseits durch die Prostaglandin H-Synthase (PGH-Syn-
thase) zu Prostaglandinen, Resolvinen, Protectinen und Thromboxan A, (TxAy),
andererseits durch die 5-Lipoxygenase in Mastzellen, Granulozyten und Makro-
phagen zu Leukotrienen und Lipoxinen metabolisiert. Die PGH-Synthase ist ein
bifunktionelles Enzym und untergliedert sich in die Aktivitaten der Cyclooxygenase
(COX) und der Peroxidase. Die COX produziert Prostaglandin G, (PGG,), die
Peroxidase reduziert PGG, zu PGH,, aus welchem TxA, und verschiedene
Prostaglandine wie z. B. PGD,, -E;, -F2q und Prostacyclin (PGIl,) synthetisiert wer-
den [131, 139]. Die Inaktivierung der Prostaglandine erfolgt durch die 15-Hydroxy-
prostaglandin Dehydrogenase (15-PGDH) [156].

1.3.2 Prostaglandinrezeptoren

Die heterogenen Wirkungen der Prostaglandine hangen hauptséchlich von dem
jeweiligen Prostaglandinrezeptor ab. Es gibt sowohl membranstandige als auch
intrazellulare Rezeptoren [187]. PGE,, der Hauptmetabolit von COX-2, wirkt tUber
die G-Protein-gekoppelten 7-Transmembran-Domanen Prostaglandin E-Rezep-
toren (EP);1-4, worliber kanzerogene Wirkungen wie z. B. eine erhdhte Tumorzell-
proliferation und eine Induktion der Metastasierung in verschiedenen Karzinomen
vermittelt werden [111, 119, 181].

1.3.3 Die Cyclooxygenasen

Fur die COX sind drei verschiedene Isoformen bekannt. Die COX-1 wird in vielen
Geweben konstitutiv exprimiert. Sie wirkt Uber die Produktion von PGE; u. a.
protektiv auf die Magenschleimhaut und vermittelt Uber das PGI, eine verminderte

Thrombozytenaggregation [105].

Die COX-2 wird nur im Zentralnervensystem und in den Nieren dauerhaft
exprimiert, in den udbrigen Geweben wird die Expression durch Stress und
Entzindung induziert. Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren wie Inter-
leukin-1 und Tumornekrosefaktor-a erhéhen die Expression der COX-2, wahrend
Glucocorticoide und antiinflammatorische Zytokine diese reduzieren. Die Auf-

gaben der durch die COX-2 synthetisierten Prostaglandine sind sehr vielfaltig:
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Uber die Einnistung und Entwicklung des Embryos, Lipolyse, Blutdruckregulation
und Nierenfunktion bis hin zu Entziindungsmerkmalen wie Fieber und Schmerzen
[105].
Als dritte Isoform wird die COX-3 als Splicevariante der COX-1 in Gehirn und
Ruckenmark exprimiert, ihre Funktion ist allerdings noch unzureichend erforscht
[145].

1.33.1 Die Bedeutung von COX-2 fur die Karzinogene se

Die Bedeutung der COX-2 fur die Karzinogenese hangt auf der einen Seite mit
ihrem Beitrag zur Schaffung eines entztndlichen Milieus zusammen, welches mit
der Entstehung von Karzinomen verknUpft ist [170], auf der anderen Seite mit
ihren antiapoptotischen und proangiogenen Eigenschaften. So wurde gezeigt,
dass eine COX-2-Uberexpression mit einer erhohten Expression des anti-
apoptotischen B-cell lymphoma Proteins2 (Bcl-2) und einer verminderten
Expression des proapoptotischen Bcl-2-assoziiertem-x-Protein assoziiert ist [102].
Die proangiogene Wirkung von COX-2 wurde durch eine positive Korrelation einer
COX-2-Uberexpression mit einer VEGF-Uberexpression und einer erhdhten
Dichte an kleinen Gefal3en nachgewiesen [75]. Viele Studien konnten eine COX-2-
Uberexpression in verschiedenen Karzinomen wie z. B. Prostata- [61], Kolon-
[189] und Lungenkarzinomen [84] nachweisen. Zusammenfassend scheint der
COX-2 eine Bedeutung in der Entstehung, Progression und Prognose von
Karzinomen zuzukommen [31, 84, 89].

Auch ein Zusammenhang zwischen der COX-2 und dem Mammakarzinom wird
beschrieben. So wird vermutet, dass die COX-2 eine Rolle in der Entwicklung vom
DCIS zu einem invasiven Karzinom spielt [85]. Die Datenlage von immunhisto-
chemischen Studien zur COX-2-Expression beim Mammakarzinom ist inkonsis-
tent, insgesamt betrachtet weisen invasive Karzinome haufig eine COX-2-Uber-
expression auf. Die COX-2-Uberexpression ist wiederum mit einem gréReren
Tumorvolumen, schlechterem histologischen Grading, Neoangiogenese und
Lymphknotenmetastasierung assoziiert. AulRerdem besteht teilweise eine
Korrelation mit einer ER-Negativitat. Diese Faktoren summieren sich zu einer
insgesamt schlechteren Prognose bei einer COX-2-Uberexpression in Mamma-
karzinomen [49, 133, 190].
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1.3.3.2 COX-2-Inhibition und Mammakarzinom

Aufgrund der schlechteren Prognose bei einer COX-2-Uberexpression in Mamma-
karzinomen entwickelte sich die Idee, die COX-2 zu inhibieren. Die Inhibition der
COX-2 kann nicht-selektiv durch nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) oder
selektiv durch COX-2-Inhibitoren erfolgen. Beide wirken durch die Hemmung der
PGE,-Synthese analgetisch, antiphlogistisch und antipyretisch [105], zusatzlich
werden ihnen antikanzerogene Wirkungen zugesprochen [10, 81].

Die Datenlage hinsichtlich der protektiven Wirkung von COX-2-Inhibitoren im
Sinne einer Korrelation zwischen der Einnahme von COX-2-Inhibitoren und einer
Karzinomentwicklung ist inkonsistent [59, 80, 81]. Aufgrund unerwinschter Neben-
wirkungen durch eine dauerhafte Einnahme von NSAR, wie z. B. gastrointestinale
Ulzera [21], entwickelte sich die Idee, selektive COX-2-Inhibitoren wie Celecoxib
und Rofecoxib einzusetzen. Diese erhalten die protektiven Effekte der durch die
COX-1 synthetisierten Substanzen. Erfreulicherweise zeigte Celecoxib in
mehreren Studien eine deutliche Risikoreduktion fur eine Mammakarzinom-
erkrankung, welche nochmals starker als die der NSAR ausgepragt war [10, 79].
Auch als Therapeutikum von Karzinomzellen weist Celecoxib in zahlreichen in
vitro Studien antikanzerogene Effekte auf. So bewirkte es eine zeit- und dosis-
abhangige Wachstumsreduktion von Mammakarzinomzelllinien [12, 23, 46, 174].
Auch in vivo reduzierte Celecoxib die Inzidenz und das Tumorvolumen von
Mammakarzinomen im Mausmodell signifikant [3, 13, 46, 184].

Insgesamt betrachtet zeigt der selektive COX-2-Inhibitor Celecoxib vielver-
sprechende Ergebnisse hinsichtlich einer praventiven und therapeutischen

Wirkung auf das Mammakarzinom.

1.3.4 15-Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase
Die 15-PGDH ist fur die Inaktivierung der Prostaglandine verantwortlich [156]. In

verschiedenen Malignomen wie Lungen- und Kolonkarzinomen wurde im
Vergleich zu benignem Gewebe eine verminderte Expression der 15-PGDH
gefunden [54, 183]. Beim Mammakarzinom ist die Datenlage kontrovers. So wurde
in Mammakarzinomgewebe sowohl eine verringerte [178], als auch eine erhdhte
15-PGDH-Expression gefunden [99, 162]. Bei malignen Mammakarzinomzelllinien

zeigten die ER-positiven MCF-7 Zellen eine hoéhere 15-PGDH-Protein- und
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MRNA-Expression als die ER-negativen MDA-MB-231 Zellen [164, 178]. Eine
Hochregulation der 15-PGDH resultierte in vermindertem Zellwachstum.
Insgesamt betrachtet wird der 15-PGDH eine Tumorsuppressoraktivitat zuge-
schrieben [178, 183].

1.4 Verbindung zwischen Vitamin D- und Prostaglandi  n-Metabolismus

Jeweils einzeln betrachtet scheinen Calcitriol und COX-2-Inhibitoren antikanzero-
gene Wirkstoffe in Hinblick auf Pravention und Therapie von Mammakarzinom-
erkrankungen zu sein. Dartber hinaus ist das geringe Nebenwirkungsspektrum
durch eine vergleichsweise sanfte Wirkungsweise ein weiterer Vorteil. So ent-
wickelte sich die ldee, ob die beiden Substanzen kombiniert eine verstarkt
wachstumsinhibierende, gemeinsame Wirkung aufweisen kénnten. An Prostata-
karzinomzellen lieferten diverse Studien bereits vielversprechende Ergebnisse [70,
117]. So bewirkte eine kombinierte Behandlung mit Calcitriol und dem selektiven
COX-2-Inhibitor NS-398 sowie eine Kombination aus Calcitriol und nicht-selektiven
COX-2-Inhibitoren eine synergistische Wachstumshemmung an malignen
Prostatakarzinomzellen [70, 117]. Aus diesen Ergebnissen liel3 sich ableiten, dass
die jeweilige Substanz bei kombinierter Anwendung fur den gleichen Effekt ge-
ringer dosiert werden kann [70, 117]. Zudem wurde bereits eine klinische Studie
mit der Kombination aus Calcitriol und dem nicht-selektiven COX-2-Inhibitor
Naproxen an Patienten mit Prostatakarzinomrezidiv durchgefiuhrt. Durch die
kombinierte Behandlung konnte ein verlangsamter Anstieg des Prostataspezi-
fischen Antigens (PSA) gezeigt werden [147]. Zusatzlich konnten Moreno et al.
einen direkten Einfluss von Calcitriol auf den Prostaglandin-Metabolismus
nachweisen. So inhibierte Calcitriol an Prostatakarzinomzellen die Expression der
COX-2 und regulierte die 15-PGDH-Expression hoch. AufRerdem verminderte
Calcitriol die Sekretion von PGE, sowie die Expression der Prostaglandin E (EP5)-
und F-Rezeptoren [117]. Auch bei in vitro Enzymassays konnte eine selektive
Inhibition der COX-2 durch Calcitriol gezeigt werden, die COX-1 hingegen wurde
nicht inhibiert [9]. Auch die inaktive Vorstufe des Vitamin D, Cholecalciferol, zeigte
einen Einfluss auf den Prostaglandin-Metabolismus. Erhielten gesunde Frauen
einen Monat lang 2000 IE Cholecalciferol taglich, so reduzierte sich die PGE,- und
die COX-2-Expression im Mammagewebe [130]. Die insgesamt sehr vielver-

sprechenden Studienergebnisse deuten eine Interaktion zwischen dem Vitamin D-
12



und dem Prostaglandin-Metabolismus an und fihrten dazu, dass auch beim
Mammakarzinom bereits erste Studien zu einem potentiellen Zusammenhang
zwischen den beiden Stoffwechselwegen durchgefuhrt wurden. So konnten Thill et
al. beim Mammakarzinom eine Dysregulation der Enzyme der beiden Stoff-
wechselwege zeigen. Sowohl an malignem Mammakarzinomgewebe als auch bei
den malignen Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 war die Proteinexpression der
COX-2 und der 15-PGDH im Vergleich zu benignem Gewebe und Zellen erhoht,
die Expression des VDR war deutlich vermindert [161, 162, 164]. Zudem wurden
bei Mammakarzinompatientinnen, die alter als 45 Jahre waren, im Winter im Ver-
gleich zu gesunden Frauen signifikant geringere Calcidiol- und héhere PGE»-
Spiegel gemessen [162]. Auch beim Ovarialkarzinom konnte in vitro und in vivo
eine solche Dysregulation festgestellt werden [163]. Eine derartige Befund-
konstellation kann einen potentiellen Zusammenhang der beiden Stoffwechsel-
wege andeuten.

Diese vielversprechenden Ergebnisse fuhrten dazu, mogliche gemeinsame
Wirkungen und Interaktionen von Substanzen des Vitamin D- und Prostaglandin-
stoffwechsels in der vorliegenden Arbeit zu untersuchen.
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1.5 Fragestellung

Der Entwicklung neuer praventiver und therapeutischer Therapieansatze fur das
Mammakarzinom kommt schon deshalb eine groRe Bedeutung zu, weil es die
haufigste maligne Erkrankung der Frau ist. Studienergebnisse tber antikanzero-
gene Effekte von Calcitriol und COX-2-Inhibitoren sowie eine mogliche, gegen-
seitige Beeinflussung beider Stoffwechselwege stellen potentielle praventive und
therapeutische Behandlungsansatze in Aussicht. In dieser Arbeit soll untersucht
werden, ob Calcitriol, das Vitamin D-Analogon Calcipotriol und COX-2-Inhibitoren
jeweils einzeln einen Einfluss auf das Wachstum von Mammakarzinomzellen
haben und ob sie in einer Kombinationsbehandlung eine verstarkte, gemeinsame
Wirkung auf das Mammakarzinomzellwachstum aufweisen. Ferner wird betrachtet,
ob ein Zusammenhang zwischen den Stoffwechselwegen des Vitamin D- und des

Prostaglandinhaushalts bei Mammakarzinomzellen besteht.

Fur die Versuche werden die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231
eingesetzt, die sich hinsichtlich ihrer Steroidrezeptorexpression und Invasivitéat
unterscheiden. Die Zelllinien werden mit Calcitriol, dem Vitamin D-Analogon
Calcipotriol, zwei selektiven und einem nicht-selektiven COX-2-Inhibitor sowie
einer Kombination aus den hinsichtlich der Zellwachstumsreduktion potentesten
Substanzen behandelt. Es wird der Einfluss auf das Zellwachstum und auf die
Expression von Proteinen des Vitamin D- und des Prostaglandinstoffwechsels

untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es, folgende Fragen zu beantworten:

e Wird das Wachstum von Mammakarzinomzellen durch Calcitriol, das
Vitamin D-Analogon Calcipotriol, die selektiven COX-2-Inhibitoren Cele-
coxib und NS-398, oder durch den nicht-selektiven COX-2-Inhibitor
Naproxen beeinflusst?

* FUhrt eine Kombinationsbehandlung mit Calcitriol und einem COX-2-
Inhibitor im Vergleich zu den Einzelbehandlungen zu einer verstarkten
Wachstumsinhibition von Mammakarzinomzellen?

* Interagieren Calcitriol und COX-2-Inhibitoren, jeweils einzeln und in Kombi-

nation, mit den Enzymen des jeweils anderen Stoffwechselweges?
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Die Zelllinien MCF-7 (American Type Culture Collection (ATCC); Nr. HTB-22) und
MDA-MB-231 (ATCC; Nr. HTB-26) wurden von der Firma LGC-Standards, Wesel

bezogen.

