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1.1 Maligne Keimzelltumoren des Hodens

Die malignen Keimzelltumoren des Hodens (testicular germ cell tumors, TGCT) sind
die haufigsten soliden malignen Tumoren des Mannes zwischen dem 20.-40.
Lebensjahr und repréasentieren etwa 90% aller Neubildungen des Hodens (Ekbom
und Akre 1998, Haag P et al. 2007/08). Mit lediglich 1-2% aller Tumorerkrankungen
stellt diese Tumorgruppe jedoch eine seltene Tumorentitat dar. Die Inzidenz der
TGCT zeigt interessanterweise eine hohe geographische Streuung, wobei
Deutschland neben Danemark und der Schweiz das Land mit der hochsten
Inzidenzrate ist. Die Inzidenzrate der TGCT betragt in Deutschland etwa 9
Neuerkrankungsfallle auf 100.000 Einwohner und verzeichnete in den letzten 50
Jahren sowohl in Europa als auch den USA aus noch unbekannten Ursachen einen
konstanten Anstieg (Bokemeyer et al. 1992, Krege et al. 2008a, Krege et al. 2008Db).
Die Suche nach Ursache(n) der TGCT ist von der Vorstellung geleitet, dass der
Erkrankungsbeginn bereits in der Fotalperiode liegt und hierbei eine abnorme
Differenzierung der primordialen Keimzellen stattfindet. Diese Vorstellung der fétalen
Differenzierungsstdrung von Keimzellen wird gestutzt durch die bekannten
Risikofaktoren der TGCT. So besitzen Manner mit einem Maldescencus testis
(Kryptorchismus), einer gonadelen Dysgenesie, einer Hypospadie oder familiaren
Pradisposition ein deutlich erhdhtes Risiko fur die Entstehung eines TGCT. Des
Weiteren wird die Hypothese der fotalen Differenzierungsstorung der Keimzellen
durch die Beobachtung gestiitzt, dass die mannliche Infertilitdt mit einem erhéhten
Risiko fur TGCT einhergeht (Jacobsen et al. 2000). Da zwischen mangelhafter
Funktion und fehlerhafter Entwicklung des mannlichen Reproduktionssystems
einerseits und malignen Keimzellneoplasien des Hodens andererseits eine
Korrelation besteht, entwickelte sich in den letzten Jahren die Hypothese des
testikularen Dysgenesie-Syndroms (TDS) (Pike et al. 1986, Hoei-Hansen et al.
2003). Das TDS kann als eine Art testikuldre Grunderkrankung angesehen werden,
die funktionelle Lasionen wie fehlerhafte Spermatogenese und Infertilitat, neo-
plastische Lasionen wie Mikrolithiasis und Keimzellneoplasien und ontogenetische

Lasionen wie Kryptorchismus und Hypospadie zusammenfasst (Skakkebaek et al.
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2001, Hoei-Hansen et al. 2003). Abgesehen von den mdglichen Ursachen der TGCT
herrscht Klarheit dariber, dass die testikulare intratubulére Keimzellneoplasie
(Intratubular germ cell neoplasia unclassified type, IGCNU) die nicht-invasive
Vorlauferlasion invasiver TGCT darstellt (Herbst et al. 1996, Gray et al. 1998,
Roelofs et al. 2000). Beim Ubergang der nicht-invasiven IGCNU in invasive TGCT
kommt es in Gber 90% der Féalle zu einer strukturellen Chromosenveranderung von
Chromosom 12. Dabei lasst sich in etwa 80% ein Isochromosom 12, i(12p),
beobachten, wobei die Verdopplung des kurzen Armes von Chromosom 12
uniparenteral ist. Die Ubrigen Falle der TGCT zeigen ebenfalls strukturelle
Veranderungen von Chromosom 12, so dass diesem eine zentrale Rolle bei der
Invasivitat der TGCT zukommt (Delozier-Blanchet et al. 1985, Samaniego et al.
1990, Rodriguez et al. 1992).

Die TCGT lassen sich klinisch-therapeutisch als auch histologisch in die zwei grof3en
Gruppen der Seminome (55%) und Nicht-Seminome (35%) unterteilen. Die Nicht-
Seminome werden entsprechend ihrer histologischen Differenzierung weiter in
embryonale Karzinome, Teratome, Dottersacktumore und Chorionkarzinome
unterschieden. Seminome sind die haufigsten TGCT und lassen sich histologisch in
drei Gruppen einteilen: Das klassische Seminom, das Seminom mit
synzytiotrophoblastaren Riesenzellen und das spermatozytische Seminom. Die
Tumorzellen des klassischen Seminoms sind grof3, rund und weisen ein
glykogenreiches, helles Plasma auf, in dem hyperchromatische Zellkerne mit
deutlichen Nukleolen liegen, die charakteristischerweise in Gruppen angeordnet und
von Bindegewebssepten umgeben sind. Seminome mit trophoblastaren Riesenzellen
besitzen typischerweise B-HCG produzierende synzytiotrophoblastare Riesenzellen,
die zu einer Erh6hung von B-HCG im Serum auch bei Seminomen fuhren kénnen.
Nicht—-seminomattse Keimzelltumoren zeigen ein bunteres mikroskopisches
Erscheinungsbild. Das embryonale Karzinom ist der zweithaufigste TGCT, wobei die
Tumorzellen entdifferenzierte Epithelien nachahmen. Die deutlich seltener
vorkommenden Teratome zeigen mikroskopisch Gewebsabkommlinge aller drei
Keimblatter, wobei typischerweise epitheliale Zysten, Hautanhangsgebilde, Muskeln,
Knorpel und Knochen sowie Darm und Bronchialschleimhaut zu beobachten sind.
Der Dottersacktumor tritt zu 75% bei Kleinkindern auf und macht nur 2 % aller

Keimzelltumoren aus. Mikroskopisch zeigen die Tumorzellformationen in der Regel
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mikrozystische Areale unter Ausbildung so genannter Schiller-Duval-Korperchen. Die
Dottersacktumoren weisen immunhistochemisch eine Expression von a-Fetoprotein
(AFP) auf. AFP wird von den Tumorzellen sezerniert und l&sst sich als Tumormarker
im Serum bei TGCT mit Dottersacktumoranteilen bestimmen (Riede et al. 2004,
Mikuz 2008). Das Chorionkarzinom ist der seltenste TGCT, der Plazentagewebe
nachahmt und aus trophoblastaren und synzytiotrophoblastaren Tumorzellen
besteht. Die Tumorzellen besitzen immunhistochemisch eine Expression des -HCG,
welches sezerniert wird und dann im Blut als Tumormarker bei TGCT zur Verfigung
steht.

Bei der Symptomatik der Hodentumoren steht meist eine schmerzlose Vergré3erung
des Hodens im Vordergrund. Klinisch teilt man maligne Keimzelltumoren des
Mannes nach Lugano in 3 Stadien ein, bei der die Ausbreitung des Tumors
berucksichtigt wird. Die Diagnostik der malignen Hodentumoren umfasst neben
bildgebenden Verfahren (unter anderem Sonographie, Computertomographie und
Magnetresonanztomographie) auch die Bestimmung der Tumormarker AFP, B-HCG
und Laktatdehydrogenase. Als therapeutische Malinahmen stehen Kombinationen
aus Operation und Radio/Chemotherapie zur Verfigung (Krege et al. 2008a, Krege
et al. 2008Db).
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1.2 Vitamin-D3-Stoffwechsel und Vitamin-D-Rezeptor

Vitamin D3 gehort in die Gruppe der fettléslichen Vitamine und entfaltet Uber seinen
aktiven Metaboliten 1,25-Dihydroxycholecalciferol in Darm, Knochen, Nieren und
Nebenschilddrisen seine spezifischen Wirkungen. Wird der Tagesbedarf von 5ug
nicht erreicht, konnen Vitamin-D3-Mangelerscheinungen wie Rachitis und
Osteomalazie entstehen (Richter und Eckardstein 2006). Die Synthese des Vitamin
D3 lauft im Korper in verschiedenen Organen ab und ist abhangig von
unterschiedlichen Faktoren. Vitamin D3 kann zum einen Uber die Nahrung
aufgenommen werden oder aus 7-Dehydrocholesterol in der Haut unter Einfluss von
UV-Licht synthetisiert werden (Hollis 2005). In der Leber wird das in der Haut
synthetisierte Pravitamin D3 an dem 25-C-Atom durch eine mitochondrial und
mikrosomal gelegene 25-Hydroxylase hydroxyliert. Die lo-Hydroxylase hydroxyliert
in der Niere den Hauptmetabolit von Vitamin D3, das 25-Hydroxycholecalciferol, an
der C1-Position.

{ 7-Dehydrocholecalc iferol] Nahrung

Haut
UV-Licht =—>

[Prévitamin D3/ Vitamin D3J

Leber

25-Hydroxylase (Cyp27A1)

[ 25-Hydroxyvitamin D3 J _ 24,25(0H)2D3
Niere T

el 24 Hydroxylase (Cyp27B1) Ausscheidung

la-Hydroxylase (Cyp24A1) 1

10,25(QH)2D3 | —— 10,24,25(0H)2D3

v

Hemmung der Proliferation
Induzierung der Differenzierung
Hemmung der Gefaf3bildung

Abbildung 1: Vitamin-D3-Stoffwechsel und Metabolismus; modifiziert nach Deeb et al. (2007),
S.688
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Die 24-Hydroxylase hydroxyliert sowohl 1a,25(OH),D; als auch 25(0OH)D3; an dem
24-C-Atom und ist der limitierende Schritt im Katabolismus von 25(OH)D; und
1a,25(0OH),D3. Die entstandenen Metabolite 24,25(0OH),D; und 1a,24,25(0OH),D3
werden ausgeschieden oder haben regulatorischen Einfluss auf den Vitamin D3
Stoffwechsel. Die Serumkonzentrationen von 1a,25(0OH),D3 sind streng von einem
Ruckkopplungsmechanismus reguliert, der zum einen die Metaboliten direkt und zum
anderen die Synthese auf genetischer Ebene beeinflusst. Bei der direkten Regulation
induziert 24,25(0H),D3 die Synthese von 1a,25(0OH),Ds, wahrend Ca?*, Phosphat
und 1o,25(0OH),D3; selbst die Synthese unterdriicken (Takeyama et al. 1997,
Haussler et al. 1998, Brenza und DelLuca 2000, Hewison et al. 2000). Der
entstandene Metabolit 1a,25(0OH),D3 fuhrt im Darm zu einer vermehrten Resorption
von Ca®" und Phosphat, im Knochen fordert es die Mineralisation und bei Zellen des
Immunsystems (Makrophagen) hat es Einfluss auf deren Differenzierung. Die la-
Hydroxylase wird aber auch in extrarenalen Zellen von Kolon, Gehirn, Plazenta,
Pankreas, Lymphknoten und der Haut exprimiert, um hier eine lokale Umwandlung
von 25(0OH),D3 zu 1a,25(0OH),D3 zu ermdglichen (Zehnder et al. 2001). Das
entstandene 1,25-Dihydroxycholecalciferol ist das aktive Hormon und entfaltet seine
Wirkung tber den Vitamin-D-Rezeptor (VDR) (Haussler et al. 1998).

Der VDR gehért wie die Retinoid-, Thyroid- und Ostrogen-Hormon-Rezeptoren zu
der Familie der Steroidhormonrezeptoren. Er ist ein Liganden-aktivierter
Transkriptionsfaktor und wird auf Chromosom 12 kodiert (Hsieh et al. 1998,
Michigami et al. 1999, Yasmin et al. 2005). Nach intrazellularer Bindung von
1o,25(0OH),D3 an den VDR kommt es im Zellkern zu einer Heterodimerisation mit
dem Retinoidsdurerezeptor (RXR). Das VDR/RXR-Heterodimer bindet an VDR
response elements (VDRES) der DNA. Mit der Bindung des VDR/RXR-Komplexes an
die VDREs konnen die Expression und Repression von Zielgenen des 1¢,25(0OH),D3

beeinflusst werden (Haussler et al. 1998).
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Abbildung 2: Zellulare Wirkung von Vitamin D3; modifiziert nach Haussler et al. (1998), S.339

Neben den bekannten physiologischen Wirkungen von 1,25-Hydroxycholecalciferol
auf Niere, Knochen, Darm und Nebenschilddrise wurde in den letzten zwei
Jahrzehnten zunehmend der Einfluss des Vitamin-D3-Stoffwechsels in Tumoren des
Menschen untersucht. So konnten mehrere Arbeitsgruppen in verschiedenen
Malignomen wie der Prostata, Mamma, Niere und des Kolons eine Erhdhung der
VDR-Expression aufzeigen. Des Weiteren wurde in diesen Tumoren neben einem
Vitamin-D3-induzierten Effekt auf die Proliferation auch die Auswirkung auf die
Differenzierung der Tumorzellen untersucht und dargestellt (Skowronski et al. 1993,
Friedrich et al. 1998, Conde et al. 2004).

