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1 Einleitung 1

1 Einleitung

In Deutschland erkranken jahrlich 57.970 Frauen an Brustkrebs (Zahlen der
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V., 2006). Etwa jede 9. Frau
entwickelt im Lauf ihres Lebens ein Mammakarzinom. Das Mammakarzinom ist
die dritthaufigste Krebsart der Welt (nach Lungen- und Magenkrebs) und die
haufigste maligne Erkrankung der Frau. Bei Frauen zwischen dem 35. und 55.
Lebensjahr ist das Mammakarzinom die haufigste Todesursache. Diese Zahlen
machen die Relevanz der Notwendigkeit von Forschungsarbeiten im Bereich
Brustkrebs, sowohl zur Verbesserung der Lebensqualitat, als auch der
Uberlebensrate fir Frauen mit Mammakarzinom deutlich.

Das Mammakarzinom ist eine maligne Erkrankung und geht in 85-90% vom
Epithel der Milchgange, der Ductus oder terminalen Ductuli, aus (duktales
Karzinom). 10-15 % entwickeln sich aus dem Epithel der Lobuli (lobulares
Karzinom). Neben den invasiven Formen existieren ebenfalls nicht invasive
Frihformen, man spricht von einem duktalen Karzinoma in situ, bzw. einem
Karzinoma lobulare in situ. Hier ist die Basalmembran noch intakt.

Die genaue Atiologie des Mammakarzinoms ist noch ungeklart. Ein
Zusammenspiel von endogenen und exogenen Faktoren scheint ursachlich fur
die Entstehung des Brustkrebs zu sein. Der wichtigste Risikofaktor ist das
weibliche Geschlecht (Frau : Mann = 135 : 1). Des weiteren zahlt zu den
endogenen Risikofaktoren die genetische Disposition (z.B. die Mutation der
BRCA-1, BRCA-2-Tumorsuppressorgene), fortschreitendes  Alter, ein
vorausgegangenes Karzinom und ein dichter Drisenkoérper. Zu den exogenen
Faktoren zahlen Umwelteinflisse und Lebensgewohnheiten. Die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei 79% (Angabe des deutschen Krebsregisters).
Fir das Mammakarzinom existieren zahlreiche Prognose- und Pradiktivfaktoren.
Zu den etablierten Prognosefaktoren zahlen Alter, Tumorgrolde, histologischer
Tumortyp, TNM-Klassifikation, sowie der Hormonrezeptorstatus. Neuere
Prognosefaktoren beziehen sich auf die Bestimmung der
Proliferationsbereitschaft (Mitose-Index, S-Phase, Ki-67, MIB, PCNA, TLI), der
Zellwachstums- und der Differenzierungsfaktoren (EGF, IGF1, IGF2, pS2, TSP),
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der Invasionsfahigkeit (Cathepsin D, B, L, uPA, PAI-1), der Adhasionsmolekile
(Chemokine, Ep-CAM, CD-44-kodierte Glykoproteine, E-Cadherin,
Lamininrezeptor), sowie Faktoren der Angiogenese (VEGF), der Apoptose (TNF,
Fasl, TRAIL, bcl-2, bax) und die Bestimmung der Onkogene und
Tumorsuppressorgene  (p53, c-myc, BRCA-1, BRCA-2). Zu den
Pradiktivfaktoren gehéren der Hormonrezeptorstatus (Ostrogenrezeptor,
Progesteronrezeptor), sowie die Bestimmung des humanen epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor-2-Protoonkoges, des nuklearen
Proliferationsmarkers Ki67, die TumorgroRe und der Lymphknotenbefall
(Schneeweiss, 2009).

Die Therapie des Mammakarzinoms besteht aus drei Saulen: der Operation,
Bestrahlung und medikamentosen Therapie. Die Art des therapeutischen
Vorgehens hangt von der Ausbreitung des Tumors zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung und den prognostischen sowie pradiktiven Faktoren ab. Die
Operation ist weiterhin, von wenigen Ausnahmen abgesehen, die Hauptsaule
des therapeutischen Vorgehens. In den letzten Jahren wurde jedoch von
radikalen operativen Eingriffen immer mehr Abstand genommen. Die Rolle der
medikamentdosen Therapie hingegen hat zugenommen. Sie umfasst die
Chemotherapie, endokrine Therapie, Verabreichung von Antikdrpern
(Trastuzumab) und Immunmodulatoren (Interferone, Interleukine).

Der Ursprungsort des Mammakarzinoms ist meist das Epithel der Ductus,
Ductuli und Lobuli. Es wird durch die Steroidhormone Ostrogen und Progesteron
beeinflusst. Ostrogen fiihrt zu einer Steigerung der Zellteilung und Proliferation
der Epithelzellen und spielt somit auch in der Genese des Mammakarzinoms
eine entscheidende Rolle. Ziel der endokrinen Therapie ist es, das Wachstum
des Tumors und das Rezidivrisiko zu verringern. Eine Ostrogen- und / oder
Progesteronrezeptor Expression ist die Grundvoraussetzung fur eine endokrine
Therapie. Zur endokrinen Therapie zahlt die Verabreichung von Hormonen
(GnRH-Analoga, Gestagen), selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM),
Aromatasehemmern oder reinen ER-Antagonisten (Fulvestrant). Meist geht der
endokrinen Therapie eine Chemotherapie voraus. Das bewahrteste Medikament

in der endokrinen Therapie ist das Tamoxifen. Es kommt seit 35 Jahren
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erfolgreich zum Einsatz. Bei pramenopausalen Patientinnen mit positivem
Rezeptorstatus ist es heutzutage das Medikament der ersten Wahl. Es wird in
einer Dosierung von 20 mg taglich Uber 5 Jahre verabreicht. Bei
postmenopausalen Frauen wurde es zunehmend durch die
Aromataseinhibitoren der 3. Generation (Anastrozol, Letrozol, Exemestran)
verdrangt. Sie unterbrechen die Ostrogensynthese, indem sie die Aromatase
hemmen. Diese ist in der Lage aus androgenen Precursor-Substanzen

Ostrogen zu generieren. (C. Crohns et al., 2009)

1.1 Ostradiol

17B-Ostradiol (Ey) ist die aktivste Form der Ostrogene. Es gehért zur Familie der
lipophilen Steroidhormone und ist das wichtigste weibliche Geschlechtshormon.
Es ist wichtig fir die Ausbildung der weiblichen Geschlechtsmerkmale, den
monatlichen Aufbau des Endometriums und das Knochenwachstum. Ostradiol
wird bei der Frau von den Ovarien (Graaf-Follikel, Corpus luteum) und der
Plazenta gebildet. Die Ostradiol-Ausschuttung wird durch den Hypothalamisch-
hypophyséren-ovariellen Regelkreis gesteuert und ist zyklusabhangig. Uber das
Blut erreichen die Hormone ihren Wirkungsort und durch Diffusion gelangen sie
in die Zielzellen. Dort binden sie nach dem klassischen Modell an intrazellulare
Rezeptoren der Steroidrezeptor-Superfamilie und entfalten schliel3lich ihre

Wirkungen.
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Bild 1.1 Strukturformel von Ostradiol

1.1.1 Klassischer Ostrogenwirkmechanismus

Der klassische Ostrogenwirkmechanismus wird (ber einen intrazelluldren
Ostrogen-Rezeptor (ER) vermittelt. Dieser Rezeptor ist, wie alle
Steroidhormonrezeptoren ein ligandenabhangiger Transkriptionsfaktor.

Ostradiol diffundiert in die Zelle und bindet an den zytoplasmatischen Heat-
shock-Protein (HSP)-gebundenen Ostrogenrezeptor. Die Bindung von Ostradiol
induziert eine Konformationsanderung des Rezeptors mit nachfolgender
Dissoziation der HSP vom ER. Die anschlieende Homo- und
Heterodimerisierung und Phosphorylierung des Rezeptors (Hall und McDonell,
1999; Osborne und Schiff, 2005) ermoglicht die nukleare Translokation des
Ostrogenrezeptors. Der aktivierte Ostrogenrezeptor-Komplex bindet an seine
spezifische Ziel-DNA, die 6strogenresponsiven Elemente in der Promotorregion
der Zielgene. Nach erfolgter DNA-Bindung stimuliert der an Koaktivatoren
gebundene Rezeptor die Aktivitat der Transkriptionsmaschinerie im Bereich der
TATA-Box und steigert so die Transkription der Zielgene (Beato et al., 1995;
Mangelsdorf et al., 1995).
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Bild 1.2 Modell des klassischen Ostrogenwirkmechanismus (modifiziert nach Beckmann M.W. et
al.: Molekulare Medizin in der Frauenheilkunde. 1.Auflage. Darmstadt: Steinkopff Verlag, 2001)

Man unterscheidet einen klassischen Ostrogenrezeptor a und B. Der ER-B ist
ein Isotyp des ER-a. Der aktivierte ER-a hat vor allem eine proliferative und anti-
apoptotische Wirkung. Der ER-B kann die ER-a vermittelte Ostrogenwirkung
antagonisieren. Die Bindung von Ostrogen an ER-B mindert in vielen Fallen die
zellulare Proliferation und wirkt pro-apoptotisch (Mitter et al., 2005). Der ER-a
fungiert als Aktivator der Transkription, wahrend ER-B auch in der Lage ist die
Transkription zu reprimieren (Gustafsson, 1999). In der gesunden Brust
dominiert der ER-B. Er kontrolliert die proliferative Wirkung des ER-a. Bei der
Entwicklung von Hyperplasien und in der Karzinogenese kommt es zu einem
Verlust des ER-B (Roger et al., 2001).

Die Bindungsaffinitat von Ostradiol an ER-a und ER-B ist vergleichbar (Kuiper et
al., 1997). Die beiden ER werden gewebespezifisch exprimiert. Der ER-B wird
Uberwiegend im Ovar, in den Knochen, im Immun- und Kardiovaskularsystem,

sowie im zentralen Nervensystem exprimiert, der ER-a Uberwiegt im Uterus und
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in der Leber. Eine Koexistenz von ER-a und ER-B konnte in der Mamma, im

Ovar und im ZNS gezeigt werden.

1.1.2 Nicht-genomischer Wirkmechanismus von Ostradiol

Die Wirkung von Steroidhormonen entfaltet sich nach dem klassischen Modell
durch die Bindung an den intrazellularen Hormonrezeptor und die
anschlie®ende Regulation der Transkription spezifischer Gene im Zellkern. Die
aus neusynthetisierter mRNA hergestellten Genprodukte, die Ostradiol-
abhangigen Proteine, bewirken die genomische Antwort. Dieser Vorgang spielt
sich in einem Zeitrahmen von mehreren Stunden ab.

In den letzten Jahren traten jedoch mehrere Hinweise auf eine nichtgenomische
Wirkung der Steroide auf. So wurde beobachtet, dass es bereits wenige
Sekunden oder Minuten nach der Stimulation mit einem Steroid zu einer
Wirkung kommen kann, ein Zeitfenster welches flr die genomische Wirkung
deutlich zu eng ist. Des Weiteren sind diese Effekte durch Faktoren, welche die
Proteinsynthese hemmen, z. B. Actinomycin D (Transkriptionsinhibitor) oder
Cycloheximid (Proteinsyntheseinhibitor), nicht unterdrickbar. Die
nichtgenomischen Effekte des Ostradiols sind vor allem durch seine Wirkung
auf Komponenten der Signaltransduktionswege gekennzeichnet. Sie fuhren oft
zu der Bildung intrazellularer Second messenger und zu einer Veranderung der
Aktivitat von Mitogen-Activated Protein Kinasen (MAPKs), Phosphatidylinositol
3-Kinasen (PI3K) und einem Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration.
Uber diese schnellen Effekte auf Signaltransduktionswege ist es ebenso
madglich die Genexpression zu beeinflussen.

Die Existenz eines an der Plasmamembran lokalisierten Ostrogen-Rezeptors
(ER) und die Bedeutung der zytoplasmatischen ER-Effekte sind inzwischen
weitgehend anerkannt und wird durch eine Vielzahl experimenteller Arbeiten
belegt (Kelly und Levin, 2001; Song und Santen, 2006). In Hinblick auf die
Therapie des Mammakarzinoms liefern diese Erkenntnisse maglicher Weise

neue therapeutische Angriffspunkte.
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Eine besondere Rolle spielt der Signaltransduktionsweg der MAPK. Dieser
Signalweg wird durch zahlreiche Wachstumsfaktoren aktiviert, z.B. EGF, IGF-1.
Die Bindung einer seiner Liganden fuhrt zur Autophosphorylierung des
Transmembranrezeptors. Anschlielend phosphoryliert er das Adapterprotein
Shc. Dies fuhrt zu einer Wechselwirkung zwischen Shc, Grb2 und SOS (Son of
sevenless, Guanin Nukleotidaustausch Faktor). SOS katalysiert schliel3lich die
Aktivierung des Ras-Onkogens, welches als G-Protein funktioniert und in
inaktiviertem Zustand an der Innenseite der Zellmembran an GDP gebunden ist.
Im Rahmen der Aktivierung wird das GDP in GTP umgewandelt. Das GTP-
gebundene Ras-Onkogen aktiviert die MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK),
welche Uber die Zwischenstufe der MAP-Kinase-Kinase (MAPKK) schlie3lich die
MAP-Kinasen aktiviert (Collins und Webb, 1999, Santen et al., 2002). Die
aktivierten MAP-Kinasen translozieren nun in den Zellkern und aktivieren
Transkriptionsfaktoren. Schliel3lich mindet die Kaskade in die Expression
bestimmter Zielgene, welche u.a. zu einer Zellproliferation fihren (siehe Bild
1.3). Es konnte nachgewiesen werden, dass auch Ostradiol zu einer schnellen
Aktivierung der MAPK fuhrt (Migliaccio et al., 1996). In Mammakarzinomen

konnte eine erhohte Aktivitat der MAPK nachgewiesen werden.
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Bild 1.3 Modell des nichtgenomischen Ostrogenwirkmechanismus. Eine wichtige Rolle im
Signalweg des Epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) und des nichtgenomischen
Ostrogenwirkmechanismus spielen die MAPK (Mitogen-activated Proteinkinasen). Auf welche
Weise und genau an welchem Ort der membransténdige Ostrogenrezeptor in den Signalweg der
MAPK eingreift bleibt noch endguiltig zu klaren. Ebenso ist noch ungeklart inwiefern Tamoxifen
nicht nur den klassischen, sondern auch den alternativen Ostrogenrezeptor blockiert

1.2 Tamoxifen

Tamoxifen hat sich seit 35 Jahren in der endokrinen Therapie des
Mammakarzinoms bewahrt. Es zahlt zu den Selektiven-Estrogen-Rezeptor-
Modulatoren (SERM) und hat eine hohe Gewebespezifitat. Es ist ein selektiver
Antagonist am ER und blockiert somit die periphere Wirkung von Ostrogenen.
Durch die Bindung an den intrazellularen ER unterbindet Tamoxifen die

Expression dstrogenregulierter Gene und hemmt somit die Zellproliferation. Eine
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geringe agonistische Aktivitat ist jedoch vorhanden (Harper et al., 1967). Diese

wird durch ein unterschiedliches Bindungsverhalten am a- und B-ER erklart.

Tamoxifen gehort zur Gruppe der Triphenylethylene.

OCHCHN(CHa)l2

Bild 1.4 Strukturformel von Tamoxifen

Tamoxifen ist auch heute noch das Mittel der ersten Wahl in der endokrinen
Therapie ER-positiver, pramenopausaler Patientinnen. Es senkt das relative
Rezidivrisiko um 45% und verringert die Mortalitatsrate um 32% (C.Crohns et al.,
2009). In der Therapie postmenopausaler Patientinnen wird es zunehmend
durch Aromataseinhibitoren der 3. Generation verdrangt, da diese eine hohere
Effektivitat bezlglich der rezidivfreien Zeit und weniger therapiebedingte
schwere Nebenwirkungen aufweisen als Tamoxifen. Die gebrauchliche
Dosierung des Tamoxifen betragt 20 mg taglich und wird Gber 5 Jahre
verabreicht. Es wird nach oraler Applikation gut resorbiert, extensiv in der Leber
metabolisiert und Uber den Darm ausgeschieden. Die Behandlung mit
Tamoxifen ist normalerweise gut vertraglich. Allerdings konnen auch bei dieser
Therapie Nebenwirkungen auftreten. Diese ahneln, durch den antidéstrogenen
Effekt bedingt, in den meisten Fallen denen der Wechseljahre. Zu den
wichtigsten Nebenwirkungen zahlen Hitzewallungen (haufigste Nebenwirkung),

vaginale Probleme, atrophe Kolpitis, erhdhtes Risiko fur tiefe Venenthrombosen
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und pulmonale Embolien, Depression bei 1 % der Frauen (Robinson et al., 1996;
Day et al., 1999), irregulare Menstruation, Gewichtszunahme, erhohte
Leberwerte, leichte Ubelkeit, milde Thrombozytopenie und Leukopenie, sowie
ein erhohtes Risiko fur die Induktion eines Endometriumkarzinoms aufgrund der
ostrogenen Effekte von Tamoxifen (EBCTC-Group, 1996; Barakat, 1996;1998).
Eine positive Nebenwirkung des Tamoxifens ist, dass der Verlust der
Knochendichte bei postmenopausalen Frauen vermieden werden konnte (Love
et al., 1992; Marttunen et al., 1998).

