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Verzeichnisse V-8

Abkiirzungsverzeichnis und Worterklarungen

-/- oder -KO = Variante einer Tierart, bei der das voranstehend genannte Gen (z.B. VDR -/-
oder IL-4 -/-) auf beiden Allelen defekt ist und nicht exprimiert wird; das Genprodukt
wird nicht gebildet.

10,25(0OH),D; = Calcitriol oder 1a,25-Dihydroxycholecalciferol; chemische Summenformel.

10,25(0OH),D, = Dihydroxyergocalciferol, chemische Summenformel.

1a—OHase = 25-Hydroxyvitamin D;-10-OHase = CYP27B1 = 1a-Hydroxylase (s. Kap.
2.1.).

1la—OHase -/- = Auf beiden Allelen des 1a-OHase-Gens liegt ein Defekt vor, weswegen das
Enzym nicht exprimiert werden kann.

6-OHDA = 6-Hydroxydopamin, ein Neurotoxin (siche Kap. 7.2.3.).

7-DHC = 7-Dehydrocholesterol (siche Kap. 2.1.).

24,25(0OH),D; = 24,25-Dihydroxycholecalciferol; chemische Summenformel (s. Kap. 2.1.).

24-OHase = D3-24-OHase = CYP24 = Vitamin D; 24-Hydroxylase (s. Kap. 2.1.).

25-OHase = D3-25-OHase = CYP27 = Vitamin D; 25-Hydroxylase (s. Kap. 2.1.).

25(OH)D; = 25-Hydroxycholecalciferol; chemische Summenformel. Vorstufe von Calcitriol
(s. Kap. 2.1.; zur Rolle in der Ermittlung des VD-Versorgungsstatuss s. Kap. 2.5.).

Abb. = Abbildung.

ACE ='Angiotensin converting enzyme' (s. Kap. 6.1.1.).

AD = Atopische Dermatitis (s. Kap. 4.4.2.1.).

ADH = Adiuretin (s. Kap. 6.1.1.).

AIDS ='Acquired immune deficiency syndrome', auch HIV (humanes immundefizienz-Virus)
genannte Viruserkrankung des Immunsystems.

Ak = Antikorper.

A.n. = Acanthosis nigricans (s. Kap. 4.4.4.).

ANA = Antinukledre Antikorper; ein Hinweis auf Lupus erythematodes (s. Kap.3.3.4.).

AP = Aktivatorprotein; ein Transkriptionsfaktor, also ein an der Steuerung der Transkription
beteiligtes Protein, das mit der VD-Genaktivierung zusammenhingende Funktionen hat.
Die verschiedenen Aktivatorproteine sind arabisch nummeriert: AP-1, AP-2, usw.

APC = Antigen priasentierende Zelle (s. Kap. 3.1.1.2).

ApoA = Apoprotein A, Proteinanteil eines am Fetttransport im Blut beteiligten
zusammengesetzten Proteines. Der Proteinanteil eines zusammengesetzten Proteines wird
stets als Apoprotein bezeichnet (s. Kap. 8.2.).

AR = Androgen-Rezeptor.

As = Aminoséure.

ATP = Adenosin-Triphosphat; einer der Energietréger im Zellstoffwechsel.

ATP-ase = Adenosin-Triphosphat-Phosphatase, eine ATP-spaltende Phosphatase.

BCR = 'B-cell-receptor' (s. Kap.3.1.2.1.).

BMI = 'Body mass index', ein Umrechnungssystem zur Bestimmung der relativen
Ubergewichtigkeit.

BPH = Benigne Prostatahyperplasie (s. Kap. 5.1.1.2.).

Bsm I = Eine VDR-Genotyp-Variante, die im Hinblick auf das Tumorrisiko als zentral eingestuft
wird. Von den drei Varianten BB, Bb und bb ist letztere mit einem niedrigen
Serumspiegel von 25(OH)D; assoziiert'.

C = Kohlenstoffatom.

Ca*" = Zweifach positiv geladenes Calciumion.

1 Pritchard et al., 1996; Kearney et al., 1996; La Veccia et al., 1997
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Ca®* = Cai = Intrazelluldres Calcium.

[Cai**] = Intrazellulire Calciumkonzentration.

CAMP = camp = 'Cathelicidin antimicrobial peptide'; ein Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr (s. Kap. 3.2. und 3.2.7.).

c¢AMP = 'Cyclic adenosin monophosphat'; Teil der intrazelluldren Signaliibertragung.

Ca,” = Cao, Extrazellulires Ca*".

CAP18 = CAMP.

CaR = Calcium-Rezeptor.

CaRE = 'Calcium-response element'; an der DNA liegende Bindungsstelle fiir Ca®", die bei
Bindung des Liganden die Transkription mitreguliert.

CCR = CC-Chemokinrezeptor (s. Kap. 3.1.1.2.).

CD = 'Cluster of differentiation'; eine Zelloberflachenstruktur, die fiir bestimmte Zellfunktionen
steht und die Unterscheidung verschiedener Zelltypen ermoglicht.

CD4", CD8" = CD4 — positiv, CD8 — positiv.

CDK oder Cdk = Cyclin-dependent Kinase, z.B. Cdk-2, Cdk-4 etc.. Von Cyclinen abhingige,
phosphorylierende Enzyme, die an der Steuerung des Zellzyklus beteiligt sind.

CE ='Cornified envelope'; Hornhiille der Zellen (s. Kap. 4.1.2.).

ChAT = Cholin-Acetyl-Transferase.

CIA ="'Collagen-induced arthritis', ein Tiermodell der RA (s. Kap. 3.3.3.1.).

CsA = Cyclosporin A, ein Immunsuppressivum (s. Kap.3.4.3.).

CT = Computertomographie.

CTL = cytotoxische T-Zelle (s.Kap. 3.1.2.2.).

Cycline sind eine Gruppe von Proteinen, die an der Regulation des Zellzyklusses beteiligt sind.
Die den Zellzyklus an bestimmten Punkten steuernden Proteinkinasen miissen zu ihrer
Aktivierung an solche Cycline binden, wobei verschiedenen Stationen des Zyklus
bestimmte Cytokine zugeordnet werden kdnnen.

CYP1a s. 1a-OHase.

CYP24 s. 24-OHase.

CYP27 s. 25-OHase.

CYP27B1 s. 1a-OHase.

DAG = Diacylglycerol, ein second messenger der intrazelluldren Signaliibertragung.

DBP = Vitamin D bindenes Protein (s. Kap. 2.1.).

DC = Dendritische Zelle, eine Subspezies der Monocyten (s. Kap. 3.1.1.2.).

DEFB2 = Defensin (32, frithere Bezeichnung des DEFB4 (s.Kap. 3.2. und 3.2.7.).

DEFB4 = humanes Defensin [34; ein Teil der angeborenen Immunabwehr (s. Kap. 3.2.7.).

DG s. DAG.

DM = Diabetes Mellitus (s. Kap. 3.3.2.).

DMBA = Dimethylbenzanthracene, ein in Tierversuchen eingesetztes Carzerogen.

DN-101 = Ein hochkonzentriertes Calcitriol-Préparat in Tablettenform (s. Kap. 5.1.).

DRE s. VDRE.

DRIP = 'D receptor interacting proteins' (s. Kap. 2.3.).

EAE = Experimentelle autoimmune Encephalomyelitis (s. Kap. 3.3.1.).

ECM = Extracelluldre Matrix.

EDs, = Effektive Dosis eines Pharmakons, die 50% der Maximalwirkung erzeugt.

EEG = Elektro-Encephalogramm.

EGF = 'Epidermal growth factor', epithelialer Wachstumsfaktor.

EGF-R = 'Epithlial growth factor rezeptor', Rezeptor des epithelialen Wachstumsfaktors.

eNOS = Endotheliale Stickoxyd-Synthase (s. Kap. 6.2.2.)
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ER = Endoplasmatisches Reticulum; im Zusammenhang mit Mammacarzinomen: Ostrogen-
Rezeptor (‘estrogen receptor’).

EZR = Extrazelluldrraum.

FNB = 'Food and Nutrition Board', ein Gremium, das Aufnhahmeempfehlungen fiir verschiedene
Nahrungs- und Nahrungsergénzungsmittel erarbeitet.

Fok I = Bereich des VDR-Gens, der in seinen Varianten (verschiedene Lage durch variierende
Anzahl von Aminosduren, s. Kap. 2.3.) Einfluf} auf die Transkriptionsaktivitit des Gens
hat. Es gibt die Varianten FF (zwei lange Allele), Ff und ff (zwei kurze Allele), wobei ff
die hochste Transkriptionsaktivitit besitzt.

G = Guanylat-Cyclase (s. Abb. 20 Kap. 4.1.); an den intrazelluldren Signaliibertragung
beteiligtes Enzym).

GATA = Ein Mediator der intrazelluldren Signaliibertragung.

GATA3 = GATA-bindendes Protein-3.

GDNF = 'Glia-derived neurotrophic factor'; ein von Glia-Zellinien abstammender
neurotrophischer Faktor (s. Kap. 7.2.3.).

GDP = Guanosin-Biphosphat.

GFI-1 ='Growth factor independent-1', ein Oncoprotein (s. Kap. 5.1.2.2.).

GFR = Glomerulidre Filtrationsrate.

GM-CSF = 'Granulocyte-macrophage stimulating factor'; Cytokin, das Granulocyten und
Macrophagen aktiviert und zur Koloniebildung anregt (s. Kap. 3.1.1.2.).

GSH = Glutathion, ein v.a. in Erythrocyten vorliegendes Tripeptid, das durch seine
Schwefelgruppe reduzierend wirkt und so die Erythrocyten-Enzyme vor Oxidation
schiitzt.

GSH(EC) = Extrazellulares Glutathion.

GSH(C) = Intrazelluldres Glutathion.

GTP = Guanosin-Triphosphat.

Y-GT = y-Glutamyl Transpeptidase.

H = Wasserstoffatom.

HDL = 'high density lipoprotein'; eines der am Fetttransport im Blut beteiligten Lipoproteine
(s. Kap. 8.2.).

HIV = Humanes Immundefizienz-Virus.

HL = Humane Leukdmie-Zelllinie; fiir in vitro-Versuche verwendete Linie leukdmischer Zellen
humanen Ursprungs; es gibt verschiedene, nummerierte Zelllinien, z.B. HL-60. HL60-
40AF ist eine HL-Zelllinie zur Untersuchung der Wirkungen von Calcitriol auf die
Monocytendifferenzierung (s. Kap. 5.4.).

HLA = Humanes Leucocyten-Antigen; ein System zur Einordnung der Leucocyten (s. Kap.
3.3.2.1.).

H,0, = Wasserstoffperoxid; das Endprodukt der Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen
durch aktivierte Immunzellen.

Reaktionsgleichung: NADPH + 20, — NADP" + 2-O," + H". Durch die Superoxid-
Dismutase (SOD) erfolgt die weitere Umwandlung: 2:0," + 2H" — O, + H,0..

hr = Hairless-Gen; ein fiir das Auftreten von Alopezie verantwortliches Gen (s. Kap. 4.3.2.).

Hr = Produkt des Hairless-Gens.

HSC = Hiamatopoetische Stammzelle.

HSP = Hitzeschockprotein.

IBD = 'Inflammatory bowl disease' (s. Kap. 3.3.5.).

iDC = 'ITmmature dendritic cell', unreife Dendritische Zelle (s. Kap. 3.1.1.2.).

IDDM = 'Insulin-dependent diabetes mellitus'.
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IE = Internationale Einheiten; viele korpereigene und medizinisch bedeutsame Substanzen
werden (neben der Messung in physikalischen Einheiten) in dieser MaB3grof3e angegeben.
Bei VD gilt: 1pg =40 IE.

IFN-y = Interferon-y; ein proinflammatorisches Cytokin des Immunsystems.

Ig = Immunglobulin; die Immunglobuline werden in verschiedene Klassen (A, E, G, M)
unterteilt. (s. Kap. 3.1.1.2. und 3.1.2.1.).

IGF = "Insulin-like growth factor'.

IGFBP = 'Insulin-like growth factor binding protein'.

IGFR = "Insulin-like growth factor receptor'.

IL = Interleukin; die zwischen Leukocyten verkehrenden Botenstoffe sind nummeriert: z.B. IL-1,
IL-2 etc. und haben verschiedene Wirkungen (s. Kap. 3.1.1.2.).

IL-4 KO-Maus = Maus, deren IL-4 Gen auf beiden Allelen defekt ist.

IL-10R = Interleukin-10 Rezeptor.

i.m. = Intramuskular.

iNOS = Induzierbare Stickoxyd-Synthase.

i.p. = Intraperitoneal.

IP; = Inositoltriphosphat; ein second messenger der intrazelluldren Signaliibertragung.

IP;R = Inositoltriphosphat-Rezeptor.

IU = 'International Units', siehe IE.

IZR = Intrazelluldrraum.

I-kB-a = Cytosolischer Inhibitor des NF-kB; (s. Kap. 3.2.5.).

K = Marker-Keratin der Keratinocyten; verschiedene Keratine sind nummeriert, z.B. K1, K5, etc.
(s. Kap. 4.1.1.).

Kap. = Kapitel.

L-Arg = L-Citrullin; L-Form der Aminosaure Citrullin.

LBD = Liganden-Bindungs-Doméne (s. Kap. 2.6.).

L-Cit = L-Arginin; L-Form der Aminosdure Arginin.

LDH = Lactat-Dehydrogenase.

LE = Lupus erythematodes (s. Kap.3.3.4.).

LIF = Leukdmie-inhibitierender Faktor.

LPS = Lipopolysaccharid, ein Bakterienantigen.

LSF = Lichtschutzfaktor der Sonnencreme (sieche Kap. 2.5.).

LT = Lymphotoxin, ein proinflammatorisches Cytokin (s. Kap. 3.1.2.2.).

L-VSCC = 'L-type voltage sensitive Ca*" channel'; spannungsabhingiger Ca**-Kanal vom L-Typ,
ein den intrazelluliren Ca**-Spiegel und dadurch das Expressionsprofil der Zelle
beeinflussender lonenkanal.

M = Murine Leukdmie-Zellinie; fiir in vitro-Versuche verwendete Linie leukdmischer Zellen
murinen Ursprungs; es gibt verschiedene, nummerierte Zelllinien, z.B. M1 (s. Kap. 5.4.).

M® = Macrophage.

MALT = 'Mucosa-associated lymphoid tissue' (s. Kap. 3.3.5.1.).

M-CSF = '"Macrophage colony-stimulating factor' (vgl. GM-CSF).

MDS = Myelodysplastische Syndrome; eine Gruppe von klonalen Stérungen in den Zellen des
hamatopoetischen Systems mit abnormaler Zelldifferenzierung (s. Kap. 5.4.1.).

Mg/d = Mikrogramm pro Tag.

Mg/l = Mikrogramm pro Liter.

MHC = '"Major histocompatibility complex'; eine in zwei Varianten vorliegende
Zelloberflachenstruktur, deren eine Form (MHC I) der Immunerkennung der Zellen dient,
wéhrend die andere (MHC II) die Antigenprisentation durchfiihrt (s. Kap. 3.1.1.2.).

MIFrP = 'Migration Inhibitory Factor related Protein' (s. Kap. 4.4.1.1.).
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MMF = Mycophenolate Mofetil, ein Immunmodulator (s. Kap. 3.3.2.4.).

MMP = Matrix-Metalloproteinase (s. Kap. 3.3.3.2. und 6.3.).

MPS = Mononucleédres Phagocytensystem (s. Kap. 3.1.1.2.).

MRT = Magnet-Resonanz-Tomographie oder Kernspintomographie.

MS = Multiple Sklerose (s. Kap. 3.3.1.).

MTD = Maximal tolerierte Dosis eines Pharmakons; Ermittlung erfolgt i.d.R. im Tierversuch
durch vergleichende Gabe steigender Dosen.

mVDR = Membrangebundener Vitamin D Rezeptor.

NADP* = Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat; ein Wasserstoff (H,) bindendes Enzym.
Mit gebundenem Wasserstoff zu beschreiben als NADPH/H".

NF-AT = "Nuclear factor of activated T cells'; Transkriptionsfaktor, der z.B. an der Steuerung der
IL-2 Transkription beteiligt ist (s. Kap.3.2.5.).

NF-kB = Nuclear factor-kB; ein Transkriptionsfaktor, der z.B. an der Steuerung der TNF-a
Transkription beteiligt ist (s. Kap. 3.2.1. und 3.2.5.).

NGF = 'Nerve growth factor'; Nerven-Wachstumsfaktor.

Ng/ml = Nanogramm pro Milliliter, eine Konzentrationsangabe.

NIDDM = 'Non-insulin-dependent diabetes mellitus'.

NK-Zellen = Natiirliche Killer-Zellen (s. Kap. 3.1.1.2.).

NMDA = N-Methyl-D-Aspartat, ein Neurotoxin (s. Kap. 7.2.3.).

Nmol/l = Nanomol pro Liter.

NO = Stickoxyd (s. Kap. 3.1.2.2.).

NOD-Maus = 'Non-obese diabetic' Maus, ein Tiermodell des autoimmunen Diabetes (s. Kap.
3.3.2.1)).

NOS = Stickoxyd-Synthase; die verschiedenen Enzyme werden nummeriert. NOS II ist die
induzierbare NOS oder iNOS (s.0.), eNOS = endotheliale NOS, s.o.

NSAID's = 'Non-steroidal anti-inflammatory drugs', nicht-steroidale Antiphlogistika.

NT = Neurotrophin; die Neurotrophine sind nummeriert: NT-1, NT-2 etc. (s. Kap. 7.2.).

‘0, = Superoxid-Radikal (s. Kap. 3.1.1.2.).

OCT = 22-Oxacalcitriol, ein synthetisches VD-Analog, das v.a. die Bildung und Exkretion von
PTH unterdriickt (s. Kap. 2.6.2.).

OP = Operation.

OR = Odds ratio.

P = Phosphor.

p 75 = Niederaftiner NGF-Rezeptor

PA = Phosphatidséure; ein Spaltprodukt der Phospholipide der Zellmembran.

PAP = Phosphatidsdure-Phosphatase, die in der intrazelluldren Signaliibertragung PA in DAG
umformt.

PASI = '"Psoriasis Area Severity Index' (s. Kap. 4.4.1.1.).

PBMC = 'Peripheral blood monocytal cells'; Monocyten des peripheren Blutes (im Unterschied
zu solchen aus dem Knochenmark).

PCNA = 'Proliferating cell nuclear antigen'; Dieses Antigen bindet an den Kern proliferierender
Zellen und ldsst durch die Messung seiner Bindungsaktivitét die Beurteilung der
Proliferation eines Gewebes zu (s. Kap. 4.4.1.2.).

PGE, = Prostaglandin E, (s. Kap. 3.2.4.).

P; = Intrazelluldre Phosphatkonzentration.

PIGD = 'Postural instability and gait difficulty' (s. Kap. 7.1.2.1.).

PIP, = Phosphatidylinositolbiphosphat, ein second messenger der intrazelluldren
Signaliibertragung.
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PK = Protein Kinase; Proteinkinasen phosphorylieren Proteine und starten oder beenden so deren
enzymatische Aktivitat. Sie sind ein wichtiger Bestandteil der intrazelluldren Signal-
iibertragungswege. Die verschiedenen PK's befinden sich in verschiedenen Bereichen des
Zellstoffwechsels.

PKC = Protein Kinase C.

PL = Phospholipid der Zellmembranen.

PLC, PLD = Phospholipase-C, Phospholipase-D; Enzyme, die an der Signalkaskade der
'second messenger' beteiligt sind. Sie spalten Phosphatide, wobei die verschiedenen
Phospholipasen (A, B, C, D) an verschiedenen Stellen des Phosphatidgeriists angreifen.
Diese Phospholipasen sind je nach Wirkungsbereichen weiter unterteilt, z.B. PLC-yl
(s. Kap. 2.3. und Kap. 4.).

PO, = Phosphat.

PPMS = Primér progressive MS (s. Kap. 3.3.1.1.).

PraD; = PreD; = Previtamin D;s (s. Kap. 2.1.).

PRSS = Progressive systemische Sclerodermie (s. Kap. 3.3.6.)

PSA = Prostata-spezifisches Antigen (s. Kap. 5.1.).

PTH = Parathormon oder Parathyrin (s. Kap. 2.2.).

PTHrP = 'Parathyroid Hormone-related Peptide'.

RA = Rheumatoide Arthritis (s. Kap. 3.3.3.)

RAGE = "Receptor of advanced glycation end products' (siche Kap. 5.2.2.).

RAS = Renin-Angiotensin-System.

RBF = 'Renal blood flow".

RNA = Ribonucleinsaiire.

RNAP = RNA-Polymerase (siche Kap. 2.3.).

RRMS = 'Relapsing-remitting' MS (s. Kap. 3.3.1.1.).

RXRa = Retinoid X Rezeptor a (s. Kap. 2.3.).

s. = Siehe.

SCC ='Squmous cell carcinoma'; Plattenepithelkarzinom (s. Kap. 5.5.).

SCID = Kombiniert immundefiziente Nacktmaus; ein Tiermodell zur Erprobung
pharmakologischer Wirkungen auf xenotransplantierte Tumore humanen Ursprungs.
Aufgrund der Immundefizienz treten hier keine AbstoBungsreaktionen gegen die
Xenotransplantate auf.

SIH = Somatostatin (s. Kap. 3.3.2.1.).

SLE = Systemischer Lupus erythematodes (s. Kap. 3.3.4.1.).

s.0. = Siehe oben.

SOD = Superoxid-Dismutase; s. Superoxid.

SPF = Spezifisch pathogenfrei.

SPMS = Sekundir progressive MS (s. Kap. 3.3.1.1.).

SRC = 'Steroid receptor coactivator'; Familie von Koaktivatoren (vgl. DRIP, s. Kap. 2.3.).

s.u. = Siehe unten.

Superoxid = Superoxid-Radikal = Superoxid-Anion-Radikal; Formel: -O,". Es handelt sich um
ein agressives Zwischenprodukt auf dem Weg der Bildung von H,O, z.B. in aktivierten
Macrophagen (s. H,O.).

Tab. = Tabelle.

TB = Tuberkulose.

TCR = "T-cell-receptor' (s. Kap. 3.1.2.2.).

TDEC = "Tumor-derived endothelial cells'; aus Tumorgewebe gewonnene Endothelzellen.

TFIIB = Transkriptionsfaktor II B (s. Kap. 2.3.).

TFIID = Transkriptionsfaktor II D (s. Kap. 2.3.).

TG = TGase = Transglutaminase, ein Differenzierungsmarker der Haut (s. Kap. 4.1.1.).
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TGF = '"Transforming growth factor'; diese Wachstumsfaktoren sind griechisch nummeriert, z.B.
TGF-a, TGF-p.

TH = Tyrosin-Hydroxylase.

Tw = Th = T-Helferzelle; es werden Tyul, Tu2 und Tr als Subspezies unterschieden (s. Kap.
3.1.2.2)).

TIMP = 'Tissue inhibitors of metalloproteinases'.

TLR = 'Toll-like receptor'.

TN-C = Tenascin-C.

TNF = Tumor Nekrose Faktor; man unterscheidet bei dem proinflammatorischen Cytokin
Untergruppen wie TNF-a (s. Kap. 3.1.1.2.) und TNF-[3 (s. Kap. 3.1.2.2.).

TNM-KIassifikation = Allgemein angewandte Klassifizierung eines Tumors anhand der
TumorgrdBe (T), dem Fehlen oder Vorhandensein von (juxta-)regioniren
Lymphknotenmetastasen (Nodulus, N) und dem Fehlen oder Vorhandensein von
Fernmetastasen (Metastase, M).

Tr = Regulatorische T-Zelle (s. Kap. 3.1.2.2.).

TRAMP-Modell = 'Transgenic adenocarcinoma of mouse prostate'- Modell; ein
Versuchstiermodell fiir Prostatakarzinome (s. Kap. 5.1.2.3.).

u.a. = Unter anderem.

UL = 'Tolerable upper intake level'; eine Menge, die bei der tiglichen Aufnahme einer Substanz
nicht liberschritten werden soll, um negative Auswirkungen zu vermeiden.

UPDRS = Allgemeine Bewertungsskala fiir die Parkinson'sche Krankheit (s. Kap. 7.1.2.1.)

UV = Ultra-violett; Frequenzbereich des Lichtes, der in die Abschnitte UV-A (Wellenlénge 315-
400 nm), UV-B (Wellenldnge 280-315 nm) und UV-C (Wellenldnge 100-280 nm)
unterteilt wird.

v.a. = Vor allem.

VD = Vitamin D; hier ist nicht der aktive Metabolit Calcitriol, sondern seine Vorstufe
Cholecalciferol (oder 25-Hydroxycholecalciferol) gemeint.

VDR = Vitamin D Rezeptor (s. Kap. 2.3.).

VDRE = 'Vitamin D response element' (s. Kap. 2.3.).

VDR -/- oder VDRKO Maus = Miuse, bei denen durch gezielte Gendeletion ein Ausfall des
VDR-Gens erzeugt wird. VDR wird nicht exprimiert und somit kann Calcitriol seine
VDR-vermittelten genomischen Wirkungen nicht entfalten.

VEGF = 'Vascular endothelial growth factor' (s. Kap. 6.2.2.).

WT = Wildtyp; Genetisch unveridnderte Variante einer Versuchstierart.

z.B. = Zum Beispiel.

z.T. = Zum Teil.

ZNS = Zentralnervensystem.
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1. Einleitung und Aufgabenstellung

Das 'klassische' Wirkgebiet von Vitamin D (VD) — die Regulation der Calciumhomdoostase
und des Knochenstoffwechsels — ist seit der Identifizierung und Charakterisierung des
Vitamins, die 1923 durch Goldblatt und Soames erfolgte', Gegenstand umfangreicher und
detaillierter Untersuchungen. Fiir dieses Bild der Funktionen von VD legten schon die ersten
Beschreibungen von Rachitis, die im 17. Jahrhundert entstanden, den Grundstein.

Im Lauf der vergangenen 80 Jahre hat dieses 'klassische' Bild des Vitamins in der
Wissenschaft einen vielschichtigen Wandel erfahren: VD steht nach aktuellen Kenntnissen
zwischen den fettloslichen Vitaminen und den Steroidhormonen und {ibt neben seinen
altbekannten, knochenrelevanten Wirkungen zahlreiche weitere wichtige Funktionen in
etlichen Organen, Funktionssystemen und Zelltypen des Korpers aus. Diese 'alternativen'
Effekte des 'D-Hormons' sind thematisch unabhingig von der Regulation des Calcium(Ca?")-
Haushalts im Gesamtorganismus; die Signaliibertragung schlieft jedoch héufig eine
Verdnderung der intrazelluldren Ca**-Konzentration ein (s. Kap. 2.3.).

Der Wissenschaftszweig, der den 'alternativen' Aufgabengebieten von VD zugeordnet ist,
nahm seinen Anfang in den 60er und 70er Jahren mit ersten Indizien und Erkenntnissen zur
Existenz weiterer Wirkgebiete des Vitamins und wéchst bis heute stark: selbst das Wissen
iiber Grundlagen ist hier noch liickenhaft. Einen ersten Hinweis auf diese Aufgabengebiete
von Calcitriol lieferte die Suche nach den Wirkmechanismen von VD und seinen
Metaboliten: sie fiihrte zur Entdeckung des Vitamin D Rezeptors (VDR)? Dieser aber wurde
nicht nur in den vermuteten Erfolgsorganen (Knochen, Darm und Niere) und an den
erwarteten Orten der Metabolisierung nachgewiesen. Seine Existenz in vielen anderen
Zelltypen und Organen legte die Vermutung nahe, dass Calcitriol auch dort Wirkungen
vermittelt’. In den darauf folgenden Jahrzehnten wurde das Bild der vielfdltigen Funktionen
von VD durch die aus der Molekularbiologie und der Sequenzierung des Genoms
gewonnenen Erkenntnisse konkreter und zusammenhéngender.

Zu diesen neuen Einsichten in die Wirkungsbreite von VD passen zahlreiche, iiber einen
langen Zeitraum getétigte epidemiologische Beobachtungen. Diese beschreiben z.B.

Zusammenhdnge zwischen der Héufigkeit mancher Krankheitsbilder und der Ortlichen

1 Windaus et al., 1932
2 Brumbaugh & Haussler, 1975; Kream et al., 1976
3 DeLuca, 1992
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Sonneneinstrahlung, bzw. bestimmten Genvariationen in der Bevolkerung®.

Schon frith wurde bei der Arbeit auf dem Gebiet der 'alternativen' Wirkungen von VD Klar,
dass Calcitriol viele Zellarten zur Differenzierung anregt und in ihrer Proliferation hemmt: in
vitro stellten Promyelozyten unter dem Einfluss von Calcitriol die Proliferation ein und
differenzierten sich zu Monozyten®. Spéiter beobachtete man bei einigen Tumorzelllinien eine
gleichartige Reaktion auf aktives VD®, was erahnen lieB, wie bedeutsam Calcitriol bzw. seine
Analoga in der Tumortherapie sein konnten. Dies fiihrte zu ausfiihrlichen Untersuchungen
iber die Wirkungen von VD auf Tumorzellinien und -gewebe.

Neben den stetig wachsenden Detailkenntnissen liber die Reaktionen, die in den 'klassischen'
Wirkgebieten (s. Kap. 2.2.) ablaufen, finden sich auch immer neue Einsichten in die Rolle
von Calcitriol in anderen Bereichen. Uber den derzeitigen Kenntnisstand in diesen
'alternativen’ Wirkbereichen soll die vorliegende Literaturarbeit einen Uberblick geben.
Aufgrund der groBBen Zahl dieser Gebiete und der Vielzahl von Verdffentlichungen muf3 das
Thema aber eingegrenzt werden, um ihren Rahmen tiberschaubar zu halten.

Die generelle und v.a. die entwicklungssteuernde Bedeutung von Calcitriol in der
Schwangerschaft, der Embryonal- wie der Fetalperiode (und z.T. dem weiteren Wachstum)
ist ein eigstandiger, aus dieser Arbeit ausgegliederter Bereich. Lediglich die Rolle von VD in
der Kontrolle der (vor- und nachgeburtlichen) Entwicklung und des Wachstums der Organe,
die im Rahmen der Arbeit behandelt werden (ZNS, Haut, Prostata und Mamma) wird
iiberblicksweise behandelt, da dies fiir das Verstdndnis der Wirkungen von VD und seiner
synthetischen Analoga beim therapeutischen Einsatz am erkrankten Organ und seiner Rolle
in der Krankheitsentstehung notwendig ist.

Die Rolle von Calcitriol im Rahmen von Nierenerkrankungen und Hyperparathyreoidismus
ist eng mit der hormonellen Regulation der Ca*-Homdostase im Blut und dem
Knochenstoffwechsel (den 'klassischen' Wirkbereichen von VD) verbunden; daher liegt sie
nicht im Themenbereich dieser Arbeit.

Im Zentrum der Literatursichtung soll die Bedeutung von Calcitriol im Immunsystem, der
Haut, im Tumorgewebe und bei der Tumorentstehung, bei der Blutdruckregulation und im
Zentralnervensystem (ZNS) stehen. Auch die diesbeziiglich relevanten Erkrankungen werden
behandelt. Randgebiete, wie die Funktion von VD in der (glatten, gestreiften und Herz-)
Muskulatur und dem Fettgewebe, bzw. dem zugehorigen Stoffwechsel finden nur eine kurze

Erwédhnung.

4 Acheson, et al., 1960; Sowers et al., 1988; Rostand, 1997; Fukazawa et al., 1999
5 Abe et al., 1981; Tanaka et al., 1982
6 van Leeuwen & Pols, 1997
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2. Vitamin D: Grundlagen

2.1. Metabolismus

VD wird (zusammen mit den Vitaminen A, E und K) zu den fettloslichen Vitaminen gezahlt,
zeigt aber aufgrund vieler neuer Erkenntnisse iiber seinen Ursprung, seine Synthese sowie
seine Funktionen auch eine Verwandtschaft mit den Steroidhormonen. Wie alle Vertreter
dieser Hormone (die wichtigsten sind Progesteron, Ostradiol, Testosteron, Aldosteron und
Cortisol) wird auch die aktive Form von VD (Calcitriol oder la, 25-Dihydroxychole-
calciferol) endogen aus Cholesterol synthetisiert (siche Abbildungen (s. Abb.) 1a/b].

Die Synthese (s. Abb. 1a/b) beginnt in der Leber mit der Dehydrierung des Cholesterols zu
7-Dehydrocholesterol (7-DHC). Diesen ersten Syntheseschritt fiihrt eine Dehydrogenase
durch; sie ist das einzige beteiligte Enzym, das nicht (wie die Hydroxylasen) zur Gruppe der
Cytochrom P450-Enzyme gehort. 7-DHC bindet an das a-Globulin Vitamin D-bindendes
Protein (DBP) und wird iiber den Blutkreislauf in die Haut transportiert. Dort entsteht unter
ultravioletter (UV) Einstrahlung’ (v.a. UV-B mit 290-315 nm Wellenlinge) Pri-Vitamin D
und unmittelbar darauf durch temperaturabhingige, aber spontan erfolgende Isomerisierung
das Seco-Steroid Cholecalciferol. Pre-Vitamin D; und Cholecalciferol konnen unter weiterer
Sonneneinstrahlung in biologisch inaktive Photoprodukte umgewandelt werden®.

Wieder an das gleiche Transportprotein gebunden, kehrt das Molekiil zur Leber zuriick, wo
es durch die Vitamin D-25-Hydroxylase (25-OHase oder CYP27) zu 25-
Hydroxycholecalciferol (25(OH)Ds) hydroxyliert wird. In gleicher Weise wird das aus der
Nahrung aufgenommene Cholecalciferol zur Leber transportiert und dort hydroxyliert. Die
Zwischenstufe (25(0OH)Ds) ist weniger wirksam als das aktive VD und beeinflusst v.a. die
Osteoblastentitigkeit (Osteoidverkalkung). Nach dem Wiedereintritt in die Zirkulation
erfolgt schlieBlich in der Niere durch die 25-Hydroxyvitamin D;-1a-Hydroxylase (1a-OHase
oder CYP27B1) die Hydroxylierung zu 1a,25-Dihydroxycholecalciferol (1a,25(OH),Ds,
Calcitriol oder aktives VD), dem eigentlich wirksamen Metaboliten. Dieser letzte
Syntheseschritt ist im Gegensatz zur Bildung von 25-Hydroxycholecalciferol straff reguliert,
weswegen auch die Serumkonzentration von Calcitriol unter exakter Kontrolle steht und bei

ausreichender Versorgung kaum schwankt.

7 Kimlin, 2006 beleuchtet die vielfaltigen Wirkungen der verschiedenen UV-Strahlungsarten auf die Haut und die
VD-Produktion.
8 Holick, 2005
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Stimuliert wird dieser letzte Syntheseschritt v.a. durch erhohte Parathormon- (PTH),
Prolaktin- oder einseitig erhdhte Phosphatkonzentration. Auch eine Verringerung der Ca*" —
Konzentration im Blut wirkt stimulierend. Eine Hemmung an dieser Stelle erfolgt v.a. bei
gleichmifBig erhohter Calcium- und Phosphatkonzentration,  hoher Calcitriol- oder
verringerter PTH-Konzentration und fithrt (durch die 24-Hydroxylase, s.u.) zur
Hydroxylierung an Position 24 zu 24,25-Dihydroxycholecalciferol (24,25(0OH).Ds), das wohl
nicht oder nur schwach wirksam ist und in seinen Wirkungen noch nicht genauer untersucht
wurde.

Neben der Niere verfiigen auch noch andere Organe oder Wirksysteme® iiber die la-
Hydroxylase, was ihnen ermoglicht, lediglich abhingig vom Serumspiegel von 25-
Hydroxyvitamin D; (der von der Aufnahme iiber die Nahrung und der UV-Exposition
abhingt) aktives Vitamin D herzustellen. So verfiigen sie {liber eine Autoregulation des
Calcitriolspiegels: Calcitriol hat dort autocrine und/oder paracrine Aufgaben'® und dient z.B.
zur Regulation des Zellwachstums''. Dabei ist bewiesen, dass es an diesen Orten nur fiir den
lokalen Eigenbedarf hergestellt wird; das zirkulierende, endokrin wirkende aktive VD wird
(ausgenommen Sondersituationen wie spezielle Erkrankungen) nur in der Niere produziert'.

Der Abbau von 25(OH)Ds und 10,25(OH),Ds erfolgt (ebenso wie die Bildung des 24,25
(OH),Ds aus 25(OH)D:;) tiber die 25-Hydroxyvitamin D;-24R-Hydroxylase (24-OHase oder
CYP24), ein von Calcitriol induziertes Enzym. Dieser Vorgang kontrolliert das
Zirkulationsniveau des aktiven VD" und fiihrt letztlich zum Hauptausscheidungsprodukt, der
calcitroischen Saure'.

Neben dem tierischen Cholecalciferol (Vitamin Ds) ist auch das in Pflanzen und Pilzen
gebildete Ergosterol zu erwidhnen. Unter UV-Einstrahlung wird es in der Haut (oder in
welkenden Pflanzen, z.B. bei der Entstehung von Heu) in Ergocalciferol (Vitamin D,, s. Abb.
5b) umgewandelt. Zur aktiven Form 1a,25-Dihydroxyergocalciferol durchlauft es auch

ansonsten die gleichen Syntheseschritte wie Calcitriol und bindet an die gleichen Rezeptoren.

9 Diese werden im Laufe der Arbeit an den jeweiligen Stellen genannt und beschrieben.
10 Schwartz, 2005

11 Holick, 2005

12 Welsh, 2004

13 Brown et al., 1999

14 Esvelt & DeLuca, 1981
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2.2. Wirkungen im Calciumstoffwechsel

Die klassischen Wirkungen von Calcitriol liegen im Bereich der Regulation des Calcium-
und Phosphathaushaltes und -Stoffwechsels im Korper (siehe Abbildung 1a). Die Steuerung
erfolgt im Zusammenspiel mit den Peptidhormonen Parathyrin (PTH) aus der
Nebenschilddriise [glandula (gl.) Parathyreoidea] und Calcitonin aus den C — Zellen der
Schilddriise (gl. Thyreoidea) und entsprechenden Zellen der Nebenschilddriise.

Die drei klassischen Erfolgsorgane des Calcitriol sind Verdauungstrakt, Niere und Knochen.
In der Diinndarmmucosa induziert es eine vermehrte Bildung des calciumbindenden Proteins
(Calcium-Transportprotein-1) und einer Adenosin-Triphosphat-Phosphatase (ATP — ase), die
gemeinsam fiir verstirkte Aufnahme von Calcium und Phosphat aus der Ingesta in die
Blutbahn sorgen. In der Niere (im distalen Tubulus des Nephrons) fordert Calcitriol wie auch
PTH" die Reabsorption von Calcium- und Phosphationen aus dem Priméarharn. Das steigert
die Konzentration von Ca*" und Phosphat im Plasma bis zur Ubersittigung, welche zur
Unterstiitzung der Mineralisation des Skelettes nétig ist und hypocalcdmische Krampfe
verhindert. Sehr komplex ist die Wirkung von Calcitriol auf den Knochen: hier wird v.a. die
Mineralisation des Skelettes verstirkt, besonders in neu gebildeten und noch
unmineralisierten Arealen. Doch erzeugt es neben der Einlagerung von Calcium und
Phosphat aus der Blutbahn auch eine Verschiebung derselben aus stirker mineralisiertem
Nachbarknochengewebe und somit eine lokale Demineralisation. Also verstirkt Calcitriol die
Calciumaufnahme, -reabsorbtion und -einlagerung; es steigert den Blutcalciumspiegel aber
nur malig, da es durch die verstirkte Knochenmineralisation dem Blut auch wieder viel
Calcium entzieht.

Im Gegensatz dazu hebt PTH die Calciumkonzentration im Blut durch Demineralisierung des
Skelettes und erhohte Reabsorption auf der gesamten Lénge des Nephrons deutlich. Hierin ist
Calcitonin sein Antagonist und senkt den Blutcalciumspiegel rasch und kurzzeitig durch
verminderte Reabsorption in der Niere und vermehrte Einlagerung in die Knochen. Der
Phosphathaushalt ist im Vergleich hierzu weniger strikt geregelt und lediglich der Ca* —
Kontrolle angegliedert.

15 DelLuca, 1974; Jones et al., 1998



Vitamin D in Immunologie und Onkologie

Abbildung 1a

Produktion von Vitamin D in der Haut und sein
weiterer Metabolismus. Auch die Regulation der
Calcium-Homoostase und des Zellwachstums sind
dargestellt.

Abkiirzungen:

7-Dehydrocholesterol = 7-DHC;

PreD; = Previtamin Ds;

25(0OH)D; = 25-Hydroxyvitamin Ds;
1,25(OH),D; = Calcitriol,

VDR = Vitamin D Rezeptor;

PTH = Parathormon,;

P; = intrazelluldre Phosphatkonzentration;

Nach: Holick, 2005
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2.3. Signaliibertragungswege

Die weite Verbreitung des Vitamin D Rezeptors (VDR) in den verschiedenen Geweben des
Korpers'® und auch die stetig wachsende Zahl der bekannten Stellen im Genom, die einen
Angriffspunkt (vitamin D response element, VDRE) fiir den Komplex aus Calcitriol und
VDR darstellen'’, weisen deutlich auf die vielféltigen Funktionen und die weitreichende
Bedeutung des Calcitriol — Wirksystems im Korper hin'®.

Diese Vielfalt zeigt sich auch darin, dass Calcitriol {iber verschiedene
Signaliibertragungswege in den Zellstoffwechsel eingreifen kann'. Im klassischen
Reaktionsweg (s. Abb. 2) durchtritt das lipophile Vitamin die Zellmembran und vereinigt
sich im Zytoplasma mit dem VDR, einem Kernrezeptor. Dieser vollzieht darauthin eine
Konformationséinderung und bildet einen Heterodimer mit dem Retinoid X Rezeptor o
(RXRa). Der Heterodimer zieht verschiedene Kernrezeptor-Koaktivatorproteine hinzu, zu
denen neben einigen Mitgliedern der Familie der Steroidrezeptor-Koaktivatoren ( 'steroid
receptor coactivator', SRC) auch ein mehrteiliger Koaktivatorkomplex, die 'D receptor
interacting proteins' (DRIP), gehort. Anstelle der DRIP konnen (seltener) auch weitere
Mitglieder der SRC-Koaktivatorfamilie anbinden, was das Muster der angesteuerten Gene im
Vergleich zur Bindung der DRIP verédndert. Der Gesamtkomplex wandert anschlieBend zum
Zellkern®, wo er an bestimmte Nucleotidsequenzen der Promotorregion verschiedener Gene
bindet und so deren Transskriptionsfrequenz iiber die Aktivitit der RNA-Polymerase I1*'
positiv (enhancer — Funktion) oder negativ (suppressor — Funktion) beeinflussen kann.
Interessanter Weise bindet dieser (RXRa-)VD-VDR Komplex nicht nur an eine bestimmte
Nucleotidsequenz (das 'klassische' VDRE), sondern zusétzlich an eine Vielzahl von Stellen
im Genom. Diese haben unterschiedliche Nucleotidsequenzen, die mit verschiedenen Stellen
des (RXRa-)VD-VDR Komplexes interagieren und in variabler Entfernung zum
mitregulierten Gen liegen. Diese Vielfalt der Zielsequenzen im Genom und ihrer Position in
Bezug zum Zielgen erschwert die Identifizierung der von VD (mit-)kontrollierten Gene.
Verschiedene Varianten des VDR-Genes sind bekannt, und bei einer wurde ihre Relevanz fiir
das Ausmal der erzeugten Transskriptionsaktivitdt bewiesen: die polymorphe Fok-I-Stelle

hat in ihrer kiirzeren Form mit 424 Aminosduren (As) eine hohere Transaktivierungsfahigkeit

16 Li, 2003; Nagpal et al., 2005

17 Seifert et al., 2004; genauere Beschreibung dieses Komplexes s.u.

18 Li, 2003

19 Tornquist & Tashjian, 1989; Fleet, 1999; Christakos et al., 'New Insights into...", 2003

20 Dies stellten Stumpf et al., 1979 und Stumpf et al., 1981 erstmals durch radioaktiv markiertes Calcitriol fest; auch
die Ansammlung von Calcitriol in anderen als den erwarteten, 'klassischen' Zielgeweben zeigte sich in diesen
Arbeiten.

21 Carlberg & Polly, 1998
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als die lange Form mit 427 As*. Der VDR-Polymorphismus beeinflusst also die Wirksamkeit
von Calcitriol und dadurch auch die Anfilligkeit der Triger bestimmter Genvarianten flir
bestimmte Erkrankungen, was in den einzelnen Kapiteln Erwéhnung findet. Eine Bindung
von Retinoid X an den RXR-Teil des dimerischen Rezeptors hat einen anderen, oft dem von
Calcitriol entgegengesetzten Effekt. So kann die Steuerung des Proteinmusters der Zelle, ihre
Enzym- und ihre Stoffwechselaktivitit sehr variabel beeinflusst werden®.

Ein weiterer viel schneller arbeitender Reaktionsweg beschreibt die Bindung von Calcitriol
an Membranrezeptoren, iiber welche Calciumkanéle aktiviert werden. Durch diese Kanéle
stromt Calcium in die Zelle ein, was [Ca;i®*'] erhoht, dadurch verschiedene Enzyme in ihrer
Funktion beeinflult und (iiber 'Calcium response elements' — CaRE - im Genom) die
Transskriptionsfrequenz verschiedener Gene mitreguliert®.

Die Signaliibertragung kann auch auf einem dritten Weg erfolgen: Calcitriol durchtritt die
Zellmembran und induziert direkt und ohne Beteiligung des VDR verschiedene
Phospholipasen (z.B. PLC, PLD-1)*. Dieser Mechanismus steigert die Konzentration
intrazellularer Botenstoffe ['second messenger', z.B. Inositoltriphosphat (IP;) und
Diacylglycerol (DAG)] und ist so an der Regulation des Zellstoffwechsels beteiligt.
Marcinkowska? bietet einen detaillierten Uberblick iiber die zwei zuletzt beschriebenen,

schneller reagierenden Signaliibertragungswege von VD.

22 Jurutka et al., 2004

23 Fiir einen genauen Einblick in die molekulare Struktur von Vitamin D, VDR, VDRE und dessen Funktionen
siche Nagpal et al., 2005; DeLuca & Zierold 1998.

24 Norman et al., 1999; Bikle, Oder & Xie, 2004

25 Pillai et al., 1995; Bikle & Pillai 1993; Noman et al., 1999

26 Marcinkowska, 2001
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Abbildung 2
Molekulare Abldufe in der Regulation der Gentranskription durch Calcitriol in Verbindung mit seinem Rezeptor
(VDR). Das Ergebnis der Regulation kann sowohl Suppression als auch Aktivierung sein.

Co-repressor

v - %'+’ 8*

1.25-(OHpDy VDR Other protams RXR VDR Co-activator

Abkiirzungen:
RXR = Retinoid X Rezeptor; DRE = VDRE = Vitamin D Response Element; TFIIB = Transkriptionsfaktor IIB;
TFIID = Transkriptionsfaktor IID; RNAP = RNA Polymerase.

Nach: DeLuca, 2004



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 10

2.4. Uber- und Unterversorgung

Die beste Beurteilungsgrundlage fiir den Versorgungsgrad mit Vitamin D bietet die
Bestimmung des Serumspiegels von 25-Hydroxyvitamin D;. Er gibt die aufgenommene und
in der Haut produzierte Menge an VD gut wieder, da dieses (im Fettgewebe gespeicherte)
Zwischenprodukt die wichtigste Zirkulationsform von VD darstellt, und es in seiner
Konzentration nicht so straff geregelt ist wie Calcitriol selbst”’. Daher kann bei einem
normalen Serumspiegel von Calcitriol der 25-Hydroxyvitamin Ds-Spiegel stark schwanken
(ca. 35-100 nmol/l). Auch schopfen Organe mit eigener Calcitriolproduktion das Substrat fiir
die Bildung von aktivem VD aus diesem Pool, der also den Versorgungszustand der Organe
mit 1a,25(OH),D; wiederspiegelt. Er liefert v.a. im Hinblick auf die 'alternativen Effekte'
von VD wertvolle Informationen iiber die Vitaminreserven des Korpers.

Dieses Kapitel beschrinkt sich auf die Beschreibung der klassischen Symptome der Uber-
und Unterversorgung mit VD; die genauen Folgen von latenten Mangelzustanden sind sehr
komplex und werden im Lauf der Arbeit in den entsprechenden Kapiteln angesprochen.

Eine Hypovitaminose des Calcitriol (Serumspiegel von 25(OH)D; < 20,0 - 37,5 nmol/l)
entsteht durch unzureichende Vitaminaufnahme {iber die Nahrung, verbunden mit fehlender
UV — Exposition der Haut, wodurch die endogene Synthese unmdglich ist. In der
Wachstumsphase zeigen sich hier fehlende Ca®" — Resorption aus der Ingesta, unzureichende
Mineralisation des wachsenden Skelettsystems, verminderte Riickresorption von Phosphat in
den Nierentubuli und verringerter Ca**—Austausch zwischen Knochen und Blut. In der Folge
entsteht sekundédrer Hyperparathyreoidismus, der zur Mobilisation von Calciumphosphat aus
den Knochen und vermehrter Phosphatausscheidung iiber die Nieren fiihrt. Als
Krankheitssymptome treten neben der Verringerung des Muskeltonus (z.B. schlaffe
Bauchdecke, ,,Froschbauch®) und Opstipation v.a. charakteristische Verdnderungen am
Skelettsystem auf: es kommt zu Knochenerweichung (v.a. Schéddelknochen) und
Formverédnderungen der Knochen (hauptsdchlich im Bereich der Wachstumszonen). Diese
sind erst nach mehreren Monaten diagnostizierbar und stellen das klinische Bild der
Rachitis® dar. Als Beispiele konnen Auftreibungen der metaphysidren Wachstumszonen und
becherformige Erweiterungen der distalen Enden der Rohrenknochen, sowie der typische
,»Caput Quadratum* genannt werden.

Beim Adulten verursacht der Vitamin D Mangel die gleichen systemischen Reaktionen wie

in der Wachstumsphase; die hervorgerufene Erkrankung wird aber Osteomalazie genannt

27 Holick, 2006
28 Greer, 2003
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und erzeugt am Skelettsystem wegen des beendeten Wachstums ein anderes Bild: neben der
erhohten Weichheit der Knochen (s.0.) ist eine Verbiegungstendenz der Knochenachsen zu
beobachten, die aus einer sekunddren Ossifikationsstorung hervorgeht; auch
Ermiidungsfrakturen hiufen sich.

Bei einer Uberversorgung mit Vitamin D (Hypervitaminose) entsteht in allen Altersgruppen
das Krankheitsbild der Calcinose, das sich unter Hypercalcdmie durch Kalkeinlagerungen in
Haut, Sehnen und anderen weichen Korpergeweben und Organen, sowie durch stark erhdhte
Knochendichte auszeichnet. Im Tierreich tritt dieses Krankheitsbild klassischerweise auf
Voralpen- und Alpenweiden mit starkem Goldhaferbewuchs (s. Kap. 2.6.2.) als enzootische
Calcinose (der Rinder) auf. Diese Krankheit kann beim Menschen und bei Tieren auch durch
die iibermaBige Aufnahme von stark Vitamin D haltigen Nahrungs- oder Futtermitteln wie
Fischol und Leber oder durch die iibertriebene Supplementierung mit VD entstehen.

Eine Hypervitaminose kann trotz der exakten Regulation des Calcitriolspiegels
folgendermallen entstehen: die letzte Hydroxylierung von 25(OH)D zu Calcitriol steigert
zwar die Bindungsspezifitit und Aktivierungsfahigkeit des Molekiils fiir den VDR stark, aber
auch 25(OH)D besitzt eine gewisse (wenn auch deutlich geringere) Bindungsaktivitét. 25
(OH)D ist im Gegensatz zu Calcitriol in der Hohe seines Serumspiegels nicht reguliert,
weswegen es in sehr groen Mengen vorliegen kann. Diese hohe Konzentration von 25(OH)
D fiihrt zu so hdaufigen Aktivierungen der VDR'S in den Zielgeweben, dass das Bild der

Hypervitaminose auch ohne iiberméfige Mengen Calcitriol entstehen kann.

Abbildung 3 ¥
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2.5. Versorgungslage

Das Problem, wie der VD-Versorgungsgrad zu beurteilen ist, wurde noch nicht
zufriedenstellend geldst; die Referenzangaben fiir einen 25(OH)D-Serumspiegel, der eine
ausreichende Konzentration von Calcitriol fiir all seine Aufgabenbereiche gewihrleistet,
schwanken stark (Untergrenze z.B. zwischen 12 und 30ng/ml*).

Es gibt zahlreiche Thesen dariiber, wie sich die Umstellung der Menschen vom Dasein als
Jiger und Sammler in Gebieten mit intensiver Sonneneinstrahlung zum seBhaften
Ackerbauern auch in weniger sonnigen Gegenden ausgewirkt hat™.

Generell sind nur wenige Nahrungsmittel (v.a. fettreiche Fische und manche Teile des
Tierkorpers) reich an Vitamin D, so dass 90-95% des Bedarfes durch eigene Produktion unter
Sonneneinstrahlung gedeckt werden miissen’’. Dabei ist entscheident, dass einerseits die
Moglichkeit der VD-Produktion in der Haut durch die geringe Sonnenexposition stark
zuriickging, andererseits tierische Nahrungsmittel mehr und mehr durch Getreideprodukte
ersetzt wurden. Dadurch ging nicht nur tierische Nahrung als Vitaminquelle verloren,
sondern durch die Phytate in Getreiden wird sogar ein Gegenspieler der VD-Wirkungen in
beachtlicher Menge aufgenommen™®. Dieser Zusammenhang zwischen Getreideaufnahme und
Vitamin D Mangel® stellt nur einen Aspekt der Folgen dieser Nahrungsumstellung dar, denn
auch in Kuhmilch wurde ein Albumin entdeckt, das der Molekularstruktur des Vitamin D
Rezeptors dhnelt und so Vitamin D binden kann**. Ob diese Bindung in der Ingesta allerdings
iiber den enzymatischen Verdauungsvorgang hinaus bestehen bleibt und die Resorption
tatsdchlich verhindert, erscheint fragwiirdig.

Insgesamt steht aber fest, dass sich durch die Verdnderungen der menschlichen
Lebensumstinde die Versorgung mit Vitamin D verschlechterte (s. Abb. 3); dies mag eine
der Ursachen fiir die Zunahme von ,,genetic- environmental diseases* sein®’. Ein Mangel an
25(0OH)Ds scheint bei der Entstehung vieler Autoimmunkrankheiten und Tumore eine
begiinstigende Rolle zu spielen®, weswegen bei in dieser Hinsicht gefahrdeten Personen eine

regelmiaBige Kontrolle des 25(OH)Ds-Spiegels in besonderem Mal3e notig ist.

29 Davies et al., 2006; Hardin et al., 2006; Tau et al., 2006

30 Eaton & Konner, 1985

31 Holick, 2002; Holick, 2004

32 Willis & Fairly, 1972

33 Cordain, 1999; Goldberg, '...Part 1...!, 1974

34 Perez- Maceda et al., 1991

35 Cordain, 1999; Eaton & Konner, 1985

36 Siehe hierzu die Kapitel 3.3. (Autoimmunkrankheiten) und 5. (Tumortherapie) dieser Arbeit.
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In vielen Studien’ zeigte sich eine massive Verbreitung von VD-Mangel in der Bevilkerung
verschiedenster Lander (z.T. sind iiber 80% der getesteten Personen insuffizient, wenn ein
Serumspiegel von 25(OH)D; < 30ng/ml als Grenze gesetzt ist), wobei dquatorferne Regionen
(und dort v.a. dunkelhdutige Menschen) aufgrund der geringeren Sonneneinstrahlung gehéuft
betroffen sind. Insgesamt ist die Zahl der Defizienten mit leichtem ebenso wie der mit
massivem VD-Mangel (Serumspiegel von 25(OH)Ds < 5ng/ml) im Steigen begriffen. Dies
lasst auf ein fehlendes Bewusstsein fiir das Problem und mangelhafte Information der
Bevélkerung schlieBen, was eine generelle Uberwachung des VD-Spiegels in héherem Maf3e
erforderlich machen konnte. Zusidtzlich scheint die sorgfiltigere und ausreichende
Supplementierung von VD (z.T. auch iiber dessen Zusatz zu alltiglichen Lebensmitteln)
notwendig. Der zu niedrige Serumspiegel von 25(OH)D; hat seine Ursache neben der
geringen VD-Aufnahme auch in der unzureichenden UVB-Exposition der Menschen, was zu
fehlender VD-Produktion fiihrt. Neben generell zu geringer Sonnenlichtexposition ist auch
die Anwendung von Sonnencreme von Bedeutung: bei dauerhafter Verwendung von LSF 15
ist die VD-Produktion um bis zu 99,5% reduziert®®. Eine bewufte, kurzfristige (bis 10
Minuten andauernde) Sonnenexposition der Haut z.B. von Gesicht und Armen ohne den
Schutz durch Sonnencreme konnte dieses Problem entschirfen ohne das Risiko von
Hauttumoren mef3bar zu erhdhen.

Eine neue Empfehlung fiir die notige tdgliche VD-Aufnahme fiir Kinder und Erwachsene zu
erarbeiten und die moglichen Risiken groBerer Mengen neu und mengenbezogen zu
benennen, wire ebenfalls erforderlich”. Momentan empfohlene Mengen von ca.5-10ug
(entspr. 200-400 IU) pro Tag konnen den Plasmaspiegel von 25(OH)Ds nicht auf 15-80ng/ml
heben, was zur Zeit als physiologische Konzentration angesehen wird und wozu mindestens
1000 1U/Tag nétig sind®. Eine Studie aus Iowa*' stellte z.B. fest, dass fiir eine Anhebung des
25(0OH)Ds-Spiegels von 50 auf 80 nmol/l téglich ca. 1700 IU VD zugefiihrt werden mussten.
In einer weiteren Studie aus Argentinien* wird wihrend des Winters die zweimalige Gabe
von 100.000 TU VD bei Kindern fiir die Versorgung mit VD als ausreichend und
unbedenklich bewertet. Ein Pilotversuch in Canada flihrte einen Vergleich zwischen der
taglichen Aufnahme von 400 und 2000 IU VD bei Sduglingen und Kleinkindern durch. Es

zeigte sich, dass die hohere Dosierung akzeptable VD-Konzentrationen im Kdorper bewirkte,

37 Thomas et al., 1998; Vieth et al., 2003; Davies et al., 2006; Kamen et al., 2006

38 Godar et al., 'Solar UV doses of young...", 2006; Godar et al., 'Solar UV doses of adult...", 2006

39 Greer, 2004; Hathcock et al., 2006 liefern hierzu einen guten Uberblick iiber den aktuellen Kenntnisstand.
40 Hollis & Wagner, 2004

41 Heaney et al., 2003

42 Tau et al., 2006
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gut vertraglich und sicher war®. Ein vergleichbares Ergebnis erbrachte auch ein Versuch mit
der tiglichen Aufnahme von 2000 IU/d bei Schulkindern. Hier waren zusétzlich keinerlei
Verinderungen des Blutspiegels von Calcitriol und Ca?* feststellbar*.

Nach Sichtung der vorhandenen Daten ldft sich die tolerierbare Obergrenze der taglichen
Aufnahme (UL) wohl bei 10.000 IU festlegen; fiir hypercalcdmische Symptome wiére eine
Zufuhr von bis zu 76.000 1U/d noétig, was den 25(OH)Ds-Plasmaspiegel auf mindestens 600
nmol/l (oder 240 ng/ml) steigen lassen miiite”. Der 1997 vom Food and Nutrition Board
(FNB) ausgegebene und aktuell giiltige UL liegt entgegen diesen neueren Erkenntnissen bei
2000 IU.

Interessanter Weise scheint die von Calcitriol verursachte Hypercalcidmie nur kurzfristig
aufzutreten und die Gefahr der Nebenwirkungen gering, wenn man es intermittierend in
hohen Dosen gibt*. Dadurch 148t sich auch der z.B. fiir die Anti-Tumorwirkungen nétige,
unphysiologisch hohe Wirkspiegel von Calcitriol recht sicher erreichen.

Generell scheint eine orale Anwendung von Calcitriol der Injektion gegeniiber vorteilhaft zu
sein, da das Hormon eine kurze Halbwertzeit hat und daher fiir einen gleichbleibenden
Wirkspiegel sehr hdufig appliziert werden miisste*’. Auch die Calciumversorgung der Tiere,
bzw. des Patienten ist zu beachten, da sich hdufig eine Abhéingigkeit der VD-Wirkungen

hiervon zeigt*.

43 Wicklow & Taback, 2006

44 Kimball et al., 2006

45 Hathcock et al., 2006

46 Beer & Myrthue, 2004; Trump et al., 2004
47 DeLuca & Cantorna, 2001

48 DeLuca & Cantorna, 2001
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2.6. Analoga

2.6.1. Grundlagen

Vitamin D Analoga sind Substanzen, die auf der Grundstruktur von Calcitriol [bzw. dessen
Kerngeriist aus Kohlenstoff (C) -Atomen] oder Ergocalciferol (oder deren Vorldufer-
molekiilen) aufgebaut sind, und deren Ursprung natiirlich oder synthetisch sein kann. Seit
einiger Zeit beschiiftigt man sich intensiv mit ihrer Entwicklung und der Uberpriifung ihrer
Wirksamkeit im therapeutischen Einsatz. Analoga miissen einerseits spezifisch und hochaffin
an den VDR binden konnen und durch weitere ebenso spezifische und hochaffine Bindung an
VDRE's starke intrazellulaire Wirkungen entfalten. Dadurch versucht man die therapeutischen
Effekte von VD auf verschiedene Krankheitsbilder (siche in den folgenden Kapiteln) zu
maximieren. Andererseits sollen sie den Blut-Calciumspiegel moglichst wenig beeinflussen,
um ihre toxischen Wirkungen im Vergleich zu Calcitriol zu minimieren.

Calcitriol ist wesentlich toxischer als Cholecalciferol (s. Kap. 2.4.), doch beide Metaboliten
von VD sind in ihrer Anwendung aufgrund der bei hoher dosierter Aufnahme toxisch-
hypercalcdmischen Wirkungen (wenn auch in unterschiedlichem Mafe) beschriankt. Die
toxischen Effekte &dullern sich einerseits z.B. in Durchfillen und Gewichtsverlust,
andererseits in einem zu hohen Blut-Calciumspiegel (Hypercalcimie), aus dem
Hypercalciurie und renale Calzifikation resultieren. Durch die Hypercalcdmie und den
EinfluB von VD auf den Ca**-Stoffwechsel der Zellen entstehen verschiedene Probleme, v.a.
eine verstarkte Einlagerung von Calcium in die Knochen und die Calcifikation verschiedener
Gewebe (z.B. Sehnen, Gelenkkapseln, GefaBwinde und andere Bindegewebe) und Organe.
Optimalerweise erzeugen die Analoga starke punktuelle Effekte in ganz speziellen Bereichen
(wie der Immunmodulation oder der Suppression von Tumorwachstum in Verbindung mit
der Differenzierungsforderung einer oder mehrerer Tumorzellarten) und beeinflussen die
anderen Wirkbereiche von Calcitriol nur unwesentlich. Manche Analoga haben in
bestimmten Bereichen (z.B. im Einsatz gegen Leukédmie) eine bis zu einige 1000-fach hohere
Aktivitat als Calcitriol und erwiesen sich im Tierversuch als weniger calcimisch®. Um diese
Selektivitit zu ermdglichen miissen die Substanzen nach verschiedenen Gesichtspunkten
gestaltet werden:

Zundchst miissen sie an die Liganden-Bindungs-Doméne (LBD) der gleichen Enzyme und
Rezeptoren wie Calcitriol binden kdnnen. Das sind zum einen die Cytochrom P450 Enzyme,

die an Auf- und Abbau von Calcitriol in der Leber, der Niere und anderen Geweben mit VD-

49 Shiohara et al., 2001; Kumagai et al., 2003; O'Kelly & Koeffler, 2003; Literatur auch bei Luong & Koeffler,
2005.
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Metabolismus beteiligt sind (s. Kap. 2.1.). Weiterhin haben das DBP, der klassische Kern-
VDR und der Membranrezeptor (s. Kap. 2.3.) eine zentrale Bedeutung. Hierbei ist eine
geringere Bindungsaffinitdit zum DBP oft wiinschenswert, da dies die Verfiigbarkeit der
Substanz und seine Fihigkeit zum Eintritt in den Intrazelluldrraum (IZR) erh6ht™. Manche
Analoga (z.B. 1a,,25(OH),-3-epi-D;°') zeichnen sich aber gerade durch eine héhere DBP-
Bindungsaffinitit aus. Der VDR ist ein entscheidender Punkt fiir die Wirkung der Analoga:
sie konnen seine LBD in verschiedene Richtungen stabilisieren und so eine agonistische (z.B.
KH 1060 und die meisten anderen Analoga), antagonistische (wenige Analoga wie z.B.
7K 159222) oder nicht-agonistische (also meutrale') Wirkung (nur Gemini und einige seiner
Derivate) an Genorten auslosen. Auch die Auswahl der angesteuerten Genorte wird durch die
Art dieser Bindung mitentschieden®. Neben der Bindungsaffinitit zu VDR und DBP kann
auch eine verianderte RXRa-Dimerisation angestrebt werden, die dann wiederum die
Affinitdt und Selektivitit den verschiedenen VDRE's gegeniiber modifiziert”. Die
Beeinflussung der nicht-genomischen Reaktionswege von VD, die zT. iber
Membranrezeptoren vermittelt werden, konnten auch ein Ausgangspunkt fiir die Gestaltung
selektiv reagierender VD-Analoga sein, sind aber daflir noch nicht ausreichend genau
verstanden.

Die Ausgangsstoffe fiir die Entwicklung der Analoga versucht man durch verschiedene
strukturelle Verdnderungen in ihrer Wirk- und Zielgewebsspezifitit, Potenz und Stabilitat
(v.a. auch der Verstoffwechselung gegeniiber) den Wirkzielen entsprechend zu
modifizieren>*. Hierzu miissen die fiir die Funktionen (d.h. fiir die Bindung an die LBD's und
die fortlaufenden Aktivierungen) wesentlichen Charakteristika der Form erkannt und gewahrt
werden. Diese sind z.B. die Orientierung und Rigiditdt der flexiblen C* Seitenkette und die
Position des A-Ringes in Relation zu den geschlossenen Ringen C und D* (s. Abb. 4a). Auch
einige nicht-steroidale Modulatoren des VDR (z.B. LY2108491 und LY2109866°°) wurden
im Hinblick auf die Anforderungen der beteiligten LBD's (s.0.) entwickelt. Hierbei reduziert
man Calcitriol auf sein 'Riickgrat' aus den fiinf Kohlenstoffatomen C* - C* und resubstituiert
auf verschiedene Art (s. Abb. 4b).

Auf dem Gebiet der Entwicklung neuer Analoga ldsst die kiirzlich dargestellte

Kristallstruktur des an seinen natiirlichen Liganden gebundenen VDR auf schnelle

50 Luong & Koeffler, 2005

51 Norman et al., 2001

52 Carlberg, 2003

53 Steddon et al., 2001

54 Bouillon et al., 2005 fasst die grundlegenden Verdnderungsmoglichkeiten zusammen.
55 Norman et al., 2001

56 Ma et al., 2006

57 Rochel et al., 2000
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Fortschritte hoffen. Die Ergebnisse der vergleichenden Untersuchungen der Wirksamkeit auf
speziellen Gebieten und der Vertrdglichkeit verschiedener Analoga sind an einem Beispiel in
Tabelle (Tab.) 1 aufgefiihrt. Dort wurde die Proliferationshemmung der HL-60 Leukédmie-
Zellinie und die Vertrdglichkeit bei Mé&usen unter dreimal pro Woche erfolgender
intraperitonealer Injektion untersucht. Die maximal tolerierte Dosis (MTD) wurde durch
Gabe steigender Mengen der Analoga bis zum Auftreten von Hypercalcdmie oder anderen
toxischen Reaktionen ermittelt.

Abschlieend ist zu erwihnen, dass die Potenz der Analoga in verschiedenen Wirkbereichen
massiv differiert, weswegen man sie fiir jedes weitere Einsatzgebiet erneut bestimmen muf.
Angaben tiiber die Wirksamkeit eines Analogs konnen sich immer nur auf einen bestimmten
Effekt beziehen.

Abbildung 4a
Strukturformeln von Cholesterol und Calcitriol (mit Nummerierung der Kohlenstoffatome).

<— Side chain

<— Rotation around B-ring 6,7 bond

<— A-ring chair-chair
Interconversion

HO =
Cholesterol Calcitriol
Nach:Norman et al., 2001
Abbildung 4b

Grundprinzip der Herstellung nicht-steroidaler Vitamin D Analoga. Die Ringe, deren Einfithrung méglich sind (C, D
und E), sind gestrichelt dargestellt.

Nach: Bouillon et al., 2005
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Tabelle 1
Wirkung (auf HL-60 Zellen) und (bei Méusen errmittelte) Vertraglichkeit verschiedener Vitamin D Analoga im
Vergleich zu VD.

Wirkstoff EDs (x10° mol/L) MTD (mg)
1,25(0OH).D; (Calcitriol) 4-18 0,0625
1,25(OH),-16-ene-Ds (Ro 24-2637) 0,015 0,125
1,25(OH),-16-ene-23-yne-Ds 3 2
1,25(0OH),-16-ene-19-nor-D; 0,8 0,5
1,25(OH),-16-ene-24-0x0-19-nor-Ds 0,1 6
1,25(0OH),-20-epi-D; (MC 1288) 0,006 0,00125
1,25(0OH),-20-epi-22-0xa-24,26,27-trishomo-D; (KH 1060) 0,001 0,0125
1,25(0OH),-diene-24,26,27-trishomo-D; (EB 1089) 0,23 0,25
19-Nor-1,25(0OH),D; (Paricalcitol) 2,4 0,125

Abkiirzungen: EDs, = effektive Dosis, die 50% Wachstumshemmung bewirkt; MTD = maximale tolerierte Dosis
bei 3 Injektionen i.p./Woche.

Nach: Luong & Koeffler, 2005

2.6.2. Einordnung der Analoga in Gruppen

Momentan sind iiber 2000 synthetische VD-Analoga patentiert, bisher haben aber nur
Wenige (z.B. Calcipotriol bei Psoriasis, s. Abb. 5b und Kap. 4.4.1.3. Psoriasis-Therapie mit
VDR-Liganden) den Sprung zur klinischen Zulassung geschaftt, einige sind auf dem Weg
dorthin.

Uber die verschiedenen Ausgangsstoffe, die Lokalisation der Strukturverinderungen und ihre
Art (z.B. Ersatz einzelner Kohlenstoffatome durch Sauerstoff- oder Stickstoffatome) kann
man die Analoga in Gruppen einteilen (Abbildung 5a stellt die vorgeschlagene
Strukturierung dar). Da die Strukturverdnderungen das Funktionsspektrum der Analoga
beeinflussen, kann man diese Gruppen durch verschiedene Wirkschwerpunkte genauer
charakterisieren. Aufgrund der grofen Zahl der Analoga und ihrer Gruppen kann diese
Arbeit nur eine grobe Einteilung vornehmen und die wichtigsten Familien kurz

beschreiben®®. In Abbildung 5b sind einige Beispiele von Strukturformeln aufgefiihrt.

58 Uberblick iiber dieses umfangreiche Thema bieten Nagpal et al., 2001; Nishii & Okano, 2001; Norman et al.,
2001; Stein & Wark, 2003; Bouillon et al., 2005; DeLuca, 2006; Kittaka et al., 2006; Rochel et al., 2006;
Schepens et al., 2006.

Einzelne Aspekte sind bei Fujishima et al., 2006; Itoh & Iijima, 2006; Posner et al., 2006 dargestellt.
Hanson gibt fortlaufende Informationen iiber die neue Literatur im Hinblick auf die biologische Aktivitdt der
Analoga: Hanson 2001, 2002, 2003, 2004, 2005, 2006.
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Abbildung Sa

Vorschlag fiir die Einteilung der VD-Analoga in Gruppen. Die Auflistung ist unvollstindig und nennt nur wichtige
Familien.

Vitamin D Analoga

Natiirliche Analoga Synthetische Analoga
Basis Ergocalciferol Basis Calcitriol nicht-steroidale
Basis
-Ergocaleiferol
-Glycoside von Calcitriol
H-substituierte A.  C-substituierte A.
-19-nor-D- (Paricalcitol) -C-Ring-A.
3 -D-Ring-A.
B -E-Ring-A.
-fluorierte A. -19-nor-A.
-deuterierte A. -20-epi-A.
- -22-0xa-A.
- -Gemini-A,

-14-epi-A.

