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1 Einleitung 

 

 

1.1 Vitamin D 

 

Vitamin D ist das fettlösliche Prohormon des Secosteroidhormons Calcitriol. Calcitriol 

nimmt unter anderem eine wichtige Rolle in der Calciumhomöostase ein. Es werden 

unterschiedliche Substanzen unter dem Überbegriff „Vitamin D“ subsumiert, von denen 

für den Menschen vor allem zwei Substanzen wesentlich sind: Vitamin D2 (Ergocalciferol) 

und Vitamin D3 (Cholecalciferol). Das Provitamin des Ergocalciferols ist Ergosterol, ein 

chemisch dem Cholesterin verwandtes Steroid, das sich in Pflanzen und Pilzen findet 

(Holick, 2004). Ergosterol kann nicht vom Menschen synthetisiert werden, sondern muss 

mit der Nahrung aufgenommen werden. Das Provitamin des Cholecalciferols ist 7-

Dehydrocholesterol, welches vom Menschen aus Cholesterol gebildet werden kann. 

Sowohl Ergosterol als auch 7-Dehydrocholesterol können unter UV-Bestrahlung 

(Ultraviolett) der Haut in die Prohormone Ergocalciferol bzw. Cholecalciferol 

umgewandelt werden. Die weitere Metabolisierung erfolgt analog. Die biologische 

Aktivität des Vitamin D2 beträgt allerdings nur ca. ein Drittel der des Vitamin D3 (Norman, 

2008). Die Klassifikation als Vitamin, also als lebenswichtige Substanz, die mit der 

Nahrung zugeführt werden muss, ist historisch bedingt und unter Berücksichtigung der 

vollständigen endogenen Synthetisierbarkeit des Vitamin D3 nicht korrekt. Aufgrund der 

Möglichkeit zur Eigensynthese und der daraus resultierenden besonderen Bedeutung des 

Vitamin D3 für den Menschen beschränkt sich die vorliegende Arbeit in ihrer Betrachtung 

auf das Vitamin D3, welches im Folgenden mit Vitamin D synonym verwendet werden 

wird.  

Die Entdeckung des Vitamin D ist eng mit der Suche nach einem Mittel zur Behandlung 

der Rachitis vergesellschaftet. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts konnte von Sir Edward 

Mellanby gezeigt werden, dass es möglich war, Rachitis mithilfe eines fettlöslichen 

Nahrungsbestandteils zu kurieren und mit Lebertran adäquat zu behandeln (Mellanby und 

Cantag, 1919; Mellanby, 1921). Kurze Zeit später gelang es, das Vitamin D vom 

bekannten Vitamin A, welches ursprünglich von Mellanby als antirachitischer 

Nahrungsbestandteil angesehen worden war, zu differenzieren und seine Rolle für die 

Calciumhomöostase zu belegen (McCollum et al., 1922). Zeitgleich stellte sich heraus, 

dass Rachitis durch Sonnenlichtexposition verhindert bzw. behandelt werden konnte (Hess, 
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1922). Im Folgejahr konnten Goldblatt und Soames zeigen, dass eine Bestrahlung von 

Ratten mit künstlichem UV-Licht dazu in der Lage war, eine Rachitisentwicklung 

abzuwenden oder aber eine manifeste Erkrankung zu heilen (Goldblatt und Soames, 1923).  

1936 entdeckte man Vitamin D3 als Bestrahlungsprodukt des 7-Dehydrocholesterols und es 

gelang erstmalig, Vitamin D3 aus Thunfischleberöl zu isolieren (Brockmann, 1936; 

Windaus et al., 1936).  

 

1.1.1 Vitamin D-Metabolismus und Calciumhomöostase 

 

Vitamin D und seine Metaboliten gehören zur Substanzklasse der Secosteroide, die durch 

einen aufgespaltenen B-Ring charakterisiert sind (Holick, 2004). Vitamin D ist nur in 

wenigen Nahrungsmitteln des Menschen wie Lebertran, Lachs, Sardine oder Makrele in 

signifikanten Mengen enthalten (Holick, 2004; Hollis, 2005). Ein Großteil des 

menschlichen Vitamin D-Bedarfs wird in gemäßigten Klimazonen durch Eigensynthese 

bei Sonnenlichtexposition gedeckt (Boscoe und Schymura, 2006). Dennoch ist davon 

auszugehen, dass in den Wintermonaten nördlich des 35. Breitengrades kaum bzw. keine 

endogene Vitamin D-Produktion möglich ist (Webb et al., 1988; Holick et al., 2007). Es 

existiert eine Anzahl weiterer Faktoren, welche die Vitamin D-Synthese limitieren, wie 

eine stärkere Pigmentierung der Haut, Sonnencremes und Kleidungsstücke (Clemens et al., 

1982; Matsuoka et al., 1990; Matsuoka et al., 1991; Matsuoka et al., 1992). Außerdem 

sinkt mit zunehmendem Alter der 7-Dehydrocholesterol-Gehalt der Haut, so dass das 

Risiko, ein Vitamin D-Defizit zu entwickeln, steigt (Lawson et al., 1979; MacLaughlin und 

Holick, 1985). 7-Dehydrocholesterol wird in relativ großer Menge in den Zellen der 

Dermis und Epidermis produziert. Hauptsächlich findet es sich im Stratum basale und 

Stratum spinosum (Holick, 1981). Unter dem Einfluss von UV-B-Strahlen mit 

Wellenlängen im Bereich von 280 bis 315 nm wird eine Ringöffnung des B-Ringes des 7-

Dehydrocholesterols induziert, es entsteht das thermodynamisch instabile Prävitamin D. 

Der optimale Wellenlängenbereich zur Produktion des Prävitamin D liegt zwischen 295 

und 300 nm (MacLaughlin et al., 1982). Prävitamin D isomerisiert temperaturabhängig 

zum stabilen Vitamin D. Bei exzessiver Bestrahlung werden Prävitamin D und Vitamin D 

teilweise zu Lumisterol, Tachysterol, Suprasterol und Toxisterol umgewandelt, so dass 

keine Vitamin D-Intoxikation zu befürchten ist (Holick, 2004). Während intestinal 

resorbiertes Vitamin D durch Chylomikronen transportiert wird, gelangt das in der Haut 

synthetisierte Vitamin D hauptsächlich mittels eines speziellen Transportproteins, des 
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Vitamin D bindenden Proteins (DBP), und zu einem geringeren Teil an Albumin gebunden 

über die Blutbahn zur Leber (Haddad et al., 1993). In der Leber erfolgt der erste Schritt der 

metabolischen Aktivierung des Vitamin D. Durch Cytochrom P450 27A1, ein 

mitochondriales Enzym, und Cytochrom P450 2R1, ein mikrosomales Enzym, wird 

Vitamin D am Kohlenstoffatom C-25 hydroxyliert (Cheng et al., 2003). Für beide Enzyme 

wird auch der Begriff 25-Hydroxylase verwendet. Das entstandene 25-

Hydroxycholecalciferol (Calcidiol) stellt aufgrund seiner hohen Affinität zum DBP den 

hauptsächlich im Blut zirkulierenden Vitamin D-Metaboliten dar (Jones et al., 1998). Die 

Calcidiolkonzentration im Blut kann als Indikator des Vitamin D-Status bestimmt werden 

(Holick, 2004). Eine zweite Hydroxylierung durch das mitochondriale Enzym Cytochrom 

P450 27B1 (1α-Hydroxylase) in der Niere führt zur Bildung von 1α,25-

Dihydroxycholecalciferol (Calcitriol), welches eine deutlich höhere biologische Aktivität 

als Calcidiol aufweist (Holick et al., 1971; Cheng et al., 2003). Die mitochondriale 24-

Hydroxylase (Cytochrom P450 24A1) verstoffwechselt sowohl Calcitriol als auch 

Calcidiol, über mehrere Intermediärprodukte entsteht als inaktives Endprodukt 

Calcitroinsäure, die biliär eliminiert wird (Makin et al., 1989). 

Die Regulation des extrazellulären Calcium- und Phosphatspiegels ist maßgeblich mit der 

des Vitamin D-Stoffwechsels verbunden (s. Abb. 1). Ein Absinken der 

Calciumkonzentration im Blut führt zu einer gesteigerten Parathormonsekretion (Brown et 

al., 1993). Das Parathormon induziert die renale 1α-Hydroxylase, es resultiert eine 

gesteigerte Calcitriolsynthese. Umgekehrt führt Calcitriol im Sinne einer negativen 

Rückkopplung zu einer Inhibition der 1α-Hydroxylase und hemmt sowohl die PTH-

Expression als auch die PTH-Sekretion (Demay et al., 1992; Brenza et al., 1998; Jones et 

al., 1998). Hypocalcämie, Hypophosphatämie und Calcitonin führen unabhängig vom 

Parathormon zu einer gesteigerten Expression der 1α-Hydroxylase (Murayama et al., 1998; 

Bland et al., 1999). Ein Regulationsmechanismus, der eine überschießende 

Calcitriolsynthese verhindert, besteht in der Induktion der 24-Hydroxylase durch Calcitriol 

(Zierold et al., 1994). Somit induziert Calcitriol das Enzym, welches maßgeblich an der 

Degradation von Vitamin D-Metaboliten beteiligt ist. Die Aktivität und Expression der 24-

Hydroxylase wird weitgehend reziprok zu der der 1α-Hydroxylase reguliert, hohe 

Serumphosphatspiegel steigern sie, Parathormon und Calcitonin hingegen vermindern sie 

(Beckman et al., 1994; Wu et al., 1996; Zierold et al., 2000). 

Calcitriol führt durch seine Wirkung in unterschiedlichen Zielgeweben zu einer Erhöhung 
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Abb. 1: Metabolismus des Vitamin D und Calciumhomöostase nach Sutton und MacDonald, 2003. 
 

des Calcium- und Phosphatspiegels im Serum. Es fördert die enterale Calcium- und 

Phosphatabsorption sowie die renale Calciumreabsorption (Friedman und Gesek, 1993; 

Katai et al., 1999; van Cromphaut et al., 2001; van Abel et al., 2003).  

Vitamin D/Calcitriol ist von essentieller Bedeutung für die Entwicklung und 

Aufrechterhaltung eines ausreichend mineralisierten Skelettsystems. Es wirkt modulierend 

auf die Osteoblasto- und Osteoklastogenesis. Vitamin D-Mangel führt in der Kindheit zu 

Rachitis und im Erwachsenenalter zu Osteomalazie. Im Zusammenwirken mit 

Parathormon führt Calcitriol zu einer Calciummobilisation aus dem Knochen und somit zu 

einem Anstieg des Serumcalciumspiegels (Jones et al., 1998; Panda et al., 2004). 

 

1.1.2 Genomische und nicht genomische Effekte des Calcitriols 

 

Calcitriol entfaltet seine genomischen Effekte durch Interaktion mit dem spezifischen, 

nukleären Vitamin D-Rezeptor (VDR), einem intrazellulären, aus 427 Aminosäuren 
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bestehenden Protein (Baker et al., 1988). Es handelt sich um einen ligandenaktivierbaren 

Transkriptionsfaktor, der an spezifische DNA-Erkennungssequenzen (vitamin D 

responsive elements, VDRE) im Promotorbereich von Zielgenen bindet und auf diese Art 

und Weise die Expression der Zielgene reguliert. Je nach Gen kann die Transkription 

aktiviert oder reprimiert werden. Gegenüber Calcitriol besteht eine sehr hohe 

Ligandenbindungsaffinität, die Affinität gegenüber anderen Vitamin D-Metaboliten, wie 

beispielsweise Calcidiol, wird in der Literatur als annähernd fünfhundertmal schwächer 

angegeben (Hughes et al., 1976).  

Calcitriol beeinflusst die Genexpression Vitamin D responsiver Gene bevorzugt durch ein 

Heterodimer, das aus dem VDR und dem Retinoid X Rezeptor (RXR) besteht. Zwar kann 

der VDR auch als Homodimer an VDRE binden, jedoch führt die Heterodimerisierung des 

VDR mit dem RXR zu einer erhöhten Affinität zu den VDRE (Thompson et al., 1998). Die 

intrazelluläre Konzentration an Vitamin D-Rezeptoren kann sowohl durch Calcitriol 

(homologe Regulation) als auch durch andere hormonelle Einflüsse (heterologe 

Regulation) gewebe- und speziesspezifisch reguliert werden (Hirst und Feldman, 1982; 

Costa und Feldman, 1986; Pols et al., 1988a; Pols et al., 1988b). In Abwesenheit von 

Calcitriol befindet sich der überwiegende Anteil der Vitamin D-Rezeptoren im Zytosol 

(Barsony et al., 1997). Die Ligandenbindung führt zu einer Konformationsänderung und 

ermöglicht somit die VDR-RXR-Heterodimerisierung sowie die anschließende 

Translokation des Heterodimers in den Zellkern mithilfe von Mikrotubuli (Barsony und 

McKoy, 1992; Racz und Barsony, 1999). Im Zellkern bindet das VDR-RXR-Heterodimer 

an VDRE in Promotorbereichen Vitamin D regulierter Gene. 

Von den genomischen Effekten des Calcitriols lassen sich Calcitriol vermittelte Effekte 

unterscheiden, die bereits nach Sekunden bis Minuten messbar sind, die also zu früh 

auftreten, um durch eine Beeinflussung der Genexpression erklärbar zu sein. Zu den 

Soforteffekten des Calcitriols zählt beispielsweise die schnelle Calciumabsorption aus dem 

Darmlumen des Dünndarms (Norman et al., 2002). Auch in anderen Geweben bzw. 

Zellkulturen konnten Effekte, die sehr wahrscheinlich durch eine Beeinflussung 

transmembranärer Signaltransduktionswege hervorgerufen werden, beobachtet werden. 

Hierzu zählen die Öffnung spannungsgesteuerter Calcium- und Chloridkanäle in 

Osteoblasten, die Aktivierung von MAP-Kinasen (mitogen-activated protein-kinases) bzw. 

die Beeinflussung dieser Phosphorylierungskaskaden in Leukämiezellen, die erhöhte 

Insulinfreisetzung aus Betazellen des Pankreas, veränderte Aktivitäten der Phospholipase 

C, der Phospholipase A2, der Proteinkinase C, des Prostaglandinstoffwechsels und der 
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ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1 and 2) in Chondrozyten sowie die 

Induktion zellulärer Differenzierungsvorgänge, vermittelt durch Proteinkinase C-alpha und 

JNK (c-Jun N-terminal kinase) in humanen Kolonkarzinomzellen (Chen et al., 1999; 

Boyan et al., 2002; Norman et al., 2002; Schwartz et al., 2002).  