An der Regulation des Zellzyklus, der Signaltransduktion und Interaktion mit
Thyroidhormonrezeptoren sind neben dem VDR unterschiedliche Gene beteiligt.
CYP27B1 und CYP24AL1 sind zwei entscheidende Enzyme der Vitamin-D3-Synthese
und greifen an verschiedenen Stellen regulierend in den Stoffwechsel des Vitamins
D3 ein (Haussler et al. 1998). NCORL1 ist ein essentielles Protein bei der Interaktion
mit Thyroidhormon- und Retinsdure-Rezeptoren. Es vermittelt eine Unterdriickung
der Transkription von Thyroidhormon- sowie Retinsdure-Rezeptoren und sorgt durch
eine Chromatin-Kondensation fur eine Unterdrickung bestimmter Transkriptions-
faktoren (Horlein et al. 1995). NCOR2 spielt in der transkriptionellen Regulation
nuklearer Hormonrezeptoren eine wichtige Rolle. Es fuhrt durch Demethylierung von

Histonproteinen zu einer Repression der Transkription. Nukleare Hormonrezeptoren
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werden so in der Inhibition von Zielgenen unterstutzt (Chen und Evans 1995, Sande
und Privalsky 1996, Nagy et al. 1997). Das Protein TRIP 15, auch CSN2 genannt, ist
als Bestandteil des COP9/Signalosome Komplexes an der Regulation
unterschiedlicher Zell-Signalwege sowie des Zellzyklus beteiligt. Es hat nach
Ligandenbindung Einfluss auf Thyroidhormon- und Retinsédure-X-Rezeptoren (RXR)
(Lee et al. 1995, Seeger et al. 1998, Schaefer et al. 1999). MAPKAPK2 kodiert fur
das gleichnamige Protein, ist im p38 MAPK Signaltransduktionsweg beteiligt und hat
Einfluss auf den Zellzyklus (Stokoe et al. 1992, Stokoe et al. 1993, Rouse et al.
1994). GADD45 ist an der Replikation der DNA, des G1-Zellzyklusarrest und durch
die Unterdriickung von Protoonkogenen an antiproliferativen Effekten in Tumorzellen
beteiligt. Es wirkt direkt proapototisch und hat Einfluss auf die DNA Reperatur
(Fornace et al. 1992, Liebermann und Hoffman 1998, Takekawa und Saito 1998,
Mita et al. 2002).

1.3 Zielsetzung

In mehreren Studien konnte bisher in malignen Tumoren wie dem Prostata- oder
Mammakarzinom eine Expression des VDR gezeigt werden (Skowronski et al. 1993,
Conde et al. 2004, W. Liu et al. 2006). Interessanterweise zeigte die VDR-vermittelte
Wirkung des Vitamin D3 in den Tumorzellen eine antiproliferative als auch
tumorfordernde Wirkung.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren (I) die Expressionsanalyse von VDR und von
Vitamin-D3-regulierten Genen in primaren TGCT und TGCT-Zelllinien mittels gRT-
PCR, Immunhistochemie und Western Blot und (1) die Funktionsanalyse von Vitamin
D3 in TGCT-Zelllinien.
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2.1 Material

2.1.1 Molekularbiologische Agenzien

Agens Hersteller

B-ME Sigma, Minchen, Deutschland
Aceton Merck, Darmstadt, Deutschland
Agarose Sat Lab, Ahrensburg, Deutschland

Agilent RNA 6000 Nano-Kit

Agilent Technologies, Waldbronn,

Deutschland

Anti-BrdU-Block

Roche, Basel, Schweiz

Aqua bidest

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aqua dest

Universitatsmedizin, Goéttingen, Deutschland

Aquamount Aquatex

Merck, Darmstadt, Deutschland

Brdu Roche, Basel, Schweiz
BSAV Paesel & Lorei, Hanau, Deutschland
Chloralhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland

Citronensaure-Monohydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

DAB-Chromogen

Dako, Hamburg, Deutschland

DEPC

Sigma, Minchen, Deutschland

DMEM

Sigma, Minchen, Deutschland

dNTPs-Mix, 5mM

Qiagen, Hilden, Deutschland

DTT

Sigma, Miunchen, Deutschland
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LDS Samplepuffer + 4x Bromphenolblau

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

ECL-Western-Blot-Analysis-System

Amersham Buchler,

Deutschland

Braunschweig,

EDTA

Sigma, Miunchen, Deutschland

ELISA Reader

BioRad, Miinchen, Deutschland

Essigsaure Merck, Darmstadt, Deutschland
FCS Paa Laboratories, Linz, Osterreich
Glycerin Sigma, Miunchen, Deutschland
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Hamatoxylin Merck, Darmstadt, Deutschland

HEPES-Puffer, Buffer-Solution, 1M

Paa Laboratories, Linz, Osterreich

HOPE-I- und -lI-L6sung

DCS, Hamburg, Deutschland

HotStar Taq Master Mix

Qiagen, Hilden, Deutschland

Isopropanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

JAA

Sigma, Miunchen, Deutschland

Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

L-Glutamin, 200mM

Biochrom, Berlin, Deutschland

LINK/LABEL-Detektionssystem

Dako, Hamburg, Deutschland

Magermilchpulver

Merck, Darmstadt, Deutschland

mMAK gegen VDR Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumjodat

Merck, Darmstadt, Deutschland

NCCIT-Zelllinie

American Type Culture Collection,
USA

Manassas,




2 Material und Methoden

NTERA-2-Zelllinie

American Type Culture Collection, Manassas,
USA

Omniscript Reverse Transkriptase

Qiagen, Hilden, Deutschland

Omniscript RT-PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

PBS-Puffer

Biochrom, Berlin, Deutschland

Penicillin-Streptomycin

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

PMSF

Sigma, Miunchen, Deutschland

PCR-Primer

MWG, Miinchen, Deutschland

Random Hexamer Primer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Ribonuclease-Inhibitor

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

RLT-Puffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNAse freies Wasser

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

RPE-Wash-Puffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

RPMI 1640, Amino-Acids-Solution

Sigma, Minchen, Deutschland

RT-Puffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

RW1-Wasch-Puffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

Salzsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Schwefelsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS-Running-Puffer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sodiumdodecylsulfat

Sigma, Munchen, Deutschland

Streptomycin

Sigma, Minchen, Deutschland

SYBR-Green

BioRad, Miinchen, Deutschland

Tag-DNA-Polymerase (1000U)

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland

Tag-Puffer (10x)

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland
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TRIS

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin/ EDTA Solution 10x

Biochrom, Berlin, Deutschland

Vitamin D3

Sigma, Munchen, Deutschland

Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.2 Gebrauchsmaterialien
Material Hersteller
96-well Platte Nunc, Langenselbold, Deutschland

Auslaufpipette (5ml, 10 ml, 15 ml)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Deckglaser

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Falcon-Tubes, 50ml

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

GieRkammer fir horizontale Gele

Biometra, Gottingen, Deutschland

GieRkammer fur vertikale Gele

Biometra, Gottingen, Deutschland

Kanule, @50um

Braun, Melsungen, Deutschland

Klebefolie

Sealing tape

[-Cycler 1Q Optical Quality

BioRad

Deutschland

Laboratories, Minchen,

Kolbenhub-Pipetten (0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl,
10-100 pl, 100-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mini-Cell-Kammer, XCellSureLock

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

PCR-Multiplates

BioRad

Deutschland

Laboratories, Miinchen,

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen (2,5 pl)

Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf,

Deutschland

Polymermembran fur Western Blot

Schleicher & Schiill, Dassel, Deutschland
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Polystyrol Rohrchen, konisch (15ml, 50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Rneasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Rontgenkassette Hyperfilm ECL

Amersham Buchler, Braunschweig,

Deutschland

NuPAGE-Gele (10 Well)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Standard-Reaktionsgefaf3e (0,5ml, 1.5 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Triton X100

Sigma, Munchen, Deutschland

Whatman-Paper

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zahlkammer Neubauer

Brand, Wertheim, Deutschland

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

2.1.3 Technische Gerate

Gerat

Hersteller

Agilent 2100 BioAnalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn,

Deutschland

Brutschrank (+40°C)

Heraeus, Disseldorf, Deutschland

Eismaschine, Scotsman AF 80

Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien

Feinwaage

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Gefrierschrank (-20°C)

Liebherr, Biberach, Deutschland

Gefrierschrank (-80°C)

GFL, Burgwedel, Deutschland

Gel-Elektrophorese-Kammer

Biometra, Gottingen, Deutschland
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Horizontale Elektrophoresekammer—

Agargel-Standard, 10x10cm

Biometra, Gottingen, Deutschland

Icycler 1Q Real-Time

Detektionssystem

PCR

BioRad Laboratories, Minchen,

Deutschland

Ikamag RH (Magnetruhrer)

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Inkubator, OV 5

Biometra, Gottingen, Deutschland

Kihlschrank, Silkafrost comfort

Siemens, Minchen, Deutschland

Kulturbank, Hera Safe

Heraeus, Disseldorf, Deutschland

Mikroskop ID 03

Zeiss, Jena, Deutschland

Objekttrager 67x26 mm

Knittel- Glaser, Bielefeld, Deutschland

pH-Meter InoLab ph 720

WTW, Weilheim, Deutschland

Prazitherm Typ PZ 28-2 (Heizplatte)

Gestigkeit, Dusseldorf, Deutschland

Schlittenmikrotom Hn 40

Reichert & Jung, Heidelberg, Deutschland

Schittler, Modell 3016

GFL, Burgwedel, Deutschland

Spannungsgerat LKB GPS 200/400

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland

Thermocycler, T Personal

Biometra, Gottingen, Deutschland

Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trockenschrank (+80°C)

Memmert, Schwabach, Deutschland

Ultraviolett-Bestrahlungs-Lampe

Schutt, Géttingen, Deutschland

Vortex Genie 2

Bander u. Hobein AG, Zlrich, Schweiz

Warmeschrank OV 5

Biometra, Gottingen, Deutschland

Wasserbad Modell 1002-1013

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge, Biofuge Stratos

Heraeus, Disseldorf, Deutschland

Zentrifuge, Megafuge 1.0 R

Heraeus, Disseldorf, Deutschland
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2.2 Gewebeproben

Fur die immunhistochemischen Farbungen und gRT-PCR-Messungen wurden
Proben eines Patientenkollektivs des Bundeswehrkrankenhauses Hamburg
verwendet. Die Patienten stimmten im Rahmen ihres Behandlungsvertrages fur die
Freigabe ihrer Gewebeproben fiir Forschungszwecke zu. Das Kollektiv umfasste
insgesamt 80 mannliche Patienten. Die Gewebeproben wurden mittels HOPE-
Technik (Hepes Glutamic Acid Buffer Mediated Organic Solvent Protection Effect)
fixiert. Dabei handelt es sich um eine spezielle Gewebsfixierung, bei welcher
Strukturproteine, Enzyme und Nukleinsdauren im Gegensatz zu anderen

Fixierungstechniken weitgehend erhalten bleiben.

