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1. EINLEITUNG

Es ist seit vielen Jahren bekannt, dass das Vitamin-D-Hormon 1a,25-Dihydroxyvitamin D;
(10,25(0OH),;D3) im Organismus fiir die Aufrechterhaltung eines stabilen Plasma-Kalzium-
Spiegels und fiir die Regulation des Knochenstoffwechsels durch Bereitstellung von Kalzium
fiir die Knochenmineralisation essentiell ist. Das Vitamin-D-Hormon wird durch eine hepati-
sche und eine renale Hydroxylierung aus Vitamin D gebildet, das seinerseits in der Haut unter
UV-Bestrahlung synthetisiert oder iiber die Nahrung aufgenommen werden kann. Ein genui-
ner Vitamin-D-Mangel oder eine verminderte endogene renale Produktion von 1a,25(OH),D3
gehen mit sekunddrem Hyperparathyreoidismus und mit Knochenmineralisations-Stérungen
einher (Holick, 2003). Neben diesen ,,calcimischen* Wirkungen von 1a,25(OH),D; ist in den
letzten Jahren eine Reihe von Wirkungen dieses Steroidhormons in anderen Organsystemen
entdeckt worden. Epidemiologische Untersuchungen haben in diesem Zusammenhang ge-
zeigt, dass ein iiber ldngere Zeit bestehender Vitamin D-Mangel das Risiko systemischer Er-
krankungen wie z.B. Bluthochdruck, diverse Krebserkrankungen oder Autoimmunerkrankun-

gen wie Multiple Sklerose und Typ I-Diabetes erhoht (Holick, 2003).

Wie alle Steroidhormone wirkt 10,25(OH),D; liber ein intrazelluldres Rezeptorprotein, den
Vitamin-D-Rezeptor (VDR), der von einer Vielzahl von Geweben exprimiert wird. Eine star-
ke Expression von VDR findet sich zum Beispiel auch in der Haut (Milde et al., 1991; Holick
et al., 1987; Feldman et al., 1980). Vitamin-D-Metaboliten hemmen in hoheren Konzentratio-
nen die Proliferation von Keratinozyten und sind deshalb mittlerweile eines der Standardthe-
rapeutika bei Hautkrankheiten, die mit einer gesteigerten Keratinozyten-Proliferation, wie
zum Beispiel Psoriasis, einhergehen (Gniadecki, 1996). In der Haut wird der Vitamin-D-
Rezeptor jedoch nicht nur in den epidermalen Keratinozyten exprimiert, sondern auch in Ke-
ratinozyten des dufleren Haarschafts und in der Papille des Haarfollikels (Stumpf et al., 1984;
Berger et al., 1988; Reichrath et al., 1994). In neueren Untersuchungen hat sich gezeigt, dass
fiir die prinatale Entwicklung der Epidermis und den erste Haarzyklus kein Vitamin-D-
Rezeptor bendtigt wird (Xie et al., 2002), anders als fiir die Entwicklung der postnatalen Haut
und das Einsetzen des zweiten Haarzyklus. Diese Erkentnisse lassen den Schluss zu, dass der
Vitamin D-Rezeptor — interessanterweise unabhingig von seinem Liganden 1a,25(OH),D; -
in einer kritische Phase im zweiten Haarzyklus fiir die Entwicklung der Haarfollikel Voraus-

setzung ist (Xie et al., 2002; Kong et al., 2002). Deshalb fithren genetische Defekte des VDR,



nicht jedoch Vitamin-D-Mangel oder Vitamin-D-Hormonmangel, bei Mensch und Maus zu

einer generalisierten Alopezie (Yoshizawa et al, 1997; Li et al., 1997; Erben et al., 2002).

Hinzu kommt, dass in jiingster Zeit sowohl in vitro (Schuessler et al., 2001) als auch in vivo
(Lehmann et al., 2003) der Nachweis gelang, dass humane Keratinozyten iiber einen autono-
men Vitamin D-Stoffwechsel verfligen. Dieser neue Stoffwechselweg, auf dem substantielle
Mengen Vitamin-D-Hormon gebildet werden konnen, umfasst sowohl die lang bekannte UV-
induzierte Synthese von Vitamin Ds, als auch dessen weitere Metabolisierung zu aktivem Vi-
tamin-D-Hormon. Damit ist die Haut das einzige menschliche Organ, das in der Lage ist, un-
abhédngig die Synthese, Aktivierung und Deaktivierung von Vitamin-D durchzufiihren, d.h.
epidermale Keratinozyten sind sowohl Syntheseort als auch pharmakologische Zielzellen von

Vitamin-D (Schuessler et al., 2001).

Neben der antiproliferativen Wirkung von Vitamin-D-Metaboliten auf Keratinozyten werden
auch immunomodulatorische (Adorini et al., 2003; Griffin et al., 2003; Van Etten et al., 2003)
und antioxidative Wirkungen dieser Substanzklasse auf die Haut diskutiert. Letztere Wirkung
wird moglicherweise durch eine Stimulation der Synthese von Metallothionein (MT) durch
Vitamin-D in der Haut vermittelt. Es ist deshalb nicht auszuschlielen, dass Vitamin-D die
Fahigkeit hat, liber die gesteigerte Synthese von MT und dessen antioxidativen Effekt einen
photoprotektiven Effekt auf Keratinozyten auszuiiben (Lee, 1998). Um diese potenzielle Wir-
kung des Vitamin-D-Hormons in der Haut ndher zu untersuchen, war es das Ziel dieser Ar-
beit, die Reaktion der Haut auf UVB-Bestrahlung bei Wildtyp-, heterozygoten und homozy-
goten VDR-Knockout-Miusen zu untersuchen. Die fiir diese Versuche von uns verwendeten
VDR-Knockout-Méduse exprimieren einen funktionell inaktiven VDR ohne DNA-
Bindungsdoméne (Erben et al., 2002).



2. LITERATURUBERSICHT
2.1 Einfiihrung

Heutzutage ist allgemein bekannt, dass fiir eine normale Kdrperentwicklung und einen gesun-
den Organismus neben den eigentlichen Nahrungsbestandteilen (Eiweil3, Fett, Kohlehydrate)
auch viele Vitamine und Spurenelemente essentiell sind. Diese Erkenntnis fithrte Anfang des
20. Jahrhunderts mit der Entdeckung der Vitamine zu voéllig neuen Therapieansitzen bei
Krankheiten, die jetzt als Vitamin-Mangelerscheinung erkannt wurden. Insbesondere die in
den Industrieldndern weit verbreitete Rachitis war jetzt durch die Einnahme von Lebertran
heilbar (Mellanby, 1918). Zeitgleich mit der Entdeckung der eigentlich wirksamen Substanz,
die 1921 erstmals als Vitamin-D benannt wurde (McCollum et al., 1921), stellte man fest,
dass der gleiche therapeutische Effekt, der durch Behandlung mit Lebertran erreicht werden
konnte, auch durch eine Bestrahlung mit UV-Licht méglich war (Huldschinsky, 1919). Durch
diese Erkenntnis war es mdglich, die Rachitis in den Industrieldandern nahezu vollstindig zu
beseitigen. Zugleich wurde auch klar, dass das Vitamin-D eine Sonderstellung unter den Vi-
taminen einnimmt. Anders als essentielle Vitamine kann das Vitamin-D sowohl mit der Nah-
rung aufgenommen werden, als auch — unter dem Einflul von UV-Licht - im K&rper selbst

synthetisiert werden.

2.2 Vitamin-D: chemische Struktur

Das Vitamin-D oder Calciferol gehort seiner chemischen Struktur nach zu der Gruppe der
Steroide. Durch diese Steroidstruktur und aufgrund anderer typischer Eigenschaften (z.B. Fa-
higkeit zur Eigensynthese, endokrine Kontrolle der Eigensynthese) werden biologisch aktive

Metabolite der Calciferole heute als Hormone bezeichnet.

Wichtigster Vertreter der Calciferole ist das Cholecalciferol (Vitamin-Ds), das selbst nicht
biologisch aktiv ist. Vitamin-D3; wird entweder nach oraler Aufnahme im Diinndarm resor-
biert oder unter der Einwirkung von UV-Licht in der Haut synthetisiert (Holick et al., 1980;
Milde, 1991; Bikle & Pillai, 1993).



2.3 Metabolismus und Transport

Ursprung der Synthese ist das Cholesterol, das durch das Enzym Cholesteroldehydrogenase in
den Hepatozyten zu 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) umgebaut wird. Das 7-DHC gelangt, ge-
bunden an Transportproteine, aus den Hepatozyten iiber das Blut zu den Keratinozyten der
Haut. Die Vitamin-D-Synthese findet in allen Schichten der Haut statt, vor allem aber im
Stratum basale und Stratum spinosum der Epidermis (Holick et al., 1980). Unter Einflufl von
UV-Licht bestimmter Wellenlinge (UVB, 290-315 nm) (MacLaughlin et al., 1982) bildet das
7-DHC Isomere (Windaus et al., 1936; Esvelt et al., 1978). Dabei kommt es am Steoridgeriist
des Molekiils zu einer Ringdéffnung (am B-Ring zwischen C9 und C10). Durch diese photo-
chemische Isomerisierung entsteht zuerst das rotationsinstabile ProVitamin-D (Windaus et al.,
1936; Esvelt et al., 1978), das in einem zweiten, temperaturabhdngigen Schritt durch eine
Verschiebung der Doppelbindung zum stabilen Vitamin-D isomerisiert. Dieser Prozef3 ist eine
Gleichgewichtsreaktion (Velluz & Amiard, 1949), die nur so lang ablduft, wie das Produkt
Vitamin-D aus der Zelle ausgeschleust wird. Fiir den Abtransport des Vitamin-D scheinen
Vitamin-D Bindungsproteine eine Rolle zu spielen (Haddad et al., 1993). Der genaue Aus-
schleusungsmechanismus in den Extrazellularraum ist noch nicht im Detail geklart. Durch
den ziigigen Mechanismus ist es mdglich, dass {iber die gesamte Zeit der UV Exposition Vi-
tamin-D gebildet werden kann, um vor allem bei limitierter Sonneneinstrahlung (Jahreszeit,
Tageszeit, Sonnenschutzmafinahmen, geographische Lage, Pigmentierung der Haut u.a.) den
maximalen Nutzen aus der UV-Strahlung zu ziehen (Webb et al., 1988; Matsuoko et al.,
1992; Lu et al., 1992).

Das in der Epidermis gebildete Vitamin-D besitzt selbst noch keine biologische Aktivitét, erst
in der Leber findet der erste Schritt der Aktivierung statt. Beim Transport der inaktiven Vor-
stufe zur Leber spielen neben Albumin und Lipoproteinen v.a. Vitamin-D-Bindungsproteine
eine Rolle. Diese Bindungsproteine liegen im hohen Uberschuf frei im Plasma vor. Sie wer-
den in der Leber synthetisiert (Haddad, 1987 und 1992; Cooke & Haddad, 1989; Braun et al.,
1992) und bestehen aus einer Gruppe mehrerer sehr dhnlicher Polypetide (a-Globuline, ca. 58
kDa). Aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinitit sind diese Proteine in der Lage, freies Vitamin-
D und seine Metaboliten fast vollstindig einzufangen. Thre Funktion als Kurzzeitspeicher fiir

Vitamin-D (Langzeitspeicher ist das Fettgewebe im Sduger bzw. die Leber bei manchen Fi-



schen) wird diskutiert. Hauptsédchlich dienen sie aber dem Plasmatransport der hydrophoben

Vitamin-D-Metaboliten.

Der erste Schritt zur Aktivierung des Vitamin-D findet in den Hepatozyten der Leber statt.
Durch eine Cytochrom P450-abhingige mitochondriale Hydroxylase (Andersson et al., 1989;
Okuda et al., 1995) wird das Molekiil an Position 25 hydroxyliert. Ob an diesem Prozef auch
andere Enzyme beteiligt sind, konnte noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Geregelt
wird der Prozefl der Hydroxylierung zu 25-Hydroxycholecalciferol (25(OH)Ds) iiber einen

Produkthemmungsmechanismus.

Der zweite Schritt zur Aktivierung des Vitamin-D erfolgt in der Niere, wo 25(OH)Ds durch
eine laHydroxylierung zu 1a,25 Dihydroxycholecalciferol (1,25(OH),Ds) biologisch aktiviert
wird. An dieser Stelle greift auch der zentrale Regulationsmechanismus, der eine Uberpro-
duktion von biologisch aktivem Vitamin-D verhindert. Steuerungsfaktor der Regulation ist
die la-Hydroxylase, die fiir diese Hydroxylierung notwendig ist. Auch dieses Enzym ist eine
mitochondriale, Cytochrom P450-abhingige Monoxygenase. Dieser Vorgang der zweiten
Hydroxylierung ist an die Niere gebunden (Fraser & Kodicek, 1970), daher kommt es bei
schweren Nierenerkrankungen mit Funktionsverlust v.a. im Bereich des proximalen Tubulus

(Holick et al., 1972) haufig zu Stérungen des Vitamin-D-Haushalts.

Eine Deaktivierung des 25(OH)D; erfolgt dann, wenn das Vitamin-D Hormon 1,25(OH)20Hj3
im UberschuB vorliegt. In diesem Fall wird aus der Niere aus 25(OH)D; durch eine Cytoch-
rom P450-abhingige 24-Hydroxylase (Jones et al., 1987) vermehrt der Metabolit
24,25(0OH),D; gebildet. Dieser Metabolit hat eine 10.000 mal geringere biologische Aktivitét
als das Vitamin-D-Hormon. Daher gilt diese Hydroxylierung zu 24,25(OH),Ds als wichtigste
Deaktivierung von 25(OH)D;. Ob 24,25(0OH),D; eine eigenstindige Funktion besitzt wird
diskutiert (Norman et al., 2002). Da der Metabolit selbst aber keiner strengen Regulation un-
terliegt ist es unwahrscheinlich, dass er eine zentrale Bedeutung im Bereich der Kalziumho-

moostase-Regulation spielt (Jones et al., 1987).

Die Inaktivierung des Vitamin-D in den Zielzellen erfolgt in der ersten und wichtigsten Stufe
ebenfalls iiber eine 24-Hydroxylierung (Lohnes & Jones, 1992). Der dabei entstehende Meta-
bolit 1,24,25-Trihydroxycholecalciferol hat eine Smal geringere biologische Aktivitit als das

1,25(0OH),Ds. Der Katabolismus von Vitamin-D ist nicht an ein bestimmtes Organsystem



gebunden, wahrscheinlich sind alle Vitamin-D-Zielgewebe dazu in der Lage. Das Endprodukt
des Vitamin-D-Stoffwechsels ist die Calcitronsdure, die in der Leber in die Gallenfliissigkeit

sezerniert wird (Jones, 1999).

2.4 Regulation der Biosynthese

Die Biosynthese des aktiven Vitamin-D unterliegt im Organismus einer strengen Regulation.
Als wichtigstes Element zur Aktivierung der 1,25(OH),Ds-Biosynthese gilt das Parathormon
(PTH), das beim Absinken des Kalziumspiegels im Blut vermehrt ausgeschiittet wird (Brown
et al., 1993). Das PTH bewirkt {iber einen nicht ndher bekannten Mechanismus, dass die Syn-
these der renalen lo-Hydroxylase stimuliert und die Synthese der 24-Hydroxylase gehemmt
wird. Dadurch kommt es zu einer vermehrten Bildung von 1,25(OH),Ds. Die negative Riick-
kopplung erfolgt iiber eine Erhohung des Plasmakalziumspiegels, der Folge der kalzidmischen

Effekte des 1,25(OH),D3 in Darm und Niere ist.