Abkiirzung: A = Analoga

Abbildung 5b
Beispiele von Strukturformeln verschiedener VD-Analoga.

Natiirliche Formen und Analoga

HO™
Calcitriol Ergocalciferol Calcitriol-Glycosid
1a,25(0OH),D; Vitamin D, (9,10-Secocholesta-5,7,11(19)-triene-

1,3,25-triol-B-glucopyranosid)
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C-substituierte synthetische Analoga

ET,L_] (L

/

i 1
X (X
TP P HO™ OH HO™' GH
Tacalcitol Calcipotriol Paricalcitol
10,24(OH),Ds 19-Nor-1a,25(0OH),D;

L e e e ™
~J ' \‘\OH >r K\L\/[ /\ﬁ)H oH
CE

f/ ‘»/ \\I Ph
e | A
e I s
HI e I
S -
HO,' R/\\I/OH HO™" OH HoY OH
OCT (Oxacalcitol) Gemini MC 1288
22-Oxa-10,25(0H),D; 21-(3-Hydroxy-3'methylbutyl)-1a,25(OH),D;  20-Epi-1c,25(OH),D;
OwjﬂoH w OH
| n
|
HOY i
HO™ L OH
KH 1060 RO-24-2637 TX 527
20-Epi-22-o0xa-24,26,27-trishomo- 16-Ene-10,25(0OH),D; 23-Yne-14,20-bisepi-19-nor-
1a,25(0OH),D; 1a,,25(0OH),D;
nicht-steroidale synthetische Analoga
by,
OH
HO®" H
EB 1089 7ZG 1368 (C-Ring-Analog) KS 176 (E-Ring-Analog)

Nach: Mathieu & Adorini, 2002; Lehmann et al., 'Vitamin D and skin...", 2004; Bouillon et al., 2005.



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 21

Natiirliche Analoga

Zundchst kann man die natiirlichen, in Pflanzen vorkommenden Analoga von den
Synthetischen trennen. Neben dem schon genannten Ergocalciferol (s. Kap. 2.1.) sind hier
v.a. Glycoside von 1,25(OH),D; zu erwédhnen. Diese kommen z.B. in Solanum
glaucophyllum [9,10-Secocholesta-5,7,11(19)-triene-1,3,25-triol-B-glucopyranosid, s. Abb.
5b] und Trisetum flavescens vor und zeichnen sich durch ihre Wasserloslichkeit aus. Diese
eroffnet andere therapeutische Applikations- und Wirkmdglichkeiten als die beim lipophilen
Calcitriol gegebenen. Ein Auszug aus S. Glaucophyllum wurde Broilern iiber das
Trinkwasser verabreicht und erwies sich als wirksame Prdvention gegen VD-
Mangelerkrankungen wie die tibiale Dyschondroplasie®. Glycoside von VD wurden aber

auch synthetisch hergestellt und z.B. in ihren Wirkungen auf Gefliigel getestet®.

Synthetische Analoga

Die groBBe Gruppe der synthetischen Analoga kann man nach der Ausgangsstruktur und den
substituierten Atomen weiter unterteilen. Mehrfach veridnderte Analoga miissen nach ihrer
charakteristischten Substitution eingeordnet werden (z.B. 1,25(OH),-16-ene-24-ox0-19-nor-
D; zu den 19-nor Analoga, s.u.).

Als Ausgangsstruktur eines Analogs konnen Dihydroxyergocalciferol, Calcitriol oder (bei
nicht-steroidalen Analoga, s.0.) das Riickgrat (fiinf Kohlenstoffatome, C* — C*) von
Calcitriol dienen. Ein vielversprechendes Analog wurde auf der Basis von Ergocalciferol
aufgebaut: Paricalcitol (s. Abb. 5) entsteht durch Entfernen des C' vom A-Ring [19-nor-1,25
(OH),Ds]. Es ist fiir die klinische Behandlung von sekundirem Hyperparathyreoidismus
zugelassen und zeichnet sich durch eine starke in vitro - Aktivitit gegen Zellen von
Prostatakarzinomen (Apoptoseinduktion)®' und gegen Leukdmiezelllinien aus®. Auch gegen
cardiovasculire Erkrankungen zeigte es in einer groBen Studie positive Effekte®.

Die Mehrzahl der Analoga ist auf der Basis von Calcitriol aufgebaut. Werden an dessen
Grundgeriist Wasserstoffatome (H) substituiert, so entstehen z.B. fluorierte [H durch F
(Fluor) ersetzt] oder deuterierte (H durch Deuterium ersetzt) Analoga von 1a.,25(OH),D;%.
Fluorierte Analoga wurden z.B. im Einsatz gegen Tumore, die benigne Prostatahyperplasie

(bzw. deren Folgen)®, hyperproliferative Hauterkrankungen (wie Psoriasis)®, die AbstoBung

59 Bachmann et al., 2006

60 Rambeck et al., 1985

61 Chen, T.C,, et al., 2000

62 Kumagai et al., 2003

63 Teng et al., 2003

64 Rambeck et al., 1986; Bishop et al., 1994

65 Scaglione-Sewell et al., 2000; Unten et al., 2004; Schroder et al., 2006
66 Baggiolini et al., 1997
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von Transplantaten®” und Autoimmunprozesse getestet®.

Eine Moglichkeit, die bei der Synthese vieler Analoga angewendet wurde, ist die Substitution
von Kohlenstoffatomen (C). Unter den C-substituierten Analoga ist die Familie der 19-
Norvitamin Ds-Analoga (die Doppelbindung von C" an den A-Ring wurde durch zwei H-
Atome ersetzt, s. auch Paricalcitol, Abb. 5b) eine iibergeordnete Gruppe®. Viele ihrer
Mitglieder werden anderen Gruppen zugerechnet (z.B. Gemini 19-nor, s.u.). Das Analog 1,25
(OH)»-16-ene-24-0x0-19-nor-D; (ohne Abbildung) lasst sich hier einordnen und hat ein
hervorragendes therapeutisches Profil. Verglichen mit Calcitriol besitzt es eine 40-fach
hohere Potenz in der Proliferationshemmung von HL-60-Zellen und einen 100-fach héheren
MTD bei Miusen, wurde allerdings bisher nicht am Menschen auf seine Vertraglichkeit und
Wirksamkeit tiberpriift™.

Eine der potentesten Familien ist die der 20-Epimere von Calcitriol, bei denen am C* die
Positionen von C?!' und C* vertauscht sind (20-Epi-Calcitriol bzw. MC 1288 s. Abb. 5b).
Diese erzeugen neben ihren erwiinschten Wirkungen aber auch eine massive Hypercalcédmie.
Ein Vertreter dieser Familie ist KH 1060 (s. Abb. 5b), das zwar hochpotent die Proliferation
mancher Tumorzelltypen hemmt, aber auch fiinffach potenter in der Induktion von
Hypercalcémie ist’".

Um die calcdmische Aktivitdt abzuschwiéchen, entwickelte man die Gemini Analoga mit
zwei indentischen Seitenketten am C* (d.h. C*! wird durch eine Seitenkette ersetzt, die der an
C* Beginnenden entspricht). Diese Familie von Analoga, beispielsweise Gemini [1a.,25-
dihydroxy-21-(3-hydroxy-3-methylbutyl)vitamin Ds] (s. Abb. 5b) und Gemini-19-nor, haben
zumindest anndhernd die (z.B. bei Leukdmiezelllinien antiproliferative, proapoptotische und
den Zellzyklus modulierende) Potenz der 20-Epimere, sind aber etwas weniger calcdmisch™.
Studien an Méusen ergaben eine 100-1000 fach hohere antiproliferative Potenz als Calcitriol
und lassen diese Gruppe von Analoga als niitzlich in der Behandlung einiger Tumorarten,
wie z.B. dem colorectalen, pancreatischen und dem Prostata-Carzinom, erscheinen”. Neuere
Untersuchungen einiger Mitglieder dieser Familie zeigen deren starke antiproliferative
Wirkung auf verschiedene Tumorzellarten und auch eine massive Inhibition der
Reninexpression. Diese wiirde sie neben der Tumortherapie auch fiir die Behandlung von
Bluthochdruck empfehlen™.

67 Amuchastegui et al., 2005

68 Pedulla et al., 2006

69 Mizwicki et al., 2006; Shimizu et al., 2006; Sicinski et al., 2006.
70 Luong & Koeffler, 2005

71 Siehe Elstner et al., 1994; Tabelle

72 Norman et al., 2000; Hisatake et al., 2001; Weyts et al., 2004

73 Spina et al., 2005, Holick et al., 2006

74 Maehr et al. 2006
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Eine weitere Gruppe bilden die 22-Oxa-Analoga, die sich von Calcitriol durch ein
Sauerstoff-Atom, das C** in der Seitenkette ersetzt, unterscheiden. Sein Hauptvertreter, 22-
Oxacalcitriol (OCT, s. Abb. 5b), hat dadurch eine geringere Affinitdit zum DBP und eine
verdnderte Pharmacokinetik. OCT ist weniger calcamisch als Calcitriol und hemmt v.a. die
Synthese und Exkretion von PTH™.

Als letzte Familie der vielen Analogagruppen auf Calcitriol-Basis sollen die 14-Epimere von
Calcitriol erwdhnt werden. Hier sind z.B. TX 522 und TX 527 (s. Abb. 5b) einzuordnen, die
an Tiermodellen gegen Brustkrebs getestet wurden. Sie hatten kaum Wirkungen auf den
Ca?"- und den Knochenstoffwechsel, konnten aber das Tumorwachstum stark hemmen’®.
Auch einige nicht-steroidale Analoga (z.B. LY2108491 und LY2109866, ohne Abb.)
wurden entwickelt. Hierbei reduziert man Calcitriol auf sein 'Riickgrat' aus den fiinf
Kohlenstoffatomen C® - C* und resubstituiert auf verschiedene Art (s. Abb. 4b): Man kann
einen E-Ring einfiihren (wodurch ein E-Ring Analog entsteht, z.B. KS 176, s. Abb. 5b), den
D- oder den C-Ring wiedereinfithren (wodurch ein D-Ring bzw- C-Ring Analog, z.B. ZG
1368, s. Abb. 5b, entsteht) oder eine Decaline-Struktur bilden (Bildung eines Decaline-
Analoges). LY2108491 und LY2109866 wurden in vitro und in vivo auf ihre Wirksamkeit
bei Psoriasis getestet”’
calcdmisch als Calcitriol (LY2108491 >1000-fach und LY2109866 >300-fach), v.a. da sie

die Calciumresorption durch die Enterocyten nur wenig stimulieren. Auch zeigten sie am

. Sie sind bei topischer Anwendung an der Maus deutlich weniger

Psoriasis-Modell der Nacktmaus eine hohere therapeutische Breite und wirken stark auf die
Proliferation der Keratinocyten. Weiterhin wird die Entwicklung von Tu2-Lymphocyten
(siche Kap. 3.1. Immunsystem-Grundlagen) gegeniiber der von Tul-Zellen begiinstigt, was
ein weiteres Wirkcharakteristikum fiir Pharmaka gegen Psoriasis ist (siche Kap. 4.4.1.
Psoriasis).

Die Frage, ob die calcimische Wirkung von synthetischen VDR-Liganden immer oder
zumindest im Hinblick auf manche Therapieziele eine Vorraussetzung ihrer tatsdchlich
angestrebten Effekte ist, hat fir den Erfolg der Entwicklung von VD-Analoga zur

immuntherapeutischen Verwendung zentrale Bedeutung, bleibt aber vorerst unbeantwortet.

75 Steddon et al., 2001
76 Verlinden et al., 2000
77 Ma et al., 2006 fassen die Erkenntnisse iiber diese zwei VDR-Modulatoren zusammen.
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3. Immunsystem

3.1. Immunphysiologie

Die Immunabwehr des Korpers ldsst sich in die unspezifische Abwehr einerseits und die
spezifische Abwehr andererseits unterteilen. Diese zwei Elemente arbeiten jeweils mit
humoralen (d.h. I6slichen) Faktoren und immunvermittelnden Zellen. Die unspezifischen
Immunreaktionen sind angeboren und konnen jederzeit schnell erfolgen, das spezifische
Immunsystem aber muf3 die Erreger erst 'kennenlernen' und reagiert daher mit einer
zeitlichen Verzogerung. In vivo lassen sich diese beiden Komponenten der Immunabwehr
wegen ihrer engen Vernetzung durch gegenseitige Beeinflussung und Erginzung nicht
trennen, doch fiir ein besseres systematisches Verstindnis der Anteile und ihrer Interaktionen
ist eine getrennte Beschreibung sinnvoll.

Fir die Bewertung der Immunreaktionen ist die Ambivalenz ihrer Wirkungen zentral:
einerseits sind sie fiir den Korper im Kampf gegen Infektionen lebenswichtig, andererseits
haben sie auch fiir die korpereigenen Zellen ein gefahrliches zerstorerisches Potential, wenn
sie im UbermaB oder an falschen Orten ablaufen. Diese Thematik steht im Zentrum des
folgenden Abschnitts dieser Arbeit.

3.1.1. Unspezifische Abwehr

3.1.1.1. Humorale unspezifische Abwehr

Die humoralen Anteile der unspezifischen Abwehr umfassen das Komplementsystem, die
akute Phase Reaktionen, Interferone und Enzyme. Das Komplementsystem besteht aus einer
Reihe von einander aktivierenden Polypeptiden. Diese kennzeichnen (opsonisieren) befallene
Zellen oder Erreger, locken Effektorzellen (hier v.a. Mastzellen und basophile Granulozyten)
an und aktivieren sie (Chemotaxis) und fiihren letztlich zur Zell-Lysis.

Akute Phase Proteine treten bei starken Entziindungsvorgingen als systemische
Begleitreaktion auf. Sie sind jedoch nur von diagnostischem Interesse (z.B. in der
Bestimmung der Blutsenkgeschwindigkeit), da man ihre physiologischen Funktionen nicht
genau kennt.

Interferone sind Glycoproteine, deren eine Untergruppe (Typ I) Nachbarzellen bei viralen

Infekten vor Befall schiitzt und so die Virusvermehrung begrenzt, wozu meist die Synthese
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viraler Proteine gehemmt wird. Als einziger Vertreter der zweiten Untergruppe (Typ II) wirkt
Interferon-y v.a. immunmodulatorisch, z.B. durch Makrophagenaktivierung.

In der letzten, sehr groBen Gruppe humoraler Faktoren werden Enzyme, die verschiedenste
Funktionen erfiillen, zusammengefasst. Die Serinprotease Lysozym z.B. wird aus den
Granula neutrophiler Granulozyten freigesetzt, und Defensine machen die Membranen
mikrobieller Erreger permeabel. Diese Liste von Enzymen und ihren Funktionen liefle sich

noch sehr lang fortsetzen.

3.1.1.2. Zelluldre unspezifische Abwehr

Die Zellen des unspezifischen Immunsystems entstehen [bis auf Natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen)] alle im Knochenmark aus myeloiden Stammzellen; zu ihnen gehoren neben

Granulocyten die Zellen des mononucledren Phagocytensystems (MPS) und NK-Zellen.

Granulocyten

Diese Zellgruppe ldsst sich ihrer Anfarbbarkeit nach in neutrophile, eosinophile und
basophile Granulocyten unterteilen, wobei die neutrophilen v.a. Bakterien, Zelltrimmer und
Fremdpartikel phagocytieren. Sie erkennen entziindungsbedingte Oberflachenverinderungen
des Endothels, verlassen in Reaktion darauf die Blutbahn und wandern ins Gewebe aus
(Diapedese).

Eosinophile Granulocyten zirkulieren nur ca. 30 Minuten in der Blutbahn und wandern dann
ins Gewebe aus, wo sie eine Lebensspanne von bis zu zwei Wochen haben. Sie konnen wie
die Neutrophilen effektiv phagocytieren, geben aber die Inhaltsstoffe ihrer Granula
[proteolytische oder reaktive Sauerstoffverbindungen - v.a. Superoxid-Radikale (-O,) und
Wasserstoffperoxid (H,O») - erzeugende Enzyme’] im Gegensatz zu den Neutrophilen auch
in den Extrazellularraum (EZR) ab. Dadurch wirken sie auch gegen extrazelluldre Parasiten
(wie Wiirmer), weswegen man ihr vermehrtes Auftreten mit einem Parasitenbefall verbindet.
Die Funktionen der Basophilen Granulocyten sind noch weitgehend unbekannt, von
Bedeutung ist jedoch ihre Beteiligung an pathophysiologischen Immunreaktionen wie
Allergien: der Zelltyp wird durch die Bindung von Immunglobulin E (IgE) aktiviert und
degranuliert darauthin. Hierbei werden Serotonin und Histamin (zwei Substanzen, die den
GefdBtonus und die GefaBpermeabilitit beeinflussen und dadurch Entziindungsreaktionen

modulieren) aus seinen Granula in den EZR ausgeschiittet.

78 Siehe Abkiirzungen/ Erklédrungen unter H,Os.
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Das Mononucleédre Phagocytensystem

Die Zellen des Mononucledren Phagocytensystems (MPS) formen eine groBle Gruppe
verschiedener Abwehrzellen. Sie differenzieren sich nach ihrer Diapedese unter dem Einfluf3
des lokalen Gewebes ausgehend von den in der Blutbahn zirkulierenden Monocyten zu
verschiedenen Arten von Makrophagen. So entstehen im Kreislaufsystem und in
verschiedenen Geweben dendritische Zellen (DC's oder Histiozyten), im Knochen
Osteoklasten und im ZNS Mikroglia-Zellen.

Makrophagen sind sehr vielseitig: sie synthetisieren und sezernieren viele Faktoren, die
systemische und lokale Entziindungsreaktionen beeinflussen [u.a. Interleukin-1 (IL-1), IL-10,
IL-12, Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a), 'granulocyte-macrophage colony-stimulating factor'
(GM-CSF) und andere Cytokine und Chemokine]. Zudem kdnnen sie opsonisierte Partikel
hervorragend phagocytieren und auf ihren MHC-II ('major histocompatibility complex') -
Molekiilen Antigenprasentation betreiben, indem sie phagocytierte Antigene spalten und sie
als kleine (in MHC-II Molekiile eingebaute) Peptide an die Zelloberfliche bringen. Damit
stellen sie den zentralen Bereich der antigenpradsentierenden Zellen (APC's) dar und
bestimmen durch Ort und Form (z.B iiber Variationen der costimulatorischen Molekiile auf
der Zelloberfliche) der Antigenprisentation mafBgeblich den Charakter der folgenden
Immunantwort. Uberdies sind sie an Wundheilungsprozessen und der Zerstdrung von

Tumorzellen beteiligt.

Dendritische Zellen

Aufgrund ihrer zentralen Relevanz fiir die Steuerung des Immunsystems allgemein und ihrer
(weiter unten behandelte) wichtigen Rolle im von VD beeinflussten Immunsystem wird die
Subpopulation der DC's ausfiihrlicher besprochen”. Die zwei Untergruppen dieser Zellart
(die myeloiden und die plasmacytischen DC's) unterscheiden sich in der Expression von
immunmodulatorischen  Cytokinen, Erkennungsrezeptoren und kostimulatorischen
Molekiilen®. Alle DC's entstehen unter dem Einflul von Wachstumsfaktoren (z.B. IL-4 und
GM-CSF) aus Monocyten (s.0.) und durchlaufen einen (auf molekularer Ebene kaum
verstandenen) Reifungsprozel3 (s. Abb. 6). Sie sind die potentesten APC's und von zentraler
Bedeutung fiir die Initiation der priméren T-Zell-mediierten Immunantwort, da nur sie die
Fahigkeit haben, sowohl naive CD4" (CD = 'cluster of differentiation') als auch CD8" T-

Lymphocyten (s.u.) zu stimulieren®..

79 Einen ausfiihrlichen Uberblick iiber die Entwicklung und Funktionen von DC's geben Hackstein &
Thomson, 2004
80 Shortman & Liu, 2002; Penna et al., 2002 informieren iiber diese zwei Untergruppen.

81 Steinman, 1991; Hart, 1997
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Aus hamatopoetischen Stammzellen differenzieren sich unreife DC's, die in periphere, nicht-
lymphatische Gewebe einwandern (z.B. Langerhanszellen in die Haut) und kontinuierlich
Antigen aufnehmen. Dieses wird auf einem endosomalen, MHC II-beschrinkten
Stoffwechselweg prozessiert. Nach dem Antigenkontakt und abhingig von der Art des
Antigens wandern die DC's in ihr Zielgewebe: die T-Zell-abhdngigen Bereiche der
sekundéren lymphatischen Organe, die diesen Korperbereich drainieren, und wo das Priming
der naiven T-Zellen erfolgt. Auf dieser Wanderung reifen die DC's unter dem Einflu}
proinflammatorischer Stimuli [z.B. TNF-o, IL-1 und Lipopolysaccharide (LPS)] und
spezieller Zell-zu-Zell-Kontakte (z.B. zu dem Oberflichenmolekiil CD40 und zu
stimulatorischen T-Zellen)* phénotypisch. Hierbei verringern sie ihre Fahigkeiten zur
Antigenaufnahme und -prozessierung, wihrend ihre Kapazitit der Antigenpréisentation (auf
dem nun stark exprimierten MHC II-Komplex) und der Expression von kostimulatorischen
Oberflachenmolekiilen [wie CD40, CD80, CD83, CD86 und CC-Chemokin-Rezeptor 7
(CCR7)] steigt®. Im Zielgewebe angekommen prisentieren die DC's prozessiertes Antigen
auf MHC II und interagieren mit antigenspezifischen Lymphocyten. Im Anschlufl daran
erfolgt die zweite Phase der Reifung (die funktionelle Reifung). In dieser gewinnen die DC's
die Fahigkeit zur Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen, sowie zur Produktion
von proinflammatorischen Cytokinen wie TNF und IL-12%.

Um eine hochpotente APC zu werden, durchlaufen die DC's also einen zweistufigen
ReifungsprozeB3. Es ist jedoch bekannt, dass DC's sowohl in der Peripherie als auch im
Thymus nicht nur immunogen, sondern auch tolerogen wirken kénnen®. V.a. unreife DC's
haben tolerogene Féhigkeiten, mit deren Hilfe sie T-Zellen mit immunsuppressiver Aktivitét

induzieren®, aber auch Effektor-T-Zellen in ihrer Funktion hemmen konnen®’.

NK-Zellen

NK-Zellen bilden die letzte Zellgruppe der unspezifischen Abwehr und gehdren zur Familie
der Lymphocyten, deren sdmtliche andere Vertreter die Zellen der spezifischen
Immunabwehr stellen. Lediglich die NK-Zellen zdhlen zur angeborenen Abwehr, in deren
Rahmen sie Tumorzellen und virusinfizierte Korperzellen erkennen und tdten, indem sie
nach Kontakt zur Zielzelle zytotoxische Faktoren (wie z.B. TNF) freisetzen, was diese Zelle

so stark schédigt, dass sie innerhalb von Sekunden bis wenigen Minuten stirbt.

82 Banchereau et al., 2000

83 Zhou & Tedder, 1995; Banchereau et al., 2000; Hackstein & Thomson, 2004
84 Hackstein & Thomson, 2004

85 Banchereau & Steinman, 1998

86 Jonuleit et al., 2000; Jonuleit et al., 2001

87 Dhodapkar et al., 2001
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Im Rahmen der Immunreaktion auf Virusinfekte werden NK-Zellen nach den ersten Tagen

durch cytotoxische T-Lymphocyten abgeldst. Diese attackieren (im Gegensatz zu den NK-
Zellen, die MHC-lose Zellen toten) Zellen, die Antigene auf MHC-1 Molekiilen présentieren.

Die regulatorische Aktivitit des Immunsystems, die iiberschiefende Reaktionen verhindern

soll, wird von verschiedenen Zelltypen getragen, zu denen auch NK-Zellen gehdren

konnen®.

Abbildung 6

Stufen der Entwicklung von dendritischen Zellen. Verschiedene immunmodulatorische Therapeutika wirken auf
einzelne Entwicklungsschritte; die Angriffspunkte von VDR-Agonisten sind gekennzeichnet und auch weitere dort

wirkende Mittel aufgefiihrt.

Antigen Antigen processing
\n endosome

%Q <l

Corticosteroid
Vitamin Dy

Cyclosporine A

Phenatypically \;/'ﬁmpmlr MHC class Il

mature DC %(,

77‘»

Functional i

maturation i/ i H(‘IMO
By i i

5 cD8o

i \
it \\
% ,/‘ e f‘ (IJﬂh

/ ] \
j‘ & C R7

- Draining lymph node
00 @ "IL-10

Abkiirzungen:

J‘ ! ‘ﬁfj i § -
Differentiation 7 Antigen uptake { ﬁ"r'{%/ i \7
|
e < i o
o Qé < \ e }g
i @'if | ! ‘132;‘LQ%
\ (\(‘R? (ﬁ ,“Q gt '\" ‘.:'
év/,\ﬁ\ \U Wy ﬁr\ 15-Deoxyspergualin
CCR1 Aspirin
Peripheral Phenotype Corticosteroids
tissues B maturation Vitamin Dy
W Migration Mye ophenol ate mofetil
\ | Rapamycin

HSC = Hamopoetische Stammzelle; iDC's = unreife dendritische Zellen; CCR = CC-Chemokinrezeptor; TLR = toll-

like Rezeptor; IL = Interleukin; TNF = Tumor Nekrose Faktor; CD = cluster of differentiation
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88 Zeng et al., 1999; Seino et al., 2001
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3.1.2. Spezifische Abwehr

Die spezifische oder erworbene Immunabwehr wird von der Familie der Lymphocyten
getragen, zu der neben den oben angesprochenen NK-Zellen der unspezifischen Abwehr die
T- und B- Lymphocyten gehoren. B-Zellen sorgen fiir die humoralen-, T-Zellen fiir die
zellvermittelten Immunreaktionen der spezifischen Immunabwehr.

Lymphocyten entstehen im Knochenmark aus lymphoiden Stammzellen und durchlaufen im
Thymus bzw. in der Bursa Fabricii der Vogel (T-Lymphocyten) oder im Knochenmark und

den Peyerschen Platten beim Sauger (B-Lymphocyten) einen Reifungsvorgang.

3.1.2.1. B-Lymphocyten

B-Lymphozyten exprimieren aus einer Vielzahl genetischer Anlagen zusammengestellte B-

Zell-Rezeptoren (BCR), wobei jeder B-Zell-Klon mit seinem BCR nur ein bestimmtes
Antigen erkennt. Hier kann man autoreaktive von hoch- und niederaffin Antigen bindenden
B-Lymphocyten unterscheiden. Im Verlauf der B-Zell-Aktivierung® erfolgt die erste
Raktionsinitiation durch den Kontakt zu dendritischen Zellen (s.0.) und antigenspezifischen
T-Lymphocyten (s.u.). Im Anschlul wandern die aktivierten B-Zellen in sekundére
lymphatische Organe (z.B. die Mandeln) ein, wo sie sich zu proliferierenden Centroblasten
differenzieren, die die dunklen Kernbereiche der entstehenden germinalen Zentren bilden.
Die meisten Centroblasten, v.a. die autoreaktiven, welche die basalen hellen Bereiche der
germinalen Zentren bilden, enden in der Apoptose. Nur wenige gehen zur Bildung der
hochaffin antigenbindenden Centrocyten {iiber, die den antigenspezifischen T-Zellen
prozessiertes Antigen prasentieren. Dadurch regen sie diese zur Expression des
Oberflichenproteines CD40 und zur Sezernierung von Cytokinen an, was wiederum die B-
Zellen aktiviert. Der Kontakt zum passenden Antigen und zu den T-Zellen fiihrt also zur
'Selektion' des Klons, der sich darauthin mehrfach teilt und im Lauf von fiinf Tagen zur
Plasmazelle differenziert. Diese produziert hohe Mengen von spezifischen und fiir diesen
Klon typischen Antikérpern (Ak) und sezerniert sie in den EZR, wodurch gleichartiges
Antigen gekennzeichnet und seine Phagocytose stark beschleunigt wird. Neben diesen
Plasmazellen konnen durch langeren Kontakt zu (von den T-Zellen exprimiertem) CD40
auch B-Gedichtniszellen (‘'memory cells', wohl eine Vorstufe der reifen Plasmazelle)
entstehen. Diese iiberleben mehrere Jahre und ermoéglichen im Fall des wiederholten
Antigenkontakts eine schnelle Aufnahme der Antikdrperproduktion. Uberdies fndert sich im
Fall eines erneuten Antigenkontaktes der produzierte Antikorpertyp: beim Erstkontakt wird
IgM (ein groBBes Pentamer) gebildet, nach Zweitkontakt aber das leichte, Y-formige IgG.

89 Eine Ubersicht iiber diese Vorgiinge mit genauen Literaturverweisen findet sich bei Morgan et al., 2000.
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Das Immunglobulin IgA ist ein Dimer, der als sekretorischer Antikdrper auf Schleimhéuten

lokal auftritt; Antikorper vom IgE-Typ spielen bei allergischen Prozessen eine zentrale Rolle.

3.1.2.2. T-Lymphocyten

Bei ihrer Reifung miissen die T-Lymphocyten lernen, auf eine Kombination von MHC und

Antigen zu reagieren. Ferner wird iiberpriift, ob der exprimierte T-Zell Rezeptor (TCR)
autoreaktiv ist, also auf korpereigenes Protein reagiert, was zur Vernichtung der T-Zelle
filhren wiirde. Die nun reifen T-Lymphocyten haben neben ihrem TCR noch ein weiteres
Oberflichenmolekiil, durch das sie in zwei Untergruppen unterteilt werden kénnen: CD4-
bzw. CDS- positive (CD8") T-Zellen unterscheiden sich durch den 'cluster of differentiation’
(CD) und haben unterschiedliche Aufgaben. Beiden Untergruppen ist jedoch gemeinsam,
dass sie - einmal aktiviert - zentrale Funktionen in der Steuerung spezifischer
Immunantworten ausiiben (s. Abb. 7). Verschiedene Arten von T-Zellen [und zwar die CD4"
(die bekannteste und fiir diese Arbeit zentrale Gruppe der regulatorischen Immunzellen, s.u.),
die CD8"", die CD8"CD28*' und die TCR'CD4°CD8" T-Zellen**] konnen auch regulatorische

Aktivitdten ausiiben, die liberschieBende Immunreaktionen eindimmen.

T-Helferzellen
Die CD4-positiven T-Lyphozyten oder T-Helferzellen (Tu-Zellen) unterstiitzen und steuern

andere Zellen des Immunsystems in ihrer Funktion, indem sie l6sliche Faktoren (sog.
Cytokine) zur interzelluliren ~Kommunikation produzieren. Die zwei groflen
Subpopulationen Ty-1 und Tu-2 hemmen sich gegenseitig in ihrer Entwicklung und ihrer
Effektorfunktion - der Cytokinproduktion. Durch diese wechselseitige Hemmung liegt der
Schwerpunkt einer Immunreaktion immer auf einer der beiden Reaktions-Schienen
(cytotoxische T-Zellreaktion oder Bildung spezifischer Antikorper durch B-Zellen).

Die Subpopulationen unterscheiden sich neben ihrer Cytokinproduktion (und damit ihrer
Wirkung auf das Immunsystem, s.u.) wohl auch in ihrer Fahigkeit zur Migration®. Aus TO0-
Zellen, also naiven Zellen, die nur in Richtung der Helferzellen vorgepragt sind, bilden sich
unter unterschiedlichen Gen-, Cytokin- und Zellkontakteinfliissen zundchst die zwei
Subpopulationen der Tul- und der Tu2-Zellen”. Diese Zellen werden dann durch den

Kontakt des TCR zu (auf MHC II présentiertem) passendem Antigen aktiviert.

90 Hutchinson, 1986; Zhou et al., 2001; Gilliet & Liu, 2002
91 Ciubotariu et al., 1998

92 Zhang et al., 2000

93 Sallusto et al., 1998

94 Genaueres und Literatur hierzu bei Schulze-Koops & Kalden, 2001; Abbas et al., 1996.
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Tyl-Zellen

Die Tul-Zellen entstehen v.a. bei Infektionen mit intrazelluldr lebenden Bakterien durch
Antigenstimulation und Kontakt zu bestimmten Cytokinen (v.a. IL-12 und auch IL-23)]. Die
fiir die Differenzierung notigen Cytokine induzieren die Bildung des Tyl-spezifischen

Transkriptionsfaktors T-bet”

, der die Zellen zur Differenzierung in Tyl-Richtung dirigiert.
Als reife Zellen bilden sie nun proinflammatorische Faktoren [z.B. TNF-f3, Interferon-y
(IFN-y), 1L-2, IL-10, Lymphotoxin (LT) und GM-CSF], mit deren Hilfe sie zellvermittelte
Immunreaktionen steuern. Als Leitcytokin fiir die Prasenz und Aktivitdt von Tyl-Zellen dient
IFN-y, da es nur von dieser Zellpopulation erzeugt wird®.

Die Cytokine dieser Subpopulation der Helferzellen aktivieren die Makrophagen, welche nun
Stickoxyd (NO) und reaktive Sauerstoffverbindungen erzeugen. Zudem steigt ihre
Phagocytoseleistung und (durch die gesteigerte Bildung von MHC II) ihre Féhigkeit zur
Antigenprisentation. Uberdies fordern die Cytokine die Induktion von Antikdrpern, die Hilfe
fiir cytotoxische T-Zellen leisten, und regen zur Produktion opsonisierender, Komplement
bindender Antikérper an. Durch diese Wirkungen sind sie maligeblich an

TransplantatabstoBungsreaktionen und autoimmunen Organentziindungen beteiligt.

Regulatorische T-Zellen

Tul-Zellen treiben als immunogene Zellen die Immunreaktionen wie oben beschrieben voran
oder halten - in suppressorischer Funktion - periphere immunologische Toleranz im
Gleichgewicht”. Hierbei konnen sie bereits ablaufende Entziindungsreaktionen begrenzen
oder sogar beenden. Tul-Zellen mit diesen, den proinflammatorischen Aktivitdten anderer
Helferzellen entgegenwirkenden Eigenschaften werden neuerdings einer dritten Gruppe von
T-Helferzellen zugewiesen: den CD4"'CD25" regulatorischen T-Zellen (Tgr-Zellen). Die Tr-
Zellen sind die bekannteste Gruppe der regulatorischen Immunzellen und fiir das Thema
dieser Arbeit von zentraler Bedeutung. Sie bilden viel IL-10 und TGF-f, aber kein IL-4,
wobei iliber die genauen Mechanismen ihrer Bedeutung in der Immunhomdostase und bei

autoimmunen Reaktionen aber noch wenig bekannt ist™,

95 Szabo et al., 2000

96 Schulze-Koops & Kalden, 2001

97 Groux et al., 1997

98 Schulze-Koops & Kalden, 2001; Genaueres iiber ihre bisher bekannten Funktionen findet sich in dem

Kapitel iber VD-Wirkungen auf T-Zellen.
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Ty2- Zellen

Diese Subpopulation der T-Zellen entsteht bevorzugt bei Infestationen mit gastrointestinalen
Helminthen und Nematoden. Die Cytokine der Ty-2 Zellen (z.B. 1L-4 und IL-5) wirken im
Gegensatz zu denen der Tyl-Zellen antiinflammatorisch, indem sie (v.a. IL-4) die
Aktivierung von Makrophagen verringern®”. Auch unterstiitzen sie B-Zellen in ihrer
Antikorperproduktion und steuern somit eher die humorale Seite der Immunantwort.
Zusitzlich fordern sie den Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM zu IgE und nicht-
Komplement-bindenden IgG-Typen. Der Effekt all dieser Aktivitdten geht in eine Richtung,
die der Wirkung von Ty1-Zellen entgegengesetzt liegt.

Tu2-Zellen mediieren zudem allergische Reaktionen und sind an der Abwehr intestinaler
Wurminfektionen beteiligt. Cytokine wie IL-6, IL-10 und IL-13 werden bei Méusen nur
durch Tu2-Zellen, beim Menschen aber auch durch Tul-Zellen gebildet und sind daher keine
Leitcytokine.

Cytotoxische T-Zellen

CDS8-positive, cytotoxische T-Zellen (oder cytotoxische T-Lymphocyten (CTL)) iibernechmen
wenige Tage nach Infektionsbeginn von den NK-Zellen die Aufgabe der Eliminierug
virusbefallener Zellen (s.0.) und spielen als alloantigenspezifische, cytotoxische T-Zellen

eine Rolle bei der AbstoBung von Transplantaten.
Abbildung 7

Entwicklungsmdglichkeiten der T-Lymphocyten

T-Lymphocyten

CD4" T-Helferzellen CD8" cytotoxische T-Zellen

Tr-Zellen Tul-Zellen Tu2-Zellen

* Induktion peripherer  Aktivierung von Macrophagen e Hilfe fiir antikdrperproduzie- e virusspezifische CTL

Immuntoleranz ¢ Uberempfindlichkeitsreaktionen rende B-Zellen (Viruseliminierung)
* Begrenzung ablau- vom verzbgerten Typ e Beteiligung an allergischen e alloantigenspezifische

fender Immun- ¢ Autoimmunentziindungen Reaktionen CTL (Transplantat-

reaktionen ¢ TransplantatabstofSung e Abwehr intestinaler Wurminfekte — abstoBung)

* Hilfe fiir cytotoxische T-Zellen e antiinflammatorische Cytokine
* proinflammatorische Cytokine e antagonisieren Ty1-Effekte

99 Abbas et al., 1996
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3.2. Vitamin D im Immunsystem

Calcitriol und andere VDR-Agonisten modulieren das Immunsystem (wie unten genauer
gezeigt) insgesamt hin zu mehr Toleranz und bremsen iiberschieBende entziindliche Prozesse
verschiedener Art. Hierzu nehmen sie EinfluB auf T- und B-Lymphocyten, sowie auf die
Zellen des MPS (s. Abb. 8a/b). Trotz der gesteigerten Immuntoleranz behindern sie die
Reaktionsfahigkeit des Immunsystems auf Infektionen aber nicht. Statt dessen fordern sie in
vitro (in Keratinocyten, z.T. auch in Monocyten und eosinophilen Granulocyten) die
Synthese antimikrobieller Peptide [wie Defensin 2 (defB2), Cathelicidin antimikrobisches
Peptid (camp) oder Ngal], die alle Bestandteil der angeborenen Immunantwort sind'®.

Ferner war zum einen die Bakteriziditdit und Phagocytoseaktivitit des Immunsystems
allgemein erhoht, zum anderen wurde bei Testinfektionen mit opportunistischen Erregern in
vivo durch die Gabe von Calcitriol kein hemmender Einfluss auf die Reaktionsfdahigkeit der

Immunabwehr festgestellt'"".

3.2.1. Vitamin D Rezeptor

Durch die Entdeckung des VDR und seinem Nachweis auf vielen Zellen der Immunabwehr
stellte sich die Frage, welche Auswirkungen Calcitriol auf das Immunsystem hat. Wie bei
vielen Zelltypen hemmt dieses Vitamin auch bei den Immunzellen oft die Proliferation und
fordert die Differenzierung.'””. Die hochsten Konzentrationen des VDR findet man auf den
unreifen, im Thymus liegenden Immunzellen, und den reifen CD8" Lymphocyten. Doch auch
auf anderen Lymphocyten-Subpopulationen, den  Promyelocyten, = Monocyten,
Makrophagen'” und den NK-Zellen'” liegt der VDR in beachtlicher Menge vor. Die VDR-
Dichte steigt unter der Einwirkung von Calcitriol noch — wohl wegen seiner Fahigkeit, die
Langlebigkeit und Stabilitét seines Rezeptors zu erhéhen'®. Die Konzentration des VDR auf
B-Lymphozyten ist unter den bisher genannten Zellen am geringsten, weswegen wohl keine
oder kaum direkte Wirkungen von VD auf diese Lymphocytengruppe existieren'®. Bisher
gibt es auch wenig Arbeiten, die sich gezielt mit der Wirkung von VD auf B-Zellen

beschiftigen (s.u.). Generell aber lassen sich auf ruhenden Lymphocyten (also solchen mit

100 Wang et al., 2004

101 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds prologs...", 1998

102 Abe et al., 1981; Tanaka et al., 1982; Muller & Bendtzen, 1992; Yang et al., '1a,25 dihydroxyvitamin Ds...',
1993

103 Veldman et al., 2000

104 Provvedini et al., 1983; Brennan et al., 1987

105 Wiese et al., 1992

106 Veldman et al., 2000; DeLuca & Cantorna, 2001
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hoher Zelldichte und grofer Kern-Plasma-Relation) kaum oder keine VDR's nachweisen, da
diese Zellen aktiviert werden miissen, bevor sie VDR in nennenswerter Menge exprimieren

197 Fiir die starke Einflussnahme von VD in die Ablidufe des Immunsystems ist neben

konnen
der Ausbildung von VDR's auf Immunzellen aber noch ein weiterer Punkt von
entscheidender Bedeutung: Calcitriol hat in den Signaliibertragungsketten der verschiedenen
Zellen gemeinsame Ziele, wodurch es an mehreren Angriffspunkten synergistische
Wirkungen erzeugen kann. Beispielsweise reguliert VD den nuclear factor (NF) kB sowohl

8

bei T-Lymphocyten'® als auch bei antigen-prasentierenden Zellen (APC's)'” herunter und

hemmt dadurch eftektiv die Transkription der Zielgene.

Abbildung 8a: Regulation der Immunantwort durch Calcitriol: a: in den sekundiren lymphatischen Organen.
b: b: in den Zielgeweben.
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Abkiirzungen:

M® = Macrophage; CD4 = CD4 positive T-Helferzelle; Thl = T-Helfer Typl; Th2 = T-Helfer Typ 2; DC =
Dendritische Zelle; CTL = cytotoxischer Lymphocyt; CD = cluster of differentiation; TCR = T-Zell-Rezeptor; MHC
= major histocompatibility complex; IFN = Interferon; IL = Interleukin;

Gestrichelte Linien bedeuten Cytotoxizitét, stumpfe Pfeile hemmende Wirkung und spitze Pfeile fordernde Wirkung.

Nach: Mathieu & Adorini, 2002

107 Bhalla et al., 1983; Provvedini et al., 1983; Morgan et al., 1996
108 Barrat et al., 2002
109 D'Ambrosio et al., 1998
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Uber die molekularbiologischen Wirkungen von Calcitriol auf die einzelnen Zelltypen des
Immunsystems gibt es eine Vielzahl von (in vitro durchgefiihrten) Untersuchungen mit nicht

110

immer konstanten Ergebnissen''®. Daher ist es schwierig, hierzu auf dem Hintergrund des

augenblicklichen Wissensstandes eine exakte und zuverldssige Aussage zu machen.

3.2.2. Vitamin D Metabolismus

Viele Immunzellen betreiben einen eigenstindigen VD-Metabolismus, wobei diese Aktivitét
in Ausnahmesituationen sogar den Serumspiegel von Calcitriol beeinflussen kann (s.u.). Die
Verstoffwechselung von VD, und v.a. seine Hydroxylierung zu Calcitriol, tragt wesentlich zu
den Wirkungen von VD auf das Immunsystem bei. Neben T-Zellen''! bilden auch aktivierte
Makrophagen und DC's'"? in beachtlicher Menge die fiir diesen letzen Syntheseschritt notige
la-OHase. Allerdings erfolgt die Expression des Enzyms in APC's unter anderer Steuerung
als in den Nieren (z.B. fordern die Immunstimulantien IFNy und LPS seine Bildung stark'®,
und es gibt keine Endprodukthemmung). Die Induktion der 1a-OHase in den Zellen des
MPS ist ein komplexer Ablauf, der eine Kombination verschiedener Signaliibertragungswege
beinhaltet. Hierbei spielen viele Messenger (MAP-Kinasen, STAT1a, HAT p300, C/EBPf
und HDAC'S) eine wesentliche Rolle'*. APC's sind so in der Lage, Calcitriol unter
Einfliissen des Immunsystems herzustellen, was ein Beweis fiir seine paracrine Bedeutung in
diesem Bereich ist'".

Durch die Aktivitdt der 1a-OHase werden im lokalen Milieu eines Entziindungsgeschehens
hohe Konzentrationen (ca. 10'° Mol und mehr) von Calcitriol erreicht''®, unter denen sich
seine immunmodulatorischen Féhigkeiten voll entfalten konnen. Aufgrund dieser
ausgeprigten Synthese von aktivem VD kann bei Erkrankungen, die mit der Uberaktivierung
von Makrophagen einhergehen (wie es z.B. bei Sarcoidose oder Tuberkulose der Fall ist)
hiufig eine systemische Hypercalcdmie beobachtet werden''” .

Die Expression der la-OHase mit folgender Calcitriolentstehung erfolgt zeitlich nach der
Bildung der Macrophagencytokine (z.B. TNFa, IL-1 und IL-12), weswegen sie mit ihrer

Bedeutung als immunmodulatorisches, suppressives Signal zeitkompatibel ist.

110 DeLuca & Cantorna, 2001
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Hewison et al., 2003 (DC's)

113 Overbergh et al., 2004
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116 Mathieu et al., 2005
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Das wesentliche Enzym des Abbaus von Calcitriol, die 24-OHase, wird (ebenso wie die 1a-
OHase) von Monocyten und Macrophagen, aber auch von B-Lymphocyten (s.u.) gebildet,
wobei seine Expression von aktivem VD induziert wird. Obwohl die Promotorregion des 24-
OHase-Gens ein klassisches VDRE enthélt'"®, hidngt die tatsdchliche Induzierbarkeit aber
stark vom Differenzierungs- und Aktivierungsgrad der Zellen ab: undifferenzierte
Monocyten reagieren stark, doch aktivierte und differenzierten Macrophagen sind sehr
resistent gegen diese Induktion. Die Ursache hierfiir ist IFN-y, das im Umfeld aktivierter
Macrophagen in beachtlicher Menge vorliegt und die Effekte des ligandengebundenen VDR

auf die Promotorregion des 24-OHase Gens hemmt'"”.

3.2.3. Wirkungen auf Lymphocyten

3.2.3.1. B-Lymphocyten

Die Reaktion von aktivierten B-Zellen auf Calcitriol unterscheidet sich (wie man bei in vitro

Versuchen feststellte) stark von der Antwort ruhender B-Zellen. Letztere miissen vor der
Reaktion aktiviert werden und durchlaufen im Anschlufl eine Verzégerungsphase. Erst
danach wird vermehrt VDR gebildet und es erfolgt die genomische Transaktivierung VDRE-
gekoppelter Genen. Aktive B-Lymphocyten hingegen reagieren sofort und ohne eine weitere

1'%, Untersucht man die Antworten aber bei B-Zellen, die

in vitro-Aktivierung auf Calcitrio
anhand ihres Reifezustandes (und nicht ihres Aktivierungsgrades) in Gruppen eingeteilt
wurden, so erhdlt man ein sehr heterogenes Reaktionsbild, da sich diese Zellen in
verschiedenen Aktivititsstadien befinden. Bildet man aber innerhalb dieser Reife-Gruppen
durch Dichte-Fraktionierung Untergruppen von gleichem Aktivitdtszustand, so antworten
alle Zelltypen im gleichen Aktivitdtszustand auch vergleichbar auf Calcitriol. Die Reaktion
auf aktives VD héngt also vielmehr vom Aktivierungsgrad der Zellen als von ihrer Gruppen-
zugehorigkeit ab, was an Subpopulationen der naiven, memory- und germinal-zentrischen

humanen B-Lymphocyten in vitro getestet wurde'”'

. Die Kontrolle der genomischen
Transaktivierung erfolgte durch die Beobachtung der Expression der (in B-Lymphocyten
gebildeten) 24 OH-ase. Deren Regulation durch Calcitriol erfolgt auf Transkriptionsebene'**

und das Enzym ist in nicht aktivierten B-Zellen nicht nachweisbar und in seiner Bildung

118 Chen & DeLuca, 1995

119 Vidal et al., 2002 beschreiben die genauen Mechanismen dieser Interaktionzwischen IFN-y und der
Enzyminduktion durch Calcitriol.

120 Morgan et al., 1999

121 Morgan et al., 2000

122 Chen et al., 1993
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strikt von Calcitriol abhédngig'*

. Zusammenfassend also ist eine generelle Wirkung des D-
Hormons auf B-Lymphocyten bekannt; wie sehr diese die Immunreaktionen der Zellen
beeinflusst, ist aber noch unklar.

Heine et al.'* stellten in vitro eine durch Calcitriol verursachte Verringerung der IgE-
Bildung fest, die (wie viele Wirkungen von VDR-Liganden) iiber eine Hemmung des NF-xB
Weges der Gentranskription erfolgt. Auch im Versuch mit Méusen liel sich dieser Effekt
nachvollziehen, da bei topischer Anwendung von aktivem VD eine IgE-vermittelte
Schwellung der Ohrhaut zurtickging'®.

Eine weitere Arbeit beschreibt, dass unter Calcitriol-Einfluss die Antikorperproduktion der
B-Lymphocyten (direkt oder indirekt) gehemmt wird'?®; hier wird aber nicht von einer

weitreichenderen Bedeutung der Wechselwirkungen zwischen dem D-Hormon und B-

Lymphocyten ausgegangen (s.0.).

3.2.3.2. T-Lymphocyten
Die zentrale Subpopulation der Lymphocyten sind mit Blick auf die Bedeutung von
Calcitriol die CD4" T-Zellen'” (s. Abb. 8a/b und Tab. 2), auch wenn bisher direkte Effekte

auf T-Zellen nur in vitro nachgewiesen wurden. Obwohl das Ausmal} der direkten

Wirkungen in vivo unklar ist'*, beeinflusst das D-Hormon (z.T. iiber die Modulation der

APC's) diese Lymphocytengruppe stark, was im Folgenden gezeigt wird.

Proliferation und Apoptose

Calcitriol greift an verschiedenen Stellen in die Proliferation der Lymphocyten ein. In vivo
hemmt es (direkt oder indirekt) die Vermehrung von T-Zellen im Thymus'® und — selektiv -
die von aktivierten T-Lymphocyten und T-Gedéchtniszellen™. In vitro konnte auch die
Antigen-induzierte T-Zell-Aktivierung selbst verhindert werden''. Sogar bereits entstandene
aggressive T-Zell-Klone (aus Patienten mit Typ I Diabetes) beendeten unter dem Einfluss
von (durch aktives VD) modulierten DC's ihre Proliferation, was einen Riickschritt im
Ablauf der T-Zell-Differenzierung darstellt'*>.

123 Morgan et al., 1996; Morgan et al., 1999

124 Heine et al., 2002

125 Katayama et al., 1996

126 Yang et al., '1a,25 dihydroxyvitamin D;...", 1993

127 DeLuca & Cantorna, 2001

128 Adorini, Tmmunomodulatory effects of Vitamin D...", 2002
129 Yang et al., '1a,25 dihydroxyvitamin Ds...", 1993

130 Muller & Bendtzen, 1992

131 Bhalla et al., 1984

132 Van Halteren et al., 2002; van Halteren et al., 2004
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Neben der Verhinderung der Proliferation reguliert Calcitriol den Bestand der T-Zellen auch
indirekt: in einem Versuch mit NOD (non-obese diabetic, s. Kap. 3.3.2.) Médusen'* leitet es
iiber DC's die Apoptose von T-Lymphocyten ein, indem es mehrere proapoptotische Signale

aktiviert.

Differenzierung

Die Differenzierung und Entwicklung der Zellen in Ty-1 Richtung wird unterbunden'** und
der Weg der Ty-2 Bildung aus naiven CD4" Lymphocyten begiinstigt'*, was sich an NOD-
Miusen in vitro und in vivo zeigen lasst'*®.

Ein Versuch mit liber zwei Generationen unter VD-Mangelbedingungen gezogenen und
daher stark VD-defizienten Mausen zeigte, dass Calcitriol bei Lymphocyten v.a. auf Ebene
der zellularen Immunitit (d.h. bei Tul-Zellen) eingreift: die T-Zell-mediierte
Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzdgerten Typ auf Dinitrobenzene fiel hier schwécher
aus'’. Ein vergleichbares Ergebnis ldsst sich aber bei unter diesen Bedingungen gehaltenen

Miusen auch durch Supplementierung von Calcitriol erzeugen'*®

. Diese Beobachtung deckt
sich mit der festgestellten Beeintrachtigung der T-Helfer-Funktionen und der Inhibition der
passiven Ubertragung zellulirer Immunitit durch Tyl in vivo'®. Ebenso zeigt sich das
Verhiltnis zwischen Tul- und Tu2-Zellen in vivo bei der unter VD-Mangelbedingungen
erfolgenden Nachzucht wohl zugunsten der Tyl-Zellen verschoben'*.

In vitro fordert das D-Hormon die Expression des GATA-bindenden Proteines 3 (GATA3) in

141 Dieses Protein ist ein wichtiger Bestandteil der Regulation der

naiven CD4" Lymphocyten
Zelldifferenzierung in Richtung von Ty2-Lymphocyten'*.

Calcitriol fordert auch indirekt - sowohl in vitro'* als auch in vivo'* - die Entstehung von T-
Zellen mit regulatorischen und suppressiven Eigenschaften: es steuert die Differenzierung
der APC’s in Richtung von DC's mit tolerogenischer Funktion und ebensolchem Phénotyp;
diese wiederum beeinflussen die T-Zell-Entwicklung; s.u.). Solche CD4"'CD25" regulato-

rische T-Zellen fordern die Immuntoleranz; so vermitteln sie z.B. die Transplantat-Toleranz

133 Casteels et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds restores...", 1998; van Halteren et al., 2004
134 Lemire et al., 1995; Mattner et al., 2000

135 Boonstra et al., 2001

136 Overbergh et al., 'l alpha,25-dihydroxyvitamin Ds...", 2000 (in vitro); Gregori et al., 2002 (in vivo)
137 Yang et al., Vitamin D deficiency...., 1993

138 Yang et al., '1a,25 dihydroxyvitamin Ds...", 1993

139 Thomasset, 1994

140 Harvey et al., 2006

141 Boonstra et al., 1998

142 Pai et al., 2004

143 Penna & Adorini, 2000; Piemonti et al., 2000; Griffin et al., 2000.

144 Gregori et al., 2001; Adorini et al., 2003; Adorini et al., 'Pharmacological induction of tolerogenic...", 2004
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145

gegen Pancreasinseltransplantate, was an NOD-Maiusen gezeigt wurde'®. Durch eine

Kombination aus Calcitriol und Dexamethason kann man auch in einem APC-freien Medium

146 Diese

aus naiven Human- oder Maus-CD4" T-Zellen regulatorische T-Zellen erzeugen
unterscheiden sich von den frither beschriebenen Tr-Zellen'*’ neben der Bildung von CD25
auch in ihrem Cytokinprofil: sie bilden statt IL-5, IL-10 und IFNy nur noch IL-10 und den
Wachstumsfaktor TGF ('transforming growth factor')-f3 und kénnen noch stark proliferieren.
Selbst in Abwesenheit von APC's ist diese Differenzierung moglich, weil IL-10 als positiver
autokriner Faktor wirkt. Dies ist der einzige Fall, in dem dieser Differenzierungsschritt
nachweislich direkt und nicht indirekt iiber mit Calcitriol behandelte DC's oder andere APC's
stattfand'**.

Gibt man Calcitriol zu T-Zellen und DC's zu, so zeigt sich in den ersten 24 Stunden ihres
Kontaktes in vitro eine deutliche Hemmung der Proliferation von CD4" Lymphocyten (80%
Riickgang im Vergleich zu Kontrollzellen). Dieser Effekt auf die T-Zell-Proliferation war am

' Das zeigt

groBten, wenn unreife DC's (die liber mehr VDR's verfiigen) coinkubiert wurden
die Bedeutung der VDR'S und des Reifegrades der dendritischen Zellen fiir die Vermittlung
der von VD erzeugten Wirkungen. Ein weiterer Versuch beschéiftigte sich mit der
Interaktionen zwischen DC's und T-Zellen. Die APC'S wurden mit dem VD-Analog TX 527
(s. Abb. 5b) moduliert und konnten daraufthin beim Kontakt zu autoreaktiven T-Zellen sogar
diese fertig differenzierten Lymphocyten in Richtung von Tr-Zellen redirigieren (was z.B.
durch die verringerte Bildung von IFN-y gemessen wurde) und ihre Proliferation beenden
(s.0.)"°.

Auch in die Oberflichendifferenzierung der T-Zellen greift das D-Hormon ein: es hemmt
z.B. den Oberflaichenmarker CD95L (FasL) in seiner Expression, indem es die Aktivitét
seines Promotors senkt'. Normalerweise wird CD95L auf aktivierten T-Zellen und DC's'
exprimiert und aktiviert bei CD95 (Fas) bildenden Zellen ( das sind z.B. T-Lymphocyten und
DC’'s) die Apoptoseeinleitung. CD95L wirkt auch in vivo, da es als Kostimulator die
Proliferation von CD8" T-Zellen fordert'> und [{iber den aktivierten CD95 (Fas) Komplex]

sowohl die Reifung der DC's, als auch eine bevorzugte Entwicklung der T-Zellen in Ty-1

145 Siehe hierzu das Kapitel {iber Diabetes.

146 Barrat et al., 2002 zeigt dies im Rahmen von Versuchen iiber EAE (s.u. im Kap. Autoimmunkrankheiten).

147 Groux, et al., 1997

148 Barrat et al., 2002

149 Burke et al., 2006

150 Van Halteren et al., 2002; van Halteren et al., 2004

151 Cippitelli et al., 2002; genauere Beschreibung des Hemmungsmechanismus im Kapitel iiber molekulare
Wirkungen auf die Genexpression.

152 Luetal., 1997

153 Suzuki et al., 2000
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Richtung induziert'*. Insgesamt wird hier direkt die Ty-1-Entwicklung und die aktivierungs-
induzierte Apoptose von T-Zellen verhindert, wohingegen indirekt die Apoptose von DC's
inhibiert wird. Hier zeigt sich die Vielschichtigkeit und Komplexitit der VD-Wirkungen, da
das D-Hormon bei diesen APC's auf direktem Weg eher proapoptotisch wirkt (s.u.)'>>.

Aus dem Bereich der Tiermodelle von Méusen, deren VD-Stoffwechsel gestort wurde, gibt
es noch einen Beweis fiir den EinfluB3 von Calcitriol auf die Entwicklung von T-Zellen: durch
gezielte Kreuzungszucht erzeugt man Méuse, deren 1a-OHase-Gen auf beiden Allelen defekt
ist (la—OHase -/-), weswegen der letzte Umwandlungsschritt von 25(OH)D; zu Calcitriol
nicht méglich ist. Bei dieser Zuchtlinie ist die Zahl der im peripheren Blut vorhandenen
CD4" und CD8" T-Lymphocyten signifikant verringert'*, was auf eine Veridnderung in der T-
Zellbildung schlieen ldsst. Allerdings fallen bei VDR-gendeletierten Mausen (VDR-KO
oder VDR -/-, d.h. wegen eines Defekts auf beiden Allelen wird der VDR nicht gebildet) in

vivo und in vitro keine wesentlichen immunologischen Abnormititen auf'*’.

Cytokine

Calcitriol beeinflusst auch das Expressionsprofil der in Tyl- und in Tu2-Lymphocyten
gebildeten Cytokine massiv (s. Tab. 2). Wichtig ist hierbei zunichst die vermehrte Bildung
des in Tyl-Zellen produzierten, immunmodulatorischen Cytokines IL-10"* doch auch die
gesteigerte Produktion von TGFf-1 und dem Tyu2-Cytokin IL-4, die beide die inflammatori-
sche Aktivitit von T-Zellen unterdriicken'”, ist von wesentlicher Bedeutung. Dies unterstrich
ein Versuch mit Méusen, deren IL-4 Gen deletiert wurde (IL-4 KO Maus)'®, noch zusitzlich.
Bei IL-4 KO Maiusen konnte Calcitriol nicht (wie sonst) verhindern, dass die Autoimmun-
krankheit 'experimentelle autoimmune Encephalomyelitis' [die (EAE) ist das wichtigste
Tiermodell der multiplen Sclerose (MS) des Menschen] ausbrach und an Schwere zunahm.

161

Overbergh et al.'*! dokumentieren die gesteigerte Bildung von IL-4 in vivo und die daraus
resultierenden Schutzeffekte gegen die (v.a. durch Tul-Zellen vermittelte) Autoimmunitit.
Uber die tatsichlichen Wirkungen von Calcitriol auf die Bildung von IL-4 gibt es jedoch

keine einheitlichen Erkenntnisse; einige Studien kamen auf Ergebnisse, die dem oben

154 Rescigno et al., 2000

155 Penna & Adorini, 2000

156 Panda et al., 2001

157 Mathieu et al., 2001

158 Barrat et al., 2002

159 Cantorna et al., '...D; is a positive regulator ..., 1998; einen kurzen Uberblick iiber die Funktionen von IL-4,
IL-10 und IFN-y bieten Schulze-Koops & Kalden, 2001

160 Cantorna et al.,'In vivo up-regulation...', 2000

161 Overbergh et al., 2001
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beschriebenen gleichen'®, andere aber stellten keinen'® oder einen expressionshemmenden
Effekt (in vitro)'® fest. Letzterer ist wohl auf eine direkte Verringerung der Transkription des

Cytokingenes zuriickzufiihren'®®

. Man sieht hier einerseits, wie sehr das Versuchsergebnis
von den Rahmenbedingungen abhidngen kann, und andererseits, wie komplex das D-Hormon
die Immunzellen moduliert. Allerdings stimmen die Versuche, die eine Steigerung der 1L-4
Bildung dokumentieren, wahrscheinlicher mit der iiberwiegenden Wirkung im Gesamtorga-
nismus iiberein, als solche mit anderem Ergebnis: die oben erwihnte Einflufnahme auf Ty2-
Zellen und die Verlagerung der T-Zellentwicklung zugunsten dieses Types erfolgt ndmlich
v.a. durch IL-4. Durch die Verlagerung auf die Tu2-Schiene zeigen sich in vitro in der
gesamten Lymphocytenpopulation neben dem erhohten IL-4 auch vermehrt IL-5 und IL-
10'; beides sind typische Cytokinprodukte dieses Zelltyps.

Eine weitere Modulation der T-Zell-Funktionen erfolgt wohl durch die Inhibition der
proinflammatorischen Cytokine Interferon-y (IFN-y), TNF-a., IL-1, IL-2' und GM-CSF'®,
die iiberwiegend von Tyl-Zellen exprimiert werden. IFN-y ist das Hauptsignal fiir die
Stimulierung von APC's, weswegen seine verminderte Bildung die weitere Antigenprisen-
tation und die erneute Aktivierung von Lymphocyten einschrinkt oder sogar verhindert. IL-2
wirkt als autokriner Faktor auf T-Lymphocyten; seine Hemmung vermindert die weitere
Aktivierung und Proliferation der T-Zellen'®. GM-CSF aktiviert reife Granulocyten und

Macrophagen als Reaktion auf Infektionen zur Entziindungsbildung und Aggregation.

162 Cantorna et al., "... Ds is a positive regulator...', 1998; Boonstra et al., 2001; Overbergh et al., '1alpha,25-
dihydroxyvitamin D5 induces...", 2000

163 Nashold et al., 2001; Mattner et al., 2000

164 Staeva-Vieira & Freedman, 2002

165 Genaueres hierzu findet sich im folgenden Kapitel iiber molekulare Wirkungen auf die Genexpression.

166 Boonstra et al., 2001

167 Zusammenfassung bei Muller & Bendtzen, 1996. Zu IL-2 und IFN-y siche Alroy et al., 1995; Takeuchi et
al., 1998; Cippitelli & Santoni, 1998; Staeva-Vieira & Freedman, 2002

168 Tobler et al., 1987

169 Takeuchi et al., 1998
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Tabelle 2

Ubersicht der Wirkungen von Calcitriol auf T-Lymphocyten (1 Forderung; | Hemmung; = keine Verinderung)

Gebiet Verinderung/Bedeutung Literatur
Proliferation | Yang et al., '1a,25 dihydroxyvitamin Ds...", 1993;
Muller & Bendtzen, 1992; Bhalla et al., 1984;
Van Halteren et al., 2002; van Halteren et al., 2004
Apoptose 1 (Gesamttendenz; indirekt iiber DC's) Casteels et al., '1,25-Dihydroxyvitamin D; restores...",

| (ein direktes Signal in vitro)

1998; van Halteren et al., 2004
Cippitelli et al., 2002

Differenzierung | Tul-Entwicklung

1 Tu2-Entwicklung

1 Tr-Entwicklung (indirekt {iber DC's)

Redirektion fertiger T-Ly's zum Tr-Typ
Oberflachendifferenzierung (CD95L|)

Lemire et al., 1995; Mattner et al., 2000

Boonstra et al., 2001; Overbergh et al., 'l alpha,25-
dihydroxyvitamin Ds...", 2000 (in vitro); Gregori et al.,
2002 (in vivo)

Penna & Adorini, 2000; Piemonti et al., 2000; Griffin
et al., 2000; Gregori et al., 2001; Adorini et al., 2003;
Adorini et al., 'Pharmacological induction of
tolerogenic...", 2004; Barrat et al., 2002; Groux, et al.,
1997

Van Halteren et al., 2002; van Halteren et al., 2004
Cippitelli et al., 2002

Cytokine

1 IL-10 (Immunsuppression)
1 IL-10; 1 IL-6
1 TGF-p (antiinflammatorisch)

1 IL-4 (antiinflammatorisch,
Tu2-Bildung 1)

| (Transkriptionsfrequenz von IL-4)
=]L-4
| IFN-y (Stimulation der APC's),

| TNF-a, | IL-1 (alle proinflammatorisch),

| IL-2 (autokrin: 1 Proliferation und

Aktivierung der T-Lymphocyten)

| GM-CSF (1 Aggregation von
Macrophagen und Granulocyten)

1 IL-5 (Tw2-Cytokin; modulierend)

Barrat et al., 2002; Boonstra et al., 2001

Burke et al., 2006

Cantorna et al., '...D; is a positive regulator ...", 1998;
Schulze-Koops & Kalden, 2001

Cantorna et al., '...D; is a positive regulator ...", 1998;
Cantorna et al.,'In vivo up-regulation...", 2000;
Schulze-Koops & Kalden, 2001; Overbergh et al.,
'lalpha,25-dihydroxyvitamin D5 induces...", 2000;
Overbergh et al., 2001; Boonstra et al., 2001
Staeva-Vieira & Freedman, 2002

Nashold et al., 2001; Mattner et al., 2000

Muller & Bendtzen, 1996; Alroy et al., 1995;
Takeuchi et al., 1998; Cippitelli & Santoni, 1998;
Mattner et al., 2000; Staeva-Vieira & Freedman, 2002;
Burke et al., 2006

Tobler et al., 1987; Towers & Freedman., 1998;
Towers et al., 1999

Boonstra et al., 2001
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3.2.4. Zellen des mononucledren Phagocytensystems

Die meisten momentan verwendeten klassischen Immunmodulatoren wirken ausschlie8lich
auf die T-Zell-Population, VDR-Liganden aber auch (und sogar hauptsidchlich) auf die
APC's, die diesen in der Immunkaskade vorgeschaltet sind. Bei den APC's bilden die
Macrophagen, v.a. deren Subpopulation der DC's, die potenteste und auch die fiir die

Wirkungen von Calcitriol wesentliche Subpopulation'” (s. Abb. 8a/b).

Dendritische Zellen'”!

Die DC's sind aus Sicht von Calcitriol die entscheidende Population der Zellen des MPS'%,

obwohl auch Monocyten und Macrophagen beeinflullit werden (s. Tab. 3). Anschlieend wird
sich diese Arbeit im Wesentlichen an den DC's orientieren, aber bei gegebenen Anla3 auch
andere Zellen des MPS erwihnen.

Im Gegensatz zu den bisher nur in vitro nachgewiesenen direkten Einfliissen des D-
Hormones auf T-Lymphocyten steht bei DC's eindeutig fest, dass Calcitriol auch in vivo
direkt die Zellfunktionen moduliert'”. Dies beeinflusst indirekt auch die Entwicklung der
Lymphocyten mafigeblich (s.o0.), sind doch DC's v.a. fiir die Induktion der T-Zell-mediierten

Immunantwort von zentraler Bedeutung.

Differenzierung und Reifung

Durch Calcitriol werden diese Monocytenabkdmmlinge in vitro in allen Stadien ihres
Werdeganges richtungsgebend beeinflult und an ihrer Reifung gehindert. Die Expression
des fiir DC's typischen CD1 wird nicht initiiert, wohingegen der den Monocyten zugeordnete
CD14 weiterhin gebildet wird, obwohl die Zellen die Morphologie von DC's aufweisen'™.

Piemonti et al.'”

zeigten, dass Calcitriol die Differenzierung der DC's sogar teilweise
rickgiangig machen kann. Die Differenzierung der Monocyten zu unreifen DC's wird ebenso
unterbunden wie ihre weitere Reifung - ein interessanter Gegensatz zu der weithin bei vielen
Zelllinien beobachteten differenzierungsfordernden Wirkung. Generell duBert sich dieses
Geschehen in der verringerten Expression von Reifungsmarkern und der gesteigerten

Antigenaufnahme'”.

170 Mathieu, 2006 fasst den momentanen Wissensstand zusammen und présentiert neue Erkenntnisse.

171 Lagaraine & Lebranchu, 2003 fassen die Wirkungen von VDR-Liganden und anderen Immunsuppressiva
auf dendritische Zellen und die Toleranzinduktion zusammen.

172 Tabellarischer Uberblick iiber die Wirkungen von Calcitriol auf DC's bei Adorini et al., 'Dendritic cells as
key targets ...", 2004. Wirkung der VD-Analoga auf das Genexpressionsprofil bei Griffin et al., 2004.

173 Griffin et al., 2001; Gregori et al., 2001; Adorini et al., 2002

174 Penna & Adorini, 2000; Piemonti et al., 2000; Griffin et al., 2000; Griffin et al., 2001; Berer et al., 2000;
Canning et al., 2001 fiihren die Verhinderung dieses Reifungsvorganges aus.

175 Piemonti et al., 2000

176 Gauzzi et al., 'Suppressive effect of 1a, 25-dihydroxyvitamin Ds...", 2005; Genaueres weiter unten.
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Es entstehen unter dem Einflull von Calcitriol in vitro und in vivo durch Beeinflussung von
Aktivierungsablauf und Uberlebenszeit Zellen mit tolerogenischen Fihigkeiten und
Habitus'”’, die die Bildung von CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen (T, s.0.) induzieren'™,
Ihre Toleranz ldsst sich auch durch spiteren Kontakt der Lymphocyten zu reifen DC's nicht
aufheben und ihre Moglichkeit zur Proliferation bleibt massiv gehemmt'”. Die Expression
von MHC 1II (und dadurch die Féhigkeit zur Antigenprédsentation), CD83 (einem durch
Reifung induzierten Protein) und vielen fir die T-Zell-Aktivierung kostimulatorisch
wirkenden Oberflaichenmolekiilen (z.B. CD40, CD80 wund CD86 und anderer
Adhisionsmolekiile wie B7.2) ist bei diesen DC's deutlich verringert, was Piemonti et al.'"® in
vitro an DC's aus peripherem menschlichen Blut und Knochenmark von Méusen untersuchte.

Unter Calcitriol-EinfluB stellten auch Berer et al.'®

an reifen DC's einen Riickgang der
Expression von CD40, CD80 und CD86, sowie MHC II fest; nur die Bildung von CD83
blieb unveréindert.

Mit obigen Ergebnissen vergleichbar hemmte bei Xu et al'*?. die Behandlung mit Calcitriol
bei Monocyten die Bildung von CD40, CD 80 und CD86 massiv. Wéhrend aber die
Fahigkeit zur Antigenprésentation verringert wurde, nahm das chemotaktische, bakterizide
und phagocytotische Potential bet Monocyten und Macrophagen zu, was ihre Effektivitit im
Kampf gegen Bakterien und ihre Toxizitét gegen Tumorzellen erhéhte'™.

Bei VDR-KO-Méiusen haben Griffin et al.'® auf DC's eine deutlich hohere Konzentration
von Reifungsmarkern wie MHC II, CD40, CD80 und CD86 gefunden. VDR-Liganden
konnen hier kaum EinfluB auf den Reifungsvorgang nehmen, was die Autoren zu der
naheliegenden und kurz darauf bestitigten'® These fiihrte, dass Calcitriol unter VDR-
Vermittlung direkt und indirekt die Anlagerung des nuclear factor kB an die DNA und
dadurch die Transkription verschiedener Gene der DC-Reifung und -Funktion wie z.B. IL-
12p40 verhindert.

