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1 Einleitung

1.1 Vitamin D

1650 wurde die Knochenstoffwechselkrankheit Rachitis durch Glisson, DeBoot und
Whistler' erstmals als eigenstindige Krankheit beschrieben. In den nichsten 250
Jahren nahm die Inzidenz deutlich zu, welches nicht zuletzt auf die Verdnderung
der Lebensumstinde durch die fortschreitende Industrialisierungen in Europa und
den Vereinigten Staaten zuriick zufiihren war. Am Anfang des 20. Jahrhunderts
zeigten bis zu 80% der Kinder in europiischen Stidten Symptome von Rachitits.
Mit der immer stirkeren Verbreitung der Erkrankung wuchs auch die
Notwendigkeit iiber eine breit anwendbare Therapie oder Prophylaxe zu verfiigen.
Als 1920 die ersten Therapieerfolge mit UV—Bestrahlung3 * und Lebertran’ erzielt
wurden, ebnete dieses nicht nur den Weg fiir die Entschliisselung der Pathogenese,
sondern ermoglichte auch erstmals eine allgemeine und effektive Prophylaxe gegen
Rachitis®. 1936 konnte dann das antirachitisch wirkende Bestrahlungsprodukt aus
7-Dehydrocholesterin’  dargestellt, und ein antirachitischer Faktor aus
Thunfischlebersl® isoliert werden. McCollum et al. nannten diesen Faktor Vitamin
D’. Vitamin D ist, wie man heute weiB, kein Vitamin im klassischen Sinne, sondern
eine Hormonvorstufe. Neben der Aufnahme iiber die Nahrung, kann es auch unter
Einfluss von UVB-Strahlung in der Haut aus 7-Dehydrocholesterin hergestellt
werden. Das wirksame Steroidhormon 1,25-Dihydroxy-VitaminD; (1,25(0OH),D3)
entsteht dann durch die Hydroxylierung der Kohlenstoffatome an Position 25 in der
Leber, und Position 1 in der Niere. Diese aktive Form hilt vor allem iuber
Wirkungen an Knochen, Niere, Darm und Nebenschilddriise die Ca’* und HPO42‘
Plasmaspiegel im physiologischen Bereich. Aufgrund dieser Wirkungen ist
1,25(OH),D; fiir die Entwicklung, Mineralisierung und Erhaltung des

Skelettsystems ein essentieller Faktor'’.

1.2 Der Vitamin D-Rezeptor

Durch Arbeiten mit radioaktiv markiertem 1,25(OH),D3; wurde nach 1970 von
mehreren Arbeitsgruppen versucht einen Rezeptor fiir das Steroidhormon zu
lokalisieren. Spezifische Anreicherungen in den Zellkernen'' lieBen auf einen
nukledren Rezeptor schlief3en. Ahnlich dem fiir andere Steroidhormone, wiirde

dieser Einfluss auf die Genregulation haben. Etwa 10 Jahre spdter wurde der
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Rezeptor isoliert'>

und durch die Entschliisselung der Protein- und cDNA
Sequenz14 die Zugehorigkeit zur Steroidhomlon—Rezeptor—Superfamilie15 belegt.
Entsprechend handelt es sich um ein 427 Aminosduren groBes Molekiil, welches
neben der Hormon- und DNA-bindenden Doméne, Transaktivierungs-,
Phosphorylierungs- und Dimerisationsdominen besitzt'®. In seiner Funktion ist es
ein Liganden abhingiger Transkriptionsfaktor, welcher in bestimmten
Konstellationen auch hemmende Wirkung haben kann'’.

Da die Expression des nukledren 1,25(OH),Ds-Rezeptors (VDRy,) in unerwartet
vielen Geweben nachgewiesen werden konnte'®, wurden fir das Hormon
1,25(0OH),D3; Funktionen vermutet, die weit iiber die Regulation der Kalzium- und
Phosphat-Plasmaspiegel hinausgehen. In der Tat sind mittlerweile das
Immunsystem, das zentrale Nervensystem, zahlreiche Epithelien, das endokrine
System, Muskeln und Fettzellen als neoklassische Ziele des Hormons beschrieben
worden. Auf zelluldrer Ebene konnten Auswirkungen auf die Genexpression,
Proliferation und Differenzierung beobachtet werden'®.

Neben den zu erwartenden, iiber die Genexpression regulierten Wirkungen, gibt es
unter Stimulation mit 1,25(OH),D; auch schnell einsetzende Effekte. Da die
Zeitspanne in der sie auftreten fiir die Transkription und Translation eines Gens
nicht ausreicht, nimmt man an, dass sie iiber einen nicht nukledren Rezeptor
vermittelt werden. Zu beobachteten waren unter anderem Effekte wie ein Anstieg

19 20 21 22 . .
920 und der Protein-Kinase C

der intrazelluliren Ca®" Ionen Konzentration
Aktivitit™. Beide Vorginge sind als Teile intrazellulédrer
Signaltransduktionskaskaden bekannt, die charakteristischer Weise bei der
Aktivierung  membranstindiger Rezeptoren  vorkommen. Bei  weiteren
Untersuchungen konnten die schon bekannten schnellen Effekte auch an einem
Mausmodell mit funktionell inaktiviertem VDR,,.-Gen, also an Miusen ohne den
nukledren Rezeptor fiir 1,25(OH),D3, nachgewiesen werden™", Bindungsanalysen
und die Isolierung eines membranstindigen Proteins mit Rezeptoreigenschaften™
belegen die Existenz eines membranstindigen Rezeptors fiir 1,25(OH),Ds weiter,

obgleich die genaue Gensequenz und Struktur noch nicht dargestellt werden

konnten.



1.3 Der Vitamin D-Metabolismus

Das iiber die Nahrung zugefiihrte oder in der Haut gebildete Pravitamin D zirkuliert
gebunden an ein spezielles Protein der a-Globulin Fraktion im Blut. Der erste
Schritt auf dem Weg zum aktiven Hormon ist die Hydroxylierung an der Position
25, welche in der Leber durch die 25-Hydroxylase katalysiert wird'’. Die
Aktivierung zum hochpotenten 1,25(OH),D; findet klassischerweise in der Niere
statt und wird durch die 1-Hydroxylase katalysiert. Dieser Schritt ist
geschwindigkeitsbestimmend. Uber die Expression der 1-Hydroxylase wird der
Umsatz dieser Katalyse und damit auch die Konzentration von 1,25(OH),D;
kontrolliert. Durch Parathormon wird die 1-Hydroxylase Aktivitét gesteigert26 und
durch 1,25(0OH);D3;, das Produkt der Katalyse, im Sinne einer negativen
Riickkopplung reduziert”” **. Neben der Niere als klassischer Ort der 1,25(OH),Ds-
Synthese, wird 1-Hydroxylase in allen Zielgeweben von 1,25(0OH),D3 exprimiert,
welches dort zu lokal erhohten 1,25(OH),Ds-Spiegeln fithrt und damit auch auto-
para- und intrakrine Wirkungen des Hormons ermoglicht'®.

Weiteren Einfluss auf 1,25(OH),Ds-Spiegel nimmt das Enzym 24-Hydroxylase,
dessen Produktion durch 1,25(OH);D3; angeregt wird. Die 24-Hydroxylase
katalysiert zwei Reaktionen die sich negativ auf die 1,25-(OH),Ds-Spiegel
auswirken. Aus 1,25(OH);D; wird durch die Hydroxylierung der Position 24
1,24,25(0OH);D3 produziert, welches dann in folgenden Reaktionen abgebaut wird.
Des weiteren wird durch die Produktion von 24,25-Dihydroxy-VitaminDs;
(24,25(0OH);D3) aus dem Prihormon 25(OH)D3, der 1-Hydroxylase das Substrat zur
Herstellung des aktiven 1,25(OH),Ds entzogen29 16 Die Bedeutung der 24-
Hydroxylase im Vitamin D Stoffwechsel konnte im Mausmodell mit funktioneller
Inaktivierung des 24-Hydroxylasegens weiter belegt werden. Hier konnte eine
verschlechterte Clearance fir im Bolus verabreichtes 1,25(OH),Ds; gezeigt

werden™.
1.4 Das Enzym 24-Hydroxylase

Die 24-Hydroxylase (CYP24) ist schon lange als Faktor im Stoffwechsel von
1,25(0OH),D3 bekannt. Die Frage ob das Enzym nur der Kontrolle der 1,25(OH),Ds-
Spiegel dient oder Funktionen hat, die weit dariiber hinausgehen, wurde aber seither

diskutiert. Heute werden dem Enzym neben den katabolischen Fahigkeiten auch



biosynthetische zugeschrieben, da sein Hauptprodukt das 24,25(OH),D; im
Knochenstoffwechsel als Botenstoff zu fungieren scheint™ (siehe 1.5).

Die CYP24 gehort zur Familie der NADPH abhingigen Cytochrom-P450-
Hydroxylasen®, die an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind.
Ahnlich wie die 1-Hydroxylase ist das Enzym nicht, wie urspriinglich
angenommen, nur in den Zellen des distalen Nephrons der Niere sondern auch in

31 32 33 34 35 36 1
. Dieses

allen anderen Zielgeweben von 1,25(OH),Ds nachzuweisen
ermoglicht lokale Konzentrationen des Hormons 24,25(OH),;Ds;, die von den
Plasmaspiegeln abweichen, und ldsst, wie zum Beispiel in der Epiphysenfuge von
Knochen, (siehe 1.5) auf auto- intra- und parakrine Wirkungen schlieBen.

Die relative Affinitdt von CYP24 fiir 1,25(OH),D; ist um ein 10-faches hoher als
die fiir 25(0OH)D; *°. Da 25(OH)D; aber in weitaus hoheren Konzentrationen als
1,25(0OH),D3 vorliegt, reicht der Umsatz aus, um 24,25(OH),Ds-Konzentrationen
zu erzeugen, die bei einem 1000-fachen derjenigen von 1,25(OH),Ds liegen. Des
weiteren scheint die Umsatzrate des Substrats 25(OH)D; hoher als die von
1,25(0H),Ds zu sein’”.

Die Produktion von CYP24 wird hauptsidchlich durch die 1,25(OH),Ds-Spiegel
reguliert. Bei steigenden 1,25(OH),Ds-Konzentrationen wird iiber den VDR,
(siehe 1.2) die Transkription des CYP24-Gens induziert®®. Interessanterweise
besitzt der Promotor des CYP24-Gens zwei Vitamin D-responsive Elemente, mit
denen der Hormon-Rezeptorkomplex interagieren kann'®. Da er der potenteste
1,25(0OH),Ds-regulierte  Promotor ist, wurden CYP24-Spiegel in Studien als
Indikator fiir das Ausmall der Aktivierung des VDR, herangezogen38. Des
weiteren wird die Expression von CYP24 iiber Parathormon reguliert, wobei diese
scheinbar iiber Anderungen der mRNA-Halbwertszeit beeinflusst wird”. Die
Auswirkungen scheinen sich aber in Abhingigkeit vom jeweiligen Gewebe zu

.31
unterscheiden” .

1.5 24,25(0OH)2D5

1972 wurde von Holick et al. 24,25(OH),D; erstmals in Nierengewebe
nachgewiesen40. Es herrschte nun einige Jahre die Meinung vor, es sei ein
biologisch inaktiver Metabolit, der bei der Kontrolle der 1,25(OH),Ds-Spiegel
anfdllt. 6 Jahre spéter aber konnte H. L. Henry zeigen, dass die Entwicklung und
das Schliipfen von Hiihnerkiiken in Abwesenheit von 24,25(0OH),D; beeintrichtigt



ist'!. In den nichsten Jahrzehnten folgten Arbeiten die auf eine Rolle von

24,25(0OH),D; bei der enchondralen Ossifikation hinwiesen*? * , und seine
biologische Aktivitit damit weiter untermauerten. Bei Experimenten am
Mausmodell mit funktionell inaktiviertem 24-Hydroxylasegen, blieb die
Entwicklung des Unterkiefers, der durch enchondrale Ossifikation aus dem Meckel-
Knorpel entsteht, aus wund an den langen RoOhrenknochen waren
Mineralisierungsstorungen mit Anhédufungen von unverkalktem Osteoid zu
beobachten. Zusitzlich waren Anzeichen einer Vitamin Ds-Intoxikation, wie

Verkalkungen der Nieren zu beobachten™ *.

Seo zeigte bei erneuten
Untersuchungen mit Kiiken 3 bis 7 Tage nach einer Tibiafraktur einen dreifachen
Anstieg der renalen CYP24-Aktivitdt und einen mehr als dreieinhalbfachen Anstieg
des 24,25(0H),Ds-Plasmaspiegels*® *. Bei einer Studie mit ovarektomierten Ratten
konnte unter Behandlung mit 1,25(OH),;D3 ein Zuwachs des Mineralgehalts des
Knochens gezeigt werden, ohne dass die mechanische Belastbarkeit wesentlich
zunahm. Die Behandlung mit 24,25(OH),D; aber zeigte eine Zunahme der
mechanischen Belastbarkeit bei nur geringem Anstieg des Mineralgehalts des
Knochens®™. In aktuelleren Verdffentlichungen wurde insbesondere bei der

Behandlung mit einer Kombination von 24,25(0OH),D3; und 1,25(OH),;Ds3 eine

Verbesserung der mechanischen Eigenschaften der Knochen beschrieben’.

1.5.1 Einfluss von 24,25(OH).D; auf die Differenzierung von
Knorpelzellen

Die Epiphysenfuge der Rohrenknochen ermoglicht bei Sdugetieren postfetales
Lingenwachstum des Skelettsystems. Die Epiphysenfuge besteht aus
charakteristisch geschichteten Chondrozyten. Durch die mechanische Belastung der
Epiphysenfugen ordnen sich die Knorpelzellen sdulenformig an. Es konnen
Ruhezone (RZ) und Wachstumszone (WZ) lichtmikroskopisch unterschieden
werden. Der phinotypische Wandel der Zellen findet linear entlang dieser
Zellsdulen statt. Aufgrund dieser Tatsache lassen sich die Zellen auf dem Weg
entlang dieses enchondralen Differenzierungspfades in ihren FEigenschaften
vorziiglich untersuchen.

In der RZ sind phénotypisch reine Chondrozyten vorzufinden. Unter Einfluss von
diversen Faktoren (u.a. IGF 1 und 2 sowie BMP 2,4 und 7) beginnen die
Chondrozyten zu proliferieren’, und bald darauf zu hypertrophieren. Phéinotypisch

wandeln sie sich zu Chondrozyten der WZ um. Die WZ ist charakterisiert durch ein
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Zunechmen der Zahl von Matrixvesikeln’', die einerseits knorpeltypische
Proteoglykane auflosen™ und andererseits erste Calcium-Phosphat-Ablagerungen
bilden™.

Um die Faktoren, die die Differenzierung der Chondrozyten in der Epiphysenfuge
auslosen und steuern weiter zu verstehen, untersuchten Boyan et al. die Wirkung
von 1,25(OH),D; auf Knorpelzelllinien aus der WZ>* von Rattenrippenknorpel.
Eine Chondrozytenzelllinie aus der RZ von Rattenrippenknorpel und 24,25(OH),D;
sollten lediglich als Negativkontrolle dienen. Die WZ-Zellen reagierten auf die
Stimulation mit 1,25(OH),D;, wie erwartet mit einem Anstieg der alkalischen
Phosphatase und Hydroxylapatit-Ablagerungen. Uberraschenderweise zeigte sich
aber in der Kontrollkultur mit RZ-Zellen eine eindeutige Reaktion auf
24,25(0OH),Ds. Bei 24-stiindiger Inkubation der RZ-Zellen mit 24,25(OH),D3 nahm
die Proliferationsrate ab, die Zellen produzierten mehr nicht-kollagenes Protein in
der extrazelluliren Matrix, die Alkalische Phosphataseaktivitit in den
Matrixvesikeln nahm zu, und die Phospholipase-A2-Aktivitit war reduziert. Bei
Inkubationszeiten von >36 Stunden war ein mit Hypertrophie verbundener
phénotypischer Wandel hin zur WZ-Zelle zu beobachten. Die vorher durch die RZ-
Zelle aufrechterhaltene Knorpelmatrix, wurde dann durch die entstehenden WZ-
Zellen und ihre Matrixvesikel umgebaut und zunehmend kalzifiziert. Der
beschriebene Wechsel ging mit einer Sensibilisierung der Zellen fiir 1,25(OH),D;
einher, wihrend die Fahigkeit auf Stimulation mit 24,25(OH),D; zu reagieren
abnahm . Diese spezifischen Reaktionen auf die beiden Vitamin D-Metabolite
konnten am Rattenmodell auch in vivo nachvollzogen werden™. Weitere
Untersuchungen mit Knorpelzellen der WZ von Maiuserippen konnten diese
Ergebnisse bestiitigen®*.

Zusammenfassend hat somit der jeweilige Vitamin D-Metabolit seine eigene
Zielzelle, an der eine jeweils eigenstdndige Reaktion ausgelost wird. 24,25(OH),Ds
scheint einen entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung von Knorpelzellen in
der Epiphysenfuge zu haben und damit fiir den Umbau von Knorpel zu Knochen

von groBBer Bedeutung zu sein.

1.5.2 Einfluss von 24,25(0OH).D; auf Matrixvesikel
Sowohl RZ- als auch WZ-Zellen produzieren Matrixvesikel (MV). Hierbei handelt
es sich um extrazellulire Organellen, iiber welche die Zellen Einfluss auf die

Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix nehmen. Die MV der jeweiligen
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Zellen unterscheiden sich in ihren Funktionen und der dafiir notwendigen
Enzymausstattung. RZ-MV produzieren und unterhalten die Knorpelmatrix,
wihrend die WZ-MV zur Mineralisierung ihres Umfelds beitragen49 2057,

Die registrierten Schwankungen der Alkalischen Phosphatase-Aktivitidt in den
Zellkulturen, schienen hauptsichlich von den MV auszugehen. Daher stellte sich
die Frage, ob die MV unabhingig von der Zelle auf Stimulation mit 24,25(0OH),D;
reagieren konnen. In der Tat zeigten Kulturen mit isolierten MV, beziiglich der
Alkalischen Phosphatase-Aktivitit die selben Reaktionen auf 24,25(OH),D; wie
Kulturen mit Zellen und ihren MV°% Da MV ohne DNA oder RNA keinerlei
Moglichkeiten zur selbststindigen Enzymproduktion haben, muss der
Reaktionsmechanismus ein transkriptionsunabhédngiger sein, fiir den die
enzymatischen Voraussetzungen der MV von der jeweiligen Ausgangszelle
stammen. Die Fihigkeit auf externe Stimuli, wie 24,25(OH),Ds, zu reagieren ist
daher wahrscheinlich mit einem membranstindigen, Kern-unabhéngigem Rezeptor
fiir das Hormon assoziiert. 24,25(OH),D; scheint somit auch die Funktion von MV

in der RZ zu regulieren.

1.5.3 Intrazellulare Reaktionen auf 24,25(OH),D;

Immer mehr Untersuchungsergebnisse deuten auf die Existenz eines
membranstindigen Rezeptors fiir 24,25(0OH);D3 (VDRpemz425) hin, dessen
Stimulation charakteristische Zielzell-spezifische Reaktionen hervorruft. Die
Verteilung des VDRyem24.25 scheint sich auf weniger Gewebe zu beschrinken als
die Verteilung der Rezeptoren fiir 1,25(OH),D3. Knorpelzellen, Knochenzellen und
moglicherweise auch Parathormon sezernierende Zellen scheinen diesen Rezeptor
zu exprimieren. Isoliert und sequenziert konnte der Rezeptor trotz wiederholter
Versuche noch nicht werden’®.

Bei der Stimulation von RZ-Zellen mit 24,25(0OH),D; zeigte sich ein Dosis und Zeit
abhingiger Anstieg der Protein-Kinase C (PKC)> ¥, der bei WZ-Zellen nicht zu
beobachten war. Selbst in isolierten Plasmamembranen von RZ-Zellen konnte ein
Anstieg der PKC nachgewiesen werden. Dariiber hinaus waren diese Reaktionen
durch das Stereoisomer 24(S)25(OH),D5 nicht auszuldsen,® welches fiir derartige
Rezeptoren typisch ist. In weiteren Versuchen konnte unter Einfluss von
24,25(0OH),D3 neben einer Verdnderung der Membranfluiditit, eine Reduktion der
Arachidonséurefreisetzung durch Hemmung der Phospholipase A, gezeigt werden.

In Folge sanken die Spiegel der aus Arachidonsidure produzierten Prostaglandine,

7



welches eine Enthemmung der PKC zur Folge hatte®'. Zusitzlich wurde die PKC
durch Phospholipase D-abhingige Diacylglycerol-Produktion angeregt. Diese
Signaltransduktionspfade via PKC liefen bei der MAP-Kinase zusammen. Die
MAP-Kinase induzierte dann durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
die Genexpression®. Dieses Muster der Aktivierung konnte bei WZ-Zellen nicht
nachgewiesen werden, welches die Eigenstindigkeit und Spezifitidt der Reaktionen
von RZ-Zellen auf 24,25(0OH),D; unterstreicht.

Der Einstrom von Kalziumionen in die RZ-Zellen wurde durch 24,25(0OH),D;
ebenfalls Zeit- und Dosis-abhiingig reguliert®. Initial nahm der Einstrom zu, wobei
nach 15 min eine Reduktion zu beobachten war. Diese Reaktion konnte bei WZ-

Zellen weder durch 24,25(0OH),D3, noch durch 1,25(OH),D3 ausgelost werden’?.

1.6 Osteoporose

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine reduzierte
Knochenmasse und eine Verdnderung der knochernen Mikroarchitektur
gekennzeichnet ist und konsekutiv zu einer Schwichung und damit einer
verminderten Bruchfestigkeit des Knochens fiihrt. Betroffen sind iiberwiegend
postmenopausale Frauen und &ltere Menschen. Die Folge dieser Erkrankung und
leider auch oft das erstes wahrgenommene Symptom ist die Fragilitdtsfraktur,
sprich eine Fraktur ohne adidquates Trauma. Heute ist Osteoporose die
volkswirtschaftlich ~ relevanteste =~ Knochenstoffwechselkrankheit in  den
industrialisierten Staaten der westlichen Welt. Die Kosten fiir Therapie von
Osteoporose werden in der Bundesrepublik Deutschland auf jdhrlich iiber 5
Milliarden Euro geschitzt. Ein Grof3teil hiervon soll auf die Versorgung
osteoporotisch bedingten Frakturen entfallen. Angesichts der sich immer weiter
wandelnden Altersstruktur der Bevolkerung wird die Bedeutung einer wirksamen
Therapie oder Prophylaxe zunehmend groBer. Goldstandard in der Diagnostik der
Osteoporose ist heute die duale Rontgen Absorbtiometrie (DXA), die meist im
Bereich der Lendenwirbelsdule oder des proximalen Femurs durchgefiihrt wird.
Anhand dieser Methode kann der Kalzium-Hydroxylapatit-Gehalt des Knochens
Quantifiziert werden. Die Messwerte werden mit der durchschnittlichen
Knochendichte einer 30-jdhrigen Frau (T-Wert) oder eines altersgleichen Kollektivs
(Z-Wert) verglichen. Ab einem T-Wert von -1 liegt laut WHO Definition eine

Osteopenie und ab -2,5 eine Osteoporose vor. Wird bei Messungen der



Knochendichte eine Abnahme der Knochensubstanz festgestellt, wird in der Regel
versucht den Verlust an Knochensubstanz aufzuhalten oder umzukehren. Dies wird
einerseits iiber Anderungen in der Ernihrung und den Bewegungsgewohnheiten
und anderseits iiber eine Pharmakotherapie versucht. Als Basistherapie wird die
Gabe von Kalzium und Vitamin D bezeichnet, ergdnzt wird sie durch die
sogenannte spezifische Pharmakotherapie, meist antiresorptiv-wirkende Substanzen
(Bisphosphonate) oder selektive Ostrogen Rezeptor Modulatoren. Eine Prophylaxe
im eigentlichen Sinn ist zu diesem Zeitpunkt nicht mehr méglich, da der Abbau der
Knochensubstanz zum Zeitpunkt der Diagnose schon fortgeschritten ist. Eine
Frakturprophylaxe ist aber moglich und sollte durchgefiihrt werden. Im Idealfall
sollte es also moglich sein, die Veranlagung zur Osteoporose festzustellen, bevor
die Erkrankung mit den heute gidngigen Mitteln diagnostiziert werden kann. So
wire es vielleicht moglich, durch frithzeitiges Eingreifen das Fortschreiten und

Symptomatisch werden der Krankheit zu verzogern oder sogar zu verhindern.

1.6.1 Genetik der Osteoporose

Ziel der aktuellen Forschung ist die Ursachen der Erkrankung auf genetischer
Ebene aufzudecken. Die Forschungsergebnisse der Vergangenheit zeigen, dass die
Pathogenese von Osteoporose sehr komplex, und das Auftreten von
osteoporotischen Frakturen multifaktoriell beding ist. Ein einziges Osteoporose
auslosendes Gen gibt es leider nicht. Die Interaktion und Addition von zahlreichen
genetischen, hormonellen, physikalischen und nutritiv-alimentidren Faktoren
scheinen die Ausprigung und den Verlauf der Krankheit zu bestimmen. In
Abhingigkeit verschiedener Konstellation dieser Faktoren variiert auch das Risiko
fiir den Verlust an Knochensubstanz und damit das einer pathologischen Fraktur.
Daher beschiftigt sich ein Grofteil der aktuellen Osteoporoseforschung damit,
diese sogenannten Kandidatengene, die Einfluss auf die Erkrankung haben, zu
identifizieren und ihre Rolle im Komplex der Pathogenese zu verstehen. Wiren
diese Gene, ihre Wirkungen und Interaktionen bekannt, bestiinde die Moglichkeit
iiber die Identifizierung von Single-Nucleotid-Polymorphisms die mit den
betroffenen Genen assoziiert sind individuelle Risikoprofile zu erarbeiten, welche
leicht zuginglich gemacht werden konnten. Dies wiirde neben der Fritherkennung
auch eine effektivere pharmakotherapeutische Behandlung erm(jglichen64 63,

Da das Enzym CYP24 neben der Produktion des im Knochenstoffwechsel
agierenden Botenstoffs 24,25(OH),D; auch in die Regulation der Vitamin D3 und
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damit der Ca®* und HPO, Plasmaspiegel eingebunden ist, konnte es bei
nachweisbaren polymorphismusabhingigen Veridnderungen seiner Aktivitit als

Kandidatengen in der Pathogenese von Osteoporose in Frage kommen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Eine Abweichung in der Gensequenz, die bei mehr als einem Prozent der
Bevolkerung nachweisbar ist, wird als Polymorphismus bezeichnet. Unterschieden
wird zwischen anonymen und funktionellen Polymorphismen. Funktionelle
Polymorphismen haben in Abhingigkeit von ihrer Lage unterschiedliche
Auswirkungen. Liegt die Abweichung der Sequenz in dem fiir das Protein
kodierenden Abschnitt des Gens, ist das Proteinprodukt in seiner Form oder
Funktion verdndert. Liegt der polymorphe Bereich im Promotor des Gens, der die
Transkriptionsrate kontrolliert, kann dies zu einer Uber- oder Unterexpression des
Produkts fiihren.

Da im Promotor des 24-Hydroxylasegens, 488 bp upstream des
Transkriptionsstarts, eine potentiell instabile Region auffiel, untersuchte unsere
Arbeitsgruppe diesen Abschnitt anhand von Fragmentanalysen hinsichtlich
moglicher Polymorphismen. Im Rahmen der Versuche zeigten sich mit
unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit mehrere verschiedene Muster
(unverdffentlichte Daten). In den darauf hin durchgefiihrten Sequenzreaktionen
lieBen sich tatsdchlich Abweichungen der Sequenz in der verdédchtigen Region des
Promotors des CYP24-Gens nachweisen.

In dieser Arbeit sollte nun iiberpriift werden, ob es sich bei dem beschriebenem
Polymorphismus im Promotor des CYP24-Gens, um einen funktionellen
Polymorphismus handelt, dass heilit ob er eine Auswirkung auf die
Transkriptionsrate und damit moglicherweise auf die Expression des Enzyms
CYP24 hat. Zu diesem Zweck wurden die verschiedenen Allele des
Promotorpolymorphismus in den pGL3-Basic Luziferase-Vektor kloniert. Dies ist
ein etabliertes System, mit dem im Luminometer durch Bestimmung der
Luziferaseaktivitit, die Aktivitit eines Promotors quantifiziert werden kann. Neben
der basalen Aktivitit der verschiedenen Allele, wurde auch die Funktion unter
Stimulation mit 1,25(OH),Ds tiberpriift.

Falls der Polymorphismus im Promotor des CYP24-Gens tatsdchlich Einfluss auf

die Transkriptionsrate und damit moglicherweise auch auf Expression des Enzyms
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CYP24 hat, soll im Anschluss diskutiert werden, ob angesichts der zunehmenden
Hinweise auf eine Relevanz des Enzyms in der Knochenentwicklung und in der
Regulation des Knochenstoffwechsels, dieser Polymorphismus eine Rolle in der

Pathogenese von Knochenstoffwechselkrankheiten spielen konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 PCR

2x 5pM Primer (in je 1ul)

1ul ANTP-Mix

0,5ul Amersham Taq DNA-Polymerase

3ul PCR-Puffer (mit Amersham Taq geliefert)

Der PCR Ansatz wurde mit 22.5u] HPLC Wasser auf 29ul aufgefiillt.
Nach Herstellung eines Mastermix mit den oben genannten Reagenzien wurden
jedem Ansatz 100ng genomische DNA (in 1ul) als Template hinzugefiigt.
40 PCR Zyklen wurden unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
Initial 94°C fiir 4 min,

94°C fiir 30 sec

53-60°C fiir 1 min 15 sec (je nach Primer)

72°C fiir 1 min 30 sec

Zur Durchfiihrung diente ein PTC-200 Multi Cycler von Biozym

2.2 Agarosegelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5% Agarose Gel mit 0,5ug Ethidiumbromid
pro 100 ml in IxTBE-Puffer (10,8g/1 Tris-Puffer, 5,5g/1 Borsdure, 20mM EDTA)
aufgetragen und bei 100V und 30 min Laufzeit elektrophoretisch getrennt.

Die Proben wurden mit DNA-Probenpuffer (1xTBE, 60% Glycerol,
0,4%Bromphenylblau, 0,4%Xylen-Cyanol) im Verhaltnis 5:1 gemischt.

Zum GroBenvergleich diente ein DNA-Standard bis 1kbp in 100bp Schritten.

2.3 Gelextraktion der PCR-Produkte

Die DNA-Banden der gesuchten GroBe wurden ausgeschnitten und mit dem
Invitrogen BRL Rapid Gel Extraction Set, nach Anleitung des Herstellers, aus dem
Gel isoliert.

Das Eluat wurde in 100ul TE-Puffer gelost und eine Ethanolfédllung durchgefiihrt.
Dazu wurde die 2,5-fache Menge 100% Ethanol zugegeben und 10 min auf Eis

inkubiert. Daraufhin wurde die Losung 10 min bei 12 000 U/min zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde abgenommen, und das Pellet in einer Speed-Vac Zentrifuge

getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet in 20ul Aqua bidest resuspendiert.

2.4 Restriktion von DNA

1ul Restriktionsenzym

1,5ul des mitgelieferten Puffers

2,5ul Aqua bidest

Nach Herstellung eines Mastermix wurden 10ul des zu untersuchenden PCR-
Produkts je Restriktionsansatz hinzugefiigt.

Anschlieend Kontrolle durch Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2).

2.5 Klonierung der PCR-Produkte

2.5.1 Dephosphorylierung des restringierten pGL3-Basic Vektors
20l restringierter Vektor, pGL3-Basic (Promega)

2ul Alkalische Phosphatase (Boehringer Ingelheim)

10ul Alkalische Phosphatase Puffer

68ul Aqua bidest

Dieser Ansatz wurde 15 min bei 37°C, 15 min bei 56°C und 20 min bei 65°C
inkubiert. Nach Zugabe weiterer 2ul Alkalischen Phosphatase wurde der

Inkubationszyklus erneut durchgefiihrt.

2.5.2 Ligation

2.5.2.1 TOPO Blueprint pCr 2.1 Vektor

1ul TOPO pCr 2.1

Sul des zu klonierenden PCR-Produkts

nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur 2ul Stop-Solution
2.5.2.2 pGL3-Basic Vektor

100ng pGL3-Basic Vektor, Hind III restringiert und dephosphoryliert
50ng Promotor DNA, Hind III restringiert und dephosphoryliert
1ul T4-DNA Ligase (1U/ul, Boehringer Ingelheim)

1ul des mitgelieferten 10xPuffers

8ul Aqua bidest

Der Ansatz wurde bei 4°C iiber Nacht inkubiert.
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2.5.3 Transformation

Die kompetenten TOPO E-Coli Bakterien (One Shot, Invitrogen) wurden auf Eis
aufgetaut.

Sul Ligationsansatz wurde zu den E-Coli Bakterien pipettiert.

30 min Inkubation auf Eis

30 sec Hitzeschock bei 42°C

Zugabe von 250ul SOC-Medium (Raumtemperatur)

AnschlieBend wurde der Ansatz bei 37°C fiir 60 min bei leichtem Schiitteln

inkubiert.

2.5.4 Selektion

2.5.4.1 TOPO Blueprint pCr 2.1 Vektor

LB-Amp Agarplatten (5g/1 Bacto-Hefe-Extrakt, 10g/l1 NaCl, 10g/l Bactotryptone,
15¢g/1 Bacto-Agar, pH 7, 50ug/ml Ampicillin) wurden mit 40ul X-Gal (40ng/ml in
Dimethylformamid) prépariert.

200ul des Tranformationsansatzes wurden ausplattiert und bei 37°C tiber Nacht
inkubiert.

Aufgrund der X-Gal Farbreaktion des TOPO Blueprint Klonierungssystems sind
die Bakterienkolonien in Abhéngigkeit von der Anwesenheit des Inserts entweder
blau oder weill. Durch die Anwesenheit des Inserts im Vektor wird in den Zellen
wird ein Enzym exprimiert welches den blauen Farbstoff spaltet. Eine weie
Kolonie geht also entsprechend von einem Bakterium aus, welches das Promotor-
Vektorkonstrukt trigt. 3-10 der weillen Kolonien wurden zur weiteren Kultivierung
ausgewdhlt.

2.5.4.2 pGL3-Basic Vektor

200ul des Transformationsansatzes wurden auf den oben beschriebenen LB-Amp
Agarplatten ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. 3-10 gut gewachsene

einzeln liegende Kolonien wurden zur weiteren Kultivierung ausgewéhlt.

2.6 Fragmentanalyse

PCR:

2,5ul Template

2x 5pM Primer, einer Fluoreszenz-markiert
1ul ANTP-Mix

0,5u1 Amersham Taq DNA-Polymerase
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3ul PCR-Puffer (mit Amersham Taq geliefert)

Der PCR Ansatz wurde mit 21ul HPLC Wasser auf 30ul aufgefiillt.

20-30 PCR Zyklen wurden unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Initial 94°C fiir 3 min,

94°C fiir 30 sec

61°C fiir 30 sec

72°C fiir 30 sec

Der Erfolg der PCR wurde durch eine Gelelektrophorese iiberpriift.

Das PCR-Produkt wurde 1:10 verdiinnt. Zur Analyse im Abi Prism 310
Kapillarsequenzer wurde 1ul des verdiinnten PCR-Produkts mit 12ul TSR und
0,3ul TAMRA 500 Standard gemischt. Die Auswertung erfolgte durch die

“Genescan Software*.

2.7 DNA-Sequenzierung

Um DNA-Stringe zu sequenzieren wird nur ein Primer und ein dNTP-Mix, der
zusitzlich Fluoreszenz-markierte Didesoxynukleotide enthilt eingesetzt.

Die PCR wurde wie folgt angesetzt:

250ng Plasmid DNA

1ul Primer

8ul Big Dye Terminator Enzym-Mix (Applied Biosystems)

10ul Aqua bidest

25- 40 PCR Zyklen wurden unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

94°C fiir 4 min, Initial

94°C fiir 30 sec

54°C fiir 1 min

72°C fiir 20 sec

Die Produkte der PCR wurden mit Auto-Seq G 50-Sdulen gereinigt und
anschliefend mit 60 pul Aqua bidest, 8,1ul NaAcetat (pH 4,3) und 220ul 100%
Ethanol 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Losung 10 min bei 12 000
U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen, und das entstandene Pellet mit 70%
Ethanol gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren und Dekantieren wurde das

Pellet in der Speed-Vac Zentrifuge getrocknet.
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Das Pellet wurde in 25ul TSR aufgenommen und nach der Big Dye Terminator-
Methode im Kapillarsequenzer analysiert. Das Ergebnis wurde mittels der

“Sequence Analysis Software* ausgewertet.

2.8 Plasmid-Praparation

Die ausgewihlten Klone wurden in 3ml LB-Amp Medium iiber Nacht inkubiert und
mit dem Ultra Clean mini Plasmid Kit von Mo-Bio Systems nach Angaben des
Herstellers prépariert.

Um groBe DNA Mengen herzustellen wurde 1ml einer 3ml Ubernachtkultur in
300ml LB-Medium im Schiittler bei 37°C iiber Nacht kultiviert. Die Priparation
erfolgte mittels einem Quiagen Midi Plasmid Priparation Kit nach Angaben des
Herstellers.

Zur weiteren Reinigung der DNA wurde eine Ethanolfdllung durchgefiihrt. Die
2,5fache Menge an absolutem Ethanol wurde dazugegeben. Nach 10 min auf Eis
wurde die Losung bei 12000U/min 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert, das Pellet in 70% Ethanol gewaschen und erneut unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Nach dem Dekantieren folgte das Trocknen des Pellets
in der Speed-Vac Zentrifuge. Das Pellet wurde in 100ul TE-Puffer (10nM TrisCl,
pH 8,00 ImM EDTA (pH 8,0) aufgenommen, und die DNA Konzentration
biophotometrisch bestimmt. AnschlieBend wurde die Konzentration der DNA-

Proben auf 250pug/ml normiert.

2.9 Zellkultur
2.9.1 hFOB1.19

Diese immortalisierte humane, fetale Osteoblastenzelllinie wurde von Dr. T. C.
Spelsberg (Mayo Clinic Rochester, Mn, USA) zur Verfiigung gestellt.

Kultiviert wurde bei 34°C und 5% COs,.

Als Medium diente DMEM/F12 (Invitrogen) mit 10% fetalem Kilberserum (FCS,
Invitrogen), 10000U/I Penicillin und 10mg Streptomycin. Ein Mediumwechsel
wurde jeden dritten Tag durchgefiihrt.

29.2 T/C 28a2
Diese humane Chondrozytenzelllinie wurde von Dr. V.M. Goldring (Harvard

Institute of Medicine, Boston, MA, USA) zur Verfiigung gestellt.
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Kultiviert wurde bei 37°C und 5% CO,.

Das oben beschriebene Medium wurde im gleichen Intervall gewechselt.

2.10 Luziferase Assay

Das Verfahren des Luziferase Assays beruht auf der Luminometrie. Vom im pGL3-
Basic Reporter-Vektor enthaltenen Luziferase-Gen ausgehend, wird in
Abhingigkeit von der Aktivitit des eingefiigten Promotors, das lumineszierende
Leuchtkiferenzym Luziferase exprimiert. Uber die Intensitit der Lumineszenz lsst

sich die Aktivitit des zu untersuchenden Promotors bewerten.

2.10.1 Transfektion

Zur Transfektion der DNA-Konstrukte in die beiden Zelltypen, hFOB und T/C28,
diente die Elektroporation. Bei dieser Methode wird die Zellmembran der zu
transfizierenden Zelle durch eine pulsierende, elektrische Spannung kurz
durchlissig gemacht, woraufhin die Plasmide durch Diffusion in die Zelle gelangen
konnen. Die transfizierten Zellen wurden anschlieend inkubiert, wie unter
Zellkultur (siehe 2.9) beschrieben.

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit kaltem PBS-Puffer gespiilt
und durch Inkubation mit 3ml Trypsin fiir 5 min bei 37°C von der Kulturflasche
abgelost. Anschlieend wurden 10 ml serumhaltiges Medium zugegeben, und die
Zellsuspension bei 1200U/min und Raumtemperatur fiir 5 min zentrifugiert
(Laborfuge 400R, Heraeus). Der Uberstand wurde abpipettiert, und die Zellen in
11ml serumfreiem Medium resuspendiert. Mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer
wurde die Zellzahl pro ml Zellsuspension bestimmt und dann auf 1X106/400p1
normiert.

In Polystyrolrhrchen wurden 10ug des zu transfizierenden DNA Plasmids mit
1x10°  Zellen in 400ul serumfreiem Medium vermischt und fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Elektroporation der Zellen fand in sterilen Kiivetten
mit integrierten Elektroden (Spaltbreite 2mm, Bio Rad) bei 0,12kV und 0,975uF
statt (Gene Pulser II, Bio Rad).

Der Ansatz wurde auf drei Wells einer sterilen 12 Well Platte verteilt und mit 1ml
serumhaltigem Pen/Strep-Medium iiber Nacht kultiviert. Nach 24 Stunden folgte
ein Mediumwechsel, wobei je nach Versuchsanordnung teilweise mit 10nM

Vitamin D3 stimuliert wurde.
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2.10.2 Lyse der Zellen

Nach insgesamt 48 Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen 2 x mit kaltem PBS
gespilt, mit 200ul RLP-Losung (Reaction Lysis Buffer, Promega) lysiert und
anschliefend mit einem Zellschaber vom Wellboden gelost. Die Suspension wurde
in einem Eppendorf Cap bei 4 °C mit 12000U/min fiir 5 min zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abpipettiert und fiir die folgenden Messungen verwendet.

2.10.3 Proteinbestimmung nach Bradford
10ul Zelllysat wurden mit 400ul Bradford-Reagenz (Bio Rad) gemischt und fiir 15
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte im Photometer

(Eppendorff) nach Angaben des Herstellers.

2.10.4 Bestimmung der Luziferaseaktivitat

20ul des jeweiligen Zelllysats wurden auf eine Lochplatte pipettiert und im
Luminometer (Micro Lumat LB 96P, EG&G Berthold), unter automatischem
Einsatz von Luziferasereagenz, (Luciferin, Mg+2, ATP) untersucht. Anhand der
Lichtemission wird die Luziferaseaktivitit, ausgedriickt in Fluorescence-Units
(FU), bestimmt. Durch die vorhergegangene Bestimmung der Proteinkonzentration

ist es moglich die Luziferaseaktivitit in FU/ug Protein auszudriicken.

2.11 Statistische Testverfahren

Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Programmen Excel und SPSS 13 fiir
Windows. Um die statistische Signifikanz der gemessenen Unterschiede in
Luziferaseaktivitit in Abhéngigkeit von den verschiedenen Plasmiden zu beweisen,
wurde der Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt.

Zur Verwerfung der Nullhypothese wurde das allgemein iibliche Signifikanzniveau

von p=0.05 gewihlt.
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3  Ergebnisse

3.1 Amplifikation der zu untersuchenden Allele des
Polymorphismus im Promotor des CYP24-Gens

3.1.1  Der CYP24-Promotor und die Wahl der Primer

In der von Chen und DeLuca 1996 veroffentlichten Sequenz (siehe Abb. 1) des
Gens und Promotors der humanen 1a-25-Dihydroxyvitamin D3 24-Hydroxylase
(CYP24) féllt im Promotor ein Bereich mit poly-A-Strecken auf. Da ein derartiger
Sequenzbereich innerhalb einer Population héufig variabel ist, wurde dieser
Abschnitt des Promotors in unserer Arbeitsgruppe auf potentielle
Sequenzpolymorphismen hin untersucht. Tatsdchlich zeigten sich in der
durchgefiihrten Fragmentanalyse Hinweise auf einen Polymorphismus, der spéter in
Sequenzreaktionen bestitigt werden konnte. Da es Ziel dieser Untersuchung ist,
festzustellen ob die verschiedenen Allele des beschriebenen Polymorphismus im
Promotor funktionelle Bedeutung haben, wurde zur Amplifikation in der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein Abschnitt des Promotors gewihlt, in dem
sich neben der TATA-Box, dem Transkriptionsstart und den zwei beschriebenen

Vitamin D-responsiven Elementen, der zu untersuchende polymorphe Bereich

befindet (siche Abb. 1 und 2).

Abb. 1: Schematische Darstellung des CYP24-Genpromotors mit Primern

Primer. Polymorpher Bereich Transkriptionsstart
C _J
—

o=

rimer

Zur PCR wurden 3 verschiedene Primer-Kombinationen eingesetzt (siche Abb. 2).
Kombination 1 (240Hsensel + 240OHrevl) amplifizierte das Promotorkonstrukt
welches in den Versuchen eingesetzt wurde um die Promotoraktivitit zu messen
und zu vergleichen. Kombination 2 (240OHsense4 + 240OHrev1) amplifizierte einen
minimal Promotor ohne den polymorphen Bereich, der im Luziferase-Assay als
Kontrolle diente. Kombination 3 (240OHsense5+240OHrev3), die schon in

vorangegangenen Arbeiten eingesetzt wurde, diente als Kontrolle in der PCR.
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Abb. 2: Publizierte Sequenz des Promotors des CYP24-Gens

-912 ggtgtagaag aacagaggcg ggcagtggac ataggggagg tggcccagcc
-862 tgaattcaag catcgttggt gcaagccacg ctctcaaggc gcatttccta
-812 acttcctaaa gaagtaacaa cagcaactaa cttttattga ctgttgacta
-762 tagacaaggc ttcgttgttg ccgctttacg tgcattaatt catttaatct
Primer 240Hsenseb
-712 gcaaaacaac caaacatgaa acagcaggaa ggaaattcta caaactctcc
-662 ttcttgctca agttaagaaa gtctcctctt ctggtgcatt tcagtaagac
Primer 240Hsensel
-612 tcaaatcctc cccaccctgg gaggcgcaga aagccaaact tcctccaaaa
-562 aaaaaaaggc aaaaaaaaaa aaaatcactt cagtccaggc tgggggtatc
polymorpher Bereich Primer 240Hsense4
-512 tggctcceccg ggaggcgcgce gggctccccg ggccctggca gacgcggcag
Primer Z40Hrevs
-462 cttttctggg cccgcactcg gggacctcgc ccgcccggca tcgcgattgt
-412 gcaagcgccg gcggcaacca cggccggctg cggctcctgce geccgggggag
-362 ggcggggagg cgcgttcgaa gckleElclddelciRderEYeddelcg cgttcgcatyg
VDREd

-312 ccttcctggg ggttatctcce ggggtggagt gctgccgccc ccaccccacce
-212 tcccgecgece agcgaacata gccccggtca ccccaggcecce gga
-162 WCat cctectteca ccceccctee cectgggtecg
=112 cgtccctcecgg agtctggcca gccgggggcecc actccgccct cctcectgegtg
-62 g

6 ctcattggcc acccagggca tgctctgtct cc%taaEt g atggtccctg
=12 ggcataggaa catggagagg gacaggagga aacgcagcgc cagcagcatc

# Primer 240Hrevl
38 tcatctaccec tccttgacac ctccececgtge tccagccaga ccctagaggt

Legende: Die Sequenz des Promotors des CYP24-Gens bis kurz nach Transkriptionsstart
(#). Der polymorphe Bereich, die verwendeten Primer sowie die TATA-Box und Vitamin D-

responsiven Elemente (VDRE) sind hervorgehoben.

3.1.2
Durchfiihrung der PCR

Zur Untersuchung im Luziferase Assay wurden die drei hiufigsten in der Analyse

Wahl der humanen genomischen DNA-Proben und die

dargestellten Abweichungen von der publizierten Promotorsequenz ausgewéhlt. Die
publizierte Sequenz des polymorphen Bereichs im Promotors wurde als Wildtyp

(WT) bezeichnet:
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WT: CCAAAAAAAAAAGGCAAAAAAAAAAAAAAATC

Die Verschiedenen Allele des Polymorphismus wurden nach der in der Sequenz
unterstrichenen Abweichung vom WT benannt:

+A: CCAAAAAAAAAAGGCAAAAAAAAAAAAAAAATC

+2A:  CCAAAAAAAAAAAGGCAAAAAAAAAAAAAAAATC

+C5AC: CCAAAAAAAAAAGGCAAAAAAAAAACAAAAACAAAAATC

Abb. 3: Die Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte verschiedener Primer-Kombinationen
im Versuch ausgehend von einer genomischen DNA-Probe.

Legende: 1: 240Hsense5+240Hrev3 (Kontrolle der PCR), 2: 240Hsense1+240Hrev1 (zu
untersuchendes Fragment), 7: 250Hsense4+240OHrevl (minimal Promotor), S:
GrodBenstandard, 3-6: Primer-Kombinationen die nicht zur Klonierung eingesetzt wurden.

Die Banden der Bahnen 2 und 7 wurden aus dem Gel extrahiert und weiterverarbeitet.

Jede auf ihre CYP24-Promotoraktivitit zu untersuchende DNA-Probe wurde mit
allen drei Primer-Kombinationen zur PCR eingesetzt. Die zu untersuchenden PCR-

Produkte wurden zur Weiterverarbeitung aus dem Gel extrahiert.
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3.2 Klonierung des CYP24-Promotorkonstrukts in den pGL3-Basic
Vektor

Abb. 4: Schematische Darstellung der Klonierung des 24-Hydroxylasepromotors in den
Expressionsvektor pGL3-Basic
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Da das direkte Klonieren des CYP24-Promotorkonstrukts in den pGL3-Basic
Vektor sehr ineffizient war, wurde der Umweg iiber den TOPO Blueprint Vektor
gewdhlt. Die freien Enden des TOPO Vektors sind aufgrund ihres Thymidin-
Overhangs komplementédr zu den Enden von nicht restringierten PCR-Produkten,
die ihrerseits einen Adenin-Overhang vorweisen. Dies gewihrleistet eine einfache

und effiziente Ligation ohne Restriktion der PCR-Produkte.

3.2.1 Ligation der PCR-Produkte in den TOPO Vektor

Nach der Ligation des CYP24-Promotorsabschnitts in den TOPO Vektor und der
Transformation in kompetente E-Coli-Zellen wurden die positiven Klone kultiviert.
Im Anschluss wurden die Plasmide mittels Mini-Prdp isoliert, und mit dem
Restriktionsenzym EcoR1 (Schnittstellen an beiden Seiten des Inserts im Vektor
vorhanden) geschnitten. Anhand einer Agarosegelelektrophorese wurde das

Vorhandensein und die Grof3e der Inserts tiberpriift (Abb. 5).

Abb. 5: Exemplarische Agarosegelelektrophorese von mit ECoR1 geschnittener mini-Préap DNA

aus der TOPO-Klonierung.

Bei der in jeder Bahn sichtbaren groBen Bande handelt es sich um den TOPO Vektor, bei
der kleineren um das Promotor-Insert. Bahn 1-3: sensel1+revi, Bahn 4: Vektor ohne Insert,
Bahn 5-7: sense4+rev1. Analoges Vorgehen fir die weiteren Konstrukte.
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3.2.2 Fragmentanalyse der TOPO-klonierten Promotorkonstrukte

Die mit dem Restriktions-Enzym EcoR1 aus den TOPO-Plasmiden
herausgeschnittenen DNA-Inserts wurden in einer Fragmentanalyse auf
Ubereinstimmung mit den zu untersuchenden Allelen des

Promotorpolymorphismus untersucht.

Abb.6: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse von zwei Fragmentanalysen

Der einzelne Peak stellt einen GréBenstandard dar. Die héchste Peak zeigt die Lange des
untersuchten Fragments. Die lbrigen Peaks sind Stotterbanden die durch Ungenauigkeit

der Tag-Polymerase in Repeat-Sequenzen entsteht. Oben: Das Wildtyp-Allel. Unten: Das
Allel +2A

3.2.3 Ligation der Promotorkonstrukte mit dem pGL3-Basic Vektor

Die zu untersuchenden CYP24-Promotorabschnitte wurden anschlieBend mit dem
Restriktions-Enzym HindIll geschnitten, mit dem ebenfalls HindIIl geschnittenen
pGL3-Basic Vektor ligiert, und zur Vermehrung in kompetente E-Coli-Zellen
eingebracht. Zur Kontrolle der Klonierung wurden Mini-Péps angefertigt und nach

Restriktion der Plasmide mit Hindlll, eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.
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Abb. 7: Agarosegelelektrophorese mit Hindlll geschnittene Mini-Prép DNA aus der pGL3-
Basic Klonierung.

Bei der in jeder Bahn sichtbaren groBen Bande handelt es sich um den Vektor. Bahn 1-2:
+2A, Bahn 5-6: +A. Bei allen sichtbaren Inserts handelt es sich um Produkte der
sensel+revl Primer-Kombination. Bahn 3-4: Vektor ohne Insert. Analoges Vorgehen flr
die weiteren Konstrukte.

3.24 Sequenzierung
Um die genaue Sequenz und die Orientierung des Inserts im Vektor zu tiberpriifen,
wurde unter Zuhilfenahme eines Primers, der mit dem pGL3-Basic Vektor geliefert

wird (pGL3 forward, Promega), eine Sequenzreaktion durchgefiihrt.
Abb. 8: Exemplarischer Auszug einer Sequenzreaktion

A (CTCOCACCCTGAGAGGCGRAGAMGC AMC TTCC TCRAMAMAMAAAG GAAA A AMAAMAA AMATAACTTAAGT CAAGGC TGGGGGTATCT G
10 20 3@ 49 50 6@ 1] 90

T ,.,tll.uﬂd!hm.&

Abbildung des Ergebnisses einer Sequenzreaktion des +2A Polymorphismus im pGL3-

pf———

Basic Vector mit dem pGL3 forward Primer. Der polymorphe Bereich liegt in dieser
Darstellung zwischen den Nukleotiden 40 und 70.
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3.3 Messung der Promotoraktivitat im Luziferase Assay

3.3.1 Herstellung der zu transfizierenden Vektor-Promotorkonstrukte
Neben den Promotorkonstrukten mit den zu untersuchenden Allelen wurden weitere
Konstrukte als Kontrolle herangezogen (siehe Abb.9).

Um die fiir die Versuche notwendigen Mengen der Vektor-Promotorkonstrukte
herzustellen, wurden die Klone mit den zu untersuchenden Konstrukten, in 300ml
Medium kultiviert. AnschlieBend wurden dann die DNA-Konstrukte mittels einer

Plasmid-Priparation isoliert und die Konzentration auf 250pug/ml normiert.

3.3.2 Versuchsaufbau und Datenverarbeitung

In jedem Versuch wurden mittels Elektroporation die in Abb. 9 dargestellten pGL3-
Basic-Konstrukte in Zellen der hFOB- oder T/C28-Linie transfiziert.

Nach der Elektroporation wurde jeder Transfektionsansatz auf drei Wells verteilt
und kultiviert (sieche Abb. 10 sowie Tabelle 1). Nach 48 Stunden wurden die Zellen
geerntet. Die Proteinkonzentration des Zell-Lysats wurde jeweils doppelt bestimmt
(ausgedriickt in pg/ml), und der Mittelwert gebildet. Der Luziferase Assay wurde
pro Well einfach durchgefiihrt (ausgedriickt in Fluorescence Units (FU)/ul). Durch
die Bestimmung der Proteinkonzentration des Zell-Lysats ergibt sich eine
Bezugsgrofle fiir die Bewertung der gemessenen Luziferaseaktivitit. Diese
ermoglicht es, die Promotoraktivitit unabhidngig von Schwankungen des
Gesamtproteingehalts der Zellen oder der Zellzahl aufgrund von schwankenden
Proliferationsraten zu bewerten. Diese relative Luziferaseaktivitit wird demnach als
FU/ug Protein ausgedriickt. AnschlieBend wurde aus den relativen
Luziferaseaktivitits-Werten von den drei Wells die aus einem Transfektionsansatz

stammen der Mittelwert gebildet.
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Abb.9: Schematische Ubersicht der Transfizierten Konstrukte

Vektor only (V): Zirkularer pGL3-Basic Vektor ohne Insert

lﬁ

Reverse (R): pGL3-Basic Vektor mit einem Promotorabschnitt

in umkehrter Orientierung

lV

Minimal Promotor (M): pGL3-Basic Vektor mit einem
Promotorabschnitt ohne den Polymorphen Bereich

l_*

Wildtyp (WT): pGL3-Basic Vektor mit einem
Wildtyp-Promotorabschnitt

lV

+A: pGL3-Basic Vektor mit einem +A Promotorabschnitt

lV

+2A: pGL3-Basic Vektor mit einem +2A Promotorabschnitt

lV

+C5AC: pGL3-Basic Vektor mit einem +C5AC Promotorabschnitt

Schematisch werden die in jedem Versuch transfizierten Plasmide dargestellt. Vom pGL3-
Basic Vektor der in zirkuldrer Form vorliegt ist immer nur der Abschnitt der das Insert
aufnimmt gezeigt. Vom Vektor farblich abgehoben ist der jeweilige CYP24-
Promotorabschnitt, in diesem wiederum der polymorphe Bereich. Der Pfeil bezeichnet
Transkriptions-Start und —Richtung.
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Abb. 10: Standardisierter Versuchsablauf und Datenauswertung nach Transfektion eines

Vektor-Promotorkonstrukts

Transfektion von 1x10° Zellen und 10ug /\/I
des Vektor-Promotorkonstrukts in 400pl

serumfreiem Medium mittels
Elektroporation —

Aufteilung des Transfektionsansatzes
auf drei Wells

Mediumwechsel nach 24h
(optional mit 10nM 1,25(OH)D3)

Zellernte nach insgesamt 48h l

Q v l
Doppelte Bestimmung des L ® ~ O
Proteingehalts nach Bradford in I O
pg/ml und Bildung des Mittelwerts - M~
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Wells
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Tabelle 1: Exemplarische Datenverarbeitung, aufgezeigt an einem Versuch mit T/C28
Zellen in Abwesenheit von 1,25(0OH).Ds

Vektor- Proteingehalt Luziferaseaktivitat
Promotor- |\ye||[Messung1 [Messung2 |Mittelwert |[FU/ul [Relative Normiert
konstrukt pg/ml pg/ml pg/ml (a) |(b) |Luziferaseaktivitat |auf den
FU/ugProtein Wildtyp
b/a*1000 |Mittelwert |IN %
+ SEM
\% 1 478 468 473 7,7 16,27 17,9 28,3%
(Vektor 2 417 430 4235 8 18,89 +0,5
only) 3 408 382 395 7,3 (18,48
R 1 716 691 703 13,9 (19,75 20,8 32,9%
(Reverse) |2 706 598 652 13,8 (21,16 +0,3
3 581 679 630 13,5 [21,42
M 1 527 498 512,5 70,05|136,68 |140,9 222,8%
(Minimal 2 438 441 439,5 62,8 (142,88 |+1,2
Promotor) |3 462 468 465 66,5 |143,01
WT 1 633 717 675 43,1 163,85 63,2 100%
(Wildtyp) |2 |623 670 6465 (378 5846 |+15
3 657 696 676,5 45,55 167,33
+A 1 712 628 670 70,3 |104,92 |109,8 173,7%
2 701 564 632,5 63,75/100,79 |+ 41
3 527 548 537,5 66,45 |123,63
+2A 1 673 577 625 90,4 |144,64 |140,7 222,6%
2 639 636 637,5 93,7 146,98 |+3,0
3 640 608 624 81,5 |130,61
+C5AC 1 781 744 762,5 25,2 |33,05 39,7 62,8%
2 679 661 670 29,55 |44 1 +20
3 664 665 664,5 27,85 141,91

Dargestellt ist sind die Rohdaten der Proteinkonzentrationen und der Luziferaseaktivitaten
sowie die Berechnung der relativen Luziferaseaktivitat pro Well. Der Mittelwert der relativen
Luziferaseaktivitdt wird fir jedes Triplet errechnet und auf die Aktivitat des Wildtyp-

Konstrukts normiert.

Um die Ergebnisse von Versuch zu Versuch vergleichbar zu machen, aber auch
innerhalb einer Versuchs deutlicher darzustellen, wurde die Luziferaseaktivitit der
Konstrukte innerhalb einer Serie auf die Luziferaseaktivitit des Wildtyp-Konstrukts
normiert  (Aktivitit des  jeweiligen  Konstrukts /  Aktivitdt  des
Wildtypskonstrukts*100). Die Aktivitit des jeweiligen Promotorkonstrukts kann so
auch in Prozent der Aktivitit des Wildtyp-Konstrukts dargestellt werden. Bei der
Zusammenfassung der Ergebnisse der Experimente einer Versuchsreihe wurden die
Mittelwerte der relativen Luziferaseaktivititen sowie die Mittelwerte der

Prozentringe der einzelnen Konstrukte errechnet. Die Standardfehler der jeweiligen
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Mittelwerte ~ wurden  ermittelt und die statistische  Signifikanz  der

Aktivitdtsunterschiede mittels Kruskal-Wallis Test tiberpriift.

34 Luziferaseaktivitat der pGL3-Basic Vektor-Promotorkonstrukte

3.4.1 Nach Transfektion in hFOB-Zellen

Die Versuchsreihe mit hFOB-Zellen in Abwesenheit von 1,25(OH),D; wurde wie
oben und in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Abb. 11 zeigt das
Ergebnis eines reprisentativen Versuchs. Die Daten aus fiinf Versuchen (n=5)
wurden in Abbildung 12 und Tabelle 2 zusammengefasst. Die Verarbeitung der

Daten erfolgte wie oben beschrieben.