1.3 MEK-Inhibitor (PD98059)

Der MEK-Inhibitor PD98059 (2’-amino-3’-methoxyflavone) ist ein aulerst
selektiver, zellpermeabler Inhibitor der beiden MAP-Kinase-Kinasen (MAPKK),
MEK1 und MEK2 (siehe Bild 1.3). Er hemmt die Aktivierung der MAPKK und
unterbindet somit die Phosphorylierung der MAP-Kinase (MAPK). Da uber den
Signaltransduktionsweg der MAPK die Wirkung zahlreicher
wachstumsférdernder Substanzen (z.B. EGF, IGF-1) vermittelt wird, hat der
MEK-Inhibitor eine hemmende Wirkung auf die Zellproliferation. Auch der
nichtgenomische Wirkmechanismus von Ostradiol wird Giber die MAPK vermittelt
(Migliaccio et al., 1996). Somit kann die These aufgestellt werden, dass durch
den Einsatz des MEK-Inhibitors die schnellen Ostrogeneffekte und schlielich
auch die Zellproliferation gehemmt werden. Die nahere Betrachtung der
Auswirkung des MEK-Inhibitors auf die Zellproliferation von

Mammakarzinomzellen ist Bestandteil dieser Arbeit.
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1.4 Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

Der Epidermale Wachstumsfaktor (Epidermal growth factor, EGF) fuhrt Gber die
Stimulation des membranstandigen EGF-Rezeptors zu einer Foérderung der
Zellproliferation. Der EGF-Rezeptor (EGFR) ist ein Tyrosinkinaserezeptor. Er
besitzt eine extrazellulare Ligandenbindungsdomane und eine intrazellulare
Tyrosinkinasedomane. Nach Bindung eines Liganden, z.B. EGF, kommt es zu
einer Aktivierung der Tyrosinkinasedomane mit nachfolgender
Autophosphorylierung. Die phosphorylierten Tyrosinreste fungieren schlie3lich
als Bindungsstelle fur weitere Signalmolekile und somit kommt es zu einer
Amplifikation des Ursprungssignals im Zytoplasma. Anschlielend koénnen
verschiedene weitere Signalkaskaden aktiviert werden. Diese variieren je nach
Zellart und regulieren die Zellproliferation, die Differenzierung und das
Uberleben der Zellen. In Tumorzellen sind sie haufig dysreguliert.

Dabei ist eine der wichtigen Signaltransduktionen die Aktivierung der MAPK
(Mitogen-activated-protein-kinasen) uber das Ras-Onkogen (siehe Bild 1.3).

Bei Mammakarzinomen kommt es haufig zu einer Uberexpression des EGFR
(Morris, 2002; Geschwind et al., 2004), ebenso beim Prostata-, Colon-, Larynx-,
nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom und Glioblastomen. Die Uberexpression
des EGFR geht mit einer schlechten Prognose einher. Einer der bekanntesten
Wachstumsfaktor-Rezeptoren ist der Her2/Neu-Rezeptor. Er ist der
Angriffspunkt fir die Therapie mit Trastuzumab, einem monoklonalen Antikérper,
welcher den Her2/Neu-Rezeptor blockiert.

Des weiteren existieren Hinweise auf eine bidirektionale Kommunikation
zwischen dem klassischen ER und der membranstandigen EGFR in
Mammakarzinomzellen. Diese Interaktion der beiden Rezeptoren fuhrt zu einer
gegenseitigen Verstarkung der Ostradiol- bzw. EGF-Wirkung und somit zu einer

Zunahme der Zellproliferation (Levin, 2003).
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1.5 Das Thema der Dissertation

In Deutschland erkranken jahrlich ca. 58.000 Frauen an Brustkrebs. Diese Zahl
verdeutlicht die  dringliche  Notwendigkeit zur Intensivierung  von
Forschungsarbeiten im Bereich des Mammakarzinoms, zur Verbesserung der
Prognose und der Lebensqualitat von Patientinnen mit Brustkrebs. Im Rahmen
dieser Dissertation sollen grundlegende Einflussfaktoren auf die Proliferation
von Mammakarzinomzellen untersucht werden. Hierzu zahlt die Etablierung von
reproduzierbaren Zellkulturbedingungen, welche zu einer moglichst hohen E;-
abhangigen Zellproliferation der MCF-7-Mammakarzinomzellen fihren. Darauf
aufbauend wurde die Wirkung von verschiedenen Ostradiolkonzentrationen
(10°, 10°M) auf die Zellproliferation der Mammakarzinomzellen beschrieben,
ebenso wie die Auswirkung von Tamoxifen, MEK-Inhibitor und der Kombination
von Tamoxifen und MEK-Inhibitor auf die in vitro Proliferation von
Brustkrebszellen. Die Zellproliferation wurde mittels optischer Dichte durch das
Nicht-Radioaktive-Zell-Proliferations-Assay ermittelt. Die statistische
Aufarbeitung der Daten erfolgte mittels Excel und SPSS. Die Wirkmechanismen
insbesondere von Ostradiol und Tamoxifen auf Mammakarzinomzellen werden
sowohl in vivo, als auch in vitro bei wissenschaftlichen Arbeiten meist als
gegeben vorrausgesetzt, ohne die verschiedenen moglichen Wirkmechanismen
zu differenzieren. Die Untersuchung der Auswirkung des MEK-Inhibitors
PD98059 auf die Zellproliferation von Mammakarzinomzellen beschaftigt sich
mit einem neueren Ansatz in der Brustkrebsforschung. Er hemmt die
Signalkaskade des nichtgenomischen Ostrogenwirkmechanismus indem er die
Aktivierung der MAPK inhibiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bezugsquellen

Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit Phenolrot
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ohne Phenolrot
Minimum Essential Medium (MEM) mit Phenolrot

Minimum Essential Medium (MEM) ohne Phenolrot

Ham'’s F-10 Medium

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Fetal Calf Serum (FCS)
Pferdeserum
Gentamycin
Hydrocortison

Insulin

L-Glutamin

Vitamine

Phosphate Buffered Serum (PBS)
Trypanblau

Trypsin

Stimulation / Proliferationsassays
Epidermal growth factor (EGF)
Ethanol

MEK-Inhibitor PD98059

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco

Sigma
PAA
Sigma
Gibco
Sigma
Novo Nordisk
Gibco
Gibco
PAA
Gibco
Gibco

Invitrogen
Merck

Calbiochem
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Zell-Proliferations-Assay Promega
Ostrogen (E2) Sigma
Tamoxifen Sigma

2.1.2 Zelllinie MCF-7 (ATCC HTB 22)

Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. A. Migliaccio zur Verfigung
gestellt. Es handelt sich um eine humane Ostrogenrezeptorpositive Zelllinie.
Diese Zelllinie wurde durch ,American Type Culture Collection® (ATCC)
folgendermalen charakterisiert: Sie wurde von H.D. Soule nach Punktion eines
Pleuraergusses bei einer 69 Jahre alten, kaukasischen Frau mit
Mammakarzinom isoliert (Soule et al., 1973).

2.2 Methoden

2.21 Zellkultur

Es wurde grundsatzlich unter sterilen Bedingungen gearbeitet um
Kontaminationen zu vermeiden. Die verwendeten Medien wurden steril geliefert
und die Materialien vor Gebrauch autoklaviert (121°C, 100 kPa fur 25 min) oder
trockensterilisiert (200°C dber Nacht). Gearbeitet wurde an einer sterilen
Werkbank (Lamin Air HV 2448, Heraeus).

Kulturmedien und Zusatze
Zur Kultivierung der Zellen:
DMEM phenolrothaltig oder phenolrotfrei (500 ml) mit folgenden Zusatzen:
- 10 % FCS
- 1 % L-Glutamin
- 0,1 % Gentamycin (10 mg / ml)
- 188 pl Hydrocortison ( 10 ug / ml)
- 30 pl'Insulin (1 : 10 Verdinnung)
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MEM phenolrothaltig oder phenolrotfrei (500 ml) mit folgenden Zusatzen:
- 10 % FCS
- 1% L-Glutamin
- 0,1 % Gentamycin (10 mg / ml)

- 1 % Vitamine

Ham’s F-10 Medium (500 ml) mit folgenden Zusatzen:
- 4%FCS
- 12,5 % Pferdeserum

Fur die Proliferationsassays:

DMEM phenolrotfrei (500 ml) mit folgenden Zusatzen:
- 10 % charcoal stripped fetal calf serum (CSFCS)
- 0,1 % Gentamycin (10 mg / ml)

MEM phenolrotfrei (500 ml) mit folgenden Zusatzen:
- 10 % charcoal stripped fetal calf serum (CSFCS)
- 0,1 % Gentamycin (10 mg / ml)

Alle Medien wurden bei 8°C aufbewahrt und vor Gebrauch auf 37°C erwarmt.

Kultivierung und Passagierung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 550 und 250 ml Gewebekulturflaschen
(Greiner Bio-one), mit 20 bzw. 10 ml Nahrmedium. Inkubiert wurden die Zellen
in einem Begasungsschrank (Heraeus) bei 37°C, 5 % CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit.

Zweimal wochentlich erfolgte ein  Mediumwechsel. Direkt vor jedem

Mediumwechsel wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen.

Hatten die Zellen eine Konfluenz von 80 — 90 % erreicht, wurden sie passagiert.

Dazu wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurde das
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PBS wieder entfernt und die adharenten Zellen mit 5 ml einer 1 : 10 verdinnten
Trypsin-PBS-LAsung (Trypsin: Trypsin-EDTA, 0,5 % Trypsin, 5,3 mM EDTA-4Na)
versetzt und bei 37°C im Begasungsbrutschrank inkubiert. Nach spatestens 5
Minuten hatten sich die Zellen abgelost. Falls noétig wurde dem
Ablésungsprozess durch leichtes Beklopfen der Flasche nachgeholfen. Nun
wurden 5 ml Medium hinzupipettiert um das Trypsin zu inaktivieren. Die 10 ml
Zellldsung wurden in ein 15 ml Geweberohrchen (Greiner) Gberfihrt und bei
1000 Upm fur 5 Minuten zentrifugiert (Zentrifuge: Heraeus Megafuge |.OR).
Anschliellend wurde der Mediumuberstand verworfen. Die pelletierten Zellen
wurden in 2 ml Medium resuspendiert und durch mehrfaches Aufziehen mit
einer Kanule (Becton Dickinson) vereinzelt.

Nun wurde die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu
wurden 10 yl Trypanblau mit 10 pl Zellsuspension versetzt und anschliel3end in
die Zahlkammer Uberflihrt. Es wurden vier Gruppenquadrate ausgezahlt. Der
Zelltiter (n) wurde mit folgender Formel berechnet (ausgezahlte Flache: 4 x 0,04

mm?, Kammertiefe: 0,1 mm, Verdiinnung: 0,5):

gezdhlteZellen

=n
ausgezdhlteF Zc'iche(mm2 )x Kammertiefe(mm)x Verdiinnung

gezdhlteZellen _ ., => gezdhlteZellen "
0,16mm* x 0,1mm x 0,5 8x107°ml

Es wurden stets Doppelbestimmungen durchgefihrt.

AnschlieBRend wurde die entsprechende Zellmenge in eine neue
Gewebekulturflasche Uberfuhrt und je nach Flaschengrofie 10 bzw. 20 ml

Nahrmedium hinzugegeben.



2 Material und Methoden 17

Kryokonservierung

Die Zellen wurden wie oben beschrieben abgelost, zentrifugiert und
resuspendiert. In einem Kryorohrchen (Greiner Bio-one, 2 ml) wurde eine 10
prozentige DMSO-L6sung hergestellt ( 100 yl DMSO und 900 pl Medium). Nun
wurde 1 ml Zellsuspension hinzugegeben. Die Zellen wurden anschlielend
unverzuglich bei — 80°C eingefroren und 24 Stunden spater in flussigem
Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen eingefrorener Zellen wurde ein Geweberdhrchen mit 4 ml
Medium vorbereitet. Die Zellen wurden im Wasserbad aufgetaut und
unverzliglich in das vorbereitete Geweberohrchen Uberfuhrt um eine
Schadigung der Zellen durch das DMSO zu verhindern. Anschlieend wurde die
Zellsuspension bei 1000 Upm fur 5 Minuten zentrifugiert, resuspendiert und in
eine 250 ml Gewebekulturflasche uberflhrt.

Behandlung von FCS mit Aktivkohle

500 ml FCS wurden mit 1,25 g Aktivkohle und 0,125 g Dextran 30 Minuten bei
57°C unter Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Aktivkohle fur 20
Minuten bei 16000 Upm bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde erneut mit 1,25 g Aktivkohle und 0,125 g Dextran versetzt und fur 30
Minuten bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand steril filtriert. Das CSFCS wurde bei — 20°C gelagert. Durch die

Behandlung mit Aktivkohle wurde dem FCS jegliche Ostrogenwirkung entzogen.

2.2.2 Proliferationsassays

Die Zellen wurden wie beschrieben abgeldst, zentrifugiert und anschlieRend in
phenolrotfreiem Medium (DMEM mit 10 % CSFCS und 0,1 % Gentamycin)
resuspendiert, um alle wachstumsférdernden und  Ostrogeneffekte
auszuschalten. Die Bestimmung des Zelltiters erfolgte nun mittels der

Neubauer- Zahlkammer.
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Mit einer Multipette wurden nun 500 bzw. 1000 Zellen pro Loch in eine 96-Loch-
Platte (TPP) ausgesat. Die Mediummenge pro Loch betrug 100 ul. Die Zellen
wurden fur vier Tage im Begasungsbrutschrank inkubiert. Anschliefend wurde
ein Mediumwechsel vorgenommen und gleichzeitig die Stimulationssubstanzen
hinzugefugt. Nach 48 Stunden wurde von der ersten Halfte und nach 96
Stunden von der zweiten Halfte der Ansatze der Zelltiter mit Hilfe des nicht-
radioaktiven-Zell-Proliferation-Assays (Promega) bestimmt. Hierzu wurden 20 ul
des Reagenz ( 95,2 % MTS (Tetrazolium Verbindung), 4,7 % PMS (Phenazin
Methosulfat)) zu jedem Ansatz gegeben. Das MTS wird von der metabolisch
aktiven Zelle zu Formazan reduziert. Die Absorption des Formazans wurde nach
4 Stunden bei einer Wellenlange von 492 nm und einer Referenzwellenlange
von 690 nm mit dem ELISA-Reader (Anthos HTIl) gemessen. Zusatzlich wurde
zu Beginn des Stimulationsexperiments, zum Zeitpunkt t=0, der Zelltiter
unbehandelter Zellen bestimmt, um das Ausmald der Zellproliferation nach 48
und 96 Stunden einordnen zu koénnen. Als Negativkontrolle dienten
unbehandelte Zellen, als Positivkontrolle mit EGF stimulierte Zellen. Bei
Experimenten bei denen in DMSO geldste Substanzen zum Einsatz kamen,
wurde zusatzlich eine Kontrolle mit Medium und DMSO angesetzt, um
Auswirkungen des zelltoxischen DMSO auf die Zellen und somit eine
Verfalschung des Ergebnisses auszuschliellen. Als Leerwert wurde Medium
ohne Zellzusatz eingesetzt. Bei jedem Versuch wurden mindestens vierfach

Bestimmungen angesetzt.

Die Ansatze
Beim Nahrmedium handelte es sich stets um phenolrotfreies DMEM mit 10 %
CSFCS und 0,1 % Gentamycin.

- EGF 100 ng / ml Medium
- E, wurde in einer Konzentration von 10 M in Ethanol angesetzt und
bis zum Erreichen einer Molaritit von 10® bzw. 10° M in Medium

weiter verdinnt.
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- Tamoxifen wurde in einer Konzentration von 10° M in Ethanol
angesetzt und bis zum Erreichen einer Molaritat von 10° — 10" M in
Medium verdinnt.

- MEK-Inhibitor wurde in DMSO in einer Konzentration von 20 mg / ml
hergestellt und in Medium bis zum Erreichen einer Molaritat von 23

MM weiter verdunnt.

Experimente bei denen in einem Ansatz sowohl E, als auch Tamoxifen und /
oder MEK-Inhibitor verwendet wurden, wurden die Zellen stets eine halbe
Stunde mit Tamoxifen und / oder MEK-Inhibitor vorinkubiert, bevor E;
hinzupipettiert wurde.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Excel und SPSS wie folgt: Nach
Durchfihrung des Proliferationsassays, wurde fur jede Substanz (z.B. EGF,
Tamoxifen etc.) eines Versuches der Mittelwert aus den zugehdrigen
Mehrfachbestimmungen ermittelt. Von diesem Mittelwert wurde der Leerwert
subtrahiert. Als Leerwert wurde der Mittelwert des Mediums verwendet. Dieser
Schritt wurde durchgefuhrt um eine Verfalschung der Ergebnisse durch
Absorption des Mediums zu verhindern.

Tabelle 2.1 Darstellung der statistischen Auswertung der Ergebnisse mittels Excel. Fir jede
Substanz eines Versuches wurde der Mittelwert aus den zugehérigen Mehrfachbestimmungen
ermittelt. Von diesem Mittelwert wurde der Leerwert subtrahiert. Als Leerwert wurde der
Mittelwert des Mediums verwendet.

