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1 Literaturiibersicht

1.1 Einfiihrung

Im ersten Viertel des 20. Jahrhunderts kam es durch die Entdeckung der Vitamine als fiir
die normale Korperentwicklung essentielle Nahrungsbestandteile zu einer Revolution in der
Therapie vieler Krankheiten, die man nun erst als Mangelerscheinung erkannte. Auch die da-
mals vor allem in den Industrielindern hiufige Rachitis erwies sich nun als heilbar durch die
Verabreichung von Lebertran (Mellanby, 1918). Die eigentliche antirachitische Substanz dar-
in wurde 1921 erstmalig als Vitamin D bezeichnet (McCollum et al., 1921) und den anderen
bereits bekannten Vitaminen in seiner Bedeutung gleichgestellt. Bereits zur selben Zeit fand
man jedoch heraus, dass eine Behandlung der Patienten mit UV-Bestrahlungen denselben the-
rapeutischen Effekt hat wie die Gabe von Vitamin D (Huldschinsky, 1919) bzw. dass die UV-
Bestrahlung des Patienten oder des zu verabreichenden Nahrungsmittels vergleichbare Aus-
wirkungen beziiglich der Heilung der Rachitis hat (Hess & Weinstock, 1924; Steenbock &
Black, 1924) - eine Erkenntnis, die nicht nur zur fast volligen Ausrottung der Rachitis zumin-
dest in den Industrieldndern gefiihrt hat, sondern auch zu den ersten Anhaltspunkten fiir die
Sonderstellung des Vitamin D unter den Vitaminen: Offensichtlich handelt es sich bei Vita-
min D nicht um ein essentielles Vitamin, sondern um eine Substanz, die entweder mit der
Nahrung aufgenommen oder im Kdorper selbst synthetisiert werden kann — allerdings nur unter

dem Einfluss von UV-Strahlen.

1.2 Vitamin D : Struktur, Metabolismus, Transport

Die Bezeichnung Vitamin D oder Calciferol umfasst eine Gruppe von Substanzen, die ih-
rer chemischen Struktur nach Steroide sind. Dies ebenso wie einige ihrer Eigenschaften (z.B.
die Fahigkeit des Korpers zur Eigensynthese bzw. die endokrine Kontrolle derselben, rezep-
torvermittelte Effekte) fithrte dazu, dass die biologisch aktiven Metaboliten der Calciferole

heute als Hormone angesehen werden (Vitamin-D-Hormon oder 1,25(0OH),D3).

Der wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist das Cholecalciferol (Vitamin Dj3). Selbst nicht
biologisch aktiv, kann es entweder mit der Nahrung aufgenommen und im Diinndarm resor-
biert werden oder es wird in der Epidermis synthetisiert (Holick et al., 1980; Milde, 1991;
Bikle & Pillai, 1993). Ausgangsstoff fiir die korpereigene Synthese ist das 7-Dehydro-
cholesterol (7-DHC), das in Hepatozyten aus Cholesterol durch das Enzym Cholesterolde-
hydrogenase entsteht. Im Blutstrom gelangt 7-DHC, wegen seiner hydrophoben Eigenschaf-

ten vorwiegend an Transportproteine gebunden, zu den Keratinozyten der Haut. 7-DHC oder
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Provitamin D stellt das Hauptreservoir fiir die Vitamin D-Eigensynthese des Korpers dar. Es
handelt sich um ein chromophores Molekiil, welches unter dem Einfluss von Photoenergie
Isomere bildet (Windaus et al., 1936; Esvelt et al., 1978). 7-DHC findet sich in allen Schich-
ten der Haut, vor allem aber im Stratum basale und Stratum spinosum der Epidermis (Holick
et al., 1980). Hier findet auch der groBte Teil der Vitamin-D-Synthese statt. Unter dem Ein-
fluss von UV-Strahlen bestimmter Wellenlinge (UVB, 290-315 nm) (MacLaughlin et al.,
1982) kommt es zu einer Ring6ffnung am Sterangeriist des Molekiils (am B-Ring zwischen
C9 und C10). Aus 7-DHC entsteht durch diese photochemische Isomerisierung das rotations-
instabile Pravitamin D (Windaus et al., 1936; Esvelt et al., 1978), das seinerseits langsam in
einem temperaturabhéngigen Schritt zum stabilen Vitamin D isomerisiert, wobei es zu einer
Verschiebung der Doppelbindung kommt. Bei diesem letzten Schritt handelt es sich um eine
Gleichgewichtsreaktion (Velluz & Amiard, 1949), die abléuft, solange das Produkt Vitamin D
aus der Zelle ausgeschleust wird. Uber den genauen Ubertrittsmechanismus in den Extrazellu-
larraum ist derzeit noch wenig bekannt, Vitamin-D-Bindungsproteine scheinen jedoch hierfiir
eine Rolle zu spielen (Haddad et al., 1993). Aufgrund dieses schnellen Abtransportes kann
wihrend der gesamten Dauer der UV-Exposition laufend Vitamin D nachgebildet werden -
ein Faktor, der vor allem unter Bedingungen limitierter Sonneneinstrahlung (Jahreszeit, Ta-
geszeit, Sonnenschutzmafinahmen, geographische Lage, Pigmentierung der Haut u.a.) eine

grof3e Rolle spielen kann (Webb et al., 1988; Matsuoko et al., 1992; Lu et al., 1992).

Wie bereits erwéhnt, besitzt das Vitamin D selbst noch keine biologische Aktivitét. Ge-
bunden an Transportproteine gelangt es zur Leber, wo der erste Schritt der Aktivierung statt-
findet. Vitamin D ist zwar in der Lage, im Plasma auch an Albumin und Lipoproteine zu bin-
den, die groflte Bedeutung haben aber spezifische Vitamin-D-Bindungsproteine. Dabei han-
delt es sich um eine Gruppe mehrerer sehr dhnlicher Polypeptide (a-Globuline, ca. 58 kDa),
die in der Leber synthetisiert werden (Haddad, 1987 und 1992; Cooke & Haddad, 1989;
Braun et al., 1992). Diese Proteine liegen in hohem Uberschuss frei im Plasma vor und ,.fan-
gen* aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinitét freies Vitamin D und dessen Metaboliten fast
vollstidndig ein. Thre Funktion als Kurzzeitspeicher fiir Vitamin D (Langzeitspeicher ist das
Fettgewebe im Sduger bzw. die Leber bei manchen Fischen) wird diskutiert. Thre Hauptfunk-
tion liegt aber darin, die hydrophoben Vitamin-D-Metaboliten plasmagéingig und damit an

den Zielorten verfligbar zu machen.