2.1.2 Zellkulturmedien und Zuséatze

RPMI 1640 Medium
(L-Glutamin, 25 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES))

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

(4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamin, 25 mM HEPES)
Fetales Bovines Serum (FBS), Mycoplex
Ceftazidim hydrat
Penicillin/Streptomycin
Trypsin-Ethylendiamintetraessig-

saure (EDTA), UV behandelt

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

2.1.3 Zellkulturzubehor
Neubauer Zahlkammer
Trypanblau

Zellkulturflaschen 75 cm?2

2.1.4 Gerate

Autoflow

Biometra Thermocycler TPersonal 48

Biophotometer plus

Brutschrank

DNA Engine Opticon 2 Real-Time Cycler

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)-Reader
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Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe

PAA Laboratories GmbH, Coélbe

Hecht-Assistent, Sondheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sarstedt, NUmbrecht

Integra Biosciences, Fernwald
Biometra GmbH, Goéttingen
Eppendorf AG, Hamburg
NuAire, Plymouth, MN, USA
Biozym, Oldendorf

Dynatech, Burlington, MA, USA



Inverses Mikroskop (Axiovert 135M)
Mikrozentrifuge Rotilabo®
Ruttler, Shaker S4

Thermomixer kompakt
Vortex (Assistent Reamix 2789)
Waage (ScalTec, SBC21)
Wasserbad

Wippschittler, Titramax 100
Zellkulturzentrifuge

Zentrifuge (2K15)

2.1.5 Allgemeine Labormaterialien
Kryogefal3e
Multipette Plus

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen
Pipetus Akku
ReaktionsgefalRe (1,5 ml, 2 ml)

Transferpette-8

Variable Pipetten (10 l, 100 pl, 2000 pl)

6-Well-Platte
96-Well-Platte (Flat Bottom)

Zellkulturpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml), Cellstar

Zellschaber

Zentrifugenroéhrchen (Plastik, 15 ml, 50 ml)

2.1.6 Assays

Bicinchoninic acid (BCA)™ Protein Assay Kit

Zellproliferations-ELISA, Bromdesoxy-

uridin (BrdU) (kolorimetrisch)

Carl Zeiss, Gottingen

Roth, Karlsruhe

ELMI Laboratory Equipment, Riga,
Lettland

Eppendorf AG, Hamburg
Hecht-Assistent, Sondheim
Scaltec Instruments, Gottingen
Memmert, Schwabach
Heidolph, Schwabach

Hettich, Tuttlingen

Sigma, Osterode

Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf AG, Hamburg
Glaswarenfabrik Karl Hecht
GmbH & Co KG, Sondheim/Rhon
Sarstedt, Numbrecht
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Eppendorf AG, Hamburg

Brand, Wertheim

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Biochrom AG, Berlin

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pierce, Thermo Fisher Scientific,
Bonn

Roche, Mannheim



2.1.7 Westernblot Zubehor

Filmkassette Amersham

Filterpapier (Chromatographiepapier)

Gelelektrophorese Blotapparatur

Hyperfilm ECL Amersham

Immobilon Western, Chemiluminescent
Horseradish-Peroxidase (HRP) Substrate

Minigelapparatur

Nitrozellulosetransfermembran

Precision Plus Protein Dual Color Standards

Tank Blot System

2.1.8 Polymerase-Kettenreaktion Zubehor

Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) Mix

Platinum® SYBR® Green real-time
guantitative Polymerase-Kettenreaktion
(gPCR) Super Mix UDG

Qiazol® Lysis Reagent

Random Primer

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase

Ultra PURE™ Distilled Water
(DNAse, RNAse frei)

UVette®, 260 — 1600 nm
96-Well Multiply®-PCR Platte

2.1.9 Agarose-Gelelektrophorese Zubehor

Geldokumentationssystem

6x Gel loading dye blue

Low Molecular Weight Marker

Mini-Sub® Cell GT Elektrophorese-Kammer
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GE Healthcare, Miinchen
Whatman, GE Healthcare,
Munchen

Biorad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
Millipore, Schwalbach

Biorad, Miinchen
Whatman, GE Healthcare,
Munchen

Biorad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, NUmbrecht

Phase GmbH, Libeck

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main

Biorad, Miinchen



Stromgeber PowerPac 300

UV-Transilluminator Tl 1

2.1.10 Chemikalien
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Borsaure

Bromphenolblau

Chloroform z.A.
Chlorwasserstoffsaure (HCI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol

EDTA

Essigsaure 100 % (Eisessig)
Ethidiumbromid 1% (10 mg/ml)
Glycerol

Glycin

Mammalian Protein Extraction Buffer (MPEB)

2-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver (Blotting Grade)

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
N,N-Dimethylformamid
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin (TEMED)
2-Propanol

Re-Blot Plus

Rontgen Entwickler-Konzentrat

Rontgen Fixierer-Konzentrat
Schwefelsaure (H,SOy)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (MTT)

Tris
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Biorad, Miinchen

Biometra GmbH, Géttingen

Roth, Karlsruhe

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Biorad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Th. Geyer, Renningen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

GE Healthcare, Minchen

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Baker Chemikalien, Gro3-Gerau
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Merck Schuchardt, Hohenbrunn
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Chemicon International, Hofheim
Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach
Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach
Baker Chemikalien, Gro3-Gerau
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe



Tween 20 Merck Schuchardt, Hohenbrunn

2.1.11 Testsubstanzen
Calcipotriol Sigma-Aldrich, Steinheim
Calcitriol IBL International, Hamburg
Celecoxib Sigma-Aldrich, Steinheim
Naproxen Sigma-Aldrich, Steinheim
NS-398 Sigma-Aldrich, Steinheim
2.1.12 Antikoérper im Westernblot

Antikorper Wirtsorganismus Firma
B-Aktin Maus, monoklonal Sigma-Aldrich, Steinheim

Biomol GmbH, Hamburg;
BD Transduction
Laboratories™, Heidelberg

COX-2 Maus, monoklonal

CYP24

(24-Hydroxylase) Kaninchen, polyklonal |Abcam, Cambridge

la-Hydroxylase Schaf, polyklonal Antibodies-online GmbH,

Aachen
15-PGDH Kaninchen, polyklonal |Biomol GmbH, Hamburg
VDR Ratte, monoklonal Affinity Bio Reagents, Fisher

Thermo Scientific, Bonn

ECL-anti-Mouse Immun-

globulin G (IgG)-HRP Schaf GE Healthcare, Mlnchen
ECL-ant-Rabbit IgG- Esel GE Healthcare, Miinchen
HRP

ECL-anti-Rat IgG-HRP  |Ziege GE Healthcare, Minchen
ECL-antl-Sheep IgG- Maus Enzo Life Sciences, Lorrach

HRP

Tabelle 1. Verwendete Antikdrper im Westernblot
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2.1.13 PCR-Primer

Amplikon-
Zielgen Name / Primer Sequenzen lange Firma
[bp]
COX-2 Hg_PTGSZ_l_SG QuantiTect 63 Q.iagen,
Primer Assay Hilden
Homo sapiens | hprtl forward: 5-TCA GGC
hypoxanthin- AGT ATA ATC CAAAGA TGG T-3
phosphoribosyl 84 Metabion,
-transferase 1 | hprtl reverse: 5-AGT CTG Martinsried
(hprtl), House- | GCT TAT ATC CAACAC TTC G-3
keeping-Gen

Tabelle 2. Verwendete Primer in der PCR. Die Amplikonlange ist in Basenpaaren

(bp) angegeben.

2.2 Methoden
2.2.1 Kultivieren der Zellen

Die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden in Zellkultur-
flaschen mit 15 ml Zellkulturmedium (RPMI 1640 Medium mit 10 % FBS, 1%
Penicillin/Streptomycin und 10 pg/ml Ceftazidim) in einem Brutschrank bei 37 °C in
einer wasserdampfgesattigten Atmosphéare mit 5% CO, kultiviert. Die Zellen
wuchsen adharent am 75 cm? groRRen Boden der Zellkulturflaschen.

2.2.2 Passagieren der Zellen

Die Zelllinien wurden passagiert, wenn sie nahezu Konfluenz erreicht hatten. Dazu
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und
mit 3 ml Trypsin im Brutschrank inkubiert, bis sie begannen, sich vom Boden der
Zellkulturflaschen zu losen. Die restlichen Zellen wurden abgeschlagen, die
Suspension in ein Réhrchen Uberfihrt und 7 ml Zellkulturmedium mit 10 % FBS
hinzugeflgt, um die Trypsinaktivitat durch das FBS zu stoppen. AnschlieRend
wurde die Zellsuspension mit 1 500 Umdrehungen (U)/min fir 5 min bei Raum-
temperatur (RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und
anschlieBend wurde das Zellpellet mit 37 °C warmem Zellkulturmedium resus-
pendiert. Ein Drittel der Ausgangsmenge von MCF-7 bzw. ein Funftel der Menge
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von MDA-MB-231 wurde in eine neue Zellkulturflasche mit vorgelegtem, ange-

warmtem Zellkulturmedium ad 15 ml Zellkulturmedium Uberfihrt.

2.2.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Trypsin inkubiert und
pelletiert (siehe ,Passagieren der Zellen®). Das Zellpellet wurde in 1,5 ml RPMI
1640 Zellmedium mit 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin resuspendiert.
Um beim Einfrieren die Kristallbildung zu vermeiden, wurde 5 % DMSO zugefiigt,
die Zellen zigig in ein Kryogefal3 Gberfihrt und bei -80 °C eingefroren.

Zum schnellen Auftauen der Zellen wurde das Kryogefald im Wasserbad auf 37 °C
erwarmt und der Inhalt in eine Zellkulturflasche mit 15 ml vorgelegtem, ange-
warmtem Zellkulturmedium dberfuhrt. Nachdem die Zellen am Boden der Zell-
kulturflaschen adharent waren, wurde das Medium abgesaugt, um das DMSO zu

entfernen, und 15 ml frisches, angewarmtes Zellkulturmedium zugegeben.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer Z&hl  kammer

Die Neubauer Zahlkammer ist ein Objekttrager mit einer Vertiefung, die mit einem
aufgelegten Deckglas einen Raum mit 0,1 mm Kammertiefe entstehen lasst. Am
Boden der Kammer sind 4 Grof3quadrate mit je 16 Feldern eingeschliffen.

Die geerntete Zellsuspension wurde 1:1 mit 0,4 % Trypanblau gemischt und in
diesen Raum gefullt. Trypanblau ist ein Farbstoff, der nur von passiven Mem-
branen aufgenommen wird. Da tote Zellen im Gegensatz zu lebenden Zellen den
blauen Farbstoff aufnehmen, kénnen sie unter dem Lichtmikroskop von lebenden
Zellen unterschieden und somit die lebenden Zellen gezahlt werden. Bei einer
Kammertiefe von 0,1 mm und einer Lange des Grol3quadrates von 1 mm betragt
das Volumen eines GroRquadrates 0,1 mm®=0,1 ul. Um den Anteil lebender
Zellen pro ml auszurechnen, wurde zunachst der Mittelwert der vier ausgezahlten
GroRquadrate gebildet und mit dem Verdinnungsfaktor 2 der Farbsuspension
multipliziert. Um von dem ausgezahlten Volumen von 0,1 pl auf die Zellzahl pro ml

umzurechnen, multiplizierte man mit 10 000.
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2.2.5 Wachstumsversuche

Fur die Wachstumsversuche im MTT-Assay wurden 3 000 Zellen pro Well in eine
96-Well-Platte ausgesat und fur 24 Stunden (h) in Zellkulturmedium im Brut-
schrank inkubiert. Dann wurde das Medium vorsichtig mit einer Pipette abge-
nommen und die Zellen mit 100 ul Testsubstanzmedium behandelt, welches ver-
schiedene Konzentrationen der Testsubstanz enthielt. Die Testsubstanzen waren
in DMSO geldst und wurden 1:1 000 bzw. 1:500 mit dem RPMI 1640 Medium mit
3% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 10 pg/ml Ceftazidim verdinnt. Somit
wurden Endkonzentrationen von 0,1 % bzw. 0,2 % DMSO bei den Testsubstanz-
medien erreicht. Die jeweiligen Losungsmittelkontrollen wurden mitgefuhrt. Bei
den Wachstumsversuchen wurde mit 3 % FBS weniger FBS als in unbehandelter
Zellkultur verwendet, da dieses die Effekte der Testsubstanzen uberdecken
konnte. Die Inkubationszeit mit den Testsubstanzen betrug 24 h fur den BrdU-
ELISA und 72 h fur den MTT-Assay.

2.2.6 Bestimmung der Zellproliferation
2.2.6.1 MTT-Assay

Um den Einfluss einer Behandlung auf das Zellwachstum nach mehreren Tagen
zu messen, wurde ein MTT-Wachstumsassay zur Bestimmung der Menge vitaler
Zellen in einer Kultur durchgefihrt. MTT ist ein gelbes, wasserlosliches Tetra-
zoliumsalz, das in Zellen zu blauem, wasserunléslichem Formazan verstoff-
wechselt wird. Der Anteil an umgewandeltem MTT ist somit ein indirektes Malf3 fur
die Anzahl lebender Zellen.

Fur den MTT-Assay wurde das Testsubstanzmedium abgenommen und durch
farbloses DMEM Medium mit MTT-L6sung (250 mg MTT in 50 ml PBS) ersetzt.
Dann wurden die Zellen 4 h im Brutschrank inkubiert, bis sich sichtbare Kristalle
bildeten. AnschlieBend wurden 100 pl MTT-Stopplésung (10 % SDS, 50 % N,N-
Dimethylformamid, pH 4,7) pro Well hinzugegeben und Uber Nacht bei RT
inkubiert. Die Kristalle l16sten sich und die Absorption der blauen Farbung wurde
mit einem ELISA-Reader bei 560 nm und einem Referenzfilter von 650 nm photo-

metrisch quantifiziert.
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2.2.6.2 BrdU-ELISA

Der Zellproliferations-BrdU-ELISA misst die DNA-Syntheserate der Zellen und
quantifiziert somit den Anteil proliferierender Zellen in einer Zellpopulation.
Anstelle von Thymidin wird das Pyrimidinanalogon BrdU in die DNA eingebaut. In
einer 96-Well-Platte wurden daftir 20 000 Zellen pro Well ausgesat, 24 h unter
Standardbedingungen inkubiert und dann mit Calcitriol in verschiedenen Konzen-
trationen mit 3 % FBS im Medium behandelt. Nach 24 h wurde der BrdU-ELISA
nach den Herstellerangaben durchgefihrt. Dies umfasste zu Anfang eine
Inkubation mit BrdU fur 2,5 h. Danach wurden die Zellen fixiert und denaturiert. Es
wurde ein monoklonaler BrdU Antikdrper zu den Zellen gegeben. Dieser
Antikorper setzte ein nachfolgend hinzugefugtes Substrat um, welches an die
Immunkomplexe band. Es kam zu einer Turkisfarbung. H,SO, stoppte diese
Reaktion und es erfolgte ein Farbumschlag nach Gelb. Die Platten wurden mit
dem photometrischen ELISA-Reader bei 450 nm und einem Referenzfilter von

650 nm gemessen.

2.2.7 Vergleich der Proteinexpression nach Behandlu  ng der Zellen

Der Westernblot ist ein Verfahren zur Darstellung und Quantifizierung von
Proteinen. Dazu wurden zunéchst Proteine aus den behandelten Zellen isoliert, in
der Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieRend an eine Membran Uber-
tragen, um von dort durch Chemolumineszenz auf einem Film sichtbar gemacht zu

werden.

2.2.7.1 Behandlung der Zellen zur Bestimmung der Pr  oteinmenge

Fur die Proteinextraktion aus den behandelten Zellen wurde MPEB verwendet.
Dafur wurden 300 000 Zellen pro Well wurden in eine 6-Well-Platte mit 1 ml
Medium ausgesat, nach 24 h Inkubation im Brutschrank wurde das Medium durch
1 ml Stimulationsmedium ersetzt und fur weitere 24 h inkubiert. Das Medium
wurde abgenommen und die Zellen gewaschen. Zu der Zelllinie MDA-MB-231
wurden 70 pl und zu der Zelllinie MCF-7 80 ul MPEB pro Well gegeben und die
Platten fir mindestens 30 min bei -20 °C eingefroren. Im nachsten Arbeitsschritt
wurden die Platten schnell aufgetaut und fur 30 min bei 4 °C geschuttelt.
Anschlielend wurde die Zellsuspension mit einem Zellschaber vom Boden
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abgeschabt und 20 min auf Eis inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen
mehrfach auf dem Vortex geschuttelt. Die Suspension wurde fur 25 min mit
15 000 U/min bei 4 °C zentrifugiert, um die Zellreste zu pelletieren. Der Uberstand
mit den l6slichen Proteinen wurde in ein frisches Gefald tberfuhrt und bis zum

weiteren Gebrauch bei -80 °C eingefroren.

2.2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Messung der Proteinkonzentration wurde der BCA Protein Assay nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei wird Cu?* durch die Proteine zu Cu'*
reduziert und ein bicinchoninhaltiges Reagenz hinzugefigt. Durch Bildung von
Chelaten aus zwei Molekuilen Bicinchoninsaure und einem Kupferion entsteht ein
wasserlosliches, violett gefarbtes Produkt. Mit steigender Proteinkonzentration
nimmt die Farbintensitat linear zu. In Doppelbestimmungen wurde eine 96-Well-
Platte mit 25 pl Proteinstandards in Konzentrationen von 0 — 2 000 pug/ml und den
jeweiligen Testproben (Proteine 1:10 mit aqua dest. verdunnt) beftllt. Anschlie-
Bend wurden 200 pl Arbeitsreagenz pro Well hinzugegeben und fur 30 min im
Brutschrank inkubiert. Die Platte wurde im ELISA-Reader bei 560 nm gemessen.
Mit den Extinktionswerten der Proteinstandards wurde eine Standardkurve erstellt.
Aus der Formel, die die Funktion dieser Standardkurve beschreibt, konnten die

Proteinkonzentrationen errechnet werden.

2.2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteinlysate wurden entsprechend ihrer Konzentration mit aqua dest.
verdunnt und 3:1 mit 4x Ladepuffer (125 mM TrisCl, 20 % Glycerol, 4 % SDS, 2 %
2-Mercaptoethanol, 0,001 % Bromphenolblau, pH 6,8) gemischt. Der Ansatz
wurde 5 min auf 95 °C erhitzt, um die Proteine zu denaturieren. Durch Anlagerung
von SDS erhalten die Proteine eine gleichmafiig negative Gesamtladung, wodurch
sie entsprechend ihrer Groé3e in der Gelelektrophorese aufgetrennt werden
konnen.