Medium ohne unstimulierte Stimulation mit | Stimulation mit
Zellen Zellen EGF Ostradiol
Ergebnisse 0,199 0,513 0,661 0,633
der 4 fach 0,207 0,545 0,616 0,627
Bestimmungen in 0,214 0,575 0,642 0,679
optischer Dichte 0,220 0,539 0,656 0,564
Mittelwert 0,210 0,543 0,644 0,626
Mittelwert-Leerwert 0,333 0,434 0,416
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AnschlieBend konnten die so erhaltenen Ergebnisse innerhalb eines Versuches
zu einander und v.a. zu unstimulierten Zellen in Beziehung gesetzt werden und
somit eine quantitative Aussage Uber die proliferationsférdernde oder -
hemmende Wirkung einer Substanz getroffen werden. Das nachste Ziel war es
nicht nur die Ergebnisse innerhalb eines Versuches mit einander zu vergleichen,
sondern festzustellen ob es sich hierbei um signifikante Ergebnisse handelt
(Einzelsignifikanzen oder p Einzelversuche). Dies konnte mittels SPSS, mit Hilfe
des nicht parametrischen Mann-Whitney U-Test, festgestellt werden. Dieser
Test wurde ausgewahlt, da er sowohl auf normalverteilte, als auch auf nicht
normalverteilte Daten anwendbar ist und auch fur kleine Datenmengen
verwertbare Ergebnisse liefert. Bezugspunkt fur die Signifikanzen war der
Unterschied zu unstimulierten Zellen. Ein Ergebnis wird als signifikant
bezeichnet, wenn p « 0,05 ist. Als nachstes sollte eine Aussage getroffen
werden ob nicht nur das Ergebnis des einzelnen Versuches, sondern der
gesamten Versuchsreihe einer Substanz signifikant ist (Gesamtsignifikanzen
oder P-Gesamt). Hierbei lag die Herausforderung in der besonderen Situation,
dass die Aussage der einzelnen Versuche einer Versuchsreihe zwar
Ubereinstimmte, aber die mittels ELISA-Reader bestimmten Messwerte,
zwischen den einzelnen Versuchen, teilweise unterschiedlich hoch ausfielen. So
steigerte beispielsweise EGF in zwei verschiedenen Versuchen die Zellzahl um
ca. 30 % im Vergleich zu unstimulierten Zellen. In dem ersten Versuch hatten
die mit EGF stimulierten Zellen eine optische Dichte (OD) von 0,241 und im
zweiten Versuch eine OD von 0,434. Als Ursache fur die unterschiedliche Héhe
der Messwerte kommen verschiedene Mdglichkeiten in Betracht. Eine
Moglichkeit ware eine unterschiedlich schnelle Proliferation der unstimulierten
Zellen, aber auch eine Ungenauigkeit bei der Pipettierung der Zellen zu Beginn
des Proliferationsversuches ist mdglich. Durch die unterschiedliche HOhe der
Messwerte war es somit nicht modglich, die einzelnen Ergebnisse einer
Versuchsreihe durch simple Bildung eines Mittelwerts und anschlieRende
Bestimmung dessen Signifikanz auszuwerten. Die Standardabweichung ware
sehr hoch ausgefallen. Zur Lésung dieser Problematik wurde der Vorzeichen-

Test herangezogen. Beim Vorzeichen-Test handelt es sich ebenfalls um einen
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nicht parametrischen Test, der insbesondere dann sinnvoll ist, wenn eine
quantitative Messung unmadglich oder wie in diesem Fall schwierig ist. Mittels
dieses Tests war es moglich aus den Einzelsignifikanzen (siehe oben) die
Gesamt-Signifikanzen der jeweiligen Versuchsreihen zu bestimmen. Auch hier
gilt, dass das Ergebnis einer Versuchsreihe als signifikant bezeichnet wird,
wenn P < 0,05 ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung von Zellkulturbedingungen zum Nachweis einer

ostradiolabhangigen Zellproliferation

Fur den Nachweis sowohl genomischer als auch nichtgenomischer Effekte von
Ostradiol auf Brustkrebszellen sind zahlreiche Voraussetzungen zu erflillen.

Die Anforderungen an die Zellkultur sind optimale Kulturbedingungen, die eine
gute Zelladhaerenz, die Ausbildung von Zellauslaufern und Zellverbanden,
welche zu einem gleichmaRigen Zellrasen konfluieren, sowie eine hohe
Proliferationsrate fordern. Diese Punkte werden in der Fachliteratur als positive
Kriterien fur eine gut wachsende Zellkultur mit metabolisch aktiven Zellen
angesehen. Sie stellen somit eine wichtige Grundlage fur aussagekraftige und
reproduzierbare Ergebnisse der nachfolgenden Stimulationsversuche dar. Als
negative Kriterien gelten eine mangelnde Adhaerenz, eine abgekugelte Zellform,

die mangelnde Ausbildung eines Zellrasens, sowie ein langsames Zellwachstum.

Zur Etablierung der Zellkulturbedingungen wurden die ausgesate Zellzahl, sowie
die verwendeten Basalmedien variiert. Es kam DMEM, MEM, jeweils
phenolrothaltig und phenolrotfrei, sowie Ham’s F-10 Medium zum Einsatz.
Beobachtet wurden die Zellmorphologie, Zellanordnung, Zelladhaerenz und die
Dauer bis zum Erlangen einer 90 prozentigen Konfluenz. Hierfir wurden die
Zellen in 6 — Lochplatten bzw. 550 ml Gewebekulturflaschen mit verschiedenen
Zellzahlen von 10* — 5 x 10°, ausgesat und alle zwei Tage bis zum Erlangen

einer 90 prozentigen Konfluenz unter dem Mikroskop inspiziert.

3.1.1 Zelladhaerenz und Konfluenz

Die Zelladhaerenz und Konfluenz wurden unter Kultivierung mit verschiedenen

Basalmedien wie DMEM, MEM, jeweils phenolrothaltig und phenolrotfrei, sowie
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Ham’s F-10 Medium untersucht (zur genauen Zusammensetzung der Medien
siehe Kapitel 2.2.1).

MCF-7 Mammakarzinomzellen zeigten in phenolrothaltigem Nahrmedium eine
bedeutend bessere Zelladhaerenz als in phenolrotfreiem Medium. Die Zellen
bildeten Auslaufer und Zellverbande und erreichten schneller eine 90 prozentige
Konfluenz als unter phenolrotfreien Bedingungen. Dies ist mit groRRer
Wahrscheinlichkeit auf die leicht &strogene Wirkung des Phenolrots
zurlckzufihren. Die phenolrothaltigen Medien untereinander zeigten keine
bedeutsamen Unterschiede hinsichtlich des Wachstumsverhaltens der Zellen.
Unter DMEM- und MEM-Medium zeigte sich eine bessere Zelladhaerenz als

unter Ham’s F-10 Medium.

3.1.2 Aussaat-Dichte

Die Zellen wurden in einer Zellzahl von 10* = 5 x 10° in 6 — Lochplatten bzw.
550 ml Gewebekulturflaschen ausgesat. Anschlielliend wurde mikroskopisch die
Zellmorphologie, Zellanordnung, Zelladhaerenz und die Dauer bis zum Erlangen
einer 90- prozentigen Konfluenz beobachtet.

Es konnten folgende Beobachtungen gemacht werden: Werden zu wenig Zellen
ausgesat, kommt es zu einer mangelnden Adhaerenz oder die Zellen wachsen
haufenformig Ubereinander, anstatt wie erwilnscht, einen gleichmafigen
Zellrasen zu bilden. Die Morphologie der Zellen ist kugelig und abgerundet und
die Zellen bilden nur wenige bis gar keine Zellauslaufer aus. Werden die Zellen
zu dicht ausgesat, kommt es von vornherein zu einer mangelnden Adhaerenz.
Als optimale Aussaat-Menge fur die 550 ml Gewebekulturflaschen konnten 1-5
x 10° Zellen ermittelt werden. Diese haben nach 3 — 10 Tagen eine 90
prozentige Konfluenz erreicht und konnen fir die Folgeversuche geerntet

werden.
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3.2 MTS-Proliferationsassays

3.2.1 Etablierung der Stimulationsbedingungen und des

Stimulationsablaufes

Ziel der Etablierung der Stimulationsbedingungen und des Stimulationsablaufes
war der Nachweis eines moglichst hohen dstrogenabhangigen Wachstums der
verwendeten Brustkrebszelllinie. Dies ist gleichzeitig Grundvoraussetzung fur
die Folgeversuche. Denn nur so kénnen in den Folgeexperimenten, die
Auswirkung anderer Stimulanzien (Tamoxifen, MEK-Inhibitor und deren
Kombination) auf die Zellproliferation, durch Interaktion mit der
Ostradiolsignalkaskade, untersucht werden.

Um die optimalen Voraussetzungen fur eine moglichst hohe Ej-induzierte
Steigerung der Zellproliferation zu ermitteln, wurden verschiedene Basalmedien
(DMEM, MEM), unterschiedliche Aussaat-Dichten (500 und 1000 Zellen / Loch),
sowie verschieden lange Ostrogen-Hungerperioden variiert. Fur die
Stimulationsversuche wurde stets phenolrotfreies DMEM bzw. MEM verwendet,
um den Einfluss von wachstumsstimulierenden Substanzen auf ein Minimum zu
reduzieren. Auf den Zusatz von CSFCS konnte nicht verzichtet werden, da es
unter CSFCS-freiem bzw. reduziertem (CSFCS Anteil von 2%) Medium zu einer
mangelnde Zelladhaerenz mit Zellablosung kommt. Des Weiteren ist inzwischen
bekannt, dass die proliferationsférdernde Wirkung von E; durch vorherige
Kultivierung der Zellen unter 6strogenfreien Bedingungen, zu einem erhdhten
Ansprechen der Karzinomzellen auf Ostradiol fiihrt. Dieser Effekt ist auf eine
Hochregulation der Ostrogenrezeptoren zuriickzufiihren. Daher wurden, fir
Stimulationsversuche mit E,, die Zellen zuvor stets in einen
Ostrogenhungerzustand versetzt.

48 bzw. 96 Stunden nach Hinzufiigen des Ostradiols wurde die Zellzahl mittels
Zellproliferations-Assay bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2).

Das starkste Ansprechen der Karzinomzellen auf Ostradiol konnte
nachgewiesen werden, nachdem die Zellen in einer Dichte von 500 Zellen pro

Loch in 96-Lochplatten ausgesat wurden, fur vier Tage unter dstrogenfreien
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Bedingungen ausgehungert und anschlieBend mit E, inkubiert wurden. Die
héchsten Proliferationsraten nach Stimulation mit E; erbrachten Zellen, welche
in phenolrotfreiem DMEM Kkultiviert wurden, welches lediglich mit 10 % CSFCS
und Antibiotikum versetzt war. Eine Inkubationszeit von 96 Stunden fuhrte, wie
zu erwarten, in einer Vielzahl der Ansatze zu einer hoheren Zellzahl im

Vergleich zu einer Inkubationszeit von 48 Stunden.

Tabelle 3.1 Optimierte Bedingungen fir die Stimulationsversuche

Parameter Optimum

Medium Pherjolrotfreies Dulbecco’s Minimum Essential
Medium (DMEM)

Serum CSFCS (10%)

Zelldichte 500 Zellen / Well

Tag 0: Aussaat der Zellen

Tag 4: Mediumwechsel + Stimulanz (z.B. E;)
Tag 6: 48 Stunden Werte (MTS)

Tag 8: 96 Stunden Werte (MTS)

Zeitlicher Ablauf

Da in Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) kultivierte Zellen nach
Stimulation mit Ostradiol eine héhere Proliferationsrate zeigten, als in Minimum
Essential Medium (MEM), wurde fortan DMEM als Standardmedium eingesetzt.

3.2.2 Etablierung des MTS-Proliferationsassays

Zunachst wurde versucht in einem relativ zeitsparenden Verfahren die
Ostrogenabhangige Proliferationssteigerung der Mammakarzinomzellen zu
ermitteln. Hierfir wurde eine definierte Zellzahl in 6-Loch Wellplatten ausgesat

und am Tag nach der Aussat mit verschiedenen Ostradioldosen stimuliert. Die
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Proliferation wurde an den Folgetagen Uber eine Bestimmung der Zellzahl in
einer Neubauerzahlkammer festgestellt. Aufgrund der geringen Zellzahl in den
Wells war eine zuverlassige Bestimmung der Zellzahl nicht moglich. Die
Schwankungen der Zellzahlbestimmungen fielen untolerierbar hoch aus, so
dass dieses Verfahren zur Ermittlung der Zellproliferation verworfen werden
musste.

Um zuverlassige Ergebnisse zum Ostrogenabhangigem Wachstum der
Karzinomzellen zu erhalten, wurde zur Zellzahlbestimmung das MTS-
Proliferationsassay etabliert. Hierbei handelt es sich um ein Zellproliferations-
Assay, bei dem zugesetztes MTS (Tetrazolium Verbindung) von metabolisch
aktiven Zellen zu Formazan reduziert wird. Die Absorption des Formazans
konnte nach 4 Stunden bei einer Wellenlange von 492 nm und einer
Referenzwellenlange von 690 nm mittels ELISA-Reader gemessen werden. Die
Werte wurden in optischer Dichte angegeben. Die quantitative Bestimmung der
Zellzahl ermdglichte die Bestimmung der Proliferationssteigerung, nach Zugabe
von Ostradiol, durch den rechnerischen Vergleich von nichtstimulierten Zellen
und stimulierten Zellen (siehe 3.2.3).

Nach Etablierung der Methodik und erfolgtem Nachweis einer
Ostradiolabhangigen Zellproliferation der MCF-7 Zellen, wurden weitere
Stimulationsversuche mit Tamoxifen und MEK-Inhibitor durchgefihrt. Auch bei
diesen Versuchen wurde die Zellzahl stets mittels MTS-Proliferationsassay
bestimmt. Nichtstimulierte Zellen wurden bei allen Versuchen als Negativ- und
mit Epidermal Growth Factor (EGF) stimulierte Zellen als Positivkontrolle
mitgemessen. EGF flhrt nach Bindung an seinen Rezeptor Uber den MAPK-
Signaltransduktionsweg zu einer Steigerung der Zellproliferation. Die Zellzahl
wurde stets 48 und 96 Stunden nach Zugabe von EGF, E; MEK-Inhibitor und
Tamoxifen bestimmt. Um ein breiteres Wirkspektrum abzudecken kamen
verschiedene Konzentrationen der Substanzen zum Einsatz.

In einem nachsten Schritt  wurde analysiert welche Auswirkung eine
Kombination von Tamoxifen und MEK-Inhibitor auf die Proliferation der
Brustkrebszellen hat, da beide Substanzen an unterschiedlichen Stellen in die

Signalkaskade des Ostradiols eingreifen. Um zu analysieren wie stark die
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beobachtete Proliferationsstimulation durch Ostradiol von Tamoxifen, MEK-
Inhibitor und deren Kombination beeinflussbar ist, wurden die Versuche in
Anwesenheit von Ostradiol, im Vergleich zu analogen Ansatzen ohne Ostradiol
durchgefihrt. Die Bedingungen fur den Stimulationsablauf entsprechen bei den
Versuchen mit MEK-Inhibitor, Tamoxifen und EGF denen in Tabelle 3.1. Bei
Stimulationsversuchen mit E,, Tamoxifen und/oder MEK-Inhibitor wurden die
Zellen, nach dem Mediumwechsel an Tag 4, stets fir eine halbe Stunde mit

Tamoxifen und/oder MEK-Inhibitor vorinkubiert bevor E; hinzupipettiert wurde.

3.2.3 Definitionen

Die Auswirkung einer Substanz (z. B. Ostradiol) auf die Proliferation der
Mammakarzinomzellen, lasst sich bei der Auswertung eines MTS-Assays durch
den rechnerischen Vergleich, von unbehandelten Zellen und behandelten Zellen
(Zellen denen eine Substanz zugesetzt wurde), feststellen. Eine Substanz wird
als proliferationsférdernd bezeichnet, wenn der Quotient der Absorption (nach
Abzug der Hintergrund Absorption vom Zellkulturmedium) aus behandelten und
unbehandelten Zellen » 1 ist. Als proliferationshemmend wird demnach eine
Substanz bezeichnet deren Quotient ¢ 1 ist. Ist der Quotient 1, so hat die

Substanz keinen Effekt auf die Zellproliferation.

stimulierte Zellen / nicht stimulierte Zellen > 1 = proliferationsférdernd
stimulierte Zellen / nicht stimulierte Zellen = 1 =) keinen Effekt

stimulierte Zellen / nicht stimulierte Zellen < 1 => proliferationshemmend

Zur statistischen Auswertung wurden der nicht-parametrische Mann-Whitney U-
Test und der Vorzeichen-Test verwendet. Der Mann-Whitney U-Test wurde
eingesetzt um zu ermitteln, ob sich die Zellzahl der stimulierten Zellen innerhalb
eines Versuches signifikant von der unstimulierter Zellen unterschied. Im
nachsten Schritt diente der Vorzeichen-Test dazu, zu analysieren ob nicht nur

das Ergebnis eines einzelnen Versuches, sondern der gesamten Versuchsreihe
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einer Substanz sich signifikant von nichtstimulierten Zellen unterschied. Bei

beiden Tests wurde ein Ergebnis als signifikant bezeichnet, wenn p < 0,05 war.

p < 0,05 = signifikant

Der genaue Ablauf der Proliferationsassays wurde unter Material und Methoden
Kapitel 2.2.2 beschrieben. Die untenstehenden Angaben beziehen sich, falls
nicht anders vermerkt, stets auf Zellen in phenolrotfreiem DMEM mit 10 %
CSFCS und Antibiotikum, welche in einer Dichte von 500 Zellen pro Loch
ausgesat wurden.

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung werden in den folgenden Kapiteln
jeweils nur knapp zusammengefasst. Fur eine ausflhrliche Einsicht in die
Statistik wird auf die Tabellen im Anhang verwiesen. Zum besseren Verstandnis
der folgenden Kapitel, sollen die Begriffe Einzelsignifikanz und
Gesamtsignifikanz ~ kurz  erlautert werden. Die Einzelsignifikanz (p
Einzelversuche) besagt, ob sich die Zellzahl der mit EGF, Ostradiol, Tamoxifen
oder MEK-Inhibitor stimulierten Zellen, innerhalb eines Versuches, signifikant
von der nicht stimulierter Zellen unterscheidet. Sie wurde mit Hilfe des
nichtparametrischen Mann-Whitney U-Tests ermittelt. Die Gesamtsignifikanz (P-
Gesamt) ergibt sich aus den Einzelsignifikanzen aller Einzelversuche einer
Versuchsreihe. Sie besagt, ob sich das Ergebnis der gesamten Versuchsreihe
einer Substanz signifikant von nichtstimulierten Zellen unterscheidet. Sie wurde

mittels des Vorzeichen-Tests bestimmt (exemplarisch siehe Tabelle 3.2).
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3.2.4 Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

EGF flhrt nach Bindung an seinen zughoérigen, membranstandigen EGF-
Rezeptor durch Phosphorylierungsreaktionen zur raschen Signalweiterleitung
Uber das G-Protein Ras und die Kinasen, Raf und MEK zur Phosphorylierung
der MAP-Kinase. Als Resultat kommt es zu einer Steigerung der Zellproliferation
( siehe Kapitel 1.4).

Da die Stimulation mit EGF stets zu einer Zunahme der Zellproliferation flhrt,
wurde EGF bei jedem Versuch als Positivkontrolle mit durchgefiihrt. Es wurde

stets in einer Konzentration von 100 ng / ml eingesetzt.

Wie erwartet fuhrte EGF sowohl nach 48- als auch nach 96-stindiger
Stimulation in allen Versuchen, mit einer einzigen Ausnahme, zu einer
Steigerung der Zellproliferation (psgn = 0,04, pgen = 0,119). In Bild 3.1 sind die
Ergebnisse aller Versuche graphisch dargestellt. Fur eine bessere
Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse der jeweiligen MTS-Assays (Zellzahl

gemessen in optischer Dichte) prozentual auf unbehandelte Zellen bezogen.
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Bild 3.1 Darstellung der Zunahme der Zellproliferation (Zellzahl gemessen in optischer Dichte,
mittels MTS-Zellproliferations-Assay prozentual bezogen auf unbehandelte Zellen) in den
jeweiligen Assays nach Stimulation mit EGF (100 ng/ml) tber 48 bzw. 96 Stunden

Bei der statistischen Auswertung der Versuchsergebnisse fiel auf, dass bei
isolierter Betrachtung derjenigen Versuche, bei denen neben der EGF
induzierten Zellproliferation ebenfalls eine Ej-abhangige Zellproliferation
nachweisbar war, sich nach Stimulation mit EGF mehr signifikante Ergebnisse
zeigten als bei Versuchen ohne E; induzierte Zellproliferation (siehe Tabelle 3.2).

Mdglicherweise ist eine vorhandene Ostradiol-abhéngige Zellproliferation ein
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Hinweis fur einen besonders guten und somit auch proliferationsfreudigen

Zustand der Mammakarzinomzellen.

Tabelle 3.2 Isolierte Darstellung derjenigen EGF-Stimulationsversuche, bei denen zusatzlich
eine Ostradiol-abhangige Zellproliferation nachweisbar war. Nach 48 Stunden zeigte sich in 8/8
und nach 96 Stunden in 12/14 Versuchen eine signifikant proliferationsférdernde Wirkung im
Vergleich zu nicht stimulierten Zellen. Sowohl das Ergebnis nach 48 als auch nach 96 Stunden
war signifikant erhdht gegeniber nicht stimulierten Zellen. (p4gn = 0,004, pgg, = 0,006)

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden

<0,01 2 3
0,02 - 0,03 6 9
0,03 - 0,05 0 0
0,05 - 0,06 0 0
0,06 — 0,10 0 0
0,10 - 0,20 0 2
n-Gesamt 8 14
proliferationsférdernd 8 14
proliferationshemmend 0 0
signifikant (p < 0,05) 8 12
P-Gesamt 0,004 0,006

3.2.5 Ostradiol (E,)

Ostradiol fUhrt Gber den genomischen Weg, durch Stimulation des klassischen,
intrazellularen Ostrogen-Rezeptors, zu einer Zunahme der Zellproliferation
(siehe Kapitel 1.1.1). Des weiteren wird in der Literatur diskutiert, dass Ostradiol
ebenfalls durch Stimulation eines membranstandigen Rezeptors und
anschlielRender Aktivierung einer nichtgenomischen und dadurch schnelleren
Signalkaskade, welche Uber die MAPK vermittelt wird, zu einer Zunahme der
Zellproliferation fUhrt (siehe Kapitel 1.1.2).

Ostradiol wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen (108, 10° M) eingesetzt.
Sowohl E; 10 und 10 M filhrten zu einer dstrogeninduzierten Proliferation der
Mammakarzinomzellen. Die Ergebnisse aller MTS Assays dieser Versuchsreihe
werden in Bild 3.2 und Bild 3.3 dargestellt. Hierfir wurde die Zellzahl (gemessen

in optischer Dichte) prozentual auf unbehandelte Zellen bezogen.
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Die Zunahme der Zellzahl nach 96-stiindiger Inkubation mit Ostradiol 10 und
10° M ist héher als nach 48 Stunden. Dies lasst sich durch den langeren

Kontakt der Karzinomzellen mit Ostradiol erklaren.

E2 10-8M
60
50
40 T
£ 30 -
S 20 |
o
10 -
0 _
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9—
Versuchsnummer
‘I:I48h @ 96h @ Zf48h mzf 96h ‘

Bild 3.2 Darstellung der prozentualen Steigerung der Zellproliferation (Zellzahl gemessen in
optischer Dichte, mittels MTS-Zellproliferations-Assay, prozentual bezogen auf unbehandelte
Zellen) in den jeweiligen Assays nach Stimulation mit E, 10 M (iber 48 bzw. 96 Stunden. Ein
proliferationsfordernder Effekt zeigte sich fur E, 10° M nach einer Inkubationszeit von 48
Stunden in 6 von 7 Versuchen und nach 96 Stunden in allen 8 Versuchen. (Der Wert nach einer
Behandlungsdauer von 48 h in Versuch 8 konnte nicht in die Auswertung einbezogen werden).
Unter Versuch 9 wird der Mittelwert aus allen Versuchen dieser Versuchsreihe mit
Standardabweichung dargestellt (Zusammenfassung (Zf))
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Bild 3.3 Darstellung der prozentualen Steigerung der Zellproliferation (Zellzahl gemessen in
optischer Dichte, mittels MTS-Zellproliferations-Assay, prozentual bezogen auf unbehandelte
Zellen) in den jeweiligen Assays nach Stimulation mit Ez 10 M (iber 48 bzw. 96 Stunden. Ein
proliferationsférdernder Effekt zeigte sich fur E, 10° M nach einer Inkubationszeit von 48
Stunden in 11 von 17 Versuchen und nach 96 Stunden in 16 von 18 Versuchen. (Der Wert nach
einer Behandlungsdauer von 48 h in Versuch 18 konnte nicht in die Auswertung einbezogen
werden). Unter Versuch 19 wird der Mittelwert aus allen Versuchen dieser Versuchsreihe mit
Standardabweichung dargestellt (Zusammenfassung (Zf))

Die deutlichste proliferationssteigernde Wirkung zeigte sich nach der Stimulation
mit Ostradiol 10° M. In Bild 3.4 sind die Ergebnisse nach Stimulation mit E; 10
und 10°° M vergleichend dargestellt.

In der statistischen Auswertung der Ergebnisse zeigte sich nach der Stimulation
mit E2 10® M, nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden, in 25 % und nach
einer Behandlungsdauer von 96 Stunden in 50 % der Versuche ein signifikant (p
< 0,05) proliferationsfordernder Effekt auf die Mammakarzinomzellen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Nach Stimulation mit E; 10° M war dies in
33 % (48h) bzw. 56 % (96h) der Versuche der Fall. Somit ergab die Stimulation
mit E; 10° M haufiger eine signifikante Steigerung der Zellproliferation
gegeniiber unbehandelten Zellen, als nach der Inkubation mit E; 10° M. Ebenso
waren nach 96-stiindiger Behandlung mit Ostradiol Ergebnisse mit einer

signifikanten Steigerung der Zellzahl haufiger als nach 48-stiindiger.
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Bild 3.4 Darstellung der prozentualen Steigerung der Zellproliferation (Zellzahl gemessen in
optischer Dichte, mittels MTS-Zellproliferations-Assay, prozentual bezo%en auf unbehandelte
Zellen) in den jeweiligen Assays nach Stimulation mit E; 10° und 10° M (iber 48 bzw. 96
Stunden. Ostradiol 10° M fiihrte nach einer Stimulationsdauer von 96 h insgesamt zu einer
starker proliferationssteigernden Wirkung als E 10® M. Unter Versuch 9 wird der Mittelwert aus
allen Versuchen dieser Versuchsreihe mit Standardabweichung dargestellt (Zusammenfassung

(Z9)

3.2.6 Tamoxifen

Tamoxifen ist ein selektiver Antagonist am klassischen Ostrogenrezeptor,
besitzt jedoch auch eine agonistische Restaktivitat. Ziel dieser Versuchsreihe
war es, den agonistischen proliferationsstimulierenden Effekt in Bezug auf die
eingesetzten Tamoxifen Konzentrationen nachzuweisen.

Tamoxifen wurde zur Abdeckung eines breiteren Wirkungsspektrums in funf
verschiedenen Konzentrationen 10°, 107, 10%,10°, 10"° M eingesetzt. Hierbei
handelt es sich um Konzentrationen die in der Literatur haufig Anwendung

finden (z.B. Katzenellenbogen et al. 1987)

Fur die Tamoxifen Konzentrationen 10° und 107 M konnte mehrheitlich ein
agonistischer und  somit  proliferationsférdernder  Effekt auf die

Mammakarzinomzellen nachgewiesen werden. Nach 48 Stunden war in 66,7 %
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und nach 96 Stunden in 87,5 % der Versuche ein proliferationsfordernder Effekt
zu sehen. In 6 der insgesamt 14 Versuche war dieser signifikant erhoht
gegenuber nicht stimulierten Zellen. Die Zunahme der Zellzahl durch Stimulation
mit Tamoxifen ist nach 96 Stunden Inkubation héher als nach 24 Stunden. Die
Konzentration 10° M entfaltet einen stirkeren agonistischen und somit
proliferationsférdernden Effekt auf die Mammakarzinomzellen als 10 M. In Bild
3.5 sind die Ergebnisse der MTS-Assays dieser Versuchsreihe dargestellt.

Mit abnehmender Konzentration des Tamoxifen zeigte sich eine Abnahme des
agonistischen Effekts. Eine weitere Reduktion der Konzentration fuhrt
schlieBlich zu einer mehrheitlich antagonistischen Wirkung des Tamoxifen und
somit zu einer proliferationshemmenden Wirkung auf die Mammakarzinomzellen.
Nach Stimulation mit Tamoxifen 10® M zeigt sich nach 48 stiindiger Stimulation
nur noch in 37,5 % und nach 96 Stunden in 60 % der Versuche ein
proliferationsférdernder Effekt (siehe Bild 3.6). 2 der 18 Versuche ergaben in der
statistischen Auswertung ein signifikant proliferationsforderndes Ergebnis
bezogen auf unbehandelte Zellen.

Fir die niedrigeren Tamoxifen Konzentrationen 10° und 10™'° M (siehe Bild 3.6)
ergab sich in einem einzigen Versuch ein fordernder Effekt auf die

Zellproliferation. Dieser war signifikant erhoht bezogen auf unbehandelte Zellen.
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Bild 3.5 Darstellung des prozentualen agonistischen proliferationsférdernden Effekts von
Tamoxifen 10® und 107 M auf die Mammakarzinomzellen, bezogen auf unbehandelte Zellen
(Zellzahl gemessen in optischer Dichte, mittels MTS-Assay), nach einer Stimulationsdauer von
48 bzw. 96 Stunden. Es zeigt sich in 4 von 6 Versuchen nach 48 h und in 7 von 8 nach 96 h ein
proliferationsfordernder Effekt auf die MCF-7 Zellen. (Die 48 Stunden Werte nach Stimulation
mit 107 M in Versuch 1 und 2 konnten nicht in die Auswertung mit einbezogen werden)
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Bild 3.6 Prozentuale Darstellung des Effekts von Tamoxifen 10%, 10° und 10"° M auf die
Proliferation von Mammakarzinomzellen, bezogen auf unbehandelte Zellen (Zellzahl gemessen

in optischer Dichte, mittels MTS-Assay), nach einer Stimulationsdauer von 48 bzw. 96 Stunden.

Mit abnehmender Tamoxifen Konzentration =zeigt sich ebenfalls eine Reduktion des

agonistischen Effekts auf die Zellproliferation und schliellich eine mehrheitlich antagonistische
Wirkung des Tamoxifen. (Die 48 Stunden Werte nach Stimulation mit 10®, 10° und 10" M in
Versuch 1 und 2 konnten nicht in die Auswertung mit einbezogen werden)
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3.2.7 E; + Tamoxifen

Tamoxifen ist das am haufigsten in der Therapie des Mammakarzinoms
eingesetzte Antidstrogen. Es ist ein selektiver Ostrogenrezeptormodulator,
welcher die periphere Wirkung von Ostrogenen durch Bindung an den
klassischen Ostrogenrezeptor hemmt. Tamoxifen unterbindet die Expression
Ostrogen-regulierter Gene. Bereits in den Vorversuchen konnte die agonistische
Restaktivitat gezeigt werden. Das Ziel dieser Versuchsreihe war es, zu
untersuchen ob und wie stark sich der proliferationsfordernde Effekt von
Ostradiol auf Mammakarzinomzellen durch den Einsatz von Tamoxifen hemmen
lasst.

Fir diesen Versuch wurden die Zellen vor Zugabe von Ostradiol zunéchst fir
eine halbe Stunde mit Tamoxifen vorinkubiert. Tamoxifen wurde erneut in den
fiinf Konzentrationen (10, 107, 108, 10°, 10"° M) eingesetzt. Ostradiol wurde
in der Konzentration 10° M eingesetzt, da diese in den Vorversuchen den
starksten E-induzierten proliferationsférdernden Effekt gezeigt hatte. Es wurden
ausschlieBlich Versuche ausgewertet in denen eine Ostradiol abhangige

Zellproliferation nachweisbar war.

Der proliferationsférdernde Effekt von Ostradiol konnte durch den Einsatz von
Tamoxifen reduziert werden. Die am starksten hemmende Wirkung auf die E»-
induzierte Zellproliferation zeigte sich nach Behandlung der Zellen mit
Tamoxifen in der Konzentraton 10" M. Fiir die anderen Tamoxifen
Konzentrationen war ein Zusammenhang zwischen Konzentration und Ausmalf}
der antagonistischen Wirkung nicht klar erkennbar. Die Reduktion der Ej-
induzierten Zellproliferation zeigte sich am deutlichsten nach 96-stundiger

Behandlung.

Insgesamt war es durch den Einsatz von Tamoxifen moglich in 84,4 % der
durchgefuhrten Versuche die proliferationsstimulierende Wirkung von E; auf die
MCF-7 Zellen zu reduzieren. Es war jedoch nur in 18,8 % der Versuche moglich

sie ganz aufzuheben. In Bild 3.7 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
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dargestellt. Hierfur wurde die mittels MTS-Assay bestimmt Zellzahl jeweils

prozentual auf unbehandelte Zellen bezogen.
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Bild 3.7 Darstellung des prozentualen Effekts (bezogen auf unbehandelte Zellen) von Tamoxifen
10°, 107, 10% 10° und 10™ M auf die Ostradiol induzierte Zellproliferation von
Mammakarzinomzellen (Zellzahl gemessen in optischer Dichte, mittels MTS-Assay) nach einer
Stimulationsdauer von 48 bzw. 96 Stunden. Der stérkste antagonistische Effekt auf die Ostradiol
induzierte Zellproliferation zeigte sich nach Behandlung mit Tamoxifen 10" M. Der
antiproliferative Effekt von Tamoxifen stellte sich nach einer Behandlungsdauer von 96 Stunden
deutlicher dar als nach 48 Stunden. (Die 48 Stunden Werte nach Stimulation mit Tamoxifen 107,
10®, 10® und 10" M in Versuch 1 und 2 konnten nicht in die Auswertung mit einbezogen
werden)
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3.2.8 MEK-Inhibitor (PD98059)

Der MEK-Inhibitor ist ein spezifischer, zellpermeabler Inhibitor der Mitogen-
Aktivierten-Protein-Kinasen (siehe Kapitel 1.3) und unterbindet somit einen
wichtigen intrazelluldren Signaltransduktionsweg. Uber diese Signalkaskade
wird die Wirkung zahlreicher Substanzen vermittelt, u. a. von EGF. Somit ist
davon auszugehen, dass der Einsatz des MEK-Inhibitors die
proliferationsfordernde Wirkung von EGF reduziert. Des Weiteren liegen Daten
vor, die besagen, dass die nichtgenomische Wirkung von Ostrogenen Uber
einen alternativen membranstandigen Ostrogenrezeptor ebenfalls durch die
MAPK vermittelt wird. Somit kénnte der Einsatz des MEK-Inhibitors ebenfalls
einen Einfluss auf die Wirkung von Ostradiol auf Mammakarzinomzellen haben
und den proliferationsférdernden Effekt von Ostradiol hemmen.

In diesem Versuch wurde der MEK-Inhibitor zunachst als Monosubstanz
eingesetzt, um das Ausmald seines antiproliferativen Effekts auf die
Mammakarzinomzellen zu beobachten und zu beurteilen.

Der MEK-Inhibitor wurde stets in einer Konzentration von 23 uM eingesetzt.

Nach Behandlung mit dem MEK-Inhibitor zeigte sich ein deutlicher
antiproliferativer Effekt auf die Mammakarzinomzellen. Die Ergebnisse dieser
Versuchsreihe sind in Bild 3.8 zu sehen. In der Abbildung wurde die prozentuale
Zellzahl (gemessen in optischer Dichte) nach Stimulation mit dem MEK-Inhibitor
bezogen auf unbehandelte Zellen (entsprechen 100%) dargestellt. In Bild 3.9

sind alle Versuche dieser Versuchsreihe zusammengefasst dargestellt.

" In der Auswertung konnten Versuche in unterschiedlichen Medien (DMEM, MEM) sowie mit
unterschiedlicher Zelldichte (500 bzw. 1000 Zellen pro Loch) zusammengefasst werden, da
diese Parameter keinen EinfluR auf die Versuchsergebnisse zeigten.
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Bild 3.8 Darstellung der prozentualen Zellzahl (gemessen in optischer Dichte) nach Behandlung
mit MEK-Inhibitor 23 yM, bezogen auf unbehandelte Zellen (entsprechen 100%), nach einer
Inkubation von 48 bzw. 96 Stunden. Der MEK-Inhibitor flihrt zu einer deutlichen Hemmung der
Zellproliferation im Vergleich zu unbehandelten Zellen

Zusammenfassung MEK-Inhibitor 23 pM
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Bild 3.9 Darstellung der prozentualen Minderung der Zellzahl (gemessen in optischer Dichte)
nach Behandlung mit MEK-Inhibitor 23 uM, bezogen auf nicht stimulierten Zellen (entsprechen
100%), nach einer Inkubation von 48 bzw. 96 Stunden. Der MEK-Inhibitor fiihrt zu einer
deutlichen Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zu unbehandelten Zellen
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Der hemmende Effekt des MEK-Inhibitor, auf die Proliferation der MCF-7 Zellen,

erwies sich in der statistischen Auswertung als signifikant (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3 Zusammenfassende Darstellung aller Versuche bei denen eine Stimulation mit MEK-
Inhibitor 23 uM erfolgte. Nach 48 Stunden zeigte sich in 11 von 12 und nach 96 Stunden in
allen 12 Versuchen ein wachstumshemmender Effekt. Sowohl nach 48 als auch nach 96

Stunden waren jeweils 11 dieser Versuche signifikant proliferationshemmend.

3.2.9 E; + MEK-Inhibitor (PD98059)

p (Einzelversuche)

n Anzahl Versuche
48 Stunden 96 Stunden

<0,01 0 0
0,02 -0,03 11 11
0,03 - 0,50 0 0
0,50 - 1,00 1 1
>1,00 0 0
n-Gesamt 12 12
proliferationsférdernd 1 0
proliferationshemmend 11 12
signifikant (p < 0,05) 1 1
P-Gesamt 0,003 0,003

In dieser Versuchsreihe wurde eine Kombinationsstimulation mit E, und MEK-

Inhibitor durchgefuhrt. Ziel war es zu beobachten ob und wie stark die

proliferationsférdernde  Wirkung von E; durch Einsatz des MEK-Inhibitors

reduzierbar ist.

Zur Durchfuhrung dieser Versuche wurden die Zellen zunachst fur eine halbe

Stunde mit dem MEK-Inhibitor vorinkubiert und anschlieRend mit Ostradiol

stimuliert. E; wurde in der Konzentration 10° M eingesetzt, da diese sich in den

Vorversuchen als am starksten proliferationsfordernd erwiesen hatte. Der MEK-
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Inhibitor wurde stets in einer Konzentration von 23 puM eingesetzt®>. Es wurden
ausschlieBlich Versuche gewertet in denen eine Ostradiol abhangige
Zellproliferation nachweisbar war.

In allen durchgefuhrten Versuchen, von einer einzigen Ausnahme abgesehen,
ist es méglich durch Einsatz des MEK-Inhibitors die Zellzahl, der mit Ostradiol
stimulierten Zellen, unter die der nur mit Ostradiol stimulierten Zellen zu senken.
Allerdings zeigt sich bei den mit Ostradiol und MEK-Inhibitor behandelten
Mammakarzinomzellen stets eine hohere Zellzahl, als bei den Zellen welche nur
mit dem MEK-Inhibitor behandelt wurden. In Bild 3.10 ist das Ergebnis eines der

MTS-Assays exemplarisch dargestellt.
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Bild 3.10 Exemplarisches Ergebnis eines MTS-Assays: Darstellung der Wirkung des MEK-
Inhibitors in Anwesenheit von E, 10°M, im Vergleich zur Stimulation mit E; 10"°M, MEK-Inhibtor
23 uM in Abwesenheit von E, und nicht stimulierten Zellen nach 96 Stunden. (Zellzahl
gemessen in optischer Dichte, mittels MTS- Zellproliferations-Assay, bei einer Wellenldnge von
492 nm und einer Referenzwellenlange von 690 nm). Der MEK-Inhibitor ermdglicht eine
Reduktion der Zellzahl in Anwesendheit von E,. Allerdings liegt diese oberhalb der nur mit MEK-
Inhibitor behandelten Zellen

2 In der Auswertung konnten Versuche in unterschiedlichen Medien (DMEM, MEM) sowie mit
unterschiedlicher Zelldichte (500 bzw. 1000 Zellen pro Loch) zusammengefasst werden, da
diese Parameter keinen EinfluR auf die Versuchsergebnisse zeigten.
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Der MEK-Inhibitor ist ein Inhibitor der Mitogen-Aktivierten-Protein-Kinasen und
unterbindet somit einen wichtigen intrazelluldren Signaltransduktionsweg. Uber
diesen Signaltransduktionsweg wird die Wirkung zahlreicher Substanzen
vermittelt (z. B. von EGF). Vergleicht man die Ergebnisse der Versuche in
denen eine Monobehandlung mit dem MEK-Inhibitor erfolgte, mit denen in
welchen zusatzlich eine Stimulation mit E; erfolgt, so liegen die Zellzahlen der
zusétzlich mit Ostradiol stimulierten Zellen meist deutlich Gber den nur mit MEK-
Inhibitor behandelten. Folglich senkt der MEK-Inhibitor zwar in Anwesenheit von
E» die Zellzahl, dieser antiproliferative Effekt ist jedoch nicht auf die Hemmung
der Ostradiolinduzierten Zellproliferation zurlckzufuhren. Die proliferative
Wirkung von Ostradiol auf die Mammakarzinomzellen wird somit nicht tber den
alternativen Ostrogenrezeptor und die MAP-Kinasen vermittelt. Dies wird
nochmals in Bild 3.11 veranschaulicht. Hier wurden alle MTS-Assays dieser
Versuchsreihe zusammengefasst und die Zellzahlen (gemessen in optischer
Dichte) zur besseren Vergleichbarkeit prozentual auf nicht stimulierte Zellen

(entsprechen 100%) bezogen.
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Zusammenfassung 48 h Behandlung
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Zusammenfassung 96 h Behandlung
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Bild 3.11 Darstellung der prozentualen Auswirkung des MEK-Inhibitors auf die durch E, 10°M
induzierte Zellproliferation, im Vergleich zur Stimulation mit E, 10"°M, MEK-Inhibitor 23 MM in
Abwesenheit von E,, bezogen auf nicht stimulierte Zellen (entsprechen 100%), nach 48 und 96
Stunden Behandlungsdauer. (Zellzahl gemessen in optischer Dichte). Der MEK-Inhibitor senkt
zwar in Anwesenheit von E, die Zellzahl, dieser antiproliferative Effekt ist jedoch nicht auf eine
Hemmung der 6stradiolinduzierten Zellproliferation zurtickzufiihren

3.2.10 MEK-Inhibitor 23 uM + Tamoxifen

In den Vorversuchen bestatigte sich der antiproliferative Effekt des MEK-
Inhibitors auf die Mammakarzinomzellen. Nach Monostimulation mit Tamoxifen
zeigte sich hingegen ein agonistischer und damit zellproliferationsfordernder

Effekt auf die Karzinomzellen. Ziel dieser Versuchsreihe war es zu untersuchen
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wie sich die Kombination von MEK-Inhibitor und Tamoxifen auf die Proliferation
der MCF-7 Zellen auswirkt und ob der agonistische Effekt von Tamoxifen durch
den MEK-Inhibitor hemmbar ist.

Tamoxifen wurde in der Konzentration 10° M eingesetzt, da sich in den
Vorversuchen fur diese Konzentration der hochste agonistische Effekt gezeigt
hatte. Der MEK-Inhibitor wurde stets in der Konzentration 23 yM verwendet. 3
Es wurden ausschlieBlich Versuche ausgewertet, in denen eine agonistische

Wirkung des Tamoxifen nachweisbar war.

Unter der Stimulation mit dem MEK-Inhibitor und Tamoxifen zeigte sich
eindeutig eine hemmende Wirkung auf die Zellproliferation im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. Allerdings ist zu beobachten, dass der Einsatz von
Tamoxifen und MEK-Inhibitor zu einer héheren Zellzahl flhrt als die alleinige
Behandlung mit dem MEK-Inhibitor. Folglich ist davon auszugehen, dass
Tamoxifen weiterhin eine agonistische, proliferationsfordernde Wirkung zeigt
und diese durch den MEK-Inhibitor nicht hemmbar ist. Die
proliferationsfordernde Wirkung des Tamoxifen wird somit nicht Uber die MAP-
Kinasen vermittelt, sondern ist am ehesten auf die agonistische Restaktivitat am
klassischen Ostrogenrezeptor zuriickzufiihren. In Bild 3.12 ist das Ergebnis

eines MTS-Assays exemplarisch dargestellt.

®In der Auswertung konnten Versuche in unterschiedlichen Medien (DMEM, MEM) sowie mit
unterschiedlicher Zelldichte (500 bzw. 1000 Zellen pro Loch) zusammengefasst werden, da
diese Parameter keinen EinfluR auf die Versuchsergebnisse zeigten.
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Bild 3.12 Exemplarisches Ergebnis eines MTS-Assays: Vergleich der proliferationshemmenden
Wirkung der mit einer Kombination aus Tamoxifen 10°M und MEK-Inhibitor 23 MM stimulierten
Zellen, zu nicht stimulierten oder nur mit einer der beiden Substanzen behandelten Zellen nach
96 Stunden. (Zellzahl gemessen in optischer Dichte, mittels MTS-Zellproliferations-Assay, bei
einer Wellenlange von 492 nm und einer Referenzwellenlange von 690 nm). Es zeigt sich, dass
durch die Behandlung mit Tamoxifen und dem MEK-Inhibitor die Zellproliferation im Vergleich zu
unbehandelten Zellen zwar gehemmt werden konnte, die Zellzahl aber weiterhin Gber der nach
Monostimulation mit dem MEK-Inhibitor liegt. Folglich kann der agonistische,
proliferationsférdernde Effekt von Tamoxifen durch den MEK-Inhibitor nicht gehemmt werden

In Bild 3.13 sind alle MTS-Assays dieser Versuchsreihe zusammengefasst. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Daten wurde diese wieder prozentual auf nicht
behandelte Zellen (entsprechen 100 %) bezogen. Die Zellzahl wurde in
optischer Dichte bestimmt.



3 Ergebnisse 48

Zusammenfassung 48 h Behandlung
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Bild 3.13 Darstellung der prozentualen Zellzahl (Zellzahl gemessen in optischer Dichte) nach
Behandlung mit MEK-Inhibitor und Tamoxifen und einer Behandlungsdauer von 48 bzw. 96
Stunden, bezogen auf unbehandelte Zellen (entsprechen 100%), im Vergleich zu nur mit
Tamoxifen oder MEK-Inhibitor behandelten Zellen. Es wird ersichtlich, dass es durch die
Kombination zwar moglich ist die Zellproliferation zu reduzieren, jedoch der agonistische
proliferationsférdernde Effekt von Tamoxifen durch den MEK-Inhibitor nicht hemmbar ist
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3.2.11 MEK-Inhibitor 23 uM + Tamoxifen + E;

In den Vorversuchen zeigte sich, dass es durch Hemmung des
nichtgenomischen Wirkmechanismus von E; Uber die MAP-Kinasen mittels
MEK-Inhibitor, nicht mdglich war die 06stradiolinduzierte Zellproliferation
aufzuheben. Tamoxifen hingegen wirkt als Antagonist am klassischen
Ostrogenrezeptor und  blockiert somit den genomischen Ostrogen
Wirkmechanismus. Ziel dieses Versuches war es zu untersuchen, ob die durch
den MEK-Inhibitor nicht blockierbare 6stradiolinduzierte Proliferationssteigerung
durch Tamoxifen gehemmt werden kann.

Tamoxifen wurde in der Konzentration 10° M eingesetzt, da diese auf die
Zellkulturbedingungen gerechnet, der Ublichen therapeutischen Dosierung von
20 mg pro Tag fur eine erwachsene Frau entspricht. Da in den Vorversuchen
sich jedoch zeigte, dass niedrigere Konzentrationen einen hoheren
antagonistischen Effekt auf die Ostradiolinduzierte Zellproliferation haben, wurde
zusatzlich eine Konzentraton von 10® M verwendet. E; kam in der
Konzentration 10° M und der MEK-Inhibitor in 23 pM zum Einsatz.

Durch den Einsatz von Tamoxifen war es moglich die durch den MEK-Inhibitor
nicht blockierbare Ostradiol induzierte Proliferation der Mammakarzinomzellen
zu hemmen. In Bild 3.14 ist das Ergebnis eines MTS-Assays nach Stimulation
mit E; 10° M, MEK-Inhibitor und Tamoxifen 10°® M nach 96 Stunden
Behandlungsdauer zur Veranschaulichung dargestellt. In der Halfte aller
Versuche war es sogar moglich die Ostradiol induzierte Zellproliferation der

MCF-7 Zellen vollstandig zu blockieren.
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Bild 3.14 Exemplarisches Ergebnis eines MTS-Assays: Darstellung der Wirkung von Tamoxifen
und MEK-Inhibitor auf die E, 10°M induzierte Zellproliferation. (Zellzahl gemessen in optischer
Dichte, mittels MTS-Zellproliferations-Assay, bei einer Wellenlange von 492 nm und einer
Referenzwellenlange von 690 nm). Die Werte wurden nach 96 Stunden bestimmt. Es zeigt sich,
dass die durch den MEK-Inhibitor nicht blockierbare Ostradiol induzierte Proliferationssteigerung
durch den Einsatz von Tamoxifen gehemmt werden kann

Tamoxifen in der Konzentration 10® M wirkte weniger stark hemmend auf die
ostradiolinduzierte Zellproliferation als 10 M.

In Bild 3.15 werden alle Versuche dieser Versuchsreihe zusammengefasst
dargestellt. Hierzu wurde die Zellzahl prozentual auf nicht behandelte Zellen

(entsprechen 100%) bezogen.



3 Ergebnisse

51

Zusammenfassung 48 h Behandlung
160
140
O E2 10-9M
120
e @ MEK-Inhibitor 23 M
N 100
o .
£ 80 B MEK-Inhibitor + E2 10-9M
< .
8 60 @ MEK-Inhibitor + Tam 10-8M + E2
3 10-9M
N 40 @ MEK-Inhibitor + Tam 10-6M+ E2
10-9M
20
0
Zusammenfassung 96 h Behandlung
160
140
O E2 10-9M
120
t
o B MEK-Inhibitor 23 uM
N 100 H
S
o o
c 80 B MEK-Inhibitor + E2 10-9M
=
% 60 @ MEK-Inhibitor + Tam 10-8M + E2
3 10-9M
N 0 @ MEK-Inhibitor + Tam 10-6M + E2
10-9M
20 -
0

Bild 3.15 Darstellung der prozentualen Auswirkung von Tamoxifen und MEK-Inhibitor auf die E,
10°M induzierte Zellproliferation (Zellzahl gemessen in optischer Dichte) bezogen auf nicht
behandelte Zellen (entsprechen 100%). Hierzu wurden alle Versuche dieser Versuchsreihe
zusammengefasst. Die Werte wurden nach 48 und 96 Stunden bestimmt. Es zeigt sich, dass die
durch den MEK-Inhibitor nicht blockierbare Ostradiol induzierte Proliferationssteigerung durch
den Einsatz von Tamoxifen gehemmt werden kann. Die antiproliferative Wirkung von Tamoxifen
10-8 M ist starker als die von Tamoxifen in der Konzentration 10-6 M
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4 Diskussion

Die Wirkung des Ostradiols entfaltet sich (ber den klassischen
Ostrogenwirkmechanismus. Dies geschieht durch Bindung an den intrazellulér
lokalisierten Ostrogenrezeptor (ER) und fiihrt zur Aktivierung der Transkription
spezifischer Gene im Zellkern. Das aus neusynthetisierter mRNA hergestellte
Protein bewirkt die genomische Antwort. Dieser Vorgang dauert mehrere
Stunden. In den letzten Jahren wurden zunehmend Hinweise gesammelt, dass
Ostradiol seine Wirkung neben dem klassischen (genomischen) zusétzlich tber
einen alternativen (nichtgenomischen) Wirkmechanismus ausubt (Falkenstein et
al., 2000; Loésel und Wehling, 2003; Simoncini et al; 2003). Die
nichtgenomische Wirkung wird Uber Signaltransduktionswege vermittelt. Eine
wichtige Rolle kommt hierbei den Proteinkinasen (z.B. der MAPK), der
Veranderung des cAMP, dem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration,
sowie der Modulation weiterer Second Messenger zu (Lésel und Wehling, 2003).
Der Effekt zeigt sich bereits nach wenigen Sekunden oder Minuten und ist somit
nicht durch den klassischen Wirkmechanismus erklarbar. Die Existenz eines
membranstandigen  Ostrogen-Rezeptors und  die  Bedeutung  der
zytoplasmatischen ER-Effekte sind inzwischen weitgehend anerkannt und durch
eine Vielzahl experimenteller Arbeiten belegt (Kelly und Levin, 2001; Song und
Santen, 2006).