AbschlieBend lieB sich unter direktem Einflu8 von Calcitriol eine deutliche Verstarkung von
Apoptose-Tendenzen in den Zellen beobachten'®’, obwohl ein indirekter, iiber T-Zellen

ablaufender Mechanismus antiapoptotisch wirkt (s.o0.).

177 Penna & Adorini, 2000; Gregori et al., 2001; Griffin et al., 2001; Van Etten et al., 2004 stellen die
Wirkung eines VD-Analogs (TX527) vor.

178 Adorini et al., "Pharmacological induction of tolerogenic...", 2004; siche auch das Kapitel iiber T-Zellen.

179 Piemonti et al., 2000 zeigen weiterhin ,dass diese Toleranz nicht allogenspezifisch ist, was im Hinblick auf
das Kapitel der TransplantationsTherapie mit VDR-Liganden bedeutsam ist.

180 Piemonti et al., 2000

181 Berer et al., 2000

182 Xuetal., 1993

183 Gleiches stellten van Etten et al., 2004 an NOD Miusen fest.

184 Griffin et al., 2001

185 Barrat et al., 2002; siehe auch im folgenden Kapitel 'Cytokine'.

186 Penna & Adorini, 2000
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Tabelle 3

Zusammenfassung der Wirkungen von Calcitriol auf Zellen des MPS (Monocyten, Macrophagen und DC's).
(1 Forderung z.B. der Produktion / Aktivitit; | Hemmung; = keine Verdnderung)

Gebiet Verinderung/Bedeutung

Literatur

Apoptose 1 (direkt, Gesamttendenz)

| (indirekt tiber T-Zell-Kontakt)

Penna & Adorini, 2000
Rescigno et al., 2000; Cippitelli et al., 2002

Differenzierung | (Differenzierung und Reifung):
| CD1 (DC-typisch); CD14 (Monocyten-
typisch) bleibt erhalten.

Redirektion fertig differenzierter DC's

Penna & Adorini, 2000; Piemonti et al., 2000; Griffin
et al., 2000; Griffin et al., 2001; Berer et al., 2000;
Canning et al., 2001

Piemonti et al., 2000

1 Antigenaufnahme; | Reifungsmarker
(allgemein)

1 Entstehung tolerogener Zellen (Effekt:
Tr-Entstehung 1)

Gaugzzi et al., 'Suppressive effect of 1a, 25-
dihydroxyvitamin Ds...", 2005

Penna & Adorini, 2000; Gregori et al., 2001; Griffin et
al., 2001; Van Etten et al., 2004; Adorini et al.,
'Pharmacological induction of tolerogenic...", 2004

Xu et al., 1993; Piemonti et al., 2000; Berer et al.,
2000; Griffin et al., 2001

Xu et al., 1993; van Etten et al., 2004

| MHC II; | CD40; | CD 80; | CD 83;
| CD86 und | B7.2 (Adhésionsmolekiil)
1 Chemotaxis; T Phagocytose und

1 Bakteriziditit

1 IL-10 (immunsuppressiv; antagonisiert Penna & Adorini, 2000; van Halteren et al., 2002
IL-12; Folge: Tu2-Entwicklung 1)
1 IL-4 (antiinflammatorisch)

| IL-12 (Immunstimulation; Ty1-Entw. 1)

Cytokine
und Chemokine

Colin et al., 2006

Lemire et al., 1995; D'Ambrosio et al., 1998; Penna &

Adorini, 2000; Van Halteren et al., 2002

| IL-17 (proinflammatorisch; Induktion Colin et al., 2006
anderer Cytokine)

| GM-CSF (1 Aggregation von
Macrophagen und Granulocyten)

Towers & Freedman., 1998; Towers et al., 1999

| TNF-a (Monocyten im peripheren Blut) Giovannini et al., 2001
1 TNF-a (unreife Zellen im Knochenmark) Hakim & Bar-Shavit, 2003
1 PGE; (immunsuppressiv) Koren et al., 1986

1 NO (zytotoxisch, Neurotransmission, Garcion et al., 1997
Vasodilatation)

1 camp (Cathelicidin antimikrobielles
Peptid; wirkt antimikrobiell)

Wang et al., 2004
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Cytokine

Auch die Produktion vieler Cytokine und Chemokine wird so moduliert, dass ein
suppressiver Effekt entsteht. Dies zeigt sich in vitro an einer deutlich verstirkten Expression
des wichtigen immunsuppressiven Cytokines IL-10"" (das den Effekt von IL-12
antagonisiert und so die Bildung von Tu2-Zellen beglinstigt) und einer (auch in vivo
beobachteten'®) Hemmung des ebenso wichtigen IL-12'¥. Dieser Effekt ist an der Induktion
von tolerogenischen DC's zumindest beteiligt. Die Inhibition des immunstimulatorischen IL-
12 in DC's und den anderen APC's ist auch deswegen sehr bedeutsamen, da IL-12 das
zentrale Cytokin flir die Vorgabe der Richtung ist, in die das Immunsystem aktiviert wird.
Seine Hemmung verhindert die Entwicklung von Ty 1 Zellen und fordert die von Ty 2 Zellen
(s.0.).

Der GM-CSF, der die Monocyten und Granulocyten zur Aggregation anregt, wird als
weiteres immunstimulatorisches Cytokin (wie bei T-Zellen) in seiner Bildung supprimiert,
wobei der molekulare Mechanismus bekannt ist'”. Neben dem GM-CSF wird auch die
Expression von TNF-a durch VDR-Liganden beeinflusst — allerdings sind in verschiedenen
Studien auch widerspriichliche Resultate beschrieben. Diese kann man zusammenfassen,
indem man die Antwort der Zellen abhingig von ihrem Differenzierungs- und Reifegrad
sieht: wihrend unreife Zellen wie die des Knochenmarkes durch Steigerung der Expression
von TNF-a reagieren”’, zeigen reifere Zellen wie die Monocyten des peripheren Blutes eine
verringerte Bildung des Cytokines'*.

In einer dlteren Untersuchung'” wurde eine Verstiarkung der Produktion des suppressiven
Prostaglandin E, (PGE,) bei Monocyten allgemein beobachtet, was die gleichgerichtete
Wirkung des Calcitriol weiter steigern und die T-Zellproliferation hemmen wiirde; dieses
Ergebnis wurde seither nicht bestétigt, aber auch nicht widerlegt.

Interessanterweise wirkt Calcitriol auf Zellen des MPS nicht nur immunsuppressiv, sondern
fordet auch ihre antimikrobielle Aktivitdt, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen im
Zellkern wohl nicht in der Transkription der Gene protektiver Cytokine zu finden sind"*.

Es gibt noch viele Beispiele fiir immunrelevante Aktivititen des D-Hormones; so verringert
es z.B. die durch Immunzellen verursachten Schiden am ZNS bei der experimentellen

autoimmunen Encephalomyelitis (dem Tiermodell der Multiplen Sklerose), indem es die (in

187 Penna & Adorini, 2000; van Halteren et al., 2002

188 Van Halteren et al., 2002

189 Lemire et al., 1995; D'Ambrosio et al., 1998; Penna & Adorini, 2000

190 Beschreibung im Kapitel der molekularen Wirkungen auf die Genexpression.
191 Hakim & Bar-Shavit, 2003

192 Giovannini et al., 2001

193 Koren et al., 1986

194 Martineau et al., 2006
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Macrophagen, aktivierter Mikroglia und Astrocyten erfolgende) Produktion von NO
hemmt'”. Diese “Waffe“ des Immunsystems schidigt auch das korpereigene Gewebe (v.a.
das empfindliche ZNS) massiv, da NO als freies Gasradikal viele biologische Funktionen wie
Vasodilatation, Neurotransmission und Cytotoxizitit mediiert'*.

Da all diese Befunde aber im Rahmen von Untersuchungen zu bestimmten Erkrankungen

erhoben wurden, werde ich sie auch in diesem Rahmen besprechen.

3.2.5. Molekulare Wirkungen auf die Genexpression

Calcitriol beeinfluf3t liber klassisch aufgebaute und anders strukturierte, funktionelle VDRE's

" auch verschiedene Gene, die in

neben den Genbereichen der normalen Hiamatopoese'
Leukocyten die Immunreaktionen regulieren (s.u.).

Beim Gen der induzierbaren Stickoxid-Synthase Typ II (iNOS II)'*® wurde ebenso wie beim
IFN-y-Gen'” im Promotorbereich ein klassisches VDRE*® mit direkter Suppressorfunktion
fiir den aktivierten VDR Komplex lokalisiert. Zusatzlich wirkt Calcitriol selbst bei Letzterem
an einem aufwirts gelegenen Enhancer-Element, das wesentliche Bedeutung fiir die
Promotoraktivierung hat, negativ regulierend. Allerdings hat eine in vivo Studie - hier ebenso
wie bei der Inhibition der TNF-a Bildung - nur einen kaum merklichen inhibitorischen
Effekt gezeigt™'.

Dennoch ist aus in vitro-Versuchen Genaueres tiber einen Mechanismus bekannt, der an der
durch Calcitriol vermittelten Hemmung der TNF-a Bildung beteiligt ist. Neben der
Verringerung der Aktivitdit von NF-kB spielt auch die Aktivitdtssteigerung bei seinem
cytosolischen Inhibitor, I-kB-a, eine Rolle. NF-kB ist ein wesentlicher Transkriptionsfaktor
verschiedener proinflammatorischer Mediatoren, so dass dieser Regulationsmechanismus
wohl fiir die Steuerung der Transkription verschiedener proinflammatorischer Cytokine von
Bedeutung ist*”,

Die von Hakim und Bar-Shavit’?® festgestellte, durch das D-Hormon verstirkte TNF-a
Bildung bei Knochenmarks-Macrophagen mag einer plausiblen These zufolge zwei
Mechanismen beinhalten. Wéhrend ein direkter Effekt iiber die Bindung an ein VDRE

195 Garcion et al., 1997

196 Dawson & Snyder, 1994

197 Zusammenfassung bei Luong & Koeffler, 2005; siche auch Kap. Leukadmie.
198 Garcion et al., 2003

199 Cippitelli & Santoni, 1998

200 Siche die Beschreibung im Kapitel 'Signaliibertragungswege'.

201 Cantorna et al., '...Ds is a positive regulator...', 1998

202 Shany et al., 2006

203 Hakim & Bar-Shavit, 2003
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erfolgen kann, ist eine weitere, indirekte EinfluBnahme durch die Verstirkung der LPS-
Aktivitdt moglich. Diese miisste durch die Hochregulation der Expression von CD14, dem
membranstidndigen LPS-Rezeptor erfolgen.

Am IL-2 Gen unterdriickt in vitro der ligandengebundene VDR-RXR Komplex die
Transkription, weil er die Bildung des NF-AT ('nuclear factor of activated T cells') / AP-1
(Aktivator-protein-1, einem Transkriptionsfaktor, der fiir sowohl fiir die basale als auch fiir
die Calcitriol- und die Calcium-induzierte Genaktivierung nétig ist**) Komplexes
unterbindet, was letztlich eine stabile Bindung im Promotorbereich verhindert*”; auch hier
fehlt bisher in vivo eine Bestéitigung der Wirksamkeit.

Genauso hat die Verlagerung von der Tyl auf die Tu2-Schiene einen auf molekularer Ebene
bekannten Mechanismus: Die Ty2-spezifischen Transkriptionsfaktoren GATA-3 und c-maf,
die fiir die erhohte Expression von IL-4, IL-5 und IL-10 verantwortlich sind, werden in
Reaktion auf die Behandlung mit Calcitriol vermehrt gebildet’®. Die in einem anderen
Versuch festgestellte Hemmung der Bildung von IL-4 zeugt von einer direkten Interaktion
des ligandengebundenen VDR mit der Promotorregion des IL-4-Genes — wohl auf Ebene der
NF-AT Bindungsstelle?” (s.0.).

An aktivierten T-Zellen wurde festgestellt, dass Calcitriol die Transkription des Fas-L-Genes
unterdriickt, indem der ligandengebundene VDR-RXR-Komplex mit einem nicht-
kanonischen c-Myc DNA-Bindungselement in groer Nédhe zum Startpunkt der Transkription
interagiert’®. Dies fiihrt indirekt zu einer Minderung der Apoptosetendenz aktivierter T-
Zellen.

Die sowohl bei APC's als auch bei T-Helferzellen erfolgende Transkription des GM-CSF-
Genes wird durch VDR-Liganden im Promotorbereich iiber eine genau bekannte Wirkung
auf die Polymeraseaktivitit unterdriickt. Diese ist sehr interessant, da sie durch
ligandengebundene VDR-Monomere (und nicht durch den {iblichen heterodimerischen VDR-
RXRo-Komplex) vermittelt wird*®.

Die Inhibition der Reifung der DC's durch Calcitriol geschieht im Zusammenhang mit seiner
Hemmung des Interferon-Regulatorischen Faktors 4 (IRF-4). Dieser auf lymphoide und
myeloide Zellen beschrinkte Transkriptionsfaktor aus der IRF-Familie ist wéhrend der

normalen Differenzierung der Monocyten zu DC's massiv hochreguliert*”.

204 Dies wurde im Fall des Involucrin-Genes bei Bikle et al., 2003 festgestellt.
205 Alroy et al., 1995; Takeuchi et al., 1998

206 Boonstra et al., 2001

207 Staeva-Vieira & Freedman, 2002

208 Cippitelli et al., 2002

209 Towers & Freedman., 1998; Towers et al., 1999

210 Gauzzi et al., TRF-4 expression in the human...', 2005
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Die bei aktivierten Macrophagen und DC's beobachtete Hemmung der IL-12-Expression
wird auf der Transkriptionsebene durch Herunterregulation des 'nuclear factor' (NF) B
erreicht (siche auch bei TNF-a)?"'. Sowohl die Aktivierung als auch die Bindung des NF kB
an seine spezielle Bindungsstelle am Promotor der p40-Untereinheit des IL-12 werden hier
unterbunden. Auf das molekularbiologische Ziel, das von wesentlicher Bedeutung fiir die
t212

Produktion der proinflammatorischen Cytokine und Chemokine von Leukocyten is

Calcitriol an verschiedenen Punkten bei APC's*"® und auch bei T-Zellen?'* Einflu83.

, nimmt

Neben all diesen Effekten, die eher die Toleranz des Immunsystems steigern, ist auch der
molekulare Hintergrund der verstiarkten Expression von zwei antimikrobiellen Peptiden, die
ein Bestandteil der angeborenen Immunantwort sind, bekannt. Wang et al.*® identifizierten
im Promotorbereich der Defensin 2- und Cathelicidin antimikrobielles Peptid - Gene ein
VDRE mit Enhancer-Funktion, das auch bei in vitro — Tests die Expression der
nachgeschalteten Gene steuerte. Dies ist ein Hinweis auf die Seite der VD-Wirkungen im
Immunsystem, die die Reaktionsfdhigkeit gegen Infektionen erhalten oder sogar fordern.

Die Vielzahl von Versuchen zeigt verschiedene Moglichkeiten der EinfluBnahme der VDR-
Liganden auf viele intrazelluldre Signalwege. Dies ermoglicht eine Vorstellung der
zahlreichen Féhigkeiten von Calcitriol und seiner Analoga, in die Differenzierung, Reifung
und Aktivierung der Lymphocyten und APC's einzugreifen, was ihre Eignung fiir den

antiinflammatorischen Einsatz unterstreicht.

3.2.6. Therapiestrategien und -probleme mit VDR-Liganden

Es gibt zahlreiche Versuchsberichte, in denen neben Calcitriol auch seine Analoga als

Immunsuppressiva mit Erfolg getestet wurden?'®

. Die immunmodulatorischen Fahigkeiten
von Calcitriol lassen sich in vitro aber erst bei Konzentrationen von mindestens 10 Mol
beobachten?’, was die fiir die Regulation des Knochenstoffwechsels nétigen Mengen um das
100- bis 1000-fache iibersteigt. Deswegen liegt das Hauptproblem seiner Anwendung in den
bei so hohen systemischen Konzentrationen auftretenden, Dosis-limitierenden Nebeneffekten
wie Hypercalcimie, Hypercalciurie, renale Calzifikation und verstiarkter Calciumeinlagerung

in die Knochen.

211 D'Ambrosio et al., 1998

212 Li, Q. & Verma, 2002

213 Griffin et al., 2003

214 Barrat et al., 2002

215 Wang, T.T., et al., 2004

216 Abe et al., 1989; Uskokovic et al., 2000

217 Van Etten & Mathieu, 2005
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Im lokalen Milieu von Entziindungsherden konnen zwar durch die Calcitriolproduktion der
Macrophagen solch hohe Konzentrationen erreicht werden (s.0.), doch miisste man
systemisch massive Dosen des D-Hormones verabreichen, um {iberall vergleichbare
Bedingungen zu schaffen. Dies aber wiirde zu sehr schweren Formen der oben genannten
unerwiinschten Wirkungen fiihren. Um die hypercalcamischen Effekte solch hoher Calcitriol-
Konzentrationen zu umgehen, scheint es unbedingt notig, auf VD-Analoga (siehe Kap. 2.6.)
auszuweichen. Diese synthetischen Produkte wurden mit dem Ziel entworfen, die
calcdmischen Wirkungen von Calcitriol zu verringern und andere Effekte zu verstirken, doch

t218

ist das Problem der Hypercalcamie bisher noch nicht vollig zufriedenstellend geldst*'® — auch

wenn es bisweilen anderslautende Berichte gibt*'’.

Die oben beschriebenen bedeutenden immunregulatorischen Qualititen von Calcitriol
beschrinken sich nicht auf reine Suppression, sondern zeichnen sich durch die Entstehung
von Immunshifts und regulatorischen Zelltypen aus. Die meisten immunmodulatorischen
Pharmaka, die gegenwiértig im klinischen Gebrauch sind, wirken fast ausschlieSlichen durch
die Beeinflussung von T-Lymphocyten. Aufgrund ihrer dhnlichen Wirkprinzipien ist eine
Kombination verschiedener Mittel bestenfalls méBig erfolgreich®. Hier hebt sich Calcitriol
ab, da es hauptsdchlich auf die in der Immmunkaskade den Lymphocyten vorgeschalteten
APC's (und bei diesen v.a. auf DC's) wirkt. Hiervon ausgehend scheint es also hervorragend
fiir eine Kombinationstherapie mit anderen Immunmodulatoren geeignet, da es durch sich
erginzende Wirkmechanismen mit diesen synergistisch, also iiberadditiv, arbeiten konnte.
Dies ermdglicht eine deutliche, in teilweise subtherapeutische Mengen reichende Reduktion
der Einzeldosen der verwendeten Mittel und somit auch eine beachtliche Verringerung der
Nebenwirkungen. Uberdies kann man VDR-Liganden mit pharmazeutischen Mitteln
kombinieren, die speziell deren unerwiinschte Wirkungen antagonisieren.

Die Strategie zur Vermeidung von unerwiinschten Effekten des Calcitriol besteht also aus
drei Moglichkeiten, die auch miteinander kombiniert werden kdnnen: Man verwendet
Analoga, kombiniert verschiedene, synergistische Immunmodulatoren und/oder bekdampft die
Nebenwirkungen durch sie gezielt antagonisierende Mittel*?!. Die gebrduchlichen
Therapieformen, bzw. die in Versuchen angewendeten Kombinationstherapien werden spéter

im Rahmen der einzelnen besprochenen Erkrankungen genauer betrachtet.

218 DeLuca & Cantorna, 2001

219 Van Etten et al., 'Analogs of 1a,25-dihydroxyvitamin Ds...", 2003; Nagpal et al., 2005

220 Van Etten & Mathieu, 2005

221 Van Etten & Mathieu, 2005 bieten einen kompakten Uberblick iiber synergistische Effekte von VDR-

Liganden mit anderen Immunsuppressiva und die Kombination mit Inhibitoren der Knochen-Resorption.
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3.2.77. Zusammenfassung

Calcitriol hat auf das Immunsystem hauptsidchlich im Bereich der dendritischen Zellen und
der T- Lymphocyten beachtliche Wirkungen, die den Charakter der Immunantworten massiv

zu hoherer Immuntoleranz hin beeinflussen??.

Dies wird im Wesentlichen durch die
Entstehung von unreifen DC's mit tolerogenischen Féhigkeiten und entsprechendem Habitus,
sowie die Verschiebung der T-Zell Populationen in Richtung der Tu2- und der Tg-Zellen
erreicht. Letzteres schrinkt die Durchfiihrung der zellvermittelten Immunantworten, dem
zentralen Instrument in der Entstehung und dem Voranschreiten von Autoimmunreaktionen
und Transplantatabstofungen, massiv ein. Doch auch die Stirkung der Apoptosetendenz der
Immunzellen und die gesteigerte Bildung modulatorischer und regulatorischer Cytokine in
Verbindung mit der Hemmung inflammatorischer Botenstoffe leisten hierzu einen Beitrag.
Die Immunsuppression scheint interessanterweise spezifisch fiir autoaggressive und
tiberschieBende Reaktionen zu gelten, da Immunantworten gegen korperfremdes Protein
unbeeinflusst blieben. Dies wurde an NOD (non-obese diabetic) -Mdusen beobachtet, die in
ihrer Reaktion auf die Immunisierung mit diabetes-spezifischem Autoantigen durch Calcitriol
gehemmt wurden, auf eine Impfung mit korperfremdem Ovalbumin aber normal
reagierten’”.

Gegen Infektionen kann sich der Korper unter VD-EinfluB ebensogut oder sogar besser
behaupten, wie ein Versuch mit Tuberkulose-Kontaktpersonen in London zeigte. Hier
bewirkte die einmalige orale Gabe von 2,5 mg Vitamin D, eine deutliche Steigerung der
antimycobakteriellen Immunitit gegen TB, v.a. bei Testpersonen, die vor der Verabreichung
VD-defizient waren. Tuberkulosepatienten wurden schon vor Entdeckung der Antibiotika
mit Vitamin D behandelt??*. Auch konnte man keine hohere Anfilligkeit gegeniiber
opportunistischen Infekten unter Calcitriol-Einflul} in einer Testinfektionsreihe mit Candida
albicans und einer Spezies der Herpesvieren beobachten®”.

Dieses letzte Beispiel konnte Teil der Wirkungen des D-Hormones auf das angeborene
Immunsystem sein. In einer Reihe von humanen Korperzellen (u.a. Knochenmarkszellen,
Monocyten, Neutrophilen und Hautzellen) induzieren Calcitriol und seine Analoga die
Expression des antimikrobiellen Peptides Cathelicidin (CAMP oder CAP18) und des
humanen b-Defensines 4 (DEFB4, ehemals DEFB2)**. Diese Bestandteile der angeborenen

222 Mathieu et al., 2004

223 Overbergh et al., 'l alpha,25-dihydroxyvitamin D; induces...", 2000
224 Martineau et al., 2006

225 Cantorna et al., '...Ds prolongs graft survival...' 1998

226 Wang, T.T., et al., 2004; Gombart et al., 2006
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antimikrobiellen Immunabwehr reagieren nur bei Menschen und Schimpansen durch
vermehrte Expression auf Calcitriol**’.

Da zu den Wirkungen von Calcitriol auf den humoralen Bereich des angeborenen
Immusystems noch kaum Daten vorliegen, beschrinkt sich diese Arbeit auf eine kurze
Erwéhnung; dennoch mag hieraus ein neuer Zweig der antmikrobiellen Therapie entstehen.
Die beschriebenen Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass durch die Anwendung von
Calcitriol und seinen Analoga das Auftreten und der Verlauf von verschiedenen
Autoimmunerkrankungen (v.a. solchen mit starker T-Zellbeteiligung) ebenso wie die
Toleranz und damit die Uberlebenszeit von Transplantaten positiv beeinflusst werden
konnen. In ihrer Wirkart zeichnen sich VDR-Liganden gegeniiber den anderen zur Zeit
verwendeten Immunsuppressiva dadurch aus, dass sie ihren Wirkungs-Schwerpunkt bei den
APC'S und nicht im Bereich der T-Zellen haben. Dies macht sie zu vielversprechenden
Kandidaten fiir niedrig dosierte, synergistische Kombinationstherapien. Niedrige Dosen sind
fiir die Therapievertraglichkeit wegen der selbst bei weniger calcimischen Analoga noch
problematischen Nebenwirkungen (z.B Hypercalcédmie) erforderlich.

In den letzten Jahren wurden Daten gesammelt, nach denen der fiir optimale Wirkungen auch
im immunmodulatorischen Bereich notige Plasmaspiegel von VD zwischen 30 und 80ng/ml

*% Da die allgemeine Versorgungslage in der Bevolkerung maBig ist (vgl. Kap.

liegen sollte
2.5.) miiBten tiglich 3000-5000 IU VD aufgenommen werden’”, damit es seine Potenz in der
Steuerung des Immunsystems voll entfalten kann. Hier sind seine prophylaktischen und
metaphylaktischen Wirkungen in der Vermeidung immunmediierter Krankheiten von

zentraler Bedeutung.

227 Gombart et al., 2006
228 Hollis, 2005; Hollis & Wagner, 2005
229 Vieth, 1999; Heaney et al., 2003
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3.3. Autoimmunkrankheiten und VDR-Liganden

3.3.1. Multiple Sklerose

3.3.1.1. Grundlagen®’

Multiple Sklerose
Die Multiple Sklerose (MS) ist eine primér entziindliche Erkrankung des ZNS mit

herdférmiger Entmarkung der Nervenfasern, deren Atiologie im Detail unklar ist, aber im
Zusammenhang mit Autoimmunreaktionen (durch T-Zellen vermittelt) gegen Markscheiden-
antigene der Nervenzell-Axone steht. Diese zentrale Beteiligung von T-Zellen wird zwar

2 Neben der gesicherten Bedeutung

bisweilen angezweifelt™!, gilt aber weithin als bewiesen
des genetischen Hintergrundes (erstgradige Verwandte von MS-Patienten haben ein 20 bis 40
mal hoheres Risiko als der Bevolkerungsdurchschnitt, diese Erkrankung ebenfalls zu
entwickeln®®) spielen Umweltfaktoren, wie die Menge der Sonneneinstrahlung®* und
alimentire Faktoren eine auslosende Rolle: Aufnahme von Lebensmitteln wie Getreide (mit
hohem Phytatgehalt), Fleisch und Milch korrellieren positiv mit dem Auftreten von MS, z.B.
Fisch, Ol, Gemiise und Reis (niedriger Phytatgehalt) aber negativ. Zusitzlich zur genetischen
Vorbelastung ist also auch ein auslosendes, von Umwelteinfliissen erzeugtes Moment notig.
Eine Virusbeteiligung wird im Gegensatz zu diesen gesicherten Erkenntnissen nur vermutet,
ist aber bisher unbestitigt. Frauen sind oOfter betroffen als Ménner, wobei die Krankheit
iiblicherweise im Alter zwischen 20 und 40 Jahren ausbricht. Die im ZNS entstehenden
Herde sind v.a. periventriculdr anzutreffen, rétlich- oder gelblich-grau, liber den gesamten
Hirn- und Riickenmarksbereich fleckformig verteilt und von derber Konsistenz.

Histologisch erkennt man perivendse, lymphoplasmazelluldre Infiltrate und selektive
Entmarkung mit folgender glioser Narbenbildung. Es sind vier charakteristische Basismuster
von neuropathologischen Lésionen bekannt, die wohl unterschiedliche Krankheits-

235

mechanismen widerspiegeln™>. Die im ZNS versammelten und fiir die Entmarkungsvorgénge

verantwortlichen Leukocyten sind {iberwiegend T-Lymphocyten und Makrophagen.

230 Eine ausfiihrliche Darstellung vieler grundlegender Aspekte findet sich bei VanAmerongen et al., 2004.
Siche auch Kap. 7.2.

231 Chaudhuri & Behan, 2005

232 Adorini, 2001

233 Hayes, 2000

234 Hayes, 2000

235 Lucchinetti et al., 1996
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Das klinische Bild ist von verschiedensten cerebralen und spinalen Symptomen wie Ataxie,
(v.a. spastischen) Paresen, Sensibilitéts- und Sehstérungen und in spéiteren Stadien auch von
psychischen Stérungen wie Depressivitit, Euphorie und (seltener) Psychosen geprédgt. Der
Krankheitsverlauf ist zundchst schubformig, 'relapsing-remitting MS' (RRMS), und wird mit
zunehmenden Alter chronisch progredient, 'secondary progressive MS' (SPMS). Auch eine
primér progressive PPMS ist bekannt. Bei den beobachteten Symptomen treten haufig
Spontanremissionen auf, was die Beurteilung von Behandlungerfolgen erschwert.

Die Prognose ist stark von Verlaufsform und Komplikationen abhédngig; in ca. 10-30% der
Félle liegen gutartige Formen vor, die meist zufillig diagnostiziert werden und bei denen
keine charakteristischen Behinderungen entstehen. 5-10% allerdings bilden bosartige Formen

mit einem binnen Monaten bis wenigen Jahren todlichen Verlauf.

Experimentelle allergische Encephalomyelitis

Die experimentelle allergische Encephalomyelitis (EAE) ist ein in der Forschung hiufig
geniitztes und recht geeignetes Tiermodell fiir die humane MS*°, das durch
autoimmunisierende Impfung der Versuchstiere mit verschiedenen Markscheidenproteinen
(z.B Myelinbasisprotein) verursacht wird. Die Folge dieser Injektion ist ein der MS @hnliches
Krankheitsbild, an dem sich deswegen die prophylaktische und therapeutische Effektivitat
der verschiedenen zu testenden Maflnahmen recht gut beurteilen lédsst. Trotz vieler Parallelen
gibt es auch Unterschiede zur MS, z.B. die fehlende generelle Atrophierung von Gehirn und
Riickenmark, sowie die Einphasigkeit. Dies riickt sie in die Ndhe der auch &tiologisch
dhnlich entstehenden ADEM (hyperakute und akute Demyelinisiation als Komplikation einer
Schutzimpfung, welche aus Geweben mit cerebralem Ursprung hergestellt wurde)®’, dndert

aber nichts daran, dass sie das beste bekannte Studienobjekt fiir MS ist.

236 Van Etten et al., 'Combination of a 1,25-dihydroxyvitamin D...", 2003
237 Chaudhuri & Behan, 2005
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3.3.1.2. Wirkungen auf zelluldrer Ebene*®

An der EAE wurde gezeigt, dass autoreaktive Tyl Lymphocyten wohl bei der Induktion als
auch im Verlauf der Erkrankung (so wie bei MS) eine wesentliche Rolle spielen*. Da aber
Calcitriol*” die Entwicklung von T-Zellen in Tul-Richtung durch die Inhibition der IL-12-
Bildung blockiert (s. Abb. 9), ist es ein vielversprechender Kandidat zur Therapierung von
EAE und MS. Seine Effektivitit in der Behandlung von EAE beruht aber nicht auf der
Kontrolle von CD8" T-Lymphocyten**', obwohl auch diese sowohl als Suppressoren als auch
als Effektoren der mit EAE assoziierten Entziindung arbeiten.

Im Gehirn werden die Enzyme fiir den Auf- und Abbau von Calcitriol (die 1a-OHase und die
24-OHase) exprimiert*”. D-Hormon kann auch die intakte Blut-Hirn-Schranke passieren®*,
und obwohl Wirkungen von Calcitriol auf diese nicht bekannt sind, lassen Daten aus EAE-
Versuchen auch von dieser Seite her eine Inhibition der zelluldren Infiltration vermuten®*.

Im ZNS selbst werden verschiedene Zelltypen beeinflut*. Im Hinblick auf die Zellen des
Immunsystemes inhibiert es die APC's des ZNS (wie z.B. Mikroglia), die die intracerebralen
T-Zell-Antworten regulieren**, direkt und wirkt auch auf eingewanderte Lymphocyten und
APC's dampfend, bzw. verringert die Ansammlung von Macrophagen direkt*’ (s. Abb. 9).
Bei DC's und auch bei anderen APC's wird die Antigenprisentation im ZNS unter seinem
EinfluB deutlich verringert, was eine stark reaktionsschwidchende Immunmodulation
darstellt’®. Ferner wurde bei EAE festgestellt, dass Calcitriol die Expression der
induzierbaren Stickoxid-Synthase (NOS II oder iNOS) bei Macrophagen, aktivierter
Mikroglia und Astrocyten hemmt*”, was den Krankheitsverlauf weiter giinstig beeinflusst, da
NO und die NOS mit der Pathophysiologie von MS und EAE eng verbunden sind*. Neben
diesen intracerebralen Aktivititen konnen VDR-Liganden auch auflerhalb des ZNS, in den
peripheren Lymphorganen, immunmodulierend eingreifen und die Entwicklung von

encephalitogenen T-Zellen inhibieren.

238 Die intracerebrale Bedeutung von Calcitriol ist im Kap. iiber die Rolle von VD im ZNS genau beschrieben.
239 Adorini, 2001

240 Fiir die allgemeinen immunmodulatorischen Féhigkeiten von Calcitriol siche Kap. 3.2.

241 Meehan & DeLuca, 'CD8* T cells...', 2002

242 St-Arnaud, 1999; Zehnder et al., 2001; Garcion et al., 2002

243 Gascon-Barre & Huet, 1983

244 Nashold et al., 2000

245 Siehe hierzu Garcion et al., 2003.

246 Aloisi et al., 'Regulation of T-cell responses...', 2000

247 Nashold et al., 2000

248 Nataf et al., 1996

249 Garcion et al., 1997; diese bei EAE festgestellte, verminderte Entstehung von NO und ihre Folgen werden

im Kap. 3.2.4. im Unterkapitel der Einfliisse auf DC-Cytokine genauer beschrieben.
250 Parkinson et al., 1997; Giovannoni et al., 1998; Licinio et al., 1999
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Abbildung 9
Darstellung der Wirkungen von Calcitriol auf DC's, Macrophagen und T-Zellen im Rahmen der MS. Wirkungen auf
andere Zellen des ZNS sind hier nicht abgebildet.
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Ebenso mogen die abhingig von Calcitriol systemisch steigenden Spiegel von IL-4**' und
TGF-B1*** fiir seine Fahigkeiten in der MS-Therapie mitverantwortlich sein, da sowohl die
Anwendung von IL-4*, als auch von TGF-B1** als bei EAE hilfreich beschrieben werden.
Ferner fallen bei IL-4 -/- Mdusen die VDR-Liganden-Wirkungen auf EAE schwicher aus®>;
es wird aber vermutet, dass IL-4 nur durch die indirekte Inhibition der encephalitogenischen
Tul-Zellen wirkt>*.

251 Cantorna et al.,'...D; is a positive regulator...", 1998

252 Koli & Keski-Oja, 1993; Koli & Keski-Oja, 1995; Cantorna et al.,'...Ds is a positive regulator...', 1998;
Weinreich et al., 1998

253 Racke et al., 1994; Furlan et al., 1998

254 Racke et al., 1991

255 Cantorna et al.,'l,25-dihydroxycholecalciferol prevents...", 2000

256 Cantorna et al., '...Ds is a positive regulator...', 1998; Adorini, Tmmunomodulatory effects of Vitamin D...",

2002
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Die steigende Expression von TGF-B1 konnte zwar nicht bei allen Versuchen beobachtet
werden’, ist aber interessant, da somit durch die Gabe von Calcitriol die Entstehung von NO
auf zwei Wegen verhindert werden kann, die beide die Bildung des produzierenden Enzymes
hemmen,: erstens hemmt TGF-B1 - wie Calcitriol - die NOS II-Synthese stark*®, und TGF-
B1 -/- Mause (die kein TGF-B1 bilden, vergleiche IL-4 -/-) bilden spontan iibermifig viel
NOS II*®. Zusitzlich wirkt TGF-B1 generell als Inhibitor der Produktion von
proinflammatorischen Cytokinen der Microglia.*®

Unter dem EinfluB von VD bilden DC's vermehrt IL-10, und unter gleichen Bedingungen
entstandene regulatorische T-Zellen synthetisieren ebenso IL-10 in beachtlicher Menge. Da
dieses Interleukin bei der Kontrolle der pathogenen Tul-Immunantworten, die im Rahmen

der EAE auftreten, eine zentrale Rolle zu spielen scheint®'

, liegt in der starken Produktion
von IL-10 ein weiterer Wirkmechanismus von VD gegen MS vor. Einen weiteren Beweis
hierfiir lieferten Barrat et al.**, die in einem mit Dexamethason und Calcitriol angereichertem
Medium Tr-Zellen erzeugten. Diese bildeten nur IL-10 und nicht IL-4, IL-5 oder IFN-y,

konnten aber dennoch die autommune Demyelinisierung verhindern.

3.3.1.3. Daten aus der Tiermedizin

Auch in Tierversuchen befasste man sich mit dieser neuen Thematik. B10.PL Méuse wurden
zur Erzeugung von EAE mit Myelin-Basisprotein immunisiert, was bei dieser Zuchtlinie zur
Entstehung von Lisionen fiihrt, die in ihrem Aufbau und ihrer Entwicklung denen der MS
sehr dhnlich sind. Bei Gabe einer mit 0,87% Calcium und VD versetzten Didt fiihrte die
Injektion in 100% der Fille zum Ausbruch von EAE. Gab man aber prophylaktisch (d.h. vor
der Autoimmunisierung) und kontinuierlich 50-200 ng Calcitriol pro Tag tliber das Futter zu,
so konnte das Auftreten von EAE-Lidsionen verhindert werden®”; fligte man den Calcitriol-
Futterzusatz erst nach der EAE-Induktion und deren Manifestation zu, so erreichte man bei
bereits geldhmten Tieren einen Stillstand des Krankheitsprozesses und die Symptome wurden
sogar gemildert® (s. Abb. 10). Bei der hohen Dosierung von Calcitriol stellten sich neben
der Blockade der EAE aber auch regelméfig deutliche toxische Effekte wie Hypercalcdmie

und Gewichtsverlust ein.

257 Garcion et al., 2003 und D'Hellencourt et al., 2003 beschreiben eine durch Calcitriol unverénderte
Bildung von TGF-B1 - allerdings in ihrem Beobachtungsgebiet, dem ZNS.

258 Szabo & Thiemermann, 1995

259 Vodovotz et al., 1996

260 Suzumura et al., 1993; Chao et al., 1995

261 Bettelli et al., 1998

262 Barrat et al., 2002

263 DeLuca & Cantorna, 2001; Lemire & Archer, 1991

264 Cantorna et al., 1996
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Ein neu entwickeltes Analog (QW1624F,-25S0,-1) mit VDR-aktivierender und 24-OHase
hemmender Wirkung zeigte sich bei prophylaktischer Gabe schon vor der
Autoimmunisierung im Vergleich zu Calcitriol als besser vertraglich, effektiver und lange
wirksam: noch 20 Tage nach der letzten intraperitoneal (i.p.) erfolgenden Injektion des
Mittels waren bei den behandelten Tieren die Spédtfolgen der Autoimmunisierung deutlich
geringer als bei Kontrolltieren*®.

In anderen Versuchen (die z.T. auch an anderen Mausezuchtlinien durchgefiihrt wurden; s.
Tab. 4) blockierten Calcitriol oder auch einige wichtige Analoga neben der Induktion der
Erkrankung auch deren Fortschreiten sehr effektiv?®®, bei VDR -/- Miusen aber war die
Anwendung wirkungslos.

Das beweist die direkte Beteiligung des VDR an den Wirkungen des D-Hormones auf
EAE?. Es zeigte sich aber dariiber hinaus auch eine Abhingigkeit des Behandlungserfolges
von der Menge des zugegebenen Calciums, da nur bei ausreichend viel Calcium (1% Ca*
und 0,3% Phosphor) im Futter auch kleinere Calcitriolmengen (ab 6 ng pro Tag) die EAE
zuverléssig unterdriicken (s. Abb. 11). Bei einer calciumarmen Diét (0,02% Ca*" und 0,3%
Phosphor) konnten selbst hohe, ab der Immunisierung begleitend gegebene Calcitriolmengen
(bis 200 ng pro Tag) die EAE-Inzidenz nicht deutlich unter 50% senken*® (s. Abb. 12).
AbschlieBend war bei einer VD-Mangeldidt die Empfanglichkeit fiir EAE erhoht, was weiter
fiir die Fahigkeit von VD spricht, in vivo die Haufigkeit von EAE und MS zu reduzieren®®.

265 Chouinard et al., 2006

266 Mattner et al., 2000; DeLuca & Cantorna, 2001; Adorini, Tmmunomodulatory effects of Vitamin D...", 2002
267 Meehan & DelLuca, 'The vitamin D receptor...', 2002

268 Cantorna et al., 1999

269 Cantorna et al., 1996
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Abbildung 10

Behandlung der EAE durch Calcitriol bei bereits
geldhmten Méusen. Die Werte zeigen den mittleren
Schweregrad aus einer zehn Tiere umfassenden
Gruppe.

* zeigt signifikante Differenz bei p<0,05.

Nach: Cantorna et al., '1,25-Dihydroxyvitamin D;
is a positive...", 1998

Abbildung 11

Calcitriol verhindert unter Gabe einer Didt mit 1%
Calcium und 0,3% Phosphor zuverldssig die
Entstehung der EAE.

Nach: DelLuca & Cantorna, 2001

Abbildung 12

Weibliche Méause der B10.PL Linie wurden mit
einer 0,02% Calcium und 0,3% Phosphor Diét
gefiittert und mit Myelin-Basisprotein in
Verbindung mit Pertussistoxin  immunisiert.
Gleichzeitig erhielten die Tiere tdglich je 200ng
Calcitriol in der Triagersubstanz bzw. nur die
Tragersubstanz. Selbst diese hohen Calcitrioldosen
konnten die EAE-Inzidenz nicht deutlich
verringern.

Nach: DeLuca & Cantorna, 2001
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3.3.1.4. Daten aus der Humanmedizin

Studien

Viele epidemiologische Studien’” zeigen einen Zusammenhang zwischen den zunehmenden
nordlichen und siidlichen Breitengraden und der steigenden Haufigkeit von MS?”!, und
weitere Studien stellen diese Korrelation in einen moglichen Zusammenhang mit der UV-
Exposition und Sonnenscheindauer, die ferner vom Aquator geringer sind’’?. Unter den
vielen Hypothesen, die diesen Zusammenhang zu erkldren versuchten, findet sich auch
eine’”, welche die UV-abhingige Calcitriolproduktion als mogliche Ursache nennt und
Beobachtungen iiber dazu passende genetische und biochemische Zusammenhinge
prasentiert’”. Damit iibereinstimmend zeigen andere Studien®” eine geringere Inzidenz von
MS in Gebieten von guter Calcitriolversorgung — welche auch durch alimentdre Zufuhr von
z.B. Fisch-Ol oder durch UV-strahlungsreiche Hohenlage moglich ist. Calcitriol kann also
das auslosende Moment der Umwelteinfliisse bei gegebener genetischer Vorbelastung
weitestgehend ausgleichen®™®.

Nach Entdeckung dieses moglichen Zusammenhanges zwischen Calcitriolversorgung und
MS-Verlauf und Héufigkeit folgten viele gezieltere Beobachtungen. Man erkannte eine mog-
liche Verbindung zwischen der wiahrend der Schwangerschaft stark erhohten VD-Produktion

277 Dazu

und den zeitgleich iiblicherweise auftretenden Linderungen von MS-Beschwerden
passend flammt die MS in dem nach Ende der Schwangerschaft folgenden Einbruch der VD-
Produktion auf. Auch stellte man in Untersuchungen an MS-Patienten fest, dass diese
generell einen relativ niedrigen 25(OH)Ds-Spiegel und teilweise sogar einen deutlichen
Mangel haben?”® - wohl auch aufgrund ihrer mangelhaften UV-Exposition. Ebenso fand sich
ein Zusammenhang zwischen genetischen Variationen des VDR und dem Auftreten von

Msz79.

270 VanAmerongen et al., 2004 bietet einen ausfiihrlichen Bericht {iber verschiedenste Themen solcher Studien.

271 Alter & Morariu, 1973; Miller et al., 1990; Tassinari et al., 2001

272 Acheson et al., 1960; Freedman et al., 2000; van der Mei et al., 2001

273 Goldberg, '...Part 1...", 1974

274 Goldberg, '...Part 2...", 1974

275 Kurtzke, 1967; Westlund, 1970; Alter et al., 1974; Goldberg, '...Part 1...', 1974; Esparza et al., 1995;
Freedman et al., 2000

276 Hayes, 2000

277 Schwartz, 1993

278 Nieves et al., 1994; Cosman et al., 1998

279 Fukazawa et al., 1999
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Tabelle 4
Praventive und kurative Effekte der Behandlung von EAE unter Verwendung von VD-relevanten Methoden. Die
Behandlung beginnt vor, wiahrend oder nach der Induktion der EAE.

Behandlungsverfahren Tierart Therapieerfolg bezogen auf EAE-Induktion  Literatur

vor/wihrend Induktion nach Induktion
EAE und UV-Licht
UV volles Spektrum Maus ! = Hauser et al., 1984
EAE und Calcitriol
Calcitriol Maus ! 1 Lemire & Archer, 1991
Calcitriol Maus ! 1 Cantorna et al., 1996
Calcitriol Ratte 1l Nataf et al., 1996

EAE und Vitamin D Defizienz

VD-Mangeldiét Maus 1 Cantorna et al., 1996
VD-Mangeldiét Ratte " Garcion et al., 2003
Absetzen von Calcitriol Maus 1 Cantorna et al., 1996

EAE und Kombinationstherapien mit Calcitriol

Calcitriol + Cyclosporin  Maus ! 1 Branisteanu et al., 1995
Calcitriol + Sirolimus Maus ! 1 Branisteanu et al., 1997
Calcitriol + Ca*" Maus ! = Cantorna et al., 1999

EAE und synthetische Vitamin D Analoga

1,25(OH),-16-ene-Ds Maus l N Lemire et al., 1994
Ro 63-2023 Maus l 1l Mattner et al., 2000
MC1288 Ratte N Garcion et al., 2003

EAE und Kombinationstherapien mit synthetischen Vitamin D Analoga

Analoga u.a. Substanzen Maus ! 1 Van Etten et al., 2000
TX527 + Bisphosphonat Maus ! 1 Van Etten et al.,
Pamidronat 'Combination of...", 2003

Legende: |: effektive Pravention der EAE; 1: Empfénglichkeit und klinische Zeichen von EAE gesteigert; =: keine
Modifikation der EAE; ||: klinische Zeichen der EAE verringert; 11: klinische Zeichen der EAE verstérkt; 111:
erneutes Auftreten klinischer Zeichen der EAE.

Nach: VanAmerongen et al., 2004

Klinische Versuche

In den bisher sparlichen klinischen Versuchen zeigte sich die gleiche Abhingigkeit: Bei
einem kleinen, {iber zwei Jahre laufenden Versuch®’ mit der tiglichen Aufnahme von 125ug
(5000 IU) Vitamin D, 16mg/kg Calcium und 10 mg/kg Magnesium wurde eine splirbare
Verringerung der MS-Schiibe um 59% erreicht. Obwohl dieses Ergebnis wegen der geringen
Versuchsgrofle und dem gestorten Ablauf des Versuchs (sechs von 16 Patienten verlielen
den laufenden Versuch) nicht als zuverldssiger Beweis gelten darf, fiihrte VD hier doch unter

gentigender Calciumgabe zum Erfolg.

280 Goldberg et al., 1986
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In einem weiteren klinischen Versuch mit dem Analog 19-nor-1,25-(OH),D, sorgte man (um
die Hypercalcédmie in Grenzen zu halten) nicht fiir eine normale bis hohe Calciumaufnahme,

281 Ein anderer

woraufhin sich kaum Erfolg in der Pravention neuer MS-Lésionen einstellte
Versuch beschiftigte sich mit dem Cytokinprofil von MS-Patienten vor und nach einer sechs-
monatigen Gabe von VD, wobei aber keine Beobachtungen iiber den Krankheitsverlauf
festgehalten wurden.

Aufgrund des deutlichen epidemiologischen Zusammenhanges zwischen der VD-Versorgung
und dem Auftreten und evtl. auch dem Verlauf von MS wurde eine Vertriglichkeitsstudie fiir
die Anwendung von VD bei Patienten mit klinisch manifester MS durchgefiihrt*®*. 12 Teil-
nehmern wurden iiber 28 Wochen verschieden hohe Dosen (zwischen 100 und 1000 ug/d,
entsprechend 4000 — 40000 1U/d) VD verabreicht und der Serumspiegel von 25(OH)D; und
Serum- und Urin-Ca*" ebenso wie verschiedene Enzymparameter kontrolliert. Der Serum-
spiegel von 25(OH)D; stieg signifikant auf 79,4 — 452,6 nmol/l (ab 250 nmol/l wird der Wert
als toxisch eingestuft!), die anderen gemessenen Parameter blieben jedoch alle im Normal-
bereich. Auch dies zeigt die Notwendigkeit, die bisherigen Aufnahmeempfehlungen fiir VD
(die sich an seinen Funktionen in der Calcium-Homoostase orientieren) zu iiberdenken. Die
beschriebene Vertriglichkeitsstudie soll der Dosisfindung fiir eine folgende klinische Phase
II-Studie zur Uberpriifung der Wirksamkeit dienen.

3.3.1.5. Perspektiven

VDR-Liganden scheinen vielversprechende Kandidaten fiir die Therapie der MS** zu sein,

was sich in vielen epidemiologischen Studien und in vitro- und Tierversuchen zeigt. Uber die
zahlreichen, potenten Effekte auf molekularer Ebene ist bereits etliches bekannt, wobei der
Behandlungserfolg von der ausreichenden Versorgung mit Ca** abhdngt. VD wirkt im
Tierversuch prophylaktisch und therapeutisch gegen EAE, und auch erste kleinere Studien
beschreiben gute Ergebnisse. Dennoch sind zusitzliche klinische Studien dringend ndtig, um
zuverldssige Daten {liber die Wirksamkeit von Therapiestrategien mit VDR-Liganden zu
erhalten und der MS mit besseren Behandlungsmethoden entgegentreten zu konnen. Da bei
VD hohe Dosen nétig sind, um immunmodulatorische Wirkungen zu erzielen, tritt unter

seiner Anwendung Hypercalcimie auf und macht den Einsatz nicht-calcimischer VDR-

Liganden nétig.
281 Fleming et al., 2000
282 Mahon et al., 2003
283 Kimball et al., 'Dose tolerability study...', 2006
284 Cantorna et al., 1996; Hayes et al., 1997; Verstuyf et al., 1998; Mathieu et al., 2001; Mathieu & Adorini,

2002
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3.3.2. Diabetes mellitus

3.3.2.1. Grundlagen

Diabetes mellitus (DM) zeichnet sich durch Hyperglucosdmie und Glucosurie aufgrund von
(absolutem oder relativem) Insulinmangel aus, wobei dieser verschiedene Ursachen haben
kann. Bei den verschiedenen Atiologien und Symptomatiken lassen sich (neben mehreren
Sonderformen) v.a. die zwei Grundformen des Typ I (IDDM, insulin-dependent diabetes

mellitus) und des Typ II (NIDDM, non-insulin-dependent DM) voneinander abgrenzen.

Regulation des Blutzuckerspiegels

Aus dem umfassenden Gebiet des Glucosestoffwechsels will ich hier nur die im Hinblick auf
das Verstindnis des Diabetes notigen Aspekte der Regulation des Blutzuckerspiegels
ansprechen. Kohlenhydratauf- und -abbau, Glycolyse und Gluconeogenese werden daher hier
nicht behandelt.

Die Glucose ist der zentrale Energietrdger des menschlichen Stoffwechsels, weswegen ihre
Blutkonzentration gut geregelt ist. Ihre Aufnahme aus dem Diinndarmlumen erfolgt {iber ein
Natriumkotransport-System  (sekunddr aktiver Transport), und die wichtigsten
Speicherorgane sind die Leber und die Muskulatur.

Die entscheidende Rolle im gesamten Kohlenhydratstoffwechsel spielen die in den Zellen der
Langerhans'schen Pancreasinseln gebildeten Hormone. Hier unterscheidet man v.a. o, 3 und
0-Zellen, wobei die a-Zellen Glucagon, die $-Zellen Insulin und die d-Zellen Somatostatin
(SIH) bilden.

SIH (das auch im Hypothalamus gebildet wird) wird bei hoher Blutkonzentration
verschiedener Nahrstoffe wie Glucose, Aminosduren und Fettsduren vermehrt ausgeschiittet,
u.a. Catecholamine verringern dagegen seine Freisetzung. Am Pancreas hemmt es paracrin
die Freisetzung von Insulin und Glucagon aus den benachbarten Inselzellen, was die Nutzung
der aus dem Darmtrakt aufgenommenen Néahrstoffe vermindert. Dariiber hinaus verringert es
die Sekretion im Gastrointestinaltrakt und sein Bewegungsvermdégen.

Glucagon wird z.B. unter Hungergefiihl, hohem Angebot von Aminosduren und niedriger
Plasmakonzentration freier Fettsduren ausgeschiittet; Hyperglycdmie hingegen hemmt seine
Freisetzung. Es wirkt v.a. als Antagonist des Insulin und erh6ht den Blutzuckerspiegel, was
durch Glycogenolyse und Gluconeogenese erreicht wird und die Glucoseversorgung des
Organismus sicherstellen soll.

Hauptausloser fiir die Insulinausschiittung ist ein hoher Blutzuckerspiegel, doch auch

Glucagon, Vagusreize und manche Hormone des Verdauungstrakts haben diese Wirkung.
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Adrenalin, Noradrenalin und SIH hemmen die Insulinfreisetzung, wobei Adrenalin
ausgeschiittet wird, wenn im ZNS eine starke Erniedrigung des Blutzuckerspiegels gemessen
wird. Die Ausschiittung des Insulins fiihrt zu einer raschen Senkung der Glucose-
konzentration im Blut, da es die Zuckeraufnahme in die K6rperzellen erhéht und v.a. in der
Leber zur Einspeicherung als Glycogen (Glycogenese) oder zum Abbau (Glycolyse) fiihrt.
Auch sorgt dieses Hormon fiir die Einspeicherung von Aminosduren in Proteinform in der
Muskulatur (Anabolismus), fordert das Wachstum und beeinflufit die Verteilung der K'-

Tonen.

Typ I Diabetes
Beim genetisch préadisponierten Typ I bestehen Beziehungen zum HLA-System (‘human

leucocyte antigen'-System, das dem MHC zugeordnet ist), und die korpereigene Insulin-
produktion erschopft sich bis zum absoluten Insulinmangel. Die p-Zellen der Langerhans-
schen Pankreasinseln werden bei dieser Art von Diabetes immunmediiert zerstort, was zu oft
sehr rasch einsetzender Symptomatik und in die ketoazidotische Entgleisung (Koma) fiihrt.
Die Ursachen der Krankheitsentstehung sind nicht vollig geklért, jedoch sind neben
genetischer Pradisposition auch Umweltfaktoren wie die Menge der Sonneneinstrahlung”
beteiligt. Es sind verschiedene zelluldre Effektormechanismen von Bedeutung, die unter
anderem auch von CD4" und CD8" T-Lymphocyten und Macrophagen®® mediiert werden.
Autoantikérper gegen f—Zellen sind schon lange vor der klinischen Manifestation im Blut
nachweisbar®®’; sie filhren zwar nicht sicher zur Erkrankung, haben aber einen hohen
prognostischen Wert {iber zukiinftige Krankheitsausbriiche und dadurch auch fiir
prophylaktische MaBnahmen®3, Die Insulitis zeigt sich als Vorstufe der klinischen
Erkrankung (die sich erst bei ca. 80%iger Zerstorung der Inseln manifestiert) in histologisch
nachweisbaren Lisionen an den Langerhans'schen Pancreasinseln.

Uber die Ursache der Aktivierung von Tyl-Zellen gegen B-Zell Autoantigene gibt es bisher
nur verschiedene Thesen®®’, jedoch keine festen Erkenntnisse. Entscheidend fiir das
Fortschreiten oder den Stillstand der Krankheit ist das Niveau der regulatorischen
CD4'CD25" T-Zellen, deren Menge negativ mit dem Krankheitsverlauf korelliert ist*°. Zur
weiteren Unterscheidung spricht man bei Manifestation v.a. im Kindesalter mit dem

Hohepunkt in der Pubertit vom Typ la und bei spiaterem Beginn im Erwachsenenalter (bis

285 The EURODIAB Substudy 2 Study Group, 1999

286 Benoist & Mathis, 1997

287 Kukreja & Maclaren, 1999

288 Literatur bei Harris, 2005

289 Adorini, Tmmunomodulatory effects of Vitamin D...", 2002

290 Salomon et al., 2000
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ca. 35 Jahre) vom Typ Ib. Beim ersteren wirken wohl virale Infekte manifestationsfordernd,
der Zweite tritt gehduft in Verbindung mit anderen Autoimmunkrankheiten auf und ist oft
mit Inselzell-Antikdrpern im Serum verbunden.

V.a. Typ I Diabetes reagiert auf die (prophylaktische) Behandlung mit VDR-Liganden und
ist das vorwiegende Thema des weiteren Kapitels. Das meistgebrauchte Tiermodell fiir diese
Erkrankung ist die NOD (non-obese diabetic) Maus, die spontan immunmediierten Typ I
Diabetes entwickelt”'. Der Grund hierfir liegt zumindest teilweise in der defekten
Apoptosesensibilitit der Lymphocyten®”? und dem Fehlen von la—-Hydroxylasebildung als

1293

Reaktion auf Immunstimuli*”, was beides die Aggressivitit des Immunsystems erhoht.

Typ II Diabetes

Diese Form tritt im hoheren Lebensalter auf, und auch hier ist eine familidre Hiufung zu

beobachten, jedoch ohne Hinweise auf autoimmune Faktoren. Es liegt ein relativer
Insulinmangel bei erhaltener (z.T. eingeschrinkter oder erhdhter) Insulinsekretion und
verminderter Insulinempfindlichkeit der Zielgewebe vor. Da noch Insulin gebildet wird,
kommt es hier selten zu einer ketoazidotischen Stoffwechsellage, und man unterscheidet auch
hier zwei Subtypen, von denen der seltenere (Typ Ila) bei normalgewichtigen Menschen, der

viel hiufigere (Typ 1Ib) bei Ubergewichtigen auftritt.

3.3.2.2. Physiologische Wirkungen auf 3-Zellen***

VDR wird in f-Zellen exprimiert*, und VD ist notwendig fiir die normale Insulin-

2%_Dies zeigt sich daran, dass die Sekretion von Insulin (als einzigem der Pancreas-

sekretion
inselhormone) bei VD-defizienten Tieren®’ und Menschen®”® reduziert ist und eine Glucose-
intoleranz vorliegt, die sich unter VD-Gabe wieder normalisiert. Neben dem VDR-
vermittelten Signaliibertragungsweg sind auch noch andere VD-abhingige Mechanismen an

der Insulinsekretion beteiligt (s. Abb. 13). Glucagon ist in seiner Freisetzung zwar Ca*'-

abhingig®’, nach dem Stand der Wissenschaft aber nicht von Calcitriol beeinflusst®®.
291 Atkinson & Leiter, 1999
292 Casteels et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds restores...", 1998
293 Overbergh et al., 'Identification and immune regulation...', 2000
294 Zusammenfassung auch bei Mathieu & Badenhoop, 2005; Luong et al., 2005 beschreibt diesen Bereich

noch ausfiihrlicher und geht auch auf den (noch) kleinen Abschnitt der VD-Wirkungen auf den

Glucosestoffwechsel an anderen Orten des Kdorpers, z.B. in der Promyelocytenlinie U-937 ein. Hier

verursacht das D-Hormon iiber ein VDRE eine vermehrte Expression des humanen Insulin-Rezeptor-Genes.
295 Lee et al., 1994

296 Norman et al., 1980

297 Norman et al., 1980; Chertow et al., 1983; Cade & Norman, 1986; Nyomba et al., 1986
298 Kumar et al., 1994

299 Lundquist et al., 1976
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Abbildung 13
Darstellung der nongenomischen Wege der
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Neben dem Insulin-Gen wurden auch an mehreren Genen der (3—Zellen, deren Produkte
wichtige Funktionen in diesem Zelltyp ausliben, klassische VDRE's oder andere
Bindungsstellen entdeckt™'.

Zusitzlich zu diesen genomischen Angriffspunkten aber ist dort auch das Vitamin D
abhingige Calcium-bindende Protein Calbindin-Dasx vorhanden®®, welches auch in anderen

t*%. Es ist an der

Geweben (Darm und Niere) unter Calcitriol-abhéngiger Regulation steh
Kontrolle der Freisetzung von intrazellulirem Ca** beteiligt und dadurch auch mit vermehrter
Insulinproduktion und -freisetzung verbunden®™, weil die Wirkung von VDR-Liganden auf
die Insulinsekretion der Inselzellen durch einen starken Anstieg des intrazelluldren
Calciumspiegels mediiert wird. Obwohl der genaue Mechanismus noch unklar ist, gibt es
Hinweise darauf, dass neben dem Einflul von extrazellulirem Calcium durch
spannungsabhingige Calciumkanéle auch die Calciummobilisierung aus Zellorganellen und
die Aktivierung von freisetzungspotenzierenden Systemen (iiber die Proteinkinasen A und C)
von Bedeutung sind*”. AbschlieBend soll Calcitriol die f-Zellen auch vor dem cytokin-

mediierten Zelltod schiitzen®®.

301 Vidal et al., 2002; Christakos et al., 2003; Maestro et al., 2003; Eerligh et al., 2004
302 Reddy et al., 1997; Sooy et al., 1999

303 Christakos et al., 1989

304 Reddy et al., 1997; Sooy et al., 1999

305 de Boland & Norman, 1990; Billaudel et al., 1990; Bourlon et al., 1997

306 Rabinovitch et al., 2001
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Bei VDR -/- Miusen existieren keine einheitlichen Daten zum Glucosestoffwechsel: ein
Versuch dokumentiert eine Stérung®”, ein anderer keine erkennbare Verdnderung®®, was
wohl am unterschiedlichen genetischen Hintergrund bei der Einfiihrung des VDR-Defektes
liegt. Deutliche Reaktion zeigt eine in vitro Studie an Pancreasinseln, die aus gesunden
Tieren gewonnen wurden und in der die Insulinsynthese und -sekretion als Reaktion auf

glucosehaltiges Milieu unter hohen Dosen von Calcitriol gut provoziert werden konnten®®.

3.3.2.3. Wirkungen auf zelluldrer Ebene bei Diabetes

Aufgrund der oben beschriebenen Rolle von Calcitriol in der Insulinsekretion und seiner

immunmodulierenden Effekte bei T-Zellen (v.a. der reduzierten Entwicklung von Tul-Zellen
mit Begiinstigung der Ty2-Schiene) und Macrophagen liegt die Vermutung nahe, dass auch
der von diesen Zelltypen mallgeblich geprigte Typ I Diabetes (und auch in Grenzen der Typ
IT) durch Calcitriol beeinflusst werden kann.

Abbildung 14 zeigt die von Calcitriol bewirkte Hemmung der proinflammatorischen Tyl-
Cytokine, deren Effekt — letztlich der immunmediierte Zelltod der p-Zellen — dadurch
teilweise aufgehoben werden kann. Die dargestellte Antikdrperproduktion steht im Bezug zu
Tu2-Zell-Reaktionen, wobei diese Antikorper aber keinen sehr massiven Effekt auf §-Zellen
haben - kommen sie doch auch préklinisch vor, wo sie als Risikohinweis gelten.

1319 unter

Bei von NOD-Maéusen gewonnenen Macrophagen und DC's stellten van Etten et a
dem EinfluB von D-Hormon eine erhéhte phagocytotische und bakterizide Wirkung in
Verbindung mit verringerter Antigenprésentation fest. Sowohl die Macrophagen als auch die
CD8" cytotoxischen T-Lymphocyten (die an der Zerstorung der [ -Zellen des Pancreas
beteiligt sind) hdngen in ihrer Aktivitit von IL-12 ab, dessen Synthese wiederum von
Calcitriol gechemmt wird'".

Von DC's ist bekannt, dass VD sie an ihrer Reifung hindert, was die Grundlage ihrer
Fahigkeit zur Induktion regulatorischer T-Zellen darstellt. Bei autoimmunen, diabetischen
NOD-Miusen, die einen Defekt dieser Tr-Zellen aufweisen, wurde festgestellt (ohne
allerdings die genauen Wirkmechanismen zu kennen), dass Calcitriol regulatorische T-Zellen
induziert, die die Krankheit unterdriicken: transferierte man Tr-Zellen aus Méausen, die mit
VD behandelt waren, auf unbehandelte, erkrankte Miuse, so konnten auch diese geschiitzt

werden’, Selbst wenn man die T-Zellen durch Gabe von Cyclophosphamid zerstorte,

307 Zeitz et al., 2003

308 Mathieu et al., 2001
309 d'Emden et al., 1989
310 Van Etten et al., 2004
311 Trembleau et al., 1995

312 Mathieu et al., 1994; Mathieu et al., 1995
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blieben die vorher mit Calcitriol behandelten Méuse weiterhin vor dem Ausbrechen von

Diabetes geschiitzt’"

. Das zeigt, dass VDR-Liganden hier nicht nur durch die Induktion von
Tr-Zellen, sondern auch durch die Elimination von Effektor-T-Zellen wirken. Dies 146t sich
durch die proapoptotische Aktivitit von VD erkldren, welche die defekte Apoptose-
sensibilitdt der NOD-Lymphocyten korrigieren kann und so die Eliminierung von potentiell
gefahrlichen autoimmunen Effektorzellen erleichtert’'®. Das Zusammenspiel der vielen
Wirkungen von Calcitriol ermdglicht hier lange Wirkzeiten bei kurzen Therapieintervallen.
Die Gabe des Analogs Ro 26-2198 (1,25-Dihydroxy-16,23Z-diene-26,27-hexafluor-19-nor
vitamin Ds)*"® kann das Fortschreiten von DM unterbinden, indem die Tyl-Zell-Infiltration
des Pancreas und seiner Lymphknoten verhindert wird, und die Prisenz von regulatorischen
CD4'CD25" T-Zellen (s.0.) im Pancreaslymphknoten steigt. Fiihrt man einen adaptiven
Transfer von solchen Tr-Zellen aus dem Pancreaslymphknoten auf NOD-Maiuse durch, so
sammeln diese T-Zellen sich vorzugsweise wieder im Pancreaslymphknoten (und nicht in
anderen Lymphknoten oder der Milz) und verhindern (wie oben beschrieben) einen
Spontanausbruch von Diabetes®'.

Ferner wurde bei NOD-Méusen festgestellt, dass Calcitriol nach einer Impfung mit Glutamat
Decarboxylase 65 einen autoantigenspezifischen Immunshift von Tul- auf Tu2-Zellen
verursacht und so weiter in die Wirkrichtung des Immunsystems eingreift’'’.

Seitens der Inselzellen hemmen VD und seine Analoga in vitro die (in Reaktion auf
proinflamma-torische Cytokine wie IFNy erfolgende) Induktion von Oberflichenmarkern
(z.B. MHC 1I und interzelluldres Adhdsionsmolekiil) und bewahren den Insulingehalt der
Zellen®'®. Zusitzlich wird die Bildung von MHC I und IL-6 inhibiert und die Freisetzung von
NO verhindert*"®. Dazu passend zeigten Giarratana et al.** in einem weiteren Versuch, dass
unter dem EinfluB} eines VD-Analogs die Chemokinproduktion der Inselzellen sinkt, was
wiederum die Infiltration durch Leukocyten verringert. All die beschriebenen Effekte
begrenzen den Schaden von Entziindungsvorgéngen und die ihnen fogenden Fehlfunktionen
der B—Zellen, indem sie den Entziindungszellen weniger Angriffsmoglichkeiten bieten.

Ein anderer Versuch®®' beschreibt, dass (nach Kontakt zu proinflammatorischen Cytokinen)

Calcitriol an menschlichen und tierischen Inselzellen eine dauerhafte Steigerung des Spiegels

313 Casteels et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds restores...', 1998
314 Casteels et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds restores...', 1998
315 Gregori et al., 2002

316 Gregori et al., 2002

317 Overbergh et al., 2000

318 Hahn et al., 1997

319 Riachy et al., 2001

320 Giarratana et al., 2004

321 Riachy et al., 2002
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von A20, einem antiapoptotischen Protein, bewirkt. Dieser cytokin-induzierte f—Zelltod lief3
sich im Gegensatz zu der oben beschriebenen, verminderten Chemokinproduktion in einem
in vitro Test an mehreren Zelllinien nicht bestéitigen®*

Zusammenfassend greifen VD und seine Analoga also auf mindestens zwei Arten in die
Entstehungsvorgange des autoimmunen Diabetes ein: wihrend der Schwerpunkt der
Wirkungen in der Modulation des Immunsystems liegt, spielt wohl auch der direkte,

schiitzende Effekt an den 3—Zellen eine Rolle.

Abbildung 14
Knappe Darstellung der Wirkungen von Calcitriol

im Schutz der B-Zellen bei Diabetes.
Die beschriebene Produktion von Antikérpern
bezieht sich auf die Reaktion von Ty2-Zellen.
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3.3.2.4. Daten aus der Tiermedizin
An NOD-Maiusen wurde beobachtet, dass sie unter VD-Mangel deutlich schneller und auch

haufiger Diabetes Typ I entwickelten®®, was bei normalen Ca**- und Phosphormengen (0,87
% Ca*" und 0,3% P) im Futter durch Gabe von 25(OH)D; deutlich auf eine Inzidenzrate von
30-40% gesenkt werden konnte. Fiigte man aber dem Futter 50ng/Tag Calcitriol bei
weiblichen und 200ng/Tag bei médnnlichen Tieren zu, so liel3 sich die Entstehung diabetischer
Lisionen unabhingig von der (oben genannten) Gabe von 25(OH)D; verhindern®** (s. Abb.

15). Eine anderer Versuch mit calciumarmer Didt und drei mal wochentlicher Injektion von

322 Gysemans et al., 2005
323 DeLuca & Cantorna, 2001; Giulietti et al., 2004.
324 Cantorna et al., '1,25-dihydroxycholecalciferol...', 2000; DeLuca & Cantorna, 2001; Zella et al., 2003.
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Calcitriol fiihrte nur zu geringeren Erfolgen®*, wobei aber nicht zu beurteilen ist, welcher der
beiden Faktoren dafiir verantwortlich ist. Auch ist zu beachten, dass die Halbwertszeit von
Calcitriol im Blut bei zwei bis vier Stunden liegt und drei Injektionen pro Woche daher (im
Gegensatz zur taglichen oralen Aufnahme) keinen konstanten Calcitriolspiegel erzeugen.
Weitere Versuche mit VDR -/- NOD-Miusen zeigten im Vergleich zu VDR +/+ NOD-
Maiusen keine deutlichen Unterschiede in der Héufigkeit und Ausprigung des entwickelten
Diabetes**.

Nach anfinglich méBigen Erfolgen*”” haben sich auch VD-Analoga bei der Anwendung an
NOD-Miusen durch gute Effekte auf immunmediierten Diabetes bewdihrt, sei es in der
Pravention (KH1060°** und BXL-219°* oder im Aufhalten des etablierten Geschehens (Ro
26-2198; 5.0.)**". Der Grund fiir diesen letztgenannten bemerkenswerten Erfolg ist zumindest
teilweise in der erhohten metabolischen Stabilitdit des neueren Ro 26-2198 gegen
inaktivierende Reaktionen zu finden®!, was seine immunsuppressive Wirkung an Calcitriol

gemessen verhundertfacht.

Abbildung 15

Darstellung der Inzidenz und Schwere von Typ 1
Diabetes bei NOD Méusen. 100
Diese wurden wiahrend der gesamten Versuchszeit 90 -
mit 0,87% Calcium und 0,3% Phosphor im Futter
versorgt. Die verschiedenen Gruppen wurden nicht, -
bzw. mit VD; (625ng/Tag) und/oder mit Calcitriol §‘ 6

®

O +D + 50ng (n=17) m+D (n=19)
O-D +50ng (n=19) ~m ~D (n=2p)

(50ng/Tag) supplementiert. Die Diagnose des

Diabetes erfolgte durch Messung der Blutglucose, 40
wobei ein Anstieg {liber 300mg/100ml als 30
Grenzwert festgetzt war. Die Ergebnisse zeigen, 204

dass die Anwendung von VD Inzidenz und 104
Schwere der Krankheit senkt, wohingegen
Calcitriol die Entstehung des Diabetes bei den i
empfinglichen Miusen vollstindig unterbindet. b ®* o
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Die unter dem EinfluB von VDR-Liganden entstehenden CD4°CD25" regulatorischen T-
Zellen sind fiir die Toleranz von Pancreasinseltransplantaten verantwortlich. Sie werden
durch eine kurze Kombinationsbehandlung mit Calcitriol und Mycophenolate Mofetil (MMF,

einem T- und B-Zell Proliferationsinhibitor®*

und Modulator von APC's*™) erzeugt und
sorgen nach ihrem Transfer in Versuchstiere fiir die Toleranzentwicklung gegeniiber solchen
Allograft-Inseltransplantaten®”. Diese Transplantate werden beim Menschen nach der
autoimmunen Zerstorung der Pancreasinseln eingesetzt, um eine erneute Insulinsekretion zu
ermoglichen.

