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1. Zusammenfassung

Zahlreiche aktuelle Studien belegen einen wichtigen Einfluss der Erndhrung auf die Entstehung
und den Verlauf von Tumorerkrankungen. Als eine Konsequenz hat das Gebiet der nutrigenomsics
in den letzten Jahren fir die Onkologie erheblich an Bedeutung gewonnen. Dabei kamen auch
ungesittigte Fettsduren und deren korrespondierenden Kernrezeptoren (Peroxisom Proliferator-
Aktivierten Rezeptoren, PPAR«, PPARS, PPARY), sowie Vitamin D-Metabolite und der Vitamin
D Rezeptor (VDR) ins Blickfeld der Forschung. Sowohl die PPARs als auch der VDR spielen fiir
die Entstehung und den Verlauf einer Vielzahl von Tumoren eine wichtige Rolle. Es ist bislang
ungewiss welche Rolle diese Rezeptoren bei der Atiologie und Progression des malignen
Melanoms spielen und inwieweit Melanomzellen durch Behandlung mit PPAR- oder VDR-
Liganden in ihrem Wachstumsverhalten und ihrer Genexpression beeinflusst werden. Ziele dieser
Arbeit waren die Bestimmung der PPAR- und VDR-Expression in Melanomzellen und die
Untersuchung von Effekten auf das Wachstumsverhalten der Zellen durch korrespondierende

Liganden.

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR wurde gezeigt, dass 1,25(OH),D; die mRNA-
Expression von PPARa« und PPARS in MeWo-Zellen signifikant erhoht. Einige PPAR-Liganden
bewirkten neben einem Anstieg der PPARa- und PPARS-Expression auch einen VDR-
Expressionsanstieg. Die PPAR-Liganden welche die VDR-Expression am stirksten steigerten
(WY14643 und GW501516), hemmten auch die Proliferation von MeWo-Zellen signifikant.
Diese Proliferationshemmung (ca. 10 %) war allerdings nicht so stark ausgeprigt wie nach
1,25(OH),D;-Behandlung (ca. 40 %). Die kombinierte Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-
Liganden fuhrte zu keiner synergistischen Steigerung der Proliferationshemmung oder der PPAR-
oder VDR-Expression. Nach 120 h Behandlung mit 1,25(OH),D;+Bezafibrat kam es sogar zu
starken Abfillen der PPAR- und VDR-Expression. Gleichzeitig wurde auch der antiproliferative
Effekt von 1,25(OH),D; abgeschwicht. In zusitzlichen Untersuchungen wurden MeWo-Zellen
mit 2 synthetischen Calcipotriol-Analoga behandelt, denen je eine ungesittigte Fettsiure
(a-Linolensidure = ALA oder Docosahexaensiure = DHA) als Seitenkette angehidngt wurde.
Beide Calcipotriol-Analoga zeigten unterschiedliche Effekte auf die Modulation der Expression

der Kernrezeptoren und hatten einen unterschiedlich starken antiproliferativen Effekt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fiir eine Bedeutung der PPARs und des VDRs, sowie von
deren korrespondierenden Liganden, bei der Wachstumsregulation von Melanomzellen. Zudem
konnte in der Melanomzelllinie MeWo ein funktioneller ¢ross zalk zwischen den PPAR- und VDR-

Signalwegen nachgewiesen werden.
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Summary:

Many current studies have shown that diet influences the development and progression of
tumour diseases. Therefore in oncology the field of nutrigenomics gained the past few years in
importance. As a result unsaturated fatty acids and their corresponding nuclear receptors
(peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR«, PPARS, PPARy), as well as vitamin D-
metabolites and the vitamin D receptor (VDR) were investigated intensively. Both PPARs and
VDR play an important role in tumour carcinogenesis and progression of a large number of
tumours. So far it is uncertain how these receptors are implicated in the development and
progression of malignant melanoma and to what extent proliferation and gene expression of
melanoma cells are influenced by treatment with PPAR- or VDR-ligands. The aims of this study
were the investigation of PPAR- and VDR-expression in melanoma cells and the description of

effects on cell proliferation by corresponding ligands.

Quantitative real-time PCR analysis demonstrated that 1,25(OH),D; significantly increased the
mRNA-expression of PPARa and PPARS. Part of the PPAR-ligands induced besides an up-
regulation of the PPARa- and PPARS-expression an elevation of the VDR-expression. The
PPAR-ligands showing the strongest increase of VDR-expression (WY14643 and GW501516)
inhibited significantly proliferation of MeWo-cells. This inhibition of cell proliferation
(about 10 %) was less strong as compared to cell proliferation after treatment with 1,25(OH),D,
(about 40 %). The combined treatment with 1,25(OH),D,;+PPAR-ligands didn’t led to a
synergistic inhibition of cell proliferation or a synergistic increase of PPAR- and VDR-
expression. 120 h of treatment with 1,25(OH),D;+Bezafibrate even strongly decreased mRNA-
expression of PPARs and VDR. At the same time the 1,25(OH),D-induced inhibition of MeWo
cell proliferation was partially antagonized. In additional investigations MeWo-cells were treated
with 2 synthetic Calcipotriol-analogues, which were conjugated at the side chain with a fatty acid
(a-linolenic acid = ALA or docosahexaenic acid = DHA). Beside this, both Calcipotriol-ligands
differed by their modulating effects on the expression of the nuclear receptors from each other

and showed distinct antiproliferative effects.

The results of this study suggest that PPARs and VDR, as well as their corresponding ligands,
play in melanoma cells an important role in the regulation of cell growth. Moreover a functional
cross talk between the PPAR- and VDR-mediated signalling pathways could be demonstrated in

the melanoma cell line MeWo.
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2. Einleitung

2.1. Karzinogenese des malignen Melanoms

Das Melanom stellt einen hochgradig malignen Tumor dar, der
sich tiberwiegend an der Haut manifestiert und in 60% der Fille
aus einem seit Jahren bestehenden Nivuszellndvus entsteht (Abb.
2-1). In bis zu 5 % der Fille tritt es in den Schleimhiuten, den

Leptomeningen, der Uvea, der Retina des Auges und in der

Chochlea des Innenohres auf (Herz, 2005). -Abb. 2-1: Malignes Melanom
(Hauschild, 2005)

Das maligne Melanom geht von den Melanozyten aus, welche hauptsichlich in der Basalschicht
der Epidermis der Haut lokalisiert sind. Melanozyten synthetisieren das Pigment Melanin und
speichern dieses in den so genannten Melanosomen. Diese werden dann an die benachbarten
Keratinozyten abgegeben (Abb. 2-2). Die Keratinozyten nutzen das Melanin primdr, um ihre
DNA vor Schiden wie z.B. UV-Strahlung zu schiitzen (Holick, 2004). UV-Strahlen haben auf
den menschlichen Organismus positive Effekte (z.B. Vitamin D-Synthese und somit Stirkung

des Knochenbaus, Stirkung des Immunsystems, Foérderung des Allgemeinbefindens) wie auch

~ Ausknosp
/ Melaningra

Stachelzell-

sokialit Oberhaut

50 - 150 ym

Basalzall-
schicht

Lederhaut

-Abb.2-2:  Schematisierte ~ Darstellung  eines -Abb. 2-3: Wirkungen von UV-Strahlung in der
Melanozyts (Junqueira und Carneiro, 2005) menschlichen Haut (griin: UV-A-Wirkung; rot: UV-B-
Wirkung) (www.unserehaut.de)

Sowohl fir den hellen Hautkrebs als auch fir das Lentigo-maligna-Melanom konnte ein
kanzerogener Effekt der UV-Strahlung nachgewiesen werden (Herz, 2005). Sonnenbestrahlung
ist allerdings nur einer von vielen Risikofaktoren fir ein Melanom. Epidemiologische Studien

stellten ein Siid-Nord-Gefille innerhalb der Bevélkerung europiischer Herkunft fest. Signifikant
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war auch der direkte Zusammenhang zwischen dem Risiko an einem Melanom zu erkranken und
der Zahl der erlittenen Sonnenbrinde (vor allem in der Kindheit) sowie dem Lebensalter der
ersten extremen Sonnenexposition (Marks, 2000; Whiteman et al., 2001). Daneben wird die

Bedeutung toxischer, medikamentdser, endokriner oder immunologischer Einfliisse diskutiert.

In den letzten Jahrzehnten hat die Inzidenz weltweit, unabhingig vom Geschlecht, stirker
zugenommen als bei jeder anderen Krebsart (Armstrong und Kricker, 1995; Stang et al., 2000;
Garbe und Blum, 2001). Dies wurde vor allem auf das verdnderte Freizeit- und Sozialverhalten
(z.B. exzessives Sonnenbaden, Reisen, evtl. Solarien) zurlickgefiihrt. Eine weitere Ursache fir die
steigenden Fallzahlen ist die Verbesserung der Untersuchungsmethoden in den letzten
Jahrzehnten (Brochez und Naeyaert, 2000; Marks, 2000). Es zeigte sich, dass die Zahl von
weniger aggressiven, superfiziell spreitenden Melanomen in Frithstadien zugenommen hat. Diese
haben eine wesentlich bessere Prognose. Dies erklirt auch wieso die Zahl neu diagnostizierter
Melanome laut National Cancer Institute im Zeitraum von 1950 bis 2000 um 619 % zunahm,
wihrend die Mortalitit nur um 165 % zunahm (Garbe und Blum, 2001; Lens und Dawes, 2004).
Obwohl das maligne Melanom nur 4 % aller Hauttumoren darstellt, ist es fur 90 % der Mortalitit
an Hautkrebs verantwortlich. Melanozyten (benigne und maligne) bilden keine Interzellular-
briicken. Sie kénnen nicht im Zellverband wachsen und wandern somit rasch in dinnwandige
Lymphgefi3e der oberen Dermis ein. Neben dem aggressiven und infiltrativen Wachstum neigt

das Melanom deshalb bereits frihzeitig zur lymphogenen und himatogenen Metastasierung.

Bisherige Chemotherapie-Schemata sind nur wenig Erfolg versprechend. Dacarbazin ist die
effizienteste Monochemotherapie und hat sich bisher in allen klinischen Studien gegeniiber
anderen Mono- und Kombinationstherapien als tiberlegen erwiesen (Moon et al., 1975, Chapman
et al.,, 1999, Chiarion Sileni et al., 2001). Trotzdem sprechen nur 5 - 29 % der Melanome auf
Dacarbazin an und dies auch nur etwa 4 Monate lang (Eigentler et al., 2003). Auch
Immunmodulatoren wie Interferon-a oder Interleukin-2 brachten nicht den erwtnschten
Durchbruch und haben zudem erhebliche Nebenwirkungen (Hauschild et al., 2003). Deswegen
wurden in den letzten Jahren fieberhaft nach neuen natirlichen und synthetischen Substanzen
gesucht, welche die Therapie des malignen Melanoms revolutionieren, den Progress primaligner

Lisionen oder sogar die Entstehung eines Melanoms verhindern kénnten (Grabacka et al., 2000).

Neben Vitaminen und anderen Antioxydantien wurde eine Vielzahl von anderen Stoffgruppen,
darunter auch ungesittigte Fettsiuren, wie z.B. Omega-3-Fettsiuren (ALA, DHA, ...),
Eicosanoide und Oxysterole sowie andere Bestandteile der Nahrung als kanzeroprotektive

Substanzen identifiziert. In den letzten Jahren zeigte sich, dass die Erndhrung oft in Verbindung
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mit der Entstehung diverser Krebsarten steht (Henderson, 1995; Lipkin et al., 1999; Astorg,
2004). Konsequenterweise siecht die Weltgesundheitsorganisation (WHO) aktuell die Ernidhrung,
nach dem Rauchen, als den zweitwichtigsten Faktor bei der Krebsprivention an. So konnte beim
Mamma-, Prostata- und Kolonkarzinom ein signifikanter Zusammenhang zur Ernidhrung gestellt
werden. Zudem konnte belegt werden, dass die Aktivierung der Peroxisom Proliferator-
aktivierenden Rezeptoren (PPARs) durch eine erhohte orale Aufnahme von Fettsiuren zu einer
Abnahme der Inzidenz von Magenkarzinomen fihrte (Tominaga und Kuroishi, 1997; Takahashi
et al,, 1999). Auch das maligne Melanom scheint durch die Erndhrung beeinfluf3t zu werden.
Antioxydantien, wie z.B. Polyphenole, Vitamin C und E koénnen den karzinogenen Effekt der
UV-Strahlung mindern (Afaq und Mukhtar, 2002; Ichihashi et al., 2003). Auch Omega-3-
Fettsduren wurden protektive Eigenschaften zugeschrieben (Bain et al., 1993; Albino et al., 2000),
wihrend Omega-6-Fettsauren die Melanominduktion forderte (Wagner et al., 1984; Mackie et al.,
1987; Cario-André et al., 2005). Zurzeit werden vor allem auf dem Gebiet der nutrigenomics die
Einflisse der Erndhrung auf die Regulierung von Genen und deren Einfluss auf die
Karzinogenese untersucht. Bisher ist noch nicht endgtiltig geklirt, welche Rolle die Ernidhrung in

der Karzinogenese des malignen Melanoms spielt.

2.2. Superfamilie der nukleiren Hormonrezeptoren

Im Laufe der letzten Jahre wurden eine Reihe von Kernrezeptoren untersucht, die sowohl eine
wichtige Rolle im Zucker- und Fettstoffwechsel, aber auch in der Beeinflussung des Zellzyklus,
der Apoptose oder der Angiogenese und somit im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen

spielen (Desvergne und Wahli, 1999; Di-Poi et al., 2002; Elstner et al., 2002; Cutler et al., 2003).

Alle Kernrezeptoren der Superfamilie besitzen einen sehr dhnlichen modularen Aufbau (Abb.
2-4). Am N-terminalen Ende befindet sich die A/B-Domine, welche die grote Variabilitit
zwischen den verschiedenen nukledren Rezeptoren aufzeigt (Abb. 2-5). Auf die A/B-Domine
folgt die C-Domaine, welche die DNA-Bindungsdomine (DBD) darstellt. Die hochkonservierte
DBD beinhaltet 2 Zinkfinger-Motive (Freedman et al., 1988; Gronemeyer und Moras, 1995)
(Abb. 2-4). Diese sind verantwortlich fir die spezifische DNA-Erkennung und -Bindung an
bestimmte DNA-Bindemotive (Hormon-responsive Elemente, HRE) in Promotorbereichen von
regulierten Genen (Aranda und Pascual, 2001). Diese HREs haben meist hexamere Bindemotive,
die einzeln, als direkte Wiederholungen (DR), als Palindrome oder als invertierte Palindrome (IP)
vorliegen kénnen. DR und IP kénnen durch 1 bis 5 Basenpaare voneinander getrennt sein (Abb.
2-60). Das hexamere Bindemotiv RGGTCA (R = A oder G) wird von den meisten Mitgliedern

der Superfamilie der nukledren Rezeptoren erkannt.
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DNA-Bindungs-
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-Abb. 2-5: Aufbau verschiedener
Alberts, 2002; modifiziert) -Abb. 2-6: verschiedene Aufbaumdglichkeiten der HREs

invertiertes Palindrom (IP)

An die etwa 66 bis 70 Aminosiuren-gro3e DBD (Freedman, 1992) schlief3t sich die Scharnier-
oder Hinge-Region (D) an, welche die freie Rotation zwischen DBD und Ligandenbindungs-
domine (LBD) ermdéglicht. AnschlieBend folgt die ca. 250 Aminosiduren-grole LBD (bzw. E-
Domine), die am C-terminalen Ende a-Helices (in Form einer antiparallelen, dreilagigen
Sandwich-Struktur) sowie B-Faltblitter bildet (Wurtz et al., 1996). In der Helix 12 befindet sich
die AF2-Domine, welche zusammen mit dem sogenannten signature motif die Bindung der
Liganden vermittelt und dadurch die transkriptionelle Aktivitdt reguliert (Burmester et al., 1988).

Einige der Rezeptoren besitzen zudem eine Region T, fiir die bisher keine Funktion bekannt ist.

Ligandenbindungs-
domine
/
/

_—~Koaktivator

AF-1-Domiine

HoN

J\ DNA

DNA-Bindungsdomine - DNA-Bindematiy o ¥ .
COOH ‘Transkription der Zielgenen

b. aktiver Rezeptor

7
inhibierendes

a. inaktiver Rezeptor
Protein

-Abb. 2-7 a.-c.: a. inaktiver Rezeptor
b. aktiver Rezeptor
c. Konformationsinderung des Rezeptors (nach Alberts, 2002; modifiziert)

Nach Bindung von Liganden tber elektrostatische Wechselwirkungen an die hydrophobe LBD
kommt es zu einer Konformationsinderung der LBD, wodurch die AF2-Domine exponiert
(Abb. 2-7 a.-c.). Dadurch wird einerseits die Bindung des Rezeptors an die DNA stabilisiert und

andererseits entsteht eine neue Rezeptoroberfliche an der Kofaktoren und Proteine der basalen
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Transkriptionsmaschinerie mit dem Rezeptor interagieren konnen, wodurch die Transkription
des entsprechenden Gens initiiert wird (Wurtz et al, 1996). Bei manchen Rezeptoren, u.a. bei den
PPARs und dem VDR, wurde ein Mausefallen-Modell beschrieben (Moras und Gronemeyer,
1998). Diese Konformationsinderung des C-Terminalen Bereichs der LBD (Helix 12) bewirkt,
dass die Ligandenbindungstasche verschlossen wird und der Ligand darin eingeschlossen wird.
Die meisten Agonisten induzieren eine aktivierend wirkende Konformationsinderung der LBD,
wohingegen Antagonisten die Struktur der LBD zerstéren oder die Position der Helix 12 so
indern, dass keine Koregulatoren mehr binden kénnen. Die Aktivierung der AF-2 fihrt neben
einer aktivierten Helix 12-Konformation auch zu einer Kofaktorrekrutierung und einer
Stabilisierung der Bindung des Rezeptors an die HREs im 5-Bereich der DNA, meist nahe der
transkriptionellen Initiationsstelle. Ein Teil der nukledren Rezeptoren, wie auch die PPARs und
der VDRs, binden an ihr HRE bevorzugt als Heterodimer mit RXR. Mit Hilfe der
Heterodimerisierung ist es moglich mit einer kleinen Anzahl an Rezeptoren viele funktionell
verschiedene Rezeptor-Komplexe zu generieren. Dadurch koénnen nukleire Rezeptoren tuber
viele verschiedene Signalwege koordiniert wirken. Die Signaliibertragung nukledrer Rezeptoren
und die Transkription der entsprechend regulierten Gene sind also primir abhingig von der
Bindung und Stabilisierung des Rezeptor-Komplexes. Die Transkriptionseffizienz des Zielgens
wird aber durch Koaktivatoren und Kointegratoren moduliert, deren Wirkung ihrerseits durch

Phosphorylierung moduliert werden kann (Rowan et al., 2000).

2.2.1. PPARs

1990 gelang Isseman und Green das erste Klonen von PPAR cDNA, als diese auf der Suche
nach dem molekularen Ziel von Aktivatoren der Proliferation von Peroxisomen, peroxisome
proliferators (PPs), in der Leber von Nagetieren waren. Auf Grund des beobachteten, starken
Anstiegs in Zahl und Groéfle der Peroxisomen in Hepatozyten bekam die geklonte cDNA den
Namen PPARa (Isseman und Green, 1990; Dreyer et al., 1992). Diesen Effekt schrieb man der
gleichzeitigen Aktivititssteigerung von verschiedenen Enzymen der peroxisomalen 3-Oxidation
zu (Lock et al.,, 1989). In menschlichen Zellen fithren PPAR Liganden zwar zu einer Aktivierung
aber zu keiner Proliferation der Peroxisomen. Daten aus Tiermodellen kénnen dementsprechend

nicht ohne Bedenken auf den Menschen tibertragen werden (Vamecq und Draye, 1989).

Dreyer et al. (1992) verotfentlichten die Entdeckung und das Klonen von 2 Rezeptoren, die sehr
nah mit PPARa verwandt waren, aber von anderen Genen kodiert wurden und somit PPARJ
und PPARy benannt wurden. Verschiedene Arbeitsgruppen berichteten in den Folgejahren tber

das Klonen dieser 2 Gene in verschiedenen Sdugetieren. Man stellte fest, dass die kodierenden
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Sequenzen von PPAR« und PPARy in den unterschiedlichen Spezies sehr dhnlich sind. Die
Sequenzen des dritten PPAR Subtyps variierte dagegen stark. Durch das Klonen des PPARP des
Huhns gelang es durch das Klonen den Stammbaum der PPARs zu zeichnen (Abb. 2-8). Nun
war klar, dass es sich bei dem Xenopus PPARJ und dem PPARS der Sdugetiere um zwei
verschiedene Orthologe handelt (Takada et al., 2000).

65 na. 203 aa. H
c (i
DBD @ i ¥

H = Mensch (human)

Human a5 98 100 (%)

Mouse a5 95 100

M = Maus (mouse)

C = Huhn (chicken)

Xemopus 86 86 a7

<,

LED o

T

%5 (%) ““
85 c ]?

Xenopus 92 T8 90 0.05
—

X = Xenopus

Bi&
Human 96 0
Mouse 91 86

-Abb. 2-8: Ubereinstimmung (in %) der Sequenz der PPARs zwischen den verschiedenen Spezies und daraus
gezeichneter Stammbaum (Takada et al., 2000)

Die Familie der PPARs (NR1C) besteht aktuell aus 3 verschiedenen Mitgliedern, die sich sowohl

in ihrer Ligandenbindung, genetisch, als auch in ihrer lokalen Expression unterscheiden:

Gen

Proteingrofle

Genlokalisation

Referenz

PPARa (NR1C1)

468 Aminosauren

22q12-22q13.1

Sher et al., 1993

PPARB oder -5 (NR1C2)

441 Aminosauren

6p21.1-6p21.2

Yoshikawa et al., 1996

PPARy (NR1C3)

479 Aminosduren

3p25

Greene et al., 1995

Alle 3 PPARs wurden in einer Vielzahl von Zelllinien nachgewiesen. Die Stirke der mRNA
Expression schwankt allerdings sehr zwischen verschiedenen Geweben. Generell hat man
allerdings festgestellt, dass PPARS ubiquitir und meist in hoheren Konzentrationen als die
beiden anderen PPARs exprimiert wird (Desvergne und Wahli, 1999). Unter den Liganden der
PPARs befinden sich viele Fettsduren, die bevorzugt langkettig und ungesittigt sind. Mittlerweile

wurden aber auch eine Vielzahl von synthetischen Liganden entwickelt (Tab. 2-1).

Neben spezifischen endogenen und synthetischen Liganden wurden inzwischen alltiglich
therapeutisch genutzte Medikamente als PPAR-Liganden identifiziert. So binden Fibrate, wie z.B.
Fenofibrat, welche als Lipidsenker erfolgreich zur Therapie der Hyperlipidimie (Bard et al., 1992;
Davignon, 2001) eingesetzt werden, vor allem an PPARa (Schoonjans et al., 1996; Forman et al,,
1997; Staels et al.,, 1998). Thiazolidindione (TZD), zu denen Glitazone gehoren, werden als
,»Insulin-Sensitizer™ in der Therapie des Typ-II-Diabetes mellitus eingesetzt und binden vor allem
an PPARy (Spiegelman, 1998; Olefsky, 2000; Debril et al., 2001). Ein anderes Beispiel sind die
NSAIDs, welche vor allem PPARa und PPARy binden (Lehmann et al., 1997) und zu denen z.B.

Ibuprofen gehoért, das wegen seiner schmerz- und entziindungshemmenden Wirkung als
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Antirheumatikum eingesetzt wird. Auffallig ist, dass manche Liganden an alle 3 PPARs binden,
andere hingegen spezifisch nur an eines der 3 PPARs. Dies ist zum Teil darauf zurtickzuftihren,
dass die Sequenzen der LBD und DBD der verschiedenen PPARs zu 60 - 80 % untereinander

Ubereinstimmen und dadurch einen sehr ahnlichen Aufbau haben, der sich dennoch leicht

unterscheidet (Desvergne und Wabhli, 1999).

Liganden PPAR« PPARS PPARy
Eicosanoide: Leukotrien B4 +
Prostaglandin A1, Prostaglandin A2, Prostaglandin D2 + + +
Prostaglandin 12 (Prostacyclin), Carbaprostacyclin + + +
15-deoxy-A-12,14-Prostaglandin ]2 + + +
8(S)-Hydroxyeicosatetraensiure (8-HETE) i
15-Hydroxyeicosatetraensiure (15-HETE) + +
9-Hydroxyoctadecadiensiure (9-HODE) + +
13-Hydroxyoctadecadiensiure (13-HODE) + +
Fibrate: Bezafibrat i + +
Clofibrat, Ciprofibrat, Fenofibrat, WY14643 + + (10x<PPARw)
GW2331 + +
GW2433 + +
NSAIDs: Fenoprofen, Ibuprofen, Indomethacin + +
Sulindac = +
GW0072, 1764406 /+/
1165041 + + (30x<PPARS)
Thiazolidinedione (TZD): Ciglitazon, Englitazon, Pioglitazon + (<PPARYy) +
Rosiglitazon (BRL49653), Troglitazon, DANA8S7, DANASS + (<PPARYy) +
KRP297 + (<PPARy) +
Gesittigte Fettsauren: Palmitinsiure, Stearinsdure + +
Ungesittigte Fettsduren: ~ Docosahexaensiure, Eicosapentaensiure + 4+ +
Linolsiure, Linolensiure, -Linolensiure, Y-Linolensiure + + +
Oleinsaure, Palmitoleinsdure IF + +
Tetradecylthioacidsiure + (<PPARB/d) + + (<PPARw)
AD5075, FMOC-Leucin, GW1929, GW2570, GW7845, 1.805645 +
Bisphenol A diglycidyl (BADGE), GW9662, 'T0070907 -
GI1262570 (Farglitazar), GW409544, SB219994 + +
GW0742, GW501516 +
GWo6471 -
GW7647 + + (200x<PPARw) + (200x<PPARw)
GW9578 +
JTT501 + (<PPARy) a
1.165461, 1.783483 + +
L1.796449, LY171883 + + +
Legende: + Agonist; /+/ partialer Agonist ; - Antagonist; < weniger

-Tab. 2-1: Zusammenstellung natiirlicher und synthetischer PPAR-Liganden mit der Rezeptorspezifitit
(nach Sertznig et al., 2007 und Sertznig et al., 2008 modifiziert)




- 10- 2. Einleitung

Werden die PPARs durch die

v v RXR-Liganden
A 4 PPAR-Liganden > P Extrazellularraum
¥ -

/ Zytosol

Liganden aktiviert, wird die

tertiare  Struktur der PPARs

verandert. Sie bilden dann mit /

[PPAR] BXER
LBD | LBD

G

PRI R

dem Rezeptor fiir 9-cis-Retinsdure
(9-cis-RA), dem  Retinoid-X-
Rezeptor (RXR), Heterodimere
(Abb. 2-9) (Harmon et al., 1995).

T

Das Heterodimer bindet dann an

cin HRE, das bei den PPARs auch () ) o o iptionelle Signaliibertragung durch PPARRXR-
PPAR  response  element (PPRE)  Heterodimerbildung

Protein

genannt wird (Ijpenberg et al., 1997). Diese PPREs bestehen aus 2 Hexanukleotiden mit der
Konsensussequenz AGGTCA, die durch ein einzelnes Nukleotid (N) beim DRI1-Typ oder 2
Nukleotide beim DR2-Typ getrennt sind. Welches PPAR-RXR-Heterodimer an das PPRE
gebunden wird, hidngt von den Nukleotiden zwischen den Konsensussequenzen ab. Diese
Sequenzen befinden sich in den Zielgenen, welche den Fett- und Glukosestoffwechsel regulieren
und zudem auch eine wichtige Rolle in der Zellproliferation, -differenzierung und Apoptose

spielen (Forman et al., 1995; Palmer et al., 1995; Varanasi et al., 1996; Zhang et al., 1990).

2.2.2. VDR

Der VDR wird als klassischer Hormonrezeptor angesehen, da er 1,25(OH),D;, den aktivsten
nattrlichen Vitamin D-Metaboliten, mit sehr hoher Affinitit (K; = 0,1 nM) bindet (Sutton und
MacDonald, 2003). Das Gen des menschlichen VDRs (NR1I1) liegt auf dem langen Arm von
Chromosom 12 in der Region 12q13-14, umfasst ca. 75 kb und 12 Exons (Pike et al., 1989;
Szpirer et al., 1991) und wurde 1988 zum ersten Mal geklont (Baker et al., 1988).

Der VDR besteht aus 427 bzw. 424 Aminosauren und gehort, wie die PPARs, zur Superfamilie
der nukledren Hormonrezeptoren und dhnelt diesen auch in seinem molekularen Aufbau. Nach
der Bindung eines Liganden an die LBD kommt es zu einer Konformationsinderung gemal3 dem
Mausefallen-Modell (Moras und Gronemeyer, 1998). Der VDR bildet bevorzugt Heterodimere
mit dem RXR, wie etwa auch die Hilfte der anderen nukleiren Hormonrezeptoren. Diese
Heterodimere binden an Vitamin D-responsive Elemente (VDREs). Im VDRE trigt das
passende Hexamer zum VDR die Konsensussequenz RGKTCA (R = A oder G; K = G oder T).
Die einfachen VDREs vom DR3-Typ bestehen oft aus einer Wiederholung des Bindemotivs mit

einem Abstand von 3 Nukleotiden. Die stirkste DNA-Bindung erfolgt allerdings zu einem



-11- 2. Einleitung

VDRE (DR4-Typ) mit der wiederholten Konsensussequenz RGTTCA (R= A oder G) die durch
4 Nukleotide getrennt ist (Toell et al., 2000). Es wurden allerdings auch VDREs gefunden, deren
Bindemotive durch 6 oder 9 Nukleotiden getrennt sind (Catlberg und Polly, 1998; Schrider et al.,
1995). Die Bindung des VDR-RXR-Heterodimers an strukturell verschiedene VDREs erfordert
ein hohes Maf3 an Flexibilitit (Carlberg, 1996).

Neben der Hauptwirkung, der Erhohung der intestinalen Kalzium-Resorption und der
Forderung der normalen Knochenmineralisation, nimmt 1,25(OH),D; tiber die Aktivierung des
VDRs Einfluss auf die Zell-Differenzierung, Zellproliferation und Apoptose (Carlberg und Polly,
1998). Neben der chemisch deskriptiven Bezeichnungen gibt fiir die Vitamin D-Metabolite auch

vereinfachte Trivialnamen:

!

Cholecalciferol (Vitamin D3) Calciol
25-Hydroxycholecalciferol (25(OH)-Vitamin Dy) Calcidiol
1a,25-Dihydroxycholecalciferol  (1o,25(OH)»-Vitamin D3, 1,25(OH);D3) —  Calcitriol

!

Leber Blutbahn

|y 7-Drehydrochole sFe 290-310nm

I

et

25(0H)D, ]
Joc-Hpdres e
@l a(cig;gm'zh

1,25(011);@3

extrarenale
1,25(0H),D,
Produktion

Niere

-Abb. 2-10: 1,25(OH),D; Synthese- und Abbauweg
Etwa 80 - 100 % der vom Menschen benétigten Menge an 1,25(OH),D; wird in der Haut, der
Leber und der Niere aus 7-Dehydrocholesterin (Provitamin Dj) synthetisiert (Holick, 1994;
Holick, 2002) (Abb. 2-10). Die Niere stellt auch den Hauptabbauort von 1,25(OH),D; dar.
Hierbei spielt die 24-Hydroxylase eine entscheidende Rolle. Das entstandene 1,24,25(OH),;D; hat
eine 5-fach geringere biologische Aktivitit als 1,25(OH),D;. Das Gen der 24-Hydroxylase,
CYP24A1, wird durch 1,25(OH),D; mehr als 10000-fach induziert und ist ein Biomarker fiir
dessen Wirkung (Lemay et al., 1995). Bei 1,25(0OH),D,-Uberschuss wird auch 25(OH)D; in der
Leber in 24,25(OH),D; umgewandelt. Ob 24,25(OH),D; eigenstindig biologische Wirkungen

austbt, ist unbekannt (Norman et al., 2002).
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2.3. Einfluss der PPARs auf Zellwachstum und -differenzierung

Kontrollpunkt

Maligne Tumore entstehen, wenn Zellen ”\(\D}’:@ Metaphase-

in ihrer Entwicklung gestort werden und

nicht mehr ausdifferenzieren koénnen. g, -kontrotpunk
Die unkontrollierte Vermehrung der
Zellen beruht oft auf einer Storung des
Zellzyklus (Abb. 2-11). Die Dauer und
der Ablauf der verschiedenen Phasen

des Zellzyklus werden durch

verschiedene Cyclin-abhingige Kinasen

reguliert. Diese Regulatoren werden in App, 2.11: schematische Darstellung des Zellzykluses:

- Go-Phase: Ruheperiode (Dauer: variabel)

- Gi-Phase: Wachstumsphase (Dauer: variabel)

- S-Phase: DNA-Synthesephase (Dauer: ~8 h)

- G2-Phase: Reparaturphase (Dauer: ~4 h)
Tumoren oft mutiert. - M-Phase: Mitose, Kern- & Zellteilung (Dauer: ~3 h)

den verschiedenen Phasen periodisch

an- und abgeschaltet und sind in

Sowohl die PPARs als auch der VDR spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung des
Zellzyklus, der Apoptose aber auch bei der Angiogenese und somit in der Entstehung von
Tumoren. Bei kurzer Behandlung mit PPAR-Liganden kommt es zuerst zu einer erhShten
Expression von wachstumsregulierenden Genen und danach zu einem friheren Eintritt der
Zellen in die S-Phase des Zellzyklus (Ledwith et al., 1996). AuBerdem inhibieren sie die Apoptose
der Zellen.

Diverse 7n vitro und 7n vivo Studien haben den Effekt von PPAR-Liganden auf Melanozyten und
Melanomzellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass der PPARa-Agonist WY14643 und der
PPARy-Agonist Ciglitazon einen hemmenden Effekt auf die Proliferation von primir kultivierten
humanen Melanozyten (NHM) hatten (Lee et al., 2007). Diese Wachstumshemmung wurde von
einer Veranderung der Morphologie der Melanozyten begleitet. Sie gingen in eine aktivierte Form
tber, indem sie grofler wurden und die Zahl ihrer Dendriten vermehrten. Auch die
Melaninsynthese wurde durch eine erhéhte Expression der Tyrosinase als durch die Stimulierung
der Tyrosinaseaktivitit gesteigert (Kang et al, 2004; Lee et al, 2007). In menschlichen
Melanomzellen (SK-Mell188) wurde die Zellmigration 7z vitro durch Behandlung mit PPAR«-
Agonisten gehemmt (Grabacka et al, 20006). Fettsiuren (wie z.B. DHA) und Glitazone
inhibierten auflerdem in einer Reihe von Melanomzelllinien die Proliferation (Albino et al., 2000
Freudlsperger et al., 2006). Welche PPAR-Liganden in welchen Melanomzelllinien den stirksten

antiproliferativen Effekt haben, ist noch nicht bekannt.
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PPARS wird dagegen ein antiapoptotischer Effekt zugeschrieben der z.B. Epithelzellen linger
Uberleben lidsst und deren Differenzierung fordert (Braissant und Wahli, 1998; Wahli, 2002; Di-
Poi et al., 2003). Zudem gibt es zunehmend Hinweise, dass PPARS in der Angiogenese eine Rolle
spielen konnte (Margeli et al,, 2003) und eine proliferationsférdernde Funktion bei der
Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen hat (Jaeckel et al., 2001; Nijsten et al., 2005). Eine
erhohte PPARS-Expression scheint in vielen Tumoren einen positiven Einfluss auf die Prognose
zu haben (Miiller und Kersten, 2003; Reed et al., 2004). Welche Rolle PPARS in der Atiologie

und Pathogenese des malignen Melanoms spielt ist noch unbekannt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass in den meisten Geweben eine Aktivierung von PPAR«
oder PPARy einer Krebsentstehung entgegen wirken kann. PPARa wirkt antiinflammatorisch,
tordert die Zelldifferenzierung und schiitzt die Zellen vor oxidativen Schiden. PPARy wird in
verschiedenen Tumoren Uberexprimiert und kontrolliert das Tumorwachstum, indem es als
Tumorsuppressor wirkt (Sarraf et al.,, 1998). PPARy-Agonisten induzieren die Differenzierung
und verhindern das Wachstum von Tumorzellen zz vitro und in vivo durch Zellzyklusarrest und
Auslésung der Apoptose (Tontonoz et al, 1997; Kubota et al,, 1998; Sarraf et al, 1998;
Desvergne und Wahli, 1999; Elstner et al., 2002). Die Rolle von PPARS in der Karzinogenese ist
noch ungeklirt, da PPARS sowohl prokanzerogene (Verhinderung der Apoptose und Férderung

der Migration) als auch antikanzerogene (Abnahme der Proliferation) Effekte hat.