Die Bedeutung des „klassischen“ VDR für die Aktivierung transmembranärer 

Signaltransduktionswege wird in der Literatur kontrovers diskutiert. In Studien an Zellen 

von VDR-knockout Mäusen bzw. Zellen mit bekanntem VDR-Defekt konnte gezeigt 

werden, dass in diesen keine Soforteffekte durch Calcitriolstimulation initiiert werden 

können, was für eine Beteiligung des „klassischen“ VDR an der Vermittlung von 

Soforteffekten spricht (Barsony und Marx, 1988; Erben et al., 2002; Nguyen et al., 2004; 

Zanello und Norman, 2004). Außerdem konnte der „klassische“ VDR in Caveolae, dabei 

handelt sich um sack- bzw. flaschenförmige Einbuchtungen an der Oberfläche von 

Plasmamembranen, unterschiedlicher Zelltypen nachgewiesen werden (Huhtakangas et al., 

2004). Capiati et al. konnten zeigen, dass es in Myoblasten durch Calcitriol zu einer 

Translokation nukleärer Vitamin D-Rezeptoren zur Zellmembran kommt (Capiati et al., 

2002). Andererseits fanden andere Forschergruppen einen membranären Rezeptor für 

Vitamin D (1,25D(3)-MARRS, membrane associated rapid response steroid binding 

receptor), der zu einer Aktivierung der Proteinkinase C führt und andere 

Bindungsaffinitäten für Vitamin D-Analoga aufweist als der nukleäre VDR (Nemere et al., 

1998; Farach-Carson und Nemere, 2003; Nemere et al., 2004; Rohe et al., 2005).  

 

1.1.3 Vitamin D und Krebserkrankungen 

 

In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass Inzidenz und Mortalität 

einzelner Krebserkrankungen in einem reziproken Verhältnis zur UV-Exposition durch 

Sonnenlicht stehen. Beispielsweise ist die Mortalität des Kolonkarzinoms im Nordosten 

der USA deutlich höher als im vergleichsweise sonnigeren Südwesten (Garland und 

Garland, 1980). Auch für das Mamma-, Prostata-, Ovarial- und Zervixkarzinom konnte ein 

gleichartiger Zusammenhang nachgewiesen werden (Garland et al., 1990; Hanchette und 

Schwartz, 1992; Lefkowitz und Garland, 1994; Grant und Garland, 2006). Als ursächlich 

wird die in sonnigeren Regionen erhöhte endogene Vitamin D-Synthese diskutiert. Hiermit 

im Einklang ließ sich in unterschiedlichen Studien ein inverses Verhältnis zwischen dem 

Calcidiol- bzw. Calcitriolblutspiegel und der Mortalität oder dem Erkrankungsrisiko des 

Kolon-, Mamma und Prostatakarzinoms beobachten (Garland et al., 1989; Tangrea et al., 
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1997; Janowsky et al., 1999; Ahonen et al., 2000a). Allerdings konnte in anderen Studien 

eine derartigen Assoziation nicht bestätigt werden (Braun et al., 1995; Gann et al., 1996; 

Hiatt et al., 1998). Bezüglich des Ovarial- und Zervixkarzinoms fanden Boscoe und 

Schymura keinen Zusammenhang zwischen UV-Exposition und Inzidenz oder Mortalität 

des Ovarialkarzinoms, jedoch eine positive Assoziation für das Zervixkarzinom (Boscoe 

und Schymura, 2006). 

Parallel zu den epidemiologischen Untersuchungen konnten Vitamin D-Rezeptoren in 

unterschiedlichen Organen, Geweben und Zellarten nachgewiesen werden. Hierzu zählen 

Gehirn, Dünndarm, Kolon, Magen, Schilddrüse, Prostata, Thymus, endokrines Pankreas, 

Nebennierenmark, Herz, Skelettmuskulatur, Brustgewebe, Monozyten, aktivierte B- und 

T-Lymphozyten sowie Zervix und Ovar (Stumpf et al., 1979; Bhalla et al., 1983; Dokoh et 

al., 1983; Provvedini et al., 1983; Simpson et al., 1985; Stumpf, 1988; Friedrich et al., 

1998; Reichrath et al., 1998; Schwartz et al., 1998; Fraga et al., 2002). Zahlreiche Zellen 

exprimieren auch die 1α- und die 24-Hydroxylase und können somit Calcitriol 

synthetisieren und katabolisieren. Im Gegensatz zum in der Niere produzierten Calcitriol 

wirkt extrarenal gebildetes Calcitriol ausschließlich lokal in auto- oder parakriner Weise 

und trägt unter physiologischen Bedingungen nicht zur Regulation der Calciumhomöostase 

bei (Welsh et al., 2003; Norman, 2008). Außerdem ist bekannt, dass auch maligne Zellen 

den VDR, die 1α- und die 24-Hydroxylase exprimieren. Der VDR und die Hydroxylasen 

konnten unter anderem in Kolon-, Mamma-, Ovarial-, Prostata- und Zervixkarzinomen 

nachgewiesen werden (Bareis et al., 2002; Friedrich et al., 2003; Cross et al., 2004). 

 

1.1.4 Molekulare Mechanismen der Calcitriolwirkung 

 

Calcitriol beeinflusst malignes Zellwachstum durch differenzierungs- und 

apoptoseinduzierende Effekte, es wirkt regulierend auf den Zellzyklus und inhibiert die 

Angiogenese und Metastasierung (van den Bemd und Chang, 2002). Die molekularen 

Mechanismen sind am ausführlichsten anhand des Kolon-, Mamma- und 

Prostatakarzinoms erforscht, gelten z. T. aber auch für andere Tumorentitäten.  

Calcitriol führt zu einer Hemmung des Übertritts der G1-Phase (postmitotische Phase) in 

die S-Phase (Synthesephase) des Zellzyklus, es resultiert eine Zellzyklusarretierung in der 

G0-Phase (Ruhephase). Dies geschieht unter anderem durch eine gesteigerte Expression 

der Cyclin-abhängigen Kinasen-Inhibitoren (cyclin-dependent kinase inhibitors) p21 und 

p27. Konsekutiv kommt es zu einer verringerten Aktivierung Cyclin-abhängiger Kinasen 
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(cyclin-dependent kinases, CDK) und somit zum Zellzyklusstillstand (Hager et al., 2001; 

Chakrabarty et al., 2005). Außerdem scheinen p21 und p27 an Differenzierungsvorgängen 

beteiligt zu sein, die unter Calcitrioltherapie zu beobachten sind (Liu et al., 1996; Muto et 

al., 1999). Calcitriol führt zu einer Inaktivierung der p70S6 Kinase (p70S6k), die ihrerseits 

für den Übertritt der G1- in die S-Phase erforderlich ist (Bettoun et al., 2002). Ferner 

konnte in mit Calcitriol behandelten Tumorzellen eine Akkumulation eines 

Tumorsuppressorproteins gefunden werden, welches durch Interaktion mit dem 

Transkriptionsfaktor E2F-1 die G1/S-Phasentransition inhibiert (Bratland et al., 2000; 

Hager et al., 2001; Gedlicka et al., 2006). In unterschiedlichen Studien konnte eine erhöhte 

Expression der Transkriptionsfaktoren AP-1 (activator protein 1) und C/EBPbeta 

(CCAAT/enhancer-binding protein beta) im Zusammenhang mit 

Zelldifferenzierungsvorgängen und Zellzyklusarretierungen beobachtet werden, wobei die 

ERK- und JNK-Module der MAPK Signalkaskaden diese Effekte zu vermitteln scheinen 

(Chen et al., 1999; Wang et al.,2003; Ji und Studzinski, 2004; Marcinkowska et al., 2006). 

In Tumorzellen, deren Wachstum durch die Ligandenbindung des epidermal growth factor 

(EGF) und/oder des transforming growth factor alpha (TGF-alpha) an den EGF-Rezeptor 

(EGFR) stimuliert wird, wurde eine reduzierte EGFR-Aktivierung und -Expression durch 

Calcitrioleinwirkung beschrieben (Koga et al., 1988; Tong et al., 1999; Cordero et al., 

2002). Außerdem wurden in Studien eine verringerte Aktivität des antiapoptotischen und 

mitogenen insuline-like growth factor (IGF) und eine gesteigerte Expression des 

apoptotisch und antiproliferativ wirksamen IGF binding protein 3 (IGFBP-3) gefunden 

(Huynh et al., 1998; Xie et al., 1999; Krishnan et al., 2003; Peng et al., 2004). Calcitriol 

steigert die Genexpression des Tumorsuppressorproteins E-Cadherin, inhibiert die 

Signalkaskade des Protoonkogens Beta-Catenin und wirkt somit antiproliferativ und 

differenzierend (Gottardi et al., 2001; Palmer et al., 2001; Larriba et al., 2007). Durch eine 

erhöhte Aktivität der Proteasen Micro-Calpain und Caspase-12 und durch Aktivierung des 

„death receptor“ Fas kann Calcitriol die Induktion der Apoptose beeinflussen. Durch 

Inhibition von Serin- und Metalloproteasen sowie Reduktion des angiogenen 

Angiopoetin-2 und der VEGF (vascular endothelial growth factor) vermittelten 

Endothelzellproliferation wirkt es zusätzlich dem invasiven Wachstum, der Metastasierung 

und der Angiogenese maligner Tumoren entgegen (Mantell et al., 2000; Bernardi et al., 

2002; Osborne und Hutchinson, 2002; Sergeev, 2004).  
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1.1.5 Therapieoptionen maligner Erkrankungen mit Calcitriol 

 

Die therapeutische Wirksamkeit von Calcitriol konnte in vitro in unterschiedlichen Studien 

belegt werden (s. o.). Die Anwendbarkeit in vivo wird durch die calcämischen Effekte 

deutlich limitiert. Aus diesem Grund wurden unterschiedliche Analoga synthetisiert mit 

dem Ziel, die antikanzerogene Wirksamkeit zu erhalten und die calcämischen Effekte zu 

minimieren. Hierzu zählt beispielsweise EB 1089, welches in vivo wachstumshemmend 

wirkt (Lokeshwar et al., 1999; Zhang et al., 2005). In Zellen mit 1α-Hydroxylaseaktivität 

konnte gezeigt werden, dass Calcidiol eine dem Calcitriol vergleichbare antiproliferative 

Wirksamkeit aufweist, jedoch weniger calcämisch als Calcitriol wirkt (Schwartz et al., 

1998; Barreto et al., 2000; Schwartz et al., 2004). 

Eine weitere Möglichkeit könnte in der tumorlokalen Blockierung der 24-Hydroxylase 

bestehen. In Mamma- und Prostatakarzinomzellen wurde eine hohe 24-

Hydroxylaseexpression nachgewiesen. Durch Calcitriolbehandlung konnte eine zusätzliche 

Induktion der 24-Hydroxylaseexpression beobachtet werden (Hedlund et al., 1996; Diesing 

et al., 2006). Phytoöstrogene wie Genistein und Azolderivate wie Liarozol, Ketoconazol 

oder VID400 erwiesen sich als effektive 24-Hydroxylaseinhibitoren, wobei die 

wachstumshemmende Aktivität von Calcitriol oder EB 1089 in Kombination mit einem 

24-Hydroxylaseinhibitor gesteigert werden konnte (Ly et al., 1999; Peehl et al., 2002; 

Cross et al., 2003; Schuster et al., 2003; Swami et al., 2005). 

Ein anderer Therapieansatz besteht in der Kombination von Calcitriol mit konventionellen 

Tumortherapien. Calcitriol kann die Wirksamkeit von Platinderivaten, Paclitaxel und 

Adriamycin verstärken (Wang et al., 2000; Hershberger et al., 2001). Glucocorticoide 

können die Calcitriolwirkung erhöhen und dessen calcämische Effekte reduzieren (Trump 

et al., 2004). Für die Radiatio konnte in Kombination mit EB 1089 eine stärkere 

Tumorvolumenreduktion gezeigt werden als für die alleinige Strahlentherapie (Sundaram 

et al., 2003).  

 

1.1.6 Einfluss von Calcitriol auf das Zervix- und Ovarialkarzinom 

 

Weltweit erkranken jährlich ca. 529 000 Frauen an einem Zervixkarzinom und ca. 

225 000 Frauen an einem malignen Tumor der Eierstöcke. Im Gegensatz zum 

Ovarialkarzinom zeigen sich bezüglich des Zervixkarzinoms höhere altersstandardisierte 

Inzidenzen und Mortalitäten in den weniger stark entwickelten Ländern. Pro Jahr sterben 
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global ca. 274 000 Patientinnen an einem Zervixkarzinom und ca. 140 000 Frauen an 

einem Ovarialkarzinom (Ferlay et al., 2010). 

Seit den 1970er Jahren kann in Deutschland aufgrund des Anspruchs auf eine jährliche 

gynäkologische Früherkennungsuntersuchung, welche u. a. die zytologische 

Abstrichuntersuchung der Cervix uteri (Papanicolaou-Test) umfasst, eine rückläufige 

Inzidenz des Zervixkarzinoms beobachtet werden, da die präkanzerösen, dysplastischen 

Veränderungen des Epithels der Cervix uteri (CIN) suffizient therapiert werden können. 

Da als notwendige Bedingung der malignen Transformation des Zervixepithels eine 

persistierende Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV) angesehen wird, wird für 

Mädchen im Alter von 12 bis 17 Jahren seit März 2007 eine generelle Impfung gegen 

humane Papillomaviren (HPV 16, 18) empfohlen (Hudelist et al., 2004; RKI, 2007). 

Nichtsdestotrotz erkranken pro Jahr ca. 5 470 Frauen an einem Zervixkarzinom und es 

versterben ca. 1 490 Patientinnen an eben dieser Erkrankung. Bezogen auf die Häufigkeit 

aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen in Deutschland steht das Zervixkarzinom an 

zwölfter Stelle. 

Das Ovarialkarzinom ist das fünfthäufigste Malignom der Frau in Deutschland. Unter den 

gynäkologischen Malignomen ist es nach dem Mammakarzinom und dem Uteruskarzinom 

das dritthäufigste. Jährlich treten bei ca. 9 670 Frauen Krebserkrankungen der Eierstöcke 

auf, die Mortalität beträgt mit annähernd 5 640 Fällen pro Jahr ca. 5,7 % (RKI und 

GEKID, 2010).  

Die Beeinflussbarkeit des Zervix- und Ovarialkarzinoms durch Calcitriol und dessen 

Analoga ist weniger erforscht als die des Kolon-, Mamma- oder Prostatakarzinoms. 