Diese Dissertation ist aus einem Forschungsprojekt heraus entstanden, welches
sich mit den nichtgenomischen Wirkungen von Ostradiol auf MCF-7-
Mammakarzinomzellen beschaftigte. Ziel dieser Dissertation war zunachst die
Etablierung von Zellkulturbedingungen, die eine gute Zelladhaerenz, die
Ausbildung von Zellauslaufern und Zellverbanden, welche 2zu einem
gleichmaligen Zellrasen konfluieren, sowie eine hohe Proliferationsrate fordern.
Diese Punkte wurden als positive Kriterien fir eine gut wachsende Zellkultur mit

metabolisch aktiven Zellen angesehen. Sie stellen somit eine wichtige
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Grundlage fir aussagekraftige und reproduzierbare Ergebnisse der
nachfolgenden Proliferationsversuche dar.

In den Proliferationsversuchen wurde die Auswirkung von verschiedenen
Ostradiolkonzentrationen (10%, 10° M) auf die Zellproliferation der MCF-7
Mammakarzinomzellen untersucht. Darauf aufbauend wurde die Wirkung von
Tamoxifen (10, 107, 108, 10, 107'° M), einem seit vielen Jahren erfolgreich in
der endokrinen Therapie von Mammakarzinomen verwendeten Selektiven-
Ostrogen-Rezeptor-Modulator (SERM) und des MEK-Inhibitors PD98059 (23
uM), einem Inhibitor der nichtgenomischen Ostradiolsignalkaskade, auf die
Zellproliferation untersucht. Es wurde ebenfalls beobachte wie sich die
Kombination aus Tamoxifen und MEK-Inhibitor auf die Zellproliferation auswirkt.
Die Versuche wurden sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Ostradiol
durchgeflnhrt.

4.1 Etablierung der optimalen Zellkulturbedingungen

Zur Durchfiihrung der genannten Versuche wurden Ostrogenrezeptor positive
Mammakarzinomzellen der Zelllinie MCF-7 verwendet. Es handelt sich dabei um
Mammakarzinomzellen einer etablierten Zelllinie, die in zahlreichen Studien zur
Erforschung und Analyse der Auswirkung und Wirkmechanismen von Hormonen
und deren Antagonisten, sowie Inhibitoren auf die Zellproliferation verwendet
wurde (Katzenellenbogen et al. 1987).

Zur Beurteilung der optimalen Zellkulturbedingen wurden die Zellmorphologie, -
anordnung, -adhaerenz, sowie die Dauer bis zum Erlangen einer 90 prozentigen
Konfluenz beobachtet. Es zeigte sich, dass Zellen, welche in phenolrothaltigem
Medium kultiviert wurden, eine bedeutend bessere Zelladhaerenz aufwiesen.
Die Zellen bildeten Auslaufer und erreichten schneller eine 90 prozentige
Konfluenz als Zellen, welche in phenolrotfreiem Medium kultiviert wurden. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen anderer Forschungsgruppen
(Katzenellenbogen et al. 1987). Das Phenolrot fungiert als pH-Indikator im

Zellkulturmedium. Die hoéhere Zellproliferationsrate im Vergleich zu
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phenolrotfreiem Medium ist auf die leichte 6strogene Wirkung des Phenolrots
zuriickzufiihren (Berthois et al. 1986). Die optimale Aussaatdichte lag bei 10° —

5 x 10° Zellen pro 550 ml Gewebekulturflasche.

Fur die Stimulationsversuche wurden die Zellen stets fur eine Dauer von 4
Tagen unter dstrogenfreien Bedingungen gehalten. Es wurde stets phenolfreies
Medium verwendet, welches mit CSFCS versetzt war, um den Einfluss von
wachstumsstimulierenden Substanzen auf ein Minimum zu beschranken. In
diesem ausgehungerten Zustand wurden die MCF-7 Zellen schliel3lich mit der
entsprechenden Stimulanz inkubiert. Der Entzug von Ostradiol fihrt zu einer
Hochregulation der MAP-Kinasen (Santen et al.,, 2002), sowie einer
Hypersensibilitdt der Mammakarzinomzellen fiir Ostrogen (Santen et al., 2005).
Ein Serumentzug fuhrt bereits nach 48 Stunden zu einer Hochregulation des
membranstandigen Ostrogenrezeptors. Der intrazellulare ER ist dabei nicht

signifikant verandert (Campell et al., 2002).

4.2 Auswirkung von Ostradiol, EGF, Tamoxifen, MEK-Inhibitor und deren
Kombinationen auf die Proliferation von Ostrogenrezeptor-positiven

MCF-7 Mammakarzinomzellen

4.2.1 Stimulation von MCF-7 Zellen mit Ostradiol (E>)

Die ausgepragteste Proliferationssteigerung der MCF-7 Zellen erfolgte nach
Stimulation mit Ostradiol in der Konzentration 10° M. Diese Beobachtung deckt
sich mit der anderer Forschungsarbeiten (Martin et al., 2005). Ostrogen-
Rezeptoren gehdéren zur Familie der Steroidhormonrezeptoren und sind im
Nukleus lokalisiert. Sie fungieren als hormonabhangige Transkriptionsfaktoren.
Aufer durch direkte DNA-Bindung ist es Ostrogenrezeptoren (ERs) mdglich die
Genexpression und damit auch die Zellproliferation durch zwei weitere
Mechanismen zu regulieren. (1) durch Protein-Protein Interaktion mit anderen

Transkriptionsfaktoren und Signalkaskaden (,tethering®), z.B. den MAP-Kinasen,
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und (1) Gber einen moglichen membranstandigen Rezeptor (,nichtgenomischer
Wirkmechanismus®). Dieser nichtgenomische Wirkmechanismus entfaltet seine
schnelle Ostrogenwirkung (iber eine durch Kinasen vermittelte Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren, welche wiederum die Genexpression regulieren
(Bourdeau et al., 2008). Alle drei Wege fuhren zu einer Stimulation der
Zellproliferation. Des weiteren besteht die Theorie, dass Wachstumsfaktoren in
der Lage sind die Ostrogensignalwege zu aktivieren und dadurch die Wirkung
endokriner Therapien zu beeinflussen. Eine solche 06strogenunabhangige
Aktivierung des ERs kann etwa durch EGF, TGF-a oder IGF-1 erfolgen und wird
uber die MAP-Kinasen vermittelt (Treeck et al, 2003.).

In den nachfolgenden Versuchen wurde die Signalkaskade des Ostrogens an
verschiedenen Stellen gehemmt und anschlieBend die Auswirkung auf die

Zellproliferation beobachtet.

4.2.2 Stimulation von MCF-7 Zellen mit Tamoxifen in Ab- und

Anwesenheit von Ostradiol

Tamoxifen ist ein selektiver Ostrogenrezeptormodulator (SERM) und konkurriert
mit Ostradiol um die Ligandenbindungsdoméne des ERs. Der Hauptmetabolit
des Tamoxifens ist das 4-Hydroxytamoxifen. Es wirkt partial agonistisch und
antagonistisch am ERa und rein antagonistisch am ER[B. Der ERa bewirkt v.a.
eine proliferationsférdernde und antiapoptotische Wirkung, wohingegen der ER(3
die ERa vermittelte Ostrogenwirkung antagonisiert. In der gesunden Brust
dominiert der ERB. Im Rahmen der Karzinogenese kommt es zu einem Verlust
des ERB und somit zu einer fehlenden Kontrolle des ERa (Murphy et al. 2005,
Leidenberger et al. 2009).

Ob Tamoxifen neben der Hemmung des klassischen ER ebenfalls in der Lage
ist den membranstandigen ER zu hemmen wird diskutiert. Nachgewiesen sind
bereits nichtgenomische antiproliferative Effekte durch Tamoxifen, welche uber
Signalproteine, z.B. die MAP-Kinasen vermittelt werden (Mandlekar et al. 2001,
Zhou et al. 2007, Zheng et al. 2007).
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Der SERM wurde in Konzentrationen von 10™'° bis 10° M eingesetzt. Es wurden

Versuche in Abwesenheit, ebenso wie in Anwesenheit von E; durchgefihrt.

Die Versuche in Abwesenheit von Ostradiol dienten der Untersuchung des
agonistischen und damit proliferationsférdernden Effekts von Tamoxifen (107 —
10® M) am ER. Dieser war am ausgepragtesten fir Tamoxifen 10° M und nahm
mit sinkender Tamoxifen Konzentration ab. Dass die Wirkungsweise des
Tamoxifen, ob agonistisch oder antagonistisch, u.a. dosisabhangig ist,
beschrieben ebenfalls Goretzlehner et al. (2007). Katzenellenbogen et al. (1987)
beobachteten einen proliferationsstimulierenden Effekt bei niedrigeren
Transhydroxy-Tamoxifen und Tamoxifenkonzentrationen (107'°, 10° M). Der
Stimulationseffet war jedoch stets niedriger als nach der Stimulation mit
entsprechenden E,-Konzentrationen. Auch Murphy et al. (2005) beschrieben
einen proliferationsfordernden Effekt durch Tamoxifenkonzentration < 5 x 10° M.
Ab hoéheren Tamoxifenkonzentrationen war kein proliferierender Effekt mehr
nachweisbar. Bei Martin et al. (2005) zeigte sich ein agonistischer Effekt auch
noch bei Konzentrationen in der Héhe von 10° M. Im Rahmen einer
Langzeitbehandlung mit Tamoxifen (1-5 Monate) wurde von Berstein et al.
(2003) eine Zunahme des agonistischen Effekts, als Vorstufe zur Entwicklung
einer Tamoxifenresistenz beobachtet. Zunachst wirkte Tamoxifen als
Antidstrogen, im zweiten Schritt kam es zu einer erhdohten Sensibilitat
gegenlber den agonistischen Tamoxifeneffekten und schliellich zur einem
verstarkten Ansprechen auf Ostradiol und somit zu einer Tamoxifenresistenz.
Hierdurch erklart sich das klinisch beobachtete erneute Tumorwachstum nach
anfanglicher Regression unter einer Tamoxifenbehandlung. In einer weiteren
Studie zeigten Berstein et al. (2004) und Santen et al. (2005) erneut, dass eine
Langzeitbehandlung mit Tamoxifen die Sensibilitat gegenuber dem
agonistischen Tamoxifeneffekt erhoht und gleichzeitig auch das Ansprechen auf
Ostradiol verstarkt. Dies konnte bereits nach einer Behandlungsdauer von 4
Monaten gezeigt werden. Insgesamt handelt es sich bei der agonistischen

Wirkung von Tamoxifen um einem komplexen, aber durchaus Kklinisch
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relevanten Vorgang, der durch eine Vielzahl von Faktoren, wie

Tamoxifenkonzentration und Behandlungsdauer beeinflusst wird.

Die Versuche mit Tamoxifen, in Anwesenheit von E; wurden jeweils mit E, in
der Konzentration 10° M durchgefiihrt, da diese in den Vorversuchen die
starkste proliferationsfordernde Wirkung gezeigt hatte. Die Zellen wurden hierfur
stets eine halbe Stunde mit Tamoxifen vorinkubiert, bevor E, hinzugegeben
wurde. Durch den Einsatz von Tamoxifen war es moglich die
proliferationsférdernde Wirkung von Ostradiol in 84,4% der Versuche zu
reduzieren und in 18,8 % der Versuche sie ganz aufzuheben. Die starkste
antagonistische Wirkung zeigte sich nach der Behandlung mit Tamoxifen in der
Konzentration 107° M.

Eine Erklarung, weshalb es nur in 18,8 % der Versuche mdglich war die E»
induzierte Zellproliferation durch Tamoxifen vollstandig zu hemmen, ist die
bereits in den Vorversuchen nachgewiesene agonistische Wirkung von
Tamoxifen. Der agonistische Effekt war am hdochsten bei einer
Tamoxifenkonzentration von 10°® M und nahm mit sinkender Konzentration ab.
Dies wiirde erklaren weshalb die ausgepragteste Hemmung der Ostradiol
induzierten Zellproliferation nach der Behandlung mit Tamoxifen in der
Konzentration 107° M nachweisbar war. Tamoxifen 10° M hatte in den
Vorversuchen die geringste agonistische Wirkung gezeigt. Eine weitere
Moglichkeit ware, dass die E, induzierte Zellproliferation wu.a. Uber
Signalkaskaden vermittelt wird, welche durch Tamoxifen nicht hemmbar sind,
z.B. die MAP-Kinasen. In den Folgeversuchen wurde daher die Wirkung des
MEK-Inhibitors auf die dstradiolinduzierte Zellproliferation untersucht.

Nach Langzeit-Ostrogen-Deprivation wurde eine Ostrogen-Hypersensibilitat, mit
einer Hochregulation des ER-a, einer vermehrten Aktivierung der MAPK, einer
Zunahme der nichtgenomischen Ostrogeneffekte, sowie einer Zunahme der
Interaktion zwischen membransténdigem Ostrogenrezeptor und IGF-1-Rezeptor
beobachtet (Santen et al. 2005, Martin et al. 2005). All diese Faktoren fuhren zu
einem  verminderten  ansprechen auf Tamoxifen. Bei  kurzzeitig

Ostrogengehungerten Zellen war die proliferationssteigernde Wirkung von E,,
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jedoch durch Tamoxifen Konzentrationen {iber 107 M stets antagonisierbar.
Ebenfalls Horner-Glister et al. (2005) zeigten eine signifikanten Hemmung der

durch E, 10°® M stimulierten Zellproliferation durch Tamoxifen 10° M.

4.2.3 Stimulation von MCF-7 Zellen mit MEK-Inhibitor (PD98059) in Ab-

und Anwesenheit von Ostradiol

Der MEK-Inhibitor greift in den Signaltransduktionsweg der MAP-Kinasen ein,
indem er die MAPKK inhibiert. Der letzte Schritt in der MAPK-Kaskade besteht
in einer Translokation der MAPK in den Zellkern. Dort erfolgt die
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, welche die Zykline (z.B. Zyklin D1)
induzieren. Die Zykline wiederum setzten den Zellzyklus in Gang (Musgrove et
al.,, 1993 und 1994; Lobenhofer et al., 2000) und resultieren somit in einer
Zunahme der Zellproliferation. Der MAPK-Kaskade wird somit eine
SchlUsselfunktion in der Regulation der Zellproliferation, des Zelliberlebens und
der Differenzierung zugesprochen (Roberts et al. 2007). Diese Mechanismen
werden durch die Inhibierung der MAP-Kinasen durch den MEK-Inhibitor
unterbunden, so dass dieser einen proliferationshemmenden Effekt auf die
Zellen entfaltet. Da die Aktivierung der MAP-Kinasen von zahlreichen
Botenstoffen (z.B. EGF, Ostradiol) genutzt wird, blockiert der MEK-Inhibitor die
Signaltransduktionswege mehrerer Botenstoffe zugleich. E; hat die Mdglichkeit
einerseits durch Interaktion des intrazellularen ER mit anderen
Transkriptionsfaktoren und Signaltransduktionswegen oder Uber einen
membranstandigen ER eine Aktivierung der MAP-Kinasen herbeizuflhren
(Bourdeau et al., 2008, Migliaccio et al., 1996). Die Arbeitsgruppe um Silva et al.
(2010) zeigte eine partielle Unterdrickung der Transkriptionsfaktoren nach
Stimulation mit Ez, durch den MEK-Inhibitor PD98059. Auch existieren in der
Literatur Hinweise darauf, dass Ostrogenunabhangig Wachstumsfaktoren zu
einer Aktivierung des ERs fuhren kdnnen. Diese Aktivierung erfolgt u.a. Uber die
MAP-Kinasen (Treeck et al., 2003). Ebenfalls Santen et al. (2002) beschreiben

eine  Stimulation der Zellproliferation durch  Ostradiol (ber den
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Signaltransduktionsweg der MAPK, entweder Uber den nichtgenomischen
Wirkmechanismus oder uber eine erhdhte Stimulation von Wachstumsfaktoren,
welche wiederum die MAP-Kinasen stimulieren. Die MAP-Kinasen haben die
Fahigkeit entweder direkt oder indirekt den ER zu phosphorylieren und somit
seine Transkriptionseffektivitat zu steigern. Castoria et al. (1999) postulierten
sogar, dass der primare Effekt von Ostradiol auf die Zellproliferation mdglicher
Weise Uber den nichtgenomischen Ostrogenmechanismus, durch die MAP-
Kinasen vermittelt werde.

Der MEK-Inhibitor wurde stets in der Konzentration 23 yM eingesetzt. Vor dem
Hintergrund des Wirkmechanismus des MEK-Inhibitors zeigte sich wie erwartet,
dass der MEK-Inhibitor in den durchgefuhrten Versuchen, in Abwesenheit von
E,, einen eindeutig signifikanten proliferationshemmenden Effekt auf die MCF-7
Zellen hat. Nun stellte sich die Frage inwiefern es durch Einsatz des MEK-
Inhibitors moglich ist, die positive Wirkung von E, (10° M) auf die
Zellproliferation zu antagonisieren. Hierfir wurden die MCF-7 Zellen flr eine
halbe Stunde mit dem MEK-Inhibitor vorinkubiert, bevor E;, hinzugegeben wurde.
Durch den Einsatz des MEK-Inhibitors ist es in den durchgeflhrten Versuchen
nicht moglich die proliferationsfordernde Wirkung von E; zu hemmen. Die
Zellzahl wird zwar nach Behandlung mit dem MEK-Inhibitor unter die
unbehandelter Zellen gesenkt, ist jedoch stets hoher als nach einer
Monobehandlung mit dem MEK-Inhibitor. Hieraus kann der Schluss gezogen
werden, dass die proliferationsférdernde Wirkung von Ostradiol hauptséchlich
Uber die ER-abhangige genomische Signaltransduktion und nicht tGber die MAP-

Kinasen vermittelt wird.

4.2.4 Stimulation von MCF-7 Zellen mit MEK-Inhibitor (PD98059) und

Tamoxifen in Ab- und Anwesenheit von Ostradiol

In den Versuchen in Abwesenheit von E; stellte sich die Frage ob es mdoglich ist
die agonistische Wirkung von Tamoxifen durch den Einsatz des MEK-Inhibitors

zu hemmen. Tamoxifen wurde in der Konzentration 10° M eingesetzt, da diese
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in den Vorversuchen den groften agonistischen Effekt gezeigt hatte. Der MEK-
Inhibitor wurde wie gewohnt in der Konzentration 23 uM verwendet.

Es zeigte sich, dass es durch die Behandlung mittels MEK-Inhibitor nicht
moglich war den agonistischen und somit proliferationsfordernden Effekt von
Tamoxifen zu hemmen. Dies lasst darauf schlielen, dass die agonistische
Wirkung von Tamoxifen nicht durch die MAP-Kinasen vermittelt wird.
Méoglicherweise ist die proliferationsfordernde Wirkung des Tamoxifen auf eine
agonistische Restaktivitdt am klassischen Ostrogenrezeptor zuriickzufiihren. Die
Arbeitsgruppe um Wang (2002) zeigte, dass Tamoxifen die Genexpression der
humanen Telomerase Reverse Transkriptase beeinflusst und hieriber z. T.
seine agonistische und antagonistische Wirkung entfaltet. Frasor et al. (2006)
stellten fest, dass es Tamoxifen moglich ist, selektiv mehr als 60 Gene zu
regulieren, welche nur minimal durch Ostradiol beeinflusst werden. Diese
Ergebnisse zeigen wie facettenreich die Wirkungsweise des Tamoxifen ist. Uber
welche Mechanismen genau der SERM seine agonistische Wirkung entfaltet

bleibt noch zu klaren.

Da Tamoxifen und der MEK-Inhibitor an unterschiedlichen Stellen in die
Signaltransduktionswege des Ostradiols eingreifen, stellte sich als nachstes die
Frage, ob es durch Tamoxifen maoglich ist, die durch den MEK-Inhibitor nicht
blockierbare Ostradiol induzierte Zellproliferation zu hemmen. Mandlekar et al.
(2001) beschreiben, dass neben der hauptsachlich Uber den antagonistischen
Effekt am Ostrogenrezeptor vermittelten Wirkung von Tamoxifen, der SERM
seine antiproliferative  Wirkung zusatzlich Uber die Modulation von
Signalproteinen, z. B. den MAP-Kinasen entfaltet. Zhou et al. (2007) stellten fest,
dass die durch Tamoxifen und Hydroxytamoxifen Uber den ER vermittelte
Apoptose von Karzinomzellen Uber die MAP-Kinasen Kaskade vermittelt und
durch den MEK-Inhibitor PD98059 blockiert werden kann. Auch die
Forschungsgruppe um Zheng (2007) beschreibt durch Tamoxifen vermittelte
nichtgenomische, zur Apoptose von Mammakarzinomzellen fihrende Effekte.
Diese sind durch den MEK-Inhibitor PD98059 hemmbar. Somit ware es durch

den Einsatz der Kombination von MEK-Inhibitor und Tamoxifen in Gegenwart
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von Ostradiol durchaus mdglich, dass der MEK-Inhibitor die antiproliferative

Wirkung des Tamoxifen mindert.

Tamoxifen wurde in den Konzentration 10® und 10° M eingesetzt, E; in 10° M
und der MEK-Inhibitor in 23 uM. Die MCF-7 Zellen wurden eine halbe Stunde
mit Tamoxifen und dem MEK-Inhibitor vorinkubiert, bevor Ostradiol
hinzugegeben wurde.

Durch den Einsatz von Tamoxifen war es mdglich die Ostradiol induzierte
Zellproliferation, welche durch den MEK-Inhibitor nicht aufgehoben werden
konnte, zu reduzieren und in 50 % der Versuche ganz aufzuheben. Tamoxifen in
der Konzentration 10® M zeigte eine starkere antagonistische Wirkung als 10
M. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Vorversuche Uberein, in denen die
starkste antagonistische Wirkung bei der niedrigsten Tamoxifenkonzentration
(10"° M) nachgewiesen wurde. Die Wirkung des Tamoxifen war somit durch
den MEK-Inhibitor nicht gemindert. Dies spricht dafir, dass Tamoxifen seine
antagonistische Wirkung Uber die ER-abhangigen genomischen Ej-Effekte

entfaltet.
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5 Zusammenfassung

Ostradiol (E;) entfaltet seine Wirkung zum einen (ber den klassischen genomischen
Wirkmechanismus. Dies geschieht durch Interaktion mit dem intrazellularen
Ostrogenrezeptor (ER) und nachfolgender Regulation der Transkription Ex/ER-abhangiger
Gene im Zellkern. Inzwischen wird davon ausgegangen, dass neben dem genomischen
Wirkmechanismus zuséatzlich eine schnelle nichtgenomische Ostradiol-Wirkung existiert,
welche Uber intrazelluldre Signaltransduktionswege (z.B. die MAPK-Kaskade) vermittelt
wird. Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst die Etablierung von reproduzierbaren
Zellkulturbedingungen, welche zu einer moglichst hohen Ej-abhangigen Zellproliferation
fihren. AnschlieRend wurde in Proliferationsversuchen die Auswirkung von Ostradiol,
Tamoxifen (einem selektiven Ostrogenrezeptormodulator) und dem MEK-Inhibitor PD98059
(als Inhibitor des nichtgenomischen Ostradiolwirkmechanismus), sowie deren Kombination
auf die Proliferation von ER-positiven Mammakarzinomzellen der Zelllinie MCF-7 untersucht.

Die Etablierung der Zellkulturbedingungen fiihrte zu folgendem Ergebnis: Die Zellen wurden
in phenolrothaltigem Nahrmedium kultiviert. Als optimale Aussaat-Menge in 550 ml
Gewebekulturflaschen erwiesen sich 1-5 x 10° Zellen. Fir die Proliferationsversuche
wurden 500 Zellen / Loch in 96 Lochplatten pipettiert und Uber 4 Tage unter dstrogenfreien
Bedingungen in phenolrotfreiem Medium gehungert. Dies fiihrte zu einem besonders
starken Ansprechen der Zellen auf E,. Am 4. Tag wurden die jeweiligen
Wachstumsbedingungen eingestellt und 48 bzw. 96 Stunden spater die Zellzahl mittels
MTS-Proliferationsassay bestimmt.

Ostradiol wurde in den Stimulationsversuchen in den Konzentrationen 10° M und 10® M
eingesetzt. E; 10° M induzierte eine hohere Zellproliferation als E, 10% M. In den
Folgeversuchen wurde E, daher stets in der Konzentration 10° M eingesetzt.

Nach der Behandlung der Zellen mit Tamoxifen (10, 107, 108, 10°, 10" M) wurde der
agonistische und somit proliferationsférdernde Effekt des Tamoxifen beobachtet. Dieser war
bei einer Konzentration von 10 M am hochsten und nahm mit sinkender Konzentration ab.
In Kombination mit E; zeigte Tamoxifen einen antagonistischen Effekt und hemmt somit die
E, induzierte Zellproliferation der Mammakarzinomzellen. Die starkste Wirkung
diesbeziglich zeigte Tamoxifen in der Konzentration 107" M.

Der MEK-Inhibitor PD98059 wurde stets in der Konzentration 23 yM eingesetzt. Er ist ein
spezifischer Inhibitor der MAPK und unterbindet somit den Signaltransduktionsweg
zahlreicher Substanzen (z.B. EGF). Sein Einsatz flihrte, wie erwartet, zu einer signifikanten
Abnahme der Zellproliferation. In Kombinationsversuchen mit E;, war es mittels MEK-
Inhibitor jedoch nicht mdéglich die Ep-induzierte Zellproliferation zu hemmen. Dies ist ein
Hinweis dafiir, dass die E,-induzierte Zellproliferation hauptsachlich tGber den klassischen
genomischen Signalweg vermittelt wird.

Durch die Kombination von Tamoxifen (10%, 10°® M) mit dem MEK-Inhibitor war es nicht
moglich den agonistischen Effekt von Tamoxifen zu hemmen. Die Zellzahl der mit MEK-
Inhibitor und Tamoxifen behandelten Zellen, lag stets Uber den nur mit MEK-Inhibitor
behandelten Mammakarzinomzellen.

In den Kombinationsversuchen von Tamoxifen (10%, 10° M) und MEK-Inhibitor in
Anwesenheit von E, wurde die durch den MEK-Inhibitor nicht hemmbare, E,-induzierte
Zellproliferation durch Tamoxifen reduziert, in 50% der Versuche war es sogar moglich sie
ganz aufzuheben.
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7 Anhang

Um den Text im Kapitel Ergebnisse flieRender zu gestalten wurden die Tabellen
der statistischen Auswertung als Anhang eingefugt.
Die Grundlagen der statistischen Auswertung werden im Kapitel Material und

Methoden erlautert. Einige Begriffe sollen hier nochmals kurz erlautert werden:

Einzelsignifikanzen (p Einzelversuche): Hierbei handelt es sich um die
Signifikanz einer bestimmten Substanz in einem Versuch. Bezugspunkt fur die
Signifikanzen war stets der Unterschied zu unstimulierten Zellen. Die
Einzelsignifikanz wurde mit Hilfe des nichtparametrischen Mann-Whitney U-
Tests ermittelt.

Gesamtsignifikanzen (P-Gesamt): Die Gesamtsignifikanz ergibt aus den
Einzelsignifikanzen aller Versuche einer Versuchsreihe. Sie fasst somit die
Einzelsignifikanzen zusammen und wurde mittels des Vorzeichen-Tests

bestimmt.

Bei der Auswahl der statistischen Tests wurde darauf geachtet, dass diese auch
auf kleinere Datenmengen anwendbar sind. Dennoch ergab sich bei der
Ermittlung der Gesamtsignifikanzen mittels des Vorzeichentests, in einigen
Fallen die Problematik, dass die vorhanden Datenmengen (Anzahl
durchgeflihrter Versuche) trotzdem zu gering waren, so dass sich trotz

mehrheitlich vorhandener Einzelsignifikanzen keine Gesamtsignifikanz ergab.
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7.1 Stimulation mit EGF 100 ng/ml

Tabelle 7.1 Zusammenfassung aller Versuche bei denen die Zellen mit EGF 100 ng/ml stimuliert wurden. Es zeigte sich
insgesamt ein proliferationsférdernder Effekt auf die Mammakarzinomzellen, dieser ist nach 48 Stunden signifikant
erhoht gegenlber nicht stimulierten Zellen. Nach 96 Stunden zeigt sich hingegen keine Gesamtsignifikanz.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01
0,02 - 0,03 1
0,03 - 0,05
0,05 - 0,06
0,06 — 0,10
0,10 - 0,20
0,20 - 0,50
0,50 — 1,00
> 1,00
n-Gesamt
proliferationsférdernd
proliferationshemmend
signifikant (p < 0,05)
P-Gesamt 0,04 0,119

1
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Tabelle 7.2 Isolierte Darstellung derjenigen Versuche, bei denen zusatzlich eine Ostradiol-abhangige Zellproliferation
nachweisbar war. In allen Versuchen war eine Steigerung der Zellproliferation nachweisbar, sowohl das Ergebnis nach
48 als auch nach 96 Stunden war signifikant erhéht gegentiber nicht stimulierten Zellen.

n Anzahl Versuche

p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01
0,02 - 0,03
0,03 - 0,05
0,05 - 0,06
0,06 — 0,10
0,10 -0,20
0,20 - 0,50
0,50 — 1,00
> 1,00
n-Gesamt
proliferationsférdernd
proliferationshemmend
signifikant (p < 0,05)
P-Gesamt 0,00

A OOIOOCOOOODOOOOON
=N —_
NOAA BROOONODOOOW

0,006
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7.2 Stimulation mit Ostradiol

7.21 E,10% M

Tabelle 7.3 Zusammenfassung aller Versuche bei denen eine Stimulation mit Ostradiol 10° M erfolgte. In fast allen
Versuchen war eine éstradiol-abhangige Zellproliferation nachweisbar. Nach 48 Stunden zeigten 2 und nach 96 Stunden
4 von 8 Versuchen einen signifikanten proliferationsférdernden Effekt auf die Mammakarzinomzellen, bezogen auf nicht

stimulierte Zellen. Gesamtsignifikanzen zeigten sich nicht.

p (Einzelversuche)

n Anzahl Versuche

48 Stunden

96 Stunden

< 0,01

0,02 -0,03
0,03 - 0,05
0,05 - 0,06
0,06 - 0,10
0,10 - 0,20
0,20 - 0,50
0,50 - 1,00
>1,00

n-Gesamt
E;-abhéngige Zellproliferation vorhanden

Ej-abhéngige Zellproliferation nicht vorhanden

signifikant (p < 0,05)
P-Gesamt

7.2.2 E,10°M

ONI_PNOOCO_2WONONMNO

>1,0

O RO PIOONO 220NN
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Tabelle 7.4 Zusammenfassung aller Versuche bei denen eine Stimulation mit Ostradiol 10° M erfolgte. In den meisten
Versuchen war eine 6stradiol-abhangige Zellproliferation nachweisbar. Nach 48 Stunden zeigten 6 und nach 96 Stunden
10 von 18 Versuchen einen signifikanten proliferationsférdernden Effekt auf Mammakarzinomzellen bezogen auf nicht

stimulierte Zellen. Gesamtsignifikanzen zeigten sich nicht.

p (Einzelversuche)

n Anzahl Versuche

48 Stunden

96 Stunden

<0,01

0,02 - 0,03
0,03 - 0,05
0,05 - 0,06
0,06 - 0,10
0,10 - 0,20
0,20 - 0,50
0,50 - 1,00
> 1,00

n-Gesamt
Ez-abhangige Zellproliferation vorhanden
E;-abhangige Zellproliferation nicht vorhanden

—
QWO 2NN =200

signifikant (p < 0,05)
P-Gesamt

(=2}

>1,00

-— —_
OO WO WD 2000 OON

0,407
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7.3 Stimulation mit Tamoxifen

7.3.1 Tamoxifen 10° M

Tabelle 7.5 Zusammenfassung all derjenigen Versuche bei denen eine Stimulation mit Tamoxifen 10° M erfolgte. Nach
48 Stunden zeigte sich in 2 von 3 Versuchen ein agonistischer, proliferationsférdernder Effekt auf die
Mammakarzinomzellen, wovon einer signifikant war. Einer der 3 Versuche zeigte einen signifikant
proliferationshemmenden Effekt (in der Tabelle nicht dargestellt). Nach 96 Stunden zeigten weiterhin 2 von 3 Versuchen
einen fordernden Effekt auf die Zellproliferation, beide waren signifikant. Signifikanzen bezlglich einer Hemmung der
Proliferation waren nicht nachweisbar. Gesamtsignifikanzen zeigten sich nicht.

n Anzahl Versuche

p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 - 0,03 1
0,03-0,10 0
0,10 - 0,20 1
0,20 - 0,50 0
0,50 - 1,00 0
1

3

2

1

1

0

> 1,00

n-Gesamt

proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsférdernd (p < 0,05)

P-Gesamt >1,0

AN_2NWO-_200O0ONO

L

7.3.2 Tamoxifen 107 M

Tabelle 7.6 Zusammenfassung aller Versuche bei denen eine Stimulation mit Tamoxifen 107 M erfolgte. Nach 48
Stunden zeigte sich in 2 von 3 Versuchen ein agonistischer, proliferationsférdernder Effekt auf die
Mammakarzinomzellen, wovon beide signifikant war. Nach 96 Stunden zeigten alle 3 Versuche einen fordernden Effekt
auf die Zellproliferation, wovon einer signifikant war. Signifikanzen flr bezliglich eines proliferationshemmenden Effekts
zeigten sich weder nach 48 noch nach 96 Stunden. Gesamtsignifikanzen gab es keine.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 - 0,03 2
0,03 - 0,20 0
0,20 - 0,50 1
> 0,50 0
n-Gesamt 3
2
1
2
0

proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsfordernd (p < 0,05)