Abb. 11: Ergebnisse eines reprasentativen Versuchs mit hFOB Zellen ohne Stimulation.
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Jeder Balken stellt den Mittelwert der relativen Luziferaseaktivitdten von den drei Wells die
aus einem Transfektionsansatz stammen dar. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler
des Mittelwerts an.
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Abb. 12: Ergebnisse der Versuchsreihe (n=5) mit hFOB Zellen ohne Stimulation.
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Dargestellt wird der Mittelwert der Luziferaseaktivitat in Prozent der Wildtyp-Aktivitat fiir

jedes Promotorkonstrukt. Der Fehlerbalken zeigt den Standardfehler des Mittelwerts. Die

statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte wurde mit dem Kruskal-Wallis Test

belegt (p<0,001) .

Tabelle 2: Ergebnisse der Versuchsreihe (n=5) mit hFOB Zellen ohne Stimulation.

Mittelwert der relativen | Mittelwert der
Vektor- Luziferaseaktivitidten Luziferaseaktivitat in % des
Promotorkonstrukte |*SEM Wildtyps +SEM

p=0,001 p<0,001
Vektor only (V) 21,9 16,9 33,7 18,0
Reverse (R) 27,2 19,0 40,4 19,5
Minimal Promotor (M) [113,9 +24 4 155,9 23,0
Wildtyp (WT) 72,8 10,2 100 0
+A 160,8 35,5 211 24,1
+2A 241,7 156,0 320,4 148 1
+C5AC 102,5 +17,8 138,4 12,3

Dargestellt werden die Mittelwerte der relativen Luziferaseaktivitdten sowie die Mittelwerte

der Luziferaseaktivitaten in Prozent der Wildtyp-Aktivitat fir jedes Promotorkonstrukt. Fir

beide Mittelwerte wurde der Standardfehler berechnet. p gibt die im Kruskal-Wallis Test

ermittelte statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte an.
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3.4.2 Nach Transfektion in T/C28-Zellen

Die Versuchsreihe mit T/C28-Zellen in Abwesenheit von 1,25(0OH),D3; wurde wie
oben und in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Abbildung 13 zeigt
das Ergebnis eines repriasentativen Versuchs. Die Daten aus vier Versuchen (n=4)

wurden in Abbildung 14 und Tabelle 3 zusammengefasst. Die Verarbeitung der

Daten erfolgte wie oben beschrieben.

Abb. 13: Ergebnisse eines représentativen Versuchs mit T/C28 Zellen ohne Stimulation

160

140
Relative 120
Luziferase- 100
aktivitat in 80
FU/ug 60
Protein 40 [

20

o M [

& Y ooy O

3 Q- < & b Q)

X

Ay
O

Plasmide

Jeder Balken stellt den Mittelwert der relativen Luziferaseaktivitdten von den drei Wells die

aus einem Transfektionsansatz stammen dar. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler
des Mittelwerts an.
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Abb. 14: Ergebnisse der Versuchsreihe (n=4) mit T/C 28 Zellen ohne Stimulation.
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Dargestellt wird der Mittelwert der Luziferaseaktivitat in Prozent der Wildtyp-Aktivitat fiir
jedes Promotorkonstrukt. Der Fehlerbalken zeigt den Standardfehler des Mittelwerts. Die
statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte wurde mit dem Kruskal-Wallis Test

belegt (p<0,001).

I I I
reverse Minimal Wildtyp
Promotor

Plasmid

+A +2A +C5AC

Tabelle 3: Ergebnisse der Versuchsreihe (n=4) mit T/C 28 Zellen ohne Stimulation.

Mittelwert der relativen

Mittelwert der

Vektor- Luziferaseaktivitaten Luziferaseaktivitat in %

Promotorkonstrukte +SEM des Wildtyps +SEM
p=0,001 p<0,001

Vektor only (V) 17,4 1,4 25,9 +3,0%

Reverse (R) 29,3 +3,0 44,2 18,1%

Minimal Promotor (M) |[178,6 46,9 237,7 34,2

Wildtyp (WT) 71,6 +12,8 100% 0

+A 1455 +41.8 190,9 +32,1

+2A 213,9 744 273 49,6

+C5AC 4935 +13,3 66,1 15,6

Dargestellt wird der Mittelwert der relativen Luziferaseaktivitdten sowie der Mittelwert der
Luziferaseaktivitat in Prozent der Wildtyp-Aktivitét fir jedes Promotorkonstrukt. Fir beide
Mittelwerte wurde der Standardfehler berechnet. p gibt die im Kruskal-Wallis Test ermittelte
statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte an.
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3.5 Luziferaseaktivitat der pGL3-Basic Vektor-Promotorkonstrukte
unter Stimulation mit 1,25(OH).D3;

Da die Expression von CYP24 in Vivo durch 1,25(0OH),D3 stimuliert wird und im
Promotor des CYP24-Gens zwei Vitamin D-responsive Elemente bekannt sind,
wurden Versuchsreihen durchgefiihrt, in denen man den Einfluss der Allele des
Polymorphismus auf die Promotoraktivitit in Anwesenheit von 1,25(0OH),D;
untersuchte. Die Versuche in diesen Reihen wurden doppelt, also mit sechs Wells
pro Plasmid angelegt. Bei dem in allen Experimenten nach 24 Stunden
durchgefiihrten Mediumwechsel wurde fiir dret Wells Medium mit 10nM
1,25(0OH),D; verwendet. Dem Medium der anderen drei Wells wurde das
entsprechende Volumen des Vehikels (Ethanol) beigemischt.

Bei der Auswertung der Daten wurde die Luziferaseaktivitit der Konstrukte mit
derjenigen des Wildtyp-Konstrukts verglichen. AuBlerdem erfolgte die Berechnung
der n-fachen Stimulierbarkeit der Konstrukte durch 1,25(OH),Ds.

3.5.1 Nach Transfektion in hFOB-Zellen unter Stimulation mit
1,25(OH).D;

Die Versuchsreihe mit hFOB-Zellen in Anwesenheit von 1,25(OH),D3; wurde wie

oben und in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Abbildung 15 zeigt

das Ergebnis eines reprisentativen Versuchs. Die Daten aus vier Versuchen (n=4)

wurden in Abbildung 16 und Tabelle 4 zusammengefasst. Die Verarbeitung der

Daten erfolgte wie oben beschrieben.

34



Abb. 15: Ergebnisse eines représentativen Versuchs mit hFOB-Zellen unter Stimulation mit
10nM 1,25(OH)Ds.
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Jeder Balken stellt den Mittelwert der relativen Luziferaseaktivitdten von den drei Wells die
aus einem Transfektionsansatz stammen dar. Pro Plasmid wurden zwei
Transfektionsansatze angelegt von denen einer mit 10nM 1.25(0OH)D; stimuliert wurde. Der
dunkelgraue Balken zeigt den Versuchsarm mit Stimulation durch 1,25(OH).D; der
hellgraue den ohne. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler des Mittelwerts an.
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Abb. 16: Ergebnisse der Versuchsreihe (n=4) mit hFOB-Zellen unter Stimulation mit 10nM
1,25(OH).D3
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Dargestellt wird der Mittelwert der Luziferaseaktivitat in Prozent der Wildtyp-Aktivitat fir
jedes Promotorkonstrukt. Der Fehlerbalken zeigt den Standardfehler des Mittelwerts. Die

statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte wurde mit dem Kruskal-Wallis Test
belegt (p=0,001).
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Tabelle 4: Ergebnisse der Versuchsreihe (n=4) mit hFOB-Zellen unter Stimulation mit 10nM
1,25(0H),D4

Mittelwert der Mittelwert der Mittelwert der
g p I n-fachen
Vektor-Promotor- | retativen | Luziferase-aktivitat | gy ovion
konstrukt Luziferaseaktivitit |in % des Wildtyps durch
in FU/pg Protein +SEM 1,25(0H),D
+SEM +SEM 253
p=0,009 p=0,001 -
Vektor only (V) |15,6 +1,0 9,1% +2,6 1,02 0,1
Reverse (R) 29,6 +5,1 20% +2,7 1,63 0,3
Minimal 287,01 #1206 |116,6%  +11,1 273 10,7
Promotor (M)
Wildtyp (WT) 231,7 83,1 100% 31 10,7
+A 417 +148,2 178,8% +13,5 2,77 0,5
+2A 708,7 13114 273,9% 53,0 3,12 0,9
+C5AC 263,3 72,2 123,7% +18,2 2,81 0,3

Innerhalb des stimulierten Versuchsarms wurden die relativen Luziferaseaktivititen der
Vektor-Promotorkonstrukte in Prozent der Aktivitdt des Wildtypkonstrukts dargestellt. Um
die Stimulierbarkeit der Vektor-Promotorkonstrukte aufzuzeigen, wurde die n-fache
Stimulierbarkeit der einzelnen Konstrukte errechnet und der Mittelwert gebildet. p gibt die
im Kruskal-Wallis Test ermittelte statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte

an.

3.5.2 Nach Transfektion in T/C 28-Zellen unter Stimulation mit
1,25(0OH)2D;

Die Versuchsreihe mit T/C28-Zellen in Anwesenheit von 1,25(OH),D3; wurde wie

oben und in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Abb. 17 zeigt das

Ergebnis eines repridsentativen Experiments. Die Daten aus vier Experimenten

(n=4) wurden in Abbildung 18 Tabelle 5 zusammengefasst. Die Verarbeitung der

Daten erfolgte wie oben beschrieben.
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Abb. 17: Ergebnisse eines représentativen Versuchs mit T/C28-Zellen unter Stimulation mit
10nM 1,25(0OH),Ds.
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Jeder Balken stellt den Mittelwert der relativen Luziferaseaktivitdten von den drei Wells die
aus einem Transfektionsansatz stammen dar. Pro Plasmid wurden zwei
Transfektionsanséatze angelegt von denen einer mit 10nM 1,25(0OH)D; stimuliert wurde. Der
dunkelgraue Balken zeigt den Versuchsarm mit Stimulation durch 1,25(OH),Ds; der
hellgraue den ohne. Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler des Mittelwerts an.
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Abb. 18: Ergebnisse der Versuchsreihe (n=3) mit T/C28-Zellen unter Stimulation mit 10nM
1,25(0H),D4
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Dargestellt wird der Mittelwert der Luziferaseaktivitat in Prozent der Wildtyp-Aktivitat fiir
jedes Promotorkonstrukt. Der Fehlerbalken zeigt den Standardfehler des Mittelwerts. Die
statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte wurde mit dem Kruskal-Wallis Test
belegt (p=0,005).
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Tabelle 5: Ergebnisse einer Versuchsreihe (n=3) mit T/C 28-Zellen

10nM 1,25(0H)Dj

unter Stimulation mit

Mittelwert der Mittelwert der Mittelwert der n-
g ] i fachen

Vektor- relativen Luziferase-aktivitat Stimulation
Promotor- Luziferaseaktivitit |in % des Wildtyps

. . durch
konstrukt in FU/ug Protein +SEM

+SEM 1,25(0OH),D,

0=0,009 P=0,005 +5EM
Vektoronly 15 4yg 61 25 10 0,1
(V)
Reverse (R) 102,6 +20,8 27,4 16,2 35 04
Minimal 9818 +1758 69,3 +72 47 +06
Promotor (M)
Wildtyp (WT) 466,4 +211,9 100 53 1.6
+A 1214,1 +370,1 296,1 394 6,63 0,7
+2A 1524,6 +516,2 361,9 38,6 58 10,2
+C5AC 275,1 +121,3 61,3 7,7 45 10,7

Innerhalb des stimulierten Versuchsarms wurden die relativen Luziferaseaktivitaten der

Vektor-Promotorkonstrukte in Prozent der Aktivitdt des Wildtypkonstrukts dargestellt. Um

die Stimulierbarkeit der Vektor-Promotorkonstrukte aufzuzeigen, wurde die n-fache

Stimulierbarkeit der einzelnen Konstrukte errechnet und der Mittelwert gebildet. p gibt die

im Kruskal-Wallis Test ermittelte statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte

an.
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4 Diskussion

4.1 Einfihrung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es sich bei den Polymorphismen im Promotor
des 24-Hydroxylasegens, um funktionelle Polymorphismen handelt, das heif3t ob sie
eine Auswirkung auf die Transkriptionsrate und damit moglicherweise auf die
Expression des Enzyms 24-Hydroxylase haben. Zu diesem Zweck wurde in einem
Luziferaseassay die Promotoraktivitit der Polymorphismen bestimmt. Neben der
Grundaktivitidt der Promotorkonstrukte, wurde auch die Aktivitit unter Stimulation

mit 1,25(0OH),Dj; iiberpriift.

4.2 Kritische Bewertung der Methoden

421 Zellkultursysteme

In Zellkulturen werden ausgewihlte Zellen isoliert und unter kontrollierten
Bedingungen kultiviert und untersucht. Dadurch konnen die Faktoren, die eine
Zelle in ihrer Proliferation und Produktion beeinflussen, genau gemessen und
kontrolliert werden. Der Nachteil ist, dass eben diese duBleren Faktoren nie in der
Konstellation auf die Zelle wirken werden, wie es durch die vielfiltig
interagierenden Regulationsmechanismen im Korper der Fall ist. So werden auch
Zellen einer Primidrkultur immer Unterschiede zu den unter physiologischen
Bedingungen wachsenden Zellen aufweisen. Dennoch ist die Zellkultur ein
wichtiges Werkzeug in der Forschung, da sie Vergleiche und Einblicke ermoglicht,
die in vivo nicht durchfiihrbar wédren. Um die Physiologie von Osteoblasten,
Chondrozyten und mineralisiertem Gewebe zu untersuchen, wurden neben
Tierzelllinien, humanen Primérkulturen und Tumorzelllinien auch immortalisierte
Zellsysteme entwickelt. Jedes dieser Zellmodelle hat aber seine spezifischen
Einschriankungen. Tierzellen konnen sich in Spezies-spezifischen phénotypischen
Charakteristika von den humanen Equivalenten unterscheiden, wodurch die
Ergebnisse nicht grundsitzlich iibertragbar sind. Auch bei Tumorzellen kénnen
nicht alle Unterschiede zur untransformierten Zelle gesichert sein. Diese Probleme
konnen mit Priméirkulturen von humanen Zellen zwar umgangen werden, aber diese
Systeme haben durch ihre geringe Proliferationsrate, hohe Variabilitit und

eingeschrinkte Zahl von Passagen auch deutliche Grenzen.
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In immortalisierten Zellsystemen werden die Zellen der Primérkultur zum Beispiel
durch die Transfektion mit einer temperatursensitiven Mutante (tsA8) des groflen
T-Antigens des SV40-Virus immortalisiert, und dadurch die Proliferationsrate
deutlich gesteigert. Das Protein p53, welches Einfluss auf die Proliferation von
Zellen hat, wird unter anderem durch Komplexbildung mit dem T-Antigen
stabilisiert. Durch diese stabilere Form des Proteins wird, dhnlich wie in manchen
Tumorzellen, der Zellzyklus verdndert. Durch den Einsatz der Temperatur
sensitiven Variante des T-Antigens, erreicht die Proliferationsrate zwischen 32 und
34°C ihr Maximum, wéhrend ab 39,5°C keine Teilungsaktivitdt beobachtet werden
kann. Diese Zellmodelle haben gute Proliferationseigenschaften ohne zu sehr vom
Phénotyp der Primirzelle abzuweichen®.

4.2.1.1 Die hFOB 1.19 Zelllinie

Von Harris et al. wurde eine Priméarkultur von fetalen, humanen Osteoblasten, mit
dem Gen der oben beschriebenen temperatursensitiven Mutante (tsA8) des groflen
T-Antigens des SV40-Virus transfiziert. Das Ergebnis war eine immortalisierte
Osteoblasten Zelllinie deren Verdopplungszeit bei 33,5 C° ca. 36 Stunden betrigt.
Phinotypisch bildet sich nach Erreichen der Konfluenz ein osteoblastirer Phéinotyp
aus. Nach acht Tagen sind mineralisierte Matrixnoduli zu beobachten. Osteopontin,
Osteonectin, Knochensialoprotein, Typ I Kollagen, Osteocalcin und Alkalische
Phosphatase sind nachweisbar. Die Zellen sind fiir PTH sensibel und zeigen unter
Stimulation mit 1,25(OH),D; einen dosisabhingigen Anstieg der Alkalischen
Phosphatase und Osteocalcinaktivitit. Die Zelllinie ist daher ein gutes
Osteoblastenmodell, das sich phidnotypisch vor allem mit dem sich entwickelnden
fetalen Osteoblasten in vivo vergleichen lasst®.

4.2.1.2 Die T/C28a2 Zelllinie

Mit der oben Dbeschriecbenen Methode haben Goldring et al. aus
Rippenknorpelzellen eine immortalisierte Chondrozytenzelllinie gewonnen. Bel
diesen Zellen konnte die Nidhe zu den Ursprungszellen durch Nachweis von Typ II
Kollagen, Aggrecan, Biglycan und Decorin belegt werden. Dariiber hinaus konnte
eine Abnahme von Kollagen Typ II und Aggrecan mRNA unter Einfluss von IL1-8

. . . . . . . .68
gezeigt werden, die bei humanen Chondrozyten auch in vivo nachweisbar ist™".

4.2.2 Transfektion durch Elektroporation
Bei der von uns zur Transfektion eingesetzten Elektroporation, werden die Zellen

durch die relativ hohe Spannung von 120V massivem Stress ausgesetzt. Es sind
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vergleichsweise grole DNA Mengen erforderlich. Nicht alle Zellen {iiberleben
dieses Verfahren und bei den intakten Zellen sind Auswirkungen auf den
Stoffwechsel nicht auszuschlieBen. Da innerhalb der Versuche ausschlieBlich diese
Methode verwendet wurde sind die Ergebnisse untereinander vergleichbar. Dariiber
hinaus unterliegt auch die Bestimmung der Zellzahl in der Miihlbauer Zihlkammer
einer gewissen Ungenauigkeit. Die daraus resultierenden Schwankungen in der
Zahl der ausgesidten Zellen oder Proteinsyntheserate sollen aber durch die
Normierung der gemessenen Luziferaseaktivititen auf den Proteingehalt pro
Volumen eliminiert werden.

Alternativ zur Elektroporation, wurde in unserer Arbeitsgruppe die Transfektion
mittels Liposomen hinsichtlich ihrer Effizienz untersucht. In den Versuchen mit
“Green Fluorecent Protein® erwies sich aber die Elektroporation bei den von uns

eingesetzten Zelllinien als die effektivere Methode.

4.2.3 Bestimmung der Promotoraktivitat mittels Luziferase Assays
Zur Bestimmung der Promotoraktivitit wurde mit dem Luziferaseassay im pGL3-
Basic Vektor ein etabliertes Instrument eingesetzt. Trotz gewisser Einschrinkungen
eignet sich das Verfahren sehr gut dazu, Polymorphismen eines Promotors
innerhalb einer Versuchsreihe direkt miteinander zu vergleichen, da fiir alle
Experimente einer Reihe die selben Bedingungen gelten.

Durch die hohe Plasmid Konzentration im Zytosol, kann sich ein Missverhiltnis
zwischen dem Promotor und den mit ihm interagierenden Transkriptionsfaktoren
ergeben. Proteine die sonst durch Interaktion mit der DNA Einfluss auf die
Transkriptionsrate nehmen, konnten moglicherweise nicht mehr wirksam werden.
Komplexere Regulationskreise sind in der Regel schlechter darstellbar. Wenn
beispielsweise mit dem Promotor gleichzeitig ein Rezeptor transfiziert wird,
konnten interagierende Faktoren limitiert sein und die Ergebnisse verfilschen.

Bei uns handelte es sich um ein einfaches System, welches sich mit dem Luziferase
Assay gut untersuchen liel. Die starken Reaktionen auf die Stimulation mit
1,25(0OH),D3, konnen als Hinweis fiir eine ausreichende Interaktion von Promotor
und Transkriptionsfaktoren (hier z.B. das Hormon Response Element fiir
1,25(0OH),D3) in dem Modell gewertet werden.

Um Hintergrundaktivitiat und Artefakte im Luziferaseassay zu quantifizieren und
heraus zu filtern zu konnen, wurden in jedem Versuch neben den Konstrukten deren

Aktivitdat bestimmt werden sollte, auch Kontrollkonstrukte transfiziert. Zu diesem
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Zweck wurden ein in zirkuldrer Form vorliegender pGL3-Basic Vektor ohne Insert
transfiziert und ein pGL3-Basic Vektor mit dem CYP24-Promotor in umgekehrter

Orientierung eingesetzt.

4.3 Bewertung der Ergebnisse

4.3.1 Die Luziferaseaktivitat im Wildtyp-Konstrukt

Bei dem Konstrukt WT (pGL3 Vektor mit Wildtyp-Promotor) konnte in beiden
Zelllinien eine Luziferaseaktivitit gemessen werden, die sich konstant deutlich vom
Hintergrund abhob. Diese Aktivitit fithren wir auf die Anwesenheit des CYP24-
Promotor im Vektor zuriick. Die Luziferaseaktivitit des Konstrukts WT diente als
Vergleichswert fiir die Luziferaseaktivitit der Konstrukte mit Allelen des

Polymorphismus.

4.3.2 Die Luziferaseaktivitat der Kontroll-Konstrukte

Das Konstrukt V, (pGL3 Vektor ohne Promotor) zeigte eine sehr geringe
Luziferase Grundaktivitit. Da sich die Luziferaseaktivititen aller anderen
Konstrukte aber deutlich von dieser abhoben, werteten wir dies als einen klaren
Hinweis auf die Funktion der zu untersuchenden Promotorkonstrukte.

Die Luziferaseaktivitit des Konstrukts R (pGL3 Vektor mit CYP24-Promotor in
umgekehrter Orientierung) lag iiber der von Konstrukt V aber noch deutlich unter
der von Konstrukt WT. Diese Aktivitit ist moglicherweise auf im Promotor oft
anwesende palindromische FElemente zuriickzufiihren, die eine teilweise
Funktionsfahigkeit ermoglichen konnten. Der Vergleich mit dem Konstrukt WT
zeigte jedoch deutliche geringere Aktivititen.

Bei dem Konstrukt M (pGL3 Vektor mit CYP24-Promotor ohne den polymorphen
Bereich) wurden Aktivititen tiber dem Niveau des Konstrukts WT gemessen.
Dieses oft zu beobachtende Phinomen ist moglicherweise mit dem Fehlen von
Interaktionsstellen fiir transkriptionshemmende Faktoren in diesem Minimal-

Promotor zu begriinden.

4.3.3 Die Auswirkung des Polymorphismus auf die Promotoraktivitat
In der von uns durchgefilhrten Untersuchung hatten die beschriebenen
Polymorphismen einen zum Teil erheblichen Einfluss auf die gemessene

Luziferaseaktivitit.
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4.3.3.1 In Abwesenheit von 1,25(0H).D3

Die bei dem Konstrukt +A gemessenen Luziferaseaktivititen waren signifikant
(p=0.05) hoher als die des Wildtyp Konstrukts(~Faktor 2 der Wildtypaktivitit). Die
bei dem Konstrukt +2A gemessenen Aktivititen lagen wiederum deutlich iiber
denen von dem Konstrukt +A (~Faktor 3 der Wildtypaktivitit). Dieser Effekt war
konstant in beiden Zelllinien nachweisbar. In vitro wird die Aktivitit des CYP24-
Promotors durch die o.g. Allele des Polymorphismus also signifikant gesteigert.

Bei der Messung der Luziferaseaktivitit des +C5SAC Konstrukts zeigten die beiden
Zelllinien unterschiedliche Tendenzen. In den hFOB-Zellen, war im Mittel eine
Zunahme der Luziferaseaktivitit um den Faktor 1,4 zu beobachten wihrend sich in
den T/C 28-Zellen eine Abnahme um den Faktor 0,66 zeigte. In vivo ist daher wohl
kein Effekt zu erwarten.

4.3.3.2 Unter Stimulation durch 1,25(0OH).D;

In Anwesenheit von 1,25(OH),D3;, welches auch in vivo die Transkription des
CYP24-Gens steigert, zeigte sich in beiden Zelllinien, bei allen Konstrukten mit
einem Promotor in korrekter Orientierung, eine beachtliche Zunahme der relativen
Luziferaseaktivitiat. Bei Etwa 3-5x hoheren Promotoraktivitidten, blieben die Allel-
spezifischen Verdnderungen die selben wie die in Abwesenheit von 1,25(0OH),Ds.
Beide Zelllinien sind offenbar 1,25(OH),Ds-responsive Systeme und die Allele des
Polymorphismus beeinflussen die Promotoraktivitit sowohl in Abwesenheit als
auch in Anwesenheit von 1,25(0OH),Ds. Indirekt kann so auch das Vorhandensein
und die Funktion der Vitamin D-responsiven Elemente in den Konstrukten gezeigt
werden.

Wenn die n-fache Stimulierbarkeit durch 1,25(OH),D5 bei allen Konstrukten mit
einem Promotor in korrekter Orientierung errechnet wurde, zeigte sich ein
signifikanter (p=0,05) Unterschied zwischen den Zelllinien. Der Mittelwert dieser
n-fachen Stimulierbarkeit durch 1,25(OH),D; war in hFOB-Zellen 3 und in den
T/C28-Zellen 5,5. Dieses Phidnomen ist moglicherweise auf phénotypische
Unterschiede der Zelllinien wie zum Beispiel in der Ausstattung mit
Transkriptionsfaktoren zuriickzufiihren.

Die n-fache Stimulierbarkeit zeigte innerhalb der Zelllinien keine signifikanten
Unterschiede. Ein Effekt des Polymorphismus auf die Vitamin D Responsivitit war
also nicht Nachweisbar. Da die Vitamin D responsiven-Elemente vom

Polymorphismus rdumlich getrennt sind, war dies aber auch nicht zu erwarten.
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Diese Ergebnisse fithren nun zu der Annahme, dass die Transkriptionsraten durch
die Polymorphismen in vivo ebenfalls erhoht sein konnten. Da die Regulation der
CYP24-Aktivitdt iiber die Transkriptionsrate erfolgt kann man von einer hdheren
Aktivitit des Enzyms CYP240H in vivo ausgehen. Zwar ist iiber die Funktion und
Relevanz des Enzyms CYP240H noch lange nicht alles bekannt, aber immer mehr
aktuelle Forschungsergebnisse weisen auf eine wichtige Rolle von 24,25(OH),Ds,

dem Hauptprodukt des Enzyms, in der Entwicklung und Heilung von Knochen hin.

4.4 Weiterfihrende Forschung und praktische Relevanz

Nachdem zwei der untersuchten Polymorphismen im Promotor des CYP24-Gens in
vitro deutlichen steigernden Einfluss auf die Transkriptionsrate zeigten, stellt sich
nun die Frage ob in es in vivo dadurch tatsdchlich zu Veridnderungen der Aktivitit
des Enzyms CYP24 kommt. Uber zwei Hauptmechanismen konnte die mogliche
Mehrproduktion von CYP24 im Menschen symptomatisch werden: Zum einem
iiber die Steigerung des 1,25(OH);Ds;-Abbaus zum anderen iiber eine erhohte
Produktion von 24,25(OH),Ds;. Hiermit konnte es lokal oder systemisch zu
Konzentrationsverinderungen der beiden Botenstoffe kommen. Es ist dabei
natiirlich unklar, in welchem AusmaBl die Transkription in vivo durch andere
Faktoren beeinflusst wird, und ob es systemische Kompensationsmechanismen fiir
mogliche Plasmaspiegelveridnderungen der beiden Botenstoffe gibt.

Ein Ziel von weiterfithrenden Untersuchungen konnte es also sein, zu iiberpriifen
ob und in welchem Ausmaf diese Verdnderungen Einfufl auf den Stoffwechsel und
damit auf die Konzentration von Vitamin D Metaboliten haben.

Die direkte Messung der CYP24 Aktivitit in vivo ist aufwindig, und gibt noch
keinerlei Aufschluss iiber die Art und das Ausmall des Einflusses auf den
Gesamtorganismus. Daher wire es vielleicht praktikabler zu versuchen, bei Trigern
des Polymorphismus mogliche Auswirkungen von gesteigerter Enzymaktivitit, wie
zum Beispiel Normabweichungen von 1,25(OH);Ds und 24,25(0OH),D;
Plasmaspiegeln nachzuweisen. Da aber gerade bei 24,25(OH),D; parakrine
Wirkungen mit lokal erhohten Hormonkonzentrationen eine Rolle zu spielen
scheinen, konnten Untersuchungen der Plasmaspiegel ohne relevante Ergebnisse

bleiben. Zusitzlich erschwerend wiren auch die durch die Lichtabhédngigkeit und
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Erndhrung entstehenden Schwankungen der 1,25(OH),Ds-Plasmaspiegel innerhalb
der Population.

Sollte der Polymorphismus tatsdchlich Einfluss auf 1,25(OH),Ds; Serumspiegel
haben, konnte sich dies auch in der Therapie von Osteoporose mit Vitamin D-
Priparaten niederschlagen. Durch das Identifizieren des Polymorphismus konnte
man die Therapie dem verdnderten Vitamin D Stoffwechsel anpassen und damit
effektiver gestalten.

Die Arbeitsgruppe von Norman Bell zeigte bereits eine Populationsabhingigkeit
der CYP24-Aktivititen®. In Fibroblastenkulturen von Europidern waren zwei mal
geringere CYP24-Aktivititen verglichen mit denen von Indern nachweisbar.
Gegenwirtig werden in  Zusammenarbeit mit unserer  Arbeitsgruppe
Polymorphismus-Untersuchungen anhand von DNA Kollektiven mit 40 Proben je
Population durchgefiihrt. Dabei zeigt sich eine dreifach hohere Priavalenz der +A
und +2A Genotypen bei Indern. Beabsichtigt ist nun von einzelnen dieser Patienten
(homozygote Triger fiir die verschiedenen Allele) Fibroblasten zu kultivieren und
Enzymaktivititen zu messen. Wiirde tatsdchlich die Hohe der Enzymaktivitit mit
dem Genotyp korrelieren wire dies als ein Hinweis fiir den Einfluss des
Polymorphismus auf Enzymspiegel zu werten sein.

Eine andere Herangehensweise wire es, ein Kollektiv, welches an einer potentiell
1,25(OH),D3; oder 24,25(0OH),D; assoziierten Krankheit leidet, auf den
Polymorphismus hin zu untersuchen. Hierfiir kimen zum Beispiel das Prostata
Karzinom und Osteoporose in Betracht.

Aus Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Norman Bell ist bekannt, dass es
ein in Georgia (USA) ein Kollektiv von Afro-Amerikanern mit einer hohen
Inzidenz von Prostata Karzinomen gibt, welches auf Vitamin D-Metabolismus
assoziierte Polymorphismen hin untersucht werden konnte.

In der multifaktoriellen und multigenetischen Pathogenese der Osteoporose, konnte
das CYP24-Gen auf Grund der prisentierten Ergebnisse eine Rolle spielen, und
sich somit als ein sogenanntes ,,Kandidatengen* in der Pathogenese qualifizieren.
Osteoporosestudien erfordern sehr grofle Kollektive um Beziehungen zwischen
Genotypen und der Erkrankung herzustellen. Die Arbeitsgruppe Uitterlinden et al.
verfiigt iiber eines der groten und best charakterisierten Kollektive von
Osteoporotikern weltweit’’. Einschriinkend ist jedoch, dass der CYP24 Promotor

schwierig zu untersuchen ist, da die poly-A-Strecke bei der Sequenzanalyse des
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PCR-Produkts zu Stotterbanden fithren kann. Zwar kann die Kombination aus
Fragmentanalyse und Sequenzierung eine Zuordnung homo- und heterozygoter
Zustinde liefern, aber die Untersuchung von groflen Kollektiven wire extrem
kosten- und zeitaufwindig. Es wire daher sinnvoll im Gen-Bereich des CYP24-
Promotors nach Single Nulceotid Polymorphisms (SNPs) zu suchen die mit den
Lingenvarianten der poly-A-Strecke kosegregieren, um so eine ,high throughput*
Analyse zur Relevanz der Polymorphismen im Promotor des CYP24-Gens zu
ermoglichen.

Bei nachweislichem Einfluss auf die Pathogenese von Osteoporose konnte man den
Polymorphismus in eine genetische Risikoanalyse mit einschlieen. Sollten mit
dem Polymorphismus assoziierte SNPs nachweisbar sein, konnte ein einfach
durchzufithrender Assay entwickelt werden und dann in einem moglichen
,,Osteoporose SNP Chip* zur genetischen Risikoanalyse integriert werden. Neben
der Risikoanalyse konnte mit einem solchen ,,Osteoporose SNP Chip* durch das
Erkennen von metabolisch relevanten Polymorphismen auch die Therapie gezielter

und effektiver gestaltet werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, in der Arbeitsgruppe eindeutig nachgewiesene
Polymorphismen im Promotor des 24Hydroxylasegens, auf eine funktionelle
Relevanz zu untersuchen.

Die Substrate des Enzyms CYP24 sind 1,25(OH);Ds; und 25(OH)D;. Die
entsprechenden Produkte der Katalyse sind 1,24,25(OH);D3; und 24,25(0OH),Ds.
Uber das erste Produkt wird das hochpotente 1,25(OH),D; im Sinne einer negativen
Riickkopplung abgebaut. Dem zweiten Produkt 24,25(OH),Ds, konnte die Funktion
als Botenstoff in der Knochenheilung und -entstehung nachgewiesen werden.
Detailliertere Ergebnisse gibt es insbesondere fiir Chondrozyten in der Ruhezone
der Epiphysefuge.

Der Promotor des CYP24-Gens ist mit zwel Vitamin D-responsiven Elementen
(VDRESs) ausgestattet, welche die Transkriptionsrate des Gens in Anwesenheit von
1,25(OH),D3 schnell und deutlich steigern. In einer poly-A-Strecke, die 488bp
upstream des Transkriptionsstarts auffiel, konnte ein Polymorphismus
nachgewiesen werden, die hadufigsten Allele wurden als +A, 4+2A, und +C5AC
bezeichnet.

Mittels PCR wurden aus humaner, genomischer DNA, 672-680bp lange
Promotorfragmente mit TATA-box, den beiden bekannten VDREs und dem
polymorphen Bereich hergestellt. Diese Promotorfragmente wurden in den pGL3
Basic Vektor (ein fiir Luziferase kodierendes Plasmid ohne Promotor) kloniert und
die Sequenz dieser Vektor-Promotorkonstrukte durch Fragmentanalyse und
Sequenzierung kontrolliert. Die Vektor-Promotorkonstrukte wurden dann mittels
Elektroporation in hFOB und T/C28 Zellen transfiziert. Es wurden Versuchsreihen
unter basalen Bedingungen und unter Stimulation mit1,25(OH),D3 durchgefiihrt.
Anhand von Kontrollkonstrukten konnte die Spezifitit der Promotoraktivitét
gezeigt werden. Fiir die Promotoren, die das Allel +A enthielten, konnte eine
Verdoppelung und fiir die mit dem Allel +2A eine Verdreifachung der
Luziferaseaktivitit gezeigt werden. Das Allel +C5AC wies &hnliche
Promotoraktivititen wie der Wildtyp auf. Unter Stimulation mit 1,25(OH),D3; war
in allen Konstrukten mit einem Promotor in korrekter Orientierung eine mindestens

dreifache Steigerung der Luziferaseaktivitdt zu messen.
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Sowohl Abwesenheit als auch in Anwesenheit von 1,25(0OH),D; wird die Aktivitt
des Promotors des CYP24-Gens durch die Allele +A und +2A signifikant (p<0,001)
gesteigert. Demzufolge konnte der Polymorphismus auch unter physiologischen
Bedingungen Einfluss auf die Transkriptionsrate des CYP24-Gens haben.

Da die CYP24-Aktivitdat vor allem iiber die Transkription reguliert wird, miisste
durch den beschriebenen Polymorphismus die Aktivitit des Enzyms in vivo
gesteigert werden. In Folge konnte es lokal oder systemisch zu niedrigeren
1,25(0OH),Ds- oder erhohten 24,25(0OH),Ds-Spiegeln kommen.

Potentielle Bedeutung hat dieser Befund in der Pathogenese von Osteoporose, dem
Prostatakarzinom oder anderen Erkrankungen die mit verdnderten 1,25(OH),D;
Aktivititen einhergehen.

Gegenwirtig wird bereits nach SNPs gefahndet die mit dem beschriebenen
Polymorphismus assoziiert sind, um Untersuchungen von groeren Kollektiven auf
diesen Polymorphismus hin zu erleichtern. Bell et al. konnten Verdnderungen von
CYP24-aktivititen in Fibroblastenkulturen in Abhéngigkeit von ethnischer
Herkunft zeigen.

Moglicherweise konnte das CYP24-Gen eines von zahlreichen Kandidatengenen
sein, die bei der Entstehung von Osteoporose von Relevanz sind, und in ein System
zur Risikoanalyse mit einflieBen. Es konnten zum Beispiel iiber den Einsatz von zu
entwickelnden ,,Single Nucleotid Polymorphims Gen-Chips solche Risikoprofile
relativ einfach erstellt werden. In Folge konnten sowohl in der Prophylaxe als auch
in der Therapie von Osteoporose neue Moglichkeiten geschaffen und neue

Perspektiven er6ffnen werden.
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