2.4. Einfluss des VDRs auf Zellwachstum und -differenzierung

Nicht nur den PPARs wird ein moglicher Einfluss auf Tumorzellen zugeschrieben. Auch der
VDR hat neben seinen Funktionen im Mineralhaushalt auch antiproliferative Effekte. In zz vivo
und 7z vitro Studien konnte gezeigt werden, dass 1,25(OH),D; die Differenzierung induzieren
kann und die Proliferation von Zellen und somit die Entstehung und das Wachstum von
Krebszellen hemmen kann. Schon 1936 fiel Peller auf, dass Sonnenlichtexposition zwar vermehrt
Hautkrebs ausloste, andere Krebsarten dafiir aber weniger auftraten (Peller, 1936). Dies wurde
auch von Apperly (1941) in einer epidemiologischen Studie in Nordamerika beobachtet, bei der
Patienten mit Krebserkrankungen héufiger in héheren Latituden vorkamen (Apperly, 1941). Als
man Anfang der neunziger Jahre erneut epidemiologische Studien in Nordamerika durchfihrte,
stellte man fest, dass eine niedrige Sonnenlichtexposition mit einer Erhéhung der Mortalitit vor
allem bei Kolon- (Gatrland et al., 1989), Brust- (Garland et al., 1990), Ovarial- und Prostatakrebs
(Hanchette und Schwarz, 1992) einherging. Allerdings konnte eine Erhéhung der 1,25(OH),D,
Serum-Konzentration selbst bei sehr hohen Mengen von zugefihrtem Vitamin D und

zusatzlicher Sonnenlichtexposition nicht festgestellt werden (Jacobus et al., 1992, Holick, 2002).
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Es konnte gezeigt werden, dass neben der Niere auch Zellen der Prostata und des Kolons und
Keratinozyten mittels einer la-Hydroxylase das zirkulierende 25(OH),D, in 1,25(OH),D,
umwandeln koénnen (Bikle et al., 1986; Lehmann, 1997; Schwartz et al., 1998; Tangpricha et al.,
2001; Cross et al., 2001;). Man schlussfolgerte, dass Menschen, die in niedrigeren Latituden
wohnen, hohere 25(OH)D; Spiegel haben und dieses dann direkt in den Organen (Kolon, Brust,
Prostata,...) in 1,25(OH),D; umgewandelt wird und an Ort und Stelle das Zellwachstum reguliert.
Mehrere Studien zeigten, dass 1,25(OH),D; in pharmazeutischen d.h. hohen Konzentrationen
(10” bis 10° M) sowohl prodifferenzierend wirkt, als auch die Apoptose einleitet und sogar die
Zellmigration durch die Hemmung von Serin- und Metalloproteinasen verhindert (Studzinski und
Moore, 1995; Van Leeuwen und Pols, 1997). Diese Effekte konnten in zahlreichen malignen als

auch nicht-malignen Zelllinien beobachtet werden, sofern sie den VDR exprimierten.

Seit einigen Jahren wird das therapeutische Potential von 1,25(OH),D; als antiproliferatives
Agens im klinischen Einsatz vor allem in der Tumorbehandlung als auch in der Behandlung der
Psoriasis genutzt. Systemische Therapie mit 1,25(OH),D, fihrt aber héiufig zu hyperkalzimischen
Nebenwirkungen. Deswegen wurden in den letzten Jahren vermehrt Vitamin Dj-Analoga
entwickelt, deren Effekte auf die Zelldifferenzierung und -proliferation dem 1,25(OH),D; dhnlich
sind, aber weniger Einfluss auf den Kalziumhaushalt haben. Vor allem diese Metabolite konnten
eine wichtige Rolle in der Vorbeugung und Therapie von Krebs spielen (Stein und Wark, 2003).
Da auch Melanomzelllinien wie z.B. MeWo den VDR exprimieren (Reichrath et al., 2007), ist

eine therapeutische Nutzung von Vitamin D-Analoga als antiproliferatives Agens denkbar.

2.5. Cross talk zwischen den PPAR- und VDR-Signalwegen

Cross talk werden zellulire Mechanismen bezeichnet die Einfluss auf die Regulation der Gene
haben. Hierzu zihlen unter anderem die zellulire Rezeptor-Stéchiometrie, aber auch die
Kompetition um Partnerrezeptoren und um Kofaktoren. Ein cross falk zwischen den PPAR- und
VDR-Signalwegen ist sehr wahrscheinlich, da die PPARs und der VDR zur gleichen Superfamilie
der Kernrezeptoren gehéren und beide bevorzugt Heterodimere mit einem der RXR (RXRa, 8,
y) bilden. Vor allem RXRa scheint optimal positioniert, um die transkriptionelle Aktivitit seiner
Bindungspartner zu regulieren (Floyd et al., 2006). RXRa spielt aullerdem eine wichtige Rolle in
der Bildung und der malignen Transformation von epidermalen und melanozytiren Tumoren in
Maiusen (Indra et al., 2007). RXRa-vermittelte Prozesse konnten dementsprechend eine wichtige
Rolle in der UV-induzierten Tumorigenese und somit der Formation von Nadvi und der

Progression zu Melanomen spielen (Indra et al., 2007).
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In einer Vielzahl von Geweben werden die PPARs und der VDR koexprimiert (Berger und
Moller, 2002). In einem Tierversuch mit SAM-P/6-Mdusen konnte gezeigt werden, dass die
PPAR- und VDR-Signalwege sehr eng zusammenhingen. Die Behandlung mit 1,25(OH),D,
inhibierte die Adipogenese und fiihrte gleichzeitig zu einem Abfall der mRNA- und
Proteinexpression von PPARy um 50 % (Lemon und Freedman, 1996; Duque et al., 2004). Vor
kurzem konnte zudem gezeigt werden, dass das PPARS-Gen in Brust- und Prostatakrebszellen
ein Zielgen von 1,25(OH),D; ist (Dunlop et al., 2005). Zusitzlich hat man auf dem PPARS-Gen
in der Brustkrebszelllinie MCF-7, 350 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart, ein potentes
DR3-Typ VDRE identifiziert (Dunlop et al., 2005). Dieser VDRE-Typ wurde auch in anderen
1,25(OH),D;-responsiven Genen, wie dem CYP24A1, gefunden (Chen und DeLuca, 1995). Dies
sind Hinweise fur eine bidirektionale Verbindung zwischen den Signalwegen von PPARS und
dem VDR in Brust- und Prostatakrebszellen (Dunlop et al., 2005). Ob es einen dhnlichen cross

talf auch in Melanomzellen gibt, ist bisher nicht untersucht worden.

2.6. Ziele der Arbeit

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die Ernihrung eine wichtige Bedeutung
sowohl fir die Entstehung als auch die Progression von Krebserkrankungen hat.
Konsequenterweise ist das Gebiet der nutrigenomics, d.h. der Bedeutung didtischer Faktoren fir die
Regulation von Genen und deren physiologische Auswirkungen, aktuell Gegenstand intensivster
Forschungsbemthungen. Ziel der Arbeit war die Charakterisierung von zwei Gruppen von
Kernrezeptoren (PPAR und VDR), deren Liganden durch die Nahrung oder andere
Umwelteinfliisse (UVB-Strahlung) vom Korper aufgenommen oder gebildet werden. Die
Behandlung von Melanomzellen, primir kultivierte humane Melanozyten (NHM) und nicht-
melanozytiren Zellen mit 1,25(OH),D, und/oder PPAR-Liganden sollte zeigen welche Einfliisse
diese Liganden auf das Wachstum der Zellen und die PPAR- und VDR-Expression haben.

Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:

Frage 1: Welchen Einfluss hat die Kulturdaner auf das Wachstumsverhalten von MeW o-Zellen?

Frage 2: - Werden die PPARs und der VDR in MeWo-Zellen exprimiert? Hat die Kulturdauer einen Einfluss
anf die Expression der PPARs und des V'DRs in MeWo-Zellen?

Frage 3: Welchen Einfluss hat die 1,25(OH),D ;-Bebandlung anf das Wachstumsverhalten von MeW o-Zellen?

Frage 4: Welchen Einfluss hat die 1,25(0OH),D ;-Behandlung anf die PPAR- und 1VDR-Expression in
MeWo-Zellen?

Frage 5: Haben andere Melanomzelllinien, NHM wund nicht-melanogytire Zelllinien ein dhnliches basales

Expressionsmuster der Kernrezeptoren wie MeWo-Zellen?
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Frage 6:

Frage 7:

Frage §:

Frage 9:

Frage 10:

Frage 11:

Frage 12:

Frage 13:

Kommt es nach 1,25(0OH),D ;-Bebandlung in den anderen Melanomzelllinien, in NHM und in den
nicht-melanogytiren Zelllinien zu dbnlichen Expressionsverdnderungen der Kernrezeptoren wie in
MeWo?

Welchen Einfluss hat die Bebandlung mit PRPAR-Liganden anf das Wachstumsverbalten von MeWo-
Zellen?

Welchen Einfluss hat die Bebandlung mit PPAR-1iganden anf die PPAR- und 1"DR-Expression
in MeWo-Zellen?

Welchen — Einfluss — hat ~ die  Bebandlung ~ mit  1,25(0H),D;+PPAR-Liganden  anf  das
Wachstumsverhalten von MeW o-Zellen?

Welchen Einfluss hat die Behandlung mit 1,25(0OH),D;+PPAR-Liganden auf die PPAR- und
VDR-Expression in MeWo-Zellen?

Welchen Einfluss hat die Bebandlung mit Calcipotriol-Analoga anf das Wachstumsverhalten von
MeWo-Zellen?

Welchen Einfluss hat die Behandlung mit Caleipotriol-Analoga auf  die PPAR- wund 17DR-
Expression in MeWo-Zellen?

Gibt es Hinweise auf einen cross talk der PPAR- und V' DR-Signabvege in den MeWo-Zellen?

Die Ergebnisse konnten weitere Hinweise auf einen funktionellen cross zalk zwischen den

Signalwegen des VDRs und den PPARs in Melanomzellen liefern. Sie kénnten als Grundlage fur

weitergehende funktionelle molekularbiologische Untersuchungen dienen. Diese miissen zeigen,

ob und in welcher Form PPAR-Liganden allein oder in Kombination mit 1,25(OH),D; in der

Privention oder Therapie des malignen Melanoms eine Rolle spielen kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1.  Chemikalien, Reagenzien, Enzyme, Kits und Lésungen

® 2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
® Agarose ICN Biomedicals GmbH, Meckenheim, Deutschland

® Ethanol (absolut) Riedel de Haén, Seelze, Deutschland

® Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
® Isopropanol Hedinger GmbH & Co, Stuttgart, Deutschland

® Kiristallviolettpulver Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
® Omniscript Kit Qiagen, Hilden Deutschland

® QIAshredder Qiagen, Hilden Deutschland

® RNasin Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

® RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden Deutschland

® RQ1 RNase-free DNase Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

® RQ1 DNase Buffer Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

®  Sybr Green Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

® Trizol LS Reagent Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

® Trypanblaulésung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Alle tbrigen nicht extra erwidhnten Chemikalien und Reagenzien stammen von Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland), Hedinger GmbH & Co (Stuttgart, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) und
Roth (Karlsruhe, Deutschland), Promega GmbH (Mannheim, Deutschland).

Stammlésungen: ® PBS (10x)

® Elektrophoresepuffer (10 x) 1,37M  NadCl
2,5M Tris-HCI, pH 8,8 27mM  KCI
1,92M  Glycin 80mM  NayHPOy4
350 mM  SDS 15mM  KH,yPO,

® Kristallviolett-Losung (Stammlosung) ® TBE-Puffer (5 x) (fiir 1 Liter)
1% Kristallviolettpulver S4¢ Tris-HCI, pH 8,0
20 % EtOH abs. 275¢g Borsidure

Arbeitslosung: 1:10 mit EtOH 20 % verdinnen 20 ml 0,5 M EDTA

3.1.2. Liganden
® «-Linolensdure (ALA, 18:3n-3):  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
E & B 3 I 'I
HO "“:--" B i R e T Y TR

® Bezafibrat: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
CH, O

@C NHCH,CH, @OC—C OH

® Docosahexaensdure (DHA, 22:6n-3):  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

O
|
|
|
|
|
o
-8

HO
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® GW501516: Alexis/Axxora, Lorrach, ® WY14643: Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland Taufkirchen, Deutschland
CH, cl N stcozH
~° | _N
g s HN
| CF,
e M HaC
CHy
PPARS spezifisch PPARa spezifisch

1,25(OH),D; (Calcitriol):

Lise Binderup, L.eo Pharmaceuticals, CHy

Ballerup, Dinemark CHs

HO™

® Calcipotriol-a-Linolensiure ® Calcipotriol-Docosahexaensiure

(Calcipotriol-ALA, Calcipotriol-18:3n-3): (Calcipotriol-DHA, Calcipotriol-22:6n-3):
Amnon C. Sintov Ph. D., Ben Gurion University of the Negev, Israel

ALA DHA

3.1.3.  Zelllinien, Zellkulturmedien und -16sungen

® Zclllinien:

O MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25 und SK-Mel-28 sind Zellen von Patienten mit malignem Melanom.
MeWo-Zellen wurden aus einer Lymphknotenmetastase (Carey et al., 1976) gewonnen. SK-Mel-5 sind
Zellen aus einer Hautmetastase eines Melanoms. SK-Mel-25 ist eine Zelllinie aus einem metastasierten
malignen Melanom. Die Zelllinie SK-Mel-28 wurde aus einem nicht-metastasierten kutanen Melanom
eines 51-jihrigen Patienten gewonnen. SK-Mel-28 ist genau wie MeWo auch Vitamin D-sensibel,
wihrend SK-Mel-5 und SK-Mel-25 zu den Vitamin D-resistenten Zelllinien zdhlen (Seifert et al., 2004).

O Primir kultivierte humane Melanozyten (NHM) waren die einzigen Zellen, die nicht immortalisiert
sind und somit nicht unendlich kultiviert werden konnten. Sie wurden aus menschlicher Vorhaut
(Phimose-Patienten aus der urologischen Universititsklinik Homburg) isoliert. Dazu wurde das
Priparat zundchst mit der Epidermis nach unten auf einer 10 cm Kulturschale ausgebreitet, mit
Priparationsbesteck das Subkutangewebe entfernt und in kleine Stiicke geschnitten. Diese wurden in
einem 50 ml Reagiergefdl mit 5 ml 10 x Trypsin gegeben und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach
Ablbsen der Epidermis mit dem Skalpell wurde diese in ein 15 ml Reaktionsgefd3 mit 0,7 mM EDTA
in PBS gegeben. Das Gewebegemisch wurde vorsichtig gevortext um eine Einzelzellsuspension zu

erhalten und bei 1200 U/min 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in
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Melanocyte Growth Media kultiviert, wobei dem Medium Supplementmix, 1 % P/S sowie
Amphoteticin B (0,25 mg/ml) hinzugefugt wurden. Um das Anwachsen der Zellen zu fordern, wurde
noch 500 ul FCS zugegeben. Um eine Reinkultur von Melanozyten wurde die Mischkultur fir 2 Tage
mit G418 (Genetectin, 400 ng/ml) behandelt und bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Nach tiglich durchgefithrtem Mediumwechsel wurde am 6. Tag bei weiterhin vitalen
Fibroblasten eine erneute Behandlung mit G418 durchgefiihrt.

SCL-1 sind wenig differenzierte menschliche Plattenepithelkarzinomzellen (Boukamp et al., 1982).

Die Zellen der SZ95-Zelllinie sind immortalisierte humane Sebozyten, welche in Kultur die gleiche
Morphologie und Sebozyten-spezifischen Marker wie primire Sebozyten haben (Zouboulis et al.,
1999). Die Zellen wurden dem Labor freundlicherweise von Prof. Zouboulis (Universitits-Hautklinik,
Charité, Betlin) ibetlassen.

HEK293 ist cine humane embryonale Nierenepithelzelllinie. Diese Zelllinie wurde dem Labor
freundlicherweise von Prof. Welter (Humangenetik, Homburg/Saar) tberlassen.

HepG2 sind humane Hepatoblastomzellen mit epithelialer, hochdifferenzierter Morphologie, welche
aus dem Leberkarzinom eines 15-jahrigen kaukasischen Argentiniers gewonnen wurden (Aden et al.
1979). Steffie Becker (Frauenklinik der Universitit Liibeck) ubetliel uns freundlicherweise diese
Zelllinie.

Die LNCaP-Zelllinie (,Lymphe Node Carcinoma of the Prostate®) ist eine androgenabhingige
menschliche Prostatakarzinomzelllinie, die 1977 der supraclaviculiren Lymphknotenmetastase eines
50-jdhrigen Mannes mit Prostata-Adenokarzinom gewonnen wurde (Horoszewicz et al., 1983).

MCEF-7 ist eine humane Mammakarzinom-Zelllinie, die 1973 aus einem pleuralen Erguss einer 69-
jahrigen kaukasischen Patientin mit metastasierendem Mammakarzinom gewonnen wurde. Die gut
differenzierte Zelllinie ist eine der am besten charakterisierten steroidhormonrezeptorpositiven

Mammakarzinom-Zelllinien (Soule et al., 1973).

Zellkulturmedien und -16sungen:

OO0OO0OO0OO0O0OO0OO0O0OO0OObOO0OOO

Ammoniumperoxodisulfat (APS) PAA Laboratotries GmbH, Célbe, Deutschland
Amphotericin B PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

DMEM PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
fotales Kalbserum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland

G418 (Genetecin) PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
Gentamicin PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
Melanocyte Growth Media PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Melanocyte Supplementmix PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Penicillin / Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
Rinder-Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
RPMI 1640 Medium PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

Sebomed Biochrom AG, Betlin, Deutschland

Trypsin PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland

Trypsin/EDTA PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland
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3.1.4. Primer

Bei der reversen Transkription wurden Random Primer (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) benutzt. Bei
den RT-PCR Versuchen wurden verschiedene Primer (Tab. 3-1) eingesetzt. Alle Primer wurden stindig auf Eis
gehalten oder bei -20 °C gelagert. Die PPAR Primer, bestehend aus einem Mix des forward- und reverse-Primers,
wurden lyophilisiert geliefert und wurden mit 1,1 ml TE (pH 8,0) aufgel6st. Bei allen anderen Primer musste der

forward- und reverse-Primer vor Gebrauch jeweils zu einem Primermix vermischt und 1:10 verdiinnt werden.

Primer Sequenz Hersteller
PPAR« QuantiTect Primer Assay (QT00017451) Qiagen, Hilden, Deutschland
PPARS QuantiTect Primer Assay (QT00078064) Qiagen, Hilden, Deutschland
PPARy QuantiTect Primer Assay (QT00029841) Qiagen, Hilden, Deutschland
B2-pglobulin foward 5’- CCA GCA GAG AAT GGA AAG TC-3° TIB Molbiol, Berlin, Deutschland
B2-pglobulin reverse 5’- GAT GCT GCT TAC ATG TCT CG-3’ TIB Molbiol, Berlin, Deutschland
CYP24A1 foward 5- GCA GCC TAG TGC AGA TTT-3" TIB Molbiol, Betlin, Deutschland
CYP24A1 reverse 5- ATT CAC CCA GAA CTG TTG-3" TIB Molbiol, Betlin, Deutschland
VDR foward 5-CCA GTT CGT GTG AAT GAT GG-3° TIB Molbiol, Betlin, Deutschland
VDR reverse 5- GTC GTC CAT GGT GAA GGA-3° TIB Molbiol, Betlin, Deutschland

-Tab. 3-1: Liste der benutzten Primer

3.1.5. Gerite

Brutschrank: Forma scientific Modell 3336 (Labortect Labortechnik GmbH, Géttingen, Deutschland)
Drehschiittler: Coulter mixer (Coulter Electronics, Hertfordshire, UK)
Eismaschine: Tritec Gesellschaft fur Labortechnik und Umweltsimulation mbH, Hannover, Deutschland
Gefrierschrank (-20°C): Privileg (Quelle, Firth, Deutschland)
Gefrierschrank (-70°C): Ultra-low freezer (Sanyo Biomedical Europe B.V., Az Etten Leur, Niedetlande)
Gelelektrophorese-Kammer fiir (SDS-PAGE): Roth, Karlsruhe, Deutschland
Heizblock: Thermoleader (Uniequip Laborgeritebau und Vertriebs GmbH, Martinsried, Deutschland)
Kihlschrank: BBC S1.240 (Brown, Boveri & Cie AG, Mannheim, Deutschland)
Mikroskope:
m  Leica DMIL (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland)
m  Hund Medicus (Hund, Wetzlar, Deutschland)
m  Mikroskop mit Kamera:
® Mikroskop: Diavert (Leitz, Wetzlar, Deutschland)
® [Kamera: CF 8/1 81126 (Kappa, Gleichen, Deutschland)
® Lichtquelle (Leitz, Wetzlar, Deutschland)
® Drucker: Video graphic printer UP850 (Sony, Berlin, Deutschland)
® Monitor: Hitachi, Hamburg, Deutschland
® Netzgerit (Gelelektrophorese): Power Pack P30 (Biometra, Gottingen, Deutschland)

® TFotometer:

m  Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech, Cambridge, England)

m  Titertek Multiskan Plus MK II (Labsystems, Helsinki, Finnland)
RT-PCR-Gerit: LightCycler 1.0 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
Sterile Werkbank: Lamin Air HL.B2472 GS (Heraeus Instruments GmbH, Osterode, Deutschland)
UV-Lampe (Agarosegel): Biometra UV Transilluminator TI2 (Biometra, Géttingen, Deutschland)
Vortex: Heidolph Reax 2000 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwabach, Deutschland)
Wirmebad:

m  Julabo U3 (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland)

m  Precitherm PFV (Labora Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland)
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Wiegeschiittler: KI.1 (Edmund Buhler, Ttbingen, Deutschland)

Zentrifugen:

3.1.6.

Biofuge fresco (Heraeus Instruments GmbH, Osterode, Deutschland)
Megafuge 1,0 R (Heraeus Instruments GmbH, Osterode, Deutschland)
Microcentrifuge Force 6 (Denver Instrument GmbH, Géttingen, Deutschland)

Sonstige Materialien

Einfrierréhrchen: 1 ml Einfrierréhrchen (Nunc, Wiesbaden, Wiesbaden)

Flassiger Stickstoff (-196°C): Air liquide Deutschland GmbH, Krefeld, Deutschland
Handschuhe: Peha-soft (Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland)

Kapillaren: LightCycler capillaries (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
Kiihlblock far LightCycler Kapillaren: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Neubauer-Zihlkammer: Tiefe 0,100 mm, 0,0025 mm? (Blaubrand, Brand, Deutschland)

Pipetten:
(]

Gilson Pipetman (Gilson, Villiers-le-Bez, Frankreich)
Multipette plus (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Pipettierhelfer: Accujet (Brand GmbH & Co KG, Wertheim/Main, Deutschland)
Pipettenspitzen: Biosphere Qulititsspitzen (Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland)
ReagiergefiB3e: 1,5 ml Reagiergefille (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland)
Stickstoffbehilter: Arpege 55 (Air liquide Medical GmbH, Disseldorf, Deutschland)
Stickstofftank: Apollo 100 (Messer Griesheim GmbH, Krefeld, Deutschland)

Vakuum-

Filtersystem: Steritop-Filter (Roth, Katlsruhe, Deutschland)

Zellkulturmaterialien:

3.1.7.

10 cm Kulturschalen Cellstar (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
15 ml Reagiergefisse Cellstar (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
50 ml Reagiergefisse Cellstar (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
24-Well-Mikrotiterplatten (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
96-Well-Mikrotiterplatten Nunclon Surface (Nunc, Roskilde, Dianemark)

Zellschaber (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)

Computerprogramme und Datenbanken

Alle benutzten Rechner waren mit den Betriebssystemen Windows 98 oder Windows XP ausgestattet.

RT-PCR

Auswertung:

LightCycler-Software (Front): Version 3.5.17

LightCycler-Software fiir PCR-Reaktion (Run): Version 5.32

LightCycler-Software zur Analyse der Daten (Data Analysis): Version 3.5.28

LightCycler-Software zur graphischen Darstellung (Graphic Works): Version 10.0.7

Berechnung der normalisierten Ratio, Erstellung der Coefficient Files, Abgleichung der
Standardkurve: RelQuant Version 1.01

Statistischen Auswertung und graphischen Darstellung: Microsoft Excel 2000
Textverarbeitung: OpenOffice.org 2.1, Microsoft Word 2000

Prisentationen: Microsoft PowerPoint 2000

Literaturrecherche:

»National Center for Biotechnology Information® (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
Suchmaschinen: Google (www.google.de), Yahoo (www.yahoo.de)
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3.2. Zellbiologische Methoden

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C, 5 % COz-Partialdruck und 95 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Zur Aufzucht der
Zellen dienten 10 cm Kulturschalen in welche Medium und Supplementation in folgenden

Konzentrationen zugegeben wurden (Tab. 3-2):

Zelllinie Medium Supplementation

MeWo RPMI 1640 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

SK-Mel-5 RPMI 1640 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

SK-Mel-25 RPMI 1640 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

SK-Mel-28 RPMI 1640 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

NHM Melanocyte Growth Media | Supplementmix: 0,4 % BPE + 1 ng/ml bFGF + 5 pg/ml Insulin +
0,5 pg/ml Hydrocortison + 10 ng/ml PMA + 1 % P/S + 0,05 %
Amphotericin B

LNCaP RPMI 1640 5% FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

S795 Sebomed 10 % FCS + 0,002 % epidetrmal growth factor (EGF) + 1 % P/S

SCL-1 RPMI 1640 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

HepG2 DMEM 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

HEK293 DMEM 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

MCF-7 DMEM 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % P/S

-Tab. 3-2: verwendete Zelllinien und deren Medium
In den Versuchen wurde zudem allen benutzten Medien mittels Vakuum-Filtersystem 10 mg/ml
sterilfiltriertes BSA hinzugetiigt, welches das 1,25(OH),D; 16st und ein Binden an das Plastik der

Kulturschalen und der Pipettenspitzen verhindert (Lehmann et al., 1998).

3.2.1. Einfrieren von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen mit 500 pl einer Trypsin-EDTA-L6sung abgel6st und
mit 5 ml Medium in ein steriles 50 ml Reaktionsgefil3 uberfithrt, bei 4 °C und 1200 U/min
10 min zentrifugiert und der Uberstand im Anschluss abgesaugt. Die Zellpellets wurden mit
500 pl Medium mit 40 % FCS resuspendiert und auf Eis gestellt. Zu den Zellen wurde unter
Schitteln 500 pl Medium mit 20 % DMSO, ein fiir hydrophile und lipophile Substanzen gleicher-
maflen geeignetes Losungsmittel, tropfenweise hinzugegeben. DMSO verhindert die Bildung von
Eiskristallen, welche die Zelle schidigen. Die fertige Suspension wurde in vorgekiihlte
Kryogefisse gegeben. Um die Zellen nicht schlagartig auf -80 °C abzukiihlen, wurde eine
dickwandige Styroporbox verwendet (optimale Abkithlung ca. 1 °C/min). Nach 24 h Lagerung
bei -80 °C wurden die priparierten Kryogefile méglichst rasch in einem mit fliissigem Stickstoff

(-196 °C) getillten Lagerbehalter dauerhaft gelagert.
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3.2.2. Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryogefil3 erst in ein 37 °C warmes Wasserbad getaucht. In
bereits angetautem Zustand wurde dann der Inhalt des Kryogefia3es in ein 50 ml Reaktionsgefal3
gegeben. 20 ml Medium wurden langsam, tropfenweise und unter stindigem Schiitteln auf die
Suspension gegeben damit das DMSO aus den Zellen diffundieren konnte. Das DMSO dient
nicht nur als Frostschutzmittel, sondern stellt bei Temperaturen von tber 20 °C ein wirksames
Zellgift dar und muss deswegen vor dem Kontakt mit den Zellen stets gekithlt werden. Die
Zellen wurden bei 4 °C und fir 10 min bei 1200 U/min zentrifugiert und das tberstehende
Medium mit dem DMSO vorsichtig entfernt. Das zellulire Pellet wurde mit 6 ml frischem
Medium mit FCS resuspendiert und auf Petrischalen verteilt. Die Schalen wurden bei 37 °C und

5 %-iger COx-Atmosphire in den Brutschrank gestellt und am folgenden Tag mit frischem

Medium versorgt.

3.2.3. Zellpassagierung

Da nach ein paar Tagen die meisten Nihrstoffe des Mediums verbraucht waren, wurde letzteres
mindestens 2 x wochentlich gewechselt. Zu einer Verschlechterung der Wachstumsbedingungen
und sogar einem Absterben der Zellen kam es, wenn die Kulturschalen zu dicht zugewachsen
(konfluent) waren. Deswegen erfolgte eine Passagierung der Zellen bei einer Konfluenz von 80 -
90 %. Nach Absaugen des alten Mediums wurden die Zellen 2 x mit 5 ml sterilem 1 x PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden 500 ml einer Trypsin/ EDTA-Losung zugegeben um die Zellen
vom Kunststoffboden der Schale zu l6sen. Trypsin spaltete dabei die Adhdsionsproteine der
Zellen, wihrend das EDTA alle zweiwertigen Kationen (Ca*'- und Mg*'-Ionen) band. Durch
zusatzliche, leicht seitliche Schlige gegen die Zellkulturschale wurde das Loslésen der Zellen vom
Kunststoffboden etleichtert. Das Trypsin sollte allerdings nicht zu lange mit den Zellen in
Berithrung bleiben, da es die Zellen abtéten kann. Die abgelosten Zellen, welche im
Hellfeldmikroskop kugelférmig erschienen, wurden in neue Zellkulturschalen mit frischem
Medium (5 ml) gegeben. Durch das im Medium zugesetzte FCS und die Inkubation bei 37 °C
wurde das Trypsin/EDTA inaktiviert.

3.2.4. Zahlen und Aussien der Zellen

Um eine bestimmte Menge von Zellen auszusiden, musste zuerst die Anzahl der Zellen pro ml
Suspension festgestellt werden. Dazu wurden konfluent gewachsene Zellen mit Hilfe von

Trypsin/EDTA-Losung abgelost und durch Medium in Suspension gehalten. Zur Zellzihlung
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wurde ein Haemocytometer mit einer FEinteilung nach Neubauer (Neubauer-Zihlkammer)
benutzt, welches vor Gebrauch mit EtOH gereinigt wurde. Der Haemocytometer ist ein
spezieller Objekttriger mit zugehorigem Deckglas, welches leicht befeuchtet und unter geringem
Druck auf den  Objekttriger geschoben wird. Dabei treten regenbogenartige
Lichtinterferenzeffekte, sogenannte Newton’'sche Ringe auf, welche ein Hinweis fir den
richtigen Abstand (0,1 mm) zwischen Deckglas und Objekttriger sind. Bei korrektem Abstand
passt ein Volumen von 0,1 ul in die Zdhlkammer. Das Zihlen der Zellen erfolgte durch auf dem
Objekttriger aufgezeichneter Quadrate. Dabei bestanden die 4 Quadrate aus jeweils 16
Einzelfeldern. Um eine Lebendzellzahlbestimmung durchzufiihren, wurden die Zellen mit
Trypanblau gefirbt. Die Trypanblaulésung besteht aus 4 Teilen einer Trypanblau-Stammlosung
(0,2 g Trypanblau auf 100 ml H,0,4,) und 1 Teil einer NaCl-Stammlosung (0,425 ¢ NaCl auf
100 ml H,O,,). 50 pl der Zellsuspension wurden dann mit 50 pl Trypanblaulésung vermischt. Ein
Teil dieser Mischung wurde mit einer Pipette auf den Objekttriger aufgetragen und unter dem
Mikroskop betrachtet. Der Farbstoff Trypanblau kann die Plasmamembran lebender Zellen nicht
durchqueren, wohingegen das Zytoplasma abgestorbener Zellen blau gefirbt wird. Somit kann
man die Vitalitit einer Zelllinie bestimmen. Nach dem Auszdhlen der 4 Quadrate kann die

Zellzahl pro ml mit folgender Formel berechnet werden:

Zellzahl/ml = Zellzahl : 4 (Quadrate) x 2 (Verdunnungsfaktor) x 10*

3.2.5. Behandlung der Zelllinien mit Liganden

Bei allen Versuchen wurden die Zellen nach dem Aussihen zuerst bebriitet, damit sie anwachsen
konnten und erst nach 48 h zum ersten Mal behandelt. Die Terminologie ,,nach X h Kultur®
beinhaltet also in allen durchgefithrten Versuchen (auch ohne Behandlung) eine Vorlaufzeit von

48 h, so dass die Zellen in Wirklichkeit am Zeitpunkt 48 + X h ausgesit wurden.

Da das 1,25(OH),D;, die PPAR-Liganden und auch die Analoga wasserunloslich sind, wurden
alle Liganden in EtOH gel6st. Deswegen musste man neben einer Medium-Kontrolle auch eine
EtOH-Kontrolle bei jedem Versuch mitbestimmen. Die Konzentration 10° M von 1,25(OH),D,
wurde gewihlt, da bei dieser Konzentration Effekte auf die Genexpression von MeWo-Zellen
ohne toxische Schidigung der Zellen festgestellt wurden (Reichrath et al.,, 2007). Als Kontrolle
der 1,25(OH),D;-Behandlung wurde die CYP24A1-Expression in der RT-PCR gemessen. Mit
Ausnahme von Bezafibrat erfolgte die Behandlung der Zellen mit den PPAR-Liganden in einer
Konzentration von 10® M. Diese recht niedrige Konzentrationen wurden gewihlt, da viele der
strukturell sehr verschiedenen ungesittigten Fettsiuren (darunter auch ALA und DHA), aber

auch die natilirlichen und synthetischen Liganden mit hoher Affinitit auch in nanomolaren
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Konzentrationen an die PPARs binden (Lin et al., 1999; Xu et al., 1999, Wahli, 2002). Viele der
PPAR-Liganden verlieren in hohen Konzentrationen ihre Rezeptorspezifitit (Seimandi et al.,
2005). AuBlerdem wurde diese relativ niedrige Konzentration gewihlt, da die Zellen bis zu 120 h
behandelt wurden und sowohl 1,25(OH),D; als auch die PPAR-Liganden in hdéheren
Konzentrationen zytotoxisch wirken. Bezafibrat wurde dagegen in einer Konzentration von
200 uM benutzt, weil diese in anderen Studien signifikante Effekte ohne Zytotoxizitit zeigte

(Kippenberger et al., 2001).

3.2.6. Ernten der Zellen

Um die kultivierten Zellen fur die RT-PCR Versuche nutzen zu kénnen, mussten sie geerntet
werden. Dabei wurde das Medium abgesaugt, 2 x mit 1 x PBS gewaschen und mit einem
Zellschaber und 5 ml 1 x PBS abgel6st. Die Flussigkeit wurde in ein Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt
und 10 min bei 1000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde
1 ml 1 x PBS hinzugefligt und das Reaktionsgefill noch mal 10 min bei 1000 U/min und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Sollte von den Zellen spiter die RNA isoliert

werden, wurden sie bei -20 °C gelagert.

3.3. Biochemische Untersuchungsmethode (Proliferations-Assays)

Mit der Kristallviolett-Firbung kann man 7 vitro die Ubetlebensfihigkeit von Zellen unter
unterschiedlichen Bedingungen austesten, da sich lebende Zellen im Gegensatz zu den
abgestorbenen Zellen mit Kiristallviolett anfirben lassen. Durch Zugabe von verschiedenen

Substanzen kénnen antiproliferative/wachstumsférdernde Effekte auf Zellen bestimmt werden.

3.3.1. Zellbehandlung

Die Proliferations-Assays wurden mit der Melanom-Zelllinie MeWo durchgefiihrt. Die Zellen
wurden in 24 Well-Mikrotiterplatten kultiviert um mehrere Messungen gleichzeitig unter
identischen Bedingungen durchfithren zu kénnen. Damit die Resultate der Proliferations-Assays
besser mit den mRINA-Expressionsdaten verglichen werden konnten, wurden die Zellen genauso
kultiviert und behandelt wie bei den RT-PCR Versuchen. Um eine dhnliche Zelldichte wie in den
RT-PCR Versuchen zu erreichen, wurden die Zellen ausgezahlt und in jedes Well 3000 Zellen mit
500 ul Medium gegeben. Um die verschiedenen Platten miteinander vergleichen zu konnen,
wurden 2 Blindproben mit unbehandelten Zellen und 2 Wells, die nur Medium und keine Zellen

enthielten, angelegt.
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3.3.2.  Kristallviolett-Fiarbung

Nach der gewiinschten Behandlungszeit wurde das Medium aus den Wells gesaugt und die Zellen
2 x mit 500 ul/Well kaltem PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen tber 24 h bei 4 °C
mit 500 pl/Well 70 %-igem EtOH fixiert. Am folgenden Tag konnte das EtOH ausgeschiittet
werden und die Zellen mit 250 pl/Well Kristallviolett-Losung fir 30 min bei 4 °C inkubiert
werden. Die Platten wurden anschlieBend mehrmals mit H,O, abgewaschen und danach zum

Trocknen bei Raumtemperatur umgedreht. Die Platten konnten so tagelang gelagert werden.

3.3.3. Fotometrische Vermessung

Nachdem die Platten getrocknet waren, wurde der Farbstoff durch Zugabe von 400 ul/Well
70 Y-igem EtOH wieder aus den Zellen gel6st. Dazu wurden die Platten fir 30 min auf dem
Wiegeschiittler mit dem EtOH bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das EtOH
mit dem gelosten Kiristallviolett zur einfacheren Messung mit dem Fotometer (550 nm) in
96 Well-Mikrotiterplatten tbertragen. Dabei wurde von den Wells der 24 Well-Mikrotiterplatte
jeweils 100 ul auf 3 Wells der 96 Well-Mikrotiterplatte tibertragen. So erhielt man mehr Werte
zum Mitteln. Zudem wurde die Messung dadurch genauer, da am Boden haftenden Zellen nicht
zur Absorption beitragen. Die gemessene Absorption bei 550 nm ist direkt proportional zur
Anzahl der lebenden Zellen. Da die Platten selbst leicht das Kiristallviolett aufnehmen und es so
zu Schwankungen innerhalb der Messungen kommen kann, bestimmte man fir jede Platte den
Mittelwert der gemessenen Absorption in den Wells in denen sich nur das Medium ohne Zellen
befand und nahm diesen als Referenzwert um die tbrigen Wells auszumessen. Um die
Reproduzierbarkeit zu uberprifen wurden mehrere Platten zu unterschiedlichen Zeitpunkten
angesetzt, behandelt und geerntet. Es wurden nur die Platten miteinander verglichen in denen alle

zu vergleichenden Behandlungen vertreten waren.
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3.4. Molekularbiologische Methoden

3.4.1. RNA Isolierung mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen

Da RNA-abbauenden RNasen ubiquitir vorhanden sind, und die RNA im Vergleich zur DNA
viel instabiler ist, muss bei der Isolierung der RNA =zigig und auf Eis gearbeitet werden
(Sambrook et al., 1989). Um das Risiko einer Kontamination zu verringern, wurden immer
Einmal-Handschuhe getragen und nur autoklavierte Einmal-Gefile sowie spezielle gestopfte
RNase-freie Pipettenspitzen verwendet. Nach dem Ernten der Zellen, wurde die RNA mit dem

RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet (Abb. 3-1).

Zellen

l Laut Aussage von Qiagen ermoglicht der
+ RLT Puffer (+1% Einsatz eines Hochsalzpuffersystems die
B-Mercaptoethanol)
ﬁ 2 x mit RPE- micRWi-Puier (Gesamt-RINA  bestehend aus mRNA,
Lyse der Zellen Puffer waschen waschen
l tRNA, trRNA und eventuell virale RNA

s
T aus verschiedenen Materialien (tierische
. e 5 Eluierung mit = onavean  Zellen und Gewebe, Bakterien, Hefe) zu
QlIAshredders RiNasetfrefen, (15 min bei RT)
<

2 Wasser

isolieren. Das Zellpellet wurde im RLT

RNA

» Puffer (+ 1 % 2-Mercaptoethanol) lysiert

und mit Hilfe der QIAshredder Siulen

mit RW1-Puffer

waschen homogenisiert. Im RLT Puffer befand

- Abb. 3-1; RNA-Isolierung mit dem RNeasy Mini Kirvon S0 das stk denaturicrende
Qiagen (nach Qiagen; modifiziert) Guanidinisothiocyanat, welches
augenblicklich RNasen und andere

Proteine inaktiviert und den Abbau von intakter RNA hemmt. Nach Zugabe von EtOH zur
Einstellung optimaler Bedingungen wurde das Lysat nun auf RNeasy Sdulen aufgetragen. Die an
der Silicagel-basierenden Membran der Sdulen gebundene Gesamt-RNA konnte somit durch
Waschginge mit den Puffern RW1 und RPE von DNA, Proteine und allen anderen Substanzen
gereinigt werden. Durch die Gro3e von mindestens 200 Nukleotiden wird so der mRNA-Anteil
vergrofert, da die kleineren RNA-Molekile wie z.B. rRNA und tRNA ausgeschlossen werden
konnen. Um auch die DNA-Molekiile auszuschlieBen, wurde im Laufe des Protokolls ein DNA-
Verdau mit RQ1 RNase-Free DNase durchgefiihrt. Diese DNase degradiert dSDNA und ssDNA
endonukleolytisch und produziert dabei 3-OH Oligonukleotide. Diese kénnen dann bei der
RNA-Isolierung nicht mehr an die Sdulenmatrix binden und werden in den Waschschritten

entfernt. Die Isolierung der Gesamt-RNA und der DNase-Verdau erfolgte nach den

Herstellerangaben der Firmen Qiagen und Promega. Die Elution erfolgte mit RNase-freiem
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Wasser. Die isolierte RNA wurde in insgesamt 30 pul RNase-freiem Wasser aufgenommen. Zur
Kontrolle der RNA-Isolierung wurden Ausbeute wund Qualitit mit Hilfe einer

Agarosegelelektrophorese bestimmt (Sambrook et al., 1989).

3.4.2. RNA Isolierung nach der Trizol-Methode

War die Ausbeute mit dem RNeasy Kit zu gering, konnte die RNA alternativ mit der Trizol-
Methode isoliert werden. Die Trizol-Methode beruht auf einer monophasischen Losung aus
Phenol und Guanidin-Iso-Thiocyanat, die die Zellen direkt lysiert, wobei die RNA intakt bleibt.
Nach dem Ernten wurden die Zellen mit Trizol LS Reagenz (ca. 0,75 ml/5-10 x 10° Zellen)
resuspendiert um die Zellen zu lysieren. Dann folgte eine 5-minttige Inkubationszeit bei
Raumtemperatur, der eine Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 0,75 ml eingesetzten Trizol folgte.
Das Chloroform sorgte fiir eine Auftrennung in eine wissrige und eine organische Phase, die
durch Zentrifugation bei 2000 U/min wihrend 15 min bei 4 °C erreicht wurde. Die farblose
wissrige Phase wurde abgetrennt und die darin enthaltene RNA mit 0,5 ml Isopropanol pro
0,75 ml Trizol versetzt und vorsichtig geschwenkt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
folgte eine weitere Zentrifugation (10 min bei 2000 U/min und 4 °C). Das Pellet wurde 10 min
mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und 5 min mit 1200 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgekippt, das Pellet getrocknet und in 50 - 100 pl Diethylpyrocarbonat
(DEPC)-H,0O,,; resuspendiert. ~Auch hier wurde die Qualitit der RNA durch

gelelektrophoretische Auftrennung tiberpriift.

3.4.3. Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden Nukleinsiuren (DNA oder RNA) durch ein
elektrisches Feld nach ihrer Grof3e aufgetrennt. Die DNA- und RNA-Molekile bewegen sich
aufgrund der Phosphatgruppen im Zucker-Phosphat-Riickgrat, die dem Molekil eine negative
Ladung geben vom negativ geladenen Pol (Kathode) zum positiv geladenen Pol (Anode) hin. Da
das Gel hier als Molekularsieb wirkte, wurden groB3ere Fragmente stirker behindert als kleinere.
Um Fragmente dhnlicher Gréle aufzutrennen, verwendete man Agarosegele mit hoherer
Agarosekonzentration. Das Gel bestand aus 50 - 100 ml 0,5 x Tris-Borsaure-EDTA (TBE)-
Puffer und 2 % Agarose, welches durch kurzes Aufkochen in der Mikrowelle gelost wurde. Bevor
die Losung zum Abkiihlen in eine Quader-Form gegossen wurde, wurde ihr 1 pl
Ethidiumbromid pro 10 ml TBE hinzugefiigt. In die noch flissige Agaroselosung wurde ein

Kamm gesetzt, der die Taschen fiir das Auftragen der Proben bildete.
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Nach dem Erstarren des Gels wurde der Kamm herausgezogen und die Taschen mit den RNA-
Proben befillt. Dazu wurden 1 pl von der isolierten RNA, 3 ul Ethidiumbromid und 9 pl H,O 4
miteinander vermischt und in die Taschen gegeben. Das Gel wurde wihrend 1 h unter eine
Spannung von 70 V gesetzt. Als interner Marker und auch als Gitekriterium dienten die
ribosomale 28-S-tRNA und die 18-S-tRNA bei 4,7 bzw. 1,9 kb. Sichtbar wurden die RNA
Fragmente mit Hilfe des in dem Probenpuffer enthaltenen Ethidiumbromids, welches mit den
Nukleinsduren interagiert. Dadurch dnderte sich das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid.
Die Intensitit der Fluoreszenz-Emission nahm unter Anregung durch UV-Licht (Biometra TT 2
transilluminator) zu. Bei Degradation der RNA war nur eine diffuse Zone zu erkennen, da sie in
viele Fragmente unterschiedlicher Linge zerbrochen wurde. Zudem ist die Lichtintensitit der
Banden proportional zur vorliegenden RNA-Konzentration, so dass man unter dem UV-Licht

den RNA Gehalt der Proben abgeschitzen konnte.

3.4.4. Reverse Transkription

Die reverse Transkription ist ein gentechnisches Verfahren, mit dem ssRNA-Molekile in
dsDNA-Molekiile tiberfithrt werden. Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase aus dem
Omniscript RT Kit der Firma Qiagen wird eine der mRNA komplementire DNA (cDNA)
synthetisiert. Die reverse Transkriptase ist ein Enzym, das urspriinglich aus Retroviren stammt.
Gegentber der natiirlich vorkommenden Variante unterscheidet sich die Omniscript reverse
Transkriptase darin, dass sie in Escherichia coli exprimiert wird und ein rekombinantes
heterodimeres Enzym darstellt, das 3 verschiedene enzymatische Aktivititen besitzt. Die RNA-
abhingigen DNA-Polymerase synthetisiert zuerst ein RNA-DNA-Hybridmolekiil. Die RNase-H-
Aktivitit kann den RNA-Anteil des RNA-DNA-Hybridmolekiils abbauen. Als drittes verfigt die
reverse Transkriptase tiber eine DNA-abhingige DNA-Polymerase, welche die ssSDNA in eine
dsDNA tuberfihrt.

Insgesamt wird maximal 2 pg RNA (mRNA, rRNA, tRNA) pro Reaktionsansatz umgeschrieben.
Da RNA schnell degradieren kann, werden alle Schritte der Umschreibung auf Eis durchgefiihrt
und ein RNase-Inhibitor (verdinnt mit eiskaltem 1 x RT Puffer auf 10 U/pl) hinzugefigt, der
den vorzeitigen Abbau der instabilen RNA verhindert. Das Enzym inhibiert RNase A, RNase B,
RNase C und humane plazentale RNasen, nicht jedoch RNase-H. Als Primer wurde ein Random
Primer (verdinnt mit RNase-freiem Wasser auf 50 pug/ml), ein Oligonukleotid-Primer, der sich
am Poly-A-Schwanz der mRNA anlagern kann, benutzt. Hierdurch wird aus der isolierten
Gesamt-RNA nur die mRNA in cDNA umgeschrieben. Der Primer hat ein freies 3"-Ende, was

der reversen Transkriptase die Synthese des komplementiren Strangs ermoglicht.
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Reagenz Menge [pl] Endkonzentration
10 x RT Puffer 2,0 1x
dNTP Mix (5 mM jedes dNTP) 2,0 0,5 mM jedes ANTP
Random Primer (50 pg/ml) 1,8 1uM
RNase Inhibitor (10 U/ul) 1,0 10U
Omniscript RT 1,0 40
RNA variabel max. 2,0 pg/pl
RNase-freies Wasser Probe auf 20 ul auffillen -

-Tab. 3-3: Pipettierschema fir Omniscript RT
Nach dem Mischen der Komponenten (Tab. 3-3) erfolgte eine Inkubation im Wasserbad bei

37 °C fir 2 h. Zum Stoppen der Enzymaktivitit wurde jeder Ansatz nach der Inkubation fur

5 min auf 93 °C erhitzt. Die entstandene cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

3.4.5. Quantitative Real-Time PCR
3.4.5.1. Theorie der quantitativen Real-Time PCR

Die Real-Time-PCR (RT-PCR) Versuche wurden mit einem Thermocycler (LightCycler, Roche
Diagnostics GmbH) durchgefiihrt. Die Methode der RT-PCR ist dhnlich wie eine normale PCR
aufgebaut, erlaubt aber eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR tdber die kontinuierliche
Messung von Laser-induzierten Fluoreszenzsignalen, die wihrend der PCR proportional zur
Menge des Amplifikationsproduktes ansteigen. Die RT-PCR hat zudem den Vorteil, dass die
Kontaminationsgefahr geringer ist, da das PCR-Amplifikat nicht mehr auf ein Agarosegel

aufgetragen werden muss und man so das carry-over vermeiden kann.

Wie bei der PCR handelt es sich bei der RT-PCR um ein 7z vitro-Verfahren zur gezielten
Amplifikation bestimmter Nukleinsaureabschnitte. Die DNA dient dabei als Matrize, wobei die
DNA-Sequenzen der beiden Enden des gewtinschten Bereichs bekannt sein mussen, damit man
zwei komplementir dazu synthetisierte Oligonukleotide (Primer) zum Eingrenzen des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitts benutzen kann. Man bedient sich hierbei thermostabiler
DNA-Polymerasen, die mit Hilfe eines Primers eine ssDNA zu einer dsDNA zu synthetisieren
vermogen. Ein PCR-Zyklus besteht aus folgenden 3 Abschnitten:

- Denaturierung (94 °C): dsDNA — ssDNA

- Annealing (55 °C): Primerbindung an die ssDNA

- Extension (72 °C): ssDNA — dsDNA
Durch die mehrfache Wiederholung dieses Zyklus erfolgt pro Zyklus eine zumindest theoretisch

exponentielle Vermehrung der zwischen den Primern liegenden Sequenzen.
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Lufteinlass zum Erhitzen Die Reaktion findet nicht wie bei einer
und Kiihlen der Proben

normalen PCR in Plastikreaktions-

gefilen,  sondern  in  speziellen
Borosilikatglaskapillaren statt, die
Heizspirale
Detektion . . .
| o aufgrund  ihrer Beschaffenheit eine
TN -
-
e Karussell fir 32 Kapittren - gchpelle und gleichmiBige Verteilung der
| T | Temperatur innerhalb des
- 3-Kanal Photometer
| [ SR : o :
Motor zur Deefung i & W W Reaktionsansatzes ermoglichen. Diese
des Rotors Filter
S apap g _ _
T —  Muwrzwr yerden in den Rotor des LightCyclers
onskammer Positionierung des
VN::JE;::': . Photometers . . .. .
M gesteckt in den gleichzeitig 32 dieser
Photohybride
LED Lichtquelle Kapillaren passen. Der Rotor steht in
-Abb. 3-2: Schematische Darstellung des LightCyclers einer Reaktionskammer, in welcher die
(nach Roche)

Temperatur per Luftstrom eingestellt
wird. Ein Ventilator verteilt die durch eine Heizspirale erwirmte oder die von aullen zugefiihrte
Luft gleichmiBig in der Reaktionskammer. Wie in Abb. 3-2 gezeigt, befindet sich direkt unter den
Kapillaren eine Linse, unter der das Fluorimeter, die Detektionseinheit des Gerites, die
Extinktion unterschiedlicher Wellenlingen misst. Das Fluorimeter besteht aus einem Anregungs-
und drei Detektionskanilen (F1 = 521 nm = griin; F2 = 640 nm = rot; F3 = 705 nm = tiefrot).
Nach Anregung durch eine Diode (LED) wird die Intensitit der Fluoreszenzfarbstoffe innerhalb
eines Reaktionsansatzes durch halbdurchlissige Spiegel und wellenspezifische Filter geleitet und
von 3 Fotohybriden unterschiedlicher Wellenlinge gemessen. Da der Rotor gedreht werden
kann, gelangt jede der Kapillaren Gber die Linse und kann gemessen werden. Optische Signale
werden in elektrische Signale umgewandelt, an einen Computer weitergeleitet und in Form von

Fluoreszenzkurven auf dem Monitor dargestellt.

Um die Amplifikation wihrend des ILaufes zu beobachten, verwendet man einen
Cyaninfluoreszenzfarbstoff namens SYBR Green I. Dieser hat eine hohe Spezifitit fiir jede Art
von dsDNA und wird durch eine Wellenlinge von 485 nm angeregt. Er bindet sich dhnlich wie
Ethidiumbromid an die neu gebildete dsDNA, interkaliert in die kleine Furche (Wittwer et al.,
1997 und Dhar et al., 2001), und emittiert ein Fluoreszenzsignal, das direkt proportional zu der
DNA-Konzentration und tber 100-fach hoher als der Ausgangswert ist. Waihrend des
Reaktionsverlaufs, wird die Extinktion dieses Fluoreszenzsignals bei 521 nm im Kanal F1 nach
jedem Zyklus gemessen. Die Quantifizierung geschieht mit einer Software, die anhand des
Zyklus, bei der die PCR-Reaktion aus der Hintergrundfluoreszenz des SYBR Green I tritt
(threshold), die Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA (mRNA) bestimmt (Abb. 3-3).
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-Abb.  3-3:  Fluoreszenzmessung
verschiedenen cDNA-Konzentrationen

von

verursachen.

spezifischem  Produkt

Der Vorteil des SYBR Green I liegt darin, dass er an
jeder dsDNA bindet und das spezielle Designen von
probes nicht nétig ist. Durch dieses Fehlen der Spezifitit
bindet es allerdings auch an Primerdimeren und nicht-
spezifischen Nebenprodukten, die sich wihrend der

Reaktion bilden und somit einen Fluoreszenzanstieg

Eine  Differenzierung  zwischen

und Primerdimeren oder

Nebenprodukten kann erst nach Abschluss der PCR-

Reaktion mit Hilfe von einer Schmelzkurvenanalyse

erfolgen. Dazu werden die

PCR-Produkte

kontinuietlich Uber einen bestimmten

Temperaturbereich aufgeheizt, bis sie ihrem Schmelzpunkt entsprechend nur noch als

Einzelstrang vorliegen. Mit steigender Temperatur nimmt die Fluoreszenz ab und spiegelt die

Qualitit der PCR-Reaktion wieder. Die Schmelztemperatur kann dabei durch unterschiedliche

Faktoren, wie die Linge der PCR-Produkte und der GC-Gehalt der Primer beeinflusst werden

(Abb. 3-4 und 3-5). Durch die graphische Darstellung der Schmelztemperatur lassen sich
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-Abb. 3-6: Schmelzkurve von Primerdimeren im
Vergleich zu PPAR«, 32-pglobulin und H>O

Primerdimere vom eigentlichen PCR Produkt

unterscheiden, da sie aufgrund ihrer
geringeren Grofle friher denaturieren und in
der H,04)

werden (Abb. 3-6). Das Vorhandensein von

Negativkontrolle erkennbar
Primerdimeren hat auf die Quantifizierung der
Proben keinen Einfluss, solange sie vom PCR

Produkt eindeutig zu unterscheiden sind.

Far die PCR-Reaktionen wurde der
QuantiTect SYBR Green PCR Kit der Firma
Qiagen benutzt. Der verwendete SYBR Green
PCR Master Mix enthilt neben dem SYBR
Green 1 den Fluoreszenzfarbstoff ROX, der
nicht an dsDNA binden kann und somit als
interne Referenz gesehen werden kann. Er
kann Pipettierungenauigkeiten und
Fluktuierungen in der Fluoreszenz des Master

Mixes korrigieren. Der Master Mix enthilt

aullerdem einen speziellen QuantiTect SYBR



-33- 3. Material und Methoden

Green PCR Puffer, 5 mM MgCl,, dNTPs mit dUTP und eine HotStarTaq DNA Polymerase, die
eine erhohte Spezifitit und Sensitivitit fir PCR-Anwendungen hat. Auf diese Weise werden
unspezifische PCR-Produkte minimiert. Die HotStarTaq DNA Polymerase ist wegen ihrer
hitzelabilen Gruppen, die an einigen ihrer Aminosiduren hingen, bei Raumtemperatur inaktiv.
Deswegen wurde sie 15 min bei 95 °C denaturiert. Ohne diese Hitzeaktivierung kann die DNA-
Polymerase nicht richtig arbeiten. Es folgten 60 Zyklen nach folgendem Schema (Tab. 3-4) und
anschlieBend noch die oben erwihnte Schmelzkurve, wobei die Temperatur zuerst auf 65 °C fir

15 s abfillt um dann langsam auf 95 °C anzusteigen.

Phase Endtemperatur (°C) | Dauer (s) |Temperaturinderung (°C/s) [Zyklenzahl [Messung
Aktivierung 95 900 20 1 keine
Amplifikation 94 15 2 keine

55 20 2 00 Jkeine

72 20 2 einmalige
Schmelzkurve 95 0 20 keine

65 15 20 ! keine

95 0 0,1 kontinuietliche
Abkiithlung 40 10 20 1 keine

-Tab. 3-4: LightCycler PCR-Programm zur Erstellung der Standardkurven und Amplifizierung der Proben

Damit Variationen zwischen den einzelnen Kapillaren so gering wie moglich blieben, wurde ein
SYBR Green Primer Mix angesetzt, der alle Komponenten (aufler der untersuchten cDNA)
enthielt. Zur Untersuchung des Ziel- oder des Referenzgens mussten unterschiedliche Ansitze
hergestellt werden, da sie das jeweilige Primerpaar enthielten. Von diesen Ansitzen wurden
jeweils 18 ul in jede Kapillare gegeben und 2 pl der zu untersuchenden cDNA-Probe. Die
Kapillaren enthielten neben dem SYBR Green PCR Master Mix auch noch MgCl,, H,O und ein
Primermix des Ziel- oder Referenzgens (Tab. 3-5). Lediglich bei PPARy wurde ein anderes
Schema benutzt (Tab. 3-6), da sich in Vorversuchen herausstellte, dass mit dem benutzten
PPARy Primer bessere Ergebnisse ohne MgCl, erreicht wurden. Damit die Proben im
LightCycler gemessen werden konnten, mussten die Kapillaren kurz anzentrifugiert werden,

damit sich die Komponenten unten in den Kapillaren ansammelten.

Reaktionskomponente Volumen [pl] Reaktionskomponente Volumen [pl]
SYBR Green PCR Master Mix 10 SYBR Green PCR Master Mix 10
Primermix 2 PPARy Primer 2
MgCl, 0,8 MgCl, 0
H2Og44 (Nuklease-frei) 52 H>O4q4 (Nuklease-frei) 6
cDNA 2 cDNA 2
TOTAL 20 TOTAL 20

-Tab. 3-5: PCR-Ansatz fiir LightCycler -Tab. 3-6: PPARy-PCR-Ansatz fir LightCycler
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3.4.5.2. PCR-Effizienzen und Standardkurven

Bei einer PCR geht man von einer exponentiellen Amplifikation der Ausgangsmenge, also einer
Verdopplung der cDNA pro Zyklus aus. Mathematisch betrachtet kann man eine PCR-Reaktion

mit folgender Formel darstellen:

N = Anzahl der cDNA-Kopien nach n Zyklen
N=N,xE" Ny = initiale Anzahl an cDNA-Kopien

E = Amplifikationseffizienz (Theorie: E = 2)

n = Zyklenanzahl der PCR-Reaktion

Bei der kalibrator-normalisierten relativen Quantifizierung lautet die Formel fir die PCR dann:

N =N, x E® Cp = crossing point
Hierbei muss vorrausgesetzt werden, dass sich die Effizienzen der PCR bei Ziel- und
Referenzgenen nicht von Probe zu Probe unterscheiden. Fast alle Variablen, die das Endergebnis
beeinflussen konnen, werden durch die Normalisierung mit einer Referenz und einem Kalibrator,

eliminiert. Somit kann nur noch die unterschiedliche PCR-Effizienz das Endergebnis

beeinflussen.

Basierend auf der Basis-PCR-Gleichung fiir die relative Quantifizierung N = N, x E®, ist die
entstehende Kopienzahl bei einem bestimmten Zyklus die Funktion der eingesetzten Kopienzahl
N,, der PCR-Effizienz E und dem gemessenen crossing point (Cp), also dem Zyklus, bei dem die
PCR-Amplifikation in die exponentielle Phase eintritt und somit der Punkt, der als zuverlissig

proportional zur Ausgangskonzentration angesehen werden kann.

Die Effizienz einer PCR wird durch ihre Kinetik wihrend der PCR-Reaktion eingeschriankt. Jeder
Primer, jeder Fluoreszenzfarbstoff und jede Polymerase hat ihre eigene Kinetik wahrend des
Reaktionsablaufes, so dass diese Formel nicht mehr vollkommen giiltig ist. Einfluss auf die PCR
Effizienz haben unterschiedliche Faktoren wie, Ausgangskonzentration des Templates, Qualitat

der Nukleinsiure, Dauer einer PCR Reaktion, Effizienz der Polymerase, Nukleotid- und MgCl,-

Konzentration, sowie Primersequenz und Primerlinge. Zudem wird die Reaktion nach
ca. 30 Zyklen wegen der zu geringen Enzymmenge im Verhiltnis zur DNA begrenzt und die
Aktivitit der Polymerase nimmt ab, da die Hitze das Enzym mit der Dauer denaturiert. Weiterhin
konkurriert die Hybridisierung der DNA-Stringe untereinander mit der Primerbindung.
Deswegen wird bei der endgiiltigen Berechnung die Effizienz E fiir jedes Primerpaar mit Hilfe
einer Standardkurve und folgender Formel neu definiert:
E = 107/ slope = Steigung der Standardkurve
Ohne Beriicksichtigung der wirklichen Effizienz, wiirde man einen hohen Fehler in die

Quantifizierung mit einbeziehen (Tab. 3-7).
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Detektionszyklus | 10 15 20 25 30 35
2,00 . : - . . _
1,97 16% 25% 35% 46% 57% 70%
g 1,95 29% 46% 66% 88% 113% 142% 1 | cDNA 1:2 9 | cDNA 1:200
é 2 | cDNA 1:2 10 | cDNA 1:2000
35} 1,90 67% 116% 179% 260% 365% 500% 3 | cDNA 1:2 11 | cDNA 1:2000
§ ) ) R R ) R R 4 | cDNA 1:20 12 | cDNA 1:2000
,80 187% | 385% | 722% | 1290% | 2260% | 3900% = ToDNA 120 113 <DNA 1.20000
1,70 | 408% | 1045% | 2480% | 5710% | 13000% | 29500% 6 |cDNA1:20 |14 cDNA 1:20000
7 | cDNA 1:200 | 15| cDNA 1:20000
1,60 920% | 2740% | 8570% | 26400% | 80700% |246400% 8 [cDNA 1:200 |16 H,Ou
-Tab. 3-7: Mathematische Berechnung des systemischen Fehlers “Tab. 3-8: Pipetierzusitze (2 pl) zu

(2n/En-1) x 100 bei Missachtung der wahten Effizienz (nach Roche)

den 18 ul SYBR Green Primer Mix

Die PCR-Effizienz wurde mit Hilfe von Standardkurven ermittelt, welche 5 Verdinnungsstufen

einer cONA-Probe enthielten, die das Zielgen stark exprimierten und eine PCR-Effizienz wie die

der Proben aufzeigten, sowie den jeweilige SYBR Green Primer Mix (Tab. 3-8). Da die

Expression der Zielgene in verschiedenen Zelllinien unterschiedlich stark und teilweise an der

Nachweisgrenze war, musste fiir die verschiedenen Zielgene unterschiedliche cDNAs benutzt

und eigene Standardkurven angefertigt werden. Mit Hilfe der RelQuant kann man die *.cof-Files

erstellen die eine Quantifizierung erméglichen.
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Die erstellten Standardkurven (Abb. 3-7)
bestanden aus einem linearen Teil und vor
allem bei schwacher Expression des Zielgens
in den hoéheren Zyklen aus einem
parabolischen Teil. Die Steigung des linearen
Teils erlaubte die Berechnung der PCR-
Effizienz. Bei einer optimalen Effizienz und
einer Zehnerverdiinnung verdoppelte sich die
cDNA-Menge innerhalb von 3,3 Zyklen. Eine
geringere Effizienz (E < 2) entsprach einer

steileren Standardkurve (Tab. 3-9).
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-Abb. 3-7: Standardkurven der PPAR-, VDR-,

CYP24A1- und B2 uglobulin-Primer

Primer Korrelation (r) | Steigung (slope) | Effizienz (E)
PPARa -1,00 -3,629 1,886
PPARS -0,99 -3,443 1,952
PPARy -1,00 -3,608 1,893
VDR -1,00 -3,540 1,916
CYP24A1 -1,00 -3,408 1,965
82 uglobulin -1,00 -3,342 1,992

-Tab. 3-9: errechnete PCR-Effizienzen



-36- 3. Material und Methoden

3.4.5.3. Kalibratoren und relative Quantifizierung

Die Standardkurven wurden neben der Berechnung der Effizienz auch zur relativen kalibrator-
normierten Quantifizierung benétigt. Zur Quantifizierung wurde das zu untersuchende Zielgen
auf ein konstant exprimiertes Gen bezogen und mit einem Kalibrator verglichen um Lauf-zu-

Lauf Variationen auszugleichen.

Mit Hilfe der *.cof-Files konnte man mit einem Kalibrator die gemessenen Konzentrationen
unterschiedlicher Ldufe miteinander vergleichen. Um alle Proben innerhalb eines Laufs zu
normalisieren wurde eine Probe, die eine stabile Ratio aus Zielamplifikat (fargef) zu
Referenzamplifikat (reference) besal, als Kalibrator genommen. Zusitzlich musste der Kalibrator
einen konstanten Cp-Wert zwischen verschiedenen LightCycler-Laufen besitzen. Diese
Vorraussetzungen erschwerten die Wahl des Kalibrators erheblich. Da bei jedem LightCycler
Lauf eine Probe des Kalibrators mitlief, konnte es bei einer groBen Anzahl an Liufen
vorkommen, dass man nicht genug cDNA hatte um alle Laufe mit dem gleichen Kalibrator
durchzufiihten. Um aber dennoch die Werte, die mit verschiedenen Kalibratoren ermittelt
wurden, miteinander vergleichen zu kénnen, verwendete man den sogenannten corvection factor.
Der correction factor hatte beim urspriinglichen Kalibrator den Wert 1 und wurde durch einen
Vergleich des urspriinglichen mit dem neuen Kalibrator neu ermittelt. Dazu erstellte man
mehrere Proben (Tab. 3-10), sowie H,O+zarget und H,O+reference, die es ermoglichten die
Expression des Zielgens mit der des Referenzgens sowohl in der urspriinglichen Kalibrator-

c¢DNA als auch im neuen Kalibrator miteinander zu vergleichen.

1 Kalibrator (new)+zarget 7 Kalibrator (neu)+reference 13 Kalibrator (alt)+7zarget 19 Kalibrator (alt)+7zarget
2 Kalibrator (neu)+zarget 8 Kalibrator (neu)+reference 14 Kalibrator (alt)+7zarget 20 Kalibrator (alt)+7zarget
3 Kalibrator (neu)+zarget 9 Kalibrator (neuw)+reference 15 Kalibrator (alt)+Zarget 21 Kalibrator (alt)+Zarget
4 Kalibrator (neu)+zarget 10 Kalibrator (neu)+reference 16 Kalibrator (alt)+reference 22 Kalibrator (alt)+reference
5 Kalibrator (neu)+zarget 11 Kalibrator (neu)+reference 17 Kalibrator (alt)+reference 23 Kalibrator (alt)+reference
6 Kalibrator (neu)+zarger | 12 Kalibrator (neuw)+reference 18 Kalibrator (alt)+7eference 24 Kalibrator (alt)+7eference

-Tab. 3-10: Pipettierschema zur Erstellung des corvection factors

Bei der Berechnung des correction factors wurden die Werte 1 bis 6 und 7 bis 12 gemittelt und die
beiden Mittelwerte voneinander abgezogen. Die restlichen Werte wurden jeweils zu dritt gemittelt
und die references von den fargets abgezogen. Die beiden Differenzen ergaben gemittelt den
correction factor, mit dem man eine neue *.cof-File herstellen konnte indem man den correction factor
mit der bisherigen Standardkurve mit der RelQuant Software verrechnete. Die jeweiligen

Kalibratoren wurden als Aliquots von jeweils 10 pl bei -20 °C gelagert (Tab. 3-11).
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Zielgen Kalibrator 1 (cDNA) Kalibrator 2 (cDNA) Kalibrator 3 (cDNA)
PPARo | NHM unbehandelt (1:100) LNCaP unbehandelt (1:10) LNCaP unbehandelt (1:10)
PPARS NHM unbehandelt (1:100) LNCaP unbehandelt (1:10) LNCaP unbehandelt (1:10)
PPARY NHM unbehandelt (1:100) LNCaP unbehandelt (1:10) LNCaP unbehandelt (1:10)
VDR NHM unbehandelt (1:100) MeWo 96h 1,25(0OH).Ds 108 M (1:50) MeWo 24h 1,25(OH)2Ds 10-¢ M (1:10)
CYP24A1 | MeWo 72h 1,25(OH)>D5 108 M (1:10)

-Tab. 3-11: Pipettierschema zur Erstellung des correction factors

Mit der RelQuant konnten folgende correction factors (Tab. 3-12) zwischen den Kalibratoren

ermittelt werden:

Gen Kal. 2—>Kal. 1 | Kal. 3—Kal. 1
PPAR« 0,0825 0,2200
PPARS 0,0212 0,0777
PPARy 0,1400 0,2300

VDR 0,0316 0,0158

-Tab. 3-12: correction factors zwischen den
verschiedenen Kalibratoren

Mit der RT-PCR wurde die relative Expression eines Ziel- oder Referenzgens (Haushaltsgen =
B2 pglobulin) (Schneider-Stock et al., 2003) fir jede Probe gemessen. Jeder Lauf hatte ein
festgelegtes Pipettierschema (Tab. 3-13), damit die RelQuant Software die Daten auswerten

konnte:

1 Kalibrator+arget 9 Probe 2+arget 17 Probe 4+ target 25 Probe 6-+arget

Probe 1+reference 15 Probe 3+reference 23 Probe 5+reference 31

2 Kalibratot+zarget 10 Probe 2+/arget 18 Probe 4+ target 26 Probe 6+7arget
3 Kalibrator+reference | 11 Probe 2+reference 19 Probe 4+ reference 27 Probe 6+reference
4 | Kalibrator+reference | 12 Probe 2+reference 20 Probe 4+ reference 28 Probe 6+reference
5 Probe 1+7arget 13 Probe 3+/arget 21 Probe 5+7arget 29 H>O+arget

6 Probe 1+7arget 14 Probe 3+/arget 22 Probe 5+7arget 30 HoO+reference
7

8

Probe 1+reference 16 Probe 3+reference 24 Probe 5+reference 32

-Tab. 3-13: Pipettierschema fiir die Quantifizierung mittels RT-PCR durch den LightCycler

Da jeweils Doppelbestimmungen fiir jeden Wert des Laufs vorliegen sollten und der Rotor
insgesamt Platz fir 32 Kapillaren hatte, konnten maximal 6 Proben pro Lauf gleichzeitig
quantifiziert werden. Die endgiltige Ratio ist eine Funktion der PCR-Effizienz und des
detektierten crossing points, also die Zyklusnummer in dem die messbare Extinktion einer Probe
wihrend der Amplifikation aus dem Hintergrund der generellen SYBR Green I Fluoreszenz
(threshold) hervortritt. Die absolute Kopienzahl am Detektionshintergrund wurde hierbei nicht
benotigt. Um Pipettierungenauigkeiten auszugleichen ermittelte die Software Mittelwerte (CP

median) der doppelt vorhandenen Zarger- und reference- Amplifikate. Nun wurde der CP median des



-38- 3. Material und Methoden

targets von dem der reference subtrahiert. Dieser ACP median-Wert wurde ausgerechnet um Lauf-
zu-Lauf Variationen in der Quantifizierung der Zielgene zu messen. Somit erhielt man einen
Uberblick iiber Reproduzierbarkeit einer Messung. Zur Quantifizierung musste eine

Normalisierung auf einen Kalibrator erfolgen:

[target (Probe)] / [reference (Probe)]

relative Ratio =
([target (Kalibrator)] / [reference (Kalibrator)] ) x corvection factor

Die daraus resultierende Berechnung der kalibrator-normalisierten Ratio bendtigte nicht die
Anwesenheit einer Standardkurve in jedem LightCycler-Analyse-Lauf. Die im LightCycler
generierten Daten wurden in einer Textdatei exportiert und in Bezug zu der Standardkurve
gesetzt, indem sie mit der schon gesicherten *.cof-File verglichen wurden. Man erhielt eine
normalisierte Ratio als Endresultat. Jede Probe wurde 4 x gemessen und die gemessenen Werte
gemittelt und davon die Standardabweichung berechnet. Da die RT-PCR eine sehr sensible
Detektionsmethode ist, muss beim Pipettieren und Hantieren der Proben stindig Handschuhe
tragen. Zusitzlich fand das Pipettieren der Proben und die relative Quantifizierung im
LightCycler in unterschiedlichen Rdumen statt um mogliche Kontaminationen mit fremder DNA

zu verhindern.

3.5.Statistik

Die Einzelwerte oder Mittelwerte einzelner Versuche wurden als Mittelwerte +/- Standardfehler
angegeben. Die Signifikanz wurde bei Normalverteilung mit dem ungepaarten, zweiseitigen t-Test

ermittelt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p ist in den Abbildungen wie in Tab. 3-14 angezeigt:

ns. p > 0,05 nicht signifikant
* p =0,05 signifikant
stk p = 0,005 starksignifikant

ok p = 0,0005 hochsignifikant

-Tab. 3-14: Irrtumswahrscheinlichkeit p

Um die lineare Abhingigkeit zwischen 2 (Intervall-skalierten) Variablen zu ermitteln, wurde der
Korrelationskoeffizient r berechnet. Fur Werte, die im Bereich von einer steigenden Geraden
liegen, ergibt der empirische Korrelationskoeffizient r einen Wert, der "ungefdhr" bei 1 liegt, fiir
solche auf einer fallenden Geraden einen Wert "ungefiht" bei (-1) und z.B. fir stark streuende
einen Wert bei 0. Variablen mit einem positiven Korrelationskoeffizienten heilen positiv
korreliert, in diesem Fall wichst Y mit X, Variablen mit negativen Korrelationskoeftizienten
heien negativ korreliert, in diesem Fall fillt Y mit wachsendem X. Die Bewertung des

Korrelationskoeffizients r wird in der Tab. 3-15 zusammengefasst.
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Korrelationskoeffizient r Bewertung

02<r=<0,2 sehr geringer linearer Zusammenhang

055r<-02o0der02<r <05 geringer linearer Zusammenhang

-0,7 <1 <-0,50der 0,5 <t = 0,7 | mittelgroBer linearer Zusammenhang

09<1r<-070der0,7<r <09 hoher linearer Zusammenhang

-1,0 =1 <-0,9 oder 0,9 <t < 1,0 sehr hoher linearer Zusammenhang

-Tab. 3-15: Korrelationskoeffizient t

Zudem wurde die lineare Regression zwischen den Variablen X und Y berechnet. Wihrend die
Korrelation nur einen einzigen Wert zur Beschreibung einer linearen Abhingigkeit, namlich den
Korrelationskoeffizienten r liefert, dient die lineare Regression zur genaueren Modellierung eines
vermuteten linearen Zusammenhangs. Die Regression wird in der Form einer Geradengleichung
Y = mX + b + Z) dargestellt. Dabei sind m und b feste, aber unbekannte Parameter und Z ist
ein "zufilliger Fehlet", z.B. ein physikalischer Messfehler oder ein individueller Storeffekt. Aus
dieser Geradengleichung lisst sich ebenfalls die Grée R, berechnen. Fiir R, "nahe bei 1" erklirt
das lineare Modell Y = mX + b einen Grofiteil der gesamten empirischen Varianz von Y,

wihrend der Fehler Z nur unwesentlich zur Varianz beitrigt.
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4. Ergebnisse

Die untersuchten nukleiren Hormonrezeptoren (PPARs und VDR) spielen eine wichtige Rolle in
der Entstehung und im Verlauf von Tumorerkrankungen. Unbekannt ist bisher welche Rolle
diese Rezeptoren bei der Atiologie und Progression des malignen Melanoms spielen. In der
vorliegenden Arbeit wurden MeWo-Zellen ausgesucht, da man von dieser Melanomzelllinie weil3,
dass sie den VDR stark exprimiert und gegeniiber den antiproliferativen Effekten von
1,25(0OH),D; sensitiv ist (Seifert et al., 2004; Reichrath et al., 2007). Zur Untersuchung des
Wachstumsverhaltens von Melanomzellen wurden 7z vitro Proliferations-Assays durchgefiihrt. Die
Genexpression wurde mit Hilfe der RT-PCR-Methode in MeWo-Zellen, aber auch in anderen
Melanomzelllinien, NHM und in nicht-melanozytiren Zelllinien untersucht. Um die Ergebnisse
der Proliferations-Assays mit den Ergebnissen der RT-PCR-Versuche, d.h. der mRNA-
Expressionen besser vergleichen zu kénnen, wurden alle Versuche unter den gleichen
Bedingungen durchgefiihrt und die Zellen auch gleich behandelt. Als Zeitwerte der Kulturdauer
wurden zum einen ein 24 h-Wert gewihlt, da sich die Expression der Kernrezeptoren oft schon
innerhalb weniger Stunden verindern kann. Zum anderen wurde eine lange Kulturdauer von
120 h gewihlt, da sich in den Proliferations-Assays meist erst deutliche Unterschiede nach einer
Kulturdauer von 72 h bis 120 h bemerkbar machen und dann Verinderungen des Zellwachstums

mit der Expression der Kernrezeptoren besser verglichen werden kénnen.

Die VDR-Bindungskapazitit von 1,25(OH),D; ist in der frihen logarithmischen Phase des
Zellwachstums viel stirker als bei zunehmender Konfluenz (Pillai et al., 1988; Merke et al., 1989).
Deswegen war es vor der Behandlung mit den Liganden wichtig, die Kulturbedingungen
herauszufinden bei denen sich die Zellen in allen Versuchen in der gleichen Wachstumsphase d.h.
in der Proliferationsphase befanden. Damit alle Versuche miteinander verglichen werden
konnten, wurden alle Kulturschalen bis auf die Liganden-Behandlung den gleichen
Kulturbedingungen ausgesetzt. Die Ermittlung der Werte erfolgte ebenfalls einheitlich. Da
insgesamt eine sehr groBle Menge an Daten ermittelt wurde, wurden die Ergebnisse in den
nachfolgenden  Abbildungen  nur  graphisch  dargestellt. ~Die  Mittelwerte  und
Standardabweichungen der Rohdaten befinden sich in Kapitel 8 im Anhang,

Wie oben bereits erwihnt, spielen die untersuchten Kernrezeptoren eine wichtige Rolle in der
Differenzierung und Proliferation von Zellen. Bisher wurde noch nicht untersucht, ob die PPARs
in der Melanomzelllinie MeWo exprimiert werden. Erste Vorversuche sollten zeigen, ob und wie
stark die PPARs in den MeWo-Zellen exprimiert werden und ob es eine Abhingigkeit von der

Zelldichte oder Kulturdauer gibt.
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4.1. Wachstumsverhalten von MeWo-Zellen und Expression der PPARs und des
VDRs in MeWo in Abhingigkeit von der Kulturdauer

Frage 1: Welchen Einfluss bat die Kulturdaner anf das Wachstumsverbalten von MeWo-Zellen?

Da sowohl die Proliferations-Assays als auch die RT-PCR-Versuche eine Kulturdauer von bis zu
120 h vorsahen, musste zuerst untersucht werden, ob die MeWo-Zellen Uber einen Zeitraum von
120 h kontinuierlich proliferieren. Da eine Behandlung mit Liganden geplant war, erfolgte

ebenfalls eine Behandlung mit EtOH, dem Losungsmittel der Liganden.

In einem ersten Vorversuch wurden mit einem Proliferations-Assay 3000 Zellen/Well in 24 Well-
Mikrotiterplatten gegeben und 2 Tage vorinkubiert. Dann wurde das Medium gewechselt und ein
Teil der Zellen mit EtOH in einer Konzentration von 10° M behandelt und die Behandlung
jeweils nach 48 h erneuert. Nach der entsprechenden Behandlungsdauer wurden sie mit
Kristallviolett gefirbt und fotometrisch vermessen. Durch Ubertragen auf 96-Well-
Mikrotiterplatten (im Verhiltnis 1 zu 3) und 2-maliges Messen konnten zur genaueren
statistischen Auswertung mehr Werte ermittelt werden. Da die gemessene Absorption bei 550 nm
direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen anstieg, konnte man mit den gemessenen
gemittelten Werten eine Wachstumskurve erstellen. Der Versuch wurde insgesamt 3 x wiederholt.

Abb. 4-1 zeigt die Werte eines reprisentativen Experiments d.h. einer Mikrotiterplatte.

In allen untersuchten Platten konnte Uber die < 0,50 1 8 ohne Behandiung

Kulturdauer von 120 h ein kontinuietliches %0'40 | mEOH

Wachstum festgestellt werden. Der stirkere g %0

Wachstumsanstieg nach dem 48 h- und 96 h- g Z’jz

Wert lieB sich durch den Mediumwechsel & 0:00

erkliren der zu diesen Zeitpunkten stattfand. 24h 48h Zith 96 h 120h

Offensichtlich hatten die Zellen in den ersten  _Apb.  4-1:  Anstieg  der  MeWo-Zellzahl

(= proportional zur gemessenen Absorption bei
550 nm nach Kristallviolettfirbung der MeWo-Zellen)
tber eine  Kulturdauer von 120 h in

24 h nach dem Mediumwechsel die besten

WaChStumeedlngungen' 96-Wellmikrotiterplatten ohne Behandlung (blau) und
nach  EtOH-Behandlung  (rot)  (representives
Experiment)

Fazit:

- Der Versuch zeigte sowohl ohne Behandlung als auch in der EtOH-Kontrolle ein
kontinuierliches Wachstum der MeWo-Zellen. Deswegen wurden bei allen Proliferations-

Assays nur die 24, 72 und 120 h-Werte untersucht.
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Frage 2: Werden die PPARs und der VDR in MeWo-Zellen exprimiert? Hat die Kulturdauer einen Einfluss
auf die Expression der PPARs und des V'DRs in MeWo-Zellen?

Da die Expression der PPARs in der Zelllinie MeWo bisher noch nicht untersucht wurde, sollte

ein Vorversuch zeigen, ob und wie stark (z.B. im Vergleich zum VDR) die Kernrezeptoren

exprimiert werden. Es ist bekannt, dass die PPARs und der VDR eine wichtige Rolle in der

Zelldifferenzierung und -proliferation spielen. Da die Zelldichte und Kulturbedingungen

unabhingig von der Behandlung Einfluss auf die mRNA-Expression der nukledren

Hormonrezeptoren nehmen koénnen, war deren Untersuchung ebenfalls notwendig.

Dazu wurden MeWo-Zellen nach dem Aussien (600.000 Zellen/Kulturschale) 2 Tage
vorinkubiert und alle 2 Tage das Medium gewechselt. Alle 24 h wurde ein Teil der Kulturschalen
(24, 48, 72, 96 und 120 h-Wert) fotografiert, geerntet und die PPAR- und VDR-Expression
ermittelt. Bis zum konfluenten Wachstum der Zellen (120 h-Wert) wurden die Zellen weiter
kultiviert um auch spite Verinderungen der PPAR- und VDR-Expression feststellen zu kénnen.
Die Fotografien wurden zur Bestimmung der Zelldichte und zur Beschreibung morphologischer

Verinderungen iiber die Kulturdauer von 120 h angefertigt (Abb. 4-2 a.-e.).

» b s ~ ¥ e N

.~ -Abb. 4-2 a-e: Fotografien der
. Zellen in den Kulturschalen an den
| verschiedenen Zeitwerten nach 48 h
, Vorinkubation (VergréBerung: 400-
fach): a. 24 h-Wert

b. 48 h-Wert

c. 72 h-Wert

d. 96 h-Wert

e. 120 h-Wert

- Alle 4 Kulturschalen eines Zeitwertes zeigten eine dhnliche Zelldichte, welche exemplarisch
in Abb. 4-2 a.-e. dargestellt ist.

- Wie in den Fotografien gezeigt, teilten sich die diinn ausgesiten Zellen kontinuierlich und
waren bei der Bestimmung des 120 h-Wertes fast vollstindig konfluent.

- Morphologische Verinderungen konnten nicht beobachtet werden.

Nach dem Fotografieren wurden die Zellen einer Kulturschale geerntet, die mRNA isoliert und

die Expression der PPARs und des VDRs mit Hilfe der RT-PCR-Methode bestimmt.
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Hierbei erfolgte die Quantifizierung des gesuchten Gens (PPARs oder VDR) in den Proben mit
einer Normalisierung auf einen Kalibrator. Dadurch erhielt man einen Wert, den man relative
Ratio nennt. Er erlaubt die Expression verschiedener Gene miteinander zu vergleichen. Fine
mRNA-Menge wird allerdings nicht bestimmt. In allen Versuchen wurden mit jeder Probe 4
Messungen durchgefiihrt. Die ermittelten relativen Ratios einer Probe wurden gemittelt und die
jeweilige Standardabweichung berechnet (siche Kapitel 8) und graphisch dargestellt. Zusitzlich
wurde die Korrelation d.h. der Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression und der

Kulturdauer ermittelt.

PPARa-Expression: Die Standardabweichungen der PPARa-Expressionswerte der MeWo-
Zellen einer einzelnen Kulturschale waren relativ gering (1,68 - 18,96 %). Betrachtet man
allerdings die Abb. 4-3, so fillt auf, dass die PPARa-Expression der MeWo-Zellen der
verschiedenen Schalen, trotz gleicher Kulturbedingungen, stark variierte (19,02 - 44,70 %
Standardabweichung). Obwohl es nach dem Wechsel des Kulturmediums (48 h und 96 h) jeweils
zu einem leichten Anstieg der PPARa-Expression kam (72 h- und 120 h-Wert), konnte tiber die
0,399) zwischen der

gesamte Kulturzeit von 120 h nur eine geringe positive Korrelation (r =

PPARa-Expression und der Kulturzeit festgestellt werden (Abb. 4-4).
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-Abb. 4-3: PPARa-Expression tber die Kulturdauer
von 120 h in MeWo ohne Behandlung in
verschiedenen Kulturschalen (orange = Schale 1; griin
= Schale 2; gelb = Schale 3; blau = Schale 4) und

-Abb. 4-4: Korrelation (schwarze Linie) zwischen der
PPARa-Expression in den verschiedenen
Kulturschalen (1 roter Punkt = 1 Messwert) und der
Kulturdauer (Methode: RT-PCR)

deren Mittelwert (rote Linie) (Methode: RT-PCR)

PPARGS-Expression: Auch die PPARS-Expression (Abb. 4-5) der MeWo-Zellen in den
verschiedenen Kulturschalen variierte stark (10,94 - 36,69 % Standardabweichung) trotz geringer
Standardabweichung der Expressionswerte der Zellen einer Kulturschale (2,79 - 15,73 %)).
Ahnlich wie PPAR« wurde auch PPARS in MeWo-Zellen nach jedem Mediumwechsel (72 h- und
120 h-Wert) leicht stirker exprimiert als vor dem Mediumwechsel. Beim Betrachten der
Korrelation zwischen der PPARS-Expression und der Kulturzeit konnte nur ein geringer
Zusammenhang (r = 0,148) zwischen der PPARS-Expression und der Kulturzeit festgestellt
werden (Abb. 4-0).
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-Abb. 4-5: PPARS-Expression Uber die Kulturdauer  -Abb. 4-6: Korrelation (schwarze Linie) zwischen der
von 120 h in MeWo ohne Behandlung in  PPARS-Expression in den verschiedenen
verschiedenen Kulturschalen (orange = Schale 1; griin =~ Kulturschalen (1 roter Punkt = 1 Messwert) und der
= Schale 2; gelb = Schale 3; blau = Schale 4) und  Kulturdauer (Methode: RT-PCR)

deren Mittelwert (rote Linie) (Methode: RT-PCR)

PPARy-Expression: PPARy wurde in MeWo sehr niedrig exprimiert und lag teilweise unter der
Nachweisgrenze (Abb. 4-7). So waren in den MeWo-Zellen aller 4 Schalen die 72 und 96 h-Werte
PPARy nicht mehr nachweisbar. Zwischen der PPARy-Expression und der Kulturzeit gab es nur
eine geringe negative Korrelation (r = -0,375) (Abb. 4-8).
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-Abb. 4-7: PPARy-Expression iiber die Kulturdauer  -Abb. 4-8: Korrelation (schwarze Linie) zwischen der
von 120 h in MeWo ohne Behandlung in  PPARy-Expression in den verschiedenen
verschiedenen Kulturschalen (orange = Schale 1; griitn =~ Kulturschalen (1 roter Punkt = 1 Messwert) und der
= Schale 2; gelb = Schale 3; blau = Schale 4) und  Kulturdauer (Methode: RT-PCR)

deren Mittelwert (rote Linie) (Methode: RT-PCR)

VDR-Expression: Neben den PPARs wurde auch die basale VDR-Expression in der RT-PCR
untersucht (Abb. 4-9). Trotz geringer Standardabweichung der VDR-Expression der MeWo-
Zellen der einzelnen Kulturschalen (4,34 - 21,33 %) schwankten die VDR-Expression-Werte der
MeWo-Zellen der verschiedenen Kulturschalen stark (12,17 - 36,84 % Standardabweichung).
Auffillig war, dass die VDR-Expression nach 24 h im Vergleich zu den spiteren Zeitwerten
leicht stirker war. Insgesamt bestand aber nur ein geringer negativer linearer Zusammenhang

zwischen der VDR-Expression und der Kulturzeit (r = -0,274) (Abb. 4-10).
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-Abb. 4-9: VDR-Expression iiber die Kulturdauer von
120 h in MeWo ohne Behandlung in verschiedenen
Kulturschalen (orange = Schale 1; griin = Schale 2;
gelb = Schale 3; blau = Schale 4) und deren Mittelwert

-Abb. 4-10: Korrelation (schwarze Linie) zwischen der
VDR-Expression in den verschiedenen Kulturschalen
(1 roter Punkt = 1 Messwert) und der Kulturdauer
(Methode: RT-PCR)

(rote Linie) (Methode: RT-PCR)

Fazit:

- MeWo-Zellen exprimieren sowohl den VDR als auch alle 3 PPARs.

- Die VDR-Expression war am stirksten, wahrend die PPARy-Expression sehr nahe an der
Nachweisgrenze der RT-PCR-Methode war. Zur Behandlung mit PPAR-Liganden wurden
deswegen in den folgenden Versuchen hauptsichlich Liganden gewihlt, die PPAR«
und/oder PPARS als Bindungspartner bevorzugen.

- Es zeigte sich, dass es an den Zeitwerten nach dem Mediumwechsel (d.h. 72 h- und 120 h-
Wert) zu einem leichten Anstieg der PPARa- und PPARS-Expression in MeWo-Zellen kam.
Dies ist am ehesten auf die Verbesserung der Kulturbedingungen zuriickzufithren.

- Die Analyse der Korrelation zwischen der PPAR- bzw. der VDR-Expression und der
Kulturdauer zeigte, dass die Kulturdauer und somit die Zelldichte keinen starken Einfluss
auf die Expression der PPARs und des VDRs hatte. Daher wurden bei den anschlieBenden
Versuchen ein frither (24 h-Wert) und ein spiter (120 h-Wert) Stundenwert untersucht.

- Um die starken Schwankungen der Expression der Kernrezeptoren zwischen den
Kulturschalen trotz gleicher Kulturbedingungen zu minimieren, wurde in den Versuchen die
mRNA von 2 - 4 Kulturschalen gepoolt und dann erst die Genexpression mit Hilfe der

RT-PCR gemessen.

4.2. Wachstumsverhalten von MeWo-Zellen und Expression der PPARs und des
VDRs in MeWo nach 1,25(OH),D;-Behandlung

Frage 3: Welchen Einfluss bat die 1,25(0OH),D ;-Behandlung anf das Wachstumsverhalten von MeWo-Zellen?

Aus der Literatur weil3 man, dass 1,25(OH),D; einen antiproliferativen Effekt auf MeWo hat
(Seifert et al., 2004). Zu einem spiteren Vergleich mit evtl. Verinderungen des Zellwachstums
unter der Behandlung mit anderen PPAR- und VDR-Liganden wurden MeWo-Zellen mit

1,25(OH),D; behandelt. Dazu wurden, wie in dem Vorversuch mit einem Proliferations-Assay,
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3000 Zellen/Well in 24 Well-Mikrotiterplatten gegeben und 2 Tage vorinkubiert. Dann wurde das
Medium gewechselt und die Zellen mit 1,25(OH),D; in einer Konzentration von 10° M (oder als
Kontrolle mit dem Lo&sungsmittel EtOH) behandelt und die Behandlung jeweils nach 48 h
erneuert. Nach 24, 72 und 120 h wurden dann die Zellen in den Mikrotiterplatten mit
Kiristallviolett gefarbt und fotometrisch vermessen. Der Versuch wurde 7 x wiederholt, die Werte
gemittelt und die Standardabweichung berechnet (Abb. 4-11). Fir die prozentuale Darstellung
wurden die Mittelwerte auf den Mittelwert der EtOH-Kontrolle (= 100 %) der jeweiligen Platte
bezogen, da 1,25(OH),D, in EtOH gel6st war (Abb. 4-12).

0,40 +
S 0,351  mohne Behandlung 1,25(0H)2D3 59,08 ' I b
5 030 EtOH 2 ]
3 0,25 A S
o ’
=1,25(0H)2D3 2 moH -.—|
c
$ 0,15 - g ]
(%]
1 ohne
£ handl w0210 [Il— s
g 0,05 A Behandlung
0,00 \ i ‘ ‘ ‘ ‘
24h 72h 120h 0 50 100 150
Zeit gemessene Absorption nach 220 h Kutur (in %)
-Abb.  4-11:  Anstieg  der = MeWo-Zellzahl ~ -Abb. 4-12: MeWo-Zellzahl (= proportional zur

(= proportional zur gemessenen Absorption bei
550 nm nach Kiristallviolettfarbung der MeWo-Zellen)
Uber ecine Kulturdauer von 120 h in  96-
Wellmikrotiterplatten ohne Behandlung (blau), nach
EtOH-Behandlung (rot) und nach 1,25(OH).Ds-
Behandlung (gelb)

gemessenen  Absorption bei 550 nm  nach
Kiristallviolettfirbung der MeWo-Zellen) in % nach
120 h ohne Behandlung (blau) und nach
1,25(0OH);Ds-Behandlung (gelb) im Vergleich zur
EtOH-Behandlung (rot) (n.s. = p > 0,05; ¥ = p <
0,0005)

- Unabhingig von der Behandlung konnte ein kontinuierliches Wachstum beobachtet werden.

- Das Wachstum von MeWo wurde von EtOH nicht beeinflusst (p = 0,34).

- Nach 120 h 1,25(OH),D;-Behandlung betrug die Proliferation im Vergleich zur EtOH-
Kontrolle nur noch 59,08 % (p =< 0,0005).

Frage 4: Welchen Einfluss hat die 1,25(OH),D;-Bebandiung anf die PPAR- und 1VDR-Expression in
MeWo-Zellen?
eine starke

In den Proliferations-Assays sich nach 1,25(OH),D;-Behandlung

Proliferationshemmung der MeWo-Zellen. Die PPARs und der VDR spielen eine wichtige Rolle

zeigte

in der Zelldifferenzierung und -proliferation. Die Behandlung mit Liganden kann neben dem
Zellwachstum auch die Expression der Kernrezeptoren verindern. Die Untersuchung der PPAR-
und VDR-Expression erfolgte zum Nachweis evtl. starker Verinderungen der mRNA-
Expression der Kernrezeptoren, die mit der beobachteten Wachstumshemmung in Verbindung
stehen konnten. Daneben gibt es Hinweise, dass die Signalwege verschiedener Kernrezeptoren

sehr eng zusammenhingen. Dies konnte in Melanomzellen noch nicht nachgewiesen werden.
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Wie beim Vorversuch wurden die Zellen in Kulturschalen (600.000 Zellen/Kulturschale)
ausgesit, 2 Tage vorinkubiert und alle 2 Tage das Medium gewechselt, nach 24 und nach 120 h
Kulturzeit geerntet und anschlieBend mit Hilfe der RT-PCR die Genexpression untersucht. Da
das 1,25(OH),D; in EtOH gelost war, wurden zuerst die Einflisse der EtOH-Kontrolle
untersucht, um sicher gehen zu koénnen, dass Expressionsunterschiede nach 1,25(OH),D,-

Behandlung auf die Wirkung des Liganden zurtickzufiihren waren.

Um die Wirtkung des 1,25(OH),D; zu kontrollieren, wurde zusitzlich die Expression des
CYP24A1-Gens untersucht, da diese durch 1,25(OH),D, mehr als 10000-fach induziert wird. Der
Versuch wurde 3 x wiederholt. Die Expression jeder Probe wurde mit Hilfe der RT-PCR 4 x

gemessen, die erhaltenen Werte gemittelt und statistisch ausgewertet (Abb. 4-13 bis 4-18).
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-Abb. 4-13: PPARa-Expression  -Abb. 4-14: PPARS-Expression  -Abb. 4-15: PPARy-Expression

nach 24 und 120 h EtOH-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
unbehandelten  MeWo  (blau)
(* =p =005 * =p =< 0,005
(Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-16: VDR-Expression
nach 24 und 120 h EtOH-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
unbehandelten MeWo (blau) (n.s.
= p > 0,05 ** = p < 0,0005)
(Methode: RT-PCR)

nach 24 und 120 h EtOH-
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-Abb. 4-17: CYP24A1-Expression
nach 24 und 120 h EtOH-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
unbehandelten  MeWo  (blau)
(n.s. = p > 0,05) (Methode: RT-
PCR)
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-Abb. 4-18: Faktorielle Verinderung
der mRNA-Expression in EtOH-
behandelten Zellen im Vergleich zu
unbehandelten  Zellen (ns. =
p > 0,05 * = p < 0,05 * =p <
0,005; ¥+ = p < 0,0005) (Methode:
RT-PCR)

Es zeigte sich, dass die EtOH-Behandlung vor allem zu einer verminderten Expression von
PPARa (24 h: 58,67 % (p < 0,005); 120 h: 69,17 % (p < 0,05)) (Abb. 4-13 und 4-18), PPARS
(24 h: 62,89 % (p = 0,05); 120 h: 41,74 % (p =< 0,005)) (Abb. 4-14 und 4-18) und des VDRs
(24 h: (p = 0,59); 120 h: 50,62 % (p < 0,0005)) (Abb. 4-16 und 4-18) fihrte.
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Bei sehr geringer Genexpression nahm die Standardabweichung stark zu. Die RT-PCR-Methode
gehort zu den sensibelsten Methoden zum quantitativen Nachweis von selbst geringsten mRNA-
Mengen. Jede Methode hat allerdings eine begrenzte Kapazitit. Bei sehr geringer Genexpression
d.h. nahe an der Nachweisgrenze kommt es zur starken Streuung der Messwerte. Die hohe
Standardabweichung in den nachfolgenden Versuchen wie z.B. beim Nachweis der PPARy- oder

CYP24A1-Expression, ist als ein Zeichen der sehr geringen mRNA-Expression (d.h. an der

Nachweisgrenze) anzusehen.

Eine

Standardabweichung nur minimal reduzieren.

Fazit:

hiufigere Wiederholung der

Versuche konnte die

- Da EtOH die Expression der Kernrezeptoren beeinflusste, wurden in den nachfolgenden

Versuchen alle Expressionsdaten der Liganden-behandelten Zellen mit der EtOH-Kontrolle

in einer Konzentration von 10°* M verglichen.

IN
s}

., EBOH
B 1,25(0H)203

*

relative Ratio
= = N N w w
[$)] o [$)] o (6] o (3]

24 h 120 h

-Abb. 4-19: PPARa-Expression
nach 24 und 120 h 1,25(OH)Ds-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten MeWo (blau)
(* = p = 0,05) Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-22: VDR-Expression nach
24 und 120 h 1,25(OH):Ds-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten MeWo  (blau)
(% = p = 0,0005) (Methode: RT-
PCR)
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-Abb. 4-20: PPARS-Expression
nach 24 und 120 h 1,25(OH).Ds-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten MeWo  (blau)
(ns. = p > 0,05 * = p = 0,05
(Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-23: CYP24A1-Expression
nach 24 und 120 h 1,25(OH).Ds-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten MeWo  (blau)
(**¥* = p = 0,0005) (Methode: RT-
PCR)
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-Abb. 4-21: PPARy-Expression
nach 24 und 120 h 1,25(OH).Ds-
Behandlung (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten MeWo (blau)
(ns. = p > 0,05) Methode: RT-
PCR)
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-Abb. 4-24: Faktorielle Verinderung
der mRNA-Expression in
1,25(OH)2D3-behandelten Zellen im
Vergleich zu EtOH-behandelten
(ns. = p > 0,05 * = p < 0,05
= p < 0,005; ¥* = p < 0,0005)
(Methode: RT-PCR)



49 . 4. Ergebnisse

Die Abb. 4-19 bis 4-24 zeigen die graphische Darstellung der gemittelten Werte nach
1,25(OH),D;-Behandlung  im  Vergleich zur EtOH-Kontrolle. Nach 24 h 1,25(OH),D;-
Behandlung (Konzentration 10® M) kam es zu einer 1,69-fach (p < 0,05) und nach 120 h zu einer
1,39-fach (p = 0,05) héheren PPARa-Expression (Abb. 4-19 und 4-24). PPARS wird erst nach
120 h 1,25(OH),D;-Behandlung 1,61-fach stirker exprimiert als die EtOH-behandelten Zellen
(24 h: p = 0,59; 120 h: p = 0,05) (Abb. 4-20 und 4-24). Bei PPARy gab es keine signifikanten
Unterschiede (24 h: p = 0,36; 120 h: p = 0,18) (Abb. 4-21 und 4-24). Die VDR-Expression wurde
nach 1,25(OH),D;-Behandlung hochsignifikant stirker exprimiert (24 h: 2,96-fach (p < 0,0005);
120 h: 4,39-fach (p = 0,0005)) (Abb. 4-22 und 4-24). Die CYP24A1-Expression wurde zusitzlich
untersucht um die Wirksamkeit des 1,25(OH),D; beurteilen zu kénnen. Wie erwartet, kam es bei
beiden Zeitwerten zu einem sehr starken Expressionsanstieg (24 h: 3874-fach; 120 h:
93716-fach), der auch in beiden Fallen hochsignifikant war (p = 0,0005) (Abb. 4-23).

Fazit:

- Der sehr starke Expressionsanstieg von CYP24A1 zeigte, dass die Behandlung mit
1,25(OH),D;, erfolgreich war.

- Die Behandlung mit 1,25(OH),D,, dem aktivsten natirlichen Liganden des VDRs, fithrte zu
einem hochsignifikanten Anstieg der VDR-Expression.

- Obwohl 1,25(OH),D; kein direkter Ligand der PPARs ist, kam es zu einem signifikanten
Expressionsanstieg von PPAR« (24 und 120 h) und von PPARS (120 h).

- Der PPAR-Expressionsanstieg nach 1,25(OH),D;-Behandlung ist ein Hinweis auf einen ¢ross
talk zwischen den Signalwegen der PPARs und des VDRs in der Melanomzelllinie MeWo.

4.3.Basale PPAR-, VDR- und CYP24A1-Expression in anderen Melanomzelllinien,

NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien

Sowohl EtOH als auch 1,25(OH),D; hatten einen signifikanten FEinfluss auf die mRNA-
Expression der Kernrezeptoren in den MeWo-Zellen. Die folgenden Versuche sollten zeigen, ob
diese Beobachtung nur fiir MeWo-Zellen gilt oder auch auf andere Melanomzelllinien oder nicht-
melanozytiren Zellen ausgeweitet werden kann. Bevor die Zellen mit EtOH und 1,25(OH),D,
behandelt wurden, war es sinnvoll zuerst die basale mRNA-Expression der PPARs und des
VDRs zu bestimmen. Untersucht wurden neben MeWo 3 Melanomzelllinien (SK-Mel-5, SK-Mel-
25, SK-Mel-28), primir kultivierte humane Melanozyten (NHM) sowie eine Reihe von Zelllinien
nicht-melanozytiren Ursprungs (HEK293 = humane embryonale Nierenepithelzellen; HepG2 =
humane Hepatoblastomzellen; LNCaP = humane Prostatakarzinomzellen; MCF-7 = humane

Brustkrebszellen; SCL-1 = humane Plattenepithelkarzinomzellen; SZ95 = humane Sebozyten).
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Um vergleichbare Kulturbedingungen zu schaffen, wurden die Zellen wie bei den Versuchen mit
den MeWo-Zellen ausgesit, 2 Tage vorinkubiert, alle 2 Tage das Medium gewechselt und nach
120 h Kulturzeit geerntet. AnschlieBend wurde die Expression der verschiedenen Gene in der
quantitativen RT-PCR 4 x gemessen, gemittelt, statistisch ausgewertet und in den Abb. 4-25 bis

4-28 dargestellt.

Frage 5: Haben andere Melanomzelllinien, NHM und nicht-melanogytire Zelllinien ein dhnliches basales
Excpressionsmuster der Kernrezeptoren wie MeWo-Zellen?
Als allererstes wurde untersucht ob andere Melanomzelllinien oder NHM ein dhnliches
Expressionsmuster der Kernrezeptoren wie die MeWo-Zellen haben. Im Vergleich zu den
Melanomzelllinien exprimierten NHM nur sehr geringe mRNA-Mengen aller 4 untersuchten
Gene. Wenn man die mRNA-Expressionen der verschiedenen melanozytiren Zelllinien
miteinander vergleicht, so fallt auf, dass es lediglich bei der PPAR«- und VDR-Expression starke
Unterschiede gab. SK-Mel-5 und SK-Mel-25 hatten eine etwa dhnlich hohe PPAR«-Expression
wie NHM, wihrend die basale PPARa-Expression in MeWo etwa 5-fach hoher und in SK-Mel-28

sogar etwa 8-fach héher war (Abb. 4-25).
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-Abb. 4-25: Basalen PPARa-Expression nach 120 h
Kultur in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-
25, SK-Mel-28) im Vergleich zu NHM und nicht-
melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293,
HepG2, LNCaP, MCF-7) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-27: Basalen PPARy-Expression nach 120 h
Kultur in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-
25, SK-Mel-28) im Vergleich zu NHM und nicht-
melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293,
HepG2, LNCaP, MCF-7) (Methode: RT-PCR)

-Abb. 4-26: Basalen PPARS-Expression nach 120 h
Kultur in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-
25, SK-Mel-28) im Vergleich zu NHM und nicht-
melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293,
HepG2, LNCaP, MCF-7) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-28: Basalen VDR-Expression nach 120 h
Kultur in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-
25, SK-Mel-28) im Vergleich zu NHM und nicht-
melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293,
HepG2, LNCaP, MCF-7) (Methode: RT-PCR)
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Die PPARS-Expression war in den Zelllinien SK-Mel-25 und SK-Mel-28 etwa doppelt so hoch
wie in NHM und in SK-Mel-5, war aber trotzdem nur halb so hoch wie in MeWo (Abb. 4-26).
PPARy-Expression war in allen melanozytiren Zelllinien sehr niedrig und lag teilweise unter der
Nachweisgrenze. In allen Fillen war die PPARy-Expression deutlich unter der Expression von
PPARa und PPARS (Abb. 4-27). Der VDR wurde wie PPARa in NHM sowie in SK-Mel-5 und in
SK-Mel-25 nur gering exprimiert vgl. mit MeWo und SK-Mel-28 (Abb. 4-28). Auffillig war, dass
ausgerechnet in den Vitamin D-sensitiven Melanomzelllinien (MeWo, SK-Mel-28) sowohl die
basale VDR- als auch die PPARa-Expression viel héher lag als in den Vitamin D-resistenten
Zelllinien (SK-Mel-5, SK-Mel-25).

Fazit:

- Die PPARS-Expression war in allen Melanomzelllinien dhnlich stark.

- Die PPARy-Expression war in den verschiedenen Melanomzelllinien im Vergleich zu NHM
sehr schwach und lag teilweise unter der Nachweisgrenze.

- PPAR« und VDR wurden dagegen in den Vitamin D-sensitiven Melanomzelllinien (MeWo,
SK-Mel-28) stirker exprimiert als in den Vitamin D-resistenten Melanomzelllinien
(SK-Mel-5, SK-Mel-25). Dies ldsst vermuten, dass die PPARa- und VDR-Expression in den
untersuchten Melanomzellen eng miteinander verkniipft sind.

- In NHM war die PPAR- und VDR-Expression insgesamt niedriger als in den
Melanomzelllinien. Dies ldsst vermuten, dass die Transformation zum malignen Melanom zu

einem Expressionsanstieg der Kernrezeptoren fiihrt.

Vergleicht man nun die mRNA-Expression der melanozytiren Zelllinien mit der mRNA-
Expression der nicht-melanozytiren Zelllinien, so fallt auf, dass die Expressionsmuster sich
deutlich unterscheiden (Abb. 4-25 bis 4-28). PPAR« wurde in allen nicht-melanozytiren Zelllinien
(mit Ausnahme von HepG2) etwa gleich hoch wie in den melanozytiren Zelllinien exprimiert
(Abb. 4-25). Die PPARS-Expression von SCL-1 und HEK-293 lag in etwa auf gleichem Niveau
wie die der melanozytiren Zelllinien, wihrend SZ95 die deutlich niedrigste PPARS-Expression
zeigte (Abb. 4-26). HepG2, MCF-7 und vor allem LNCaP hatten eine hohe PPARS-Expression,
welche etwa das 2 - 3,5-fache der PPARS-Expression in MeWo-Zellen betrug. Auch die PPARy-
Expression war in allen nicht-melanozytiren Zelllinien sehr viel stirker exprimiert (5 - 25-fach im
Vergleich zu NHM) (Abb. 4-27). Bei SCL-1, SZ95 und HEK-293 war die PPARy-Expression
sogar hoher als die von PPARx und PPARS. Scheinbar wird PPARy in allen melanozytiren
Zelllinien nur sehr schwach exprimiert. HepG2 hatte insgesamt eine sehr hohe Expression aller
3 PPARs und exprimierte von allen untersuchten Zelllinien sowohl PPAR« als auch PPARy am

starksten.
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Auch der VDR wurde in allen untersuchten Zelllinien sehr unterschiedlich stark exprimiert
(Abb. 4-28). NHM exprimierten den VDR nur sehr gering, wihrend MeWo und SK-Mel-28, auch
im Vergleich zu den nicht-melanozytiren Zelllinien eine sehr hohe basale VDR-Expression
aufwiesen. Die VDR-Expression in SCL-1, §295, HEK-293 und HepG2 war in etwa gleich stark
wie in den Vitamin D-resistenten Melanomzelllinien (SK-Mel-5 und SK-Mel-25) und entsprach
der GroBenordnung der PPARa- und PPARS-Expression. Von den nicht-melanozytiren Zellen
hatten nur LNCaP und MCF-7 eine deutlich héhere VDR-Expression, welche in etwa dem

Expressionsniveau von SK-Mel-28 bzw. MeWo entsprach.

100,000 -
Die zusatzlich untersuchte basale CYP24Al1- 10,000 +
Expression war in den meisten Zelllinien sehr (1)'222:
niedrig und lag bei SK-Mel-5, SK-Mel-28 und %0,010 ]
LNCaP  jenseits der  Nachweisgrenze & 90017
= 0,000 A
(Abb. 4-29). HepG2 besal3 eine aullerordentlich éz\@ 30 K Q}ff?e}' 5 N /\9@ 519% Qoq, c?(’z é(;\
. : W N W€ W0 O ST
hohe basale CYP24A1-Expression, die etwa S of &

dem 10000-fachen von NHM und etwa dem  -\Pb. 4-29: Basalen CYP24Al-Expression nach
v 4 120 h Kultur in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5,

30000-fachen von MeWo entsprach. SK-Mel-25, SK-Mel-28) im Vergleich zu NHM und
nicht-melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-
293, HepG2, LNCaP, MCF-7) (Methode: RT-PCR)
Fazit:
- Die untersuchten Zelllinien hatten sehr unterschiedliche basale Expressionsmuster.
- Vor allem PPARy wurde in den melanozytiren Zelllinien im Vergleich zu den nicht-
melanozytiren Zelllinien viel niedriger exprimiert.
- Verglichen mit den nicht-melanozytiren Zelllinien war die PPAR- und VDR-Expression in
NHM sehr niedrig,
- Die PPARs wurden in LNCaP und HepG2 im Vergleich zu den anderen nicht-
melanozytiren Zelllinien am stirksten exprimiert.
- Wihrend die basale VDR-Expression in HepG2 am niedrigsten von allen untersuchten
Zelllinien war, war die CYP24A1-Expression in HepG2 bei weitem am stirksten ausgeprigt.
- Aus diesem Grund wird 1,25(OH),D; in HepG2 sehr schnell abgebaut. Auf eine
1,25(OH),D;-Behandlung von HepG2 wurde deswegen in den nachfolgenden Versuchen
abgesehen.
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4.4. PPAR-, VDR- und CYP24Al-Expression nach 1,25(OH),D,-Behandlung in

anderen Melanomzelllinien, NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien

Frage 6: Kommt es nach 1,25(0OH),D;-Behandlung in den anderen Melanomzelllinien, in NHN und in den
nicht-melanogytiren Zelllinien zu dabnlichen Expressionsveranderungen der Kernrezeptoren wie in
MeWo?

Wie in Kapitel 4.2. beschrieben fiihrte die Behandlung mit 1,25(OH),D; in MeWo neben einem

Anstieg der VDR-Expression auch zu einem Anstieg der PPARa- und PPARS-Expression in

MeWo. Die folgenden Versuche sollten zeigen, ob diese Beobachtung nur fiir MeWo-Zellen gilt

oder auch auf andere Melanomzelllinien oder nicht-melanozytire Zellen ausgeweitet werden

kann. Da sich in den vorherigen Versuchen zeigte, dass die HepG2-Zellen wegen der niedrigen

VDR-Expression und der sehr hohen basalen CYP24Al-Expression das 1,25(OH),D; sehr

schnell abbauen, wurde auf eine Behandlung mit 1,25(OH),D; verzichtet. Behandlungszyklen

tiber 48 h fihrten in Vorversuchen zu keinem nachweisbaren 1,25(OH),D;-Effekt. Um die Zellen
sinnvoll zu behandeln, misste man alle 6 - 12 h nachbehandeln. Da die Resultate dann nicht mit

den ubrigen vergleichbar wiren, wurde auf die 1,25(OH),D;-Behandlung von HepG2 verzichtet.

Da auch das Losungsmittel EtOH die PPAR- und VDR-Expression in MeWo-Zellen signifikant
beeinflusst, erfolgte neben der Behandlung mit 1,25(OH),D; ebenfalls eine EtOH-Behandlung
(jeweils in einer Konzentration von 10°* M). Wie in den Versuchen mit den MeWo-Zellen wurden
die verschiedenen Zelllinien 2 Tage vorinkubiert, alle 2 Tage das Medium gewechselt, nach 120 h
Kulturzeit geerntet und die Expression der verschiedenen Gene in der quantitativen RT-PCR 4 x

gemessen, gemittelt, statistisch ausgewertet und in den Abb. 4-30 bis 4-43 dargestellt.
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-Abb. 4-30: PPARa-Expression nach 120 h EtOH-
Behandlung (rot) im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (blau) in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5,
SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM und nicht-
melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293,
LNCaP, MCF-7) (n.s. = p > 0,05; * = p = 0,05; ** =
p = 0,005; ¥** = p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)

-Abb. 4-31: PPARS-Expression nach 120 h EtOH-
Behandlung (rot) im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (blau) in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5,
SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM und nicht-
melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293,
LNCaP, MCF-7) (n.s. = p > 0,05; % = p < 0,05; ** = p
< 0,005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-32: PPARY-Expression nach 120 h EtOH-  -Abb. 4-33: VDR-Expression nach 120 h EtOH-
Behandlung (rot) im Vergleich zu unbehandelten — Behandlung (rot) im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (blau) in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, Zellen (blau) in Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5,
SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM und nicht- SK-Mel-25,  SK-Mel-28), NHM und  nicht-
melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293, melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95, HEK-293,
ILNCaP, MCE-7) (n.s. = p > 0,05; * = p < 0,05; * = LNCaP, MCF-7) (n.s. = p > 0,05 * = p = 0,05; ** =
p < 0,005; ¥ = p < 0,0005) (Methode: RT-PCR) p = 0,005; ¥ = p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)

Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen fihrte die Behandlung mit EtOH tber 120 h vor

allem in den Melanomzelllinien zu einer niedrigeren mRNA-Expression der untersuchten

Kernrezeptoren (Abb. 4-30 bis 4-33).

Fazit:

- Die 120 h EtOH-Behandlung nahm nicht nur in MeWo Einfluss auf die Expression der
Kernrezeptoren, sondern auch in den anderen untersuchten Zelllinien.

- Verallgemeinerungen fielen schwer, da jede Zelllinie ein anderes Expressionsmuster der
Kernrezeptoren besall und auf das EtOH unterschiedlich reagierte.

- Da EtOH allein zu signifikanten Expressionsverinderungen der Kernrezeptoren fihrte,
mussten die Expressionsdaten nach 1,25(OH),D;-Behandlung mit denen der EtOH-

Kontrolle verglichen werden um Substanz-spezifische Expressionsunterschiede festzustellen.

Die Abb. 4-34 bis 4-43 zeigen die graphische Darstellung der gemittelten Werte nach
1,25(OH),D;-Behandlung im Vergleich zur EtOH-Kontrolle.

PPAR«-Expression: Unter 1,25(OH),D;-Behandlung tiber 120 h kam es wie in MeWo auch in
den anderen untersuchten Melanomzelllinien, sowie in einem Teil der nicht-melanozytiren
Zelllinien zu einer signifikant héheren PPARa-Expression (SK-Mel-5: 1,35-fach, p = 0,005;
SK-Mel-25: 1,24-fach, p < 0,05; SK-Mel-28: 1,92-fach, p = 0,005; SZ95: 1,28-fach, p < 0,005;
LNCaP: 3,41-fach, p < 0,005; MCF-7: 1,40-fach, p = 0,05) (Abb. 4-34 und 4-35).
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-Abb. 4-34: PPARo-Expression nach 120 h  -Abb. 4-35: Faktorielle Verinderung der PPARa-

1,25(OH)2D3-Behandlung  (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (blau) in Melanomzellen
MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM
und nicht-melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95,
HEK-293, LNCaP, MCF-7) (ns. = p > 0,05; * =
p = 0,05; ** = p =< 0,005) (Methode: RT-PCR)

Expression nach 120 h 1,25(OH);D3-Behandlung im
Vergleich  zu  EtOH-behandelten =~ Zellen  in
Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25,
SK-Mel-28), NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien
(SCL-1, SZ95, HEK-293, LNCaP, MCF-7) (n.s. =
p>0, 05 *=p < 0,05 % = p < 0,005) Methode: RT-
PCR)

PPARGS-Expression: Die in MeWo beobachtete héhere PPARS-Expression im Vergleich zu

EtOH-behandelten Zellen nach Behandlung mit 1,25(OH),D; konnte lediglich in NHM
beobachtet werden (2,04-fach, p = 0,005) (Abb. 4-36 und 4-37).
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-Abb. 4-36: PPARS-Expression nach 120 h

1,25(OH)2D3-Behandlung  (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (blau) in Melanomzellen
MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM
und nicht-melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95,
HEK-293, LNCaP, MCF-7) (ns. = p > 0,05, * =
p = 0,05; ** = p =< 0,005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-37: Faktorielle Verinderung der PPARS-
Expression nach 120 h 1,25(OH).D3-Behandlung im
Vergleich  zu  EtOH-behandelten =~ Zellen  in
Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25,
SK-Mel-28), NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien
(SCL-1, SZ95, HEK-293, LNCaP, MCF-7) (n.s. =
p > 0,05 * = p < 0,05; ¥ = p < 0,005) (Methode: RT-
PCR)

PPARy-Expression: Nach 120 h 1,25(OH),D;-Behandlung kam es im Vergleich zur
Kontrollgruppe sowohl zu Anstiegen (SK-Mel-25: 1,71-fach, p = 0,005; LNCaP: 1,56-fach,
p = 0,05) als auch zu Abfillen der PPARy-Expression (SK-Mel-5: 66,72 % (p = 0,05); SK-Mel-28
27,26 % (p = 0,05); SCL-1 74,02 % (p = 0,05); MCF-7 63,01 % (p = 0,05)) (Abb. 4-38 und 4-39).
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-Abb. 4-38: PPARy-Expression nach 120 h

1,25(0OH):D;-Behandlung  (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (blau) in Melanomzellen
(MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM
und nicht-melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95,
HEK-293, LNCaP, MCF-7) (ns. = p > 0,05; * =
p < 0,05 ¥ = p < 0,005) (Methode: RT-PCR)

Faktor

-Abb. 4-39: Faktorielle Verinderung der PPARy-
Expression nach 120 h 1,25(OH).D3-Behandlung im
Vergleich  zu  EtOH-behandelten ~ Zellen  in
Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25,
SK-Mel-28), NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien
(SCL-1, S§Z95, HEK-293, LNCaP, MCF-7) (n.s. =
p > 0,05 * = p < 0,05 ** = p < 0,005) (Methode:

RT-PCR)

VDR-Expression: Die 120 h 1,25(OH),D;-Behandlung fithrte vgl. mit der EtOH-Kontrolle in
der Melanomzelllinie SK-Mel-28 (2,79-fach, p = 0,005), in NHM (18,50-fach, p = 0,05) und in
S795 (2,06-fach, p = 0,005) dhnlich wie in MeWo zu einem Anstieg der VDR-Expression (Abb.
4-40 und 4-41). Nach 120 h Behandlung mit 1,25(OH),D; kam es aber zu keiner signifikanten
Verinderung der VDR-Expression in SK-Mel-5 und SK-Mel-25 im Vergleich zur Behandlung

mit EtOH.
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-Abb.  4-40: VDR-Expression nach 120 h  -Abb. 4-41: Faktorielle Verinderung der VDR-

Expression nach 120 h 1,25(OH).D3-Behandlung im
Vergleich  zu  EtOH-behandelten  Zellen  in
Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25,
SK-Mel-28), NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien
(SCL-1, SZ95, HEK-293, LNCaP, MCF-7) (n.s. =
p > 0,05 * = p < 0,05 * = p = 0,005 ¥k =
p = 0,0005) (Methode: RT-PCR)

1,25(0OH);D;-Behandlung  (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (blau) in Melanomzellen
MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM
und nicht-melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95,
HEK-293, LNCaP, MCF-7) (ns. = p > 0,05; * =
p = 0,05 ** = p < 0,005 ** = p < 0,0005)
(Methode: RT-PCR)

CYP24A1-Expression: Die der CYP24A1-Expression (als klassisches

1,25(OH),D;-Zielgen) zeigte eine gute transkriptionelle Aktivitit von 1,25(OH),D; in allen

Untersuchung

Zelllinien (Abb. 4-42 und 4-43). Auffillig war, dass der CYP24Al-Expressionsanstieg in
SK-Mel-28 (5092-fach, p = 0,005) in etwa dem in MeWo entsprach, wihrend der Anstieg in den
Vitamin D-resistenten Melanomzelllinien etwa 8 - 10 mal niedriger war (SK-Mel-5: 531-fach,

p < 0,005; SK-Mel-25: 504-fach, p < 0,005).
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-Abb. 4-42: CYP24Al-Expression nach 120 h
1,25(OH)2D3-Behandlung  (rot) im Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (blau) in Melanomzellen
(MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25, SK-Mel-28), NHM
und nicht-melanozytiren Zelllinien (SCL-1, SZ95,
HEK-293, LNCaP, MCF-7) (* = p = 0,05; ** =
p = 0,005; ¥** = p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)

Fazit:

# =konnte nicht dargestellt werden, *
daLNCaP (EtOH) =0
*%

-Abb. 4-43: Faktorielle Verinderung der CYP24A1-
Expression nach 120 h 1,25(OH);D3-Behandlung im
Vergleich  zu  EtOH-behandelten =~ Zellen  in
Melanomzellen (MeWo, SK-Mel-5, SK-Mel-25,
SK-Mel-28), NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien
(SCL-1, S§795, HEK-293, LNCaP, MCF-7) (* =
p = 0,05 ** = p = 0,005 ¥+ = p = 0,0005)
(Methode: RT-PCR)

- Der VDR wurde in den Melanomzelllinien MeWo und SK-Mel-28, aber nicht in
SK-Mel-5 und SK-Mel-25, nach 120 h 1,25(OH),D;-Behandlung signifikant hoéher

exprimiert als in der EtOH-Kontrolle. Zu einem Anstieg der VDR-Expression nach

1,25(OH),D;-Behandlung kam es aullerdem auch in NHM und SZ95. In den anderen

untersuchten Zelllinien konnte kein signifikanter Anstieg beobachtet werden. Dies zeigt,

dass es sowohl unter den Melanomzelllinien als auch unter nicht-melanozytiren Zelllinien

1,25(OH),D;-sensitive und 1,25(OH),D;-resistente Zelllinien gibt.

- Der in den MeWo-Zellen beobachtete PPARS-Expressionsanstieg nach 1,25(OH),D;-

Behandlung konnte in den untersuchten Zelllinien nur in NHM nachgewiesen werden.

- Die PPARa-Expression stieg nach 120 h 1,25(OH),D;-Behandlung in allen untersuchten

Melanomzelllinien, sowie in einem Teil der nicht-melanozytiren Zelllinien vgl. mit EtOH-

behandelten Zellen an. Dies ist ein deutlicher Hinweis dafiir, dass die Signalwege der

PPARs und des VDRs nicht nur in MeWo, sondern auch in einer ganzen Reihe anderer

Zelllininen interagieren.
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4.5. Wachstumsverhalten von MeWo-Zellen und Expression der PPARs und des
VDRs in MeWo nach Behandlung mit PPAR-Liganden allein

Frage 7: Welchen Einfluss hat die Bebandlung mit PPAR-Liganden anf das Wachstumsverhalten von MeWo-
ZLellen?

Der VDR-Ligand 1,25(OH),D; fithrte zu einer Proliferationshemmung von MeWo-Zellen (siche

Kapitel 4.2.). Da sowohl der VDR als auch die PPARs eine wichtige Rolle in der

Zelldifferenzierung und -proliferation spielen, sollte der folgende Versuch zeigen, ob es auch

unter der Behandlung mit den PPAR-Liganden Bezafibrat, ALA, DHA, WY14643 oder

GW501516 zu einer Verinderung des Wachstums- und Proliferationsverhaltens von MeWo-

Zellen kommt.

Wie in den Proliferations-Assays mit der 1,25(OH),D;-Behandlung wurden 3000 Zellen/Well in
24 Well-Mikrotiterplatten gegeben, 2 Tage vorinkubiert und das Medium (mit den PPAR-
Liganden) alle 48 h gewechselt. Bis auf Bezafibrat erfolgte die Behandlung mit allen PPAR-
Liganden in einer Konzentration von 10° M. Bezafibrat wurde in einer Konzentration von
200 uM benutzt, weil niedrigere Konzentrationen wie in einer anderen Studie gezeigt
(Kippenberger et al.,, 2001) keine signifikanten Effekte erzielen konnten. Da alle Liganden in
EtOH gelost waren, mussten die Mittelwerte der Liganden-behandelten Zellen mit der EtOH-
behandelten Kontrolle verglichen werden. Nach 24, 72 und 120 h wurden die Zellen mit
Kristallviolett gefarbt und wie in den anderen Proliferations-Assays fotometrisch vermessen. Der

Versuch wurde 3 - 5 x wiederholt, gemittelt und graphisch dargestellt (Abb. 4-44 und 4-45).
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-Abb.  4-44:  Anstieg = der  MeWo-Zellzahl -Abb. 4-45: MeWo-Zellzahl (= proportional zur

(= proportional zur gemessenen Absorption bei gemessenen  Absorption bei 550 nm  nach

550 nm nach Kiristallviolettfarbung der MeWo-Zellen)
tber Kulturdauer von 120 h in  96-
Wellmikrotiterplatten nach Behandlung mit Bezafibrat
(rot), ALA (gelb), DHA (griin), WY 14643 (violett) und
GW501516 (orange) im Vergleich zur FEtOH-
(hellblau) und 1,25(OH)>D3-Behandlung (dunkelblau)

eine

Kiristallviolettfirbung der MeWo-Zellen) in % nach
120 h Behandlung mit Bezafibrat, ALA, DHA,
WY14643 und GW501516 im Vergleich zur EtOH-
Behandlung (n.s. = p > 0,05; ** = p < 0,005; *** =
p = 0,0005)
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Nach 120 h Behandlung mit WY14643 oder GW501516 betrug die Proliferation nur 90,07 %
(p = 0,0005) bzw. 89,77 % (p = 0,0005) der Proliferation nach EtOH-Behandlung (Abb. 4-44
und 4-45). Dagegen fiihrte die Behandlung mit DHA 2zu einem starksignifikanten
Proliferationsanstieg (108,81 %, p = 0,005). Die 120 h Behandlung mit Bezafibrat und ALA

fihrte zu keinen Verinderungen des Zellwachstums.

Fazit:

- Die 120 h Behandlung mit DHA forderte das Wachstum von MeWo leicht.

- WY14643 oder GW501516 fithrte zu einer hochsignifikanten Wachstumshemmung von
MeWo von etwa 10 %.

- Der Versuch zeigte, dass ein Teil der PPAR-Liganden die Proliferation von MeWo-Zellen
dhnlich wie der VDR-Ligand 1,25(OH),D; hemmte und potentielle antiproliferative
Therapeutika in der Therapie des malignen Melanoms darstellen.

- Nachfolgend wurde untersucht, ob die Behandlung mit PPAR-Liganden zu ihnlichen
Verinderungen der PPAR- und VDR-Expression fihrte wie die 1,25(OH),D;-Behandlung;

Frage 8: Welchen Einfluss hat die Behandlung mit PPAR-Liganden aunf die PPAR- und 1VDR-Expression in
MeWo-Zellen?

Da es nach Behandlung mit einem Teil der PPAR-Liganden ahnlich wie nach 1,25(OH),D,-

Behandlung zu einer Verinderung des Zellwachstums kam und der VDR-Ligand 1,25(OH),D,

neben einem Anstieg der VDR-Expression auch zu einem Anstieg der PPARa-Expression fiihrte

(siche Kapitel 4.2.), sollte der folgende Versuch zeigen, ob es auch nach Behandlung mit PPAR-

Liganden zu einer Verinderung der PPAR- und VDR-Expression kommt.

Um die Ergebnisse korrelieren zu konnen, wurden die MeWo-Zellen genauso wie in den
Proliferations-Assays und den vorigen RT-PCR-Versuchen 2 Tage vorinkubiert, mit den
Liganden Bezafibrat, ALA, DHA, WY14643 oder GW501516 behandelt, nach 24 und 120 h
Behandlungszeit geerntet und die Expression der verschiedenen Gene in der quantitativen RT-
PCR 4 x gemessen und gemittelt. Da alle PPAR-Liganden in EtOH gel6st waren, wurden alle
Ergebnisse mit der EtOH-Kontrolle verglichen und in den Abb. 4-46 bis 4-51 dargestellt.

PPAR«-Expression: Im Vergleich zur Behandlung mit EtOH kam es vor allem nach 120 h
Behandlung mit allen PPAR-Liganden (auBler GW501516) zu signifikant hoheren Werten der
PPARa-Expression (Bezafibrat: 3,37-fach, p < 0,05; ALA: 3,81-fach, p = 0,05; DHA: 2,49-fach,
p = 0,005; WY14643: 1,27-fach, p = 0,05) (Abb. 4-46 bis 4-47). Nach 24 h fihrte lediglich die
Behandlung mit ALA zu einem PPARa-Expressionsanstieg (1,90-fach, p < 0,0005).
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-Abb. 4-46: PPARa-Expression in MeWo nach 24 h
(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit verschiedenen
PPAR-Liganden im Vergleich zu EtOH-behandelten

-Abb. 4-47: Faktorielle Verinderung der PPARa-
Expression nach Behandlung mit verschiedenen
PPAR-Liganden im Vergleich zur EtOH-Kontrolle

Zellen (n.s. = p > 0,05;* = p < 0,05; ** = p < 0,005;
ok = p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)

(ns. = p > 0,05 * = p = 0,05 ** = p < 0,005 *** =
p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)

PPARéS-Expression: Nach der Behandlung mit den PPAR-Liganden kam es neben den PPARa-
Expressionanstiegen zu Anstiegen der PPARS-Expression (Abb. 4-48 bis 4-49). Nach 24 h ALA-
Behandlung kam es zu einem 1,70-fachen PPARS-Expressionsanstieg (p = 0,005). Auch die
120 h Behandlung mit allen PPAR-Liganden (auB3er GW501516) fithrte zum Anstieg der PPARS-
Expression (Bezafibrat: 2,88-fach, p = 0,0005; ALA: 3,50-fach, p = 0,005; DHA: 3,48-fach,
p = 0,0005; WY14643: 1,32-fach, p = 0,05).
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-Abb. 4-48: PPARS-Expression in MeWo nach 24 h
(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit verschiedenen
PPAR-Liganden im Vergleich zu EtOH-behandelten
Zellen (n.s. = p > 0,05; * = p < 0,05; ** = p < 0,005;
k= p < 0,0005) Methode: RT-PCR)

-Abb. 4-49: TFaktorielle Verinderung der PPARS-
Expression nach Behandlung mit verschiedenen
PPAR-Liganden im Vergleich zur EtOH-Kontrolle
(ns. = p > 0,05 * = p < 0,05; ¥ = p < 0,005; ¥+ =
p = 0,0005) (Methode: RT-PCR)
PPARy-Expression: Die Behandlung mit den PPAR-Liganden tber 24 und 120 h fihrte zu

keinen signifikanten Verinderungen der PPARy-Expression (Daten im Anhang Kapitel 8.).

VDR-Expression: Neben Expressionsanstiegen von PPAR« und PPARS kam es aber auch zu
Anstiegen der VDR-Expression (Abb. 4-50 und 4-51). Diese konnten allerdings erst nach 120 h
Behandlung mit den PPAR-Liganden (auller Bezafibrat) beobachtet werden (ALA: 1,27-fach,
0,05; DHA: 1,48-fach, p = 0,05; WY14643: 2,30-fach, p = 0,0005; GW501516: 2,69-fach,
0,0005). Auffallig war, dass die PPAR-Liganden WY14643 und GW501516, welche den

p =
p =
stirksten antiproliferativen Effekt in MeWo hatten, auch den stirksten VDR-Expressionsanstieg

bewirkten.
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-Abb. 4-50: VDR-Expression in MeWo nach 24 h
(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit verschiedenen
PPAR-Liganden im Vergleich zu EtOH-behandelten
Zellen (ns. = p > 0,05 * = p < 0,05 ** =
p =< 0,0005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-51: Faktorielle Verinderung der VDR-

Expression nach Behandlung mit verschiedenen
PPAR-Liganden im Vergleich zur EtOH-Kontrolle
(ns. = p > 0,05 * = p < 0,05 ** = p =< 0,0005)
(Methode: RT-PCR)

CYP24A1-Expression: Da es nach der Behandlung mit den PPAR-Liganden (vor allem
WY14643 und GW501516), sowohl zu einer Proliferationshemmung der MeWo-Zellen kam, als

auch zu einem Anstieg der VDR-Expression, wurde zusitzlich die CYP24A1l-Expression

ermittelt. Sowohl vor als auch nach Behandlung mit den PPAR-Liganden fand sich eine sehr

niedrige CYP24A1-Expression. Signifikante Anstiege gegentiber EtOH-behandelten Zellen oder

im Zeitverlauf konnten unter Behandlung mit den PPAR-Liganden nicht beobachtet werden

(Daten im Anhang Kapitel 8.).

Fazit:

Vor allem die 120 h Behandlung mit den Rezeptor-unspezifischen PPAR-Liganden
(Bezafibrat, ALA und DHA) bewirkte einen Anstieg der PPARa- und PPARS-Expression in
MeWo.

Mit Ausnahme der Bezafibrat-Behandlung fihrte die 120 h Behandlung mit allen PPAR-
Liganden vgl. mit der EtOH-Behandlung zu einem Anstieg der VDR-Expression. Die
beobachtete Wachstumshemmung durch die PPAR-Liganden WY14643 (PPAR«-spezifisch)
und GW501516 (PPARS-spezifisch) korrelierte mit einem Anstieg der VDR-Expression.
Der Anstieg der VDR-Expression nach Behandlung mit den PPAR-Liganden war ein
weiterer Hinweis auf einen ¢ross falk zwischen den Signalwegen der PPARs und des VDREs.
Nachfolgend wurde untersucht welchen Einfluss eine direkte Aktivierung beider Signalwege
durch kombinierte 1,25(0OH),D;+PPAR-Liganden auf das

eine Behandlung mit

Wachstumsverhalten und die Expression der Kernrezeptoren hat.
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4.6.Wachstumsverhalten von MeWo-Zellen und Expression der PPARs und des
VDRs in MeWo nach Behandlung mit 1,25(OH),D,+PPAR-Liganden

Frage 9: Welchen Einfluss  hat  die  Behandlung  mit 1,25(0OH),D;+PPAR-Liganden —auf  das
Wachstumsverhalten von MeW o-Zellen?

Sowohl 1,25(OH),D; als auch ein Teil der PPAR-Liganden allein (v.a. WY14643 und GW501510)
hemmten das Zellwachstum von MeWo signifikant (siche Kapitel 4.2. und 4.5.). Der folgende
Proliferations-Assay sollte zeigen, ob die kombinierte Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-
Liganden zu einer synergistischen Hemmung des Zellwachstums fithrt oder die starke
Proliferationshemmung von 1,25(OH),D; sogar durch die gleichzeitige Behandlung mit den
PPAR-Liganden abgeschwicht wird.

Wie in den vorherigen Proliferations-Assays wurden 3000 Zellen/Well in 24 Well-
Mikrotiterplatten gegeben, 2 Tage vorinkubiert und gleichzeitig mit 1,25(OH),D; und jeweils
einem PPAR-Liganden behandelt. Nach 24, 72 und 120 h wurde dann ein Teil der
Mikrotiterplatten mit Kristallviolett gefirbt und wie in den anderen Proliferations-Assays
fotometrisch vermessen. Der Versuch wurde 3 - 5 x wiederholt, gemittelt und graphisch

dargestellt (Abb. 4-52).

0,400  ====EtOH 1,25(0OH)2D3+GW501516 104,02 [ ns.
0.350 | @y | 25(0H)2D3
s e 1 25(0H)2D 3+B ezafibrat 1,25(0H)2D3+WY 14643 99,41 NI <.
= 0,300 o
a 1,25(0H)2D3+ALA c
102,33
2 0,250 - 1,25(0H)2D3+DHA é 1,25(OH)2D3+DHA 33 I ns.
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-Abb.  4-52:  Anstieg der  MeWo-Zellzahl  -Abb. 4-53: MeWo-Zellzahl (= proportional zur
(= proportional zur gemessenen Absorption bei  gemessenen  Absorption bei 550 nm  nach
550 nm nach Kristallviolettfairbung der MeWo-Zellen) — Kiristallviolettfirbung der MeWo-Zellen) in % nach
Uber eine Kulturdauer von 120 h in 96- 120 h Behandlung mit 1,25(OH).Ds+Bezafibrat,
Wellmikrotiterplatten ~ nach ~ Behandlung  mit  1,25(OH).D3+ALA, 1,25(0OH),D3+DHA,
1,25(OH);D3+Bezafibrat  (rot), 1,25(OH),D3;+ALA  1,25(0OH).D3;+WY14643 und 1,25(0OH),Ds+
(gelb), 1,25(OH):D3;+DHA  (grin), 1,25(OH).D3;+  GW501516 im Vergleich zur EtOH-Behandlung
WY14643 (violett) und 1,25(0OH),D3+GW501516  (n.s. =p > 0,05;* = p = 0,05)

(orange) im Vergleich zur EtOH-(hellblau) und

1,25(0OH):D;-Behandlung (dunkelblau)

Im Vergleich zur EtOH-behandelten Kontrolle nahm die Proliferation nach 120 h Behandlung
bei allen kombinierten Behandlungen wie bei der Behandlung mit 1,25(OH),D; allein um etwa
40 % ab (Abb. 4-52). Es kam aber zu keiner synergistischen Abnahme der Proliferation d.h. zu
keiner stirkeren Abnahme der Proliferation als nach alleiniger Behandlung mit 1,25(OH),D,
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(Abb. 4-53). Nach kombinierter Behandlung mit 1,25(OH),D;+Bezafibrat kam es vgl. zur
Behandlung mit  1,25(OH),D; allein sogar zu einer signifikanten Abnahme der
Wachstumshemmung (110,67 %, p < 0,05).

Im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit dem jeweiligen Liganden kam es zu einer
hochsignifikanten Wachstumshemmung von MeWo-Zellen (p = 0,0005) (Abb. 4-54). Diese
Wachstumshemmung war bei allen Liganden mit Ausnahme von DHA schwicher
(1,25(OH),D,+Bezafibrat: 68,91 %0;
1,25(OH),D;+ALA: 62,22 %,; 1,25(0OH),D;+
WY14643: 67,51  %;  1,25(OH),D;+
GW501516: 70,69 % jeweils bezogen auf die

140 - EtOH/PPAR-Ligand
1,25(0H)2D3/1,25(0H) 2D3+PPAR-Ligand

120 h Kultur (in %)

Behandlung mit dem jeweiligen PPAR-

gemessene Absorption nach

Liganden allein) als bei der Behandlung mit
1,25(OH),D; allein (59,08 %). Die stirkere & Behandlung & &

Proliferationsabnahme auf 52,72 % durch  _Abb. 4-54: MeWo-Zellzahl (= proportional zur
. gemessenen  Absorption bei 550 nm  nach
1,25(OH),D;+#DHA  konnte  durch  die Kiristallviolettfirbung der MeWo-Zellen) in % nach
120 h Behandlung mit 1,25(OH).D3+Bezafibrat,
1,25(0OH)2Ds+ALA, 1,25(OH):D3+DHA,
mit DHA allein erklirt werden. 1,25(OH)2D5+WY14643 und 1,25(OH)2Ds+
GW501516 im Vergleich zur Behandlung mit dem

jeweiligen PPAR-Liganden alleine (*** = p < 0,0005)

Proliferationssteigerung durch  Behandlung

Fazit:

- Eine kombinierte Behandlung von 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden fuhrte zu einer
hochsignifikanten Hemmung des Zellwachstums. Diese betrug etwa 60 % des Wertes der
EtOH-Kontrolle.

- Verglichen mit der Behandlung 1,25(OH),D; oder den PPAR-Liganden allein kam es nach
der Behandlung mit 1,25(OH),D,+PPAR-Liganden zu keinem  synergistischen
antiproliferativen Effekt.

- Nachfolgend wurde untersucht, ob sich diese Beobachtung auch in der PPAR- und VDR-
Expression der behandelten MeWo-Zellen wiederspiegelt.

Frage 10: Welchen Einfluss bat die Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden anf die PPAR- und
VVDR-Expression in MeWo-Zellen?

Sowohl die Behandlung mit 1,25(OH),D; als auch die PPAR-Liganden allein fithrten zu

Anstiegen der PPAR- und VDR-Expression in MeWo (siche Kapitel 4.2. und 4.5.). Die

nachfolgenden  Versuche sollten zeigen, ob die kombinierte Behandlung mit

1,25(OH),D;+PPAR-Liganden zu dhnlichen oder sogar stirkeren (synergistischen) Anstiegen der

PPAR- und VDR-Expression fiihrt als die Behandlungen mit den jeweiligen Liganden allein.
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Die MeWo-Zellen wurden genauso wie in den vorigen RT-PCR-Versuchen 2 Tage vorinkubiert,
mit 1,25(OH),D; und jeweils einem PPAR-Liganden behandelt, nach 24 und 120 h
Behandlungszeit geerntet und die Expression der verschiedenen Gene in der quantitativen
RT-PCR 4 x gemessen und gemittelt. Die Rohdaten der PPAR-; VDR- und CYP24Al-
Expression wurden im Vergleich zur EtOH-Kontrolle in den Abb. 4-55, 4-58, 4-61 und 4-64

dargestellt.
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-Abb. 4-55: PPARa-Expression in MeWo nach 24 h

signifikant ~ hoheren PPARa-Expression  (blawy und 120 h (rot) Behandlung mit
1,25(OH):D;3+PPAR-Liganden im  Vergleich zu
(Abb. 4-50). EtOH-behandelten Zellen (* = p < 0,05; ** =

p < 0,005; #* = p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-56: Faktorielle Verinderung der PPARa-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit 1,25(OH),D3;+PPAR-Liganden im
Vergleich zu 1,25(OH);D;3-behandelten Zellen (n.s. =
p > 0,05 * = p < 0,05 ** = p =< 0,005, *F =
p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-57: Faktorielle Verinderung der PPARa-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit 1,25(OH),D3+PPAR-Liganden im
Vergleich zur Behandlung mit den PPAR-Liganden
alleine (n.s. = p > 0,05; * = p = 0,05; ** = p < 0,005)
(Methode: RT-PCR)

Im Vergleich zur Behandlung mit den PPAR-Liganden allein kam es nach 24 h Behandlung bei
allen Kombinationen zu einer erhohten PPARa-Expression (1,25(OH),D;+Bezafibrat: 1,52-fach,
p = 0,05; 1,25(OH),D;+ALA: 1,33-fach, p = 0,005; 1,25(OH),D,+DHA: 1,51-fach, p < 0,05;
1,25(0OH),D;+WY14643: 1,42-fach, p = 0,005; 1,25(OH),D;+GW501516: 1,54-fach, p = 0,05)
(Abb. 4-57). Zu einem ihnlichen Anstieg kam es auch nach 120 h Behandlung mit
1,25(OH),D;+WY14643 (1,18-fach, p = 0,05) oder 1,25(OH),D,+GW501516 (1,54-fach,
p = 0,005). Auffillig war, dass die PPARa«-Expression v.a. nach 120 h 1,25(OH),D;+Bezafibrat-
Behandlung (48,04 % der PPAR«-Expression nach 1,25(OH),D;-Behandlung, p = 0,0005 oder
19,79 % der PPARa-Expression nach Bezafibrat-Behandlung, p = 0,005) signifikant schwacher
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war. Auch nach 120 h Behandlung mit 1,25(OH),D;+ALA betrug die PPARa-Expression
58,74 % (p = 0,05) der PPARa-Expression nach der ALA-Behandlung. Insgesamt fithrte die
kombinierte Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden aber zu keinem synergistischen
Anstieg der PPARa-Expression im Vergleich zur Behandlung mit 1,25(OH),D; und den PPAR-

Liganden allein.

PPARGS-Expression: Beim Vergleich der kombinierten Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-
Liganden mit den 1,25(OH),D;-behandelten Zellen stieg die PPARS-Expression nach 24 h
Behandlung mit 1,25(OH),D;+Bezafibrat, 1,25(OH),D;+ALA und 1,25(OH),D;+DHA um das

1,61-fache (p =  0,005), 1,89-fache o0 N

(P = 0,0005) bzw. 221-fache (p = 0,05) § ig . - iggh
(Abb. 4-59). Auch nach 120 h Behandlung mit % ;g

1,25(OH),D,#DHA  kam es zu ecinem 18

1,44-fachen (p = 0,050 Anstieg der

PPARS-Expression. Nach 120 h

1,25(OH),D;+Bezafibrat-Behandlung war die P

PPARS-Expression dhnlich wie die PPAR«-
-Abb. 4-58: PPARS-Expression in MeWo nach 24 h
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p < 0,05 *F =
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-Abb. 4-59: Faktorielle Verinderung der PPARS-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit 1,25(OH),D3;+PPAR-Liganden im
Vergleich zu 1,25(OH):Ds-behandelten Zellen (n.s. =
p > 0,05 * = p < 0,05 ** = p < 0,005, *F =
p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-60: Faktorielle Verinderung der PPARS-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden im
Vergleich zur Behandlung mit den PPAR-Liganden
alleine (n.s. = p > 0,05; * = p = 0,05; ** = p < 0,005)
(Methode: RT-PCR)

Im Vergleich zur Behandlung mit dem jeweiligen PPAR-Liganden allein kam es nach 24 h
Behandlung mit 1,25(OH),D;+Bezafibrat oder mit 1,25(OH),D;+DHA zu einem 2,02-fachen
(p = 0,005) bzw. 1,64-fachen (p = 0,05) Anstieg der PPARS-Expression (Abb. 4-60). Dagegen
kam es nach 120 h Behandlung mit 1,25(OH),D;+Bezafibrat, 1,25(OH),D;+ALA oder
1,25(OH),D;+DHA vgl. mit dem jeweiligen PPAR-Liganden allein zu einem Abfall auf 36,68 %
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(p = 0,0005), 54,10 % (p = 0,005) bzw. 66,79 % (p = 0,05) der PPARS-Expression. Auch bei der
Untersuchung der PPARS-Expression nach Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden
konnten im Vergleich zur Behandlung mit 1,25(OH),D; und den PPAR-Liganden allein keine

synergistischen Effekte beobachtet werden.

PPARy-Expression: Die Behandlung mit den 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden tiber 24 und 120 h
tithrte im Vergleich zur Behandlung mit 1,25(OH),D; oder den jeweiligen PPAR-Liganden allein

zu keinen oder nur geringen Verinderungen der PPARy-Expression (Daten im Anhang

Kapitel 8.).

VDR-Expression:
Behandlung mit 1,25(OH),D; allein fihrte
die 120 h Behandlung mit 1,25(OH),D,+
Bezafibrat oder 1,25(OH),D,+ALA zu einer
Abnahme  der  VDR-

Im  Vergleich zur

signifikanten
Expression und betrug nur noch 44,44 %
(p = 0,0005) bzw. 84,93 % (p = 0,05). Die
Behandlung mit 1,25(OH),D;+WY14643
oder  1,25(OH),D,+GW501516  fihrte
dagegen zu einer leicht stirkeren VDR-
Expression (1,25(OH),D;+WY14643: 1,23-
fach, p = 0,05; 1,25(0OH),D;+GW501516:

1,26-fach, p < 0,05) (Abb. 4-62).

1,25(0OH)2D3+GW501516
1,25(0H)2D3+WY 14643
[@2]
€ 1,25(0H)2D3+DHA
3
G
£ 1,25(0H)2D3+ALA
[a0]
1,

25(0OH)2D3+Bezafibrat

0,0 0,5 1,0 15 2,0

Faktor

-Abb. 4-62: Faktorielle Verinderung der VDR-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit 1,25(OH).D3;+PPAR-Liganden im
Vergleich zu 1,25(OH);D;3-behandelten Zellen (n.s. =
p > 0,05; * = p < 0,05; *** = p < 0,0005) (Methode:
RT-PCR)

*k
500 m 24h . .

g 400 ® 120h k. Fkk
©

@ 300

:
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-Abb. 4-61: VDR-Expression in MeWo nach 24 h
(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit
1,25(OH):D;3+PPAR-Liganden im  Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (* = p = 0,05, ** =
p = 0,005; ¥*** = p =< 0,0005) (Methode: RT-PCR)

1,25(0H)2D3+GW501516
1,25(0H)2D3+WY 14643

1,25(0H)2D3+DHA

Behandlung

1,25(0H)2D3+ALA

1,25(0OH)2D3+Bezafibrat

0 1 2 3 4 5
Faktor

-Abb. 4-63: Faktorielle Verinderung der VDR-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit 1,25(OH),D3+PPAR-Liganden im
Vergleich zur Behandlung mit den PPAR-Liganden
alleine (* = p = 0,05 ** = p =< 0,005 *** =
p = 0,0005) (Methode: RT-PCR)
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Dagegen kam es nach 24 und 120 h Behandlung mit 1,25(OH),D,+PPAR-Liganden zu

signifikanten Anstiegen der VDR-Expression im Vergleich zu der VDR-Expression der Zellen,
die nur mit PPAR-Liganden behandelt wurden (1,25(OH),D;+Bezafibrat: 24 h: 2,67-fach,
p = 0,0005, 120 h: 1,61-fach, p = 0,005; 1,25(OH),D;+ALA: 24 h: 2,54-fach, p = 0,005, 120 h:
2,94-fach, p < 0,005; 1,25(OH),D,;+DHA: 24 h: 3,03-fach, p < 0,05, 120 h: 3,97-fach, p < 0,05;

1,25(0H),D,+WY14643: 24 h: 3,63-fach, p <

0,005, 120 h: 2,04-fach, p < 0,05

1,25(0OH),D;+GW501516: 24 h: 1,99-fach, p < 0,05, 120 h: 2,06-fach, p < 0,005) (Abb. 4-63).

Insgesamt ~ war  die

VDR-Expression nach der kombinierten Behandlung mit

1,25(OH),D;+PPAR-Liganden dhnlich stark wie die Behandlung mit 1,25(OH),Dj allein.

CYP24A1-Expression:  Die

CYP24A1-
1,0 24h

Expression Biomarker
Wirksamkeit der Behandlung mit 1,25(OH),D,

an. Die signifikanten Anstiege der CYP24A1-

gibt  als

Expression im Vergleich zur EtOH-Kontrolle

zeigten,  dass die  Behandlung  mit
1,25(OH),D;+PPAR-Liganden erfolgreich war

und die kombinierte Behandlung mit den

die 2 08 E120h *

relative Ratio

PPAR-Liganden  die
1,25(OH),D;-Behandlung
beeinflusste (Abb. 4-64).

-Abb. 4-64: CYP24A1-Expression in MeWo nach 24 h
(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit
1,25(OH):D;3+PPAR-Liganden im  Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (* = p < 0,05, ** =
p < 0,005; *** = p < 0,0005) (Methode: RT-PCR)

Wirksamkeit  der

nicht wesentlich

Fazit:

Im Vergleich zur EtOH-Kontrolle fihrten fast alle kombinierten Behandlungen mit
1,25(OH),D;+PPAR-Liganden zu Anstiegen der PPAR«-, PPARS-, VDR- und CYP24A1-
Expression.

Nach der kombinierten Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden kam es im Vergleich
zur Behandlung mit 1,25(OH),D; oder den PPAR-Liganden allein zu keinen synergistischen
Effekten.

Da die Behandlung mit 1,25(OH),D; oder den PPAR-Liganden allein die Signalwege sowohl
der PPARs als auch des VDRs aktivierte, scheint eine gleichzeitige Behandlung mit PPAR-
und VDR-Liganden keinen Vorteil gegentiber der alleinigen Behandlung mit PPAR- oder
VDR-Liganden zu haben.

Nachfolgend wurde in MeWo-Zellen untersucht, ob eine direkte Bindung von PPAR-
Liganden an Calcipotriol (als Vitamin D-Metabolit) Vorzige gegentber der kombinierten

Behandlung mit 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden hat.
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4.7. Wachstumsverhalten von MeWo-Zellen und Expression der PPARs und des
VDRs in MeWo nach Behandlung mit Calcipotriol-Analoga

Wie in den vorherigen Versuchen gezeigt, bewirkten sowohl ein Teil der PPAR-Liganden als auch
1,25(0OH),D; allein eine Wachstumshemmung von MeWo und verinderten die PPAR- und
VDR-Expression. Die Effekte auf die Zelldifferenzierung und -proliferation von 1,25(OH),D;
wurden bereits seit einigen Jahren therapeutisch als antiproliferatives Agens in der
Tumorbehandlung und in der Behandlung der Psoriasis genutzt. Da die systemische Therapie mit
1,25(OH),D; haufig zu hyperkalzimischen Nebenwirkungen fihrt, wurden in den letzten Jahren
vermehrt Vitamin D;-Analoga entwickelt, die weniger Einfluss auf den Kalziumhaushalt haben.
Es zeigte sich, dass z.B. das Vitamin D-Analogon Calcipotriol 7z vivo eine starke dosisabhingige
Wachstumshemmung mit geringen kalzimischen Nebenwirkungen besitzt (Colston et al., 1992;
Gniadecki, 1996; Reichrath et al., 1997). In den nachfolgenden Versuchen wurden MeWo-Zellen
mit Calcipotriol-Analoga behandelt, welche PPAR-Liganden gebunden hatten. Diese Analoga
unterschieden sich lediglich durch die jeweiligen gebundenen ungesittigten Fettsauren (ALA bei
Calcipotriol-ALA und DHA bei Calcipotriol-DHA). Es sollte sich zeigen, ob diese Analoga evtl.
die wachstumshemmenden Eigenschaften der VDR- und PPAR-Liganden besser vermitteln als
die Behandlung mit 1,25(OH),D;+ALA oder 1,25(OH),D;+DHA. Die Untersuchung der PPAR-
und VDR-Expression sollte zudem zeigen, welche Signalwege bei der Behandlung mit den

Analoga aktiviert werden.

Frage 11: Welchen Einfluss hat die Behandlung mit Calcipotriol-Analoga auf das Wachstumsverhalten von
MeWo-Zellen?
Die ALA- und DHA-Behandlung fihrte zu keiner signifikanten Proliferationshemmung (siche
Kapitel 4.5.). Dagegen fihrten sowohl der VDR-Ligand 1,25(OH),D; als auch die PPAR-
Liganden WY14643 und GW501516 zu einer Proliferationshemmung von MeWo. Der
nachfolgende Versuch sollte zeigen inwiefern Analoga, welche sich aus einem VDR- und einem
PPAR-Liganden zusammensetzen die wachstumshemmenden Eigenschaften beider Liganden
evtl. besser vermitteln als die Einzelsubstanzen. Wie in allen vorherigen Proliferations-Assays
wurden 3000 Zellen/Well in 24 Well-Mikrotiterplatten gegeben, 2 Tage vorinkubiert und das
Medium (mit den Calcipotriol-Analoga in einer Konzentration von 10° M) alle 48 h gewechselt.
Nach 24, 72 und 120 h wurde dann die Zellen mit Kristallviolett gefirbt und wie in den anderen
Proliferations-Assays fotometrisch vermessen (Abb. 4-65). Der Versuch wurde 3 - 5 x wiederholt.
Da die Analoga in EtOH gelost waren, wurden die ermittelten Mittelwerte mit der EtOH-

behandelten Kontrolle verglichen.
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-Abb. 4-67: MeWo-Zellzahl (= proportional zur
gemessenen  Absorption bei 550 nm  nach
Kiristallviolettfirbung der MeWo-Zellen) in % nach
120 h Behandlung mit Calcipotriol-ALLA  und
Calcipotriol-DHA im Vergleich zur 1,25(OH)2Ds-

gemessenen  Absorption  bei 550 nm  nach
Kiristallviolettfirbung der MeWo-Zellen) in % nach
120 h Behandlung mit Calcipotriol-ALA  und
Calcipotriol-DHA  im  Vergleich zur  EtOH-
Behandlung (* = p < 0,05; *** = p < 0,0005)

B PPAR-Ligand
B Calcipotriol-Analogon
0 1,25(0H)2D3+PPAR-Ligand

gemessene Absorption nact
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ALA
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Behandlung

-Abb. 4-68: MeWo-Zellzahl (= proportional zur
gemessenen  Absorption bei 550 nm  nach
Kiristallviolettfirbung der MeWo-Zellen) in % nach
120 h Behandlung mit Calcipotriol-ALA  und
Calcipotriol-DHA (rot) bzw. 1,25(OH),Ds-ALA und

Behandlung (n.s. = p > 0,05; *** = p < 0,0005) 1,25(0OH);Ds-DHA  (gelb) im  Vergleich  zur

Behandlung mit ALA und DHA allein (blau) (n.s. =

p > 0,05; ¥ = p < 0,0005)
Obwohl beide Calcipotriol-Analoga sehr dhnlich aufgebaut waren, wirkten sie unterschiedlich
stark auf das Zellwachstum. Calcipotriol-ALA fihrte im Vergleich zu EtOH-behandelten Zellen
lediglich zu einer leichten Wachstumshemmung (92,84 %, p = 0,05) (Abb. 4-66). Die Behandlung
mit Calcipotriol-ALA bewirkte in MeWo nach 120 h Kultur vgl. mit ALA keine signifikante
Wachstumshemmung (91,95 %, p = 0,08) und war somit am ehesten mit der alleinigen ALA-
Behandlung vergleichbar (Abb. 4-67 und 4-68). Die Behandlung mit Calcipotriol-DHA fihrte
dagegen 120 h EtOH-Behandlung zu
Proliferationshemmung und betrug nur 62,54 % (p = 0,0005) der EtOH-Kontrolle (Abb. 4-66).
Im Vergleich zur Behandlung mit 1,25(OH),D; (103,32 %, p = 0,26) und 1,25(OH),D;+DHA
(107,91 %, p = 0,06) konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden (Abb. 4-67

nach im  Vergleich zur einer starkeren

und 4-68). Die Behandlung mit Calcipotriol-lDHA war somit mit der Behandlung mit
1,25(OH),D; allein oder in Kombination mit dem PPAR-Liganden DHA vergleichbar.
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Fazit:

- Obwohl die 2 Analoga dhnlich aufgebaut waren und sich lediglich durch den angehingten
PPAR-Liganden unterschieden, wirkten sie ganz unterschiedlich auf MeWo-Zellen.

- Calcipotriol-ALA bewirkte nur eine leichte Proliferationshemmung. Die Behandlung mit
Calcipotriol-ALA dhnelte am ehesten der Behandlung mit ALA allein.

- Calcipotriol-DHA fithrte zu einer viel stirkeren Hemmung des Zellwachstums und dhnelte

somit eher der Behandlung mit 1,25(OH),D; allein oder in Kombination mit DHA.

Frage 12: Welchen Einfluss hat die Bebandlung mit Calcipotriol-Analoga auf die PPAR- und 1"DR-
Expression in MeWo-Zellen?

Trotz der dhnlichen chemischen Struktur hatten beide Calcipotriol sehr unterschiedliche Effekte
auf die Proliferation der MeWo-Zellen. Die Untersuchung der mRNA-Expression mit Hilfe der
quantitativen RT-PCR sollte zeigen, ob das unterschiedliche Wachstumsverhalten von MeWo
nach Behandlung mit den beiden Calcipotriol-Analoga auch mit entsprechenden Verinderungen
in der Expression von PPAR, VDR oder CYP24A1 einhergeht. Wie in den vorherigen Versuchen
wurden die MeWo-Zellen 2 Tage vorinkubiert, mit den Calcipotriol-Analoga (10® M) behandelt,
nach 24 und 120 h Behandlungszeit geerntet und die Expression der verschiedenen Gene in der
quantitativen RT-PCR 4 x gemessen und gemittelt. Die Rohdaten der PPAR-, VDR- und
CYP24A1-Expression wurden im Vergleich zur EtOH-Kontrolle in den Abb. 4-69, 4-73, 4-77
und 4-81 dargestellt.

PPAR«-Expression: Nach 24 h Behandlung mit Calcipotriol-ALA im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit 1,25(OH),D; oder ALA kam es zu keinem signifikanten Anstieg der PPARa-
Expression (Abb. 4-70 und 4-71). Nach 120 h betrug die PPARa-Expression 58,67 % (p = 0,005)
der PPARa-Expression nach 1,25(OH),D;-Behandlung und 76,24 % (p = 0,05) der PPARa-
Expression nach ALA-Behandlung. Im Vergleich zur Behandlung mit 1,25(OH),D,+ALA nahm
die PPARa-Expression sowohl nach 24 h (76,24 %, p < 0,05) als auch nach 120 h (36,42 %,
p = 0,005) signifikant ab (Abb. 4-72).

Die Behandlung mit Calcipotriol-DHA fithrte im Vergleich zu 1,25(OH),D;-behandelten Zellen
zu keinen signifikanten Verinderungen der PPARa-Expression (Abb. 4-70). Im Vergleich zur
Behandlung mit DHA oder mit 1,25(OH),D;+DHA kam es nach 24 h zu keinen Veridnderungen,
wihrend die PPARa-Expression nach 120 h Behandlung mit Calcipotriol-DHA 51,19 % (p =
0,005) der PPARa-Expression nach DHA-Behandlung bzw. 56,32 % (p = 0,005) der PPAR«-
Expression nach Behandlung mit 1,25(OH),D;+DHA betrug (Abb. 4-71 und 4-72).
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-Abb. 4-69: PPARa-Expression in MeWo nach 24 h
(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit den
Calcipottiol-Analoga im  Vergleich zu EtOH-
behandelten Zellen (n.s. = p > 0,05; * = p < 0,05;
= p = 0,005 ¥* = p < 0,0005) (Methode: RT-
PCR)
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-Abb. 4-71: Faktorielle Verinderung der PPARa-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu dem jeweiligen PPAR-Liganden alleine
(n.s. = p > 0,05 ** = p = 0,005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-70: Faktorielle Verinderung der PPARa-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu 1,25(OH):D3-behandelten Zellen (n.s. =
p > 0,05; ¥ = p < 0,005) (Methode: RT-PCR)

Calcipotriol- sk
o DHA n.s.
c
=
"% 120 h
G o 24h
o Calcipotriol- i

ALA *
0,0 0,5 1,0 1,5
Faktor

-Abb. 4-72: Faktorielle Verinderung der PPARa-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den  Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu 1,25(OH);D3+PPAR-Liganden (n.s. =
p > 0,05 * = p = 0,05 ¥ = p = 0,005) Methode:
RT-PCR)

PPARS-Expression: Im Vergleich zu 1,25(OH),D;-behandelten Zellen bewirkte die 24 h

Behandlung mit Calcipotriol-ALA einen 3,68-fachen (p = 0,0005) oder mit Calcipotriol-DHA
einen 1,65-fachen (p = 0,005) Expressionsanstieg von PPARS (Abb. 4-74). Nach 120 h

Behandlung konnte keine Verinderung festgestellt werden (Calcipotriol-ALA: p = 0,12

Calcipotriol-DHA: p = 0,73).

Im Vergleich zur Behandlung mit den jeweiligen PPAR-Liganden allein oder in Kombination mit

1,25(OH),D; fihrte die 24 h Behandlung mit Calcipotriol-ALA zu einem 1,92-fachen (p = 0,005)
bzw. 1,95-fachen (p = 0,005) Anstieg der PPARS-Expression (Abb. 4-75 und 4-76). Die 24 h

Behandlung mit Calcipotriol-DHA verinderte die PPARS-Expression nicht. Nach 120 h

Behandlung mit Calcipotriol-ALA oder Calcipotriol-DHA kam es dagegen zu starksignifikant

erniedrigten Werten der PPARS-Expression (21,39 % bzw. 48,53 % der PPARS-Expression nach

Behandlung mit den PPAR-Liganden allein und 65,05 % bzw. 72,67 % der PPARS-Expression

der 1,25(OH),D,+PPAR-Liganden-behandelten Zellen).
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-Abb. 4-73: PPARS-Expression in MeWo nach 24 h

(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit den
Calcipotriol-Analoga im  Vergleich zu EtOH-
behandelten Zellen (n.s. = p > 0,05 * = p < 0,05;
R = p < 0,0005) Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-75: Faktorielle Verinderung der PPARS-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu dem jeweiligen PPAR-Liganden alleine
(n.s. = p > 0,05; ** = p = 0,005) (Methode: RT-PCR)

-Abb. 4-74: Faktorielle Verinderung der PPARS-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den  Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu 1,25(OH):D3-behandelten Zellen (n.s. =
p > 0,05 ** = p = 0,005 ** = p = 0,0005)
(Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-76: TFaktorielle Verinderung der PPARS-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu 1,25(OH);D3+PPAR-Liganden (n.s. =
p > 0,05 * = p < 0,05 ** = p < 0,005) (Methode:
RT-PCR)

PPARy-Expression: Nach Behandlung mit den Calcipotriol-Liganden tGber 24 und 120 h war

die PPARy-Expression dhnlich wie bei der Behandlung mit 1,25(OH),D; und/oder den PPAR-

Liganden sehr niedrig und nah oder sogar jenseits der Nachweisgrenze (Daten im Anhang

Kapitel 8.).

VDR-Expression: Die Behandlung mit Calcipotriol-ALA fithrte im Vergleich zu 1,25(OH),D;-

behandelten Zellen und der Behandlung mit 1,25(OH),D;+ALA zur Verringerung der VDR-
Expression (73,14 % (p =< 0,05) bzw. 34,39 % (p = 0,0005) der VDR-Expression nach 24 h bzw.
120 h 1,25(OH),D;-Behandlung und 68,98 % (p = 0,05) bzw. 40,49 % (p = 0,005) der VDR-
Expression nach 24 h bzw. 120 h 1,25(OH),D;+ALA-Behandlung) (Abb. 4-78 und 4-80). Im

Vergleich zur Behandlung mit ALA allein kam es nach 24 h Behandlung mit Calcipotriol-ALA zu

einem 1,75-fachen Anstieg der VDR-Expression (Abb. 4-79). Ein dhnlicher Anstieg konnte nach

120 h Behandlung nicht beobachtet werden (p = 0,11).
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-Abb. 4-77: VDR-Expression in MeWo nach 24 h
(blau) und 120 h (rot) Behandlung mit den
Calcipottiol-Analoga im  Vergleich zu EtOH-
behandelten Zellen (* = p < 0,05; *** = p < 0,0005)
(Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-79: Faktorielle Verinderung der VDR-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu dem jeweiligen PPAR-Liganden alleine
(ns. = p > 0,05; * = p = 0,05 ** = p < 0,005; *** =
p = 0,0005) (Methode: RT-PCR)

-Abb. 4-78: Faktorielle Verinderung der VDR-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den  Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu 1,25(OH):D3-behandelten Zellen (n.s. =
p > 0,05 * = p = 0,05 ** = p = 0,005 **+ =
p = 0,0005) (Methode: RT-PCR)
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-Abb. 4-80: Faktorielle Verinderung der VDR-
Expression nach 24 h (blau) und 120 h (rot)
Behandlung mit den Calcipotriol-Analoga  im
Vergleich zu 1,25(OH);D3+PPAR-Liganden (n.s. =
p > 0,05 * = p = 0,05 ** = p = 0,005) (Methode:
RT-PCR)

Mit Ausnahme des VDR-Expressionsabfalls nach 24 h Behandlung vgl. mit den 1,25(OH),D,-

behandelten Zellen (75,51 %, p = 0,005) fiithrte Calcipotriol-DHA zu keinen signifikanten VDR-

Expressionsverinderungen im Vergleich zur Behandlung mit 1,25(OH),D, allein oder in

Kombination mit DHA (Abb. 4-78 und 4-80). Im Vergleich zur Behandlung mit DHA allein kam

es sowohl nach 24, als auch nach 120 h Behandlung mit Calcipotriol-DHA zu einem 2,26-fachen
(p = 0,005), bzw. 3,10-fachen (p < 0,0005) Anstieg der VDR-Expression (Abb. 4-79).

CYP24A1-Expression: Zusitzlich  wurde

CYP24A1-Expression untersucht. Im Vergleich zur

EtOH-Kontrolle fihrte die

Calcipotriol-ALA zu keinem Anstieg der CYP24A1-
Expression. Nach Behandlung mit Calcipotriol-
DHA stieg die CYP24A1-Expression signifikant an
(24 h: 2637-fach, p = 0,05; 120 h: 113678-fach,

p < 0,05) (Abb. 4-81).
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-Abb. 4-81: CYP24Al-Expression in MeWo
nach 24 h (blau) und 120 h (rot) Behandlung
mit den Calcipotriol-Analoga im Vergleich zu
EtOH-behandelten Zellen (n.s. = p > 0,05; * =
p = 0,05) (Methode: RT-PCR)
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Fazit:

- Calcipotriol-ALA und Calcipotriol-DHA hatten trotz ihrem ihnlichen Aufbau auf die
Zellproliferation und die mRNA-Expression unterschiedliche Auswirkungen.

- Die PPAR-, VDR- und vor allem die CYP24A1-Expression zeigten nach Behandlung mit
Calcipotriol-ALA keine Anzeichen einer 1,25(OH),D;- oder Calcipotriol-Wirkung. Die
Behandlung mit Calcipotriol-ALA dhnelte insgesamt am chesten der Behandlung mit ALA
allein und scheint keinen Vorteil gegentiber der Behandlung mit ALA allein zu haben.

- Calcipotriol-DHA veridnderte dagegen die mRNA-Expression der untersuchten Gene
dhnlich wie 1,25(OH),D; allein oder in Kombination mit DHA. Calcipotriol-DHA scheint
somit von allen untersuchten Behandlungen am geeignesten, da Calcipotriol weniger
hyperkalzimische Nebenwirkungen hat als 1,25(OH),D;, aber einen stirkeren
antiproliferativen Effekt hat als die Behandlung mit den PPAR-Liganden allein.

4.8. Cross talk zwischen den Signalwegen der PPARs und des VDRs

Frage 13: Gibt es Hinweise anf einen cross talk der PPAR- und V' DR-Signalwege in den MeWo-Zellen?

In einer Reihe von Zelllinien (z.B. Brust- und Prostatakarzinomzellen) wurde ein cross falk
zwischen nukleiren Hormonrezeptoren beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass VDR-
Liganden auch den PPAR-Signalweg beeinflusste (Dunlop et al., 2005). Durch den Einfluss auf
die Regulation von Genen konnte dieser cross zalk eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung
und -proliferation und somit evtl. auch der Pathogenese und Progression von Malignomen
spielen. Ebenso konnte dieser ¢ross falk aber auch durch entsprechende Liganden therapeutisch
genutzt werden. MeWo-Zellen oder andere Melanomzelllinien wurden bisher noch nicht auf

Interaktionen zwischen den Signalwegen der PPARs und des VDRs untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der VDR-Ligand 1,25(OH),D; nicht nur
Einfluss auf die VDR-Expression nahm, sondern fihrte auch zu einem Expressionsanstieg von
PPARa und PPARS in MeWo-Zellen (Kapitel 4.2.). Zudem bewirkten fast alle untersuchten
PPAR-Liganden einen signifikanten Anstieg der VDR-Expression nach 120 h Behandlungszeit
(Kapitel 4.5.). Diese gleichzeitige Beeinflussung der PPAR- und VDR-Expression nach
Behandlung mit 1,25(OH),D; oder den PPAR-Liganden ist ein klarer Hinweis fiir eine
bidirektionelle Interaktion der PPAR- und VDR-Expression in der Melanomzelllinie MeWo.

Fazit:

- Die vorliegenden Ergebnisse sprechen fiir einen cross talk zwischen den Signalwegen der

PPARs und des VDRs in der Melanomzelllinie MeWo.
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5. Diskussion

In den letzten Jahren hat das Gebiet der nutrigenomics (d.h. die Modulation der Genexpression
durch Nahrungsbestandteile) fiir die Onkologie erheblich an Bedeutung gewonnen. Zahlreiche
iltere und auch aktuelle Studien belegen den Einfluss der Ernahrung auf die Entstehung und den
Verlauf diverser Tumore. Dabei riickten ungesittigte Fettsdauren und deren Kernrezeptoren
(PPARs) sowie Vitamin D-Metabolite und VDR ins Blickfeld der Forschung. Unbekannt ist
bisher, welche Rolle diese Rezeptoren bei der Atiologie und Progression des malignen Melanoms
spielen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwiefern Melanomzellen durch
Behandlung mit PPAR- oder VDR-Liganden in ihrem Wachstumsverhalten und ihrer

Genexpression beeinflusst werden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde zum ersten Mal die basale Expression der PPARs in der
Melanomzelllinie MeWo ermittelt und mit anderen Melanomzelllinien, NHM und nicht-
melanozytiren Zelllinien verglichen. Die anschlieBende Behandlung mit 1,25(OH),D; sollte
zeigen, inwiefern sich die PPAR- aber auch die VDR-Expression in den verschiedenen Zelllinien

durch die Behandlung verinderte.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die MeWo-Zellen mit verschiedenen PPAR-Liganden allein
oder in Kombination mit 1,25(OH),D; behandelt und anschlieBend die Effekte auf die PPAR-

und VDR-Expression sowie auf das Wachstumsverhalten der Zellen untersucht.

Im letzten Teil der Arbeit wurden die Auswirkungen 2 neuentwickelter Calcipotriol-Analoga auf

die PPAR- und VDR-Expression, sowie das Wachstumsverhalten von MeWo-Zellen untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war einerseits die Analyse der PPAR- und VDR-Expression in der
Melanomzelllinie MeWo sowie die Untersuchung der Effekte korrespondierender Liganden auf
das Wachstumsverhalten der Zellen und deren PPAR- und VDR-Expression. Andererseits
sollten die Versuche zeigen, ob es in MeWo, dhnlich wie in Prostata- und Brustkrebszellen
(Dunlop et al., 2005), Hinweise auf eine Interaktion zwischen den PPAR- und VDR-Signalwegen
gibt. Der Nachweis eines funktionellen cross alks in MeWo konnte Grundlage fur weitergehende
funktionelle molekularbiologische Untersuchungen sein. Diese missen zeigen, ob und in welcher
Form Liganden der PPARs und des VDRs in der Privention oder Therapie des malignen

Melanoms eine Rolle spielen kénnen.
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5.1. Basale PPAR- und VDR-Expression in MeWo-Zellen im Vergleich zu anderen

Melanomzelllinien, NHM und nicht-melanozytiren Zelllinien

Sowohl der VDR als auch die PPARs sind Kernrezeptoren, die nahezu von jeder Zellart
exprimiert werden, wenn auch die Stirke der Expression von Gewebe zu Gewebe sehr variieren
kann (Bookout et al., 2006). Auch in den humanen Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A375
konnten alle 3 PPARs (PPAR«, PPARS, PPARY) nachgewiesen werden (Eastham et al., 2008). Da
bisher noch nicht untersucht wurde, ob und wie stark die PPARs in der humanen
Melanomzelllinie MeWo exprimiert werden, war es wichtig die basale Expression der PPARs zu

untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass MeWo-Zellen sowohl den VDR als auch
alle 3 PPARs exprimieren. Es zeigte sich, dass die PPAR- und VDR-Expression keiner starken
Korrelation mit der Kulturdauer unterlagen. Nach dem Mediumwechsel kam es allerdings zu
einem reproduzierbaren, stirkeren Anstieg der Proliferation, mit einhergehendem leichten
Expressionsanstieg von PPARa sowie PPARS. Diese Beobachtung beruht moglicherweise auf

dem verbesserten Nihrstoffangebot nach dem Mediumwechsel.

Mit zunehmender Kulturdauer und folglich mit zunehmender Zelldichte verdnderte sich die
PPAR- und VDR-Expression nur leicht. Auffillig war, dass die Expression der jeweiligen
Kernrezeptoren in den verschiedenen Zellkulturschalen eines Zeitwertes stark variierte, trotz
dhnlicher Zelldichte und gleicher Kulturbedingungen. Erklirungen hierfir konnten in der
Literatur nicht gefunden werden. Um diese Schwankungen so gering wie moglich zu halten,
wurde bei den folgenden Versuchen die mRNA mehrerer Kulturschalen gepoolt und erst danach

die PPAR-, VDR- und CYP24A1-Expression gemessen.

In der vorliegenden Arbeit fiel beim Vergleich der quantitativen Expression der verschiedenen
Kernrezeptoren untereinander auf, dass die Expression von VDR in MeWo weit aus stirker war
als die von PPARa oder PPARS. Zudem konnte gezeigt werden, dass insgesamt das
Expressionsmuster der Melanomzelllinie SK-Mel-28 dem von MeWo am ihnlichsten war.
Dagegen war die VDR-Expression, als auch die Expression der PPARs in SK-Mel-5 im Vergleich
zu den anderen untersuchten Melanomzelllinien am niedrigsten. Dieses Ergebnis stand im
Einklang mit einer publizierten Studie (Evans et al., 1996), in der die VDR-Expression ebenfalls
in SK-Mel-5 im Vergleich zu einer ganzen Reihe anderer Melanomzelllinien am niedrigsten war.
Die VDR-Expression steht in einem engen Zusammenhang mit der Sensitivitit fir 1,25(OH),D,

(Hansen et al., 2001). In der Literatur wird zwischen 1,25(OH),D,-resistenten (SK-Mel-5 und
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SK-Mel-25) und 1,25(OH),D;-sensitiven Melanomzelllinien (MeWo und SK-Mel-28)
unterschieden (Reichrath et al., 2007). Die stirkste Proliferationshemmung nach Behandlung mit
1,25(0OH),D; findet man dementsprechend in Zelllinien mit hoher VDR-Expression (Evans et
al,, 1996). Dementsprechend gibt es abhingig von der basalen VDR-Expression,
Melanomzellinien wie z.B. MeWo und SK-Mel-28, welche durch 1,25(OH),D;-Behandlung
stirker in ihrer Proliferation gehemmt werden als andere Zelllinien (SK-Mel-5 und SK-Mel-25).

Neben dem VDR wurde auch PPARa im Vergleich zu NHM in den 1,25(OH),D;-sensitiven
Melanomzelllinien (MeWo und SK-Mel-28) stark exprimiert. Dieses Ergebnis entsprach einer
kiirzlich veroffentlichten Studie von Eastham et al. (2008), in der die mRNA- und die
Proteinexpression von PPAR« in humanen Melanomzelllinien im Vergleich zu NHM verstarkt
exprimiert wurde. In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass die Zellen
melanozytiren Ursprungs viel geringere Mengen an PPARy als Zellen anderer Gewebe
exprimieren. Dies unterstitzt die Hypothese von Bookout et al. (2000), dass die Expression der
PPARs je nach Gewebe sehr stark variieren kann. Wieso Zellen melanozytiren Ursprungs PPARy
in geringeren Mengen exprimieren, ist bisher noch nicht gewusst. Trotz der geringen PPARy-
Expression konnte bereits in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass PPARy-Agonisten die
Differenzierung von Melanomzellen fordert und die Zellproliferation hemmt (Méssner et al.,
2002; Placha et al., 2003; Freudlsperger et al., 2006; Liu et al., 2006). Auch PPARx-Agonisten
tordern die Differenzierung der Melanomzellen und hemmen deren Migration (Grabacka et al,,
20006). Da in anderen Zelllinien bereits ein cross talk zwischen PPARS und dem VDR beschrieben
wurde (Dunlop et al., 2005) und sich in der vorliegenden Arbeit zeigte, dass eine erhohte VDR-
Expression in den 1,25(OH),D;-sensitiven Melanomzelllinien mit einer erhéhten PPARa-
Expression einherging, wurde in den nachfolgenden Versuchen Liganden ausgesucht, die

bevorzugt PPARa« und/oder PPARS banden.

5.2. 1,25(OH),D;-Behandlung fithrte neben der VDR-vermittelten
Proliferationshemmung auch zu Anstiegen der PPARa- und PPARS-
Expression in MeWo-Zellen

Aus der Literatur ist bekannt, dass 1,25(OH),D; neben seiner Wirkung im Kalziumstoffwechsel
auch einen Einfluss auf Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose hat (Carlberg und
Polly, 1998). In der vorliegenden Arbeit fithrte die Behandlung von MeWo mit 1,25(OH),D; zu
einer hochsignifikanten Hemmung der Proliferation und betrug nach 120 h Behandlung nur noch
59,08 % der EtOH-Kontrolle. Gleichzeitig kam es zu einem hochsignifikanten Anstieg der VDR-
Expression (etwa 4,5-fach nach 120 h).
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Diese Ergebnisse waren vergleichbar mit bereits publizierten Daten (Seifert et al., 2004; Reichrath
et al., 2007). Obwohl in einer Vielzahl anderer Zelllinien 1,25(OH),D;-Behandlung zu einem
Anstieg der VDR-Expression fithrte, war die Suche nach einem typischen VDRE im VDR-
Promotor lange Zeit erfolglos (Mangelsdorf et al., 1987; Favus et al., 1988; Arbour et al., 1993).
Erst 2006 gelang es zwischen 2 Introns des VDR-Gens 3 VDREs zu identifizieren, welche sich
relativ weit (in kodierender Richtung) vom Transkriptionsstart entfernt befanden. Eines der
VDREs war funktionell und zeigte eine hohe transkriptionelle Aktivitit. Man weil3, dass die
antiproliferative Wirkung von Vitamin D-Metaboliten im Wesentlichen iber den VDR und
diverse Kofaktoren vermittelt wird (Hansen et al., 2001). Der genaue Funktionsmechanismus
konnte allerdings aufgrund des komplexen Zusammenspiels diverser Transkriptionsfaktoren

bislang noch nicht vollstindig geklirt werden (Zella et al., 2000).

Nach der Behandlung mit 1,25(OH),D; kam es in der vorliegenden Arbeit neben dem VDR-
Expressionsanstieg auch zu einem Anstieg der PPARa- und PPARS-Expression. In der Literatur
wurde nach 1,25(OH),D;-Behandlung in Prostata- und Brustkrebszellen ein dhnlicher PPARS-
Expressionsanstieg beobachtet (Dunlop et al,, 2005). Darauthin wurde von der gleichen
Arbeitsgruppe in der Promotorregion des humanen PPARS-Gens ein potentes DR3-Typ VDRE
(350 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart) identifiziert, welches nach Aktivierung eine

Transkriptionssteigerung des PPARS-Gens bewirkte.

In der vorliegenden Arbeit war der Expressionsanstieg von PPARa nach 1,25(OH),D;-
Behandlung von MeWo-Zellen mit dem von PPARS vergleichbar, jedoch wesentlich schwacher
als der VDR-Expressionsanstieg. Da dhnliche PPARa-Expressionsanstiege nach 1,25(OH),D;-
Behandlung in anderen Zelllinien bisher noch nicht beschrieben worden sind, ist nicht geklirt, ob
der Expressionsanstieg auf einer direkten Beeinflussung der Transkriptionsrate beruht, andere
Signalwege eine Rolle spielen oder sogar die VDR-vermittelte Proliferationshemmung eine
Auswirkung auf die PPARa-Expression hat. Bisher haben alle bekannten primiren Zielgene von
1,25(0OH),D; zumindest ein funktionelles VDRE (Catlberg, 2003). In der Promotorregion von
PPARa konnte bisher kein VDRE gefunden werden. Moglicherweise wird die Expression von
PPARa ohne Bindung an klassische response elements induziert. Aktivierte Heterodimere kénnen
nimlich auch ohne response elements einen Komplex mit Transkriptionsfaktoren bilden und die

Expression von Zielgenen induzieren (Alroy et al., 1995; Viisdnen et al., 2005).

Die Expressionsanstiege von PPAR« und PPARS nach Behandlung mit 1,25(OH),D; waren in
der vorliegenden Arbeit erste Hinweise auf eine Interaktion der PPAR- und VDR-Signalwege in

MeWo.
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5.3.1,25(OH),D;-Behandlung bewirkte in der Mehrzahl der untersuchten
Zelllinien einen Expressionsanstieg von PPARx, aber nicht von PPARS oder

des VDRs

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass es in MeWo nach Behandlung mit
1,25(OH),D;, neben einem Anstieg der VDR-Expression, auch zu einem Anstieg der PPAR«-
und PPARGS-Expression kam, ist nachfolgend untersucht worden, ob dies auch in nicht-

melanozytiren Zelllinien beobachtet werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass die PPAR«-Expression in allen untersuchten Melanomzelllinien
und auch in der Mehrzahl der ubrigen untersuchten Zelllinien nach 120 h 1,25(OH),D,-
Behandlung anstieg. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erlauben aufgrund der benutzten
Methoden aber keine Riickschlisse auf die Funktion der Rezeptoren und deren Signalwege zu
ziehen. Da zudem in der Literatur dhnliche PPARa-Expressionsanstiege nach 1,25(OH),D,-
Behandlung bisher unbekannt sind, miissen weitere Versuche zeigen, ob es ein oder mehrere
funktionelle VDREs in der Promotorregion von PPARa gibt oder ob andere direkte oder

indirekte Mechanismen diesen Anstieg der PPARa-Expression bewirken.

Im Gegensatz zu PPAR« stieg die Expression von PPARS in der vorliegenden Arbeit nach 120 h
1,25(OH),D;-Behandlung lediglich in NHM ihnlich stark wie in MeWo an. In der Zelllinie
MCF-7 wurden von Dunlop et al. (2005) Anstiege der PPARS-Expression nach 1,25(OH),D,-
Behandlung beschrieben worden. In der vorliegenden Arbeit kam es allerdings zu einem
signifikanten Abfall der PPARS-Expression nach 1,25(OH),D;-Behandlung. Eine mdgliche
Erklirung hierfiir konnte zum einen, die in der vorliegenden Arbeit viel lingere Kulturdauer
(120 h vs. 3 h) oder zum anderen die geringere 1,25(OH),D;-Konzentration (10° M vs. 107 M)
sein. Die bevorzugte Wahl einer niedrigen und dafiir lingeren Liganden-Behandlung in der
vorliegenden Arbeit, wurde getroffen, da dies eher den Bedingungen im menschlichen Korper bei
lingerfristiger therapeutischer Anwendung entspricht. Es kommt dementsprechend trotz
nachgewiesenem VDRE im PPARS-Gen nicht in allen Zelllinien zu einem Anstieg der PPARS-
Expression, unabhingig von der 1,25(OH),D;-Konzentration und Behandlungsdauer.

Aus den Ergebnissen der Bestimmung der VDR-Expression nach 1,25(OH),D;-Behandlung lie3
sich schlussfolgern, dass die VDR-Expression in NHM, MeWo und SK-Mel-28 am stirksten
anstieg. In den beiden 1,25(OH),D;-resistenten Zelllinien (SK-Mel-5, SK-Mel-25) blieb die VDR-
Expression dagegen unverindert. Gleichzeitig kam es in den 1,25(OH),D;-sensitiven

Melanomzelllinien (MeWo, SK-Mel-28) zu einer 10000-fachen Expressionssteigerung des
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CYP24A1-Gens, wihrend der Anstieg in den 1,25(OH),D;-resistenten Melanomzelllinien
(SK-Mel-5, SK-Mel-25) nur das 1000-fache betrug. Aus der Literatur wei3 man, dass
1,25(OH),D; zur Bildung und Aktivierung von VDR/RXR-Heterodimeren fithrt. Die aktivierten
VDR/RXR-Heterodimere binden dann an VDREs mit einer hohen transkriptionellen Aktivitdt
im Promotorbereich des CYP24A1-Gens (Carlberg und Polly, 1998, Viisinen et al., 2005; Zella et
al., 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stiitzen die Hypothese von Reichrath et al
(2007), dass 1,25(OH),D;-resistente Zelllinien einen Defekt in der VDR-vermittelten
Transkription und somit im VDR-Signalweg aufweisen. Ob diese 1,25(OH),D;-Resistenz eine
klinische Relevanz fur die Pathogenese und Progression des malighen Melanoms hat, konnte

bislang nicht bewiesen werden.

Obwohl die CYP24A1-Expression in allen hier untersuchten Zelllinien anstieg und somit die
1,25(OH),D;-Behandlung erfolgreich war, blieb die VDR-Expression in den nicht-melanozytiren
Zelllinien nach 120 h 1,25(OH),D;-Behandlung unbeeinflusst oder verinderte sich nur
geringfiigie. In der Literatur werden dhnliche Anstiege der CYP24Al-Expression ohne
Expressionsanstieg des VDRs vor allem in den ersten Stunden nach der 1,25(OH),D;-
Behandlung beschrieben (Dunlop et al., 2005). Obwohl beide Gene, d.h. VDR und CYP24A1,
mehrere VDRESs besitzen, wurden in der vorliegenden Arbeit nicht beide Gene gleichermallen
verstarkt transkribiert. Dies zeigt, dass es selbst nach Bildung von aktivierten VDR/RXR-
Heterodimeren nicht automatisch an allen Genen, welche ein VDRE im Promotorbereich haben,
zu einer Steigerung der Transkriptionsrate kommt. Welche Gene zu welchem Zeitpunkt verstirkt
exprimiert werden hingt zum einen von den verschiedenen Typen der VDREs ab und zum
anderen kann die Transkription der Gene durch eine Vielzahl von Kofaktoren beeinflusst werden

(Zella et al., 2000).

5.4.VDR-Expressionsanstieg und Proliferationshemmung von MeWo-Zellen nach

Behandlung mit den PPAR-Liganden WY14643 und GW501516

Ahnlich wie 1,25(OH),D; konnten PPAR-Liganden (wie z.B. DHA, Fibrate oder Glitazone)
antiproliferative Effekte in Melanomzellen zugeschrieben werden (Albino et al., 2000; Grabacka
et al. 2004; Freudlsperger et al., 2006; Grabacka et al. 20006). Dieser wachstumshemmende Effekt
war nicht auf Apoptose, sondern auf Zellzyklusarrest in der G,-Phase (Méssner et al., 2002) oder

auf eine Re-Differenzierung der Zellen zurtickzuftihren (Freudlsperger et al., 2000).

Im Gegensatz zu den bisher veréffentlichten Studien wurden die Melanomzellen in der

vorliegenden Arbeit mit PPAR-Liganden in einer viel niedrigeren Konzentration behandelt. Um
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die Bedingungen einer therapeutischen Behandlung mit PPAR-Liganden bestmdglich
nachzuahmen, wurde eine lange Kulturdauer von 120 h gewihlt. Nach 120 h Behandlung mit
Bezafibrat und ALA kam es allerdings zu keiner signifikanten Verdnderung des Zellwachstums
von MeWo-Zellen. Die Behandlung mit DHA fiihrte sogar zu einer geringen Steigerung der
Proliferation. Dies stand im Widerspruch zu den Ergebnissen einer bereits publizierten Studie, in
der die Behandlung mit DHA in 7 von 12 untersuchten Zelllinien (darunter auch MeWo) die
Zellproliferation signifikant hemmte (Albino et al., 2000). Moglicherweise konnte in der
vorliegenden Arbeit keine Proliferationshemmung nach DHA-Behandlung beobachtet werden,
da vgl. mit den oben zitierten Arbeiten die Konzentration von DHA sehr viel niedriger gewahlt
worden ist, um toxische Wirkungen der PPAR-Liganden zu vermeiden. Die Wirkung der PPAR-
Liganden hingt somit sehr stark von deren Dosierung ab. Dies bedeutet beispielsweise, dass ein
PPAR-Ligand in hohen Konzentrationen eine starke Proliferationshemmung bewirken kann, aber
gleichzeitig in niedrigeren Konzentrationen das Zellwachstum sogar férdern kann (Freudlsperger

et al., 20006).

Im Gegensatz zu den Rezeptor-unspezifischen PPAR-Liganden (Bezafibrat, ALA und DHA)
tithrte die 120 stiindige Behandlung mit dem spezifischen PPAR«a-Ligand WY14643 und dem
spezifischen PPARS-Ligand GW501516 zu einer 10 %-igen Hemmung des Zellwachstums in
MeWo-Zellen. Im Einklang mit diesen Resultaten ist eine kirzlich veroffentlichte Studie, welche
nach GW501516-Behandlung in der Melanomzelllinie UACC903 und in der Brustkrebszelllinie
MCF-7 eine signifikante Hemmung der Zellproliferation nachweiste (Girroir et al., 2008). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nach Behandlung mit WY14643 und
GW501516 zu einem viel stirkeren Anstieg der VDR-Expression als bei der Behandlung mit den
tbrigen Liganden (Bezafibrat-, ALA- und DHA-Behandlung) kam. Dies ldsst vermuten, dass der
antiproliferative Effekt der PPAR-Liganden WY14643 und GW501516 (dhnlich wie der von
1,25(OH),D,) tiber den VDR-Signalweg zustande kommt. In der Literatur konnte zuvor auch in
der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 nach 24 h Behandlung mit dem synthetischen PPARS-Ligand
1783483 ein dhnlicher Anstieg der VDR-Expression festgestellt werden (Dunlop et al, 2005). Da
bislang kein PPRE im Promotorbereich des VDR-Gens identifiziert werden konnte, geht man
von einer indirekten Interaktion zwischen den Signalwegen der PPARs und des VDRs aus. Nach
dem detaillierten Mechanismus und dem zeitlichen Ablauf dieser Beeinflussung der PPAR- und

VDR-Signalwege wird zurzeit noch gesucht (Dunlop et al., 2005).

Diese Arbeit konnte zeigen, dass es nach Behandlung mit einigen PPAR-Liganden in
Abhingigkeit des VDR-Expressionsanstieges zu einer gleichzeitigen Proliferationshemmung

(zumindest von MeWo-Zellen) kam.
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5.5. PPARa- und PPARS -Expressionsanstieg in MeWo-Zellen nach Behandlung
mit den PPAR-Liganden

Aus der Literatur ist bekannt, dass alle 3 PPARs im Fettstoffwechsel (vor allem PPAR«) und im
Glukosestoffwechsel (vor allem PPARY) eine wichtige Rolle spielen (Kliewer et al., 2001). Da alle
3 PPARs einen dhnlichen molekularen Aufbau haben (siche Einleitung) binden die PPARs zum
Teil die gleichen Liganden. In der vorliegenden Arbeit fithrten fast alle PPAR-Liganden neben
dem Anstieg der VDR-Expression auch zu einem Anstieg der PPARa- und PPARS-Expression.
Auf die Expression von PPARY hatte die Behandlung mit PPAR-Liganden dagegen keinen

Einfluss. Im Promotorbereich von PPARY wurde zwar ein PPRE beschrieben. Dieses scheint
allerdings nicht funktionell zu sein (Saladin et al., 1999; Lemay et al., 2006). Generell ist gewusst,
dass PPARa bei der Wahl des Liganden am anspruchlosten ist, wihrend PPARY am selektivsten

ist (Kliewer et al., 2001). PPARY wird z.B. von einem Teil der ungesittigten Fettsduren (darunter
auch z.B. ALA und DHA) nicht direkt aktiviert (Kliewer et al., 1994; Nagy et al., 1998). In der

vorliegenden Arbeit konnte, in Ubereinstimmung mit diesen bereits publizierten Daten, ebenfalls
keine nachhaltige Expressionssteigerung von PPARY in MeWo-Zellen durch die Behandlung mit

PPAR-Liganden nachgewiesen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Anstiege der PPARa-Expression nach PPAR-Liganden-
Behandlung lief3 sich durch ein funktionelles PPRE im PPARa-Promotor erkliren (Pineda Torra
et al., 2002). Dieses response element bindet vor allem den hepatocyte nuclear factor-4 (HNF4). Da aber
auch PPAR« direkt an dieses hepatocyte nuclear factor-4-response element (HNF4-RE) im Promotor des
PPARa-Gens bindet und somit die eigene Transkriptionsrate steigert, kann es als funktionelles

PPRE bezeichnet werden (Pineda Torra et al., 2002).

Neben dem PPARa-Expressionsanstieg fithrte die Behandlung mit den PPAR-Liganden in der
vorliegenden Arbeit zu einem Anstieg der PPARS-Expression. Auffillig war auflerdem, dass die
Behandlung mit dem spezifischen PPARa-Ligand WY14643 zu einem ebenso starken
Expressionsanstieg von PPARa und PPARS fihrte. PPAR-Liganden verlieren in hohen
Konzentrationen ihre Rezeptorspezifitit (Seimandi et al., 2005). Da in den hier durchgefiihrten
Versuchen sehr niedrige PPAR-Ligandenkonzentrationen (10° M) eingesetzt wurden, ist ein
Verlust der Rezeptorspezifitit wenig wahrscheinlich. Der Expressionsanstieg von PPARS kann
nicht auf eine direkte Liganden-Wirkung zuriickgefiihrt werden, da bisher noch kein
funktionelles PPRE im Promotorbereich von PPARS gefunden wurde. Es ist allerdings bekannt,

dass PPARs auch tber indirekte Mechanismen die Expression von Zielgenen modulieren kénnen.
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Somit kénnen Gene, auch ohne PPRE, zu den Zielgenen der PPARs gehéren (Tan et al., 2005).
Eine gegenseitige Beeinflussung der intrazelluliren Signalwege der verschiedenen PPARs ist

somit sehr wahrscheinlich.

Daneben fiel auf, dass die Behandlung mit den PPAR-Liganden erst nach 120 h den stirksten
Anstieg der PPAR-Expression bewirkte. Im Gegensatz dazu, fihrte die Behandlung mit
1,25(OH),D; schon nach 24 h zu einem starken Anstieg der PPARa- und VDR-Expression.
Seifert et al. (2004) zeigte, dass die Behandlung mit 1,25(OH),D; innerhalb von 24 h zu einem
signifikanten Anstieg der mRNA-Expression von Zielgenen (VDR, CYP24A1, CYP27A1) in
MeWo fihrte. Diese erhohte Expression der Zielgene lie3 sich auch durch eine lingere
Behandlungsdauer nur wenig steigern. Auch in der vorliegenden Arbeit stieg die mRNA-
Expression nach Behandlung mit 1,25(OH),D; nur wenig weiter an, wihrend die Behandlung mit
den PPAR-Liganden erst nach 120 h zu den stirksten Anstiegen der PPAR- und VDR-
Expression fihrte. Bei der Behandlung mit PPAR-Liganden fihrt eine lange Behandlungsdauer

zu den deutlichsten Verinderungen der mRNA-Expression.

5.6. Keine synergistischen Effekte in MeWo nach kombinierter Behandlung mit

1,25(0H),D,+PPAR-Liganden

Wie bereits oben erwihnt, fihrten sowohl 1,25(OH),D; als auch ein Teil der PPAR-Liganden
allein zur Proliferationshemmung von MeWo. Bei der kombinierten Behandlung mit
1,25(0OH),D;+PPAR-Liganden kam es zu einer dhnlich starken Proliferationshemmung (etwa
60 % im Vergleich zur Kontrollgruppe/EtOH) wie nach Behandlung mit 1,25(OH),D; allein.
Diese Wachstumshemmung der MeWo-Zellen ging mit einem signifikanten Expressionsanstieg
von VDR und CYP24Al1 einher und war somit VDR-vermittelt. Ein additiver oder
synergistischer wachstumshemmender Effekt nach kombinierter Behandlung konnte nicht

beobachtet werden.

Auch in Bezug auf die Expression der Kernrezeptoren konnte in der vorliegenden Arbeit
gegeniiber der Behandlung mit den 2 Einzelsubstanzen kein additiver oder synergistischer Effekt
nach der Behandlung von MeWo-Zellen mit 1,25(OH),D;+PPAR-Liganden festgestellt werden.
Diese Ergebnisse korrelierten mit publizierten Untersuchungen in Brustkrebs- und
Prostatakrebszellen, wo es ebenfalls nach kombinierter Behandlung mit 1,25(OH),D,+PPAR-
Liganden zu keinem synergistischen Anstieg der VDR-Expression kam (Dunlop et al., 2005). Da
sowohl die PPARs als auch der VDR an RXR binden, ist es moglich, dass es auf Grund eines

relativen 9-cis-RA-Mangels zu keinem Synergismus kommt. Inaktive RXR-Monomere bilden



-84 - 5. Diskussion

nimlich Homotetramere ohne transkriptionelle Aktivitit. Steht dann der Ligand 9-cis-RA zur
Verfigung, werden die Homotetramere aufgelost und stehen dann fiur die Regulation der
Genexpression als Homo oder Heterodimere zur Verfigung (Yasmin et al, 2005). Im
vorliegenden Fall einer gleichzeitigen starken Aktivierung der PPAR- und VDR-Signalwege kann

ein relativer Mangel an 9-cis-RA eine weitere Transkriptionssteigerung behindern.

Bei der 120 h Behandlung mit 1,25(OH),D;+Bezafibrat kam es sogar, vgl. mit der alleinigen
Behandlung mit 1,25(OH),D;, zu einer leichten Abnahme des antiproliferativen Effekts. Da die
VDR-vermittelte Proliferationshemmung in engem Zusammenhang mit der transkriptionellen
Aktivitait des VDRs steht (Reichrath et al, 2007), kann die gleichzeitig beobachtete
hochsignifikante Abnahme der VDR-Expression in Zusammenhang mit dieser Abnahme der
Wachstumshemmung gebracht werden. Hier muss angemerkt werden, dass auch die Bezafibrat-
Behandlung allein (als einzige PPAR-Liganden-Behandlung) zu keinem Anstieg der VDR-
Expression fiihrte. Eine mdgliche Erklirung koénnte die viel héhere Konzentration von
Bezafibrat (2 x 10* M vs. 10® M) im Vergleich zu den anderen benutzten PPAR-Liganden sein.
Diese hohere Konzentration fir Bezafibrat wurde aufgrund von anderen Studienergebnissen

(signifikante Effekte ohne Zytotoxizitit in Kippenberger et al., 2001) gewihlt.

Insgesamt zeigte die kombinierte Behandlung von Melanomzellen mit 1,25(OH),D;+PPAR-
Liganden keine Vorteile gegentiber der alleinigen Behandlung mit 1,25(OH),D; oder den PPAR-

Liganden, welche sich in der Therapie des malignen Melanoms nutzen lieBen.

5.7. Behandlung mit synthetischen Calcipotriol-Analoga (an Calcipotriol

gekoppelte PPAR-Liganden)

Das Vitamin D-Analog Calcipotriol hat ahnlich wie 1,25(OH),D; eine dosisabhingige
Wachstumshemmung (Gniadecki, 1996; Reichrath et al., 1997). Da Calcipotriol zudem 7z vivo
geringere kalzimische Nebenwirkungen hat (Colston et al., 1992), eignet sich Calcipotriol
wesentlich besser zur therapeutischen Anwendung. Die in der vorliegenden Arbeit benutzten
Analoga, unterschieden sich nur durch den jeweils an das Calcipotriol angehingten PPAR-
Liganden (ALA oder DHA). Trotz der strukturellen Ahnlichkeit bewirkte Calcipotriol-ALA eine
leichte Proliferationshemmung, wihrend Calcipotrio-DHA  zu einer dhnlich starken
Wachstumshemmung fithrte wie die Behandlung mit 1,25(OH),D; allein oder in Kombination
mit DHA. Wenn auch die VDR-Expression nach Behandlung mit beiden Calcipotriol-Analoga
anstieg, so zeigte die CYP24Al-Expression, dass Calcipotriol-ALA seine Eigenschaften als

Vitamin D-Metabolit nicht entfalten konnte.
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Vor allem Calcipotriol-ALA fihrte zu deutlichen PPAR-Expressionsanstiegen und schien dhnlich
wie ALA die Signalwege der Kernrezeptoren wirksam zu beeinflussen. Die PPAR-Expression
nach Behandlung mit Calcipotriol-DHA dhnelte dagegen der Behandlung mit 1,25(OH),D; allein
oder in Kombination mit DHA. Eine Behandlung mit den Calcipotriol-Analoga iiber mehr als
24 h fihrte zu keinem weiteren Anstieg der PPAR-Expression. Méglich ist, dass Calcipotriol-
ALA und Calcipottiol-DHA an die PPARs und/oder den VDR gebunden haben und wegen ihrer
Grofle die Ligandenbindungstasche schlecht oder gar nicht verlassen konnten. Die dadurch
blockierte LBD reduziert damit die Funktionstiichtigkeit des Rezeptors. Unterstiitzt wird diese
Hypothese dadurch, dass beide Calcipotriol-Analoga unterschiedliche Wirkungen auf die PPAR-
und VDR-Expression hatten. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Ligandenbindungstaschen
der PPARs neben den 12 a-Helices eine zusitzliche Helix H2” haben und somit im Vergleich zu
den meisten anderen Kernrezeptoren (wie z.B. VDR), vergleichsweise grof3 sind (Nolte et al.,
1998; Xu et al, 1999). Calcipotriol-ALA hat moglicherweise eine ungunstige sterische
Konfiguration, die nicht in die Ligandenbindungstasche des VDRs passt und nur eine Bindung
an die PPARs erlaubt. Dadurch kénnte es nach Behandlung mit Calcipotriol-ALA zu den
gleichen Effekten wie bei der Behandlung mit einem PPAR-Liganden allein kommen.
Calcipotriol-DHA hat dagegen evtl. eine giinstigere molekulare Struktur, welche in die
Ligandenbindungstasche beider Kernrezeptoren (PPARs und VDR) passt und deswegen die
PPAR- und VDR-Signalwege direkt aktivieren kann.

Beide Calcipotriol-Analoga wurden erst kiirzlich synthetisiert und miissen noch niher auf ihre
Wirksamkeit, evtl. Nebenwirkungen und ihre Toxizitdt untersucht werden. Ob sie als zukiinftige

Therapeutika in Frage kommen, miissen nachfolgende Versuche zeigen.

5.8. Cross talk zwischen den Signalwegen der PPARs und des VDRs

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass verschiedene nukleire Hormonrezeptoren
miteinander interagieren. Fir die vorliegende Arbeit war die Beschreibung einer bidirektionalen
Verbindung zwischen den Signalwegen von PPARS und dem VDR in Prostata- und
Brustkrebszellen von entscheidender Bedeutung (Dunlop et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es auch in der Melanomzelllinie MeWo
einen cross talk zwischen Signalwegen von PPARS und dem VDR gibt. Daneben wurde auch die
Expression von PPARa dhnlich wie die von PPARS durch Behandlung mit 1,25(OH),D,
beeinflusst. Der Expressionsanstieg von PPARa und PPARS nach der Behandlung mit
spezifischen PPARa- oder PPARS-Liganden zeigte, dass die Signalwege der verschiedenen
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PPARs interagieren. Dies zeigt, dass die Signalwege der nukleiren Hormonrezeptoren in MeWo
sehr eng zusammenhingen und sich gegenseitig beeinflussen. Diese Interaktion findet direkt tiber
die Bindung der aktivierten Hormonrezeptor-Heterodimeren an den entsprechenden regponse
elements im Promotorbereich der Zielgene statt. Andererseits kann die Expression von Zielgenen
auch ohne klassische response elements induziert werden, indem die aktivierten Heterodimere einen
Komplex mit Transkriptionsfaktoren und bisher unbekannten Proteinen bilden und nicht direkt
an die DNA binden (Alroy et al, 1995; Viisinen et al, 2005). Die Beeinflussung der
Heterodimerisierung und die indirekte Regulation tiber Koaktivatoren oder Korepressoren bilden
zusatzliche Mechanismen eines moglichen cross falks zwischen den Signalwegen der verschiedenen
Kernrezeptoren. Da stindig neue Erkenntnisse tber die gegenseitige Regulierung der
Kernrezeptoren publiziert werden, kann man aktuell nur erahnen, wie weitgreifend diese

Interaktionen der Kernrezeptoren die mRNA-Expression in Zellen beeinflussen konnen.

In der vorliegenden Arbeit konnten klare Hinweise auf einen cross falk zwischen den Signalwegen
der PPARs und des VDRs gefunden werden. Da die Arbeit aber vor allem deskriptiv die Wirkung
von Liganden auf die Expression der PPARs und des VDRs beschreibt und deren Signalwege
bisher nur zum Teil bekannt und verstanden sind, ist es unmoglich genaue Riickschlisse auf den
komplexen Mechanismus dieses c¢ross falks zu ziehen. Zur Entschliisselung des genauen
Zusammenspiels der Rezeptoren mit den entsprechenden Koaktivatoren und Korepressoren

miissen nachfolgend funktionelle molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden.

5.9. Fazit und Ausblick

Da die Therapie des metastasierten malignen Melanoms bisher palliativen Charakter hat, spielt
die Privention des Melanoms eine wichtige Rolle. Zum einen konnte gezeigt werden, dass
Krebsvorsorgeuntersuchungen (d.h. die sekundire Pravention) zwar dafiir sorgen, dass die
Fallzahlen sehr stark zunehmen, die diagnostizierten Melanome aber in fritheren Stadien entdeckt
wurden und somit eine bessere Prognose haben (Brochez und Naeyaert, 2000; Marks, 2000;
Garbe und Blum, 2001; Lens und Dawes, 2004). Andererseits wird versucht, die Bevolkerung
vermehrt auf die negativen Konsequenzen der UV-Strahlung aufmerksam zu machen. Insgesamt
ist die primire Privention (d.h. die Vermeidung der Entstehung) des malignen Melanoms, aber

recht schwierig, da bisher noch nicht alle Faktoren der Pathogenese geklirt sind.

Fir die primire Privention maligner Tumore hat das Gebiet der nutrigenomics einen grol3en
Stellenwert. Die WHO hat kiirzlich postuliert, dass eine ungesunde Erndhrung die zweithdufigste

vermeidbare Krebsursache darstellt. Auch das malignhe Melanom konnte durch tbermiGlige
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Aufnahme von ungesunden Omega-6-Fettsiduren in Zusammenhang gebracht werden (Wagner et
al., 1984; Mackie et al., 1987; Cario-André et al., 2005), wihrend Omega-3-Fettsduren, welche
auch PPAR-Liganden darstellen, protektive Eigenschaften zugeschrieben wurden (Bain et al,
1993; Albino et al., 2000). Dementsprechend kann man nach der aktuellen Studienlage zur
Privention des malignen Melanoms als auch anderer Malignome, eine gesunde Ernihrung mit

ausreichend Omega-3-Fettsiauren (z.B. ALA, DHA, ...) empfehlen.

Auf Grund der schlechten Prognose des metastasierten Melanoms wird fieberhaft nach neuen
Substanzen gesucht, welche die Therapie des malignen Melanoms revolutionieren wiirden.
1,25(OH),D; konnte auch bereits in anderen Studien sein antiproliferatives Potential in
Melanomzellen unter Beweis stellen (Catlberg und Polly, 1998; Seifert et al., 2004; Reichrath et
al., 2007). Da aber 1,25(0OH),D;, bei systemischer Gabe in der angewendeten Dosis (10° M) zu
starken hyperkalzamischen Nebenwirkungen fithrt, scheint die Behandlung mit 1,25(OH),D,
keine sinnvolle Therapieoption darzustellen. Nachfolgend muss man also nach Vitamin D-
Liganden suchen, die 4hnliche antiproliferative ~Wirkungen, aber ein geringeres

Nebenwirkungspotential aufweisen.

Dementsprechend wurden in der vorliegenden Arbeit 2 neue, synthetisierte Calcipotriol-Analoga
untersucht. Es zeigte sich, dass vor allem Calcipotriol-DHA durch seine Wirkung auch als
Vitamin D-Metabolit gegentiber der Behandlung mit PPAR-Liganden allein einen stirkeren
Einfluss auf das Zellwachstum hat. AnschlieBende Untersuchungen miissen zeigen, ob die
Calcipotriol-Analoga therapeutisch benutzt werden kénnen und welche Nebenwirkungen sie
haben (z.B. Hyperkalzimie (wie 1,25(OH),D;) oder Nebenwirkungen im Glukose- und
Fettstoffwechsel (wie die PPAR-Liganden)).

Die Behandlung mit PPAR-Liganden allein konnte in Melanozyten und Melanomzellen in der
Vergangenheit schon mehrfach ihren wachstumshemmenden Effekt unter Beweis stellen (Albino
et al,, 2000; Mossner et al,, 2002; Kang et al, 2004). In zahlreichen Studien wurden die
antiproliferativen Effekte erst nach Behandlung mit PPAR-Liganden in sehr hohen
Konzentrationen beobachtet (Placha et al., 2003; Freudlsperger et al., 2006; Lee et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden die PPAR-Liganden in viel niedrigeren Konzentrationen
eingesetzt. Moglicherweise konnten deswegen auch nur bei einem Teil der Behandlungen
signifikante Proliferationshemmungen beobachtet werden. Im Tiermodell hatte der PPARa-
Agonist Fenofibrat zudem keinen Einfluss auf das induzierte Primirmelanom (Grabacka et al.,

2004; Grabacka et al., 2006). Auch in der vorliegenden Arbeit hatte Bezafibrat (als Vertreter der
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Fibrat-Gruppe) ebenfalls im Gegensatz zu anderen PPAR-Liganden keinen Einfluss auf das
Wachstum der MeWo-Zellen. Allerdings konnte 7z vitro und in vivo gezeigt werden, dass sich
durch die Behandlung mit Fibraten das Metastasierungspotential von Melanomzellen verringert
(Grabacka et al., 2004; Grabacka et al., 2006). Auch die Behandlung mit Omega-3-Fettsiuren
(wie zB. ALA oder DHA) senkte im Vergleich zu Omega-6-Fettsiuren die

Melanommetastasierungsrate um > 50 % (Abbott et al., 1994).

Interessanterweise haben klinische Studien mit Lipidsenkern, wie dem PPARa-Agonisten
Gemfibrozil, gezeigt, dass bei Patienten der behandelten Gruppe signifikant weniger Melanome
diagnostiziert wurden als in der Kontrollgruppe (Rubins et al., 1999). In einer kiirzlich
publizierten Metaanalyse korrelierte aber eine langzeitige Fibrat-Behandlung im Rahmen einer
Hypetlipidimie-Therapie nicht mit einer signifikanten FErniedrigung der Melanominzidenz
(Freeman et al., 2000). Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Behandlung mit PPAR«-
Agonisten mit einer verringerten COX-2-Expression einherging. Die kombinierte Behandlung
mit PPARa-Agonisten und COX-2 Inhibitoren konnten einen synergistischen Effekt haben,
indem proapoptotische Mechanismen aktiviert werden und so die Empfinglichkeit von
Melanomzellen fir die pulsatile Chemotherapie erhoht wird (Reichle et al, 2004; Badawi et al,

2004).

Dementsprechend wurde 2007 eine randomisierte Phase-II-Studie veréffentlicht, welche eine
Verlingerung der progressfreien Zeit bei einer kombinierten Behandlung mit dem PPAR-
Liganden Pioglitazon, Rofecoxib (COX-2-Inhibitor) und Trofosfamid gegeniiber der alleinigen
Gabe von Trofosfamid bei Chemotherapie-refraktiren Melanompatienten zeigte (Reichle et al.,
2007). Pioglitazon (als PPARx-und PPARy-Agonist) fordert einerseits wie auch andere PPAR-
Liganden die Differenzierung und Apoptose von Tumorzellen (Mueller et al., 1998; Sarraf et al.,
1998). Andererseits hemmt es unabhingig von seiner PPAR-Wirkung die Initierung der
Translation und Angiogenese (Palakurthi et al., 2001; Panigrahy et al., 2002). Die Toxizitit dieser
Chemotherapie-Gabe war zudem relativ gering und wurde von den Melanompatienten auch tiber

einen lingeren Zeitraum sehr gut vertragen (Reichle et al., 2007).

Eine andere Strategie ist die Bindung von PPAR-Liganden (z.B. DHA) an bereits benutzte
Chemotherapeutika wie Paclitaxel oder Doxorubicin (Bradley et al.,, 2001; Wang et al., 2000;
Fracasso et al., 2009). In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass DHA-Doxorubicin nicht nur
wirksamer war als die Behandlung mit Doxorubicin allein, sondern auch eine geringere Toxizitat
besitzt (Wang et al., 20006). In einer kirzlich publizierten Phase-I-Studie wurde die wochentliche

intravendse Gabe von DHA-Paclitaxel in einer Maximaldosis bis zu 600 mg/m” gut toleriert. Bei
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einem behandelten Melanompatienten kam es so tber 16 Wochen zu keinem Progress des
Melanoms (Fracasso et al., 2009). Somit kénnte die Kombination von PPAR-Liganden mit bisher
eingesetzten Chemotherapeutika zum einen das Metastasierungsrisiko reduzieren und gleichzeitig

die Effizienz der Chemotherapie verbessern.

Die vorliegende Arbeit konnte zum ersten Mal zeigen, dass zum einen 1,25(OH),D; in der
Melanomzelllinie die Signalwege der PPARs signifikant beeinflusst und gleichzeitig PPAR-
Liganden mit dem VDR-Signalweg interagieren. Da sowohl die PPARs als auch der VDR eine
wichtige Rolle in der Regulation der Zellproliferation und -differenzierung spielen, konnte diese
bidirektionale Interaktion der PPAR- und VDR-Signalwege in der Pathogenese und Therapie des

malignen Melanoms von Bedeutung sein.
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i

< ™ R

5
1,25(OH),D,
9-cis-RA
A
Abb.
AF
ALA
AP-1
APS
bFGF
BPE
BSA
bzw.

C

°C

ca.
cDNA
COX
Cp
CREB
CYP
d.h.

DBD
DHA
DMEM
DMSO
DNA
dANTP
dsDNA
DR

dUTP
EDTA
et al.
EtOH

evtl.
FCS

Konzentration des Stoffes x

alpha

beta

gamma

delta

1a,25-Dihydroxyvitamin D, Calcitriol
9-cis-retinoic acid (9-cis-Retinsdure)

Adenosin bzw. Ampére

Abbildung

activation function (Transaktivierungsfunktion)
o-linolenic acid (x-Linolensdure)

Aktivator Protein-1

Ammoniumperoxodisulfat

basic Fibroblast Growth Factor

bovine pituitary extract (Rinder-Hypophysenextrakt)
bovine serum albumin (Rinder-Serumalbumin)
beziehungsweise

Cytosin

Grad Celsius

circa

complementary DNA (komplementire DNA)
Cyclooxygenase

crossing point (Kreuzungspunkt; Messpunkt in Real-Time PCR)
cAMP responsive element binding protein
Cytochrom P 450 Protein

das heil3t

Dalton

DNA-Bindungsdomine

docosahexaenic acid (Docosahexaensiure)
Dulbecco’s modified Eagles medium
Dimethylsulfoxid

desoxcyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribonukleosidtriphosphat (Nukleotid-Mix)
donble stranded DNA (Doppelstrang-DNA)

direct repeat (direkte Wiederholung); die darauf folgende Zahl gibt den Abstand
in Nukleotiden zwischen den Wiederholungen an
Desoxyuridintriphosphat

Ethylendiamintetraacetate (Ethylendiamintetraessigsaure)
et alzi (und andere)

Ethanol

eventuell

fetal calf serum (totales Kalbserum)
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g
G

h

H,0u
HNF4-RE
HRE

IP

k-
kb

NF-xB
NHM
NSAIDs

Oligo-dT
p

P/S
PBS
PCR
pH
PP
PPAR

RNA
RPMI 1640
rRNA
RT-PCR
RXR

gramm

Guanosin

Stunde(n)

bidestillisiertes Wasser

hepatocyte nuclear factor-4-response element

Hormon-responsives Element

invertiertes Palindrom; die darauf folgende Zahl gibt den Abstand in
Nukleotiden zwischen den Wiederholungen an

kilo- (z.B. kg, kDa oder kb)

Kilobasen

Bindungsaffinitit

Liter

Ligandenbindungsdomine

mikro- (10°) (z.B. um, ul oder uM)

molar

milli-

Meter

Minute

messenger-RNA (Boten-RNA)

Mittelwert

Nukleotid oder Anzahl der Molekiile bei einem PCR-Zyklus

nano- (10”) (z.B. nm, nl oder nM)

Nukleirer faktor-kappaB

normal human melanocytes (primar kultivierte humane Melanozyten)
Non-steroidal  anti-inflammatory  drugs ~ (Nicht-steroidale — antientziindliche
Medikamente)

Oligodeoxythimin

pico-, Signifikanz oder Bezeichnung fir den kurzen Arm eines Chromosoms
(petite)

Penicillin/Streptomycin

phosphate buffered saline (Phosphatpuffer)

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
peroxcisome proliferator (Peroxisomen Proliferator; Liganden der PPARs)
peroxisome  proliferator-activated  receptor  (Peroxisom  Proliferator-aktivierter
Rezeptor)

PPAR response element (PPAR responsives Element)

Bezeichnung fir den langen Arm eines Chromosoms (queue)
Korrelationskoeffizient

retinoic acid receptor (Retinsiaure-Rezeptor)

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

Roswell Park Memorial Institute 1640

ribosomale RNA

Real-Time-PCR

Retinoid-X-Rezeptor
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SA
SDS
ssDNA
ssRNA
STAT

Tab.
TBE
TE
tRNA
TZD

U/min
uv

v.a.
VDR
VDRE
vel.
WHO

Sekunden

Standardabweichung

sodinmdodecylsulfate (Dodecylsulfat-Natriumsalz)

single stranded DNA (Einzelstrang-DNA)

single stranded RNA (Einzelstrang-RNA)

signal transducer and activator of transcription (Transkriptionsfaktor)
Thymidin

Tabelle

Tris-Borsiure-EDTA

Tris-EDTA

transfert RNA

Thiazolidindione “Insulin-Sensitizer”

units (Einheiten)

Umdrehungen pro Minute

ultraviolett

Volt

vor allem

Vitamin D-Rezeptor

vitamin D-response element (Vitamin D-responsives Element)
verglichen

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)

zum Beispiel
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Vorversuche:
® Proliferations-Assay mit MeWo (1 Mittelwert = 12 Messungen):
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Platte 1 MW/ SA MW SA MW SA MW SA MW SA
Ohne Behandlino 0017 0005 0033 0.002. 0121 0030 0206 0024 0359 0052
F+OH 0013 0004 0020 0004 0102 0006 0172 0035 0326 0037
1 25(OH»D: 0012 0002 0010 0003 0076 0020 0117 0013 0222 0027
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Platte 2. MW/ SA MW SA MW SA MW/ SA MW SA
Ohne Behandlino 0016 0008 0019 0001 0057 0006 0064 0003 0135 0008
F+OH 0002 0002 0010 0002 0052 0004 0054 0002 0107 0009
1 25(OHY»D: 0006 0002 0012 0.002. 0034 0003 0042, 0.002. 0075 0012
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Platte 3 MW/ SA MW SA MW SA MW SA MW SA
Ohne Behandlino 0014 0004 0009 0003 0042 001 0023 0.002. 0052 0010
F+OH 0008 0004 0010 0003 0024 0002 0027 0001 0045 0002
1 25(OHHD: 0007 0012 0008 0.002. 0018 0002 0013 0.002. 0021 0.002.

e RT-PCR: PPAR-, VDR- und CYP24A1-Expression in MeWo ohne Behandlung

(1 Mittelwert = 4 Messungen):
PPARa-Expression:

Kulturschale 1 Kulturschale 2 Kulturschale 3 Kulturschale 4 Alle Kulturschalen
MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%)
24h | 5060 | 0,583 | 11,52 | 6,067 | 0,743 | 12,25 | 12,150 | 1,433 | 11,79 | 10,337 | 0,976 | 9,45 | 8,403 | 3,177 | 37,81
48h | 6,773 | 1,025 | 15,13 | 14,867 | 2,230 | 15,00 | 15,833 | 1,227 | 7,75 | 13,733 | 1,198 | 8,72 | 12,802 | 3,930 | 30,70
72h | 5,787 | 0,467 | 8,07 | 11,713 | 1,349 | 11,52 | 17,947 | 1,722 | 9,59 | 21,380 | 1,710 | 8,00 | 14,207 | 6,350 | 44,70
96h | 8248 | 1,564 | 18,96 | 12,277 | 1,341 | 10,92 | 11,753 | 1,319 | 11,23 | 15,867 | 2,177 | 13,72 | 11,745 | 3,223 | 27,44
120h | 12,387 | 1,808 | 14,59 | 14,953 | 0,390 | 14,59 | 15,010 | 0,788 | 5,25 | 19,873 | 0,333 1,68 | 15,556 | 2,959 | 19,02
PPARS-Expression:
Kulturschale 1 Kulturschale 2 Kulturschale 3 Kulturschale 4 Alle Kulturschalen
MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%)
24h | 6,260 | 0,453 | 7,24 | 8,577 | 0,933 | 10,88 | 15,060 | 1,384 | 9,19 | 12,360 | 0,893 | 7,23 | 10,233 | 3,681 | 35,97
48h | 8290 | 0,960 | 11,58 | 9,973 | 0,300 | 3,01 9,223 | 0,257 | 2,79 | 10,433 | 0,942 | 9,03 | 9,480 | 1,037 | 10,94
72h | 6,973 | 0,611 8,77 | 9,103 | 0,474 | 521 | 14,400 | 1,802 | 12,51 | 14,417 | 1,999 | 13,87 | 11,223 | 3,621 | 32,26
96h | 6,718 | 1,042 | 1551 | 12,823 | 1,541 | 12,02 | 7,773 | 0,759 | 9,77 | 9,563 | 0,836 8,75 | 9,027 | 2,593 | 28,73
120h | 8,537 | 0,788 | 9,23 | 9,033 | 1,028 | 11,37 | 13,103 | 1,642 | 12,53 | 18,710 | 2,94 | 15,73 | 12,346 | 4,530 | 36,69
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PPARy-Expression:
Kulturschale 1 Kulturschale 2 Kulturschale 3 Kulturschale 4 Alle Kulturschalen
MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%)
24 h 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0,053 | 0,062 | 0,054 | 0,014 | 0,026 | 185,71
48h | 0,027 | 0,016 | 59,26 0 0 / 0,031 | 0,018 | 58,06 0 0 0 0,014 | 0,018 | 12857
72h 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 0 0 0 /
96 h 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 0 0 0 /
120 h 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0,002 | 0,003 | 0,009 | 0,001 | 0,003 | 300,00
VDR-Expression:
Kulturschale 1 Kulturschale 2 Kulturschale 3 Kulturschale 4 Alle Kulturschalen
MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%) | MW SA | SA(%)
24h | 46,690 | 2,170 | 4,65 | 36,323 | 3,947 | 10,87 | 44,527 | 5,694 | 12,79 | 41,890 | 1,817 | 4,34 | 42,358 | 5,155 | 12,17
48h | 33,137 | 1,045 | 315 | 21,497 | 3,501 | 16,29 | 30,220 | 3,539 | 11,71 | 29,997 | 6,398 | 21,33 | 28,713 | 5723 | 19,93
72h | 21,697 | 1,830 | 8,43 | 15917 | 0,951 598 | 37,840 | 4,130 | 10,91 | 29,843 | 4,005 | 13,42 | 26,324 | 9,040 | 34,34
96h | 13,887 | 1,114 | 8,02 | 37,333 | 2,600 | 697 | 29243 | 1425 | 478 | 20,937 | 2,250 | 10,75 | 25,350 | 9,338 | 36,84
120 h | 35,043 | 2,243 | 6,40 | 47,387 | 4,331 9,14 | 29,707 | 5,555 | 18,70 | 25,867 | 2,627 | 10,16 | 34,501 | 9,119 | 26,43
Versuche:
® Proliferations-Assays mit MeWo (1 Mittelwert = 12 Messungen):
24 h-Werte:
Platte 1 Platte 2 Platte 3 Platte 4 Platte 5 Platte 6 Platte 7
24 h MW SA MW/ SA MW/ SA MW SA MW SA MW/ SA MW SA
Ohne Behandlino 0023 [ 0005 [ 0018 | 0003 | 0031 [ 0003 | 0030 | 0002 | 0013 [ 0001 [ 0018 | 0002 | 0006 [ 0003
FrOH 0025 [ 0002 [ 0016 | 0004 | 0028 [ 0007 | 0026 | 0006 | 0014 | 0002 | 0013 | 0002 | 0007 [ 0005
1 25(OHY»D» 0023 {0003 [ 0013 |1 0003 | 0028 [ 0003 | 0030 | 0005 | 0011 [ 0001 [ 0011 | 0002 | 0011 [ 0009
Rezafibrat 0026 [ 0003 [ 0011 | 0005 | 0020 [ 0005 | 0024 | 0007 | 0012 [ 0003
AT.A 0023 [ 0003 [ 0018 | 0007 | 0025 | 0006 | 0031 | 0006 0013 [ 0002,
DHA 0023 [ 0002 [ 00221 0004 | 0035 | 0002 | 0036 | 0003 0011 [ 0005
WY14643 0011 [ 0003 [ 0009 | 0003 | 0009 [ 0001
GWS501516 0011 [ 0005 [ 0010 | 00021 0006 | 0002
1 25(OHYVD+Rezafibhrat | 0020 | 0003 [ 0013 | 0004 | 0037 | 0003 [ 0021 | 0003 | 0007 | 0003
1 25(OHHD+ATA 0020 [ 0002 0015 | 0007 | 0025 | 0003 | 0017 | 0003 0017 | 0001
1 25(OHHD:+DHA 0040 [ 0002 [ 00221 0004 | 0022 0004 | 0024 | 0002 0012 | 0004
1 25(OHHLD+WY 14643 0010 [ 0001 [ 0011 | 0002 | 0006 | 0005
1 25(OHYHLD+GWA0151 0016 [ 0002 [ 0019 | 0004 | 0008 | 0004
Calcinotrinl-AT.A 0024 [ 0005 [ OOT5 | 0008 | 0013 | 0002 | 0014 | 0004 | 0012 | 0004
Calcinotriol-DHA 0018 [ 0002 [ 0024 | 0006 | 0013 [ 0002 [ 0015 | 0003 | 0016 | 0001
Medinm ohne Zellen 0002 [ 0002 [ 00021 0004 | 0001 [ 0001 [ 0000 | 0002 | -0001 [ 0003 [-0001 | 0003 | 0000 [ 0001
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72 h-Werte:
Platte 1 Platte 2 Platte 3 Platte 4 Platte § Platte 6 Platte 7
72 h MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA

Ohne Rehandlino 0091 [ 0007 [ 0091 | 0004 | 0126 [ 0011 | O1T15 | 0012 | 0081 | 0005 | 0055 | 0006 | 0089 [ 0009
FrOH 0076 [ 0006 | 0104 | 0023 | 0110 [ 0004 | 0096 | 0008 | 0070 [ 0003 | 0058 | 0007 | 0092 [ 0003
1 25(OOHY»D» 0055 [ 0006 [ 0059 | 0011 | 0073 [ 0002 | 0054 | 0003 | 0055 | 0006 | 00521 0006 | 0063 [ 0006
Bezafibrat 00721 0007 | 0096 | 0008 | 008 [ 0009 | OOR5 | 0008 | 0062 [ 0004

AT.A O0RR [ 0011 [ O0OR2 | 0005 | 0115 [ 0003 | 00OKR2 | 0004 0044 [ 0002,

NDHA 0061 [ 0010 [ 0076 | 0007 | 0110 | 0003 | 00R9 | 0005 0049 [ 0003

WY14643 0089 [ 0012 [ 0053 | 0003 | 0076 | 0004
GWS01516 0070 [ 0008 [ 0055 | 0006 | 0074 | 0004

1 25(OHVLDa+Rezafibrat | 0076 | 0007 | 0074 [ 0006 | 0115 [ 0007 | 0098 | 0011 | 0061 | 0004

1 25(OHHD+ATA O0RR [ 0005 [ 0076 | 0008 | 0118 [ 0003 | 0078 | 0007 0077 | 0003
1 25(OHHD:+DHA 0053 [ 0007 [ 0075 | 0009 | 006R | 0008 | 0073 | 0008 0066 | 0005
1 25(OHYHLD+WY 14643 0085 | 0002 [ 00421 0003 | 0054 | 0003
1 25(OHHLD+GWAN151 00721 0005 [ 0050 | 0005 | 00K1T | 0005
Calcinotriol-AT.A 0000 [ 000K [ 00921 0003 | 0061 [ 0004 | 0057 | 0015 | 0092 [ 0006
Calcinotriol-DHA 0084 [ 0020 | 0064 | 0005 | 00K7 | 0006 | 00521 0003 | 0079 [ 0004
Medinm ohne Zellen 0000 [ 0003 [-0001] 0003 | -0001 [ 0003 | -0001T ] 0002 |-0001 {0004 [ 0001 | 0001 | 0002 [ 0005
120 h-Werte:
Platte 1 Platte 2. Platte 3 Platte 4 Platte 5 Platte 6 Platte 7
120 h MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA

Ohne Rehandlino 0278 [ 0005 [ 0363 | 0017 | 0320 [ 0006 | 0354 | 0030 | 0282 | 0011 | 0255 | 0007 | 0288 [ 0009
FrOH 0270 { 000K [ 0332 | 0015 | 0291 [ 0019 | 0378 | 0031 | 0276 | 0032 | 0266 | 0002 | 0284 [ 0005
1 25(OHY»D» 0124 { 0002 0210 | 0008 | 0190 [ 0039 | 0208 | 0006 | 0188 | 0014 | 0166 | 0008 | 0152 [ 0.006
Rezafibrat 0245 [ 0032 [ 03221 0039 | 0305 [ 001K | 0342 | 0006 | 0256 | 0028

AT.A 0214 { 0020 | 0346 | 0036 | 0289 | 0027 | 0385 | 0007 0258 | 0021

NDHA 0271 [ 0004 | 0360 | 0024 | 0344 | 0009 | 0415 | 0019 0286 [ 0026

WY14643 0241 | 0006 | 0243 | 0020 | 0261 | 0017
GWS501516 0253 | 0013 | 0245 | 0003 | 0244 | 0006

1 25(OHYWD:+Rezafibrat [ 0143 | 0008 [ 0220 | 0016 | 0233 [ 0033 | 0214 | 0006 | 0201 | 0006

1 25(OHLD+AT.A 0146 [ 0006 | 0199 [ 0008 | 0179 | 0017 | 0235 | 0035 0153 [ 0003
1 25(OHVLDADHA 0158 [ 0016 | 0193 [ 0021 | 0175 | 0017 | 0198 | 0030 0159 [ 0007
1 25(OHHD:+WY 14643 0173 1 0004 | 0171 | 0008 [ 0158 | 0003
1 25(OHYHD+GWAN151 0185 | 0008 | 0165 | 0003 [ 0173 | 0015
Calcinotrinl-AT.A 0241 1 0021 | 0367 | 0010 [ 0265 | 0031 [ 0251 | 0004 | 0267 | 0005
Calcinotriol-DHA 0177 1 0007 | 0237 | 0016 [ 0175 | 0012 [ 0184 | 0008 | 0160 | 0019

Medinm ohne Zellen 0001 [ 0002 | -0001 [ 0002 [-0002]1 0003 [ 000T | 0003 [ 0001 | 0003 | 0001 | 0004 | 0001 [ 0003
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e RT-PCR: (1 Mittelwert = 4 Messungen):

PPARa PPARS PPARy VDR CYP24A1

MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA

24 h ohne Behandlung (Probe 1) 30,467 1,662 44,760 4,312 0,295 0,144 132,393 | 13,818 0,001 0,001

24 h ohne Behandlung (Probe 2) 17,760 1,774 18,773 0,260 0,043 0,010 109,377 | 16,370 0,000 0,000

24 h ohne Behandlung (Probe 3) 25,530 0,226 49,063 2,780 0,000 0,000 92,220 15,779 0,000 0,000

24 h EtOH (Probe 1) 15683 | 1,967 | 40,723 | 1,831 | 0,105 | 0015 | 142,223 | 13,755 | 0,000 | 0,000
24 h EtOH (Probe 2) 17,705 | 2326 | 15615 | 1,305 | 0,092 | 0032 | 87,407 | 12312 | 0,000 | 0,000
24 h EtOH (Probe 3) 8373 | 0978 | 13093 | 1883 | 0035 | 0,007 | 130,683 | 19,594 | 0,000 | 0,000
241 1,25(OH):D; (Probe 1) 37477 | 1,062 | 33177 | 1810 | 0352 | 0,149 | 360,613 | 34302 | 0211 | 0,044
24 h 1,25(OH):D; (Probe 2) 22393 | 1,830 | 16,030 | 2,885 | 0055 | 0,013 | 380,863 | 24,243 | 0374 | 0,041
24 h 1,25(0H):D; (Probe 3) 13157 | 2,108 | 16,693 | 2,171 | 0,000 | 0000 | 302,360 | 46431 | 0,396 | 0,078
24 h Bezafibrat 17253 | 2,504 | 17,020 | 1,991 | 0,136 | 0113 | 117,230 | 15,092 | 0,001 | 0,001
24h ALA 27,400 | 1,045 | 41,007 | 3,635 | 0177 | 0,125 | 145227 | 23725 | 0002 | 0,002
24 h DHA 15,620 | 1,398 | 28,700 | 4,182 | 0,060 | 0017 | 116,507 | 21,529 | 0,000 | 0,000
24 h WY 14643 18020 | 2,047 | 19,518 | 2,163 | 0,084 | 0019 | 118,187 | 6,305 | 0,000 | 0,000
24h GW501516 16,100 | 1358 | 15943 | 2296 | 0,068 | 0,008 | 144910 | 21,539 | 0,000 | 0,000
24 h 1,25(OH),Ds+Bezafibrat 26,175 | 2,711 | 34353 | 3,401 | 0,000 | 0,000 | 313,107 | 15,268 | 0,488 | 0,046
241 1,25(OH),D;+ALA 36,555 | 1,393 | 40280 | 2924 | 0,000 | 0,000 | 368927 | 40299 | 0,091 | 0,018
241 1,25(OH):D;+DHA 23,643 | 3,120 | 47,160 | 6,756 | 0,134 | 0,047 | 353,177 | 55503 | 0,576 | 0,102
24 h 1,25(0OH)Ds+ WY 14643 25547 | 1,711 | 17,477 | 1,416 | 0,000 | 0,000 | 428720 | 34,817 | 0363 | 0,006
24 h 1,25(0H),Ds+GW501516 24787 | 2,616 | 16233 | 1900 | 0122 | 0,059 | 288493 | 34214 | 0412 | 0,047
24 h Calcipotriol-ALA 27,867 | 2339 | 78653 | 6,766 | 0,000 | 0,000 | 254500 | 42,858 | 0,000 | 0,000
24 Calcipotriol DHA 23333 | 4073 | 35247 | 3,548 | 0,000 | 0,000 | 262,733 | 17,343 | 0,223 | 0,031

120 h ohne Behandlung (Probe 1) 30,910 3,609 44,323 3,671 0,000 0,000 115,360 | 14,337 0,000 0,000

120 h ohne Behandlung (Probe 2) 17,953 0,296 19,038 3,321 0,059 0,009 113,960 | 15,478 0,000 0,000

120 h ohne Behandlung (Probe 3) 21,863 3,904 31,897 5,603 0,637 0,201 112,653 5,402 0,000 0,000

120 h EtOH (Probe 1) 15320 | 1,647 | 12,517 | 1,809 | 0,000 | 0000 | 44098 | 4546 | 0,000 | 0,000
120 h EtOH (Probe 2) 17543 | 0,682 | 16357 | 0,803 | 0,060 | 0016 | 82,113 | 12,729 | 0,000 | 0,000
120 h EtOH (Probe 3) 14890 | 1,559 | 9,297 | 0,682 | 0,000 | 0000 | 51,430 | 7,808 | 0,000 | 0,000
120 b 1,25(0OH)2D;5 (Probe 1) 28457 | 1,746 | 29,765 | 2,790 | 0,089 | 0,017 | 230,880 | 7,302 | 0365 | 0,073
120 b 1,25(0OH)2D;5 (Probe 2) 22,770 | 2,170 | 17397 | 1,091 | 0042 | 0,012 | 304877 | 32,073 | 0288 | 0,033
120 h 1,25(OH),D; (Probe 3) 15093 | 1,524 | 11,387 | 0903 | 0,000 | 0,00 | 227,753 | 10212 | 0,163 | 0,041
120 h Bezafibrat 53,650 | 5651 | 36,667 | 1,376 | 0,000 | 0,000 | 69,957 | 10,534 | 0,000 | 0,000
120 h ALA 60,633 | 6431 | 44477 | 4455 | 0,000 | 0,000 | 73263 | 6,101 | 0,000 | 0,000
120 h DHA 39,605 | 3,521 | 44285 | 5786 | 0000 | 0,000 | 85147 | 8078 | 0000 | 0,000
120 h WY 14643 20,240 | 1,447 | 16,830 | 1361 | 0038 | 0,026 | 132963 | 1,601 | 0,00 | 0,000
120 h GW501516 13667 | 1,622 | 15475 | 2,077 | 0,054 | 0027 | 155393 | 9,839 | 0,000 | 0,000
120 b 1,25(0OH),D5+Bezafibrat 10,620 | 0,815 | 13,450 | 0,9395 | 0,029 | 0013 | 112,525 | 11,327 | 0,052 | 0011
120 b 1,25(OH)2Ds+ALA 35613 | 2,801 | 24060 | 2,820 | 0,000 | 0,000 | 215027 | 16245 | 0,166 | 0,035
120 h 1,25(0OH),D3+DHA 35997 | 2,680 | 29577 | 1,738 | 0037 | 0,032 | 338323 | 48847 | 0556 | 0,074
120 b 1,25(0OH),D>+ WY 14643 23953 | 1,681 | 17433 | 0167 | 0065 | 0,009 | 271,827 | 24619 | 0362 | 0,018
120 b 1,25(0OH)2Ds+GW501516 21,055 | 1,363 | 18270 | 2271 | 0049 | 0,015 | 319587 | 21,084 | 0,50 | 0,030

120 h Calcipotriol-ALA 12,970 1,417 15,650 1,703 0,015 0,004 87,070 9,428 0,000 0,000

120 h Calcipotriol-DHA 20,273 3,280 21,493 0,549 0,066 0,017 263,613 | 20,521 0,330 0,082
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e RT-PCR: 120 h Behandlung (1 Mittelwert = 4 Messungen):

PPAR« PPARS PPARy VDR CYP24A1
MW SA MW SA MW SA MW SA MW SA
NHM ohne Behandlung 4323 | 0,655 | 5610 | 0492 | 0998 | 0264 | 0,595 | 0,067 | 0,001 | 0,001
NHM EtOH 5135 | 0,803 | 4110 | 0680 | 1263 | 0,087 | 1,360 | 0115 | 0162 | 0,015
NHM 1,25(0OH);D5 5150 | 0,687 | 8390 | 0,749 | 1550 | 0,243 | 25167 | 3,824 | 1,720 | 0,254
SK-Mel-5 ohne Behandlung 4507 | 0,306 | 5733 | 0,712 | 0000 | 0000 | 4870 | 0,235 | 0,000 | 0,000
SK-Mel-5 EtOH 3593 | 0264 | 7350 | 0,758 | 0,033 | 0,004 | 3573 | 0657 | 0001 | 0,000
SK-Mel-5 1,25(OH).D; 4867 | 0,246 | 6460 | 0963 | 0022 | 0003 | 3517 | 0612 | 0475 | 0055
SK-Mel-25 ohne Behandlung 5263 | 0,833 | 14607 | 1288 | 0,659 | 0,098 | 26,070 | 2,603 | 0002 | 0,004
SK-Mel-25 EtOH 5050 | 0512 | 13373 | 1,798 | 0522 | 0,056 | 32,653 | 5008 | 0001 | 0,000
SK-Mel-25 1,25(0OH).D; 6,287 | 0478 | 14443 | 1,109 | 0891 | 0,073 | 36,683 | 2,742 | 0282 | 0,023
SK-Mel-28 ohne Behandlung 36,857 | 1,009 | 13583 | 1,608 | 0,000 | 0,000 | 269,603 | 26382 | 0,000 | 0,000
SK-Mel-28 EtOH 5043 | 059 | 8130 | 0688 | 0217 | 0,027 | 105040 | 6306 | 0,002 | 0,001
SK-Mel-28 1,25(0OH).D; 9,673 | 1,341 5793 | 0398 | 0,059 | 0009 | 292,747 | 17,750 | 9,387 | 0,777
SCL-1 ohne Behandlung 7,638 | 0006 | 14460 | 1,695 | 15503 | 0,967 | 28,997 | 2253 | 0,034 | 0,007
SCL-1 EtOH 4243 | 0,699 | 13910 | 1472 | 13,767 | 1,025 | 41,140 | 1,221 | 0059 | 0,015
SCL-1 1,25(0OH).D; 5315 | 0815 | 14823 | 15356 | 10,190 | 1,715 | 17,797 | 0813 | 6425 | 0,933
SZ95 ohne Behandlung 3243 | 0306 | 2513 | 0076 | 10,550 | 1,054 | 4430 | 0567 | 0091 | 0,041
SZ95 EtOH 2323 | 0,139 | 2600 | 0344 | 3483 | 0,348 | 3037 | 0339 | 0116 | 0,038
$Z95 1,25(0H).D; 2980 | 0,144 | 2860 | 0311 | 2958 | 0272 | 6270 | 0448 | 3,977 | 0458
HEK-293 ohne Behandlung 3,635 | 0430 | 18867 | 1,644 | 24040 | 1,926 | 25110 | 3227 | 0000 | 0,001
HEK-293 EtOH 6,488 | 0984 | 21,597 | 2,597 | 12,450 | 1,306 | 45573 | 2208 | 0,000 | 0,000
HEK-293 1,25(0OH).D; 3320 | 0500 | 21,480 | 1936 | 13,347 | 1,046 | 34563 | 33850 | 0680 | 0,125
LNCaP ohne Behandlung 14830 | 1,990 | 106,523 | 13,184 | 13,100 | 2406 | 256,963 | 24475 | 0,000 | 0,000
LNCaP EtOH 19270 | 1,602 | 58,157 | 6,761 | 8373 | 1,099 | 73,907 | 6,988 | 0,000 | 0,000
LNCaP 1,25(0H):D5 65,803 | 5250 | 71,357 | 4,786 | 13,040 | 2032 | 104,103 | 18,231 | 3,737 | 0,510
MCEF-7 ohne Behandlung 2,685 | 0290 | 65705 | 8119 | 5617 | 0,804 | 141,017 | 19,005 | 0014 | 0,005
MCEF-7 EtOH 4430 | 0279 | 72,640 | 11,713 | 15500 | 1,311 | 290,430 | 36,232 | 0,034 | 0,013
MCF-7 1,25(0OH).D; 6,190 | 0997 | 49,003 | 0577 | 9,767 | 1,309 | 276,600 | 12,291 | 776313 | 127,063
HepG2 ohne Behandlung 53,997 | 23587 | 75000 | 11,318 | 30,067 | 2020 | 1543 | 0,186 | 69,373 | 17,134
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