In den Hepatozyten findet die erste Metabolisierungs-Stufe des Vitamin D auf dem Weg

zur biologischen Aktivierung statt. Es handelt sich dabei um eine Hydroxylierung in der Posi-
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tion 25, das beteiligte Enzym ist eine Cytochrom P450-abhingige, mitochondriale Hydroxyla-
se (Andersson et al., 1989; Okuda et al., 1995). Fiir die Beteiligung anderer Enzyme, auch
mikrosomaler, gibt es eine Reihe von Hinweisen, sie konnte bisher aber noch nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Die Regulation dieser Hydroxylierung zu 25-Hydroxycholecalciferol

(25(OH)D;) erfolgt nur iiber einen Produkthemmungsmechanismus, ist also nicht sehr strikt.

Der zentrale Vitamin-D-Regulationsmechanismus, der eine Uberschussproduktion von
biologisch aktivem Vitamin D verhindert, greift priméar in der Niere, wo 25(OH)D; durch eine
la-Hydroxylierung zum 1,25 Dihydroxycholecalciferol (1,25(OH),D3) biologisch aktiviert
wird. Der Steuerungsfaktor ist die Syntheserate der fiir diese Hydroxylierung notwendigen
la-Hydroxylase, die ihrerseits einer Regulation durch Parathormon (PTH), Serum-Phosphat
und 1,25(OH),D; selbst unterliegt (Gray et al., 1972; Henry, 1979). Dieses Enzym ist eine
ebenfalls mitochondriale, Cytochrom P450-abhingige Monoxygenase. Der Vorgang ist streng
an die Niere gebunden (Fraser & Kodicek, 1970), weshalb Erkrankungen, die mit einem
Funktionsverlust oder Gewebsuntergang der Niere - vor allem im Bereich des proximalen Tu-
bulus (Holick et al., 1972) - einhergehen, hdufig mit Stérungen des Vitamin-D-Haushaltes

und allen daraus resultierenden Folgen verbunden sind.

Liegt das Vitamin-D-Hormon 1,25(OH),D3 im Uberschuss vor, entsteht in der Niere aus
25(0OH)Ds vermehrt der Metabolit 24,25(OH),D; durch eine Cytochrom P450-abhingige 24-
Hydroxylase (Jones et al., 1987). Diese Metabolisierung von 25(OH)D; zu 24,25(0OH),D; gilt
als wichtigste Deaktivierung von 25(OH)Ds, da 24,25(0OH),Ds gegeniiber 1,25(OH),D; eine
ca. 10 000mal geringere biologische Aktivitit besitzt. Eine eigenstdndige Funktion von
24,25(0OH),Ds wird diskutiert (Norman et al., 2002). Dieser Metabolit unterliegt selbst aber
keiner strengen Regulation, was gegen eine zentrale Bedeutung zumindest im Bereich der

Kalziumhomoostase-Regulation spricht (Jones et al., 1987).

Die 24-Hydroxylierung stellt wahrscheinlich auch die erste und wichtigste Stufe der In-
aktivierung von 1,25(OH),Ds in den Zielzellen dar (Lohnes & Jones, 1992). Dabei entsteht
der Metabolit 1,24,25-Trihydroxycholecalciferol, der eine ca. Smal geringere biologische Ak-
tivitit gegeniiber 1,25(OH),D; besitzt. Der Katabolismus von Vitamin D ist nicht an ein be-
stimmtes Organsystem gebunden, wahrscheinlich sind alle Vitamin-D-Zielgewebe dazu in der
Lage. Das Endprodukt des Vitamin-D-Stoffwechsels ist die Calcitronséure, die in der Leber in

die Gallenfliissigkeit sezerniert wird (Jones, 1999).
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1.3 Regulation der 1,25(0OH),D;-Biosynthese

Angesichts der zentralen Bedeutung von 1,25(OH),Ds fiir die Regulation des extrazellu-
laren Kalziumspiegels unterliegt seine Biosynthese einer strengen Regulation. Soweit heute
bekannt ist, stellt PTH die wichtigste EinflussgroBe fiir die Stimulation der 1,25(OH),Ds-
Biosynthese dar. Das Absinken des Kalziumspiegels im Blut 16st eine gesteigerte PTH-
Sekretion aus (Brown et al., 1993), die {iber einen noch nicht ndher bekannten Mechanismus
wahrscheinlich die Synthese der renalen 1o-Hydroxylase stimuliert und die Synthese der 24-
Hydroxylase hemmt, wodurch es zu einer vermehrten Bildung von 1,25(OH),D; kommt. Die
kalzamischen Effekte von 1,25(OH),Ds in Darm und Niere (siche unten) fiihren iiber eine Er-
hohung des Plasmakalziumspiegels wiederum zu einer Reduktion der PTH-Sekretion im Sin-

ne einer negativen Riickkoppelungsschleife.

Vermutlich gibt es noch weitere Einflussfaktoren in diesem Regulationssystem. So
scheint z.B. 1,25(OH),Ds selbst in der Lage zu sein, die Synthese der 24-Hydroxylase zu sti-
mulieren (Zierold et al., 1994; Ohyama et al., 1994). Auch der Plasmaphosphatspiegel iibt ei-
ne Wirkung auf die 1,25(OH),D;-Synthese aus. Hypophosphatdmie scheint ebenso wie PTH
die la-Hydroxylase zu stimulieren und die 24-Hydroxylase zu hemmen (Baxter & DeLuca,
1976; Wu et al., 1996). Der molekulare Mechanismus dieser Effekte ist allerdings noch nicht
aufgeklart.

1.4. Genomische Wirkungen des Vitamin-D-Hormons

1,25(0OH),D5 wirkt, wie andere Steroidhormone auch, iiber die Interaktion mit einem in-
trazelluliren Rezeptor, der eine hohe Bindungsaffinitit gegeniiber 1,25(OH),D; besitzt
(Brumbaugh & Haussler, 1975). Diese Rezeptoren entsprechen in ihrer Funktion liganden-

aktivierbaren, regulatorischen Transkriptionsfaktoren.

Wie Sequenzanalysen gezeigt haben, gehdrt der Vitamin D-Rezeptor (VDR) innerhalb
der Steroidrezeptor-Superfamilie zur Subfamilie (Klasse II) der Schilddriisenhormonrezepto-
ren, ebenso wie die Retinsdure-Rezeptoren (RAR) und Retinoid-X-Rezeptoren (RXR) (Baker
et al. 1988; Burmester et al., 1988). Das fiir den Vitamin-D-Rezeptor codierende Gen befindet
sich beim Menschen auf dem Chromosom 12(q), bei Ratte und Maus auf Chromosom 7
(Szpirer et al., 1991). Das Gen ist ca. 45 kb lang und umfasst 9 codierende Exons. Zu den ty-
pischen Eigenschaften der Schilddriisenhormon-Rezeptorgruppe gehdrt auch die Fihigkeit,

Heterodimere mit verwandten Rezeptoren zu bilden.
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Die Strukturelemente, die allen Nuklearrezeptoren dieser Subfamilie eigen sind, umfas-
sen zwei funktionelle Rezeptordoméanen. N-terminal (bei VDR codiert durch die ersten zwei
codierenden Exons) bilden zwei ,,Zinkfinger* die DNA-Bindungsdoméne (DBD). Diese Re-
gion ist innerhalb der Rezeptorfamilie hochkonserviert und erméglicht nach der Aktivierung
des Rezeptors dessen Bindung an so genannte VDREs (Vitamin D responsive elements) in der
Promotorregion von Zielgenen. Der C-terminale Bereich des Molekiils umfasst die Hormon-
bindungsdomine (bei VDR codiert von Exon 8 und 9) und ist bei den verschiedenen Rezepto-

ren sehr variabel, entsprechend den unterschiedlichen Liganden.

Die Zinkfinger als Schliisselelemente der DNA-Bindungsregion (hVDR: Aminosduren 1-
113) bestehen aus 8 tetraedrisch angeordneten Cysteinen, die um zentrale Zinkionen o-
Helices bilden (,,loops*). Mit Hilfe von Mutationsanalysen konnten verschiedenen Subdomi-
nen in der DNA-Bindungsregion von Steroidrezeptoren bestimmte Funktionen (z.B. Erken-
nung responsiver DNA-Elemente, Dimerbildung) zugeordnet werden. Bei VDR scheint vor
allem der Bereich unmittelbar C-terminal des ersten Zinkfingers (T-Box) essentiell fiir die
sequenzspezifische DNA-Bindung als Voraussetzung der Transkriptionsaktivierung zu sein
(Hsieh et al., 1995). Erhdrtet werden diese Vermutungen durch Strukturanalysen verschiede-
ner Nuklearrezeptoren, die Analogieschliisse auf den VDR zulassen (Luisi et al., 1991; Kata-
hira et al., 1992). Andere Strukturmerkmale der VDR-DNA-Bindungsdoméne weisen darauf
hin, dass die Heterodimerisation mit einem RAF (receptor auxiliary factor) Voraussetzung fiir
die DNA-Bindung ist. Die C-terminale Region des Gens codiert einen Rezeptorbereich, der
auBler der Ligandenbindung noch einige andere Funktionen umfasst wie z.B. Heterodimerisa-
tion oder Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren (MacDonald et al., 1995) und Co-
aktivatoren (vom Baur et al., 1996), die fiir den Mechanismus der VDR-vermittelten

Transkriptionsaktivierung wichtig sind.

Die hochste Ligandenbindungsaffinitét besteht gegentiber 1,25(OH),Ds. Metaboliten, die
nur in der la- oder der 25-Position hydroxyliert sind, binden ca. 100- bis 1000mal schwicher
(Wecksler et al., 1978). Die Ligandenbindungsregion des VDR umfasst wahrscheinlich ca.
200 — 300 Aminosduren (AS) C-terminal der AS 114 (hVDR). Hier sind vermutlich auch
mehrere fiir die Heterodimerisation wichtige Bereiche lokalisiert. Soweit heute bekannt ist,
bildet VDR nur mit RXR Heterodimere. Die Form der Heterodimerisation wirft allerdings
noch viele Fragen auf. Trotz der strukturellen Verwandtschaft beider Rezeptoren scheint es
sich nicht um eine achsensymmetrische Heterodimerbildung zu handeln. Die Struktur der bis-

her bekannten VDREs (2 unvollstdndige, 6 Basen lange repetitive Sequenzen, getrennt durch
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3 Nucleotide) (Umesono & Evans, 1989) impliziert eher eine asymmetrische Bindung beider
Partner (,,Kopf an Schwanz®), wie sie auch bei anderen Klasse II-Steroidrezeptoren vor-

kommt (Liao et al., 1990; Levin et al., 1992; Schrader et al., 1995; Jin & Pike, 1996).

Der C-terminale Endbereich des Rezeptormolekiils (AS 403 - 427 des hVDR) umfasst
die Transaktivierungsdoméne (Nakajima et al., 1994). Entscheidend fiir die Aktivierung des
Rezeptors, die letztlich zur Transkriptionsregulation des Zielgens fiihrt, ist das Zusammen-
wirken verschiedener Faktoren. Durch die Bindung des Liganden kommt es - wahrscheinlich
durch eine Konformationsdnderung - zur Heterodimerisation (Peleg et al., 1995). Der primér
vorwiegend zytosolische VDR-Ligand-Komplex akkumuliert nach der Ligandenbindung
innerhalb weniger Minuten im Kern (Barsony et al., 1990). Begleitet wird die DNA-Bindung
(Liao et al., 1990; Sone et al., 1991) wahrscheinlich von verschiedenen kovalenten Modifika-
tionen des Ligand-Rezeptorkomplexes, wie z.B. Phosphorylierungen (Hsieh et al., 1993; Ju-
rutka et al., 1993). Fiir die Bildung des Priinitiationskomplexes (PIC) der Transkription
scheint vor allem der Transkriptionsfaktor TF IIB von entscheidender Bedeutung zu sein
(Choy & Green, 1993; MacDonald et al., 1995), der mit dem Rezeptorkomplex interagiert.
Einen regulativen Einfluss auf die Transkriptionsrate haben vermutlich verschiedene zusitzli-
che Transkriptionsfaktoren, Coaktivatoren und Corepressoren, die mit dem Rezeptorkomplex

bzw. PIC interagieren (Onate et al., 1995; Chen & Evans, 1995).

1.5 Nicht-genomische Effekte des Vitamin-D-Hormons

Neben diesem ,,genomischen* Wirkprinzip ist 1,25(OH),D; auch in der Lage, in ver-
schiedenen Geweben Effekte zu erzielen, die in Sekunden bis Minuten eintreten und somit
nicht auf einem verdnderten Proteinsynthesemuster der Zelle beruhen konnen. Die Existenz
solcher ,,nicht-genomischer Effekte ist schon seit lingerem bekannt. Uber die zugrunde lie-
genden Mechanismen weil man jedoch noch immer wenig, ebenso wie iiber eine mogliche
Beteiligung des klassischen VDR daran. Wahrscheinlich gibt es verschiedene Varianten nicht-
genomischer Effekte, je nach Zelltyp bzw. Gewebe. Nachgewiesen wurden solche schnellen
Effekte inzwischen in der Niere, in der Nebenschilddriise, im Muskel, in Chondrozyten, in
Fibroblasten, in Hepatozyten und in Keratinozyten sowie in Zellen des himatopoetischen Sys-
tems und in Insulinomzellen (Desai et al., 1986; Schwartz et al., 1988; Boudreau et al., 1990;
Selles & Boland, 1991; Segrev & Rhoten, 1994). Meist bestehen die Effekte in Verdnderun-
gen des intrazelluldren Kalziumspiegels, des pH-Wertes sowie der Proteinkinase-C-Aktivitét
(Duval et al., 1983). Solche Effekte, also die Induktion transmembrandrer Signaltransdukti-

onswege konnten inzwischen auch fiir andere Steroidhormone nachgewiesen werden (Duval
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et al., 1983). Am besten untersucht sind die Soforteffekte von 1,25(OH),Ds an Osteoblasten
und Enterozyten. In Osteoblasten scheint 1,25(OH),D; iiber eine Aktivierung der Phospholi-
pase C und damit des Inositoltriphosphat/Diacylglycerol-Weges einen Anstieg der intrazellu-
laren Kalziumkonzentrationen zu induzieren (Lieberherr et al., 1994). Zumindest in bestimm-
ten In-vitro-Systemen (ROS 24/1 osteoblast-like cells der Ratte) scheint das Vorhandensein
einer VDR-unabhéingigen Signaltransduktion nachgewiesen. Diese Zellen exprimieren VDR
nicht, trotzdem bewirkt 1,25(OH),Ds auch hier einen intrazelluldren Kalzium-Anstieg (Baran

et al., 1994).

Auch in Enterozyten existiert ein solcher Soforteffekt, der bereits 1984 beschrieben wur-
de und unter dem Namen ,,transcaltachia® bekannt ist (Nemere et al., 1984; Nemere & Nor-
man, 1986, 1987, 1990). Dabei kommt es in vivo innerhalb weniger Minuten (2 - 14) zu einer
verstirkten Kalzium-Absorption aus dem Darmlumen durch ladungsgesteuerte Kalzium-
Kanile, begleitet von einer Steigerung der Proteinkinase-C und -A- Aktivitit (de Boland &
Norman, 1990). Dariiber hinaus wird innerhalb von 4 - 8 Minuten auch die Phosphor-

Absorption erhoht, gekoppelt an den gesteigerten Kalziumeinstrom.

Die Bedeutung des klassischen, nukledren VDR oder von méglicherweise vorhandenen
Membran-Rezeptoren fiir 1,25(OH),Ds; beim Zustandekommen nicht-genomischer Effekte
wird kontrovers diskutiert (Nemere et al., 1998; Norman, 1998; Norman et al., 2002; Erben et
al., 2002; Boyan et al., 2002).

1.6 Physiologische Funktionen des Vitamin-D-Hormons

Die offensichtlichste und damit auch am lidngsten und besten bekannte Funktion von
1,25(0OH),Ds ist seine zentrale Rolle bei der Regulation der Kalziumhomdostase und des
Knochenstoffwechsels. Funktionen von 1,25(OH),D3, die unmittelbar den Kalziumstoffwech-
sel betreffen, werden auch als ,,kalzdmische Effekte* bezeichnet. Ihr Ziel ist primér die Ge-
wihrleistung eines in engen Grenzen stabil gehaltenen Plasma-Kalzium-Spiegels (bei Séuge-
tieren ca. 2,5 mmol/l, 45% davon ionisiert), aber auch, im Zusammenspiel mit PTH, die Be-
reitstellung von Kalzium fiir die Knochenmineralisation. Miteinbezogen in dieses komplexe
Regulationssystem sind vor allem der Diinndarm als Ort der enteralen Kalzium- und Phos-
phorabsorption, die Nieren als Ort der renalen Kalzium- und Phosphorexkretion bzw. Reab-
sorption sowie der 1,25(OH),Ds-Biosynthese und die Nebenschilddriise als Bildungsort des
neben 1,25(0OH),D; wichtigsten regulatorischen Hormons PTH. Besonders zu nennen ist das

Knochengewebe, das durch ein unter physiologischen Bedingungen stindig vorhandenes Ne-
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beneinander von Knochenabbau und -neusynthese zum einen zwar einen gut mobilisierbaren
Kalziumspeicher des Korpers darstellt, zum anderen aber ldngerfristig besonders auf die Ver-
fiigbarkeit von Kalzium und Phosphor zur Erhaltung stabiler, mechanisch belastbarer Kno-

chensubstanz angewiesen ist.

Aus der Tatsache, dass VDR fast ubiquitdr im Kdrper exprimiert wird, kann man schlie-
en, dass 1,25(OH),Ds wahrscheinlich noch eine Vielzahl weiterer Funktionen in unterschied-
lichen Geweben besitzt. Uber ihre physiologische Bedeutung weil man bislang allerdings

noch wenig.

1.6.1 Kalzimische Effekte von 1,25(0H),D;

Die wichtigsten Organe fiir die kalzdmischen Wirkungen von 1,25(0OH),Ds sind Darm,

Niere und Knochen.

1.6.1.1 Funktionen des Vitamin-D-Hormons im Darm

Nach dem heutigen Kenntnisstand existieren zwei voneinander unabhéngige Kalzium-
transportmechanismen in Enterozyten. Erstens ein sdttigbarer, transzelluldrer Mechanismus,
der bei Konzentrationen bis 10 mM vor allem im proximalen Teil des Diinndarms (Duode-
num) von Bedeutung ist. Zweitens ein nicht séttigbarer, passiver, interzelluldrer Mechanis-
mus, der bei Konzentrationen ab 10 mM bis 50 mM im gesamten Diinndarm vonstatten geht
(Johnson & Kumar, 1994; Wasserman & Fullmer, 1995). Im ersten Fall werden Kalziumio-
nen lumenseitig am Biirstensaum entlang des elektrochemischen Gradienten resorbiert, trans-
zellulér transportiert und an der basolateralen Zellmembran gegen den Konzentrationsgradien-
ten mittels eines energieverbrauchenden Prozesses in die extrazelluldre Fliissigkeit der Lami-
na Propria abgegeben. 1,25(OH),D; beeinflusst wahrscheinlich alle Teilaspekte dieses
transzelluldren Kalzium-Absorptions-Systems im Sinne einer gesteigerten Kalziumaufnahme.
Bei Vitamin-D-Mangel tritt Kalzium zwar in die Zellen iiber, bleibt aber im Mikrovillibe-
reich, wo es an Calmodulin bindet. Man nimmt an, dass es dort zur Komplexbildung mit My-
osin I (ATPase) und Actin kommt (Bikle et al., 1989; Chandra & Fullmer, 1990; Kaune et al.,
1994). Dieser Komplex schlieit die Kalziumkanédle mdglicherweise irreversibel. Bei ausrei-
chender Vitamin-D-Versorgung wird das aufgenommene Kalzium schnell intrazelluldr wei-
tergeleitet, was wahrscheinlich das Offenbleiben der Kalziumkanile sicherstellt. Fiir den in-
trazelluldren Transport ist bei Sdugetieren das Kalziumbindungsprotein Calbindin D9K ver-
antwortlich, dessen Synthese durch 1,25(0OH),D; induziert wird (Feher et al., 1992). Bei Kal-

ziummangel im Organismus kommt es iiber eine erhdhte Parathormon-Sekretion zu einer ge-



Zeitz U. Endokrine Regulation durch den Vitamin-D-Rezeptor Seite 9 von 66

steigerten 1,25(OH),Ds-Biosynthese, die ihrerseits zu verbesserter enteraler Kalziumaufnah-
me fiihrt. Die Resorption von Phosphat erfolgt im gesamten Jejunum und Ileum. Sie kann
zwar durch 1,25(OH),Ds stimuliert werden, ist aber primdr von der Phosphatkonzentration im

Darmlumen abhéngig (Lemann, 1993).

AuBer den beschriebenen Mechanismen existieren wahrscheinlich noch weitere, mogli-
cherweise nicht Vitamin-D-abhingige Wege der Kalziumresorption, unter anderem der be-
reits erwihnte ,,Soforteffekt™ (transcaltachia), dessen genauer Mechanismus noch der Klarung

bedarf (Nemere et al., 1990).

1.6.1.2 Funktionen von 1,25(OH),D; in der Niere

Die Niere ist in zweifacher Hinsicht ein Schliisselorgan der Kalziumhomdoostase. Zum
einen ist sie Syntheseort von 1,25(OH),Ds, zum anderen wichtigstes Regulativ der Kalzium-
und Phosphatexkretion bzw. -reabsorption. Bis zu 98% des in den Primirharn abgegebenen
Kalziums werden reabsorbiert, allerdings scheinen die zugrunde liegenden Mechanismen und
die beteiligten Faktoren nicht auf der gesamten Tubulusliange einheitlich zu sein. Nach dem
heutigen Kenntnisstand findet im proximalen Tubulus vorwiegend passiver, parazelluldrer
Transport statt (ca. 65% des filtrierten Kalzium-Loads), in der Henleschen Schleife aktiver
und passiver Transport (ca. 20% des filtrierten Kalzium-Loads). Im distalen Tubulus, der
Schliisselstelle der Regulation, bzw. im Sammelrohr werden {iber ein aktives Transportsystem
noch bis zu 10% des filtrierten Kalzium-Loads reabsorbiert (Yamamoto et al., 1984; Fried-
man & Gesek 1995). Die wichtigsten endokrinen Faktoren in der Regulation der renalen Kal-

ziumreabsorption sind vermutlich PTH sowie 1,25(0OH),D; (Friedman & Gesek, 1995).

Viele Details der selektiven Kalzium- und Phosphat-Reabsorption sind heute noch nicht
bekannt, die Grundprinzipien ergeben sich aber aus beobachtbaren Wechselwirkungen zwi-
schen 1,25(OH),D3 und PTH: PTH erméglicht wahrscheinlich den aktiven Ubertritt von Kal-
zium apikal durch die Membran, wobei dieser Prozess eventuell durch 1,25(0OH),D; iiber eine
Induktion der Synthese von PTH-Rezeptormolekiilen gesteuert wird (Friedman & Gesek,
1993). Fiir den Ubertritt aus den Tubuluszellen basolateral in die Blutbahn werden verschie-
dene Transportsysteme vermutet, eine Plasmamembran-Kalziumpumpe (PMCA) scheint je-

doch von zentraler Bedeutung zu sein (Friedman & Gesek, 1995).

Die beiden wichtigsten intrazelluldren Kalziumbindungsproteine in der Niere, Calbindin
D28K und Calbindin D9K unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Struktur, sondern

wahrscheinlich auch in ihrer Funktion. Wahrend Calbindin D28K primér den apikalen Trans-
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port durch Kalziumkanéle - vielleicht auch als Carrier die transzellulire Weiterleitung - zu
stimulieren scheint, beschleunigt Calbindin D9K wahrscheinlich vor allem die basolaterale
Ausschleusung tiber die ATP-abhidngige Plasmamembran-Kalziumpumpe. Da 1,25(OH),D;
tiber eine Transkriptionsaktivierung die Syntheserate beider Proteine positiv beeinflusst, spielt
es vermutlich auch hier eine entscheidende Rolle fiir die renale Kalziumriickresorption (Bouh-

tiay et al., 1994; Koster et al., 1995; Liu et al., 1996).

Neben diesen Effekten besitzt 1,25(OH),D; wahrscheinlich weitere Funktionen in der
Niere. So wird z.B. eine Hemmung des Phosphattransports im proximalen Tubulus diskutiert
(Bonjour et al., 1977). Die Tatsache, dass VDR im gesamten Tubulusbereich, vom Glomeru-
lum bis zum Sammelrohr exprimiert wird (Liu et al., 1996), legt die Vermutung nahe, dass

noch weitere, unentdeckte Vitamin-D-Effekte existieren.

1.6.1.3 Vitamin D-Effekte am Knochen

Auch im adulten Organismus besteht im Knochengewebe ein stindiges FlieBgleichge-
wicht von Resorption und Neusynthese (bone remodeling). Wie bereits erwéhnt, stellt die mi-
neralische Knochensubstanz auch einen wichtigen Speicher fiir die Erhaltung der Kalzium-
und Phosphathomdostase dar. Der Haupteinflussfaktor fiir die Regulation des Knochenturno-

vers ist PTH. Die Rolle von 1,25(OH),D; wird derzeit noch kontrovers diskutiert.

VDR wird sowohl in Osteoblasten als auch in Osteoklasten-Vorlduferzellen exprimiert.
Viele osteoblastidre Matrixproteine wie Osteocalcin, Osteopontin, Bone Sialoprotein und Kol-
lagen Typ I werden durch 1,25(OH),D; reguliert (Boyan et al., 1992; Lian & Stein, 1993), so
dass vieles fiir einen unmittelbaren knochenanabolen Effekt von 1,25(OH),Ds spricht. Es gibt
auch Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung von 1,25(OH),Ds an resorptiven Prozessen, wie z.B.
bei der Osteoklastenreifung. Gesichert ist, dass die hochdosierte, pharmakologische Gabe von
Vitamin-D-Metaboliten eine direkte Stimulation der Knochenresorption induziert (Holtrop et
al., 1981; Erben et al., 1997). Ob dieser Effekt allerdings von physiologischer Bedeutung ist,

ist unklar.

In den letzten Jahren sind eine Reihe von Untersuchungen durchgefiihrt worden, die es
sehr wahrscheinlich gemacht haben, dass die knochenprotektive Wirkung von 1,25(OH),D; in
vivo primir in seinen kalzdmischen Effekten in Darm und Niere, also in der Steigerung des
Plasmakalziumspiegels zu suchen ist. Untermauert wird diese Hypothese durch die Beobach-
tung, dass im Tiermodell bei Miusen mit inaktiviertem VDR allein durch die Fiitterung mit

einer Kalzium-, Phosphat- und Laktose-angereicherten Diét eine Normalisierung nicht nur des
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Plasmakalziumspiegels, sondern auch der Knochenmineralisierung erreicht werden kann (Li
et al., 1998). Ahnliche Ergebnisse wurden bereits frijher bei Vitamin-D-defizienten Ratten
erzielt, deren Kalziumhomoostase durch Infusion mit Kalzium oder durch didtetische Mal3-
nahmen normalisiert wurde (Underwood & DeLuca, 1984; Kollenkirchen et al., 1991a; Kol-
lenkirchen et al., 1991b). Diese Daten sprechen dafiir, dass 1,25(OH),D; keine physiologisch

relevante, direkte Funktion am Knochen besitzt.

1.6.1.4 Rachitis und Osteomalazie

Als Rachitis und Osteomalazie werden Vitamin-D-Mangelsyndrome bei wachsenden
bzw. adulten Individuen bezeichnet. Sie entstehen entweder durch eine mangelnde Aufnahme
bzw. Eigensynthese von Vitamin D, durch Storungen im Vitamin-D-Metabolismus, oder

durch Funktionsstorungen im Bereich des Rezeptors oder der Transaktivierung.

Fehlt 1,25(0OH),Ds (oder seine Wirkung), fiihrt dies letztlich immer zu einer Hypokalzé-
mie, weil die enterale Aufnahme und die renale Riickresorption von Kalzium eingeschriankt
sind. Dies 10st wiederum eine verstdrkte PTH-Sekretion aus. Es kommt zu gravierenden Sto-
rungen des Knochenstoffwechsels, zum einen durch den Kalziummangel (bzw. das Missver-
hiltnis von Kalzium und Phosphat im Plasma) und die daraus resultierende verringerte Mine-
ralisierung der Knochenmatrix, zum anderen durch die fehlregulierte Matrixsynthese und die
PTH-induzierte erhohte Knochenabbaurate. Die Folge ist eine mechanische Instabilitit des
Knochens, die vor allem am wachsenden Skelett zu schweren klinischen Symptomen wie
Wachstumsretardierung, Deformationen vor allem der langen Réhrenknochen und iiberschie-
Bender Matrixproduktion an den Epiphysenfugen fiihrt, begleitet von Knochenschmerzen,
Hypokalzédmie und -phosphatdmie sowie sekundirem (reaktiven) Hyperparathyreoidismus. Im
adulten Organismus findet sich vor allem eine erhohte Frakturanfalligkeit und eine rontgeno-
logisch nachweisbare Verringerung der Knochenmineraldichte (Garabedian & Ben-Mekhbi,

1999).

1.6.1.5 Vitamin-D-resistente Rachitis

Schon aus der Anfangszeit der gezielten Rachitisbekdmpfung mit Vitamin D sind einzel-
ne, seltene Fille von Therapieresistenz bekannt. Der zugrunde liegende Mechanismus konnte
jedoch erst nach der Aufklarung des Metabolismus bzw. der Wirkungsmechanismen von Vi-
tamin D definiert werden (Baker et al., 1988; Pike, 1992). Inzwischen unterscheidet man zwei
verschiedene Typen der so genannten Vitamin-D-abhingigen Rachitis. In beiden Féllen han-

delt es sich um ecinen seltenen, autosomal rezessiv vererbten Gendefekt.
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Typ I (VDDR 1) bezeichnet einen Funktionsdefekt der renalen 1a-Hydroxylase (Labuda
et al.,, 1992; Fu et al., 1997). Betroffen ist also nur die letzte Stufe der Vitamin-D-
Aktivierung, was zur Folge hat, dass durch eine lebenslange Therapie mit physiologischen
Dosen von 1,25(0OH),Ds (0,25 — 1 pg/Tag) vollige Symptomfreiheit gewdhrleistet ist. Deshalb
wird diese Form auch als ,,Pseudo-Vitamin D-abhingige Rachitis* bezeichnet (Malloy &
Feldman, 1999).

Beim Typ II der Vitamin-D-abhédngigen Rachitis (VDDR II) hingegen liegen Mutationen
im VDR-Gen vor. Dabei kennt man inzwischen mehrere verschiedene Mutationsvarianten,
die sich je nach ihrer Lokalisation auf dem Gen hinsichtlich ihrer Folgen fiir die Liganden-
und DNA-Bindungsaffinitdt des VDR unterscheiden. Es kommt aber immer zu einer mehr
oder minder vollstindigen Gewebsresistenz gegeniiber 1,25(0OH),D; (Brooks et al., 1978).
Eine Therapie mit Vitamin-D-Metaboliten ist daher nur sehr eingeschriankt moglich. Gute Er-
folge wurden mit einer hochdosierten, oralen Supplementierung von Kalzium erreicht (Balsan
et al., 1986). In ca. der Hélfe der Fille tritt als zusdtzliches Symptom eine totale Alopezie auf,
die im Gegensatz zur ebenfalls vorhandenen Hypokalzdmie, Hypophosphatimie und dem se-
kundédren Hyperparathyreoidismus therapeutisch nicht beeinflusst werden kann (Demay,

1999; Malloy & Feldman, 1999).

Nach dem heutigen Stand der Forschung handelt es sich bei den verschiedenen Varianten
fast immer um Punktmutationen, die im Zusammenhang mit den jeweiligen Phénotypvarian-
ten Aufschluss geben tliber die VDR-Genbereiche, die fiir die Rezeptorfunktion essentiell sind.
Mutationen in der DNA-Bindungsregion fiihren hédufig zu einem Verlust der DNA-
Bindungsfihigkeit und damit zum Totalverlust der Rezeptorfunktion, ebenso wie Mutationen,
die einen vorzeitigen Abbruch der Transkription und damit die Entstehung eines trunkierten
Rezeptors zur Folge haben (Hughes et al., 1988; Sone et al., 1989, 1990; Yagi et al., 1993;
Malloy et al., 1994; Malloy & Feldman 1999). Bei Mutationen in anderen Bereichen des
Gens, vor allem der Hormon-Bindungsregion, entsteht kein einheitlicher Phanotyp. Die Aus-
wirkungen reichen von kompletter Gewebsresistenz bei Verlust der Ligandenbindungsféhig-
keit liber verschiedene Abstufungen verringerter Bindungsaffinitit bis hin zu vollig normaler
Rezeptorfunktion (Ritchie et al., 1989; Malloy et al., 1990, 1997; Kristjansson et al. 1993;
Wiese et al., 1993), je nachdem, welche Auswirkungen die Mutation auf die Proteinstruktur

hat.
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Die zum Teil auftretende Alopezie wird meist in Verbindung mit Mutationen in der
DNA-Bindungsregion gesehen, jedoch nicht in allen Fillen. Uber ihre Entstehung gibt es der-
zeit keine gesicherten Erkenntnisse (Malloy & Feldman, 1999).

1.6.2 Nicht-kalzimische Vitamin-D-Wirkungen

In den spdten 70er Jahren entdeckte man erstmalig Rezeptoren fiir 1,25(OH),D; in den
Zellkernen in Gonaden, Thymus, Hypophyse, Pankreas, Magen, Zéhnen, Plazenta, Herzmus-
kel und Haut (Stumpf et al., 1979, 1983 und 1984; Kim et al., 1983), in Zellen des Immun-
systems wie Monozyten, B- und T-Lymphozyten, und Makrophagen (Bhalla et al., 1983;

Tsoukas et al., 1984; Provvedine et al., 1986), sowie in verschiedenen Tumorzelllinien.

Die Beobachtung, dass viele Krebszellen in vivo ebenso wie in vitro VDR exprimieren,
hat im Zusammenhang mit der bekannten antiproliferativen Wirkung von 1,25(OH),D; zur
Einbeziehung von Vitamin D bzw. Vitamin-D-Analoga in die Entwicklung neuer Ansitze in
der Krebstherapie gefiihrt. Inzwischen haben sich Vitamin-D-Analoga als effektive Prolifera-
tionshemmer in verschiedenen In-vitro-Systemen (Colston et al., 1981; Halline et al., 1994)

bewihrt, auch im Tiermodell gibt es erste Erfolge (van Leeuwen et al., 1999).

In der Haut konnten Rezeptoren fiir 1,25(OH),Ds bisher in Epidermiszellen (Stratum ba-
sale, spinosum und granulosum) sowie in der Wurzelscheide des Haarfollikels (Stumpf et al.,
1979) und in Hautfibroblasten nachgewiesen werden (Stumpf et al., 1984; Smith et al., 1986).
Die Wirkung besteht auch hier primir in einer Hemmung der Proliferation bzw. Stimulation
der Zelldifferenzierung (Smith et al., 1986; Bikle et al., 1993), wobei es sich wahrscheinlich
um einen genomischen Effekt handelt (fehlt bei VDDR II-Patienten). Vitamin D und ver-
schiedene Analoga werden bereits erfolgreich bei der Behandlung hyperproliferativer Haut-
krankheiten wie z.B. der Psoriasis eingesetzt (Reichrath & Holick, 1999). In den Gonaden und
im Muskelgewebe lassen sich ebenfalls antiproliferative Effekte von 1,25(OH),D; beobach-
ten. Fiir letztere Wirkungen scheinen Soforteffekte an Kalziumkanélen eine Rolle zu spielen,
die in vitro an Sertolizellen (Akerstrom & Walters, 1992) und an Cardiomyozyten (Walters et
al., 1987) nachgewiesen wurden. Eine mdgliche Bedeutung des 1,25(OH),D; fiir die Kontrol-
le der Inotropie der Ventrikelmuskulatur wird diskutiert (Weishaar & Simpson, 1989). Die
Aussagen beziiglich der Effekte an VDR-exprimierenden Zellen des Immunsystems sind sehr
widerspriichlich. Es existieren viele In-vitro-Einzelbeobachtungen, die tendenziell auf eine
antiproliferative Wirkung hindeuten, sich jedoch nicht zu einem einheitlichen Bild zusam-

menfiigen lassen. VDDR II-Patienten zeigen im Reglfall keine erhohte Infektanfilligkeit
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(Malloy & Feldman, 1999). Dagegen leiden Vitamin-D-Mangelpatienten vermehrt unter In-
fektionen, vor allem der Atemwege und des Verdauungstraktes (Garabedian & Ben-Mekhbi,
1999). Wahrscheinlich verschleiern die vielfaltigen Wechselwirkungen der Einzelkomponen-
ten des Immunsystems in vivo die Effekte von 1,25(OH),Ds; mehr oder weniger stark, so dass

Aussagen iiber spezifische Effekte nur sehr schwer zu machen sind.

Schon in den 70er Jahren konnte im endokrinen Pankreas des Huhnes nicht nur VDR,
sondern auch ein Vitamin-D-abhéngiges Kalziumbindungsprotein nachgewiesen werden. Fer-
ner war aus klinischen Studien bekannt, dass es Wechselwirkungen zwischen Kalziumhomo-
ostase und der Funktion des endokrinen Pankreas gibt (Norman et al., 1980). Seit dieser Zeit
wurden eine ganze Reihe von tierexperimentellen und In-vitro-Untersuchungen unternom-
men, um die genaue Rolle von 1,25(0OH),D; bei der Regulation der Insulin-Synthese und/oder
-Sekretion aufzukldren. Eine Schwierigkeit bei diesen Untersuchungen war stets, molekulare
Effekte von 1,25(OH),D; von den Effekten einer verdnderten Kalziumhomoostase zu separie-

ren.

1.7 Verschiedene Tiermodelle und ihre Bedeutung fiir die Vitamin-D-Forschung

Bis in die zweite Halfte der 90er Jahre konzentrierte sich die Forschung im Wesentlichen
auf zwei Moglichkeiten, Vitamin-D-Effekte in vivo zu beschreiben: induzierte Vitamin-D-
Mangelsituationen oder VDDR II-Humanstudien. Da es sich um einen seltenen Gendefekt
(seit 1978 ca. 40 Familien dokumentiert) mit uneinheitlichem Genotyp und Phanotyp handelt,
ist die Zahl vergleichbarer Probanden klein. Dariliber hinaus gehéren sie unterschiedlichen
Rassen und Kulturkreisen an, so dass weder der genetische Hintergrund noch die Lebensbe-

dingungen einheitlich sind.

Die grundlegenden Einblicke in die Mechanismen der Vitamin-D-Wirkung in vivo
stammen vor allem aus tierexperimentellen Studien mit Vitamin-D-defizienten Ratten (z.B.
Underwood & DeLuca, 1984; Cade & Norman, 1986, 1987; Kollenkirchen et al., 1991a; Kol-
lenkirchen et al., 1991b). Diese Tiermodelle erlauben zwar einen Einblick in die komplexen
Wechselbeziechungen des Vitamin-D-Stoffwechsels, iiber die molekularen Grundlagen der
beteiligten Prozesse sagen sie aber oft nur wenig aus. Weitere Probleme dieser Studien waren
in der Regel, dass sich aufgrund der duBerst effektiven kutanen Synthese von Vitamin D bei
Ratten oder Restgehalten von Vitamin D in der Mangel-Diit die zirkulierenden 1,25(OH),Ds—

Spiegel nicht unter ein bestimmtes Rest-Niveau driicken lieen, und dass trotz didtetischer
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KorrekturmafBBnahmen noch subtile Verdnderungen der Kalziumhomdoostase bestehen blieben

(Walters et al., 1992).

Seit vielen Jahren ist ein durch Zufall entstandenes Schweinemodell bekannt, das eine
genetisch bedingte Funktionsstorung der renalen 1,25(OH),D;-Metabolisierung aufweist und
damit der VDDR I des Menschen dhnelt (Kaune & Harmeyer, 1987). Aufgrund der limitierten
Verfiigbarkeit und des nach wie vor ungekldrten molekularen Defektes in diesen Tieren
(Axen et al., 1998), ist dieses Modell jedoch bisher nur fiir einige wenige Bereiche der Vita-

min-D-Forschung eingesetzt worden.

Es lag deshalb nahe, mit Hilfe von embryonaler Stammzell-Technologie Mausmodelle
des VDDR 1II zu generieren. Im Jahr 1997 wurde zum ersten Mal eine Maus mit gezielt inak-
tiviertem VDR vorgestellt. Dabei wurde der erste Zinkfinger des VDR mutiert. Diese VDR-
Knockout-Mutante unterscheidet sich jedoch in einigen grundlegenden Merkmalen vom Phi-
notyp der VDDR II des Menschen. Homozygote Mutanten zeigen Rachitis und Alopezie, zu-
satzlich jedoch Infertilitdt infolge Uterushypoplasie sowie eine stark erniedrigte Lebenserwar-
tung (Yoshizawa et al., 1997). Nur wenig spiter wurde eine zweite VDR-deletierte Maus ge-
neriert (Li et al., 1997). In diesem Fall wurde eine gezielte Mutation in dem Sequenzbereich,
der den zweiten Zinkfinger der DNA-Bindungsregion umfasst, durchgefiihrt, was zu Leseras-
terverschiebung und damit zum vorzeitigen Abbruch der Transkription fiihrt. