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1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom macht in Deutschland mit ca. 70 000 Neuerkrankungen pro
Jahr einen Anteil von 30 % aller bésartigen Neubildungen der Frau aus. Damit ist
das Mammakarzinom die haufigste maligne Erkrankung der weiblichen Bevdélke-
rung in Deutschland. Eine von acht Frauen erkrankt wahrend ihres Lebens an einem
Mammakarzinom [150]. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren,
allerdings erkranken 10 % der Patientinnen bereits vor dem 45. Lebensjahr [74]. Mit
ca. 600 Neuerkrankungen pro Jahr erkranken Manner deutlich seltener an einem
Mammakarzinom [150]. Die altersstandardisierte Mortalitat lag im Jahr 2016 bei
24/100 000 Frauen. Damit ist das Mammakarzinom die haufigste Todesursache bei
Frauen zwischen 35 und 55 Jahren in Deutschland, wobei die 5-Jahres Uberlebens-
rate bei 87 % liegt [150].

1.1.2 Risikofaktoren

Zahlreiche Faktoren beeinflussen das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkran-
ken. Neben dem weiblichen Geschlecht ist vor allem das Alter ein bedeutender
Risikofaktor, denn ab dem funften Lebensjahrzehnt steigt die Pravalenz des
Mammakarzinoms an [150]. Hinzu kommen Faktoren wie eine vorausgegangene
Brustkrebserkrankung, dichtes Brustdriisengewebe und hormonelle Einflisse. Letz-
tere werden durch eine frihe Menarche, eine spate Menopause, Nulliparitat und
Stillverzicht beeinflusst [39, 74]. Eine langerfristige Einnahme von kombinierten Ost-
rogen-Gestagen-Praparaten zur Linderung von klimakterischen Beschwerden er-
hoht das Risiko ebenfalls [34]. Auch orale Kontrazeptiva erhdhen das Brustkrebs-
risiko geringflugig. Dieser Effekt schwindet allerdings 5 bis 10 Jahre nach der letzten
Einnahme [84, 111]. AuRerdem sind Alkoholabusus, Ubergewicht und eine fettrei-
che Ernahrung als Risikofaktoren zu nennen [150, 167]. 5 bis 10 % der Patientinnen
erkranken im Rahmen einer hereditaren Disposition. Am héaufigsten sind Keimbahn-
mutationen im BRCA1- und BRCA2-Gen [74].



1.1.3 Prognose und Pradiktion

Die Prognose einer Brustkrebserkrankung ist abhéngig von mehreren Klinisch-
pathologischen Kriterien. Entscheidend sind die TNM-Klassifikation (siehe Anhang),
das Grading, der Hormonrezeptorstatus, der human epidermal growth factor
receptor 2 (Her2/neu) - Status sowie der Proliferationsmarker Ki-67. In Grenzféallen
besteht die Moglichkeit zusatzlich ein Multigenprofil zu bestimmen [42, 51]. Bei
einem nichtmetastasierten Mammakarzinom ist die Therapieintention kurativ. Wenn
hingegen Fernmetastasen vorliegen, kann der Tumor nur noch palliativ behandelt
werden [51].

Auf Basis von molekulargenetischen Untersuchungen Ende der 90er Jahre wird das
Mammakarzinom in molekulare Subgruppen unterteilt (siehe Tabelle 1) [137]. Die
Identifikation dieser Subgruppen erfolgt in der klinischen Routine anhand von im-
munhistochemischen Surrogatparametern und ist pradiktiv fur die medikamentdse
Therapie: Das Wachstum hormonrezeptorpositiver Mammakarzinome kann durch
eine endokrine Therapie unterdrickt werden, wahrend Patientinnen mit einer
Uberexpression von Her2/neu mit zielgerichteten Antikdrpern behandelt werden
[51]. Wird keine dieser Zielstrukturen im Tumorgewebe exprimiert, spricht man von
einem triple-negativen Mammakarzinom. Ca. 10 bis 17 % aller Mammakarzinome
sind triple-negativ. Patientinnen mit dieser Subgruppe haben eine besonders
schlechte Prognose und zusatzlich nicht die Option einer zielgerichteten Therapie,
sodass hierfur dringend neue therapeutische Anséatze benotigt werden [41, 181].

Tabelle 1: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms [74]

Subtyp ER/PR-Status Her2-Status Ki-67
Luminal A positiv negativ niedrig
Her2- negativ hoch
: negativ "
Luminal B positiv
Her2- " .
- positiv jeder Wert
positiv
Her2-positiv negativ positiv jeder Wert
Basal-like / triple-negativ negativ negativ jeder Wert
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1.1.4 Therapie

Entsprechend der prognostischen Faktoren und der molekularen Subgruppe des
Mammakarzinoms wird fiir jede Patientin eine individuelle Therapiestrategie ge-
wahlt. Hierbei sollte auch das Alter und die korperliche Belastbarkeit der Patientin
bertucksichtigt werden [74]. Aktuelle Therapieempfehlungen und Leitlinien werden
durch die deutsche Krebsgesellschaft [42] und die Arbeitsgemeinschaft Gynéko-
logische Onkologie e.V. [7] publiziert.

Im Vordergrund der Therapie steht die operative Entfernung des Tumors, die bei
fehlenden Kontraindikationen brusterhaltend erfolgt. Im Rahmen der Operation wird
zusatzlich eine Biopsie des Wachterlymphknotens durchgefuhrt bzw. die axillaren
Lymphknoten entfernt. Postoperativ schlief3t sich fast immer eine Radiotherapie an.
Abhangig von der molekularen Subgruppe gibt es neben dieser lokalen Form der
Therapie zusatzlich die Mdglichkeit zur systemischen Therapie in Form von Chemo-

therapie, antihormoneller- und Antikoérpertherapie [74].

1.1.5 Screening

Zwischen 2005 und 2009 wurde in Deutschland flachendeckend das Mammogra-
phie-Screening zur Friherkennung des Mammakarzinoms und dessen Vorlaufer-
lasionen eingeflihrt [83]. Das langfristige Ziel des Screenings ist es, die brustkrebs-
bedingte Mortalitat zu senken. Das Programm richtet sich an asymptomatische
Frauen zwischen 50 und 69 Jahren und beinhaltet die rontgenologische Unter-
suchung der Brust in einem Abstand von zwei Jahren. Im Jahr 2017 nahmen fast
drei Millionen Frauen in Deutschland am Mammographie-Screening teil. Das ent-
sprach einer Teilnehmerrate von 49 % [90]. Epidemiologisch messbar zeigt sich der
Erfolg des Screenings aktuell durch eine Abnahme der Inzidenz von fortgeschrit-
tenen Mammakarzinomen um ca. 25 % seit der Einfihrung des Screenings [83].
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1.2 Epithelial-mesenchymale Transition

1.2.1 Einfihrung

Als epithelial-mesenchymale Transition (EMT) wird der Ubergang von epithelialen
Zellen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften bezeichnet. Dieser Ablauf ist
ein physiologischer Bestandteil der Embryogenese und der Wundheilung [76], spielt
aber auch in pathologischen Prozessen wie der Tumorprogression eine entschei-
dende Rolle [177]. Die Epithelzellen verlieren ihre Zell-Zell-Kontakte, die Haftung
zur Basalmembran und ihre apikal-basale Polaritat. Als mesenchymale Zellen
haben sie eine erhdhte Motilitat und kbnnen den epithelialen Zellverband verlassen
sowie Uber den inversen Ablauf, die mesenchymal-epitheliale Transition (MET), ihre
epithelialen Eigenschaften zurtickerlangen [80, 107]. Die EMT ist kein binarer Pro-
zess, sondern vielmehr die Abfolge unterschiedlicher Zwischenstadien, sodass die
Begriffe epithelial-mesenchymale Plastizitdt oder auch Hybrid-EMT in den letzten
Jahren verstarkt Einzug gehalten haben [125, 132]. In Abb. 1 ist die EMT schema-
tisch dargestellt. Zusatzlich sind charakteristische epitheliale und mesenchymale

Proteine aufgelistet.

Epitheliale Zellen Mesenchymale Zellen
SR JONTORRNNY OLERRITIN IR iy ) L -
i i 8 i s EMT ¢ y EMT ) -
) ) — - > ~ ’ PR —— ) ‘/ >
MET - MET -
+ E-Cadherin * Vimentin
+ Claudin * N-Cadherin
» Zona Occludens + B-Catenin

Abbildung 1: Schematische Darstellung der EMT und Auflistung charakteristischer
epithelialer und mesenchymaler Marker. Modifizierte Abbildung nach Kalluri und
Weinberg [80].

1.2.2 Molekulare Marker der EMT

Im Laufe der EMT werden epitheliale Proteine weniger und mesenchymale Proteine
verstarkt exprimiert. Dieser Ablauf wird durch ein komplexes Zusammenspiel von
Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren reguliert, das in Abb. 2 beispielhaft fur
den Transkriptionsfaktor SNAIL dargestellt ist [189]. Neben SNAIL begunstigen
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auch die Transkriptionsfaktoren SLUG und TWIST sowie die Zinkfingerproteine
ZEB1 und ZEB2 die EMT [133].

Delta/Jagged Wn

r¥ s ¥
\\\ =
EEEREE it

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signalwege, die zu einer SNAIL-
Expression fuhren. Der Transkriptionsfaktor SNAIL aktiviert die EMT. Die Abbildung
von SNAIL ist beispielhaft, andere Transkriptionsfaktoren werden ebenfalls aktiviert.
Abklrzungen: BMP: knochenmorphogenetisches Protein, BMPR: Rezeptor fur
knochenmorphogenetisches Protein, GF: Growth factor, RTK: Rezeptor Tyrosin
Kinase, TGF: Transforming Growth Factor, TGFB-R: TGFB-Rezeptor, TNF-G:
Tumornekrosefaktor-beta, TNFR: TNF-Rezeptor. Modifizierte Abbildung nach
Wang und Kollegen [189].

Claudine sind Transmembranproteine und wichtiger Bestandteil der epithelialen
Schlussleisten (tight junctions). Sie werden wéhrend der EMT durch den Trans-
kriptionsfaktor SNAIL herunterreguliert [133, 189]. Cadherine sind ebenfalls trans-
membranare Proteine, die Uber ihre extrazellulare Domane stabile Zell-Zell-Kon-
takte ausbilden. Wahrend E-Cadherin in Epithelzellen vorkommt, kann N-Cadherin
in mesenchymalen Zellen nachgewiesen werden. Die EMT ist héufig durch einen
,Cadherin-Switch“ gekennzeichnet, bei dem es zu einem Verlust von E-Cadherin
und einer verstarkten Expression von N-Cadherin kommt [191]. Neben N-Cadherin
ist Vimentin der wichtigste mesenchymale Marker. Vimentin gehort zu den Inter-
mediarfilamenten des Zytoskeletts in mesenchymalen Zellen. In einer Vielzahl von

Karzinomen konnte eine erhdhte Vimentin-Expression nachgewiesen werden [153].
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1.2.3 Die Rolle der EMT bei Metastasierung und Therapieresistenz

Die Fahigkeit maligner Tumore, invasiv in umliegende Gewebe zu wachsen und
Tochtergeschwulste in anderen Korperteilen zu bilden, stellt die Medizin vor gro3e
Herausforderungen. Die EMT gilt als wichtiger molekularer Ansatz fur das Ver-
standnis der Metastasierung [75, 107]: Im Primartumor bildet sich eine Invasions-
front aus Zellen, die die EMT in unterschiedlichem Maf3e durchlaufen haben. Der
mesenchymale Phanotyp bzw. ein epithelial-mesenchymaler Zwischentyp ermég-
licht den Zellen die Basalmembran zu durchbrechen, was als Invasion bezeichnet
wird. Im nachsten Schritt, der Intravasation, brechen die Zellen in Lymph- und Blut-
gefalRe des subepithelialen Bindegewebes ein und strémen in entfernte Kérperregi-
onen. Wéahrend der Extravasation verlassen die Zellen das Gefal3dlumen wieder und
durchlaufen eine MET. Es kommt zur Absiedelung von Metastasen.

Aktuelle Studien fokussieren zusétzlich die Rolle der EMT bei der Entstehung von
Therapieresistenzen [55, 205]. Vor allem Tumorrezidive entwickeln haufig Resis-
tenzen gegen die gangigen Therapieschemata. Fir das Mammakarzinom sind Re-
sistenzen sowohl gegen Chemotherapeutika als auch gegen Antikdrper- und Hor-
montherapien bekannt [73]. Die resistenten Tumorzellen exprimieren dabei haufig
mesenchymale Marker hoch, wéahrend die Expression epithelialer Marker ver-
mindert ist. Durch den mesenchymalen Phéanotyp entwickeln die Zellen Eigen-
schaften von Tumorstammzellen, d. h. sie exprimieren verstarkt Effluxpumpen,
ATP-bindende-Kassetten-Transporter (ABC-Transporter) und erlangen antiapopto-
tische Eigenschaften [108]. Durch die Blockade der EMT-Induktoren SNAIL und
ZEB1 konnten in vitro Gemcitabin-resistente Pankreaskarzinomzellen resensibili-
siert werden [109, 121].

1.3 Transforming Growth Factor 8

1.3.1 Einfihrung und Signaltransduktion

Es sind tber 30 Zytokine der Transforming Growth Factor 8- (TGFB) Superfamilie
bekannt. Dazu gehdren u. a. die Isoformen TGFB1 - 3. Die Zytokine der TGF[3-
Superfamilie kontrollieren zahlreiche Prozesse auf zellularer Ebene, u. a. das Zell-

wachstum, die Zelldifferenzierung und die Apoptose [66]. Des Weiteren konnte
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TGFB neben seiner antiinflammatorischen Eigenschaft als wichtiger Induktor der
EMT identifiziert werden [114].

TGFB bindet als Ligand an spezifische Typ I- und Typ II- Serin/Threonin-Kinase-
Rezeptoren (TGFBRI, TGFBRII), die daraufhin dimerisieren. Der Rezeptorkomplex
aktiviert Uber Phosphorylierung intrazellulare Rezeptor-regulierte Smad-Proteine
(R-Smads). Nach Aktivierung durch TGFB, findet die Signalweiterleitung Uber
SMAD2 und SMADS statt. Die R-Smads dimerisieren mit dem ,common partner*
SMADA4. Dieser Komplex transloziert in den Zellkern und aktiviert zusammen mit
weiteren Faktoren die Transkription von TGFB-Zielgenen (siehe Abb. 3).

TGF-B
T EGF IFN-y TNF-a
Zellmembran I
_---::'—;3'»’ S (
RAS | ’Rho ’ lTAKﬂ (Smadd4) ® | —ea
l ; l l f (STAT1)
' Erk/ JNK p38 (:S-Tf?ﬁ/w M /&— 3 //
MAPK MAPK m ‘§mad6ﬂ
> -‘:‘:-\ ( P\
~Nukleus 5 Gentranskription

Abbildung 3 : Schematische Darstellung des TGFg-Signalwegs. Die SMAD-
abhangige Signaltransduktion ist farbig unterlegt. Zusatzlich kann TGFB noch
weitere Signalkaskaden aktivieren. Abklrzungen: EGF: epidermaler Wachstums-
faktor, IFN-y: Interferon-gamma, P: Phosphat, TNF-a: Tumornekrosefaktor-alpha,
TF: Transkriptionsfaktor. Abbildung nach Lutz und Knaus [106].

Die angelagerten Kofaktoren bestimmen welche der unterschiedlichen Zielgene
transkribiert werden und tragen somit maf3geblich zur pleiotropen Wirkung des
TGFB-Signalwegs bei [67]. Um die Signalweiterleitung zu beenden, existieren meh-

rere negative Feedback-Schleifen: SMADG6 und 7 (I-Smads) sowie die inhibitorisch-
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en Ko-Repressoren SNON und SKI kdnnen die Signalkaskade auf intrazellularer
Ebene unterbrechen und somit die Transkription von TGFB-Zielgenen verhindern
[190]. Neben der SMAD-abhangigen Signaltransduktion kann TGFf u. a. auch ERK,
JNK und p38-MAPK sowie PI3K/Akt aktivieren und so die zellulare Antwort modu-
lieren [168, 204].

1.3.2 Der Einfluss von TGFB auf Tumorzellen

In der Tumorgenese nimmt TGFB eine duale Rolle ein: In pramalignen Zellen
inhibiert TGFB durch seine proapoptotischen und zytostatischen Eigenschaften das
Zellwachstum, wahrend es in spateren Stadien die Metastasierung und das weitere
Voranschreiten der Erkrankung begunstigt. Grundlage fur diesen funktionellen Rich-
tungswechsel sind Mutationen in den Tumorzellen [151, 157].

In pramalignen Zellen aktiviert TGFB uUber die an den SMAD3/4-Komplex ange-
lagerten Kofaktoren FOXO und SP1 die Transkription der CDK-Inhibitoren p15/NK4b,
p21¢P1 und p27XP1 und fuhrt damit zum Zellzyklusarrest in der G1-Phase [157].
Durch die angelagerten Kofaktoren p107, E2F4 und E2F5 blockiert der SMAD3/4-
Komplex zusatzlich die Promotorregion des Onkogens C-MYC und wirkt somit anti-
proliferativ [29]. Des Weiteren induziert TGF SMAD-abhangig die Expression des
Transkriptionsfaktors ATF3, der wiederum die Transkription des ID1-Gens (Inhibitor
of differentiation/DNA binding) unterdriickt und somit die Zelldifferenzierung fordert
[81]. Uber die E3-Ligase TRAF6 kann TGFB SMAD-unabhingig die Apoptose einer
Zelle einleiten. TRAF6 bindet konstitutiv an den TGFBRI. Wenn dieser mit dem
TGFBRII dimerisiert, wird TRAF6 durch Autoubiquitinierung aktiviert. Es kommt zur
Signaltransduktion Uber den TRAF6—-TAK1-MKK3/6—p38 Signalweg, an dessen
Ende der programmierte Zelltod steht [163, 195].

Tumorzellen kénnen durch verschiedene Mechanismen der antikanzerogenen
Wirkung von TGFB entgehen. Somatische Mutationen oder epigenetisches
Silencing inaktivieren die TGFBRI/Il bzw. die SMAD-abhangige Signaltransduktion
und somit auch die antikanzerogene Wirkung von TGF@ [103]. Zahlreiche dieser
Veranderungen konnten in Kolon-, Magen- und Osophaguskarzinomen sowie in
Kopf-Hals-Tumoren nachgewiesen werden [103]. Durch Mutationen in weiteren
Signalwegen kommt es zu einer verdnderten Expressionsrate von den an die R-
Smads angelagerten Kofaktoren und somit zu einer zusatzlich veranderten Wirkung

von TGFB auf die Zelle. Die Arbeitsgruppe von Seoane konnte zeigen, dass in
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Glioblastomzellen der stark aktivierte PI3K-Akt Signalweg den Smad-Kofaktor
FOXO an der nuklearen Translokation hindert und somit die Transkription von CDK-
Inhibitoren hemmt [158]. Tumorzellen, die verstarkt den Transkriptionsfaktor C-MYC
exprimieren, entwickeln ebenfalls Resistenzen gegen die antiproliferative Wirkung
von TGFB. Der C-MYC-bindenden Faktor MIZ-1 bildet einen Komplex mit C-MYC
und blockiert die Transkription von CDK-Inhibitoren [164]. In metastasierten
Mammakarzinomzellen konnte eine aberrante Wirkung von TGF@ auf ID1 festge-
stellt werden. Die Stimulation mit TGF@ fuhrte zu einer erhdhten Expressionsrate
von ID1, anstatt diese zu unterdricken [129].

Die Tumorzellen selbst produzieren grof3e Mengen TGFf3, das als autokriner Faktor
die TFGB-induzierten Prozesse verstarkt und parakrin auf umliegende Stromazellen
wirkt. Diese wiederum sezernieren Zytokine, u. a. Liganden des Wnt- und des
Notch-Signalwegs, und unterstitzen so den kanzerogenen Effekt von TGF@ [113].
Die hohen Konzentrationen von TGFB im Tumorgewebe wirken zusétzlich stark
immunsuppressiv, sodass die entarteten Zellen der Kontrolle des Immunsystems
entgehen [31, 58].

1.3.3 Der Einfluss von TGF auf die EMT

In Karzinomzellen wirkt TGFB Uber unterschiedliche Mechanismen als potenter
Induktor der EMT. So induziert TGF SMAD-abhéngig die Expression des HMGA2
(high mobility group) Proteins, das wiederum als SMAD-Kofaktor die Transkription
von SNAIL fordert [179]. Uber die MRTF (myocardin-related transkription factors)
erhoht TGFB die Expression von SLUG [112]. Auch der durch TGFB-induzierte
Notch-Signalweg erhdht direkt die Expression von SLUG [102]. SMAD-unabhéngig
phosphoryliert der TGFBRII das polare Protein Par6, das in seiner aktivierten Form
Uber das G-Protein RhoA epitheliale Schlussleisten 16st [128]. Uber die bereits
erwahnte E3-Ligase TRAF6 aktiviert TGFB den JNK- und den p38-Signalweg, die
Uber Transkriptionskontrolle ebenfalls die Expression des mesenchymalen Phano-

typs unterstitzen [195].
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1.4 Antagonisten des growth hormone-releasing hormone

1.4.1 Einfihrung

Das growth hormone-releasing hormone (GHRH) ist ein Peptidhormon, das im
Hypothalamus ausgeschuttet wird und tber die Portalvene zur Hypophyse gelangt.
Durch Bindung an den GHRH-Rezeptor (GHRH-R) wird die Sekretion vom Wachs-
tumshormon (GH) aus der Adenohypophyse stimuliert. GH selbst wirkt hauptsach-
lich indirekt tber den in der Leber produzierten insulin-like growth factor 1 (IGF-1)
und beeinflusst neben dem Korper- und Organwachstum zahlreiche anabole
Stoffwechselprozesse. Negativ reguliert wird die somatotrope Achse Uber den
direkten Gegenspieler Somatostatin, aber auch das Effektorhormon IGF-1 bewirkt
eine negative Ruckkopplung [15]. Der insulin-like growth factor 2 (IGF-2) wird GH-
unabhéngig in der Leber produziert. Seine physiologische Funktion liegt vor allem
in der Zellproliferation und Differenzierung wéahrend der Embryonalzeit. Auch
Tumorzellen sind in der Lage IGF-1 und IGF-2 zu produzieren und als auto- und
parakrine Wachstumsfaktoren fir sich zu nutzen [85]. In Brustkrebszellen konnten
sowohl erhdhte IGF-1- als auch IGF-2-Spiegel nachgewiesen werden [145]. Da fur
Somatostatin-Analoga kein ausgepragter antikanzerogener Effekt in IGF-1 abhan-
gigen Tumoren nachgewiesen werden konnte, wurde eine Vielzahl an GHRH-Anta-
gonisten entwickelt [185, 201], deren antiproliferative Wirkung auf Tumorzellen in
zahlreichen Studien belegt wurde [155].

1.4.2 Die Wirkung von GHRH auf Tumorzellen

In den 90er Jahren gelang der Nachweis einer GHRH-Expression in peripheren
Geweben und Tumorentitaten, u. a. auch im Mammakarzinom [79]. In Tumorzellen
fungiert GHRH — unabhangig von der somatotropen Achse — als autokriner und
parakriner Wachstumsfaktor. So konnten Schally und Kollegen zeigen, dass die
Behandlung von Tumorzellen in vitro mit GHRH das Zellwachstum steigert. Dabei
wirkt GHRH direkt proliferationsférdernd auf Tumorzellen und stimuliert zusétzlich
die lokale Bildung von IGF-1 und IGF-2 [155]. Diese Wirkung wird tber den GHRH-
R und dessen Splicevarianten vermittelt, die auf der Oberflache von Tumorzellen
exprimiert werden. Hierbei dominiert die Splicevariantel (SV1), die sich strukturell
am N-Terminus vom hypophysaren GHRH-R unterscheidet [146]. Die Arbeitsgrup-

pe von Koster untersuchte Gewebeproben aus triple-negativen Mammakarzinomen
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und konnte in 70 % der Falle mRNA fur die SV1 nachweisen und in 25 % der Félle
die mRNA fir den hypophysaren GHRH-R [91]. Pozsgai und Kollegen untersuchten
neun unterschiedliche Mammakarzinomzelllinien, darunter auch die triple-negativen
Linien HCC1806 und MDA-MB-231. In allen Linien konnte die SV1 nachgewiesen
werden. In sechs Zelllinien gelang zusatzlich der Nachweis des hypophysaren
GHRH-R [143]. Immunhistochemisch konnte eine SV1-Expression in 40 % aller

Mammakarzinomentitaten gezeigt werden [26].

1.4.3 Der Wirkmechanismus von GHRH-Antagonisten

GHRH-Antagonisten werden durch das gezielte Austauschen einzelner
Aminosauren am N-Terminus des GHRH-Peptids synthetisiert [185]. Wie in Abb. 4
aufgezeigt, blockieren GHRH-Antagonisten den GHRH-R in der Adenohypophyse
und somit die Freisetzung von GH und IGF-1; ein indirekter Mechanismus, der vor
allem das Wachstum IGF-1-abhangiger Tumoren inhibiert.

Hypothalamus
GHRH-Antagonist ] | GHRH
Adenohypophyse
| cH
Leber
GHRH-Antagonist GHRH-Antagonist
\ IGF-1 J
Tumorzellen
auto-bzw. parakrine auto- bzw. parakrine
IGF-1 und IGF-2 GHRH-Schleife
Schleife

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Angriffspunkte von GHRH-Antagonis-
ten. Uber kompetitive Bindung an den GHRH-R und die SV1 supprimieren sie das
Tumorzellwachstum. Abbildung erstellt nach Schally und Kollegen [155].
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Zusatzlich wirken GHRH-Antagonisten direkt an der Tumorzelle, indem sie die
autokrine und parakrine Wachstumsschleife durch GHRH selbst und somit auch
durch intrisisches IGF-1 und IGF-2 blockieren [155]. Es gibt immer mehr Evidenz,
dass GHRH-Antagonisten zusatzlich auch proapoptotische Signalwege und den
Zellzyklus beeinflussen [69, 144, 188].

MIA-602 ist ein synthetisch hergestellter GHRH-Antagonist aus dem Endocrine,
Polypeptide and Cancer Institute (Professor Dr. [mult] Andrew V. Schally),
University of Miami, Miami, FL, USA. Sowohl in Zellkulturen als auch in Tiermodel-
len inhibierte MIA-602 das Tumorzellwachstum signifikant und zeigte gleichzeitig
eine gute Vertraglichkeit [10, 155, 201]. Die Aminosauresequenz von MIA-602 ist in
Abb. 5 dargestellit.

Position 0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

GHRH Tyr Ala Asp Ala lle Phe Thr Asn Ser Tyr  Arg Lys Val Leu Gly

MIA-602 PhAc-Ada B D-Arg B N N Fpa5 B Ala Har N-Me-Tyr His Orn B B Abu

Position 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
GHRH GIn Leu Ser Ala Arg Lys Leuleu GIn Asp lle Met Ser Arg NH2
MIA-602 | H ®H N HsOn B B N1 [ ] B Nle D-Arg Har NH2

Abbildung 5: Vergleich der Aminosauresequenz von GHRH(1-29)NH> und des
GHRH-Antagonisten MIA-602. Identische Aminosauren sind als Punkt dargestellt.
Kodierte Aminosauren sind im standardisierten Dreibuchstabencode abgekirzt.
Weitere Abkirzungen: Abu: a-Aminobuttersaure, Ada: Aminododecanoyl, D-Arg: D-
Arginin, Fpas: Pentafluoro-Phenylalanin, Har: Homoarginin, Nle: Norleucin, PhAc:
Phenylacetyl, N-Me-Tyr: N-Methyl-Tyrosin Ether. Abbildung erstellt nach Zarandi
und Kollegen [201].

1.4.4 Der Einfluss von GHRH-Antagonisten auf die EMT

Der Einfluss von GHRH-Antagonisten auf die EMT ist nur wenig untersucht.
Popovivs und Kollegen konnten zeigen, dass die Behandlung mit GHRH-
Antagonisten in entziindeten Epithelzellen der Prostata nicht nur zu einer ver-
minderten Zellproliferation, sondern auch zu einer verminderten Expression des
mesenchymalen Markers N-Cadherin fuhrte [140]. Bellyei und Kollegen demons-
trierten, dass GHRH-Antagonisten die epitheliale Differenzierung der triple-nega-
tiven Zelllinie MDA-MB-468 forderten [10].
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1.5 Resveratrol

1.5.1 Einfihrung

Resveratrol (Trans-3,4,5-trihydroxystilben) ist ein sekundarer Pflanzenstoff und
gehort zur Gruppe der Polyphenole. Es kommt vor allem in Weintrauben und
Erdnissen vor sowie — in geringeren Konzentrationen — in Beeren und Pilzen.
Biologisch wirkt Resveratrol als Phytoalexin und ist damit Bestandteil des pflanz-
lichen Immunsystems [65]. Durch die epidemiologische Beobachtung in Stdfrank-
reich, dass der Konsum von Rotwein das kardiovaskulare Risiko senkt, ruckte
Resveratrol in den Fokus der popularen Wissenschaft [147]. Zusatzlich zur kardio-
protektiven Wirkung werden Resveratrol chemopraventive und antikanzerogene

Wirkungen zugeschrieben [2].

1.5.2 Die chemopréaventive Wirkung von Resveratrol

Chronische Entziindungen [4, 95] und oxidativer Stress [89, 94] sind Risikofaktoren
fur die Entstehung einer Krebserkrankung. Dabei gilt die Aktivierung des nukledren
Transkriptionsfaktors NF-kB als zentral [46, 95, 138]: NF-kB induziert die Transkrip-
tion zahlreicher proinflammatorischer Zytokine u. a. den Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) und die Interleukine -1, -6, und -8. Auch die Cyclooxygenase-2 (COX-2),
die die Synthese von Prostaglandinen katalysiert, wird verstarkt transkribiert. Des
Weiteren wird die Transkription der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) tUber NF-kB
reguliert. Es kommt zur Freisetzung reaktiver oxidativer Substanzen (ROS), die zu
mutagenen DNA-Schaden fuhren. Resveratrol unterdriickt die nukleéare Transloka-
tion von NF-kB und wirkt dadurch stark antiinflammatorisch und antioxidativ [37,
131].

1.5.3 Die antikanzerogene Wirkung von Resveratrol

Resveratrol besitzt zahlreiche antikanzerogene Eigenschaften. Der antiproliferative
Effekt von Resveratrol ist auf die Fahigkeit zurtickzufihren, den Zellzyklus zu arre-
tieren und eine Apoptose einzuleiten. Zusatzlich wirkt Resveratrol antiangiogene-
tisch.

Die proapoptotischen Eigenschaften vermittelt Resveratrol auf zellularer Ebene
durch unterschiedliche Mechanismen. Auf der einen Seite stimuliert Resveratrol die
Expression proapoptotischer Faktoren aus der Bcl-Familie, u. a. BAX und BAD, die

21



Uber die Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium und der darauffol-
genden Aktivierung von Caspase 9 die Apoptose der Zelle einleiten [47, 180]. Des
Weiteren bindet Resveratrol an den Fas-Rezeptor und fihrt somit zur autokataly-
tischen Aktivierung von Caspase 8, die ebenfalls den programmierten Zelltod ein-
leitet [38]. Uber den ,Wachter des Genoms* p53 interferiert Resveratrol mit dem
Zellzyklus. p53 flhrt zu einer erhdhten Expression der Cyclin-abhangigen Kinase
(CDK)-Inhibitoren p21WAFLCIP1 ynd p27XIP1, sodass es zu einem Zellzyklusarrest am
Ubergang von der G1- in die S-Phase kommt [3, 96, 161]. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass Resveratrol den Ubergang von der G2- in die M-Phase unterbindet
[126, 183]. Um bei zunehmendem Tumorvolumen ausreichend mit Sauerstoff und
Nahrstoffen versorgt zu werden, produzieren Tumorzellen verstarkt den vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), der die Angiogenese im Umfeld des Tu-
mors fordert. In zahlreichen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die antikanzero-
gene Wirkung von Resveratrol mit der Inhibition von VEGF assoziiert ist [105, 197,
203]. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Ostradiol (E2) besitzt Resveratrol
eine Bindungsaffinitdt zum ER. Dennoch ist die Wirkung von Resveratrol als Phyto-
dstrogen umstritten, da sowohl agonistische als auch antagonistische Wirkungen
beobachtet werden konnten [5, 14].

Insgesamt spricht immer mehr daflir, dass die antikanzerogenen Effekte von
Resveratrol dosisabhangig sind. In niedrigeren Konzentrationen wirkt Resveratrol
vor allem in ERa-positiven Mammakarzinomzellen proliferationsférdernd und erst
bei htheren Konzentrationen treten die antiproliferativen und somit auch die anti-
kanzerogenen Effekte ein [118, 152, 175], wodurch die mittlere inhibitorische Kon-

zentration (ICso) nicht klar definierbar zu sein scheint [141].

1.5.4 Der Einfluss von Resveratrol auf die EMT

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen antikanzerogenen Eigenschaften, beein-
flusst Resveratrol auch die EMT. Bei der triple-negativen Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-231 fuhrte die Behandlung mit Resveratrol zu einer erhdhten Expression
von E-Cadherin, wéahrend Vimentin, SNAIL und SLUG herunterreguliert wurden
[168]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir Gliome und Bronchialkarzinome ge-
zeigt [162, 187].
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1.6 Calcitriol

1.6.1 Einfihrung

Calcitriol (1,25-Dihydroxycholeclaciferol) ist die biologisch aktive Form von Vita-
min D3, das uber Bindung an den intrazellularen Vitamin-D-Rezeptor (VDR), den
Kalzium- und Phosphathaushalt reguliert. Der Grol3teil des Vitamin-D-Bedarfs wird
Uber endogene Synthese aus kdrpereigenem Cholesterin bereitgestellt. Dabei wird
das in der Leber gespeicherte Cholesterin zu 7-Dehydrocholesterin umgebaut und
in der Haut durch UVB-Strahlung aufgebrochen. Das entstandene Pravitamin D3
isomerisiert spontan zu Cholecalciferol und wird Gber den Blutkreislauf zur Leber
transportiert. Dort wird das C2°-Atom hydroxyliert, sodass 25-Hydroxycholecalciferol
(Calcidiol) entsteht. Der letzte Schritt findet in der Niere statt: Uber die 1a-Hydroxy-
lase wird das C!-Atom hydroxyliert und es entsteht Calcitriol [64].

Zahlreiche Karzinomerkrankungen, so auch das Mammakarzinom, werden mit
einem Vitamin-D-Mangel in Verbindung gebracht [71, 88, 170]. Sowohl in vitro als
auch in vivo beeinflusst Calcitriol — neben der Kalziumhomdostase — auch Zellzyk-

lus, Apoptose, Zelldifferenzierung und Metastasierung [11].

1.6.2 Die Wirkung von Calcitriol auf Tumorzellen

Die antikanzerogenen Effekte von Calcitriol werden hauptséachlich tber den VDR
vermittelt. Eine zentrale Rolle nimmt dabei der Zellzyklusarrest ein: Der aktivierte
VDR erhoht als Transkriptionsfaktor die Expression der CDK-Inhibitoren
p21WAFUCIPL ynd p27XIP1 und unterdriickt parallel die Transkription zahlreicher
Cycline, sodass der Zellzyklus in der G1-Phase arretiert [77, 186]. Zusatzlich verhin-
dert Calcitriol die Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins, das in dephospho-
ryliertem Zustand den Transkriptionsfaktor E2F inaktiviert und somit den Ubergang
von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus unterbricht [50]. Seine proapoptotischen
Effekte vermittelt Calcitriol Gber die Expression der proapoptotischen Faktoren BAX
und BAD, die uber zellinterne Prozesse den programmierten Zelltod auslésen [199].
Es gibt immer mehr Evidenz, dass Calcitriol iber Modulation von MAP-Kinasen und
des PI3K-Akt-Signalwegs ebenfalls antikanzerogen wirkt [16, 40].

Therapeutisch zeigte Calcitriol sowohl in vitro bei der ER-positiven Mammakarzi-
nomzelllinie MCF-7 als auch in vivo am Mausmodell eine deutliche Wachstums-

restriktion [171, 178]. In einer klinischen Studie wurde Calcitriol bereits an Patientin-
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nen mit Mammakarzinom eingesetzt und lieferte vielversprechende Ergebnisse
[202].

1.6.3 Der Einfluss von Calcitriol auf die EMT

In vitro fuhrte die Behandlung von Kolon- und Ovarialkarzinomzellen mit Calcitriol
zu einer epithelialen Differenzierung der Zellen. Adhasionsmolekile wie E-Cadherin
wurden hochreguliert, wahrend die Transkriptionsfaktoren SNAIL und SLUG inhi-
biert wurden [72, 130]. Diese Beobachtungen zeigten sich auch bei gleichzeitig in-
duzierter EMT durch Gabe von TGFf [32, 148].
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1.7 Zielsetzung

Um zielgerichtete Therapieoptionen fur das triple-negative Mammakarzinom zu
finden, wird verstarkt auf molekularer Ebene nach neuen Angriffspunkten ge-
sucht. Hierbei gilt die EMT als wichtiger Prozess fur die Metastasierung und die
Entwicklung von Therapieresistenzen. Studienergebnisse tUber die antikanzero-
gene Wirkung von GHRH-Antagonisten, Resveratrol und Calcitriol stellen poten-
zielle Therapieansétze in Aussicht. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob
der GHRH-Antagonist MIA-602, das Phytoalexin Resveratrol und Calcitriol das
Wachstum und die EMT von Mammakarzinomzellen beeinflussen. Die Versuche
wurden mit den triple-negativen Mammakarzinomzelllinien HCC1806 und MDA-
MB-231 durchgefihrt.

Ziel dieser Arbeit ist es, folgende Fragen zu beantworten:

e Wird das Wachstum von triple-negativen Mammakarzinomzellen durch den
GHRH-Antagonisten MIA-602, Resveratrol oder Calcitriol beeinflusst?

e Wird die Migration von triple-negativen Mammakarzinomzellen durch den
GHRH-Antagonisten MIA-602, Resveratrol oder Calcitriol beeinflusst?

¢ Reguliert die Behandlung mit dem GHRH-Antagonisten MIA-602, Resvera-
trol oder Calcitriol die Transkription und Proteinbiosynthse von EMT-Mar-

kern?

e Beeinflussen der GHRH-Antagonist MIA-602, Resveratrol oder Calcitriol eine
mit TGFR induzierte EMT?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Bezeichnung

Bezugsquelle

MDA-MB-231

HCC1806

LGC Standards, Wesel

2.1.2 Zellkulturmedien, -zusatze und -zubehor

Bezeichnung

Bezugsquelle

RPMI 1640, 25 pM HEPES, L-Glutamin

Invitrogen, Karlsruhe

Phosphat gepufferte Salzlésung (DPBS)

Fotales Kalberserum (FCS)

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories, Colbe

Trypsin-EDTA 0,05 %, UV-behandelt

Trypanblau-Lésung (0,4 % w/v)

Serum Replacement 1 (50x)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Bovines Serum Albumin (BSA)

Magermilchpulver DifcoTM Skim Milk

Difco Labortories, Augsburg

Zellkulturflaschen 75 und 175 cm?

Sarstedt, NUmbrecht

Zellzahlgerat TC20™ Automated Cell Counter

Objekttréager Dual Chamber for Cell Counter

Bio-Rad, Miinchen

2.1.3 Allgemeine Labormaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Zentrifugenrdhrchen (15, 50 ml)

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml),
Cellstar

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Kryogefal3e, 1,5 ml

Gewebekulturplatten, 6, 12, 96-Well

Pipettenspitzen mit und ohne Filter (10,
100, 1000 pl)

Reaktionsgefalie (1,5, 2, 5 ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Mehrfachdispenser Multipette Plus

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Zellschaber

Biochrom, Berlin

Pasteurpipetten

Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim

Pipettierhilfe Accu-Jet

Brand, Wertheim
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2.1.4 Laborgerate

Bezeichnung

Bezugsquelle

Sterile Sicherheitswerkbank
CleanAir BS-5726

CleanAir, Woren; Niederlande

CO2-Inkubator NUAIRE US-Autoflow
NU440-400 E

Integra Biosciences, Fernwald

Absaugpumpe Gel Pump GP110

Savant, New York, USA

Pipettierhilfe Pipetus®-Akku

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Wasserbad

Memmert, Schénaich

Vortex-Schittler VWR 1719

VWR International, Darmstadt

Mikroskop (Wilovert A)

Hund, Wetzlar

Fotomikroskop Eclipse TS 100
mit Kamera Nikon Digital Sight DS-V3

Nikon, Dusseldorf

Kihlzentrifuge Sigma 2K15

Sigma, Osterode am Harz

Zentrifuge Universal 32

Hettich, Tuttlingen

Mikrozentrifuge Rotalibo®

Roth, Karlsruhe

Mikrozentrifuge MC6

Sarstedt, NUmbrecht

Horizontalschuttler Vibrax VXR S15

IKA Labortechnik, Staufen

Orbitalschittler Shaker S4

ELMI Lab. Equipment, Riga, Lettland

Heizblock Thermomixer compact

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Feinwaage Scaltec SBC 21

Scaltec Instruments, Heiligenstadt

Laborwaage Sartorius basic BA310S

Sartorius, Géttingen

Magnetrihrer MR82

Heidolph Instruments, Schwabach

Biometra Thermocycler TPersonal 48

Biometra, Gottingen

Echtzeit-PCR-Gerat DNA Engine
Opticon 2

Bio-Rad, Miinchen

Spektralphotometer NanoDrop 2000c

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Mikroplattenleser Epoch

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall

Stromgeber PowerPac 200

Gelkammer Mini-Protean® Tetra Sys.

Gel- und Blotimager ChemiDoc™

Bio-Rad, Miinchen

Turboblotter Trans-Blot®Turbo

Hoefer Semi Dry Transfer Unit TE 70

GE Healthcare, Minchen

Flockeneisbereiter Icematic FS80C

Icematic Deutschland, Disseldorf

2.1.5 Zubeh6r mRNA-Expression

Bezeichnung

Bezugsquelle

RNeasy® Plus Mini Kit

Qiagen, Hilden

Ultra Pure™ Distilled Water

Superscript™ |l Reverse Transcriptase-

Kit

Random Primer

Invitrogen, Karlsruhe

Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix UDG

dNTP-Mix

Thermo Fisher Scientific, Bonn

96-Well Multiply® -PCR Platte

Sarstedt, Nimbrecht
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2.1.6 Western-Blot - Zubehor

Bezeichnung

Bezugsquelle

BCA™ Protein Assay Kit

Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn

Laemmli Sample Buffer; 4x

Precision Plus Protein Dual Colour Std.
Protein Gele Mini-Protean® TGX™
Precast; 12 %

PVDEF (Polyvinylidenfluorid) Membran
Laufpuffer

Transferpuffer Trans-Blot® Turbo™ 5x
Clarity Max Western ECL Substrate-
Luminol Lésung

Puffer Konzentrat; 10x TBS

Puffer TBS mit 1 % Tween-20 (TBS-T)

Bio-Rad, Miinchen

Primarantikdrper EMT-Kit

Cell Signaling, Frankfurt a.M.

Filterpapier

Whatman, GE Healthcare, Minchen

Sekundar-Antikérper Anti-Kaninchen

GE Healthcare, Minchen

Filmkasette
Hyperfilm ECL

Amersham, GE Healthcare, Miinchen

Immobilon-Western-Chemiluminescent
HRP-Substrat

Millipore, Schwalbach

Rontgen Entwickler- und Fixiererkonz.

Adefo-Chemie, Dietzenbach

Wb Stripping-L6ésung Re-Blot Plus, 10x

Chemicon International, Hofheim

2.1.7 Software

Bezeichnung

Bezugsquelle

Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel,

2010

Microsoft Corporation, 2010,
Redmond, WA, USA

Statistik- und Graphiksoftware GraphPad
Prism 4.03

GraphPad Software Inc, 2009,
San Diego, CA, USA

Quantifizierungssoftware NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific,
2016, Bremen

Datenanalysesoftware Gen5 2.05

BioTek Instruments, 2016,
Bad Friedrichshall

GeldokumentationssoftwareHerolab-
EasyWin32®, Version 4.00.219

Herolab GmbH, Wiesloch

Bildgebungssoftware Nis-Elements Doc.

Nikon, Dusseldorf

Bildbearbeitungsoftware Adobe Photoshop CS

Adobe Systems, 2017,
Munchen

Analysesw. MJ OpticonMonitor™ Version 3.1

Bio-Rad, 2017, Minchen
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2.1.8 Chemikalien und Gebrauchslésungen

Bezeichnung Bezugsquelle
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt
Methanol Baker Chemikalien, Gro3-Gerau
2-Mercaptoethanol Serva Electrophoresis, Heidelberg
TRIS-Puffer Roth, Karlsruhe
Polysorbat Tween® 20 Merck, Darmstadt
RIPA-Puffer
Phosphatase Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Protease Inhibitor Cocktall
Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell Promega, Mannheim
Proliferation Assay (MTS) '

2.1.9 Testsubstanzen

Bezeichnung Bezugsquelle
: Uberlassen von Andrew V. Schally, University of
GHRH-Antagonist MIA-602 Miami. FL, USA
Calcitriol Biomol, Hamburg
Resveratrol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
TGF-B1 R&D Systems, Wiesbaden

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zellbehandlungen wurden unter Verwendung steriler Reagenzien und
Arbeitsmaterialien in einer sterilen Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Die adhéarent-
en Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und HCC1806 wurden in 175 cm? Zell-
kulturflaschen (T175) mit 25 ml Nahrmedium (RMPI 1640 mit 10 % fetalem Kalber-
serum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S, 10 000 Units/ml/ 10 mg/ml)) bei
37 °C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphére mit 5% CO2 kultiviert. Das
Medium enthielt Phenolrot als Farbindikator, der bei einem Farbumschlag von rot

zu gelb anzeigte, dass das Medium gewechselt werden sollte.

2.2.2 Passagieren der Zellen

Bei einer Konfluenz der Zellen von 80-90 % wurden die Zellen passagiert. Hierfur
wurden die adharenten Zellen mit einer Phosphat-gepufferten Salzlésung (Dul-

becco’s Phosphat Buffered Saline, DPBS) gewaschen und fir ca. 10 min mit einer
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Trypsin-EDTA-L6sung (0,05 %) vom Boden der Kulturflasche geldst. Die Reaktion
wurde durch den Zusatz von 5 ml Nahrmedium gestoppt und die Sus-pension fur
5 min bei Raumtemperatur mit 1 500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml frischem Nahrmedium resuspendiert. Je nach
Teilungsrate der Zelllinien wurde ein Zehntel (MDA-MB-231) bis ein Funftel
(HCC1806) der Ausgangsmenge in eine neue T175-Zellkulturflasche mit 25 ml vor-

gelegtem angewarmten Nahrmedium tberfuhrt.

2.2.3 Zahlen der Zellen

Die Zellkonzentration wurde im automatischen Zellzahlgerat (TC20™ Automated
Cell Counter, Bio Rad, Miinchen) bestimmt. Daflr wurde die Zellsuspension 1:2 mit
0,4 % Trypanblau (Sigma Aldrich, Taufkirchen) verdinnt und 10 pl wurden auf einen
Zahlobjekttrager (Dual Chamber for Cell Counter, Bio-Rad) pipettiert. Aufgrund des
fehlenden Membranpotentials dringt der Farbstoff in tote Zellen ein und farbt sie

blau, sodass sich diese von den lebenden Zellen unterscheiden lassen.

2.2.4 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit Trypsin vom Boden der Kulturflasche geldst
und zentrifugiert (siehe ,Passagieren der Zellen®). Das Zellpellet wurde in Nahr-
medium resuspendiert, mit 0,1 Vol Dimethylsulfoxid (DMSO) gemischt und je 1 ml
in einem Kryogefal3 bei - 80 °C eingefroren.

Zum Auftauen wurde die Zellsuspension im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und die
Zellsuspension mit 9 ml Nahrmedium vermischt. Um das DMSO aus der Sus-
pension zu entfernen, wurde diese mit 1 500 U/min fir 5 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert, das Zellpellet in Nahrmedium resuspendiert und in einer T175-Zellkul-

turflasche mit Nahrmedium inkubiert.

2.2.5 Proliferationsassay

Die Wirkung der Testsubstanzen auf die Zellproliferation wurde im MTS-Zell-
proliferationsassay ermittelt. Hierbei wird der Umsatz metabolisch aktiver Zellen als
ein Mal3 fur die Menge aktiver Zellen und folglich fur Proliferation der behandelten

Kulturen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen gemessen.
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2.2.5.1 Vorbehandlung der Zellen

700 Zellen/Loch wurden auf eine 96-Well-Platte ausgesat und im Nahrmedium unter
Standardbedingungen 24 h inkubiert. Die duRRersten Spalten und Zeilen der Well-
Platte wurden ausgelassen. Das Nahrmedium wurde durch Behandlungsmedium
ohne FCS (RMPI 1640-Medium mit 1 % P/S und 0,5-fach Serum Replacement
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)) ersetzt und fur weitere 24 h inkubiert (FCS-Entzug).
Danach wurde das Medium gegen 100 pl-Ansétze der Testsubstanzen und Kon-
trollen in Behandlungsmedium getauscht. Dabei wurden jeweils 6 Locher mit der
gleichen Testsubstanz fur 72 h unter Standardbedingungen inkubiert.

2.2.5.2 MTS-Assay

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde das Cell Titer 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay-Kit (Promega, Mannheim) benutzt. Das Prinzip des
Tests basiert auf der Reduktion des gelben MTS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) zu braunem Formazan.
Die MTS-L6sung wurde im Verhaltnis 1:10 mit RPMI 1640-Medium mit 1 % P/S
verdunnt, 100 pl in die vorher entleerten Wells pipettiert und fir 30 s auf dem
Horizontalschuttler geschuttelt. Danach wurden die Zellen fur 1-4 h im Brutschrank
inkubiert, bis die Losung braun wurde. Die Farbintensitaten wurden im Mikro-
plattenleser (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall) bei 490 nm und einer Re-

ferenzwellenlange von 570 nm photometrisch quantifiziert.

2.2.6 Migrationsassay

Um die Migration von Zellen zu untersuchen, wurden Scratch-Assays durchgefthrt.
Hierfir wurden 150 000 Zellen/Loch auf eine 12-Well-Platte ausgeséat und unter
Standardbedingungen inkubiert. Nach 24 h wurde ein FCS-Entzug durchgefihrt
und nach weiteren 24 h die Zellen mit den Testsubstanzen in Behandlungsmedium
behandelt. Unmittelbar nach der Behandlung (0 h) wurde eine Pipettenspitze
(Quality Pipette Tips fur 0,1 — 10 ul, Sarstedt, NUmbrecht) senkrecht durch den Zell-
rasen gezogen und somit eine Wunde (engl. scratch) erzeugt. Die Breite der Wunde
wurde an gleicher Stelle in regelmafRligen Abstanden im Mikroskop (Eclipse TS 100,
Nikon, Dusseldorf) bei 40-facher VergrolRerung fotografiert. Zur quantitativen
Beurteilung wurde wahrend des Fotografierens eine pum-Skala (NIS-Elements
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Documentation 3.2, Nikon, Disseldorf) auf das Foto projiziert. Die Veranderung der

Scratchbreite Uber die Zeit wurde prozentual berechnet.

2.2.7 Immunhistochemischer Proteinnachweis

Zur Detektion und Quantifizierung spezifischer Proteine wurden Western Blots
durchgefthrt. Dafir wurden Proteine isoliert, in der Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (PAGE) aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit Antikérpern ge-
bunden. Diese Bindung wurde mit einer Chemolumineszenzreaktion auf einem Film

sichtbar gemacht.

2.2.7.1 Behandlung der Zellen fur den Western Blot

Fir die Proteinisolation wurden die Zelllinien MDA-MB-231 und HCC1806 mit
300 000 Zellen pro Loch auf einer 6-Well-Platte ausgesat und bei Standardbe-
dingungen in 2 ml Nahrmedium pro Loch fur 24 h inkubiert. Nach 24 h FCS-Entzug
wurden die Zellen fir 48 h mit den Testsubstanzen in Behandlungsmedium be-
handelt.

2.2.7.2 Proteinisolierung

Fir die Proteinextraktion wurden die Zellen mit 150 pl RIPA-Puffer, mit 1,5 pl
Phosphataseinhibitor-Cocktail und 1,5 pl Proteaseinhibitor-Cocktail (beide Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) pro Loch lysiert. Die Lysate wurden mit einem Zellschaber
abgeschabt, mit einer Pipette homogenisiert, in ein Reaktionsgefal® Gberfuhrt und
dann fur 1 h auf Eis inkubiert. Wahrenddessen wurden sie zweimal auf dem Vortex-
Mischer fur 10 s geschittelt. Um Zellreste zu pelletieren, wurden die Lysate bei 4 °C
mit 15 000 U/min fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand mit dem Protein wurde in

neue Reaktionsgeféalie tberfihrt und bei -80 °C eingefroren.

2.2.7.3 Quantifizierung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde im BCA™ Protein Assay bestimmt. Der Assay
beruht auf der Biuret-Methode. Hierbei werden in alkalischer L6sung zweiwertige
Kupferionen durch die Peptidbindungen der Proteine zu einwertigen Kupferionen
reduziert. Das einwertige Kupfer bildet Chelate mit jeweils zwei Molekilen Bicincho-

ninsaure (BCA), das die Lsung violett farbt.
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Den Herstellerangaben entsprechend wurde eine Standardverdinnungsreihe von
20 — 2 000 pg/ml Protein aus bovinem Serumalbumin (BSA) in Wasser angefertigt.
In Doppelbestimmungen wurden die Kavitaten einer 96-Well-Platte mit 10 pl des
Proteinstandards bzw. 10 ul der Testproben befillt. Die Proteinlysate wurden 1:10
mit Wasser verdiunnt. Zu jedem Ansatz wurden 200 pl Arbeitsreagenz (BCA™
Reagenz A und BCA™ Reagenz B gemischt im Verhaltnis 50:1, Thermo Fisher
Scientific, Bonn) pipettiert. Die Proben wurden fiir 30 s auf dem Horizontalschuttler
gemischt und fur 30 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die optische Dichte
wurde bei 560 nm im Multiplate-Reader (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall)
gemessen. Aus den Extinktionswerten der Standardreihe wurde eine Standard-
kurve erstellt (Gen5-Programm 2.05, 2016, BioTek Instruments, Bad Friedrichshall)

und die Proteinkonzentration der Proben errechnet.

2.2.7.4 Probenvorbereitung fur den Western Blot

Um eine Proteinmenge von 20 pg in 15 ul pro Tasche des Sammelgels auftragen
zu kénnen, wurden die Proteinlysate entsprechend ihrer Konzentration mit Wasser
verdunnt. Die Ansétze wurden im Verhaltnis 1:4 mit 4x Lammli Auftragspuffer (Bio-
Rad, Munchen) gemischt, fur 5 min bei 95 °C im Heizblock denaturiert und an-

schlieBend 1 min bei Raumtemperatur mit 10 000 U/min zentrifugiert.

2.2.7.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) werden die Proteine im
elektrischen Feld aufgetrennt. Der Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS) gleicht
die unterschiedlichen Ladungen der Proteine aus, wodurch die Auftrennung aus-
schlief3lich durch das Molekulargewicht erfolgt.

Fir die Gelelektrophorese wurde ein diskontinuierliches System verwendet. Das
Gel besteht aus 4 %-igem Sammelgel und einem Trenngel mit 12 % Polyacrylamid.
Das chemische Milieu im Sammelgel fokussiert die Proteine zu einer scharfen

Bande.
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2.2.7.6 Semi-Dry-Blot

Zwei Filterpapiere und eine in Methanol aktivierte Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran wurden fur 5 min in Transferpuffer (Trans-Blot® Turbo™ 5x, Bio-Rad,)
geschwenkt.

Fur den Aufbau des Blots wurde das erste Filterpapier auf die Anodenplatte der
Blotapparatur platziert. Darauf wurde die aktivierte PVDF-Membran, dann das Gel
und abschlieRend das zweite Filterpapier gelegt. Mit einer Rolle wurden etwaige
Luftblasen entfernt. Die Apparatur wurde mit der Kathodenplatte geschlossen. Die
Proteine wurden bei einer Spannung von 20 V und einer Stromstarke von 200 mA

innerhalb von 40 min auf die Membran Ubertragen.

2.2.7.7 Immundetektion

Der Blot wurde fur 1 h in Tris-gepufferter Salzlosung mit Tween-20 (TBS-T) mit 5 %
Trockenmilchpulver geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Nach 3 x 5 min Waschen in TBS-T wurde die Membran Uber Nacht mit dem Primar-
antikorper inkubiert. Die Verdiinnungen der Primarantikorper wurden, wie in Tabel-
le 2 angegeben, mit 5 % Rinderserumalbumin (BSA) in TBS-T angesetzt. Die ver-
wendeten Primarantikorper stammen aus dem EMT-Kit von Cell Signaling (Epi-
thelial-Mesenchymal Transition Antibody Sampler Kit, Cell Signaling, Frankfurt
a.M.). Nach der Antikdrperinkubation wurde der Blot 3 x 5 min in TBS-T gewaschen
und 1 h bei Raumtemperatur mit einem Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierten
Sekundéarantikorper inkubiert. Fur die Antikorper des EMT-Kits wurde ein Anti-
Kaninchen-Sekundarantikérper und fir p-Aktin ein Anti-Maus-Sekundarantikérper
verwendet. Die Verdinnungen der Sekundarantikbrper wurden in 5 %-igem Tro-

ckenmilchpulver in TBS-T angesetzt (siehe Tab. 2).

Tabelle 2: Verdiinnung der verwendeten Primar- und Sekundarantikérper

Primarantikorper | Grofe [kDa] I;/reirrr?grr;altjirll%r%eerr S&igggrr;rt]iigreprer
E-Cadherin 135 1: 10 000 1: 10 000
N-Cadherin 140 1: 2 000 1: 4 000

Claudinl 20 1: 2000 1:4 000
B-Aktin 42 1: 20 000 1: 10 000
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Es folgte ein weiterer Waschschritt fir 3 x 15 min in TBS-T. Um die Proteinbanden
detektieren zu konnen, wurde die Membran fur 5 min mit Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrat (Millipore, Schwalbach) Uberschichtet. Dieses
Substrat oxidiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid das Luminol, welches
dann Licht emittiert, das in einer Autoradiografie sichtbar gemacht wurde. Die Dauer
der Filmexposition variierte nach jeweiligem Antikoérper zwischen 30 s und 2 h.

Zur Interpretation und Quantifizierung der Banden im Western Blot wurden mit dem
Programm EasyWin32 (Herolab GmbH, Wiesloch) die Volumina der Schwarzungen
verglichen.

2.2.8 Vergleich der mRNA-Expression

Die RNA wurde aus behandelten Zellen isoliert, in komplementdre DNA (cDNA)

umgeschrieben und in einer Real-Time PCR (qPCR) quantifiziert.

2.2.8.1 Behandlung der Zellen fur mRNA Quantifizierung

Es wurden 400 000 Zellen pro Loch auf einer 6-Well-Platte ausgesat und fur 24 h
unter Standardbedingungen inkubiert. Nach einem 24-stiindigen FCS-Entzug wur-

den die Zellen fur 2 h mit den Testsubstanzen in Behandlungsmedium behandelt.

2.2.8.2 RNA Isolierung

Die RNA wurde den Herstellerangaben entsprechend mit dem RNeasy® Plus Mini
Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Die Konzentration wurde im NanoDrop™ 2000/2000c
Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen) gemessen, die Reinheit der
RNA anhand der Ratio von 260 nm/280 nm bestimmt und Proben mit einem Wert

um 2,0 fir weitere Analysen verwendet. Die RNA wurde bei -20 °C eingefroren.

2.2.8.3 Reverse Transkription

1 pg der RNA wurde mit 1 ul Random Primer und 1 pl Desoxynucleosidtriphosphat-
Mix (dNTP-Mix) mit RNase-freiem Wasser ad 12 pl aufgefulit. Dieser Mix wurde fur
5 min bei 65 °C denaturiert, danach auf Eis gestellt und das Gefal3 kurz zentrifugiert.
Zu jeder Probe wurden 4 ul 5x First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCL; 375 mM KCI;
15 mM MgCl2) und 2 pl 0,1 M Dithiothreitol (DTT) hinzugefigt und fir 2 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde in jede Probe 1 pl SuperScript™ Il Reverse
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Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe) eingemischt. Um die Primerhybridisierung an
die cDNA zu gewabhrleisten, wurden die Proben fur 10 min bei 25 °C inkubiert. Die
cDNA-Synthese erfolgte bei 42 °C fiur 50 min und wurde bei 70 °C fur 15 min
gestoppt. Um eine magliche DNA-Kontamination zu kontrollieren, wurde ein Ansatz
ohne die Zugabe reverser Transkriptase mitgefuhrt (rT-minus-Kontrolle). Die cDNA

wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.8.4 Quantitative Real-Time PCR

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) koénnen definierte DNA-Abschnitte in
Temperaturzyklen exponentiell amplifiziert werden. Ein Zyklus besteht aus den Ein-
zelschritten Denaturierung, Primeranlagerung und Polymerisation. Bei der
guantitativen PCR (gPCR) wird nach jedem Zyklus die Menge doppelstrangiger
DNA mit einer Messoptik anhand des eingelagerten DNA-Fluoreszenzfarbstoffs
SYBR-Green quantifiziert. Das Fluoreszenzsignal ist somit proportional zu der
Menge der amplifizierten DNA. Wenn das fluoreszierende Signal einen bestimmten
Schwellenwert Giberschreitet, gibt die Anzahl der bendétigten Zyklen Rickschluss auf
die anfanglich eingesetzte Menge der entsprechenden genspezifischen mRNA. Die
Zykluszahlen (ct) behandelter Proben wurden mit denen von einem parallel amplifi-
zierten Housekeeping-Gen normalisiert und mit den ct-Werten unbehandelter
Proben verglichen. Als Housekeeping-Gen diente die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
transferase 1 (HPRT1). Die verwendeten Primer sind in Tab. 3 aufgefuhrt.