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine nach ihrer Gr63e wurde die
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. Dazu wurde
ein Gel hergestellt, welches aus einem Sammel- sowie einem Trenngel besteht.

Das Trenngel wurde mit 10 % Acrylamid fur die COX-2 und 24-Hydroxylase bzw.
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12,5 % Acrylamid fur die 15-PGDH, die la-Hydroxylase und den VDR hergestellt.

Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Inaredienzien Trenngel | Trenngel | Sammelgel
9 (10 %) | (12,5 %) (4 %)
Acrylamid-Stammldsung (30 %) 3,33 ml 4,17 ml 335 ul
TrisHCI
1,5M, pH 8,8 2,5mil 2,5 mi
0,5M, pH 6,8 625 pl
SDS (10 %) 100 pl 100 pl 25 ul
aqua dest. 3,9 mi 3,07 mi 1,5ml
APS (10 %) 130 pl 130 pl 50 pl
TEMED 15 pl 15 pl 2,5 ul

Tabelle 3. Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fur die SDS-Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese

Nach Aushérten des Sammelgels wurden die Glasplatten mit dem Gel in eine
Blotapparatur eingespannt und diese mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
0,1 % SDS, pH 8,3) gefullt. Die KAmme wurden entfernt und die Taschen mit
Laufpuffer gespult. Dann wurden pro Tasche 15 ul Proteinprobe mit einer Protein-
menge von 40 ug aufgetragen. Eine Tasche wurde mit 3 pl Proteinlangestandard
beflllt. An die Blotapparatur wurde eine Spannung von 100 V angelegt, damit die

Proteine entsprechend ihrer Gro3e aufgetrennt werden konnten.

2274 Westernblot

Mit einer Semi-Dry Blotapparatur wurden Proteine vom Gel auf eine Nitro-
zellulosemembran transferiert. Drei Filterpapiere, eine Membran, das Gel und drei
weitere Filterpapiere wurden ubereinander geschichtet und in Transferpuffer
(25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol, pH 8,3) getrankt. Fur 1,5 h wurde
eine elektrische Spannung von 10 V an das System angelegt, sodass die Proteine

aus dem Gel an die Membran migrierten.

2275 Immundetektion der Proteine

Um freie Bindungsstellen fir Antikorper auf der Membran zu blockieren, wurde die

Membran fur 1 h mit Tris-Buffered Saline mit Tween 20 (TBS-T) (100 mM Tris, 1 M
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NaCl, 1% Tween 20, 5% Magermilchpulver) inkubiert. Danach wurde die
Membran mit dem Primarantikérper ber Nacht bei 4 °C in TBS-T und 5 % Mager-
milchpulver auf einem Schuttler inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Mem-
bran 3 x 5 min mit TBS-T gewaschen und dann 1 h bei RT mit dem Sekundar-
antikorper auf einem Schittler inkubiert und erneut 3 x 15 min mit TBS-T
gewaschen.

Zur Detektion der Proteinbanden wurde die Membran fur 5 min mit Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrat tberschichtet, welches zu gleichen
Teilen aus einer Luminol- und einer Peroxidldsung besteht. Der Wirkmechanismus
basiert darauf, dass Luminol durch Peroxid in Gegenwart der am zweiten
Antikérper gebundenen HRP oxidiert wird und dann ein Lichtsignal emittiert. Die
Lichtreaktion der Membran wurde in der Dunkelkammer fir 30 s — 60 min mittels
Autoradiographie auf Hyperfilm ECL abgebildet. Dieser wurde mit Fotochemikalien
entwickelt, um die Banden darzustellen. Die Schwarzung des Films korrelierte mit
der Menge des detektierten Proteins und wurde mit dem Computerprogramm
E.A.S.Y. Win32, Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, gemessen, nachdem der
Film mit einem Durchlichtscanner digitalisiert wurde. Es wurde das Verhaltnis der
untersuchten Proteinbande zu der B-Aktinbande gebildet. Die Verdinnungen der

Antikorper erfolgten in 5 % Magermilchpulver in TBS-T.

Protein Grole [kDa] gﬁ:ﬁg{;ﬁiﬂ%r%z Sekundéarantikorper
B-Aktin 42 1:20 000 — 1:80 000 | anti-Mouse-lgG-HRP
COX-2 72 1:500 anti-Mouse-1gG-HRP
15-PGDH 25 1:333 - 1:500 anti-Rabbit-IgG-HRP
VDR 54 1:20 000 anti-Rat-lgG-HRP
CYP24 59 1:500 anti-Rabbit-IgG-HRP
la-Hydroxylase 50 1:1 000 anti-Sheep-1gG-HRP

Tabelle 4. Verwendete Primar- und Sekundarantikérper im Westernblot: Atomare
Masseneinheiten in Kilodalton (kDa) der detektierten Proteine und eingesetzte
Verdinnungen der Primarantikdrper. Die Sekundarantikbrper wurden in einer

Verdinnung von 1:4 000 eingesetzt.
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2.2.8 Vergleich der mRNA-Expression nach Behandlung der Zellen

Nach der Behandlung mit den Testsubstanzen wurde mRNA aus den Zellen
extrahiert, welche durch reverse Transkription in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben wurde. Diese wurde in der gPCR amplifiziert, um so Rickschlisse

auf die eingesetzte mMRNA-Menge ziehen zu kdnnen.

2.2.8.1 Behandlung der Zellen zur mRNA-Bestimmung
Es wurden 300 000 Zellen pro Well in 6-Well-Platten ausgesat und 48 h in Zell-

kulturmedium inkubiert. Dann wurde das Medium vorsichtig mit einer Pipette
abgenommen und durch 1 ml Medium mit Testsubstanzen ersetzt. Die Test-
substanzen wurden in DMSO gel6st und 1:1 000 in dem RPMI 1640 Medium mit
3% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 10 pg/ml Ceftazidim verdinnt. Die
mitgefuihrte Kontrolle enthielt, genau wie das Medium mit den Testsubstanzen,
0,1 % DMSO. Die Inkubationszeit betrug 3 — 8 h.

2.2.8.2 RNA-Isolierung

Das Medium wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen gewaschen. Pro Well
wurde 1 ml Qiazol Lysisreagenz auf die Zellen gegeben, alles ziigig resuspendiert,
in ein Reaktionsgefall Gberfihrt und 5 min bei RT inkubiert. Dann wurden 200 pl
Chloroform hinzugefligt, das Reaktionsgefal3 wurde etwa 20 s kraftig geschiittelt,
2 min bei RT inkubiert und 15 min bei 4 °C mit 12 000 x g zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase enthielt die RNA und wurde in ein frisches Reaktionsgefald
Uberfahrt. Zur Prazipitation der RNA wurden 500 pl 2-Propanol hinzugefigt,
10 min bei RT inkubiert und danach 10 min bei 4 °C mit 12 000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol auf dem
Vortex geschuttelt und 5 min bei 4 °C mit 7 500 x g zentrifugiert. Erneut wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 30 ul RNAse freiem Wasser (Ultra Pure)
resuspendiert. Die Suspension wurde fur 10 min auf 60 °C erhitzt, um die RNA
vollstdndig zu l6sen und anschlielend bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C

eingefroren.
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2.2.8.3 RNA-Quantifizierung

Um die Konzentration der isolierten RNA zu ermitteln, wurden die Proben UV-
spektrophotometrisch gemessen. Dazu wurde die isolierte RNA 1:20 mit TE-
Puffer, pH 8,0 (10 mM Tris-Puffer, pH 8,0) verdinnt und gegen einen Leerwert mit
reinem TE-Puffer, pH 8,0 gemessen. Die Messung der optischen Dichte (OD)
erfolgte bei 260 nm und 280 nm. Die Konzentration der RNA wurde durch

folgende Formel berechnet:

Konzentration der RNA [1g/ml] = ODzs0 nm X 40 ug/ml x Verdiinnungstaktor

Der Faktor 40 pg/ml ist fur die Konzentrationsbestimmung einzelstrangiger RNA
geeignet. Die Qualitdt der RNA kann durch das Verhéltnis der OD von 260 nm zu
280 nm abgeschatzt werden. Fur die vorliegende Arbeit wurde RNA mit einem

Verhéltnis von 2,1 - 2,4 verwendet.

2.2.8.4 Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription, also die Herstellung von cDNA aus RNA, wurde die
SuperScript™ Il reverse Transkriptase verwendet. Dafiir wurden 1 ug RNA, 1 pl
Random Primer, 1 ul dNTP Mix und 9 pl RNAse freies Wasser auf Eis pipettiert,
kurz zentrifugiert, dann 5 min im Thermocycler bei 65 °C inkubiert, um die RNA zu
denaturieren, und danach auf Eis gestellt. AnschlieRend wurden 6,5 pl eines
Mastermixes, bestehend aus 4 ul 5-fach first-strand-Puffer, 2 ul 0,1 M DTT und
0,5 pl SuperScript™ Il reverse Transkriptase, zu den Proben gegeben und
zunachst fur 10 min bei 25 °C in einem Thermocycler inkubiert. Anschliel3end
wurde 50 min bei 42 °C inkubiert. Die reverse Transkriptase benutzt die RNA als
Matrize und synthetisiert eine zu der RNA komplementare DNA (cDNA). Um eine
mdogliche DNA-Kontamination auszuschliel3en, wurde eine Kontrolle ohne die
Zugabe reverser Transkriptase mitgefuhrt. Zum Stoppen der Reaktion wurde der
Ansatz 15 min bei 70 °C inkubiert. Die entstandene cDNA wurde bei -20 °C

eingefroren.
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2.2.8.5 Real-Time quantitative PCR

Die gPCR ist eine Methode zur Vervielfaltigung spezifischer DNA-Abschnitte in
mehreren Zyklen, wobei jeder Zyklus aus den Schritten Denaturierung,
Primeranlagerung und Polymerisation besteht. Dabei wird der amplifizierte DNA-
Abschnitt in mehreren Zyklen exponentiell vervielfaltigt. Bei der gPCR kann die
amplifizierte DNA nach jedem Amplifikationsschritt quantifiziert werden, indem
fluoreszierende Signale von SYBR® Green gemessen werden. SYBR® Green ist
ein Farbstoff, der in doppelstrangige DNA interkaliert. Das fluoreszierende Signal
ist proportional zu der Menge der amplifizierten DNA. Wenn das Fluoreszenz-
signal einen bestimmten Schwellenwert erreicht, lasst die Anzahl der dazu
bendtigten Zyklen Ruckschlisse auf die eingesetzte cDNA zu. Die Zykluszahlen
werden mit einem parallel amplifizierten Housekeeping-Gen verglichen. Es wurde
eine Kontrolle ohne reverse Transkriptase und eine Kontrolle ohne Zugabe von
cDNA mitgefuhrt, um Hintergrundsignale ausschlie3en zu kénnen.

In der gPCR wurde das cox-2-Gen untersucht, als Referenzgen diente hprtl. Auf
eine 96-Well Multiply-PCR Platte wurden pro Well 2 pul cDNA vorpipettiert. Dazu
wurden je 23 ul eines Mixes mit den spezifischen Primern fur cox-2 und hprtl
pipettiert. Fir den cox-2-Mix wurde ein Ansatz aus 12,5 pl Platinum® SYBR®
Green qPCR Super Mix UDG, 2,5 ul Qiagen 10 x Primer und 8 pul RNAse freiem
Wasser (Ultra Pure) hergestellt und vermischt. Der hprtl-Mix setzte sich aus
12,5 ul Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix UDG, 1 pl 10 pM Primer und
9,5 ul RNAse freiem Wasser (Ultra Pure) zusammen. Es wurden Doppel-
bestimmungen durchgefihrt. Die 96-Well Multiply-PCR Platte wurde mit einer
Folie verschlossen und fur 1 min bei 1 000 U/min zentrifugiert. Dann wurde die

Platte in den Real-Time Cycler gestellt und die gPCR gestartet.

Schritt Beschreibung Temperatur | Dauer iﬁkzlgﬁl
1 Uracil-N-Glykosylase-Inaktivierung 50 °C 2 min 1
2 Aktivierung der Tag-Polymerase 95 °C 2 min 1
3 Denaturieren der cDNA 95 °C 15s 45
4 +5 | Primeranlagerung/Polymerisation 60 °C 30s 45
6 Schmelzkurvenanalyse 60°C-90°C | 1°C/s 1

Tabelle 5. gPCR-Programm
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Die Schmelzkurvenanalyse wurde durchgefiihrt, um die Reinheit des Produktes zu
Uberprufen. Die Temperatur wurde in der Schmelzkurvenanalyse stetig erhoht.
Das Produkt der gPCR, cox-2, weist eine spezifische Schmelztemperatur auf, bei
der die doppelstrangige DNA aufgeschmolzen und der interkalierende Farbstoff
SYBR® Green freigesetzt wird. Dabei sollte nur ein Peak in der Schmelzkurve

registriert werden, an dem das Fluoreszenzsignal abnimmt.

2.2.8.6 Auswertung der gPCR

Die in der gPCR erhaltenen Zykluszahlen wurden mit dem REST-Programm
(Relative Expression Software Tool — Multiple Condition Solver, REST-MCS® -
Version 2) mit der von Pfaffl beschriebenen Methode [126] ausgewertet. Die cox-
2-Genexpression wurde zwischen den verschiedenen Proben verglichen und
durch Bildung der Ratio (R) mit der Expression des Referenzgens hprtl norma-
lisiert. Die Effizienz (E) gibt an, wie stark die DNA pro PCR-Zyklus vervielfaltigt
wurde. Eine Effizienz von 100 % bezeichnet eine Verdopplung der DNA-Menge
und des Fluoreszenzsignals in einem PCR-Zyklus. Die Effizienz der qPCR fur cox-
2 und hprtl wird mit einer Verdiinnungsreihe von 1:10 verdinnten Standardproben
bekannter Konzentration von cDNA durch die Formel E = 10 (m = Steigung)
errechnet. Beim Erreichen des Crossing Points (CP) ubertrifft das emittierte
Fluoreszenzsignal erstmals das Hintergrundsignal. Mit der Effizienz und den CP-

Werten berechnet das Programm mit folgender Formel die Ratio [126].

(E Zielgen)ACP Zielgen (MW Kontrolle-MW Behandlung)

= (E Referenzgen)ACP Referenzgen (MW Kontrolle—MW Behandlung)

In der oben genannten Formel werden, unter Einbeziehung der Effizienz, die
Expressionsunterschiede der Mittelwerte (MW) der Behandlung und der Kontrolle
des Zielgens ins Verhaltnis zu den mittleren Expressionsunterschieden des

Referenzgens hprtl gesetzt.

30



2.2.8.7 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennun g des gPCR-Produktes

Nach der gPCR wurde eine Agarose-Gelelektrophorese zur Verifizierung des
DNA-Produktes durchgefuhrt. Zur Kontrolle lief ein Marker mit, der DNA-
Abschnitte bekannter GroRen enthielt. Fir das Gel wurden unter dem Abzug 50 ml
2 % Agarose in TBE (0,9 M Tris, 0,9 M Borsaure, 0,025 M EDTA) bis zum voll-
standigen Auflosen aufgekocht. Anschliel3end wurde das Gemisch auf 60 °C ab-
gekuhlt und 5 pl einer 1 % Ethidiumbromidlésung hinzugefigt. Der Ansatz wurde
in die GelgieRapparatur gegossen und ein Kamm zur Bildung der Ladetaschen
hineingesteckt. Nachdem das Gel ausgehartet war, wurden je 10 pl der DNA-
Probe oder des Molekulargewichtmarkers gemischt mit 2 pl 6x Probenpuffer in
eine Tasche aufgetragen. Fur 80 min wurde eine Spannung von 100 V angelegt.
Die aufgetrennten Banden wurden im UV-Licht dargestellt und durch ein Gel-

dokumentationssystem erfasst.