Es bleibt festzuhalten, dass bei NOD-Médusen unter normaler bis hoher Calciumversorgung
das Auftreten von autoimmunen Stérungen, die Diabetes verursachen, durch Gabe von

335

Calcitriol oder anderen VDR-Liganden verhindert werden kann™”. Diese Ergebnisse lielen

sich bei einem Versuch mit Ratten®*

nicht anndhernd wiederholen, was zweierlei zeigt:
einerseits ist der genetische Hintergrund der Entstehung von Diabetes I fiir seine Therapie
von Bedeutung, andererseits sieht man, wie gewagt der Ergebnistransfer von Tiermodellen

auf den Menschen sein kann.

3.3.2.5. Humanmedizinische Studien

Typ II Diabetes

VDR-Polymorphismus ist mit dem Auftreten von Typ II Diabetes ebenso verbunden®’ wie

VD-Defizienz mit einer erhdhten Héufigkeit von gestorter Glucosetoleranz und dem Risiko
von Typ II Diabetes®* (s. Tab. 5). Dies zeigt sich z.B. an der im Vergleich zu Gesunden
niedrigeren 25(OH)D; Konzentration bei Patienten mit dieser Erkrankung. Eine andere grof3e
Studie®*® konnte zwar keine Verbindung zwischen der isolierten VD-Aufnahme und dem
Risiko von Typ II Diabetes herstellen; wohl aber zeigt sich ein deutlicher Zusammenhang,
wenn man die ausreichende tdgliche VD-Aufnahme (>800 IU) in Verbindung mit
ausreichender Calciumaufnahme (>1200 mg) betrachtet. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die
bei vielen autoimmun bedingten Krankheiten bestehende Abhéingigkeit des Therapieerfolges

von der Calciumversorgung.
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Typ I Diabetes®*

VDR-Gen Polymorphismen zeigen sich regelméfig in verschiedenen Bevolkerungen mit

342 stellt keine Verbindung

dem Auftreten von Typ I Diabetes verbunden®*' (nur eine Studie
fest) und eher auf die nérdliche Halbkugel’** und vom Aquator entferntere Regionen
konzentriert. Auch ein jahreszeitliches Muster mit Hiufung in Herbst und Winter zeichnet
sich ab**, was mit vielen anderen dhnlichen Ergebnissen zusammengefasst (vgl. Tab. 6 ) eine
deutliche Abhéingigkeit von der Versorgung mit Vitamin D zeigt.

Umfangreiche und sorgfiltig strukturierte epidemiologische Studien*® (s. Tab. 6) stellten ein
deutlich verringertes Risiko fiir die Erkrankung an Typ I Diabetes bei Aufnahme von
Vitamin D; fest und brachten VD-Mangel im ersten Lebensmonat mit gehduften
Erkrankungen in Verbindung. Der schiitzende Effekt der Supplmentierung mit VD ist aber
deutlich geringer als das Potential einer VD-Mangelsituation, den Ausbruch von Diabetes zu
begiinstigen. Dem zufolge stellen v.a. Mangelsituationen auf dem Hintergrund -einer
genetischen Pradisposition das Gefahrdungspotential fiir Diabetes dar, da sie die Entstehung
der Autoimmunitit begiinstigen. Diese konnen durch relativ geringe VD-Supplementierung
umgangen werden, wohingegen hohe Dosen Calcitriol nétig sind, um das Auftreten der
Erkrankung zu verhindern, wenn sie trotz ausreichender VD-Versorgung droht**®. Da die
aktuell empfohlenen Richtwerte fiir die VD-Aufnahme bei (Klein-)Kindern auf spérlichen
Daten basieren und sehr niedrig angesetzt sind (max. 10ug/Tag), liegen diese Dosierungen

sogar unter der fiir die Diabetespravention ndtigen, ohnehin geringen Menge**’.

3.3.2.6. Perspektiven
Durch eine relativ kurze Therapie mit dem Analog Ro 26-2198 konnte bei NOD-Mausen

sowohl der Beginn als auch das Fortschreiten von Typ I Diabetes verhindert werden (s.o.).
Ferner besteht eine Wirkung von VDR-Liganden auf die Frequenz des Auftretens von Typ I
Diabetes beim Menschen. Daraus lédsst sich sich eine gute Chance ableiten, dass VD und
seine Analoga den Ausbruch oder das Fortschreiten der frisch aufgetretenen Erkrankung
hemmen koénnen. Durch die Suche nach Autoantikdrpern gegen (-Zellen sind Triager von
hohem Risiko fiir den baldigen Ausbruch von Typ I Diabetes leicht zu identifizieren und in
der Foge mit VDR-Liganden voraussichtlich gut prophylaktisch zu therapieren.

340 Luong et al., 2005 bietet eine ausfiihrliche Beschreibung vieler Studien zum Typ I Diabetes.
341 Pani et al., 2000; Chang et al., 2000; Motohashi et al., 2003; San-Pedro et al., 2005
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346 Harris, 2002
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Zusitzlich ist es vom klinischen Standpunkt her sinnvoll, allen Kleinkindern und Kindern

taglich 5 — 25ug (entspr. 200-1000 IU) VD als Pravention gegen die Entstehung von

Autoantikérpern und den Krankheitsbeginn zuzufiihren**. Diese leicht {iber der derzeit

empfohlenen Tagesdosis liegende Menge muB} sich allerdings erst in der Praxis etablieren,

woflir wohl die Mengenangaben in den entsprechenden Richtlinien geidndert werden miissten.

Tabelle 5

Vitamin D in der Atiologie von Typ II Diabetes: humanmedizinische Studien.

Studienparameter Art der Studie Studienteilnehmer Studienergebnisse Literatur

(Art und Alter)
VD Aufnahme durch observierend erwachsene, VD-defi- verbesserte Glucose- Kumar et al., 1994
Supplementierung: ziente Frauen toleranz und Beta-Zell-

2.000 IU/d uber 1 Monat

Funktion

VD Aufnahme durch Case-control
Supplementierung:

2.000 IU/d tiber 6 Monate

VD Aufnahme durch Case-control
Supplementierung:

1.332 1U/d tiber 1 Monat

erwachsene, VD-defi-
ziente Menschen

erwachsene, Typ 2
diabetische Frauen

verbesserte Insulin-
sekretion

verbesserte first-phase
Insulinsekretion

Gedik & Akalin,
1986

Borissova et al.,
2003

VD Aufnahme durch Case-control erwachsene, VD-defi- verbesserte Insulin- Boucher et al.,
einmalige Injektion ziente Menschen und C-Peptid-Antwort 1995

von 100.000 IU i.m.

VD Aufnahme durch observierend erwachsene, Typ 2 erhohte Insulinresistenz ~ Taylor & Wise,
einmalige Injektion diabetische Menschen 1998

von 300.000 IU i.m.
Calcitriol-Gabe Case-control
0,5ug/d tiber 21 Tage
(oder +500mg Ca*")
Calcitriol-Gabe Case-control
1ug/d iiber 4 Tage

erwachsene, urdmische

Frauen

erwachsene, Typ 2
diabetische Frauen

verbesserte first-phase
Insulinsekretion und
-sensitivitét

verbesserte Insulin-
und C-Peptid-Antwort
auf Sustacal®®

Allegra et al., 1994

Isaia et al., 2001

Hypovitaminosis D observierend

(<5ng/ml)

erwachsene, Typ 2
diabetische Frauen

niedriger 25(OH)Ds-
Spiegel verringert die
beta-Zell-Funktion

Orwoll et al., 1994

Abkiirzung: i.m. = intramusculér; ug/d = Mikrogramm pro Tag

Nach: Mathieu et al., 2005

348
349

Harris, 2005

Sustacal von Mead Johnson, Evansville, IN, USA
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Tabelle 6

Vitamin D in der Atiologie von Typ I Diabetes: An Menschen durchgefiihrte Studien.

Studienparameter Art der Studie Studienteilnehmer Studienergebnisse Literatur
(Art und Alter)
VD Aufnahme durch Case-control verringertes Risiko von ~ The EURODIAB
Supplementierung Diabetes Typ 1 Aus- Substudy 2 Study
im ersten Lebensjahr bruch in der Kindheit: Group, 1999
Kleinkinder bis 5 Jahre  OR=0,83
Kinder von 5-9 Jahren OR=0,81

Kinder von 10-14 Jahren OR=0,47

VD Aufnahme durch Case control Kinder iiber 15 Jahre OR=0,74 Stene & Joner,
Lebertran: 2003
10ug mind. 5%/Woche
im ersten Lebensjahr
VD Aufnahme durch Case-control Kleinkinder bis junge OR=0,12 Hypponen et al.,
Supplementierung: Erwachsene (1-31 Jahre) 2001
>2.000 IU/d im ersten
Lebensjahr
Rachitis im ersten Case-control Kleinkinder bis junge gesteigertes Risiko von ~ Hypponen et al.,
Lebensjahr Erwachsene (1-31 Jahre) Diabetes Typ 1 Aus- 2001
bruch in der Kindheit:
OR=2,6
VD Aufnahme iiber Case-control Kleinkinder bis 5 Jahre  Verringertes Risiko von Fronczak et al.,

Nahrung: variable Menge
in der Schwangerschaft

Insulin-Antikérpern beim 2003
Nachwuchs: OR=0,49

Abkiirzung: OR = Odds Ratio.

Nach: Mathieu et al., 2005

3.3.3. Rheumatoide Arthritis

3.3.3.1. Grundlagen

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine primér chronische Polyarthritis, in der sich die
zugrunde liegende entziindliche Allgemeinerkrankung mesenchymaler Gewebe meist als
Synovialitis manifestiert. Da sie ca. 1% der Bevolkerung betrifft, zahlt sie zu den haufigsten
chronisch-entziindlichen Erkrankungen iiberhaupt. Thre Atiologie ist ungeklirt, aber man
geht von einer autoimmunen Stérung als Hintergrund aus und weil3 aus vielen Studien und
Versuchen von einer starken Beteiligung der Tyl-Zellen in ihrem Verlauf**. Einen
gewichtigen Beweis fiir die zentrale Rolle von CD4" T-Zellen bei RA stellt z.B. auch der

350 Schulze-Koops & Kalden, 2001 bieten einen ausfiihrlichen Einblick in die vielen Studien und Versuche, die
diese Aussage unterstiitzen.
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epidemiologische Zusammenhang zwischen aggressiven Formen dieser Krankheit und
bestimmten Allelvarianten des MHC 1II dar®', da dieses Oberflaichenmolekiil maBgeblich an
der Aktivierung von CD4" T-Zellen beteiligt ist.

Frauen sind dreimal hiufiger betroffen als Manner, wobei die Inzidenz mit steigendem Alter
zunimmt; wahrend einer Schwangerschaft aber zeigt sich eine massive Linderung der
klinischen Symptome. Der Verlauf ist unvorhersehbar; meist chronisch-progredient kann er
auch ausgeprigte Schiibe durchlaufen und fiihrt nur selten zu vollstdndiger Remission. In ca.
15% der Fille liegt eine maligne Krankheitsentwicklung mit rasch eintretender Invaliditit
vor. Der Arthritis folgen Gewebszerstorungen mit zunehmender Bewegungsbehinderung und
steigender Mortalitét.

Klinisch manifestiert sich die Synoviitis symmetrisch an kleinen, stammfernen Gelenken
(wie Grund- und Mittelgelenken der Finger und Zehengrundgelenken), jedoch kommen auch
extraarticulire Manifestationen (z.B. Perimyokarditis, Polyneuropathie, Pleuritis, Lungen-
fibrose, Lymphadenopathie, Thrombocytose, Andmie und generalisierte Vaskulitis) vor.
Histologisch sieht man nur selten die pathognomonischen Granulome der Synovia, sondern
im Normalfall eine Synoviitis mit Lymphocyteninfiltraten, Fibrinexsudation, Vaskulitis und
Hyperplasie (der Synovialdeckzellen, der Villi) bzw. Proliferation unreifer Zellverbinde
(pannodse Destruktion). Doch auch andere weille Blutkorperchen infiltrieren die Gelenke und
fiilhren zu Gewebszerstorungen®*,

Im Blutbild sind die Akute-Phase-Proteine und die Blutkorperchensenkgeschwindigkeit

erhoht, in ca. 80% aller Fille ist der Rheumafaktor nachweisbar.

Tiermodelle fiir die RA

In Tierversuchen verwendet man hauptsidchlich zwei Modelle der RA fiir die Erprobung von

VD und seinen Analoga; zum einen die Lyme'sche Erkrankung, eine durch eine Borrellia
Burgdorferi-Infektion entstehende Autoimmunstérung, zum anderen die hiaufiger verwendete
Kollagen-induzierte Arthritis (CIA)**.

Die CIA wird durch die Injektion von Kollagenbestandteilen (wie bovinem Kollagen Typ II,
s.u.) kiinstlich ausgeldst und induziert eine T-Zell Antwort. Wahrend man bei der RA nicht
genau weill, ob Tyl-Zellen auch fiir die Initiation oder nur im weiteren Verlauf der
Erkrankung eine zentrale Rolle spielen, ist hieriiber bei der CIA viel bekannt. Diese hat einen
biphasischen Verlauf, wobei die Anfangsphase streng T-Zell abhéngig ist und unter der
Kontrolle der T-Zell-Cytokine steht. Die zweite Phase des Verlaufes zeichnet sich

351 Calin et al., 1989
352 Feldman et al., 1996
353 DeLuca & Cantorna, 2001; Schulze-Koops & Kalden, 2001
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dahingegen durch starke EinfluBnahme der humoralen Immunitdt aus. Die CIA hat
gegeniiber der Lyme'schen Erkrankung den Vorteil, dass sie schnell und zuverléssig
auslosbar ist und leichter standardisiert werden kann, da Injektionszusammensetzung und

-intervall vereinheitlicht durchgefiihrt werden konnen.

3.3.3.2. Wirkungen auf zelluldrer Ebene

Calcitriol ist in der Synovia rheumatoider Gelenke nachweisbar, und die humanen
Gelenkschondrocyten an den Orten des arthritischen Geschehens exprimieren VDR v.a. in
Bereichen, die auch Matrix-Metalloproteinasen (MMP's) bilden. Diese sind in normal
gereiftem Knorpel nicht nachweisbar’*™ und spielen im chondrolytischen Prozess der
rheumatoiden Lisionen eine bedeutende Rolle. In Tierversuchen zeigte sich bei
Chondrocyten eine mogliche Hochregulation mancher MMP's unter Anwendung von
Calcitriol***, wobei aber rtheumatoide synoviale Fibroblasten keine solche Reaktion zeigten.
Auf eine Kostimulation von IL-1p und Calcitriol reagierten diese vielmehr mit 50%iger
Verringerung der MMP-Expression verglichen mit reiner IL-1f3 Stimulation. Die durch das
gleiche Interleukin angeregte PGE, Synthese lieB sich durch das D-Hormon sogar komplett
blockieren®*®, was wegen der Bedeutung der Prostaglandine im Immunsystem allgemein und
bei dem Entziindungsgeschehen der rheumatoiden Arthritis im Besonderen wichtig ist. Die
Daten weisen also darauf hin, dass Calcitriol die Bildung von MMP's und PGE, in
menschlichen Chondrocyten in osteoarthritischen Bereichen positiv beeinfluf3t.

Die Behandlung mit VDR-Liganden vermindert die Serumkonzentration von Antikérpern
gegen Rattenkollagen Typ II und die mitogen-induzierte Proliferation von Zellen in den
Lymphknoten®”’, was weiterhin als suppressiver Effekt auf das adaptive Immunsystem
gewertet wird.

Aufgrund seiner Wirkungen auf den Knorpel und die Synovia im Entziindungsbereich und
wegen seiner immunmodulatorischen Féahigkeiten (v.a. auch auf den Wechsel von den hier
relevanten Tyl-Zellen auf Ty2-Zellen) kann man davon ausgehen, dass VD das Geschehen
der RA positiv beeinflusst. Der durch Calcitriol erzeugbare Wechsel von Tyl-mediierten auf
Tu2-mediierte Immunantworten spielt in der RA tatsichlich eine bedeutende Rolle.
Immungeschehen wie Allergien®®, welche die Tu2-Schiene stirken und dadurch die Bildung

und Aktivitdit der anderen T-Helferzellgruppe hemmen, sind ndmlich (ebenso wie

354 Tetlow & Woolley, 2001
355 Gerstenfeld et al., 1990
356 Teltow & Woolley, 1999
357 Larsson et al., 1998

358 Verhoef et al., 1998; Allanore et al., 1998



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 77

Schwangerschaften®”) mit einem Abflauen der RA-Symptome verbunden. Aus immunolo-
gischer Sicht ist hier auch die Inhibition der IL-17-Produktion und die Férderung der IL-4-
Produktion (die beide nach der Calcitriolgabe an Monocyten des peripheren Blutes

t*°. Das v.a.

(PBMC'S) von Patienten mit RA im Friihstadium beobachtet wurden) interessan
von T-Zellen gebildete proinflammatorische IL-17 induziert massiv die Bildung weiterer
proinflammatorischer Cytokine wie IL-1 und TNF-a und spielt in der RA eine wichtige
Rolle. IL-4 wirkt antiinflammatorisch, verhindert die Bildung von Osteoclasten und mag die

Knochenbildung fordern, was bei der Linderung der RA-Beschwerden helfen kann.

3.3.3.3. Daten aus der Tiermedizin

Verabreicht man ménnlichen DBA/ILacJ-Méusen ab der Immunisierung mit bovinem
Kollagen Typ II 50 ng/Tag Calcitriol {iiber das Futter, so treten in einem
Beobachtungszeitraum von 65 Tagen keine arthritischen Beschwerden auf. Ohne den Zusatz
von D-Hormon zeigen sich die ersten Symptome nach ca. 30 Tagen, und die Inzidenz der
Arthritis steigt binnen 50 Tagen auf 100%. Um diesen Priventionserfolg zu erzielen, ist
keine hohe Calciumzufuhr nétig; der Versuch wurde mit 0,02% Calcium und 0,3% Phosphor
im Futter erfolgreich durchgefiihrt (s. Abb. 16). Gibt man den VDR-Liganden erst beim
Auftreten der ersten leichten Symptome zu, so ldsst sich sogar das Fortschreiten der
Erkrankung zur schweren Arthritis verhindern®®!, was die Anwendung am Menschen noch
interessanter machen wiirde. Studien an Ratten mit dem VD-Analog MC 1288 bzw.
Calcitriol fiihrten sowohl bei der priventiven®®, als auch der metaphylaktischen Gabe zu
vergleichbaren Ergebnissen, wobei keine hypercalcdmischen Effekte beobachtet wurden®®.

Auch bei Borrellia Burgdorferi-infizierten Mausen lieBen sich durch Beimengung von

Calcitriol zum Futter die Arthritis-Symptome minimalisieren oder sogar beheben®.

359 Da Silva & Spector, 1992; Krishnan et al., 1996; auch in der Schwangerschaft findet ein starker Einbruch
der Tul-Zell-Aktivitét statt.

360 Colin et al., 2006

361 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxycholecalciferol inhibits...', 1998

362 Tsuji et al., 1994; Larsson et al., 1998

363 Larsson et al., 1998

364 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxycholecalciferol inhibits...", 1998
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3.3.3.4. Daten aus der Humanmedizin

Studien

Bisher sind nur wenige Studien iiber die Rolle von Calcitriol bei RA durchgefiihrt worden.
Eine davon zeigt gehduft niedrige Serumkonzentrationen von VD und seinen Metaboliten bei
weiblichen RA-Patienten®®, was aber auch eine Folge der Erkrankung sein kann: diese
schrankt die Beweglichkeit ein, weswegen die Patienten sich selten im Freien aufhalten und
wenig UV-Strahlung aufnehmen. In einer anderen Studie stellten Merlino et al.**® eine
gegenldufige Verbindung zwischen der Aufnahme von VD und dem Auftreten von RA fest,
was zumindest fiir eine praventive Rolle von Calcitriol bei dem Auftreten dieser Erkrankung
spricht. Die Ergebnisse einer weiteren Untersuchung an 218 Patienten mit frither
inflammatorischer Polyarthritis stiitzen die These der immunmodulatorischen Rolle von VD

bei inflammatorischer Arthritis zusitzlich®®’.

Abbildung 16
Calcitriol verhindert die Entstehung der CIA. 100
Mainnliche Miuse der DBA/1LacJ Linie wurden — d
mit 0,02% Calcium und 0,3% Phosphor im Futter Bl
versorgt und ab der Immunisierung durch bovines o 751
Kollagen II mit dem Trégerstoff allein oder ;l:’)
angereichert mit Calcitriol (50 ng/Maus/Tag) °
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365 Kroger et al., 1993
366 Merlino et al., 2004
367 Patel et al., 2006
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Klinische Versuche

Neben einer offenen klinischen Studie an Patienten mit psoriatischer Arthritis*®®

, in der sich
nach oraler Anwendung von Calcitriol eine Verbesserung der Symptome zeigte, hatte auch
ein dret Monate dauernder Versuch mit 19 akut an RA Erkrankten (alle mit anti-
3% Hier wurde oral hochdosiertes

Alfacalcidiol (1a(OH).Ds, ein VD-Analog) verabreicht, was bei 89% der Patienten eine

rheumatischen Standardtherapeutika vorbehandelt) Erfolg

Linderung der Symptome bewirkte und nur bei 11% erfolglos war. Dies stellt einen guten
Hintergrund fiir weitere klinische Versuche mit dem Ziel der therapeutischen Anwendung

dar.

3.3.3.5. Perspektiven

Obwohl noch zu wenig zuverlédssige Daten tiber klinische Wirkungen von VDR-Liganden bei

RA vorliegen, ldsst schon das Fehlen von effektiven und schonenden Alternativtherapien die
Notwendigkeit erkennen, weitere Therapeutika gegen diese Erkrankung zu entwickeln. Die
vorliegenden Versuchsdaten sind vielversprechend und lassen hoffen, dass in nicht-

calcdmischen VD-Analoga ein solches Mittel gefunden werden kann.

3.3.4. Systemischer Lupus erythematodes

3.5.4.1. Grundlagen

Lupus erythematodes (LE) ist eine von T-Zellen mitgesteuerte und von Antikorpern
mediierte Autoimmunerkrankung mit verschiedenen Auslosemechanismen und Organ-
manifestationen. Dadurch kann man u.a. systemischen LE (SLE), subakuten cutanen LE,
chronischen diskoiden LE, neonatalen LE und medikamenteninduzierten LE unterscheiden.

Beim SLE, einer generalisierten Autoimmunerkrankung mit ungeklirter Atiologie, liegt eine
tiefgreifende Verdnderung des Immunsystems mit der Bildung zahlreicher Autoantikoérper
und Immunkomplexe in Verbindung mit Verdnderungen im Komplementsystem vor. Als
Ausloser sind neben der genetischen Préadisposition auch exogene (z.B. Sonnenlicht) und
endogene Faktoren (z.B. Hormone) zu nennen, wobei der Krankheitsausbruch v.a. im jungen
Erwachsenenalter auftritt und Frauen neunmal hiufiger erkranken als Méanner. Der Ablauf
der Pathogenese ist noch nicht verstanden; die chronische Reifung von DC's und die

liberschieBende Produktion von TNFa scheinen aber eine wesentliche Rolle zu spielen®™.

368 Huckins et al., 1990
369 Andjelkovic et al., 1999
370 Hardin et al., 2006
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Die klinischen Symptome sind sehr komplex und wechseln je nach Muster der befallenen
Organe; in absteigender Haiufigkeit treten auf: Arthritiden, Hauterscheinungen,
Blutbildverdnderungen, Nephritis, Pleuritis, Perikarditis und Endokarditis (Libermann-
Sacks-Syndrom), aber auch neurologische und psychische Storungen. Im aktiven Stadium
wird Komplement verbraucht, und haufig sind Antikoérper gegen Erythrocyten, Leukocyten,
Thrombocyten, Gerinnungsfaktoren und Immunglobuline nachweisbar.

Der Verlauf ist nur selten akut und rasch tddlich, kann vielmehr auch alle Varianten bis hin
zum jahrzehntelangen, chronischen Fortschreiten zeigen.

Die Diagnose ist anhand einer von der American Rheumatism Association erstellten, elf
Punkte umfassenden Kriterienliste zu stellen, wobei die typischen Befunde antinucledre
Antikorper (ANA), Antikorper gegen Doppelstrang-DNA und Sm-Antigen sind. Bei ca. 80%
der Patienten sind LE-Zellen (neutrophile Granulocyten mit eingeschlossenen Kernresten
phagocytierter und zerstorter Leukocyten) nachweisbar.

Die Standardtherapie umfaBit Corticosteroide, nichtsteroidale Antiphlogistica, Immun-
suppressiva und Plasmapherese und erfordert lebensléngliche, intensive drztliche Betreuung.
Als Tiermodell wird v.a. die MRL/1 Maus verwendet, die spontan ein dem SLE &hnliches
Syndrom entwickelt, das viele immunologische Gemeinsamkeiten mit der Humanerkrankung
hat.

3.3.4.2. Wirkungen auf zelluldrer Ebene

An von SLE-Patienten gewonnenen Lymphocyten stellte man bei in vitro-Untersuchungen
fest, dass VDR-Liganden deren Proliferation und IgG-Produktion (sowohl anti-
Doppelstrang-DNA-Antikorper als auch polyklonale Antikorper) deutlich reduzieren, die
Apoptosehdufigkeit aber erhoht’”,

3.3.4.3. Daten aus der Tiermedizin
Unter der Anwendung eines VDR-Liganden (22-oxa-1,25(OH),D;) verlidngert sich die
Lebenserwartung der MRL/1 Méuse signifikant, wobei die zur Beurteilung herangezogenen

Symptome (Proteinurie, renale Arteriitis, Granulombildung und Kniegelenksarthritis) im

372 1 373

Vergleich zu unbehandelten Tieren mildere Auspriagung zeigen’’”. Auch Lemire et a
machten bei der Gabe von Calcitriol in drei Injektionen pro Woche und calciumarmer Diét
dhnliche Beobachtungen, konnten die Ausbildung der Proteinurie aber nicht verhindern.

Allerdings blieben hier Hautaffektionen wie Alopezie oder Ohrnekrosen vollig aus.

371 Linker-Israeli et al., 2001
372 Abe et al., 1990
373 Lemire et al., '1,25-Dihydroxyvitamin D; attenuates...', 1992
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Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen (vgl. MS bzw. EAE) scheint auch hier die Menge
der Calciumzufuhr iiber das Futter fiir die Wirkung der Therapie entscheidend zu sein: bei
DeLuca und Cantorna zeigte unter mittlerem bis hohem Calciumgehalt (im Versuch 0,87%
Ca* und 0,3% Phosphor) im Futter die Anwendung von Calcitriol bei MRL/1-Miusen
positive Effekte (s.u.). Eine calciumarme Diét (0,02% Ca** und 0,3% Phosphor im Futter)
aber fiihrte bei ansonsten gleicher Behandlung zu beschleunigter Krankheits-entwicklung
und schwererem Verlauf (s. Abb. 17 und Abb. 18). Gab man den Tieren mit guter Ca*"-
versorgung 50 ng/Tag Calcitriol, so blieb die Proteinurie aus und die Schwere der Symptome
war deutlich geringer, mit 100 oder 200 ng/Tag lieB sich die klinische Manifestation der SLE
sogar vOllig verhindern®™*,

Allerdings zeigte sich in einem Versuch von Vaisberg et al.’” mit Méusen aus einer
Kreuzungszucht (NZBxW), die auch eine SLE-dhnliche Immunstérung entwickeln, in der F;-
Generation als Reaktion auf die Calcitriolgabe eine Verschlechterung der Erkrankung. Dies,
so vermuten die Autoren, kann auch erkldren, dass Sonneneinstrahlung sich negativ auf den
Verlauf von SLE auswirkt. Zur Interpretation dieses Ergebnisses sollte man neben der oben
beschriebenen Auswirkung der verabreichten Calciummenge auf das Versuchsergebnis aber
auch Folgendes beriicksichtigen: die hier verwendeten Méuse entstammten einer anderen
Zuchtlinie. Sowohl der genetische Hintergrund, als auch der genaue Charakter der
Immunreaktionen (die bei einer anderen Mauseart wohl auch anders ausfallen) sind aber
entscheidend fiir das Resultat der Behandlung®’®.

Man kann hier also trotz heterogener Versuchsergebnisse zusammenfassend sagen, dass
VDR-Liganden unter guter Ca*" Versorgung im Tierversuch an MRL/1 Miusen beachtliche
Ergebnisse erzielten und die klinische Manifestation der Erkrankung sogar verhindern

konnten.

Abbildung 17 25
MRL/MJP Maiuse wurden stets mit einer 0,87% O Conirols
Calcium und 0,3% Phosphor enthaltenden Diit 2_0_3?00:?2;;:‘3:;%”,2%
versorgt. Die  Kontrolltiere erhielten die
Tragersubstanz im Futter, in der bei der Hﬂ
Versuchsgruppe die vorgeschriecbene Menge
Calcitriol (50 oder 100 bzw. 200 ng/Maus/Tag) L0
gelost war. Diese Behandlung verhinderte die
Manifestation  von  Lupus-Symptomen  und
Proteinurie. 0.0
0 5 10 15 20 25 30

Nach: DeLuca & Cantorna, 2001 Vhewiwiot e

Severity Score
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374 DeLuca & Cantorna, 2001

375 Vaisberg et al., 2000

376 Siehe hierzu auch den Reaktionsunterschied auf die Calcitrioltherapie von Diabetes Mellitus Typ I bei
NOD-Maéusen und Ratten (Kap. 3.3.2.4.).
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Abbildung 18
MRL/MIJP Méuse wurden mit einer 0,02% Calcium 3
und 0,3% Phosphor enthaltenden Diét versorgt.
Unter diesen Umstdnden bietet Calcitriol (100
ng/Maus/Tag) keinen Schutz vor der Erkrankung,
sondern die Behandlung beschleunigt das Auftreten
von Symptomen.

Nach: DeLuca & Cantorna, 2001
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3.3.4.4. Humanmedizinische Studien
Die umfangreichste der bisher durchgefiihrten Studien’”” umfasst 123 kiirzlich an SLE

Erkrankte und 240 Kontrollproben von Gesunden, wobei sich bei den SLE-Patienten ein
Trend zum 25(OH)Ds;-Mangel abzeichnete, der aber nur bei Kaukasiern signifikant war.

8 zeigten sich solche Zusammen-

Auch in zwei frither durchgefiihrten, kleineren Studien’
hinge, und nur eine Arbeit’” stellte keine Verbindung zwischen dem 25(OH)Ds-Serum-
spiegel und der Inzidenz von SLE her. Die letzten drei Publikationen sind aber trotz ihres
sorgféltigen Aufbaus wegen ihrer kleinen Teilnehmerzahl nur begrenzt aussagekréftig.

In all diesen Veroffentlichungen kann man wegen ihres retroperspektiven Charakters keinen
kausalen Zusammenhang zwischen VD-Mangel und dem Auftreten der Krankheit herstellen.
Nur die eingangs genannte, umfangreiche Studie sucht diesen Nachteil durch die Aufnahme
neu Erkrankter zu minimieren. Insgesamt ldsst sich aber aus den vorliegenden Daten doch ein
moglicher Zusammenhang zwischen dem VD-Spiegel und dem Auftreten von SLE
interpretieren, der dem Vitamin eine praventive Bedeutung zuspriche, die der bei
autoimmunem Diabetes dhnlich wire.

Generell sind SLE-Patienten fiir VD-Mangel priadestiniert, da sie aufgrund der haufigen

Photosensibilitdt oft direkte Sonne meiden. Eine Untersuchung®’ an 27 Patienten mit SLE

377 Kamen et al., 2006
378 O'Regan et al., 1979; Muller et al., 1995
379 Huisman et al., 2001

380 Hardin et al., 2006
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zeigt einen deutlichen Trend zu VD-Mangelsituationen; bei 10 Probanden wurde ein
Serumspiegel <10ug/l gemessen; nur 9 Proben waren >30ug/l. Die (bei SLE-Patienten
erwiinschte) maximale Reifungshemmung von DC's erfolgt in vitro aber erst bei einer 25

(OH)D;-Serumkonzentration >50ug/1, ein Wert, den nur wenige SLE-Patienten erreichen®®'.

3.3.4.5. Perspektiven

Trotz vielversprechender Ergebnisse aus Tierversuchen gibt es bisher wenige Daten aus

beobachtenden Studien und keine aus klinischen Versuchen.

Die Uberwachung der Serumkonzentration von 25(OH)D; bei Erkrankten wire sinnvoll, da
man um die Bedeutung von VD in der Regulation der Immunparameter (die wohl an der
Entstehung und dem Verlauf von SLE beteiligt sind) weifl, und Erkrankte hdufig VD-
defizient sind. Das Fehlen optimaler Therapiestrategien (d.h. guter Erfolg und kaum oder
keine Nebenwirkungen) gegen SLE zwingt zur weiteren Suche nach neuen Medikamenten,
auch auf dem Gebiet der VD-Analoga. Hierzu wéren sorgfiltige Studien im Vorfeld der
klinischen Anwendungsversuche noétig, um einen Einblick in moégliche Zusammenhinge
zwischen dem Verlauf der Erkrankung und dem Versorgungszustand der Patienten
hinsichtlich VD und Ca*" zu erhalten.

3.3.5. Inflammatory bowel disease

3.3.5.1. Grundlagen

Unter dem englischen Begriff der 'inflammatory bowel disease' (IBD) werden Krankheiten
zusammengefasst, die bei chronisch-entziindlichem, immunmediiertem und meist
schubartigem Verlauf verschiedene Abschnitte des Darmes betreffen. Obwohl die Atiologie
unklar ist, steht im klinischen Fortschreiten der Erkrankung eine autoimmune Stérung mit
granulierender Entziindung, Ulzerationen und punktforigen Blutungen der Darmschleimhaut
im Vordergrund. An dieser Entziindung sind Cytokine der Ty-1 Zellen maBgeblich beteiligt,
da sie nachweislich mit dem Auftreten der Humanformen der IBD verbunden sind**.

Da nach iiber 10-jahrigem Verlauf das Risiko eines Coloncarzinomes steigt, greift man als
letztes Mittel der Therapie auch zur chirurgischen Exzision der betroffenen Darmabschnitte.
Bisher sind zwei Formen der humanen IBD definiert: die ulcerative Colitis und Morbus
Crohn.

381 Hardin et al., 2006
382 Niessner & Volk, 1995
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Colitis ulcerosa

Diese Entziindungsform nimmt ihren Anfang am Rektum, von wo aus sie sich kontinuierlich
nach proximal ausdehnt, in 40-50% der Fille lediglich auf Rectum und Sigmoid beschréinkt,
in 30-40% auch auf das linksseitige Colon iibergreifend und in 20% mit pancolitischem
Verlauf. Nach wiederholten Schiiben bilden sich zu den o.g. entziindlichen Verdnderungen
Pseudopolypen und die Haustren des Colon gehen verloren.

Klinisch zeigen sich zunédchst schleimig-blutige Durchfélle mit Schmerzen beim Stuhlgang,
je nach Ausdehnung kommen auch Fieber, Dehydratation, Gewichtsverlust und Anémie vor.
Die schwerste Komplikation ist das toxische Megacolon, es kommen aber auch extra-
intestinale Manifestationen wie Arthritis, Stomatitis aphtosa, Episcleritis und Uveitis vor.

Die Diagnose lésst sich durch Stuhluntersuchung, Endoskopie des Darmes, Ultraschall und
Rontgen unter Kontrastmittel stellen. Zur Therapie gehoren neben Glococorticoiden auch
Sulfasalazin, Mesalazin, bei chronisch-aktivem Verlauf auch Azathioprin und bei

fulminantem Verlauf zusitzlich Cyclosporin.

Morbus Crohn

Im Gegensatz zur oben besprochenen Form der IBD kann bei Morbus Crohn (Synonym:

Enteritis regionalis Crohn) jeder Abschnitt des Darmes betroffen sein, eine Ileocolitis liegt in
50% der Fiélle vor, auf den Diinn- oder Dickdarm isoliert enfallen je ca. 25%. Auch sind die
Lasionen nicht wie oben zusammenhingend, sondern diskontinuierlich, transmural und
apht0s, wobei fissurale Ulzera zwischen 6dematds-aufgetriebenen Schleimhautinseln liegen
(Pflastersteinrelief). Charakteristische Fisteln treten bei ca. 35% der Patienten auf.

An der Entstehung ist wohl eine Dysregulation des MALT*** beteiligt, wobei eine verringerte
Produktion von IL-10 vorliegt und sich die Gabe dieses Cytokins positiv auf den
Krankheitsverlauf auswirkt®®. Auch genetische und nahrungsbedingte #tiologische
Komponenten werden beobachtet.

Klinisch treten v.a. rechtsseitige und periumbilicale Bauchschmerzen (90%), Durchfille
(90%, 1m Gegensatz zur Colitis ulcerosa selten blutig!), Gewichtsverlust (60-75%), Fieber
(33-70%), ein Subileus (20-35%) und perianale Abszesse und Fisteln (15%) auf. Die
extraintestinalen Manifestationen gleichen denen der Colitis ulcerosa.

Auch Diagnose und Therapie gleichen dem obigen Subtyp, wobei hier aber wegen der
atiologischen Beteiligung der Erndhrungsgewohnheiten und der Diinndarmbeteiligung eine

enterale Formuladiét Teil der Therapie sein kann.

383 Mucosa-associated lymphoid tissue: eine diffuse Aggregation von lymphatischen Zellen im Respirations-,
Verdauungs- und Urogenitaltrakt, v.a. in der Submucosa angesiedelt.
384 Narula et al., 1998
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Tiermodelle fiir IBD

Von den fiir diese Erkrankung entwickelten Tiermodellen ist das der IL-10 -/- Maus (eine

Defizienz dieses Interleukins liegt vor), bei der spontan eine IBD-artige Erkrankung mit

t*%°. Diese Miuse entwickeln die

tragender Rolle der Ty-1 Zellen (s.u.) auftritt, gut erforsch
Enterocolitis nach fiinf bis acht Wochen als Folge einer unkontrollierten Immunantwort auf
die normale Mikroflora des Dickdarmes und ca. 30% der Tiere sterben an schwerer Andmie
und massivem Gewichtsverlust. Lasst man die Tiere ndmlich keimfrei aufwachsen, so bleibt
die Erkrankung vollig aus und in einer spezifisch-pathogenfreien (SPF) Umgebung stellt sich

nur ein milderer Verlauf ein.

3.3.5.2. Wirkungen auf zellulidrer Ebene

Von einem der IL-10 -/- dhnlichen Modell, der SCID-Maus, mull} man annehmen, dass wie
beim Menschen auch hier die Entziindung durch Ty-1 Zellen mediiert wird, da eine erhohte
Expression der Cytokine dieser Zellen dokumentiert wurde®. Intestinale T-Lymphocyten
(v.a. der CD4" Ty-1 Zellen, die hauptsichlich inflammatorische Cytokine produzieren) aus
Maiusen mit Colitis bewiesen ihre Bedeutung fiir die Entstehung derselben noch in einem
weiteren Versuch. Aranda et al. zeigten deren Féahigkeit, Morbus Crohn-artige Sympome auf
naive Méuse zu iibertragen®®’.

Es ist bekannt, dass VDR-Liganden bei T-Lymphocyten eine Verlagerung zugunsten der Ty
2-Schiene bewirken und die Entwicklung von Ty-1 Zellen ebenso wie die Expression vieler
proinflammatorischen Cytokine hemmen®™®. Auch die antiproliferative Wirkung des D-
Hormones auf T-Lymphocyten ist beschrieben, was u.a. auch an T-Zellen, die von Patienten
mit ulcerativer Colitis stammen, gezeigt wurde®®.

Neben den Wirkungen auf die Zellen des Immunsystems sind aber auch Effekte auf die
Colonzellen von Bedeutung. Cantorna und Mahon®* beschreiben die Verdnderung der
Genexpressionsprofile in Dickdarmzellen in der Reaktion auf Calcitriol. Unter den iiber 500
beobachteten Verschiebungen féllt v.a. die Inhibition von drei mit TNF-a in Verbindung
stehenden Genen (TNF-a, Lipopolysaccarid-induzierter TNF-o Faktor und TNF-Rezeptor)
auf. Diese Hemmung der TNF-Familie spielt wohl zumindest eine anteilige Rolle bei der
Verhinderung der IBD durch VDR-Liganden. Thomas et al. stellten ferner fest, dass lokal

angewandte VDR-Liganden die (unter diesen Umstdnden normalerweise starke) Proliferation

385 Kuhn et al., 1993

386 Bregenholt & Claesson, 1998

387 Aranda et al., 1997

388 Vergleiche hierzu das Kapitel iiber die allgemeinen Wirkungen von VD im Immunsystem.
389 Stio et al., 2001

390 Cantorna & Mahon, 2005
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¥ hemmen, was eine weitere

der rektalen epithelialen Zellen bei aktiver ulcerativer Colitis
bei dieser Krankheit bedeutsame Wirkoption darstellt.

Generell steht fest, dass die Wirkungsvermittlung von Calcitriol zumindest zu einem
wesentlichen Teil iiber die klassischen Kernrezeptoren ablauft, da die Deletion des VDR-
Genes den Krankheitsverlauf bei dem klassischen Tiermodell der IL-10 -/- Maus erheblich
vorantreibt. Dieser schwerere Verlauf hat seine Ursache in der starken Behinderung der
immunmodulatorischen Fédhigkeiten des D-Hormones und nicht in einer Verdnderung der

Calcium-Homdostase oder der Funktion des Verdauungstraktes®”.

3.3.5.3. Daten aus der Tiermedizin®*

Cantorna et al.** haben an IL-10 -/- Mausen festgestellt, dass unter VD-Defizienz sowohl das
Auftreten von Symptomen der IBD friihzeitiger, als auch ihre Schwere im Krankheitsverlauf
erhoht ist. Durch die von guter Calciumversorgung (0,87% Ca®" und 0,3% Phosphor im
Futter’®) begleitete orale Gabe von Calcitriol lieB sich die Entstehung von Krankheits-
anzeichen verhindern. Wurde das D-Hormon erst nach dem Krankheitsausbruch fiir zwei
Wochen verabreicht, so lie} sich das Fortschreiten der IBD verhindern und die Symptome
besserten sich.

Zur Beurteilung dessen wurde ein Verhiltnis von Darm- zu Gesamtkorpergewicht
herangezogen, welches bei VD-defizienten IL-10 -/- Méusen im Vergleich zu solchen mit
Calcitriolsupplementierung und Méusen ohne Gendefekt (Wildtyp, WT) massiv erhoht war
(s. Abb. 19). Auch histologische Untersuchungen und die Entwicklung des Korpergewichts
der Méuse (bei den IL-10 -/- Mausen mit VD-Mangel Gewichtsverlust) bestétigten dieses
Versuchsergebnis.

Erweitert man den Gendefekt der IL-10 -/- Miuse auf das VDR-Gen (VDR -/-; also ein
doppelter Gendefekt: VDR/IL-10 KO), so steigt die Mortalitit bei beschleunigtem

Krankheitsverlauf bis zum Ende der achten Lebenswoche auf 100%°*°.

391 Thomas et al., 1994 stellte dies bei Anwendung des Analogs Calcipotriol fest.

392 Froicu et al., 2003

393 Der Versuch von Aranda et al., 1997, der sich mit der Ubertragung von Crohn-artigen Symptomen auf
naive Miuse beschiftigt, wird seiner Aussage gemal unter den Wirkungen auf zelluldrer Ebene (Kap.
3.3.5.2.) abgehandelt.

394 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxycholecalciferol prevents...', 2000

395 Vergleiche mit MS/EAE und SLE, wo sich die Bedeutung der zugefiihrten Calciummenge fiir das

396

Versuchsergebnis zeigte.
Froicu et al., 2003
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Abbildung 19

IL-10 -/- Méause wurden iiber 10 Wochen mit einer
0,87% Calcium und 0,3% Phosphor-haltigen Diit
versorgt. Bei Versuchsende wurde der Diinndarm
gewogen, wobei die gewonnenen Daten die
histologischen Befunde und die beobachteten
Gewichtsabnahmen untermauerten. Die Ergebnisse
zeigen die Féahigkeit von Calcitriol, die Entstehung

12

Weight of intestine g/100 g body weight

der durch eine IL-10-Defizienz verursachten 1= b
Enterocolitis zu verhindern.
Nach: DeLuca & Cantorna, 2001
-D  1,25-(OH),D4 -D  1,25-(OH),D3
L ] L . |
IL-10 KO wild-type

3.3.5.4. Humanmedizinische Studien

Von der IBD ist lediglich (wie von vielen anderen Autoimmunkrankheiten®’ auch) bekannt,
dass sie in Bereichen mit geringerer Sonneneinstrahlung wie Nordeuropa und Nordamerika
am hdufigsten auftritt*®, woraus man eine Verbindung zur dort geringeren VD-Synthese und

zu einem niedrigeren 25(OH)Ds-Spiegel ableiten kann.

3.3.5.5. Perspektiven

Bisher liegen noch wenige Daten aus Tierversuchen vor (die aber vielversprechend sind),

weswegen der Weg bis zur abgeschlossenen Entwicklung eines Mittels gegen IBD auf VDR-
Liganden-Basis noch weit ist. Da aber (wie z.B. bei SLE) auch hier noch keine
zufriedenstellenden Therapiestrategien bekannt sind und nicht-calcdmische VDR-Liganden
durch ihr immunmodulatorisches und antiproliferatives Potential geeignet erscheinen, sollten

Versuche in diesem Bereich vorangetrieben werden.

3.3.6. Weitere Autoimmunkrankheiten

Zu weiteren Immunkrankheiten gibt es noch einzelne Hinweise auf die dort mogliche
Wirksamkeit von VDR-Liganden. Hier sind z.B. die Heymann-Nephritis®*® und die
progessive systemische Sclerodermie (PRSS, die systemische Form der Sclerodermia

circumscripta oder Morphaea, s.u.) zu erwahnen.

397 Cantorna, 2000
398 Hendrickson et al., 2002
399 Branisteanu et al., 1993
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3.4. Transplantations-Reaktionen und VDR-Liganden

3.4.1. Grundlagen

Transplantation allgemein

Der Begriff der Transplantation bezeichnet die Ubertragung von Zellen, Geweben oder
Organen von einem auf ein anderes Individuum (oder an eine andere Korperstelle des
gleichen Individuums). Beim Menschen gibt es einige Beispiele fiir hdufig durchgefiihrte
Transplantationen: Bluttransfusionen bei Blutverlust und Hauttransplantationen nach
groBflichigen Verletzungen, aber auch Knochenmarkstransplantationen als Ersatz nach
Strahlungstherapie (z.B. gegen Tumoren), und Organtransplantationen nach Funktionsausfall
des betreffenden Korperorganes.

Die systematische Gliederung der Bezeichnung verschiedener Transplantationsarten 1403t
sich nach dem Explantations- und Implantationsort, der Funktion des Transplantates und —
was am interessantesten ist — nach dem genetischem Ursprungsort des Transplantates
durchfiihren. Bei Letzterer unterscheidet man:

=> Autogene (oder autochthone-, autologe, bzw. Auto-) Transplantationen, bei der
Empfanger (host) und Spender (graft) identisch sind.

=> Syngene (oder syngenetische, isogene, isologe bzw Iso-) Transplantationen, bei der
zwischen den Individuen genetische Gleichheit vorliegt (z.B. eineiige Zwillinge oder Tiere
desselben Inzuchtstammes).

=> Allogene (oder allogenetische, homogene, homologe bzw. Homo-) Transplantationen, die
den GroBteil der durchgefiihrten Ubertragungen ausmachen. Hier sind die Beteiligten
genetisch different, gehoren aber derselben Species an.

=> Xenogene (oder xenogenetische, heterogene, heterologe bzw. Hetero-) Transplantationen,
wo Spender und Empfinger verschiedenen Species (z.B. Mensch als Empfinger und

Schwein als Spender) angehoren.

Transplantationsimmunologie
Entscheidend fiir die Uberlebenszeit des Transplantates und damit den Erfolg der

Ubertragung ist das AusmaB und die Art der im Empfinger  hervorgerufenen
Immunreaktionen. Diese hdngen mafBgeblich vom genetischen Verwandtschaftgrad zwischen
Spender und Empfinger (s.0.) ab und werden durch die Histokompatibilititsantigene (MHC-
Antigene) des Spendergewebes ausgelost. MHC's kommen in den Klassen I und II vor,

wobei MHC-I-Molekiile (auBer auf Spermien) auf allen kernhaltigen Korperzellen und auf
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Thrombocyten gebildet werden und wie eine Art 'Personalausweis' die Zugehorigkeit zum
Korper bescheinigen. MHC-II-Molekiile hingegen werden nur auf B-Lymphocyten, Zellen
des MPS (Monocyten/Macrophagen) und aktivierten T-Lymphocyten gebildet und dienen
der Antigenprasentation.

Zwischen Spender und Empfianger vorhandene Unterschiede in diesen Strukturen (v.a. im
MHC I) des Transplantates werden vom Immunsystem des Empféngers als fremd (anti-gen,
also (spezielle) Immunantwort-erzeugend) erkannt. Diese Erkennung von allogenen
Transplantaten im Empfanger kann direkt, also durch Prisentation von vollstindigem,
spendereigenem MHC auf APC's des Spenders, die mit dem Transplantat {ibertragen wurden,
erfolgen. Der hier iibliche Weg der Erkennung ist aber der indirekte Weg, in dem
spendereigene MHC's oder minor HC's von APC's des Empfangers phagocytiert, prozessiert
und als allogene Peptide auf korpereigenem MHC II prisentiert werden*®. In Reaktion
hierauf kommt es einerseits zur Bildung von spezifischen, sensibilisierten T-Lymphocyten
(d.h. zur zellvermittelten Immunitit), die gegen die Zellen des Transplantates cytotoxisch
wirken. Die zweite Schiene der Immunantwort lduft iiber die Produktion von Antikrpern
(Funktionstrager der spezifischen, humoralen Immunitit), die als cytotoxische Ak's
auftretend das Transplantat schiddigen oder als sog. 'enhancing antibodies' seine
Uberlebenszeit verlingern*'.

Werden mit dem Gewebe auch immunkompetente Zellen auf einen genetisch differenten
Empfinger iibertragen, so schidigen diese den Empfangerorganismus (graft versus host
reaction) ebenso wie die immunkompetenten Zellen des Empfangers das Transplantat.

Bei autogenen und syngenen Transplantaten (die aber fiir die meisten Empfanger nicht
verfiigbar sind) treten wegen der genetischen Gleichheit keine Immunreaktionen auf. Im
Gegensatz dazu fallen sie bei allogenen Transplantaten massiv aus und sind (wenn
iberhaupt) nur durch die Gabe starke immunsuppressiver Medikamente beherrschbar
(allerdings nicht mit einem langfristig zuverldssigen Erfolg). Die im Rahmen von xenogenen
Transplantationsversuchen entstehenden Immunreaktionen sind hochstgradig und bisher
nicht dauerhaft beherrschbar. Eine Ausnahme zu dieser Graduierung besteht nur bei einer
Ubertragung in Bereiche des Kdrpers, in denen aufgrund fehlender BlutgefiBversorgung der

Kontakt zwischen Transplantat und Immunsystem erschwert ist (z.B. in der vorderen

Augenkammer).
400 Shoskes & Wood, 1994
401 Auch 'immunologisches Enancement'; diese durch Immunisierung erzeugten spezifischen Ak's blockieren

die Transplantatantigene und verhindern so die Sensibilisierung von T-Zellen oder die Erkennung antigener
Strukturen durch cytotoxische T-Zellen.
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Der Ablauf der AbstoBungsreaktionen hiangt davon ab, ob das Immunsystem des Rezipienten
gegen den Spender sensibilisiert ist oder nicht. Die ErstabstoBungsreaktion eines gegen das
Antigen naiven Empfangers beginnt erst nach fiinf Tagen, in denen das Transplantat gut
einheilt. Der vollstindigen Vaskularisierung folgt die zunehmende Infiltration durch
Lymphocyten und Granulocyten, wobei sich die Entziindungsreaktion erst nach dem elften
Tag verstirkt und u.U. zur TransplantatabstoBung fiihrt. Die Zweitabstoungsreaktion nach

vorhergehender Sensibilisierung erfolgt hingegen sehr schnell und mit kurzer Latenz.

Zeitpunkte und Therapie von Abstoungsreaktionen

Das FEinsetzen der AbstoBungsreaktionen teilt man klinisch nach dem Zeitpunkt des
Auftretens ein. Zundchst kann es zu einer perakut verlaufenden, irreversiblen und
medikamentos nicht beeinflussbaren Immunreaktion kommen, die innerhalb weniger Stunden
bis Tage zur Nekrose des iibertragenen Gewebes fiihrt. Meist sind hier schon préformierte,
cytotoxische Antikorper vorhanden, die diese massive Reaktion auslosen. In der zeitlichen
Abfolge ist als nédchstes die akzelerierte AbstoBung moglich, die in der Frithphase (Tage bis
Wochen) nach der Transplantation auftritt und einen schweren, durch Glucocorticoide allein
nicht beeinflussbaren Verlauf hat (Steroidresistenz). Die akute AbstoBung findet am
hiufigsten eine Woche bis drei Monate nach dem Eingriff statt; spiteres Auftreten ist selten
und hat seine Ursache in zu niedrig dosierter Immunsuppression. Akute
AbstoBungsreaktionen werden im Wesentlichen durch gut bekannte immunologische
Mechanismen vermittelt, in denen APC's (und davon v.a. DC's) und T-Zellen die Hauptrolle
spielen.

Als letztmdgliche Immunreaktion kann die chronische AbstoBung vorkommen, die nach
mehr als drei Monaten beginnt und sich iiber Monate bis Jahre erstreckt. Sie ist
medikamentds schwer beeinflussbar (s.u.) und hat einen zunehmenden Funktionsausfall des
Transplantats zur Folge. Vermittelt wird sie durch eine noch kaum verstandene Kombination
von immunologischen und nicht-immunologischen Mechanismen, wobei sie sich durch eine
fortschreitende Reaktion des Empfangers gegen die Blutgefile des Spenders auszeichnet.
Diese ist immun-mediiert und &uBert sich in einer Verdickung der Intima mit folgender
Verringerung des Lumens (Stenose), was wiederum der Hauptgrund fiir die Fibrosierung des
Transplantates ist. Indirekte, nicht-immunologische Wege, die zu diesem Reaktionsablauf
beitragen, sieht man in Infektionen, Bluthochdruck, Dyslipidimie und dem

Wiederaufflammen von akuten AbstoBungsreaktionen**.

402 Libby & Pober, 2001



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 91

Das genaue Ausmall der Immunreaktionen 146t sich nicht vorherbestimmen, man kann es
aber durch Verfahren wie Gewebetypisierung und Lymphocytenmischkulturen anndhernd
abschétzen.

Um die AbstoBungsreaktionen zu verhindern, verabreicht man den Empfangern perioperativ
und nach der Durchfiihrung der Transplantation iiber ldngere Zeit als Basistherapie sequeziell
oder simultan Immunsuppressiva wie Corticosteroide, Cyclosporin, Tacrolimus,
Antimetaboliten oder Antilymphocyten-Antikdrper, was aber auch die Anfalligkeit fiir
Infektionen steigert. In der dem Eingriff folgenden Zeit wird diese Therapie wéihrend Phasen
der akuten Abstoung v.a. durch die Gabe von hochdosierten Glucocorticoiden, bei
Steroidresistenz aber auch Anwendung von monoclonalen Antikdrpern oder Tacrolimus
unterbrochen. Die Langzeittherapie beschrankt sich bei stabiler Transplantatfunktion auf ein
bis zwei Immunsuppressiva, was zur Rejektionsprophylaxe notig ist.

Wihrend akute AbstoBungsreaktionen durch die vorhandenen Mittel recht gut behandelt
werden konnen, sind die Probleme bei der Therapie chronischer Reaktionen und bei

immunsuppressiver Langzeittherapie noch grof3*®,

3.4.2. Wirkungen auf zelluldrer Ebene

Die erwiesene Effektivitit der VDR-Liganden bei der Therapie der Transplantatabstofung**
kann man auf Wirkungen in verschiedenen Bereichen einteilen. Neben den zundchst zu
besprechenden Effekten, die die mdgliche Schadwirkung der Leukocyten verringern, spielen
auch Reaktionen, die die Fibrosierung allgemein oder die Proliferation der Intima-Zellen
verringern, eine Rolle.

Ein wesentliches Problem in der TransplantatabstoBung sind die chronischen Reaktionen, die
durch Verdickung der GefiBwinde und Lumenverringerung im Blutgefdllsystem des
Transplantates charakterisiert sind. Die Ursache flir dieses Geschehen liegt zumindest
grofiteils in der Leukocyteninfiltation der GefiBwand und der dort ablaufenden
Abwehrreaktion.  Ubereinstimmend mit der VDR-Expression in der glatten
GefaBmuskulatur*® zeigten auch Aortazellen diese Aktivitit*®, was sie als empfanglich fiir
VDR-vermittelte Wirkungen ausweist. Es ist bekannt, dass Chemokine und ihre Rezeptoren

bei der Beschddigung der Transplantate eine wesentliche Rolle spielen*”, weswegen sie ein

403 Libby & Pober, 2001; Pascual et al., 2002

404 Adorini, 2002 bietet einen Uberblick iiber die Einsatzmoglichkeiten der VD-Analoga.
405 Merke et al., 1987

406 Unpublizierte Daten von K.C. Daniel bei Adorini et al., 2005

407 DeVries et al., 2003
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neues Ziel in der Therapie von akuter und chronischer TransplantatabstoBung darstellen*®.
Wie in anderen Fillen*” reagierten auch hier die Zellen durch verringerte
Chemokinproduktion (CXCL10, CCL2 und CCL5 wurden getestet), was eine Erkldrung fiir
die verringerte Ansammlung von Tyl-Zellen, Macrophagen und DC's am Entziindungsort
liefert'®. Diese wurde auch in einem Versuch mit dem VDR-Agonisten BXL-628*"
festgestellt, wobei hier hauptsédchlich CD11b" Macrophagen und CD11¢" DC's und kaum T-
Zellen gefunden wurden.

Zusitzlich zu diesen Effekten, die die Infiltration durch Entziindungszellen aufgrund deren
verringerter Anlockung vermindern, wirken VDR-Liganden auch auf die Leukocyten selbst.
Hier ist einerseits die unter Calcitrioleinflul erfolgende Entstehung von DC'S mit
tolerogenischen Fahigkeiten zu nennen, die ihrerseits wieder die Bildung von regulatorischen
T-Zellen vorantreiben. Dieser Mechanismus spielt wohl eine bedeutende Rolle bei der
Milderung von allen (sowohl den akuten als auch den chronischen) AbstoBungsreaktionen

12 Neben diesem Weg der Steuerung

und hilft bei der Etablierung der Transplantattoleranz
der DC-Entwicklung vermittelt das D-Hormon auch direkte, hemmende Effekte auf alle
Schritte der Aktivierung und Proliferation von T-Zellen - Vorgénge, die v.a. den Ablauf der
akuten AbstoBung malgeblich charakterisieren. Die Hemmung der Bildung von IL-2 und
IFN-y ist hierfiir von Bedeutung, und eine Kombination von Calcitriol mit niedrig dosiertem
CsA hemmte in allogenen Nierentransplantaten neben der Expression von IL-2 auch die von

IL-12 in Verbindung mit einer Steigerung der IL-10-Produktion*".

Auch wurde eine
Verbindung zwischen der Akzeptanz von Lebertransplantaten und der durch VDR-Agonisten
verursachten, frithen Aktivierung und Apoptose von Leukocyten beobachtet'*. Weitere
Effekte wie die verringerte Bildung von MHC II und die reduzierte Cytotoxizitdt von CD8"
cytotoxischen T-Zellen sind hier ebenso zu erwéhnen.

Eine weitere Schiene der VDR-Liganden-bezogenen Wirkungen mag iiber die deutliche
Reduktion der Wirkung von bioaktivem, renalen TGF-f laufen. Calcitriol interagiert mit
wichtigen Regulatoren der Signaliibertragungskette dieses Botenstoffes, mit den Smad-
Proteinen*”. Da TGF-f eine ausgeprdgte profibrotische Aktivitit aufweist, kann seine

verringerte Wirkung im Nierengewebe moglicherweise dazu beitragen, die chronische

408 Hancock et al., 2003

409 Giarratana et al., 2004 beschreiben einen solchen Sachverhalt fiir Pancreasinseln bei Diabetes Typ 1.

410 Adorini et al., 2005 nennen Literatur, die die Rolle dieser Chemokine (v.a. CXCL10 und seines Rezeptors
CXCR3) in Allograft-AbstoBBungen zeigt.

411 Amuchastegui et al., 2005

412 Griffin et al., 2003; Wood et al., 2003; Hackstein & Thomson, 2004

413 Redaelli et al., 2002

414 Sharland et al., 1998

415 Aschenbrenner et al., 2001; ein genauerer Uberblick iiber smad-Proteine und ihre Bedeutung findet sich bei

Becker et al., 2002.
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AbstoBBung des Organes und die auch auftretende progressive Glomerulosclerose zu
verhindern. Dafiir spricht die unter Calcitriol im Vergleich zu Kontrolltieren in dieser
Situation beobachtete Verringerung der Proteinurie, die ein Hinweis auf Schiden an den
Glomerula ist*°.

Abschlieflend ist zu erwidhnen, dass Calcitriol in direkter Wirkung auf die Intima-Zellen (und
zwar Endothel und glatte Muskulatur) deren Proliferation verhindern kann. Ein Versuch von
Raisanen-Sokolowski et al.*'” mit dem Analog MC1288 bewirkte zwar in Kombination mit
CsA ecine Inhibition der Intimaverdickung, zeigte aber in den angewandten Dosen
Hypercalcimie und Gewichtsverluste als deutliche Nebenwirkungen. Im Gegensatz dazu
reduzierte das Analog BXL-628*® sogar in einer Monotherapie die Verdickung im Vergleich
zu Vehikel-behandelten Kontrolltieren um 80%, wobei es auch keine Hypercalcimie
erzeugte. Die Untersuchung von verschiedenen mit der glatten Muskulatur (auch der der
Intima) in Verbindung stehenden Genen (wie Transgelin, Tropomyosin, a-Aktin, Myocyten-
Enhancer-Faktors 2C und der schweren Myosinkette 11) zeigte hier eine deutliche Inhibition
durch dieses Analog, was auf eine Hemmung deren Proliferation schlieen ldsst. Auch
hierdurch wird die Verdickung der Intima und die daraus resultierende Lumenverringerung
unterbunden. Damit vergleichbar bewirkte es auch an der glatten Muskulatur der gedehnten
Blasenwand in vitro die Hemmung von Desmin*".

Fiir das Gen des Myocyten-Enhancer-Faktors 2C, der auch in den Aortenallografts von BXL-
628 inhibiert wird (s.0.), ist bei Lazaro et al.**® auch die Interaktion mit Mitgliedern der
Steroid-Rezeptor-Koaktivator-Familie beschrieben. Diese Koaktivatoren sind nétig fiir die
Signaliibertragung von Calcitriol in den Kern der Muskelzellen®', was einen weiteren
Baustein in der Suche nach den Wirkmechanismen von VDR-Liganden in Muskelzellen
darstellt.

416 Unpublizierte Daten von Hullet, D.H., 2002 bei Becker et al., 2002
417 Raisanen-Sokolowski et al., 1997

418 Amuchastegui et al., 2005

419 Crescioli et al., 2005

420 Lazaro et al., 2002

421 Buitrago et al., 2001
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3.4.3. Daten aus der Tiermedizin

Die Arbeitsgruppe um DeLuca befasste sich in zwei Versuchen*” mit der Einwirkung von
Calcitriol auf die Uberlebenszeit von Ohr- und Herztransplantaten bei Miusen, sowie mit der
Qualitédt der resultierenden Immunsuppression (s.u.). Da sich Spender- und Empféngertiere
beim MHC I an zwei Stellen unterschieden, lag eine allogene Situation vor, in der ohne
medikamentelle Intervention nach 27 Tagen eine vollstdindige Transplantatabstoung
stattgefunden hatte. Bei isogenen Kontrolltieren blieb erwartungsgeméif jede Immunreaktion
aus, doch auch bei oraler Gabe von 50 ng/Tag Calcitriol blieb das Transplantat iiber die
Lange der Beobachtung (100 Tage) erhalten. Eine Vergleichsgruppe, die mit relativ kleinen
Dosen des Immunsuppressivums Cyclosporin A (CsA) behandelt wurde, zeigte keinen
nennenswerten Schutz vor Abstofungsreaktionen.

Wie in anderen Versuchen dieser Arbeitsgruppe im Bereich der Immunmodulation durch
Calcitriol wurde auch hier auf gute (0,87% Ca*" im Futter) Calciumversorgung geachtet. Da
aber keine Kontrollgruppe mit calciumarmer Didt existierte, kann man keine Aussage tiber
die Bedeutung der Calciummenge fiir das Versuchsergebnis machen. Bei anderen
Versuchsthemen (vgl. MS/EAE und SLE) beeinflusste die gegebene Calciummenge das
Ergebnis zwar oft massiv, ein Transplantationsversuch mit einem drei mal wdchentlich

1.* zeigte aber auch unter Ca®"-armer Diét

verabreichten VDR-Liganden von Lemire et a
einen (wenn auch geringeren) Erfolg. Dies kann als Hinweis auf die eher untergeordnete
Bedeutung der Calciumversorung fiir die Vermittlung der hier nétigen Wirkungen von VDR-
Liganden bewertet werden. Eine zuverléssige, vergleichende Aussage ist aber schon wegen
der Anwendung von 1,25-dihydroxy-L'*-cholecalciferol statt Calcitriol nicht moglich.

Es gibt noch viele andere Versuche, die sich mit diesem Bereich der VDR-Liganden-
assoziierten Wirkungen beschéftigen, wobei der Beobachtungsschwerpunkt meist auf der
akuten und nur selten auf der chronischen Abstoungsreaktion (s.u.) lag. Als Organmodelle
fir die Transplantationen fanden Knochen**, Knochenmark*” Herz*®, Aorta*’ Leber*?®
Pancreasinseln*”, Niere®’, Darmabschnitte®' und Haut*? Verwendung. Neben Calcitriol

wurden auch dessen Analoga verabreicht, wobei meistens die maximal mogliche Dosis

422 Hullett et al., 1998; Cantorna et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds prolongs...", 1998

423 Lemire et al., 1991

424 Merida et al., 2002

425 Pakkala et al., 2001

426 Lemire et al., 'Prolongation of the survival...", 1992; Johnsson & Tufveson, 1994; Hullett et al., 1998

427 Raisanen-Sokolowski et al., 1997; Amuchastegui et al., 2005

428 Redaelli et al., 2001; Zhang et al., 2003; Zhang et al., 2004

429 Casteels et al., 'Prevention of type I diabetes...", 1998; Casteels et al., 'Prevention of autoimmune
destruction...', 1998; Gysemans et al., 2001; Gregori et al., 2001; Van Etten et al., 2001

430 Lewin & Olgaard, 1994; Kallio et al., 1996; Redaelli et al., 2002

431 Johnsson & Tufveson, 1994

432 Veyron et al., 1993; Bertolini et al., 1999; Griffin et al., 2001
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angewendet wurde, die noch keine Hypercalcimie verursacht. Es stellten sich insgesamt
beachtliche Erfolge ein, die dhnlich oder sogar gréfer waren als die, die durch optimale
Dosen CsA erreichbar waren, was die Wirksamkeit von VDR-Liganden in der
Transplantationstherapie zeigt. Eine Kombination der VD-Agonisten mit suboptimalen
Mengen klassischer Immunsuppressiva wie CsA konnte in den meisten Versuchen die akute
AbstoBung weiter hinauszégern*?, was den moglichen Erfolg einer Kombinationstherapie
zeigt.

In der Bekdmpfung von akuten AbstoBungsreaktionen bei der Transplantation von aus Ratten
gewonnenen Pancreasinseln unter die Nierenkapsel von diabetischen NOD-Maéusen
(xenogene Transplantation!) bewirkte nur eine Kombination von Cyclosporin und dem hier
getesteten VD-Analog KH1060 (s. Abb. 5b) ein volliges Ausbleiben der frithen AbstoBung;

434 Auch bei einem

anderen Versuch bei Nierentransplantation hatte KH1060 keinen nennenswerten Erfolg*”,

436

weder Cyclosporin noch KH1060 allein hatten nennenswerten Erfolg
obwohl es sich bei Hauttransplantaten bewahrte Hierfir wurden verschiedene
Erklarungsansitze gefunden, die einerseits die kompetitive Behinderung des langwirkenden
Analogs durch das in den Nieren produzierte D-Hormon nennen. Auch wurde unter KH1060

von einem Anstieg der NK-Zellen im Blutkreislauf berichtet*’

, was ebenso ein zugrunde
liegender Mechanismus sein kann. AbschlieBend konnen auch gewebsspezifische
Stoffwechselraten die Konzentration und dadurch die Wirksamkeit der Metaboliten von
KH1060 beeinflussen*®.

Als Modell fiir die chronischen Abstoungsreaktionen verwendet man oft die allogene
Transplantation von Aorta bei Mausen. Die immunmediierte Verdickung der Intima ist den
GefdBldsionen, die bei chronischen AbstoBungsreaktionen bei Menschen auftreten, dhnlich,
wenn auch nicht identisch®’. Raisanen-Sokolowski et al.**® beschiftigten sich mit dem
Effekt des VD-Analoges MC1288 (s. Abb. 5b) auf chronische Abstoungsreaktionen. Hier
zeigte der VDR-Ligand die Fahigkeit, die chronischen Entziindungszeichen (innere
Hyperplasie und Entziindung im Bereich der Adventitia der allogenen Aortentransplantate)

1

zu verhindern. Eine neuere Arbeit aus der Arbeitsgruppe um Adorini*' zeigte in einem

vergleichenden Versuch zwischen Calcitriol, dessen Analog BXL-628 und Dexamethason

433 Adorini et al., 2005

434 Gysemans et al., 2001

435 Lewin & Olgaard, 1994

436 Bertolini et al., 1999

437 Linker-Israeli et al., 2001

438 Dilworth et al., 1997

439 Libby & Pober, 2001

440 Raisanen-Sokolowski et al., 1997

441 Amuchastegui et al., 2005
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(jeweils als Monotherapie) die iiberlegene Langzeitwirkung von VD und seinem Analog. Die
vor der Transplantation begonnene Therapie wurde 30 Tage nach der Operation abgesetzt
und der Calciumspiegel der mit den VDR-Liganden behandelten Tiere bestimmt. BXL-628
hatte den Wert nicht wesentlich verandert und Calcitriol lie ihn an die Obergrenze des
Normalbereiches steigen. Weiter 30 Tage spiter wurde der Grad der Lumenverringerung und
der Infiltration mit Leukocyten, sowie deren Art, bestimmt. Hier erzielte Dexamethason
signifikant bessere Ergebnisse als die Vehikel-behandelten Kontrolltiere, war aber Calcitriol
und noch deutlicher seinem Analog unterlegen, das die Intimaverdickung im Vergleich zu
den Kontrolltieren um 80% verringerte. Bei der immunhistologischen Untersuchung
typisierte man die eingewanderten Immunzellen als CD11b" Macrophagen und CD11¢" DC's;
T-Zellen waren kaum zu finden (s.0.). Auch hier zeigte sich BXL-628 den anderen Mitteln
iberlegen, was es insgesamt als Therapeutikum charakterisiert, das (ohne den
Calciumspiegel anzuheben und auch als Monotherapie) gegen die Verdickung der Intima im
Modell des Aorta-Allografts gut wirkt.

Die opportunistischen Infekte sind ein wesentliches Problem bei der herkémmlichen
immunsuppressiven Transplantattherapie, da die dort angewendeten Mittel das Immunsystem
in seiner gesamten Reaktionsfahigkeit hemmten. Um den EinfluB von Calcitriol auf die
allgemeine Reaktionsfahigkeit des Immunsystems beurteilen zu konnen, erprobte man diese
im Kontakt zu opportunistischen Infektionserregern*?. Calcitrioldosen, welche die
TransplantatabstoBBung verhinderten, zeigten keinen negativen Einfluf auf die Abwehr dieser
Erreger. Dies 148t seine Wirkung auf die Transplantatreaktion als spezifisch erscheinen, was
mit der beobachteten Steigerung der bakteriziden und phagocytotischen Potenz durch VDR-
Liganden iibereinstimmt**. Es besteht also guter Grund zur Annahme, dass VDR-Liganden
anders als herkdmmliche Immunsuppressiva nicht das therapiebegleitende Risiko von

Sekundédrinfekten mit sich bringen.