Die cDNA wurde im Verhdltnis 1:10 mit RNase-freiem Wasser verdunnt. Jeweils
4 ul der verdinnten cDNA wurden in die Kavitaten einer 96-Well-Multiply-PCR-
Platte vorge-legt. Fir jedes Loch wurde ein Mastermix aus 12,5 pl GoTaq®, 0,5 pl
eines 10 pM Primer-Mix (forward und reverse) und 8 pul RNase-freiem Wasser
vorbereitet und auf die cDNA pipettiert. Die rT-minus-Kontrolle und eine H20
Kontrolle ohne DNA wurden mitgefuhrt. Die PCR-Platte wurde mit einer Folie
luftdicht verschlossen und fir 1 min bei 1 000 U/min zentrifugiert. Anschlie3end
wurde die Platte in den PCR-Cycler (DNA Engine Opticon 2, Biozym, Oldendorf)
gestellt und die qPCR gestartet. Das qPCR-Protokoll ist Tab. 4 zu entnehmen.

Um die Reinheit des PCR-Produktes zu bestimmen, wurde eine Schmelzkurven-
analyse durchgefuhrt. Daflr wurde die Temperatur unter kontinuierlicher Fluores-

zenzmessung stetig bis auf 90 °C erhoht. Bei einer fur das Produkt spezifischen
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Schmelztemperatur denaturiert der Doppelstrang vollstandig zu Einzelstrangen und

der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff wird freigesetzt.

Tabelle 3: Verwendete Primer

Gen Basensequenz (5°-3) Amplikonlange (bp)

forward Primer:
TCAGGCAGTATAATCCAAAGATGGT
HPRT1 reverse Primer:
AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG

forward Primer:
ACTGCAACAAGGAATACCTCAG
SNAIL reverse Primer:
GCACTGGTACTTCTTGACATCTG

84

242

forward Primer:
GCCTCCAAAAAGCCAAACTA
SLUG reverse Primer:
CACAGTGATGGGGCTGTATG

138

forward Primer:
] . AGTCCACTGAGTACCGGAGAC
Vimentin | reverse Primer:
CATTTCACGCATCTGGCGTTC

98

forward Primer:

) AGCCAACCTTAACTGAGGAGT 136
N-Cadherin | raverse Primer:

GGCAAGTTGATTGGAGGGATG

forward Primer:
CCGTTGGCATGAAGTGTATG

Claudinl | reverse Primer: 101
AGCCAGACCTGCAAGAAGAA
Tabelle 4. gPCR-Protokoll

Schritt Beschreibung Temperatur Dauer
1 initiale Denaturierung 95 °C 2 min
2 Denaturierung 95 °C 8s
3 Primerhybridisierung 60 °C 10s
4 Elongation 72 °C 20s 43 x
5 Schmelzkurvenanalyse 60 °C-90 °C 1°Cls

37



2.2.8.5 Auswertung

Zur relativen Quantifizierung der mRNA wurde die Methode nach Pfaffl (siehe
Abb. 6) im Programm REST-MCS (relative expression software tool) benutzt. Die

Effizienz wurde approximativ als 2 angenommen.

(EZ' ! )ACt Zielgen(MW Kontrolle— MW Behandlung)
ielgen
(MW Kontrolle—MW Behandlung)

R

(EReferenzgen)ACtReferenzgen

Abb. 6: Relative Quantifizierung nach Pfaffl

2.2.9 Statistik

Alle Versuche wurden unabhéngig voneinander dreimal wiederholt. Zur statistisch-
en Auswertung wurden die Softwares GraphPad Prism (Version 4.03) und Microsoft
Exel 2010 verwendet. Beim Vergleich von zwei Datensatzen wurde ein ungepaarter
t-Test durchgefihrt. Als statistisch signifikant galten p-Werte < 0,05. Das Signifi-
kanzniveau ist mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss auf das Zellwachstum

Das Zellwachstum der Brustkrebszelllinien HCC1806 und MDA-MB-231 sollte unter
Einfluss des GHRH-Antagonisten MIA-602, von Resveratrol und Calcitriol unter-
sucht werden. Zudem sollte der Einfluss in Kombination mit TGFB untersucht
werden, um den Effekt der potenziellen Medikamente auch in Bezug auf eine TGF-

induzierte EMT analysieren zu kdnnen.

3.1.1 Einfluss eines GHRH-Antagonisten auf das Zellwachstum

Der GHRH-Antagonist MIA-602 inhibierte das Wachstum in den Zelllinien HCC1806
und MDA-MB-231 signifikant im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle mit 0,033 %
DMSO (siehe Abb. 7). Bei HCC1806 inhibierte 1 uM MIA-602 das Zellwachstum auf
77 % £ 6 % (p < 0,008) und bei MDA-MB-231 auf 80 % + 3 % (p < 0,001).

A B
120 - % 120 -
.o 100 - _I_ s 100 4 | |
° %% = %k
£ 80 %k = g0 - I k%
7 %k k o
£ h &+ £
% 60 - % % _‘.:u" 60 - -:[—
§ 40 - E 40
T @
N N
20 - 20 +
0 T T T 1 0 T T T 1
Konr M T T+M Konr M T T+M
HCC1806 MDA-MB-231

Abbildung 7: Einfluss von 1uM des GHRH-Antagonisten MIA-602 (M),
5 ng/ml TGFB (T) sowie deren Kombination (T+M) auf das Wachstum der Zelllinien
HCC1806 (A) und MDA-MB-231 (B) im Vergleich zur Loésungsmittelkontrolle (Kontr)
mit 0,033 % DMSO. Die Balken stellen die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Versuchen mit Sechsfachbestimmung dar. Die Standardabweichungen (£) und die
P-Werte resultieren aus den drei gemittelten Werten. Statistische Signifikanz:
*p < 0,05 und **p < 0,01.
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5 ng/ml TGF inhibierte das Zellwachstum bei HCC1806 auf 76 % =4 % (p < 0,003)
und bei MDA-MB-231 auf 61 % + 9 % (p < 0,003). Im Vergleich zur Lésungsmittel-
kontrolle inhibierte die Kombinationsbehandlung aus 5 ng/ml TGFB und 1 uM MIA-
602 das Zellwachstum der Zelllinie HCC1806 auf 42 % + 13 % (p < 0,009) und das
Zellwachstum von MDA-MB-231 auf 74% +1 % (p <0,002). Im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit TGF inhibierte die Kombinationsbehandlung das Wachstum
von HCC1806 signifikant (p <0,031). Bei der Zelllinie MDA-MB-231 erzielte die
Kombination im Vergleich zur Einzelbehandlung mit TGFB keinen signifikanten
Unterschied (p < 0,057).

3.1.2 Einfluss von Resveratrol auf das Zellwachstum

Resveratrol inhibierte das Wachstum beider Zelllinien signifikant (siehe Abb. 8).
10 pM Resveratrol inhibierte das Wachstum der Zelllinie HCC1806 auf 65 % + 9 %
(p £0,012) im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO und 25 pM
Resveratrol auf 16 % + 7 % (p < 0,0001). Bei MDA-MB-231 wurde das Wachstum
durch 10 uM Resveratrol auf 71 % + 4 % (p < 0,002) gesenkt und durch 25 pM Res-
veratrol auf 36 % + 3 % (p < 0,0001). Die Behandlung mit 5 ng/ml TGF3 hemmte
das Zellwachstum beider Zelllinien signifikant auf 76 % + 4 % (p < 0,003) bzw. auf
61 % +£9 % (p<0,003). Im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle inhibierte die
Kombinationsbehandlung aus 5 ng/ml TGFB und 10 uM Resveratrol das Zell-
wachstum der Zelllinie HCC1806 auf 27 % = 12 % (p < 0,005) und die Kombination
mit 25 uM Resveratrol auf 16 % +4 % (p <0,001). Bei MDA-MB-231 fiuhrte die
Kombinationsbehandlung von TGFB und 10 uM Resveratrol zu einer Wachstums-
inhibition auf 92 % £ 5 % (p < 0,12) verglichen mit der Lésungsmittelkontrolle und
die Kombination von TGFf und 25 uM Resveratrol zu einer Wachstumsrestriktion
auf 43 % £ 3 % (p < 0,001). Bei HCC1806 inhibierte die Kombination von 5 ng/ml
TGFB mit 10 uM bzw. 25 uM Resveratrol das Zellwachstum signifikant starker als
die Einzelbehandlung mit 5 ng/ml TGFB (p < 0,012, p < 0,0001). Bei den MDA-MB-
231-Zellen konnte nur die Kombination von 5 ng/ml TGFB mit 25 uM Resveratrol
das Zellwachstum, im Vergleich zur TGFB-Einzelbehandlung, signifikant reduzieren
(p =0,03). Die Kombination mit 10 uM Resveratrol fuhrte zu einem signifikant

verstarkten Zellwachstum (p < 0,03).
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Abbildung 8: Einfluss von 10 uM und 25 uM Resveratrol (R10, R25), 5 ng/ml TGFS
(T) sowie deren Kombination auf das Wachstum der Zelllinien HCC1806 (A) und
MDA-MB-231 (B) im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,033 %
DMSO. Die Balken stellen die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit
Sechsfachbestimmung dar. Die Standardabweichungen (x) und die P-Werte
resultieren aus den drei gemittelten Werten. Statistische Signifikanz: *p < 0,05,
**p < 0,01 und **p < 0,001.

3.1.3 Einfluss von Calcitriol auf das Zellwachstum

1 uM Calcitriol inhibierte das Zellwachstum weder bei der Zelllinie HCC1806
(p =0,7) noch bei der Zelllinie MDA-MB-231 (p < 0,3) signifikant im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle mit 0,05 % Ethanol (siehe Abb. 9). Die Behandlung mit
5ng/ml TGFB fuhrte bei beiden Zellreihen zu einer signifikanten Inhibition im
Vergleich zur Kontrolle. Bei HCC1806 verringerte 5ng/ml TGF@ das Zellwachstum
auf 83% £5 % (p <0,008), bei MDA-MB-231 wurde das Wachstum auf 61 % +
10 % (p = 0,003) gesenkt. Die Kombinationsbehandlung aus 5 ng/ml TGFf und
1 pM Calcitriol inhibierte das Zellwachstum bei beiden Zelllinien signifikant ver-
glichen mit der Losungsmittelkontrolle, bei der Zelllinie HCC1806 auf 76 % + 2 %
(p £0,002) und bei MDA-MB-231 auf 78 % £+ 3 % (p < 0,002). Bei HCC1806 inhi-
bierte die Kombinationsbehandlung das Zellwachstum jedoch nicht signifikant im
Vergleich zur Einzelbehandlung mit 5 ng/ml TGFB (p <0,7). Bei MDA-MB-231
fuhrte die Kombinationsbehandlung zu einem signifikant erhéhten Zellwachstum

(p =£0,04) im Vergleich zur Einzelbehandlung mit TGFf.
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Abbildung 9: Einfluss von 1 uM Calcitriol (Calci), 5 ng/ml TGFB (T) sowie deren
Kombination auf das Wachstum der Zelllinien HCC1806 (A) und MDA-MB-231 (B)
in Bezug zur Lésungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,05 % Ethanol. Die Balken stellen
die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit Sechsfachbestimmung dar.
Die Standardabweichungen (£) und die P-Werte resultieren aus den drei gemittelten
Werten. Statistische Signifikanz: *p < 0,05 und **p < 0,01.

3.2. Einfluss auf die Zellmigration

Das Migrationsverhalten der Brustkrebszelllinien HCC1806 und MDA-MB-231 sollte
unter Einfluss der potenziellen Medikamente Resveratrol, des GHRH-Antagonisten
MIA-602 und Calcitriol untersucht werden. Zudem sollte der Einfluss in Kombination
mit TGFB untersucht werden, um die Wirkung auch in Bezug auf eine TGFf-

induzierte EMT analysieren zu kdnnen.

3.2.1 Einfluss des GHRH-Antagonisten MIA-602 auf die Zellmigration

Der GHRH-Antagonist MIA-602 inhibierte die Migration der Zelllinien HCC1806
(siehe Abb. 10) und MDA-MB-231 (siehe Abb. 11) signifikant im Vergleich zur L6-
sungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO. Durch die Behandlung mit 1 uM MIA-602
waren bei der Zelllinie HCC1806 nach 24 h 81 % +2 % des Scratches nicht
zugewachsen (Kontr. 36 % = 6 %; p < 0,002) und nach 48 h waren 67 % + 5 % des
Scratches weiterhin offen (Kontr. 16 % = 2 %; p < 0,002). Bei der Zelllinie MDA-MB-
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231 waren nach 24 h 76 % = 5 % der Ausgangsbreite nicht zugewachsen (Kontr.
33% £3%; p<0,0001) und nach 48h 63 % =5 % weiterhin offen (Kontr.
24 % £ 12 %; p < 0,02). Die Behandlung mit 5 ng/ml TGFp fuhrte bei beiden Zell-

linien zu einer gesteigerten Zellmigration. Bei HCC1806 warennach24 h7 % +1 %
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Abbildung 10: Einfluss von 1 uM des GHRH-Antagonisten MIA-602 (M), 5 ng/ml
TGFB (T) sowie deren Kombination (T+M) auf die Zellmigration der Zelllinie
HCC1806 im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,033 % DMSO nach
24 h und nach 48 h. Die Balken stellen die Mittelwerte + die Standardabweichung
aus drei unabhangigen Versuchen mit drei Einzelwerten dar. Statistische Signifi-
kanz: *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001.

43



Kontr

Oh

24 h

48 h

T+M

Oh

24 h

48 h

90 - * %k Bk
80 - * %
*

70 - I
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

——

m

Restbreite zu Tag 0 in %

24 h 48 h
O Kontr | oT BET+M

Abbildung 11: Einfluss von 1 uM des GHRH-Antagonisten MIA-602 (M), 5 ng/ml
TGFB (T) sowie deren Kombination (T+M) auf die Zellmigration der Zelllinie MDA-
MB-231 im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,033 % DMSO nach
24 h und nach 48 h. Die Balken stellen die Mittelwerte + die Standardabweichung
aus drei unabhangigen Versuchen mit drei Einzelwerten dar. Statistische Signifi-
kanz: *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001.

des Scratches offen (p < 0,01), nach 48 h 3 % £ 2 % (p < 0,003). Bei MDA-MB-231
waren nach 24 h noch 25 % + 2 % des Scratches offen (p <0,02) und nach 48 h
12 % + 7 % (p < 0,2). Die Kombinationsbehandlung von 1 uM MIA-602 und 5 ng/mi

TGFB inhibierte die Migration beider Zelllinien im Vergleich zur Kontrolle. Bei der
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Zelllinie  HCC1806 waren nach 24 h noch 75% +3 % des Scratches offen
(p =0,0014) und nach 48 h noch 68 % + 11 % (p < 0,019). Im Vergleich zur Einzel-
behandlung mit 5 ng/ml TGFB war der Scratch mit der Kombinationsbehandlung
sowohl nach 24 h (p <0,0002) als auch nach 48 h (p < 0,01) signifikant breiter. Bei
MDA-MB-231 waren 24 h nach der Kombinationsbehandlung noch 69 % + 6 % des
Scratches offen (p < 0,004) und nach 48 h 51 % + 10 % (p < 0,04). Im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit 5 ng/ml TGFB war der Scratch auch in dieser Zelllinie nach
24 h (p £ 0,004) und nach 48 h (p < 0,006) signifikant breiter.

3.2.2 Einfluss von Resveratrol auf die Zellmigration

Die Behandlung mit 10 uM Resveratrol beeinflusste das Migrationsverhalten der
Zelllinie HCC1806 nicht signifikant im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle mit
0,033 % DMSO. Nach 24 h waren 32% +=5% des Scratches offen (Kontr.
36 % £6 %; p=<0,44) und nach 48 h waren 20 % + 6 % des Scratches nicht
zugewachsen (Kontr. 16 % £ 2 %; p < 0,25).25 uM Resveratrol inhibierte die Zell-
migration bei HCC1806 signifikant. Nach 24 h waren 66 % +5 % (p < 0,003) des
Scratches nicht zugewachsen und nach 48 h waren 49 % + 10 % offen (p < 0,04).
Die Behandlung mit 5 ng/ml TGF( fuhrte zu einer erhdhten Zellmigration verglichen
mit der Losungsmittelkontrolle. Nach 24 h waren 7 % +1 % des Scratches offen
(p =0,01), nach 48 h 3% £ 2 % (p < 0,003). Die Kombination von 10 bzw. 25 uM
Resveratrol und 5 ng/ml TGFB inhibierte die Zellmigration. 24 h nach der Behand-
lung mit 10 uM Resveratrol und TGF waren noch 56 % * 12 % des Scratches offen
(p=0,07) und nach 48 h 71 % +5 % (p < 0,006). 24 h nach der Behandlung mit
25 UM Resveratrol und TGFp waren 81 % = 6 % (p < 0,007) des Scratches nicht
zugewachsen und nach 48 h waren 74 % * 6 % offen (p < 0,0012). Im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit 5 ng/ml TGFf inhibierte die Kombinationsbehandlung mit
10 uM Resveratrol die Zellmigration zu beiden Zeitpunkten signifikant (p < 0,017,
p <0,004). Die Kombination mit 25 uM Resveratrol reduzierte die Zellmigration
ebenfalls zu beiden Zeitpunkten signifikant verglichen mit TGFB (p <0,002,
p < 0,0012). Der Einfluss von Resveratrol auf die Zellmigration von HCC1806 ist in
Abb. 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Einfluss von 10 pM (R10) und 25 puM Resveratrol (R25), 5 ng/ml
TGFB (T) sowie deren Kombination (T+R10, T+R25) auf die Zellmigration der
Zelllinie HCC 1806 im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,033 %
DMSO nach 24 h und nach 48 h. Die Balken stellen die Mittelwerte + die Standard-
abweichung aus drei unabhéangigen Versuchen mit drei Einzelwerten dar. Statis-
tische Signifikanz: *p < 0,05, **p < 0,01.

In der Zelllinie MDA-MB-231 beeinflusste die Behandlung mit 10 uM Resveratrol
das Migrationsverhalten der Zellen nicht signifikant im Vergleich zur Lésungsmittel-
kontrolle mit 0,033 % DMSO. Nach 24 h waren 38 % + 6 % des Scratches offen
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(Kontr. 33% + 3 %; p<0,3) und nach 48 h 35 % £22 % (Kontr. 24 % + 12 %j;
p <0,5). 25 uM Resveratrol inhibierte die Zellmigration signifikant (siehe Abb. 13).
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Abbildung 13: Einfluss von 10 uM (R10) und 25 uM Resveratrol (R25), 5 ng/ml
TGFB (T) sowie deren Kombination (T+R10, T+R25) auf die Zellmigration der
Zelllinie MDA-MB-231 im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,033 %
DMSO nach 24 h und nach 48 h. Die Balken stellen die Mittelwerte + die Standard-
abweichung aus drei unabhangigen Versuchen mit drei Einzelwerten dar.
Statistische Signifikanz: *p < 0,05, **p < 0,01.
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Nach 24 h waren 63 % = 10 % des Scratches offen (p <0,03) und nach 48 h
53% £ 6 % (p <0,03). 5ng/ml TGFB flhrte nur nach 24 h zu einer signifikant
verstarkten Zellmigration. Nach 24 h waren noch 25 % + 2 % des Scratches offen
(p=0,02) und nach 48 h 12 % +7 % (p <0,2). Die Kombinationsbehandlung mit
10 pM Resveratrol und 5 ng/ml TGFB inhibierte die Zellmigration nach 24 h
signifikant. 53 % £ 5 % des Scratches waren offen (p < 0,005). Nach 48 h hatte
diese Kombination keinen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten,
44 % * 18 % des Scratches waren nicht zugewachsen (p < 0,19). Die Kombination
von 25 uM Resveratrol und 5 ng/ml TGF fuhrte lediglich nach 48 h zu einer signifi-
kanten Inhibition des Zellmigration. 51 % = 6 % des Scratches waren noch offen
(p £0,04). Nach 24 h waren 42 % +5 % des Scratches offen (p <0,08). Im Ver-
gleich zur Einzelbehandlung mit 5 ng/ml TGFB hatte die Kombination von 10 uM
Resveratrol zusammen mit 5 ng/ml TGFB nach 24 h einen inhibierenden Effekt auf
die Zellmigration (p < 0,003), nach 48 h zeigte sich hier kein signifikanter Einfluss
(p = 0,07). Die Kombination von 25 uM Resveratrol und TGF fluhrte zu beiden Zeit-
punkten zu einer signifikanten Inhibition der Zellmigration im Vergleich zur Einzelbe-
handlung mit TGF@ (p < 0,02, p < 0,002).

3.2.3 Einfluss von Calcitriol auf die Zellmigration

1 uM Calcitriol beeinflusste das Migrationsverhalten beider Zelllinien weder nach
24 h noch nach 48 h signifikant zur Losungsmittelkontrolle mit 0,05 % Ethanol. Bei
HCC1806 waren nach 24 h 41 % + 7 % des Scratches offen (Kontr. 44 % = 7 %;
p <0,62) und nach48 h 33 % £ 1 % (Kontr. 19 % + 5 %; p < 0,6; siehe Abb. 14). Bei
MDA-MB-231 waren nach 24 h 39 % + 3 % des Scratches offen (Kontr. 35 % + 9 %;
p < 0,48) und nach 48 h 42 % + 12 % (Kontr. 24 % + 7 %; p < 1,0; siehe Abb. 15).
Die Behandlung mit 5 ng/ml TGFB fihrte nur bei HCC1806 zu einer signifikant
gesteigerten Migration. Hier waren nach 24 h 7% =1 % des Scratches offen
(p =0,006), nach 48h 3% =2 % (p <0,03). Bei MDA-MB-231 waren nach 24 h
26% £9% (p=<0,21) der Wundflache nicht zugewachsen und nach 48 h
24 % =7 % (p < 0,12). Die Kombinationsbehandlung von 1 pM Calcitriol zusammen
mit 5 ng/ml TGFB inhibierte die Zellmigration im Vergleich zur Kontrolle. Bei
HCC1806 waren nach 24 h 76 % = 3 % (p < 0,003) der Flache nicht zugewachsen
und nach 48 h waren 66 % + 1 % offen (p < 0,004). Bei MDA-MB-231 waren nach
24h 66%+1% (p<0,03) des Scratches offen und nach 48h 32% +6 %
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(p =£0,29). Die Kombinationsbehandlung aus Calcitriol und TGFp inhibierte die
Zellmigration in der Zelllinie HCC1806 zu beiden Zeitpunkten signifikant im Ver-
gleich zur Einzelbehandlung mit TGF (p < 0,0001, p < 0,0002) und auch in der Zell-
linie MDA-MB-231 zeigte sich zu beiden Zeitpunkten eine signifikant reduzierte Mi-
gration (p < 0,014, p <0,02).

Kontr Calci
0h
24 h
48 h 2
T+Calci
0h
24 h
48 h
% %k % % %k %k
90 -
< 80 1 l %% '
£ 70 | * %
o
D 60 -
=
s 50 -
N
& 40 -
(]
§ 30 -
2 20 -
+4 * %
10 - *
o o
24h 48h

OKontr 0OCalci BT @T+Calci

Abbildung 14: Einfluss von 1 uM Calcitriol (Calci), 5 ng/ml TGFS (T) sowie deren
Kombination (T+M) auf die Zellmigration der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur
Ldsungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,05 % Ethanol nach 24 h und nach 48 h. Die
Balken stellen die Mittelwerte + die Standardabweichung aus drei unabh&ngigen
Versuchen mit drei Einzelwerten dar. Statistische Signifikanz: *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001.
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Abbildung 15: Einfluss von 1 uM Calcitriol (Calci), 5 ng/ml TGFS (T) sowie deren
Kombination (T+M) auf die Zellmigration der Zelllinie MDA-MB-231 im Vergleich zur
Ldsungsmittelkontrolle (Kontr) mit 0,05 % Ethanol nach 24 h und nach 48 h. Die
Balken stellen die Mittelwerte + die Standardabweichung aus drei unabh&ngigen
Versuchen mit drei Einzelwerten dar. Statistische Signifikanz: *p < 0,05.

3.3 Einfluss auf die Proteinexpression

Die Proteinexpression von Claudinl und N-Cadherin in den Brustkrebszelllinien
HCC1806 und MDA-MB-231 sollte unter Einfluss von Resveratrol, des GHRH-

Antagonisten MIA-602 und Calcitriol untersucht werden. Zusatzlich wurde der
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Einfluss durch die Kombination mit TGFB untersucht, um die Wirkung der
potenziellen Medikamente auch in Bezug auf eine TGFB-induzierte EMT analysie-

ren zu kénnen.

3.3.1 Einfluss von MIA-602, Resveratrol und Calcitriol auf die Expression von
N-Cadherin und Claudin in der Zelllinie HCC1806

Die Behandlung der Zelllinie HCC1806 mit 5 ng/ml TGF( fihrte zu einer signifikant
verstarkten Expression von N-Cadherin auf 145 % £ 8 % (p < 0,002) verglichen mit
der Losungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO, wéhrend die Expression von
Claudin auf 9 % + 2 % (p < 0,004) reduziert wurde. 1 uM MIA-602 verringerte die
Expression von N-Cadherin auf 16 % = 5 % (p < 0,001). Die Expression von Claudin
wurde durch 1 uM MIA-602 nicht signifikant auf 80 % + 9 % (p < 0,07) reduziert.
10 uM Resveratrol reduzierte die Expression von N-Cadherin signifikant auf
71% +4% (p=<0,014) und 25puM Resveratrol auf 77 % 7 % (p <0,020).
Wahrend 10 uM Resveratrol die Expression von Claudin nicht signifikant auf
77 % £ 13 % (p < 0,08) verringerte, erhdhte die Behandlung mit 25 uM Resveratrol
die Expression von Claudin auf 169 % + 17 % (p < 0,006). Die Behandlung mit 1 pM
Calcitriol beeinflusste weder die Expression von N-Cadherin noch von Claudin signi-
fikant verglichen mit der Losungsmittelkontrolle mit 0,05 % Ethanol. Die Expression
von N-Cadherin wurde auf 80 % + 18 % (p < 0,062) reduziert und die Expression
von Claudin wurde auf 116 % + 16 % (p < 0,41) erhoht. Die Kombination der Test-
substanzen mit 5 ng/ml TGF fuhrte zu einer signifikant erh6hten Expression von
N-Cadherin im Vergleich zur Loésungsmittelkontrolle, wahrend die Expression von
Claudin signfikant reduziert wurde. Die Kombination von TGFf und 1 uM MIA-602
erhohte die Expressionsrate von N-Cadherin auf 215 % + 20 % (p < 0,004) und die
Kombination mit 1 uM Calcitriol auf 193 % + 6 % (p < 0,0006). In Kombination mit
10 uM Resveratrol wurde die Expression von N-Cadherin auf 192 % +9 %
(p £ 0,0002) erhoht und in Kombination mit 25 uM Resveratrol auf 222 % =11 %
(p £ 0,0002). Die Kombination von TGFB und 1 uM MIA-602 verringerte die Expres-
sion von Claudin auf 17 % + 4 % (p < 0,003) und die Kombination mit 1 pM Calcitriol
auf 21 % +9 % (p <0,002). Die Kombination von TGFB mit 10 uM Resveratrol
fuhrte zu einer Expressionsrate von 27 % + 7 % (p < 0,0014) und die Kombination
mit 25 UM Resveratrol zu einer Claudin-Expression von 22 % £+ 17 % (p <0,004).

Der Einfluss der Testsubstanzen auf die Proteinbiosynthese von N-Cadherin und
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Claudin in der Zelllinie HCC1806 ist in Abb. 16 dargestellt. Im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit TGF fuhrten die Kombinationsbehandlungen von TGF mit
MIA-602, 10 uM und 25 uM Resveratrol und Calcitriol zu einer signifikant erhéhten
Expression von N-Cadherin (p < 0,015, p <0,003, p 0,001, p< 0,002). Die Expres-
sion von Claudin erh6hte sich durch die Kombination von TGFf mit 1 pM MIA-602
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Abbildung 16: Einfluss von 5 ng/ml TGFB (T), 1 uyM des GHRH-Antagonisten
MIA 602 (M), 1 uM Calcitriol (Calci) und 10 bzw. 25 pM Resveratrol (R10, R25)
allein sowie deren Kombination auf die Expression von N-Cadherin und Claudin in
der Zelllinie HCC1806 in Bezug zur L&sungsmittelkontrolle (Kontr 1: 0,033 %
DMSO, Kontr 2: 0,05 % Ethanol). Dargestellt sind die Proteinbanden von N-
Cadherin bei 140 kDa, von Claudin bei 20 kDa und von B-Aktin bei 42 kDa in einem
reprasentativen Western Blot. Die Balken stellen die Mittelwerte = die
Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen dar. Statistische
Signifikanz: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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signifikant verglichen mit TGFB allein (p <0,042) und auch die Kombination mit
10 uM Resveratrol fuhrte zu einer signifikant erhéhten Expression von Claudin (p <
0,039). Die Kombinationsbehandlungen von TGFB mit Calcitriol und 25 uM Res-
veratrol konnten die Claudin-Expression im Vergleich zur TGFB-Einzelbehandlung
nicht signifikant verandern (p <0,116; p < 0,308).

3.3.2 Einfluss von MIA-602, Resveratrol und Calcitriol auf die Expression von
N-Cadherin und Claudin in der Zelllinie MDA-MB-231

Die Behandlung mit 5 ng/ml TGF fuhrte in der Zelllinie MDA-MB-231 zu einer signi-
fikant erhohten Expression von N-Cadherin auf 233 % = 14 % (p < 0,0003) im
Vergleich zur Loésungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO. Die Expression von
Claudin wurde durch die Behandlung mit 5 ng/ml TGF@ auf 10 % £ 5 % (p < 0,003)
reduziert. Wahrend 1 pM MIA-602 die Expression von N-Cadherin auf 78 % £ 5 %
(p = 0,034) reduzierte, wurde die Expression von Claudin durch MIA-602 nicht signi-
fikant auf 98 % + 27 % (p < 0,928) verringert. Auch die Behandlung mit Calcitriol
und Resveratrol hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von Claudin.
10 uM Resveratrol reduzierte die Expression von Claudin auf 68 % + 16 %
(p =0,060) und 25 uyM Resveratrol auf 98 % £6 % (p <0,796). 1 uM Calcitriol
verringerte die Expression von Claudin auf 82 % + 33 % (p < 0,347) im Vergleich
zur Kontrolle mit 0,05 % Ethanol. Die Behandlung mit 10 uM und 25 puM Resveratrol
fuhrte zu einer signifikant verringerten Expression von N-Cadherin auf 75 % £+ 10 %
(p =0,034) bzw. auf 77 % £ 9 % (p < 0,035) verglichen mit der Losungsmittelkon-
trolle. 1 uM Calcitriol fihrte zu einer nicht signifikant verringerten Expression von N-
Cadherin auf 81 % + 14 % (p < 0,057). Die Kombination der Testsubstanzen mit
5 ng/ml TGF fuhrte zu einer signifikant erhdhten Expression von N-Cadherin ver-
glichen mit der Losungsmittelkontrolle. Die Kombination von TGFB und 1 pM MIA-
602 erhohte die Expression von N-Cadherin auf 240 % + 10 % (p < 0,001) und die
Kombination mit Calcitriol auf 236 % + 7 % (p < 0,001). Durch die Kombination von
TGFB mit 10 pM Resveratrol erh6hte sich die Expression von N-Cadherin auf
205 % = 18% (p < 0,003) und durch die Kombination mit 25 puM Resveratrol auf
236 % + 6 % (p <0,001). Die Kombinationsbehandlungen flhrten zu einer signi-
fikant erniedrigten Expression von Claudin im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle.
Die Kombination von TGFB und 1 uM MIA-602 verringerte die Expression von Clau-
din auf 39 % + 8 % (p < 0,004), die Kombination mit 1 uM Calcitriol auf 45 % + 14 %
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(p =£0,006), die Kombination mit 10 uM Resveratrol auf 32 % £+ 12 % (p < 0,003)
und die Kombination mit 25 pM Resveratrol auf 26 % = 6 % (p <0,003). Der Einfluss
der drei Testsubstanzen auf die Proteinbiosynthese von N-Cadherin und Claudin in
der Zelllinie MDA-MB-231 ist in Abb. 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Einfluss von 5 ng/ml TGFB (T), 1 uM des GHRH-Antagonisten
MIA 602 (M), 1 uM Calcitriol (Calci) und 10 bzw. 25 pM Resveratrol (R10, R25)
allein sowie deren Kombination auf die Proteinexpression der Zelllinie MDA-MB-231
in Bezug zur Lésungsmittelkontrolle (Kontr 1. 0,033 % DMSO, Kontr 2: 0,05 %
Ethanol). Dargestellt sind die Proteinbanden von N-Cadherin bei 140 kDA, von
Claudin bei 20 kDa und von B-Aktin bei 42 kDa in einem reprasentativen Western
Blot. Die Balken stellen die Mittelwerte + die Standardabweichung aus drei
unabhéangigen Versuchen dar. Statistische Signifikanz: *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001.
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Verglichen mit der TGFB-Einzelbehandlung fuhrte die Kombination von TGFf mit
1 uM MIA-602 zu einer signifikant erhéhten Expression von Claudin (p < 0,008) und
die Kombination mit Calcitriol ebenfalls (p < 0,039). Die Kombination von TGFf und
10 pM Resveratrol beeinflusste die Expression von Claudin nicht signifikant im
Vergleich zur Einzelbehandlung mit TGFf (p < 0,074), wahrend die Kombination mit
25 UM Resveratrol die Expression von Claudin signifikant verstarkte (p < 0,025).
Verglichen mit der TGFB-Einzelbehandlung beeinflusste keine der Kombinations-
behandlungen die Expression von N-Cadherin signifikant (p 0,547, p 0,762,
p <0,103, p £0,737).

3.4 Einfluss auf die mRNA-Expression

Die mRNA-Expression der mesenchymalen Marker SLUG, SNAIL, Vimentin und N-
Cadherin sowie des epithelialen Markers Claudin sollte unter Einfluss von Resvera-
trol und Calcitriol untersucht werden. Zusatzlich wurde der Einfluss durch die Kombi-
nation mit TGFB untersucht, um die Wirkung der potenziellen Medikamente auch in

Bezug auf eine TGFB-induzierte EMT analysieren zu kdnnen.

3.4.1 Einfluss von Resveratrol und Calcitriol auf die mRNA-Expression in der
Zelllinie HCC1806

Die Behandlung mit 25 uM Resveratrol fuhrte zu einer signifikant erh6hten mRNA-
Expression von Claudin um 7,989 + 4,064 (p < 0,003). Die mRNA-Expression von
SLUG wurde durch die Behandlung mit 25 pM Resveratrol 1,427 + 0,955-fach
(p =0,508) erhoht, wahrend die Expressionsrate der anderen mesenchymalen
Marker nicht signifikant reduziert wurde. So wurde die mRNA-Expression von
SNAIL auf 0,666 £ 0,584 (p < 0,795) reduziert, die von Vimentin auf 0,471 + 0,201
(p =0,054) und die von N-Cadherin auf 0,285 + 0,364 (p <0,414). Durch die
Behandlung mit 5 ng/ml TGFB wurde die mRNA aller mesenchymalen Marker
verstarkt exprimiert. Die mRNA von SLUG wurde 23,637 + 6,172 (p <0,0011),
SNAIL 10,112 + 3,185 (p <0,0013), Vimentin 5,344 + 1,702 (p<0,017) und N-
Cadherin 5,134 + 2,246-mal verstarkt (p <0,014). Die mRNA-Expression von
Claudin wurde durch die Behandlung mit 5 ng/ml TGF nicht signifikant auf 0,541 +
0,197 verringert (p < 0,283). Die Kombinationsbehandlung von 25 uM Resveratrol
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zusammen mit 5 ng/ml TGFB fuhrte zu einer tendenziell verminderten mRNA-
Expression der mesenchymalen Marker. Die mRNA von SLUG wurde auf
0,755 + 0,389 (p < 0,916) verringert, SNAIL auf 0,847 + 0,194 (p < 0,801), Vimentin
auf 0,648 + 0,313 (p =0,879) und N-Cadherin auf 0,642 + 0,323 (p < 0,892). Die
MRNA von Claudin wurde durch die Behandlung um 4,691 + 1,156 nicht signifikant
(p = 0,465; siehe Abb. 18 A) verstarkt exprimiert.

Die Behandlung mit 1 uM Calcitriol fuhrte zu keiner signifikant verdnderten mRNA-
Expression im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle mit 0,05 % Ethanol. Die mRNA
von SLUG wurde auf 0,548 = 0,324 (p < 0,442) verringert, SNAIL auf 0,441 + 0,326
(p £0,367), Vimentin auf 0,658 + 0,180 (p <0,335) und N-Cadherin auf 0,339 +
0,152 (p < 0,149). Die Behandlung mit 1 uM Calcitriol fihrte zu einer nicht signifikant
erhohten mRNA-Expression von Claudin auf 2,390 + 1,192 (p <0,101). Durch
5 ng/ml TGFB konnte die mRNA Expression der mesenchymalen Marker SLUG und
SNAIL signifikant auf das 13,804 + 5,64-fache (p <0,003) bzw. auf das 9,829 +
2,805-fache (p <0,002) erhdht werden verglichen zur Lésungsmittelkontrolle mit
0,05% Ethanol. Die mRNA-Expression von Vimentin wurde nicht signifikant auf
3,590 £ 0,989 (p <0,341) und die mRNA-Expression von N-Cadherin wurde auf
2,936 + 1,763 (p < 0,528) erhtht. Die mRNA von Claudin wurde nicht signifikant auf
0,658 + 0,290 (p =< 0,845) verringert. Durch die Kombinationsbehandlung von 1 puM
Calcitriol zusammen mit 5 ng/ml TGF zeigten sich keine signifikanten Verander-
ungen der mRNA-Expression verglichen mit der Losungsmittelkontrolle. Die mRNA
von SLUG wurde 0,506 + 0,209-fach (p <0,805) herunterreguliert, SNAIL auf
0,824 +£0,429 (p=<0,920) und Vimentin und N-Cadherin auf 0,737 £ 0,302
(p =0,903) bzw. auf 0,696 + 0,397 (p < 0,857). Die mRNA von Claudin wurde nicht
signifikant auf 2,574 + 1,178 (p < 0,773) erhoht (siehe Abb. 18 B).

Die Kombinationsbehandlung von 5 ng/ml TGF und 25 uM Resveratrol erhéhte die
MRNA-Expression von Claudin signifikant auf das 8,664 + 2,869-fache (p < 0,007)
im Vergleich zur Einzelbehandlung mit TGF[3. Die mesenchymalen Marker wurden
nicht signifikant beeinflusst. Die mRNA von SLUG wurde auf 0,032 + 0,017
(p = 0,131) verringert und die mRNA von SNAIL auf 0,048 = 0,019 (p <0,177). Die
MRNA von Vimentin wurde auf 0,121 + 0,057 (p < 0,257) reduziert und die mRNA
von N-Cadherin auf 0,125 + 0,059 (p < 0,259). Verglichen mit der Einzelbehandlung
von 5 ng/ml TGFB reduzierte die Kombinationsbehandlung zusammen mit 1 uM
Calcitriol die mMRNA-Expression von SLUG signifikant auf 0,037 + 0,020 (p < 0,046),
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SNAIL auf 0,084 + 0,047 (p < 0,046) und Vimentin auf 0,205 + 0,095 (p < 0,046).
Die mRNA von N-Cadherin wurde nicht signifikant auf 0,237 + 0,166 (p < 0,138)
verringert, wahrend die mRNA von Claudin signifikant auf 3,910 + 2,235 (p < 0,047)
anstieg (siehe Abb. 18 C).

Zur besseren Ubersicht sind die Veranderungen der mRNA-Expression in der Zell-
linie HCC1806 in Tab. 5 und Tab. 6 aufgelistet und in Abb. 18 logarithmisch darge-

stellt.

Tabelle 5: Relative Veranderungen der mRNA-Expression im Vergleich zur Lo-
sungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO (oberer Teil) und 0,05 % Ethanol (unterer

Teil) in der Zelllinie HCC1806. Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgehoben.