Vermutlich wird dieser Regulationsmechanismus auch noch von anderen Faktoren beein-
flusst. So scheint z.B. 1,25(OH),D; selbst in der Lage zu sein, die Synthese der 24-
Hydroxylase zu stimulieren (Zierold et al., 1994; Ohyama et al., 1994). Auch der Plas-
maphosphatspiegel spielt eine Rolle bei der Synthese des 1,25(OH),D;. Hypophosphatidmie
scheint ebenso wie PTH die 1a-Hydroxylase zu stimulieren und die 24-Hydroxylase zu hem-
men (Baxter & DeLuca, 1976; Wu et al., 1996). Der molekulare Mechanismus dieser Effekte
ist noch nicht geklart.

2.5 Physiologische Funktionen des Vitamin-D

Die wichtigste Funktion des 1,25(OH),D; im Organismus ist die Aufrechterhaltung eines sta-
bilen Plasma-Kalzium-Spiegels (bei Sdugetieren ca. 2,5 mmol/l) und die Regulation des Kno-
chenstoffwechsels durch Bereitstellung von Kalzium fiir die Knochenmineralisation. Mitein-
bezogen in dieses komplexe Regulationssystem sind vor allem der Diinndarm als Ort der en-
teralen Kalzium- und Phosphorabsorption, die Nieren als Ort der renalen Kalzium- und Phos-
phorexkretion bzw. Reabsorption sowie der 1,25(OH),Ds-Biosynthese und die Nebenschild-

driise als Bildungsort des regulatorischen PTH. Von besonderer Bedeutung ist dabei die Fa-



higkeit des Knochengewebes, durch stindig moglichen Knochenabbau oder Knochenneusyn-
these dem Organismus einen flexiblen Kalziumspeicher zur Verfiigung zu stellen. Allerdings
ist das Knochengewebe lingerfristig auf eine ausreichende Versorgung mit Kalzium und

Phosphor angewiesen, um stabile, belastbare Knochensubstanz zu bilden.

Aber auch in anderen Geweben, in denen VDR exprimiert wird (z.B. Herz, Magen, Pankreas,
Gehirn, Haut, Gonaden, aktivierte T- und B-Lymphozyten) (Holick, 2003), besitzt
1.25(OH),Ds wahrscheinlich eine Vielzahl weiterer pysiologischer Funktionen, die zwar nur
zum Teil aufgeklart sind, aber in den letzten Jahren fiir die Forschung immer mehr an Bedeu-

tung gewinnen.

2.5.1 Funktionen des Vitamin-D im Darm

Nach heutigem Kenntnisstand sind zwei voneinander unabhingige Transportmechanismen fiir
die Kalziumresorption im Darm verantwortlich. Der erste, ein sittigbarer, transzelluldrer Me-
chanismus ist vor allem bei niedrigen Konzentrationen (bis 10 mM) im proximalen Teil des
Diinndarms von Bedeutung (Johnson & Kumar, 1994; Wassermann & Fullmer, 1995). Dabei
werden Kalziumionen am Biirstensaum der Enterozyten dem elektrochemischen Gradienten
folgend resorbiert, transzellulér transportiert und an der basolateralen Zellmembran mit Hilfe
eines energieverbrauchenden Prozesses gegen den Konzentrationsgradienten in die extrazellu-
lare Fliissigkeit abgegeben. Der intrazelluldre Transport erfolgt bei Sdugetieren durch das
Kalziumbindungsprotein Calbindin D9K, dessen Synthese durch Vitamin-D induziert wird

(Feher et al., 1992).

Der zweite Mechanismus zur Kalziumresorption ist ein passiver, séttigbarer, interzellulérer
Vorgang, der bei Konzentrationen zwischen 10 mM und 50 mM im gesamten Diinndarm von-

statten geht (Johnson & Kumar, 1994; Wasserman & Fullmer, 1995).

Im Falle eines Vitamin-D Mangels kommt es zwar zur Resorption von Kalzium am lumensei-
tigen Biirstensaum, allerdings wird dieses dann im Mikrovillibereich an Calmodulin gebun-
den. Man nimmt an, dass es zu einer Komplexbildung mit Myosin I (ATPase) und Actin
(Bikle et al., 1989; Chandra et al., 1990; Kaune et al., 1994) und daraus resultierend zum irre-

versiblen Verschluf3 der Kalziumkanile kommt.



Bei Kalziummangel kommt es im Organismus zu einer gesteigerten Sekretion von Parathor-
mon, wodurch die Biosynthese von Vitamin-D induziert wird, was zur Steigerung der enterale
Kalziumaufnahme fiihrt. Die Resorption von Phosphat erfolgt im gesamten Jejunum und I-
leum. Sie kann zwar durch Vitamin-D stimuliert werden, ist aber primir von der Phosphat-

konzentration im Darmlumen abhéngig (Lemann, 1993).

2.5.2 Funktionen von Vitamin-D in der Niere

Die Niere spielt in zweifacher Hinsicht eine bedeutende Rolle bei der Regulation der Kalzi-
umhomoostase, das sie sowohl Syntheseort von Vitamin-D ist, als auch wichtigstes Regulativ
der Kalzium- und Phosphatexkretion bzw. —reabsorption. Bis zu 98% des im Primérharn ab-
gegebenen Kalzium werden in der Niere reabsorbiert. Die wichtigsten endokrinen Faktoren in
der Regulation der renalen Kalziumreabsorption sind vermutlich PTH und Vitamin-D (Fried-

man & Gesek, 1995).

Auch wenn viele Mechanismen der renalen Kalzium- und Phosphat-Reabsorption noch nicht
im Detail geklart sind, so ldsst sich doch ein Grundprinzip beobachten, bei dem PTH wohl
den aktiven Ubertritt von Kalzium apikal durch die Membran ermdglicht. Dieser Prozess ist
eventuell Vitamin-D gesteuert iiber eine Induktion der Synthese von PTH-Rezeptormolekiilen
(Friedman & Gesek, 1993). Fiir den basolateralen Ubertritt aus den Tubuluszellen in die Blut-
bahn werden verschiedene Transportsysteme vermutet, von zentralen Bedeutung scheint je-
doch eine Plasmamembran-Kalziumpumpe (PMCA) zu sein (Friedman & Gesek, 1995). Eine
weitere entscheidende Rolle bei der renalen Kalziumriickersorption spielt vermutlich auch die
Féhigkeit von Vitamin-D, die Syntheserate der beiden wichtigsten intrazelluldren Kalzium-
bindungsproteinen in der Niere, Calbindin D28K und Calbindin D9K positiv zu beeinflussen
(Bouhtiay et al., 1994, Koster et al., 1995; Liu et al., 1996).

Aufgrund der Tatsache, dass der Vitamin-D Rezeptor im gesamten Tubulusbereich, vom
Glomerulum bis zum Sammelrohr exprimiert wird (Liu et al., 1996), liegt die Vermutung na-

he, dass noch weitere, unentdeckte Vitamin-D Effekte in der Niere existieren.



2.5.3 Vitamin-D-Effekte am Knochen

Wie bereits erwéhnt, stellt die mineralische Knochensubstanz iiber die Fahigkeit zum stdndi-
gen Auf- und Abbau von Knochengewebe (bone remodeling) einen wichtigen Kalziumspei-
cher fiir den Organismus dar. Reguliert wird der Knochenturnover hauptsichlich durch PTH.
Ob auch Vitamin-D dabei eine Rolle spielt, ist noch nicht abschlieend geklart.

Fest steht, dass der Vitamin-D Rezeptor sowohl in Osteoblasten als auch in Osteoklasten-
Vorlauferzellen exprimiert wird und dass viele osteoblastire Matrixproteine durch Vitamin-D
reguliert werden (Boyen et al., 1992; Lian & Stein, 1993). Auch auf resorptive Prozesse, wie
z.B. die Osteoklastenreifung scheint Vitamin-D Einflu3 zu haben. Die hochdosierte, pharma-
kologische Gabe von Vitamin-D-Metaboliten induziert eine direkte Stimulation der Knochen-
resorption (Holtrop et al., 1981; Erben et al., 1997). Ob dieser Effekt allerdings von physiolo-
gischer Bedeutung ist, ist unklar.

Aus Untersuchungen der letzten Jahre geht allerdings hervor, dass die knochenprotektive
Wirkung von Vitamin-D in vivo vor allem seinen kalzdmischen Effekten in Darm und Niere,
also der Regulation des Plasmakalziumspiegels zuzuschreiben ist. So ist bei Miusen mit inak-
tiviertem Vitamin-D Rezeptor die Fiitterung einer speziell mit Kalzium, Phosphat und Lactose
angereicherten Didt ausreichend, um den Plasmakalziumspiegel und die Knochenmineralisie-
rung zu normalisieren (Li et al., 1998). Daher liegt die Vermutung nahe, dass Vitamin-D kei-

ne physiologisch relevante, direkte Funktion am Knochen besitzt.

2.6 Rolle des Vitamin-D in der Haut

2.6.1 Vitamin-D Stoffwechsel in der Haut

Wie bereits beschrieben, ist die Haut unter dem Einflul von UVB-Strahlung in der Lage, aus
7-DHC Préavitamin-D; zu bilden, das anschlieBend zu Vitamin-D isomerisiert und tiber Leber

und Niere zum hormonell aktiven 1,25(OH),D3; umgebaut wird.
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Dieser Stoffwechselweg ist seit langer Zeit bekannt, und so ging man davon aus, dass die Le-
ber der wichtigste Ort fiir die 25-Hydroxylierung und die Niere der wichtigste Ort fiir die 1a-
Hydroxylierung wére (Jones et al., 1998). Allerdings haben experimentelle und klinische Un-
tersuchungen gezeigt, dass die iiber den Stoffwechselweg Leber-Niere produzierte Serumkon-
zentration von 1,25(OH),Ds zu niedrig ist, um VDR-vermittelte hormonelle Effekte in der
Haut auslésen zu konnen (Matsumoto et al., 1991). Andererseits verfiigt die Haut als eines der
Zielgewebe des Vitamin-D iiber die 1a-Hydroxylase und die 24-Hydroxylase, beides mito-
chondriale Cytochrom P450-Enzyme (Bikle et al., 1986). Sowohl Keratinozyten als auch
Fibroblasten, die beiden wichtigsten Zelltypen der Haut, exprimieren den Vitamin-D-
Rezeptor (Milde et al., 1991; Holick et al., 1987; Feldman et al., 1980). Damit wére die
Grundvoraussetzung fiir die Regulation der genomischen Effekte durch 1,25(OH),Ds; oder
Analoga prinzipiell erfiillt. Dennoch wurde die in vivo Metabolisierung von 25(OH)D; zu
1,25(0OH),D5 in der Haut als unbedeutend eingestuft, da iiber die systemische Versorgung zu
wenig ungebundenes 25(OH)Ds in die Keratinozyten gelangt (Ishizuka, 1996; Bikle et al.,
1994). Andererseits konnen Keratinozyten, denen 25(OH)Ds zugefiihrt wurde, in vitro eine
substanzielle Menge 1,25(OH),Ds produzieren (Bikle et al., 1986). Es herrschte zunichst die
Auffassung, dass die 25-Hydroxylase im Gegensatz zu lo-Hydroxylase in Keratinozyten
nicht exprimiert wird. Daher ging man davon aus, dass Keratinozyten nicht in der Lage sind,

Vitamin-Djs tiber 25(OH)D; in 1,25(OH),D3; umzuwandeln (MacLaughlin et al., 1991).

Mittlerweile gelang aber sowohl in vitro (Schuessler et al., 2001) als auch in vivo (Lehmann
et al., 2003) der Nachweis, dass humane Keratinozyten iiber einen autonomen Vitamin-D-
Stoffwechsel verfiigen. Dieser neue Stoffwechselweg, auf dem substantielle Mengen Vita-
min-D gebildet werden konnen, umfasst sowohl die lang bekannte UV-induzierte Synthese
von Vitamin-Dj, als auch dessen weitere Metabolisierung zu aktivem Vitamin-D. Damit ist
die Haut das einzige menschliche Organ, das in der Lage ist, unabhingig die Synthese, Akti-
vierung und Deaktivierung von Vitamin-D durchzufiihren, d.h. epidermale Keratinozyten sind
sowohl Syntheseort als auch pharmakologische Zielzellen von Vitamin-D (Schuessler et al.,
2001). In neueren Untersuchungen wurde zudem gezeigt, dass dermale Fibroblasten zwar in
vitro die 25-Hydroxylase, nicht aber die loa-Hydroxylase exprimieren; somit spielen
Fibroblasten eine wichtige Rolle bei der Bereitstellung von Vitamin-D Prékursoren (Vitamin-
D3 und 25(OH)Ds) sowohl fiir Kerationozyten als auch systemisch via Blut (Vatieghem et al.,
2003).
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2.6.2 Biologische Wirkungen von Vitamin-D in der Haut

2.6.2.1 Antiproliferative und prodifferenzierende Wirkung auf Keratinozyten

Eine der wichtigsten biologischen Funktionen des Vitamin-D ist die Fahigkeit, hypertrophes
Zellwachstum zu regulieren (Holick, 2003) und Zelldifferenzierung zu induzieren. Dabei ist
die Wirkung des Vitamin-D stark dosisabhédngig. Niedrig dosiert fordert es die Proliferation
von Kerationozyten in vitro, bei héheren pharmakologischen Dosen (> 10® M) wird deren
Proliferation dagegen gehemmt (Gniadecki, 1996). Diese antiproliferative und Differenzie-
rung induzierende Wirkung ist sowohl in gesunden Zellen, als auch in erkrankten bzw.

Krebszellen zu beobachten, sofern sie einen Vitamin-D-Rezeptor besitzen.

Der Mechanismus der antiproliferativen und prodifferenzierenden Wirkung von Vitamin-D-
Metaboliten auf Krebszellen ist noch nicht vollstindig geklért, allerdings konnte nachgewie-
sen werden, dass in den meisten Krebszellen eine Blockierung des Zellzyklus stattfindet und
zwar beim Ubergang von der G; zur S-Phase. Diese Blockierung erfolgt, indem bei Zellen in
der G;-Phase Transkriptionsfaktoren inaktiviert werden. Transkriptionsfaktoren wie z.B. E2F
sind essentiell fiir die DNA-Synthese in der S-Phase und notwendig fiir die Regulation ande-
rer wichtiger Proteine (Osborne et al., 2002).

Der klinische Nutzen dieser Entdeckung ist sehr vielfdltig. So ist die Behandlung mit Vita-
min-D oder Analoga schon seit Jahren etablierte Therapie bei der Behandlung hyperprolifera-
tiver Hauterkrankungen (Holick, 1998). Auch fiir verschiedene Tumorzellen (Brustkrebs,
Osteosarkom, Melanom) wurde die antiproliferative Wirkung von Vitamin-D bereits nachge-

wiesen.

2.6.2.2 Immunmodulierende Effekte in der Haut

Wie in neueren Studien verdffentlicht, hat Vitamin-D und seine Analoga auch auf zahlreiche
immunkompetente Zellen der Haut modulatorische Wirkung (Adorini et al., 2003; Griffin et
al., 2003; Van Etten et al., 2003). So konnte nachgewiesen werden, dass sich in verschiedenen
immunkompetenten Zellen (z.B. Monozyten, T- und B-Lymphozyten, Langerhanszellen)

nicht nur Rezeptoren fiir Vitamin-D befinden, sondern dass diese Zellen dariiber hinaus auch
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die enzymatische Ausstattung (la-Hydroxylase) zur lokalen Synthese von Vitamin-D aus

25(OH)Ds besitzen (Van Etten et al., 2003).

Die lokale Vitamin-D-Synthese in immunkompetenten Zellen scheint eine bedeutende Rolle
bei der Kontrolle und Regulation von Immunantworten zu spielen. So hemmt 1,25(OH),D;
die T-Zell Aktivierung und induziert in unterschiedlichen Modellsystemen die Generation von
regulatorischen CD25"/CD4"-T-Zellen (Adorini et al., 2003). In dendritischen Zellen verhin-
dert Vitamin-D die Ausreifung und bewirkt einen Phianotyp, der nach Antigenkontakt die To-
leranzentwicklung fordert und die Immunititsentwicklung hemmt (Adorini et al., 2003; Grif-

fin et al., 2003).

Durch aktuelle Studien ist belegt, dass Patienten, die an atopischer Dermatitis erkrankt sind
im Durchschnitt deutlich geringere Mengen an Vitamin-D einnehmen als eine Kontrollgruppe
(Solvoll et al., 2000). Auch fiir verschiedene andere Autoimmunerkrankungen (z.B. Typ I
Diabetes, rheumatische Arthritis, Multiple Sklerose) konnte am Mausmodell nachgewiesen
werden, dass durch die frithzeitige Verabreichung von Vitamin-D-Hormon ein Ausbrechen
der Krankheit erfolgreich verhindert wird (DeLuca et al., 2001; Gregori et al., 2002; Cantorna
et al., 1998; Cantorna et al., 1996; Mathieu et al., 1994).

2.6.2.3 Regulation der Apoptose von Keratinozyten

Neben den bereits besprochenen Funktionen hat Vitamin-D auch die Fihigkeit, einerseits die
Apoptose bestimmter Zellen einzuleiten, andererseits aber auch eine Apoptoseresistenz zu
erzeugen. Die zugrunde liegenden zelluldren Prozesse sind noch wenig erforscht, es wurden
aber verschiedene Mechanismen beschrieben. Sie konnen eingeteilt werden in indirekte Me-
chanismen, die iiber eine Beeinflussung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder deren Re-
zeptoren wirken und direkte Mechanismen, bei denen ein Molekiil eines Stoffwechselweges
beeinflusst wird, der zur Apoptose fiihrt (Osborne et al., 2002); z.B. verstirkt 1,25(OH),Ds
die bekannte proapoptotische Wirkung von TNFa (Rocker et al., 1994).

AuBerdem ist Vitamin-D in der Lage, als Agonist den Sphingomyelin-Ceramid-Gangliosid
GD3 Stoffwechselweg zu beeinflussen, der zur Apoptoseinduktion fiihrt (Bektas et al., 2000;
Miiller-Wieprecht, 2000). Dabei induziert Vitamin-D die neutrale Mg*"-abhingige Sphingo-
myelinase; diese hydrolysiert Sphingomyelin zu Ceramid (Okasaki et al., 1989). Letzteres
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fiihrt bei einer Vielzahl von Zellen, einschlielich Keratinozyten zur Induktion der Apoptose
(Geilen et al., 1997). AuBlerdem hat Ceramid die Féhigkeit, den prodifferenzierenden Effekt

von Vitamin-D auf Keratinozyten zu stimulieren (Bielawska et al., 1992).

Ahnlich wie bei den bereits beschriebenen proliferativen bzw. anitproliferativen Effekten ist
die Wirkung des 1,25(OH),D; auch hier dosisabhédngig. So konnte gezeigt werden, dass phy-
siologische Konzentrationen von 1,25(OH),D; in Keratinozytenkulturen nicht die Apoptose
der Zellen einleiten, sondern im Gegenteil eine Apoptoseresistenz gegeniiber Ceramiden, ult-
ravioletten Strahlen und Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) erzeugen (Manggau et al., 2001).
Dies wurde vor allem beobachtet in Form von erhohter Zellresistenz gegen Apoptose nach
UV-Trauma (Lee & Youn, 1998; Manson & Holliday, 2000) und beim Schutz vor apoptoti-
schen Wirkungen der Zytotoxine in Krebszellkulturen (Ketley et al., 1997). Dieser zytopro-
tektive bzw. antiapoptotische Effekt von 1,25(OH),D; auf Keratinozyten ist offensichtlich mit
der Entstehung von Sphingosin-1-phosphat gekoppelt. Das zeigt sich auch darin, dass die an-
tiapoptotische Wirkung von 1,25(OH),D; durch exogene Zugabe des Sphingosinkinase-
Inhibitors N,N-Dimethylsphingosin vollstindig unterdriickt werden kann (Manggau et al.,
2001).

Dagegen haben pharmakologische Konzentrationen von 1,25(0OH),D3 (>10° M) einen proa-

poptotischen EinfluB3 auf Keratinozyten.

2.6.2.4  Antioxidative Wirkung von Vitamin-D

Vitamin-D per se hat keinen antioxidativen Effekt im Zellstoffwechsel (Lee, 1998).

Neueren Untersuchungen zufolge scheint Vitamin-D aber die Fahigkeit zu besitzen, die Syn-
these von Metallothionein (MT) in der Haut zu induzieren (Lee, 1998). MT ist ein intrazellu-
lares Protein, dessen Synthese auch durch viele Metalle (z.B. Cd, Zn, Hg, Au, Ag) und auch
durch IL-1, INF-a beeinflusst wird (Brenner, 1991; Koizumi et al., 1985; Liebermann et al.,
1983; Durnam et al., 1984). Die intrazelluldren Funktionen von MT sind noch nicht im Detail
geklart (Karin, 1985). Allerdings ist beschrieben, dass es ein potenter Radikalfinger insbe-
sondere gegen Hydroxyradikale ist (Thornalley & Vasak, 1985), die in der Haut u.a. durch
Bestrahlung mit UV-Licht entstehen. Damit scheint Vitamin-D die Fahigkeit zu haben, iiber
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die Synthese von MT und dessen antioxidativen Effekt einen photoprotektiven Effekt auf die

Keratinozyten auszuiiben (Lee, 1998).

2.6.2.5  Vitamin-D Versorgung und Sonnenschutz

Es ist allgemein bekannt, dass tiberméfige Sonnenbestrahlung fiir die Haut schidlich ist und
eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von epidermalem Hautkrebs spielt (Osterlind et al.,
1988). Daher wurde von Dermatologen lange Zeit empfohlen, das direkte Sonnenlicht zu mei-
den oder einen UV-Schutz in Form von Sonnencremes, schiitzender Kleidung oder Sonnen-
schirmen zu benutzen. In neueren Untersuchungen wurde allerdings festgestellt, dass die vol-
lige Vermeidung von Sonneneinstrahlung auf die Haut ebenfalls gesundheitliche Risiken birgt
(Holick, 2002), denn Sonnenlicht ist fiir die meisten Menschen mit Abstand die beste und
verldsslichste Quelle fiir Vitamin-D. Dabei hingt die Wirkung des Lichtes in entscheidendem
Malle von Qualitdt und Quantitit der UV-Strahlung ab (Holick, 2002; Holick 2004). So ist
seit langer Zeit bekannt, dass der UVB Anteil des Lichts fiir die Synthese von Vitamin-Dj; in
der Haut essentiell ist. Diese Tatsache hat umso mehr Bedeutung, da Vitamin-D in der
menschlichen Nahrung rar ist und daher das Sonnenlicht die hauptsdchliche Vitamin-D Quel-

le fiir die meisten Menschen darstellt (Holick, 2001)

Nach dem heutigen wissenschaftlichen Kenntnisstand ist davon auszugehen, dass bei einer
malvollen, nicht intensiven Sonnenlichteinstrahlung die protektiven gegeniiber den mutage-
nen Effekten iiberwiegen. Es wurde sogar postuliert, dass in letzter Konsequenz auch die Zahl
der Krebstodesfille durch vorsichtige Sonnenlichtexposition oder sicherer durch orale Gabe
von Vitamin-D reduziert werden konnte (Grant, 2002). Dabei ist in den meisten Regionen
eine kurzzeitige Sonnenlichtexposition ausreichend, um einen geniigend hohen Vitamin-D
Spiegel zu erzielen (Reichrath, 2003). So ist eine Sonnenlichtexposition in Badekleidung bis
zum erreichen einer minimalen Erytehmdosis (MED; d.h. leichte Rotung der Haut) vergleich-
bar mit der oralen Einnahme von 10.000 — 25.000 IU Vitamin-D (Holick, 2003). Das bedeu-
tet, die Sonnenlichtexposition von Hianden, Gesicht, Armen und Beinen iiber 25 % der Zeit,
die nétig wiére, um einen mittleren Sonnenbrand auszuldsen (= 1 MED), zwei- bis dreimal die
Woche ist im Friithjahr, Sommer und Herbst vollig ausreichend, um den Vitamin-D Bedarf
des Korpers zu decken und iiberschiissiges Vitamin-D; im Korperfett zu speichern (Holick,

2002). AnschlieBend sollte bei andauernder Sonnenlichtexposition ein ausreichender Sonnen-
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schutz durchgefiihrt werden, um einen Sonnenbrand und weiteren schidlichen Folgen dau-

ernder Sonnenlichtexposition vorzubeugen (Reichrath, 2003; Holick, 2002).

Eine andere Situation herrscht wihrend der Wintermonate. In dieser Zeit wird der Zenith-
Winkel der Sonne so flach, dass nur wenige UVB-Photonen die Erdoberfliche erreichen. Da-
her kann im Winter, wenn tiberhaupt, nur sehr wenig Vitamin-Ds in der Haut produziert wer-

den. Davon sind vor allem Regionen iiberhalb 35° N und 35° S betroffen (Webb et al., 1988).

Ein sehr effektiver Selbstschutz der Haut gegen die schidigende Wirkung von UV-Strahlen
ist die Einlagerung von Melanin in die Epidermis. Das Absorptionsspektrum dieses Hautpig-
ments reicht von UVC-Licht (200-280 nm) bis in sichtbare Wellenldngen (>700 nm); damit
»schiitzt es auch 7-Dehydrocholesterol vor der Bestrahlung mit UVB-Photonen (Holick,
2004). Daher konnen dunkelhdutige Personen, in deren Epidermis viel Melanin eingelagert
ist, weniger Vitamin-D produzieren als hellhdutige (Holick, 1994; Clemens et al., 1982). So
braucht eine Person mit Hauttyp 5/6 (dunkle Haut, entwickelt keinen Sonnenbrand) die 10-
50fach Dosis an UV-Strahlung, um die gleiche Menge Vitamin-D zu produzieren wie eine
Person mit Hauttyp 2 oder 3 (Clemens et al., 1982). Mdoglicherweise wirkt sogar Vitamin-D

selbst auf Melanozyten, indem es die Synthese von Melanin induziert (Tomita et al., 1988).

Ein Mangel an Vitamin-D ist aber nicht nur ein Problem dunkelhdutiger Menschen oder be-
stimmter Risikogruppen (z.B. bettldgerige Pflegeheimbewohner, Menschen mit Hauttyp I
oder Patienten unter konsequentem Sonnenschutz bei immunsuppressiver Therapie). Selbst
bei jungen, aktiven Erwachsenen ist ein Vitamin-D Mangel weit verbreitet. So wurde festge-
stellt, dass 36 % des medizinischen Personals in Boston im Alter zwischen 18 und 29 Jahren

am Ende des Winters einen Vitamin-D Mangel zeigen (Holick, 2003).

Die Folgen eines Vitamin-D Mangels sind sehr vielseitig. So kann es zu einer Demineralisie-
rung des Skeletts mit den Folgen der Osteomalazie, sekundédrem Hyperparathyreoidismus und
daraus resultierender Osteoporose kommen (Holick, 2003). Aber auch Knochenschmerzen,
Muskelschwéche und Muskelschmerzen sind Symptome eines Vitamin-D-Mangels (Gelrup et
al., 2000; Semba et al,. 2001, Holick, 2002). Zusétzlich ist bei manifestem Vitamin-D-Mangel
iiber ldangere Zeit das Risiko systemischer Erkrankungen wie z.B. Bluthochdruck, diverse
Krebserkrankungen oder Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose und Typ-I-Diabetes

erhoht (Holick, 2003).
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2.6.2.6  Vitamin-D und Alopezie

Bereits aus der Anfangzeit der gezielten Rachitisbekampfung sind Félle von Patienten be-
kannt, die auf eine Therapie mit Vitamn-D nicht ansprachen. Zusitzlich konnte bei manchen
Fillen als zusitzliches Symptom eine ebenfalls therapieresistente, totale Alopezie beobachtet

werden (Demay, 1999; Malloy & Feldmann, 1999).

Anders als beim Typ I der Vitamin-D abhéngigen Rachitis (VDDR I), der durch einen Funk-
tionsdefekt der renalen 1o-Hydroxylase (Labuda et al,. 1992; Fu et al,. 1997) ausgeldst wird
und durch eine lebenslange Therapie mit physiologischen Dosen Vitamin-D-Hormon (0,25 —
1 png/Tag) erfolgreich behandelt werden kann (Malloy & Feldmann, 1999), handelt es sich bei
den therapieresistenten Fillen um den Typ II der Vitamin-D abhéngigen Rachitis. Hier liegt
eine Mutation im VDR-Gen vor, die immer in einer mehr oder minder vollstindigen Gewebe-
resistenz gegeniiber Vitamin-D resultiert (Brooks et al., 1978). Eine Therapie mit Vitamin-D-
Metaboliten ist daher nur sehr eingeschriankt moglich. Gute Erfolge wurden mit einer hochdo-

sierten, oralen Supplementierung von Kalzium erreicht (Balsan et al., 1986).

Auch bei VDR-Knockout Miusen, die hinsichtlich der Mutation homozygot sind, ist neben
anderen Verdnderungen (Hypocalzimie, Hyperparathyreoidismus, Rachitis, Osteomalazie)
eine totale Alopezie zu beobachten (Li et al., 1997). Vergleichbar mit VDDR 1I erkrankten
Patienten besteht die Alopezie nicht von Geburt an, sondern entwickelt sich wéhrend des He-

ranwachsens (Beer et al., 1981).