Folgendes ist über den Zusammenhang zwischen Vitamin D und diesen Tumorentitäten 

bekannt: 

Vitamin D-Rezeptoren, die 25-Hydroxylase, die 1α-Hydroxylase und die 24-Hydroxylase 

werden auf RNA-Ebene in malignem Ovarialgewebe stärker exprimiert als in gesundem 

(Friedrich et al., 2003; Anderson et al., 2006; Fischer et al., 2009c). Calcitriol hemmt die 

Proliferation von Ovarialkarzinomzellen durch Zellzyklusarretierung an den G1/S- und G2 

(prämitotische Phase)/M (Mitosephase)-Kontrollpunkten. Die G1-Phasenarretierung wird 

durch eine erhöhte p27-Stabilität bedingt (Li et al., 2004). Außerdem induziert Calcitriol 

das nukleäre Protein GADD45A (growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha), 

welches eine Aktivitätsabnahme der CDK1 und somit eine Arretierung des Zellzyklus in 

der G2-Phase bewirkt (Jiang et al., 2003). Des Weiteren konnte kürzlich durch Behandlung 

mit Vitamin D eine verringerte Expression des apoptosehemmenden Proteins Survivin und 
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eine Reexpression des prostate-derived Ets factor, eines Transkriptionsfaktors, der mit 

einer günstigeren Prognose des Ovarialkarzinoms zu korrelieren scheint, gefunden werden 

(Ghadersohi et al., 2008). Calcitriol kann durch eine Inhibition der Telomeraseaktivität zu 

einer Apoptoseinduktion in Ovarialkarzinomzellen führen (Jiang et al., 2004). In einem 

Mausmodell konnte die antiproliferative und apoptoseinduzierende Wirkung von EB 1089 

belegt werden, welches im Gegensatz zu Calcitriol nicht zu Hypercalcämien führte (Zhang 

et al., 2005).  

Für das Zervixkarzinom ist die Studienlage begrenzter als für das Ovarialkarzinom. Es ist 

bekannt, dass Zervixkarzinomzellen in ihrem Wachstum durch Calcitriol beeinflussbar 

sind (Kholodova et al., 1997). Der VDR, die 25-, 1α- und 24-Hydroxylase wurden in 

malignem Zervixgewebe nachgewiesen. Die Expression des Rezeptors und der Enzyme ist 

stärker ausgeprägt als in vergleichbarem gesundem Gewebe (Reichrath et al., 1998; 

Friedrich et al., 2003).  
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1.2 Zielsetzung 

 

Calcitriol ist als potentielles Therapeutikum maligner Tumoren einzustufen. Seine 

antikanzerogenen Eigenschaften wurden an Tumorzellen unterschiedlicher Entitäten in 

zahlreichen Studien belegt. Der VDR und die drei Vitamin D metabolisierenden Enzyme 

25-Hydroxylase, 1α-Hydroxylase und 24-Hydroxylase konnten in malignen Tumoren der 

Zervix und des Ovars nachgewiesen werden. 

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol auf die 

Transkription der 25-, 1α- und 24-Hydroxylase in Ovarial- und Zervixkarzinomzellen zu 

untersuchen. 

 

Zu diesem Zweck wurde(n): 

 

• in den Karzinomzelllinien HeLa und OVCAR-3 die mRNA-Expression des 

Vitamin D-Rezeptors in der Polymerase-Kettenreaktion nachgewiesen. 

• die Zelllinien HeLa und OVCAR-3 mit Vitamin D und seinen Metaboliten 

Calcidiol und Calcitriol über unterschiedliche Zeiträume inkubiert. 

• von den inkubierten Zellen die RNA isoliert und durch reverse Transkription in 

cDNA umgeschrieben. 

• in der real-time quantitativen Polymerase-Kettenreaktion die mRNA-Expression 

der Gene für die 25-, die 1α- und die 24-Hydroxylase nach der Inkubation mit 

Vitamin D und seinen Metaboliten analysiert. 
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2 Material und Methoden 

 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Zelllinien 

 

Bezeichnung Hersteller 

HeLa 
OVCAR-3 

ATCC/LGC Standards, Wesel 

 

2.1.2 Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien 

 

Bezeichnung Hersteller 

Bright-Line Hemacytometer Sigma-Aldrich, Seelze 
Elektrophoresekammer Bio-Rad, München 
Glasmaterial Schott, Mainz 
Sanyo CO2 Incubator  Sanyo Electric, Japan 
Lichtmikroskop: Wilovert A Hund, Wetzlar 
Mikrotiterplatten: 96 well Multiply PCR 
plate with skirt 

Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrowelle: Sharp R-210A Sharp, Hamburg 
Photometer: Helios Gamma Unicam, USA 
Pipetten: Research und Reference Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen (steril)  Sarstedt, Nümbrecht 
Polypropylen (PP)-Röhrchen (steril) Greiner, Frickenhausen 
Präzisionsküvette Hellma , Müllheim 
Präzisionswaage SBA/SBC Scaltec, Göttingen 
Real-time PCR-Gerät: Opticon 2 MJ Research, USA 
Spannungsgeber: Typ Power Pac 300 Bio-Rad, München 
Stabpipetten (steril, graduiert) Greiner, Frickenhausen 
Thermocycler : PTC-200 MJ Research, USA 
Vortex: Genie 7 Scientific Industries, USA 
Wasserbad: Isotemp 202 Thermo Fisher Scientific, USA 
Zellkulturflaschen: T75 (cm2) Sarstedt, Nümbrecht 
Zellkulturschalen (94 mm) Greiner, Frickenhausen 
Zentrifugen: Hettich Universal 32 R 
                     Sigma2K15 

Hettich, Tuttlingen 
Sigma-Aldrich, Seelze 
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2.1.3 Enzyme und Kits 

 

Bezeichnung Hersteller 

Accutase  PAA Laboratories, Cölbe 
M-MLV reverse Transkriptase (200 U/µl) 
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-
UDG  
RNaseOUTTM (40 U/µl) 

Invitrogen, Karlsruhe 

Taq DNA Polymerase (5 000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt am Main 

 

2.1.4 Zellkulturmedien und -zusätze 

 

Bezeichnung Hersteller 

1α,25-Dihydroxycholecalciferol 
(Calcitriol) 

Sigma-Aldrich, Seelze 

10x Dulbecco’s phosphate buffered saline 
without Ca & Mg (DPBS) 
Fetal bovine serum (FBS): Typ Mycoplex 

PAA Laboratories, Cölbe 

25-Hydroxycholecalciferol (Calcidiol) 
Insulin from bovine pancreas  

Sigma-Aldrich, Seelze 

RPMI-1640 + 10 mM HEPES und 2 mM 
L-Glutamin 

ATCC/LGC Standards, Wesel 

RPMI-1640 + 25 mM HEPES und 2 mM 
L-Glutamin 

PAA Laboratories, Cölbe 

Trypanblau (0,4 %) 
Vitamin D3 (Cholecalciferol) 

Sigma-Aldrich, Seelze 

 

2.1.5 Sonstige Substanzen für RNA-Isolierung, Gelelektrophorese und 

Polymerase-Kettenreaktion 

 

Bezeichnung Hersteller 

Agarose Invitrogen, Karlsruhe 
Chloroform Merck, Darmstadt 
Diethylpyrocarbonat-Wasser (DEPC-
Wasser) (0,1 %) 

Serva, Heidelberg 

100 bp DNA Ladder  
dNTP Mix (10 mM) 
Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml) 

Invitrogen, Karlsruhe 

1x Gel Loading Dye, Blue New England Biolabs, Frankfurt am Main 
HPLC-Wasser Merck, Darmstadt 
Random Primer (3 µg/µl) 
TRIzol® Reagenz 

Invitrogen, Karlsruhe 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Zellkultur 

 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden an der humanen 

Zervixkarzinomzelllinie HeLa und der humanen Ovarialkarzinomzelllinie OVCAR-3 

durchgeführt. 

HeLa-Zellen wurden im Jahr 1951 aus einem Adenokarzinom der Cervix uteri einer 

einunddreißigjährigen afroamerikanischen Patientin („Henrietta Lacks“) isoliert und 

kultiviert. Sie sind die ersten menschlichen Zellen, aus denen eine permanente aneuploide 

Zelllinie etabliert werden konnte (Jones et al., 1971). OVCAR-3-Zellen (ovarian 

carcinoma cell line 3) wurden aus malignem Aszites einer sechzigjährigen kaukasischen 

Patientin mit fortgeschrittenem Adenokarzinom des Ovars etabliert und 1983 erstmalig 

beschrieben (Hamilton et al., 1983). 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Zellkulturschrank bei 37 °C in einer 

Atmosphäre aus Luft mit 5 % CO2-Anteil. Zur Anzucht wurden 75 cm2-Zellkulturflaschen 

verwendet. Die HeLa-Zellen wurden in 15 ml RPMI-1640 Medium mit 25 mM HEPES, 

2 mM L-Glutamin und 10 % FBS angezüchtet (s. Abb. 2). Die OVCAR-3-Zellen wurden 

in 15 ml RPMI-1640 Medium mit 10 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 20 % FBS und 

0,01 mg/ml Insulin kultiviert (s. Abb. 3). Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter einer 

Klasse-II-Sicherheitsarbeitsbank für steriles Arbeiten durchgeführt. Zur Bearbeitung der 

Zellen kamen ausschließlich sterile Materialien zur Anwendung. In Abhängigkeit von der 

erreichten Zelldichte und dem daraus resultierenden Mediumverbrauch wurde alle 2-3 d 

ein Mediumwechsel durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen zunächst zweimal mit 10 ml 

PBS gewaschen und anschließend mit 15 ml frischem Nährmedium versehen. Bei ca. 

80 %iger Konfluenz wurden die Zellen entweder subkultiviert oder für einen 

Stimulationsversuch ausgesät. Das verbrauchte Medium wurde abgesaugt und die Zellen 

wurden zweimal mit 10 ml PBS gewaschen. Im Anschluss wurden zum Ablösen der Zellen 

5 ml Accutase hinzugefügt und die Zellen bis zu 10 min im Brutschrank inkubiert, bis die 

vollständige Ablösung der Zellen vom Flaschenboden im Lichtmikroskop beobachtet 

werden konnte. Die abgelöste Zellsuspension wurde mit 10 ml Medium in ein 50 ml (PP)-

Röhrchen überführt, bei 1 600 U/min für 3 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und das 

Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-

Zählkammer bestimmt. 
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Abb. 2: HeLa-Zellen. Abb. 3: OVCAR-3-Zellen. 
Vergrößerung: 400-fach.    Vergrößerung: 400-fach. 
 

Zur Subkultivierung wurden zunächst neue Zellkulturflaschen mit jeweils 15 ml frischem 

Nährmedium befüllt und bei 37 °C begast. Anschließend wurde die Zellsuspension anteilig 

auf die Zellkulturflaschen verteilt. Die Aussaat der Zellen zur Stimulation erfolgte pro 

Stimulationszeitraum in sieben Zellkulturschalen mit einer Konzentration von 

3 x 105 Zellen/ml in 6 ml Medium pro Zellkulturschale.  

 

2.2.2 Stimulation mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol  

 

Die Zellen wurden mit Vitamin D, Calcidiol oder Calcitriol in den Konzentrationen 10-9 M 

und 10-7 M stimuliert. Alle Substanzen wurden als Stammlösung in einer Konzentration 

von 10-3 M in 100 % Ethanol gelöst. Als Kontrollgruppe wurde jeweils ein Ansatz mit 

Alkohol mitgeführt, dessen Ethanolkonzentration derjenigen in den 10-7 M 

Behandlungsgruppen entsprach. Für jeden Stimulationsversuch wurden pro Zelllinie sieben 

Zellkulturschalen benötigt, die zu ca. 80 % konfluent bewachsen waren. Die 

Stimulationszeiträume betrugen 24, 48, 72 oder 96 h. Für jeden Zeitraum wurden 

insgesamt drei Stimulationsversuche durchgeführt. 

Zuerst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 5 ml PBS gewaschen. 

Dann wurden in 6 ml Medium die jeweiligen Konzentrationen der Substanzen auf die 

Zellen gegeben. Nach 24, 48, 72 oder 96 h wurden die Zellen zweimal mit 5 ml PBS 

gewaschen.  
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2.2.3 RNA-Isolierung  

 

Die RNA wurde nach dem Prinzip der Guanidinthiozyanat-Phenol-Chloroform Extraktion 

mit TRIzol® Reagenz isoliert. Diese Methode ermöglicht eine hohe Ausbeute an RNA und 

eignet sich zur RNA-Isolierung aus kleinsten Mengen biologischen Materials 

(Chomczynski und Sacchi, 1987). TRIzol® Reagenz ist eine monophasische Lösung, die 

sich aus Guanidinisothiozyanat und Phenol zusammensetzt. Das enthaltene 

Guanidinisothiozyanat ist ein chaotropes Salz, welches sehr effektiv die Zellen lysiert, 

Proteine denaturiert und RNasen inaktiviert. Nach Zugabe von Chloroform und 

anschließender Zentrifugation erfolgt eine Phasentrennung in eine obere wässrige Phase, 

eine Interphase und eine untere organische Phase. Die RNA verbleibt in der wässrigen 

Phase, DNA und Proteine befinden sich in der Interphase und der organischen Phase 

(Chomczynski, 1993; Chomczynski und Sacchi, 2006). 

Jede Kultur wurde mit 1 ml TRIzol® Reagenz unter Bewegung der Schale lysiert. Es folgte 

eine Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur, um eine komplette Dissoziation der 

Nukleoproteine zu erlangen. Das Zelllysat wurde in ein autoklaviertes 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt, mit 0,2 ml Chloroform versetzt und 20 s von Hand stark geschüttelt. Nach 

erneuter Inkubation für 2 min bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgefäß zur 

Phasentrennung bei 12 000 U/min und 4 °C für 15 min zentrifugiert. Die obere wässrige 

Phase mit der darin enthaltenen RNA wurde in ein neues autoklaviertes 2 ml 

Reaktionsgefäß pipettiert, zur Fällung der RNA mit 0,5 ml 100 % Isopropylalkohol 

versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde abermals bei 

12 000 U/min und 4 °C für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig 

verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen und 5 min bei 7 500 x g 

und 4 °C zentrifugiert. Die RNA wurde nun getrocknet, in 30 µl 0,1 % DEPC-Wasser 

gelöst und 10 min im Wasserbad bei 60 °C inkubiert. 

Zur photometrischen Bestimmung von Konzentration und Reinheit der RNA wurde eine 

1: 50 Verdünnung mit DEPC-Wasser hergestellt. Die Messung der optischen Dichte (OD) 

erfolgte bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm, als Leerwert diente 0,1 % DEPC-

Wasser. Die Konzentration der RNA wurde mit der Formel berechnet: 

1 x OD260nm= 40 µg/ml RNA 

Der Quotient aus OD260 nm/OD280 nm ist ein Maß für die Reinheit der isolierten RNA. 