SLUG

SNAIL

Vimentin

N-Cadherin

Claudin

25 uM
Resveratrol

1,427 + 0,955

0,666 + 0,584

0,471+ 0,201

0,285 + 0,364

7,989 + 4,064

5 ng/ml
TGFB

23,64 £6,172

10,11 + 3,185

5,344 + 1,702

5,134 + 2,246

0,541 £ 0,197

5 ng/ml
TGF@ +
25 uM
Resveratrol

0,755+ 0,389

0,487 £ 0,194

0,648 + 0,313

0,642 + 0,323

4,691 + 1,156

1uM
Calcitriol

0,548 + 0,324

0,441 + 0,326

0,658 + 0,180

0,339 £ 0,152

2,390+1,192

5 ng/ml
TGFB

13,80 = 5,64

9,829 + 2,805

3,590 + 0,989

2,936 +1,763

0,658 + 0,290

5 ng/ml
TGFB +
1uM
Calcitriol

0,506 + 0,209

0,824 £ 0,429

0,737 £ 0,302

0,696 + 0,397

2,574 +1,176

Tabelle 6: Relative Verdnderungen der mRNA-Expression im Vergleich zu 5 ng/ml
TGFgB in der Zelllinie HCC1806. Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgehoben.

SLUG SNAIL Vimentin N-Cadherin Claudin
5 ng/ml TGFB
+ 25 uM 0,032 £ 0,017 | 0,048 + 0,019 | 0,121 + 0,057 | 0,125 + 0,059 | 8,664 + 2,869
Resveratrol
5 ng/ml TGFB
+1uM 0,037 £ 0,020 | 0,084 + 0,047 | 0,205 + 0,095 | 0,237 + 0,166 | 3,910 + 2,235
Calcitriol
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Abbildung 18: Einfluss von 25 uM Resveratrol (Res), 1 uM Calcitriol (Calci) und
5 ng/ml TGFp (T) allein sowie deren Kombinationen auf die mRNA-Expression von
SLUG, SNAIL, Vimentin, N-Cadherin und Claudin in der Zelllinie HCC1806 in Bezug
zur Loésungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO (A), 0,05 % Ethanol (B) und zu
5 ng/ml TGFB (C). Die Balken stellen die Mittelwerte + die Standardabweichung aus
drei unabhangigen Versuchen dar. Statistische Signifikanz: *p < 0,05, **p < 0,01.
Man beachte die logarithmische Skalierung der Y-Achse.

3.4.2 Einfluss von Resveratrol und Calcitriol auf die mRNA-Expression in der
Zelllinie MDA-MB-231

Die Behandlung mit 25 uM Resveratrol filhrte zu einer signifikant verringerten
MRNA-Expression von SLUG auf 0,299 + 0,303 (p < 0,002). Die mRNA von SNAIL,
Vimentin und N-Cadherin wurde durch die Behandlung mit 25 uM Resveratrol nicht
signifikant auf 0,409 + 0,423 (p < 0,063) bzw. auf 0,857 + 0,905 (p < 0,825) und
0,600 % 0,603 (p < 0,226) reduziert. Die mMRNA-Expression von Claudin wurde nicht
signifikant 1,336 + 1,549-fach (p < 0,709) erh6ht. Die Behandlung mit 5 ng/ml TGF[3
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erhohte die mRNA-Expressionen von SLUG auf das 4,438 + 2,083-fache
(p £0,004), SNAIL auf das 4,538 + 2,243-fache (p <0,003), Vimentin auf das
2,334 +1,197-fache (p =<0,002) und N-Cadherin auf das 1,656 + 0,828-fache
(p = 0,045) signifikant. Die Kombinationsbehandlung aus 25 uM Resveratrol und
5ng/ml TGFB fuhrte zu keiner signifikant veranderten mRNA-Expression im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle. Die mRNA von SLUG wurde auf 0,338 + 0,274
(p =0,114) verringert, SNAIL auf 0,705 £ 0,509 (p <0,547), Vimentin auf 0,601 +
0,425 (p < 0,352) und N-Cadherin auf 0,401 + 0,290 (p < 0,084; siehe Abb. 19 A).
Die Behandlung mit 1 uM Calcitriol flhrte nicht zu einer signifikant veranderten
MRNA-Expression im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle mit 0,05 % Ethanol. Die
MRNA von SLUG wurde auf 0,462 + 0,450 (p < 0,654) reduziert, SNAIL auf 0,822 +
0,446 (p =0,942), Vimentin auf 0,401 +0,179 (p <0,721) und N-Cadherin auf
0,544 + 0,300 (p = 0,730). Die mRNA-Expression von Claudin wurde durch 1 pM
Calcitriol nicht signifikant verdoppelt (2,035 + 1,092; p < 0,845). Die Behandlung mit
5 ng/ml TGFB steigerte die mRNA-Expression von SLUG signifikant auf 4,014 +
1,570 (p=0,021), von SNAIL auf 3,655+ 1,450 (p <0,011 verglichen mit der
Ethanol-Kontrolle. Die mRNA-Expression von Vimentin nicht signifikant auf 2,402 +
1,050 (p =0,068) und die von N-Cadherin nicht signifikant auf 1,774 + 0,699
(p =0,164) erhoht. Die mRNA von Claudin wurde signifikant verringert (0,370 +
0,165; p <£0,002). Die Kombinationsbehandlung von 5 ng/ml TGFB und 1 pM
Calcitriol fuhrte zu keiner signifikanten Ver&nderung in der mRNA-Expression.
SLUG wurde auf 0,535 + 0,262 (p <0,114) reduziert, SNAIL auf 0,437 £ 0,180
(p £0,547), Vimentin auf 0,842 + 0,347 (p <0,352) und N-Cadherin auf 0,491 +
2,223 (p < 0,084). Claudin wurde nicht signifikant erhéht (1,117 + 0,588; p < 0,621;
siehe Abb. 19 B).

Die Kombination von 5 ng/ml TGF und 25 uM Resveratrol verminderte die mRNA-
Expression der mesenchymalen Marker signifikant im Vergleich zu Einzelbe-
handlung mit 5 ng/ml TGFB. SLUG wurde auf 0,076 + 0,053 (p < 0,008) und SNAIL
auf 0,155 £ 0,090 (p =< 0,002) gesenkt Vimentin wurde auf 0,257 + 0,137 (p < 0,002)
und N-Cadherin auf 0,242 £ 0,146 (p <0,0013) verringert. Claudin wurde im
Vergleich zur TGFB-Einzelbehandlung nicht signifikant auf das 5,144 + 3,438-fache
(p < 1,01) verstarkt. Verglichen mit der TGFB-Einzelbehandlung flihrte die Kombi-
nationsbehandlung zusammen mit 1 uM Calcitriol zu einer signifikanten Verringe-
rung der mRNA-Expression von SLUG auf 0,133 £ 0,059 (p <0,0013) und von
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SNAIL auf 0,119 + 0,044 (p < 0,002). Die mRNA von Vimentin wurde nicht signifi-
kant auf 0,351 + 0,147 (p <0,361) und die von N-Cadherin auf 0,277 £ 0,122
(p =0,211) verringert. Die mMRNA-Expression von Claudin wurde nicht signifikant
auf 3,017 + 1,260 (p < 0,412) erhoéht (siehe Abb. 19 C).

Zur besseren Ubersicht sind die Veranderungen der mRNA-Expression in der Zell-
linie MDA-MB-231 in Tab. 7 und Tab. 8 aufgelistet und in Abb. 19 logarithmisch dar-
gestellt.

Tabelle 7: Relative Verdanderungen der mRNA-Expression im Vergleich zur L6-
sungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO (oberer Teil) und 0,05 % Ethanol (unterer
Teil) in der Zelllinie MDA-MB-231. Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgehoben.

SLUG SNAIL Vimentin N-Cadherin Claudin
25 Wyl 0,299 + 0,303 | 0,409 + 0,423 | 0,857 + 0,905 | 0,600 + 0,603 | 1,336 + 1,549
Resveratrol
5 ng/ml
TGFB 4,438 +2,083 | 4538+2,243 | 2,334 +1,197 | 1,656 £0,828 | 0,299 + 0,227
5 ng/ml TGFB
+ 25 uM 0,338 +0,274 | 0,705 + 0,509 | 0,601 +0,425 | 0,401 +£0,290 | 1,540+ 1,46
Resveratrol
1 ”.M. 0,462 + 0,450 | 0,822 + 0,446 | 0,401 + 0,179 | 0,544 + 0,300 | 2,035 + 1,092
Calcitriol
5 ng/ml + + + + +
TGFB 4,014 +1,570 | 3,655+1,450 | 2,402 +1,050 | 1,774 £0,699 | 0,370 £ 0,165
5 ng/ml TGF(
+1uM 0,535+ 0,262 | 0,437 £0,180 | 0,842 + 0,347 | 0,491 +2,223 | 1,117 + 0,588
Calcitriol

Tabelle 8: Relative Veranderungen der mRNA-Expression im Vergleich zu 5 ng/ml
TGFB in der Zelllinie MDA-MB-231. Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgeho-

ben.
SLUG SNAIL Vimentin N-Cadherin Claudin
5 ng/ml TGFB
+ 25 uM 0,076 £ 0,053 | 0,155+ 0,090 | 0,257 + 0,137 | 0,242 + 0,146 | 5,144 + 3,438
Resveratrol
5 ng/ml TGFB
+1uM 0,133+ 0,059 | 0,119 + 0,044 | 0,351 + 0,147 | 0,277 £0,122 | 3,017 + 1,260
Calcitriol
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Abbildung 19: : Einfluss von 25 pM Resveratrol (Res), 1 uM Calcitriol (Calci) und
5 ng/ml TGFB (T) allein sowie deren Kombination auf die mRNA-Expression von
SLUG, SNAIL, Vimentin, N-Cadherin und Claudin in der Zelllinie MDA-MB-231 in
Bezug zur Lésungsmittelkontrolle mit 0,033 % DMSO (A), 0,05 % Ethanol (B) und
zu 5 ng/ml TGF (C). Die Balken stellen die Mittelwerte *+ die Standardabweichung
aus drei unabhangigen Versuchen dar. Statistische Signifikanz: *p < 0,05, **p <
0,01. Man beachte die logarithmische Skalierung der Y-Achse.
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4. Diskussion

Triple-negative Mammakarzinome exprimieren weder Ostrogen- oder Progestron-
rezeptoren noch weisen sie eine Uberexpression des Wachstumsrezeptors
Her2/neu auf, die als Zielstrukturen fur die adjuvante Therapie fungieren kdnnten.
Dementsprechend wird intensiv nach neuen Therapieansatzen fiur triple-negative
Mammakarzinome geforscht. Das Vorliegen von Metastasen ist prognostisch
besonders ungunstig, da ab diesem Zeitpunkt nur noch palliativ behandelt werden
kann. Die EMT gilt als wichtiger Prozess, der zur Metastasierung fuhrt. In der vor-
liegenden Arbeit wurde der Einfluss eines GHRH-Antagonisten, von Resveratrol
und von Calcitriol auf das Wachstum und die Migration in triple-negativen Mamma-
karzinomzellen untersucht. Zusatzlich wurde die Proteinexpression von EMT-
Markern sowie die mMRNA-Expression der Transkriptionsfaktoren SNAIL und SLUG
sowie weiterer EMT-Gene bestimmt. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die
Kombinationsbehandlung mit TGFB gelegt, um die Wirkung der potenziellen
Medikamente auch hinsichtlich einer TGFB-induzierten EMT analysieren zu kdnnen.

Die Gliederung der Diskussion erfolgt anhand der Fragestellung in Kapitel 1.7.

4.1 Wird das Wachstum von triple-negativen Mammakarzinomzellen durch

den GHRH-Antagonisten MIA-602, Resveratrol oder Calcitriol beeinflusst?

Die Entdeckung, dass triple-negative Mammakarzinome den hypothalamischen
GHRH-R bzw. die SV1 auf ihrer Oberflache exprimieren, macht GHRH-Antago-
nisten als potenzielle Medikamente interessant [91, 143]. Zahlreiche préaklinische
Studien belegen mittlerweile eine antiproliferative Wirkung von GHRH-Antagonisten
auf triple-negative Mammakarzinomzellen [27, 91, 155]. Fur den GHRH-Antago-
nisten MIA-602 wird in der Literatur eine 1C3o von 1 uM beschrieben [143], sodass
die Experimente in der vorliegenden Arbeit mit dieser Konzentration durchgefihrt
wurden. In Ubereinstimmung mit der Literatur inhibierte 1 uM MIA-602 in der vor-
liegenden Arbeit die Zellproliferation der Zelllinien HCC1806 und MDA-MB-231
signifikant. Erhoben wurden diese Daten nach 72 h Inkubation im MTS-Prolifera-
tionsassay. Hierbei zeigte sich in der Zelllinie HCC1806 eine Wachstumsrestriktion
auf 77 % und in der Zelllinie MDA-MB-231 auf 80 %. Pozsgai und Kollegen konnten
durch die Behandlung mit MIA-602 eine signifikante Wachstumsinhibition in mehrer-

en Mammakarzinomzelllinien nachweisen, darunter auch HCC1806 und MDA-MB-
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231 [143]. Antiproliferative Wirkungen von MIA-602 wurden auch am Mausmodell
untersucht. Die Arbeitsgruppe von Perez zeigte, dass sich in Mausen, denen die
triple-negativen Mammakarzinomzelllinien HCC1806 oder MX-1 xenotransplantiert
worden waren, das Tumorvolumen durch die Behandlung mit MIA-602 mehr als
halbierte im Vergleich zu unbehandelten Tieren [136]. Des Weiteren konnte durch
Buchholz und Kollegen gezeigt werden, dass GHRH-Antagonisten die zytostatische
Wirkung von Chemotherapeutika verstarkten. Durch die Kombination des GHRH-
Antagonisten JMR-132 mit Docetaxel konnte sowohl das Tumorvolumen als auch
das Tumorgewicht von MX-1-xenotransplantierten Mausen im Vergleich zur Einzel-
behandlung signifikant reduziert werden [18]. Diese Beobachtung wurde durch Seitz
und Kollegen in MDA-MB-231-xenotransplantierten Mausen bestatigt [156]. Doce-
taxel gehort zur Gruppe der Taxane und ist ein Standardmedikament in der chemo-
therapeutischen Behandlung des Mammakarzinoms. Ein Erklarungsansatz fur
diese synergistische Wirkung kdnnte durch eine von Perez und Kollegen publizierte
Studie geliefert werden. Dort supprimierte die zusatzliche Gabe von MIA-602 zu
dem Chemotherapeutikum Doxorubicin signifikant die Expression des MDR1-Gens
(multidrug resistance gene 1), das fur Resistenzen gegen Medikamente ursachlich
sein kann. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass MIA-602 die Aktivitat der MDR1-
Transporter in den Zelllinien HCC1806 und MX-1 signifikant reduzierte [135].
Obwohl in préklinischen Experimenten die antiproliferative Wirkung von GHRH-
Antagonisten fir zahlreichen Tumorentitaten eindrucksvoll belegt werden konnte,
fehlen hierzu klinische Daten. Die Studien, die bis dato mit GHRH-Antagonisten
durchgefuihrt wurden, umfassten maximal 14 Personen und konzentrierten sich
lediglich auf den Einfluss der Antagonisten auf die physiologische GH-Sekretion [60]
[61, 127] und auf Patienten mit Akromegalie [44]. Hierbei zeigte sich eine gute Ver-
traglichkeit der GHRH-Antagonisten, sodass weitere klinischen Daten, auch hin-
sichtlich der Wirkung auf Tumorerkrankungen, erhoben werden sollten.

Dem Phytoalexin Resveratrol werden zahlreiche antikanzerogene Eigenschaften
zugesprochen. Das macht Resveratrol auch fur die Behandlung von triple-negativen
Mammakarzinomen interessant. So konnten mittlerweile zahlreiche Studien einen
antiproliferativen Effekt auf das Zellwachstum von ER-negativen Brustkrebszell-
linien belegen. Aufgrund der inkonsistenten Datenlage bzgl. der ICso von Resvera-
trol wurde in der vorliegenden Arbeit mit 10 uM und 25 pM gearbeitet. 10 uM

Resveratrol inhibierte in der vorliegenden Arbeit das Zellwachstum in der Zelllinie
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HCC1806 signifikant auf 65 % und in der Zelllinie MDA-MB-231 auf 71 %. Dieser
Effekt war durch die Behandlung mit 25 uM Resveratrol starker mit einer Inhibition
auf 16 % in der Zelllinie HCC1806 und auf 36 % in der Zelllinie MDA-MB-231. Die
konzentrationsabhangige Inhibition des Zellwachstums durch Resveratrol in ER-
negativen Zelllinien fanden auch Poschner und Kollegen [142]. Nach 48 h
Inkubation zahlten sie ab einer Konzentration von 7,5 uM eine signifikant reduzierte
Zellzahl in der Zelllinie MDA-MB-231. Ahnliche Ergebnisse konnten durch Nguyen
und Kollegen [123] und durch Murias und Kollegen [117] im MTT-Proliferations-
assay erhoben werden. Die Inkubationszeiten dort betrugen 24 h und 48 h bzw.
72 h. Dennoch gibt es Arbeitsgruppen, die die inhibitorischen Effekte von Resvera-
trol erst bei deutlich hoheren Konzentrationen detektierten. So zeigte die Arbeits-
gruppe von Li im MTT-Proliferationsassay erst ab Konzentrationen von 40 pM eine
signifikant reduzierte Zellproliferation fur die Zelllinie MDA-MB-231. Die Konzen-
trationsspanne von 2 - 20 uM fiihrte hingegen zu einem verstérkten Zellwachstum
[104]. Zu diskutieren ist, ob die von dieser Arbeitsgruppe verwendete Zelldichte mit
8000 Zellen/Well — Giber zehnmal mehr als in dieser Arbeit — zu hoch war, um nach
24 h einen antiproliferativen Effekt im niedrigen Konzentrationsbereich zu erzielen.
Der von Li und Kollegen beschriebene duale Effekt von Resveratrol auf die Zell-
proliferation wird in der Literatur mehrheitlich fir ER-positive Zelllinien beschrieben
[9, 119, 142]. Aufgrund dieser Beobachtungen warnt ein Kreis von Wissenschaftlern
vor verfrihten Einsatzen des Phytoalexins in der Therapie des Mammakarzinoms
und halt weiterfihrende Studien fir dringend notwendig, um das unklare Potential
von Resveratrol in Mammakarzinompatientinnen aufzukléaren [24]. Eine besondere
Gefahr sehen die Forscher auch in der Fahigkeit von Mammakarzinomzellen ihren
Rezeptorstatus im Laufe der Erkrankung zu andern, in dessen Folge sich auch die
Wirkung von Resveratrol auf die Tumorzellen andern kdnnte. Eine mdgliche Er-
klarung fir die duale Wirkung konnte die strukturelle Ahnlichkeit zwischen Resvera-
trol und Ostradiol (E2) sein, durch die Resveratrol sowohl mit ERa als auch mit ERB
interagiert [141]. In Abhangigkeit von dem dominierenden ER-Subtyp und der E2-
Konzentration wurden sowohl agonistische als auch antagonistische Wirkungen be-
schrieben [5, 14]. Da die Bindungsaffinitit von Resveratrol jedoch gering ist,
herrscht in wissenschaftlichen Kreisen der Konsens, dass Resveratrol diesen du-
alen Effekt GUber weitere Mechanismen vermittelt. Eine durch Resveratrol regulierte

Erhéhung des Ostrogenspiegels wird als mogliche Losung diskutiert [35, 49, 154].
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Auch am Mausmodell konnte die antiproliferative Wirkung von Resveratrol nicht
durchgéngig bestatigt werden. Wéahrend zahlreiche Studien einen inhibieren-den
Effekt von Resveratrol auf das Tumorwachstum detektierten [22, 30, 87, 101],
konnten Castillo-Pichardo und Kollegen diesen Effekt nicht beobachten, sondern
verzeichneten ein verstarktes Tumorwachstum durch die Behandlung mit Resvera-
trol in MDA-MB-231-xenotransplantierten Mausen [24]. Bove und Kollegen hinge-
gen sahen keinen Einfluss von Resveratrol auf die Tumorgrof3e im Mausmodell [13].
Hierbei kdnnten die unterschiedlichen Studiendesigns sowie zum Teil fehlende In-
formationen zur Reinheit und Bezugsquelle von Resveratrol zu den kontraren Er-
gebnissen geflihrt haben [23]. Castillo-Pichardo und Kollegen sehen in den unter-
schiedlichen Resveratrolkonzentrationen eine mogliche Ursache [24]. Aufgrund des
unklaren Potentials von Resveratrol auf Mammakarzinomzellen, wurde es bis dato
nicht in klinischen Studien mit Brustkrebspatientinnen eingesetzt, jedoch bei Pati-
enten mit kolorektalem Karzinom. Die Arbeitsgruppe von Nguyen untersuchte in
einer ersten Phase I-Studie den Einfluss von Resveratrol und Traubenpulver auf die
Genexpression des Wnt-Signalwegs in 8 Patienten mit kolorektalem Karzinom
[122]. Der Wnt-Signalweg ist in 85 % der sporadisch auftretenden kolorektalen Kar-
zinome durch Mutationen aktiviert und gilt als wichtiger molekularer Erklarungs-
ansatz fur deren Entstehung. Zum Zeitpunkt der Diagnose und nach 14-tagiger Ap-
plikation von Resveratrol bzw. des Traubenpulvers wurden Biopsien aus gesunder
und kanzeréser Darmmukosa entnommen. In dem tumorésem Gewebe konnte kein
positiver Einfluss von Resveratrol oder des Traubenpulvers auf die Aktivitat des
Wnt-Signalwegs festgestellt werden, jedoch in der gesunden Mukosa, sodass von
den Studienleitern lediglich ein chemopraventiver Effekt von Polyphenolen inkl.
Resveratrol resumiert werden konnte. Tomé-Carneiro und Kollegen beméngeln ei-
ne fehlende diatetische Restriktion und moégliche Arzneimittelinteraktionen im Stu-
diendesign, die moglicherweise zu verfalschten Ergebnissen gefuhrt haben kdnnten
[182]. Weitere klinische Studien an gesunden Probanden bestatigten jedoch den
chemopraventiven Effekt von Resveratrol. Brown und Kollegen detektierten nach
einer 29-tdgigen Einnahme von Resveratrol einen signifikant reduzierten IGF-1-
Serumspiegel [17] und auch Chow und Kollegen demonstrierten nach einer vier-
wochigen Resveratrol-Supplementierung erhdhte Aktivitatslevel bei zahlreichen
antikanzerogenen Enzymen [36]. Ein therapeutischer Effekt konnte bis jetzt fir Res-

veratrol in klinischen Studien nicht nachgewiesen werden. Es muss jedoch betont
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werden, dass diesbezuglich aufgrund der geringen Anzahl der Studien und
Probanden noch keine reprasentative Datenlage existiert und weitere Studien, auch
hinsichtlich Toxizitat und Arzneimittelinteraktion, benétigt werden.