In der Haut wird der Vitamin-D Rezeptor nicht nur in den epidermalen Keratinozyten expri-
miert, sondern auch in Keratinozyten des dufleren Haarschafts und in der Papille des Haarfol-
likels (Stumpf et al., 1984; Berger et al., 1988; Reichrath et al., 1994). In neueren Untersu-
chungen hat sich gezeigt, dass fiir die prénatale Entwicklung der Epidermis und den erste
Haarzyklus kein Vitamin-D-Rezeptor benotigt wird (Xie et al., 2002), anders als fiir die Ent-
wicklung der erwachsenen Haut und das Einsetzen des zweiten Haarzyklus. Diese Erkentnisse
lassen den Schluf} zu, dass der Vitamin-D-Rezeptor in einer kritische Phase im zweiten Haar-
zyklus fiir die Entwicklung der Haarfollikel Voraussetzung ist (Xie et al., 2002; Kong et al.,
2002). Allerdings bleibt die Frage offen, warum sich Alopezie in Abwesenheit des Vitamin-D

Rezeptors, nicht aber bei manifestem Mangel an Vitamin-D entwickelt.
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2.7 Die Bedeutung verschiedener Tiermodelle fiir die Vitamin-D-Forschung

Vor der Entwicklung spezifischer Tiermodelle in der zweiten Hélfte der 90er Jahre hatte man
nur zwei Mdglichkeiten, in vivo Studien iiber die Wirkung von Vitamin-D im Organismus
durchzufiihren; induzierte Vitamin-D Mangelsituationen oder VDDR II-Humanstudien (Bal-
san et al., 1986; Beer et al., 1981). Da es sich bei den VDDR II Patienten um einen sehr be-
grenzten Personenkreis (seit 1978 ca. 40 Familien dokumentiert) mit meist uneinheitlichem
Geno- und Phinotyp handelt, ist die Zahl der vergleichbaren Probanden klein. Dariiber hinaus
gehoren die Patienten oft unterschiedlichen Rassen und Kulturkreisen an, so dass weder der

genetische Hintergrund, noch die Lebensbedingungen einheitlich sind.

Einblicke in die physiologische Wirkung des Vitamin-D in vivo stammen vor allem aus Stu-
dien mit Vitamin-D defizienten Ratten (z.B. Dostal & Toverud, 1984; Halloran & DeLuca,
1981; Mathews et al., 1986; Miller et al., 1983; Underwood & DeLuca, 1984). An diesen
Tiermodellen lieBen sich zwar die Wechselwirkungen des Vitamin-D-Stoffwechsels beobach-
ten, iber die molekularen Grundlagen der beteiligten Prozesse sagen sie aber oft nur wenig
aus. Ein weiteres Problem bestand darin, dass sich die Vitamin-D-Spiegel im zirkulierenden
Blut aufgrund der duBerst effektiven kutanen Synthese von Vitamin-D oder Restgehalten in
der Mangel Diidt nicht unter ein bestimmtes Niveau driicken lieBen. AuBerdem lieBen sich
trotz didtetischer Korrekturmafnahmen subtile Verdnderungen der Kalziumhomdostase nicht

regulieren (Walters et al., 1992).

Neben dem Tiermodell Ratte ist seit einigen Jahren auch ein durch Zufall entstandenes
Schweinemodell bekannt, das aufgrund einer genetisch bedingten Funktionsstorung der rena-
len Vitamin-D-Metabolisierung der VDDR I des Menschen dhnelt (Kaune & Harmeyer,
1987). Dieses Modell wurde allerdings nur fiir wenige Bereiche der Vitamin-D-Forschung
eingesetzt, da der molekulare Defekt in diesen Tieren nach wie vor ungeklart ist (Axen et al.,

1998) und die Tiere nur sehr limitiert verfiigbar sind.

Um dieses Dilemma zu beseitigen, wurde daher versucht, Mausmodelle des VDDR 1l mit
Hilfe embryonaler Stammzelltechnologie zu entwickeln. Dies gelang zuerst im Jahr 1997 in
Form eines Mausmodells, bei dem durch Mutation des ersten Zinkfingers der Vitamin-D-

Rezeptor gezielt inaktiviertem wurde. Allerdings unterschied sich diese VDR-Knockout Maus
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in einigen grundlegenden Merkmalen vom Phénoty der VDDR II des Menschen, da homozy-
gote Tiere zusdtzlich zu Rachitis und Alopezie Infertilitdt aufgrund von Uterushypoplasie und
eine stark erniedrigte Lebenserwartung zeigten (Yoschizawa et al., 1997). Das nur wenig spi-
ter entwickelte, zweite Mausmodell (Li et al., 1997) entspricht im Phanotyp weitgehend der
VDDR II des Menschen. So zeigen diese Tiere Rachitis und Alopezie bei normaler Lebens-
erwartung und ungestorter Fertilitdt. Bei diesem Mausmodell wird durch eine gezielte Mutati-
on im Sequenzbereich des zweiten Zinkfingers der DNA-Bindungsregion eine Leserasterver-

schiebung verursacht, was zum vorzeitigen Abbruch der Transkription fiihrt.

Unabhéngig von den beiden bestehenden Modellen wurde im Jahr 2002 ein weiteres Maus-
modell mit inaktiviertem VDR beschrieben (Erben et al., 2002). Bei diesen Tieren wurde
durch homologe Rekombination das fiir den ersten Zinkfinger codierende Exon 2 des VDR
deletiert. Anders als in den beiden zuvor beschriebenen Modellen wurde anstelle des Exon 2
eine bakterielle B-Galaktosidase (LacZ) als Reportergen eingefiigt. Dieses Reportergen, das
unter Transkriptionskontrolle des endogenen VDR-Promoters steht macht es moglich, das
VDR-Expressionsmuster in der Maus wihrend der Ontogenese und in der postnatalen Ent-

wicklung gewebespezifisch darzustellen.



19

3. MATERIAL UND METHODEN

Obwohl immer mehr neue Erkentnisse iiber die Rolle des Vitamin D in der Haut gewonnen
werden, sind zu diesem Thema noch viele Fragen offen. In dieser Studie soll geklirt werden,
welche Folgen die Bestrahlung mit UVB-Licht auf die Haut von Tieren mit inaktiviertem Vi-
tamin-D-Rezeptor hat. Dazu wurden Vitamin-D-Rezeptor defiziente homozygote Tiere ver-
gleichend zu Wildtyp- und heterozygoten Tieren mit UVB-Licht bestrahlt und die Hautreakti-
onen dokumentiert. Die im Versuch verwendeten homozygoten Miuse zeigen ab einem Alter
von ca. sieben Wochen einen sehr speziellen Phénotyp; sie entwickeln neben einer vollstandi-
gen Alopezie auch histologische Hautverdnderungen in Form epidermaler Zysten (Abbil-

dung 1).

Abbildung 1
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Phénotypauspriagung Histologische Hautverédnderungen bei A/A-Tieren
von links nach rechts: A/A, WT/A, WT/WT

3.1 Tiermaterial

Fiir die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden Wildtyp und VDR-Knockout-Méuse
(Erben, 2002) verwendet. Sowohl die Wildtyp- als auch die VDR-Knockout-Méuse stammen
aus Anpaarungen von heterozygoten Tieren. Die fiir diese Anpaarungen verwendeten hetero-
zygoten Tiere waren lber fiinf bis sechs Generationen auf den genetischen Hintergrund

C57BL/6 zuriickgekreuzt.

Im ersten Versuch wurden 80 weibliche Tiere eingesetzt. Die Tiere waren bei Versuchsbeginn

sechs Monate alt. Die im zweiten Versuch (kurzzeitige UV-Exposition) verwendeten Tiere
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waren bei Versuchsbeginn sechs Monate (27 Tiere), sechs Wochen (13 Tiere) und drei Wo-
chen (26 Tiere) alt. Insgesamt wurden fiir die Kurzzeitversuche 62 Tiere verwendet, davon 47
weibliche und 15 ménnliche. Fiir den dritten Versuch (Langzeitexposition) wurden insgesamt
42 weibliche Tiere im Alter von sechs Monaten (27 Tiere) und sechs Wochen (15 Tiere) ein-

gesetzt.

3.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden bei konstant 24 °C Raumtemperatur und einem Lichtprogramm von je 12
Stunden Licht/ 12 Stunden Dunkelheit gehalten. Sie hatten freien Zugang zu handelsiiblichem
Alleinfutter oder Rescue Diet und Leitungswasser. Das handelsiibliche Alleinfutter (Altromin
1314, Altromin, Lage, Deutschland) enthielt 0,9% Kalzium, 0,7% Phosphor, 0% Lactose und
600 TU Vitamin-D/kg. Die Rescue Diet (Altromin) enthielt 2% Kalzium, 1,25% Phosphor,
20% Lactose und 600 IU Vitamin-D/kg. Bei den Tieren auf Rescue Diet wurde diese Didt ab
dem 16. Lebenstag gefiittert.

3.3 Methoden

3.3.1 Enthaaren der Miuse

Die Narkose erfolgte durch Injektion von Domitor (Medetomidinhydrochlorid, Fa. Pfizer,
Karlsruhe). Die Injektion wurde s.c. am Bauch in einer Dosierung von 0,25 mg/ kg verab-
reicht. Am sedierten Tier erfolgte zundchst eine Schur des Riickenfells, anschlieBend wurde
Pilca Enthaarungsmousse auf die geschorenen Stellen aufgetragen. Nach einer Einwirkzeit
von vier Minuten konnten die Haarreste mit der Creme trocken abgewischt werden. Um die
Creme restlos zu entfernen wurde die enthaarte Riickenhaut der Tiere mit lauwarmem Wasser
abgewaschen und abgetrocknet. Die Antagonisierung der Narkose erfolgte durch Injektion
von Antisedan (Atipamezolhydrochlorid, Fa. Pfizer, Karlsruhe) in einer Dosierung von 1,5

mg/ kg s.c. in die Nackenfalte.

Die bereits haarlosen VDR-Knockout-Méuse wurden analog sediert und mit Enthaarungscre-

me behandelt.
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Fiir den Versuch II (mehrwdchige UV-Exposition) wurden die Tiere einmal pro Woche ent-

haart. Die Enthaarung erfolgte einen Tag vor Beginn des nichsten Bestrahlungszyklus.

3.3.2 Messen der Hautfaltendicke

Zur Messung der Hautfaltendicke wurde am sedierten Tier eine ca. 2 cm groBe Hautfalte aus
der Riickenhaut nach oben gezogen und die Dicke gemessen. Die Messung wurde mit dem
Dickenmessgerdt J 50 mit Abhebevorrichtung (Kdfer Messuhren) durchgefiihrt. Das Gerét

war mit einem 3 mm Messeinsatz ausgestattet, der Anpressdruck betrug 0,6 N.

3.3.3 Bestrahlung mit UV-Licht

Die im Versuch eingesetzten Tiere wurden UVB-Strahlung ausgesetzt. Als Strahlungsquelle
diente eine Philips TL 20 W/12 Roéhre, die Bestrahlung erfolgte von oben. Der vertikale Ab-
stand zwischen der Strahlungsquelle und den Tieren betrug 30 cm, die Bestrahlung wurde mit
einer oder zwei Rohre durchgefiihrt, die zentral {iber den jeweils bestrahlten Tieren ange-
bracht waren. Die Intensitdt der Strahlung war an allen Stellen des bestrahlten Bereichs gleich
hoch. Die Bestrahlungsanlage wurde uns nach Messung der Strahlungsintensitit von Profes-
sor Dr. Dr. Gniadecki, Kopenhagen zur Verfligung gestellt. Jede Gruppe wurde in einem se-

paraten Kéafig bestrahlt, in dem sich die Tiere wihrend der Bestrahlung frei bewegen konnten.

3.4 Versuchsdurchfithrung

Samtliche Tierversuche wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt und unter dem

Aktenzeichen 211-2531-53/98 gefiihrt.

34.1 UV-induzierte Karzinogenese

Die Langzeit-Bestrahlung (4-9 Monate) mit UVB-Licht mit Wellenldngen zwischen 281-320
nm fiihrt bei haarlosen Miusen zur Karzinogenese (Cole et al., 1986). Ziel unseres Versuchs
war es, Daten iiber die UVB-induzierte Karzinogenese bei Médusen mit inaktiviertem Vitamin-
D-Rezeptor zu erhalten. Im Versuch wurden homozygote, heterozygote und Wildtyp-Tiere

eingesetzt. Die UV-Dosis wurde beginnend mit 1,2 B-MED (1 B-MED=825 J/m®) pro Be-



22

handlung so gewéhlt, dass die Tiere ein geringes Erythem entwickeln sollten (Wulf et al.,
1994). Im Verlauf des Versuchs sollte die Dosis wochentlich gesteigert werden, bis in der
achten Bestrahlungswoche eine Dosis von 2,4 B-MED erreicht ist. Diese Dosis wird fiir den
Rest des Versuchs beibehalten. Die Bestrahlung sollte an vier aufeinanderfolgenden Tagen

pro Woche nach folgendem Schema durchgefiihrt werden:

Tabelle 1: UV-induzierte Karzinogenese: zunichst geplante Versuchdurchfiihrung

Bestrahlungswoche Dosis (B-MED) min/ B-MED Zeit (min) min/ B-MED  Zeit (min)
1 Lampe 1 Lampe 2 Lampen 1 Lampen

Woche 1 1,2 5,61683 6,74

Woche 2 1,5 5,61683 8,43

Woche 3 1,6 5,61683 8,99

Woche 4 1,7 2,83798 4,82

Woche 5 1,8 2,83798 5,11

Woche 6 2 2,83798 5,68

Woche 7 2,2 2,83798 6,24

Woche 8 24 2,83798 6,81

ab Woche 9 2,4 2,83798 6,81

Fiir diesen Versuch war eine Gruppe von 80 Tieren vorgesehen, davon 20 Wildtyp-Tiere, 20
heterozygote Tiere, 20 homozygote Tiere auf Normal Diét, auBerdem 20 homozygote Tiere,
die mit Rescue Diet gefiittert wurden. Alle in diesem Versuch verwendeten Tiere waren weib-

lich.

Zu Beginn des Versuchs wurden alle Tiere wie beschrieben enthaart. Da iiber die UV-
Toleranz von normalerweise behaarten Wildtyp- und heterozygoten Tieren keine Daten vor-
lagen, begannen wir die Bestrahlung probehalber mit einer Rohre iiber eine Dauer von 3 min.
(=0,5357 B-MED). Schon nach zwei Bestrahlungstagen mussten wir feststellen, dass Wild-
typ- und heterozygote Tiere selbst bei dieser niedrigen Strahlungsintensitdt auf die Bestrah-
lung mit einem hochgradigem Erythem, vergleichbar einem mittleren Sonnenbrand reagier-
ten. Die haarlosen homozygoten Tiere sowohl auf Normal-Diét als auch auf Rescue Diet zeig-

ten auf die Bestrahlung mit 0,5357 B-MED keinerlei Hautreaktion.

Um den Versuch dennoch durchfithren zu konnen, reduzierten wir die Anfangsdosis auf
0,2679 B-MED, was einer Bestrahlungsdauer von 1,5 min entspricht. Auch die wochentliche
Steigerung musste reduziert werden. Der Versuch wurde nach folgendem, modifiziertem

Schema durchgefiihrt.
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Tabelle 2: UV-induzierte Karzinogenese: Modifizierte Versuchsdurchfiihrung
Bestrahlungswoche Dosis (B-MED) min/ B-MED Zeit (min) min/ B-MED Zeit (min)

1 Lampe 1 Lampe 2 Lampen 1 Lampen
Woche 1 0,27 5,61683 1,5
Woche 2 0,36 5,61683 2,0
Woche 3 0,45 5,61683 2,5
Woche 4 0,53 5,61683 3,0
Woche 5 0,62 5,61683 3,5
Woche 6 0,71 5,61683 4,0
Woche 7 0,80 5,61683 4,5
Woche 8 0,89 5,61683 5,0
Woche 9 0,98 5,61683 55
Woche 10 1,07 5,61683 6,0
Woche 11 1,16 5,61683 6,5
Woche 12 1,25 5,61683 7,0
Woche 13 1,34 5,61683 7,5
Woche 14 1,42 5,61683 8,0
Woche 15 1,51 2,83798 4,3
Woche 16 1,60 2,83798 4,5
Woche 17 1,69 2,83798 4,8
Woche 18 1,78 2,83798 51
Woche 19 1,87 2,83798 53
Woche 20 1,96 2,83798 5,6
Woche 21 2,05 2,83798 5,8
Woche 22 2,14 2,83798 6,1
Woche 23 2,23 2,83798 6,3
Woche 24 2,31 2,83798 6,6
Woche 25 2,40 2,83798 6,8
ab Woche 26 2,40 2,83798 6,8

Auf die in diesem modifizierten Schema dargestellte Bestrahlungsdosis reagierten die hetero-
zygoten und Wildtyp- Tiere wie gewiinscht nach viertdgiger Bestrahlung mit leichtem E-

rythem. Die homozygoten Tiere zeigten keinerlei Hautreaktion.

3.4.2 Entziindungsreaktion der Haut nach UV-Kurzzeitexposition

Der Versuch wurde insgesamt dreimal mit Tieren verschiedener Altersgruppen (sechs Mona-

te, sechs Wochen, drei Wochen) durchgefiihrt.

Zu Beginn des Versuchs mit sechs Monate alten Tieren wurden die Tiere zunéchst entspre-
chend ihres Genotyps in drei Gruppen zu je neun Tieren eingeteilt. Innerhalb dieser Gruppen

wurden jeweils sechs Tiere mit Rescue Diet und jeweils drei Tier mit normaler Diét gefiittert.



24

Bei den Versuchen mit 6 Wochen alten bzw. 3 Wochen alten Tieren erhielten alle verwende-
ten Tiere die Rescue Diet. Auch hier wurden die Tiere entsprechend ihres Genotyps in drei
Gruppen aufgeteilt. Die einzelnen Gruppen bestanden im Versuch mit sechs Wochen alten
Tieren aus vier Wildtyp- Miusen, vier heterozygoten Méusen und fiinf homozygoten Mausen,
insgesamt 13 Tiere. Im Versuch mit drei Wochen alten Tieren waren es insgesamt 26 Tiere,

davon zehn Wildtyp-Tiere, zehn heterozygote Tiere und sechs homozygote Tiere.

Tabelle 3: Versuchsanordnung UV-Kurzzeitexposition

Versuch | Alter n WT/ | WT/A | A/A RD ND weibl. | ménn
WT

I 6 Mo. |27 9 9 9 18 9 27

II 6 Wo. |13 4 4 5 9 9

I 3Wo |26 10 10 6 26 11 15

Am Tag 1 wurden alle Tiere wie beschrieben enthaart, fotografiert und die Hautfaltendicke
gemessen. An Tag 2, 3 und 4 erfolgte die Bestrahlung der Tiere mit einer B-MED von 0,45

(2,5 min mit einer Rohre).

Am Tag fiinf wurden alle Tiere durch cervikale Dislokation schmerzlos getdtet. Am toten Tier
wurde jeweils die Hautfaltendicke gemessen, Proben der Ohrmuschel und der Riickenhaut
entnommen. Die Proben wurden fiir histologische Schnitte in 4 % PFA fixiert. Zusétzlich
wurden Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren, um fiir eventuell spéter auftretende Frage-
stellungen Material fiir Kryoschnitte, RNA-Extraktion oder Proteinextraktion zur Verfligung

zu haben.

343 Veranderungen der Haut nach mehrwochiger UV-Exposition

Dieser Versuch wurde insgesamt zweimal mit Tieren verschiedenen Altersgruppen (sechs

Monate, sechs Wochen) durchgefiihrt. Es wurden ausschlieBlich weibliche Tiere verwendet.

Zu Beginn des Versuchs wurden die Tiere zundchst entsprechend ihrem Genotyp in drei
Gruppen (homozygote-, heterozygote-, WT) eingeteilt. Bei den insgesamt 27 Tieren im Alter
von 6 Monaten umfasste jede Gruppe neun Tiere. Innerhalb dieser Gruppen wurden jeweils

sechs Tiere mit Rescue Diet (RD) und jeweils drei Tiere mit normaler Didt (ND) gefiittert.
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Fiir die Versuchsdurchfiihrung mit sechs Wochen alten Tieren standen insgesamt 18 Tiere zur
Verfligung. Davon sechs Wildtyp-Tiere, sechs heterozygote Tiere und sechs homozygote Tie-

re. Alle Tiere wurden ausschlielich mit Rescue Diet gefiittert.

Tabelle 4: Versuchsanordnung UV-Langzeitexposition

Versuch | Alter n WT/WT | WT/A A/A RD ND
| 6 Mo. 27 9 9 9 18 6
11 6 Wo. 18 6 6 6 18

Am Tag nach der Enthaarung begann die Bestrahlung mit UV-Licht, beginnend mit 0,27 B-
MED pro Bestrahlung (eine Réhre, Bestrahlungszeit 1,5 min) an vier aufeinander folgenden
Tagen (Tag 2-5). Nach einem Tag Regeneration wurden die Tiere an Tag 7 wieder wie be-
schrieben enthaart, fotografiert und die Hautfaltendicke gemessen. In jeder weiteren Bestrah-
lungswoche erhohte sich die Bestrahlungsdauer um jeweils 30 sec (0,09 B-MED) Dieser Zyk-
lus wurde mit den sechs Monate alten Tieren zweimal, mit den drei Wochen alten Tieren

viermal wiederholt, bis eine deutliche Anderung der Pigmentierung zu beobachten war.

Tabelle 5. :Mehrwochige UV-Exposition: Versuchsdurchfiihrung sechs Monate alte Tiere

Bestrahlungswoche Dosis (B-MED) min/ B-MED Zeit (min)
1 Lampe 1 Lampe

Woche 1 0,27 5,61683 1,5

Woche 2 0,36 5,61683 2,0

Tabelle 6. :Mehrwochige UV-Exposition: Versuchsdurchfiihrung sechs Wochen alte Tiere

Bestrahlungswoche Dosis (B-MED) min/ B-MED Zeit (min)
1 Lampe 1 Lampe
Woche 1 0,27 5,61683 1,5
Woche 2 0,36 5,61683 2,0
Woche 3 0,45 5,61683 2,5
Woche 4 0,53 5,61683 3,0

Um mit dem Versuch zur UV-Kurzzeitexposition vergleichbare Ergebnisse zu erhalten wurde
beziiglich Totung, Hautfaltendickenmessung und Probennahme von Ohr- und Riickenhaut

analog verfahren.
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Die Baseline-Kontrolltiere (n = 13) wurden zu Versuchsbeginn getdtet, Korpergewicht und
Hautfaltendicke gemessen. AnschlieBend wurden Proben von Ohren und Riickenhaut ge-

nommen und wie beschrieben konserviert.

3.5 Histologische Aufarbeitung der Hautproben

3.5.1 Priparation, Fixierung und Entwisserung

Die 1 x 1 cm groBBen Hautproben der Riickenhaut und Proben der Ohrmuscheln wurden in
gekennzeichnete Histologiekorbchen gegeben und tiber Nacht bei 4 °C in 4 % Paraformalde-
hyd (PFA, in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4) fixiert. Um eine optimale Durchmischung der
Fixationslosung zu erreichen, wurde ein Magnetriihrer verwendet. Nach Auswaschen des Fi-
xans mit Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,4) erfolgte die Entwasserung der Proben {iber
eine aufsteigende Alkoholreihe, wobei die Proben zunéchst fiir 48 h in 70%igen Ethanol ver-
bracht wurden, anschliefend wurden sie in der Histokinette Hypercenter 2 (Firma Shandon)
zunichst fiir 1 h in 96%igen Ethanol und anschlieBend ebenfalls fiir 1 h in 99%igen Ethanol
eingelegt.

3.5.2 Einbettung

Im Anschluf3 an die Entwésserung wurden die Hautproben fiir 1 h bei 56-58°C in ein Paraf-
finbad I gegeben, danach bei gleicher Temperatur in frisches Paraffin II. Nach Abkiihlung und
Aushértung wurde die Paraffinmasse wieder erwidrmt und die Hautproben einzeln in durch

Histologiekorbchen gekennzeichnete Paraffinblocke eingebettet.

3.5.3 Herstellung von Paraffinschnitten

Nach Abkiihlung und vollstindiger Aushirtung wurde das tliberschiissige Paraffin an den Sei-
ten der Blocke mit einem scharfen Messer schichtweise entfernt. AnschlieBend wurden von
den eingebetteten Hautproben mittels eines HM 360 Mikrotoms (Fa. Microm, Walldorf) 5 pm
dicke Paraffinschnitte angefertigt. Dabei wurden die ersten 15-20 Schnitte verworfen, die
nachfolgenden Schnitte wurden im Wasserbad (35 °C) geglittet und auf Objekttrager aufge-

zogen, welche mit 3-Amino-Propyltriethoxysilan (APES, Sigma) vorbehandelt wurden. Diese



27

Behandlung dient der Aufrauung der Oberfliche und fiihrt zur besseren Haftung der Schnitte
auf dem Objekttriager. AnschlieBend wurden die Schnitte bei Raumtemperatur mehrere Stun-

den luftgetrocknet.

3.54 Firbung der Hautschnitte

Nach Auswahl der qualitativ besten Schnitte wurden diese nach folgendem Firbeprotokoll

gefarbt:
In der Himalaun-Eosin-Farbung farbt Himalaun Chromatin blau, Eosin Zytoplasma und In-
terzelluldrsubstanz rosa. Die so gefdrbten Priparate wurden spéter fiir die Messung der Epi-

dermisdicken verwendet.

Zunéchst mussten die Schnitte nach folgendem Schema entparaffiniert werden:

Xylol 2 x 15 min nacheinander
100% Ethanol 5 min
40% Ethanol 5 min
Aqua dest. 5 min

AnschlieBend durchliefen die Schnitte folgende Farbeschritte:

Héamalaun 3,5 min
Abspiilen in flieBendem Leitungswasser 10 min
1% Eosin (wéssrig) 3.5 min
70% Ethanol 10 sec
98% Ethanol 3 min
100% Ethanol 5 min
Xylol 5 min

Zuletzt erfolgte das Eindecken der Priaparate mit DePex (Fa. Boehringer, Ingelheim).

Herstellung der Himalaun-Losung: 1 g Hematoxylin (Merck), 0,2 g Natriumjodat, 50 g
Aluminiumkaliumsulfat, 1 g Zitronensdure-Monohydrat und 50 g Chloralhydrat in 1.000 ml

aqua dest.



Herstellung der Eosin-Losung: 10 g gelbes Eosin in 1.000 ml aqua dest.

Liste der verwendeten Reagentien und Farben

Aluminiumkaliumsulfat Merck Art. Nr. 1.01047
APES Sigma A-3648
Chloralhydrat Merck Art. Nr. 1.02425
DePex Boehringer-Ingelheim 001824302
Eosin G Merck Art. Nr. 1.15935
Ethanol Merck Art. Nr. TC 212-9025
Haematoxylin Merck Art. Nr. 1.04302
Natriumjodat Merck Art. Nr. 1.06525
Paraffin MEDITE 40.0021-00
Xylol Merck Art. Nr. TC 912-9025
Zitronensdure Monohydrat Merck Art. Nr. 1.00244
3.6 Histologische Messungen

Die Messung der Epidermisdicke wurde mit einem halbautomatischen Bildanalysesystem
(VIDEOPLAN, Fa. C. Zeiss, Oberkochen) und einem Zeiss Axioskop-Mikroskop mit Zei-
chentubus an HE-geféarbten Schnitten durchgefiihrt. Es wurde ein Schnitt von jedem Tier ge-
messen. Die Dicke der Riickenhaut-Epidermis wurde bei jedem Tier in interfollikuldren Regi-
onen an mindestens 20 Messpunkten bei 20facher Vergroflerung bestimmt, wobei die Mess-
punkte gleichméBig liber das ganze Préparat verteilt waren. Die Epidermisdicke wurde als

Mittelwert {iber alle Messungen ermittelt.

3.7 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS fiir Windows (Version 11.5, SPSS Inc., Chica-
go, IL, USA) durchgefiihrt. Bei den Versuchen, in denen sowohl Tiere auf Normaldidt wie
auch auf Rescue diet verwendet wurden, wurde zunichst eine faktorielle Varianzanalyse (A-
NOVA) mit den Faktoren Genotyp und Diat durchgefiihrt. Da sich bei diesen Experimenten
keinerlei Einfluss des Faktors Didt auf Hautparameter bzw. auf die Hautreaktion auf UV-

Bestrahlung zeigte, wurden die Daten von Tieren auf Normaldiédt und Rescue diet zusammen-
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gefasst und mittels einfacher ANOVA analysiert. Falls die einfache ANOVA ergab, dass sich
die Mittelwerte der einzelnen Gruppen signifikant unterschieden, diente der Dunnett-Test als
Post hoc-Test, um individuelle Unterschiede zwischen den Gruppen zu testen. Dabei wurden

die Wildtyp-Tiere als jeweilige Kontrollgruppe verwendet.
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4, ERGEBNISSE

4.1 UV induzierte Karzinogenese

Erwartungsgemal3 entwickelte sich bei den Wildtyp- und heterozygoten Tieren nach viertdgi-
ger Bestrahlung ein leichtes Erythem, das sich an den bestrahlungsfreien Tagen zuriickentwi-
ckelte, so dass die Tiere bei Beginn des néchsten Strahlungsintervalls unbeschéddigte Riicken-
haut zeigten. In diesen Gruppen war eine steigende Toleranz gegeniiber der Bestrahlung mit
UVB-Licht zu beobachten. Die am Versuch beteiligten Tiere zeigten in allen Gruppen unver-

andertes Verhalten.

In der achten Bestrahlungswoche, bei einer B-MED von 0,89 begannen sich Verhaltensverén-
derungen zu manifestieren. Eines der Wildtyp-Tiere zeigte starken Juckreiz und Automutila-
tion durch Kratzen als Folge der Bestrahlung. Trotz Aussetzen der Bestrahlung und Behand-
lung mit Bepanthen Wundsalbe (Roche, Grenzach-Wyhlen) konnte bei diesem Tier keine
Heilung herbeigefiihrt werden. Das Tier wurde darauthin schmerzlos getotet. Zwei Wochen
spater entwickelte sich bei drei weiteren Tieren (ein Wildtyp-, zwei heterozygote Tiere) die
gleiche Symptomatik. In der darauf folgenden Woche erkrankten zwei weitere Wildtyp-Tiere.
Da die durch den Juckreiz verursachen Hautverletzungen bei keinem der Tiere zur Abheilung
zu bringen waren und in den folgenden Wochen immer mehr Wildtyp- und heterozygote Tie-
re starken Juckreiz entwickelten, musste der Versuch nach 25 Wochen aufgrund mangelnder
Tierzahl abgebrochen werden. Bei den homozygoten Tieren zeigten sich keine Anzeichen von

Juckreiz.

Die verbliebenen Tiere wurden schmerzlos getdtet, es wurden Proben von Ohr und Riicken-

haut entnommen.

Obwohl dieser Versuch das gewiinschte Ergebnis nicht erbringen konnte, lieferte er zwei inte-

ressante Beobachtungen:

1. Homozygote Méause zeigen eine hohe Resistenz gegen die Bestrahlung mit UVB

Licht. Bei Bestrahlung mit einer Dosis, die bei Wildtyp- und heterozygoten Tieren
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zu einem Erythem fiihrt, ist bei homozygoten Tieren keinerlei Einziindungsreakti-

on an der Haut zu beobachten.
2. Nach mehrwochiger UV-Exposition fand bei Wildtyp- und heterozygoten Tieren

durch Verdickung der Haut eine langsame Adaptation an die Bestrahlung statt. Bei

homozygoten Tieren waren keine Hautverdnderungen zu beobachten.

4.2 Vergleich der Entziindungsreaktion der Haut nach UV-Kurzzeitexposition

4.2.1 Ergebnis der faktoriellen Varianzanlyse

Fiir den zuerst durchgefiihrten Versuch mit sechs Monate alten Tieren wurden die verwende-
ten Tiere zum Teil mit normalem Alleinfutter und zum Teil mit Rescue Diet gefiittert. Da sich
in der faktoriellen Varianzanalyse kein signifikanter EinfluB3 hinsichtlich des Parameters Diit
feststellt lie3, wurden die Daten von Tieren auf Normal- und Rescue Diet zusammengefasst.
In den folgenden Versuchen kamen ausschlieBlich mit Rescue Diet erndhrte Tiere zum Ein-

satz.

Tabelle 7: faktorielle Varianzananlyse UV Kurzzeitexposition

Genotyp Diat Interaktion
Genotyp * Diat
Hautfaltendicke VB p = 0,033 n.s. n.s.
Hautfaltendicke A p=0,019 n.s. n.s.
Epidermisdicke p < 0,0001 n.s. n.s.

VB = Versuchsbeginn, A = Verdnderung Versuchsbeginn-Versuchsende

4.2.2 Entwicklung des Korpergewichts

Im ersten Kurzzeitversuch mit sechs Monate alten Tieren zeigten sich weder zu Versuchsbe-
ginn, noch bei Versuchsende signifikanten Differenzen beziiglich des Korpergewichts. An-
ders als in den danach durchgefiihrten Versuchen kam es allerdings bei allen drei Genotypen

zu einer negativen Gewichtsentwicklung iiber die Dauer des Versuchs.
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Bei den jungen Tieren aus den Kurzzeitversuchen II und III waren nach der dreitdgigen inten-
siven Bestrahlung mit UVB-Licht, mit Ausnahme der homozygoten Tiere aus Kurzzeitver-
such III, durchgingig Gewichtszunahmen zu verzeichnen. In der Gruppe der sechs Wochen
alten Tiere bestanden weder bei Versuchsbeginn, noch nach dreitdgiger Bestrahlung signifi-
kante Gewichtsunterschiede zwischen den Gruppen. Obwohl sich die Genotypen im Hinblick
auf das Korpergewicht deutlich unterschiedlich entwickelten (Gewichtszunahmen zwischen
0,02 +/- 0,15 g und 0,47 +/- 0,18 g), erreichten die Unterschiede keine statistische Signifi-
kanz. In der Gruppe der drei Wochen alten Tiere zeigte sich trotz vergleichbaren Anfangs-
und Endgewichten eine kontrdre Entwicklung der Korpergewichte. Wahrend die Wildtyp-
und heterozygoten Tiere an Korpergewicht zulegten (Wildtyp-Tiere 1,89 +/- 0,25, heterozy-
gote Tiere 2,64 +/- 0,52), war bei den homozygoten Tieren eine Gewichtsreduktion zu beo-
bachten, wodurch die Gewichtsdifferenz am Versuchsende statistische Signifikanz erreichte

(p =0,002, Tabelle 8).
Da in keiner der Versuchsgruppen wihrend der Versuchsdauer eine deutliche Anderung der
Korpergewichte festzustellen war, scheint die dreitidgige UV-Bestrahlung keinen EinfluB3 auf

die korperliche Gesamtkonstitution und das Allgemeinbefinden der Tiere zu haben.

Tabelle 8: UV Kurzzeitexposition: Entwicklung des Korpergewichts

Gruppe n Korpergewicht Differenz
Versuchsbeginn (g) Versuchsende (g) (9)

I (Alter 6 Mo.)

I (WT/WT) 9 28,42 +/- 1,90 27,97 +/-1,72 -0,46 +/- 0,38

I (WT/A) 9 29,00 +/- 1,36 28,71 +/- 1,24 -0,29 +/- 0,38

Il (A/A) 9 26,21 +/- 1,18 25,72 +/- 1,08 -0,50 +/- 0,28

One-way ANOVA n.s. n.s. n.s.

Il (Alter 6 Wo.)

I (WT/WT) 4 18,67 +/- 1,54 19,13 +/- 1,68 0,47 +/- 0,18

I (WT/A) 4 18,63 +/- 0,91 18,73 +/- 0,90 0,10 +/- 0,14

I (A/D) 5 18,44 +/- 1,07 18,42 +/- 1,15 0,02 +/- 0,15

One-way ANOVA n.s. n.s. n.s.

lll (Alter 3 Wo.)

I (WT/WT) 10 9,35 +/- 0,52 11,24 +/- 0,75 1,89 +/- 0,25

I (WT/A) 10 10,04 +/- 1,65 12,68 +/- 2,07 2,64 +/- 0,52

Il (A/A) 6 12,80 +/- 1,32 12,29 +/- 1,08 -0,50 +/- 0,55*

One-way ANOVA n.s. n.s. p = 0,002

Alle Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler
*p < 0,05 gegen Wildtyp
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4.2.3 Entwicklung der Hautfaltendicke (Abb. 2-9; 14-16)

Im zuerst durchgefiihrten Kurzzeitversuch I mit 6 Monate alten Tieren zeigten sich zu Ver-
suchsbeginn signifikante Unterschiede (p = 0,007, Tabelle 9) im Hinblick auf den Parameter
Hautfaltendicke. Die grofSte Hautfaltendicke wurde bei den homozygoten Tieren ermittelt
(Hautfaltendicke Versuchsbeginn: Wildtyp-Tiere 0,75 +/- 0,04, heterozygote Tiere 0,78 +/-
0,04, homozygote Tiere 0,98 +/- 0,07). Nach 3-tdgiger Bestrahlung (B-MED 0,45) mit UVB
Licht hatten sich die Hautfaltendicken angleichend entwickelt, so dass bei Versuchsende nur
noch geringe Differenzen zwischen den Genotypen bestanden. Allerdings dokumentierte sich
in der Entwicklung der Hautfaltendicke wiahrend der dreitdgigen Bestrahlung ein signifikanter
Unterschied (p = 0,006, Tabelle 9) zwischen den einzelnen Genotypen. Erwartungsgemal
entwickelten die homozygoten Tiere den geringsten Zuwachs hinsichtlich des Parameters
Hautfaltendicke, bei den Wildtyp- und heterozygoten Tieren war ein vergleichbarer Zuwachs
zu verzeichnen (Differenz Hautfaltendicke: Wildtyp-Tiere 0,31 +/- 0,03; heterozygote Tiere
0,37 +/- 0,09, homozygote Tiere 0,11 +/- 0,02).

Um einen EinfluB3 des Tieralters, bzw. den damit verbundenen Hautverdnderungen bei den
homozygoten Tieren auszuschlieBen, fiihrten wir zwei Versuche mit deutlich jlingeren (sechs
Wochen bzw. drei Wochen alt) Tieren durch. Diese Gruppe der sechs Wochen alten Tiere
zeigte nach Enthaarung eine duBerlich identische Hautstruktur. Dennoch war die Reaktion auf
die dreitdgige UVB Bestrahlung sehr unterschiedlich. Wie auch im Kurzzeitversuch I zeigten
im Kurzzeitversuch II die homozygoten Tiere zu Versuchsbeginn die hochsten Werte bei der
Messung der Hautfaltendicke. Die Unterschiede vor Bestrahlung erreichten allerdings keine
statistische Signifikanz. Durch dreitdtige Bestrahlung mit UVB Licht war bei Wildtyp- und
heterozygoten Tieren eine signifikante Zunahme der Hautfaltendicke festzustellen (Zunahme
Hautfaltendicke: Wildtyp-Tiere 0,31 +/- 0,03, heterozygote Tiere 0,37 +/- 0,09; homozygote
Tiere 0,11 +/- 0,02)), so dass auch bei den Hautfaltendicken am Versuchsende eine Differenz

nachweisbar war, die statistisch signifikant war (p = 0,003, Tabelle 9).

Die Ergebnisse aus Kurzzeitversuch I und II geben keinen Hinweis darauf, dass bei homozy-
goten Tieren die altersbedingten Hautverdnderungen einen Einflu3 auf die UV Resistenz ha-
ben. Um dieses Ergebnis zu iiberpriifen wurde der Versuch mit jiingeren, drei Wochen alten
Tieren, wiederholt. Bei dieser Altersgruppe kann man davon ausgehen, dass die Tiere sich

noch im ersten Haarzyklus befinden, Hautverdnderungen durch den VDR-Mangel kénnen
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hier ausgeschlossen werden. Anders als in den vorangegangenen Versuchen zeigten hier bei
Versuchsbeginn nicht die homozygoten, sondern die heterozygoten Tiere die signifikant
stiarkste Hautfaltendicke (Hautfaltendicke Versuchsbeginn: Wildtyp-Tiere 0,40 +/- 0,03, hete-
rozygote Tiere 0,64 +/- 0,06, homozygote Tiere 0,48 +/- 0,03). Dieses Ergebnis dnderte sich
durch die UVB Bestrahlung nicht, so dass bei Versuchsende noch immer signifikante Unter-
schiede zwischen Wildtyp- und heterozygoten Tieren bzw. homozygoten und heterozygoten
Tieren bestanden (Hautfaltendicke Versuchsende Wildtyp-Tiere 0,89 +/- 0,06, heterozygote
Tiere 1,13 +/- 0,07, homozygote Tiere 0,90 +/- 0,09). Der bestrahlungsbedingte Zuwachs der

Hautfaltendicke erreichte im Vergleich der Genotypen keine statistische Signifikanz.

Damit lieB sich die sechs Monaten bzw. sechs Wochen alten Tieren beobachtete, gesteigerte
UV Resistenz der homozygoten Tiere bei einer Versuchswiederholung mit drei Wochen alten
Tieren nicht bestitigen. Wéhrend bei Wildtyp- und heterozygoten Tieren die Hautreaktionen
auf eine Bestrahlung mit UV-Licht in allen drei Altersgruppen dhnlich waren, scheint bei den

homozygoten Tieren das Alter einen wesentlichen Einflufl auf die UV-Resistenz der Haut zu

haben.

Tabelle 9: UV Kurzzeitexposition: Entwicklung der Hautfaltendicke

Gruppe n Hautfaltendicke Differenz
Versuchsbeginn (mm) Versuchsende (mm) (mm)

I (Alter 6 Mo.)

I (WT/WT) 9 0,75 +/- 0,04 1,06 +/- 0,04 0,31 +/- 0,03

I (WT/A) 9 0,78 +/- 0,04 1,16 +/- 0,09 0,37 +/- 0,09

I (A/A) 9 0,98 +/- 0,07 1,09 +/- 0,07 0,11 +/- 0,02

One-way ANOVA p = 0,007 n.s. p = 0,006

Il (Alter 6 Wo.)

I (WT/WT) 4 0,69 +/- 0,09 1,47 +/- 0,06 0,78 +/- 0,07

I (WT/A) 4 0,70 +/- 0,06 1,25 +/- 0,07 0,55 +/- 0,03*

[ (A/A) 5 0,84 +/- 0,06 0,90 +/- 0,09* 0,05 +/- 0,03*

One-way ANOVA n.s. p = 0,003 p < 0,0001

Il (Alter 3 Wo.)

I (WT/WT) 10 0,40 +/- 0,03 0,89 +/- 0,06 0,49 +/- 0,04

I (WT/A) 10 0,64 +/- 0,06* 1,13 +/- 0,07* 0,49 +/- 0,07

[ (A/A) 6 0,48 +/- 0,03 0,90 +/- 0,09 0,32 +/- 0,02

One-way ANOVA p = 0,004 p = 0,035 n.s.

Alle Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler
*p < 0,05 gegen Wildtyp
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4.2.4 Entwicklung der Epidermisdicke (Abb. 2-9, 17-19)

In der Baseline Kontrollgruppe zeigten weder die sechs Monate alten Tiere noch die drei Wo-

chen alten Tiere signifikante Unterschiede hinsichtlich der Epidermisdicke.

Im ersten Versuch mit sechs Monate alten Tieren war nach dreitdgiger Bestrahlung mit UVB-
Licht eine signifikante Verdickung (p < 0,0001, Tabelle 10) der Epidermis in der Gruppe der
Wildtyp- und der heterozygoten Tiere zu beobachten (Epidermisdicke: Wildtyp-Tiere 55,48
+/- 4,39; heterozygote Tiere 49,69 +/- 6,83, homozygote Tiere 25,00 +/- 1,69). Damit zeigten

die homozygoten Tiere bei gleicher Strahlungsdosis eine deutlich geringere Hautreaktion.

Die Versuchswiederholung mit sechs Wochen alten Tieren erbrachte hinsichtlich der Ent-
wicklung der Epidermisdicken ein vergleichbares Ergebnis. Zwar fielen die Unterschiede et-
was geringer aus, aber auch hier zeigte sich eine signifikante Zunahme (p = 0,023, Tabelle 10)
bei Wildtyp- und heterozygoten Tieren (Epidermisdicke: Wildtyp-Tiere 74,13 +/- 8,93; hete-
rozygote Tiere 65,65 +/- 4,73; homozygote Tiere 47,74 +/- 4,37).

Dieses Ergebnis lie sich bei Versuchswiederholung mit drei Wochen alten Tieren nicht bes-
tatigen. Hier entwickelten die homozygoten Tiere eine deutlich stirkere Proliferation der Epi-
dermis nach UV-Bestrahlung. Zwar liegt der Wert 50,92 +/- 3,97 um auch in dieser Alters-
gruppe unter dem der Wildtyp-Tiere mit 59,85 +/- 6,37 um und dem der heterozygoten Tiere
mit 66,47 +/- 10,15 pm, dennoch ist die Differenz zwischen den UV-provozierten Reaktionen

an der Epidermis deutlich geringer und erreichte keine statistische Signifikanz.

Auch bei der Epidermisproliferation nach UV-Bestrahlung scheint das Alter der Tiere eine
wesentliche Rolle zu spielen. Obwohl in allen drei Altersgruppen die Reaktion der homozy-
goten Tiere am schwéchsten ausgeprigt war, sind in der Gruppe der drei Wochen alten Tiere
die geringsten Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen festzustellen. Dies entspricht

auch den Ergebnissen iiber die Entwicklung der Hautfaltendicke.



Tabelle 10: UV Kurzzeitexposition: Entwicklung der Epidermisdicke

Gruppe Epidermisdicke
Baseline (um) Versuchsende (um)

I (Alter 6 Mo.)
I (WT/WT) 14,49 +/- 0,03 55,48 +/- 4,39
I (WT/A) 14,20 +/- 0,79 49,69 +/- 6,83
Il (A/A) 18,10 +/- 2,91 25,00 +/- 1,69
One-way ANOVA n.s. p < 0,0001
Il (Alter 6 Wo.)
I (WT/WT) 74,14 +/- 8,93
I (WT/A) 65,65 +/- 4,73

p = 0,041 (3/2)
Il (A/A) 47,74 +/- 4,37*
One-way ANOVA n.s. p = 0,023
Il (Alter 3 Wo.)
I (WT/WT) 10,91 +/- 0,16 59,85 +/- 6,37
I (WT/A) 11,04 +/- 0,18 66,47 +/- 10,15
Il (A/A) 10,86 +/- 0,23 50,92 +/- 3,97
One-way ANOVA n.s. n.s.

Alle Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

*p < 0,05 gegen Wildtyp
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4.3 Auswirkungen mehrwochiger Bestrahlung mit UV Licht

4.3.1 Ergebnis der faktoriellen Varianzanlyse

Wie auch im ersten Kurzzeitversuch wurden die hier im zweiwdchigen Versuch verwendeten,
sechs Monate alten Tiere zum Teil mit normalem Alleinfutter und zum Teil mit Rescue Diet
geflittert. Da sich in der faktoriellen Varianzanalyse kein signifikanter Einfluf3 hinsichtlich des
Parameters Diét feststellt lie3, wurden die Daten von Tieren auf Normal- und Rescue Diet
zusammengefasst. In den folgenden Versuchen kamen ausschlieBlich mit Rescue Diet erndhr-

te Tiere zum Einsatz.

Tabelle 11: faktorielle Varianzananlyse zweiwoOchige Bestrahlung

Genotyp Diat Interaktion
Genotyp * Diat
Hautfaltendicke VB p =0,025 n.s. n.s.
Hautfaltendicke A n.s. n.s. n.s.
Epidermisdicke n.s. n.s. n.s.

VB = Versuchsbeginn, A = Verdnderung Versuchsbeginn-Versuchsende

4.3.2 Entwicklung des Korpergewichts

Die im ersten Langzeitversuch eingesetzten sechs Monate alten Tiere zeigten weder zu Ver-
suchsbeginn noch bei Versuchsende signifikante Differenzen hinsichtlich des Korpergewichts
(Tabelle 12). Wéhrend des zweiwochigen Versuchs war bei allen drei Genotypen ein Verlust
an Korpergewicht zu beobachten. Die bei Versuchsbeginn gewichtsmiBig schwichste Gruppe
der homozygoten Tiere verlor im Verhéltnis am wenigsten an Gewicht, so dass sich die Werte

bei Versuchende aneinander angeglichen hatten.

Anders entwickelten sich die Korpergewichte in dem Versuch mit sechs Wochen alten Tieren.
Zwar hatten auch hier zu Versuchsbeginn die homozygoten Tiere das niedrigste durchschnitt-
liche Korpergewicht, nach der vierwdchige Bestrahlung mit UV Licht war allerdings in dieser
Gruppe die groite Gewichtszunahme zu verzeichnen. Zum Zeitpunkt des Versuchsendes wa-

ren die durchschnittlichen Korpergewichte nahezu identisch.
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Da in keiner der Versuchsgruppen wiihrend der Versuchsdauer eine deutliche Anderung der
Korpergewichte festzustellen war, scheint auch die zweiwdchige UV-Bestrahlung keinen
Einflu} auf die korperliche Gesamtkonstitution und das Allgemeinbefinden der Tiere zu ha-

ben.

Tabelle 12: Mehrwdchige UV-Bestrahlung: Entwicklung des Korpergewichts

Gruppe n Korpergewicht Differenz
Versuchsbeginn (g) Versuchsende (g) (9)

LZ | (Alter 6 Mo)

I (WT/WT) 9 32,81 +/- 3,26 31,20 +/- 2,57 -1,61 +/- 0,94

I (WT/A) 9 30,55 +/- 1,23 27,56 +/- 1,01 -1,75 +/- 0,63

Il (A/D) 9 28,77 +/- 0,69 27,37 +/- 0,82 -1,40 +/- 0,37

One-way ANOVA n.s. n.s. n.s

LZ 1l (Alter 6 Wo)

I (WT/WT) 6 19,08 +/- 1,43 22,43 +/- 0,83 3,36 +/- 1,40

I (WT/A) 6 17,19 +/- 1,13 21,90 +/-1,06 4,72 +/- 1,01

I (A/D) 5 15,44 +/-1,60 22,64 +/- 0,57 5,65 +/- 0,80

One-way ANOVA n.s. n.s. n.s.

Alle Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

4.3.3 Entwicklung der Hautfaltendicke (Abb. 10-13; 14-16)

Im ersten Versuch mit sechs Monate alten Tieren waren bei Versuchsbeginn deutliche Unter-
schiede in der Dicke der Riickenhautfalte nachzuweisen. Dabei zeigten die homozygoten Tie-
re vor Bestrahlungsbeginn eine signifikant dickere Hautfalte (p = 0,009, Tabelle 13) als die
Vergleichsgruppen (Hautfaltendicke Versuchsbeginn: Wildtyp-Tiere 0,86 +/- 0,06; heterozy-
gote Tiere 0,78 +/- 0,05; homozygote Tiere 1,01 +/- 0,04). Nach zweiwochiger UV-
Bestrahlung (B-MED 0,27; 0,36) war bei allen drei Genotyen eine Zunahme der Hautfaltendi-
cke nachzuweisen. Obwohl die Wildtyp-Tiere mit einer Zunahme von 0,18 +/- 0,06 pm und
heterozygoten Tiere mit einer Zunahme von 0,22 +/- 0,07 um deutlich starker reagierten als
die homozygoten Tiere (Differenz Hautfaltendicke 0,09 +/- 0,04) erreichte der Unterschied

der Werte bei Versuchsende keine statistische Signifikanz.

In der Versuchswiederholung mit sechs Wochen alten Tieren wurde die Bestrahlung wie be-
schrieben iiber vier Wochen durchgefiihrt (B-MED 0,27; 0,36; 0,45; 0,53). Weder bei Ver-
suchsbeginn, noch am Versuchsende zeigten die Hautfaltendicken signifikante Differenzen.
Allerdings war nach der vierwochigen Bestrahlung ein deutlicher Unterschied in der Hautre-

aktion von Wildtyp- bzw. heterozygoten Tieren und homozygoten Tieren nachzuweisen. Den
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geringsten Zuwachs der Hautfalte entwickelten die homozygoten Tiere (Differenz Hautfalten-
dicke: Wildtyp-Tiere 0,18 +/- 0,10, heterozygote Tiere 0,07 +/- 0,05, homozygote Tiere -0,18
+/- 0,03).

Tabelle 13: Mehrwochige UV Exposition: Entwicklung der Hautfaltendicke

Gruppe n Hautfaltendicke Differenz
Versuchsbeginn (mm) Versuchsende (mm) (mm)

LZ | (Alter 6 Mo)

I (WT/WT) 9 0,86 +/- 0,06 1,04 +/- 0,04 0,18 +/- 0,06

I (WT/A) 9 0,78 +/- 0,05 0,99 +/- 0,03 0,22 +/- 0,07

Il (A/D) 9 1,01 +/- 0,04 1,10 +/- 0,06 0,09 +/- 0,04

One-way ANOVA p =0,009 n.s. n.s

LZ Il (Alter 6 Wo)

I (WT/WT) 6 0,78 +/- 0,06 0,96 +/- 0,09 0,18 +/- 0,10

I (WT/A) 6 0,83 +/- 0,06 0,89 +/- 0,07 0,07 +/- 0,05

Il (A/D) 5 0,81 +/- 0,07 0,70 +/- 0,02 -0,18 +/- 0,03*

One-way ANOVA n.s. n.s. p=0,01

Alle Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler
*p <0,05 gegen Wildtyp

4.3.4 Entwicklung der Epidermisdicke (Abb. 10-13; 17-19)

In der Baseline Kontrollgruppe zeigten weder die sechs Monate alten Tiere noch die drei Wo-
chen alten Tiere signifikante Unterschiede hinsichtlich der Epidermisdicke. Auf die mehrwo-
chige UV-Bestrahlung reagierten die Tiere deutlich geringer mit Verdickung der Epidermis
als in den vorangegangenen dreitigigen Versuchen. Weder bei den sechs Monate alten Tieren,
noch bei den sechs Wochen alten Tieren waren statistisch signifikante Verdnderungen festzu-
stellen (Tabelle 14).

Tabelle 14: Mehrwochige UV-Bestrahlung: Entwicklung der Epidermisdicke

Gruppe Epidermisdicke

Baseline (um) Versuchsende (um)
LZ | (Alter 6 Mo.)
I (WT/WT) 14,49 +/- 0,03 25,58 +/- 5,90
I (WT/A) 14,20 +/- 0,79 14,35 +/- 0,38
Il (A/D) 18,10 +/- 2,91 18,26 +/- 0,80
One-way ANOVA n.s. n.s.
LZ 1l (Alter 6 Wo.)
I (WT/WT) 21,77 +/- 3,29
I (WT/A) 22,20 +/- 2,31
Il (A/A) 22,41 +/- 0,90
One-way ANOVA n.s. n.s.

Alle Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler
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Abb1ldung 10 WT/WT unbehandelte Haut Abblldung 11: A/A, Basehne unbehandelte Haut

Abblldung 13: A/A Alter 6 Mo., 2 Wo. Bestrahlung

2 i
Abblldung 12: WT/WT Alter 6 Mo., 2 Wo Bestrahlung

Abbildung 10-13:  Originalvergroferung 200fach
HE-Firbung
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5. DISKUSSION

In der hier beschriebenen Studie sollte erstmals die Auswirkung von UVB-Strahlung auf die
Haut von Vitamin-D-Rezeptor-defizienten Madusen verschiedener Altersstufen untersucht
werden. Die vorliegenden Daten haben iiberraschenderweise gezeigt, dass 6 Wochen und 6
Monate alte VDR-Mutanten eine wesentlich geringere Empfindlichkeit gegeniiber UVB-
Strahlung aufweisen als Wildtyp- oder heterozygote Tiere. Drei Wochen alte VDR-Mutanten
mit noch weitgehend unveridnderter Haut zeigten jedoch im Vergleich mit Wildtyp-Mausen

eine sehr dhnliche Empfindlichkeit gegeniiber UVB-Bestrahlung.

5.1 Der Hautphinotyp von VDR-Knockout-Méiusen

Ahnlich wie Menschen mit einem Gendefekt des VDR (Beer et al., 1981; Demay, 1999; Mal-
loy & Feldmann, 1999) zeigen auch VDR-Knockout-Miuse eine progrediente Alopezie, die
bei Méusen im Alter von 4 bis 6 Wochen beginnt und mit ca. 4 Monaten in eine generalisier-
te, totale Alopezie einmiindet (Yoshizawa et al., 1997; Li et al., 1997; Erben et al., 2002). Im
Gegensatz zu Hypokalzédmie, sekunddrem Hyperparathyreoidismus und rachitischem Kno-
chenphénotyp ldsst sich der Hautphdnotyp von VDR-Knockout-Méausen nicht durch Fiittern
der Rescue diet, also durch die Normalisierung der Kalziumhomoostase, beeinflussen (Li et
al., 1998). Der in Keratinozyten des dufleren Haarschafts und in der Papille des Haarfollikels
exprimierte VDR (Stumpf et al., 1984; Berger et al., 1988; Reichrath et al., 1994) ist fiir die
Entwicklung der Haarfollikel in einer kritischen Phase im zweiten Haarzyklus essentiell (Xie
et al., 2002; Kong et al., 2002). Es ist momentan unklar, warum der VDR nicht fiir die prina-
tale Entwicklung der Epidermis und fiir den ersten Haarzyklus notwendig ist, und warum die
essentielle Funktion des VDR fiir die Haarbildung unabhéngig vom Liganden, also dem Vi-
tamin-D-Hormon, ist. Vitamin-D-Mangel oder Vitamin-D-Hormon-Mangel ist nicht mit einer

Alopezie assoziiert (Demay, 1999; Malloy & Feldmann, 1999).

Neben der Alopezie weist die Haut von VDR-Knockout-Mausen jedoch noch weitere Verén-
derungen auf. Ein typisches Merkmal der Epidermis von VDR-Knockout-Miusen ist die
Entwicklung von Epidermalzysten (Li et al., 1997; Erben et al., 2002). Wie die vorliegende
Studie gezeigt hat, beginnt die Entwicklung dieser Zysten bereits im Alter von ca. 3 Wochen
(Abb. 21). Zu spédteren Zeitpunkten findet sich in der Haut von VDR-Mutanten bereits eine
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Vielzahl dieser Zysten. Heterozygote Tiere sind nicht betroffen. Die Pathogenese dieser Epi-
dermalzysten bei VDR-Knockout-Miusen ist unbekannt. Einige dieser Zysten sind dunkel
pigmentiert, was insbesondere bei alten VDR-Mutanten zu einem ,,gesprenkelten* Aussehen
der Haut fiihrt. Zusédtzlich zur Entwicklung der Epidermalzysten kommt es insbesondere bei
Tieren, die dlter als ca. 4 — 6 Monate sind, zu deutlichen Verdnderungen der Hautstruktur. Die
Haut wird faltig, fiihlt sich teigig an und verliert an Elastizitdt (Abb. 3). Durch diese Verdnde-
rungen kommt es, wie in dieser Arbeit gezeigt, bei 6 Monate alten VDR-Knockout-Miusen
zu einer deutlichen Zunahme der Hautfaltendicke. Die Dicke des Hautoberfldchen-Epithels ist
davon allerdings nicht betroffen. Altere VDR-Mutanten neigen auch zur Entwicklung von
lokalen Dermatitiden, was moglicherweise mit der verdnderten Hautstruktur zusammenhéngt.
Es ist allerdings nicht auszuschliefen, dass auch der Wegfall der in einer Reihe von Experi-
menten (Adorini et al., 2003; Griffin et al., 2003; Van Etten et al., 2003) nachgewiesenen,
immunomodulatorischen Wirkungen von 10,25(0OH),D; zur Entwicklung der gehéduften Der-
matitiden bei VDR-Mutanten beitrigt. Uber die molekularen Grundlagen der strukturellen
Hautverdnderungen bei VDR-Knockout-Mausen ist derzeit noch wenig bekannt. Die phino-
typischen Verdnderungen der Haut bei VDR-Mutanten sprechen somit nicht nur fiir eine mo-
lekulare Rolle des VDR in der Haarbildung, sondern auch in der Erhaltung der Elastizitét der
Haut. Moglicherweise hemmt 10,25(OH),D; auch die Entwicklung von Dermatitiden, was fiir

die dermatologische Forschung in der Human- und Tiermedizin von groer Bedeutung wire.

Abbildung 20: WT/WT, Alter 3 Wochen, unbehandelte Haut Abbildung 21: A/A, Alter 3 Wochen, unbehandelte Haut

5.2 UVB-induzierte Hautkarzinogenese

Um Aussagen iiber die karzinogene Wirkung von UVB-Strahlung bei VDR-Knockout-
Maiusen machen zu kénnen, wurde ein UVB-Hautkarzinogenese-Versuch im Rahmen dieser

Arbeit durchgefiihrt. Die karzinogene Wirkung von UVB-Strahlung ist in Langzeit-



46

Experimenten mit Méusen bereits mehrfach nachgewiesen (Wulf et al., 1994; Bech-Thomsen
et al., 1994). Im Laufe von mehreren Monaten UVB-Exposition entstehen dabei zunéchst Pa-
pillome und spéter dann vor allem Plattenepithelkarzinome. Das initial geplante Versuchsde-
sign hinsichtlich Bestrahlungsintensitit und —dauer stellt ein in der Literatur hdufig verwende-
tes Standard-Vorgehen dar (Wulf et al., 1994; Bech-Thomsen et al., 1994). Fiir diese Versu-
che wurden jedoch bisher aus praktischen Griinden stets Nacktmiuse verwendet. Daher konn-
ten wir auf keinerlei Erfahrungen zur UVB-Bestrahlung von C57BL/6-Méusen zuriickgreifen.
Zu Beginn dieses Versuchs stellte sich heraus, dass C57BL/6-Miduse wesentlich empfindli-
cher als Nacktmiuse auf UVB-Strahlung reagieren. Deshalb musste die UVB-Dosis um ca.
das Sfache gegeniiber Nacktmausen reduziert werden. Dies zeigt unter anderem, dass unter-
schiedliche Mausstimme sehr unterschiedlich auf UVB-Strahlung reagieren, und dass fiir
bestimmte Mausstimme etablierte Verfahren nicht vorbehaltslos auf andere Stimme {ibertra-

gen werden kdnnen.

Leider hat sich dieser Versuch dann im weiteren Verlauf als undurchfithrbar erwiesen, weil
sich bei Wildtyp- und heterozygoten Tieren, nicht jedoch bei homozygoten Mutanten, nach
ca. 8 Wochen Versuchsdauer héufig starker Juckreiz entwickelte, was dann den Abbruch des
Versuches notwendig machte. Obwohl der Versuch somit keine Daten beziiglich potentieller
Unterschiede der UVB-induzierten Hautkarzinom-Entwicklung bei Wildtyp- und VDR-
Knockout-Méusen lieferte, zeigte sich als interessantes Teilergebnis doch im Vergleich zu
Wildtyp- und heterozygoten Tieren eine wesentlich geringere Empfindlichkeit der Haut von 6
Monate alten VDR-Knockout-Miusen gegeniiber akuter und chronischer UVB-Exposition.
Damit in Zusammenhang steht moglicherweise auch die Resistenz der VDR-Mutanten gegen-

tiber der Entwicklung von Juckreiz.

5.3 UVB-induzierte Keratinozytenproliferation und Entziindungsreaktion in der
Haut

Um die lokale Entziindungsreaktion der Haut und die gesteigerte Proliferation von Keratino-
zyten als Antwort auf UVB-Exposition zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit mehrere Ver-
suche durchgefiihrt, in denen nach 3tdgiger oder mehrwdchiger UVB-Bestrahlung von Wild-
typ-, heterozygoten und homozygoten VDR-Mutanten die Hautfaltendicke mit einem Hautfal-
tendickenmessgerit und die Epidermisdicke histologisch quantifiziert wurden. In sehr guter
Ubereinstimmung mit den Daten aus dem Hautkarzinogenese-Versuch zeigte sich, dass 6

Monate und 6 Wochen alte homozygoten Tiere eine deutlich hohere UVB-Resistenz als die
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Wildtyp- und heterozygoten Tiere aufwiesen. Die Zunahme der Hautfaltendicke als MafR fiir
die entziindliche Reaktion und die nachfolgende Bindegewebszubildung war bei VDR-
Knockout-Méusen dieser Altersstufen nach 3 Tagen und nach 2 - 4 Wochen UVB-Exposition
wesentlich geringer ausgeprigt als bei heterozygoten und Wildtyp-Tieren. Die Art der Diét
(Rescue oder Normaldiét) hatte keinen Einfluf3 auf die UVB-induzierte Hautreaktion. Nach 3
Tagen UVB-Exposition kam es bei Wildtyp- und heterozygoten Tieren zu einer starken Stei-
gerung der Epidermisdicke als MaB fiir die UVB-induzierte Keratinozytenproliferation. Bei 6
Wochen und 6 Monate alten homozygoten VDR-Mutanten war dieser Anstieg der Epidermis-

dicke signifikant reduziert.

Aus diesen Ergebnissen liee sich schlieBen, dass der vollstindige Verlust der VDR-
Rezeptorfunktion einen photoprotektiven Einflul auf die Haut hat. Im Gegensatz dazu stehen
die Ergebnisse zweier Studien (Hanadan et al., 1995; Lee & Youn, 1998) in denen sowohl in
vitro als auch in vivo die photoprotektive Wirkung von Vitamin-D gegen UVB-Strahlung
nachgewiesen werden konnte. Bei den dort verwendeten Méausen fiihrte die systemische Be-
handlung mit Vitamin-D zu einer deutlichen Verringerung der UVB-verursachten Hautldsio-
nen bei Einsatz niedriger UV-Dosen. Auch in der Zellkultur lieB sich in diesen Studien die
photoprotektive Wirkung von Vitamin-D nachweisen. Allerdings wird beschrieben, dass bei
Bestrahlung mit héheren UVB-Dosen (50 mJ/cm?) dieser protektive Effekt nicht mehr wirk-
sam ist. Auch die in Keratinozyten beobachtete Steigerung der Synthese von Metallothionein
durch Vitamin-D wiirde eher fiir einen photoprotektiven Effekt von Vitamin D sprechen (Lee,

1998) und steht somit in Widerspruch zu den hier vorgestellten Versuchsergebnissen.

Aufgrund der oben beschriebenen Verdnderungen der Haut bei dlteren VDR-Mutanten war es
jedoch nicht auszuschlieBen, dass die unterschiedlichen Hautreaktionen bei VDR-Knockout-
Maiusen durch die bereits bestehenden Hautverdnderungen bei den VDR-Mutanten bedingt
waren. Deshalb wurde ein Versuch mit 3tdgiger UVB-Exposition auch mit 3 Wochen alten
Tieren durchgefiihrt. In diesem Alter haben homozygote VDR-Mutanten noch normales Fell
und nur sehr dezente Verdnderungen der Epidermis-Histologie. Interessanterweise zeigte die-
ser Versuch, dass die Zunahme von Hautfaltendicke und Epidermisdicke bei Wildtyp-, hete-
rozygoten und VDR-Knockout-Méusen in dieser Altersstufe vergleichbar war. Dieses Ergeb-
nis zeigt klar, dass es keine direkte molekulare Rolle des VDR in der UVB-induzierten Ent-
ziindungsantwort der Haut gibt. Vielmehr beruht die bei dlteren VDR-Knockout-Tieren ge-

fundene UVB-Resistenz sehr wahrscheinlich auf praexistenten Hautverdnderungen bei diesen
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Tieren. Es ist derzeit vollig unklar, auf welchen strukturellen oder biochemischen Verande-
rungen diese verminderte Reaktion der Haut von élteren VDR-Knockout-Miusen gegeniiber
UVB-Exposition beruht. Moglicherweise lieen sich jedoch durch eine Aufkldrung der
zugrunde liegenden Verdanderungen sehr wertvolle Hinweise auf die zelluldren Vorgédnge ge-

winnen, die zu den UVB-induzierten Hautldsionen fiithren.

54 Ausblick

Eine Fiille von Daten aus der Humanmedizin und insbesondere der experimentellen Biomedi-
zin hat in den letzten Jahren gezeigt, dass der Vitamin-D-Rezeptor eine Reihe von wichtigen
Funktionen in der Haut innehat. So ist der Vitamin-D-Rezeptor essentiell fiir die Haarbildung
und hat eine bedeutende Rolle in der Kontrolle der Proliferation und Differenzierung von Ke-
ratinozyten. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen Ergebnisse lassen vermuten,
dass es auch eine - allerdings wohl nur indirekte - Beteiligung des Vitamin-D-Rezeptors an
der Reaktion der Haut auf physikalische Noxen geben kdnnte. Mdglicherweise konnte Vita-
min D auch eine Rolle spielen in der Erhaltung der Haut-Elastizitdt und in der Pathogenese
von Dermatitiden. Es ist zu hoffen, dass eine weitere Aufklarung dieser Zusammenhinge zu
wesentlichen Verbesserungen in der Therapie von Hautkrankheiten in der Human- und Tier-

medizin fihren wird.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des Vitamin-D-Rezeptors (VDR) fiir die Ent-
stehung UVB-induzierter Hautkarzinome und fiir die Entziindungsreaktion der Haut auf kurz-
zeitige (3 Tage) und mehrwochige (2 — 4 Wochen) UVB-Bestrahlung zu erforschen. Im Ver-
such wurden Wildtyp-, heterozygote und homozygote VDR-Knockout Méuse verwendet.

Fiir die Untersuchung der UV-induzierten Karzinogenese wurde 80 weiblichen Wildtyp-, he-
terozygoten und homozygoten VDR-Knockout Méusen (n = 20 pro Gruppe) mit genetischem
Hintergrund C57BL/6 einmal wochentlich die Riickenhaut enthaart, anschlieBend wurden die
Tiere an vier aufeinander folgenden Tagen mit wochentlich steigenden Dosen UVB-Licht
bestrahlt. Eine Gruppe der homozygoten VDR-Knockout Miuse (n = 20) wurde mit einer
speziellen Didt erndhrt, die mit Kalzium, Phosphat und Laktose angereichert war (Rescue
Diet), die restlichen Tiere erhielten normales Alleinfutter. Der Versuch musste nach 25 Wo-
chen abgebrochen werden, da die Wildtyp- und heterozygoten Tiere nichtheilende Hautlésio-
nen entwickelten. Obwohl der Versuch vorzeitig beendet werden musste, zeigte er doch deut-
lich, dass homozygote VDR-Mutanten eine wesentlich hohere Toleranz gegen Bestrahlung

mit UVB-Licht haben als Wildtyp- und heterozygote Tiere.

Um die Entziindungsreaktion der Haut nach 3tdgiger UVB-Bestrahlung zu ermitteln wurden 6
Monate, 6 Wochen und 3 Wochen alte Wildtyp-, heterozygote und homozygote VDR-
Knockout Méause (n = 27, 13, 26 pro Versuch) enthaart und an drei aufeinander folgenden
Tagen mit UVB-Licht (0,45 B-MED) bestrahlt. Nach dreitdgiger Bestrahlung wurden alle
Tiere getotet. Die Entziindungsreaktion der Haut und die Proliferation der Keratinozyten wur-
de durch Messen der Hautfaltendicke vor Versuchsbeginn und am Tag 4 und durch histo-
morphometrische Messung der Epidermisdicke im histologischen Schnitt ermittelt. Dabei
zeigte sich, dass im Verhéltnis zu Wildtyp- und heterozygoten Tieren der Zuwachs der Haut-
faltendicke und der Epidermisdicke bei homozygoten Tieren im Alter von 6 Monaten und 6

Wochen, nicht aber fiir die Tiere im Alter von 3 Wochen siginifikant niedriger war.

Zur Untersuchung der Hautreaktion auf mehrwdchige UVB-Bestrahlung wurden 6 Monate
alte und 6 Wochen alte Wildtyp-, heterozygote und homozygote VDR-Knockout Miuse (n =
27, 15 pro Versuch) einmal pro Woche enthaart und fiir 2 — 4 Wochen (4 Tage pro Woche)
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mit steigenden UVB-Dosen bestrahlt. Die Tiere wurden nach einer Bestrahlungsdauer von 2
Wochen (6 Monate alte Tiere) und 4 Wochen (6 Wochen alte Tiere) am Tag nach der letzten
Bestrahlung getotet. Die Entziindungsreaktion der Haut und die Intensitit der Keratinozy-
tenproliferation wurde wie bereits beschrieben ermittelt. Vergleichbar mit den Ergebnissen
der 3tdgigen UVB-Bestrahlung war bei 6 Monate und 6 Wochen alten homozygoten VDR-
Mutanten die UVB-induzierte Dickenzunahme der Hautfalte signifikant niedriger als bei

Wildtyp- und heterozygoten Tieren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass 6 Monate und 6 Wochen alte homozygote VDR-Mutanten im
Vergleich zu gleichalten Wildtyp- und heterozygoten Tieren eine deutlich hohere Resistenz
gegen UVB-Strahlung besitzen. Allerdings war die Entziindungsreaktion der 3 Wochen alten
VDR-Knockout Méuse vergleichbar mit der von Wildtyp-und heterozygoten Tieren. Daraus
kann man schlieBen, dass die UVB-Resistenz dieser Tiere sehr wahrscheinlich auf praexisten-
ten Hautverdnderungen beruht. Durch eine Aufklarung der zugrunde liegenden Verdnderun-
gen lieBen sich moglicherweise wertvolle Hinweise auf die zelluliren Vorgénge gewinnen,

die zu den UVB-induzierten Hautlédsionen fiihren.
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6 SUMMARY

The role of the vitamin D receptor for UVB-induced skin lesions in mice

It was the aim of this study to elucidate further the role of the vitamin D receptor (VDR) in
UVB-induced skin carcinogenesis, and in the inflammatory skin response following short-
term (3 days) and long-term (2 — 4 weeks) UVB irradiation, using wild-type, heterozygous
and homozygous VDR-ablated mice.

For the study of UV-induced carcinogenesis, 80 female wild-type, heterozygous and homozy-
gous VDR mutant mice (n = 20 each) on C57BL/6 background were weekly epilated at the
back, and were treated 4 times per week with increasing doses of UVB irradiation. One group
of homozygous VDR mutant mice (n = 20) was kept on a diet enriched with calcium, phos-
phate, and lactose (rescue diet), the other animals received normal mouse chow. This experi-
ment had to be prematurely terminated 25 weeks after start of UVB irradiation due to severe
itching in wild-type and heterozygous mice. Although the experiment could not be completed,
it clearly showed that homozygous VDR mutants tolerated distinctly higher UVB doses com-

pared with wild-type and heterozygous mice.

To examine the inflammatory skin response after a 3-day UVB exposure, 6-month-old, 6-
week-old, and 3-week-old wild-type, heterozygous and homozygous VDR mutant mice (n =
27, 13, 26 to each) were epilated, and were subsequently irradiated on three consecutive days
with 0,45 B-MED of UVB light. All animals were killed on the day after the last UVB irra-
diation. The inflammatory skin response and keratinocyte proliferation was assessed by meas-
urement of skin fold thickness at baseline and at day 4, and by histomorphometric measure-
ment of epidermal thickness in histological skin sections after necropsy. The results showed
that relative to wild-type and heterozygous mice the increase in skin fold thickness and in
epidermal thickness was significantly reduced in 6-month-old and in 6-week-old homozygous

VDR mutants, but not in 3-week-old VDR mutants.

To investigate the skin response to long-term UVB exposure, 6-month-old and 6-week-old
wild-type, heterozygous and homozygous VDR mutant mice (n = 27,15 to each) were weekly
epilated, and were subsequently irradiated for 2 — 4 weeks (4 days per week) with increasing

doses of UVB light. All animals were killed after 2 (6-month-old mice) or 4 weeks (6-week-
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old mice) of UVB irradiation, on the day after the last UV irradiation. The inflammatory skin
response and keratinocyte proliferation was assessed as described above. Similar to the results
after 3-day UVB irradiation, the increase in skin fold thickness induced by UVB was signifi-
cantly less pronounced in 6-month-old and in 6-week-old homozygous VDR mutants com-

pared with wild-type and heterozygous mice.

Our data show that 6-month-old and 6-week-old homozygous VDR mutant mice are resistant
to UVB irradiation, relative to age-matched wild-type and heterozygous mice. However, the
response of 3-week-old VDR mutants to 3-day irradiation was indistinguishable from wild-
type and heterozygous mice, suggesting that the resistance to UVB in 6-week-old and older
homozygous VDR mutants is caused by pre-existing changes in the skin. Elucidation of the
factors causing resistance of the skin to UVB in older VDR mutant mice might provide im-

portant insights into the pathogenesis of UV-induced skin lesion.
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