442 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds prologs...", 1998
443 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds prologs...", 1998; siehe auch Kap. 3.2.
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3.4.4. Klinische Versuche

Ihren Eingang in die klinische Anwendung bei Transplantationstherapie fanden VDR-
Liganden (hier wurden v.a. die natiirlichen Liganden Alfacalcidiol (1o(OH).Ds) und
Calcitriol verwendet) aufgrund ihrer klassischen, den Knochenaufbau fordernden Wirkung.
Durch die bei Transplantationspatienten langfristige und massive Anwendung von
Corticosteroiden und Cyclosporin zur Immunsuppression wird der Knochen-Turnover
ndmlich stark gesteigert und es entsteht Osteoporose, was zu einem hohen Frakturrisiko
fiihrt***. Dieser Vorgang 146t sich durch die oben genannten Effekte des D-Hormons
weitestgehend einschrianken.

Erst nach dem Bekanntwerden ihrer immunmodulatorischen Fahigkeiten wurde neben dem
oben Beschriebenen auch diesem  EinfluB der VDR-Liganden auf das
Transplantationsgeschehen Beachtung gezollt. Briffa et al.**® stellte in einer Studie, welche
die Daten von 99 Patienten mit Herztransplantaten auswertete, die synergistische Wirkung
von Calcitriol und den klassischen Immunsuppressiva fest. Ohne die Hiufigkeit von
Infektionen und AbstoBungsreaktionen nennenswert zu beeinflussen, lie3 sich die Menge des
verwendeten Cyclosporins im ersten Behandlungsjahr um 29% und im zweiten um 28%
reduzieren. Die zu verabreichende Dosis des Immunsuppressivums wurde durch quantitative
Bestimmung der Antikorper im Blut der Patienten berechnet. Eine andere Ursache als die
Calcitriolgabe fiir den beobachteten Cyclosporin-sparenden Effekt konnte augeschlossen
werden, da dieser sich unabhingig von wechselnden Begleitumstinden zeigte.

Bei einigen Patienten mit Herz- und Lungen- oder nur Lungentransplantation zeigte die
Auswertung ein vergleichbares Muster*, diese Daten sind aufgrund der kleinen Anzahl von
Personen aber nicht zuverlassig.

Bei diesen Versuchsreihen trat bei einer Verbindung von Calciumsupplementierung und
Calcitriolgabe (0,5-1,0 ug pro Tag) bisweilen leichte Hypercalcdmie auf; durch die Kontrolle
der Calciumkonzentration im Blut konnte dies schnell festgestellt und bei Bedarf iiber die
Dosis des verabreichten Calcitriol bzw. Calcium korrigiert werden.

Weitere Studien wurden an Patienten mit Nierentransplantaten retrospektiv durchgefiihrt.
Hier zeigte sich, dass die chronische AbstoBung langsamer und geringer ausfiel, wenn
zusitzlich zur Standardtherapie Calcitriol verabreicht wurde*’. Auch die Anzahl akuter

AbstoBBungsphasen war bei osteoporotischen Empfangern eines Nierentransplantates nach

444 Dequecker et al., 1997; Sambrook, 1999; Sambrook et al., 2000 bieten einen kurzen Uberblick und
Literatur zu diesem Thema. Da dieser Wirkbereich der VDR-Liganden aber nicht zum Thema meiner Arbeit
gehort, kann ich hier auch nicht naher darauf eingehen.

445 Briffa et al., 2003

446 Briffa et al., 2003

447 O'Herrin et al., 2002
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49 wurden 26 Personen

Einnahme des D-Hormones geringer**. In einem dieser Versuche
beobachtet, denen {iber ein Jahr nach der Durchfiihrung der Transplantation aus
verschiedenen Griinden Calcitriol verabreicht wurde. Als Folgen wurden verlangsamter
Funktionsverlust der transplantierten Niere und in manchen Fillen sogar Verbesserung der
Organfunktion beobachtet; Nebenwirkungen wurden nicht festgestellt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass VDR-Agonisten einerseits zur Dosis-
Reduzierung anderer Immunsuppressiva, andererseits zur Prdvention chronischer
AbstoBungsreaktionen geeignet scheinen. Diese Wirkungen miissen allerdings noch in

prospektiven klinischen Studien bestitigt werden.

3.4.5. Perspektiven

VDR-Agonisten kdnnten der Standardtherapie zur Immunsuppression in der Behandlung von
Transplantationspatienten hinzugefiigt werden. Sie haben additive oder sogar synergistische
Effekte mit immunsuppressiven Mitteln wie CsA, Tacrolimus und Sirolimus*°, was sich auch

bei Modellen der TransplantatabstoBung gezeigt hat*!

. Durch die zusitzliche Verwendung
von VDR-Liganden koénnten die weiteren verabreichten Mittel in ihrer Dosis reduziert
werden, was insgesamt die Vertrdglichkeit steigern und die Nebenwirkungen verringern
wiirde. Auch haben VDR-Agonisten das Potential, einige der kritischen unerwiinschten
Effekte der Begleittherapie von Transplantatationen aufzuheben oder wenigstens zu mildern,
was sie zusitzlich als sehr geeignet fiir eine Kombinationstherapie in diesem Bereich
ausweist.

Als erstes ist vor diesem Hintergrund ihre Féhigkeit aufzufiihren, protektiv gegen den Verlust
von Knochenmasse zu wirken. Wie oben erwidhnt wurden VDR-Liganden bisher genau aus
diesem Grund bei Transplantat-Therapien angewendet, da Verlust von Knochenmasse und
Frakturgefahr nach Transplantationen oft auftritt. Das liegt nicht zuletzt an der Anwendung
von Immunsuppressiva wie Tacrolimus, die einen Riickgang der Knochenmasse

verursachen*?

. VD-Analoga mit einem groBleren therapeutischen Bereich konnten dieses
Geschehen sehr gut aufhalten und alle Schadwirkungen der Immunsuppressiva auf den
Knochen vollstindig neutralisieren. Zusitzlich ist von OCT (22-oxa-1,25(OH),D;) ein

anaboler Effekt bei der Knochen-Rekonstruktion durch vaskularisierte Knochen-

448 Tanaci et al., 2003

449 Aschenbrenner et al., 2000

450 Van Etten et al., 2000

451 Adorini, '1,25-Dihydroxyvitamin D5 analogs...", 2002

452 Stempfle et al., 2002
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Transplantate bei Ratten beschrieben”, was die Anwendung von VDR-Agonisten bei
Knochentransplantaten noch interessanter erscheinen laft.
Wie schon mehrfach erwéhnt begiinstigen Calcitriol und seine Analoga die Entstehung von

1454

opportunistischen Infektionen nicht™*, sondern férdern vielmehr das phagocytotische und

bakterizide Potential der Leukocyten und sind direkte Induktoren der Genexpression

antimikrobieller Peptide*”.

Das konnte eine weitere Nebenwirkung der klassischen
Immunsuppressiva vermindern.

Zudem begiinstigt die chronische Immunsuppression, welche die Folge der Therapie von
Transplantationsreaktionen ist, die Entstehung von Tumoren*‘. Hier versprechen die
zunehmenden Erkenntnisse liber die prophylaktische und wachstumshemmende Wirkung von

#7 die Antagonisierung eines weiteren der zahlreichen negativen

VDR-Agonisten auf Tumore
Begleiteffekte der transplantationsbegleitenden Therapie.

Insgesamt scheinen VDR-Agonisten vor dem Hintergrund des bisher iiber sie gesammelten
Wissens pradestiniert fiir die Aufnahme in die Kombinationstherapie von Transplantat-
Patienten. Trotz der vielversprechenden Ausgangslage sind aber noch einige grofle Studien
notig, um abschétzen zu konnen, ob sich negative Effekte einstellen und inwiefern die

begriindeten Vermutungen iiber ihre Wirksamkeit auch zutreffen.

453 Merida et al., 2002

454 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxyvitamin D; prolongs...', 1998
455 Wang et al., 2004

456 Trofe et al., 2004

457 Nagpal et al., 2005
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4. Haut und Vitamin D

Im Rahmen der Hautphysiologie und auch bei einigen Krankheitsprozessen in der Haut spielt
Calcitriol eine bedeutende Rolle. Bei den meisten dieser Krankheitsbilder haben immun-
mediierte und entziindliche Prozesse eine auslosende und oft auch den Verlauf priagende
Funktion. Daher ist der vorliegende Abschnitt in enger Verbindung mit dem Kapitel iiber die
Wirkungen von Vitamin D im Immunsystem zu sehen. Seine Abspaltung betont die
Bedeutung des Themas 'Haut' in der aktuellen therapeutischen Verwendung von Calcitriol
und seinen Analoga (fiir Psoriasis sind bereits Medikamente mit Calcitriolanaloga als
Wirkstoff zugelassen).

Die Brustdriisen (gll. mammariae) entwickeln sich als Hautanhangsgebilde aus Hautdriisen
und gehoren daher funktionell zur Haut. Thre Entstehung und die Rolle des D-Hormones in
threr Entwicklung wird aber im Kapitel der Tumortherapie mit VDR-Liganden behandelt (s.
Kap. 5.2.2.1.). Dort dient die Information als Grundlage der Beschreibung der von Calcitriol

verursachten Wirkungen auf Brusttumoren und daraus folgenden Therapiemoglichkeiten.

4.1. Physiologische Grundlagen

4.1.1. Aufgaben der Haut und Aufbau der Epidermis

Als das grofite Organ des Korpers und seine Oberflaichenbegrenzung erfiillt die Haut eine

Vielzahl von wichtigen Aufgaben (z.B. Schutzfunktionen, Sinnesfunktionen, Stoffwechsel,
Verdunstungsschutz, Thermoregulation und Immunabwehr). Deswegen mul3 die Steuerung
der stindigen Proliferation und Differenzierung, die in ihren Anforderungen und vielzéhligen
Interaktionen auf molekularer Ebene sehr komplex ist, exakt funktionieren. Aufgrund ihrer
Implikation in vielen Krankheiten und Funktionsfragen wurde sie griindlich untersucht. Im
Rahmen dieser Arbeit soll eine Zusammenfassung der Ablaufe in der Differenzierung der
Epidermis reichen*® (s. Abb. 20). Auf die tiefer liegenden Schichten von Korium und
Subcutis, sowie Hautdriisen wird aus Platzgriinden nicht néher eingegangen, obwohl auch in
diesen Bereichen der Haut (z.B. in den Sebocyten der Talgdriisen*’) ein Wirksystem von

Calcitriol vorliegt, das zu therapeutischen Zwecken genutzt werden konnte.

458 Gute Zusammenfassungen der Vorginge der Epidermisdifferenzierung sind bei Yuspa et al., 1990;
Bikle & Pillai, 1993 zu finden.
459 Schuler et al., 2006



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 101

Abbildung 20

Modell des Schichtaufbaus der Epidermis. Die jeweiligen Schichten haben individuelle Merkmale und es laufen dort
verschiedene Differenzierungsvorgénge ab, an denen spezifische Markerstoffe beteiligt sind. All dies ist am rechten
Rand zusammengefasst.

Die angedeuteten Wirkungen von Calcitriol werden unten und in anderen Darstellungen genauer gezeigt.
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Allgemein ist die duBlere Haut ein heterogenes, aus verschiedenen Strukturproteinen
bestehendes Gewebe, das im Vergleich zu den meisten anderen Gewebearten eine viel
geringere Enzymaktivitit aufweist*®. Im Aufbau der Epidermis ist die unterste, der
Basalmembran direkt aufliegende Zellschicht das Stratum basale. Die hier liegenden
Keratinozyten sind noch undifferenziert und teilen sich héufig, wobei K 5 und K14*' als die
der Proliferation assoziierten und hier exprimierten Marker-Keratine identifiziert wurden.
Durch die stindige Teilung der Basalzellen werden die Zellen Richtung Hautoberfldche, in
das folgende Stratum spinosum geschoben. Hier beginnt die Differenzierung, was mit Hilfe
der Expression der differenzierungsspezifischen Keratine K 1 und K 10 erfolgt und zum
Ende der Zellteilungen fiihrt.*** Im nun apical folgenden Stratum corneum erfolgt die spéte
Differenzierung, die sich durch die Bildung von Keratohyalingranula, Profilaggrin (dem

Vorldufer von Flaggrin, das mit den Intermedidrfilamenten assoziiert ist), Involucrin und

460 Ahmad & Muktar, 2004
461 Bikle et al. (Calcium and 1,25(OH).D), 2004; Bollinger Bollag & Bollag, 2001
462 Bikle & Pillai, 1993
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Loricrin (Precorsorproteine der Hornhiillen, die anteilig die Hornschicht bilden) und
Transglutaminase (TG oder TGase, ein membrangebundenes Enzym, das beim Aufbau der
Hornschicht aus ihren Vorldufern durch deren Quervernetzung hilft) auszeichnet*®. Aus
diesen Differenzierungsvorgingen entsteht die Hornschicht, die einen wesentlichen Beitrag
zur Barrierefunktion der Haut leistet. Auf dem weiteren Weg nach apical sterben die Zellen,
der Zellkern verdimmert und die im Stratum spinosum und granulosum starken
Desmosomen (Zell-zu-Zell Kontakte) 16sen sich, wodurch die einzelnen Hornzellen an der

Oberflache des Stratum superfiziale in Gruppen oder einzeln abschilfern konnen.

4.1.2. Ablauf der Differenzierung in der Epidermis

Als Triebfeder der im intrazelluldren Bereich fiir diesen Differenzierungsablauf nétigen
Informationsketten galt vorwiegend der in der Haut deutlich vorhandene Gradient in der
Konzentration des extrazelluldren Calcium (Cao), wobei basal die niedrigste und superfiziell

(464

die hochste Calziumkonzentration vorliegt™. Hierliber liefen in der Vergangenheit viele

Untersuchungen*®

und einiges Detailwissen erlangt. Die Keratinozyten reagieren auf den
Anstieg des Cao von <0.07 mM auf iiber 0.1 mM (den calcium-switch) im Versuch durch
Beendigung der Zellteilungen im lockeren Zellverband und beginnen stattdessen mit der

Verstarkung der Interzelluldrkontakte*®

und Bildung der o.g. Markerproteine der
Differenzierung im Statum corneum®*®’.

Die Signaliibertragung und Aktivierung der Transkription erfolgt einerseits {iber
Calciumkanile*®, die in ihrer Aktivierung tiber Second messengers calciumabhingig sind.
Sie lassen die intrazelluldre Calciumkonzentration (Cai) ansteigen und aktivieren dadurch
weitere Second messengers. Andererseits werden Signale auch {iber Typ III Calcium-
rezeptoren*”, die an ein G-Protein gekoppelt sind und so auch Einfluss auf die Bildung von
Second messengers nehmen, vermittelt. In dem weitverzweigten und komplexen Netz der
Second messenger sammeln sich die Signale zundchst wieder bei den sekundiren
Effektorenzymen (deren Hauptvertreter die Phospholipasen A, C und D und deren
Untergruppen sind), die fast alle Kinaseaktivitit besitzen. Sie steuern weitere Zellproteine,

die sekundédren Regulatoren, durch Phosphorylierung und 16sen dadurch die abschlieBende

463 Bikle et al. (250HD 1a-hydroxylase), 2004

464 Menon et al., 1985

465 Pillai et al., 1990; Yuspa et al, 1989

466 Hennings et al., 1980; Braga et al., 1995

467 Rice & Green, 1979; Hohl et al., 1991; Thacher & Rice, 1985; Hennings et al., 1981
468 Kurze Zusammenfassung bei Bikle et al., 'Calcium and 1,25(OH),D...", 2004.

469 Bikle et al., 1996; Oda et al., 1998
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Zellreaktion aus. Fine direkte Steigerung der Transkriptionsfrequenz iiber Calcium-

Kernrezeptoren (CaRE) ist nicht bekannt.

4.2. Die Rolle von Vitamin D in der Haut

4.2.1. Vitamin D Metabolismus

Seit langem ist es Basiswissen, dass die Haut durch die UV-abhéingige Umwandlung von 7-
Dehydrocholesterol in Cholecalciferol einen wesentlichen Beitrag zur endogenen Bildung
von VD leistet. Viel neuer aber ist die Erkenntnis, dass die Keratinozyten die einzigen
bekannten Zellen des Korpers sind, die enzymatisch die gesamte Umwandlung von 7-DHC
zu Calcitriol leisten konnen*™ (s. Abb. 21). Dabei ist ausschlieBlich die vollstédndige, bei 7-
DHC beginnende Metabolisierung mengenmiafig entscheidend; die Aufnahme von
zirkulierendem 25 OHD; und weitere Umwandlung findet kaum statt, da es im Normalfall an
ein Transportprotein gebunden ist und deshalb zu wenig ungebundenes Substrat in die
Hautzellen gelangt*’'. Allerdings liegt auch in den Fibroblasten der Cutis, die den Keratino-
cyten benachbart sind, das Enzym 25-OHase vor (die 1o OH-ase fehlt aber), wodurch die
Fibroblasten zu Zulieferern von 25-Hydroxycholecaciferol fiir die Nieren und die
Keratinocyten werden*’.

Keratinocyten exprimieren VDR*”?, obwohl der systemische Calcitriolspiegel nicht ausreicht,

474 Dies beweist, dass der

um in der Haut VDR vermittelte, hormonelle Effekte auszulosen
dort ablaufende, autonome und mengenmédBig beachtliche VD Stoffwechsel entscheidende
intracrine und autocrine Effekte auf die Keratinocyten und paracrine Effekte auf

Nachbarzellen ausiibt*”

. Dennoch ist die synthetisierte Menge nicht ausreichend, um den
systemischen Calcitriolspiegel zu beeinflussen*’®. Interessant ist im Zusammenhang mit dem
autonomen VD Stoffwechsel der Haut auch die Tatsache, dass die Menge der synthetisierten
VDR und des gebildeten Calcitriol sich im Lauf der Differenzierung in einer auf Feedback-

Regulation hinweisenden Art dndert*’”: beide sind in spiteren Differenzierungsstadien

reduziert.
470 Lehmann et al., 1999; Bikle et al. 1986
471 Prystowsky et al., 1996
472 Bikle et al., 250HD la-hydroxylase...', 2004
473 Stumpf et al., 1979; Hosomi et al., 1983; Pillai et al., 1988
474 Matsumoto et al., 1991; Prystowsky et al., 1996
475 Lehmannn et al., 2004
476 Bikle et al., 1986

477 Pillai et al., 1988
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Abbildung 21
Funktioneller Stoffwechsel von Vitamin
D; in Keratinocyten und kurze

Benennung der folgenden Wirkungen
von Calcitriol.

Abkiirzungen:

7-DHC= 7-Dehydrocholesterol;

Pri-D; = Pravitamin D;;

DBP = Vitamin D Bindungsprotein;
CYP 27 =(27)25-Hydroxylase;

CYP lo = la-Hydroxylase;

CYP 24 = 24-Hydroxylase;

250HD; = 25-Hydroxyvitamin Ds;
VDR = Vitamin D Rezeptor;

mVDR = membrangebundener Vitamin
D Rezeptor;

C = Calcitriol;

RXR = Retinoid-X-Rezeptor;

VDRE = Vitamin D Response Element.

Nach: Lehmann et al., 2004.

Abbildung 22
Modulatorische Rolle von Calcitriol in
der Signaliibertragung von Calcium.

Abkiirzungen:

CaRE = Calciumrezeptor;

AP = Aktivatorprotein;

PLC = Phospholipase C;

CE = Hornhiille (cornified envelope);
TG = Transglutaminase;

G = Guanylatcyclase;

GTP = Guanosintriphosphat;

GDP = Guanosinbiphosphat;

PKC = Proteinkinase C;

ER = Endoplasmatisches Reticulum;
DG = Diacylglycerol;

IP; = Inositoltriphosphat;

IP;R = Inositoltriphosphat Rezeptor;
Ca; = intracelluldres Calcium;

PIP,= Phosphatidylinositolbiphosphat;

Nach: Bikle et al., 'Calcium and 1,25
(OH),D: interacting drivers...", 2004.
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4.2.2. Reaktionen der Keratinocyten auf Calcitriol

Differenzierung und Proliferation*’

In Versuchen wurde festgestellt, dass Calcitriol in der Haut durch viele Interaktionen die
Wirkungen von Ca®* moduliert*” (s. Abb. 22); es fordert die Differenzierung der
Keratinocyten und hemmt ihre Proliferation* - Eigenschaften von VD, die sich an vielen
Zellarten®' zeigen lassen. In der Haut aber ist die Wirkung des Calcitriol von seiner Konzen-
tration abhéngig: geringe Konzentration fordert die Proliferation, nur hohe hemmt sie**,
Durch Untersuchungen an mittels Kreuzungszucht erzeugten 1o OHase -/- Méusen, wurden
in der Keratinocytendifferenzierung und im Hautaufbau deutliche Unterschiede zu WT-
Mausen entdeckt. Die 1o OHase -/- Mause sind durch den Gendefekt nicht zur endogenen
Bildung des aktiven VD Metaboliten Calcitriol befdhigt. Das gesamte Erscheinungsbild der
Tiere schien liber die ersten Lebenswochen weder im Haarkleid (keine Alopezie) noch in der
Gesamtentwicklung (Gewichtszunahmen) merklich verdndert. Bei Verabreichung einer Ca*'-
angereicherten Rescue-Didt (Calciumgehalt 2%) fiel die korperliche Entwicklung auch
weiterhin nicht von der der WT-Méuse ab. Allerdings zeigte sich unter dem Elektronen- und
Lichtmikroskop und mit speziellen Darstellungstechniken*®, dass der Calciumgradient in der
Haut bei allgemein geringer Calciumkonzentration kaum ausgebildet war.

Die Marker der Keratinozytendifferenzierung (Filaggrin, Loricrin und Involucrin wurden
durch Immunzytochemie dargestellt) lagen in geringerer Menge vor, und auch die Granula in
den oberen Epidermisschichten waren deutlich reduziert. Die Uberpriifung der Wieder-
herstellung der (im Ruhezustand bei 1 o OH-ase -/- Miusen unauffilligen) Barrierefunktion
der Haut durch Tape-stripping zeigte einen verzdgerten Riickgang des transepidermalen
Wasserverlustes und einen langsameren Wiederaufbau des (ohnehin reduziert vorhandenen)
Calciumgradienten in der Epidermis nach Stérung der Barrierefunktion. Auch Lammellar-
korperinhalt, der iiblicherweise nach Zerstorung der Hautbarriere in die Zellzwischenrdume
ausgeschiittet wird, um die Barrierefunktion wiederherzustellen, war im Vergleich zu WT-
Mausen im Extrazelluldrraum nur geringgradig nachweisbar.

Auch der in der Epidermis kaum vorhandene Calciumgradient konnte die geringere Menge
an Differenzierungsmarkern erklidren, da Calcium die Differenzierung fordert (s.0.) und in

den Keratinozyten Mechanismen vorhanden sein miissen, die den Ausfall von Calcitriol als

478 Bikle et al., 2006 fasst den Kenntnisstand zusammen.

479 Bikle et al., 'Calcium and 1,25(OH),D...", 2004

480 Gniadecki, 1996; Bikle, 1997; Bikle et al., '250HD 1a-hydroxylase...', 2004; Lehmann et al., 2004
481 Nagpal et al., 2005 bietet einen Uberblick.

482 Gniadecki, 1996

483 Bikle et al., '250HD la-hydroxylase...', 2004 beschreibt die Versuchstechniken und -ergebnisse genau.
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44 Dennoch

Agens, das die Zelldifferenzierung weiter fordert, weitgehend kompensieren
bleiben alle beobachteten Unterschiede zu WT-Méusen auch unter Verfiitterung der Rescue-
Diét erhalten. Dies zeigt, da3 Calcitriol tatsdchlich auch direkte, sich mit denen von Calcium
verzahnende Wirkungen auf den Differenzierungsvorgang®’ in der Epidermis hat und an der
Regulation der Transkription vieler Gene in Keratinocyten beteiligt ist (s. Tab. 7).

In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass alle Mitglieder der PLC-Familie neben
Calcium™® auch von Calcitriol®” direkt (und im Fall von PLC-y 1 iber ein bereits
identifiziertes VDRE in der Promotorregion) induziert werden konnen und so indirekt auf die
Expression der differenzierungsspezifischen Proteine fordernd einwirken. Von der PLD ist
gleichfalls eine Unterart erforscht (PLD-1), deren Expression und Aktivitdt von Calcitriol
induziert wird, und die indirekt die PKC aktiviert, welche wiederum bei Zellaktivierungen
die zentrale Rolle spielt*®. Ferner mag auch die Expression von Aktivatorprotein (AP)-1
durch die Induktion der PLC-yl und der Bildung von c-Fos, einem der Proliferation
assoziierten Genprodukt, angeregt werden*®.

Die Bildung von Involucrin und Transglutaminase steigert Calcitriol ebenso direkt*", wobei
es auch hier mit Calcium interagiert®', was zumindest im Fall von Involucrin an der
rdumlichen Ndhe des VDRE und des CaRE in der Promotorregion liegen kann*?. Einen
weiteren Verbindungspunkt der Aktivitdt von Calcium und Calcitriol stellt der Nachweis dar,
dass letzteres die Expression des Calciumrezeptors steigert* und so die Zelle fiir die
Wirkungen von Calcium empfanglicher macht.

Die Wirkung von Calcitriol in den Keratinocyten ist von der Rekrutierung verschiedener
VDR-Koaktivatoren abhéngig: wéhrend basal DRIP-Koaktivatoren hinzugezogen werden,
erfolgt in den apikaler liegenden, differenzierteren Keratinocyten vermehrt eine Bindung an
SRC-Proteine. Hierdurch werden verschiedene Gene angesprochen, was zu einer vermehrten
Bildung von differenzierungsfordernden Proteinen wie Filaggrin und Loricrin und somit zu
einer weiteren Verstirkung der Differenzierung und Hemmung der Proliferation fiihrt.
Sowohl DRIP als auch SRC sind fiir den Differenzierungsablauf in den Keratinocyten

erforderlich, doch wihrend ersteres im frithen Stadium eine wichtige Rolle spielt, ist SRC fiir

484 Bikle et al., 'Calcium and 1,25(OH).D...", 2004

485 Lehmann et al., 2004

486 Xie & Bikle, 1999

487 Pillai et al., 1995

488 Bollinger Bollag & Bollag, 2001; Griner et al., 1999

489 Bikle et al., 2003; unveréffentliche Daten von Lu, J. und Nagpal, S. in Nagpal et al., 2005
490 Gibson et al., 1996; Su et al., 1994

491 Suetal., 1994

492 Ng et al., 2000; Bikle et al., 2002

493 Ratnam et al., 1999
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den fortgeschrittenen Ablauf des Differenzierungsgeschehens von Bedeutung**.

Tabelle 7
Ubersicht iiber die Gene der Keratinocyten, die in ihrer Transkription unter Calcitriol-EinfluB stehen.

Gen mRNA Protein VDRE Gen mRNA Protein VDRE
Proliferation

c-myc ! c-fos 1 +
Cyclin D1 ! TGF-B1 i 1 +(B2)
cdk4 1 p2 1 WAFL/CIPL 1 1 T
p27%" ) PTHIP 1 1

Bs-Integrin +

Differenzierung

Involucrin T T Transglutaminase I i T
u-/t-Plasminogenaktivator | l + PLC (B,y,9) 1 1 +(y 1)

Vitamin D- und Ca?"-Stoffwechsel

Vitamin D Rezeptor T T 24-Hydroxylase 1 1 ++

lo-Hydroxylase = l Calzium-Rezeptor i

Entziindung

TNFa i i + IL-la l

IL-6 1 ! IL-8 !

IL-10 (IL-10 Rezeptor) Tm RANTES !

i-NOS + 5-LOX +

Verschiedenes

Osteopontin 1 + Fibronektin 1 +

Metallothionein T 1 17p-OH-Steroid- 1 1
dehydrogenase

Nach: Lehmann et al., 2004

Zytoprotektivitdt und Apoptose

Die Induktion der neutralen, Mg*" abhéingige Sphingomyelinase durch Calcitriol fordert
deren hydrolytische Aktivitét, die Sphingomyelin zu Ceramid spaltet*”. Dadurch wird nicht
nur der prodifferenzierenden Effekt von Calcitriol auf die Keratinozyten gesteigert®s;
Ceramid spielt auch bei der Induktion der Apoptose von Keratinozyten und einer Vielzahl

anderer Zellen eine entscheidende Rolle®”’

. Allerdings sind nur pharmakologische Calcitriol-
konzentrationen (ab 10° M) fiir Keratinocytenkulturen ein apoptotisches Stimulans;
physiologische Konzentrationen haben keine apoptotische, sondern vielmehr eine

cytoprotektive und antiapoptotische Wirkung. Dieser Sachverhalt ist an die Entstehung von

494 Bikle et al., 2005; Bikle et al., 2006; Oda et al., 2006
495 Okasaki et al., 1989
496 Bielawska et al., 1992

497

Geilen et al., 1997
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Sphingosin-1-Phosphat gekoppelt und zeichnet sich durch Resistenz gegeniiber Ceramiden,
UV-Strahlen und TNF-a. aus*”.

Auch ein Versuch*”, der die Schadwirkung von Senfgas auf Keratinozyten und Fibroblasten
und ihre Linderung durch die Anwendung von Calcitriol untersuchte, kam zu dem Ergebnis,
dass durch 10 molar konzentriertes Calcitriol die Bildung der Entziindungsmediatoren IL-6
und IL-8 stark sinkt, was heif3t, dass cytoprotektive Effekte vorliegen.

Generell ist die durch Calcitriol und dessen Analoga verursachte Aktivierung der Protein-
Kinasen, die extrazelluldare Signale iibertragen (ERK 1 und ERK 2) und der Phosphatidyl-
Inositol-3 Kinase (PIP;-K) fiir deren antiproliferative und die Differenzierung fordernden
Effekte mitverantwortlich®®. Zusitzlich aber fordern diese Effekte das Uberleben der Zellen
und stehen mit der (auch durch VDR-Agonisten verursachten) Hemmung zweier Kinasen
(JNK und p38 MAPK) in Verbindung. Dieser hemmende Einflul auf durch Stress aktivierte
Proteinkinasen wurde u.a. auch an den Zellen der Epidermis in Reaktion auf Wasserstoff-
peroxid (HO) und andere toxische Mittel gezeigt®®'.

AbschlieBend regt Calcitriol die Keratinocyten auch zur Bildung des Proteins

Metallothionein an, das antioxidatives Potential besitzt>*

und somit in vivo photoprotektiv
wirkt. Dies dient mdglicherweise dem Schutz vor der UVB-induzierten Synthese reaktiver

Sauerstoffverbindungen®®.

4.3. Vitamin D und Haarwachstum

4.3.1. Grundlagen

In der Entwicklung der Haare und ihrem Wachstum unterscheidet man die vorgeburtliche
Phase der Morphogenese der (aus mesenchymalen und epithelialen Anteilen bestehenden)
Haarfollikel von der nachgeburtlichen Phase der sich stetig wiederholenden Haarzyklen. In
der Morphogenese sind sehr genau gesteuerte molekulargenetische Prozesse entscheidend,
die sich durch komplexe Wechselwirkungen zwischen Epithel und Mesenchym auszeichnen.
Hier nehmen Hormone keinen EinfluB3; in der nachgeburtlichen Phase jedoch sind sie alleine

fiir die Steuerung des Ablaufs verantwortlich®®. Die hierfiir entscheidenden Hormone sind

498 Manggau et al., 2001

499 Arroyo et al., 2003

500 Marcinkowska & Kutner, 2002

501 Ravid et al., 2002

502 Hanada et al., 1995; Lee & Joun, 1998
503 Lehmann et al., 2004

504 Alonso & Rosenfield, 2003
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die Sexualsteroide (Androgene und Ostrogen), aber auch die Peptidhormone PTHrP
(Parathyroid Hormone-Related Peptide), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) und Prolactin
sind beteiligt. Dariiber hinaus sind als letzte Gruppe noch die Kernrezeptorhormone
Calcitriol, trans-Retinsdure und Thyroxin mit den zugehorigen Rezeptoren (VDR, RXR bzw.

RAR mit Unterarten und Thyroxinrezeptor mit zwei Unterarten) beteiligt™®.

Abbildung 23
Darstellung des postnatalen Zyklus
eines Haarfollikels.

Nach: Alonso & Rosenfield, 2003

Morphogenesis

, Anagen Vi

R STTEAT

Anagen |

The postnatal
hair cycle

Telogen

Die Haarzyklen lassen sich in drei Hauptphasen unterteilen (s. Abb. 23). Auf die
sechsstufige, anagene Phase, die sich durch starkes Haarwachstum und Regeneration des
Haarfollikels auszeichnet, folgt die degenerative, katagene (achtstufige) Phase, in der der
Follikel sich um seine unteren zwei Drittel durch Apoptose zuriickbildet und das Wachstum
endet, wobei aber das Haar nicht ausfallen muf3. Abschluf} findet der Haarzyklus in einer
einstufigen, telogenen Ruhephase®®. Bemerkenswerterweise verbleibt der Haarschaft des
abgeschlossenen Zyklusses im Regelfall fiir einige Haarzyklen im Follikel und die nichste
anagene Phase verldangert ihn weiter. Hierbei besiedeln nach der Ruheperiode die Zellen des
unterhalb der Talgdriise liegenden Haarbalges den Haarfollikel, beginnen sich zu teilen und
leiten eine neue anagene Phase ein; auch bei Hautdefekten erfolgt die Heilung von diesen
Zellen ausgehend. Die Linge des Haares richtet sich nach der Dauer der anagenen Phase und

danach, ob es in den folgenden zwei Abschnitten erhalten bleibt.

505 Einen Uberblick iiber die beteiligten Hormone und Hormonrezeptoren und zugehérige Literaturhinweise
findet man bei Alonso & Rosenfield, 2003.
506 Muller-Rover et al., 2001
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4.3.2. Die Rolle von Vitamin D

Nach der iberraschenden Entdeckung des Zusammenhanges zwischen erblicher
Calcitriolresistenz und Alopezie beim Menschen®” erwies die erst etliche Jahre spiter
beobachtete Alopezie von durch gezielte Gendeletion erzeugten VDR-/- Miusen™® die
Signifikanz des Zusammenhanges. Ahnlich wie der calzitriolresistente Mensch erscheint
auch diese gendefekte Maus bei Geburt unauffillig und normal behaart und erst nach ca.
einem Monat (d.h. nach Abschluf3 des ersten Haarzyklus) beginnt der Haarausfall und fiihrt
zum fast vollstandigen Haarverlust. Weder kann eine calciumreiche Rescue-Diét (die alle
anderen wesentlichen Symptome der defizienten Méuse behebt™”) die Alopezie verhindern,
noch sind (wie eine sorgfiltige Studie an Méausen, die fiinf Generationen in einer UV-freien
Umgebung gezogen wurden, beweist) mogliche toxische Effekte des Calcitriolspiegels, der
wegen der fehlenden Feedbackregulation oft sehr hoch ist, fiir den Haarverlust verantwortlich
zu machen’'.

Um zu lokalisieren, wo genau an der Haarwurzel der Wirkort von Calcitriol und VDR (und
somit die Ursache der Alopezie) zu suchen ist, wies man zunéchst die Expression von VDR
nach. Dies war in der Dermalpapille - dem mesenchymalen Anteil der Haarwurzel - und der
epithelialen duBeren Haarwurzelscheide moglich, wobei die VDR-Menge vom Stand des
Haarzyklus abhing war. Seine maximale Héiufigkeit hat der Rezeptor in der spiten anagenen
und catagenen Phase, in minimaler Konzentration liegt er in der telogenen und frith-anagenen

Periode vor’!!

. Zur genaueren Identifikation wurde nacheinander an beiden Expressionsorten
die VDR-Bildung gezielt deletiert. In der Dermalpapille erfolgt die Induktion des Haarzyklus
auch dann unveréndert; erzeugt man aber im epithelialen Abschnitt von WT-Méusen einen
VDR-Verlust, hat das Alopezie zur Folge’?. Umgekehrt kann man bei VDR -/- Méusen
durch auf den epithelialen Bereich®® der Haarwurzel bzw. auf Keratinocyten allgemein®'
beschrinkte Expression des VDR die Alopezie vollstindig beheben. Dies beweist, dass sich
die fir die Induktion des Haarzyklus notwendigen VDR's im epithelialen Bereich an der
Haarwurzel befinden.

Die genauen Rollen von Calcitriol und dem VDR im Haarzyklus sind noch nicht vollstindig

bekannt, doch weil man einerseits, dass Alopezie weder bei 1a-OHase -/- Miusen’" noch

507 Marx et al., 1986

508 Yoshizawa et al., 1997; Li et al., 1997, Kato et al., 1999
509 Lietal., 1998

510 Sakai et al., 2001

511 Reichrath et al., 1994

512 Sakai et al., 2001

513 Kong et al., 2002

514 Chen et al., 2001

515 Bikle et al., '250HD lao-hydroxylase...', 2004
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bei alimentdrem Calcitriolentzug auftritt, was die Ligandenunabhéngigkeit des Vorganges

zeigt. Andererseits findet man bei Mutationen des hairless (hr) Gens der Sdugetiere sowohl

516 517

bei Mausen’'® (hairless mouse)’”’, als auch bei Menschen® angeborenen Haarausfall. Dieser
ist im Zeitpunkt des Auftretens identisch und im histologischen Bild vergleichbar’® mit der
Alopezie, die bei VDR -/- Miusen und bei Menschen mit VDR-Mutationen auftritt . Ferner
stellte man kiirzlich fest, dass das hairless-Genprodukt (Hr; das mit der mRNA des hr-Genes
als Vorlage synthetisierte Protein) in vitro®® und in vivo als Korepressor mit VDR und
anderen Kernrezeptoren assoziiert. Die Hr Kontaktstelle am humanen VDR ist im zentralen
Bereich der Ligandenbindungsdoméne, an einer bei Kernrezeptoren allgemein bekannten
Bindungsstelle fiir Korepressoren. VDR und Hr werden beide in den Zellen des Haarfollikels
exprimiert, wobei Hr die VDR-mediierte Transaktivierung stark einschrankt®'. Eine
Modulation des Haarzyklus durch VDR-Hr Interaktionen, welche die Expression eines

22 Es scheint sich bei

Inhibitors des normalen Haarzyklus kontrollieren, lasst sich vermuten
der Ursache der Alopezie also um einen aus Sicht der VD-Funktionen nur auf den VDR
beschrinkten Ablauf zu handeln, der die Interaktionen zwischen den Zelltypen der
Haarwurzel, von den epithelialen Zellen ausgehend, stort.

Diese Theorie ist mittlerweise bewiesen, da auch VDR's, die durch gezielte Mutation nicht
mehr zur Bindung von Calcitriol fahig sind, ihre Funktion in der Aufrechterhaltung des
Haarzyklusses ausiiben konnen. Andererseits kann eine Mutation am ersten Zinkfinger des
VDR trotz erhaltener Fahigkeit zur Ligandenbindung die Alopezie hervorrufen®®.

Da aber gezielte Deletion des RXRa in der Epidermis zu einem vergleichbaren Bild der
Alopezie fiihrt™*, liegt die Theorie sehr nahe, dass der VDR tatsichlich nur als Teil des
RXRa — VDR Heterodimeres hier mitwirkt. Alle anderen mdglichen Partner in der
Heterodimerisation mit RXRo kommen als Ursache fiir die Alopezie kaum in Frage™.
Gegenwirtig wird untersucht, durch welchen Mechanismus der nicht-ligandengebundene

VDR die Homéostase des Haarfollikels erhalt>?.

516 Stoye et al., 1988

517 Brooke, 1926

518 Ahmad et al., 1998; Cichon et al., 1998

519 Miller et al., 2001

520 Potter et al., 2001

521 Hsieh et al., 2003
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524 Lietal., 2000; Li et al., 2001

525 Nagpal et al., 2005; Alonso & Rosenfield, 2003
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4.4. Hauterkrankungen und VDR-Liganden

Aufgrund seiner immunmodulatorischen Féhigkeiten und der Beeinflussung der
Differenzierung und Proliferation der Keratinocyten eignet sich das D-Hormon gut zur
Therapie von verschiedenen immunbedingten Hauterkrankungen.

Auch bei vielen weiteren Erkrankungen, die eine erhohte Proliferation von Keratinocyten
und/oder eine Storung ihrer Differenzierung zur Folge haben, mag sich ein Therapieversuch
mit VDR-Liganden lohnen; sie alle aufzuzdhlen und zu beschreiben wiirde den Rahmen
dieser Arbeit weit iiberschreiten. Ein gutes Beispiel fiir solche Erkrankungen und ihre Folgen
auf die Abldufe in der Haut stellt die unten kurz beschriebene Acanthosis nigricans dar.

Da Psoriasis von den immunbedingten Hauterkrankungen die am besten erforschte ist, und

auch VD-Analoga als Therapeutika zugelassen sind, wird sie als erste besprochen werden.

4.4.1. Psoriasis

4.4.1.1. Grundlagen

Psoriasis vulgaris (auch Plaque-Psoriasis oder Schuppenflechte) ist eine bei den hellhdutigen
Menschen hiufige (Morbiditit in Europa 2%) Hauterkrankung, deren Atiologie und
Pathogenese nicht vollig gekliart sind. Man weill aber von polygener Vererbung und
multifaktorieller Auslosung unter von Tyl-Zellen ausgehender Autoimmunbeteiligung®’
(initiiert z.B. durch Infektionen, Reizungen, Traumen und endogene Noxen).

Charakteristisch fiir die Pathogenese ist liberstiirzte Epidermisbildung (Hyperproliferation
und verdnderte Differenzierung der Keratinocyten) mit Verringerung der Keratinocyten-
wanderzeit von 28 auf ca. vier Tage von der Basal- bis zur Hornschicht.

Die klassischen klinischen Symptome sind einerseits scharf begrenzte, mit silberweilen
Schuppen bedeckte Hautareale (v.a. an Ellbogen, Knien, Kreuzbeingegend und behaartem
Kopf), die oft jucken und Bereiche verschiedener Form und Gréfe umfassen. Dabei ist die
Haut unter den Schuppen diinn, erythematds und blutet leicht punktformig. Ferner treten
hiufig Veridnderungen der Nigel (z.B. Tiipfelnigel, Olflecke und Splitterblutungen) auf. Fiir
die Beurteilung der Schwere der psoriatischen Lésionen wird ein Punktesystem, das PASI
(Psoriasis Area Severity Index) als VergleichsmaBstab verwendet, wobei man bei einem

PASI von < 10 oder einem Anteil der betroffenen Korperoberfliche von < 20% von leichter

527 Uyemura et al., 1993
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bis méBiger Psoriasis spricht. AuBerhalb dieser psoriatischen Lasionen erscheint die Haut
histologisch und auch im Profil der exprimierten Differenzierungsmarker unauffallig>,
Unter den zahlreichen Sonderformen sind die Psoriasis erythrodermica (generalisierte
Ausbreitung nach Fokalinfekten oder stark reizendem Psoriasis-Therapieversuch), die
Psoriasis inversa (Lisionen an untypischen Arealen, v.a. an Gelenkbeugeseiten), die Psoriasis
pustulosa (mit Pustelbildung), die Psoriasis intertriginosa (wie P. inversa, jedoch mit
Beteiligung von perianalen, inguinalen, submammadren, interdigitalen und nabelnahen
Bereichen infolge der Durchfeuchtung und mit geringer Schuppenbildung) und die
Acrodermatitis continua Hallopeau (wohl eine Sonderform der P. pustulosa, beschriankt auf
einzelne Finger mit lokal-massivem Verlauf mit Atrophie von Knorpel und Knochen)®”
beschrieben.

Komplikationen treten bei ca. 5-10% der Betroffenen in Form der Psoriasis-Arthropathie auf,
bei der sich die Psoriasis auch als Arthritis manifestiert. Man unterscheidet einen peripheren
Typ (Arthritis psoriatica), der ein charakteristisches Befallsmuster von Hand- und FuB3-, aber
auch grofen Gelenken (v.a. Kniegelenk) aufweist, vom zentralen Typ (Spondylitis
psoriatica). Letzterer zeigt sich am Achsenskelett durch ankylosierende Spondylitis und
Sacrolitis.

Histologisch erkennt man in den Léasionen eine v.a. lymphocytidre Immunzellinfiltration der
Epidermis und der Dermis, und auf molekularbiologischer Ebene stellt man ein Ungleich-
gewicht der Differenzierungsmarker fest: Loricrin und Filaggrin sind in den Suprabasal-
schichten verringert, wohingegen Involucrin, TG-ase I, Psoriasin, migration inhibitory factor
related protein-8 (MIFrP-8) und skin-derived antileukoproteinase vermehrt exprimiert
werden. Die normalen suprabasalen Keratine K1 und K10 werden nicht gebildet; stattdessen
liegen die hyperproliferativen Keratine K6 und K16 vor. Auch IL-6, IL-8, epidermal growth
factor-R (EGF-R), TGF-a, Amphiregulin und der IL-8 Rezeptor werden in erhohter Menge
gebildet. Die Dermis ist von CD4" Lymphocyten infiltriert, die Epidermis von CD8"
zytotoxischen Lymphocyten, welche IL-2, IFN-y und TNF-a sezernieren und dadurch wohl

fiir die veranderte Keratinocytenproliferation und -differenzierung verantwortlich sind>.

528 Reichrath et al., 'Biologic effects...!, 1997; Reichrath et al., 'The effectiveness of topical...", 1997
529 Christophers & Mrowietz, 2003
530 Nagpal et al., 2005
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4.4.1.2. Psoriasis und Vitamin D
Da sowohl T-Lymphocyten als auch Keratinocyten VDR in beachtlicher Menge besitzen und

Calcitriol auf beide Zellarten eine diesem Krankheitsbild gegensteuernde Wirkung hat (s.o.),
ist es sehr naheliegend, dass man eine Erkrankung, die mit diesen beiden Zelltypen in
Verbindung steht, mit Calcitriol oder seinen Analoga gut beeinflussen kann. Nicht umsonst
sind 50% der Pharmaka zur Behandlung von Psoriasis auf VDR-Liganden als Wirkstoff
aufgebaut und finden hauptsdchlich bei der Therapie von leichten bis mittleren Formen
Anwendung™'. Bisher gibt es allerdings nur Mittel zur topischen Anwendung, da bei
systemischer Applikation die Gefahr von hypercalcimischen Nebenwirkungen noch nicht
gebannt ist. Neben Calcitriol haben sich auch die Analoga Calcipotriol und Tacalcitol (s.
Abb. 5b) in sehr sorgfaltig durchgefiihrten Studien bewdhrt>*2,

Seinen Anfang nahm die Verwendung des D-Hormons bei Psoriasis durch einen Zufall: den
ersten klinischen Beweis fiir die Wirksamkeit des Stoffes lieferte die deutliche Verringerung
der Schwere von psoriatischen Lédsionen bei einem Patienten, dem Calcitriol gegen

33 Es hemmt die Proliferation und induziert die

Osteoporose oral verabreicht wurde
Differenzierung der epidermalen Keratinocyten in der psoriatischen Haut™*. Zudem
korrigiert es die verschobene Expression der Differenzierungsmarker (u.a. Loricrin,
Filaggrin, Involucrin und TG-ase 1) und der Marker der epidermalen Proliferation [wie
"Proliferating cell nuclear antigen' (PCNA) und Ki-67-Antigen]’*. Die Bildung der bei
Psoriasis erhohten proliferationsférdernden EGF-R und K16 sinkt ebenso wie die
Produktion der Entziindungsmediatoren IL-6, IL-8% (was auch an dem VD-Analog OCT, s.
Abb. 5b, getestet wurde), IL-2, IFN-y und GM-CSF, die alle von T-Zellen gebildet werden
(s.0.) und in entziindeter Haut eine Rolle spielen. Die Expression des immunregulatorischen
Cytokines IL-10 wird gesteigert™®, wobei aber nur Calcitriol und nicht IL-10 allein die
Leukocytenaktivierung verhindert und die Schwere der Psorias verringert (wie ein Versuch
an SCID-Méusen, auf die menschliche psoriatische Haut transplantiert wurde, zeigte)™. Dem

540

oben genannten Zufallserfolg folgten etliche Studien mit guten Resultaten>®, die sich v.a. mit

der Schaffung neuer Formeln und damit der Verbesserung der Wirkspektren der

531 Adorini, Tmmunomodulatory effects of Vitamin D...", 2002

532 Bourke et al., 1997; Veien et al., 1997; Ashcroft et al., 2000

533 Morimoto & Kumahara, 1985

534 s.0.; Vergleichbare Wirkungen von Analoga beschreiben Nagpal et al., 2001; Takahashi et al., 2003

535 Reichrath et al., 'The effectiveness...',1997; Reichrath et al., 'Biologic effects...", 1997 zeigt vergleichbare
Ergebnisse fiir Calcipotriol.

536 Pinette et al., 2003

537 Arroyo et al., 2003; Komine et al., 1999

538 Kang et al., 1998 fiir Psoriasis-Lésionen allgemein; Barrat et al., 2002 fiir CD4" T-Zellen.

539 Dam et al., 1999

540 Kurze Ubersicht bei Nagpal et al., 2005
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einzusetzenden VD-Analoga beschiftigen und auch an der Optimierung der Kombinationen
von verschiedenen Therapeutika arbeiten.

Interessanterweise reagieren nicht alle Patienten auf die Verwendung von VDR-Liganden,
was sich darin wiederspiegelt, dass nur bei Respondern in Reaktion auf topische Applikation
die Bildung von VDR-mRNA hochreguliert wird; bei non-Respondern bleibt die mRNA-
Bildung unverdndert’*'. Eine Ursache dieser unterschiedlichen Reaktionen auf die
Behandlung mit VD und seinen Analoga liegt in VDR-Polymorphismen, die neben der
Qualitdt der Reaktion auch das Risiko, an Psoriasis zu erkranken, und den Krankheitsverlauf
beeinfluflt. Gleiches gilt fiir Polymorphismen in der Promotorregion des VDR-Gens; diese
beeinflussen die VDR-Transkription in einer Weise, die die Verlagerung der Immunreaktion

t*2. Auch ist durch die vielen Sonderformen der

auf die Ty2-Schiene begiinstigt oder hemm
Psoriasis zu erwarten, dass die Atiologie und Pathogenese sehr vielschichtig sind, was sich

auch im moglichen Therapieerfolg wiederspiegeln kann.

4.4.1.3. Psoriasistherapie mit VDR-Liganden

Uberblick iiber Therapiestrategien

Schwere oder grofBflichige Psoriasis wird initial durch systemische Gabe von
Corticosteroiden oder durch eine Phototherapie behandelt, eine der &ltesten Formen der
Behandlung von Psoriasis und Atopischer Dermatitis (s.u.)*®
haufigsten im Schmalband UVB-Bereich bei 311 nm durchgefiihrt’** und flihrt zur

Immunsuppression (durch direkte UV-Licht Wirkungen®* und iiber Calcitriolbildung).

. Phototherapie wird am

Der Schwerpunkt der Therapie von leichter bis mittelschwerer Psorias liegt noch immer auf

3% bei denen man die Wirksamkeit in sieben

der topischen Anwendung von Corticosteroiden
Klassen einteilt — Klasse 1 ist sehr stark wirksam, Klasse 7 schwach wirksam. Die topische
Anwendung ist der systemischen aufgrund ihrer geringeren Nebenwirkungen immer
vorzuziehen®”, sofern der lokale Einsatz im Hinblick auf die Schwere der Erkrankung auch
erfolgversprechend ist. Fiir die Wirksamkeit topischer Anwendungen ist natiirlich das
verwendete Vehikel (z.B. Salbe, Creme oder Schaum) mit entscheidend, da es fiir eine

effektive Aufnahme des Wirkstoffs in die Haut sorgen mufl. Momentan zeigt sich

541 Holick & Reichrath, 1999

542 Halsall et al., 2006

543 Leung & Bieber, 2003; Krutmann, 2000; Lui, 2002

544 Lebwohl, 2003

545 Vallat et al., 1994; Krueger et al., 1995

546 Del Rosso & Friedlander, 2005; Uberblick iiber die momentan iiblichen Therapieverfahren gibt auch

Gottlieb, 2005.
547 Koo, 2005
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Steroidschaum als effektivstes Vehikel in der Kombination mit Calcipotriol®*,

Neben den Monotherapien, bei denen nur ein Wirkstoff angewandt wird, treten in den letzten
Jahren immer mehr die Kombinationstherapien, Rotationstherapien und Sequenztherapien®®
in den Vordergrund. Hier mu3 man jedoch darauf achten, dass sich die angewandten Stoffe
in threr Wirksamkeit ergéinzen und nicht behindern. Die sinnvolle Kombination mehrerer
Mittel ermoglicht es, die Menge der Einzelsubstanzen und somit auch deren unerwiinschte
Nebenwirkungen zu verringern und ihre Wirkungsvorziige (wie schnellen Wirkungsbeginn

und Effizienz der Wirkung) einander ergénzend zu niitzen.

Wirksamkeit und Nebenwirkungen

Corticosteroide haben zahlreiche Nebenwirkungen wie z.B. Kopfschmerzen, virale Infekte
und Hautatrophie®’, welche durch den von Corticosteroiden verursachten Eingriff in den
Kollagenmetabolismus der Haut hervorgerufen wird>'. Calcitriol zeigte bei oraler oder
topischer Anwendung in klinischen Versuchen ebenso wie topisch appliziertes Tacalcitol
(1,24-(OH),Ds) in 70-80% der Fiélle eine deutliche Linderung der psoriatischen Lisionen, 20-
25% der behandelten Lisonen verschwanden vollig’. Calcitriol kann aber nur begrenzt
eingesetzt werden, flihrt es doch in hoherer Dosis oder langerer Applikation auch bei lokaler
Anwendung zu Hypercalcdmie. Deswegen wird es in der Psoriasistherapie hauptsichlich

durch Calcipotriol®

, ein weiteres Calcitriolanalogon, ersetzt. In Studien wurde bei topischer
Einzeltherapie mit diesem VDR-Liganden in 70% der Fille binnen sechs bis acht Wochen
eine signifikante Verbesserung erzielt, wobei sich z.T. auch nach zwei Wochen schon

4 Die Wirksamkeit war bei gleicher Anwendungsart mit der

Behandlungserfolge zeigten
von Calcitriol vergleichbar, gemessen an der von hochpotenten Corticosteroiden im
allgemeinen signifikant schlechter’, im Hinblick auf die Wirkungspersistenz aber deutlich

besser>*

. Das VD-Analog beeinflusst (aufgrund seiner schnelleren Verstoffwechselung bei
systemischer Zirkulation) den Calciummetabolismus 100 bis 200-fach weniger als das aktive
VD, fiihrt aber in ca. 20% der Fille zu Hautirritationen®® - eine Nebenwirkung, die viele

Mittel, die alternativ zu Corticosteroiden in der Psoriasistherapie eingesetzt werden,

548 Genaueres bei Koo, 2005
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550 Bruner et al., 2003
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558 Ramsay et al., 1994; Mason et al., 2002; Bruner et al., 2003
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gemeinsam haben>”’

. Auch wirkt es trotz schnellerer Verstoffwechselung auf den Calcium-
metabolismus, den Calcuim-Blut- und Calcium-Urinspiegel, was bei langer und hoher
dosierter Anwendung (empfohlene Maximaldosis 100 g/Woche bei 50ug/g Salbe) eine
Uberwachung der Ausscheidung von Calcium im Urin v.a. bei diesbeziiglich vorbelasteten
Patienten notig macht®®; dennoch wird es auch fiir Langzeitanwendungen als sicher
erachtet®. Fiir die Sonderformen der Psoriasis gelten diese Wirksamkeitsangaben nicht
zwingend, doch z.B. bei der allgemein als schwer therapierbar geltenden Acrodermatitis
continua Hallopeau war eine Kombinationstherapie aus Calcipotriol und Tacrolimus

effektiv’®.

Moderne Therapieform: Kombinations- mit Sequenztherapie

Eine Kombination von Calcitriol oder Calcipotriol und einem Corticosteroid erfiillt die oben
genannten Forderungen an eine Kombinationstherapie®®, wobei sich der schnelle
Wirkungsantritt der Corticosteroide gegeniiber dem langsamen (bis zum Wirkungsmaximum
sechs bis acht Wochen dauernden®®) des VDR-Liganden als vorteilhaft erweist. Auch bleibt
in der Kombination das ansonsten relativ leicht zu inaktivierende Calcipotriol stabil*®®. Die
Wirkungspersistenz ist der von Corticosteroiden iiberlegen, wobei sich das VD-Analog v.a.
bei langer und hdufiger Anwendung im Vergleich zum Corticosteriod als sicherer und
nebenwirkungsédrmer bewihrt. Die Kombination wird generell als hochwirksam eingestuft’®
und erfreut sich wachsender Akzeptanz — schon 1996 wurde sie in 84% der Félle von
Psoriasis angewendet™’.

Die topische Sequenztherapie mit diesen Komponenten wurde von Lebwohl et al.**® erstmals
erfolgreich getestet, hat sich in einer weiteren Studie®® bewihrt und ist inzwischen weithin
etabliert. In dieser klassischen Form umfafit sie neben Calcipotriol ein hochpotentes Klasse 1
Corticosteroid wie Betamethasone Dipropionate; hiervon wurde eine neue Formulierung®™
kiirzlich von den zustidndigen Behorden gepriift. Die Sequenztherapie durchlduft drei zeitlich
aufeinander folgende Phasen: die Clearence-Phase, die Ubergangsphase und die Erhaltungs-

phase, wobei im Therapieverlauf der medikamentdse Schwerpunkt von anfanglich zwei
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abwechselnd gegebenen Corticosterioden auf das Auftragen von Calcipotriol {ibergeht. In der
Erhaltungsphase wird lediglich selten Calcipotriol angewendet. Die Vehikel (Triagerstoffe der
Salben, Cremes und Schidume) spielen auch in den Kombinationstherapien eine zentrale
Rolle bei der Vermittlung der Wirksamkeit; hier erwies sich die Kombination des VD-
Analoges mit Clobetasol Propionate Schaum (Olux™, Connetics) oder einem anderen
Schaum als am effektivsten®”".

VD-Analoga lassen sich neben Dexamethason-Derivaten aber auch mit niedrig dosiertem
Cyclosporin gut kombinieren: hier zeigte sich die intermittierend-hochdosierte Anwendung
von Tacalcitol der tdglichen Applikation liberlegen. Sie ist gut vertrdglich und bei gleicher
Wirksamkeit durch geringeren Zeitaufwand angenehmer und deutlich kostenglinstiger®’.

Zur Zeit wird auch an der Entwicklung eines neuen topisch zu applizierenden VD-Analogs
gearbeitet: Tisocalcitate Salbe befindet sich in der Phase II der klinischen Entwicklung und

hat frithen Wirkstudien zufolge keine Einfliisse auf den Calciummetabolismus®”.

4.4.2. Weitere Ekzeme

4.4.2.1. Grundlagen

Die Neurodermitis atopica (atopische Dermatitis, AD) und die allergische Kontaktdermatitis
gehoren neben der Psoriasis zum Kreis der immunbedingten Ekzeme, an deren Ablauf nach

einer Sensibilisierungsphase aktivierte T-Zellen’™

beteiligt sind. Wie auch die Psoriasis
haben sie eine multifaktorielle Entstehungsgeschichte mit immunbedingten (z.B. Reaktion
auf Umweltallergene), aber auch immununabhingigen (z.B. Fettstoffwechselstorungen der
Haut und psycho- bzw. neurovegetative Stérungen) Ursachen und vermutlich polygen
vererbter Disposition. Das klinische Bild ist von dem massiven Juckreiz geprigt und umfasst
die klassischen Ekzemzeichen: Schuppung, Papel- und Vesikelbildung mit folgendem

Néssen und Krustenbildung.

571 Koo, 2005 beschreibt den zeitlichen Ablauf dieser Therapiestrategie genau.
572 Abe, M., et al., 2006
573 Jahreis & O’Keefe, 2004; Schneider et al., 2004; Zimmermann et al., 2004

574 Heine et al., 2003
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Atopische Dermatitis

Der Krankheitsbeginn der AD fallt oft ins friihe Kindesalter und zeigt sich dann an Wangen
und behaartem Kopf (sog. Milchschorf). Doch auch der Krankheitsbeginn im
Erwachsenenalter kommt immer haufiger vor, wobei das klinische Bild des Ekzems nach
dem zweiten Lebensjahr dem beim Erwachsenen gleicht — abgesehen davon, dass zunéchst
die Streckseiten und erst spéter die Beugeseiten der Gelenke betroffen sind. Initial liegt eine
Ty 2-abhédngige Immunantwort vor, die durch die fiir diese Zellart typischen Cytokine IL-4,
IL-5 und IL-6 mediiert wird; bei chronischen Hautldsionen hingegen stehen IFN-y
produziernde Ty 1-Zellen im Vordergrund®”. Im Blutbild fallen eine starke Eosinophilie und
deutlich erhohtes IgE auf.

Die Haut ist durch die Unterfunktion der Talg- und Schweidriisen (Sebostase und
Hypohidrose) allgemein glanzlos und trocken mit vergrobertem Oberflachenrelief
(Lichenifikation). Bis die AD mit zunehmendem Alter abklingt (oft volliges Ausheilen um
das 30. Lebensjahr) ist sie Schwankungen durch psychische Faktoren (wie z.B. Stref3) und
Umwelteinfliisse [u.a. (Pseudo-)Allergene und jahreszeitliche Verschlechterung in Winter

und Friihjahr] unterworfen.

Allergische Kontaktdermatitis

Bei der allergischen Kontaktdermatitis sind im Gegensatz zur AD v.a. CD8" cytotoxische T-
Zellen von Bedeutung, obwohl die vorherrschenden Cytokine (IL-2 und IFN-y) wie bei der
AD auch von T-Helfer-Zellen gebildet werden®®. Die Dermatitis 1dsst sich durch erneuten
Kontakt zum Antigen, meist einem Hapten, immer wieder aufs Neue auslosen, was dazu

geniitzt wird, das verantwortliche Allergen mit Hilfe des Epicutantestes zu identifizieren.

4.4.2.2. Wirkungen von Vitamin D

Bisher gibt es zu AD und der allergischen Kontaktdermatitis keine fiir das Thema dieser
Arbeit relevanten Versuchsdaten, obwohl Calcitriol durch seine immunmodulierenden
Wirkungen ein moglicher Kandidat zur Behandlung dieser Hautkrankheiten ist. VDR-
Liganden werden bei der &tiologisch und klinisch verwandten Psoriasis im grolen Rahmen
angewendet. Sie wirken auf die meisten der an AD und der allergischen Kontaktdermatitis
beteiligten Cytokine auf eine Art, die den Verlauf der Erkrankung giinstig beeinflusst; auch
die Bildung des mit der AD in Verbindung stehenden IgE wird verringert. Versuche wiren

hier notig und sinnvoll.

575 Bacharier & Geha, 2000
576 Heine et al., 2003
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4.4.3. Weitere Immunkrankheiten der Haut

Neben der oben angesprochenen Gruppe der Ekzeme gibt es noch eine Vielzahl anderer
Hauterkrankungen mit autoimmunem Hintergrund. Fiir einige von diesen gibt es aus
Versuchen und Studien gewonnene Daten, die auch das Ausmal} oder die Wirkart der
EinfluBnahme von VDR-Liganden beschreiben. Im Hinblick auf dieses weite Feld komplexer
Erkrankungen und die oft spirlichen Infomationsquellen kdnnen hier nicht alle Krankheiten
und die zugehorigen Daten erschopfend behandelt werden; es mull eine Beschrankung auf

einige Beispiele, zu denen nennenswerte Untersuchungsergebnisse vorliegen, erfolgen.

4.4.3.1. Morphaea

Grundlagen

Diese auch als Sclerodermia circumscripta bekannte Erkrankung ist eine in ihrer Pathogenese
und Atiologie unklare, kutane oder subkutane Form der Sklerodermie ohne oder mit nur
geringer Beteiligung innerer Organe. Sie kann in jedem Alter beginnen, geht jedoch nur
selten in die generalisierte Form, die progressive systemische Sklerodermie (PRSS) iiber,
deren Prognose im Gegensatz zur lokalen Form von ihrem Verlauf abhidngig maBig bis
infaust ist. Morphaea zeichnet sich klinisch durch umschriebene, im Zentrum indurierte und
hyper- oder depigmentierte Herde aus, die (wenn sie aktiv sind) aullen von einem violetten
Ring ('lilac ring'), einem Entziindungszeichen, umgeben sind und an Gréfe zunehmen
konnen. An der Stirn sind die Herde oft sdbelhiebartig (‘en coup de sabre'), an der
Extremitdten bandformig, wodurch man die lineare von der Plaque-Sklerodermie abgrenzt.
Auch konnen tiefer liegende Schichten einbezogen sein oder sich die Herde bei
Generalisierung bullds und ulzerierend verdndern. Fehlen antinucledre Antikorper (ANA)
(Auftreten in 40% der Fille) und systemische Entziindungszeichen, so ist eine giinstige
Prognose zu stellen. Die Schwere der Lisionen ldsst sich zur vergleichenden Beurteilung von
Therapieerfolgen in Punktesysteme einteilen, wobei aber kein einheitliches System in
Gebrauch ist.

Histologisch erkennt man massive und sehr dichte Kollagenablagerungen v.a. in der Dermis,
Teleangiektasie und oberflachlich perivaskuldre lymphocytire Infiltrationen. Bei dem
abgelagerten Kollagen handelt es sich um die Typen I und III, wobei ihre vermehrte
Bildung®” als Ursache eher in Frage kommt als verringerter Abbau’”®. Die Kollagen-

ablagerungen sind wohl zumindest teilweise auf eine starke Fibroblastenproliferation

577 LeRoy, 1972; Boelsma et al., 1995
578 Takeda et al., 1994
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zuriickzufiihren, wobei man letztlich aber einen immunmediierten Vorgang als Ausldser des
Prozesses vermutet und daher diese Erkrankung in die Gruppe der Autoimmunkrankheiten
einordnet. Indiz hierfiir ist, dass bei unbehandelten Personen mit Morphaea der 16sliche 1L-2
Rezeptor im Serum erhdht ist, was auf die Beteiligung von aktivierten T-Lymphocyten an der
Pathogenese hinweist™”. Fiir die Diapedese der Leukocyten ist auch die Beschaffenheit des
GefdBendothels in der Haut verantwortlich, da sie deren Migrationsverhalten ausldst,
weswegen neben Storungen des Kollagenstoffwechsels und der Immunregulation auch

GefdBschidden an der Pathogenese beteiligt sein knnen>.

Wirkungen auf zelluldrer Ebene

Obwohl die genauen Wirkmechanismen von Calcitriol auf die Elemente der Morphaca-
entstehung weitgehend unbekannt sind, gibt es in vitro und in vivo-Untersuchungen iiber die
Wirkungen des D-Hormons in diesen Bereichen. Das stellt einen guten AnlaB fiir die unten
beschriebenen Behandlungsversuche dieser Erkrankung mit VDR-Liganden dar.

An psoriatischer Haut wurde festgestellt, dass Calcipotriol die Expression des interzelluldren
Adhisionsmolekiils-1, des von Endothelzellen gebildeten Leukocytenadhisionsmolekiils-1
und des Leukocytenfunktions-assoziierten Antigenes 1 herunterreguliert™'. Durch in vitro-
Versuche stellte man ferner fest, dass Calcitriol die (durch TNFo mediierte) Ausbildung von
Diapedese-fordernden endothelialen Molekiilen blockiert™, was bedeutet, dass VDR-
Liganden neben direkten Wirkungen auf T-Zellen (s.0.) auch iiber die Begrenzung der
Entziindungszellinfiltration (Diapedese) die T-Lymphocytenfunktion moduliert. Zusitzlich
ist von der Kollagensynthese im allgemeinen und der Proliferation von Fibroblastenkulturen
(aus Patienten mit Sclerodermie und aus gesunder Haut) die inhibierende Wirkung von

Calcitriol bekannt®®,

Therapieversuche

Mittlerweile gibt es zahlreiche Fallberichte tiber Versuche, Morphaea mit v.a. topisch
verwendeten VDR-Liganden zu therapieren, wobei dieses Verfahren zusammen mit UVAI1
Bestrahlung (s.u.) die konstantesten positiven Ergebnisse liefert. Haufig versuchte man die
Anwendung von Steroiden, Penicillin, D-Penicillaminen, Cyclosporinen, Malariamitteln,

Vitamin E und anderen Mitteln, was aber nur teilweise Besserung brachte®®*.

579 Ihn et al., 1996
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Orale Calcitriolgabe wird in mehreren Féllen von Morphaea und auch systemischer Sklerose
als effektiv beschrieben™, birgt aber durch den massiven Einfluss auf den Calcium-
metabolismus bei dauerhafter Anwendung deutliche Risiken.

Eine Studie von Cunningham’*

zeigte bei 12 Patienten nach einer dreimonatigen und
zweimal téglichen Anwendung von Calcipotriol-Salbe bei allen Behandelten eine
signifikante (zwischen 38% und 80% liegende) Verbesserung sdmtlicher Symptome. Die
Salbe wurde tliber Nacht unter einem Plastikverband aufgetragen, was ihre perkutane
Resorption von 2,6-12% ohne Verband®®’ auf ca. 50%*® steigerte. Schon nach einem Monat
konnte bei allen Patienten eine deutliche Verringerung von Erythem, Teleangiektasie und
Dyspigmentierung festgestellt werden. In einem weiteren Fallbericht von einem Madchen mit
Morphaea wurde in einer neun Monate dauernden zweimal téglichen Calcipotriolanwendung
eine vollige Remission der Lasion erreicht und noch zwei Jahre nach Ende der Therapie
konnte kein Rezidiv gefunden werden®.

Auch topische Phototherapie ist gegen Morphaea effektiv™®®, und es sind einige Details {iber
deren Wirkung auf fiir Morphaea bedeutsame Zellen und deren Produkte bekannt™'. Da eine
zehnwochige Kombinationstherapie™? aus niedrig dosierter UV-A1-Behandlung und téglich
zweimal aufgetragener Calcipotriol-Salbe von allen beschriebenen Fillen die besten Erfolge
zeigte, scheint ein synergistischer Effekt vorzuliegen. Zwischen den beiden Anwendungen
mulf} aber ein zeitlicher Mindestabstand von zwei Stunden eingehalten werden, um negative
Interaktionen zu vermeiden. In dieser zehnwochigen Studie an 19 Kindern wurde eine
relative Reduktion der Symptome von durchschnittlich 67,1% erreicht (bei linearer
Sklerodermie 77,5% und bei plaqueartiger Morphaea 61,8%).

In keinem der genannten Fille traten auf die Behandlung mit Calcipotriol nennenswerte
unerwiinschte topische Wirkungen auf und auch Beobachtungen an Blut- und Urinwerten
blieben im Therapieverlauf ohne auffillige Veranderungen. All diese Fallbeschreibungen
sind jedoch nur begrenzt aussagekréftig, da bei Morphaea auch Spontanremissionen
vorkommen konnen und diese bei Behandlungsversuchen mit einer Struktur, welche der der
oben genannten gleicht, als Erfolgsursache nicht ausgeschlossen werden konnen; hierfiir

wiren doppelblinde, placebokontrollierte Versuche notig.
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4.4.3.2. Vitiligo

Grundlagen

Vitiligo (oder Leucopathia acquisita) ist eine Bezeichnung flir das klinische Bild weil3er,
langsam groBer werdender Hautflecken, die selten auch auf Schleimhduten oder der
behaarten Kopfhaut lokalisiert sind. Die Atiologie des dafiir verantwortlichen Melanocyten-
untergangs ist unklar. Eine autoimmune Ursache wird vermutet - nicht zuletzt, da diese
Erkrankung oft in Verbindung mit anderen autoimmunen Krankheiten (wie Lupus
erythematodes, Rheumatoider Arthritis, Psoriasis oder Diabetes mellitus) und autoimmunen
Endocrinopathien (z.B. Hypo- und Hyperthyreose, sowie Hypoparathyreoidismus) auftritt.
Auch das Vorhandensein von Antikorpern gegen Melanocyten und die grofle Priasenz von
cytotoxischen T-Zellen in den Hautldsionen sprechen stark fiir autoimmune Ursachen®”.
Aufgrund der familidren Hiaufung ist auch eine genetische Pridisposition anzunehmen, was
insgesamt zu einer multifaktoriellen, polygenischen Charakteristik fiihrt™*. Bei Vitiligo-
Patienten werden viele humorale und zellmediierte Aberrationen des Immunsystems
beschrieben, wobei das Auftreten von organspezifischen Autoantikorpern auch ohne
klinische Manifestation einer Autoimmunerkrankung haufig ist. Patienten mit diesem Befund
haben ein erhohtes Risiko, spéter eine subklinische oder offene Autoimmunkrankheit zu
entwickeln™”.

Neben den topisch zu applizierenden Immunmodulatoren Psoralen, Tacrolimus und
Pimecrolimus wird auch Calcipotriol in der Therapie angewendet. Ebenso versucht man oft
und relativ erfolgreich eine Kombinationstherapie mit Breitband UV-A oder eine

Monotherapie mit Schmalband UV-B .

Wirkungen auf zelluldrer Ebene

Man vermutet bei Melanocyten VDR und schreibt dessen Liganden die Féhigkeit zu, die

Melanogenese anzuregen®*

. Weitere spezifische Einfliisse auf die Abldufe im Immunsystem
(v.a. auf die cytotoxischen Effekte gegen Melanocyten), die Vitiligo begleiten, sind nicht
untersucht; die weitreichenden Wirkungen der VDR-Liganden auf das Immunsystem lassen

aber noch viel Raum fiir mogliche Effekte.

593 Ongenae et al., 2003; Gauthier et al., 2003
594 Genaueres zum Wissen tiber Vitiligo bei Grimes, 2005.
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596 Grimes, 2005



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 124

Therapieversuche

Calcipotriol wurde einerseits in Kombination mit UV-Therapie, andererseits zusammen mit
dem Cortisonderivat Clobetasol angewendet. Letzteres® wurde morgens, Calcipotriol
abends aufgetragen, was bei zehn der zwolf beobachteten Patienten (entspr. 83%) zu einer
durchschnittlich 95%igen Reduktion der depigmentierten Flidchen fiihrte. Die Ergebnisse der
UV-Kombinationstherapie (UV-A und nicht, wie oben als Einzelterapie, UV-B!) waren
uneinheitlich; zwei Studien zeigten ohne Nebenwirkungen gute Erfolge bei Kindern und
Erwachsenen™®, einige weitere aber konnten nur minimale Besserung feststellen™”. Die
Wirksamkeit von UVB-Therapie mit 311 nm Wellenldnge wurde auch beschrieben®® hier
zeigte die Kombination mit Calcipotriol aber keine zusitzliche Verbesserung®'.

Um die Ursachen dieser uneinheitlichen Ergebnisse zu kliren sind weitere Untersuchungen
notig und sinvoll, da keine der bisher angewendeten Therapiestrategien optimal wirkt und
Vitiligo eine Hauterkrankung ist, die mit einer der hochsten psychischen Belastungen des

Patienten einhergeht®?,

4.4.4. Hauterkrankungen ohne ursichliche Beteiligung des
Immunsystems

Die im folgenden besprochene Krankheit fillt aus dem Rahmen der bisher behandelten
Hauterkrankungen, da sie keine wurséchliche und kaum sekundéire Beteiligung des
Immunsystems aufweist. Acanthosis nigricans soll hier beispielhaft in Vertretung vieler
Krankheiten besprochen werden, die sekundar das Teilungs- und Differenzierungsverhalten
von Keratinocyten und Fibroblasten beeinflussen, und fiir die es noch spérlichere (Vitamin D

betreffende) Literatur gibt.

Acanthosis nigricans

Grundlagen

Unter der Bezeichnung Acanthosis nigricans (A.n.) fasst man eine grofle Gruppe von
Hauterkrankungen unterschiedlicher Atiologie zusammen. Klinisch zeichnen sie sich durch

Hyperpigmentierung und Papillomatose v.a. an Achseln, Nacken, Genitoanalbereich,

597 Travis & Silverberg, 2004

598 Parsad et al., 1998; Ermis et al., 2001
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Ellbeugen und Kniekehlen aus und werden in benigne und paraneoplastische, maligne
Formen (welche Adenokarzinome begleiten) unterteilt.

Die benignen Formen konnen (in seltenen Fillen) autosomal dominant vererbt sein, im
Zusammenhang mit anderen Fehlbildungssyndromen auftreten, von endokrinen Stérungen
abhingen oder medikamentds bedingt sein.

Zwischen 12 und 30 Jahren steht dieses Krankheitsbild v.a. mit ursidchlicher Fettleibigkeit,
daraus folgender Insulinresistenz des Types A (Dysfunktion der oder Mangel an Insulin-
rezeptoren®?), Hyperinsulinismus und Diabetes Typ 2 in Verbindung®, wobei auch eine
positive Korrelation der Hautsymptome mit diesen Storungen zu beobachten ist®”. Die
Bezeichnung 'Pseudoacanthosis nigricans', die frither hierfiir verwendet wurde, ist
mittlerweile veraltet. Die Lasionen zeigen neben Papillomatose und Acanthose auch weiche
Hyperkeratose, welche hauptsidchlich fiir die braunliche Farbe der unscharf begrenzten
Areale verantwortlich ist. Die Keratinocyten und Fibroblasten proliferieren hier als Reaktion
auf die vermehrte Bindung von Insulin an den IGFR®®. Die Haufigkeit dieser Form von A.n.
ist noch relativ gering, konnte aber zunehmen, da auch die Zahl der fettleibigen Jugendlichen

mit Typ 2 Diabetes zunimmt®”.

Therapeutische Effekte von VDR-Liganden

Da die A.n. hdufig Symptom einer Grunderkrankung in einem anderen Bereich ist, muf} auch

der Schwerpunkt der therapeutischen Bemiihungen dort liegen. Beispielsweise ist also die
oben genauer beschriebene Form der Erkrankung hauptséchlich durch Gewichtskontrolle und
Verianderung der Lebensgewohnheiten zu bekdmpfen, da mit zuriickgehender Fettleibigkeit
auch der Hyperinsulinismus und damit die Hautverdnderungen verschwinden®®,

Generell aber konnen diese Art von Hautverdnderungen symptomatisch auch mit VDR-
Liganden behandelt werden, da Calcitriol die Differenzierung der Keratinocyten fordert und
ihre Proliferation hemmt (s.o0.). Dariiber hinaus gibt es Berichte, dass topisch appliziertes
Calcipotriol effektiv gegen A.n. wirkt, indem es hyperkeratotische und papillomatose

Hautveranderungen reduziert .
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5. Tumortherapie

Seit der Entdeckung der Expression von VDR's auf Kulturen humaner Brustkrebszellen 1979

 wurde intensiv an der Untersuchung der Wirkungen von Calcitriol auf

durch Eisman®
Tumore gearbeitet. 1981 lieferte Colston den ersten Beweis fiir die Fahigkeit des D-
Hormons, das Tumorwachstum auch in nanomolaren Konzentrationen zu verhindern: er

beobachtete dies an kultivierten Melanom-Zellen®!!

. Epidemiologische Studien zeigten iiber
lange Zeitrdume einen deutlichen Zusammenhang zwischen Parametern, die dem
Versorgungsgrad mit VD zugeordnet sind, und verschiedenen Aspekten der Tumore.
Beispielsweise existiert eine Verbindung zwischen der Jahreszeit der Tumordiagnose und
dem Krankheitsverlauf (mit negativerer Prognose bei Diagnosestellung in Winter oder
Friithjahr)®'2, Vergleichbar hiermit ist das Ergebnis einer anderen Studie, die nach der
Diagnose eines Hauttumors das Risiko verschiedener, nicht UV-induzierter Tumor-
erkrankungen untersuchte; diese traten bezogen auf den Bevolkerungsdurchschnitt deutlich
seltener auf. Da die Frage, ob die an Hauttumor Erkrankten Raucher waren (da Rauchen ein
deutlicher Risikofaktor fiir die Erkrankung an Hautkrebs ist), aufgrund des Datenmangels
keinen direkten Eingang in die Studie fand, sollte dieses Ergebnis durch weitere
Untersuchungen kontrolliert werden®".

Calcitriol fordert die Differenzierung bei verschiedensten Zellarten und hemmt bei einem
breiten Zellspektrum die Proliferation, weswegen es fiir den Einsatz in der Tumortherapie
optimal geeignet scheint. Sehr viele Tumorzellarten exprimieren VDR (was eine Grund-
vorraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz von Calcitriol und dessen Analoga ist) und
zeichnen sich gerade durch ihre geringe Zelldifferenzierung und ihr unkontrolliertes
Wachstum aus — Charakteristika und Fahigkeiten, die es zu unterbinden gilt, will man im
Kampf gegen das Geschwulst erfolgreich sein.

Die Therapie von Tumoren erfolgt i.d.R. durch eine Kombination verschiedener Pharmaka.
Differenzierungsfordernde Stoffe wie Calcitriol konnen Tumorzellen fiir die cytotoxische
Wirkung anderer Chemotherapeutika sensibilisieren, was in vielen in vitro- und in vivo-

Studien getestet wurde. Calcitriol verstérkt in vitro®* und in vivo®” die Anti-Tumor-Effekte
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von Chemotherapeutika wie Cisplatin, Paclitaxel und Adriamycin. Bei der Kombination von
Calcitriol mit Gefitinib liegen neben in vitro und in vivo beobachteten synergistischen
Wirkungen auch schon die Ergebnisse einer klinischen Studie der Phase I in der Anwendung
an refraktorischen soliden Tumoren vor. Ein zusatzlicher Phase I-Versuch in erweiterer
Kombination mit Dexamethason wird gerade durchgefiihrt®’®, Auch die Kombination aus
Gemcitabine und Paricalcitol wurde bereits an Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren in
einer Phase I Studie getestet, wobei das D-Analog nur leichtere Nebenwirkungen
verursachte®'’.

Zusammenfassend bietet sich VD fiir die Kombinations- oder Sequenztherapie von Tumoren
an, wobei einzelne klinische Studien die Phase I durchlaufen oder bereits abgeschlossen sind.
Auf genomischer Ebene wurde bei vielen verschiedenen Tumoren eine grofle Anzahl von
VD- regulierten Genen identifiziert (s. Tab. 8). Von der Relevanz dieser Gene fiir die
Wirksamkeit von Calcitriol bei verschiedenen anderen Karzinomen kann (abhidngig vom
Expressionsmuster des jeweiligen Geschwulsts) weitgehend ausgegangen werden.

Die 24-OHase wird als potentielles Oncogen angesehen, da Mutation und Tumorprogredienz
oft mit einer Uberexpression dieses Enzyms verbunden sind®®®. Sie ist auch im Hinblick auf
die Proliferationshemmung von aus Tumorgewebe gewonnenen Endothelzellen interessant:
durch epigenetische Regulation (Methylierung der DNA) wird die Expression des Enzyms,
die in Reaktion auf Calcitriol erfolgt, gehemmt®”. Die Bildung des RXR-VDR-Komplexes
und seine Translokation in den Zellkern allerdings erfolgt in Tumor- und unverinderten
microvaskuldren Endothelzellen in gleichem Umfang®’. Insgesamt aber zeigt das Endothel
aus Tumoren bei Kontakt mit Calcitriol eine deutlich stirkere Proliferationshemmung als
solches aus gesundem Gewebe. Diese Wachstumshemmung auf Gefdlebene mag einen
weiteren Beitrag zum gesamten antiproliferativen Wirken von Calcitriol auf Tumore

haben®?!.
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Tabelle 8

Auflistung der durch Calcitriol regulierten Gene epithelialer Tumore.

In der Transkription hochregulierte Gene

Prostata Colon Brustdriisen Keratinocyten/SCC
p21 p21 p21 TGase 1
p27 p27 p27 Involucrin
IGFBP-3 E-cadherin TGF-B1 24-OHase
IGFBP-5 Z0-1 HoxB4 IL-10R
E-cadherin 70-2 IGFBP-3 PLC-B1
DUSP-10 24-OHase IGFBP-5 PLC-yl1
TRRI1 CATI1 24-OHase PLC-51
SOD2 CAT2 TGF-p1
AR c-Jun Calcium-Rezeptor
24-OHase JunB c-Fos
Metallothioneine JunD VDUPI
FREAC-1/Fox1 Protease M
ZNF-4/KOX7 Cystatin M
Plectin Amphiregulin
Filamin Stromelysin 1
K13 Kollagenase 1
Kallikrein 10
Protease M
In der Transkription herunterregulierte Gene
Prostata Colon Brustdriisen Keratinocyten/SCC
CDK2 c-myc CDK2 EGF-R
MMP-2 PPARS CDK4 c-myc
Tef-1 Cyclin D1 K16
CD44 Cyclin A SCCA
Cyclin D1 Cyclin D3 CARBPH
Cyclin E c-myc N-cadherin
CDK2 MMP-9
CDK6

Nach: Nagpal et al., 2005
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5.1. Prostata

Die Wirkungen von Calcitriol und VD-Analoga auf die Zellen der gesunden und der
karzinomatdsen Prostata gehdren zu den am besten untersuchten Effekten des D-Hormones
im Bereich der Tumore. Da die vorhandene Literatur duferst umfangreich ist®” und das
Wissen noch immer stark wachst, muB3 sich diese Arbeit aus Platzgriinden auf die Darstellung

der wesentlichen Aspekte beschrianken

5.1.1. Grundlagen

Prostataadenom

Gutartige VergroBlerungen der Prostata (benigne Prostatahyperplasie, BPH) erfolgen durch
numerische Zunahme der Zellen und Driisen des Stromas und sind die haufigste Ursache von
Storungen der Blasenentleerung bei Ménnern. Die VergroBBerung beginnt zwischen dem 40.
und 50. Lebensjahr und verlduft langsam und schubweise, wodurch erst nach Jahren erste
Anzeichen (verzogerter Miktionsbeginn und Abschwichung des Harnstrahles) feststellbar
sind. Die genaue Ursache des Ablaufes ist unbekannt; diskutiert werden jedoch die
Anhdufung von Sa-Dihydrotestosteron in der Prostata, die Verschiebung des Androgen-
Ostrogen-Quotienten zugunsten der Ostrogene und eine verinderte Interaktion zwischen
Prostataepithel und -stroma. Die Regulation des Prostatawachstums erfolgt iiber androgen-
abhingige und androgen-unabhingige Faktoren®® und bezieht Stroma- und Epithelzellen mit
ein®®,

Die klinische Manifestation wird in drei Stadien eingeteilt, wobei sich die Erkrankung von
volliger Kompensation ausgehend bis zum totalen Harnverhalt oder der Entstehung einer
Uberlaufblase mit Hydronephrose und fortschreitender Niereninsuffizienz entwickeln kann.
Zur Diagnosestellung sind die rektale Untersuchung, Restharnbestimmung und Ultraschall
gebrauchlich. Auch die Bestimmung von PSA (Prostata-spezifischem Antigen) wird
durchgefiihrt. PSA ist ein flir die Prostata spezifisches Glycoprotein, das bei Prostatitis,
Prostatahyperplasie und Prosatakarzinomen erhoht ist, und als Tumormarker dient.

Statt der chirurgischen Prostataadenomektomie kann hier oft auch eine konservative

Therapie gewdhlt werden, in der dekongestiv wirkende Phytotherapeutika (zur Linderung

622 Uberblick geben Feldman et al., 1995; Miller, 1998; Kontey & Getzenberg, 2002; Chen & Holick,
2003; Krishnan et al., 'Inhibition of prostate cancer growth...', 2003; Krishnan et al., 'The role of vitamin
D..., 2003; Beer & Myrthue, 2004; Stewart & Weigel, 2004; Trump et al., 2004; Krishnan et al., 2005.
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der Symptomatik), Sa-Reduktasehemmer (z.B. Finasterid) und Alpha-1-Rezeptorenblocker

(z.B. Alfuzosin) eingesetzt werden.

Prostatakarzinom

Nach Hauttumoren sind Tumore der Prostata bei Mannern in den USA die zweithdufigste Art
der Tumorerkrankung und haben die zweite Stelle in der Haufigkeit der Todesfille in

Tumorfolge inne®®

. Auch in Europa ist dieses Karzinom der hédufigste maligne Tumor bei
Mainnern. Das Geschwulst tritt v.a. zwischen dem 50. und dem 70. Lebensjahr auf und
erscheint klinisch im Regelfall als solide, derbe Umfangsvermehrung, die sich zunichst
innerhalb der Prostata, spéter auch in deren Umgebung ausweitet. Nur selten befallt sie auch
Rektum, Harnblase und Harnleiter, wobei die Metastasierung lymphogen in die regionédren
Lymphknoten oder hdmatogen in die Leber, die Lunge und das Skelett erfolgt. Man
unterscheidet das androgen-abhingige vom androgen-unabhédgigen Prostatakarzinom,
welches sich ohne die Einwirkung von Androgenen weiterentwickelt. Oft werden aus
androgen-abhdngigen Prostatatumoren im Lauf der Therapie androgen-unabhingige

Geschwulste, was deren Therapie wesentlich schwieriger gestaltet®®,

Symptomatisch
unterscheidet sich das Karzinom von der Hyperplasie erst in fortgeschrittenen Stadien, in
denen die Infiltration und Metastasen fiir klinische Anzeichen sorgen.

Diagnostisch kommen zu den oben bei der Prostatahyperplasie aufgefiihrten Verfahren hier
die Biopsie zur Prostatazytologie und ein Blutbild hinzu, um die Hyperplasie vom Karzinom
abzugrenzen; bei Feststellung eines Karzinoms ist die Suche nach Metastasen durch Rontgen
(v.a. Lunge), Computertomographie (CT) , Knochenszintigraphie und Magnetresonanz-
Tomographie (MRT) erforderlich. Die Bestimmung von PSA kann im Verlauf der Therapie
prognostisch geniitzt werden: ein Abfall von PSA steigert die Uberlebenschance und
bescheinigt einen Therapieerfolg. Allerdings liegt bei ca. 50% der iiberlebenden Patienten
kein deutlicher Abfall des Markers vor, was seine Bedeutung etwas schmailert®”’. Neben dem
PSA ist auch der PTH-Spiegel von Interesse: hohe Werte kommen bei Prostatakarzinomen
hiufig vor und sind negativ mit der Uberlebensrate assoziiert. Ebenso stehen sie in
Verbindung mit erhéhter Morbiditit des Kardiovaskular- und des Skelettsystems — v.a. im
Hinblick auf das Risiko pathologischer Frakturen®®.

Die Therapie ist tiblicherweise in den Anfangsstadien eine radikale Prostatektomie mit

regionaler Lymphknotenausraumung und/oder Bestrahlung; bei spiter Entdeckung und

625 Hellerstedt & Pienta, 2002
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fortgeschrittenen Stadien erfolgt der Entzug ménnlicher Sexualhormone durch Orchiektomie
oder medikamentell durch GnRH-Analoga bzw. Antiandrogene. Die Prognose ist bei
rechtzeitiger und erfolgreicher Operation (OP) gut (90% Heilung), spédter je nach

Metastasierungsgrad méfig bis ungiinstig.

Abbildung 24
Calcitriol reguliert das Wachstum von Prostatazellen. Die Beeinflussung verschiedener Gene fiihrt zu Apoptose,
Differenzierung und Blockade des Zellzyklus.

12,25(0H),D, 25 (OH)D .
\ ’ 3\ Prostate Cell
\ (OH)D, 1!1}25(01'!)2 y
\
\ Mitocho
’
% j
5 =
\ ,’ Nucleus
A 4
Bcl-2 10,25 (OH)D ] —
B cl-X
ch:l-‘lL VDR )EXR‘) Gene Transcription
BAGAL :
XIAP Apoptosls Cell-cycle
clAP2

Differentiation CDK2, p21, p21, p53
\ PSA, AR Ki67, E-C adherin
e

Abkiirzungen: AR = Androgen-Rezeptor; PSA = Prostata-spezifisches Antigen; RXR = Retinoid-X-Rezeptor;
VDR = Vitamin D Rezeptor.

Nach: Holick, 2006

5.1.2. Die Rolle von Vitamin D bei Prostatavergrof3erungen

5.1.2.1. Entwicklung der Prostata

Die Entwicklung, das Wachstum und die Erhaltung der Prostata geschehen unter dem

mafgeblichen Einflu der Androgene. Sie sind in diesen Bereichen die treibende Kraft, und
wenn sie nicht (mehr) auf das Prostatagewebe wirken, so findet eine Involution desselben
statt. Dennoch spielt auch Calcitriol eine Rolle in diesem ProzeB3, da die Prostatazellen iiber
VDR's verfiigen. VD erhélt wohl einerseits den differenzierten Zustand der Prostata und ihrer

Zellen, andererseits schiitzt es sie vor iiberméBiger Proliferation (s. Abb. 24)%,

629 Schwartz, 2005
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5.1.2.2. Vitamin D Rezeptor und Vitamin D Metabolismus

Die Expression des VDR in der normalen, vergroBBerten und tumords entarteten Prostata legt

die Vermutung nahe, dass v.a. Prostatakarzinome ein moglicher Wirkort von Calcitriol und
seinen Analoga, und somit ein lohnendes Therapieziel fiir VD sein konnten®.

Auch stellte man fest, dass die Zellen der Prostata la-Hydroxylase bilden®', wobei die
Expression dieses Enzyms hier unter einer andersgearteten Kontrolle als in den Nieren steht.
Die Regulation ist in der Prostata weniger prézise, da weder PTH noch der Ca*'-Spiegel
EinfluB nehmen und nur eine Endprodukthemmung bisher bewiesen ist**. Durch EGF, einen
primdren Regulator des Prostatazellwachstums, wird die Synthese der 1a-OHase gesteigert.
Diese Reaktion geht bei tumordsen Zellen verloren, was auf eine Dysregulation des Enzyms

t%°, Nur gesunde

in der natiirlichen Entstehungsgeschichte von Prostatatumoren hinweis
Zellen synthetisieren zuverldssig groflere Mengen Calcitriol, wéhrend in der tumordsen
Prostata diese Fihigkeit teilweise verschwindet®®. Das hingt mit der Expression des
Oncoproteins GFI-1 ('growth factor independent-1') in Tumorzellen zusammen, da es die
Transkription der 1a-OHase hemmt®”.

Calcitriol wirkt also in der Prostata als autokriner Faktor, weswegen es v.a. vom
Serumspiegel von 25(OH)D; (dem Substrat der 1a-OHase) abhédngt, und nicht primir vom
Spiegel des aktiven 1a,25(OH).D;. Aufgrund der in bereits entstandenen Tumorzellen oft
geringen Aktivitit der lo-OHase ist der Wert von 25(OH)D; im Hinblick auf das
Prostatakarzinom v.a. ein prophylaktischer, da es die Zelldifferenzierung erhilt und
tibermaBiger Proliferation entgegenwirkt.

Die Prostatazellen bilden neben der 1a-OHase als weiteres Enzym des VD-Metabolismus die
24-Hydroxylase®¢. Diese wird in Reaktion auf Calcitriol in normalen und in primédren
tumordsen Prostatazellen vermehrt exprimiert; in progredienten Phasen der Tumor-
entwicklung erfolgt eine Uberexpression®”’. Nicht alle Tumorzelllinien exprimieren die 24-
OHase®*, und diese reagiert auch nicht immer in gleicher Weise auf die Anwesenheit von
Calcitriol®®®. Der Unterschied in der Reaktion scheint auf einer epigenetischen

Transkriptionsregulation des Enzyms zu beruhen: durch Methylierung der DNA ist in
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differenzierten Zellen die Transkription und folglich auch die Enzymaktivitit gehemmt®®,

Zusitzlich existieren Polymorphismen des 24-OHase-Gens, die (ebenso wie die Behandlung
der Zellen mit Calcitriol) wohl das Splicing der 24-OHase mRNA beeinflussen, was
wiederum die enzymatische Aktivitét des Produkts mitbestimmt®'.

Durch ihre unterschiedliche Aktivitit der 24-OHase zeigen nicht alle Zellinien gleich starke
Reaktionen auf Calcitriol**: z.B. ist die wachstumshemmende Wirkung des D-Hormons
umgekehrt proportional zur Aktivitit der 24-Hydroxylase®?. Die Aktivitit dieses Enzyms
lasst sich durch Inhibitoren der Cytochrom P450-Enzyme (wie z.B. Ketoconazol) hemmen,
was die Inhibitoren fiir einen kombinierten Einsatz mit VDR-Agonisten empfiehlt, da sie

644

deren Wirkung steigern; ein Effekt, der schon in vitro beobachtet wurde®. Allerdings ist bei
der Wahl der VDR-Agonisten zu beachten, dass auch die Aktivitit der la-OHase durch die
Anwendung der Inhibitoren beeinflusst wird.

Die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf andere Tumorarten muf} noch gepriift werden, sie

ist aber denkbar, wenn die Enzyme fiir den VD-Stoffwechsel vorhanden sind.

5.1.2.3. Wirkungen auf zelluldrer Ebene

An die Entdeckung des VDR in der Prostata schlossen sich Versuche an, in denen Calcitriol
und dessen Analoga zunidchst in vitro die Proliferation von Zelllinien (der gesunden

5 und des Prostatakarzinoms®¢), sowie von priméren Epithelzellen (der gesunden,

Prostata
hyperplastischen oder tumordsen Prostata®’) verhinderten. Dieses Potential zeigt sich ohne
Verbindung zur mdglichen Androgen-abhéngigkeit der Zellen und beruht auf Mechanismen,
die teilweise androgen-abhingig, teilweise androgen-unabhingig arbeiten®®, was eine
Kombinationstherapie mit Antiandrogen erschwert. Die Reaktion der Zellen auf Calcitriol
fallt beim benignen Zelltyp und beim malignen Zelltyp nicht gleich aus. Das hingt mit der
Rekrutierung von Koaktivatoren zusammen®”’, welche auf der Basis des verdnderten lokalen
Milieus unterschiedlich erfolgt.

Die vielseitigen Wirkungen®° schliefien einen Wachstumsstopp der Zellen in der Go/G; Phase

des Zellzyklus, Apoptose, Differenzierung der Tumorzellen, Hemmung der in-vivo-
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Angiogenese und Interaktionen mit dem Signaliibertragungsweg von Androgenen ein. Die
proliferationshemmenden Effekte von Calcitriol bleiben allerdings bei Koinkubation von
Zellen des Prostatakarzinomes und lebendem Knochengewebe aus; hier erfolgt in Reaktion
auf Calcitriol im Tumorgewebe eine Proliferationssteigerung. Diese laft sich durch die
Zugabe des Resorptionshemmers Pamidronate oder eines MMP-Inhibitors verhindern, was
fiir die Entwicklung eines Einzeltherapeutikums auf Calcitriolbasis bedeutsam sein kann.
Auch wird das als Hinweis auf die proliferationsfordernde Wirkung der Osteoclastenaktivitét
und des Knochenstoffwechsels gewertet, der durch Calcitriol angeregt wird. Das sucht man
folgendermallen zu erkldren: nach Calcitriolgabe konnte es zur proteolytisch bedingten
Freisetzung oder Aktivierung von Wachstumsfaktoren aus dem Knochengewebe kommen,

t%!. Genaueres iiber die funktionalen

was wiederum die Tumorzellen zum Wachstum anreg
Hintergriinde dieses Effektes ist allerdings noch nicht bekannt.

Uber die molekularen Mechanismen des eintretenden Wachstumsstopps und die Zielgene von
Calcitriol beginnt man Informationen zu sammeln®? (s. Abb. 24). Es zeichnet sich ab, dass
die anti-Tumor-Wirkung hier durch einen hemmenden Einflu auf den Prostaglandin-
stoffwechsel erfolgt. Prostaglandine spielen eine Rolle im Entstehen und Fortschreiten von
Prostatakarzinomen; durch Calcitriol aber wird ihre Bildung gehemmt und ihr Abbau

beschleunigt®,

In primdren Kulturen von Prostatazellen zeigt sich aullerdem das
antioxidative Potential von Calcitriol: hier wird die Bildung der Thioredoxin Reduktase 1
und der Superoxid Dismutase (SOD) 2 angeregt. Diese Metallothioneine haben wohl
antiapoptotische Aktivitdten und werden (im Gegensatz zur in gesunden Zellen erfolgenden
Hochregulation) in Tumorzellen durch das D-Hormon herunterreguliert. Das konnte einen
Teil der porapoptotischen Wirkung von VD auf Tumorzellen und der antiapoptotischen
Effekte auf gesunde Zellen erkldren®.

Neben den Effekten auf Prostatakarzinome sind Calcitriol und seine Analoga (z.B. BXL-628)
auch bei der BPH wirksam. Es gelang in vitro und in vivo, die durch Wachstumsfaktoren
stimulierte Proliferation der Prostata zu hemmen®”, und ein kleiner Versuch mit BPH-
Patienten flihrte bei ausgezeichneter Vertraglichkeit zu einem Wachstumsstopp in der
Prostata®®. Zusétzlich lie sich durch BXL-628 in vitro und am Tiermodell die Produktion

proinflammmatorischer Cytokine stark reduzieren®’.

651 Herring et al., 2006

652 Genaueres zu den zelluldren Mechanismen und den beteiligten Genen ist auch bei Boyle et al., 2001;
Krishnan et al., 'Inhibition of prostate cancer growth...", 2003; Moreno et al., 2005 zu finden.

653 Moreno et al., 2005 fiihren dies genauer aus und nennen Literatur hierzu.

654 Krishnan et al., 2003

655 Crescioli et al., 2000; Crescioli et al., 2003; Adorini et al., 2006

656 Adorini et al., 2006

657 Crescioli et al., 2000; Crescioli et al., 2003; Adorini et al., 2006



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 135

5.1.2.4. Daten aus Tierversuchen

Ublicherweise erfolgt hier die xenogene Transplantation von tumordsen Prostatazellen oder
soliden Tumoren humanen Ursprungs auf immundefiziente Mause®®, doch auch die
Dunning-Ratte (ein Versuchsmodell, in dem Ratten MAT LyLu Zellen injiziert werden, die
Prostatakarzinome entstehen lassen) und das TRAMP-Maus-Modell ('transgenic
adenocarcinoma of mouse prostate') sind gebrduchlich. Die in Folge hoher Calcitrioldosen
auftretende Hypercalcdmie sucht man durch die Anwendung wenig calcidmischer VD-
Analoga zu umgehen®”,

Sowohl bei Mausen®” als auch bei Ratten®' zeigten sich VD-Analoga (z.B. KH 1060, EB
1039, QW-1624F,-2 und RO 26-9114) in der Lage, das Wachstum und die Metastasierung
von Prostatakarzinomen effektiv zu unterbinden, ohne deutliche Hypercalcdmie oder
Gewichtsreduktion zu verursachen. Zusétzlich zu ihren geringeren Nebenwirkungen zeigten
sie sich Calcitriol auch in ihrer Wirksamkeit gegen das Wachstum und die Metastasierung oft
iberlegen: Calcitriol biifite nach anfanglicher Wachstumshemmung im Versuchsverlauf oft
an Effizienz ein, weswegen am Versuchsende kaum noch Unterschied zur TumorgroBe bei
Kontrolltieren festzustellen war®”. Die Bildung des VD-VDR/RXR-Komplexes und seine
Translokation in den Zellkern bleiben im Lauf der Insensitivitidtsentwicklung unverindert,
doch kann der Wirkungsabfall zumindest teilweise auf die verringerte Transkriptionsaktivitét
des VD-VDR/RXR-Komplexes im Genom zurlickgefiihrt werden®®.

5.1.2.5. Daten aus der Humanmedizin

Studien

Generell ist die Umwandlung eines latenten Prostatakarzinomes in einen klinisch apparenten
Tumor auch von Umwelteinfliissen abhdngig - ein Problem, mit dem man sich in vielen
Arbeiten beschiftigt hat. Neben den Erndhrungsgewohnheiten®* (z.B. hemmt die reichliche
Aufnahme von Ca?* die Tumorentstechung, wohl weil Ca** die Wirkungen von VD

unterstiitzt) spielen hier auch andere Faktoren eine Rolle.
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Etliche epidemiologische Studien®® zeigen eine negative Korrelation zwischen der
Sterblichkeitsrate an Prostatakarzinomen und der UV-Licht Exposition®® (bzw.
vergleichbarer Parameter wie der Hautfarbe in Kombination mit der durchschnittlichen
Sonneneinstrahlung am Wohnort).

Die Ergebnisse einer Arbeit zeigen sogar, dass ein niedriger Serumspiegel von 25(OH)Ds
einen der groBten Risikofaktoren flir die Entstehung dieser Tumorart darstellt®’. Zusétzlich
zeichnet sich neuerdings auch eine Bedeutung verschiedener VDR-Polymorphismen fiir das

Risiko der Entstehung und des Fortschreitens von Prostatatumoren ab®®,

Klinische Versuche
Eine Pilotstudie, an der sieben Patienten mit einem Prostatakarzinom-Rezidiv teilnahmen,
beobachtete bei oraler Aufnahme von 0,5 bis 2,5 ug Calcitriol pro Tag, dass die Rate des
Prostata-spezifischen Antigens (PSA) bei sechs von sieben Teilnehmern signifikant sank®”.

Ein weiterer Einzeltherapieversuch im Rahmen einer klinischen Studie der Phasen I und II
priifte die Wirksamkeit von Paricalcitol an Patienten mit androgen-unabhingigen,
670

fortgeschrittenen Prostatatumoren
Effekt auf den PSA-Spiegel feststellen; der PTH-Spiegel aber sank in Reaktion auf

. Bei guter Vertrdglichkeit lie3 sich kein zuverldssiger

Paricalcitol signifikant. Die Bedeutung von Paricalcitol fiir die Reduktion von Skelettschdaden
bei Prostatakarzinomen mulf} noch weiter untersucht werden.
Auf der Basis anderer Versuche, die sich mit einer Kombination von Calcitriol und anderen

87 mit 37 Patienten statt, die an

Chemotherapeutika beschiftigten, fand eine klinische Studie
androgen-unabhéngigen Prostatakarzinomen litten. Hier wurde Docetaxel mit dem D-
Hormon (0,5 ug/kg oral) an einem Tag pro Woche sechs Wochen lang kombiniert, die
Teilnehmer erhielten eine Calcium-reduzierte Didt (400-500 mg Ca**/Tag) und muften
vermehrt Wasser aufnehmen. Die Kombination beider Mittel (mit hochdosierter und
intermittierender Anwendung von Calcitriol) war gut vertrdglich und der alleinigen
Anwendung von Doxecatel iiberlegen: sie erreichte bei 30 von 37 Teilnehmern eine
signifikante Verringerung von PSA. In einem &hnlichen Versuch zeigte sich die

intermittierende Anwendung von hochdosiertem Calcitriol in Kombination mit anderen

665 Nahezu 100 verschiedene Studien iiber Verbindungen zwischen VD und Prostatakarzinomen sind bei
Schwartz, 2005 zusammengefasst. Auch Garland et al., 2006 beschreiben etliche Studien.
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2003.
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Chemotherapeutika ebenfalls wirksam bei der Behandlung fortgeschrittener Prostata-
karzinome®?. Dies demonstriert den Nutzen einer Kombinationstherapie mit nicht-
calcimischen VD-Analoga bei Prostatakarzinomen, da Calcitriol die Wirksamkeit vieler
cytotoxischer Mittel gegen Tumore potenziert®”. Bei intermittierender Gabe hoher
Calcitrioldosen blieben bisher auch die iiblichen Nebenwirkungen aus, so dass sie als relativ
sicher und wirksam betrachtet wird®™.

Eine Arbeitsgruppe um Trump®” vollendete 2004 eine klinische Studie der Phase II tiber die
Kombinationstherapie von oral verabreichtem Calcitriol und Dexamethason in der
Behandlung von androgen-unabhéngigen Prostatakarzinomen. Auch hier zeigte sich bei 80%
der Teilnehmer eine signifikante Verlangsamung im Anstieg der PSA, und bei 34%
stabilisierte sich der PSA-Wert sogar oder sank. Die Kombination aus VD-Analoga und
nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAID's) wie Dexamethason wirkt vermutlich additiv
oder sogar synergistisch®®, da auch NSAID's alleine gegen Tumore wirken®’. In einem
anderen, vergleichbaren klinischen Versuch der Phase II allerdings war die Kombination aus
intermittierend verabreichtem, hochdosiertem Calcitriol und Dexamethason der Wirkung von
Dexamethason allein nicht deutlich iiberlegen. Dennoch wird diese Therapieform insgesamt
als sicher und wirksam bewertet®’,

Ein weiterer Kombinationsversuch, an dem 250 Patienten mit fortgeschrittenem
Prostatakarzinom teilnahmen, untersuchte die Wirkung einer gemeinsamen Anwendung von
DN-101 (einem hochkonzentrierten Calcitriol-Praparat in Tablettenform) mit Taxotere

). Diese

(einem mitosechemmenden Injektionspriparat mit dem Wirkstoff Docetaxel
Kombination verldngerte im Vergleich zur Gabe von Docetaxel und einem Placebo das
Leben der Patienten signifikant (um durchschnittlich 50%, was acht Monaten entspricht).
Auch scheint DN-101 vor den Nebenwirkungen der Chemotherapie zu schiitzen: schwere
Nebenwirkungen traten bei 41% der Teilnehmer auf, die neben Taxotere ein Placebo
erhielten; bei begleitender Gabe von DN-101 hingegen war die Rate mit 28% deutlich
niedriger. Allerdings lieferte die Kombination von DN-101 und Taxotere gegeniiber der
alleinigen Anwendung des Mitosehemmers geringfiigig hohere PSA-Spiegel, was erneut
bestitigt, dass dieser Marker nicht in jedem Fall als zuverlédssiges Prognostikum dienen kann.

Die intermittierend-hochdosierte Gabe von Calcitriol ist bei der Anwendung gegen Tumore
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673 Bernardi et al., 2001

674 Beer & Myrthue, 2004; Trump et al., 2004
675 Trump et al., 2004

676 Moreno et al., 2005

677 Hussain et al., 2003; Lin & Nelson, 2003

678 Trump et al., 2006

679 Beer, 2005



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 138

iiblich und fiihrte zu keinen nennenswerten spezifischen Nebenwirkungen.
Im April 2006 hat ASCENT-2 (eine sich anschlieende klinische Studie der Phase III mit ca.
900 Teilnehmern) begonnen, der eine Zulassung von DN-101 zur Kombinationstherapie mit

Taxotere bei Prostatakarzinomen folgen soll®®.

5.1.3. Perspektiven

Die Untersuchungen auf dem Gebiet der Effekte von VD im Einsatz gegen Prostata-

karzinome sind schon weit fortgeschritten und erstrecken sich z.T. bis in die klinische
Anwendung. Die zuverldssigen und vielversprechenden Ergebnisse lassen erwarten, dass 25
(OH)Ds oder Calcitriol (z.B. in Form von DN-101, s.0.) schon bald Eingang in die Standard-
kombinationstherapien dieser Tumore finden. Der prophylaktische Wert eines hohen
Serumspiegels von VD ist unbestritten, weswegen eine Kontrolle und ggf. Korrektur dieses
Parameters bei Ménnern mit hoherem Risiko eines Prostatakarzinoms sinnvoll wire.

Auf dem Gebiet der VD-Analoga sind aus der Arbeit an Tiermodellen beachtliche Effekte bei
der Therapie von Prostatakarzinomen bekannt; die getesteten Substanzen zeigen sich im
Vergleich zu Calcitriol wirksamer und riefen keine nennenswerten Nebenwirkungen
hervor®™. Da hier aber Daten aus klinischen Versuchen fehlen, wird wohl einige Zeit
vergehen, bis auch VD-Analoga hier Eingang in den alltidglichen Gebrauch in Kombinations-
therapien finden. Die vorliegenden Arbeiten lassen dies aber mittelfristig erwarten.

Aufgrund der guten Ergebnisse im Einsatz gegen BPH und chronische Prostatitis scheint es
auch auf diesem Gebiet empfehlenswert, Calcitriol und seine Analoga weiter auf ihre

Wirksamkeit und Vertraglichkeit zu testen und ihre klinische Verwendung anzustreben.

680 Pressemitteilung von Novacea, Inc., der Herstellerfirma von DN-101
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5.2. Mamma

5.2.1. Grundlagen

Brustkrebs ist die héufigste Tumorform und die zweithdufigste Todesursache bei
tumorkranken Frauen in den USA®®, Er tritt v.a. zwischen dem 45. und dem 70. Lebensjahr
auf und zeigt sich klinisch meist als schmerzloser, derber und hockriger Knoten, der oft mit
der Haut verwachsen und evtl. mit einem lokalen Odem verbunden ist. Diesem Erstbefund
eines fortgeschrittenen Tumors gehen auffillige Tastbefunde vorraus, die im Rahmen einer
Krebsvorsorgeuntersuchung gestellt werden konnen. Die Metastasierung erfolgt lymphogen
in die regiondren Lymphknoten (Lnn. Axillares et Retrosternales) oder als Fernmetastase
hdmatogen in Wirbelsdule, Becken, Leber, Lunge, Pleura und Ovarien. Histologisch ist eine
Unterscheidung in invasive und nicht-invasive Geschwulste moglich. Die Diagnose wird
tiblicherweise durch Inspektion, Palpation, Ultraschall, Mammographie und MRT gestellt,
worauf eine standardisierte Stadieneinteilung erfolgt.

Die Therapie erfolgt bei lokalen und kleineren Tumoren durch chirurgische Resektion des
Tumors und der zugehorigen Lymphknoten; bei groBeren Geschwulsten wird allerdings eine
Mastektomie vorgenommen. Die chirurgischen Mallnahmen begleitend verabreicht man
systemische Zytostatika und - beim Vorhandensein von spezifischen Hormonrezeptoren auf
den Tumorzellen — endocrin wirksame Mittel (Antidstrogene wie Tamoxifen oder
Progestagene). Zusétzlich ist eine Strahlentherapie sinnvoll.

Die Prognose ist aufgrund der frithen lymphogenen und hématogenen Metastasierung
generell méaBig: ca 50% der primir behandelten Frauen erleiden ein Rezidiv, und von diesen
sterben ca. 70% in den folgenden drei Jahren. Wegen der in dieser Zeit haufigen
Lokalrezidive und Fernmetastasen sollen in diesem Zeitraum postoperativ vierteljahrliche

Kontrolluntersuchungen erfolgen.

682 Jemal et al., 2002
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5.2.2. Die Rolle von Vitamin D

5.2.2.1. Entwicklung der Brustdriisen
Die Entwicklung der Brustdriisen erfolgt in der Pubertit aus Driisenkospen mit beginnenden

Gangsystemen, die in ihrer Anlage schon aus der prinatalen Phase stammen®®

. Die treibende
Kraft des Driisenwachstums mit Verldngerung und Verzweigung des Gangsystems und
Bildung von Driisenalveolen sind die Ostrogene, doch sind an dem komplexen Ablauf viele
Mechanismen beteiligt.

68 das wihrend der Entwicklung der Mamma

Eine wichtige Rolle kommt auch Calcitriol zu
an der Steuerung der Gangverldngerung, der Morphogenese der Aufzweigungen und der
Sensitivitdt manchen Hormonen gegeniiber beteiligt ist. Seine wesentliche Funktion liegt hier
in der negativen Wachstumskontrolle und Forderung der Differenzierung, was v.a. an

65 Die Expression von VDR erfolgt in allen wesentlichen Zelltypen

Maiusen erforscht wurde
der Brustdriise, aber nicht iiberall und immer in gleichem Malle: wihrend der Pubertét bilden
die stark proliferierenden Kappenzellen wenig VDR, die hochdifferenzierten basalen und
luminalen Epithelzellen des Gangsystems hingegen exprimieren viel VDR. Auch in den
anderen Phasen des schnellen Gewebeumbaus der Brustdriise (Schwangerschaft, Laktation
und darauf folgende Involution) wird vermehrt VDR gebildet, was auf die Rolle von
Calcitriol als ein Proliferation, Apoptose und Differenzierung steuerndes Hormon hinweist.

Die Bedeutung von VD und VDR in der Kontrolle der Brustdriisenentwicklung zeigt sich
auch bei VDR -/- Miusen: diese entwickeln schwerere, schneller wachsende und schneller
Verzweigungen anlegende Mammae. Sie reagieren auf Progesteron und Ostrogen mit

68 Auch zeigen Organkulturen von WT-M4iusen in

starkerem Brustwachstum als WT-Méiuse
Reaktion auf die Inkubation mit Calcitriol eine Inhibition der Verzweigung, die bei VDR -/-
Kulturen ausbleibt. VDR -/- Miuse zeichnen sich in der Schwangerschaft durch schnelleres

Wachstum der Mammae und nach der Laktation durch deren verlangsamte Involution aus®’.

683 Einen Uberblick iiber dieses umfangreich Thema geben Narvaez et al., 2001; Welsh et al., 2002.
684 Welsh, 2006 fasst zusammen.

685 Zinser & Welsh, 'Effect of vitamin D; receptor...", 2004

686 Zinser et al., 'Vitamin Ds receptor ablation...", 2002

687 Zinser & Welsh, 'Accelerated mammary gland...", 2004
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5.2.2.2. Vitamin D Rezeptor und Vitamin D Metabolismus

Der VDR wird im gesunden Brustdriisengewebe in basalen und luminalen Epithelzellen,

Kappenzellen und Stromazellen exprimiert, wobei man ihn bei differenzierten Zellen in
grofBerer Menge nachweist als bei proliferierenden®. Auch in fast allen Zelllinien von
Mammakarzinomen, in karzinogen-induzierten Tumoren der Mamma von Ratten und in
priméren Brustdriisentumoren wird er exprimiert®. Je nach Untersuchung waren 75-95% der
untersuchten Zelltypen VDR-positiv®. Im Gewebe von Mammakarzinomen findet man
sogar noch hohere VDR- und RXR-a-Konzentrationen als im normalen Brustgewebe®', und
nur wenige, stark metastasierende Tumorzelllinien bilden keine VDR®*?,

Wie die Zellen der Prostata sind auch die Zellen der gesunden und der tumorésen Mamma
zum VD-Metabolismus®® befahigt: sie exprimieren die 1a-OHase und (so wie die meisten
VD-Zielgewebe) die 24-OHase®*. Letztere muB hier als Oncogen gewertet werden, da sie in
Tumorzellen amplifiziert vorliegt® und eine hohe Aktivitit des zugehérigen Enzyms
verspricht. So sorgen Tumorzellen der Brustdriisen fiir ein an Calcitriol armes lokales Milieu,
das ihrem Wachstum Vorschub leistet.

Wie in der Prostata kann Calcitriol auch in der Mamma durch lokale Produktion in hoher
Konzentration vorliegen und hat eine autokrine Funktion inne, die es in Abhingigkeit vom
Serumspiegel von 25(OH)Ds; ausiibt. Dies zeigt sich auch daran, dass die wachstums-
hemmende Wirkung von Calcitriol auf die transformierten und nicht-transformierten Zellen
der Mamma sich erst bei Konzentrationen zeigt, die die im Serum erreichten weit
tiberschreiten; 25(OH)D; aber kann in physiologischen Konzentrationen von 35-50 nmol/L
diese Wirkung ausiiben®®.

Die la-OHase wird in den transformierten und nicht-transformierten Brustdriisenzellen in
verschiedenen Splicing-Varianten gebildet (sog. alternatives Splicing). Das konnte die
enzymatische Aktivitit des entstehenden Proteins maBlgeblich beeinflussen und so den
Unterschied in der Enzymaktivitdt und somit auch Schwankungen im lokalen Calcitriol-

Spiegel erkldren®”.

688 Zinser et al., 'Vitamin Ds receptor ablation alters...', 2002

689 Eisman et al., 1979; Friedrich et al., 1998

690 Welsh, 2004

691 Bortman et al., 2002; Friedrich et al., 2002

692 Mehta et al., 2003

693 Eine Zusammenfassung des VD-Metabolismus in Mammazellen findet sich auch bei Welsh, 2004.
694 Friedrich et al., 2000; Friedrich et al., 2003

695 Albertson et al., 2000

696 Welsh, 2004

697 Diesing et al., 2006
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5.2.2.3. Wirkungen auf zelluldrer Ebene®®

Calcitriol und seine synthetischen Analoga haben in vitro die Proliferation von Zellen des
Mammakarzinoms verhindert und in vivo die Tumorprogression gestoppt®. Dabei wirkt
Calcitriol sowohl auf den Ostrogen-Rezeptor (ER)-positive (MCF-7, T-47D, ZR-75-1 und
SKBR-3), als auch auf ER-negative (BT-20, MDA-MB-231, MDA-MB-435 und SUM-
159PT) Zelllinien™®. Lediglich bei VDR-negativen, hochmetastatischen Zelllinien des
Mammakarzinoms sind die Wirkungen nicht konstant, was die Bedeutung des VDR in der

™ Dies beschreiben auch Versuche mit xenotransplantierten

Effektvermittlung zeigt
Mammatumoren aus VDR -/- Miusen und solchen aus WT-Maiusen: erstere reagierten
deutlich schwicher auf EB1089 als die Tumore aus WT-Maiusen. Hierdurch 148t sich der
Wirkschwerpunkt von VD und seinen Analoga auf direkte, VDR-vermittelte Effekte an den
Tumorzellen (und nicht auf umgebende Zellen wie Fibroblasten und Endothelzellen)
einschrinken’. Ferner steigern Calcitriol und VD-Analoga die Cytotoxizitdt anderer
Pharmaka wie Doxorubicin, Paclitaxel und Adriamycin in vitro und erhoéhen auch die
Wirksamkeit der Bestrahlung von Tumorzellkulturen™”.

Obwohl man die genauen Mechanismen der Wachstumshemmung noch nicht kennt,
beschreiben die Arbeiten einen langanhaltenden Effekt, der den Wachstumsstopp in der
Go/G; Phase des Zellzyklus einschliet (wohl durch die Blockade einiger dafiir notiger
Enzyme™ und die Induktion anderer, proliferationshemmender Enzyme wie Prohibitin)
und sich auf tumordse Zellen beschriankt, da gesunde Zellen der Mamma keine deutliche

706 - Auch beobachtet man in vitro’” und in vivo’® nur an

Inhibition der Proliferation zeigen
Tumorzellen eine Apoptoseinduktion™ (mit Hemmung von éstrogen-mediierten und anderen
Signalen, die durch Wachstumsfaktoren vermittelt werden und das Uberleben der Zellen

fordern”?), eine Hemmung der Angiogenese’! und Induktion von Markern der

698 Welsh, 2006 fasst zusammen.

699 Bortman et al., 2002; Pinette et al., 2003

700 Nagpal et al., 2001; Flanagan et al., 2003; Pinette et al., 2003

701 Mehta et al., 2003

702 Valrance et al., 2006

703 Sundaram & Gewirtz, 1999; Sundaram et al., 2000; Wang, Q., et al., 2000; Chaudhry et al., 2001

704 Genaueres iiber diesen komplexen Mechanismus und seinen genetischen Hintergrund findet sich in den

Arbeiten von Liu et al., 1996; Wu et al., 1997; Verlinden et al., 1998; Inoue et al., 1999; Jensen et al., 2001;
Flanagan et al., 2003.

705 Peng et al., 2006

706 Mehta et al., 2003

707 James et al., 1996; zu den zugrundeliegenden Mechanismen siche Byrne et al., 2006

708 Van Weelden et al., 1998

709 Mehta et al., 2003

710 Saunders et al., 1993; Koli & Keski-Oja, '1,25-Dihydroxyvitamin D; enhances...", 1995; Rozen et al., 1997;

Colston et al., 1998; Pan & Simpson, 2001 beschéftigen sich mit den Effekten von Calcitriol, die sich im
Bereich der Apoptoseeinleitung zeigen.
711 Mantell et al., 2000



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 143

Differenzierung’"?. Ferner zeigt sich in vitro’" und in vivo’"* ein Verringerung des invasiven
und metastatischen Potentials der Zellen des Mammatumors. Unter dem EinfluB von
Carcinogenen zeigen Organkulturen bei Inkubation mit Calcitriol eine deutlich geringere
Inzidenz prineoplastischer Lésionen’”, was das praventive Potential des D-Hormons bei
dieser Tumorart zeigt.

Auf der Suche nach einem Screening-Raster, mit dem man die Wirksamkeit von calcitriol-
basierten Therapien des Mammakarzinoms {iberpriifen kann, wurden fiir die Wirksamkeit
von Calcitriol wichtige Unterschiede im Genexpressionsprofil VD-resistenter und VD-
sensitiver MCF-7 Zellen untersucht’'®. Das Ergebnis dieser Arbeit liefert einige Gene, deren
Expressionsprofil als Anhaltspunkt zur Kontrolle eines moglichen Therapieerfolgs dienen

kann.

5.2.2.4. Daten aus Tierversuchen

Zwei Arbeiten”"” beschéftigten sich mit der Wirkung von Calcitriol und seinem Analog EB
1089 auf die Entwicklung von Tumoren aus xenogenen Transplantaten von MCF-7 Zellen an
immundefizienten Nacktmiusen. Sie stellten eine Wachstumshemmung und die Induktion
der Tumorregression fest, die sich am gleichen Modell auch durch eine Kombination des

18 Ebenso verhinderte das

VD-Analogs CB 1093 mit Paclitaxel oder Cisplatin zeigen lielen
Analog EB 1089 bei einer dhnlichen Versuchsanordnung die Metastasierung ins Skelett und
verlingerte die Uberlebenszeit der Trigertiere’””. Einen weiteren Beweis fiir die Rolle von
VD und VDR liefern VDR -/- Mause, die unter dem carzinogenen Einflu von 7,12-
Dimethylbenzanthrace verschiedene Hauttumore und Mammatumore entwickeln; WT-Maiuse
hingegen zeigen nur eine geringe epidermale Hyperplasie™. Ein anderer Versuch mit
virusinduzierten Tumoren kam zu vergleichbaren Ergebnissen’".

Bei Ratten, die mit einem Karzinogen gefiittert wurden, zeigte sich unter oraler Gabe des

VD-Analogs la-Hydroxyvitamin Ds eine signifikant geringere Tumorinzidenz und

-hdufigkeit’?. Wachstumshemmung und Induktion von Regression sind bei diesem Modell
auch unter Gabe des Analogs EB 10897* beschrieben.

712 Colston & Mork Hansen, 2001; Jensen et al., 2001; Mehta & Mehta, 2002; Welsh et al., 2002; Welsh, 2004

713 Hansen et al., 1994

714 El Abdaimi et al., 2000

715 Mehta et al., 1997

716 Townsend et al., 2006

717 Nolan et al., 1998; van Weelden et al., 1998;

718 Koshizuka et al., 1998;

719 El Abdaimi et al., 2000

720 Zinser et al., 'Vitamin Ds receptor ablation sensitizes...", 2002

721 Zinser & Welsh in press

722 Iino et al., 1992; Mehta et al., 2000; Mehta et al., 2003

723 Colston et al., 2002
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Ein anderes Analog (Ro24-5531) zeigte neben den eben beschriebenen Ergebnissen in einem

zusitzlichen Test’*

in Verbindung mit Tamoxifen die Moglichkeit, dessen Praventionspotenz
bei Mammatumoren zu verstirken, was auch bei in vitro-Versuchen schon beschrieben
wurde™. Auch der Anti-Tumor-Effekt von Cyclophosphamid lieB sich durch lokale
Anwendung von Calcitriol bei Méusen, die mit einem Nagetier-Mammakarzinom inokuliert

waren, verstirken’®

. VD-Mangel und calcium-arme Diit hingegen fiihrten in einem Versuch
zu einer im Vergleich zu Tieren mit ausreichender Versorgung héheren Tumorinzidenz™’.
Dies ist ein Beweis fiir das auch im Bereich der Chemopravention und Prophylaxe beachtiche

Potential von Calcitriol und seinen Analoga.

5.2.2.5. Daten aus der Humanmedizin

Studien

Epidemiologische und Case-control Studien™® beschreiben einen inversen Zusammenhang
zwischen der aufgenommenen Sonneneinstrahlung und der Haufigkeit von Brustkarzinomen.
Dazu passend ist ein erniedrigter Calcitriol-Spiegel positiv mit dem Auftreten von
Mammakarzinomen bei weien Frauen’ und dem Fortschreiten der Erkrankung”™ korreliert.
Die Bedeutung dieser wichtigen Parameter (Serumspiegel von VD und - damit assoziiert -
Hautfarbe, Sonneneinstrahlung und Wohnort) fiir Mammatumoren zeigt sich auch im
Hinblick auf die Letalitit der Erkrankung™'. Diese steht in einer sehr umfangreichen Studie
(200.000 Patienten im Lauf von 20 Beobachtungsjahren) in signifikant-negativer Verbindung
zu der Versorgung mit VD, wobei der Zusammenhang sich im Friithstadium des Tumors am
deutlichsten darstellt”*. Die Aufnahme von VD aus Nahrungsmitteln und Supplementen ist
(wie auch die Calciumaufnahme) deutlich mit der pramenopausalen, nicht aber mit der
postmenopausalen Entstehung eines Mammakarzinoms verbunden™”. Auch die Zufuhr der
Vitamine A, C, E und Folsaure sind fiir die Tumorprivention von Bedeutung™*.

Eine weitere Untersuchung stellte bei Patienten mit fortgeschrittenem Brustdriisenkrebs und

Knochenmetastasen einen geringeren Calcitriol-Serumspiegel als bei Patienten in fritheren

724 Anzano et al., 1994

725 Nolan et al., 1998

726 Chen, G., et al., 1998

727 Jacobson et al., 1989

728 Freedman et al., 2002; Grant, 2002; Garland et al., 2006
729 Janowsky et al., 1999

730 Mawer et al., 1997

731 Garland et al., 1990; John et al., 1999

732 Mohr et al., 2006

733 Knekt et al., 1996; Shin et al., 2002

734 Zhang, S.M., 2004 bietet einen Uberblick iiber die Bedeutung der einzelnen Vitamine.
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Tumorstadien fest’.

Allerdings befinden sich Frauen mit einer fortgeschrittenen
Tumorerkrankung wohl in einem schlechteren Allgemeinzustand und verbringen deshalb

weniger Zeit im Freien, wodurch ihre VD-Synthese eingeschrénkt ist.

Klinische Versuche

Bisher gibt es nur sehr spérliche Daten iiber klinische Anwendungen von VD und seinen
Analoga in der Therapie von Mammakarzinomen. Auf die lokale Applikation von
Calcipotriol reagierten fortgeschrittene Mammakarzinome mit Hautmetastasen nur in
wenigen Fillen”, doch ist Calcipotriol nicht auf die Erzeugung systemischer Wirkungen
ausgelegt, da es schnell verstoffwechselt wird’”?’. Auch konnen topische Therapien nicht auf
das metastatische Geschehen der Tumore wirken, und gerade Mammakarzinome scheinen
durch die ihnen mogliche Metabolisierung von VD zu Calcitriol eher fiir die Verwendung
von 25(OH)Ds; oder einem im Stoffwechsel entsprechenden Analog geeignet.

Bei einem klinischen Versuch der Phase I mit Patienten, die an fortgeschrittenen Mamma-
und colorectalen Carcinomen litten, zeigte sich nach der Anwendung des Analogs EB 1089
in einigen Fillen eine Stabilisierung im Krankheitsverlauf’*®. Die systemische Applikation
scheint also tatsdchlich effektiver zu sein als die lokale.

Auf dem Gebiet der klinischen Tests wurden allerdings bisher noch sehr wenige Arbeiten
durchgefiihrt, weswegen die vorhandenen Daten bei weitem keine ausreichende Grundlage

fiir zuverlédssige Aussagen bilden.

735 Mawer et al., 1997
736 Bower et al., 1991
737 Anmerkungen iiber die Charakteristika von Calcipotriol und seine Anwendbarkeit finden sich im Kapitel

uber Psoriasis.
738 Gulliford et al., 1998
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5.2.3. Perspektiven

Vergleichbar mit dem oben bei Prostatakarzinomen Genannten konnte auch bei der
Behandlung des Mammakarzinoms die Kombination iiblicher Therapieformen mit Calcitriol
oder einem VD-Analog die Behandlung optimieren. VDR-Agonisten verstirken in vitro™
und im Tierversuch™® die cytotoxischen Effekte anderer Medikamente, die gegen das
Mammakarzinom eingesetzt werden. Auch epidemiologische Studien geben deutliche
Hinweise auf eine Rolle von VD in diesem Tumorgeschehen, doch ist die Arbeit auf dem
Gebiet der Prostatakarzinome erheblich weiter fortgeschritten als bei den Mamma-
karzinomen, wo weniger Literatur vorliegt und weitere Untersuchungen dringend nétig sind.
In der Privention von Mammakarzinomen hat der Serumspiegel von 25(OH)D; die gleiche
wesentliche Bedeutung wie bei Prostatakarzinomen, da gleiche enzymatische Grundlagen
und dhnliche Wirkungen vorliegen. Bei Risikopatienten sollte deshalb immer auf einen
ausreichenden 25(OH)Ds-Spiegel geachtet werden und gegebenenfalls eine Substitution

erfolgen.

739 Sundaram & Gewirtz, 1999; Sundaram et al., 2000; Wang, Q., et al., 2000; Chaudhry et al., 2001
740 Koshizuka et al., 1998
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5.3. Colorectales Karzinom

5.3.1. Grundlagen

Tumore des Colon gehoren in der westlichen Welt zu den héufigsten Tumorarten (in der
BRD dritthaufigstes Karzinom) und sind z.B. in den USA die zweithdufigste Todesursache
unter der Tumorerkrankungen. Bei Frauen ist die Inzidenz héher als bei Ménnern, wobei sich
sein Auftreten zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr héuft; bei hereditirer Genese (z.B.
Lynch-Syndrom oder familidre adenomatdse Polypose) tritt es aber auch deutlich frither auf.
Ein weiterer Aspekt in der Atiologie ist die ballaststoffarme und fettreiche Erndhrung in den
Industrieldndern, die das Auftreten des colorectalen Karzinoms begiistigt und (wie bei Colitis
ulcerosa und Strahlencolitis) zu einer Haufung der Erkrankung fiihrt. Die Lokalisations-
wahrscheinlichkeit nimmt vom Caecum zum Rectum hin stetig zu, in 5% der Fille liegen
Mehrfachkarzinome vor.

Die iiberwiegende Mehrheit der Karzinome entwickelt sich aus Adenomen, die in Form von
Colon-Polypen vorliegen (genetisch bedingte Héufung bei der familidren adenomatdsen
Polypose) und sich durch Wechsel der Dignitit zu malignen Tumoren entwickeln™!. Daher
wird das Colon rektoskopisch auf die Pridsenz von Polypen kontrolliert und die an sich
ungefahrlichen adenomatosen Polypen nach Entdeckung entfernt. Nach dem Eingriff
erfolgen neben einer u.U. ndtigen Umstellung der Erndhrung regelméBige Kontrollen, um
Rezidive frithzeitig erkennen zu konnen.

Klinisch zeigen sich bei den colorectalen Karzinomen sichtbares oder okkultes Blut im
Stuhl, Flatulenz, Darmkrampfe, Andmie, Gewichtsverlust, Wechsel zwischen Diarrhoe und
Obstipation, sowie verdanderte Stuhlgewohnheiten. Die Diagnose erfolgt durch digitale
rektale Palpation mit Untersuchung auf okkultes Blut, durch Rekto- und Coloskopie,
Endosonographie, Rontgen unter Kontrastmitteleinlauf und CT. Zur sicheren Diagnose ist
eine Biopsie notig. Hyperproliferation der Mucosazellen des Colons und verdnderte
Morphologie der Schleimhautkrypten in den alterierten Foci werden als typisch fiir das
Colonkarzinom angesehen. Es metastasiert relativ spdt lymphogen in die mesenterialen
Lymphknoten oder hdmatogen, wobei dann primédr die Leber und sekunddr die Lunge
befallen werden. Nach der Diagnosestellung kann die Klassifizierung des Tumors nach
Dukes (speziell fiir das colorectale Karzinom entwickelte Beurteilung mit Bestimmung der
Infiltrationstiefe und des Metastasierungsgrades) oder nach der TNM-Klassifizierung

(allgemeine Tumorklassifikation) erfolgen.

741 Hill et al., 1978; Sugarbaker et al., 1985
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Die Therapie erfolgt abhangig von Lokalisation und Klassifikationsbefund (wenn moglich)
chirurgisch durch Entfernen der betroffenen Darmabschnitte (Hemikolektomie) nach
verschiedenen Techniken. Bei einem rektalen Karzinom erfolgt u.U. eine prd- und
postoperative Bestrahlung, bei weitreichenderer Infiltration und Metastasierung ist die
unterstiitzende Chemotherapie obligat.

Auch die Prognose ist vom Grad der Infiltration und Metastasierung abhédngig; wihrend sie
bei kleinen, lokal begrenzten Tumoren sehr giinstig ist (85-100% fiinf-Jahre-Uberlebensrate),
muB sie im Fall von Fernmetastasen (fiinf-Jahre-Uberlebensrate unter 6%) sehr vorsichtig

gestellt werden.

5.3.2. Die Rolle von Vitamin D

5.3.2.1. Vitamin D Rezeptor und Vitamin D Metabolismus
Die Bedeutung von VD fiir Zellen dieser Tumorart zeigt sich schon daran, dass das VDR-
Protein in der tumords entarteten Mucosa des Colon in deutlich groBerer Menge vorliegt als

im gesunden Colon’?

. Lediglich wenige Zellinien (z.B. HCT116) exprimieren VDR nur in
geringen Mengen™.

Gesunde und entartete Mucosazellen konnen Calcitriol aus 25(OH)D; synthetisieren’ und es
abbauen’”, sind also la-Hydroxylase- und 24-Hydroxylase-positiv. Die 24-OHase wird in
schwach differenzierten Colon-Zellen iiberexprimiert und ist dabei in ihrer Transkription
(wie bei der Proliferation des Tumorendothels beschrieben) durch epigenetische
Methylierung der DNA reguliert’*. Die Uberexpression mag aber zumindest teilweise auch
in Reaktion auf die mit zunehmender Malignitdt hdufig gesteigerte Expression der 1a-OHase
erfolgen™’.

In einem Versuch an Maiusen fiihrte die mangelhafte Aufnahme von Calcium zu einer
deutlichen Aktivierung des katabolen VD-Stoffwechselwegs. Verstiarkte man darauthin die
Aufnahme von Calcium wieder, verringerte das die Aktivitdt der 24-OHase, aber nur durch

zusitzliche Zugabe von Folsdure liel sich die Expression des Enzyms wieder vollstindig

normalisieren’®.
742 Vandewalle et al., 1994
743 Murillo et al., 2006
744 Kallay et al., 2001; Murillo et al., 2006
745 Cross et al., 'Nutrients regulate...", 2006
746 Cross et al, Tmmune regulation...', 2006; Khorchide et al., 2006; siche auch Kap. 4.1.2.1.
747 Cross et al, Tmmune regulation...', 2006

748 Cross et al., 'Nutrients regulate...", 2006
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Der VD-Stoffwechsel der Mucosazellen des Colon steht also unter der Kontrolle der
aufgenommenen Nahrungsbestandteile, wobei neben den gerade genannten Bestandteilen
auch Soja und das Phytodstrogen Genistein den VD-Katabolismus wieder verringern konnen.
Die Expression des VDR und der 1a-OHase stehen in gesunden und entarteten Mucosazellen
unter dem Einfluf ihrer VD-Versorgung: Calcitriol und 25(OH)Ds fithren in Tumorzelllinien
mit deutlicher VDR-Expression zur Steigerung derselben, und die Wirksamkeit von 25(OH)
Ds geht mit einer vermehrten Bildung der 1a-OHase einher’.

Das Vorhandensein der Enzyme sowohl fiir den anabolen als auch fiir den katabolen VD-
Stoffwechsel ldsst wie bei vielen besprochenen Gewebearten (a.a.0.) auf eine autokrine (und

evtl. paracrine) Rolle von Calcitriol schlief3en.

5.3.2.2. Wirkungen auf zellulidrer Ebene

Calcitriol, 25(OH)D; und VD-Analoga verhindern in vitro die Proliferation von normalen,
pratumordsen und tumordsen Mucosazellen des Colon, fordern bei den Karzinomzellen die
Differenzierung und Apoptose und steigern das Ausmal} der Zell-zu-Zell-Kontakte durch die
Beeinflussung vieler Vorginge des Zellstoffwechsels”™. Als Ergebnis dieser Effekte verliert
das Gewebe seinen neoplastischen Phédnotyp und redifferenziert sich zu einem normalem
mucosaartigen Aussehen. Obwohl die molekularen Zusammenhénge, die diesem Prozess
zugrunde liegenden, noch nicht vollstandig geklart sind, gewinnt man zunehmenden Einblick
in die intrazelluldren Abldufe.

Die Proliferationshemmung erfolgt u.a. durch Unterbrechung des Zellzyklusses in der G1-
Phase (wobei die reduzierte Expression von Cyclin D1 eine Schliisselstellung einnimmt”"
und auch eine VDR-assoziierte Phosphatase als bedeutsam identifiziert ist”?). Die Induktion
der Apoptose und die Forderung der Zelldifferenzierung (die bei vielen Tumorzelllinien
durch Bestimmung des Differenzierungsmarkers 'Alkalische Phosphatase' beurteilt wurde)
hingen zeitlich zusammen, weil stets die Apoptose der Differenzierung folgt und von einem
Anstieg proapoptotischen Proteins begleitet wird”™*. Auch in vivo zeigte sich bei einer
Versuchsreihe mit 822 Testpersonen ein positiver Zusammenhang zwischen dem 25(OH)Ds-

754

Serumspiegel und der Apoptoserate in der Mucosa des Colon”*. Die gesteigerte Zelladhédsion

duBert sich in der vermehrten Expression verschiedener Zelladhdsionsproteine’ wie z.B. E-

749 Murillo et al., 2006

750 Evans et al., 1999; Diaz et al., 2000; Palmer et al., 2001; Bettoun et al., 2002; Palmer et al., 2003
751 Hofer et al., 1999

752 Genaue Beschreibung der Reaktionskaskade bei Bettoun et al., 2002.

753 Diaz et al., 2000; Gaschott et al., 2002

754 Miller, E.A., et al., 2005

755 Palmer et al., 2001
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Cadherin und Vinculin.

Noch viele weitere Verdnderungen im Profil der exprimierten Proteine und dem Ort ihres
Nachweises zeigen sich im Rahmen des Differenzierungsvorganges von Tumorzelllinien, und
auch die daraus folgenden intrazelluliren Interaktionen sind teilweise verstanden’°.
Insgesamt scheint auf molekularer Ebene die Inhibition der Signaliibertragung durch f3-
Catenin-TCF-4 (‘transcription factor'-4) von zentraler Bedeutung zu sein”™’. In
Colonkarzinomen akkumuliert 3-Catenin aufgrund von Genmutation oder Deregulation des
Wnt-f-Catenin-Signaliibertragungswegs meist im Cytoplasma und wird dann wieder in den
Zellkern verbracht. Dort aktiviert es als Cofaktor die Transkription von Genen, die mit der
Proliferation und Invasivitit assoziiert sind, und hemmt Gene der epithelialen
Differenzierungsmarker. Unter Calcitrioleinflu wird B-Catenin (und auch p120- und a-
Catenin) aus dem Zellkern (abhidngig von mindestens zwei Mechanismen) an die Membran
zurticktransportiert’®. Der Transkriptionsfaktor Snaill ist ein wichtiger Antagonist der
Wirkungen von Calcitriol und fordert stattdessen die von B-Catenin-TCF-4 vermittelten
Effekte. Diese Wirkungen von Snaill konnen durch vermehrte VDR-Expression umgangen
werden”’.

Neben der direkten differenzierungsfordernden Wirkung steigert Calcitriol in vitro an
colorectalen Tumorzellinien auch die gleichgerichteten Fahigkeiten anderer Stoffe wie

Butyrat und Tributyrin’®. Im Rahmen dieser Versuche™

zeigte sich, dass auch Butyrat die
Zelldifferenzierung durch VDR-vermittelte Reaktionen induziert: die Zugabe eines VDR-

Antagonisten (ZK 191732) hemmte die Wirkung von Butyrat.

5.3.2.3. Daten aus Tierversuchen

VDR +/- heterozygote und VDR -/- Méause zeigen eine verstirkte Proliferation der Zellen des
Colon descendens, was mit einer erhohten Aktivitdt des PCNA und gesteigerter Bildung von

t"2. Dies stimmt mit der oben erwidhnten, unter in vitro-Bedingungen

Cyclin D1 einhergeh
durchgefiihrten Beobachtung iiberein, dass VD-Analoga die Bildung von Cyclin D1 hemmen
und so die Proliferation verhindern’®.

Hierzu passend lésst sich das Tumorwachstum bei xenogener Transplantation solider Tumore

756 Ausfiihrliche Beschreibungen bei Palmer et al., 2001; Palmer et al., 2003.

757 Nagpal et al., 2005

758 Ordofiez-Moran et al., 2006

759 Mit einigen Aspekten der durch VD verdnderten Signaliibertragung und ihren Folgen beschaftigen sich
Larriba et al., 2006.

760 Zhao & Feldman, 1993; Gaschott et al., 2001

761 Gaschott et al., 2001

762 Kallay et al., 2001

763 Hofer et al., 1999
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humanen Ursprungs auf Miuse’™ und die Entstehung der Karzinome bei der Apc™” Maus
(die aufgrund genetischer Mutationen spontan Tumore mit dieser Lokalisation entwickelt)®

durch Calcitriol und VD-Analoga deutlich verringern®

. Ein vergleichbares Ergebnis erzielte
man im Rahmen der chemischen (durch Azoxymethan verursachten) Induktion von Colon-
karzinomen bei Ratten™. Wie zu erwarten, fiihrten die angewandten hohen Dosen von
Calcitriol zu toxischen Nebenwirkungen wie Gewichtsverlust und Calcémie, die aber bei den
nicht-calcdmischen Analoga bei mindestens vergleichbarem Therapieerfolg ausblieben. Auch
Gemini-Analoga wurden erfolgreich an einem Mausmodell von Colonkarzinomen getestet’®.
Hyperproliferation der Mucosazellen des Colons und fokal verdnderte Morphologie der
Schleimhautkrypten werden in vivo als Biomarker des Colonkarzinoms angesehen.
Azoxymethan steigert die Proliferation der Mucosazellen in den verdnderten
Kryptenbereichen, was mit einem fiinffachen Anstieg des Cyclin D1-Wertes und einem 50%-
igen Abfall des Proteines E-Cadherin (das als Maf fiir die Intensitit der Zell-zu-Zell
Kontakte gilt) einhergeht. Das fluoridierte VD-Analog F¢D; verhindert bei den Versuchs-
tieren die durch Azoxymethan hervorgerufene Hyperproliferation der Mucosazellen, die
fokale Entwicklung verdnderter Kryptenbereiche und die Tumorlast. Diese Erfolge gehen mit
einer Normalisierung des Cyclin D1- und des E-Cadherin-Wertes einher’®.

Die beschriebenen Versuche zeigen bei Bevolkerungsgruppen mit einem hohem Risiko fiir
diese Erkrankung deutlich den moglichen Wert von VD oder seinen Analoga in der

Chemoprophylaxe gegen colorectale Tumore.

5.3.2.4. Daten aus der Humanmedizin

Studien

Zahlreiche epidemiologischen Studien zum Thema Coloncarzinom wurden in den
verschiedensten Teilen der Welt durchgefiihrt’™. Sie beschreiben eine negative Korrelation
zwischen der vermehrten Aufnahme von Calcium, VD und Milch, der héufigeren
Sonnenlichtexposition, der hoheren Sonneneinstrahlung abhingig von der Jahreszeit, und

dem Serumspiegel von 25(OH)D; einerseits und der Inzidenz von, bzw. Todesrate bei

764 Eisman et al., 1987

765 Huerta et al., 2002

766 Spina et al., 2005

767 Belleli et al., 1992; Wali et al., 1995; Wali et al., 2002

768 Holick et al., 2006

769 Wali et al., 2002

770 Die erste themenbezogene Studie stammt von Garland & Garland, 1980. Weiterer Uberblick bei

Vandewalle et al., 1994; Kallay et al., 2001. Garland et al., 2006; Giovannucci, 2006; Gorham et al., 'Do
ultraviolet B irradiance...', 2006 liefern neue Zusammenfassungen der vorhandenen Studien.
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Colonkrebs andererseits. Eine Arbeitsgruppe um Gorham’”

fiihrte eine Metaanalyse vieler
Untersuchungen von 1973-1994 durch und stellte einen klaren Zusammenhang zwischen
Hautfarbe (dunkle Haut ist positiv mit der Mortalitit von Colon-Karzinomen assoziiert),
UVB-Strahlung und VD-Spiegel (negative Korrelation) in verschiedenen Stadien der
Erkrankung fest. Die groflte Studie {iber die Zusammenhinge zwischen dem Serumspiegel
von 25(OH)D; und der Inzidenz von colorectalen Tumoren wurde von Feskanich et al.””
durchgefiihrt und zeigt, dass bei dem sinkendem 25(OH)D; das Tumorrisiko monoton steigt,
und daher eine klare Korrelation zwischen den beiden Parametern besteht.

Mittlerweile lieB sich auch eine Verbindung zwischen manchen Genvarianten des VDR
und des Androgen-Rezeptors (AR), der an der Transkriptionsaktivitit des VDR-Gens
beteiligt ist’, herstellen: man untersuchte bisher Bereiche des Startcodons’, speziell Fok
[ und Bsm 1", in der Nucleotidsequenz des VDR-Gens. Diesen Zusammenhang ist z.T.
auch durch die Funktion des VDR als Sensor fiir toxische Gallensduren zu erkldren: der VDR
hat eine hohere Sensitivitit fiir solche Gallensiuren als die anderen Kernrezeptoren'”,

All das gibt AnlaB3 zu der Vermutung, dass VD an der Pathogenese dieser Tumorart beteiligt
ist. Interessanterweise konnte allerdings ein grof3 angelegter, doppelblinder und placebo-
kontrollierter Versuch an 36282 postmenopausalen Frauen dies nicht bestitigen’”. Die
taglich tiber sieben Jahre erfolgte orale Gabe von 1000 mg Calcium und 400 IU Vitamin D;
konnte das Risiko, an colorectalen Tumoren zu erkranken, nicht signifikant senken.

Eine Ursache hierfiir mag in der langen Latenz der Entwicklung dieser Tumorart liegen, fiir
die eine siebenjdhrige Versuchsdauer nicht ausreichen konnte; diese Vermutung soll durch
Nachfolgestudien iiber die Langzeitwirkung der beschriebenen Intervention geklart werden.
Auch ist zu erwdhnen, dass die gewidhlte VD-Dosis mit 400 IU wohl zu niedrig ist, um
wahrnehmbare Antitumor-Wirkungen erméglichen”™. Neueren Erkenntnissen zufolge ist eine
Gabe von 2000 - 4000 IU VD ungeféhrlich und fiihrt zu einem deutlichen Anstieg des 25
(OH)Ds-Serumspiegels, was fiir die Wirksamkeit der MaBnahme oft erforderlich ist™.
Uberdies schrinkt die eng gewihlte Gruppe der teilnehmenden Personen (nur postmeno-

pausale Frauen) die Aussagefdhigkeit etwas ein.
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Im Gegensatz zu dem o.g. Versuch stellten mehrere prospektive Kohorten- und case-control
Studien bei hoher Calciumaufnahme (ab ca. 700 mg/d) einen Schutz vor colorectalen

t"*2; eine meta-Analyse von 24 case-control und Kohorten-Studien sah in den

Karzinomen fes
vorliegenden Daten aber wiederum keinen Beweis fiir die Hypothese, dass eine ausreichende
Zufuhr von Ca*" das Risiko einer Erkrankung an colorectalen Tumoren verringert’.

Die Hiufigkeit des Wiederauftretens von colorectalen Adenomen wird in eine erkennbare,

wenn auch nicht signifikante, negative Korrelation zum 25(OH)Ds-Spiegel gestellt™*.

Klinische Versuche

Nur wenige klinische Versuche™ beschiftigten sich mit der Bedeutung von Ca** (und nicht
VD) fiir das Wiederauftreten von colorectalen Adenomen nach ihrer Entfernung. Es zeichnet
sich ein Zusammenhang zwischen ausreichender Calciumversorgung und dem Schutz vor der

86 7u einem

Recurrenz der Adenome ab, wobei VD und Calcium wohl synergistisch wirken
vergleichbaren Ergebnis kam auch der Polyp Prevention Trial’®’, der 1905 Patienten nach
Entfernung der Polypen erfasste und sie iiber vier Jahre begleitete.

Die positive Wirkung von Ca?* und VD auf die Rezidivgefahr von Adenomen im Colon ist
bedeutsam, da diese gutartigen Geschwulste wohl den Ursprung der iiberwiegenden Mehrheit

colorectaler Karzinome darstellen, indem sie ihre Dignitét &ndern’®,

5.3.3. Perspektiven

Die gesammelten Erkenntnisse der bisher durchgefiihrten in-vitro-Versuche, Tierversuche
und der epidemiologischen Beobachtungen liefern gute Beweise dafiir, dass VD und seine
Analoga eine bedeutsame Gruppe von Therapeutika in der Pravention von (oder evtl. auch im
Kampf gegen) colorectale Karzinome sein konnen. Hierbei scheint die Anwendung des
weniger toxischen 25(OH)Ds aufgrund seiner Wirkung auf die Tumorzellinien und der durch
den VD-Metaboliten vermehrt exprimierten 1a-OHase besonders naheliegend.

Allerdings sind noch relativ wenige und widerspriichliche Daten aus groferen Versuchen
vorhanden, und die Ergebnisse klinischer Anwendungen beschrinken sich auf das Thema der

Rezidivprophylaxe nach Entfernung colorectaler Polypen.

782 Zusammengefasst bei Hartman et al., 2005.
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5.4. Tumore der blutbildenden Zellen: Leukdmie™

5.4.1. Grundlagen

Die Hamatopoese umfalit die Bildung spezialisierter Zellen des zirkulierenden Blutes aus

pluripotenten, im Knochenmark anzutreffenden Stammzellen.

Unkontrollierte Proliferation solcher hdmatopoetischer Stammzellen, die ihre Fahigkeit zur
weiteren Differenzierung in reife Zelltypen verloren haben, fiihrt zur Leukdamie. Man spricht
im Hinblick auf den verursachenden Stammzelltyp einerseits von der myeloischen Leukidmie,
die von Myeloblasten, Promyelocyten, Monocyten oder Myelomonocyten ausgehen kann.
Die andere Seite stellen die lymphatischen Leukdmien dar, die von Lymphoblasten
abstammen. Histologisch kann man die myeloische und die lymphatische Leukdmie zunichst
weiter in reifzellige und unreifzellige Formen unterteilen. In der Einteilung nach dem Verlauf
der Erkrankung spricht man zusétzlich von akuten und chronischen Leukémien.

Atiologisch werden bei der Leukimie verschiedene Faktoren diskutiert: neben Chemikalen,
ionisierender Strahlung und Cytostatika konnen auch oncogene Viren (z.B. HTLV I) und die
genetische Disposition beteiligt sein. Die bei Médnnern hiufiger als bei Frauen auftretende
Leukémie bedroht v.a. Kinder, bei denen sie mit 45% aller diagnostizierten Tumore die
haufigste bosartige Erkrankung ist.

Die Therapie muf3 bei den akuten Formen, die unbehandelt in wenigen Wochen zum Tod
fiihren wiirden, durch agressive cytostatische Pharmaka erfolgen. Bei den chronischen
Verlaufsformen ist sie im Rahmen der chronisch-lymphatischen Leukédmie zuriickhaltend zu
gestalten und niitzt v.a. Cytostatika und Kortikosteroide. Bei der chronisch-myeloischen
Leukdmie verwendet man Cytostatika, Interferone und evtl. Allopurinol zur Therapie.

Auch bei den myelodysplastischen Syndromen (MDS), einer Gruppe von klonalen
Storungen in den Zellen des hdmatopoetischen Systems mit abnormaler Zelldifferenzierung,
ist das Ausbleiben der Zellreifung ein wesentliches Charakteristikum. Die Krankheit wird
von Knochenmarkshyperplasie begleitet, ist langsam progredient und geht bei 50% der

Betroffenen nach zwei Jahren in verschiedene Formen der Leukdmie iiber.

789 Der Inhalt dieses Kapitels schlie3t auch an Kap. 3. Immunsystem an und baut auf diesem auf.
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5.4.2. Die Rolle von Vitamin D

5.4.2.1. Vitamin D Rezeptor und Vitamin D Metabolismus

VDR wird auf verschiedenen Zellen der Himatopoese™® und auch auf etlichen Vertretern der
Leukocytenfraktion (aktivierte Lymphocyten, Monocyten, Macrophagen und myeloide
Zellen) exprimiert”'. Die la-Hydroxylase spielt in der Hamatopoese nach bisherigem
Wissen keine Rolle, lediglich in den Reaktionsabldufen des Immunsystems ist sie von

Bedeutung (sieche Kap. Immunsystem).

5.4.2.2. Wirkungen auf zellulidrer Ebene

Wie bei vielen Abldufen im Korper (von der fetalen und embryonalen Entwicklung bis hin
zum Wachstum verschiedener Driisen, s.0.) ist Calcitriol auch bei der Hdmatopoese an der
Proliferationskontrolle und der Induktion der Differenzierung beteiligt™®.

Ebenso verursacht es in vitro bei humanen und murinen myelomonocytischen Leukdmie-
zellen die Differenzierung’”, einen Proliferationsstopp und die Apoptose™*. Ferner zeigen
VD und seine Analoga bei gemeinsamer Anwendung mit Retinoiden™’, Vitamin K,”° und

chemotherapeutischen Agentien wie Uracil-Analoga™’

additive oder sogar synergistische
Effekte. Doch nicht alle Zelllinien reagieren gleichermaflen auf Calcitriol: HL (humane
Leukdmiezellinie) 60-40AF z.B. zeigt sich gegeniiber seinen differenzierungsforderenden
Wirkungen sehr resistent”®,

Fiir den Ablauf der Differenzierung nach Calcitriolgabe ist der Transkriptionsfaktor AP-1
notig, wobei sich dessen Zusammensetzung in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad der
Zellen édndert, was an HL60 Zellen beobachtet wurde™. Bei einigen Genen, welche die
Differenzierung von Blutzellen im allgemeinen und leukdmischen Zelllinien im speziellen
fordern, wurde bereits ein VDRE mit Enhancer-Funktion gefunden®®. Auch der Zellzyklus,
die Apoptose und einige Oncogene und Gene der Tumorsuppression werden in ihrer

Transkription u.a. durch VD reguliert (s. Tab. 9).

790 Kizaki et al., 1991

791 Siehe hiezu das Kap. Immusystem.
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796 Funato et al., 2002
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798 Garay et al., 2006 beschreibt auch einige molekulare Hintergriinde dazu.
799 Wang, X. & Studzinski, 2006

800 Liu et al., 1996; Rots et al., 1998; Freedman, 1999
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Generell wird die Expression der wachstumsstimulierenden Gene herunterreguliert und
diejenige der wachstumsbegrenzenden und/oder die Differenzierung férdernden gesteigert.

Auch bei anderen Tumoren des blutbildenden Systems (lymphoiden Malignitdten, wie dem
von Plasmazellen ausgehenden multiplen Myelom®', der chronischen lymphoblastischen
Leukdmie der B-Zellen und dem Non-Hodgkin's Lymphom) zeigten VD und seine Analoga

in vitro dhnliche Wirkungen®®.

Tabelle 9
Molekulare, von VD und seinen Analoga (mit-)regulierte Zielgene bei Leukédmie.

Funktionsbereich gesteuerte Gene Regulationsrichtung
Steuerung von Zellzyklus und Apoptose Cyclin D1, A, E l
Cdk-2,-4,-6 l
Hypophosphoryliertes Rb i
p21Waf] ’p27Kipl T
Bcel-2 !
Bax-mitochondriale Translokation 1
Telomerase !
Onkogene c-myc l
Dekl l
Fli l
Tumorsuppressoren PTEN i
p53 1
Kinasen (differenzierungsfordernd) PI3-K, p38, ERK Aktivititen 1
PKC-Spiegel 1
Differenzierungsmarker Macrophagen-Phanotyp 1

Nach: Luong & Koeffler, 2005

5.4.2.3. Daten aus Tierversuchen

VDR -/- Miuse zeigen zwar eine im Vergleich zu WT-Maiusen unveridnderte Myelopoese,
aber verdnderte T-Zell-Antworten. Dies ldsst darauf schlieen, dass Calcitriol an der
normalen terminalen Differenzierung der hdmatopoetischen Zellen zwar teilnimmt, aber
dafiir nicht unbedingt erforderlich ist*”.

Mit leukdmischen Zellen inokulierte Mause haben unter der Anwendung von Calcitriol eine

gegeniiber Miusen aus Kontrollgruppen signifikant verlingerte Uberlebenszeit®™.

801 Romano et al., 2006
802 Zusammenfassung und Literatur bei Luong & Koeffler, 2005
803 Vgl. Kap. 3. Immunsystem; siche auch O'Kelly et al., 2002.

804 Niitsu et al., 2000
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5.4.2.4. Daten aus klinischen Versuchen

Obwohl die in vitro Studien (und auch die wenigen Tierversuche) vielversprechende
Ergebnisse lieferten, reagieren an MDS erkrankte Personen in mehreren kleinen klinischen
Studien®” nur méBig und stark schwankend auf die Gabe von Calcitriol, seinem natiirlichen
Analog Alfacalcidol oder dem synthetischen Analog Paricalcitol.

Die ersten Versuche mit Calcitriol und Alfacalcidol®®

erzielten keinen signifikanten
Therapieerfolg, jedoch verursachte Calcitriol regelmifBig (bei neun von 18 Patienten) eine
Hypercalcédmie. In einer spéteren Untersuchung®” mit 30 an MDS Erkrankten (von denen
eine Hilfte ein Placebo, die andere Alfacalcidol erhielten) schiitzte das VD-Analog
zumindest voriibergehend vor dem Fortschreiten der MDS zur offenen Leukémie. Neuere
Arbeiten®® zeigen nachhaltigere, allerdings nicht signifikante hdmatologische Reaktionen,
die in groBer UnregelméBigkeit bei 44% bis 100% der Patienten autraten. Nur 6% der
Behandelten reagierten auf das Therapeutikum durch eine komplette Remission der Befunde.

Kiirzlich lief eine Studie®®

mit 12 Teilnehmern: Paricalcitol wurde gut vertragen und zeigte
bei zwei Personen deutlich positive Wirkung. Bei einem Patienten stieg die Plittchenzahl
von 40.000 auf 120.000/ml Blut, ein anderer wurde in Reaktion auf die Therapie fiir drei
Monate von Transfusionen roter Blutkorperchen unabhingig. Ein zweiter Versuch®®
umfasste 26 Teilnehmer mit MDS von geringem/mittleren Risikograd, von denen 23 die
Studie abschlossen. Die gestaffelte Gabe von anfangs 2000 IU und nach sechs Monaten 4000
IU VD verursachte bei den Patienten keine nennenswerten hdmatologischen Verbesserungen.
Allerdings erwies sich VD bei den Probanden als recht gut vertrdaglich und bewirkte eine
deutliche Verbesserung der Lebensqualitit, weil es deren emotionales und funktionelles
Wohlbefinden steigerte.

Die klinischen Versuche hatten insgesamt als aus hdmatologischer Sicht wenig Erfolg und

sind wegen der kleinen Zahl teilnehmender Personen als méBig aussagekriftig einzustufen.

805 Metha et al., 1984; Koeffler et al., 1985; Motomura et al., 1991; Mellibovsky et al., 1998; Santini & Ferrini,
1998; Koeffler et al., 2005; Gombart et al., 2006
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5.4.3. Perspektiven

Wie bei vielen Tumorarten bewiesen Calcitriol und seine Analoga auch hier in genomischen
Studien und Tierversuchen ein interessantes (auch prophylaktisches) Wirkpotential.

Bisher wurden aber keine epidemiologischen Beobachtungen und nur wenige klinische
Versuche durchgefiihrt, die zudem keinen bahnbrechenden Erfolg hatten. Dennoch lassen
sich aus vorklinischen Studien additive und z.T. synergistische Effekte von Calcitriol und
anderen Therapeutika (s.0.) ableiten, was einen weiteren Bedarf an klinischen Studien zeigt.
Diese sollten sich mit dem Einsatz von VD oder seinen Analoga in der Erhaltungsphase der
Therapie und/oder Kombinationsversuchen mit verschiedenen Pharmaka, wie z.B. Cisplatin

811 Vitamin K,*'?, Dexamethason®"® oder Retinsiuren®!, auseinandersetzen. Die

Doxorubicin
Entdeckung eines als Alleintherapeutikum geeigneten VD-Analogs scheint jedoch
unwahrscheinlich. Ferner konnte der begleitende Einsatz von Mitteln sinnvoll sein, die (wie
Ketokonazol®®) den Katabolismus von Calcitriol blockieren und dadurch einen héheren

intrazelluldren Wirkspiegel der VD-Analoga ermoglichen.

811 Siwinska et al., 2001

812 Funato et al., 2002

813 Yuetal., 1998

814 James et al., 1999; Bunce et al., 1995; Dore et al., 1993

815 Peehl et al., 2002
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5.5. Tumore der Haut

5.5.1. Grundlagen

Innerhalb dieser Gruppe von Tumoren unterscheidet man die einzelnen Tumorarten, indem

man den Ursprung der entarteten Zellen betrachtet. Als solcher kommen alle Strukturen der
Haut in Frage, wobei aufgrund ihrer Héaufigkeit beim Menschen v.a. das Melanom (von
Melanocyten ausgehend), das Basalzellkarzinom (oder Basaliom; Ursprung im stratum
basale) und das im stratum spinosum entstehende Plattenepithelkarzinom ('squamous cell
carcinoma', SCC) zu nennen sind. Hauttumore sind die hiaufigsten Tumorarten {iberhaupt™®.
Das verhornende Plattenepithelkarzinom ist auf der dufleren Haut zu finden und entsteht
durch chronische Entziindungen (z.B. Lupuskrebs bei Lupus erythematodes®'’) oder
Strahlung (Rontgen- und Sonneneinstrahlung). Die nicht verhornende Form hingegen bildet
sich auf den Schleimhiuten (z.B. Konjunktiven, Zunge, Osophagus, After, Harnréhre oder
Vagina). Die Geschwulste sind hart, schmerzlos, z.T. ulzerierend und metastasieren
frithzeitig v.a. lymphogen. Thre Einteilung erfolgt nach dem Prozentsatz der undifferenzierten
Zellen in vier Grade.

Das Melanom hat &hnliche auslosende Faktoren wie das Plattenepithelkarzinom und
zeichnet sich durch seine Pigmentierung aus. Es kommt in verschiedenen Formen vor.
Basaliome gehen von einem embryonalen Haarkeim aus und wachsen i.d.R. an chronisch
lichtexponierten Stellen langsam und infiltrierend, aber nicht metastasierend. Sie haben
vielgestaltige Auspragungen und konnen z.B. knotig, erythematds, pigmentiert, sklerosierend
oder ulzerierend sein. Das Basalzellkarzinom ist ein verwildertes, potentiell metastasierendes
Basaliom und @hnelt histologisch einem Plattenepithelkarzinom.

Die Therapie der Wahl bei Hauttumoren ist die chirurgische Exzision im Gesunden mit
histologischer Erfolgskontrolle. Bei Metastasierung mul3 eine begleitende Chemotherapie

erfolgen, und die Prognose féllt deutlich ungiinstiger aus.

816 Bikle, 2004
817 Siehe Kapitel Autoimmmunkrankheiten und VDR-Liganden.
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5.5.2. Die Rolle von Vitamin D

5.5.2.1. Wirkungen auf zellulidrer Ebene

Wie bereits beschrieben®® fordert und reguliert Calcitriol die Differenzierung der
Keratinocyten und Melanocyten und kontrolliert deren Proliferation. Zusammen mit Ca*" hat
es eine zentrale Rolle in der Steuerung dieser Vorgénge in der Haut - einem Gewebe, das
sich physiologischer Weise durch starke Proliferation und schnellen Turnover auszeichnet.
Dies legt die Vermutung nahe, dass VD, bzw. seine Analoga, auch in der Behandlung von
Tumorerkrankungen der Haut eingesetzt werden konnen, da auch hier die Proliferation und
die (fehlende) Differenzierung entscheidende Charakteristika sind. Im Folgenden soll kurz
der zur Tumorentstehung fithrende Zusammenbruch dieser Regulierung beschrieben werden.
Hauttumore produzieren groBe Mengen an Calcitriol®”® und exprimieren viel VDR, Sie
reagieren auch auf aktives VDs (s. Tab. 8), z.B. indem sie die 24-OHase bilden; nur die
Zelldifferenzierung in Reaktion auf VD bleibt aus®?'. Dies mag an der Uberexpression von
DRIP liegen, die wihrend der Keratinocytendifferenzierung den normalen Ablauf im
Wechsel der VD-Koaktivatoren stort. Wéhrend basal physiologisch mehr DRIP gebunden
wird, verdringt diesen im Lauf der Differenzierung normalerweise die Bindung der SRC-
Koaktivatorfamilie*”?. Die Rekrutierung der SRC-Koaktivatoren muf} fir die Bindung des
VD-VDR-RXR-Komplexes an die Gene der Differenzierungsmarker und der PLC-y1 (ein
fiir die Differenzierung ndtiges Enzym) erfolgen, spielt aber z.B. fiir die Transkription der
24-OHase keine Rolle. Durch die Uberexpression von DRIP kann SRC diesen nicht
verdrangen; das blockiert den Wechsel, der fiir die Induktion der VD-Zielgene notig wire,
welche die Differenzierung der Zellen einleiten.®?.

Auch eine stirkere Phosphorylierung des RXR-a, die ihn zu einem weniger stabilen Partner
des VDR macht, konnte urséchlich in Frage kommen®, ist aber weniger wahrscheinlich.
Dies wiirde ndamlich eine allgemeine Verringerung der Expression siamtlicher VD-Zielgene
hervorrufen, was aber nicht beschrieben ist.

825

Dennoch gibt es Berichte, die in vitro®” die antiproliferative Wirkung von Calcitriol auf

Plattenepithelkarzinom-Zellen beschreiben. Um die Wirksamkeit von Calcitriol gegen

818 Als Grundlage hierzu siehe auch das Kapitel Haut und Vitamin D.

819 Bikle et al., 1991; Kamradt et al., 2003; Mitschele et al., 2004

820 Fiir Plattenepithelkarzinom und Basalzellkarzinom sieche Ratnam et al., 1996; Kamradt et al., 2003. Fiir das
Melanom sieche Colston et al., 1981.

821 Bikle et al., 1992; Sebag et al., 1992; Ratnam et al., 1996

822 Oda et al., 2006

823 Genaueres und Literatur hierzu bei Bikle et al., 2005; Oda et al., 2006.

824 Zur Rolle von RXRa siehe Kapitel 2.3. Signaliibertragungswege; Goltzman et al., 2001

825 Enepekides et al., 1999; Hershberger et al., 2001
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Hauttumore einschétzen und verstehen zu konnen, erstellte man in SCC-Zellen (wie auch bei
Mammakarzinomen) ein Expressionsprofil verschiedener (einiger hundert!) Gene mit
VDRE's. Hierbei zeigte sich eine beschrinkte Wechselbeziehung zwischen Retinsdure und
VD mit iiberlappenden Kernrezeptorbereichen. Gene, deren Expression fiir den Stopp des
Zellzyklus und die Kontrolle des Uberlebens der Zelle wichtig sind, wurden identifiziert®?.

Neben den genomischen Reaktionen auf Calcitriol zeigen SCC-Keratinocyten auch schnelle
Reaktionen: innerhalb weniger Minuten induziert das D-Hormon erste Reaktionen, die seine
spateren apoptotischen Aktivititen antagonisieren; die Mechanismen dieser Apoptose-

einleitung durch Calcitriol sind noch unbekannt®’.

5.5.2.2. Daten aus Tierversuchen

Am Versuchstier konnte Calcitriol die proliferationshemmende und proapoptotische Wirkung
von Paclitaxel verstirken®®, Im selben Versuch hemmte es die Expression von p21, einem
proliferationsassoziierten Gen (s. Tab. 4 und Tab. 8). Diese Hemmung ist neben der
Uberexpression von RXR-a fiir die Differenzierung der Keratinocyten notig®?’.

VDR -/- Méuse bildeten in Reaktion auf die Gabe des Carcinogens DMBA, das Mamma-
tumoren erzeugen sollte, verstarkt Basalzellkarzinome; ein Effekt, der bet WT-Mausen vollig
ausblieb und die Bedeutung des VDR fiir die Tumorsuppression in der Haut unterstreicht™.
Solange aber das oben beschriebene Ungleichgewicht in der Beteiligung der
Koaktivatorproteine DRIP und SRC nicht korrigiert werden kann, scheint die therapeutische

Wirkung von VD und seinen Analoga in diesem Bereich ungewif3.

5.5.2.3. Daten aus humanmedizinischen Studien

Zu den bisher beschriebenen Erkenntnissen passend, zeigte sich in verschiedenen grofen
epidemiologischen Studien kein Zusammenhang zwischen der Entstehung von Hauttumoren
und dem VD-Status der Erkrankten. Die VD-Aufnahme®' zeigte keinen Einflufl auf die
Entstehung von Hauttumoren, und die Beurteilung der Sonneneinstrahlung als Risikofaktor
ist schwierig, da sie einerseits zur VD-Produktion beitrdgt und andererseits das spezielle
Tumorrisiko steigert.

Die Suche nach Verbindungen zwischen VDR-Polymorphismen und dem Risiko der

Entstehung eines Hauttumors ist noch nicht weit fortgeschritten. Nur in einem Fall ist das

826 White, 2006

827 Ma, Y., etal., 2006

828 Hershberger et al., 2001

829 Crowe & Shuler, 1998; Di Cunto et al., 1998

830 Zinser et al., 'Vitamin Ds receptor ablation sensitizes...", 2002

831 Hunter et al., 1992; Weinstock et al., 1992; van Dam et al., 2000
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Zusammenspiel zwischen der Empfinglichkeit fiir maligne Melanome und einem VDR-

Polymorphismus beschrieben®?,

5.5.3. Perspektiven

Insgesamt 1aBt sich sagen, dass Calcitriol schon aufgrund seiner physiologisch zentralen

Rolle in der Steuerung von Proliferation und Differenzierung der Keratinocyten ein
interessanter Kanidat zur Therapierung von Hauttumoren ist. Auch liegen einige Ergebnisse
aus in vitro und z.T. in vivo Versuchen zu diesem Thema vor, die diese Position
unterstreichen. Um die wirkungsvolle Anwendung von VD und seinen Analoga zu
ermOglichen, muss allerdings erst das beschriebene Ungleichgewicht zwischen DRIP und
SRC und die daraus resultierende Blockade der entscheidenden VD-Wirkungen korrigierbar

sein.

832 Hutchinson et al., 2006
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5.6. Weitere Tumore

Zu sehr vielen weiteren Tumorarten liegen Verdffentlichungen vor, die sich mit der Wirkung
von oder der Verbindung zu VD beschiftigen. Sie alle ausfiihrlich zu behandeln, wiirde den
Rahmen dieser Arbeit deutlich iiberschreiten, weswegen hier nur einige wichtige Beispiele
und dafiir charakteristische Arbeiten Erwdhnung finden. Einzelne Untersuchungen zu
anderen Tumoren (z.B. der Knochen, der Lunge, der Niere und Nebenniere, der
Parathyreoidea, der Schilddriise und der serésen Haute) bleiben ungenannt.

Generell ist die Expression von VDR bei den genannten Tumoren eine grundlegende
Notwendigkeit fiir die Wirkungsvermittlung von Calcitriol in den Zellen und wird nicht mehr

bei allen Tumorarten extra erwahnt.

5.6.1. Hepatocellulidres Karzinom

Bei dieser Tumorart ist die Therapie dulerst problematisch, und gemeinhin ist eine schlechte
Prognose zu stellen: die Chemotherapie hat eine niedrige Erfolgsrate und verldngert die
Uberlebenszeit nicht oder kaum; chirurgische Resektion ist aufgrund der im Normalfall
spaten Diagnosestellung selten moglich™?.

Calcitriol und seine Analoga zeigten in vitro®* und in vivo (bei Xenotransplantation von

humanen Lebertumoren auf Nacktméuse)®

ihre Féahigkeit, auf das hepatocelluldre Karcinom
positiv einzuwirken. Es wird von Wachstumshemmung durch Blockade des Zellzyklusses
und von Apoptose auch bei pramalignen Zellen berichtet, weswegen der praventive Einsatz
am Tiermodell der C3H/Sy-Maus untersucht wurde. Die Anwendung von EB1089 reduzierte
die Tumorinzidenz deutlich (von 36,4% auf 3,9%) und bewies die praventiven Qualitéiten des

Analogs in vivo™®.

Allerdings war die Anwendung von EB1089 bei einem anderen
Tiermodell, der Xenotransplantation verschiedener humaner Lebertumortypen in SCID-
Miuse (immundefiziente Nacktmause), wirkungslos®’. Dieser scheinbare Widerspruch mag
seinen Ursprung teilweise in den unterschiedlichen Rahmenbedingungen (einerseits
priventive, andererseits kurative Anwendung) und den verschiedenen Tumorurspriingen
(einerseits Tumorgewebe von Mausen, andererseits von Menschen) haben, doch zu seiner

vollstindigen Klarung sind weitere Untersuchungen nétig.

833 Johnson, 2002

834 Pourgholami et al., 2000; Wang, Y .R., et al., 2005
835 Pourgholami et al., 2004;

836 Sahpazidou et al., 2003

837 Huynh et al., 2006
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Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Verabreichung von in Lipiodol geldstem Calcitriol,

88 Durch diese

das tiber die Leberarterie direkt in das befallene Organ appliziert werden kann
Technik bleiben selbst bei der Infusion groler Mengen des D-Hormons (auch 10ug/d fiihren
nicht zu Hypercalcdmie) systemische Nebenwirkungen aus, da die Leber als zentrales Organ
des Calcitriolabbaus einen Austrag grofSer Mengen des applizierten aktiven VD; in den
Gesamtorganismus verhindert. Auch das befallene Organ selbst nimmt durch die hohe
Calcitriol-Konzentration, der es (und dadurch auch der Lebertumor) ausgesetzt ist, keinen
Schaden®’. Die Losung des D-Hormons in Lipiodol erh6ht gezielt dessen Konzentration in
den Tumorzellen, da dieser Trigerstoff nach momentanem Kenntnisstand die selektive
Aufnahme in Zellen des hepatocelluliren Karcinoms am besten fordert*”. Eine klinische
Studie der Phase I mit dem Ziel, die Vertraglichkeit dieser Applikationsform und -technik zu
untersuchen, zeigte bei der Gabe von 10ug/d bei Patienten mit hepatocellulirem Karcinom

841

keine Nebenwirkungen; noch groflere Mengen fiihrten jedoch zur Hypercalcdmie®™'. Diese

war bei subcutaner Injektion bereits durch eine Dosis von 10ug/d Calcitriol zu

842

verursachen®*. Verabreichte man das D-Hormon gelost in Lipiodol, so wurden sogar einmal

applizierte Mengen von bis zu 100ug/d (was die iibliche pharmakologische Dosierung um
den Faktor 100 tiberschreitet) ohne die Entwicklung von starker Hypercalcédmie toleriert™.

In einer klinischen Studie der Phase II bewies das VD-Analog Seocalcitol Effizienz in der
Behandlung von inoperablen hepatocelluliren Karzinomen, wobei die Reaktionen auf das
VD-Analog aber stark schwankten. Neben einigen vollstindigen Remissionen traten hiufig
stagnierendes Tumorwachstum, aber teilweise auch weitere Progression auf**. Daher ist hier

eine Unterscheidung zwischen Respodern und Non-Respondern sinnvoll.

838 Uberblick liefert Pourgholami & Morris, 2004.
839 Finlay et al., 'Hepatic arterial...', 2001

840 Konno, 1992; Maeda et al., 2001

841 Finlay et al., 'A phase one study...", 2001

842 Smith et al., 1999

843 Morris et al., 2002

844 Dalhoff et al., 2003
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5.6.2. Gehirntumore®®

Tumore des ZNS konnen von allen dort befindlichen Zelltypen ausgehen; von den ZNS-
eigenen Zellarten sind die verschiedenen Glia-Zellen von besonderem Interesse, da die
Nervenzellen selbst durch ihre Langlebigkeit und kaum vorhandene Proliferationsfahigkeit
nicht zur Tumorbildung neigen.

Calcitriol hat vielfdltige Funktionen auf die Zellen der ZNS-Tumore und des ZNS allgemein
(s. Tab. 10 und Tab. 11; Abb. 26). Bei Glioma-Zellen und Astrocytomen verschiedener
Zelllinien (auch humanen Ursprungs) induzieren Calcitriol und seine Analoga unter
Einbeziehung verschiedener Mechanismen die Apoptose und die Zelldifferenzierung®*. Auch
die durch Microglia erfolgende Synthese von Calcitriol in unmittelbarer Nachbarschaft eines
Glioms konnte bei der Kontrolle der Proliferation von Gliom-Zellen eine Rolle spielen®”.

In einer klinischen Studie der Phase II zeigte die therapiebegleitende, kontinuierliche Gabe

848.

von Alfacalcidol positive Effekte®*: bei drei von elf teilnehmenden Patienten (zwei
Glioblastomen und einem Astrocytom) erfolgte eine langfristige, vollstindige Remission mit
abnehmender Tumorgrofle. Der Prozentsatz der auf diese Zusatztherapie ansprechenden

Patienten lag hier bei ca. 20%.

Tabelle 10
Wirkungen von Calcitriol im Rahmen der Neuro-Onkologie.

Wirkungen von Calcitriol

Zielzellen und -Gewebe

Literatur

Zelltod/Zelldifferenzierung 1

p75 (mRNA/Protein) 1

Tenascin-C (mRNA/Protein) |
M-CSF (mRNA) 1

Glioma-Zellen von Ratten; humane
Glioblastome und anaplastische
Astrocytome

Glioma-Zellen von Ratten

Glioma-Zellen von Ratten
Glioma-Zellen von Ratten

Naveilhan et al., 1994; Baudet et al.,
'Cytotoxic effects...", 1996;

Baudet et al., '1,25-Dihydroxyvita-
min Ds..", 1996; Davoust et al., 1998;
Trouillas et al., 2001

Naveilhan et al., '1,25-Dihydroxy-
vitamin Ds regulates...', 1996
Alvarez-Dolado et al., 1999

Furman et al., 1996

LIF (mRNA) 1

Glioma-Zellen von Ratten

Furman et al., 1996

Abkiirzungen: LIF = Leukdmie-inhibierender Faktor; M-CSF = Macrophagen colony-stimulating factor; p75 =

niederaffiner NGF-Rezeptor;
Nach: Garcion et al., 2002

845 Die allgemeinen Wirkungen von VD im ZNS werden im Kapitel 7 beschrieben; hier soll nur ein kurzer
Uberblick iiber die im Hinblick auf Tumore der Zellen des ZNS wichtigen Eigenschaften von VD gegeben
werden.

846 Naveilhan et al., 1994; Baudet et al., 'Cytotoxic effects...", 1996; Baudet et al., '1,25-Dihydroxyvitamin D;..,
1996; Davoust et al., 1998; Zou et al., 2000; Trouillas et al., 2001

847 Neveu et al., 'Synthesis of...", 1994

848 Trouillas et al., 2001
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5.6.3. Tumore der Ovarien®"”

Die bisher iiblichen Therapieverfahren bei Ovartumoren zeigen nur méBige

Behandlungserfolge gegen diesen hdufigsten der gynédkologischen Tumore, der eine hohe
Sterblichkeitsrate aufweist.

Epidemiologische Studien beschreiben einen gleichldufigen Zusammenhang zwischen
hoheren Breitengraden (bzw. eine negative Korrelation zur Sonnenlicht- v.a. UVB-
Exposition und dem VD-Status) und der Hiufigkeit von, bzw der Sterblichkeitsrate bei
Ovartumoren®’, was darauf hinweist, dass VD-Defizienz die Entwicklung dieser Tumorart
begiinstigt. Die umfangreichste und neueste dieser Studien fiihrte eine Arbeitsgruppe um

81 durch und beschrieb eine deutliche inverse Korrelation zwischen der UV-B

Gorham
Einstrahlung und dem VD-Status einerseits, und dem Risiko einer Erkrankung an
Ovartumoren andererseits. Auch andere Umwelt- und alimentére Faktoren sind wohl von
Bedeutung, worauf die inverse Verbindung zwischen dem VD-Gehalt der aufgenommenen
Nahrung und dem Risiko, an einem Ovartumor zu erkranken, hindeutet®>,

Bei in vitro Versuchen®” reagierten verschiedene Zelllinien von Ovartumoren auf Calcitriol
mit gehemmten Wachstum (durch Blockade des Zellzyklus in der Gi/G, Phase) und
gesteigerter Apoptose (u.a. wegen der Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus den
Mitochondrien in den Zellkern, die auf die Herunterregulation von hTERT hin erfolgt®?).
Auch priklinische Studien an Nacktmédusen®” zeigen, dass humane Xenotransplantat-Tumore
durch die Verabreichung des VD-Analogs EB1089 effektiv zur Apoptose angeregt und in
threr Proliferation gehemmt werden. Daraus resultiert insgesamt eine Inhibition des
Tumorwachstums, die eine Ubertragbarkeit der oben genannten in vitro-Ergebnisse auf die
Wirkung bei Tieren vermuten lésst.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnte der VDR wohl zum Angriffsziel fiir die
Entwicklung neuer Pharmaka werden. Sichere und potente VD-Analoga mogen eine

erfolgreichere als die momentan mogliche Therapie fiir diese Tumorart ermdglichen.

849 Der aktuelle Stand der Forschung ist bei Zhang, X., et al., 2006 zusammengefasst.

850 Muir et al., 1987; Devasa et al., 1999

851 Gorham et al., 'Solar ultraviolet G irradiance...', 2006

852 Salazar-Martinez et al., 2002

853 Ahonen et al., 'Androgen receptor...", 2000; Jiang et al., 2003; Li, P., et al., 2004; Zhang, X., et al., 2006
854 Bai et al., 2006

855 Zhang, X., et al., 2005
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5.6.4. Kaposi-Sarkom

Diese Tumorart hat verschiedene Atiologien, wobei die HIV-assoziierte Form in Europa
zentrale Bedeutung hat, da sie den bosartigsten Verlauf zeigt. Die Geschwulste liegen
zundchst in der Haut und in subcutanem Bindegewebe, konnen aber auch auf die
Schleimhdute und inneren Organe streuen. Eine ursdchliche Beteiligung schreibt man der
Infektion mit dem Herpes-Virus Typ 8 zu.

VDR mRNA und VDR-Protein werden von den Tumorzellen in vitro und in vivo exprimiert,
was die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Therapie mit VD und dessen Analoga ist.
Calcitriol hemmt die Proliferation der Tumorzellen in vitro und in vivo®®, und in einem
offenen klinischen Versuch erzielte die lokale Anwendung von Calcipotriol auf den Lasionen

gute Erfolge™’.

5.6.5. Pancreas-Karzinom

Calcitriol zeigt bei Zugabe zu verschiedenen humanen Pancreas-Tumor-Zelllinien

antiproliferative Fahigkeiten®®. Gemcitabine ist das bisher gebrduchlichste Mittel in der

89 Calcitriol bewies in vitro und am Tiermodell

Behandlung metastatischer Pancreastumore
die Féhigkeit, dessen Anti-Tumor-Aktivitit (Cytotoxizitit und Inhibition des
Tumorwachstums) zu verstirken. Auch die zugehorigen molekularen Hintergriinde sind

teilweise bekannt®®,

5.6.6. Ubergangszellkarzinom

Bisher haben Calcitriol und sein Analog Seocalcitol (z.T. in Kombination mit mittelkettigen
Triglyceriden) Potential in der Behandlung dieser Tumorart in vitro und am Tiermodell
Ratte, bzw. bei spontan erkrankten Hunden bewiesen®®'.

Epidemiologisch und in Tierversuchen zeigt sich eine mogliche Rolle von Calcitriol in der
Préavention dieser Tumorart®*”. Andererseits ist die starke Expression von VDR (ca. 85% der
Ubergangszellkarzinome exprimieren VDR) epidemiologisch mit einem schnelleren

Krankheitsverlauf und einerer schlechteren Prognose verbunden®®,

856 Masood et al., 2000; Jenner et al., 2003

857 Jenner et al., 2003

858 Ohlsson et al., 2004

859 Shore et al., 2003 fasst auch den aktuellen Stand der chemotherapeutischen Verfahren zusammen.
860 Yu et al., 2006

861 Kontey et al., 2001; Kaewsakhorn et al., 2005

862 Kamat & Lamm, 1999; Kontey et al., 2001

863 Sahin et al., 2005
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6. Das Herz-Kreislauf-System

6.1. Grundlagen

6.1.1. Blutdruckregulation

Die Regulation des Blutdrucks erfolgt auf verschiedenen Ebenen; in der lokalen

Kreislaufsteuerung reagiert jedes Durchblutungsgebiet autoregulatorisch auf seine jeweilige
Versorgungslage und sichert so seine ausreichende Mindestversorgung. Die Regelung fiir den
Gesamtorganismus geht von mehreren zusammenarbeitenden Systemen aus.

Zunichst erfolgt sie iiber Nervensignale des Symphaticus, der den Grad der Vasokonstriktion
in der gesamten Peripherie steuert, ferner haben daran auch Pressorezeptoren (in der Wand
der Aorta, Arteria carotis communis, Vena cava und den Vorhofen) Anteil, die liber ihre
Zentren im ZNS (in der Medulla oblongata und der Pons) den Herzschlag und die
symphaticuskontrollierte GefaBBspannung beeinflussen.

Abgesehen davon arbeitet ein Bereich der Blutdruckkontrolle humoral — hormonal. Hier sind
einerseits die dem vegetativen Nervensystem angegliederten Catecholamine Adrenalin und
Noradrenalin zu nennen, andererseits Hormone, die iiber die Beeinflussung der
Nierenaktivitit (und daraus folgend der Volumenregulation) den Blutdruck mitsteuern.
Adiuretin (ADH) wird abhiangig von Osmorezeptoren und Signalen der Pressorezeptoren im
linken Atrium aus dem Hypophysenhinterlappen ausgeschiittet und bewirkt an der Niere eine
erhohte Wasserresorption, also eine Volumen- und damit Blutdrucksteigerung. Auch das
Nebennierenrindenhormon Aldosteron erzeugt iiber die gesteigerte Natriumresorption eine
Wasserretention mit der gleichen Folge.

Die Ausschiittung von Aldosteron wird von Angiotensin II angeregt, welches nach Spaltung
des Reninsubstrats Angiotensinogen (aus der Leber) zu Angiotensin I, und unter weiterer
Spaltung durch das (in Lunge und anderen Geweben vorkommende) Enzym ACE
(angiotensin  converting enzyme) entsteht. Angiotensin II bewirkt neben der
Aldosteronausschiittung (s.o.) auch einen gesteigerten Durst und Salzappetit, eine Absenkung
der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) und des 'renal blood flow' (RBF). Ferner entsteht eine
starke  allgemeine  Vasokonstriktion, was Angiotensin Il zum  wirksamsten
blutdrucksteigernden Mittel des Korpers macht.

)864

Das Renin- Angiotensin- System (RAS ist eines der wichtigsten Instrumente der

864 Genaueres hierzu bei Hackenthal et al., 1990; Ballermann et al., 1991; Berry et al., 2001; Lavoie &
Sigmund, 2003
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Blutdruckregulation, und die Schliisselstellung in diesem System hat das im
juxtaglomeruldren Apparat der Niere gebildete Hormon Renin. Dessen Aktivitdt stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Kaskade dar; seine Erzeugung und Freisetzung
sind sehr komplex gesteuert®. Von Bedeutung in dieser Steuerung sind v.a. die
Nierendurchblutung, Nervensignale des Symphaticus (f—adrenerge Rezeptoren) und die in
der Macula densa gemessene tubuldre Natriumkonzetration in der Henle'schen Schleife. Die

Renininhibition erfolgt u.a. durch die Hormone Vasopressin, Endothelin und Angiotensin II.

6.1.2. Bluthochdruck

Definitionsgemdl liegt Hypertonie ab einem systolischen Blutdruckwert von 140 mmHg und

einem diastolischen Wert von 90 mmHg vor. Pathophysiologisch unterscheidet man den
Minutenvolumenhochdruck, der von einem erhohten Herzminutenvolumen ausgehend v.a.
den systolischen Druckwert steigert, von dem Widerstandshochdruck. Dieser manifestiert
sich v.a. am diastolischen Wert und hat seine Ursache im erhéhten Tonus der Peripherie.
Atiologisch lisst sich der primire, essentielle Bluthochdruck unbekannter Ursache von dem
sekundédren unterscheiden, der verschiedenste Ursachen haben kann. Hier kommen u.a.
renale (d.h. auf einer Erkrankung der Nieren beruhende), endocrine (z.B. Hyper-
aldosteronismus, Hyperparathyreoidismus, Hyperthyreose und hormonproduzierende
Tumore), medikamentds-alimentédre und cardiovasculdre Ursachen in Frage.

Die WHO-Einteilung der Schwere der Hypertonie richtet sich zum einen nach der Hohe des
diastolischen Werts, zum anderen nach der Massivitit der Organschiaden.

Klinisch zeigen sich bis zum Auftreten der ersten Endorganschiden (wenn {iberhaupt) nur
unspezifische Symptome wie z.B. Schwindel und Sehstérungen. Erst diese Organschiden
verursachen deutliche Symptome, wobei die sich frithzeitig entwickelnde Atherosclerose im
Mittelpunkt steht. Sie fiihrt u.a. zu coronarer Herzkrankheit, cerebralen Durchblutungs-
storungen und Schrumpfnieren mit Niereninsuffizienz.

Fiir die Diagnostik ist eine mehrmalige oder Langzeit-Messung des Blutdrucks nétig, da
einmalige Messungen oft (stressbedingt) zu hohe Werte liefern. In der Therapie liegt der
Schwerpunkt der Behandlung bei sekunddren Hypertonien in der Bekidmpfung der
Grunderkrankung, bei primdren in der symptomatischen Anwendung von Antihypertensiva
(z.B. ACE-Hemmer), der Gewichtsreduktion und der Verdnderung der Lebensgewohnheiten
(z.B. mehr Sport, natriumreduzierte Erndhrung und Verminderung von Stressoren), was alles

auf eine Normalisierung des Blutdrucks hinwirkt.

865 Ballermann et al., 1991; Li, 2003



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 170

6.2. Vitamin D Wirkungen

6.2.1. Blutdruckregulation

Der in Studien (s.u.) beobachtete Effekt von Vitamin D auf den Blutdruck wurde zunichst
verschiedenen mdglichen Mechanismen zugeordnet, deren Relevanz man in den folgenden
Jahren zu kldren begann. Viele Theorien verbinden das D-Hormon mit der
Blutdruckregulation; eine von ihnen besagt, dass Calcitriol iiber eine Steigerung der Ca*'-
Absorption den Blutdruck senken soll*®, wozu die Beobachtung passt, dass Ca*'-Aufnahme

und Blutdruck negativ korrelieren®”.

Hier leitet Zemel®® die Folgerung ab, dass eine
Steigerung der Ca’’-Aufnahme nur indirekt iiber die daraus resultierende Senkung der
Calcitriol-Konzentration den Blutdruck verringert. Dies soll ndmlich die Frequenz der
Membranrezeptor — Interaktionen mit Calcitriol an der glatten GefaBmuskulatur reduzieren,
was den Ca**-Influx in die Zellen, die Kontraktionskraft und -féahigkeit und das Wachstum
der glatten Muskelzellen der Arterienwiande verringert®®. Dadurch sinkt iiber den
verringerten peripheren GefaBtonus auch der Blutdruck; Calcitriol hat also laut Zemel eine
den Blutdruck steigernde Wirkung.

Obwohl die calcitrope und inotrope Wirkung von Vitamin D auf isoliertes Gefdllgewebe
auch andernorts®”® beschrieben ist, scheint der Riickschluss von steigender Ca**-Aufnahme
auf sinkende Calcitriolkonzentration als eigentliche Ursache fiir der Bluddruckabfall nicht
hinreichend bewiesen. Der VD-Spiegel in diesen Arbeiten®”' wurde nicht gemessen, und eine
ursidchliche Beteiligung von Calcitriol an der Verdnderung des Blutdrucks ist in diesen
Versuchen mit hoherer Calciumaufnahme nicht bewiesen, da primédre Verdnderungen des
Calciumstatus in vielen Bereichen des Organismus, und nicht nur im VD-Metabolismus
wirken. Mason hat iiberdies beschrieben®”?, dass eine erhohte Calciumaufnahme den
Plasmaspiegel von 25(OH)D; steigert und nicht (wie von Zemel angenommen) senkt. Die
Ursache hierfiir vermutet man darin, dass Ca?" zur Konservierung von Calcitriol beitrigt,
weil eine niedrige Calciumaufnahme den Abbau von VD-Bestandteilen beschleunigt —
moglicherweise tiber sekunddren Hyperparathyreoidismus, der aus Calciummangel entstehen

kann. Eine Steigerung des Blutdrucks durch die Gabe von Calcitriol wurde noch nie

festgestellt.
866 Groziak & Miller, 2000
867 McCarron, Morris & Cole 1982; Bucher et al., 1996; Zemel et al., 1986
868 Zemel, 2001
869 Bukoski & Kremer, 1991
870 Bukoski & Kremer, 1991; Bukoski et al., 1989; Bukoski et al., 1990; Resnik, 1999
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Es wird erwogen®”, dass die Bindung von Calcitriol an VDR in Geweben, die den Blutdruck
mitkontrollieren (v.a. in Herz und glatter GefaBmuskulatur, die beide VDR aufweisen®”), die
Blutdruckregulation beeinflusst. Dies erkldrt den Zusammenhang zwischen VD und dem
Blutdruck aber nicht anndhernd so befriedigend wie die folgende, zentrale und bewiesene
Einflussnahme des Vitamins auf die Blutdruckkontrolle.

Ankniipfend an die These, dass Calcitriol die Plasmarenin—Aktivitit unterdriicken soll*”,
wurde in einer Reihe von Versuchen®”® eindeutig bewiesen, dass Calcitriol (unabhéngig von
den bereits bekannten Systemen, die die Reninausschiittung regulieren) die Reninbildung im
juxtaglomeruldren Apparat hemmt und so indirekt die Bildung von Angiotensin II deutlich
verringert. Zusitzlich ist auch im Bereich der sehr komplex aufgebauten Enhancer- und
Promotorregion des Renin—Gens ein Bereich identifiziert und im Experiment funktionell
zugewiesen worden, an den der VD-VDR Komplex bindet und so die Renintranskription
deutlich verringert®”’. Der gleiche Versuchsaufbau zeigte, dass Retinsdure, deren Rezeptor
RXR (wie der von Calcitriol) zur Familie der Kern—Hormon—Rezeptor-
Transkriptionsfaktoren gehort, die Reninsynthese erh6ht. Die Enhancer- und Promotorregion
dieses Enzyms ist aufgrund ihrer Komplexitidt und ihrer mindestens fiinf Bindungsstellen
cher als Steuerungselement zu bezeichnen*®. Auch VD-Analoga, welche die
Reninexpression massiv hemmen und verglichen mit Calcitriol kaum hypercalcimisch
wirken, sind bekannt®”.

VD hemmt direkt und sehr effektiv die Entstehung des potentesten blutdrucksteigernden
Hormons - Angiotensin II. Dies erkldrt den beobachteten negativen Zusammenhang zwischen
Calcitriol und dem Blutdruck, da es zweifelsfrei die weniger starken blutdrucksteigerden

Effekte von VD an den glatten Muskelzellen der GefaBwiande tiberdeckt.
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6.2.2. Effekte bei Bluthochdruck

Calcitriol hat vielféltige Mdglichkeiten, in das Krankheitsgeschehen des Bluthochdrucks
einzugreifen (s. Abb. 25). Einerseits kann es direkt drucksenkend wirken und dadurch das
Herz und die Nieren entlasten, was der weiteren Hypertrophierung des Herzens
entgegenwirkt. Dazu senkt VD die Reninproduktion und -freisetzung, wodurch die
Entstehung von Angiotensin II deutlich abnimmt (s.o.).

Andererseits konnen VDR-Liganden auch die Gesundheit und Funktion des Herz-
Kreislaufsystems direkt am Herzen beeinflussen, denn es gibt Hinweise auf die Rolle von VD
bei der Gesunderhaltung des Herzmuskels und der Kontrolle der kardialen Hypertrophie.
Calcitriol ist hier iiber VDR's mdglicherweise an der Aufrechterhaltung der Pumparbeit der
Herzventrikel beteiligt*®. Ferner zeigt die Herzmuskulatur vielgestaltige Reaktionen auf das
D-Hormon: zundchst wird ihr Wachstumsverhalten beeinflusst, und es finden Umbau-
vorginge statt, die der hypertoniebedingten, myocardialen Hypertrophie entgegenwirken

881

konnen®'. Weiterhin verdndert sich das Expressionsprofil wichtiger zelluldrer Proteine, und —

was mit Blick auf Bluthochdruck besonderes wichtig ist — der Kontraktionsablauf des

882

Herzens*”. Calcitriol scheint in direkter Wirkung die Kontraktionsféhigkeit der Muskelzellen
zu senken und so die hochdruckbedingte Hypertrophie des Myocards zu verringern®’,

Neben der Herzmuskulatur greift das D-Hormon iiber VDR's auch an der glatten
GefaBmuskulatur an®* und regt deren Um- und Wiederaufbau an. Es konnte auf diesem Weg
zusitzlich die durch Bluthochdruck entstehenden Schiden an den Gefdflen mitbeheben.
Uberdies veriindert es an der glatten GefiBmuskulatur die Expression verschiedener Marker,
deren Bildung mit Gefafverletzungen in Verbindung stehen. Dies ist ein weiterer Beweis fiir
seine wichtige Rolle in der Regulation der GefaBfunktion®.

Ein anderer Ansatzpunkt ist das Entziindungsgeschehen, welches cardiovaskulére
Erkrankungen héufig begleitet und kennzeichnet, da es durch die immunmodulierenden
Eigenschaften von VD (s.0.) gechemmt werden kann. In diesem Zusammenhang ist zunéchst
die Atherosclerose (eine zentrale Folgeerkrankung der Belastung der Gefdle durch
Bluthochdruck) zu nennen, die durch das D-Hormon beeinflussbar scheint®®. Sie ist durch
degenerative und chronisch-entziindliche Prozesse in der GefaBwand geprégt, die u.a. durch

TNFoa und IL-6 mediiert werden. Diese Cytokine werden durch aktives VD in vitro
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gehemmt, und in vivo zeigt sich eine inverse Beziehung zwischen dem 25(OH)D:-
Plasmaspiegel und TNFo®. Am GefiBendothel haben niedrige Ca**-Konzentration im EZR
in Kombination mit Calcitriol Auswirkungen auf Parameter, die mit der Atherosclerose in
Verbindung gebracht werden®®: in vitro fordert Calcitriol bei niedriger Ca**-Konzentration
die Expression der endothelialen Stickoxyd-Synthase (eNOS), des vaskuldr-endothelialen
Wachstumstaktors (VEGF) und von IL-6; RAGE ('receptor of advanced glycation end
products', ein Rezeptor fiir die Endprodukte der Glycosilierung) aber wird in seiner Bildung
gehemmt. Die Steigerung der eNOS in Verbindung mit verringerter RAGE-Expression soll
die anti-atherosclerotischen Effekte von Calcitriol teilweise erkldaren. Auf der anderen Seite
steht die vermehrte Bildung von IL-6 und VEGF als Beweis der unter Ca*-
Mangelbedingungen proinflammatorischen Aktivitdt von Calcitriol am Endothel, da diese
Reaktion nur bei niedriger Ca*-Konzentration im EZR beschrieben ist.

Auch die kongestive Herzinsuffizienz ist mit Entziindungsprozessen verbunden, die sich
durch VD hemmen lassen. Unter Calcitriol steigt hier in vivo der Spiegel des
antiinflammatorischen IL-10, wéhrend die Konzentration des proinflammatorischen TNF-a
sinkt*®. Ferner reduziert die Applikation von VD auch den PTH-Wert, der auf hohem Niveau
die Entstehung von verschiedenen cardiovaskuldren Erkrankungen begiinstigt®®.
Zusammenfassend ist zu erwarten, dass Calcitriol das Herz-Kreislauf-System auf mehreren
Wegen beeinflusst. Es hemmt die Reninfreisetzung, was den Blutdruck senkt, und nimmt an
der Steuerung der Gefallspannung, der Herzaktivitit und der Auf- und Umbauvorgéinge in
Herz- und GefdBmuskulatur statt. Zudem wirkt es iiber seine immunmodulatorischen
Féhigkeiten auch mafigend auf das Entzlindungsgeschehen (z.B. Atherosclerose) ein, das

cardiovaskuldre Erkrankungen begleitet.

Abbildung 25 1,25-Dihydroxyvitamin Ds and Analogs

VD und seine Metaboliten (25(OH)D und 1,25 / \

(OH);D;) bzw. aktiven Analogas scheinen auf 1 Inflammation ) ) T
verschiedenen Wegen das Herz-Kreislaufsystem zu : S Ry
beeinflussen. Die Wirkungen auf das RAAS sind : l

zentral und bewiesen. : RAAS :
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6.3. Daten aus Tierversuchen

VDR -/- Miuse zeigen im Vergleich zu WT-Maiusen eine erhdhte Reninexpression und
folglich hohere Plasmawerte von Angiotensin II, was zu Bluthochdruck, Herzmuskel-
hypertrophie und vermehrter Wasseraufnahme fiihrt*'. Behandelt man diese Tiere mit
Captopril, einem ACE-Hemmer, so sinkt der Blutdruck, was beweist, dass die Steigerung
tatsdchlich von dem erh6hten Angiotensin II-Wert herriihrte.

Das Versuchsmodell der VDR -/- Maus wurde auch fiir die Darstellung der von diesem
Rezeptor abhédngigen Verdanderungen in der Genexpression im Hinblick auf die extracelluldre
Matrix (ECM) geniitzt*?. Im Vergleich zur WT-Maus zeigte sich eine deutlich verminderte
Expression der der Matrix-Metalloproteinasen MMP2 und MMP3, sowie der
Gewebeinhibitoren der Metalloproteinasen (TIMP-2 und TIMP-3). VD spielt demnach eine
Rolle bei der Synthese der ECM des Herzens, was das Remodelling des linken Ventrikels
teilweise verhindern kann. Dieser Umbauvorgang wird durch MMP's mediiert und tragt zur

Entstehung der Kardiodilatation und des Herzversagens bei.

6.4. Daten aus der Humanmedizin

6.4.1. Studien

Etliche Studien beschreiben einen Zusammenhang zwischen der Entfernung vom Aquator in

Amerika, Asien und Europa und der Wahrscheinlichkeit von Bluthochdruck, wobei sie ihre
Ergebnisse mit einem moglichen VD-Mangel in Verbindung sehen. In den 80iger Jahren
begann man diese negative Korrelation zwischen dem Calcitriol-Blutspiegel und dem
Blutdruck zu beobachten®?, was sich bis in die umfangreiche INTERSALT — Studie
fortsetzte. Auch diese stellte eine lineare Verbindung zwischen der Inzidenz von

Bluthochdruck und der Nord- oder Siidentfernung vom Aquator fest®**,

Dazu passend zeigte Scragg™”’

die Verbindung zwischen den Jahreszeiten mit geringerer
Sonneneinstrahlung und dem Auftreten von bzw. dem Tod an cardiovaskuldren
Erkrankungen, was er mit dem schiitzenden Effekt von UV-Strahlung erklirte.

Die zentrale Rolle des Serumspiegels von 25(OH)Ds; und 1,25(OH),D; zeigt sich in

891 Lietal., 2002

892 Rahman et al., 2006

893 Sowers et al., 1988; Young et al., 1990; Kristal-Boneh et al. 1997
894 Rostand, 1997

895 Scragg, 1981
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verschiedenen Studien: neben seiner inversen Korrelation zu Verkalkungen der

7 ist er auch mit der

Herzkranzarterien®® und dem Auftreten von akuten Herzinfarkten®
Pravalenz von cardiovaskuldren Krankheiten bei Patientinnen mit Diabetes Typ 2 deutlich
invers assoziiert®. Ferner beschreiben Zittermann et al.*”’ einen Zusammenhang zwischen
VD-Defizienz (gemessen am 25(OH)D;-Spiegel) und der Atiologie, sowie der Pathogenese
von kongestiver Herzinsuffizienz, und stellten bei Patienten mit Herzversagen einen
geringeren Spiegel von 25(OH)D; und 1,25(OH),Ds fest. In einer groBen Studie (mit 12644
Teilnehmern)®™ zeigte sich die signifikant-negative Korrelation des 25(OH)D; -Spiegels mit
dem Blutdruck. Die ethnischen Unterschiede beim VD-Spiegel (d.h. seine Abhdngigkeit von
der Hautfarbe mit hoheren Werten bei hellerer Haut) konnten das hohere Risiko von
Bluthochdruck bei Schwarzen zu 40% erkliren. Die Bedeutung der Ubergewichtigkeit
(gemessen am BMI, 'body mass index') fiir den Bluthochdruck lieB sich in der Untersuchung
auch darstellen: korrigierte man die Korrelation von VD-Serumspiegel und Blutdruck um
den Faktor des BMI, so war sie nur noch im Vergleich zwischen den hoéchsten und
niedrigsten Serumkonzentrationen signifikant.

Zudem ist eine Verbindung zwischen dem Auftreten einer Erkrankung der Herzkranzgefdlle

und einem VDR-Polymorphismus beschrieben®'.

6.4.2. Klinische Versuche

Weitere Quellen beschreiben Zusammenhédnge zwischen dem VDR, Calcitriol und dem
Blutdruckniveau. Unter VD-Supplementation und Calcitriolgabe wurde ein Sinken des
Blutdrucks bei Patienten mit Bluthochdruck oder Hyperparathyreoidismus®? beobachtet.
Auch UV-B Strahlung dreimal pro Woche fiihrte bei Patienten mit méBigem Bluthochdruck
binnen drei Monaten zu einer Steigerung der Plasmakonzentration von 25(OH)Ds; um 180%
und einem Abfall des systolischen und diastolischen Drucks um durchschnittlich je 6 mmHg,
was die Werte wieder in den Normalbereich brachte. Interessanterweise zeigte sich bei
Anwendung von UV-A Strahlung unter gleichen Bedingungen keine Auswirkung auf den
Blutdruck®®.
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Bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung bewirkte die Gabe des VDR-Liganden
Paricalcitol eine im Vergleich zur Behandlung mit Calcitriol um 18% verringerte
Sterblichkeitsrate (Beobachtungszeitraum 18 Monate)*. Das VD-Analog scheint also
schonender als das D-Hormon fiir Nieren, Herz (und Leber?) zu sein.

Eine groBe placebo-kontrollierte und doppelblind durchgefiihrte klinische ~Studie®®
beschiftigte sich bisher mit dem Effekt der tiglichen Gabe von 2000 IU VD und 500 mg Ca**
auf Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz. Hier zeigte sich das Niveau des
Entziindungsgeschehens in Reaktion auf die immunmodulierenden Eigenschaften von VD
zwar deutlich reduziert, die Mortalititsrate blieb aber unbeeinfluf3t. Es fanden sich ferner
Hinweise darauf, dass eine Storung des Gleichgewichts zwischen PTH und Calcitriol das
Voranschreiten der Erkrankung begiinstigt. Die Ergebnisse der Studie empfehlen VD als
mogliches antiinflammatorisches Therapeutikum der kongestiven Herzinsuffizienz. Da
jedoch weitere Ergebnisse aus vergleichbar umfangreichen Arbeiten nicht vorliegen, sind die
vorhandenen Daten noch zu spérlich, um das tatsdchliche Ausmall der Wirksamkeit und
Sicherheit von VDR-Liganden in der Therapie von Bluthochdruck und Herzinsuffizienz

abschétzen zu konnen.

6.5. Perspektiven

Aus den beschriebenen Ergebnissen (die auf der Ebene der zelluldren Mechanismen in vitro
durchaus beachtlich sind) leitet sich die bedeutende Moglichkeit ab, aus nicht—calcdmischen
Analoga von Calcitriol wirksame Therapeutika gegen Bluthochdruck und seine
Folgeerscheinungen entwickeln zu kdnnen, was auf der Schiene der Renininhibitoren bislang
noch nicht gelungen ist’®. Auch zeigt sich deutlich, dass es sinnvoll ist, prophylaktisch auf
eine ausreichend hohe VD-Versorgung zu achten, um das Abgleiten in den Bluthochdruck

vermeiden zu kénnen®”’.
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7. Das Zentrale Nervensystem

7.1. Grundlagen

7.1.1. Zelltypen und -funktionen

Nervenzellen

Als die Funktionstrager des Nervensystems sind die Nervenzellen mit ihren Fortsétzen (in
threr Gesamtheit als Neuronen bezeichnet), fiir die Erregungsleitung verantwortlich. Sie
liegen in der grauen Substanz von Hirn und Riickenmark, sowie in den Spinalganglien und
Ganglien des vegetativen Nervensystems und sind iiber Fortsdtze (oder Axone: ein Neurit
und viele Dendrite) untereinander und mit den Erfolgsorganen verbunden. Ihre
Regenerationsfahigkeit ist sehr stark eingeschrinkt, weswegen sie bei Verlust nicht oder
kaum durch neue Zellen ersetzt werden konnen; jedoch iibernechmen andere Nervenzellen

bisweilen ihre Aufgaben.

Neuroglia

Die Neuroglia ist das Stiitz- und Hiillgewebe des Nervensystems. Bis auf die Microglia (die
die im ZNS ansdssigen Macrophagen umfafit) stammen ihre Zelltypen (Astrocyten,
Oligodendroglia und Mantelzellen) von Glioblasten ab. Durch Beteiligung an der Blut-Hirn-
Schranke hat die Neuroglia im Stoffwechsel, aber auch bei Phagocytose, Regeneration und

Narbenbildung wichtige Aufgaben.

Astrocyten (Macroglia)

Diese Zellgruppe bildet den groBten Teil der weilen und grauen Substanz des Gehirns. Sie
umbhiillen die Blutkapillaren und kontrollieren so den Stoffaustausch zwischen Blut und
Nervenzellen, sind also ein Teil der Blut-Hirn-Schranke. Bei Gewebezerstorungen beteiligen
sie sich durch Phagocytose an der Abrdumreaktion und kénnen Defekte durch Zellteilungen
ausfiillen, wodurch gliose Narben entstehen. Wiahrend man die Langstrahler (Astrocyten mit
langen Zellfortsdtzen) in der weillen Substanz findet, liegen die Kurzstrahler in der grauen
Substanz, wo sie die Blut-Hirn-Schranke bilden und mechanische Funktionen ausiiben.

Fliigelartige Astrocyten kommen lediglich in der Kornerschicht des Kleinhirns vor.
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Oligodendroglia und Mantelzellen

Die Mantelzellen sind die Gliazellen der peripheren Nerven und umhiillen die Nervenzellen
vollstdndig. Sie umhiillen die Nervenfortsitze, indem sie deren Markscheiden bilden, und
werden als Schwann'sche Zellen bezeichnet. Im Gegensatz zu diesen kann eine einzelne
Zelle der Oligodendroglia die Markscheiden fiir mehrere Axone bilden und ist an der
Myelinbildung beteiligt.

Microglia

Microglia bezeichnet die im ZNS ansédssigen Macrophagen. Diese stammen von
myelomonocytischen Vorlduferzellen ab und setzen sich schon in der Embryonalentwicklung
im ZNS fest. Hier werden sie als die wichtigsten Mediatoren von Immunantworten
angesehen und befinden sich normalerweise in einem Ruhezustand, aus dem sie in Reaktion
auf Schidden verschiedenster Art schnell heraustreten und aktiviert werden®®. Diese
Aktivierung duBert sich z.B. durch das Erlangen immunregulatorischer Fahigkeiten wie
Antigenprisentation, Phagocytose und Cytotoxizitat’”, wobei am Ort der Entziindung auch
MHC und das kostimulatorische Molekiil B7 vermehrt gebildet werden®'’. Zusitzlich beginnt
die Produktion von l8slichen Faktoren wie TNF, IL-1, IL-6 und NO°!'.

Alle Aktivititen der Microglia sind zur Abwehr von Infektionen nétig, fithren aber bei
ibermafigem Auftreten (z.B. im Rahmen von immunmediierten Erkrankungen des ZNS, wie
AIDS und MS, und einigen neurodegenerativen Prozessen, wie der Alzheimer'schen
Krankheit) zu schweren Schiden®'?.

Desweiteren phagocytiert die Microglia bei Gewebezerstorungen im Nervensystem tote

Zellen - eine Eigenschaft, nach der man ihnen den Namen 'Abrdumzellen' gegeben hat.

908 Streit et al., 1999

909 Streit et al., 1999; Aloisi et al., 'Glia-T cell dialogue.', 2000

910 Menendez Iglesias et al., 1997

911 Chao et al., 'Cytokine release...', 1992; Chao et al., 'Activated microglia...", 1992

912 Munoz-Fernandez & Fresno, 1998; Gonzales-Scarano & Baltuch, 1999; Streit, 2000 fassen zusammen.
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7.1.2. Pathologische Prozesse im ZNS

Mit Blick auf die Aufgaben von Vitamin D werden hier nur die typischen degenerativen
Verdnderungen des Alters, ischdmische Zustéinde (z.B. infolge von Schlaganfillen) und die
Alzheimer'sche und die Parkinson'sche Krankheit angesprochen. Bei den beiden letzteren
finden in bestimmten Regionen des Gehirns, z.B. dem Locus coeruleus und dem
Hippocampus, degenerative Prozesse statt, die zu einer verringerten Zahl von Neuronen
fiihren. Die Ursache dieses Zellverlustes sieht man (zumindest teilweise) im oxidativen

Stress der betroffenen Zellen.

7.1.2.1. Parkinson'sche Krankheit

Parkinson ist die haufigste neurologische Erkrankung im fortgeschrittenen Lebensalter; ca.
1% der iiber 60-jdhrigen (und hier v.a. Minner) sind davon betroffen. Neben Hypo- oder
Akinese (allgemein verlangsamten Bewegungen, verdndertem Gangbild, Mikrographie,
leiserer und monotoner Sprache und Bewegungsstorungen wie Fallneigung) fallen klinisch
auch Rigor (Muskelstarre in verschiedenen Bereichen) und grobschldgiger Ruhetremor auf.
Bei Bewegungen setzt dieses Zittern aus, weswegen z.B. die Schrift leserlich bleibt. Man
unterscheidet v.a. das idiopathische Parkinson-Syndrom mit unklarer Atiologie von
sekundidrem Parkinson, der durch Arteriosclerose, Entiindungen, toxisches Geschehen oder
andere Noxen verursacht wird.

Die Therapie erfolgt i.d.R. durch Anticholinergika, Amantidin, Dopamin-Substitution und
begleitende Maflnahmen wie Krankengymnastik und psychosoziale Betreuung.

Zunichst werden alle Symptome zur Einstufung des Krankheitsgrades nach der einheitlichen
Bewertungsskala fiir Parkinson (UPDRS) beurteilt. Weiter kann man die Erkrankung in zwei
Unterarten differenzieren, wobei symptomatisch in der ersten Tremor das Krankheitsbild
dominiert, wihrend in der zweiten Haltungsinstabilitit und Gangschwierigkeiten (postural

913

instability and gait difficulty; PIGD) iiberwiegen’”. Auch prognostisch und therapeutisch
unterscheiden sich die zwei Formen, da die PIGD-Gruppe auf die Therapie durch den Ersatz
dopaminerger Pharmaka (dopaminerg-Ersatz-Therapie) schlechter anspricht, ein schnelleres
Fortschreiten der motorischen Behinderungen aufweist und eine schlechtere Prognose als die
14,

andere Gruppe ha Diese Unterschiede mogen ihre Ursache in der Beteiligung
verschiedener neuronaler Mechanismen haben.
Im Mittelpunkt des Krankheitsgeschehens stehen die dopaminergen Neuronen. Postmortem

durchgefiihrte Studien lieferten Grund zur Annahme, dass oxidativer Stress eine

913 Zetusky et al., 1985
914 Zetusky et al, 1985; Jankovic et al., 1990



Vitamin D in Immunologie und Onkologie 180

t’%. Die Neurotoxizitit

Schliisselstellung im Sterben der dopaminergen Neuronen einnimm
von Glutamat (das unter physiologischen Bedingungen ein exzitatorischer Transmitter ist)
mag eine wesentliche Rolle beim selektiven Sterben dopaminerger Neuronen im Rahmen
von Parkinson spielen. Groe Mengen Glutamat allerdings fordern die Entstehung von
reaktiven Sauerstoffspezies und von NO, was zum Zelltod fiihrt®'®. Klinische Studien haben
eine verdnderte Konzentration verschiedener Ionen (z.B. erhohte Eisen- und Zink-
Konzentrationen) im nigrostriatalen dopaminergen System gezeigt’’. Fiir die Therapie von
Parkinson scheint der gliale neurotrophe Faktor (GDNF, ein Mitglied der TGF-f Familie) ein
vielversprechender Kandidat zu sein”®, wobei aber das Problem besteht, dass GNDF die

Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann’"’.

7.1.2.2. Alzheimer'sche Krankheit

Diese Erkrankung tritt ab dem 40. Lebensjahr, teilweise familidr gehduft und v.a. bei Frauen
auf. Sie dullert sich anfangs in Form von Gedichtnisstérungen, wird spdter aber auch von
vielen anderen zentralnervosen Symptomen wie Unruhe, Orientierungsstorungen, Aphasie,
Agnosie und psychischen Verdanderungen wie Euphorie oder Depressionen begleitet.

Die makroskopisch sichtbare Hirnatrophie, die v.a. die Hirnrinde betrifft, stellt sich
histologisch als granulovakuoldre Degeneration mit senilen Plaques, Alzheimer-
Degenerationsfibrillen (dicke Fibrillen im Cytoplasma der Nervenzellen) und evtl. Amyloid-
ablagerungen dar. Biochemisch zeigt sich u.a. eine reduzierte Acetylcholinsynthese, die auf
der verringerten Aktivitit der Cholinacetylase basiert. Die Atiologie von Alzheimer ist noch
ungeklart, man vermutet aber die Beteiligung genetischer und/oder metabolischer Stérungen,
bzw. Slow-Virus-Infektionen. Eine gezielte Therapie ist noch nicht bekannt, weswegen man

sich mit einer symptomatischen Behandlung begniigen muss.

7.1.2.3. Ischdmie und ihre Folgen
Die cerebrale Ischdmie ist weltweit ein grofles Problem und z.B. in den USA die
dritthaufigste Todesursache®®. Thre iiblichste Atiologie ist die Apoplexie (auch Schlaganfall

oder Gehirnschlag), die wiederum unterschiedliche Ursachen haben kann. Neben dem

ischdmischen Hirninfarkt, der infolge einer Embolie (wegen guter intracerebraler

915 Jenner et al., 1998

916 Sawada et al., '"Methylphenylpyridium...", 1996; Sawadwa et al., 'Different mechanisms...", 1996; Sawada et
al., 'Mechanisms of resistance...', 1996

917 Dexter et al., 1989

918 Bjorklund et al., 1997; Gash et al., 1998

919 Wang, J.Y ., et al., 2001

920

Brown et al., 1996; Menotti et al., 1996; Toumilehto, 1996
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Kollateralisierung seltener wegen einer Stenose) entsteht, kommt hier auch eine
intracerebrale Massenblutung (oder priméren hdmorrhagischen Insult) urséchlich infrage.
Letztere entsteht durch eine GefaBruptur im Gehirn, die v.a. aufgrund von Angiopathien
(z.B.in Verbindung mit Bluthochdruck) auftritt. Eine Unterscheidung der beiden moglichen
Entstehungsabldufe kann nur durch bildgebende Verfahren wie CT oder MRT geschehen, da
sich die Symptome trotz unterschiedlicher Atiologie gleichen: akut einsetzende
Beschwerden, die sich nach dem betroffenen Hirnareal richten und z.B. Ldhmungen,
BewuBtseins- und Sprachstérungen beinhalten.

Die Therapie reicht von neurochirurgischen Eingriffen zur Druckentlastung bei Blutungen
iiber Atmungs- und Kreislaufiiberwachung, sowie Blutdrucksenkung bis zur (frithzeitig zu
beginnenden) Krankengymnastik. Durch Neuroprotektiva kann die Versorgung von
infarktfernen, jedoch im Ischdmiebereich liegenden Neuronen verbessert werden, was das
Uberleben der Zellen erméglicht und so den Schaden des Infarktes begrenzt.

Die Zellen in unmittelbarer Nihe des Infarktes sind wegen der massiven Mangelversorgung,
dem 6dembedingten Druck und den toxischen Einfliissen, die durch die anfallenden Produkte
des Zellstoffwechsels und das evtl. ausgetretene Blut (Eisen wirkt toxisch und erzeugt
oxidativen Stress) entsteht, nicht zu retten. Doch der Bereich, in dem sich der Schaden
erstreckt, reicht auch in entferntere Gebiete, die auf eine Versorgung durch das betroffene
Blutgefi angewiesen sind oder unter dem Odemdruck, bzw. den austretenden Toxinen
leiden. Diese zeigen ein z.T. als Panikreaktion bezeichnetes Verhalten und gehen oft
ebenfalls zugrunde, was die Regenerationsfiahigkeit des ZNS einschriankt, da weniger
Neuronen zur Ubernahme ausgefallener Funktionen zur Verfiigung stehen und auch der

geschidigte Bereich grofer ist.

7.1.2.4. Altersbedingte Degeneration

Das Altersgehirn weist liblicherweise atrophische Verdnderungen auf, v.a. da Fliissigkeit aus
dem ZNS verloren geht und die Nervenzellen nicht mehr optimal versorgt sind, weswegen
sie sterben (ab dem 20. Lebensjahr ca. 20 000/Tag). Histologisch findet man senile Drusen
(auch senile Plaques oder Amyloid-Plaques genannt; es handelt sich um interstitielle
Ablagerungen neuronaler Filamentproteine), Alzheimer- und Degenerationsfibrillen und
Polyglucosaneinschliisse. Auch scheint das Altern des Gehirns mit einer Verdnderung der

neuronalen Ca*’-Homdostase einherzugehen®.

921 Thibault et al., 1998; Verkhratsky & Toescu, 1998
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7.2. Die Rolle von Vitamin D im ZNS”**

Vitamin D hat im Nervensystem weitreichende Wirkungen, die bei der vorgeburtlichen
Entwicklung angefangen®”, {iber den EinfluB auf lokale Immunreaktionen und
Alterungsprozesse bis zur EinfluBnahme auf Stimmungen und psychische Stérungen

reichen®*

. Dennoch muB3 man davon ausgehen, dass diese Effekte weitgehend auch durch
andere Substanzen und Signaliibertragungswege vermittelt werden konnen, da weder
rachitische Menschen offensichtliche Funktionsstorungen des Nervensystems zeigen, noch

z.B. bei VDR -/- Miusen deutliche Abnormitéten des Gehirns vorliegen®

. Bei letzteren mag
sich aber vielleicht auch wegen ihrer ganz speziellen und sorgfiltig kontrollierten
Umweltbedingungen die Rolle von Calcitriol im Nervensystem und die Bedeutung seines
Fehlens nicht offen zeigen. VD-Mangel in der vorgeburtlichen Entwicklung von Ratten
fiihrte dem gegentiber zu verdanderter Funktion von Mitochondrien, Synapsen und Zytoskelett
im Gehirn der herangewachsenen Tiere®.

Zu diesem Themenbereich fehlen genauere Untersuchungen noch, weswegen man von dem
komplexen Geflecht der vielen Effekte und Wechselwirkungen zwischen verschiedenen
Wirkungstragern noch relativ wenig weil3. Es wird lange und intensive Arbeit bendtigen, um
hier Klarheit tiber Zusammenhénge und Details zu erlangen. Diese Untersuchungen sind aber
sinnvoll, da sie das Verstindnis der Zusammenhinge und Funktionsablidufe verbessern und
die Therapierbarkeit von ZNS-Erkrankungen optimieren konnten. So gibt es z.B. trotz eines
grolen Bedarfes und vielen Jahren aufwindiger Studien noch kein Medikament im

klinischen Gebrauch, das spezifisch auf Neuronen wirkt.

922 Die Aspekte dieses Themas, die sich ausschlielich auf den Bereich der Autoimmunkrankheiten oder der
Tumore beziehen, werden im Kapitel iiber MS (Kap. 3.3.1.), bzw. {iber Hirntumore (Kap. 5.6.2.) behandelt.
923 Garcion et al., 2002; Eyles et al., 2003 geben Beispicle aus diesem weitldufigen Themengebiet, das wie alle

embryonalen und fetalen Funktionen des D-Hormones in dieser Arbeit aus Platzgriinden nicht (ausfiihrlich)
besprochen werden kann.

924 Diese Wirkungsbereiche werden weiter unten genauer behandelt.

925 Chun Li et al., 1997; Yoshizawa et al., 1997; Panda et al., 2001

926 Eyles et al., 'Developmental vitamin D deficiency is associated...', 2006
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7.2.1. Vitamin D Rezeptoren

Im Rahmen der generellen Suche nach neuen Lokalisationen des VDR fand man auch im
ZNS auf verschiedenen Zelltypen®” und in verschiedenen Bezirken des Nervensystems
diesen Rezeptor: auf Neuronen und Gliazellen des limbischen Systems, Plexus chorioideus,
Hippocampus, préifrontalen Cortex, Cerebellum, Thalamus, der Amygdala, subventriculdren
Zone (einer der wichtigsten Bereiche im Gehirn, die lebenslang Nervenstammzellen
aufweist™), sowie anderer Regionen des Gehirns, Riickenmarks und peripheren
Nervensystems. Einige dieser Regionen (Hippocampus, préafrontaler Cortex und Cerebellum)
sind oft von neurodegenerativen Erkrankungen betroffen®”, doch tiber die dort durch VD
oder Calcitriol ausgelosten Reaktionen ist wenig bekannt. Allerdings weill man, dass
Calcitriol die Blut-Hirn-Schranke durchschreiten® und an VDR's im Gehirn binden®! kann,
wobei seine physiologische Konzentration dort bei ca. 10pM liegt**. Zusitzlich wurden im
ZNS auch Membranrezeptoren flir Calcitriol entdeckt®, die schnelle Wirkungen von VDR-
Liganden vermitteln.

Die weite Verbreitung von verschiedenen Rezeptortypen im ZNS gibt einen ersten Hinweis
auf die dort vielfaltigen Aufgaben des D-Hormons. Sie ermutigt zu der These, dass Calcitriol
im ZNS wie ein neuroaktives Steroid die Erregbarkeit der Neuronen moduliert und auch

weitere elektrophysiologische Phdnomene beeinflusst®*,

7.2.2. Vitamin D Metabolismus

Im Gehirn (und zwar z.B. im Hypothalamus, in der Substantia nigra, im Cerebellum und in
den Neuronen der Retina) wurde einerseits die lo-Hydroxylase, andererseits die 24-
Hydroxylase nachgewiesen® (s. Abb. 26).

Damit verfiigt das ZNS {iber die Enzymausstattung zur Synthese und zum Abbau des aktiven
D-Hormons, was diesem eine gut steuerbare, auto- und/oder paracrine Funktion einrdumt, die
v.a. vom 25(OH)Ds-Serumspiegel abhidngt und VD als hormonelles Neurosteroid mit einer

wohl wichtigen Rolle im Nervensystem darstellt”°.

927 Stumpf et al., 1979; Stumpf et al., 1982; Stumpf et al., 1988; Cornet et al., 1998; Priifer et al., 1999; Baas et
al., 2000; Langrub et al., 2001; Walbert et al., 2001

928 Veenstra et al., 1998

929 Walbert et al., 2001; Eyles et al., 2005

930 Gascon-Barre & Huet, 1983

931 Langub et al., 2001; Garcion et al., 2003

932 Kalueff et al., 'Mechanisms of neuroprotective...', 2004

933 Jia & Nimere, 1999

934 Zakon et al., 1998; Rupprecht & Holsboer, 1999

935 St-Arnaud, 1999; Zehnder et al., 2001; Eyles et al., 2005

936 Priifer et al., 1999; Brewer et al., 2001; Garcion et al., 2002; Eyles et al., 2003; Brown et al., 2003
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7.2.3. Wirkungen auf zelluldrer Ebene

Die starken neuroprotektiven Effekte von Calcitriol basieren auf mehreren voneinander
unabhédngigen Mechanismen®’ (s. Abb. 26 und Tab. 11); sie verhindern oder vermindern
Schiaden, verbessern die Versorgung der Nervenzellen und hemmen die altersbedingte
Neurodegeneration. Die optimierte Nervenzellversorgung ist fiir die Wirkungen in den
beiden anderen Bereichen mitverantwortlich, da sie den Zustand der Zellen verbessert und

somit ithre Widerstandsfahigkeit erhoht (s.u.).

Neurotrophie

Neurotrophische  Fahigkeiten beweist VD durch seine Induktion verschiedener
Neurotrophine®®: in Neuronen, Gliazellen und Schwann'schen Zellen stimuliert es die
Expression des Nerven-Wachstumsfaktors (NGF)*, des Neurotrophin NT3, des glialen
neurotrophen Faktors (GDNF, der z.B. die durch Ischdmie entstehenden Schidden am ZNS
verringert®® und antiapoptotisch, bzw. antioxidativ wirkt) und des Neurotrophin-Rezeptors
p75N™, hemmt hingegen die Bildung von NT4**'. Calcitriol férdert so die Neuentstehung von

5N und Neurotrophinen®Z.

Neuriten, und sein Mangel fiihrt zu verminderter Bildung von p7
Unter ischdmischen Bedingungen im Gehirn bewirkt diese Induktion der Neurotrophine den
neuroprotektiven Effekt von Calcitriol®”, und auch fiir die Wirkung des D-Hormons gegen

die Altersdegeneration des ZNS sind diese Mechanismen verantwortlich®*.

Neuroprotektion

Im Bereich der Schutzfunktionen von VDR-Agonisten fiir das Gehirn sind zunichst ihre
immunmodulatorischen Fahigkeiten zu nennen®”, die sich als Immunsuppression duflern und
so immunbedingte Schiden gering halten. Calcitriol wirkt nicht nur auf patrouillierende
Zellen der Immunabwehr, sondern auch auf Zellen, die wie Microglia und Astrocyten im

ZNS residieren’®. Es induziert hier die Bildung der antiinflammatorischen Cytokine IL-4 und

937 Shinpo et al., 2000; Rotkiewicz et al., 2001; Garcion et al., 2002

938 Chen et al., 2003

939 Saporito et al., 1993; Saporito et al. 1994 stellten auch in vivo die VD-induzierte Steigerung der NGF-
Bildung fest. Auch ein VD-Analog (CB 1093) zeigte bei Robbins et al., 1997 die gleiche Wirkung.

940 Genaueres iiber die Mechanismen der GDNF-Wirkungen ist bei Wang, Y., et al., 2002 nachzulesen.

941 In vitro Ergebnisse bei Neveu et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Ds regulates...', 1994; Neveu et al., 'Synthesis

of 1,25-dihydroxyvitamin D; . 1994; Cornet et al., 1998; Verity et al., 1999; Baas et al., 2000; Wang, Y., et
al., 2000; Wang, J.Y ., et al., 2001; Sanchez et al., 2002; Brown et al., 2003; Eyles et al., 2003.

942 Brewer et al., 2001; Erben et al., 2002

943 Wang, Y., et al., 2000

944 Landfield & Cadwallader-Neal, 1998; Garcion et al., 2002

945 Bemiss et al., 2002; Capiati et al., 2002; Meehan & DeLuca, 2002; siehe v.a. Ausfiihrliches im Kapitel iiber

das Immunsystem.
946 Nataf et al., 1996; Garcion et al., 1997; Garcion et al., 1998
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TGF-B*, wohingegen die proinflammatorischen Cytokine IL-6, TNF-o. und GM-CSF in
ihrer Expression in Microglia-Zellen gehemmt werden®*. Auch MHC 1II und der Cofaktor
CD4 werden in ihrer Bildung gehemmt, und diese spielen eine bedeutsame Rolle bei
autoimmun ablaufenden Prozessen im ZNS°¥. Durch ihre Inhibition erschwert VD die
Antigenprésentation und die Aktivierung von Lymphocyten.

Weitere Schadverminderung ermdglichen VDR-Liganden durch die Reduktion des Ca*'-
Spiegels im Gehirn®, da das Ausmall neurotoxischer Prozesse parallel zu seinem Niveau
zunimmt, diese also bei niedriger Ca?-Konzentration geringer ausfallen®'. Die beiden hier
bekannten Abldufe schiitzen die Neuronen vor toxischen Schiden, indem sie auf zwei Arten
den intracelluliren Ca*'-Spiegel senken®?. Einerseits hemmt VD im Hippocampus die
Bildung von Ca*-Kanilen des L-Typs®?, andererseits fordert es die Expression der Ca*'-
bindenden Proteine Parvalbumin, Calbindin D9k und Calbindin D28k***. Durch die Inhibition
von Ca?*-Kanilen des L-Typs erzeugt Calcitriol nicht nur neuroprotektive Effekte, sondern
greift auch in wesentliche calcium-abhingige neuronale Prozesse ein. Diese umfassen die
Erregbarkeit, die Genexpression und den Langzeit-Spannungsauf- und -abbau in
Nervenzellen®>.

Einen zusitzlichen Schutzmechanismus stellt die Steigerung der Aktivitdt der y-Glutamyl-
Transpeptidase dar, die das Schliisselenzym des Glutathionstoffwechsels ist”®. So wirkt
Calcitriol protektiv gegen die experimentell durch Eisen- und Zink-Ionen verursachten
Noxen am Gehirn, indem es die Konzentration des Antioxidans Glutathion (GSH, das vor der
Schadwirkung von Radikalen schiitzt) erhdhte und dadurch die gebildete Menge an
Wasserstoffperoxid (H,O,) verringert®’.

Nanomolare Konzentrationen von Calcitriol (0,1-100 nM) schiitzen die Neuronen also vor
den direkten Wirkungen von Superoxid (-Oy) und Wasserstoffperoxid (H.0,)’*®, doch

interagieren die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen auch mit den Wirkungen

947 Cantorna et al., '1,25-Dihydroxyvitamin Dj is a positive...", 1998

948 Cantorna et al., 1996; D'Hellencourt et al., 2003; Garcion et al., 2003 berichten gleichlautend, wobei
D'Hellencourt et al. auf Ebene der mRNA bei IL-6 und TNF-a keine Hemmung feststellen konnten und
daher einen posttranskriptionellen Proze3 vermuten.

949 Bemiss et al., 2002; Garcion et al., 2002; Garcion et al., 2003

950 Brewer et al., 2001; Ibi et al., 2001; Garcion et al., 2002; interessanter Weise wirkt Calcitriol hier
entgegen seiner iiblichen Wirkart und senkt den Calciumspiegel.

951 Shinpo et al., 2000

952 Li, Pirro & Demay, 1998; Cornet et al., 1998; Losel & Wehling, 'Nongenomic actions...', 2003

953 Brewer et al., 2001; Losel & Wehling, Nongenomic actions...'; 2003; Losel & Wehling, "Non-genomic
aldosterone...", 2003

954 Sutherland et al., 1992; Cornet et al., 1999; Li, Pirro & Demay, 1998; Losel & Wehling, 'Nongenomic
actions...", 2003; Losel & Wehling, 'Non-genomic aldosterone...', 2003

955 Brewer et al., 2001

956 Garcion et al., 2002; Garcion et al., 2003

957 Chen et al., 2003; Lin et al., 'Zinc-induced apoptosis...", 2003

958 Chaterjee, 2001; Ibi et al., 2001; Lin et al., 2003; Tetich et al., 2003
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des D-Hormons. Sie hemmen die Signaliibertragung auf Ebene der Transkriptionsinduktion,
was die neuroprotektiven Wirkungen von VD stark beeinflusst. Wéhrend das Sauerstoff-
radikal, Superoxid und Peroxinitrit die Assoziation des ligandengebundenen VDR mit der
DNA irreversibel hemmen, ist dieser Effekt bei H,O, teilweise reversibel’” und bei NO
vollig reversibel. Letzteres wird daher als Modulator der genomischen VD-Wirkungen im
Gehirn angesehen’®, da im Gegenzug zu den Effekten von NO auf die Aktivitidten von
Calcitriol auch letzteres den NO-Spiegel senken kann. Hierzu inhibiert es im Gehirn und
Riickenmark die Expression der induzierbaren Typ II NO-Synthase (NOS II oder iNOS)*'.
Diese Hemmung der NO-Entstehung erfolgt in Neuronen, Oligodendroglia, Microglia und
Astrocyten (und auch in Macrophagen, s. Kap. 3.2.4.) und beruht auf der Bindung des VD-
VDR-Komplexes an ein transkriptionshemmendes VDRE in der Promotorregion des NOS II-
Gens®®. Sie ist ein wichtiger Mechanismus der neuroprotektiven Wirkungen von Calcitriol,
da die Induktion der NOS II in Neuronen und anderen Zellen des ZNS bei vielen
Verletzungen und Krankheiten (wie Ischdmie, Alzheimer, Parkinson, AIDS und andere
Infektionen, MS und EAE) auftritt, und eine iibermaBige Bildung von NO Neuronen und
Oligodendrocyten massiv schadigt™.

Auch im Einsatz gegen verschiedene Neurotoxine wie Glutamat®, 6-Hydroxydopamin (6-
OHDA)®,  1-Methyl-4-Phenylpyridin und  L-Buthionin-Sulfoximin®®, sowie bei
experimenteller Ischdmie im Gehirn® bewies Calcitriol eine neuroprotektiven Fahigkeiten.
Bei der Beurteilung der Schutzmechanismen des D-Hormons verglich man VD-Analoga wie
(24R)-1,24-Dihydroxyvitamin Ds; (PRI-2191) mit Calcitriol, da die neuroprotektiven
Wirkungen von der peripheren Calciumhomdoostase unabhingig scheinen. Neben dem oben
beschriebenen H,O, wurden auch N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) und Kainate-Sédure [die
beide durch verstiarkte Ausschiittung von Lactat-Dehydrogenase (LDH) deaktiviert werden
konnen] als toxische Testsubstanzen verwendet. Die Analoga verringerten die Schiaden in

vitro deutlich, und auch ein Anstieg der LDH konnte gemessen werden®®,

959 Kroncke et al., 2002

960 Kroncke et al., 2002

961 Garcion et al., 1997; Garcion et al., 2002; Garcion et al., 2003

962 Garcion et al., 2003

963 Mitrovic et al., 1994; Dawson et al., 1996

964 Ibi et al., 2001

965 Wang, J.Y., et al., 2001

966 Shinpo et al., 2000

967 Siehe hierzu das Kapitel iiber Tierversuche zum Thema der Zirkulationsstérungen.

968 Tetich et al., 2004
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Abbildung 26
Stoffwechsel- und Signaliibertragungswege, sowie Funktionen von Calcitriol im ZNS.
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Abkiirzungen:

1,25-(OH).Ds; = Calcitriol; 1,24,25(0OH);D; = 1,24,25-Trihydroxyvitamin Ds; 24-Ds;-OH-ase = Vitamin D;-24-
Hydroxylase; 25-(OH)-D;-la-OHase = 25-Hydroxyvitamin Ds;-1a-Hydroxylase; VDR = Vitamin D Rezeptor;
VDRE = Vitamin D Response Element

NGF = Nerven-Wachstums-Faktor; NT3 = Neurotrophin 3; NT4 = Neurotrophin 4; GDNF = Glia Zelllinien
derivierter neurotrophischer Faktor; TNFo = Tumor-Nekrose-Faktor a; M-CSF = Macrophage-stimulierender
Faktor; y-GT = y-Glutamyl-Transpeptidase; NO = Stickoxyd; iNOS = induzierbare Stickoxyd-Synthase; GSH(IC) =
intrazelluldres Glutathion; GSH(EC) = extrazelluldres Glutathion; L-Arg = L-Arginin; L-Cit = L-Citrullin; TN-C =
Tenascin C; p 75 = niederaffiner NGF-Rezeptor; LIF = Leukemia-inhibiting Factor

Nach: Garcion et al., 2002

Eine Vorbehandlung durch Calcitriol konnte in vitro auch die dexamethason-induzierte
Apoptose von primidren Hippocampuszellen verhindern®®, wobei der zugrundeliegende
Mechanismus, sein Umfang und seine Bedeutung noch unklar sind. Dariiber hinausgehend
kann das D-Hormon auch Glucocorticoid-Effekte antagonisieren®”: trotz der Anwesenheit
von Glucocorticoid beobachtete man fortgesetztes Neurit-Wachstum und Differenzierung bei
Progenitorzellen des Hippocampus.

Calcitriol verringerte zudem die Transaktivierungs-funktion des Glucocorticoid-Rezeptors

969 Obradovic et al., 2006

970 Obwohl dieses Thema sich v.a. mit der vorgeburtlichen Entwicklung des Gehirnes auseinandersetzt, sei es
hier kurz erwihnt, da die Ergebnisse sich (wie der antiapoptotische Effekt) z.T. auch in andere Bereiche
erstrecken.
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(GR)”". Da gesteigerte Glucocorticoid-Konzentration im Kreislaufsystem auch bei
Krankheiten, die das ZNS einbeziehen, eine Rolle spielen®” (hier sind v.a. mentale Stérungen
wie z.B. Gedichtnisstorungen und Depression bedeutsam’”), sind die eben beschriebenen
Effekte des D-Hormones auch therapeutisch von Bedeutung und lassen auf weitere Wege in
der Behandlung solcher Probleme hoffen.

Desweiteren wurde eine Stimulation der Acetylcholinsynthese beobachtet, die in manche

Bereiche der Funktionen des Hypophysenvorderlappens eingreifen konnte®”*.

7.2.4. Daten aus Tierversuchen

Parkinson'sche Krankheit
GDNF (das durch Calcitriol in seiner Expression gesteigert wird; s.0.) verhindert den Tod der

dopaminergen Neuronen in einer experimentellen Form des Parkinson bei Affen und sorgt
fiir die funktionelle Erholung der Tiere®”.

Eine weitere Moglichkeit der Erzeugung einer parkinson-artigen Erkrankung bei Tieren ist
die Gabe von 6-OHDA. Dieses wird iiber hochaffine Wiederaufnahmemechanismen in die
dopaminergen Neuone eingeschleust, dort oxidiert und fithrt zur Bildung von
Wasserstoffperoxid, Superoxid und Wasserstoffradikalen’. Die entstehenden Radikale
erzeugen oxidativen Stress und fiihren zum Tod der Neurone — eine Kausalkette, die
vergleichbar zu der des Glutamat bei Parkinson den Tod der dopaminergen Nervenzellen
bewirkt. Behandelte man Ratten an acht Tagen vor der Gabe von 6-OHDA mit Calcitriol, so
fand ein deutlicher Wiedererwerb der lokomotorischen Fahigkeiten statt””’. Gleichzeitige
Anwendung des D-Hormons mit Glutamat hingegen zeigte in vitro keine positiven Effekte’”,
was auf eine langsame, liber den Eingriff in die Proteinsynthese erfolgene Wirkung von
Calcitriol schlieBen ldsst.

Da GNDF starke neuroprotektive Féahigkeiten hat und unter dem Einfluss von Calcitriol
vermehrt entsteht, kann man diesen Faktor moglicherweise fiir den beobachteten Effekt

verantwortlich machen®”.

971 Obradovic et al., 2006

972 Sousa & Almeida, 2002 fassen zusammen und fithren Literatur zu diesem Thema auf.
973 Holsboer, 2000

974 Sonnenberg et al., 1986

975 Gash et al., 1996

976 Cohen & Heikkila, 1974

977 Wang, J.Y ., et al., 2001

978 Ibi et al., 2001

979 Wang, J.Y ., et al., 2001
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Andererseits zeigen Ibi et al.®®® in einer sehr umfassenden in vitro-Versuchsreihe die
Moglichkeit, dass das D-Hormon in zelluldre Funktionen eingreift, die den Konzentrations-
anstieg reaktiver Sauerstoffspezies verhindern, und so die dopaminergen Neuronen vor
oxidativem Stress schiitzen. Eine Beteiligung von GDNF konnten sie aber nicht nachweisen.
Diese widerspriichlichen Thesen sind momentan noch nicht gegeneinander abzuwigen und
zeigen die groBen Liicken im Verstdndnis des Krankheitsablaufs. Es wird noch umfangreiche

Arbeit notig sein, bis Klarheit tiber die vorliegenden Mechanismen herrscht.

Storungen in Psyche, Verhalten und Entwicklung

Zur Rolle von VD in der Entstehung von Schizophrenie sind aus der Humanmedizin (s.u.)
mehr Daten vorhanden als aus Tierversuchen. Mittlerweile existieren aber auch Tiermodelle
der Schizophrenie, in denen bei Nagern der Nachwuchs auf vorgeburtlichen maternalen VD-
Mangel durch die Ausbildung schizophrenie-artiger Symptome reagiert. Sowohl das
Verhalten als auch intracerebrale Prozesse (wie eine Storung in der Dopamin-Signal-
iibertragung) und anatomische Besonderheiten (wie der Vergroerung der Lateralventrikel)
entsprechen dem Bild der Schizophrenie®™. Auch die Neurotrophinexpression, die
makroskopische und zellulire Anatomie und die Gehirndifferenzierung wurden untersucht
und als verdndert beschrieben®®?. Die Versuche sind nach epidemiologisch gewonnenen
Einsichten aufgebaut und liefern einen Beweis fiir die Bedeutung von VD in der
vorgeburtlichen Gehirnentwicklung und die Folgen von pranatalem VD Mangel. Dieser stort
(unabhingig von der postnatalen Versorgung mit VD) je nach Ausmal} und Zeitpunkt die
normale Gehirnentwicklung und ruft dauerhafte Verhaltensdnderungen hervor, die
schizophrenen Charakter haben.

Durch die Moglichkeit der Arbeit an VDR -/- Miusen konnte man eine weitere Facette der
Wirkung von Calcitriol beobachten, da diese Tiere sowohl im Verhalten allgemein, als auch
in der motorischen Entwicklung Auftilligkeiten aufwiesen (letzteres ist die Ursache der
meisten beschriebenen Verhaltensinderungen)®™, was aber nur Kalueff et al.”®* schilderten.
Sie beschrieben verstirkte Angstgefiihle und vermehrte Korperpflege, was einen Hinweis auf
die Verbindung von Calcitriol mit der Verhaltensbildung und mit physiologischen Prozessen

im Gehirn allgemein darstellt.

980 Ibi et al., 2001

981 Burne et al., 2006; Eyles et al., 'Developmental vitamin D deficiency...', 2006; O'Loan et al., 2006
982 Eyles et al., 'Developmental vitamin D deficiency...", 2006

983 Burne et al., 2005

984 Kalueff et al., 'Increased anxiety...", 2004
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Tabelle 11

Molekulare und zellulire Effekte von Calcitriol auf Nervenzellgewebe.

Wirkungen von Calcitriol

Zielzellen und -gewebe

Literatur

Vitamin D: Metabolismus und Signaliibertragung

24-OHase (mRNA)?T
VDR (mRNA) 1

Astrocyten
Astrocyten, Gliom-Zellen, Schwann-
Zellen, Oligodendrocyten

Naveilhan et al., 1993

Neveu et al., '1,25-Dihydroxyvitamin
D; regulates the synthesis...", 1994;
Cornet et al., 1998; Baas et al., 2000

Wachstumsfaktoren: Metabolismus und Signaliibertragung

NGF (mRNA/Protein) 1

Gehirn adulter Ratten, Astrocyten,
Schwann-Zellen

Neveu et al., '1,25-Dihydroxyvitamin
D; regulates the synthesis...", 1994;
Cornet et al., 1998; Rupprecht et al.,
1999; Saporito et al., 1994;

Riaz et al., 1999

NT-3 (mRNA) 1 Astrocyten Neveu et al., '1,25-Dihydroxyvitamin
D; regulates NT-3...!, 1994
NT-4 (mRNA) | Astrocyten Neveu et al., '1,25-Dihydroxyvitamin

GDNF (mRNA) 1

Gliom-Zellen

Ds regulates NT-3...", 1994

Naveilhan et al., '1,25-Dihydroxy-
vitamin Ds, an inducer...", 1996

Neurotransmission und Neurotransmitter: Metabolismus und Signaliibertragung

L-VSCC (mRNA/Protein) |

Neuronen des Hippocampus

Brewer et al., 2001

TH (mRNA) 1 Chromaffine Zellen der Nebenniere Puchacz et al., 1996

ChAT Aktivitdt 1 Eminentia medianis und Bett der Stria Sonnenberg et al., 1986
terminalis bei adulten Ratten

Neuroprotektion

Ischdmie-assoziierte Neuro-
toxizitét |

Mit experimenteller diabetischer
Neuropathie-assoziierte
Neurotoxizitdt |

6-OHDA-Toxizitét |

Parvalbumin-Spiegel 1

Cortex adulter Ratten

Peripheres Nervensystem adulter Ratten

Gehirn adulter Ratten
Striatum adulter Ratten

Wang, Y., et al., 2000

Riaz et al., 1999

Wang, J.Y ., et al., 2001
Viragh et al., 1989

y-GT (mRNA/spezifische
Aktivitdt) 1
GSH-Spiegel 1

Gehirn adulter Ratten, Astrocyten,
Pericyten
Astrocyten, dopaminerge Neuronen

Garcion et al., 1996;
Garcion et al., 1999
Garcion et al., 1999;
Shinpo et al., 2000

Neuroimmune Interaktionen

Pathophysiologie von EAE |

Entziindung |
iNOS (mRNA/Protein) |

Gehirn adulter Ratten und Méuse

Gehirn adulter Ratten
Gehirn adulter Ratten, Astrocyten,

Garcion et al., 1997; Nataf et al.,
1996; Cantorna et al., 1996;
Cantorna et al., '1,25-Dihydroxy-
vitamin Ds is a positive...", 1998
Garcion et al., 1998

Garcion et al., 1997;

Microglia Garcion et al., 1998
M-CSF (mRNA) | Astrocyten Furman et al., 1996
TNF-a (mRNA) | Astrocyten Furman et al., 1996

TGF- (mRNA/Protein) 1

IL-4 (mRNA/Protein) 1

Gehirn adulter Méiuse

Gehirn adulter Miuse

Cantorna et al., '1,25-Dihydroxy-
vitamin Ds is a positive...", 1998
Cantorna et al., '1,25-Dihydroxy-
vitamin Ds is a positive...", 1998
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Abkiirzungen: ChAT = Cholin-Acetyl-Transferase; EAE = Experimentelle autoimmune Encephalomyelitis; y-GT =
y-Glutamyl-Transpeptidase; GDNF = von Gliazellen abstammender neurotropher Faktor; GSH = Glutathion; iNOS =
induzierbare Stickoxyd-Synthase; 1L-4 = Interleukin 4; L-VSCC = Spannungsabhingiger Ca*-Kanal vom L-Typ;
M-CSF = Macrophagen colony-stimulating factor; NGF = Nerven-Wachstumsfaktor; NT-3/-4 = Neurotrophin -3/-4;
6-OHDA = 6-Hydroxydopamin; 24-OHase = Vitamin D; 24- Hydroxylase; TGF-f3 = Transforming growth factor-f3;
TH = Tyrosin-Hydroxylase; TNF-a = Tumor-Nekrose-Faktor-a;; VDR = Vitamin D Rezeptor.

Nach: Garcion et al., 2002

Alterungsprozess und Neurotrophie

Wie schon erwéhnt sind die neurotrophischen, antidegenerativen und den Alterungsprozess
verhindernden Eigenschaften von Calcitriol auf gemeinsame Mechanismen zuriickzufiihren.
Dauerhafte Anwendung von VD bewirkte bei Ratten eine Verringerung der degenerativen
Alterungsprozesse im Hippocampus®’, was an der verzogerten Entstehung eines spezifischen
Biomarkers (der Dichte von CAl-Neuronen) festgestellt wurde. Dieser Marker wurde
zuverléssig nach stereologischen Methoden®*® bestimmt.

Im Tiermodell der streptozotocin-diabetischen Ratte, die auch Defizite in der NGF-Synthese
aufweist, fiihrte die Behandlung mit einem VD-Analog (CB 1093) zur verstiarkten Bildung

von NGF und konnte neurotrophische Defizite verhindern®’.

Zirkulationsstérungen

Die photothrombotische Schédigung der Arteria cerebri media bei Ratten ist eine etablierte
Versuchsanordnung, um Therpapiemoglichkeiten bei corticaler Ischdmie priifen zu konnen,
und ein geeignetes Tiermodell fiir Studien {iber das Geschehen beim Schlaganfall®®®. Die
Auswirkungen des Eingriffs auf das umliegende Gewebe wurden in einer Arbeit durch
Messung des Hitzeschock-Proteins-32 (HSP-32) untersucht®’, das ein anerkannter Marker
der Antwort des ZNS auf oxidativen Stress, verzogerte Sekundirschiiden und Odembildung
ist. Ferner tragt HSP-32 zur Neuroprotektion bei, indem es freies cytotoxisches Him zu

Kohlenmonoxid, Eisen und Biliverdin metabolisiert™”.

Dariiber hinaus reagiert es
empfindlich auf pharmakologische Interventionen™', weswegen man an seinem Riickgang

einen positiven Behandlungserfolg feststellen kann.

985 Landfield & Cadwallader-Neal, 1998; Langub et al., 2001

986 Beschreibung der Technik und Literaturhinweise hierzu bei Landfield & Cadwallader-Neal, 1998.

987 Riaz et al., 1999

988 Gladilin et al., 2000 beschreiben die angewandte Technik der Erzeugung von photothrombotischen
Léasionen genau.

989 Losem-Hinrichs et al., 2004

990 Gladilin et al., 2000; Bidmon et al., 2001

991 Gladilin et al., 2000; Maines & Panahian, 2001
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In einem weiteren Versuch gleichen Aufbaus®? wurde HSP-27 bestimmt, das die gleiche
Markerfunktion wie HSP-32 hat und neben anderen neuroprotektiven Eigenschaften auch die
Apoptose potent inhibiert. Eine Stunde nach der Schidigung wurden das Vehikel, Calcitriol,
17B-Ostradiol (das auch neuroprotektive Effekte aufweist) oder eine Kombination beider
Stoffe intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Der postldsionale Anstieg von HSP-32 und HSP-27
lieB sich in lasionsferneren Bereichen, die durch die Arteria media cerebri versorgt werden,
nur durch eine Kombination von Calcitriol und 17B-Ostradiol deutlich verringern. Der
Durchmesser der geschiadigten Areale war geringfiligig kleiner, wobei sich dessen
Beurteilung als schwierig erwies. Weder das D-Hormon noch 17p-Ostradiol allein konnten
eine signifikante Reaktion bewirken, was die synergistische Wirkung der Steroidhormone
zeigt. Dass die Hirnrinde in unmittelbarer Ndhe der Lision keine Reaktion auf die
Behandlung zeigte, liegt wohl an dem sich dort schnell entwickelnden Odem. Dieses
behindert durch Kompression der Blutgefialle die Versorgung des Gebietes und damit auch
die Anlieferung der Wirkstoffe stark. Der therapeutische Wert der getesteten Steroidhormon-
Kombination ist somit darauf beschriankt, dass er die Ausbreitung und Streuung der Lésion
verringern kann, was allerdings die funktionelle Erholung des Gehirns und Rehabilitation des
Versuchstiers (bzw. Patienten) positiv beeinfluft.

Fiihrte man die Behandlung mit Calcitriol oder 17p-Ostradiol allerdings vor dem Eintreten
der ischdmischen Situation durch, so zeigte sich stets eine deutliche Neuroprotektion®”. Auch
in anderen Versuchen®* verabreichte man Calcitriol, bevor die ischimische Situation bzw.
der durch Eisen-Ionen erzeugte Schaden eintrat. Dies reduzierte die GroBe der Lésion und
verringerte den Zellverlust. Die Schutzwirkung von Calcitriol korrelierte mit einem
signifikant erhohten GDNF-Spiegel im Cortexbereich, was dieses Neurotrophin als
entscheidendes Werkzeug fiir die Vermittlung der VD-Wirkungen darstellt™. Ist beim
Auftreten eines Schlaganfalls also bereits ein hoher Spiegel von Calcitriol (und/oder 17p-
Ostradiol) vorhanden, so hat er starke neuroprotektive Wirkungen. Diese machen neben dem
oben besprochenen, blutdrucksenkenden Effekt von VD einen weiteren, beachtlichen Teil

seines Wertes als Prophylaxe gegen das Auftreten und die Folgeschiden eines Schlaganfalls

aus.
992 Losem-Hinrichs et al., 2005
993 Toung et al., 1998; Fukuda et al., 2000; Wang, Y., et al., 2000; McCullough & Hurn, 2003; Rau et al., 2003
994 Wang, T.T., et al., 2002; Chen et al., 2003; Lin et al., '...", 2003
995 Wang, Y., et al., 2000; Hier wurde zwar statt der Photothrombotisierung eine 90-miniitige Ligation der

Arteria cerebri media durchgefiihrt; die Ergebnisse scheinen aber prinzipiell durchaus iibertragbar.
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Antiinflammatorische Fahigkeiten

Neben den im Kapitel iiber MS besprochenen Versuchen zu diesem Thema gibt es weitere
Arbeiten zur Wirkung von Calcitriol auf allgemeine Entziindungsprozesse (also nicht-EAE-
Modelle) im ZNS. Hier untersuchte z.B. die Arbeitsgruppe um Garcion®® die Wirkung des
D-Hormons auf die NOS II im Hippocampus der Ratte, der durch eine Lipopolysaccharid
(LPS)-oder Pufferlosungs-Infusion gereizt wurde. Die Pufferlosung fiihrte nur zu einem
kurzen Anstieg der NOS II-mRNA und des Enzyms, wihrend LPS eine deutlich massivere
und lédngere Reaktion verursachte. Man stellte eine wesentlich geringere Bildung der NOS II-
mRNA und des Proteins fest, wenn man der infundierten LPS-Losung Calcitriol zusetzte.
Interessanterweise befanden sich 72 Stunden nach Infusion der mit D-Hormon versetzten
LPS- Losung am Ort der entstandenen Verletzung sechsmal mehr Macrophagen; korrelierend
dazu verringerte sich die Zahl apoptotischer Zellen stark. Dies ist ein Beispiel fiir die
Calcitriol-assoziierten Abldufe im ZNS: aktives VD kann von aktivierten Macrophagen und
Microglia bei Entziindungen im Gehirn z.B. unter dem stimulierenden Einflufl von NO vor
Ort produziert werden. Seine Bildung, bzw. seine Présenz erkldrt die reduzierte und
vorlibergehende Entstehung der NOS II nach der LPS-Infusion. Dieses in vivo-Beispiel
unterstreicht die oben beschriebenen, bei in vitro-Versuchen erreichten Erkenntnisse iiber die

Immunmodulation und Neuroprotektion durch Calcitriol.

7.2.5. Daten aus der Humanmedizin

Parkinson'sche Krankheit

997

In einer koreanischen Studie™ wurden jiingst deutliche Verbindungen zwischen VDR-
Polymorphismen und dem Auftreten der Parkinson'schen Krankheit festgestellt. An
bestimmten Allelen eines Genortes (Bsml) des VDR kann man bei vermehrter Expression
oder Homozygotie den Trager als anfillig fiir diese Erkrankung erkennen.

Auch weil man von einem niedrigeren Calcitriol-Serumspiegel bei Patienten mit
Parkinson®® — obwohl das auch an der wohl geringeren Sonnenlichtexposition der
Erkrankten liegen kann. Bezeichnend jedoch ist, dass eine VD-Supplementierung die

999
t

Symptome und Anzeichen von Parkinson positiv beeinflusst™”, was auf einen beachtlichen

Nutzen der Therapie mit VD (-Analoga) hoffen lésst.

996 Garcion et al., 1998
997 Kim et al., 2005
998 Sato et al., 1997

999 Derex & Trouillas, 1997
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Alzheimer'sche Krankheit

Eine retroperspektive Studie'® dokumentierte bei Patienten mit frith oder spét einsetzender
Alzheimer-Krankheit charakteristisch erniedrigte Phosphat (PO,)- und/oder Ca?*-

Serumspiegel, wobei v.a. bei friihem Krankheitsbeginn der POs-Wert verringert war. Die
Verdnderungen der lonenkonzentration fand schon friih in der Erkrankung statt und gingen in
manchen Féllen dem Beginn der Gedéchtnisstorungen voraus. Die niedrige Serum-
konzentration der Ionen wird als Hinweis auf eine verringerte Wirsamkeit von Calcitriol
gewertet. Wohl in Verbindung damit steht die mit der Entwicklung der Alzheimer-Krankheit
einhergehende, signifikante Reduktion der VDR's im ZNS (beurteilt an den Pyramidenzellen
des Types CAl und CA2 im Hippocampus), die auch mit der vorhandenen Menge von
Calbindin-28k korreliert'®!. Dazu passend scheint die geringere VDR-Dichte auch mit einer
verdnderten neuronalen Ca’-Homoostase verbunden'®?, was den (an Neuronen
festgestellten, s.0.) calcium-regulatorischen Fiahigkeiten von Calcitriol eine mdgliche
Bedeutung in diesem Prozess einrdumt. Zusitzlich verlangsamt die Anwendung von
Calcitriol (wohl z.B. durch die Induktion des Nerven-Wachstumsfaktors) das Fortschreiten
dieser Krankheit'®”. Durch diese Erkenntnisse eroffnet sich die Moglichkeit, dass Calcitriol-
abhingige Modulationen in Form von Neurotrophin-Synthese oder Detoxifikation auch auf

kleinere Neuronen-Populationen beschrinkt stattfinden konnten'**,

Stimmungen und psychische Stérungen

Die Depressionsrate in den ndrdlichen Breiten ist zwischen Dezember und Februar am

105" was mit dem Tiefpunkt des 25(OH)D;-Spiegels zeitlich zusammenfallt'®® und

groBten
eine mogliche Verbindung andeutet.

Es zeigt sich eine Beziehung zwischen der guten Versorgung mit VD (im Versuch wurden im
Dezember 600, bzw. 4000 IU pro Tag oral verabreicht, wobei beide angewandten Dosen eine
signifikante Verbesserung des Wohlbefindens verursachten) und dem empfundenen
Wohlbefinden, bzw. der Milderung von Depressionen in der Winterzeit. Erwdhnenswert ist
auch, dass selbst die Gabe von 4000 IU VD pro Tag den Ca**-Spiegel nicht beeinflusste, und

lediglich den PTH-Spiegel senkte'®”. Dies stiitzt die Resultate vorausgegangener Arbeiten'*,

1000 Landfield et al., 1991

1001 Sutherland et al., 1992

1002 Disterhoft et al., 1994; Thibault et al., 1998
1003 Brown et al., 1999; Ibi et al., 2001

1004 Garcion et al., 2002

1005 Mersch et al., 1999

1006 Scharla et al., 1998; Vieth et al., 2001

1007 Vieth et al., 2004

1008 Stumpf & Privette, 1989; Lansdowne & Provost, 1998; Trivedi et al., 2003
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die Hinweise darauf erbrachten, dass eine Erhohung des VD-Spiegels eine niitzliche Ersatz-
oder Ergdnzungstherapie in der Behandlung verschiedener Verhaltensstérungen oder
Krankheiten sein konnte, und zusitzlich die Stimmung (v.a. im Winter) positiv beeinflusst.
Man stellte v.a. bei Frauen eine von der Jahreszeit abhingige Verdnderung im Elektro-
Encephalogramm (EEG)-Bild fest'"”, und in einer anderen Studie'’'® schnitt die VD-
Supplementierung bei der Therapie von Depressionen bei Menschen mit jahreszeitlichen
Stimmungsstorungen besser ab als die Anwendung von hellem Licht. Dennoch stellten
manche Untersuchungen keine Wirkung einer VD-Gabe auf Gesundheit und Wohlbefinden

t''! was aber an der Subjektivitdt der Wahrmehmung der Befragten im Bezug auf ihr

fes
Befinden liegen kann.

Bei Schizophrenie ist es schwierig, neben den genetisch bedingten Faktoren weitere
ursichliche Aspekte zu benennen. Eine Uberblicksarbeit!®'? beschiftigte sich mit mdglichen
Verbindungen zwischen der mangelnden (prénatalen) Versorgung mit VD und der Inzidenz
von Schizophrenie, wobei meist die Menge der Sonnen-Exposition der Haut im Hintergrund
der Beobachtungen steht. Neben der Hiufung der Erkrankung bei im Winter geborenen
Kindern'"? (die den deutlichsten nicht-genetischen Risikofaktor darstellt) fallen auch die
hohe Inzidenz bei Kindern dunkelhdutiger Migranten in nordlichen Léindern (z.B. afro-
karibische Emigranten in GroBbritannien'*'*) und die Abhingigkeit vom Geburtsort (Land
oder Stadt) auf. In Stiddten geborene Kinder haben ein deutlich hdheres Risiko, an

1015 Auch eine mangelhafte

Schizophrenie zu erkranken, als auf dem Land geborene
vorgeburtliche Erndhrung spielt beim Auftreten der Erkrankung eine Rolle'"'®. Tatsdchlich ist
VD an der vorgeburtlichen Gehirnentwicklung beteiligt, und ein Mangel zu diesem Zeitpunkt
hat wohl Entwicklungsstdrungen und daraus resultierende Verhaltensdnderungen zur Folge,
die z.T. lebenslédnglich erhalten bleiben'"”.

Vor dem Hintergrund des Zusammenhangs zwischen der Versorgung mit VD und dem
Auftreten von Schizophrenie wire auch eine Assoziation verschiedener VDR-
Polymorphismen mit dem Auftreten von Schizophrenie zu erwarten. Eine neue Studie mit

179 an Schizophrenie Erkrankten und 189 passend ausgewahlten Kontrollteilnehmern konnte

allerdings keine Verbindung feststellen'®'®.
1009 Deldin et al., 1994
1010 Gloth et al., 1999
1011 Harris & Dawson-Hughes, 1993; Chin et al., 2002; Kenny et al., 2003
1012 McGrath, 1999
1013 Dies ist bei Torrey et al., 1997 dargestellt.
1014 Jarvis, 1998
1015 Jablenski, 1999; Marcelis, 1998; Mortensen, 1998
1016 Susser et al., 1996
1017 Eyles et al., 'Developmental vitamin D deficiency...", 2006

1018 Handoko et al., 2006
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7.3. Perspektiven

Die vielen iiberwiegend aus Tierversuchen und in-vitro-Kulturen gewonnenen Erkenntnisse
tiber die neuroprotektiven Wirkungen der VDR-Agonisten lassen sie als vielversprechende
Kandidaten fiir die Entwicklung neuer Medikamente erscheinen'®”. Die groBe Zahl der
regulierten Schutzmechanismen stellt VD und seine Analoga als sehr potente
Neuroprotektiva dar, die bei verschiedenen Erkrankungen wie Parkinson oder Alzheimer,
aber auch Schlaganfillen oder Folgen des Alterns wirken konnten. Ferner haben manche
Analoga die Féhigkeit, unabhingig von ihrer Affinitit zu (Kern-)VDR's die Synthese von
NGF zu fordern'™. Dies eroffnet die Moglichkeit, ein Mittel mit stirkerer Wirkung als

Calcitriol und ohne die hypercalcimische Effekte einsetzen zu konnen.

1019 Shinpo et al., 2000; Ibi et al., 2001; Wang, J.Y ., et al., 2001
1020 Musiol & Feldman, 1997
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8. Weitere Wirkungen von VDR-Liganden

8.1. Muskelzellen

Die quergestreifte Muskulatur gehort zu den vor kurzem entdeckten Zielen der VDR-

1921 "was sich z.B. an der bei VDR-KO Méusen gestorten Genexpression zeigt. Hier

Agonisten
ist die Muskelentwicklung gestort und die Bildung der myogenen Differenzierungsmarker
und der myoregulatorischen Transkriptionsfaktoren verédndert und erhoht'**,

Auch die glatte Muskulatur der Gefifiwéinde'"” und der Blase'** reagiert auf Calcitriol und
dessen Analoga durch gehemmte Proliferation. Ebenso zeigt die Herzmuskulatur'® in
Reaktion auf das D-Hormon Umbauvorginge ein verdndertes Wachstumsverhalten,
Kontraktionsverhalten und Expressionsmuster von Proteinen'®®, was auch bei VDR -/-

Miusen festgestellt wurde'**’ (siehe auch Kap. 6.2.2. und 6.3.).

8.2. Fettstoffwechsel

Calcitriol greift durch Erhohung des Ca®'; in den Stoffwechsel der Fettzellen ein. Es spielt
eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Differenzierung der Adipocyten und nimmt in
vivo an der neuroendokrinen Steuerung der Fettreserven teil: VDR -/- Méuse legen bei
gleicher Nahrungsaufnahme kleinere Fettpolster als WT-Miuse an und haben geringere

Serumkonzentrationen von Leptin'®®

, einem vom Fettgewebe sezernierten Hormon, das an
der Regulation von Sattigungsgefiihl und Gewicht beteiligt ist.

Der Plasmacholesterolspiegel steigt im Winter auf seine individuellen Maximalwerte, und
einige Subfraktionen (z.B. HDL und ApoA-I) zeigen sich mit dem 25(OH)Ds-Serumspiegel
negativ korreliert. Die genauen Einfliisse von VD und UVB-Strahlung, die auch auf einzelne

Parameter der Blutfettbestandteile wirkt, miissen noch untersucht werden!%”.

1021 Capiati et al., 2002; Demay, 2003

1022 Endo et al., 2003

1023 Amuchastegui et al., 2005

1024 Crescioli et al., 2005

1025 Weishaar & Simpson, 1987; O'Connell et al., 1994
1026 Nibbelink et al., 2006

1027 Simpson et al., 2006

1028 Matthews et al., 2006

1029 Carbone et al., 2006
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9. Zusammenfassung

Die Bedeutung von Vitamin D (VD) fiir den Gesamtorganismus geht weit iiber seine
'klassischen' Aufgabengebiete — die Regulation der Ca®’-Homoostase und des Knochen-
stoffwechsels — hinaus. Es beeinflusst maB3geblich eine Vielzahl verschiedener Organe,
Zelltypen und Funktionssysteme. In dieser Literaturarbeit ist das aktuelle Wissen tiber die
Rolle von VD auf dem Gebiet der Immunologie und der Tumorologie, sowie im Hinblick auf
die Haut, die Blutdruckregulation und das Zentralnervensystem zusammengefasst.

Calcitriol ist v.a. im Bereich der T-Lymphocyten und der Dendritischen Zellen (DC's) ein
wichtiger Modulator des Immunsystems. Es fordert die Entstehung unreifer DC's mit
tolerogenischem Charakter und verschiebt die T-Zell-Population zugunsten der Helferzellen
vom Typ 2 und der regulatorischen T-Zellen. Dadurch wird die zellvermittelte Immunitét, die
eine zentrale Rolle bei der AbstoBung von Transplantaten und der Entstehung, bzw. dem
Voranschreiten von Autoimmunkrankheiten - wie multipler Sklerose, Diabetes mellitus Typl,
rheumatoider Arthritis, systemischem Lupus erythematodes und Inflammatory bowel disease
- spielt, stark eingeschriankt. Die unter VD-Einflul verstirkte Apoptosetendenz der
Immunzellen und die vermehrte Bildung regulatorischer und modulatorischer Cytokine
steigern die Immuntoleranz weiter. Die beschriebene Immunsuppression findet aber wohl
spezifisch im Rahmen von autoaggressiven und iiberschieenden Immunreaktionen statt;
Abwehrreaktionen gegen Infekte und korperfremdes Protein bleiben unbeeintrichtigt.
Calcitriol und seine Analoga zeigten aufgrund ihrer immunmodulatorischen Fahigkeiten in
vielen Untersuchungen gute Ergebnisse im prophylaktischen und therapeutischen Einsatz
gegen  Autoimmunkrankheiten. Auch bei der Behandlung von Transplantat-
abstoBungsreaktionen — v.a. der Kontrolle der zellvermittelt erfolgenden chronischen
AbstoBung - liegen vielversprechende Resultate vor.

Die Wirkungen von Calcitriol auf das Immunsystem sind an fast allen hier besprochenen
Effekten des Vitamins mafigeblich beteiligt. So erklért sich auch seine Wirksamkeit gegen
verschiedene Hauterkrankungen. Fiir die immunvermittelte Psoriasis ist z.B. das VD-Analog
Calcipotriol zur Behandlung zugelassen und von groler Bedeutung, doch auch andere
hauptsdchlich zellvermittelte Immunkrankheiten der Haut konnen durch VD positiv
beeinflusst werden. Uber immunologische Aspekte hinaus hat Calcitriol in der Haut weitere
wesentliche Funktionen: es steuert in synergistischer Wirkung mit Ca*" die zunehmende

Differenzierung der Keratinocyten und hemmt ihre Proliferation. Zudem ist es am
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ungestorten Ablauf der postnatalen Haarzyklen beteiligt.

Die Haut ist als einziges Organ des Korpers zur vollstdndigen Synthese von Calcitriol aus 7-
Dehydrocholesterol und zum Abbau der aktiven Form des Vitamins fahig. Das rdumt dem
Vitamin eine auto- und paracrine Funktion ein, welche die Bedeutung der Zusammenhinge
zwischen VD und der Haut weiter unterstreicht.

Calcitriol fordert aber nicht nur bei Keratinocyten, sondern auch bei etlichen anderen
Zelltypen deren Differenzierung und hemmt deren Proliferation. Dies scheint VD fiir den
Einsatz in der Tumortherapie zu pridestinieren, da Tumore sich gerade durch mangelhafte
Differenzierung und unkontrollierte Proliferation auszeichnen. Tatsédchlich ist die Onkologie
ein weiteres Gebiet, auf dem die Effekte von Calcitriol intensiv untersucht werden. Zu
einigen Tumoren, wie Mamma-, Prostata-, colorektalen und Hautcarcinomen, sowie
Leukdmie, wurden in vitro und in vivo umfangreiche Arbeiten und epidemiologische Studien
durchgefiihrt, die Calcitriol und dessen Analoga eine wertvolle prophylaktische und
therapeutische Rolle bescheinigen. Aktives VD hemmt die Proliferation der entarteten Zellen
und die Angiogenese im neugebildeten Tumorgewebe, was das Tumorwachstum zusétzlich
beeintrichtigt. Zudem fordert Calcitriol die Differenzierung und die Apoptose der tumordsen
Zellen. Bei etlichen weiteren Tumorarten, wie dem hepatocelluliren, dem Ubergangszell-
und dem Pancreas-Carcinom, dem Kaposi-Sarkom und Tumoren von Gehirn und Ovarien,
beschreibt die dort spérlichere Literatur vergleichbares. Unter den erwdhnten Carcinomen
nehmen die Geschwulste in der Prostata, der Mamma, der colorectalen Mucosa und der Haut
eine Sonderstellung ein, da deren Zellen Calcitriol eigenstindig aus 25-Hydroxy-
cholecalciferol [25(OH)Ds] synthetisieren und es auch abbauen kénnen; VD hat dort - wie
auch in der gesunden Haut - auto- und paracrine Funktionen. In der Prostata und der Mamma
kontrolliert Calcitriol zusitzlich das physiologische Organwachstum.

Als weiteres Gebiet stehen die Physiologie und Pathologie des Herz-Kreislaufsystems und
der Blutdruckregulation unter dem Einflufl von Calcitriol. Hier wirkt das Vitamin in vitro, in
vivo und in epidemiologischen Studien blutdrucksenkend und mindert hypertoniebedingte
Schaden. Aktives VD hemmt die Produktion und Freisetzung von Renin, was letztlich zu
einem Abfall von Angiotensin II fithrt und so den Blutdruck massiv senkt. Seine Wirkungen
auf die glatte GefaBmuskulatur und die Herzmuskulatur mdgen auch an der physiologischen
Steuerung des Blutdrucks beteiligt sein; ihre Bedeutung fiir die pathologischen Abldufe unter
hypertonen Bedingungen ist aber wahrscheinlich wichtiger. Calcitriol fordert v.a. im
Herzmuskel Umbauvorgénge und beeinflusst sein Wachstumsverhalten, was das cardiale
Gewebe gesund halten soll. Zusitzlich reduziert es die Kontraktionsfahigkeit des Herzens,

verringert so die aus dem Bluthochdruck resultierende cardiale Hypertrophie und erhilt die
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Pumparbeit des Herzens aufrecht. Uberdies verringert es durch seine immunmodulatorischen
Eigenschaften sehr wahrscheinlich das Ausmal3 der chronisch-entziindlichen Atherosclerose,
die eine zentrale Folgeerkrankung der durch die Hypertonie belasteten Gefal3e ist.

Das Nervensystem ist der letzte in dieser Arbeit behandelte Bereich des Korpers, der zum
Wirkkreis von Calcitriol zahlt. Hier ist, wie z.B. in der Haut, der Mamma und der Prostata,
die Synthese von aktivem VD aus 25(OH)D; und sein anschlieender Abbau mdglich, was
dem Vitamin auch hier wieder auto- und paracrine Aktivititen ermdglicht. Calcitriol wirkt
vorgeburtlich auf die Gehirnentwicklung, weswegen VD-Mangel in dieser Phase die spitere
Entstehung psychischer Stérungen, wie der Schizophrenie, und wohl auch das Auftreten von
Verhaltensidnderungen beglinstigt. Da VD zusétzlich die Stimmungslage beeinfluf3t, flihrt
sein Mangel bei Erwachsenen zu vermehrtem Auftreten von Depressionen. Uberdies hat
Calcitriol im ZNS starke immunmodulatorische, neuroprotektive und neurotrophe Effekte,
welche die Schwere vieler Erkrankungen, wie der multiplen Sklerose, von AIDS und anderen
Infekten, Parkinson und der Alzheimer'schen Krankheit, und Verletzungen, wie den Folgen
der Ischdmie nach einem Schlaganfall, verringern. Aufgrund der eben erwihnten
Eigenschaften hemmt eine gute Versorgung mit VD auch die altersbedingte Degeneration.
Damit Calcitriol seine Wirkungen in den oben beschriebenen Bereichen voll entfalten kann,
mufl der Serumspiegel von 25(OH)D; weit hoher liegen als fiir die Regulation des
Knochenstoffwechsel und der Ca>*-Homoostase notig. Das BewuBtsein der Menschen fiir die
weitreichende Bedeutung von VD im Hinblick auf die Gesundheit und die Lebensqualitét ist
noch wenig ausgeprigt. Dies schldgt sich in einer weltweit hohen Prisenz von teilweise
latentem VD-Mangel in allen Bevdlkerungsschichten nieder, was u.a. die Inzidenz
verschiedener Autoimmunkrankheiten und Tumore steigert. Es wire sinnvoll, bei
gefidhrdeten Personen den 25(OH)D;-Serumspiegel zu iiberwachen und VD in sinnvollem
Mal iiber Nahrungsmittel zu supplementieren. Auch sollten die Richtlinien fiir die tégliche
Aufnahme des Vitamins den neueren Erkenntnissen angepalit und nach oben korrigiert

werden.
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10. Summary

Herbert Kauer

Vitamin D in immunology and oncology
A review

The meaning of vitamin D (VD) for the organism goes far beyond its “classical* functions of
regulating of the body's calcium balance and the bone metabolism. In addition, it influences
decisively a multitude of organs, cell types, and functional units. This summary of the
available literature overviews the current knowledge concerning the role of VD in
immunology, oncology, the skin, the central nervous system (CNS), and the control of the
cardiovascular system including blood pressure.

Calcitriol is a potent modulator of the immune system, especially in the field of the T-
lymphocytes and the dendritic cells (DC's). It conduces the development of immature DC's
with tolerogenic character and displaces the population of the T-cells in favor of the type 2
helper cells and the regulatory T-cells. This blunts the T-cell-mediated immune responses,
which are the key factor of transplant rejection and the induction and the progress of various
autoimmune diseases, such as multiple sclerosis, diabetes mellitus type 1, rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus, and inflammatory bowel disease. The
immunotolerance is further enhanced by vitamin D's proapoptotic influence on immune cells
and its ability to increase the production of regulatory and modulatory cytokines. This
immunosuppression seems to take place specificially in connection with autoaggressive and
excessive reactions of the immune system, whereas the defence reactions to infections and
exogenous proteins remain unaffected. Due to their immunomodulatory skills, Calcitriol and
its analogues show considerable results in the prophylactical and therapeutical use against
autoimmune diseases. There also are promising effects in the treatment of transplant
rejection, especially in the control of the cell-mediated, chronic rejection.

The influence of calcitriol on the immune system is of decisive relevance for its effects on
almost all VD functions discussed here. For example, they are responsible for the vitamin's
value in the treatment of many skin disorders, like psoriasis vulgaris. In this case, e.g. the
VD-analog Calcipotriol is licensed for treatment and very commonly used, but also other,
mainly cell-mediated immune diseases of the skin can be influenced positively. Beyond

immunological aspects, calcitriol has additional important functions in the skin.
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Synergistically with Ca*, it controls the increasing differentiation of the keratinocytes and
inhibits their proliferation. Additionally, it takes part in the normal process of the postnatal
hair cycles.

The skin is the only organ capable of running the complete synthesis of calcitriol, beginning
with 7-dehydrogenated cholesterol, and ending with the catabolism of the vitamin's active
form. This enabels VD to exert auto- and paracrine functions, which further emphasize the
importance of the tight connections between VD and the skin.

Inhibiting proliferation and stimulating differentiation is a major characteristic of calcitriol
not only in keratinocytes, but in many cell types. Being excellently characterized by low
differentiation and uncontrolled proliferation, VD seems predestinated to be also applied to
cancers. In fact, oncology is another field, where the effects of calcitriol are the focus of
intensive studies. Comprehensive work has been done on some tumors, like leukemia and
carcinomas of the mamma, the prostate, the colorectal area and the skin. The results achieved
in vitro, in vivo, and in epidemiological studies, show a precious role of the vitamin in
prophylactic and therapeutic use for these tumors. Calcitriol inhibits the proliferation of the
degenerated cells and the angiogenesis into the cancerous tissue, which further impairs the
tumor's growth. Additionally, VD augments the differentiation and the proapoptotic
tendencies of the cancerous cells. Concerning many other tumors, like the pancreatic-, the
hepatocellular-, and the transitional cell carcinoma, Kaposi's sarcoma, and tumors of the
brain and the ovaries, there are also some essays, which show results similar to the ones
mentioned above. Because of their ability to synthesize Calcitriol from 25-
hydroxycholecalciferol [25(OH)Ds], and to degrade the active form, carcinomas of the
mamma, the prostate, the colorectal mucosa, and the skin are of special interest. Within this
cancers, VD has — as already described for the healthy skin — auto- and paracrine functions.
Additionally, the vitamin regulates the physiological growth and development of the prostate
and the mammary gland.

The physiology and the pathology of the cardiovascular system, as well as the regulation of
the blood pressure, form another unit influenced by VD. Herein, the vitamin shows in vitro,
in vivo, and in epidemiological studies antihypertensive skills and reduces the damage caused
by hypertonia. Calcitriol inhibits the production and the release of renin, thus causing a
decline of angiotensin II levels, and hereby clearly lowering the blood pressure. Its effects on
the blood vessels' smooth muscles and the heart's muscle may play a role in the physiological
regulation of the blood pressure, but their meaning in pathological processes occurring under
the conditions of hypertonia seem to be more important. Calcitriol raises the remodelling of

the heart's muscle and influences its performance of growth, what is said to keep the cardial
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tissues healthy. Furthermore, it reduces the heart's contractility under conditions of high
blood pressure, leading to reduced cardial hypertrophia and helping the heart exerting the
pump-function. Finally, its immunomodulatory properties will most probably help to reduce
the extent of the chronic-inflammatory atherosclerosis, a characteristical after-effect caused
by heavily used blood vessels because of the hypertonia.

The nervous system is the last part of the body discussed in this thesis, which can be
influenced by calcitriol. In the CNS, as e.g. in the skin, the mammary gland, and the prostate,
the enzymes needed for the anabolism from 25(OH)Ds to calcitriol and the further catabolism
are expressed, allowing once again auto- and paracrine activities. VD influences the prenatal
development of the brain. VD deficiency in this period can be followed by later rising of
mental disordes like schizophrenia, and maybe some changes in general behaviour. Lack of
VD in adulthood leads to another disorder: it is associated with the person's mood, causing an
increased frequency of depressions. Furthermore, like in many areas, calcitriol exerts strong
immunomodulatory effects within the CNS, joined by various neuroprotective and
neurotrophic activities. This enabels VD to reduce the severity of a multitude of diseases, like
multiple sclerosis, human immunodeficiency virus (HIV) encephalopathia and other
infections, Parkinson's disease, morbus Alzheimer, and injuries such as ischemia after an
apoplexia. As another consequence of the effects mentioned above, the full supply of VD
inhibits, or at least slows down, the degenerative processes caused by aging.

So that calcitriol can fully exert its activities in the areas mentioned above, the serum
concentration of 25(OH)Ds has to be far beyond the levels needed for the regulation of bone
metabolism and the body's calcium balance. Because people hardly consider the importance
of VD regarding health and the quality of life, there is a worldwide high presence of partly
latent VD-deficiency in all classes of population. This rises e.g. the incidence of various
autoimmune diseases and cancers. For this reason, it would be useful to control the serum
levels of 25(OH)D; in endangered persons, and to supplement food with VD in a reasonable
way. Additionally, guidelines for the daily intake of VD should be elevated, according to new
findings.
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