Calcitriol beeinflusst den Zellzyklus, die Apoptose und die Zelldifferenzierung. Viele
Tumorerkrankungen werden mit einem Vitamin-D-Mangel assoziiert, sodass
Calcitriol als potenzielles Medikament diskutiert wird. 1 uM Calcitriol inhibierte in der
vorliegenden Arbeit weder die Proliferation der Zelllinie HCC1806 noch die der
Zelllinie MDA-MB-231 signifikant. In Studien aus der Literatur konnte Calcitriol bei
Konzentrationen zwischen 0,001 uM und 0,1 pM einen antiproliferativen Effekt auf
ER-positive Zellen erzielen, jedoch nicht auf ER-negative Zelllinien [16, 20, 43, 149,
178]. Eine Erklarung fur die starkere Wirkung von Calcitriol auf ER-positive Zellen
im Vergleich zu ER-negativen Zellen kénnte aus einer Studie von Krishnan und Kol-
legen entnommen werden. Dort fiuhrte Calcitriol in vitro und in vivo zu einer redu-
zierten Expression des 0Ostrogensynthetisierenden Enzyms Aromatase und des
ERa, wodurch die wachstumsfordernde Wirkung der Ostrogene abgeschwacht
wurde [92, 93, 169, 172]. Auch die schlechtere Differenzierung von triple-negativen
Zellen im Vergleich zu ER-positiven Zellen und der konsekutiv verminderten Expres-
sion des VDR konnte eine Erklarung fur das schwache Ansprechen von MDA-MB-
231 und HCC1806 auf Calcitriol sein [20]. Da fur diese beiden Zelllinien Mutationen
im p53-Gen beschrieben wurden [28], kénnte auch der Nachweis von Stambolsky
und Kollegen einen Erklarungsansatz bieten, wonach p53-mutierte Zellen die
proapoptotischen Effekte von Calcitriol in ein antiapoptotisches Signal umwandeln
[165]. Zusatzlich konnten Swami und Kollegen zeigen, dass Calcitriol in der ER-
positiven Zelllinie MCF-7 ein anderes Genspektrum aktiviert als in der ER-negativen
Linie MDA-MB-231. Wahrend bei MCF-7 vor allem Gene, die mit Zellzyklusarrest
und Apoptose assoziiert sind, durch Calcitriol aktiviert wurden, zeigte sich in der
Zelllinie MDA-MB-231 kein Effekt [174]. Dahingegen zeigten die Arbeitsgruppen von
Flanagan [56] und LaPorta [97] eine Wachstumsrestriktion durch Calcitriol auch in
triple-negativen Brustkrebszellen. Problematisch hierbei ist jedoch die Tatsache,
dass die Arbeitsgruppe von LaPorta fur ihre Studien keine kommerzielle Zelllinie
verwendete, sondern eine in ihrem Labor etablierte Linie. Die antiproliferativen Wir-
kungen von Calcitriol wurden in der Literatur auch im Mausmodell untersucht.
Swami und Kollegen zeigten, dass in ER-positiven Mausmodellen das Tumorvolu-

men durch Calcitriol signifikant reduziert wurde [171, 173], wahrend in triple-negativ-

66



en Modellen lediglich eine tendenzielle Reduktion beobachtet werden konnte. Signi-
fikante Ergebnisse lie3en sich hier nur durch die Kombination von Calcitriol mit wei-
teren Substanzen erreichen [12, 57], was jedoch ebenfalls einen potenziellen Thera-
pieansatz darstellen konnte. Calcitriol wurde bereits in klinischen Studien einge-
setzt. Zeichner und Kollegen untersuchten den Einfluss von Calcitriol an 308 Pati-
entinnen mit einem nicht metastasierten Her2/neu-positiven Mammakarzinom. Die
Patientinnen wurden zielgerichtet mit dem Her2/neu-Antikdrper Trastuzumab sowie
mit einer zytostatischen Therapie behandelt. Die Patientengruppe, die zusatzlich
Calcitriol erhielt, zeigte eine signifikant verringerte Rezidivrate nach 5 Jahren. Das
Gesamtiuberleben wurde jedoch nicht beeinflusst [202]. An Patientinnen mit triple-

negativen Mammakarzinomen wurde Calcitriol bis jetzt noch nicht getestet.

Zusammenfassend betrachtet kann die Frage, ob die Proliferation von triple-
negativen Mammakarzinomzellen durch den GHRH-Antagonisten MIA-602 und
Resveratrol beeinflussbar ist, positiv beantwortet werden. Fir Resveratrol zeigte
sich zusatzlich ein konzentrationsabhaniger Effekt. Fur Calcitriol konnte kein signifi-
kanter Einfluss detektiert werden.

4.2 Wird die Migration von triple-negativen Mammakarzinomzellen durch den
GHRH-Antagonisten MIA-602, Resveratrol oder Calcitriol beeinflusst?

Tumorzellen, die eine EMT durchlaufen haben, weisen eine erhdhte Motilitat auf
und konnen sich aus dem epithelialen Zellverband I6sen und Metastasen in fernen
Korperregionen bilden. Die Zellmigration ist folglich fur den Prozess der Metas-
tasierung wichtig. Die Motilitat der Zelllinien HCC1806 und MDA-MB-231 wurde in
der vorliegenden Arbeit im Scratch-Assay 24 h und 48 h nach Beginn der Inkubation
mit den potenziellen Medikamenten analysiert. 1 pM des GHRH-Antagonisten MIA-
602 inhibierte die Migration in beiden Zelllinien signifikant. Diese Beobachtungen
machten auch Bellyei und Kollegen sowie Vacas und Kollegen, die bei der triple-
negativen Zelllinie MDA-MB-468 durch die Behandlung mit dem GHRH-Antago-
nisten MIA-602 bzw. MIA-609 eine verminderte Motilitat feststellten [10, 184]. Der
inhibierende Effekt des GHRH-Antagonisten MIA-602 auf die Zellmigration wurde
auch in anderen Tumorentitaten beobachtet [188, 194]. In der vorliegenden Arbeit
konnte dieser Effekt erstmals fur die triple-negativen Mammakarzinomzelllinien
HCC1806 und MDA-MB-231 gezeigt werden. Andere Arbeitsgruppen fanden am
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Mausmodell, dass MIA-602 die Metastasenbildung von androgen-unabh&angigen
Prostatakarzinomen und von Bronchialkarzinomen verminderte [115, 188]. Studien,
die den Einfluss von MIA-602 auf die Metastasierung von triple-negativen Mamma-
karzinomen in vivo untersuchten, konnten in der Literatur nicht gefunden werden.
Hierzu ware es — auch im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit —
sinnvoll, Untersuchungen durchzufiihren.

In beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zelllinien inhibierte 25 uM
Resveratrol die Zellmigration signifikant. Fur 10 uM Resveratrol konnte lediglich ein
tendenzieller Effekt beobachtet werden. In der Literatur wurde der inhibierende
Effekt von Resveratrol auf die Zellmigration von triple-negativen Zelllinien schon
mehrfach beschrieben [52, 99, 166]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch erst-
mals fur die Zelllinie HCC1806 gezeigt werden, dass 25 uM Resveratrol die Migra-
tion hemmt. Lee und Kollegen detektierten einen inhibierenden Effekt von Resvera-
trol auf die Zellmigration der Mauszelllinie 4T1 ab einer Konzentration von 10 uM
[99]. Die Arbeitsgruppen von Suh [166] und Ferraz da Costa [52] hingegen konnten
diesen Effekt in der Zelllinie MDA-MB-231 erst ab Konzentrationen von 50 uM bzw.
100 pM demonstrieren. Da die beiden Arbeitsgruppen auch in weiteren Experi-
menten eine signifikante Wirkung durch Resveratrol erst in hohen Konzentrations-
bereichen erzielten, kdnnten unterschiedliche Kulturbedingungen und Zellpassa-
gen ursachlich dafir sein, dass eine Wirkung mit abweichenden Konzentrationen
erzielt werden konnte. Zusatzlich muss erwahnt werden, dass im Rahmen dieser
Arbeit die Methode des Scratch-Assays in unsere Arbeitsgruppe eingefiihrt wurde.
Mithilfe eines grindlichen Literaturstudiums bzgl. Vorbereitung und Ablauf sowie
mehreren Testdurchlaufen wurden standadisierte Ablaufe erprobt, diese kdnnen
sich jedoch ggf. von denen anderer Arbeitsgruppen unterscheiden. Da sich in der
vorliegenden Arbeit die Ergebnisse fur beide Zelllinien gro3tenteils gut im Scratch-
Assay darstellen und reproduzieren liel3en, halten wir unsere Ergebnisse flr valide.
Der inhibierende Effekt von Resveratrol auf die Zellmigration in vitro wurde auch in
weiteren Tumorentitdten nachgewiesen [8, 25, 86, 200]. Die Datenlage bzgl. der
Wirkung von Resveratrol auf die Metastasierung im Mausmodell ist hingegen nicht
eindeutig. Sun und Kollegen fanden nach der Applikation von 40 mg Resveratrol
pro kg Koérpergewicht fir 2 Monate eine signifikant reduzierte Anzahl von Lungen-
metastasen bei MDA-MB-231-xenotransplantierten Mausen [168]. Castillo-Pichardo

und Kollegen fanden hingegen im gleichen Mausmodell durch die Applikation von
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5 mg und 50 mg Resveratrol pro kg Korpergewicht fir 108 Tage eine signifikant er-
hohte Anzahl von Lungenmetastasen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Fur die Zell-
linie MDA-MB-435 zeigte dieselbe Arbeitsgruppe unter gleichen Studienbedin-
gungen eine tendenziell erhohte Anzahl von Lungenmetastasen [24]. Fur die Zell-
linie HCC1806 konnten in der Literatur keine Studien mit Resveratrol am Maus-
modell gefunden werden.

1 uM Calcitriol inhibierte die Zellmigration weder in der Zelllinie HCC1806 noch in
der Zelllinie MDA-MB-231 signifikant. Es konnte lediglich ein tendenzieller Effekt be-
obachtet werden, der in beiden Zelllinien sichtbar war. Auch Hillyer und Kollegen
konnten keinen signifikanten Einfluss von Calcitriol auf die Migration der Zelllinie
MDA-MB-231 im Scratch-Assay nach 48 h detektieren [68]. Diese Ergebnisse ste-
hen im Gegensatz zu der Beobachtung von mehreren Arbeitsgruppen, die heraus-
fanden, dass Calcitriol die Zellmigration von triple-negativen Zellen hemmt [33, 206].
Besonders interessant ist dabei die Beobachtung von Hansen und Kollegen, dass
Calcitriol zwar die Zellmigration der Zelllinie MDA-MB-231 inhibierte, jedoch nicht
die Zellproliferation [62]. Einen moéglichen Erklarungsansatz kénnte die Studie von
Swami und Kollegen liefern, in der mithilfe von Genexpressionsanalysen der Effekt
von Calcitriol auf die Expression von 2000 tumorassoziierten Genen in der triple-
negativen Zelllinie MDA-MB-231 untersucht worden ist. Hierbei modulierte Calcitriol
vor allem Gene, die eine Zellmigration beeinflussen wie z. B. Matrix-Metalloprotein-
asen (MMP) und Zelladhasionsmolekiile. Gene, die mit Apoptose oder Zellzyklus-
arrest assoziiert sind, wurden in deutlich geringerem Ausmalf reguliert [174]. Han-
sen und Kollegen hatten ihre Ergebnisse mit einem Transwell-Migrationsassay nach
4 Tagen Behandlung erzielt [62]. Hier kdnnte ein Grund fur den Unterschied zu dem
in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnis mit dem Scratch-Assay liegen. Die
antimetastasierende Wirkung von Calcitriol wurde auch am Mausmodell untersucht.
In vivo ist der Anwendungsbereich von Calcitriol aufgrund hyperkalzadmischer
Nebenwirkungen jedoch eingeschrankt. Wahrend Anisiewicz und Kollegen eine im
Vergleich zur Kontrollgruppe verstarkte Lungenmetastasierung in Mausen mit Tu-
moren aus triple-negativen 4T1-Zellen demonstrierten [6], zeigten Wilmanski und
Kollegen eine verminderte Metastasenzahl, jedoch nur an einem artifiziellen Model
[192]. Um die unerwiinschten Nebenwirkungen von Calcitriol in vivo zu umgehen,

wurde eine Vielzahl von Vitamin D-Analoga synthetisiert, die weniger Einfluss auf

69



den Kalziumhaushalt haben. Deren antimetastasierender Effekt — auch auf

Mammakarzinomzellen — konnte in mehreren Studien gezeigt werden [48, 53, 120].

Die Frage, ob die Migration von triple-negativen Mammakarzinomzellen durch den
GHRH-Antagonisten MIA-602 und das Phytoalexin Resveratrol beeinflussbar ist,
kann positiv beantwortet werden. Calcitriol bewirkte in beiden Zelllinien nur einen

tendenziellen Effekt.

4.3. Reguliert die Behandlung mit dem GHRH-Antagonisten MIA-602, Resvera-
trol oder Calcitriol die Transkription oder die Proteinbiosynthse von EMT-

Markern?

Nach den vielversprechenden Ergebnissen im Proliferations- und Migrationsassay,
ist die Frage interessant, ob die einzelnen Substanzen auch auf die Regulation der
MRNA-Transkription oder der Proteinbiosynthese gewirkt haben. Stellvertretend fur
den epithelialen Phanotyp wurde die Transkription von Claudin untersucht, wahrend
auf mesenchymaler Seite die Transkription von SLUG, SNAIL, Vimentin und N-
Cadherin analysiert wurde. Bei Claudin und N-Cadherin wurden auch die synthe-
tisierten Proteinmengen gemessen.

MIA-602 beeinflusste die Proteinexpression von Claudin nicht signifikant, wahrend
N-Cadherin signifikant reduziert wurde. Der méRige Einfluss von MIA-602 auf die
Proteinbiosynthese des epithelialen Markers Claudin steht augenscheinlich im Ge-
gensatz zu der eindricklichen Wirkung des GHRH-Antagonisten auf die Zellpro-
liferation und Migration. Einen Erklarungsansatz hierfir kénnte eine von Niemann
und Kollegen publizierte Studie liefern. Dort zeigte die Arbeitsgruppe, dass vor allem
N-Cadherin die Invasivitdt und Motilitat von Tumorzellen beeinflusst, wahrend epi-
theliale Marker diesbeziiglich eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen [124].
Wheelock und Kollegen definierten in Anlehnung daran den Begriff ,Cadherin-
Switching“ neu und stellten die erhohte Expression von N-Cadherin in den Fokus,
wahrend die Expression von E-Cadherin an Bedeutung verlor [191]. Als moglicher
Mechanismus, Uber den N-Cadherin zu erhdhter Motilitat und Invasivitat von
Tumorzellen fuhrt, wird die Interaktion mit Rezeptor-Tyrosinkinasen diskutiert.
Doherty und Kollegen ziehen in Erwagung, dass N-Cadherin die Dimerisierung des
FGF-Rezeptors (fibroblast growth factor-Rezeptor) erleichtert und zu einer unab-

hangigen Signalweiterleitung fuhrt [45]. Auch Interaktionen mit weiteren Rezeptor-
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Tyrosinkinasen werden vermutet [176, 191]. Des Weiteren erleichtert das von Tu-
morzellen exprimierte N-Cadherin Uber direkte Bindung an endotheliales N-Cad-
herin den Zugang zum Gefal3system und somit die Méglichkeit zur Metastasierung
[63]. Die von Niemann und Kollegen publizierte Annahme, dass vor allem die Re-
duktion der mesenchymalen Marker entscheidend ist, wird durch die Literatur zum
Einfluss von GHRH-Antagonisten auf die Genexpression von EMT-Markern unter-
stutzt. Denn obwohl die aufgefiihrten Arbeitsgruppen alle einen inhibierenden Effekt
von GHRH-Antagonisten auf die Zellproliferation und Migration in vitro beobachte-
ten, zeigten lediglich Bellyei und Kollegen in der triple-negativen Zelllinie MDA-MB-
468 — bei einer gleichzeitigen Reduktion des mesenchymalen Markers 3-Catenin —
auch eine Erhéhung von E-Cadherin im Western Blot [10]. Mufios-Moreno und
Kollgen hingegen demonstrierten nach der Behandlung von Prostatakarzinom-
zellen mit den GHRH-Antagonisten JMR-132 und JV-1-38 sowohl eine verringerte
Expression von B-Catenin als auch eine Reduktion von E-Cadherin [115]. Popovics
und Kollegen konnten ausschlief3lich eine signifikante Reduktion von N-Cadherin
durch den GHRH-Antagonisten MIA-690 in chronisch entziindeten Prostatazellen
zeigen, wahrend die Expression von E-Cadherin nicht beeinflusst wurde [140]. Den-
noch muss daraufhin gewiesen werden, dass die aktuelle Datenlage bzgl. der Wir-
kung von GHRH-Antagonisten auf die EMT sparlich ist und durch weitere Experi-
mente erganzt werden sollte, sodass statistisch valide Aussagen diesbeziglich ge-
troffen werden kdnnen.

Resveratrol reduziert die Genexpression von mesenchymalen Markern und erhoht
parallel dazu die epithelialen Marker signifikant, wie eine Vielzahl von Arbeitsgrup-
pen zeigte [19, 78, 82, 159, 198, 200]. In der vorliegenden Arbeit reduzierten 10 uM
und 25 uM Resveratrol die Proteinbiosynthese von N-Cadherin in beiden Zelllinien
signifikant, wahrend in der Zelllinie HCC1806 erst bei 25 uM Resveratrol eine signi-
fikant verstarkte Expression von Claudin beobachtet werden konnte. Auf die mRNA-
Transkription hatte 25 uM Resveratrol in beiden Zelllinien hauptsachlich tendenzi-
elle Einflisse. Zur Diskussion steht, ob das abweichende Ergebnis bzgl. der epi-
thelialen Expression in der vorliegenden Arbeit durch die getroffene Auswahl von
Claudin als epithelialen Marker erklart werden kdnnte, da in der Literatur fast aus-
schliel3lich die Expression von E-Cadherin untersucht wurde. Auf dieses Problem
weisen auch Singh und Kollegen hin, die betonen, dass die EMT-assoziierten Ver-

anderungen von Claudin komplexer seien als die von E-Cadherin und nicht zwangs-
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laufig miteinander verglichen werden konnten [160]. Da sich der medikamenttse
Einfluss auf den epithelialen Phanotyp gut am Beispiel von Claudin in der vorlie-
genden Arbeit darstellen lie3, wurde an Claudin festgehalten. Zusatzlich muss er-
wahnt werden, dass in Arbeiten aus der Literatur h&dufig mit deutlich héheren Kon-
zentrationen und mit langeren Inkubationszeiten gearbeitet wurde. Die Tatsache,
dass die Behandlung mit 25 uM Resveratrol die Genexpression von Claudin zu-
mindest in der Zelllinie HCC1806 signifikant erhdhte, kénnte ein Hinweis darauf
sein, dass die Expression von Claudin erst bei h6heren Konzentrationen signifikant
beeinflusst wird. In zukiinftigen Experimenten sollte die Konzentration von Resvera-
trol dementsprechend probeweise erhéht werden.