Proben mit einer unzureichenden Reinheit (< 1,5) wurden verworfen. Abschließend wurde 

die gewonnene RNA bei -80 °C gelagert. 
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2.2.4 cDNA-Synthese 

 

Um cDNA zu schreiben, wurden 2 µg der RNA in die Reverse-Transkriptase-Reaktion 

(RT-Reaktion) eingebracht. Als Enzym wurde die rekombinante M-MLV reverse 

Transkriptase (Moloney murine leukemia virus), eine RNA-abhängige DNA-Polymerase 

aus E. coli eingesetzt (Kotewicz et al., 1985). Die gewonnene cDNA diente als Template 

für die Polymerase-Kettenreaktion und die real-time quantitative Polymerase-

Kettenreaktion. 2 µg RNA wurden mit dem entsprechenden Vol HPLC-Wasser auf ein 

Gesamtvolumen von 10 µl gebracht und in ein PCR-Gefäß pipettiert. Nach der Zugabe von 

250 ng Random-Primer (3 µg/µl) pro PCR-Gefäß wurden die Proben gemischt und kurz 

abzentrifugiert. Anschließend wurde der Ansatz bei 65 °C für 5 min im Thermocycler 

inkubiert, um eine Aufschmelzung der Sekundärstruktur der RNA zu erreichen. Daraufhin 

wurden die Proben auf Eis abgekühlt, um die Primer hybridisieren zu lassen. Während 

dieser Zeit wurde pro Ansatz ein RT-Mix von 8 µl wie folgt erstellt: 

 

Substanz Volumen 

5x First Strand Buffer 4 µl 

0,1 M DTT 2 µl 

10 mM dNTP Mix  1 µl 

40 U/µl RNaseOUTTM  1 µl 

Gesamtvolumen 8 µl 

 

Pro Probe wurden jetzt 8 µl des RT-Mix hinzupipettiert, nach vorsichtigem Mischen wurde 

außerdem noch jeweils 1 µl M-MLV reverse Transkriptase (200 U/µl) hinzugefügt. Eine 

Negativkontrolle erfolgte unter Verwendung von HPLC-Wasser anstelle der reversen 

Transkriptase.  

Die Ansätze wurden nun 50 min bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. Zur Inaktivierung 

der reversen Transkriptase wurden die Proben anschließend 15 min auf 70 °C erhitzt. Die 

cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde von Kary B. Mullis entwickelt und Mitte der 

achtziger Jahre erstmalig veröffentlicht (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1992). Heutzutage 
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stellt sie die mit am häufigsten verwendete Standardmethode der Molekularbiologie dar 

(Schutzbank und Stern, 1993; Erlich, 1999). Durch mehrfache Wiederholung von 

Reaktionszyklen, bestehend aus den drei Teilschritten Denaturierung, Annealing und 

Elongation, bietet die PCR die Möglichkeit zur exponentiellen Amplifikation eines 

spezifischen DNA-Fragments in vitro.  

Die Amplifikation einer spezifischen Sequenz eines DNA-Doppelstranges wird eingeleitet 

durch eine Temperaturerhöhung auf 90-95 °C, durch die die DNA-Doppelstränge in zwei 

Einzelstränge getrennt werden, was als Denaturierung bezeichnet wird. Anschließend wird 

die Temperatur soweit gesenkt, dass es zur spezifischen Hybridisierung der im 

Reaktionsansatz vorhandenen Oligonukleotidprimer an die DNA-Einzelstränge kommt. 

Dieser Vorgang wird Annealing genannt und führt aufgrund der Primer zu einer 

sequenzspezifischen Amplifikation, da nur der durch die Primer begrenzte Bereich der 

DNA, der als Matrize fungiert, amplifiziert wird. Danach wird die Temperatur auf 72 °C 

erhöht. Dabei handelt es sich um das Temperaturoptimum der hitzestabilen Taq-

Polymerasen, die nun die jeweils komplementären Stränge synthetisieren. Man spricht von 

der Elongation. An das Ende des letzten Zyklus schließt sich die finale Elongation an, 

während der die DNA-Polymerasen unvollständig replizierte DNA-Moleküle 

komplettieren sollen. 

Jeder Reaktionsansatz enthält neben DNA, Primern und DNA-Polymerasen auch 

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) als Substrat der Polymerasen sowie Puffer, die einen 

für die Funktion der Polymerasen optimalen pH-Wert gewährleisten. Von essentieller 

Bedeutung ist außerdem die Konzentration an freien Magnesiumionen, welche von den 

DNA-Polymerasen als Kofaktoren für ihre Funktion benötigt werden. 

Für die PCR zum Nachweis des Vitamin D-Rezeptors wurde folgendes spezifische 

Primerpaar konstruiert und von der Firma Metabion, Martinsried, synthetisiert: 

 

Bezeichnung Orientierung Sequenz 5’→ 3’ 

VDR 
forward 

reverse 

CCA GTT CGT GTG AAT GAT GG 

GTC GTC CAT GGT GAA GGA 
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Pro Ansatz wurde ein Master Mix nach folgendem Schema erstellt: 

 

Substanz Volumen 

10x ThermoPol Buffer 5 µl 

4 µM VDR Primerpaar (forward/reverse) 5 µl 

10 mM dNTP Mix 1 µl 

5 000 U/ml Taq DNA Polymerase 0,2 µl 

HPLC-Wasser 37,8 µl 

Gesamtvolumen 49 µl 

 

Für jeden PCR-Reaktionsansatz wurden die einzelnen Komponenten des Master Mix 

zunächst auf Eis zu einem 49 µl Gesamtansatz pipettiert. Anschließend wurde pro Ansatz 

1 µl cDNA hinzugefügt. Im Reaktionsansatz des Leerwertes wurde ein äquivalentes 

Volumen HPLC-Wasser anstelle der cDNA eingesetzt. Folgendes Thermocyclerprogramm 

wurde benutzt: 

 

Bezeichnung Temperatur Zeit Zyklenzahl 

Denaturierung 95,0 °C 1 min 1 

Denaturierung 94,0 °C 30 s 

Annealing 60,0 °C 30 s 

Elongation 72,0 °C 30 s 

40 

Finale Elongation 72,0 °C 10 min 1 

Kühlung 4,0 °C ∞ 

 

Nach Beendigung des Thermocyclerprogramms wurde das PCR-Produkt bei -20 °C 

gelagert. 

 

2.2.6 Agarosegelelektrophorese 

 

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Verfahren, um DNA-Moleküle in einem elektrischen 

Feld nach ihrer Größe aufzutrennen. Agarose besteht aus glykosidisch verbundener D-

Galaktose und 3,6-Anhydrogalaktose. Sie dient als Matrix, in der die DNA-Moleküle 

aufgrund ihrer negativen Phosphatgruppen zur Anode wandern. Die 

Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhängig von der Molekülgröße, der 
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Agarosekonzentration und der angelegten Gleichspannung. Durch die Zugabe von 

Ethidiumbromid können die DNA-Banden im Gel sichtbar gemacht werden. 

Ethidiumbromid interkaliert unspezifisch in die DNA der Proben, durch seine 

fluoreszierenden Eigenschaften werden die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar. Um die 

Größe eines PCR-Produktes zu bestimmen, werden die Banden der Proben mit den Banden 

eines DNA-Größenstandards verglichen. 

Zur Herstellung eines 1,5 %igen Agarosegels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TBE 

Puffer (90 mM TRIS, 90 mM Borsäure, 2 mM EDTA; pH= 8,3) in der Mikrowelle 

aufgekocht. Nach Abkühlen des Gels auf ca. 60 °C wurden 10 µl Ethidiumbromid 

(10 mg/ml) hinzugefügt. Anschließend wurde das Gel luftblasenfrei in einen mit Kämmen 

versehenen Gelträger gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurden die Kämme entfernt, 

der Gelträger wurde in eine Pufferkammer eingesetzt und mit 1x TBE Puffer überschichtet. 

25 µl eines PCR-Produktes wurden mit je 5 µl 1x Ladepuffer (Gel Loading Dye, Blue) 

vermischt, anschließend wurden die Taschen des Gels mit den cDNA-Proben beladen. Zur 

elektrophoretischen Auftrennung wurde 60 min eine Spannung von 100 V angelegt. 

Anhand der 100-Basenpaar-DNA-Leiter konnte die Größe der PCR-Produkte beurteilt 

werden. Die einzelnen Banden wurden unter UV-Licht mit einer Polaroidkamera 

fotografiert.  

 

2.2.7 Real-time quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

 

Um den Einfluss der Vitamin D-Metaboliten auf die mRNA-Expression der 25-

Hydroxylase, der 1α-Hydroxylase und der 24-Hydroxylase in Tumorzellen zu untersuchen, 

wurde eine real-time quantitative Polymerase-Kettenreaktion (real-time PCR) mit der 

hergestellten cDNA durchgeführt.  

Die real-time PCR basiert auf dem Prinzip einer konventionellen PCR (s. Kap. 2.2.5) und 

bietet zusätzlich die Möglichkeit einer zuverlässigen Quantifizierung. Zwar ist es möglich, 

aus einer konventionellen PCR-Reaktion die anfängliche Menge eines Templates durch 

eine Endpunktanalyse zu errechnen, allerdings bleibt dabei unberücksichtigt, dass mit 

fortschreitender Dauer die PCR unter suboptimalen Reaktionsbedingungen abläuft. Die 

Menge an verfügbaren Nukleotiden sinkt, Produktfragmente hybridisieren und die 

Aktivität der Polymerasen nimmt ab. Eine zuverlässige Aussage lässt sich schwer treffen, 

da die PCR aus den genannten Gründen nicht durchweg exponentiell verläuft. Bei der real-

time PCR erfolgt die Quantifizierung mithilfe von Fluoreszenzsignalen, die während der 
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exponentiellen Phase der Amplifikation nach jedem Zyklus der PCR bestimmt werden 

(Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993). Prinzipiell stehen unterschiedliche 

Detektionssysteme für die PCR-Produkte zur Verfügung. Zum einen finden 

Fluoreszenzfarbstoffe Verwendung, zum anderen spezifische Sonden. In dieser Arbeit 

wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I verwendet. Durch eine Lichtquelle in Form 

eines Lasers, einer UV-Lampe oder einer Licht emittierenden Diode (LED) wird der 

Fluoreszenzfarbstoff mit einer bestimmten Wellenlänge angeregt und strahlt im Anschluss 

die aufgenommene Energie als Licht einer anderen Wellenlänge wieder ab. Das emittierte 

Licht wird von einem Fluoreszenzdetektionssystem erfasst. SYBR Green I besitzt im 

Komplex mit DNA eine Anregungsschwelle von 497 nm und emittiert Licht mit einer 

Wellenlänge von 520 nm. SYBR Green I interkaliert unspezifisch in doppelsträngige DNA 

und ermöglicht eine sensitive Detektion (Morrison et al., 1998). In Anwesenheit von 

einzelsträngiger DNA ist die Intensität der Fluoreszenzemission äußerst gering. Erst durch 

die Interkalation in doppelsträngige DNA wird die Intensität der Fluoreszenz derart erhöht, 

dass sie messbar wird. Die Messung wird nach jedem Syntheseschritt durchgeführt. Der 

Anstieg des Fluoreszenzsignals ist proportional zur Menge der PCR-Produkte (Kubista et 

al., 2006). Schließlich wird eine Aussage über die ursprünglich in der Probe vorhandene 

Menge eines spezifischen DNA-Abschnitts ermöglicht. Die real-time PCR stellt 

gegenwärtig die sensitivste Methode zur Quantifizierung von mRNA dar (Bustin, 2002; 

Nolan et al., 2006). Die Quantifizierung der Expression der 25-, 1α- und 24-Hydroxylase 

basierte auf der Zyklus-Schwellenwert-Methode (Higuchi et al., 1993). Die Berechnungen 

erfolgten anhand der Schwellenwert-Zykluszahl, dem threshold cycle oder Ct-Wert. Bei 

dem Ct-Wert einer Probe handelt es sich um denjenigen Zyklus einer real-time PCR, bei 

dem das Fluoreszenzsignal einen festgelegten Schwellenwert übersteigt (Gibson et al., 

1996). Der Ct-Wert liegt in der exponentiellen Phase der PCR. Ein hoher Ct-Wert spricht 

für eine geringe Templateausgangsmenge, ist der Ct-Wert niedrig, so ist die 

Templateausgangsmenge hoch (Heid et al., 1996). Parallel zu den Proben wurde bei jeder 

real-time PCR als Standard eine Verdünnungsreihe von cDNA-Proben der zu 

untersuchenden Enzyme mit bekannten Konzentrationen amplifiziert 

(50-5 x 106 Moleküle/2 µl). Anhand der Verdünnungsreihe konnte eine Standardkurve 

durch Auftragen des Logarithmus der Molekülzahl gegen den Ct-Wert erstellt werden. 

Mithilfe der Standardkurve konnte für jede Probe der Logarithmus der Molekülzahl über 

den Ct-Wert bestimmt werden und folglich die Ausgangsmenge an cDNA-Molekülen. 
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Diese Menge entspricht der eingesetzten mRNA-Menge bei vollständig abgelaufener RT-

Reaktion. 

Neben den zu untersuchenden Hydroxylasen wurde für jede Bedingung außerdem ein 

housekeeping Gen (konstitutiv exprimiertes Gen) als interner Standard amplifiziert. Um 

Variationen der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen, wurde mithilfe des 

housekeeping Gens eine Normalisierung durchgeführt. 

Housekeeping Gene gehören zu einer großen Gruppe von Genen, die für die 

Aufrechterhaltung grundlegender Zellfunktionen verantwortlich sind und konstant 

exprimiert werden. Sie kodieren beispielsweise für Anteile des Zytoskeletts (β-Aktin) oder 

Enzyme der Glykolyse (GAPDH). Als housekeeping Gen wurde in dieser Arbeit die 

Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) gewählt, die eine Rolle im 

Nukleotidstoffwechsel spielt. Von jeder Probe wurde eine Doppelbestimmung 

durchgeführt. Als Negativkontrolle wurde HPLC-Wasser anstelle der cDNA verwendet. 

Die Spezifität der PCR-Produkte wurde jeweils durch eine Schmelzkurvenanalyse des 

Amplifikats bestätigt. Durch kontinuierliche Temperaturerhöhung wurde der DNA-

Doppelstrang aufgeschmolzen. Währenddessen wurde die in Abhängigkeit von der 

Temperatur emittierte Fluoreszenz gemessen. Da die unterschiedlichen PCR-Produkte 

aufgrund ihrer Länge und Sequenz spezifische Schmelzpunkte aufweisen, konnten sie 

anhand der Schmelzkurve differenziert werden (Ririe, et al., 1997). 

Die spezifische Primerpaare für die cDNA-Abschnitte der Enzyme 25-, 1α- und 24-

Hydroxylase sowie des housekeeping Gens HPRT wurden konstruiert und abermals von 

der Firma Metabion synthetisiert: 

 

Bezeichnung Orientierung Sequenz 5’→ 3’ 

25-

Hydroxylase 

forward 

reverse 

GGC AAG TAC CCA GTA CGG 

AGC AAA TAG CTT CCA AGG 

1α-

Hydroxylase 

forward 

reverse 

TGT TTG CAT TTG CTC AGA 

CCG GGA GAG CTC ATA CAG 

24-

Hydroxylase 

forward 

reverse 

GCA GCC TAG TGC AGA TTT 

ATT CAC CCA GAA CTG TTG 

HPRT 
forward 

reverse 

CCT GGC GTC GTG ATT AGT GAT 

CCA GCA GGT CAG CAA AGA ATT TA 
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Für jeden Ansatz wurde folgender Master Mix hergestellt: 

 

Substanz Volumen 

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 12,5 µl 

4 µM Primerpaar (forward/reverse) 2,5 µl 

HPLC-Wasser 8 µl 

Gesamtvolumen 23 µl 

 

Zunächst wurden in jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte 2 µl cDNA, 2 µl HPLC-

Wasser für den Blankwert oder 2 µl des Standards vorgelegt. Anschließend wurden pro 

well 23 µl des Master Mix hinzupipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Folie 

luftdicht verschlossen. Es folgte eine einminütige Zentrifugation bei 1 000 U/min, um 

eventuelle Luftblasen zu entfernen. Die real-time PCR wurde daraufhin unter Verwendung 

der OpticonMonitor™ Analysis Software, Version 2.02, der Firma MJ Research 

durchgeführt. 