2.3 Zellkulturen

2.3.1 Tumorzelllinien NCCIT- und NTERA-2-Zelllinie

Die pluripotente Stammzelle der NCCIT-Zelllinie stammte von einem Teratokarzinom
ab und glich in ihrer Morphologie Epithelien. Wohingegen die NTERA-2-Zellen
Abkémmlinge einer pluripotenten Stammzelle eines embryonalen Karzinoms waren
und morphologisch Fibroblasten ahnelten. Beide Zelllinien zeigten ein einschichtiges
Wachstumsverhalten. Alle Arbeitsablaufe wurden unter sterilen Bedingungen an
einer Kulturbank vorgenommen.

Die Tumorzelllinien wurden in Kulturflaschen mit einer Grundflache von 75 cm?
kultiviert. Um den Zellen ein optimales Wachstum zu erméglichen, wurde vor der
Inkubation bei 37°C und 5% CO; ein Kulturmedium bestehend aus 85% RPMI-1640,
100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 10% FCS und 2,5%
1M HEPES in die Kulturflasche transferiert. Innerhalb von zwei bis drei Tagen
(NCCIT) bzw. drei bis vier Tagen (NTERA-2) bildete sich eine Zellschicht, welche
den Boden der Kulturflasche komplett bedeckte. Wéhrend dieser Tage musste das
Kulturmedium erneuert werden, dabei konnte anhand der Farbverdnderung des
Mediums (rot = frisch, gelb = verbraucht) die Notwendigkeit flr ein Erneuern des
Mediums abgelesen werden.

Das Kultivieren und Passagieren der NCCIT- und NTERA-2- Zelllinien war bis auf

das Herauslésen des vollgewachsenen Zellrasens identisch. Zum Ablésen der
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NCCIT-Zelllinien folgte ein Absaugen des verbrauchten und gelb verfarbten
Mediums. Zuséatzlich schloss sich ein zweiminutiger Spilvorgang mit 10 ml PBS und
die Applikation von 5 ml frischem Trypsin (Trypsin/EDTA Solution 10x im Verhaltnis
1:10 mit Aqua bidest. verdinnt) an. Nach 3 bis 5 Minuten Inkubation bei 37°C waren
die Zellen abgeldst und konnten mit einer sterilen Pipette abgesaugt werden.

Die NTERA-2-Zellen wurden drei bis vier Tage, nachdem das verbrauchte Medium
abgesaugt wurde, mit einem sterilen Zellschaber abgetragen und in eine 50 ml
Falcon-Tube Uberfiihrt. Nach einer 7 minltigen Zentrifugation bei 1500 Upm wurde
das Uberschissige Kulturmedium abgesaugt und mit 10 ml Kulturmedium versetzt,
um ein Auszéhlen in einer Neubauer Zahlkammer zu ermdglichen. Fiur spatere
Versuche wurden 5x10° Zellen in eine neue Zellkulturflasche tberfithrt und neues

Kulturmedium hinzugeflgt.

Phosphat Buffered Saline (PBS)

Na,HPO,4 5759
KH,PO, 1g
NacCl 409
KCI 1g
Aqua dest. (DEPC) 500 ml

2.3.2 Stimulation der Tumorzelllinien NTERA-2 und NCCIT mit Vitamin D3

Das Anziuchten der Zellen erfolgte wie unter Punkt 2.3.1. beschrieben. Um eine
gleiche Zellzahl bei den Stimulationsversuchen und der spéteren Auswertung
gewahrleisten zu konnen, wurde die Anzahl der Zellen bestimmt. Hierzu wurde aus
der mit PBS verdunnten Zellsuspension 12 pl entnommen und in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Nach Auszahlen der Zellen wurde mit der folgenden Formel

ein Wert ermittelt und auf 4 x 10° umgerechnet:

Mittelwert der ausgezahlten Zellen x 10.000 x ml der Zellsuspension

Das Ergebnis war die Anzahl an Zellen, welche der Zellsuspension entnommen und

in die vorbereiteten Pallets fur den Stimulationsversuch tbertragen wurde.
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Zusatzlich wurde zu den Zellen 10ml RPMI gegeben. Nachdem die Zellen adhériert

waren, erfolgte nach Wechsel des Kulturmediums die Stimulation mit Vitamin D3.

Tumorzelllinie Vitamin D3 Zeit in Stunden
Konzentration in nM

NCCIT und NTERA-2 |50 24 und 48
100 24 und 48
200 24 und 48

2.4 Nukleinsaureanalytik

2.4.1 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde aus den beiden Tumorzelllinien NCCIT und NTERA-2 mit
Hilfe des Mini-Kits der Firma Quiagen extrahiert. Die komplette RNA der Proben
bindet sich in diesem Verfahren an eine spezielle Silikatmatrix im RNA-Filter,
nachdem die DNA und Proteine durch die Bindung an mineralische
Tragersubstanzen entfernt wurden. Dazu wurden die zu untersuchenden Zellen mit
600ul RLT/B-ME in einem Reaktionsgefal3 (1,5ml) gesammelt und durch kraftiges
Vortexen sowie Schreddern zerkleinert. Es folgten unter mehrmaligem
Abzentrifugieren bei 10.000 Upm Spulvorgange mit 350 ul RW 1 sowie 500ul RPE.
Die so gebundene RNA wurde mit einer Zentrifuge bei 13.000 Upm aus dem Filter
geldst. Die Qualitdt und Quantitdt der RNA wurde mittels Kapillarelektrophorese des
Agilent 2100 Bioanalyzer bestimmt. Dabei erfolgte eine photometrische Messung bei
260 nm, zur Ermittlung des RNA-Gehalts. Die Extinktion Ezsp von 1 entsprach einer
Konzentration von 40 pg RNA/mI. Die hergestellte RNA konnte sofort weiter

verwendet oder bei -80°C kryokonserviert werden.
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2.4.2 Reverse Transkription

Vor der quantitativen RT-PCR wurde eine Reverse Transkription durchgefiihrt, da die
Tag-Polymerase der PCR nicht in der Lage ist, die Ausgangs-RNA des zu
untersuchenden Gewebes als Matrize zu benutzen. Dazu wurde die zuvor isolierte
RNA mit Hilfe des Omniscript RT-PCR Kit in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben. Der ganze Vorgang umfasste zuvor zwei Versuchsablaufe. Zum
einen wurde ein Arbeitsansatz mit Reverse Transkriptase hergestellt, welcher spater
mit der RNA zusammengefugt wurde. Zum anderen wurde die einzusetzende RNA-
Menge, deren Gehalt zuvor im Agilent 2100 BioAnalyzer gemessen wurde, mit
nukleotid-freiem Wasser vorverdinnt. Der 500 ng RNA-haltige Ansatz fasste
insgesamt 13ul und wurde fur funf Minuten bei 70°C im Thermocycler denaturiert, um
eine bessere Anlagerung der Random Hexamer-Primer gewahrleisten zu kdnnen. Es
folgte eine kurze Abkihlung auf Eis. Nach Fertigstellung wurden beide Ansatze
zusammengefuhrt und fur eine Stunde bei 37°C sowie 5 Minuten bei 95°C inkubiert.
Die hergestellten 20 ul cDNA wurden mit 80 pl H,O verdinnt und damit auf 5 ng/ml
eingestellt. Die cDNA konnte jetzt fur die PCR eingesetzt oder kryokonserviert

werden.

Reverse Transkriptase Kit

RT-Puffer 2ul
dNTPs 2ul
Random Hexa Primer 1
RNAase-Inhibitor 1ul
Reverse Transkriptase 1yl
Reagenz

cDNA 5 ul
Aqua dest. 4 ul
Primer forward [20pumol/l] 0,5
Primer reverse [20umol/l] 0,5 ul
Taq-DNA-Polymerase 10 pl
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Zyklen |Reaktionsphase Temperatur [°C] Zeit [Sek.]
1x Denaturierungsphase 95 900
Denaturierungsphase 95 20
35x Annealingphase Primer abhangig 20
Elongationsphase 72 20
1x Elongationsphase 72 420

2.4.3 Quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die quantitative Real-time-Polymerase-Kettenreaktion ist eine spezielle PCR-
Technik, die die gewdhnliche PCR mit einer Quantifizierung amplifizierter
Nukleinsauren verbindet. Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen. Wahrend den einzelnen PCR-Zyklen wird ein Fluoreszenzfarbstoff
(SYBRGreen) proportional zu der Menge des des PCR-Produktes eingebaut und die
Fluoreszenz nimmt dementsprechend zu. Am Ende einer PCR-Reaktion wird die
gemessene Fluoreszenz in der exponentiellen Phase der PCR quantifiziert. Nur
wahrend der exponentiellen Phase der PCR ist eine Quantifizierung maglich, da nur
in dieser Phase der PCR optimale Reaktionsbedingen vorherrschen. Die untersuchte
cDNA stammte aus Gewebe maligner Keimzelltumoren sowie aus den beiden
Tumorzelllinien NCCIT- und NTERA-2. Die PCR-Reaktionen wurden im iCycler
(Biorad) eingesetzt und analysiert. Der Ansatz der PCR setzt sich wie folgt

zusammen:
Reagenz

SYBRGreen Mix 10
RNAse freies Wasser 4,7 ul
Primer forward 0,15 ul
Primer reverse 0,15 ul
cDNA Spl
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Die Quantifizierung der PCR-Reaktionen erfolgte mit der AACt-Methode (Livak und
Schmittgen 2001). Der Ct-Wert (engl. Cycle threshold) ist der Schwellenwertzyklus
einer PCR-Reaktion, bei dem die eingebaute Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber
der Hintergrund-Fluoreszenz liegt. Zur Quantifizierung werden dann die Ct-Werte der
unterschiedlich zu vergleichenden Gruppen (stimuliert versus unstimuliert, Tumor
versus Normalgewebe) voneinander abgezogen und in die Gleichung 2724
eingesetzt. In der Regel reichte eine Zyklenzahl von 35, um ein Gen sichtbar zu
machen. Wurde nach 35 Zyklen kein Ergebnis erzielt, wurde der Versuchsablauf mit
60 Zyklen durchgefuhrt. Nach der letzten Elongationspahse erfolgte zur
Genquantifizierung eine Schmelzkurvanalyse. Als Referenzgen der AACt-Methode
diente das nicht-regulierte Housekeeping-Gen ARP. Die zu untersuchenden
Primersequenzen wurden mit Hilfe des primer-3-Programms

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) ausgewahlt und bei

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ in der BLAST-Funktion kontrolliert
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?LINK LOC=BlastHome).

Zyklen |Reaktionsphase Temperatur [°C] Zeit [Sek.]
1x Initiale Denaturierungsphase 95 900
Denaturierungsphase 95 30
60x Annealingphase Primer abhangig 30
Elongationsphase 72 30
1x Finale Elongationsphase 72 420
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Tabelle 1: Primer fur die Polymerase-Kettenreaktion

Produkt Sequenz Annealingtemperatur in [°C] ProduktgroiRe Basenpaare

CYP24 Al forward 5-GAG ACT GGT GAC 26
ATC TAC GGC GTA CA-3’ 65 488

CYP24 Al reverse 5-CCA TAA AAT CGG 26
CCA AGA CCT CAT TG-3°

CYP 27 B1 forward 5-CAG AGG CAG CCA 20
TGA GGA AC-3° 61,5 1.132

CYP 27 B1 reverse 5-GGG TCC CTT GAA 21
GTG GCA TAG-3°

VDR forward 5-GCC CAC CAT AAG 20
ACC TAC GA-3° 58 203

VDR reverse 5-AGA TTG GAG AAG 20
CTG GAC GA-3°

GADD 45 forward 5-GCC TGT GAG TGA 20
GTG CAG AA-3° 58 159

GADD 45 reverse 5-CCC CAC CTT ATC 20
CAT CCT TT-3°

MAPKAPK 2 forward 5-TCA TGA AGA GCA 20
TCG GTG AG-3' 58 165

MAPKAPK 2 reverse 5-TCA AAG AGT TGT 20
GGCTGG TG-3
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Produkt Sequenz Annealingtemperatur in [°C] ProduktgroRRe Basenpaare

NCoR1 forward 5-AAA GTG TGG AGA 20
CCC AGG TG-3° 58 151

NCoR1 reverse 5-ACC CTC ACT TCA 20
ACG TCC AC-3°

NCoR2 forward 5-AAG TCC ATC CTC 20
ACG TCC AC-3 59 201

NCoR2 reverse 5-TGA AGC ACA CTG 20
GGT CTC TG-3°

TRIP 15 forward 5-AGG GGT GGT GCA 20
CGA TAT AC-3° 58 188

TRIP 15 reverse 5°CAG GAC ACA TCA ACC 20
GAC AG-3°

ARP forward 5-CGA CCT GGA AGT 20
CCAACT AC-3° 55 109

ARP reverse 5-ATC TGC TGC ATC 18
TGC TTG-3
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2.5 Immunhistochemie

2.5.1 Herstellung von Parraffinschnitten

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms wurde von den zuvor in HOPE fixierten und in
Paraffin eingebetteten Gewebeproben 1 bis 2um dicke Paraffinschnitte hergestellt
und auf silanisierte Objekttrager aufgetragen. Die Schnitte wurden anschlie3end im

Warmeschrank bei 40°getrocknet.

2.5.2 Immunhistochemische Farbung

Die in HOPE fixierten und in Paraffin eingebetteten Schnittpraparate wurden bei
60°C in Iso-Propanol 2x10 min inkubiert, anschlieRend fir 15 min in eiskaltem 70%
Aceton fixiert und abschlieBend 10 min in Aqua dest. gespult. Nach Blockade der
endogenen Peroxidase und unspezifischer Antikdrperbindungen erfolgte eine
Inkubation fir 20 min in H,O, (3%) sowie fur 15 min in einer 10%BSA/ 5%FCS-
Losung. Nach Waschen in TBS-Puffer wurden die Schnitte fur 1h bei
Raumtemperatur mit dem Priméarantikérper (Verdinnung 1:200) inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit einem Sekundarantikbrper und einer
Immunmarkierungssubstanz zur Verstarkung der Antigen-Antikérperbindung des
Primarantikorpers. Dazu wurde das REAL Link/Label-System als Detektionssystem
benutzt. Bei der Komponente ,Link® handelte es sich um einen biotinylierten
Sekundar-Antikorper und bei ,Label” um eine Immunmarkierungssubstanz bestehend
aus Streptavidin mit (Meerrettich)-Peroxidase. Beide wurden nach kurzem Spulen fir
jeweils 30 Minuten auf die zu untersuchenden Schnitte aufgetragen. Nach einem
kurzen Spulvorgang wurde die Immunmarkierungssubstanz mit DAB Chromogen von
Dako (1:50 verdunnt) innerhalb von maximal 20 Minuten angefarbt. Nach Spilen mit
entionisiertem Wasser und TBS wurden die Schnittpraparate mit Mayer's Hamalaun

gegengefarbt und in Aquamount eingedeckt.
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Antikérper | Clone Spezies/Quelle zellulare Lokalisation | Firma
VDR polyklonal | Kaninchen Nukleér Santa Cruz
Hamalaun TBS
Hamatoxylin 1lg Tris-HCI; pH 7,4 0,05M
K AI(SO4) 12 H,0 50g| [NaCl 0,15 M
Na-Jodat 0,29
Chloralhydrat 309
Zitronensaure 1lg
Aqua dest. ad 11

2.6 Proteinbiochemie Western Blot

2.6.1 Homogenisierung und Zellaufschluss

Wie unter 2.3.1 beschrieben, wurden die NCCIT- und NTERA-2-Zellen fiur die
Durchfihrung der Proteinanalyse von der vollgewachsenen Kulturschale abgeldst
und pelletiert. Mit 500ul TBS, welches mit Proteinase-Inhibitoren versetzt war,
erfolgte die Resuspendierung. Zusatzlich verwendet wurden 1mM PMSF
(Serinproteinase-Inhibitor), 1mM EDTA (Metalloproteinase-Inhibitor) und 5mM JAA.
Zur lIsolation der intrazellularen Proteine wurden die Zellen mit Hilfe der French-
Press-Methode aufgebrochen. Dabei wurden die Zellen 50 mal durch eine im
Durchschnitt 50um messende Kaniile gepresst. Alle Schritte erfolgten auf Eis, um die
entstandene Reibungswérme abzudampfen. Nach den 50 French- Press- Hiben und
der Einstellung auf 1% Triton Xi00, Wurden die Proben fur 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Es folgten zum Abschluss 10 Hibe French-Press bevor die Proben in 20pl-

Portionen alliquotiert und bei —20°C kryokonserviert wurden.
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2.6.2 \Western Blot

Die Proteine wurden zunachst mit 500ul eiskaltem Aceton gefallt und in 30ul WB-
Probenpuffer bestehend aus Tris/Glycinpuffer aufgenommen. Nach zehnminitigem
Abzentrifugieren wurde in jede Probe 10ul LDS Samplepuffer 4xBromphenolblau +
4ul  Reduktionsreagenz  pipettiert. So sollten Proteine angefarbt und
Wechselwirkungen innerhalb der molekularen Proteinstruktur vermieden werden. Es
folgte die Denaturierung der Proteine fir 5 Minuten bei 95°C. Anschlieend wurde
die Reaktion auf Eis abgestoppt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit einem 10
Wel Elektrophoresegel in einer Gelelektrophoresekammer. Zur Anwendung kamen
fertige Polyacrylamid-Gele. Die dabei entstandenen zwei Kompartimente lie3en sich
in ein auleres und eine inneres Kompartiment unterteilen. Diese wurden mit
Laufpuffer (aulReres Kompartiment) und Laufpuffer erganzt mit Antioxidans (inneres
Kompartiment) aufgefillt. AnschlieRend wurden die Proben auf das Gel aufgetragen.
Die Auftrennung nach Ladung und Molekulargewicht erfolgte bei 200V Uber 45
Minuten. Das Gel wurde in den Transferpuffer gebracht und in der Blotkammer auf
eine Nitrocellulosemembran zwischen drei Lagen Filterpapier, getrankt in
Transferpuffer, gebettet. Die mit dem Gel beladene Blotkammer wurde mit einer
Stromstarke von 0,04A fir eine Stunde angeschlossen, anschlielend die mit
Proteinen beladene Membran fir eine Stunde in 5% Magermilch in TBST inkubiert,
um unspezifische Antikorperbindungen gegen freie Proteinbindungsstellen zu
vermeiden. Nach einer Uber Nacht stattfindenden Inkubation bei 4°C in einer BSA-
Primarantikorperlosung wurde die Membran dreimal mit TBST-Waschpuffer
gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran fur eine Stunde in 5% Magermilch
TBST-Sekundarantikérperléosung belassen. Dabei bindet der Sekundarantikérper in
spezifischer Weise an den Primarantikorper. Es folgte ein dreimaliges Waschen fir
funf Minuten in TBST zum Abldsen der ungebundenen Antikérper. Nach Konjugation
des sekundaren Antikdrpers mit HRP (Horseraddish-Peroxidase) wurde das Antigen-
Antikorper-HRP-Konjugat mittels verstarkter Chemielumineszenz visualisiert. Nach
kurzem Kontakt mit der Membran wurde das Signal mittels eines Rontgenfilms in

einer Rontgenkassette sichtbar gemacht.
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Transferpuffer

Tris 3,028g
Glycin 14,4139
Methanol 200m|
Aqua bidest Auf 1l
Laufpuffer

MES-Running-Buffer 50ml
aqua bidest 950ml
Innere Kammer + 400yl

Antioxidans

TBST Waschpuffer pH 7,4

Tris 12,119
Tween 0,1%
NaCl 17,539

Rauchende Salzsaure 37%
zur pH-Einstellung

Aqua bidest Auf 2|

2.6.3 Wiederaufbereitung der Membran

Die hergestellte Membran lies sich fur weitere Versuche verwenden. Um die Primar-
Sekundarantikorperkomplexe von der Membran zu l6sen wurde ein spezieller
Ldsepuffer (Stripppuffer) verwendet. Nach einer einstiindigen Inkubation in diesem
Stripppuffer wurde unter mehrfachem Austauschen des Waschpuffers die Membran
mit TBST eine Stunde gewaschen. Jetzt konnte die Membran erneut mit 5%

Magermilch/TBST gesattigt und mit einem neuen Antikorper beladen werden.
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Stripppuffer pH7,4

TRIS 10g
10% SDS-Solution 200ml
3- Mercaptoethanol 7ml

Rauchende Salzsdure 37%
zur pH-Einstellung

2.7 Proliferationsassay

Mit dem BrdU-Proliferationsassay wurde die Proliferation der TGCT-Tumorzelllinien
unter der Stimulation von Vitamin D3 untersucht. Hierzu wurden 5000 Zellen/well
einer jeden Tumorzelllinie (NCCIT und NTERA-2) in eine 96-well-Platte transferiert
und in 200l DMEM+10% FCS Kultiviermedium fur 72 Stunden inkubiert. Die
Markierung der Zellen erfolgte nach 72 Stunden mittels 1:1000 verdunnten BrdU. Es
folgte eine Inkubation fir 14 Stunden bei 37° C.

Das BrdU ist ein Thyminanalogon und wird in DNA proliferierender Zellen eingebaut.
Die Menge des eingebauten BrdU ist proportional zur Proliferationsrate der Zelle und
lasst sich mittels Antikorperbindung im ELISA-System messen. Nach 14 stiindiger
Inkubation erfolgten ein Abklopfen der 96-well-Platte und ein Abtrocknen im
Hybridisierungsofen. Die Zellen wurden nach Abtrocknen fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur belassen, nachdem sie mit 200ul Fix-Denat-Loésung versetzt

wurden.

Die Fixierungslosung wurde von den Zellen entfernt, anschliel3end mit 200ul 2% BSA
gespult und schliellich 10 Minuten bei RT im Dunkeln belassen. Nach 15 mindtiger
Inkubation wurde das BSA entfernt, mit 200ul PBS-Puffer gewaschen und
anschlieBend mit Anti-BrdU-POD (1:100 mit Diluent aus dem Kit) versetzt, mit dem
es fur 45 min bei RT im Dunkeln inkubiert wurde. Es schlossen sich 3 Waschritte mit
200ul Waschlésung an, bei denen die Zellen auf einen Schiittler gestellt wurden. Vor
einer weiteren 10 mindtigen, bei RT und im Dunkeln stattfindenden Inkubation
wurden 100pul Substratlésung auf die Zellen gegeben. Die Reaktion wurde mit 25ul
1M H,SO, abgestoppt. Jetzt konnten die Zellen im ELISA Reader mit einer

Wellenlange von 450nm und einer Referenzlange von 655nm gemessen werden.
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2.8 Statistische Analysen

2.8.1 Auswertung der immunhistochemischen Versuche

Die immunhistochemischen Farbungen wurden in Anlehnung an den Remmele-
Score in der Diagnostik von Mamakarzinomen mittels eines immunhistochemischen
Multiplikationsscores ausgewertet. Dieser setzt sich aus dem Prozentsatz positiver

Tumorzellen und der Farbeintensitat zusammen (Tabelle 2).

Prozentsatz positiver Zellen Farbeintesitat Score

Keine positiven Zellen 0 Punkte | Keine Farbereaktion 0 Punkte | Gruppe | 0 Punkte
<10% positive Zellen 1 Punkt Schwache Féarbereaktion 1 Punkt Gruppe Il 1-6 Punkte
10-50 % positive Zellen 2 Punkte | MaRige Farbereaktion 2 Punkte | Gruppe lll  7-12 Punkte
50-80 % positive Zellen 3 Punkte | Starke Farbereaktion 3 Punkte

>80 % positive Zellen 4 Punkte

Tabelle 2: Immunreaktiver Score fur die immunhistochemische Auswertung

2.8.2 Statische Auswertung

Alle gRT-PCR- und Proliferationsuntersuchungen wurden mit Hilfe von Microsoft
Excel ausgewertet. Die Errechnung der p-Werte erfolgte mit dem ungepaarten t-Test
und mit Hilfe der GraphPad Prism Software. Die Signifikanzwerte wurden als
*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001 angegeben. Die Standardabweichung wurde
ebenfalls mit Hilfe der GraphPad Prism Software errechnet. Alle gRT-PCR-
Untersuchungen und Proliferationsassays wurden in dreifachen Ansetzungen in

Triplikaten durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Ergebnisse

Das untersuchte Patientenkollektiv setzte sich aus insgesamt 80 mannlichen
Patienten zusammen, die in den Jahren 2004 bis 2006 im Bundeswehrkrankenhaus
Hamburg aufgrund eines malignen Keimzelltumor des Hodens orchiektomiert
wurden. Bei 57 Patienten lag ein Seminom und bei 23 ein Nicht-Seminom (13
embryonale Karzinome, 8 Teratome, 1 Chorionkarzinom, 1 Dottersacktumor) vor.
Das Durchschnittsalter der Patienten bei Diagnosestellung war 33,86 Jahren. Bei
genauerer Betrachtung zeigte sich bei den Patienten mit einem Seminom ein
mittleres  Erkrankungsalter von 35,43 Jahren, wohingegen das mittlere

Erkrankungsalter bei Patienten mit Nicht-Seminomen mit 28,95 Jahren deutlich

niedriger lag.
Tumorentitat Anzahl Durchschnittliches
Erkrankungsalter in Jahren

Gesamt 80 33,86 + 9,276

Seminom 57 35,43 £ 9,417

Embryonales Karzinom 13 28,57 + 8,446

Teratom 8 29,63 + 7,308
Chorionkarzinom 1 27+0
Dottersacktumor 1 340

3.2 Expression von VDR in TGCT

Zur Expressionsanalyse von VDR in TGCT wurden die in HOPE fixierten und in
Paraffin eingebetteten Gewebeproben mittels Immunhistochemie untersucht.
Das tumorfreie normale Hodengewebe zeigte weder eine nukledre noch eine

zytoplasmatische Expression von VDR in den Keimzellen oder Zellen des
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Keimstrangstromas (Leydig-, Sertoli- Zellen) (Abb.3). Die IGCNU als nicht-invasive
Vorlauferlasion der TGCT liel3 dagegen eine geringe Expression von VDR in den
atypischen Keimzellen erkennen, wobei die Expression zytoplasmatisch lokalisiert
war (Abb.4). Ein @hnliches Bild zeigte die VDR-Expression in Seminomen. In allen
untersuchten Fallen konnte eine geringe zytoplasmatische Expression von VDR in
den Tumorzellen nachgewiesen werden (Abb.5).

Bei allen 23 untersuchten nicht-seminomatésen Tumoren konnte eine starke zyto-
plasmatische und nukleare VDR-Expression gezeigt werden. Bei den embryonalen
Karzinomen zeigten die Tumorzellen eine starke nukleare und zytoplasmatische
Expression (Abb.6). Ebenfalls konnte eine starke Expression von VDR in Teratomen
nachgewiesen werden (Abb.7). Bei dem untersuchten Chorionkarzinom und
Dottersacktumor zeigte sich ebenfalls eine starke nukleare und zytoplasmatische
VDR-Expression (Abb.8 und Abb. 9).

Eine Zusammenfassung der immunhistochemischen Ergebnisse zeigt Tabelle 3. Die
untersuchten tumorfreien Gewebe, Vorlauferlasionen und Seminome zeigen keine
oder eine geringe Expression des VDR-Proteins. Alle nicht-seminomatsen Tumoren
zeigen eine deutliche Expression von VDR-Protein in den untersuchten Tumorzellen.
Um die in der Immunhistochemie erzielten Ergebnisse der VDR-Proteinexpression in
TGCT zu erweitern wurde mittels gRT-PCR die Expression von VDR-mRNA in TGCT
untersucht. In allen untersuchten seminomatésen und nicht-seminomatésen
malignen Keimzelltumoren des Hodens konnte eine Expression von VDR mRNA
gezeigt werden (Abb.10 und 11).

3.3 VDR-Expression in TGCT-Zelllinien

In Erganzung zu den Untersuchungen in 80 primadren TGCT wurde VDR mRNA
mittels gRT-PCR in den TGCT-Zelllinien NCCIT und NTERA-2 untersucht. Die qRT-
PCR zeigte, dass die TGCT-Zelllinien NCCIT und NTERA-2 VDR mRNA exprimieren
(Abb.12). Um die Ergebnisse auf translationaler Ebene zu verifizieren, wurde die
VDR-Proteinexpression mittels Western Blot in den TGCT-Zelllinien NCCIT und
NTERA-2 untersucht. In den angefertigten Western Blots konnte eine Expression von
VDR-Protein in beiden TGCT-Zelllinien gezeigt werden (Abb.13).
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3.4 Vitamin-D3-vermitteltes Expressionsprofil von VDR und
Koregulatoren in TGCT-Zelllinien

Nach Stimulation mit Vitamin D3 wurden die Tumorzelllinien NCCIT und NTERA-2
mittels gRT-PCR auf die Expression der Vitamin-D3-regulierten Gene VDR, NCOR1,
NCOR2, TRIP15, GADD45, MAPKAPK2, CYP24A1 und CYP27B1 untersucht. Die
Stimulation erfolgte mit 50, 100 oder 200 nM Vitamin D3 fur jeweils 24 Stunden.

Nach Stimulation mit Vitamin D3 (50 und 100 nM) zeigte die Tumorzelllinie NCCIT
keine statistisch signifikante Anderung der Expression von VDR-regulierten Genen.
Im Gegensatz konnte nach Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 eine geringe, jedoch
statistisch signifikante Zunahme der Genexpression von VDR nachgewiesen werden
(p<0,05). Daruberhinaus zeigte NCOR1 eine deutliche statistisch signifikante
Zunahme der Genexpression (p<0,01), wohingegen NCOR2 interessanterweise eine
geringe statistisch signifikante Abnahme der Genexpression aufwies (p<0,05). Nach
Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 wies MAPKAPK2 eine hoch signifikante Zunahme
der Expression auf (p<0,001). Die ubrigen untersuchten Gene zeigten nach

Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 keine Anderung der Genexpression (Abb.14).
Nach Stimulation mit Vitamin D3 (50 und 100 nM) zeigte die Tumorzelllinie NTERA-2

keine statistisch signifikante Anderung der Expression von VDR-regulierten Genen.
Nach Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 konnte in der NTERA-2-Zelllinie eine
geringe, jedoch statistisch signifikante Zunahme der Genexpression von VDR
gezeigt werden (p<0,05). Unter den weiteren untersuchten Vitamin-D3-regulierten
Genen zeigte lediglich noch GADDA45 einen deutlich statistisch signifikanten Anstieg
der Genexpression (p<0,01). CYP27B1 zeigte eine geringe statistisch signifikante
Abnahme der Genexpression nach Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 (p<0,05). Die
Ubrigen untersuchten Gene zeigten nach Stimulation mit 200 nM keine statistisch

signifikante Anderung der Genexpression (Abb.15).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Tumorzelllinien NCCIT und NTERA-2
VDR-, NCOR1-, NCOR2-, TRIP15-, GADD45-, MAPKAPK2- und CYP27B1-mRNA
exprimieren. Des Weiteren zeigte sich nach jeweils 24 Stunden Stimulation mit
Vitamin D3 (200nM) besonders in der NCCIT-Zelllinie eine statistisch signifikante
Zunahme von VDR, NCOR1 und MAPKPK2 und eine statistisch signifikante
Abnahme der Genexpression von NCOR2. In den NCCIT-Zelllinien wurde nach 200
nM Vitamin-D3-Stimualtion eine statistisch signifikante Zunahme von VDR und
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GADDA45, sowie eine statistisch signifikante Abnahme der CYP27B1 Expression
gezeigt.

Die restlichen untersuchten Vitamin-D3-regulierten Gene zeigten weder in den
NCCIT noch in den NTERA-2-Zelllinien eine statistisch signifikante Anderung der
Genexpression. Interessanterweise wurde das untersuchte Gen CYP24Al1 in
unstimulierten NTERA-2-Zellen nicht exprimiert, nach Stimulation mit Vitamin D3
kam es allerdings zu einer Expression von CYP24A1-mRNA. Bei den NCCIT-Zellen
hingegen gab es weder bei unstimulierten noch bei stimulierten Verhéaltnissen eine

Expression von CYP24A1 (Ergebnisse nicht dargestellt).

3.5 Proliferation der TGCT-Zelllinien NCCIT und NTERA-2 nach
Stimulation mit Vitamin D3

Die TGCT-Zelllinien NCCIT und NTERA-2 wurden mit 50, 100 oder 200 nM
Vitamin D3 stimuliert und die Proliferation nach 24 und 48h gemessen. Nach 24h
zeigten die Tumorzellen der TGCT-Zelllinie NCCIT eine statistisch signifikante
Abnahme (p<0,05) der Proliferation um maximal 44% bei einer Konzentration von
200 nM Vitamin D3 (Abb.16A). Nach 48h Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 zeigte
sich eine Reduktion der Proliferation um maximal 13 % (Abb.16B).

Das Proliferationsverhalten der TGCT-Zelllinie NTERA-2 nach 50, 100 oder 200 nM
Vitamin-D3-Stimulation wurde ebenfalls mittels BrdU ELISA nach 24h und 48h
untersucht. Nach 24h zeigten die Tumorzellen eine statistisch signifikante Abnahme
der Proliferation um maximal 39% bei einer Konzentration von 200 nM Vitamin D3
(p<0,05) und um maximal 33% bei einer Konzentration von 100nM Vitamin D3
(p<0,05) (Abb.17A). Nach 48 h Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 zeigte sich eine
Reduktion der Proliferation um maximal 9 % (Abb.17B).
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Abbildung 3. Expression von VDR in normalem Hodengewebe

Die Expression von VDR in normalem Hodengewebe wurde mittels Immunhistochemie
untersucht. Das normale Hodengewebe mit den typischen Keimzellen (=) zeigt keine
Expression von VDR (A, VergréRerung x100; B, VergréfRerung x200).

Abbildung 4. Expression von VDR in IGCNU

Die Expression von VDR in der nicht-invasiven Vorlauferlasion IGCNU wurde mittels
Immunhistochemie untersucht. Die atypischen Keimzellen (=) der IGCNU lassen eine

geringe zytoplasmatische Expression von VDR erkennen (braune Signale). (A, Vergrél3erung
x100; B, VergréfRerung x200).
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Abbildung 5. Expression von VDR in Seminomen

Die Expression von VDR in Seminomen wurde mittels Immunhistochemie untersucht. Die
Tumorzellen der Seminome (=) zeigen eine schwache zytoplasmatische Expression von
VDR (braune Signale). (A, VergroRerung x100; B, VergroRerung x200).

Abbildung 6. Expression von VDR in embryonalen Karzinomen

Die Expression von VDR in embryonalen Karzinomen wurde mittels Immunhistochemie
untersucht. Die Tumorzellen (=) der embryonalen Karzinome zeigen eine starke
zytoplasmatische und teils nukleare Expression von VDR (braune Signale).

(A, VergroRerung x100; B, VergroRerung x200).
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Abbildung 7. Expression von VDR in Teratomen

Die Expression von VDR in Teratomen wurde mittels Immunhistochemie untersucht. Die
epithelialen Tumorzellen (=) der Teratome zeigen eine starke zytoplasmatische und teils

nukledre Expression von VDR (braune Signale). (A, VergroRerung x100; B, VergréRerung
x200).

Abbildung 8. Expression von VDR in Chorionkarzinom

Die Expression von VDR in einem Chorionkarzinom wurde mittels Immunhistochemie
untersucht. Die Tumorzellen (=) des Chorionkarzinoms zeigen eine starke zytoplasmatische
und teils nukleare Expression von VDR (braune Signale). (A, VergroRerung x100; B,
Vergroferung x200).
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Abbildung 9. Die Expression von VDR in Dottersacktumor

Die Expression von VDR in einem Dottersacktumor wurde mittels Immunhistochemie
untersucht. Die Tumorzellen (=) des Dottersacktumors zeigen eine starke zytoplasmatische
und teils nukleare Expression von VDR (braune Signale). (A, VergroRerung x100; B,
VergroRerung x200).

Tumorentitat Gruppe | | Gruppe Il | Gruppe lli
Tumorfrei 80 0 0

IGCNU 0 37 0
Seminom 0 57 0
Embryonales Carcinom | 0 1 12
Teratom 0 0 8
Chorionkarzinom 0 0 1
Dottersacktumor 0 0 1

Tabelle 3: Immunhistochemische Expression von VDR in TGCT
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Abbildung 10. Expression von VDR-mRNA in Seminomen

Die Expression von VDR-mRNA in TGCT wurde mittels gRT-PCR untersucht. Seminome
zeigen eine Expression von VDR-mRNA, die Grafik zeigt 15 reprasentative Gewebeproben
von Seminomen.
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Abbildung 11. Expression von VDR-mRNA in Nicht-Seminomen

Die Expression von VDR mRNA in TGCT wurde mittels gRT-PCR untersucht. Nicht-
Seminome zeigen eine Expression von VDR-mRNA, die Grafik zeigt 15 reprasentative
Gewebeproben von Nicht-Seminomen.
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Abbildung 12. Expression von VDR-mRNA in TGCT-Zelllnien NCCIT und NTERA-2
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Die Expression von VDR-mRNA in TGCT-Zelllinien wurde mittels gRT-PCR untersucht. Die
untersuchten TGCT-Zelllinien NCCIT und NTERA-2 zeigen eine Expression von VDR

MRNA.

~55kDa

Abbildung 13. Expression von VDR in TGCT-Zelllinien

Die Expression von VDR-Protein in TGCT-Zelllinien wurde mittels Western Blot untersucht.
Die untersuchten TGCT-Zelllinien NTERA-2 und NCCIT exprimieren VDR Protein (55 kDa).
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Abbildung 14. Expressionsprofil von VDR und Koregulatoren in der TGCT-Zelllinie NCCIT nach
50, 100 und 200 nM Vitamin D3

Die Expression von VDR und Koregulatoren wurde mittels gRT-PCR in der TGCT-Zelllinie
NCCIT untersucht. Die Tumorzelllinie NCCIT exprimiert VDR und Koregulatoren. Nach
Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 zeigt VDR eine geringe statistisch signifikante Zunahme
der Genexpression. NCOR1 weist eine maiig starke signifikante Zunahme nach Vitamin-D3-
Stimulation auf. NCOR2 zeigt eine geringe statistisch signifikante Abnahme der
Genexpression. Bei MAPKAPK?2 lasst sich eine starke statistisch signifikante Zunahme der
Genexpression nach Stimulation mit Vitamin D3 nachweisen. Die restlichen Koregulatoren
zeigen keine statistisch signifikante Veranderung der Genexpression. *p < 0,05; **p < 0,01;
***pn < 0,001.
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Abbildung 15. Expressionsprofil von VDR und Koregulatoren in der TGCT-Zelllinie NTERA-2
nach Stimulation mit 50, 100 und 200 nM Vitamin D3

Die Expression von VDR und Koregulatoren wurde mittels gRT-PCR in der TGCT-Zelllinie
NTERA-2 untersucht. Die Tumorzelllinie exprimiert VDR und Koregulatoren. Nach
Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 zeigt VDR eine geringe statistisch signifikante Zunahme
und GADDA45 eine deutliche statistisch signifikante Zunahme der Expression. CYP27B1
weist eine geringe statistisch signifikante Abnahme der Expression nach Stimulation mit
Vitamin D3 auf. Die restlichen Koregulatoren zeigen keine Anderung der Expression nach

Vitamin-D3-Stimulation. *p < 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
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Abbildung 16. Proliferation der TCGT-Zelllinie NCCIT nach Vitamin-D3-Stimulation

Die Proliferation der TGCT-Zelllinie NCCIT nach Vitamin-D3-Stimulation (50, 100 oder 200
nM) wurde mittels BrdU ELISA nach 24 h (A) und 48 h (B) untersucht. Nach 24h zeigen die
Tumorzellen eine geringe statistisch signifikante Abnahme der Proliferation um maximal 44%
(p=0,0208) bei einer Konzentration von 200 nM Vitamin D3 (A). Nach 48 h Stimulation mit
Vitamin D3 (200 nM) zeigt sich eine Reduktion der Proliferation um 13 % (B). *p < 0,05;
**p < 0,01; **p < 0,001.
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Abbildung 17. Proliferation der TGCT-Zelllinie NTERA-2 nach Vitamin-D3-Stimulation

Die Proliferation der TGCT-Zelllinie NTERA-2 nach Vitamin-D3-Stimulation (50, 100 oder
200 nM) wurde mittels BrdU ELISA nach 24 h (A) und 48 h (B) untersucht. Nach 24h zeigen
die Tumorzellen eine statistisch signifikante Abnahme der Proliferation um maximal 39% bei
einer Konzentration von 200 nM Vitamin D3 und um maximal 33% bei einer Konzentration
von 100 nM (A). Nach 48 h Stimulation mit Vitamin D3 (200 nM) zeigt sich eine Reduktion
der Proliferation um maximal 9 % (B). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4 Diskussion

4.1 Expression von VDR in Malignomen und TGCT

IGCNU gelten in der aktuellen Literatur Gbereinstimmend als Vorlauferlasion
invasiver Keimzellneoplasien (Roelofs et al. 2000). Epigenetische Veranderungen
scheinen die Entstehung von IGCNU zu beeinflussen. Da in epidemiologischen
Untersuchungen transkontinentale Unterschiede bezuglich der ansteigenden Zahl an
Neuerkrankungen in Industrielandern beobachtet wurde (Papaioannou et al. 1975,
Bokemeyer et al. 1992), scheinen exogene Faktoren, insbesondere Ostrogen, eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von IGCNU bzw. TGCT zu spielen
(Skakkebaek et al. 2001). So kdnnte zum Beispiel die Differenzierung der Keimzellen
gestort werden, wenn in der Frilhschwangerschaft durch einen Ostrogeniiberschuss
die Entwicklung der Gonaden negativ beeinflusst wird. Der daraus resultierende
Differenzierungsstillstand fuhrt zur Ausbildung von IGCNU. Die maligne Umwandlung
der undifferenzierten Keimzellen vollzieht sich dann unter Hormoneinfluss und/oder
anderer unbekannter Kofaktoren (Tamimi und Adham 2000, Skakkebaek et al. 2001).
Fur diese Theorien konnte allerdings in experimentellen/klinischen Studien noch kein

Nachweis erbracht werden.

Neben epigenetischen Ursachen kommt es beim Ubergang der nicht-invasiven
IGCNU in invasive TGCT in Uber 90% der Félle zu strukturellen Chromosomen-
veranderungen von Chromosom 12. Dabei beobachtet man in etwa 80% ein
Isochromosom 12, i(12p), wobei die Verdopplung des kurzen Armes von Chromosom
12 uniparenteral ist. Auch die Ubrigen Falle der TGCT zeigen strukturelle
Veranderungen von Chromosom 12, so dass diesem offenbar eine zentrale Rolle bei
der Invasivitat der TGCT zukommt. Aberrationen kommen aber auch in etwa 40
Prozent der TGCT auf dem langen Arm von Chromosom 12 vor, haufig in Form einer
Deletion in den Regionen 12913 und 12922 (Delozier-Blanchet et al. 1985,
Samaniego et al. 1990, Rodriguez et al. 1992). Der VDR gehort, wie die Retinoid-,
Thyroid- und Ostrogen-Hormon-Rezeptoren, in die Familie der Steroid-
hormonrezeptoren. Er ist ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor und wird
interessanterweise auf Chromosom 12 kodiert (Hsieh et al. 1998, Michigami et al.
1999, Yasmin et al. 2005).
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Nachdem mehrere Forschungsgruppen das Vorhandensein des VDR in
verschiedenen Malignomen bereits nachgewiesen haben (Skowronski et al. 1993,
Friedrich et al. 1998, Cross et al. 2001, Mitschele et al. 2004, Khadzkou et al. 2006,
Menezes et al. 2008) war es Gegenstand der hier vorliegenden Dissertationsschrift,
TGCT auf die Expression und Funktion von VDR zu untersuchen.

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es keine Studie, welche eine VDR-Expression in
TGCT untersucht hat. Die in den beschriebenen Verdéffentlichungen erlangten
Erkenntnisse einer VDR Expression in Malignomen konnte erstmals mit den erzielten
Ergebnissen dieser Arbeit auch fir TGCT aufgezeigt werden. Dabei konnte in den
durchgefuhrten immunhistochemischen Untersuchungen insbesondere in allen nicht-
seminomatdsen TGCT eine VDR Expression nachgewiesen werden. Des Weiteren
konnte in den TGCT-Zelllinien NCCIT und NTERA-2 neben VDR-Protein, auch eine
VDR-mRNA Expression festgestellt werden. Die vor allem in nicht seminomatdsen
Keimzelltumoren dargestellte Expression von VDR legt eine Beteiligung des Vitamin-

D3-Stoffwechsels in der Pathogenese von TGCT nahe.

1a,25(0OH),Ds ist die aktive Form des Vitamins D3 und entfaltet seine Wirkung Uber
den Vitamin-D-Rezeptor (VDR) (Haussler et al. 1998). Nach intrazellularer Bindung
von 1a,25(0OH),D3 an den VDR kommt es im Zellkern zu einer Heterodimerisation mit
dem Retinoidsaurerezeptor (RXR). Das VDR/RXR-Heterodimer bindet an VDR
response  elements (VDREs) der DNA. Mit der Bindung des
10,25(0OH),D3/VDR/RXR-Komplexes an die VDREs ist es moglich, die Expression
und Repression bestimmter Zielgene zu beeinflussen (Haussler et al. 1998). Neben
dem physiologischen Vorkommen des VDR in verschiedenen Geweben des
Menschen, wurde in den letzten Jahren zunehmend VDR-Expression in den
verschiedensten Malignomen des Menschen beschrieben, die im folgenden
aufgezeigt werden sollen. Khadzkou et al. (2006) beschrieben eine Expression von
VDR und 1a-Hydroxylase in papillaren Schilddrisenkarzinomen. Auf3erdem
exprimieren frihe und gut differenzierte Kolonkarzinome den VDR (Cross et al.
2001). Interessanterweise ging diese VDR-Expression offenbar in spaten Stadien
und schlecht differenzierten Kolonkarzinomen weitgehend verloren (Cross et al.
2001). Das unterstitzt die von Khadzkou et al. (2006) gezeigten Ergebnisse und
lasst Grund zur Annahme, dass der VDR in Verbindung mit 1a,25(0OH)2D3 einen

férdernden Einfluss auf Differenzierung und Proliferation von Tumorzellen haben
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konnte. Des Weiteren wurde eine Expression von VDR in Prostatakarzinomen
(Skowronski et al. 1993), Basalzellkarzinomen (Mitschele et al. 2004), verschiedenen
Tumorentitaten von Mammakarzinomen (Friedrich et al. 1998) und in Tumoren der
Lunge (Menezes et al. 2008) nachgewiesen. Diese Vielzahl unterschiedlicher
Tumorarten, in denen der VDR exprimiert wird, spricht fir seine Bedeutung auf

Differenzierung und Proliferation und damit auch in der Pathogenese von Tumoren.

Daruiberhinaus gibt es zwei interessante Beobachtungen, die mit einer Expression
des VDR in TGCT in Verbindung stehen kdnnten.

() VDR wird auf Chromosom 12 codiert und typischerweise zeigen TGCT eine
Deletion des langen Arms von Chromosom 12 (Delozier-Blanchet et al. 1985,
Samaniego et al. 1990, Rodriguez et al. 1992). Dies kénnte zusatzlich zu den
epigenetischen Veranderungen, ein Hinweis auf mogliche genetische Aberationen
von Onkogenen auf Chromosom 12 sein. Die beschriebenen Aberrationen auf
chromosomaler Ebene scheinen Einfluss auf die Proliferationsenthemmung und
Apoptosedefizienz sowie eine damit verbundene maligne Umwandlung von
Keimzellen zu haben. Unterstitzt wird diese These durch die Tatsache, dass neben
denen am Zellzyklus beteiligten Genen, Onkoproteine und Gene welche fur
antiapoptotische Proteine kodieren, auf Chromosom 12 lokalisiert sind (Dmitrovsky et
al. 1990, Strohmeyer et al. 1991, Sherr 1996, Houldsworth et al. 1997, Schmidt et al.
2001, Zafarana et al. 2002).

(1IN Im Auftreten von TGCT sind geographische Unterschiede zu beobachten
(10/100.000 Manner/Jahr in der Schweiz versus 0,6/100.000 Manner/Jahr in China),
was die Rolle exogener Faktoren unterstreichen wirde (Bokemeyer et al. 1992,
Skakkebaek et al. 2001). Vitamin D3 kann in der Haut durch UV-Licht entstehen
(Hollis 2005) und entfaltet seine Wirkung tber Bindung an den VDR (Haussler et al.
1998). Eine erhohte oder erniedrigte Expression konnte mit einer Exposition
gegeniber UV-Licht in Verbindung stehen und mit der Pathogense von TGCT in

Zusammenhang gebracht werden.
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4.2 Regulation des Vitamin-D3-Polymorphismus in TGCT

Nach der gewonnen Erkenntnis einer VDR Expression, insbesondere bei nicht
seminomatdsen Tumoren, wurden die nicht-seminomatdsen Zelllinien NCCIT und
NTERA-2 auf das Vorliegen von VDR und diverser Koregulatoren des Zellzyklus
untersucht. Dazu wurden angezichtete Zelllinien mit Vitamin D3 stimuliert und deren
MRNA-Expression verschiedener Gene untersucht, die im Folgenden dargestellt

werden sollen.

CYP27B1 und CYP24Al sind zwei entscheidende Gene in der Regulation des
Vitamin-D3-Stoffwechsels. Das Gen CYP24A1 kodiert fur die 24-Hydroxylase welche
die beiden Produkte 25(OH)D3; und 1,25(0OH);D3 in 24,25(0OH),D; und
1,24,25(0H),D3 durch Hydroxylierung an Position 24 umwandelt. Diese Umwandlung
ist der limitierende Schritt im Katabolismus dieser beiden Stoffe. Dartber hinaus ist
interessant zu beobachten, dass 1,25(0OH),D3; uber CYP24A1 eine Produktion der
weniger aktiven Metabolite 24,25(0OH),D3s und 1,24,25(0OH).D3 induziert. Das Gen
CYP27B1 kodiert fur die 1a-Hydroxylase in der Niere, welche fur die Umwandlung
von 25(0OH)D3 zu 1,25(0H),D3 verantwortlich ist (Haussler et al. 1998).

In der Tumorzelllinie NTERA-2 konnte in dieser Arbeit erst nach Stimulation mit
Vitamin D3 eine Expression von CYP24Al verzeichnet werden. Vitamin D3 hatte in
den Zellkulturversuchen allerdings keinen Einfluss auf die Proteinkonzentration von
CYP24A1. In der Tumorzelllinie NCCIT wird CYP24A1 nicht exprimiert, lediglich
CYP27B1 zeigt eine Expression. Die Expression von CYP27B1 zeigte nach
Stimulation mit 200nM Vitamin D3 in den durchgefuhrten Stimulationsversuchen eine

statistisch signifikante Anderung der mRNA Konzentration.

Neben dem renalen Vorkommen der 1a-Hydroxylase ist diese auch in extrarenalem
Gewebe zu finden. Unter anderem besteht so die Mdoglichkeit einer lokalen
Umwandlung von 25(0OH)D3; zu 1,25(0OH),D3 in verschiedenen Geweben wie Kolon,
Gehirn, Plazenta, Pankreas, Lymphknoten sowie der Haut. Interessanterweise ist
eine erhohte CYP27B1-Expression in Tumoren der Mamma (Townsend et al. 2005)
und der Prostata (Schwartz et al. 1998) festzustellen. Auch in frihen Stadien von gut
differenzierten Kolonkarzinomen wird eine erhéhte CYP27B1-Expression beobachtet,
welche in schlecht differenzierten Stadien von Kolonkarzinomen allerdings wieder
abnimmt (Bareis et al. 2001, Cross et al. 2001, Bises et al. 2004). Eine erhdhte
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Expression von CYP27B1 in Karzinomgewebe spricht fir eine lokale Umwandlung
von 25(0OH)D3 zu 1,25(0OH),D3 und wirde die Theorie einer chemopréaventiven Rolle
von 25(0OH)D3 und 1,25(0OH).Ds in diesen Tumoren unterstitzen (Deeb et al. 2007).
Eine gezeigte erhohte CYP24A1 mRNA Expression in Tumoren wirkt vermutlich Gber
eine verminderte 1,25(0OH),D; Konzentration dem antiproliferativen Effekt von
1,25(0OH),D3 entgegen (Friedrich et al. 2003, Cross et al. 2005). Eine von Cross et al.
(2005) gezeigte erhdhte Expression von CYP24A1, bei einer gleichzeitigen Abnahme
des Genproduktes von CYP27B1, in high-grade Kolonkarzinomen wirde diese
These untermauern (Cross et al. 2005). Wahrend in Normalgeweben von Ovar,
Lunge, Kolon und Mamma nur eine geringe Expression an CYP24A1 mRNA zu
verzeichnen war, kam es in Tumorgewebe von Lunge, Ovar und Kolon zu einer
erhohten Expression von CYP24A1 mRNA. In Tumorgewebe der Mamma hingegen
kam es zu einer Abnahme der Expression. Dies lasst vermuten, dass die
1,25(0OH),D3; Spiegel in diesen Fallen reduziert sein kdnnten (Albertson et al. 2000,
Weiss et al. 2003, Cross et al. 2005, Anderson et al. 2006). Somit wirde eine
Suppression der CYP24Al1 Expression und Aktivitat fir eine erfolgreiche
Tumorpréavention hilfreich sein. Dabei machen verschiedene Inhibitoren der 24-
Hydroxylase Tumorzellen sensitiver fir 1,25(0OH),D3; und seine Metaboliten (Zhao et
al. 1996, Ly et al. 1999, Peehl et al. 2002, Parise et al. 2006).

Das NCOR1-Gen kodiert fir ein Protein, das eine ligandenunabhangige
Unterdrickung der Transkription von Thyroidhormon- und Retinsdure-Rezeptoren
vermittelt. Im Rahmen dessen sorgt es flir eine Chromatin-Kondensation und fur eine
Unterdrickung bestimmter Transkriptionsfaktoren. Dabei ist es Teil eines
Komplexes, bestehend aus Histondeacetylase und Transkriptionsfaktoren. NCOR1
ist somit ein entscheidendes Protein bei der Interaktion mit Thyroidhormon- und
Retinsdure-Rezeptoren (Horlein et al. 1995). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen
eine statistisch signifikante Zunahme der NCOR1 Expression in der TGCT- Zelllinien
NCCIT. Tzelepi et al. (2009) beschrieben den Zusammenhang einer Expression von
NCOR1 und dem erkrankungsfreien Intervall bzw. dem Uberleben bei
Kolonkarzinomen. Dabei scheint die gestorte Regulation von Co-Regulatoren des
VDR wie NCOR1 einen Beitrag zur Initiation und Progression von kolorektalen
Karzinomen zu leisten (Tzelepi et al. 2009). Die Expression von NCOR1 in TGCT

kénnte damit eine Rolle fir eine bessere Prognose bei Patienten mit TGCT spielen.

45



4 Diskussion

NCOR2 ist ebenfalls in der transkriptionellen Regulation nukledrer Hormon-
rezeptoren involviert. Zum einen ist NCOR2 fur eine Repression bestimmter
nuklearer Hormonrezeptoren verantwortlich und zum anderen scheint NCOR2
Histondeacetylasen zu DNA Promotor Regionen zu rekrutieren. Histondeacetylasen
fuhren zu einer Demethylierung an Histonproteinen und somit zu einer Repression
der Transkription. Somit unterstitzen sie nukledre Hormonrezeptoren in der Inhibition
von Zielgenen (Chen und Evans 1995, Sande und Privalsky 1996, Nagy et al. 1997).

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen eine NCOR2-Expression in malignen
Keimzelltumoren des Hodens. Nach Stimulation mit Vitamin D3 kommt es hier zu
einer statistisch signifikanten Abnahme der mRNA-Expression in TGCT-Zelllinien.
Diese Tatsache lasst Grund zu der Annahme, dass NCOR2 regulatorischen Einfluss
auf die Interaktion zwischen VDR/RXR haben kénnte.

TRIP 15, auch CSN2 genannt, ist ein Protein welches als Bestandteil des
COP9/signalosome Komplexes eingeschaltet ist und an der Regulation
verschiedenster Zell-Signalwege sowie des Zellzyklus beteiligt ist. Daneben hat es
als ligandenabhéangiges Protein Einfluss auf Thyroidhormon- und Retinsaure-X-
Rezeptoren (RXR) (Lee et al. 1995, Seeger et al. 1998, Schaefer et al. 1999). Der
VDR gehort in die Gruppe der Thyroidhormonrezeptoren und fusioniert, nach
Bindung mit Vitamin D3, mit einem RXR (Haussler et al. 1998). Dabei kdnnte die
erhdhte Expression von VDR und TRIP 15 mRNA in den Tumorzelllinien NCCIT und
NTERA-2 in Zusammenhang stehen. TRIP 15 wird in den beiden Tumorzelllinien
NCCIT und NTERA-2 exprimiert erfahrt aber durch die Stimulation mit Vitamin D3
keine Zunahme der mRNA Expression. Ob das CSN2 Protein als Untereinheit des
COP9/signalosome, Einfluss auf die Transkription des VDR hat wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht untersucht. Die Ergebnisse konnten allerdings als Ansatz flr
weitere  Untersuchungen genutzt werden. Des Weiteren scheint der
COP9/signalosome Komplex mit seinen Untereinheiten eine Rolle in der
Pathogenese verschiedenster Tumorerkrankungen zu spielen (Richardson und
Zundel 2005). Welche Rolle der COP9/signalsome Komplex in TGCT spielen kdnnte

ist bisher nicht aufgeklart worden.

MAPKAPK?2 ist ein Gen welches fur das gleichnamige Protein kodiert und im p38
MAPK Signaltransduktionsweg eingeschaltet ist. Dabei wird MAPKAPK2 durch
direkte Phosphorilierung der p38 MAP Kinase reguliert. Das Hitzeschockprotein 27
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(HSP27) ist dabei ein Substrat der MAPKAPK2 (Stokoe et al. 1992, Stokoe et al.
1993, Rouse et al. 1994).

Die TGCT-Zelllinien exprimieren MAPKAPK2. Nach Vitamin D3 Stimulation kam es
interessanterweise bei der NCCIT-Zelllinie zu einer deutlichen statistisch
signifikanten Zunahme der MAPKAPK2-mRNA Konzentration. Bei der NTERA-2-
Zelllinie hatte die Vitamin-D3-Stimulation einen signifikanten Einfluss auf die
MAPKAPK2-mRNA-Konzentration. Kumar et al. (2010) zeigten die Rolle von
MAPKAPK?2 in Blasenkarzinomen (Kumar et al. 2010) und konnten somit die von Xu
und Kollegen gezeigten Ergebnisse bestatigen, welche bereits 2006 die Rolle von
MAPKAPK2 bei der Invasion von Prostatakarzinomen zeigten (Xu et al. 2006). Des
Weiteren unterstrichen Kotlyarov und Kollegen (2002) die Bedeutung von
MAPKAPK2 in der Metastasierung von Tumorzellen (Kotlyarov et al. 2002). Die
MAPKAPK2-Expression in TGCT-Zelllinien koénnte somit eine Rolle in der
Pathogenese von TGCT spielen. Darlber hinaus ware eine mdgliche Expression von

MAPKAPK2 in Metastasen von TGCT ein Ansatz fur weitere Untersuchungen.