Calcitriol hatte in der vorliegenden Arbeit in der Konzentration von 1 uM ausschliel3-
lich einen tendenziellen Effekt auf die Genexpression der epithelialen und mesen-
chymalen Marker. Dieses Ergebnis geht einher mit der in der vorliegenden Arbeit
detektierten schwachen Wirkung von Calcitriol auf die Proliferation und Migration,
steht jedoch im Gegensatz zu den Angaben aus der Literatur. Chiang und Kollegen
demonstrierten in der Zelllinie MDA-MB-231 nach 48 h Behandlung mit 0,1 uM
Calcitriol eine signifikante Reduktion von N-Cadherin im Western Blot und eine
signifikant erhdéhte Expression von E-Cadherin [33]. Da Calcitriol in dieser Publika-
tion allerdings auch die Migration und die Invasion inhibierte, kann davon ausge-
gangen werden, dass die Zellen allgemein sensibel fur Calcitriol waren, was durch
andere Kulturbedingungen erklart werden kénnte. Abdel-Mohsen und Kollegen
untersuchten die Wirkung von Calcitriol auf die Transkription von E-Cadherin in der
Zelllinie HCC1806. Erst nach einer Inkubation von 6 Tagen mit 0,1 uM Calcitriol de-
tektierten sie eine signifikante Erhéhung von E-Cadherin in der pCR [1]. Dieser
Effekt trat deutlich friiher ein, wenn die Zellen in Folge einer Transfektion den VDR
Uberexprimierten, sodass von einer direkten Transkriptionskontrolle Giber den nukle-
aren Rezeptor ausgegangen werden kann. Pendas-Franco und Kollegen detek-
tierten 72 h nach Calcitriolgabe eine signifikante Reduktion von N-Cadherin auf die
triple-negative Zelllinie MDA-MB-453 im Western Blot, wahrend die Expression von
Claudin erhdht war [134]. Hierzu muss jedoch erwé&hnt werden, dass im Rahmen
der Publikation initial das Ansprechen unterschiedlicher Brustkrebszelllinien auf
Calcitriol untersucht wurde. Wéahrend sich in der Zelllinie MDA-MB-453 durch die
Behandlung mit Calcitriol die Expression des VDR stark erhéhte, zeigten sich

dahingehend in der Zelllinie MDA-MB-231 keine signifikanten Anderungen. Es kann
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also vermutet werden, dass in der Zelllinie MDA-MB-231 ebenfalls kein Einfluss von
Calcitriol auf die Genexpression von EMT-Markern hatte detektiert werden kénnen.
Zusatzlich muss erwéhnt werden, dass von mehreren Forschungsgruppen eine
Her2/Neu-Uberexpression in Zelllinie MDA-MB-453 gefunden wurde, sodass mog-
licherweise keine triple-negative Linie vorliegt [70, 100]. Die Wirkung von Calcitriol
auf die EMT wurde besonders intensiv am kolorektalen Karzinom erforscht, wo
durch zahlreiche Arbeitsgruppen ein signifikanter Effekt auf die Genexpression von
EMT-Markern gezeigt werden konnte [98]. Diese Ergebnisse kénnen jedoch auf-
grund der unterschiedlichen Tumorbiologie nicht zwangslaufig mit triple-negativen
Mammakarzinomzellen verglichen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der mRNA-Transkription nach 2 h
Behandlung gemessen. Die Effekte waren meistens tendenziell. Hier hatten eventu-
ell andere Messpunkte zu signifikanten Unterschieden gefiuihrt. SLUG und SNAIL
werden als Transkriptionsfaktoren zeitlich vor den Effektorproteinen wie N-Cad-
herin, Vimentin und Claudin reguliert, sodass in zukiinftigen Experimenten ggf. mit
mehreren Messpunkten gearbeitet werden sollte. Des Weiteren sollte bericksich-
tigt werden, dass die EMT kein binarer Prozess ist, sondern eine Abfolge von unter-
schiedlichen epithelial-mesenchymalen Zwischenstadien, die durch individuelle Ex-
pressionslevel der Proteine charakterisiert sind. Der medikamentdse Einfluss auf
die Genexpression muss somit nicht alle Marker gleichzeitig oder gleicher-maf3en
betreffen.

Die Frage, ob die untersuchten Substanzen einen Effekt auf die Genexpression von
EMT-Markern haben, kann fur MIA-602 und Resveratrol positiv beantwortet werden,
da sie die Proteinbiosynthse des fur die Invasion und Zellmigration entscheidenden
Proteins N-Cadherin signifikant reduzierten. Fur Calcitriol konnte kein signifikanter

Einfluss detektiert werden.

4.4 Beeinflussen der GHRH-Antagonist MIA-602, Resveratrol oder Calcitriol
eine mit TGFB induzierte EMT?

In den vorangegangen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass der
GHRH-Antagonist MIA-602 und Resveratrol die EMT in triple-negativen Mamma-
karzinomzellen direkt beeinflussen, fur Calcitriol konnte diesbezlglich kein Effekt

nachgewiesen werden. Da Tumorzellen in vivo verstarkt den Wachstumsfaktor
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TGFB exprimieren, der Uber autokrine und parakrine Sekretion die EMT induziert
und aufrechterhalt, kdnnte es aufschlussreich sein, die Wirkung der drei potenziel-
len Medikamente auch in Anwesenheit von TGF zu Uberprifen.

Die Behandlung der triple-negativen Zelllinien HCC1806 und MDA-MB-231 mit
TGF fuhrte zu einer verstarkten Zellmigration in beiden Zellreihen. TGF( verstarkte
die mRNA der Transkriptionsfaktoren SNAIL und SLUG signifikant sowie meistens
auch die mRNA von Vimentin und N-Cadherin. Die mRNA von Claudin wurde ten-
denziell verringert. Im Western Blot konnte eine signifikante Reduktion von Claudin
durch TGFB gemessen weren, wahrend die Expression von N-Cadherin signifikant
erhoht wurde. Dies stimmt mit Ergebnissen aus der Literatur Uberein und belegt die
potente Wirkung von TGF als EMT-Induktor [114, 168, 187]. Ebenfalls in Uberein-
stimmung mit Literaturdaten inhibierte TGF[3 die Zellproliferation in beiden Zelllinien
signifikant, wobei ein Zellzyklusarrest in der G1l-Phase als ausschlaggebend
betrachtet wird [116]. Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die EMT mit einer transi-
enten Reduktion der Zellproliferation assoziiert sein konnte [59]. Die Effektivitat, mit
der Medikamente eine TGFB-induzierte EMT beeinflussen, wird laut Literatur haupt-
sachlich anhand der Zellmigration sowie der Genexpression von EMT-Markern
beurteilt. Deshalb fokussiert sich die folgende Diskussion ebenfalls auf diese As-
pekte.

MIA-602 konnte in beiden Zelllinien die TGFB-induzierte Zellmigration aufheben.
Auch im Western Blot fuhrte die zusatzliche Gabe von MIA-602 zu einer signifikant
verstarkten Proteinbiosynthese von Claudin. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse,
dass MIA-602 in der Lage ist einer TGFB-induzierten EMT entgegenzuwirken. Ein
ahnliches Ergebnis demonstrierten Popovics und Kollegen in entziindeten Prostata-
zellen als Modell fir benigne Prostatahyperplasie [139].

Auch Resveratrol konnte in beiden Zelllinien die TGFB-induzierte Migration aufhe-
ben. Nach zusatzlicher Gabe von Resveratrol konnte im Western Blot eine ver-
starkte Expression von Claudin nachgewiesen werden. Der Effekt war in der Zelllinie
MDA-MB-231 konzentrationsabhéangig. Die Transkription der mRNA von Claudin
wurde in der Zelllinie HCC1806 signifikant erhdht und die mesenchymalen Marker
wurden tendenziell erniedrigt. Bei MDA-MB-231 war hingegen die Transkription der
mesenchymalen Marker signifikant erniedrigt und die von Claudin tendenziell er-
hoht. Insgesamt betrachtet weisen unsere Versuche daraufhin, dass Resveratrol die

TGFB-induzierte EMT in triple-negativen Mammakarzinomzellen inhibiert, wobei der
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Effekt bei einer Konzentration von 25 pM starker war als bei 10 pM. Der Einfluss
von Resveratrol auf eine TGFB-induzierte EMT wurde bereits von mehreren Arbeits-
gruppen untersucht. Song und Kollegen demonstrierten einen inhibierenden Effekt
auf die TGFB-induzierte EMT in Glioblastomzellen und Wang und Kollegen in Bron-
chialkarzinomzellen [162, 187]. Sun und Kollgen zeigten diesen Effekt fur die Zell-
linie MDA-MB-231 [168]. Zusatzlich konnte durch die Arbeitsgruppe im Western Blot
gezeigt werden, dass Resveratrol die Expression von SMAD2 und SMAD3 sowie
von P-PI3K und P-Akt signifikant reduzierte, was zu dem Ruckschluss fiihrt, dass
Resveratrol die SMAD-abhangige Signaltransduktion und den PI3K/Akt-Signalweg
moduliert und dadurch die TGFB-induzierte EMT abschwacht. Auch die reduzierte
Expression der Transkriptionsfaktoren SNAIL und SLUG sowie der Effektorproteine
MMP-2 und MMP-9 unterstitzen diese These. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Beobachtung von Sun und Kollegen bzgl. der Wirkung von Resveratrol auf die
TGFB-induzierte EMT in der Zelllinie MDA-MB-231 bestatigt werden und erstmals
fur die triple-negative Zelllinie HCC1806 gezeigt werden. Zukuinftig sollten weitere
triple-negative Zelllinien dahingehend untersucht werden, um die Aussagen zu
validieren und das medikamentdse Potential von Resveratrol besser abschatzen zu
konnen.

Calcitriol wirkte in der vorliegenden Arbeit nicht allein auf die EMT, aber als
zusatzliche Gabe gegeniber den nur mit TGFB-induzierten Proben hatte es einen
signifikanten Effekt. Im Migrationsassay reduzierte Calcitriol die durch TGFB-indu-
zierte Zellmigration in beiden Zelllinien signifikant und auch bei der mRNA-Trans-
kription fihrte die Kombination von TGF und Calcitriol gegentber TGF alleine zu
einer reduzierten Transkription der mesenchymalen Marker, wéhrend Claudin ver-
starkt transkribiert wurde. Im Western Blot zeigte sich die durch TGFB reduzierte
Expression von Claudin durch den Zusatz von Calcitriol erhéht. Einige der aufge-
zahlten Effekte waren nur tendenziell, aber die mehrheitlich signifikanten Ergeb-
nisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass Calcitriol eine TGFB-induzierte EMT in
triple-negativen Mammakarzinomzellen abschwacht. Ahnliche Beobachtungen wur-
den von Fischer und Kollgen in Bronchialepithelzellen gemacht [54] sowie von Chen
und Kollegen in Kolonkarzinomzellen [32]. Das Zusammenspiel der beiden Signal-
wege auf molekularer Ebene ist noch nicht vollstandig entschlusselt, dennoch wird
angenommen, dass das durch TGFB-aktivierte SMAD3 zusammen mit dem Koakti-

vator SRC-1 (Steroid Rezeptor Koaktivator-1) einen Komplex bildet, der den VDR
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aktiviert und somit Calcitriol-abhangige Effekte verstarkt [196]. Auch eine aktuelle
Publikation von Ricca und Kollegen bietet einen moglichen Erklarungsansatz fur die
starke Wirkung von Calcitriol auf die EMT in TGFB-induzierten Systemen [148]. Die
Arbeitsgruppe zeigte, dass die Behandlung von Bronchialepithelzellen mit TGF[3 zu
einer 3-fach starkeren Expression des VDR fuhrte als durch eine alleinige Be-
handlung mit Calcitriol und dadurch die VDR-abhangigen, antikanzerogenen Effekte
von Calcitriol in Anwesenheit von TGF@ verstarkt wurden. Dass dieser Effekt nur
dann detektiert werden konnte, wenn Calcitriol zusammen mit oder vor TGF[3 zu
den Zellen gegeben wurde, jedoch nicht in TGFB-vorbehandelten Zellen, kdonnte
eine mogliche Erklarung sein, warum in klinischen Studien mehrheitlich praventive
anstatt therapeutischer Effekte von Calcitriol auf Tumorerkrankungen beobachtet
wurden [21, 110, 202]. Die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit Calcitriol die
durch TGFB erhohte Transkription von SLUG und SNAIL reduzierte, bestatigt die
Annahme, dass Calcitriol auf transkriptioneller Ebene die Effekte von TGF3 modu-
liert.

Dass fir alle 3 Substanzen in Anwesenheit von TGF keine Modulation von N-Cad-
herin im Western Blot nachgewiesen werden konnte — obwohl bei alleiniger Gabe
der 3 Substanzen N-Cadherin reduziert wurde — kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass sich der Wirkmechanismus von Medikamenten in Anwesenheit von TGF von

der direkten Wirkung unterscheidet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten erstmals zeigen, dass MIA-602 und
Calcitriol eine TGFB-induzierte EMT in triple-negativen Mammakarzinomzellen ab-
schwéachen. Fur Resveratrol war dies bereits fur die Zelllinie MDA-MB-231 bekannt
und konnte hier in der triple-negativen Linie HCC1806 bestétigt werden. Weiter-
fuhrende Studien sollten untersuchen, ob die in der vorliegenden Arbeit erzielten

Wirkungen auch auf triple-negative Mammakarzinome in vivo nachvollziehbar sind.
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5. Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die h&ufigste Malignomerkrankung der Frau und kann im
metastasierten Zustand nur noch palliativ behandelt werden. Als prognostisch
besonders unguinstig gilt das triple-negative Mammakarzinom. In dieser Subgruppe
sind weder Hormonrezeptoren exprimiert noch ist eine Uberexpression des Wachs-
tumsrezeptors Her2/neu vorhanden, sodass hier keine Option fir eine zielgerichtete
Therapie besteht. Alternative Therapieansatze werden also dringend gesucht. Die
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) gilt als wichtiger Prozess fir die Metasta-
sierung und die Entstehung von Therapieresistenzen. In der vorliegenden Arbeit
sollte der Einfluss des GHRH-Antagonisten MIA-602, des Phytoalexins Resveratrol
und von Calcitriol auf die Zellproliferation, die Zellmigration sowie auf die Gen-
expression von EMT-Markern in den triple-negativen Mammakarzinomzelllinien
MDA-MB-231 und HCC1806 untersucht werden. Fur MIA-602 und Resveratrol
konnte ein inhibierender Einfluss auf die Zellproliferation und die Zellmigration
gezeigt werden, wahrend Calcitriol hier keinen Einfluss hatte. Diese Beobachtungen
wurde im Western Blot bestétigt, da MIA-602 und Resveratrol die Expression des
mesenchymalen Phanotyps reduzierten, Calcitriol hingegen nicht. Der Wachstums-
faktor TGFB wurde eingesetzt, um eine EMT zu induzieren und die Wirkung der
potenziellen Medikamente wurde erneut untersucht. In beiden Zelllinien schwachten
alle 3 getesteten Substanzen TGFB-induzierte EMT, was sowohl im Migrations-
assay als auch bei der Transkription und Proteinbiosynthese gezeigt werden
konnte.

Die vorliegende Arbeit belegt eine inhibierende Wirkung durch den GHRH-
Antagonisten MIA-602, Resveratrol und Calcitriol auf die TGFB-induzierte EMT in
triple-negativen Mammakarzinomzellen. Mit Ausnahme der Wirkung von Resvera-
trol in der Zelllinie MDA-MB-231 waren die anderen Untersuchungen bis dato noch
nicht publiziert. Die hier vorgestellten Ergebnisse sind vielversprechend fur die
weitere Erforschung der drei Substanzen als potenzielle Therapieoption zur Ver-
meidung von Metastasen beim triple-negative Mammakarzinom. Resveratrol ist
wegen bereits vorher bekannten fraglichen Effekten im niedrigen Konzentrations-
bereich kritisch zu beurteilen. Die vielversprechenden Ergebnisse mit dem GHRH-

Antagonisten MIA-602 kdnnten in weiteren Studien vertieft werden.
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7. Anhang

7.1 TNM-Klassifikation

Tabelle 9: Tumorgrol3e [193]

Stadium Grol3e des Primartumors
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt far Primartumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Grofte Tumorausdehnung <2 cm
T1imi Mikroinvasion mit Ausdehnung < 0,1 cm
Tla Tumorausdehnung > 0,1 cm aber < 0,5 cm
T1b Tumorausdehnung > 0,5 cm aber <1 cm
Tlc Tumorausdehnung > 1 cm aber £2 cm
T2 Tumorausdehnung > 2 cm aber <5 cm
T3 Tumorausdehnung > 5 cm
T4 Tumor jeder GroRRe mit Infiltration der Haut/ Brustwand
T4a Infiltration der Brustwand
T4b Ulzeration, Hautédem, Satelliten-Metastase der Haut
T4c T4a und T4b
T4d Inflammatorisches Mammakarzinom

Tabelle 10: Lymphknotenbefall [193]

Klinische Klassifikation

Pathologische Klassifikation

Lymphknoten kdnnen nicht

Lymphknoten kénnen nicht

NX ) NX .
beurteilt werden P beurteilt werden
NO | Keine Lymphknotenmetastasen | pNO Keine Lymphknotenmetastasen
_ o Mikrometastasen in 1-3
Nicht fixierte | Lymphknoten der ipsilateralen
N1 !_ymphknotenm_etastasen der PNImi | Axilla und/oder in ipsilateralen
ipsilateralen Axilla Level I-1l Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna
Metastasen > 0,2 mm in 1-3
PN1a | Lymphknoten der ipsilateralen

Axilla
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Metastasen in ipsilateralen
Lymphknoten entlang der A.

supraklavikularen Lymphknoten

PN1b mammaria interna ohne axillare
Metastasen
pN1lc | pNla und pN1lb
Fixierte Lymphknoten- Metastasen in 4-9 Lymph-
N2a | metastasen der ipsilateralen PN2a | ynoten der ipsilateralen Axilla
Axilla Level I-II
Klinisch erkennbare Metastasen in 4-9
Lymphknotenmetastasen Lymphknoten ipsilateral
N2b L pN2b :
entlang der ipsilateralen A. entlang der A. mammaria
mammaria interna interna ohne axillaren Befall
Metastasen in ipsilateralen Metastasen in >10
N3a | . : N3a insi
infraklavikularen Lymphknoten P Lymphknotgn der |p.3|la_tleralen
Axilla oder infraklavikular
Metastasen in klinisch
PN3b | erkennbaren Lymphknoten
Lymphknotenmetastasen 1) entlang der A. mammaria
N3b | ipsilateral entlang der A. interna mit = 1
Qa}lrlnmarla interna und in der Lymphknotenmetastase axillar
xilla
Senitnel-Lymphknoten entlang
pN3b | der A. mammaria interna mit >
(2) 3 Lymphknotenmetastasen
axillar
Metastase in ipsilateralen Metastase in ipsilateralen
N3c P PN3c | supraklavikularen

Lymphknoten

Tabelle 11: Fernmetastasierung [193]

Stadium Fernmetastasierung
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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Tabelle 12: Stadieneinteilung nach UICC [193]

UICC-Stadium TNM-Klassifikation

0 Tis, NO, MO

1A T1mi/T1, NO, MO

IB TO-T1, N1mi, MO

A TO-T1, N1, MO oder
T2, NO, MO

IIB T2, N1, MO oder
T3, NO, MO

A TO-T2, N2, MO oder
T3, N1-N2, MO

B T4, NO-N2, MO

lHC Jedes T, N3, MO

\Y Jedes T, jedes N, M1
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