Für die Amplifikation der 25-Hydroxylase, 1α-Hydroxylase und 24-Hydroxylase wurde 

folgendes real-time PCR-Programm verwendet: 

 

Schritt: 

1. 2 min Aktivierung der Polymerase bei 50,0 °C 

2. 2 min Aufschmelzen der cDNA bei 95,0 °C 

3. 15 s Aufschmelzen der cDNA bei 95,0 °C 

4. 15 s Annealing bei 57,3 °C 

5. 15 s Polymerisierung bei 72,0 °C 

6. Messung der Amplifikate 

44 Zyklen der Schritte 3-6 

7. Schmelzkurve von 65-95 °C, Messung in Schritten von 0,3 °C → Ende 

 

Für die Amplifikation der Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) wurde ein 

leicht verändertes real-time PCR-Programm verwendet: 

Schritt: 

 

4. 15 s Annealing bei 60,0 °C 

 39 Zyklen der Schritte 3-6 
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2.2.8 Validierung und Auswertung der Ergebnisse der real-time PCR 

 

Um auf die Anzahl der mRNA-Moleküle der 25-, 1α- und 24-Hydroxylase und des 

housekeeping Gens HPRT in den untersuchten Proben schließen zu können, wurden in 

jeder real-time PCR Standardproben bekannter Ausgangskonzentration in einer 1: 10 

Verdünnungsreihe amplifiziert (50-5 x 106 Moleküle/2 µl). In Abb. 4 ist dargestellt, nach 

 

Abb. 4: Amplifikationsprofil 
der HPRT-cDNA-Standardpro-
ben. 
 

 

 

 

 

 

 

wie vielen Zyklen das Fluoreszenzsignal der einzelnen HPRT-cDNA-Standardproben den 

manuell festgelegten Schwellenwert (threshold) von 0,03 erreichte. Mithilfe dieser Ct-

Werte wurde eine HPRT-cDNA-Standardkurve, die sich in Form einer linearen Gleichung 

(y= m·x+ b) darstellen lässt, erstellt (s. Abb. 5). Hierbei ist eine idealtheoretische 

Verdoppelung der Amplifikate von Zyklus zu Zyklus durch eine Steigung von m= -0,30 

gekennzeichnet. Der r-Quadrat-Wert (r^2, r-square) gibt an, wie nahe die einzelnen 

 

Abb. 5: HPRT-cDNA-Standard-
kurve. 
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Datenpunkte des Standards an der von der Software errechneten Regressionsgerade liegen 

und ist somit ein Maß der Genauigkeit, mit der diese die Datenpunkte abbildet. Er kann 

Werte zwischen 0 (0 %) und 1 (100 %) annehmen.  

Aus den Ct-Werten der untersuchten Proben konnten anhand der Standardkurven die 

Molekülzahlen ermittelt werden, die theoretisch in der cDNA des Ausgangsmaterials 

vorhanden waren. Jede Probe wurde als Doppelbestimmung in der real-time PCR 

gemessen. Die Molekülzahlen wurden gemittelt und mit den Molekülzahlen für das 

housekeeping Gen HPRT normalisiert. Hierzu wurde für jede Probe der Quotient aus 

gemittelter Molekülanzahl des Zielgens und gemittelter Molekülanzahl des housekeeping 

Gens berechnet (Ratio (ZG/HG)). Aus drei unabhängigen Versuchen wurden die 

normalisierten Werte der Proben jeweils ins Verhältnis zum Gesamtmittelwert der 

Kontrollen, der als 100 %-Wert diente, gesetzt. Aus den so errechneten 

Expressionsveränderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe (n-fache Expression) wurden 

die arithmetischen Mittelwerte (mean) gebildet, welche im Folgenden mit den 

entsprechenden mittleren Fehlern des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) 

angegeben sind (mean ± SEM). 

Um die Spezifität der Amplifikate zu zeigen, wurde für jede Probe eine 

Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Hierzu wurden die Proben kontinuierlich erhitzt und 

die Fluoreszenzintensität gemessen. Infolge des Schmelzens der DNA in Einzelstränge 

nimmt die Fluoreszenzintensität ab, da das SYBR Green vermehrt von der DNA 

dissoziiert. Die spezifische Schmelztemperatur einer Nukleinsäure lässt sich in der 

Funktion –dI/dT als stärkste Veränderung der Fluoreszenzintensität (dI) in Relation zur 

Temperaturänderung (dT) darstellen. Für jedes Primerpaar konnte die Spezifität der 

Amplifikate in der Schmelzkurvenanalyse bestätigt werden, wie z. B. für HPRT in Abb. 6. 

 

Abb. 6: Schmelzkurve der 
HPRT-cDNA-Standardproben. 
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Die erhaltenen Ergebnisse wurden bezüglich ihrer statistischen Aussagekraft beurteilt. 

Hierzu wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit anschließendem Bonferroni Post-

hoc Test durchgeführt. Die beiden untersuchten Faktoren waren hierbei einerseits die 

Behandlung und andererseits die Zeit. Konnte die Nullhypothese mit einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5 % (p< 0,05) verworfen werden, so wurde der 

jeweilige Unterschied als statistisch signifikant angesehen.  

Die Datenanalyse wurde mit der OpticonMonitor™ Analysis Software, Version 2.02 (MJ 

Research, USA), Microsoft Excel (Microsoft Technologies, USA) und der GraphPad 

Prism 4 Software (GraphPad Software, USA) durchgeführt. Die GraphPad Prism 4 

Software wurde zur statistischen Auswertung und Erstellung sämtlicher Graphen 

verwendet. 
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3 Ergebnisse 

 

 

3.1 Nachweis der mRNA-Expression des Vitamin D-Rezeptors 

 

Voraussetzung für ein Ansprechen der zu untersuchenden Zellen auf Vitamin D und dessen 

Metaboliten ist der Nachweis des VDR in diesen Zellen. Zu diesem Zweck wurde die RNA 

aus unbehandelten HeLa- und OVCAR-3-Zellen isoliert und mittels RT-Reaktion in cDNA 

umgeschrieben. Die cDNA wurde anschließend als Template in der PCR verwendet. Wie 

in Abbildung 7 zu erkennen ist, konnte nach gelelektrophoretischer Auftrennung in beiden 

Zelllinien eine spezifische Bande für den VDR mit einer Länge von 383 bp detektiert 

werden. Des Weiteren wurden zu Vergleichszwecken eine Positivkontrolle (MCF-7-

Zellen) sowie zwei Negativkontrollen (NK1: PCR mit HPLC-Wasser anstelle von cDNA; 

NK2: cDNA-Synthese ohne M-MLV Reverse Transkriptase) mitgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Abb. 7: Agarosegel (1,5 %) der PCR-Produkte mit den Primern für den VDR. cDNA der isolierten 
RNA aus HeLa-, OVCAR-3- und MCF-7-Zellen. M: 100 bp Marker; NK1 und NK2: 
Negativkontrollen 1 und 2 (NK1: PCR mit HPLC-Wasser anstelle von cDNA; NK2: cDNA-
Synthese ohne M-MLV Reverse Transkriptase); PK: Positivkontrolle (MCF-7); VDR: Vitamin D-
Rezeptor. 
 

 

 

 

NK1 NK2PK HeLa OVCAR-3M

500 bp -
-VDR (383 bp)

NK1 NK2PK HeLa OVCAR-3M

500 bp -
-VDR (383 bp)
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3.2 Regulation der mRNA-Expression Vitamin D metabolisierender 

Hydroxylasen durch Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol 

 

3.2.1 HeLa-Zellen 

 

In HeLa-Zellen wurde die mRNA-Expression der 25-Hydroxylase zu allen Zeitpunkten 

durch keine der Behandlungen signifikant beeinflusst. Nach 24 h führte die Inkubation mit 

10-9 M Calcitriol zu einer tendenziellen Expressionssteigerung auf ca. das Doppelte (2,10 ± 

0,99 vs. 1,0 ± 0,32). Es fand sich eine annähernde Expressionsvervierfachung unter der 

 

Abb. 8: Einfluss der Behandlungen 
mit Vitamin D, Calcidiol und 
Calcitriol auf die mRNA-Expression 
der 25-Hydroxylase in HeLa-Zellen 
nach 24, 48 und 96 h. Die 
angezeigte n-fache Expression ist 
die Expressionsveränderung einer 
Behandlungsgruppe gegenüber der 
Kontrollgruppe. Die Werte zeigen 
den Mittelwert ± SEM aus drei 
Versuchsreihen an. 
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Behandlung mit 10-7 M Calcitriol (3,91 ± 0,32 vs. 1,0 ±0,32) (s. Abb. 8). Nach 48 h führte 

die niedrigere Konzentration von 10-9 M zu einer ungefähren Vervierfachung der 

Expression (3,93 ± 0,35 vs. 1,0 ± 0,18) und die höhere Konzentration von 10-7 M zu einer 

annähernd verdoppelten Expression (1,83 ± 1,81 vs. 1,0 ± 0,18) (s. Abb. 8). Nach 72 h 

Calcitriolbehandlung zeigte sich ein der Kontrollgruppe vergleichbares Expressionsniveau 

(nicht abgebildet). Nach 96 h ließ sich unter der Behandlung mit Calcitriol 10-9 M eine um 

ca. 53 % reduzierte Expression (0,47 ± 0,45 vs. 1,0 ± 0,13) beobachten (s. Abb. 8). 

Außerdem fand sich nach 48 h eine ca. sechsfach erhöhte Expression (5,78 ± 4,03 vs. 1,0 ± 

0,18) der 25-Hydroxylase unter der Behandlung mit 10-9 M Vitamin D (s. Abb. 8). Nach 

72 h zeigte sich bei gleicher Behandlung kein Unterschied zur Kontrollgruppe (nicht 

abgebildet), während sich nach 96 h Inkubation mit Vitamin D erneut eine tendenziell 

erhöhte Expression beobachten ließ (s. Abb. 8). 

Auch die mRNA-Expression der 1α-Hydroxylase wurde nach allen Inkubationsintervallen 

durch keine Behandlung signifikant verändert. Nach allen vier Inkubationszeiträumen 

konnte unter der Behandlung mit Calcitriol ein Trend zur Expressionsreduktion beobachtet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 9: Einfluss der Behandlungen mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol auf die mRNA-
Expression der 1α-Hydroxylase in HeLa-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. Die angezeigte n-fache 
Expression ist die Expressionsveränderung einer Behandlungsgruppe gegenüber der 
Kontrollgruppe. Die Werte zeigen den Mittelwert ± SEM aus drei Versuchsreihen an. 
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werden (s. Abb. 9). Nach 48 h führte die Inkubation mit 10-7 M Calcitriol zu einer 

Expressionsreduktion um ca. 80 % (0,20 ± 0,18 vs. 1,0 ± 0,24) gegenüber der 

Kontrollgruppe, während unter der Behandlung mit 10-9 M Calcitriol eine ca. 33-

prozentige Reduktion (0,67 ± 0,29 vs. 1,0 ± 0,24) registriert werden konnte (s. Abb. 9). 

Nach 96 h Inkubation fand sich unter der Behandlung mit Calcitriol 10-9 M eine Abnahme 

der Expression um annähernd 76 % (0,24 ± 0,24 vs. 1,0 ± 0,55). Die Behandlung mit 

Calcitriol 10-7 M führte nach 96 h zu einer Expressionsreduktion um ca. 64 % (0,36 ± 0,35 

vs. 1,0 ± 0,55) (s. Abb. 9). 

Die Behandlung mit Calcitriol 10-7 M führte nach 24 h zu einer signifikanten 

Expressionssteigerung der 24-Hydroxyalse um annähernd den Faktor 13 (12,54 ± 0,21 vs. 

1,0 ± 0,50; p< 0,001) (s. Abb. 10). Auch nach 48 und 72 h ließen sich bei gleicher 

Behandlung signifikante Zunahmen der Expression beobachten. So zeigte sich nach 48 h 

unter der Behandlung mit 10-7 M Calcitriol eine ca. zehnfach gesteigerte Expression (10,23 

± 2,57 vs. 1,0 ± 0,38; p< 0,001), nach 72 h war die Expression ca. 13-fach (12,76 ± 5,22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 10: Einfluss der Behandlungen mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol auf die mRNA-
Expression der 24-Hydroxylase in HeLa-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. Die angezeigte n-fache 
Expression ist die Expressionsveränderung einer Behandlungsgruppe gegenüber der 
Kontrollgruppe. Die Werte zeigen den Mittelwert ± SEM aus drei Versuchsreihen an; *** p< 0,001 
vs. Kontrolle. 
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vs. 1,0 ± 0,76; p< 0,001) erhöht (s. Abb. 10). Nach 96 h lag die Expression der 24-

Hydroxylase in der Behandlungsgruppe Calcitriol 10-7 M ungefähr auf dem Niveau der der 

Kontrollgruppe (s. Abb. 10). 

Die Behandlungen mit 10-7 M Calcitriol über 24, 48 und 72 h führten im Vergleich zu der 

Behandlung über 96 h zu signifikant höheren Induktionen der 24-Hydroxylase (s. 

Abb. 11). Auch unter der Behandlung mit 10-9 M Calcitriol ließ sich nach 24, 48 und 72 h 

ein Trend zur Expressionssteigerung ausfindig machen (s. Abb. 10). Allerdings kam es im 

Vergleich zur höher konzentrierten Behandlung nach keinem der Inkubationszeiträume zu 

einem signifikanten Expressionsunterschied gegenüber der Kontrollgruppe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 11: Vergleich der Expressionsveränderungen der 24-Hydroxylase in der Behandlungsgruppe 
Calcitriol 10-7 M in HeLa-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. Die angezeigte n-fache Expression ist 
die Expressionsveränderung einer Behandlungsgruppe gegenüber der Kontrollgruppe. Die Werte 
zeigen den Mittelwert ± SEM aus drei Versuchsreihen an; *** p< 0,001 vs. Calcitriol 10-7 M nach 
96 h. 
 

Nach einem Zeitraum von 96 h zeigte sich eine annähernde Expressionsverfünffachung 

(5,01 ± 1,52 vs. 1,0 ± 0,30) durch die Inkubation mit 10-7 M Calcidiol (s. Abb. 10). Ebenso 

nach 24, 48 und 72 h wurde die 24-Hydroxylase durch 10-7 M Calcidiol tendenziell höher 

exprimiert als in den entsprechenden Kontrollgruppen (s. Abb. 10). Eine statistische 

Signifikanz war jedoch nach keinem der Inkubationsintervalle nachzuweisen. 

In Abbildung 12 sind die Expressionen der 25-Hydroxylase, der 1α-Hydroxylase und der 

24-Hydroxylase in den Kontrollgruppen im zeitlichen Verlauf dargestellt. Nach allen vier 

Inkubationszeiträumen wurde die 24-Hydroxylase deutlich höher exprimiert als die 25- 

oder die 1α-Hydroxylase. 
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Abb. 12: Vergleich der mRNA-Expression der 25-, der 1α- und der 24-Hydroxylase in den 
Kontrollgruppen in HeLa-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. Die angezeigte Ratio ist das Verhältnis 
der ermittelten Molekülmengen der mRNA vom Zielgen (ZG) 25-Hydroxylase, 1α-Hydroxylase 
und 24-Hydroxylase zum housekeeping Gen (HG) HPRT. Die Werte zeigen den Mittelwert ± SEM 
aus drei Versuchsreihen an. 
 

3.2.2 OVCAR-3-Zellen 

 

In OVCAR-3 Zellen führte keine der Behandlungen nach den untersuchten 

Inkubationszeiträumen zu einer signifikanten Veränderung der mRNA-Expression der 25-

Hydroxylase. Nach 24 h fand sich unter der Behandlung mit 10-9 M Calcitriol eine um ca. 

79 % erniedrigte Expression (0,21 ± 0,08 vs. 1,0 ± 0,09), unter der Behandlung mit 10-7 M 

Calcitriol zeigte sich eine um ca. 71 % verringerte Expression (0,29 ± 0,22 vs. 1,0 ± 0,09) 

gegenüber der Kontrollgruppe (s. Abb. 13). Nach 48 h unterschied sich die Expression der 

25-Hydroxylase bei gleicher Behandlung lediglich geringfügig von der der Kontrollgruppe 

(nicht abgebildet). Nach 72-stündiger Behandlung mit Calcitriol zeigte sich eine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: Einfluss der Behandlungen mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol auf die mRNA-
Expression der 25-Hydroxylase in OVCAR-3-Zellen nach 24 und 72 h. Die angezeigte n-fache 
Expression ist die Expressionsveränderung einer Behandlungsgruppe gegenüber der 
Kontrollgruppe. Die Werte zeigen den Mittelwert ± SEM aus drei Versuchsreihen an. 
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tendenziell erhöhte Expression der 25-Hydroxylase (s. Abb. 13). So führte die Behandlung 

mit 10-9 M Calcitriol zu einer Expressionssteigerung um ca. 60 % (1,60 ± 0,21 vs. 1,0 ± 

0,34) und die mit 10-7 M Calcitriol zu einer Expressionszunahme um ca. 90 % (1,90 ± 0,33 

vs. 1,0 ± 0,34). Zum selben Zeitpunkt führten auch die Behandlungen mit Vitamin D 

10-9 M (1,68 ± 0,58 vs. 1,0 ± 0,34) und 10-7 M (1,56 ± 0,31 vs. 1,0 ± 0,34) zu 

Expressionssteigerungen, während sich nach 24 h eine tendenziell erniedrigte Expression 

der 25-Hydroxyalse unter der Behandlung mit Vitamin D feststellen ließ (s. Abb. 13). 

Nach allen Inkubationsintervallen wurde die 1α-Hydroxylase durch keine der 

Behandlungen signifikant in ihrer mRNA-Expression beeinflusst. Nach einem Zeitraum 

von 24 h fand sich eine Tendenz zur Expressionsabnahme durch die Behandlung mit 

Calcitriol. Es ließ sich eine um ca. 77 % reduzierte Expression (0,23 ± 0,08 vs. 1,0 ± 0,38) 

in der Behandlungsgruppe Calcitriol 10-9 M feststellen (s. Abb. 14). Nach einem 

Inkubationszeitraum von 48 h führte die Behandlung mit 10-9 M Calcitriol zu einer 

Expressionsabnahme (0,73 ± 0,45 vs. 1,0 ± 0,43), die mit Calcitriol 10-7 M zu einer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 14: Einfluss der Behandlungen mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol auf die mRNA-
Expression der 1α-Hydroxylase in OVCAR-3-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. Die angezeigte n-
fache Expression ist die Expressionsveränderung einer Behandlungsgruppe gegenüber der 
Kontrollgruppe. Die Werte zeigen den Mittelwert ± SEM aus drei Versuchsreihen an. 
 

1αααα-Hydroxylase nach 24 h

K
on

tr
ol
le  M-9

V
ita

m
in
 D

 1
0

 M-7

V
ita

m
in
 D

 1
0

 M-9

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

1αααα-Hydroxylase nach 48 h

K
on

tr
ol
le  M-9

V
ita

m
in
 D

 1
0

 M-7

V
ita

m
in
 D

 1
0

M-9
 

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

1αααα-Hydroxylase nach 72 h

K
on

tr
ol
le  M-9

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-7

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-9

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

1αααα-Hydroxylase nach 96 h

K
on

tr
ol
le  M-9

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-9

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

1αααα-Hydroxylase nach 24 h

K
on

tr
ol
le  M-9

V
ita

m
in
 D

 1
0

 M-7

V
ita

m
in
 D

 1
0

 M-9

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

1αααα-Hydroxylase nach 48 h

K
on

tr
ol
le  M-9

V
ita

m
in
 D

 1
0

 M-7

V
ita

m
in
 D

 1
0

M-9
 

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

1αααα-Hydroxylase nach 72 h

K
on

tr
ol
le  M-9

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-7

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-9

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

1αααα-Hydroxylase nach 96 h

K
on

tr
ol
le  M-9

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-9

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-7

Vi
ta
m
in
 D

 1
0

 M-7

C
al
ci
di
ol
 1
0

 M-9

C
al
ci
tr
io
l 1

0
 M-7

C
al
ci
tr
io
l 1

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

n
-f

a
c
h
e
 E

x
p
re

s
s
io

n



Ergebnisse  35        
 

Steigerung der Expression um annähernd 50 % (1,50 ± 0,77 vs. 1,0 ± 0,43) (s. Abb. 14). 

Nach 72 h ließ sich sowohl durch die Behandlung mit 10-9 M Calcitriol (1,25 ± 0,51 vs. 1,0 

± 0,60) als auch durch die mit 10-7 M Calcitriol (1,56 ± 0,66 vs. 1,0 ± 0,60) eine erhöhte 

Expression der 1α-Hydroxylase im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten (s. Abb. 14). 

Nach 96 h unterschied sich die Expression der 1α-Hydroxylase nach Inkubation mit 

Calcitriol nur äußerst gering von der der Kontrollgruppe (s. Abb. 14).  

Die 24-Hydroxylase wurde nach 24-stündiger Inkubation mit 10-7 M Calcitriol ca. 176-

fach (176,40 ± 73,18 vs. 1,0 ± 0,69) höher exprimiert als in der Kontrollgruppe (s. 

Abb. 15). Dieses Ergebnis war bei einer festgelegten Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % 

statistisch signifikant (p< 0,05). Ebenso ließ sich nach 48-stündiger Inkubation mit 10-7 M 

Calcitriol eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression um ungefähr den Faktor 341 

(340,70 ± 217,80 vs. 1,0 ± 0,68; p< 0,001) beobachten (s. Abb. 15). Nach 72 und 96 h 

zeigte sich erneut eine Induktion der 24-Hydroxylase durch Calcitriol 10-7 M. Nach 72 h 

war die Expression ca. 68-fach (67,91 ± 1,27 vs. 1,0 ± 0,64), nach 96 h ungefähr 131-fach 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15: Einfluss der Behandlungen mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol auf die mRNA-
Expression der 24-Hydroxylase in OVCAR-3-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. Die angezeigte n-
fache Expression ist die Expressionsveränderung einer Behandlungsgruppe gegenüber der 
Kontrollgruppe. Die Werte zeigen den Mittelwert ± SEM aus drei Versuchsreihen an; * p< 0,05 vs. 
Kontrolle, *** p< 0,001 vs. Kontrolle. 
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(130,50 ± 67,14 vs. 1,0 ± 0,51) erhöht (s. Abb. 15). Beide Expressionssteigerungen waren 

allerdings statistisch nicht signifikant. Auch die Behandlung mit 10-9 M Calcitriol führte 

nach 24, 48, 72 und 96 h zu einer gesteigerten Expression der 24-Hydroxylase, die sich je 

nach Inkubationszeit zwischen einer ungefähren Verfünffachung der Expression (4,67 ± 

1,95 vs. 1,0 ± 0,65) nach 72 h und einer ca. 20-fach erhöhten Expression (20,47 ± 18,32 vs. 

1,0 ± 0,68) nach 48 h befand (s. Abb. 15). Eine statistische Signifikanz war jedoch nach 

keinem dieser Inkubationszeiträume nachzuweisen. Unter der Behandlung mit 10-7 M 

Calcidiol ließ sich ebenfalls nach allen vier Inkubationsintervallen ein Trend zur 

Steigerung der mRNA-Expression der 24-Hydroxylase erkennen, der allerdings auf einem 

Signifikanzniveau von 5 % statistisch nicht gesichert werden konnte (s. Abb. 15). 

Abbildung 16 stellt die Expressionen der 25-, der 1α- und der 24-Hydroxylase in den 

Kontrollgruppen im zeitlichen Verlauf dar. Die 25-Hydroxylase wurde stets höher als die 

1α- und die 24-Hydroxylase exprimiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16: Vergleich der mRNA-Expression der 25-, der 1α- und der 24-Hydroxylase in den 
Kontrollgruppen in OVCAR-3-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. Die angezeigte Ratio ist das 
Verhältnis der ermittelten Molekülmengen der mRNA vom Zielgen (ZG) 25-Hydroxylase, 1α-
Hydroxylase und 24-Hydroxylase zum housekeeping Gen (HG) HPRT. Die Werte zeigen den 
Mittelwert ± SEM aus drei Versuchsreihen an. 
 

3.2.3 Zusammenfassende Betrachtung der Expressionsergebnisse 

 

Sowohl in den HeLa- als auch in den OVCAR-3-Zellen konnte weder die Expression der 

25-Hydroxylase noch die Expression der 1α-Hydroxylase durch die Behandlungen mit 

Vitamin D, Calcidiol oder Calcitriol signifikant beeinflusst werden. In beiden Zelllinien 

zeigte sich durch die Behandlung mit Calcitriol in einer Konzentration von 10-7 M nach 24 

und 48 h eine signifikante Expressionssteigerung der 24-Hydroxylase gegenüber der 

25-, 1αααα- und 24-Hydroxylase
 in den Kontrollgruppen
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jeweiligen Kontrollgruppe. In HeLa-Zellen führte die genannte Behandlung zusätzlich 

nach 72 h zu einer signifikanten Expressionssteigerung.  

Während in den HeLa-Zellen die 24-Hydroxylase in den Kontrollen nach allen vier 

Inkubationszeiträumen höher exprimiert wurde als die 25- oder die 1α-Hydroxylase, 

fanden sich in den Kontrollgruppen der OVCAR-3-Zellen durchweg höhere 

Expressionswerte der 25-Hydroxylase. Jedoch war die Differenz der Grundexpressionen 

der drei Hydroxylasen in den OVCAR-3-Zellen deutlich geringer ausgeprägt als in den 

HeLa-Zellen.  
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4 Diskussion 

 

 

Calcitriol ist der aktive Metabolit des Vitamin D. In den letzten Jahrzehnten konnte gezeigt 

werden, dass Calcitriol nicht nur an der Regulation des Calcium- und 

Phosphatstoffwechsels beteiligt ist, sondern zusätzliche biologische Funktionen erfüllt. Zu 

diesen Funktionen zählen die Beeinflussung der Zellproliferation und –differenzierung 

unterschiedlicher Gewebe (Feldman et al., 1995). Diese genomischen Effekte des 

Calcitriols werden über den spezifischen VDR vermittelt. Neben Darm, Knochen, 

Nebenschilddrüse und Niere, den „klassischen“ Zielorganen des Calcitriols, wird der VDR 

in diversen weiteren Organen, Geweben und Zellen, die nicht an der Regulation der 

Calciumhomöostase beteiligt sind, exprimiert. Hierzu zählen beispielsweise Gehirn, 

Dünndarm, Kolon, Magen, Schilddrüse, Prostata, Thymus, endokrines Pankreas, Herz, 

Brustgewebe sowie auch Zervix und Ovar (Stumpf et al., 1979; Dokoh et al., 1983; 

Stumpf, 1988; Feldman et al., 1995; Friedrich et al., 1998; Reichrath et al., 1998; Fraga et 

al., 2002). Zahlreiche Zellen exprimieren auch die 1α- und die 24-Hydroxylase und können 

somit Calcitriol synthetisieren und katabolisieren. Im Gegensatz zum in der Niere 

produzierten Calcitriol wirkt extrarenal gebildetes Calcitriol ausschließlich lokal in auto- 

oder parakriner Weise und trägt unter physiologischen Bedingungen nicht zur Regulation 

der Calciumhomöostase bei (Welsh et al., 2003; Norman, 2008). Des Weiteren ist bekannt, 

dass nicht nur benigne Zellen den VDR, die 1α- und die 24-Hydroxylase exprimieren, 

sondern auch maligne. Der VDR und die Hydroxylasen konnten unter anderem in Kolon-, 

Mamma-, Ovarial-, Prostata- und Zervixkarzinomen nachgewiesen werden (Bareis et al., 

2002; Friedrich et al., 2003; Cross et al., 2004). Calcitriol hat auf maligne Zellen eine 

antiproliferative sowie apoptose- und differenzierungsinduzierende Wirkung. Es inhibiert 

die tumorbedingte Angiogenese und senkt die Metastasierungsrate (van den Bemd und 

Chang, 2002). Die antikanzerogene Anwendbarkeit des Calcitriols in vivo ist allerdings 

aufgrund seiner calcämischen Wirkung limitiert. Unter den unphysiologisch hohen 

Konzentrationen, die für eine antineoplastische Wirkung nötig sind, ist regelmäßig mit 

schweren Hypercalcämien zu rechnen (Mehta und Mehta, 2002). Daher wurden geringer 

calcämisch wirkende Analoga wie beispielsweise EB 1089 synthetisiert (Lokeshwar et al., 

1999; Zhang et al., 2005).  

Eine andere Strategie auf dem Weg zu einer Calcitriol basierten Therapie maligner 

Tumoren berücksichtigt, dass viele Tumorzellen den VDR und die Vitamin D 
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metabolisierenden Hydroxylasen exprimieren. Systemisch verabreichtes Calcidiol, welches 

eine deutlich geringere calcämische Wirkung als Calcitriol aufweist, kann intrazellulär zu 

Calcitriol metabolisiert werden, autokrin wirken und anschließend durch die 24-

Hydroxylase degradiert werden. Allerdings werden in der Literatur auch Tumoren und 

Tumorzelllinien beschrieben, die nicht auf Calcidiol oder Calcitriol reagieren, obwohl sie 

den VDR und die am Vitamin D-Stoffwechsel beteiligten Enzyme exprimieren 

(Skowronski et al., 1993; Miller et al., 1995; Hsu et al., 2001; Schwartz et al., 2004).  

Um Erkenntnisse über die Regulation des Vitamin D-Stoffwechsels in Ovarial- und 

Zervixkarzinomen zu erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit in der humanen 

Ovarialkarzinomzelllinie OVCAR-3 und der humanen Zervixkarzinomzelllinie HeLa 

zunächst die mRNA-Expression des VDR untersucht. Daraufhin wurden die Zellen mit 

Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol in den Dosierungen 10-9 M und 10-7 M inkubiert. Die 

Auswirkungen der Behandlungen auf die mRNA-Expression der 25-, der 1α- und der 24-

Hydroxylase wurden nach 24, 48, 72 und 96 h mittels real-time PCR quantitativ analysiert. 

 

 

4.1 Zellkultur und Expression des Vitamin D-Rezeptors 

 

Zellkulturen bieten die Möglichkeit, Zellen unter kontrollierten Bedingungen zu züchten 

und frei von systemischen Einflüssen zu studieren. Einzelne Faktoren können exakt 

reguliert werden und ihre jeweiligen Einflüsse auf zelluläre Funktionen werden 

unabhängig voneinander quantifizierbar. Die vielfältigen Wechselwirkungen 

unterschiedlicher Faktoren, die in die homöostatische Regulation in vivo involviert sind, 

können in der Zellkultur jedoch nicht simuliert werden. Dennoch ist die Zellkultur für die 

Forschung unabdingbar, da sie Einblicke ermöglicht, die in vivo nicht realisierbar wären. 

Da Zellen in Kultur durch Mutationen substantielle Veränderungen erfahren können und 

somit die Entstehung VDR-negativer Klone denkbar ist, musste vor Beginn der 

Stimulationsexperimente die VDR-Expression in den verwendeten Karzinomzelllinien 

bestätigt werden (Paul, 1980). Übereinstimmend mit den Angaben in der Literatur wurde 

auch in unseren Experimenten die Expression des VDR sowohl in HeLa- als auch in 

OVCAR-3-Zellen mittels RT-PCR und nachfolgender Gelelektrophorese nachgewiesen 

(Ahonen et al., 2000b; Narayanan et al., 2004). Anschließend konnten die Stimulationen 

mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol durchgeführt werden. 
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4.2 Expression der 25-Hydroxylase 

 

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurde die mRNA-

Expression der 25-Hydroxylase weder in HeLa- noch in OVCAR-3-Zellen nach den 

ausgewählten Inkubationszeiträumen signifikant durch die Behandlungen beeinflusst. 

In HeLa-Zellen zeigte sich nach 48- und 96-stündiger Inkubation mit Vitamin D ein Trend 

zur Expressionssteigerung. Zudem ließ sich nach 24 und 48 h eine tendenziell erhöhte 

Expression durch die Behandlung mit Calcitriol beobachten. 

In OVCAR-3-Zellen ließ sich nach 24 h sowohl durch die Behandlung mit Vitamin D als 

auch durch die mit Calcitriol ein Trend zur Expressionsminderung der 25-Hydroxylase 

registrieren. Nach 72 h fand sich eine tendenzielle Expressionssteigerung der 25-

Hydroxylase nach Inkubation mit Vitamin D sowie unter der Behandlung mit Calcitriol. 

Übereinstimmend mit unseren Beobachtungen an HeLa-Zellen nach 96 h und an OVCAR-

3-Zellen nach 72 h, konnten Tokar und Webber an benignen und malignen humanen 

Prostatazellen eine Induktion der 25-Hydroxylase durch die Behandlung mit Vitamin D 

nachweisen (Tokar und Webber, 2005a; Tokar und Webber, 2005b). Auch Diesing et al. 

fanden in der humanen Mammakarzinomzelllinie MCF-7 eine Expressionsinduktion durch 

die Behandlung mit Vitamin D in den Konzentrationen 10-9 M und 10-7 M (Diesing et al., 

2006). Im Gegensatz zu dem im Rahmen dieser Arbeit in HeLa-Zellen gefundenen Trend 

zur Expressionssteigerung durch Calcitriol wurde in Zellen des menschlichen fetalen 

Dünndarms nach 24 und 48 h Behandlung mit 10-7 M Calcitriol eine reduzierte Expression 

der 25-Hydroxylase beobachtet (Theodoropoulos et al., 2003a). Auch in Rattenhepatozyten 

wurde eine Minderung der Expression durch Calcitriol beschrieben, wie sie in den 

OVCAR-3-Zellen tendenziell nach 24 h festgestellt werden konnte (Theodoropolous et al., 

2003b). In Enterozyten der Ratte wurde eine verminderte Expression durch die 

Behandlungen mit Vitamin D, Calcidiol oder Calcitriol beschrieben (Theodoropoulos et 

al., 2001). Aufgrund der divergierenden Ergebnisse in den wenigen Studien über die 

extrahepatische Regulation der 25-Hydroxylase, die in der Literatur beschrieben werden, 

lassen sich die in dieser Arbeit beobachteten Effekte nur schwer interpretieren. Auch in 

unseren Versuchen wurden keine übereinstimmenden, über die Zeit konstanten Tendenzen 

in HeLa- oder OVCAR-3-Zellen gefunden. Deshalb kann an dieser Stelle lediglich eine 

zelltypspezifische Regulation und Beeinflussbarkeit der 25-Hydroxylase postuliert werden. 

In nachfolgenden Studien sollte untersucht werden, ob die Expression der 25-Hydroxylase 
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in malignen Zellen des Ovars und der Zervix einer Regulation durch Vitamin D und dessen 

Metaboliten unterliegt. 

 

 

4.3 Expression der 1α-Hydroxylase 

 

In beiden Karzinomzelllinien wurde die mRNA-Expression der 1α-Hydroxylase nach den 

untersuchten Inkubationsintervallen durch keine der Behandlungen signifikant beeinflusst. 

Tendenziell zeigte sich in HeLa-Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h eine Abnahme der 

mRNA-Expression unter der Behandlung mit Calcitriol in den Konzentrationen 10-9 M und 

10-7 M.  

In OVCAR-3-Zellen konnte nach 24-stündiger Calcitriolinkubation für beide verwendeten 

Konzentrationen ein Trend zur Expressionsminderung gezeigt werden. Die gleiche 

Behandlung führte nach 72-stündiger Inkubation zu einer tendenziellen 

Expressionszunahme. Nach 48 und 96 h fand sich eine konzentrationsabhängige 

Beeinflussung der Expression. Die höher dosierte Behandlung führte jeweils zu einer 

tendenziellen Induktion und die niedriger dosierte Behandlung zu einer tendenziellen 

Inhibition der mRNA-Expression der 1α-Hydroxylase. 

An Zellen des menschlichen fetalen Dünndarms konnte eine reduzierte Expression der 1α-

Hydroxylase durch die Behandlung mit Calcitriol beobachtet werden (Theodoropoulos et 

al., 2003a). Auch an Enterozyten und Mammaepithelzellen wurden 

Expressionsminderungen durch Calcitriol vergleichbar der renalen negativen 

Feedbackregulation beschrieben (Kemmis et al., 2006; Lechner et al., 2007). Im Gegensatz 

zu den hier beschriebenen Beobachtungen an HeLa- und OVCAR-3-Zellen konnten 

Diesing et al. in der humanen Mammakarzinomzelllinie MCF-7 eine erhöhte Expression 

der 1α-Hydroxylase nach Behandlung mit Vitamin D oder Calcidiol nachweisen (Diesing 

et al., 2006). Murillo et al. fanden eine gesteigerte Expression der 1α-Hydroxylase in 

Kolonkarzinomzellen, nachdem diese mit Calcidiol oder Calcitriol inkubiert worden waren 

(Murillo et al., 2007). 

Bareis et al. kamen in Studien an humanen Kolonkarzinomzellen zu interessanten 

Ergebnissen. Hoch differenzierte, niedrig proliferative Zellen reagierten mit einer 

Induktion der Expression und weniger differenzierte, hoch proliferative Zellen mit einer 

Inhibition der Expression auf die Behandlung mit Calcitriol (Bareis et al., 2002). Ähnlich 

den Beobachtungen von Bareis et al. an entdifferenzierten Kolonkarzinomzellen zeigte 
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sich in den von uns untersuchten Zelllinien auch ein Trend zur Expressionsminderung 

durch Calcitriol, dieser war in HeLa-Zellen deutlicher als in OVCAR-3-Zellen zu 

registrieren. Es ist zu mutmaßen, dass die Zellen hierdurch einen Weg gefunden haben, um 

in vivo einer weiteren Synthese des antimitotisch aktiven Calcitriols aus Calcidiol 

entgegenzuwirken.  

 

 

4.4 Expression der 24-Hydroxylase 

 

Die Behandlung mit Calcitriol 10-7 M führte in den HeLa-Zellen nach 24, 48 und 72 h zu 

einer signifikanten Expressionssteigerung um den Faktor 10 bis 13 gegenüber der 

jeweiligen Kontrollgruppe. Dabei führte die Behandlung über 96 h im Vergleich zu den 

Behandlungen über 24, 48 und 72 h zu einer signifikant niedrigeren Induktion der 24-

Hydroxylase. Unter der Behandlung mit 10-9 M Calcitriol zeigten sich im Einklang mit den 

Ergebnissen unter der Behandlung mit der höheren Konzentration tendenzielle 

Expressionszunahmen nach 24, 48 und 72 h. Allerdings war zu keinem der drei Zeitpunkte 

eine statistische Signifikanz nachzuweisen. Nach 24, 48, 72 und 96 h führte Calcidiol 

10-7 M zu einer tendenziellen Erhöhung der mRNA-Expression der 24-Hydroxylase, 

jedoch waren diese Expressionssteigerungen bei einer festgelegten 

Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % statistisch nicht signifikant. Ferner konnte in der 

Kontrollgruppe nach allen vier Inkubationszeiträumen ein bereits ca. 100-fach höheres 

Grundexpressionsniveau der 24-Hydroxylase im Vergleich zur Expression der 25- oder der 

der 1α-Hydroxylase gemessen werden.  

In den OVCAR-3-Zellen wurde die 24-Hydroxylase durch die Behandlung mit 10-7 M 

Calcitriol nach 24 h ca. 176-fach und nach 48 h ca. 341-fach höher exprimiert als in der 

entsprechenden Kontrollgruppe. Zu beiden Zeitpunkten war der jeweilige Unterschied 

statistisch signifikant. Nach 72 und 96 h konnten bei gleicher Behandlung tendenzielle 

Expressionszunahmen nachgewiesen werden. Diese waren im Bonferroni Post-hoc Test 

gleichwohl nicht signifikant. Nach allen Inkubationszeiträumen zeigte sich unter der 

Behandlung mit 10-9 M Calcitriol ein Trend zur Expressionssteigerung, der jedoch zu 

keinem Zeitpunkt statistisch signifikant war. Wie auch in den HeLa-Zellen führte die 

Inkubation mit Calcidiol 10-7 M nach 24, 48, 72 und 96 h zu einem tendenziellen Anstieg 

der Genexpression der 24-Hydroxylase. Eine Signifikanz lag allerdings nicht vor. Im 

Gegensatz zu den HeLa-Zellen fand sich in den Kontrollgruppen der OVCAR-3-Zellen 
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keine erhöhte Grundexpression der 24-Hydroxylase gegenüber den mRNA-Expressionen 

der beiden anderen Hydroxylasen. Da die basale Expression der 24-Hydroxylase nach 96 h 

deutlich unter den Expressionswerten nach 24, 48 und 72 h lag, ist die Interpretation der 

Expressionsänderungen durch die Behandlungen zu diesem Zeitpunkt insgesamt erschwert. 

Möglicherweise hat sich an dieser Stelle die Versuchsdauer negativ auf die Zellqualität 

ausgewirkt und somit auch das weitere methodische Prozedere nachteilig beeinflusst. 

Eine Expressionssteigerung der 24-Hydroxylase durch Calcitriol wird in der Literatur für 

unterschiedliche humane Karzinomzelllinien beschrieben. So konnte in 

Prostatakarzinomzellen eine gesteigerte mRNA-Synthese der 24-Hydroxylase sowie eine 

erhöhte Enzymaktivität unter Calcitriolbehandlung ausfindig gemacht werden (Skowronski 

et al., 1993; Miller et al., 1995; Ly et al., 1999; Peehl et al., 2004; Alagbala et al., 2007). 

Auch in Kolonkarzinomzellen wurde eine Steigerung der Transkription der 24-

Hydroxylase durch Calcitriol beobachtet (Anderson et al., 2006). Dabei fanden Bareis et 

al. in Caco-2/15-Zellen unter der Behandlung mit Calcitriol 10-8 M einen maximalen 

Anstieg der mRNA-Expression der 24-Hydroxylase nach 8 h und eine konsekutive 

Expressionsabnahme bis zum Zeitpunkt 48 h (Bareis et al., 2002). Ferner ließ sich in 

Mammakarzinomzellen die Hochregulation der 24-Hydroxylase durch Calcitriol zeigen 

(Townsend et al., 2005; Anderson et al., 2006; Kemmis et al., 2006). In MCF-7-Zellen 

konnte durch die Behandlungen mit Calcitriol 10-9 M und 10-7 M nach 24 h eine deutliche 

Expressionssteigerung der 24-Hydroxylase nachgewiesen werden, gefolgt von einer 

sukzessiven Expressionsabnahme nach 48 und 72 h (Diesing et al., 2006).  

Christopherson et al. konnten nach 18 bis 24 h Behandlung mit Calcitriol in der 

Konzentration 10-8 M sowohl an Ovarial- als auch an Zervixkarzinomzellen eine erhöhte 

Aktivität der 24-Hydroxylase nachweisen (Christopherson et al., 1986). Die Arbeitsgruppe 

um Miettinen et al. hat in einer Studie die Auswirkungen der Behandlungen mit Calcitriol, 

Calcidiol oder dem Calcitriolanalogon EB 1089 auf die mRNA-Expression der 24-

Hydroxylase in OVCAR-3-Zellen untersucht. Sie fanden nach 6 h Inkubation mit Calcitriol 

10-7 M eine Expressionssteigerung um den Faktor 650 gegenüber der Kontrollgruppe. 

Nach 24 h war die Expression weiter angestiegen und lag 1100-fach über der der 

Kontrollgruppe. Ähnliche Expressionssteigerungen ließen sich unter der Behandlung mit 

EB 1089 feststellen. Calcidiol führte in der Konzentration von 10-7 M nach 6 h zu einer 

Verdreifachung der 24-Hydroxylaseexpression. Nach 24 h zeigte sich hingegen eine 

Abnahme der Expression gegenüber der Kontrollgruppe um 50 % (Miettinen et al., 2004). 
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Übereinstimmend mit den Angaben in der Literatur ließ sich die Induktion der 24-

Hydroxylase durch Calcitriol in malignen Zellen auch in HeLa- und OVCAR-3-Zellen 

nachweisen bzw. bestätigen. Die Zellen scheinen auf diese Weise einen Mechanismus 

entwickelt zu haben, das Calcitriol schnellstmöglich zu katabolisieren und somit dessen 

antikanzerogene Wirksamkeit zu reduzieren.  