2.2.9 Statistik

Alle Experimente wurden unabh&ngig voneinander dreimal wiederholt, soweit nicht
anders angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism
Software, Version 5.03, 2009, La Jolla, CA, USA. Es wurde die einfaktorielle
ANOVA als Varianzanalyse und Dunnett’s Multiple Comparision Test als Post-
Hoc-Test zum Vergleich der behandelten Proben jeweils mit der Kontrollgruppe
durchgefuhrt. Beim Vergleich von lediglich zwei Datenséatze wurde ein ungepaarter
t-Test durchgefihrt. Das Signifikanzniveau ist mit * p <0,05, *p <0,01 und
*** p < 0,001 angegeben.
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3. Ergebnisse
3.1 Einfluss von Vitamin D und Vitamin D-Analoga au  f das Zellwachstum
3.1.1 Einfluss von Calcitriol auf die Zellprolifera  tion im BrdU-ELISA

Der Effekt von Calcitriol auf die Proliferation der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-
231 wurde im ELISA nach BrdU-Inkorporation im Vergleich zur Kontrollgruppe, in
der die Zellen nur mit dem Lésungsmittel DMSO in entsprechender Konzentration
behandelt wurden, gemessen. Die Zellen wurden 24 h lang mit Calcitriolkonzen-
trationen von 0,001 uM bis 10 uM behandelt. Beide Zelllinien wurden signifikant
und dosisabhéngig in der Proliferation inhibiert. Die BrdU-Inkorporation der Zell-
linie MCF-7 wurde durch 0,001 uM Calcitriol signifikant auf 0,72+0,14 im Vergleich
zur Lésungsmittelkontrolle gesenkt, durch 0,01 uM signifikant auf 0,58+0,07, durch
0,05 uM signifikant auf 0,52+0,09, durch 0,1 uM signifikant auf 0,54+0,13, durch
1 uM signifikant auf 0,4+0,06 und durch 5 uM signifikant auf 0,16+0,07 reduziert.
Nach der Behandlung mit 10 uM Calcitriol konnte bei MCF-7 keine Zellteilungs-
aktivitat mehr gemessen werden (0,0+0,0). Bei der Zelllinie MDA-MB-231 wurde
die Proliferation durch 0,01 uM Calcitriol signifikant auf 0,81+0,05, durch 0,05 uM
signifikant auf 0,69+0,1, durch 0,1 uM signifikant auf 0,63+0,11, durch 1 uM
signifikant auf 0,49+0,13, durch 5 uM signifikant auf 0,284+0,14 und durch 10 pM
signifikant auf 0,29+0,1 im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle gesenkt. Eine Be-
handlung mit 0,001 uM Calcitriol hatte im Vergleich zur Kontrolle keinen
signifikanten Einfluss auf die Zellproliferation von MDA-MB-231 (0,91+0,15).
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Abbildung 3. Einfluss von Calcitriol auf die Proliferation der Zelllinien MCF-7
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(A, =) und MDA-MB-231 (B, &), jeweils in Bezug auf die Losungsmittelkontrolle
(K). Die Zellproliferation wurde im BrdU-ELISA gemessen. Die Versuche wurden
als Triplikat mit drei Wiederholungen durchgefuhrt, es sind die Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz: **p<0,01;
***n<0,001.
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3.1.2 Einfluss von Calcitriol auf das Zellwachstum im MTT-Assay

Der Einfluss von Calcitriol auf das Wachstum der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-
231 wurde im MTT-Assay gemessen. Die Zellen wurden 72 h lang mit Calcitriol-
konzentrationen von 0,001 uM bis 50 uM behandelt. Die unterschiedlichen
Behandlungen wurden jeweils in Bezug auf die Lésungsmittelkontrolle, in der die
Zellen nur mit dem Losungsmittel DMSO in entsprechender Konzentration behan-
delt wurden, gesetzt. Die Zelllinie MCF-7 wurde im Wachstum durch 0,01 uM
Calcitriol signifikant auf 0,92+0,1, durch 0,1 uM signifikant auf 0,83+0,12, durch
1 uM signifikant auf 0,77+0,09 und durch 10 uM Calcitriol signifikant auf 0,49+0,13
im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (1,0+0,1) gehemmt. Eine Behandlung mit
0,001 pM Calcitriol hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum der
Zelllinie MCF-7 (0,97+0,08) im Vergleich zur Ldsungsmittelkontrolle. Nach
Behandlung mit 50 uM Calcitriol war keine Zellaktivitat von MCF-7 mehr messbar
(0,0240,03). Das Wachstum der Zelllinie MDA-MB-231 wurde durch die
Behandlung mit Calcitriol nicht wesentlich beeinflusst. Durch 10 uM Calcitriol
wurde das Wachstum der Zelllinie MDA-MB-231 im Vergleich zur Ldsungs-
mittelkontrolle nicht signifikant (0,98+0,09) verandert. Nach einer Behandlung mit
50 uM Calcitriol konnte keine Aktivitat der Zelllinie MDA-MB-231 mehr gemessen
werden (0,004+0,005).
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Abbildung 4. Einfluss von Calcitriol auf das Wachstum der Zelllinien MCF-7
(A, 2) und MDA-MB-231 (B, &), jeweils in Bezug auf die Losungsmittelkontrolle
(K), im MTT-Assay. Die Werte reprasentieren drei Wiederholungen der Versuche
mit jeweils Anzahl (n) = 6, bzw. n = 12 flr die Losungsmittelkontrollen, es sind die
Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz: *p<0,05;
***n<0,001.
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3.1.3 Einfluss von Calcipotriol auf das Zellwachstu m im MTT-Assay

Der Einfluss von Calcipotriol auf das Wachstum der Zelllinien MCF-7 und MDA-
MB-231 wurde nach einer 72-stiindigen Behandlung der Zellen mit Calcipotriol-
konzentrationen von 0,001 pM bis 100 uM im MTT-Assay gemessen. Das
Vitamin D-Analogon Calcipotriol inhibierte das Wachstum der Zelllinie MCF-7
dosisabhangig. Durch 0,01 uM Calcipotriol wurde das Zellwachstum von MCF-7
signifikant auf 0,93+0,06, durch 0,05 uM signifikant auf 0,86+0,07, durch 0,1 uM
signifikant auf 0,85+0,08, durch 1 uM signifikant auf 0,86+0,05 und durch 10 uM
signifikant auf 0,64+0,04 im Vergleich zur Loésungsmittelkontrolle gesenkt. Mit
0,001 pM Calcipotriol konnte das Zellwachstum von MCF-7 im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle nicht signifikant beeinflusst werden (0,97+0,05). Konzen-
trationen von 50 uM und 100 puM fuhrten dazu, dass bei MCF-7 keine Zellaktivitat
mehr detektiert werden konnte (0,07+0,06 bzw. 0,002+0,005). Die Zelllinie MDA-
MB-231 wurde bis zu einer Konzentration von 1 uM nicht wesentlich durch die
Behandlung von Calcipotriol beeinflusst (durch 0,001 uM signifikant auf 1,08+0,07
und durch 1 puM nicht signifikant auf 1,04+0,08 im Vergleich zur Losungsmittel-
kontrolle). Inkubierte man die Zelllinie MDA-MB-231 mit 10 uM Calcipotriol, so
wurde das Zellwachstum signifikant auf 0,94+0,07 reduziert. Nach Behandlung mit
den Konzentrationen 50 uM und 100 uM war keine Zellaktivitdt bei MDA-MB-231
mehr messbar (0,05+0,04 bzw. 0,004+0,009).
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Abbildung 5. Einfluss von Calcipotriol auf das Wachstum der Zelllinien MCF-7
(A, 2) und MDA-MB-231 (B, &), jeweils in Bezug auf die Losungsmittelkontrolle
(K), im MTT-Assay. Die Werte reprasentieren drei Wiederholungen der Versuche
mit jeweils n = 6, bzw. n = 12 fur die Losungsmittelkontrollen, es sind die Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz: *p<0,05;
***n<0,001.
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3.2 Einfluss von selektiven und nicht-selektiven CO  X-2-Inhibitoren auf das
Zellwachstum im MTT-Assay
3.2.1Einfluss des selektiven COX-2-Inhibitors Cele coxib auf das Zell-
wachstum im MTT-Assay

Der Einfluss des selektiven COX-2-Inhibitors Celecoxib auf das Wachstum der
Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurde im MTT-Assay gemessen. Dafir
wurden die Zellen 72 h lang mit Celecoxibkonzentrationen von 0,001 uM bis
100 uM behandelt. Das Wachstum der Zelllinie MCF-7 wurde bis zu einer
Konzentration von 1 pM nicht signifikant durch Celecoxib beeinflusst (1 uM
Celecoxib: 0,95+0,14). Durch 10 uM Celecoxib wurde das Zellwachstum von
MCF-7 signifikant auf 0,81+0,09 und durch 50 uM signifikant auf 0,22+0,11 im
Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle gesenkt. Nach einer Behandlung mit 100 uM
Celecoxib konnte keine Zellaktivitat bei MCF-7 mehr gemessen werden
(0,002+0,004). Auch bei der Zelllinie MDA-MB-231 hatte Celecoxib bis zu einer
Konzentration von 1 pM keinen signifikanten Einfluss auf das Zellwachstum (1 uM
Celecoxib: 0,94+0,04). Durch 10 uM Celecoxib wurde das Wachstum der Zelllinie
MDA-MB-231 signifikant auf 0,88+0,08 und durch 50 uM signifikant auf 0,49+0,32
im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle reduziert. Auch bei MDA-MB-231 konnte
nach einer Behandlung mit 100 uM Celecoxib keine Zellaktivitat mehr detektiert
werden (0,001+0,003).
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Abbildung 6. Einfluss von Celecoxib auf das Wachstum der Zelllinien MCF-7
(A, =) und MDA-MB-231 (B, &), jeweils in Bezug auf die Losungsmittelkontrolle
(K), im MTT-Assay. Die Werte reprasentieren drei Wiederholungen der Versuche
mit jeweils n = 6, bzw. n = 12 fur die Losungsmittelkontrollen, es sind die Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz: **p<0,01;
***n<0,001.
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3.2.2 Einfluss des selektiven COX-2-Inhibitors NS-3 98 auf das Zellwachstum
im MTT-Assay

Der Einfluss des selektiven COX-2-Inhibitors NS-398 auf das Wachstum der Zell-
linien MCF-7 und MDA-MB-231 wurde nach einer 72-stiindigen Behandlung der
Zellen im MTT-Assay gemessen. Es wurden NS-398-Konzentrationen von
0,001 pM bis 100 uM verwendet. Das Wachstum der Zelllinie MCF-7 wurde durch
NS-398 in den Konzentrationen von 0,001 uM bis 10 pM um ca. 10 % im Vergleich
zur Losungsmittelkontrolle reduziert. So senkte 0,001 uM NS-398 das Zell-
wachstum signifikant auf 0,88+0,07, 0,01 uM signifikant auf 0,91+0,07 und 10 uM
signifikant auf 0,87+0,07 im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle. Durch 50 pM
wurde das Zellwachstum von MCF-7 signifikant auf 0,8+0,09 und durch 100 uM
signifikant auf 0,43+0,02 im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle inhibiert. Das
Wachstum der Zelllinie MDA-MB-231 wurde erst ab einer Konzentration von 1 uM
signifikant durch NS-398 inhibiert (0,89+0,07). Durch 10 uM wurde das Zell-
wachstum von MDA-MB-231 signifikant auf 0,87+0,11, durch 50 uM signifikant auf
0,78%0,21 und durch 100 uM signifikant auf 0,48+0,03 im Vergleich zur Lésungs-
mittelkontrolle gesenkt. Konzentrationen von 0,001 uM bis 0,1 uM NS-398 hatten
keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum der Zelllinie MDA-MB-213
(0,001 pM NS-398: 0,95+0,04 und 0,1 uM NS-398: 0,95+0,05).
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Abbildung 7. Einfluss von NS-398 auf das Wachstum der Zelllinien MCF-7
(A, 2 ) und MDA-MB-231 (B, &), jeweils in Bezug auf die Lésungsmittelkontrolle
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(K), im MTT-Assay. Die Werte reprasentieren drei Wiederholungen der Versuche
mit jeweils n = 6, bzw. n = 12 fur die Losungsmittelkontrollen, es sind die Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz: **p<0,01;
***n<0,001.
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3.2.3 Einfluss des nicht-selektiven COX-2-Inhibitor s Naproxen auf das Zell-

wachstum im MTT-Assay

Der Einfluss des nicht-selektiven COX-2-Inhibitors Naproxen auf das Wachstum
der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurde nach einer 72-stiindigen Behand-
lung der Zellen mit Naproxenkonzentrationen von 0,001 uM bis 100 uM im MTT-
Assay gemessen. Das Wachstum der Zelllinie MCF-7 wurde durch 0,001 uM des
nicht-selektiven COX-2 Inhibitors Naproxen im Vergleich zur L&sungsmittel-
kontrolle signifikant auf 0,85+0,12 gesenkt. Den starksten Einfluss auf das Wachs-
tum der Zelllinie MCF-7 hatte Naproxen bei einer Konzentration von 0,1 uM und
1 uM, bei der das Zellwachstum signifikant auf 0,77+£0,08 bzw. auf 0,77+0,12 im
Vergleich zur Loésungsmittelkontrolle gesenkt wurde. Bei hheren Konzentrationen
stieg das Zellwachstum signifikant leicht an. Durch 50 uM Naproxen wurde das
Zellwachstum von MCF-7 signifikant auf 0,91+0,08 und durch 100 uM signifikant
auf 0,93+0,09 im Vergleich zur Losungsmittekontrolle reduziert. Das Wachstum
der Zelllinie MDA-MB-231 wurde durch 0,001 uM Naproxen signifikant auf
0,92+0,07 und durch 50 uM Naproxen signifikant auf 0,94+0,07 im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle gesenkt. Die Ubrigen Konzentrationen hatten keinen signi-
fikanten Einfluss auf das Wachstum der Zelllinie MDA-MB-231 (Durch 100 puM
Naproxen: 0,95+0,1).
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Abbildung 8. Einfluss von Naproxen auf das Wachstum der Zelllinien MCF-7
(A, B2) und MDA-MB-231 (B, &), jeweils in Bezug auf die Lésungsmittelkontrolle
(K), im MTT-Assay. Die Werte reprasentieren drei Wiederholungen der Versuche
mit jeweils n = 6, bzw. n = 12 fur die Losungsmittelkontrollen, es sind die Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz: *p<0,05;
**np<0,01; ***p<0,001.
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3.3 Einfluss der Kombination von Calcitriol und Cel ecoxib auf das Zell-
wachstum im MTT-Assay

3.3.1 Kombination von 1 puM Calcitriol und Celecoxib bei der Zelllinie MCF-7

Der Einfluss von 1 uM Calcitriol und verschiedenen Celecoxibkonzentrationen
wurde, jeweils einzeln und in Kombination, auf das Zellwachstum von MCF-7 nach
einer 72-stindigen Behandlung im MTT-Assay gemessen. Das Wachstum der
Zelllinie MCF-7 wurde durch 1 uM Calcitriol signifikant auf 0,931£0,08 im Vergleich
zur Losungsmittelkontrolle gesenkt. Durch 0,1 uM und 1 uM Celecoxib wurde das
Zellwachstum nicht beeinflusst (mit 0,1 uM Celecoxib nicht signifikant auf
1,03+£0,07, mit 1 uM Celecoxib nicht signifikant auf 0,98+0,08) und durch 10 uM
Celecoxib wurde es signifikant auf 0,74+0,06 im Vergleich zur L&ésungsmittel-
kontrolle gesenkt. Die Kombination von 1 pM Calcitriol mit 0,1 uM Celecoxib hatte
keinen Einfluss auf das Zellwachstum (0,98+0,08), in Kombination mit 1 uM Cele-
coxib wurde das Zellwachstum signifikant auf 0,94+0,08 und in Kombination mit
10 uM Celecoxib signifikant auf 0,66+0,08 im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle

gesenkt.
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Abbildung 9. Einfluss von Calcitriol (Ca) und Celecoxib (Ce) allein und in Kombi-
nation auf das Wachstum der Zelllinie MCF-7 (&), jeweils in Bezug auf die
Losungsmittelkontrolle (K) im MTT-Assay (A). Die verstarkte Wachstumsinhibition
der Zelllinie MCF-7 durch die Kombination von 1 uM Calcitriol und 10 uM Cele-
coxib war in Bezug auf die einzelnen Behandlungen mit 1 uM Calcitriol und 10 pM
Celecoxib statistisch signifikant (B). Die Werte reprasentieren drei Wieder-
holungen der Versuche mit jeweils n = 6, bzw. n = 12 fir die Losungsmittel-
kontrollen, es sind die Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Statistische
Signifikanz: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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3.3.2 Kombination von 10 pM Calcitriol und Celecox ib bei der Zelllinie MCF-7