P-Gesamt 0,50

0
1
0
2
0
3
3
0
1
0

>1,0
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7.3.3 Tamoxifen 10 M

Tabelle 7.7 Zusammenfassung all derjenigen Versuche bei denen eine Stimulation mit Tamoxifen 10% M erfolgte. Nach
48 Stunden zeigten 5 Versuche einen agonistischen, proliferationsférdernden und 5 einen hemmenden Effekt auf die
Karzinomzellen, wovon einer signifikant férdernd und einer signifikant hemmend (in der Tabelle nicht dargestellt ) war.
Nach 96 Stunden zeigten 6 von 10 Versuchen einen férdernden und 4 einen hemmenden Effekt auf de Zellproliferation.
Einer dieser Versuche war signifikant fordernd. Ein signifikant hemmendes Ergebnis gab es nicht. Gesamtsignifikanzen
zeigten sich nicht.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 - 0,03 1
0,03 - 0,05 0
0,05 - 0,06 0
0,06 - 0,10 0
0,10 - 0,20 1
0,20 - 0,50 2
0,50 — 1,00 5
1
0
5
5
1
0

> 1,00

n-Gesamt 1
proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsfordernd (p < 0,05)

P-Gesamt >1,0

1

0
1
0
1
0
0
2
6
0
0
6
4
1
0

>1,0

7.3.4 Tamoxifen 10° M

Tabelle 7.8 Zusammenfassung all derjenigen Versuche bei denen eine Stimulation mit Tamoxifen 10° M erfolgte. Nach
48 Stunden zeigte sich in 2 von 3 Versuchen ein agonistischer, proliferationsférdernder Effekt auf die
Mammakarzinomzellen, wovon einer signifikant war. Einer der 3 Versuche zeigte einen signifikant
proliferationshemmenden Effekt (in der Tabelle nicht dargestellt). Nach 96 Stunden zeigte einer von 3 Versuchen einen
férdernden und 2 einen hemmenden Effekt. Es gab jeweils ein signifikant hemmendes (in der Tabelle nicht dargestellt)
und ein signifikant proliferationsférderndes Ergebnis. Gesamtsignifikanzen zeigten sich nicht.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 - 0,03 1
0,03 - 0,20 0
0,20 - 0,50 1
0,50 — 1,00 0
> 1,00 1
3
2
1
1
0

n-Gesamt

proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsférdernd (p < 0,05)

P-Gesamt >1,0

0
1
0
0
1
1
3
1
2
1
0

>1,0
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7.3.5 Tamoxifen 107'°M

Tabelle 7.9 Zusammenfassung aller Versuche bei denen eine Stimulation mit Tamoxifen 10" M erfolgte. Nach 48
Stunden zeigte sich jeweils ein hemmendes und ein férderndes Ergebnis auf die Zellproliferation. Nach 96 Stunden
zeigten 2 von 2 Versuchen einen hemmenden Effekt auf die Zellproliferation. Signifikante Ergebnisse gab es nicht.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02-0,10 0
0,10 - 0,20 1
0,20 - 0,50 1
> 0,50 0
2
1
1
0
0

n-Gesamt

proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsférdernd (p < 0,05)

P-Gesamt >1,0

0
0
1
1
0
2
0
2
0
0

>1,0

7.4 Stimulation mit Ostradiol + Tamoxifen

7.41 E,10° M + Tamoxifen 10° M

Tabelle 7.10 Zusammenfassung aller Versuche bei denen die Mammakarzinomzellen zunachst mit Tamoxifen 10° M
vorinkubiert und schlieRlich mit E; 10° M stimuliert wurden. Nach 48 Stunden war es in 2 von 3 Versuchen nicht maoglich
mittels Tamoxifen den &stradiolinduzierten proliferationsférdernden Effekt vollstdndig zu hemmen, einer der Versuche
zeigte trotz Tamoxifen eine signifikant erhdhte Zellproliferation im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Nach 96 Stunden
war es in keinem Versuch mdglich die 6stradiolinduzierte Zellproliferation vollstdndig zu hemmen. In allen 3 Versuchen
war die Zellproliferation weiterhin signifikant erhéht im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Gesamtsignifikanzen waren
nicht zu verzeichnen.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01
0,02 - 0,03
0,03 - 0,05
0,05 - 0,06
0,06 - 0,10
0,10 -0,20
> 0,20
n-Gesamt
Ez;-abhéngige Zellproliferation vorhanden
Ez-abhangige Zellproliferation nicht vorhanden
proliferationsférdernd
proliferationshemmend
signifikant proliferationsférdernd (p < 0,05)
P-Gesamt >1,0

0
3
0
0
0
0
0
3
3
0
3
0
3
0

O=-NOWWO-~~0O0-~0-~0

>1,0
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7.4.2 E,10° M + Tamoxifen 107 M

Tabelle 7.11 Zusammenfassung all derjenigen Versuche bei denen die Mammakarzinomzellen zunachst mit Tamoxifen
107 M vorinkubiert und schlieflich mit E; 10° M stimuliert wurden. Weder nach 48 noch nach 96 Stunden war es
moglich die dstradiolinduzierte Zellproliferation vollstdndig zu hemmen. Nach 48 Stunden war in allen 3 Versuchen und
nach 96 Stunden in 2 von 3 Versuchen der proliferationsférdernde Effekt auf die Mammakarzinomzellen trotz Tamoxifen
signifikant erhoh,t im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Gesamtsignifikanzen waren nicht zu verzeichnen.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 - 0,03 3
0,03 - 0,05 0
0,05 - 0,06 0
> 0,06 0
n-Gesamt 3
3
0
2
1
3
5

Ez-abhangige Zellproliferation vorhanden

Ez-abhangige Zellproliferation nicht vorhanden
proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsfordernd (p < 0,05)

P-Gesamt 0,12

0
2
0
1
0
3
3
0
3
0
2
0,500

7.4.3 E,10° M + Tamoxifen 10 M

Tabelle 7.12 Zusammenfassung aller Versuche bei denen die Mammakarzinomzellen zunschst mit Tamoxifen 10° M
vorinkubiert und schlieRlich mit E» 10° M stimuliert wurden. Nach 48 Stunden war es in der Halfte der Versuche mittels
Tamoxifen mdglich die 6stradiolinduzierte Zellproliferation zu hemmen. 4 von 12 Versuchen zeigten eine signifikant
hemmende Wirkung auf die Zellproliferation. Nach 96 Stunden war es in einem von 12 Versuchen mdglich die
Ostradiolinduzierte Zellproliferation vollstandig zu hemmen. 5 der Versuche zeigten weiterhin eine signifikant férdernde
Wirkung auf die Zellproliferation. Signifikanzen fir eine proliferationshemmende Wirkung gab es nicht.
Gesamtsignifikanzen waren nicht zu verzeichnen.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
< 0,01 0
0,02 -0,03 4
0,03-0,10 0
0,10 - 0,20 2
0,20 - 0,50 3
0,50 - 1,00 2
> 1,00 1
n-Gesamt 12
7
5
6
6
4
0

_

Ez-abhangige Zellproliferation vorhanden

Ez-abhangige Zellproliferation nicht vorhanden
proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsfordernd (p < 0,05)

P-Gesamt >1,0

-
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Tabelle 7.13 Zusammenfassung derjenigen Versuche aus Tabelle 7.12 bei denen die Mammakarzinomzellen eine
signifikant proliferationsférdernde Wirkung nach Monostimulation mit Ostradiol zeigten. Nach Vorinkubation mit
Tamoxifen 10 M und anschlieRender Stimulation mit E, 10° M war es sowohl nach 48 als auch nach 96 Stunden nicht
moglich die &stradiolinduzierte Zellproliferation vollstdndig zu hemmen. Nach 48 Stunden waren alle erhaltenen
Ergebnisse, trotz Tamoxifen, weiterhin signifikant proliferationsférdernd. Nach 96 Stunden lag bei 6 von 10 Versuchen
weiterhin ein signifikant proliferationsférderndes Ergebnis vor. Gesamtsignifikanzen waren nicht zu verzeichnen.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 - 0,03 4
0,03-0,10 0
0,10 - 0,20 0
0,20 - 0,50 0
0,50 - 1,00 0
>1,00 0
4
4
0
4
3

n-Gesamt

proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsférdernd (p < 0,05)

P-Gesamt 0,06

N
ool ~AN-0O0O0

(=2}

o
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7.4.4 E,10° M + Tamoxifen 10° M

Tabelle 7.14 Zusammenfassung aller Versuche bei denen die Mammakarzinomzellen zunachst mit Tamoxifen 10° M
vorinkubiert und schlieBlich mit E, 10° M stimuliert wurden. Sowohl nach 48 als auch nach 96 Stunden konnte mittels
Tamoxifen die proliferationsférdernde Wirkung von Ostradiol nicht vollstéandig gehemmt werden. In allen 3 Versuchen
war nach 48 Stunden und in 2 von 3 nach 96 Stunden weiterhin eine signifikant erhéhte Zellproliferation, im Vergleich zu
nicht behandelten Zellen, zu beobachten. Gesamtsignifikanzen waren nicht zu verzeichnen.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 -0,03 3
0,03-0,10 0
0,10 - 0,20 0
> 0,20 0
n-Gesamt 3
3
0
3
0
3
5

E»-abhéngige Zellproliferation vorhanden

E»-abhéngige Zellproliferation nicht vorhanden
proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsférdernd (p < 0,05)

P-Gesamt 0,12

0
2
0
1
0
3
3
0
3
0
2
0

0,50
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7.4.5 E,10° M + Tamoxifen 10° M

Tabelle 7.15 Zusammenfassung all derjenigen Versuche bei denen die Mammakarzinomzellen zunachst mit Tamoxifen
10™° M vorinkubiert und schlieRlich mit E, 10° M stimuliert wurden. Weder nach 48 noch nach 96 Stunden konnte mittels
Tamoxifen die proliferationsférdernde Wirkung von Ostradiol vollstandig gehemmt werden. In 2 von 3 Versuchen war
nach 48 Stunden und in 1 von 3 nach 96 Stunden weiterhin eine signifikant erhdhte Zellproliferation, im Vergleich zu
nicht behandelten Zellen, zu beobachten. Gesamtsignifikanzen waren nicht zu verzeichnen.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
<0,01 0
0,02 - 0,03 2
0,03 - 0,20 0
0,20 - 0,50 0
0,50 — 1,00 1
> 1,00 0
n-Gesamt 3
3
0
3
0
2
0

Ez-abhangige Zellproliferation vorhanden

Ez-abhangige Zellproliferation nicht vorhanden
proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant proliferationsfordernd (p < 0,05)

P-Gesamt 0,50

0
1
0
2
0
0
3
3
0
3
0
1
0

>1,0

7.5 Stimulation mit MEK-Inhibitor 23 uM

Tabelle 7.16 Zusammenfassende Darstellung aller Versuche bei denen eine Stimulation mit MEK-Inhibitor 23 pyM
erfolgte. Nach 48 Stunden zeigte sich in 11 von 12 und nach 96 Stunden in allen 12 Versuchen ein
wachstumshemmender Effekt. Sowohl nach 48 als auch nach 96 Stunden waren jeweils 11 dieser Versuche signifikant
proliferationshemmend.

n Anzahl Versuche

p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden

<0,01 0 0
0,02 - 0,03 11 11
0,03 - 0,50 0 0
0,50 — 1,00 1 1
> 1,00 0 0
n-Gesamt 12 12
proliferationsférdernd 1 0
proliferationshemmend 11 12
signifikant (p < 0,05) 1 11

P-Gesamt 0,003 0,003
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7.6 Stimulation mit Ostradiol + MEK-Inhibitor

7.6.1 E;10° M + MEK-Inhibitor 23 pM

Tabelle 7.17 Darstellung aller Versuche bei denen nach Vorinkubation mit dem MEK-Inhibitor eine Stimulation mit E; 10
M erfolgte. Nach 48 Stunden zeigte sich in einem der 18 Versuche ein proliferationsfordernder Effekt, die restlichen
Resultate ergaben alle eine wachstumshemmende Wirkung. Signifikant hemmend waren nach 48 Stunden 13 und nach
96 Stunden 7 der Ergebnisse. Eine Gesamtsignifikanz ergab sich fur die 48 Stundenwerte. Nach 96 Stunden ergab sich

keine Gesamtsignifikanz.

p (Einzelversuche)

n Anzahl Versuche
48 Stunden 96 Stunden

<0,01

0,02 - 0,03
0,03 - 0,05
0,05 - 0,06
0,06 - 0,10
0,10 - 0,20
0,20 - 0,50
0,50 — 1,00
> 1,00

—_

n-Gesamt

Ez-abhangige Zellproliferation vorhanden
Ez-abhangige Zellproliferation nicht vorhanden

proliferationsférdernd
proliferationshemmend

—
A N_2000WO0 00 WOo

-
~

—_

-

signifikant (p < 0,05)

P-Gesamt

-
w

0,048

7.7 Stimulation mit MEK-Inhibitor + Tamoxifen

7.7.1 MEK-Inhibitor 23 uM + Tamoxifen 10 M

N[O O WO O|W -2 = WO WwWwoNOo
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Tabelle 7.18 Darstellung aller Versuche bei denen eine Stimulation mit MEK-Inhibitor 23 yM und Tamoxifen 10° M
durchgefihrt wurde. Nach 48 Stunden zeigte sich in allen Versuchen ein proliferationshemmender Effekt, wovon einer
signifikant war. Nach 96 Stunden war jeweils ein Versuch wachstumshemmend und einer fordernd, Signifikanzen
ergaben sich nicht. Gesamtsignifikanzen ergaben sich keine.

p (Einzelversuche)

n Anzahl Versuche
48 Stunden 96 Stunden

<0,01

0,02 -0,03
0,03 -0,10
0,10 - 0,20
0,20 - 0,50
0,50 - 1,00
>1,00

n-Gesamt
proliferationsférdernd
proliferationshemmend

signifikant (p < 0,05)
P-Gesamt

0
1
0
1
0
0
0
2
0
2
1
0

0,75 >1,0

0
0
0
1
0
1
0
2
1
1
0
0
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7.8 Stimulation mit Ostradiol + MEK-Inhibitor + Tamoxifen

7.8.1 E>10° M + MEK-Inhibitor 23 uM + Tamoxifen 10° M

Tabelle 7.19 Darstellung derjenigen Versuche bei denen, nach einer Vorinkubation mit MEK-Inhibitor und Tamoxifen 10
M, eine Stimulation mit E, 10° M erfolgte. Nach 48 zeigte sich in beiden Versuchen eine proliferationshemmende
Wirkung. Nach 96 Stunden war es durch die Kombination des MEK-Inhibitors mit Tamoxifen nicht mdglich die
Ostradiolinduzierte Zellproliferation vollstandig zu hemmen. Nach 96 Stunden zeigte sich in einem Versuch weiterhin ein
signifikant proliferationsférderndes Ergebnis. Gesamtsignifikanzen zeigten sich nicht.

n Anzahl Versuche
p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden
< 0,01 0
0,02 -0,03 0
0,03-0,10 0
0,10 - 0,20 1
0,20 - 0,50 1
> 0,50 0
n-Gesamt 2
2
0
0
2
0
0

Ez-abhangige Zellproliferation vorhanden

E»>-abhéngige Zellproliferation nicht vorhanden
proliferationsférdernd

proliferationshemmend

signifikant (p < 0,05)

P-Gesamt >1,0

0
1
0
0
1
0
2
2
0
2
0
1
0,750

7.8.2 E;10° M + MEK-Inhibitor 23 uM + Tamoxifen 10° M

Tabelle 7.20 Zusammenfassung aller Versuche bei denen, nach einer Vorinkubation mit MEK-Inhibitor und Tamoxifen
10 M, eine Stimulation mit E, 10° M erfolgte. In 15 von 16 Versuchen zeigte sich sowohl nach 48 als auch nach 96
Stunden eine hemmende Wirkung auf die Zellproliferation. Einer von 16 Versuchen ergab eine proliferationsférdernde
Wirkung. Nach 48 Stunden ergaben 13 und nach 96 Stunden 12 Versuche eine signifikant proliferationshemmende
Wirkung auf die Mammakarzinomzellen. Die proliferationsférdernde Wirkung von Ostradiol konnte somit durch die
Kombination des MEK-Inhibitors mit Tamoxifen erfolgreich gehemmt werden. Gesamtsignifikanzen zeigten sich sowohl
nach 48 als auch nach 96 Stunden.

n Anzahl Versuche

p (Einzelversuche) 48 Stunden 96 Stunden

<0,01 0 0
0,02 - 0,03 13 12
0,03 - 0,05 0 0
0,05 - 0,06 0 1
0,06 - 0,10 0 0
0,10 - 0,20 2 2
0,20 - 0,50 1 0
> 0,50 0 1
n-Gesamt 16 16
E»>-abhéngige Zellproliferation vorhanden 7 12
Ez-abhangige Zellproliferation nicht vorhanden 9 4
proliferationsférdernd 1 1

N
()]
N
()]

proliferationshemmend
signifikant (p < 0,05)
P-Gesamt 0,011 0,038

-
w
-
N
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