 

 

4.5 Fazit und Ausblick 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte auf RNA-Ebene die Expression der drei am Vitamin D-

Metabolismus maßgeblich beteiligten Enzyme 25-Hydroxylase, 1α-Hydroxylase und 24-

Hydroxylase mithilfe der real-time PCR in den Karzinomzelllinien HeLa und OVCAR-3 

nachgewiesen werden. Die Expression der Hydroxylasen befähigt die Zellen zur 

autonomen Verstoffwechselung des Vitamin D und seiner Metaboliten und daher 

wahrscheinlich auch zur Kontrolle von Wachstum und Differenzierung im Sinne von auto- 

und parakrinen Mechanismen. Ferner zeigte sich, dass die Inkubation mit 

unterschiedlichen Vitamin D-Metaboliten zu einem alterierten Expressionsmuster der 

Hydroxylasen führte. Als wichtigstes Ergebnis dieser Arbeit fand sich in beiden Zelllinien 

eine signifikante Expressionssteigerung der 24-Hydroxylase durch die Behandlung mit 

Calcitriol in der Konzentration von 10-7 M. Dieses Ergebnis bestätigt die Rolle des 

Calcitriols als Induktor der 24-Hydroxylase in malignen Zellen. Ob die Expression der 25-

Hydroxylase in malignen Zellen des Ovars und der Zervix durch Vitamin D und dessen 

Metaboliten reguliert werden kann, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht nachhaltig 

geklärt werden. Für die 1α-Hydroxylase hat sich eine Tendenz zur Expressionsinhibition 

durch Calcitriol in beiden Zelllinien abgezeichnet. 

An Kolonkarzinomzellen ließ sich eine Veränderung des Expressionsmusters der 

Vitamin D metabolisierenden Hydroxylasen in Abhängigkeit vom Differenzierungsgrad 

finden. In gut differenzierten Karzinomen wurden die 1α-Hydroxylase und der VDR 

stärker exprimiert als in gesundem Gewebe, während mit zunehmender Entdifferenzierung 

die Expression der 1α-Hydroxylase und die des VDR sank und die Expression der 24-

Hydroxylase deutlich hochreguliert wurde (Cross et al., 2001; Bises et al., 2004; Cross et 

al., 2005). Ferner konnte gezeigt werden, dass gut differenzierte Zellen mit einer Induktion 

und schlecht differenzierte Zellen mit einer Inhibition der Expression des VDR und der 1α-

Hydroxylase auf die Behandlung mit Calcitriol reagierten (Bareis et al., 2002). Da bei 
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erhöhter Expression der 1α-Hydroxylase einerseits eine gesteigerte intrazelluläre Synthese 

des antikanzerogenen Calcitriols aus Calcidiol erfolgen kann, andererseits mehrere Studien 

existieren, die eine positive Korrelation zwischen der VDR-Konzentration und der 

biologischen Reaktivität einer Zielzelle belegen, können die Expressionssteigerungen der 

1α-Hydroxylase und des VDR als physiologische, gegenregulative Maßnahme zur Abwehr 

einer malignen Erkrankung gewertet werden (Chen et al., 1986; Krishnan und Feldman, 

1992; Jensen et al., 2002). Während der Entdifferenzierung scheint jedoch dieser 

Mechanismus zunehmend zu versagen und die pro-proliferativen Signale scheinen zu 

überwiegen. Hierzu tragen die erhöhte Expression der Calcitriol inaktivierenden 24-

Hydroxylase und/oder die Expressionsreduktion der Calcitriol synthetisierenden 1α-

Hydroxylase bei. Eine dysregulierte bzw. gesteigerte Expression der 24-Hydroxylase im 

Vergleich zu den jeweiligen benignen Zellen konnte auch an Mamma-, Prostata-, Ovarial- 

und Zervixkarzinomzellen demonstriert werden (Friedrich et al., 2003; Lou et al., 2004; 

Townsend et al., 2005; Fischer et al., 2009c). Die in HeLa-Zellen beobachtete tendenzielle 

Inhibition der 1α-Hydroxylaseexpression durch Calcitriol nach allen vier 

Inkubationszeiträumen ist mit den genannten Beobachtungen gut zu vereinbaren. In 

OVCAR-3-Zellen war die Tendenz zur Expressionsminderung der 1α-Hydroxylase unter 

Calcitriolbehandlung weniger deutlich erkennbar. Ob dies in einem höheren 

Differenzierungsgrad der Zellen begründet lag, bleibt fraglich. 

Beide Zelllinien reagierten auf die Behandlung mit Calcitriol mit einer 

Expressionssteigerung der 24-Hydroxylase, wie sie in der Literatur für diverse maligne 

Zelllinien beschrieben worden ist. Dieses Phänomen ließ sich unter der Behandlung mit 

Calcitriol 10-9 M als Tendenz beobachten und war unter der Behandlung mit der höheren 

Konzentration von 10-7 M stärker ausgeprägt sowie statistisch signifikant. Aus 

Untersuchungen an unterschiedlichen Prostatakarzinomzellen ist bekannt, dass die Stärke 

der Induktion der 24-Hydroxylase und die antiproliferative Wirksamkeit des Calcitriols in 

einem umgekehrten Verhältnis zueinander stehen (Miller et al., 1995; Ly et al., 1999). Von 

den beiden im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zelllinien ließ sich eine ausgeprägtere 

Induktion der 24-Hydroxylase in den OVCAR-3-Zellen ausfindig machen. Dennoch 

werden OVCAR-3-Zellen durch Calcitriol in der Konzentration 10-7 M in ihrem Wachstum 

gehemmt (Ahonen et al., 2000b; Jiang et al., 2003; Li et al., 2004; Miettinen et al., 2004). 

Dies kann unterschiedliche Gründe haben. Zum einen ist es möglich, dass die reine 

Substratmenge hoch genug ist, um hierfür verantwortlich zu sein. Andererseits bleibt in 

zukünftigen Studien zu klären, ob die gesteigerte Expression der 24-Hydroxylase, die auf 
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RNA-Ebene nachgewiesen werden konnte, sich auch auf Proteinebene bestätigen lässt. 

Zusätzlich sollten Aktivitätsmessungen der 24-Hydroxylase durchgeführt werden, da es 

durch alternatives Splicen zur Bildung dysfunktionaler Proteine kommen kann. Diese 

konnten sowohl in Mamma- als auch in Prostatakarzinomzellen nachgewiesen werden 

(Muindi et al., 2007; Fischer et al., 2009a). Interessanterweise konnten Fischer et al. 

mögliche Splicevarianten der 24-Hydroxylase auch in Primärkulturen aus 

Ovarialkarzinomen nachweisen (Fischer et al., 2009c). Es lässt sich also zusammenfassen, 

dass die Beeinflussbarkeit einer Zielzelle durch Calcitriol im Wesentlichen von dessen 

intrazellulärer Konzentration und somit von der Expression und Funktionalität der 

synthetisierenden 1α- und der katabolisierenden 24-Hydroxylase sowie der VDR-Menge 

pro Zelle abhängig ist. 

Die Inkubation mit Calcidiol führte in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Untersuchungen in beiden verwendeten Karzinomzelllinien zu einer tendenziellen 

Expressionszunahme der 24-Hydroxyalse. Diese war jedoch zu keinem Zeitpunkt 

statistisch signifikant. In unterschiedlichen Studien konnte demonstriert werden, dass die 

biologische Wirksamkeit des Calcidiols maßgeblich von der Expression und Funktionalität 

der 1α-Hydroxylase abhängt. In Studien an Prostatakarzinomzellen, die eine sehr geringe 

Expression der 1α-Hydroxylase aufwiesen, ließ sich teilweise keine Abnahme der 

Proliferation bei Behandlung mit Calcidiol nachweisen, während andere maligne Zelllinien 

mit einer höheren Expression der 1α-Hydroxylase durch die Behandlung mit Calcidiol in 

ihrem Wachstum gehemmt wurden (Hsu et al., 2001). Der Grund hierfür ist, dass Calcitriol 

im Gegensatz zum Calcidiol eine ca. 500-fach höhere Affinität zum VDR aufweist 

(Hughes et al., 1976). Somit ist davon auszugehen, dass Calcidiol zunächst durch die 1α-

Hydroxylase in Calcitriol überführt werden muss, um anschließend durch Interaktion mit 

dem VDR wirksam zu werden. Übereinstimmend hiermit ließ sich in 1α-Hydroxylase-

defizienten Mäusen feststellen, dass Calcidiol nicht dazu in der Lage war, die 24-

Hydroxylase zu induzieren (Kemmis et al., 2006). In der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 

konnten hingegen trotz Expression der 1α-Hydroxylase keine antiproliferativen Effekte 

durch Calcidiolbehandlung erreicht werden (Welsh et al., 2003). Da Splicevarianten der 

1α-Hydroxylase in MCF-7-Zellen nachgewiesen wurden, wird angenommen, dass diese für 

die mangelnde Funktionalität der 1α-Hydroxylase in dieser Zelllinie mitverantwortlich sind 

(Cordes et al., 2007; Fischer et al., 2007). Da in unseren Versuchen Calcidiol sowohl in 

HeLa- als auch in OVCAR-3-Zellen zu einer tendenziellen Expressionserhöhung der 24-

Hydroxylase führte, ist für beide Zelllinien die Expression einer funktionalen 1α-
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Hydroxylase vorauszusetzen. Dies ist unter anderem deshalb interessant, weil auch in 

malignen Zelllinien des Ovars Splicevarianten der 1α-Hydroxylase nachgewiesen werden 

konnten (Fischer et al., 2009b). Außerdem lässt sich hieraus für die HeLa-Zellen 

schlussfolgern, dass trotz hoher basaler Expression der auch Calcidiol katabolisierenden 

24-Hydroxylase noch immer eine biologisch effektive Umwandlung von Calcidiol in 

Calcitriol erfolgen konnte. Im Hinblick hierauf sollten in weiteren Studien die Expression 

und Funktionalität der 1α-Hydroxylase in Ovarial- und Zervixkarzinomen untersucht 

werden und auch, inwieweit sich diese durch Calcidiol in ihrem Wachstum beeinflussen 

lassen. Neben einer gesteigerten Expression der 24-Hydroxylase konnte für maligne Zellen 

des Ovars und der Zervix auch eine Expressionszunahme der 1α-Hydroxylase und des 

VDR im Vergleich zu benignen Zellen beschrieben werden (Friedrich et al., 2003). Unter 

Berücksichtigung der an Kolonkarzinomzellen beschriebenen Beobachtung des sich 

verändernden Expressionsmusters der Vitamin D metabolisierenden Hydroxylasen in 

Abhängigkeit vom Malignitätsgrad ließen sich hieraus bei dessen Bestätigung für Ovarial- 

und Zervixkarzinome präventive und therapeutische Konsequenzen ableiten. Calcidiol 

bietet gegenüber Calcitriol bei systemischer Anwendung den großen Vorteil, hoch dosiert 

werden zu können, ohne calcämische Nebenwirkungen zu provozieren. Im Falle einer 

gesteigerten Expression der 1α-Hydroxylase in den Tumorzellen könnte ein erhöhtes 

Angebot an Calcidiol zu einer tumorlokalen Akkumulation von Calcitriol führen. Somit 

ließen sich möglicherweise frühzeitig die Tumorprogression oder sogar -entstehung in 

Ovar und Zervix verhindern. 
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5 Zusammenfassung 

 

 

Das Secosteroidhormon Calcitriol ist der aktive Metabolit des Vitamin D. Nach neueren 

Erkenntnissen hat Calcitriol neben der Beteiligung an der endokrinen Regulation des 

Calcium- und Phosphatstoffwechsels auch Einfluss auf die Proliferation und 

Differenzierung unterschiedlicher Zellen. Dies hat eine besondere Bedeutung für Tumoren, 

da es auf maligne Zellen über die Aktivierung des intrazellulären Vitamin D-Rezeptors 

(VDR) eine antiproliferative sowie apoptose- und differenzierungsinduzierende Wirkung 

ausübt. Zwei Enzyme sind maßgeblich an der Calcitriolsynthese beteiligt. Durch 

CYP27A1 (25-Hydroxylase) wird Vitamin D am Kohlenstoffatom C-25 hydroxyliert und 

somit zu Calcidiol konvertiert. Eine zweite Hydroxylierung durch CYP27B1 (1α-

Hydroxylase) führt zur Bildung von Calcitriol. Calcitriol und Calcidiol werden durch 

CYP24A1 (24-Hydroxylase) inaktiviert. Sowohl in Ovarial- als auch in Zervixkarzinomen 

konnten der VDR und die für den Vitamin D-Stoffwechsel erforderlichen Hydroxylasen 

nachgewiesen werden.  

Ziel dieser Arbeit war es, Einblicke in die Regulationsmechanismen der 25-, der 1α- und 

der 24-Hydroxylase in den genannten Tumorentitäten zu gewinnen. Hierzu wurde zunächst 

die Expression des VDR in der Ovarialkarzinomzelllinie OVCAR-3 und der 

Zervixkarzinomzelllinie HeLa mittels RT-PCR nachgewiesen. Anschließend wurden die 

Zellen mit Vitamin D, Calcidiol und Calcitriol in den Konzentrationen 10-9 M und 10-7 M 

über 24, 48, 72 und 96 h inkubiert. Die durch die Substanzen veränderte mRNA-

Expression der Hydroxylasen wurde nach den genannten Inkubationsintervallen mittels 

real-time PCR quantifiziert.  

Sowohl in HeLa- als auch in OVCAR-3-Zellen fand sich eine signifikante 

Expressionssteigerung der 24-Hydroxylase um das bis zu 341-fache der Kontrollgruppe 

durch die Inkubation mit 10-7 M Calcitriol. Unter der Behandlung mit 10-9 M Calcitriol 

wurde ebenfalls ein deutlicher Trend zur Expressionssteigerung beobachtet, der allerdings 

keine statistische Signifikanz erreichte. Die Expression der 1α-Hydroxylase wurde in 

beiden Zelllinien tendenziell durch Calcitriol inhibiert. Ob die Expression der 25-

Hydroxylase in malignen Zellen des Ovars und der Zervix durch Vitamin D und dessen 

Metaboliten reguliert werden kann, konnte nicht nachhaltig geklärt werden.  

Schlussfolgernd lässt sich feststellen, dass in HeLa- und OVCAR-3-Zellen ein lokaler 

Vitamin D-Metabolismus existiert. Die Expression der Hydroxylasen kann in vitro durch 
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die Applikation von Vitamin D-Metaboliten reguliert werden. Es ist zu mutmaßen, dass 

Vitamin D und seine Stoffwechselintermediate, Vitamin D-Analoga oder Inhibitoren der 

24-Hydroxylase eine Rolle in der Prophylaxe und Therapie des Ovarial- und 

Zervixkarzinoms spielen könnten. 
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