GADDA45 ist durch die Aktivierung verschiedenster Gene an der Replikation der DNA,
des G1-Zellzyklusarrest und durch die Unterdrickung von Protoonkogenen an
antiproliferativen Effekten in Tumorzellen beteiligt. Es wirkt direkt proapototisch und
hat Einfluss auf die DNA Reperatur 1,25(0OH),Ds; filhrt in Kolonkarzinomen,
Ovarialtumoren und Leukamiezellen zu einer Hochregulation von GADD45 (Fornace
et al. 1992, Liebermann und Hoffman 1998, Takekawa und Saito 1998, Mita et al.
2002). Die TGCT-Zelllinien NCCIT und NTERA-2 exprimieren GADD45 und
interessanterweise kommt es nach Stimulation mit 200nM Vitamin D3 zu einer
statistisch signifikanten Hochregulation von GADDA45 in der NTERA-2-Zelllinie. Tront
et al. (2006) konnten zeigen, dass ein Verlust der GADDA45-Expression in
Tumorzellen von Mammakarzinomen die Tumorentstehung férdert. Es wurde
vermutet, dass dies Ausdruck einer Apoptoseinhibition in Mammakarzinom Zellen
sein konnte. Die geringe Expression von GADDA45 in aggressiven histologischen
Phanotypen wirde diese These unterstltzen (Tront et al. 2006). Diese Erkenntnisse
kénnten darauf hindeuten, dass 1,25(0OH),D; die Fahigkeit besitzt Gber eine erhdhte
Expression von GADDA45 Einfluss auf Differenzierung und Wachstum von TGCT zu

haben.
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4.3 Proliferationsverhalten von TGCT-Zelllinien nach Vitamin-D3-

Stimulation

Insgesamt scheint die Pathogenese der IGCNU und der TGCT neben
epigenetischen Faktoren auch mit einer Fehlentwicklung sowie einer mangelnden
Funktion des Hodens, wie fehlerhafte Spermatogenese und Infertilitat, in
Zusammenhang zu stehen. Aufgrund dieser Zusammenhange entwickelte sich in
den letzten Jahren die Theorie des testikularen Dysgenesie-Syndroms (TDS,
testicular dysgenesis syndrome)(Pike et al. 1986, Hoei-Hansen et al. 2003). Wie
unter Punkt 1.1 beschrieben kann das TDS als eine Art testikulare Grunderkrankung
angesehen werden, in dem funktionelle Lasionen wie fehlerhafte Spermatogenese
und Infertilitat, neoplastische L&sionen wie Mikrolithiasis und Keimzellneoplasien
sowie ontogenetische Lasionen wie Kryptorchismus und Hypospadie
zusammengefasst werden (Skakkebaek et al. 2001, Hoei-Hansen et al. 2003).
Vergleichende Beobachtungen an Patienten mit Intersexualsyndromen, bei denen
sehr haufig Erkrankungen wie Hypospadie, Kryptorchismus einerseits und TGCT
andererseits zu beobachten sind, zeigen einen Zusammenhang zum TDS (Aarskog
1970, Savage und Lowe 1990). Hoei-Hansen et al (2003) fanden heraus, dass neben
einer signifikant gestérten Spermatogenese in Hodentumoren, interessanterweise
auch in Gewebeproben des kontralateralen Hodens h&ufig Tubuli seminiferi mit
Mikrokalzifikation, undifferenzierten Sertoli- Zellen, Sertoli- Zellkndtchen und/oder

IGCNU zu finden waren.

Exogene Faktoren, insbesondere Ostrogen, scheinen eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung von IGCNU bzw. TGCT zu spielen (Skakkebaek et al. 2001). In wie
weit Vitamin D3, als exogener Faktor, Einfluss in der Pathogenese maligner

Keimzelltumoren haben kdnnte sollte in dieser Arbeit ebenfalls untersucht werden.

1,25-DihydroxyVitamin D3 [1,25(OH),Ds] als der aktive Metabolit von Vitamin D3 ist
in wichtige regulatorische Prozesse involviert und beeinflusst dadurch eine vielfaltige
Reihe von physiologischen Vorgangen im menschlichen Korper (Deeb et al. 2007).
Die Abwesenheit von 1,25(0OH),D; ist mit Krankheitsbildern wie Rachitis,
Osteomalazie und Skelett-Erkrankungen verbunden, welche sich durch fehlende

Knochenmineralisierung auszeichnet. Des weiteren besitzt 1,25(0OH),D3 auch einen
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bedeutenden Effekt auf die Kalzium- und Phosphat-Homoostase (Dusso et al. 2005).
Neben diesen bekannten klassischen Effekten kommt 1,25(OH),D3 eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Zellproliferation und Differenzierung zu. So wurde
bereits in den frihen 1980er Jahren die Anwesenheit des Vitamin-D-Rezeptor (VDR)
in normalen und malignen Geweben nachgewiesen (Eisman et al. 1980). In einer
Vielzahl von normalen und malignen Zelltypen konnten antiproliferative und pro-
differenzierende Effekte von 1,25(0OH),D3; gezeigt werden (Abe et al. 1981, K.
Colston et al. 1981). Interessanterweise hemmt 1,25 (OH),D3; das Zellwachstum von
normalen Zellen und Tumorzellen durch Hemmung des Zellzyklus in der G1 zur S-
Phase (Verlinden et al. 1998, Q. Wang et al. 2000). Die Hemmung des Zellzyklus
von 1,25(0OH).D3 ist auf eine Herunteregulation von Zellzyklus reguliernden Cycline
und Cyclin abhangigen Kinasen zurickzufuhren (Jensen et al. 2001, Li et al. 2004).
In durchgefihrten Studien an Plattenepithelkarzinomen, Prostatakarzinomen,
Ovarialtumoren, Tumoren der Brust und der Lunge konnte ein signifikanter
antitumordéser Effekt von 1,25(0OH),D3; und Vitamin-D3-Analoga aufzeigt werden (K.
W. Colston et al. 1992, Getzenberg et al. 1997, Nakagawa et al. 2005, Zhang et al.
2005). Dabei haben 1,25(0OH),D3 und seine Derivate Uber den VDR Einfluss auf die
Regulation von Proliferation, Apoptose und Angiogenese (Shabahang et al. 1993, M.
Liu et al. 1996, Simboli-Campbell et al. 1996, Mantell et al. 2000, X. Wang und
Studzinski 2001, Ylikomi et al. 2002).

Die untersuchten Tumorzelllinien NCCIT und NTERA-2 zeigten jeweils nach
Stimulation mit 200 nM Vitamin D3 fur 24 Stunden eine statistisch signifikante
Abnahme der Proliferation. Vitamin D3 scheint folglich einen antiproliferativen Effekt

auch auf Tumorzellen des Hodens zu haben.

4.4 Therapeutische Aspekte von Vitamin D3

Die beschriebenen antiproliferativen Effekte eréffnen mogliche Perspektiven fir eine
potentielle pharmakologische Verwendung von 1,25(0OH),Ds. Analysen in vitro und in
vivo haben eine synergistische Wirkung von 1,25(0OH),D3; zu chemotherapeutischen
Agenzien aufgezeigt (Fornace et al. 1992, Light et al. 1997, Moffatt et al. 1999).
Dabei scheint Vitamin D3 die antikanzerbése Wirkung von Taxanen und DNA
interkalierenden Substanzen aber auch fur Platinanaloga zu potenzieren (Light et al.
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1997, Moffatt et al. 1999, Q. Wang et al. 2000, Hershberger et al. 2001, Hershberger
et al. 2002). Eine Potenzierung wurde beobachtet, wenn 1,25(0OH),D3; wahrend oder
vor einer chemotherapeutischen Behandlung gegeben wurde. Eine Gabe nach
Chemotherapie hingegen ergab keine potenzierende Wirkung (Light et al. 1997,
Hershberger et al. 2001). McGuire et al. (2001) zeigten eine durch die Kombination
von 1,25(0OH),D3; und Cisplatin vermittelte Tumorzell-Apoptose bei Plattenepithel-
karzinomen in vitro. Obwohl einige Patienten auf die Therapie mit 1,25(OH).D3
anzusprechen schienen, konnten keine grof3eren klinischen Studien durchgefuhrt
werden, da 20% bis 30% der Patienten unter taglicher Applikation von 1,25(0OH),D3;
hyperkalziamische Krisen entwickelten (Hansen et al. 2000, Masuda und Jones
2003). Es bleibt abzuwarten in wie weit die Wirkungen und Nebenwirkungen von
1,25(0OH),D3 und seiner Analoga optimiert werden und somit die antitumordsen

Wirkungen in die Tumortherapie einflie3en kdnnen.

Weiterhin wird vermutet, dass als Ursache eines TDS nicht etwa Mutationen sondern
vielmehr epigenetische Modifikationen von CpG-Inseln und/oder Histonproteinen
verschiedenster DNA-Regionen mit fortlaufender Uber-/Unterexpression spezifischer
Proteine als Ursache in Frage kommen. Diese Beeinflussung scheint die
Differenzierung von Keimzellen zu verandern und so zur Entstehung von IGCNU
beizutragen. Dabei ist die Acetylierung von Histonproteinen sowie die Methylierung
von CpG-Inseln neben der Differenzierung maligner Keimzellen interessanterweise
auch fur die Differenzierung nicht-neoplastischer Keimzellen von Bedeutung
(Gottlicher et al. 2001, Smiraglia et al. 2002).

Ein wesentliches Thema der hier vorliegenden Arbeit war die Frage, inwieweit
Vitamin D3 und seine aktiven Metabolite auch in Hodentumoren sowie deren
Zelllinien antitumorose Wirkungen entfalten kénnen. In den
Proliferationsbestimmungen dieser Arbeit konnte eine statistisch signifikante
Abnahme der Proliferation bei den untersuchten Tumorzelllinien NCCIT und NTERA-
2 dargestellt werden. Vitamin D3 besitzt also auch bei TGCT antiproliferative
Fahigkeiten. Dabei wirde in der Diagnostik von TGCT ein positiver VDR
Rezeptorstatus fur ein besseres Ansprechen von Vitamin D3 in Tumorzellen
sprechen und einen moglichen antikanzerésen Effekt von Vitamin D3 auf

Tumorzellen begunstigen.
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5 Zusammenfassung

Die malignen Keimzelltumoren des Hodens (testicular germ cell tumors, TGCT) sind
die haufigsten soliden malignen Tumoren des Mannes zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr. Die TGCT lassen sich klinisch-therapeutisch als auch histologisch in die
zwei grof3en Gruppen der Seminome (55%) und Nicht- Seminome (35%) unterteilen.

Vitamin D3 gehort in die Gruppe der fettloslichen Vitamine und enfaltet physiologisch
Uber seinen aktiven Metaboliten 1,25(OH),D3; und die Bindung an den Vitamin-D3-
Rezeptor (VDR) in verschiedenen Organen spezifische Wirkungen. Der VDR gehort
wie die Retinoid-, Thyroid- und Ostrogen-Hormon-Rezeptoren in die Familie der

Steroidhormonrezeptoren.

Neben den physiologischen Wirkungen von 1,25(0OH),D3; wurde in den letzten Jahren
auch die Bedeutung des VDR in diversen Tumorentititen des Menschen
beschrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals eine Expression von VDR
in TGCT. Neben dem VDR zeigen ebenfalls diverse an der Regulation des Zellzyklus
beteiligte und im Vitamin-D3-Stoffwechsel involvierte Proteine eine deutliche

Expression.

In den Stimulationsversuchen mit Vitamin D3 konnte insbesondere fir den VDR eine
statistisch signifikante Zunahme der mRNA-Expression verzeichnet werden. Von den
untersuchten Vitamin-D3-regulierten Genen zeigten NCOR1, MAPKAPK2 und
GADDA45 eine statistisch signifikante Zunahme der Genexpression nach Stimulation
mit Vitamin D3. NCOR2 und CYP27B1 hingegen wiesen eine statistisch signifikante
Abnahme der Genexpression nach Stimulation mit Vitamin D3 auf. Die deutliche
Abnahme der Proliferation nach Vitamin-D3-Stimulation deutet auf eine

antiproliferative Wirkung in TGCT hin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TGCT VDR exprimieren und es unter
Einfluss von Vitamin D3 zu einer Zunahme der VDR-Expression kommt. Des
Weiteren fuhrt die Behandlung von TGCT mit Vitamin D3 zu einer statistisch
signifikanten Abnahme der Proliferation. Dies kdnnte in der Zukunft mogliche neue
therapeutische Ansatze, insbesondere in der Kombination mit Cisplatinderivaten,

eroffnen.
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