Der Einfluss von 10 uM Calcitriol und verschiedenen Celecoxibkonzentrationen
wurde, jeweils einzeln und in Kombination, auf das Wachstum der Zelllinie MCF-7
nach einer 72-stiindigen Behandlung im MTT-Assay gemessen. Das Wachstum
der Zelllinie MCF-7 wurde durch 10 uM Calcitriol signifikant auf 0,61+0,05 im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle gesenkt. Durch 0,1 uM Celecoxib wurde das
Zellwachstum von MCF-7 signifikant auf 0,95+0,11, durch 1 uM Celecoxib wurde
es signifikant auf 0,9+0,08 und durch 10 uM Celecoxib signifikant auf 0,71+0,05 im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle gesenkt. Die Kombination von 10 uM Calci-
triol mit 0,1 uM Celecoxib reduzierte das Zellwachstum von MCF-7 signifikant auf
0,5610,03, in Kombination mit 1 pM Celecoxib signifikant auf 0,57+0,04 und in
Kombination mit 10 uM Celecoxib signifikant auf 0,36+£0,03 im Vergleich zur

Losungsmittelkontrolle.
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Abbildung 10. Einfluss von Calcitriol (Ca) und Celecoxib (Ce) allein und in Kombi-
nation auf das Wachstum der Zelllinie MCF-7 (=), jeweils in Bezug auf die
Losungsmittelkontrolle (K), im MTT-Assay (A). Die verstarkte Wachstumsinhibition
der Zelllinie MCF-7 durch die Kombination von 10 uM Calcitriol und 10 pM Cele-
coxib war in Bezug auf die einzelnen Behandlungen mit 10 uM Calcitriol und
10 uM Celecoxib statistisch signifikant (B). Die Werte reprasentieren drei Wieder-
holungen der Versuche mit jeweils n = 6, bzw. n = 12 fir die Lésungsmittel-
kontrollen, es sind die Mittelwerte £ Standardabweichung angegeben. Statistische
Signifikanz: *p<0,05; ***p<0,001.
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3.3.3 Kombination von 10 uyM Celecoxib und Calcitrio | bei der Zelllinie
MDA-MB-231

Der Einfluss von 10 uM Celecoxib und verschiedenen Calcitriolkonzentrationen
wurde, jeweils einzeln und in Kombination, auf das Wachstum der Zelllinie MDA-
MB-231 nach einer 72-stiindigen Behandlung im MTT-Assay gemessen. Das Zell-
wachstum von MDA-MB-231 wurde durch 10 uM Celecoxib signifikant auf
0,8810,04 im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle reduziert. Durch 0,1 uM Calci-
triol wurde das Zellwachstum signifikant auf 1,09+0,07 erhéht, durch 1 uM Calci-
triol wurde es nicht beeinflusst (0,98+0,05) und durch 10 uM Calcitriol signifikant
auf 0,9+0,07 im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle reduziert. Bei den Kombi-
nationsbehandlungen reduzierte die Kombination von 10 uM Celecoxib mit 0,1 pM
Calcitriol das Zellwachstum von MDA-MB-231 signifikant auf 0,73£0,07, in Kombi-
nation mit 1 uM Calcitriol wurde das Zellwachstum signifikant auf 0,76+0,05 und in
Kombination mit 10 uM Calcitriol signifikant auf 0,72+0,08 im Vergleich zur

Losungsmittelkontrolle gesenkt.
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Abbildung 11. Einfluss von Calcitriol (Ca) und Celecoxib (Ce) allein und in Kombi-
nation auf das Wachstum der Zelllinie MDA-MB-231 ( 3), jeweils in Bezug auf die
Losungskontrolle (K), im MTT-Assay (A). Die verstarkte Wachstumsinhibition
durch die Kombination von 10 uM Celecoxib und 10 uM Calcitriol war in Bezug auf
die einzelnen Behandlungen mit 10 uM Celecoxib und 10 uM Calcitriol statistisch
signifikant (B). Die Werte reprasentieren drei Wiederholungen der Versuche mit
jeweils n = 6, bzw. n = 12 fur die Losungsmittelkontrollen, es sind die Mittel-

werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz: ***p<0,001.
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3.4 Einfluss von Calcitriol und Celecoxib auf die P  roteinexpression im
Westernblot
3.4.1 Einfluss auf die Expression von Prostaglandin  stoffwechselproteinen
3.4.1.1 Einfluss auf die COX-2-Proteinexpression
Die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden fur 24 h mit
Calcitriol und Celecoxib einzeln und in Kombination inkubiert und die COX-2-
Proteinexpression im Westernblot untersucht. Normalisiert mit der [-Aktin-
Expression wurde die Proteinmenge von COX-2 nach der Behandlung mit der
Losungsmittelkontrollgruppe verglichen. Weder eine einzelne Behandlung mit
1 puM Celecoxib (1,37+0,2) oder 1 uM Calcitriol (1,54+0,28), noch die kombinierte
Behandlung mit 1 uM Calcitriol und 1 uM Celecoxib (2,08+0,66) hatte einen
signifikanten Einfluss auf die COX-2-Proteinexpression in der Zelllinie MDA-MB-
231. Bei der Zelllinie MCF-7 konnte die COX-2-Proteinexpression im Westernblot
nicht nachgewiesen werden. Auch nach einer Induktion durch Interleukin-g (IL-B)
konnte keine COX-2-Proteinexpression dargestellt werden.
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Abbildung 12. Einfluss von 1 uM Celecoxib (Ce) und 1 uM Calcitriol (Ca) allein
und in Kombination auf die COX-2-Proteinexpression bei 72 kDa der Zelllinie
MDA-MB-231 (83), jeweils in Bezug auf die L6sungsmittelkontrolle (K).
A: Proteinbanden im Westernblot. B: Die COX-2-Proteinexpression wurde in der
computergestiutzten densitometrischen Analyse der Westernblots mit B-Aktin als
Ladekontrolle quantifiziert. Die Versuche wurden als Duplet mit drei
Wiederholungen des Westernblots durchgefiihrt. Es sind die Mittel-

werte + Standardabweichung angegeben.
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3.4.1.2 Einfluss auf die 15-PGDH-Proteinexpressio n

Mithilfe von Westernblots wurde der Einfluss von Calcitriol und Celecoxib einzeln
und in Kombination auf die Proteinexpression der 15-PGDH in Mammakarzinom-
zelllinien untersucht. Bei der Zelllinie MCF-7 wurde die 15-PGDH-Protein-
expression weder durch 1 uM Celecoxib (0,90+0,15), noch durch 1 uM Calcitriol
(0,92+0,30) oder durch deren Kombination (0,86+0,24) signifikant im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle beeinflusst. Auch bei der Zelllinie MDA-MB-231 hatte
weder eine Behandlung mit 1 uM Celecoxib (0,93+0,39), noch mit 1 uM Calcitriol
(0,96+0,22) oder mit deren Kombination (1,03+0,27) im Vergleich zur Losungs-

mittelkontrolle einen signifikanten Einfluss auf die 15-PGDH-Proteinexpression.
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Abbildung 13. Einfluss von 1 pM Celecoxib (Ce) und 1 pM Calcitriol (Ca) allein
und in Kombination auf die 15-PGDH-Proteinexpression bei 25 kDa der Zelllinien
MCF-7 und MDA-MB-231, jeweils in Bezug auf die Lésungsmittelkontrolle (K).
Proteinbanden in den Westernblots der Zelllinien MCF-7 (A) und MDA-MB-231
(B). Die 15-PGDH-Proteinexpression wurde in der computergestitzten densito-
metrischen Analyse der Westernblots mit B-Aktin als Ladekontrolle in den Zell-
linien MCF-7 (C,B22) und MDA-MB-231 (D,3) quantifiziert. Die Versuche wurden
als Duplet mit drei Wiederholungen des Westernblots durchgefiihrt, es sind die

Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
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3.4.2 Einfluss auf die Expression von Proteinen des Vitamin D-Stoff-
wechsels

3.4.2.1 Einfluss auf die 24-Hydroxylase-Proteinex pression

Der Einfluss von Calcitriol und Celecoxib einzeln und in Kombination auf die 24-
Hydroxylase-Proteinexpression wurde bei beiden Zelllinien im Westernblot unter-
sucht. Bei der Zelllinie MCF-7 lie3 sich keine Proteinexpression der 24-Hydroxy-
lase darstellen, auch nach einer Behandlung mit 1 uM Celecoxib konnte diese
nicht induziert werden. Erst nach einer Inkubation der MCF-7 Zellen mit 1 uM
Calcitriol (1,00£0,26) und mit der Kombination von Calcitriol und Celecoxib

(1,09+0,64) war eine 24-Hydroxylase-Proteinexpression nachweisbar.
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Abbildung 14. Einfluss von 1 pM Celecoxib (Ce) und 1 pM Calcitriol (Ca) allein
und in Kombination auf die 24-Hydroxylase (24-Hy)-Proteinexpression bei 59 kDa
der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, jeweils in Bezug auf die Ldsungs-
mittelkontrolle (K). Proteinbanden in den Westernblots der Zelllinien MCF-7 (A)
und MDA-MB-231 (B). Die 24-Hydroxylase-Proteinexpression wurde in der
computergestiutzten densitometrischen Analyse der Westernblots mit B-Aktin als
Ladekontrolle in den Zelllinien MCF-7 (C,&2=) und MDA-MB-231 (D,5)
guantifiziert. Die Versuche wurden als Duplet mit drei Wiederholungen des
Westernblots durchgefihrt, es sind die Mittelwerte + Standardabweichung an-

gegeben.
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Bei der Zelllinie MDA-MB-231 war ohne vorherige Behandlung eine 24-Hydroxy-
lase-Proteinexpression messbar. Eine Behandlung mit 1uM Celecoxib
(0,86+0,43) hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die 24-Hydroxylase-
Proteinexpression der Zelllinie MDA-MB-231. Die Behandlung mit 1 uM Calcitriol
(3,71+0,99) und mit der Kombination von Calcitriol und Celecoxib (3,52+1,02)
erhohte die 24-Hydroxylase-Proteinexpression bei der Zelllinie MDA-MB-231
tendenziell im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle, ohne statistische Signifikanz

ZU erreichen.

3.4.2.2 Einfluss auf die 1 a-Hydroxylase- und VDR-Proteinexpression

Es gelang bei beiden Zelllinien nicht, eine Proteinexpression der la-Hydroxylase
bei 50 kDa oder des VDR bei 54 kDa im Westernblot darzustellen. Auch nach
einer Behandlung der Zellen mit Calcitriol, Celecoxib und deren Kombination lief3

sich keine Proteinexpression der 1a-Hydroxylase oder des VDR darstellen.
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3.5 Einfluss von Calcitriol und Celecoxib auf die cox-2-mRNA-Expression
in der gPCR

Die cox-2-mRNA-Expression der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurde mittels
gPCR nach 3 -8h Behandlung mit 1 puM Calcitriol, 1 uM Celecoxib und deren
Kombination untersucht. Die Behandlungen wurden jeweils in Bezug zu der
Losungsmittelkontrolle gesetzt, bei der die Zellen nur mit dem Loésungsmittel
DMSO behandelt wurden. Als Referenzgen diente hprtl. Die cox-2-mRNA-
Expression der Zelllinie MCF-7 wurde durch die Behandlung mit 1 uM Celecoxib
tendenziell auf 0,78+0,29 und durch 1 uM Calcitriol tendenziell auf 0,59+0,42 im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle gesenkt, ohne statistische Signifikanz zu
erreichen. Die Kombination von Calcitriol und Celecoxib hatte keinen signifikanten
Einfluss (0,95+0,27) auf die cox-2-mRNA-Expression der Zelllinie MCF-7. Bei der
Zelllinie MDA-MB-231 wurde die Expression der cox-2-mRNA durch 1 upM
Celecoxib tendenziell auf 0,78+0,37 und durch 1 pM Calcitriol tendenziell auf
0,5840,13 im Vergleich zur Loésungsmittelkontrolle gesenkt, ohne statistische
Signifikanz zu erreichen. Eine Kombination von Calcitriol und Celecoxib hatte
keinen signifikanten Einfluss auf die cox-2-mRNA-Expression der Zelllinie MDA-
MB-231 (1,17+0,19).

MCF-7 MDA-MB-231
Kontrolle 1,0040,34 1,0040,76
1 uM Celecoxib 0,78+0,29 0,78+ 0,37
1 uM Calcitriol 0,59+ 0,42 0,58+ 0,13
1 uM Celecoxib + 1 uM Calcitriol 0,95+ 0,27 1,17+ 0,19

Tabelle 6. cox-2-mRNA-Expression der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 nach
Behandlung mit Calcitriol, Celecoxib sowie deren Kombination im Vergleich zu der
Losungsmittelkontrolle. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung
angegeben. Die Versuche wurden als Duplikat zweimal durchgefuhrt.

Die Grundexpression von cox-2 ist bei MDA-MB-231 vermutlich wesentlich héher
als bei MCF-7, da im Vergleich der Losungsmittelkontrollen zwischen hprtl und
der cox-2 bei der Zelllinie MCF-7 (hprtl: 18,3 Ct; cox-2: 31,9 Ct) ein ungefahr um
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zehn Zyklen groRBerer Abstand gefunden wurde als bei MDA-MB-231 (hprtl:
19,1 Ct; cox-2: 21,5 Ct).

N3236S N3233S
MDA MDA
control control
COX2 HPRT
68bp 84bp

Abbildung 15. Agarose-Gelelektrophorese zur Verifizierung des PCR-Produktes.
Die Bande der cox-2 ist bei 68 bp sichtbar, es sind keine Verunreinigungen
abgebildet. Die Bande von hprtl ist bei 84 bp sichtbar, es sind keine

Verunreinigungen abgebildet.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Calcitriol, Calcipotriol und COX-
2-Inhibitoren sowie der Kombination von Calcitriol mit dem selektiven COX-2-
Inhibitor Celecoxib auf das Zellwachstum zweier Mammakarzinomzelllinien unter-
sucht. AuRerdem wurde der Einfluss von Calcitriol, Celecoxib und deren Kombi-
nation auf die Expression von Proteinen aus dem Vitamin D- und dem Prosta-
glandinstoffwechsel sowie auf die cox-2-mRNA-Expression betrachtet. Dabei
wurde ein besonderes Augenmerk auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen
den beiden Stoffwechselwegen gelegt. Die Gliederung der Diskussion erfolgt

anhand der in dem Kapitel ,Fragestellung” erhobenen Fragen.

4.1 Wird das Wachstum von Mammakarzinomzellen durch Calcitriol, das
Vitamin D-Analogon Calcipotriol, die selektiven COX  -2-Inhibitoren
Celecoxib und NS-398, oder durch den nicht-selektiv.  en COX-2-Inhibitor

Naproxen beeinflusst?

Calcitriol inhibierte in der vorliegenden Arbeit die Zellproliferation der beiden
Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 signifikant, wobei die ER-
positive Zelllinie MCF-7 deutlich starker als die ER-negative Zelllinie MDA-MB-231
beeinflusst wurde. Im BrdU-ELISA, der den Anteil der proliferierenden Zellen in
einer Zellpopulation quantifiziert, wurde nach 24 Stunden eine signifikante
Hemmung der Zellproliferation bei MCF-7 bereits durch 0,001 uM Calcitriol und bei
MDA-MB-231 durch 0,01 uM Calcitriol gemessen. Ahnliche Ergebnisse zeigten
Thill et al., die im BrdU-ELISA, wie in der vorliegenden Arbeit, durch 0,001 puM
Calcitriol eine signifikante Reduktion der Zellproliferation von MCF-7 nach
72 Stunden detektierten. Bei MDA-MB-231 konnten Thill et al., im Gegensatz zu
der vorliegenden Arbeit, auch durch 0,01 uM Calcitriol keinen signifikanten
Einfluss auf die Zellproliferation zeigen [160]. Im MTT-Assay wird die Menge
vitaler Zellen in einer Zellkultur bestimmt. Hier zeigte Calcitriol nach einer 72-
stindigen Inkubation in dieser Arbeit bei MCF-7 ab 0,01 uM eine signifikante
Reduktion der Zellmenge. Bei MDA-MB-231 hingegen wirkte es nicht signifikant,
hier zeigte sich ab 50 uM eine zelltoxische Dosis. Yuan et al. konnten im MTT-

Assay bereits durch 0,001 uM Calcitriol eine signifikante Wachstumsinhibition von
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MCF-7 zeigen. Die Inkubationszeiten betrugen hier 24, 48 und 72 Stunden [186].
Andere Studien zeigten bei MCF-7 &hnliche Ergebnisse und konnten bei MDA-
MB-231, genau wie in der vorliegenden Arbeit, keinen Einfluss durch Calcitriol auf
das Zellwachstum zeigen [27, 29, 51, 132]. Ein Erklarungsansatz fur die deutlich
starkere Wirkung von Calcitriol auf die ER-positive Zelllinie MCF-7 im Vergleich zu
der ER-negativen Zelllinie MDA-MB-231 kénnte durch eine von Krishnan et al.
publizierte Studie geliefert werden. Dort bewirkte Calcitriol in vitro und in vivo eine
Reduktion der Expression des ¢strogensynthetisierenden Enzyms Aromatase und
des nukledren ER-alpha, wodurch die wachstumsférdernde Wirkung der
Ostrogene abgeschwacht wird [94, 95, 151, 154]. Ein anderer Grund fur die star-
ker ausgepréagte Wachstumsinhibition von MCF-7 im Vergleich zu MDA-MB-231
konnte dadurch bedingt sein, dass MDA-MB-231 schneller als MCF-7 proliferiert.
Dadurch kdonnte MDA-MB-231 eine gesattigte Zelldichte am Versuchsende des
MTT-Assays gehabt haben, sodass ein Einfluss auf die Menge vitaler Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe weniger sensitiv erfasst werden konnte. In der
Literatur wurden die antiproliferativen Wirkungen von Calcitriol u. a. durch einen
Arrest des Zellzyklus in der GO- und G1-Phase erklart. Dies konnte sowohl bei der
ER-positiven Zelllinie MCF-7 als auch an anderen Zellentitdten gezeigt werden
[76, 92, 186]. AuRerdem wurde Calcitriol eine proapoptotische [86, 141] und eine
antiangiogene Wirkung zugeschrieben [18, 108]. Somit wurden bereits vielfaltige
wachstumsinhibierende, auch VDR-unabhangige, Wirkmechanismen von Calcitriol
erforscht. In der vorliegenden Arbeit zeigte Calcitriol vor allem auf die Mamma-
karzinomzelllinie MCF-7 wachstumsinhibierende Effekte, wobei die Proliferation im
BrdU-ELISA auch bei der Zelllinie MDA-MB-231 signifikant reduziert wurde. In
dieser Arbeit erfolgte die Behandlung der Zellen fur den BrdU-ELISA fir
24 Stunden und fur den MTT-Assay fur 72 Stunden, da der Einfluss auf die DNA-
Syntheserate im BrdU-ELISA schneller erfasst werden kann als die Veranderung
der Menge der vitalen Zellen. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich im BrdU-
ELISA deutlich starkere wachstumsinhibierende Effekte durch Calcitriol als im
MTT-Assay. Zu diskutieren ist, ob eine Inkubationszeit von 72 Stunden fir den
MTT-Assay eventuell zu lang ist, da der Einfluss von Calcitriol auf die Ver-
anderung der vitalen Zellmenge gegen Ende dieses Zeitraumes bereits wieder
nachgelassen haben kodnnte. Da sich die Ergebnisse zumindest fur MCF-7

ausreichend gut mit dem MTT-Assay darstellen lie3en, wurde in der vorliegenden
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Arbeit aus monetaren Grinden und durch weniger systematische Fehlermdglich-
keiten aufgrund der einfachen Routinehandhabung in den nachfolgenden Ver-
suchen der Einfluss der verschiedenen Substanzen im MTT-Assay untersucht.

Die antiproliferativen Wirkungen von Calcitriol wurden in der Literatur auch im
Mausmodell untersucht. Swami et al. zeigten, dass bei Mausen, denen die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 xenotransplantiert worden war, das Tumor-
volumen durch Calcitriol halbiert wurde [153]. Auch in Kklinischen Studien wurde
Calcitriol bereits eingesetzt. Zeichner et al. untersuchten den Einfluss von
Vitamin D an 308 Patientinnen mit nicht-metastasiertem, HER2/neu-positivem
Mammakarzinom, die eine gezielte Therapie mit dem HER2/neu-Antikérper
Trastuzumab sowie zusatzlich eine antihormonelle bzw. Chemotherapie erhielten.
In der Patientengruppe, welcher zusatzlich Vitamin D substituiert wurde, zeigte
sich eine signifikant verringerte Rezidivrate nach 5 Jahren, wobei das Gesamt-
Uberleben nicht beeinflusst wurde [188]. Bei Patienten mit Prostatakarzinom
wurden mehrere klinische Studien mit Calcitriol durchgefuhrt. In der ASCENT |
Studie wurde bei 250 Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom das
Zytostatikum Docetaxel mit einer einmal wdchentlichen Gabe von 45 pg Calcitriol
(DN-101) bzw. einem Placebo kombiniert. Der primare Endpunkt der Studie, ein
verlangsamter PSA-Anstieg, wurde nicht erreicht, allerdings wiesen die Patienten
der Calcitriolgruppe ein verlangertes Gesamtiberleben im Vergleich zu der
Placebogruppe auf [14, 15]. Die Folgestudie (ASCENT Il) mit 953 an Prostata-
karzinom erkrankten Patienten wurde vorzeitig abgebrochen, da in der Calcitriol-
gruppe eine erhoéhte Zahl an Todesféllen registriert wurde, fir die jedoch ein
veraltetes, in dieser Gruppe benutztes Docetaxelschema verantwortlich gewesen
sein konnte [140]. In weiteren klinischen Studien zum metastasierten Prostata-
karzinom wurde Calcitriol in Kombination mit Wirkstoffen wie Mitoxantron,
Docetaxel bzw. Dexamethason therapeutisch eingesetzt. Zwar war die jeweilige
Kombination mit Calcitriol gut tolerabel, zeigte jedoch im Vergleich zu der Kontroll-
gruppe keinen wesentlichen Einfluss auf den PSA-Abfall [32, 125, 169]. Krishnan
et al. kritisieren jedoch, dass der Studienaufbau von klinischen Studien mit
Calcitriol bisher nicht optimal gewesen sei und Verbesserungsbedarf bestehe [96].
So ist es definitiv notwendig, weitere klinische Studien mit Calcitriol durchzuftihren,

um die Wirksamkeit zu validieren und die optimale Dosierung zu finden.
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Da der Einsatz von Calcitriol in vivo unerwiinschte Nebenwirkungen, wie eine
Hyperkalzamie und Hyperkalzurie mit den resultierenden Symptomen, z. B. einer
Urolithiasis [169], hervorrufen kann, wurden zunehmend Studien mit Vitamin D-
Analoga wie Calcipotriol durchgefuhrt. Diese zeigten in vitro sowie im Mausmodell
ahnliche antikanzerogene Eigenschaften wie Calcitriol, ohne jedoch unerwiinschte
Nebenwirkungen zu verursachen [40, 115]. In der vorliegenden Arbeit inhibierte
Calcipotriol das Zellwachstum von MCF-7 ab einer Konzentration von 0,01 uM
signifikant und zeigte damit eine &ahnliche Wirkung wie Calcitriol. In hdheren
Konzentrationen war Calcitriol in seiner wachtumsinhibierenden Wirkung auf MCF-
7 dem Analogon Calcipotriol jedoch deutlich Gberlegen. Die Zelllinie MDA-MB-231
wurde ab einer Calcipotriolkonzentration von 10 puM signifikant in ihrem Zell-
wachstum inhibiert. Bei MDA-MB-231 zeigte sich Calcipotriol gegentiber Calcitriol
minimal wirksamer, wobei Calcipotriol in geringeren Konzentrationen zu einer
tendenziellen Wachstumsstimulation fihrte. In klinischen Studien wurden bei
topischer Anwendung von Calcipotriol bei lokal fortgeschrittenem Mamma-
karzinom bzw. kutanen Metastasen von Mammakarzinompatientinnen inkonsis-
tente Ergebnisse gefunden [24, 121]. Klinische Studien mit systemischer Anwen-
dung von Calcipotriol wurden bisher nicht an Mammakarzinompatientinnen durch-
gefuhrt, sollten aber bei vielversprechenden in vitro und in vivo am Mausmodell

generierten Ergebnissen geplant werden.

COX-2 ist an der Prostaglandinsynthese beteiligt und tragt Uber inflammatorische
Prozesse mutmalilich zu einer Karzinomentstehung und -progression bei. Eine
COX-2-Uberexpression in Karzinomen ist mit einer insgesamt schlechteren
Prognose assoziiert und damit als therapeutischer Angriffspunkt sehr interessant
[49, 114, 133]. Die Datenlage zu einer praventiven Wirkung im Sinne einer
Reduktion des Mammakarzinomrisikos durch eine Behandlung mit selektiven und
nicht-selektiven COX-2-Inhibitoren ist inkonsistent [10, 78-81, 97]. Einerseits
konnte durch eine regelmaliige, langjahrige Einnahme von NSAR wie z. B. Aspirin
oder lbuprofen eine Risikoreduktion des Mammakarzinoms von bis zu 40 % erzielt
werden, wobei eine langere Einnahmedauer der NSAR mit einer starker
protektiven Wirkung korrelierte [80, 81]. Andererseits konnte in der Nurses” Health
Study keine Risikoreduktion einer Mammakarzinomerkrankung durch eine regel-

mafige NSAR-Einnahme belegt werden [59]. Eine dauerhafte Einnahme von
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NSAR hat den Nachteil, dass durch die nicht-selektive Inhibition des COX-
Systems in bis zu 35 % der Félle gastrointestinale Ulzera entstehen [21]. Dies
fuhrte dazu, dass zunehmend selektive COX-2-Inhibitoren eingesetzt wurden, da
die protektiven Effekte der durch die COX-1 synthetisierten Substanzen erhalten
bleiben, wodurch die Magenschleimhaut geschont wird. Selektive COX-2-
Inhibitoren sind z. B. Celecoxib und Rofecoxib, wobei Rofecoxib wegen eines
erhohten kardiovaskularen Risikos 2004 vom Markt genommen wurde [144]. In
einer Metaanalyse konnte Harris fir Celecoxib kein erhdhtes Risiko fir kardio-
vaskulare Erkrankungen nachweisen [78]. Celecoxib zeigte mit einer Risiko-
reduktion von bis zu 71 % fur das Mammakarzinom eine starkere protektive
Wirkung als NSAR [10, 79] und liefert somit sehr vielversprechende Ergebnisse
hinsichtlich einer moglichen praventiven Wirkung.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl zwei
selektive als auch ein nicht-selektiver COX-2-Inhibitor hinsichtlich ihrer Wirkung
als Therapeutikum von Karzinomzellen betrachtet. Der selektive COX-2-Inhibitor
Celecoxib hemmte ab einer Dosis von 10 uM nach einer 72-stiindigen Inkubation
das Wachstum beider Mammakarzinomzelllinien signifikant. Dieses Ergebnis
stimmt mit den Daten von Dai et al. Uberein, welche aufl3erdem einen Zellzyklus-
arrest bei MCF-7 durch Celecoxib beschrieben [46]. Basu et al. fanden erst durch
40 uM Celecoxib nach einer 96-stiindigen Inkubation eine signifikante Wachs-
tumsinhibition von MDA-MB-231. Die Autoren wiesen im Zusammenhang mit der
antikanzerogenen Wirkung von Celecoxib sowohl eine Apoptoseinduktion als auch
eine Reduktion von VEGF nach [12]. Auch in anderen Studien konnte eine
signifikante Wachstumsreduktion der beiden Zelllinien durch Celecoxib nach-
gewiesen werden [23, 174]. Nicht nur in vitro, sondern auch in vivo zeigte
Celecoxib vielversprechende Ergebnisse. So halbierte Celecoxib, im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe, das Tumorwachstum in Mausen, denen zuvor die
malignen Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 xenotransplantiert
worden waren [11, 179]. Daruber hinaus verminderte Celecoxib in Mausmodellen
die Mammakarzinominzidenz und das Tumorvolumen nach Induktion durch das
sehr potente Kanzerogen 7,12-Dimethylbenz(a)anthracen. Aul3erdem reduzierte
es Uber eine verminderte Expression von VEGF die Neoangiogenese und fuhrte
zu einem Zellzyklusarrest sowie zu einer erhdéhten Apoptoserate [3, 12, 13, 23, 46,
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174, 184]. Insgesamt betrachtet wurden durch Celecoxib in der Literatur folglich
sehr potente antikanzerogene Wirkungen nachgewiesen.

NS-398, ein weiterer selektiver COX-2-Inhibitor, hemmte das Wachstum bei MCF-
7 in dieser Arbeit bereits ab Konzentrationen von 0,001 uM und bei MDA-MB-231
ab 1 uM signifikant. In héheren Konzentrationen von 50 uM und 100 uM hatte es
jedoch einen geringeren wachstumsinhibierenden Einfluss auf die beiden Zelllinien
als Celecoxib. Die Literatur zeigt inkonsistente Daten fur NS-398, so fanden
Larkins et al. eine signifikante Wachstumsreduktion bei MDA-MB-231 durch
0,1 uM NS-398 nach einer 24-stiindigen Inkubation, bei MCF-7 konnte jedoch kein
Einfluss durch NS-398 gesehen werden [98]. Studien von Silva et al. und Roberts
et al. hingegen fanden durch NS-398 eine signifikante Wachstumsreduktion bei
MCF-7 Zellen, nicht jedoch bei MDA-MB-231 [136, 142]. In vivo verminderte NS-
398 im Mausmodell Tumorwachstum, Invasivitat und Neoangiogenese [138].
Dennoch ist die Datenlage zu NS-398 insgesamt betrachtet in der Literatur
inkonsistent.

Der nicht-selektive COX-2-Inhibitor Naproxen reduzierte das Wachstum beider
Zelllinien in dieser Arbeit ab einer Konzentration von 0,001 uM signifikant, der
wachstumsinhibierende Effekt liel3 jedoch bei hoheren Naproxenkonzentrationen
von maximal 100 uM nach. Durch eine weitere, deutliche Dosiserhéhung wurde in
der Literatur erneut eine signifikante Wachstumsinhibition gefunden. So zeigten
Deb et al. durch Naproxen in einer Konzentration von 1000 uM bei MCF-7 und
3000 uM bei MDA-MB-231 eine signifikante Wachstumsinhibition im MTT-Assay
[47].

Insgesamt betrachtet hatten die eingesetzten COX-2-Inhibitoren in der vor-
liegenden Arbeit auf die MCF-7 Zellen einen starkeren wachstumsinhibierenden
Einfluss als auf die MDA-MB-231 Zellen. Dies kdnnte dadurch bedingt sein, dass
sowohl selektive COX-2-Inhibitoren als auch NSAR die Aromataseexpression in
vitro reduzieren [23, 52], wodurch eine verminderte Ostrogensynthese und
nachfolgend eine verminderte Wachstumsstimulation der ER-positiven Zelllinie
MCF-7 resultieren konnte. Aul3erdem konnte die starkere Proliferation von MDA-
MB-231 im Vergleich zu MCF-7, wie oben bereits erwéhnt, eine gesattigte Zell-
dichte am Versuchsende bewirkt haben. Dadurch konnten die wachstums-
inhibierenden Wirkungen im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger sensitiv erfasst

worden sein.
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Der Einsatz von COX-2-Inhibitoren erfolgte bereits in klinischen Studien. Bei
Patientinnen mit Mammakarzinom wurde Celecoxib begleitend zu einer Chemo-
bzw. Radiotherapie eingesetzt und war insgesamt sehr gut vertraglich [38, 55,
124, 185]. Zusatzlich zu den protektiven und therapeutischen Wirkungen der
NSAR und selektiven COX-2-Inhibitoren konnte auch die Rezidivrate bei Mamma-
karzinomerkrankungen durch die Einnahme des NSAR Ibuprofen alleine oder in
Kombination mit einem anderen NSAR wie Naproxen oder Sulindac vermindert
werden [97]. Bei Patienten mit Prostatakarzinomrezidiv bewirkte Celecoxib
erfreulicherweise eine Verlangsamung des PSA-Anstiegs [129]. Jedoch konnte bei
Patienten mit Prostatakarzinom durch eine neoadjuvante Therapie mit Celecoxib
im Vergleich zum Placebo kein Einfluss auf die Expression von Prostaglandinen,
COX-1 und COX-2 sowie von Zellzyklusregulationsproteinen im Tumorgewebe
erreicht werden [7].

Insgesamt betrachtet kann die Frage, ob die Proliferation von Mammakarzinom-
zellen durch einzelne Substanzen, wie Calcitriol, Calcipotriol und die beiden
selektiven COX-2-Inhibitoren Celecoxib und NS-398, beeinflussbar ist, positiv
beantwortet werden, da sie eine signifikante, dosisabhangig wachstumsinhibie-
rende Wirkung auf die untersuchten Mammakarzinomzellen zeigten. Einzig durch
den nicht-selektiven COX-2-Inhibitor Naproxen konnte keine eindeutig dosis-
abhangige, wachstumsreduzierende Wirkung nachgewiesen werden. Insgesamt
betrachtet zeigte die ER-positive Zelllinie MCF-7 eine starkere Sensitivitat auf die
Behandlung durch die verschiedenen Substanzen als die ER-negative Zelllinie
MDA-MB-231. Weiterfuhrende Studien sollten untersuchen, ob die in der
vorliegenden Arbeit erzielten Wirkungen auch auf Mammakarzinome in vivo mit
dem entsprechenden Rezeptorstatus Ubertragbar sind, da sich die beiden Zell-
linien seit einigen Jahren in Kultur befinden und nicht garantiert werden kann, dass

sie sich wie maligne korpereigene Zellen verhalten.

4.2 Fuhrt eine Kombinationsbehandlung mit Calcitrio | und einem COX-2-
Inhibitor im Vergleich zu den Einzelbehandlungen zu einer verstarkten
Wachstumsinhibition von Mammakarzinomzellen?

Eine praventive und therapeutische Wirkung von Einzelbehandlungen mit Calcitriol

oder Celecoxib wurde hinsichtlich einer Mammakarzinomerkrankung bereits
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mehrfach nachgewiesen [1, 6, 10, 42, 79]. Als Nachstes stellte sich die Frage, ob
sich die wachstumshemmenden Wirkungen der beiden Substanzgruppen in
Kombination ergénzen. Die Kombinationsversuche wurden in dieser Arbeit mit
Calcitriol und Celecoxib durchgefiihrt, da diese beiden Substanzen stéarkere
wachstumsinhibierende Wirkungen in den Einzelversuchen zeigten als Calcipotriol
bzw. NS-398 oder Naproxen. In den Kombinationsversuchen wurden Calcitriol und
Celecoxib in Konzentrationen eingesetzt, die jeweils zu einer moderaten Wachs-
tumsinhibition in den Einzelversuchen fuhrten.

Die Kombination von Calcitriol und Celecoxib inhibierte das Wachstum beider
Mammakarzinomzelllinien in der vorliegenden Arbeit signifikant starker als eine
Behandlung mit den jeweils einzelnen Substanzen. Auch geringere Konzen-
trationen, die in den Einzelversuchen keine signifikante Wachstumsinhibition
zeigten, konnten die Zellproliferation in der Kombinationsbehandlung signifikant
reduzieren. Insgesamt wurde das Wachstum der Zelllinie MCF-7 durch eine
Kombination aus Calcitriol und Celecoxib starker inhibiert als das der Zelllinie
MDA-MB-231. Mit der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein deutlich verstarkter
wachstumsinhibierender Effekt durch die Kombination von Calcitriol und Celecoxib
auf Mammakarzinomzellen im Vergleich zu den Einzelbehandlungen gezeigt
werden. Parallel dazu gelang es unserer Arbeitsgruppe, eine verstarkte Wachs-
tumsinhibition mit dieser Kombination auch an Ovarialkarzinomzelllinien zu zeigen
[166]. Moreno et al. und Gavrilov et al. fanden an Prostatakarzinomzellen durch
eine Kombination aus Calcitriol mit NS-398, Naproxen bzw. lbuprofen eine
verstarkte Wachstumsinhibition im Vergleich zu einer alleinigen Behandlung mit
einer der jeweiligen Substanzen, wobei auch hier bereits geringere Dosierungen
als in den Einzelbehandlungen fur eine vergleichbare Wirkung ausreichten [70,
117]. Eine Kombinationsbehandlung bewirkte auch in vivo eine verstarkte
Wachstumsinhibition. So verhinderte eine Therapie mit einer Kombination aus
Calcitriol, Aspirin und Calcium im Mausmodell eine Lungenkarzinomentwicklung
nach Induktion mit Karzinogenen [127]. Im Mausmodell konnte die Inzidenz UV-
Strahleninduzierter Hauttumore durch eine topische Anwendung der Kombination
von Diclofenac und Calcipotriol im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert werden
[128]. Klinische Studien mit der Kombinationstherapie von Calcitriol und einem
NSAR wurden bisher nur bei Prostatakarzinompatienten durchgefihrt. In einer

Studie von Srinivas und Feldman erhielten Patienten mit rezidiviertem Prostata-
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karzinom ein Jahr lang einmal wéchentlich 45 pg Calcitriol (DN-101) und zweimal
taglich 375 mg Naproxen. Als Mal3 fur die therapeutische Wirksamkeit wurde die
Verdopplungszeit des PSA-Wertes verwendet. Die Therapie wurde insgesamt gut
vertragen. Die Studie wurde allerdings wegen der erhohten Todesfallrate in der
Calcitriolgruppe der ASCENT Il Studie vorzeitig gestoppt. Dennoch konnte
gesehen werden, dass durch die Kombinationstherapie bei 14 von 20 Patienten
unter der Therapie mit Calcitriol und Naproxen eine verlangerte PSA-
Verdopplungszeit auftrat [140, 147].

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann nun auch die Frage nach
einer verstarkten Wachstumsinhibition von Mammakarzinomzelllinien durch eine
Kombination aus Calcitriol und Celecoxib positiv beantwortet werden, da die
Kombination der beiden Stoffe die antiproliferative Wirkung der Einzel-
applikationen deutlich verbesserte. Dies ist ein sehr vielversprechendes Ergebnis
und wurde in dieser Konstellation an Mammakarzinomzelllinien zum ersten Mal
gezeigt. Es sollten weitere, auch klinische Studien mit der Kombination von
Calcitriol und Celecoxib mit dem Ziel der Validierung der Wirksamkeit und der
optimalen Dosisfindung durchgefuhrt werden, um durch geringere Einzeldosen

potentielle Nebenwirkungen zu reduzieren.

4.3 Interagieren Calcitriol und COX-2-Inhibitoren, jeweils einzeln und in
Kombination, mit den Enzymen des jeweils anderen St  off-
wechselweges?

Die vielversprechenden Ergebnisse der Kombinationsbehandlung mit Calcitriol

und Celecoxib im Sinne einer deutlich verstarkten Wachstumsinhibition von

Mammakarzinomzellen fihrten zu der Frage, ob ein Einfluss der Substanzen

untereinander besteht. In der Literatur wurde interessanterweise ein Einfluss von

Calcitriol auf den Prostaglandinstoffwechsel beschrieben. So fuhrte Calcitriol

sowohl an Mammakarzinom- als auch an Prostatakarzinomzelllinien zu einer

Reduktion der COX-2- und einer Erhéhung der 15-PGDH-Expression [95, 117]

sowie zu einer Verminderung der PGE,-Sekretion [95, 117, 186]. An Prostata-

karzinomzellen kam es aul3erdem zu einer Reduktion der Prostaglandinrezeptor-

Expression [117]. Insgesamt betrachtet kann eine Interaktion zwischen den beiden

Stoffwechselwegen vermutet werden. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von

Calcitriol und Celecoxib sowie von deren Kombination auf die Proteinexpression
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von Stoffwechselenzymen des Vitamin D- und des Prostaglandin-Metabolismus

untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine COX-2-Proteinexpression lediglich in der
Zelllinie MDA-MB-231, nicht jedoch bei MCF-7, nachgewiesen werden. Einige
Studien bestatigten dieses Ergebnis [77, 98, 103], andere Studien konnten jedoch
auch in der Zelllinie MCF-7 eine COX-2-Proteinexpression nachweisen [175, 186].
Wahrend Dudas et al. durch Zugabe des Entziindungsmediators IL-B die COX-2-
Proteinexpression in MCF-7 induzieren konnten [56], gelang dies in der vor-
liegenden Arbeit nicht. Aufgrund der nicht nachzuweisenden COX-2-Protein-
expression in der Zelllinie MCF-7 wurde die cox-2-mRNA-Expression untersucht.
Auf mRNA-Ebene gelang es in der vorliegenden Arbeit, eine cox-2-Expression in
beiden Zelllinien darzustellen. Beim Vergleich zu der nur mit Losungsmittel
behandelten mMRNA der beiden Zelllinien konnte bei MDA-MB-231 eine deutlich
hohere cox-2-mRNA-Expression angenommen werden als bei MCF-7. Dies
kbnnte eine Begrindung fur den mangelnden Nachweis einer COX-2-Protein-
expression in MCF-7 im Westernblot sein. Eine weitere mogliche Erklarung der
Diskrepanz zwischen der cox-2-mRNA- und der COX-2-Proteinexpression bei der
Zelllinie MCF-7 kénnte eine posttranskriptionale und posttranslationale Modi-
fikation der COX-2, u. a. durch microRNA (miRNAS), sein [112]. Wie in der vor-
liegenden Arbeit fanden Yuan et al. und Dai et al. auch in MCF-7 eine cox-2-
MRNA-Expression [46, 186], andere Studien jedoch konnten nur bei der Zelllinie
MDA-MB-231 eine cox-2-mRNA-Expression zeigen, bei MCF-7 hingegen nicht
[103, 167].

Um einen Hinweis auf einen mdglichen Einfluss von Calcitriol auf den Prosta-
glandin-Metabolismus zu erhalten, wurde die COX-2-Proteinmenge in dieser
Arbeit nach Behandlung der Zellen mit Calcitriol untersucht. Im Gegensatz zu
veroffentlichten Daten [95] konnte hier keine signifikante Verdnderung der COX-2-
Proteinexpression in der Zelllinie MDA-MB-231 festgestellt werden. Tendenziell
fuhrte Calcitriol, wie auch Celecoxib und deren Kombination, zu einer Erhéhung
der COX-2-Proteinexpression. In Betrachtung der cox-2-mRNA-Expression fuhrten
die Einzelbehandlungen mit Calcitriol und Celecoxib in der vorliegenden Arbeit in
keiner der beiden Zelllinien zu einer signifikanten Veranderung der cox-2-mRNA-

Expression, sondern lediglich zu einer tendenziellen Reduktion, die nach der
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Kombinationsbehandlung mit Calcitriol und Celecoxib nicht mehr gemessen
wurde. Der Einfluss einer kombinierten Gabe von Calcitriol und Celecoxib auf die
COX-2-Protein- und die cox-2-mRNA-Expression wurde erstmals in dieser Arbeit
untersucht, zeigte allerdings keine signifikante, gemeinsame Wirkung.

Auf Ebene der mRNA konnten die Ergebnisse dieser Arbeit hinsichtlich der
Auswirkung von Calcitriol auf die cox-2-Expression die bereits verdffentlichten
Daten in der Tendenz bestatigen [95, 160, 186]. So fanden Krishnan et al. nach
einer 24-stundigen Inkubation mit 10 nM Calcitriol bei MCF-7 bzw. 100 nM Calci-
triol bei MDA-MB-231 eine signifikante Reduktion der cox-2-mRNA in beiden
Zelllinien [95]. Yuan et al. zeigten ebenfalls eine signifikante Reduktion der cox-2-
MRNA bei MCF-7 nach einer 72-stiindigen Inkubation mit 100 nM Calcitriol [186].
Thill et al. fanden nach einer 72-stiindigen Inkubation mit 1 nM Calcitriol eine
signifikante Reduktion der cox-2-mRNA-Expression lediglich bei MDA-MB-231, bei
MCF-7 hatte 1 nM Calcitriol jedoch keinen Einfluss auf die cox-2-mRNA-
Expression [160]. Auch eine in vivo Studie zeigte eine verminderte cox-2-mRNA-
Expression nach einer Therapie mit Calcitriol im Mammakarzinomgewebe im
Mausmodell [153]. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen fir 6 Stunden mit
1 uM Calcitriol behandelt und somit eine kirzere Inkubationsdauer und eine
hohere Konzentration als in der Literatur verwendet. Die nicht erreichte Signifikanz
in der vorliegenden Arbeit konnte durch eine kleine Fallzahl oder durch die kurze
Inkubationsdauer bedingt sein, wobei angenommen werden kann, dass ein
Einfluss auf die Genexpression innerhalb dieser Zeitperiode nachweisbar sein
sollte. Auch unterschiedliche Zellpassagen und Kulturbedingungen kdnnten einen
Einfluss auf die Ergebnisse haben.

Bei der Messung der COX-2-Proteinexpression nach einer Behandlung mit
Calcitriol konnte bei der Zelllinie MDA-MB-231 in der vorliegenden Arbeit im
Gegensatz zur Literatur eine tendenzielle Erhdhung der Expression gefunden
werden [95, 186]. So zeigten Krishnan et al. bei der Zelllinie MDA-MB-231 und
Yuan et al. bei Zelllinie MCF-7 durch eine Behandlung mit 100 nM Calcitriol fur 48
bzw. 72 Stunden eine Reduktion der COX-2-Proteinexpression [95, 186]. Thill et
al. fanden durch eine Behandlung mit 1 nM Calcitriol fir 72 Stunden keinen signi-
fikanten Einfluss auf die COX-2-Proteinexpression bei MCF-7 und MDA-MB-231
[160]. In der vorliegenden Arbeit wurde mit 24 Stunden eine kirzere Inkubations-

dauer und mit 1 uM eine hohere Calcitriolkonzentration als in der Literatur
57



verwendet, da angenommen wurde, dass ein Einfluss auf die Proteinexpression
innerhalb von 24 Stunden sichtbar wird. In nachfolgenden Versuchen kdnnte eine
langere Inkubationsdauer verwendet werden, da 24 Stunden eventuell nicht aus-
reichend lange fur eine nachweisliche Beeinflussung auf Proteinebene ist. Eine
Bestatigung der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse hinsichtlich der durch
Calcitriol erniedrigten COX-2-Proteinexpression konnte im weiteren Verlauf von
unserer Arbeitsgruppe gefunden und veroffentlicht werden [165]. Allerdings
werden hier nur Ergebnisse dargestellt, die im Rahmen der Versuche zur vor-
liegenden Arbeit erhoben wurden.

Eine Behandlung mit Celecoxib bewirkte in der vorliegenden Arbeit eine tenden-
zielle Erhohung der cox-2-Proteinexpression und bestatigte damit einige der
bereits vertffentlichten Daten in der Tendenz. So fanden Basu et al. durch
Celecoxib eine tendenziell erhohte COX-2-Proteinexpression bei der Zelllinie
MDA-MB-231. Sie verwendeten mit 60 uM Celecoxib eine hdohere Konzentration
und mit einer 72-stiindigen Behandlung eine langere Behandlungsdauer als in der
vorliegenden Arbeit [12], in der die Zellen 24 Stunden lang mit 1 uM Celecoxib
behandelt wurden. An anderen Zellentitdten hingegen zeigten sich hinsichtlich des
Einflusses von Celecoxib auf die COX-2-Proteinexpression inkonsistente Ergeb-
nisse [91, 100, 171, 173, 180]. In klinischen Studien zeigte eine 14-tagige, pra-
operative Gabe von Celecoxib bei Patientinnen mit Mammakarzinom keine signi-
fikante Verdnderung der COX-2-Expression in dem operativ entfernten Mamma-
karzinomgewebe [109, 158]. Eine Erklarung fur eine erhdhte COX-2-Protein-
expression nach Behandlung mit Celecoxib kénnte durch eine von Meade et al.
veroffentlichte Studie geliefert werden. Sie zeigten nach einer 10 — 12-stiindigen
Behandlung der Zellen mit 100 uM des selektiven COX-2-Inhibitors NS-398, sowie
nach Behandlung mit nicht-selektiven COX-2-Inhibitoren, wie z. B. mit 500 uM
bzw. 1000 uM Ibuprofen, eine Induktion der COX-2-Proteinexpression bei
benignen Mammaepithel- sowie bei Kolonkarzinomzelllinien und eine Induktion
der cox-2-mRNA-Expression bei der Kolonkarzinomzelllinie. Sie beschrieben ein
Peroxisom proliferator response element im COX-2-Promoter, den sie fir die
Erhéhung der COX-2-Transkription durch COX-2-Inhibitoren verantwortlich
machten [113]. Basu et al. hingegen beschrieben, dass der Mechanismus, Uber
den Celecoxib die COX-2-Proteinexpression erhdht, unklar bleibt. Sie vermuteten

jedoch, dass durch Inhibition der COX-2 auch ein Produkt der COX-2 reduziert
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wird, welches normalerweise (ber eine negative Ruckkopplung die COX-2-
Expression vermindert. Durch den Wegfall dieser negativen Ruckkopplung kénnte
es zu einer erhohten COX-2-Proteinexpression nach Behandlung mit dem
selektiven COX-2-Inhibitor Celecoxib kommen [12].

Hinsichtlich der cox-2-mRNA-Expression nach Behandlung mit Celecoxib bestéa-
tigte die vorliegende Arbeit in der Tendenz die bereits veréffentlichten Daten, die
eine Reduktion der cox-2-mRNA-Expression durch Celecoxib bei den Zelllinien
MCF-7 und MDA-MB-231 zeigten [46, 174]. Auch an anderen Zelllinien und an
Mammakarzinomgeweben im Mausmodell reduzierte Celecoxib die cox-2-mRNA-
Expression [88, 173, 184]. Vio et al. hingegen fanden nach Behandlung mit
Celecoxib eine gesteigerte cox-2-mRNA-Expression [171], was durch die
Hypothese von Meade et al. unterstitzt werden wirde [113].

Aufgrund der Diskrepanz zwischen dem Einfluss von Celecoxib auf die COX-2-
Protein- und cox-2-mRNA-Expression stellt sich die Frage nach einer funktionellen
COX-2-Inhibition durch Celecoxib. Diese kann durch Messung der PGE,-Sekretion
der Zellen beantwortet werden, die bei Abnahme der COX-2-Aktivitat sinken sollte.
Dai et al. zeigten durch 10 puM, 20 uM und 40 uM Celecoxib eine signifikante Re-
duktion der PGE,-Sekretion bei der Zelllinie MCF-7. Sie konnten durch Celecoxib
in den oben genannten Konzentrationen auch eine signifikante Reduktion der cox-
2-mRNA-Expression bei MCF-7 und MDA-MB-231 nachweisen [46]. Basu et al.
konnten ebenso durch 20 uM, 40 uM und 60 uM Celecoxib eine signifikante
Reduktion der PGE,-Sekretion bei der Zelllinie MDA-MB-231 nachweisen, wobei
sie interessanterweise durch 20 uM und 40 uM Celecoxib keinen Einfluss auf die
COX-2-Proteinexpression in MDA-MB-231 nachweisen konnten und die COX-2-
Proteinexpression durch 60 uM Celecoxib sogar erhéht wurde [12]. Auch Ko et al.
zeigten an oralen Plattenepithelkarzinomzellen, dass 50 uM Celecoxib die COX-2-
Proteinexpression erhéhte, wahrend die PGE,-Sekretion deutlich erniedrigt wurde
[91]. Trotz der erhbhten COX-2-Proteinexpression durch Celecoxib lassen diese
Ergebnisse durch eine Verminderung des PGE,, eines Produktes der COX-2, eine

reduzierte Aktivitat der COX-2 nach Behandlung mit Celecoxib vermuten.

Die 15-PGDH ist das Prostaglandin-inaktivierende Enzym, als Gegenspieler der
COX-2 wird der 15-PGDH eine Rolle als Tumorsuppressorgen zugeschrieben. So

wurde bei der Zelllinie MCF-7 eine vermehrte Zellproliferation gesehen, nachdem
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die 15-PGDH-Expression durch small interfering RNA reduziert wurde [178]. Bei
15-PGDH-knock-out-Mausen kam zu einer deutlich erhéhten Kolonkarzinom-
inzidenz im Vergleich zu Mausen mit vorhandener 15-PGDH-Expression [182].
Wurde eine in Kolonkarzinomen festgestellte verminderte 15-PGDH-Expression
mittels Gentransfektion wieder hergestellt, so verloren die Zellen die Fahigkeit,
Tumore zu bilden [183]. Aufgrund dieser vielversprechenden Wirkungen der 15-
PGDH wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Calcitriol, Celecoxib
sowie von deren Kombination auf die 15-PGDH-Expression bei beiden Zelllinien
untersucht. Es konnte bei beiden Zelllinien keine signifikante Anderungen der 15-
PGDH-Proteinexpression nach einer Zellbehandlung gemessen werden. In der
Literatur wurde bei der Zelllinie MDA-MB-231 durch eine 72-stiindige Behandlung
mit 1 nM Calcitriol die 15-PGDH-Proteinexpression tendenziell leicht erhoht. Bei
der Zelllinie MCF-7 zeigte Calcitriol keinen Effekt auf die 15-PGDH-Protein-
expression [160]. Im Vergleich dazu wurde in der vorliegenden Arbeit mit 1 uM
Calcitriol eine hohere Konzentration und mit 24 Stunden eine kirzere Inkubations-
dauer benutzt. Weitere Studien an Mammakarzinomzellen konnten zu diesem
Themenbereich in der Literatur nicht gefunden werden. Bei Prostatakarzinom-
zellen fanden Moreno et al. durch Calcitriol eine dosisabhangige Steigerung der
15-PGDH-Proteinexpression im Vergleich zur Kontrolle [117]. In vivo zeigte
Celecoxib nach einer 14-tagigen Behandlung bei Mausen mit Kolonkarzinom
keinen Einfluss auf die 15-PGDH-Proteinexpression in der Kolonmukosa [182].
Theoretisch ware wegen der moglichen tumorsuppressiven Eigenschaften der 15-
PGDH eine Steigerung der Expression durch Behandlung mit Calcitriol bzw.
Celecoxib sinnvoll, praktisch konnte dies aber in der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigt werden und die entsprechenden Literaturdaten sind inkonsistent, sodass

weiterer Klarungsbedarf besteht.

Nach den Enzymen des Prostaglandin-Metabolismus werden in den folgenden
Abschnitten Substanzen des Vitamin D-Stoffwechsels mit der 24-Hydroxylase, der
la-Hydroxylase und dem VDR né&her betrachtet.

Die 24-Hydroxylase ist das Calcitriol-inaktivierende Enzym. In der vorliegenden
Arbeit konnte die 24-Hydroxylase-Proteinexpression in der Zelllinie MCF-7 erst
nach Behandlung mit Calcitriol detektiert werden. Eine kombinierte Behandlung

mit Calcitriol und Celecoxib veranderte die 24-Hydroxylase-Expression im Ver-
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gleich zu einer alleinigen Behandlung mit Calcitriol nicht. Bei der Zelllinie MDA-
MB-231 hatte eine Behandlung mit Calcitriol, Celecoxib und deren Kombination
keinen signifikanten Einfluss auf die 24-Hydroxylase-Proteinexpression, wobei
Calcitriol und die Kombination aus Calcitriol und Celecoxib die Proteinexpression
tendenziell gleichwertig erhohten. Die erhobenen Ergebnisse legen nahe, dass
Celecoxib keinen Einfluss auf die 24-Hydroxylase-Proteinexpression hat, auch in
der Literatur gibt es bisher keine Daten dariiber. Eine Darstellung der 24-Hy-
droxylase-Proteinexpression gelang in der vorliegenden Arbeit bei unbehandelten
MCF-7 Zellen nicht, jedoch gibt es Beispiele in der Literatur, in denen eine geringe
24-Hydroxylase-Proteinexpression sowohl bei MDA-MB-231 als auch bei MCF-7
Zellen beschrieben wurde [42, 164]. Suetani et al. zeigten, dass eine 24-stiindige
Behandlung mit 100 nM Calcitriol die sehr geringe Proteinexpression der 24-
Hydroxylase in gesundem Mammagewebe deutlich erhthte [149]. In Uber-
einstimmung mit diesem Ergebnis wurde in der vorliegenden Arbeit eine
tendenziell erhéhte 24-Hydroxylase-Proteinexpression nach Behandlung mit Calci-
triol in beiden Zelllinien gezeigt. Diese Ergebnisse lassen sich durch die Calcitriol-
induzierte Gentranskription der 24-Hydroxylase durch Vitamin D-responsive

elements erklaren [33].

Die la-Hydroxylase ist das Calcitriol-aktivierende Enzym. Cordes et al. fanden in
Mammakarzinomgewebe eine verminderte Expression der la-Hydroxylase im
Vergleich zu benignem Mammagewebe [44]. Einige Studien konnten eine la-Hy-
droxylase-Proteinexpression bei MCF-7 und MDA-MB-231 nachweisen [42, 164].
In der vorliegenden Arbeit gelang dies nicht. Neben Fehlerquellen wie einer zu
gering aufgetragenen Proteinmenge im Westernblot konnte die la-Hydroxylase-
Proteinexpression in den untersuchten Zellen unterhalb der Nachweisgrenze im
Westernblot liegen. In der Literatur sind Splice-Varianten der 1a-Hydroxylase bei
der Zelllinie MCF-7 beschrieben, wodurch die Expression der einzelnen Banden
verringert sein konnte, sodass diese nicht mehr im Westernblot darstellbar sind
[63]. In Mammakarzinomzelllinien konnte bei Thill et al. durch Behandlung mit
1 nM Calcitriol fir 72 Stunden die Proteinexpression der la-Hydroxylase nicht
beeinflusst werden [160]. Zu einem Einfluss von Celecoxib auf die la-Hydroxy-

lase-Proteinexpression konnten keine Daten in der Literatur gefunden werden.
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Viele antiproliferative Aktivitdten von Calcitriol werden tUber den VDR vermittelt
[20, 76]. In Mamma- und Ovarialkarzinomgewebe konnte eine deutlich verringerte
VDR-Proteinexpression gegenuber benignem Gewebe gefunden werden [106,
162, 163]. In ER-positiven Mammakarzinomzelllinien und -geweben war die VDR-
Proteinexpression hoher als in ER-negativen [2, 106], was mit einer besseren
Prognose der ER-positiven Mammakarzinomerkrankungen korreliert. In der Litera-
tur wurde sowohl bei MCF-7 als auch bei MDA-MB-231 eine sehr geringe VDR-
Proteinexpression beschrieben, wobei je nach Studie eine der beiden Grofien-
varianten des VDR-Proteins, entweder 48 kDa oder 54 kDa [150], untersucht
wurde [2, 51, 161, 164]. In der vorliegenden Arbeit gelang es nicht, eine VDR-
Proteinexpression bei 54 kDa mittels Westernblot zu detektieren. Dies konnte
durch einen ungeeigneten Antikérper oder andere Fehlerquellen, wie z. B. einer zu
gering aufgetragenen Proteinmenge, bedingt gewesen sein. Aul3erdem kdnnte es
daran liegen, dass die VDR-Proteinexpression in den untersuchten Zellen unter-
halb der Nachweisgrenze im Westernblot lag. Mohri et al. machten miRNAs dafur
verantwortlich, dass die VDR-Proteinexpression haufig geringer als die vdr-mRNA-
Expression ist [116]. Der Einfluss von Calcitriol auf die VDR-Proteinexpression von
Mammakarzinomzelllinien wird in der Literatur nicht einheitlich beschrieben [66].
Studien zum Einfluss von Celecoxib oder der Kombination der beiden Wirkstoffe

auf die VDR-Proteinexpression konnten nicht gefunden werden.

Zusammenfassend betrachtet konnte in der vorliegenden Arbeit weder durch
Calcitriol, noch durch Celecoxib ein signifikanter Einfluss auf die Enzyme des
jeweils anderen Stoffwechselweges gefunden werden. Calcitriol fuhrte in der
vorliegenden Arbeit zu einer tendenziellen Reduktion der cox-2-mRNA, sowie zu
einer tendenziellen Erhéhung der COX-2-Proteinexpression.

Die Kombination von Calcitriol und Celecoxib zeigte in der vorliegenden Arbeit
eine deutlich verstarkte, signifikante Wachstumsinhibition beider maligner
Mammakarzinomzelllinien. Jedoch konnte sowohl in der Veranderung der Protein-
als auch der mRNA-Expression bei beiden Zelllinien in dieser Arbeit keine
signifikante, gegenseitige Verstarkung der Wirkung durch die Kombination von

Calcitriol und Celecoxib beobachtet werden.
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5. Zusammenfassung

Der Entwicklung praventiver und therapeutischer Behandlungsansatze fir das
Mammakarzinom als haufigste maligne Erkrankung der Frau kommt eine hohe
Bedeutung zu. Die COX-2 ist als Schliisselenzym des Prostaglandinstoffwechsels
in vielen Karzinomen Uberexprimiert, was wiederum mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist. Weiterhin wird bei vielen Malignomen eine Dysregulation
des Vitamin D-Haushalts vorgefunden. Calcitriol als die aktive Form des Vitamin D
hat unter anderem antiinflammatorische und antiproliferative Wirkungen. Die
antikanzerogenen Wirkungen von Calcitriol und COX-2-Inhibitoren wurden in der
vorliegenden Arbeit untersucht. Ferner stand ein potentieller Zusammenhang
zwischen dem Vitamin D- und dem Prostaglandinstoffwechsel im Fokus.

Calcitriol, das Vitamin D-Analogon Calcipotriol und die selektiven COX-2-Inhi-
bitoren Celecoxib und NS-398 zeigten in dieser Arbeit bei den Mamma-
karzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 eine signifikante, dosisabhangige
Wachstumsinhibition. Der unselektive COX-2-Inhibitor Naproxen hatte keine
dosisabhangig wachstumsreduzierende Wirkung. In der vorliegenden Arbeit
konnte erstmals eine deutlich verstarkte Wachstumsinhibition der beiden Mamma-
karzinomzelllinien durch die Kombination von Calcitriol und Celecoxib gezeigt
werden. Durch eine Behandlung mit Calcitriol, Celecoxib oder deren Kombination
war kein signifikanter Einfluss auf die Protein- und mRNA-Expression von
Enzymen des Vitamin D- und Prostaglandinstoffwechsels nachweisbar.

Im Ergebnis kann die deutlich verstarkte Wachstumsinhibition durch die
Kombination von Calcitriol und Celecoxib als sehr vielversprechend gewertet
werden, da sie eine potentielle Therapieoption beim Mammakarzinom darstellen
konnte. Dieses interessante Resultat lasst weitere, vertiefende Studien lohnend

erscheinen.
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7. Anhang

TNM-Klassifikation

Stadium Tumorausdehnung

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Grofte Tumorausdehnung < 2,0 cm
T1imi | Mikroinvasion mit Ausdehnung < 0,1 cm
Tla Tumorausdehnung > 0,1 cm aber < 0,5 cm
T1b Tumorausdehnung > 0,5 cm aber < 1,0 cm
Tlc Tumorausdehnung > 1,0 cm aber < 2,0 cm

T2 Tumorausdehnung > 2,0 cm aber < 5,0 cm

T3 Tumorausdehnung > 5,0 cm

T4 Tumor jeder GroRe mit Infiltration der Brustwand/Haut
T4a Infiltration der Brustwand
T4b Hautddem/Ulzeration, Satellitenknétchen der Haut
T4c T4a und T4b
T4d Inflammatorisches Karzinom

Tabelle 7. TumorgrofRe [177]

Klinische Klassifikation Pathologische Klassifikation
Lymphknoten kénnen nicht Lymphknoten kénnen nicht
NX . pNX )
beurteilt werden beurteilt werden
NO Keine oNO Keine
Lymphknotenmetastasen Lymphknotenmetastasen
Mikrometastasen in 1-3 ipsi-
Nicht fixierte Lymphknoten- lateralen axillaren Lymph-
N1 | metastasen der ipsilateralen pN1mi | knoten und/oder ipsilateralen
Axilla in Level I und Il Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna
Fixierte Lymphknoten- Metastasen > 0,2 mm in 1-3
N2a | metastasen der ipsilateralen pNla | ipsilateralen axillaren
Axilla in Level I und Il Metastasen
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Klinisch erkennbare/
verdachtige Lymphknoten

Metastasen in ipsilateralen
Lymphknoten entlang der A.

N2b . pN1b . .
entlang der A. mammaria mammaria interna ohne axil-
interna lare Lymphknotenmetastasen

Metastasen in 1-3 ipsilateralen
Lymphknotenmetastasen in axillaren Lymphknoten und
N3a | ipsilateralen infraclavicularen pN1lc ipsilateralen Lymphknoten
Lymphknoten entlang der ipsilateralen A.
mammaria interna
Lymphknotenmetastasen in
ipsilateralen Lymphknotgn Metastasen in 4-9 ipsilateralen
N3b | entlang der A. mammaria pN2a -
. — axillaren Lymphknoten
interna und axillare Lymph-
knotenmetastasen
. Metastasen in 4-9 ipsilateralen
Lymphknotenmetastasen in
I o Lymphknoten entlang der A.
N3c | ipsilateralen supraclavicularen | pN2b o h |
Lymphknoten mammaria interna ohne axil-
lare Lymphknotenmetastasen
Metastasen in > 10 ipsi-
N3a lateralen axillaren Lymph-

P knoten oder in ipsilateralen
infraclavicularen Lymphknoten
Metastasen in klinisch erkenn-
baren Lymphknoten entlang

pN3bi | der A. mammaria interna mit
= 1 axillaren Lymphknoten-
metastase
Lymphknotenmetastasen in
N3bii | 3 axillaren Lymphknoten und

P in Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna
Metastase in ipsilateralen

pN3c | supraclavicularen Lymph-

knoten

Tabelle 8. Lymphknotenmetastasen [177]

Stadium Fernmetastasierung
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 9. Fernmetastasierung [177]
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Stadium T N M
St. 0 Tis NO MO
St.1A Timic, T1 NO MO
St.1B TO, Tlmic, T1 N1mic MO
St.I1A | TO, Tdmic, T1 N1 MO

T2 NO MO
St.1IB | T2 N1 MO

T3 NO MO
St. A | TO, Tlmic, T1, T2 | N2 MO

T3 N1, N2 MO
St. B | T4 NO, N1, N2 MO
St. 111 C | Nicht relevant N3 MO
St. IV Nicht relevant Nicht relevant | M1

Tabelle 10. Stadieneinteilung [177]
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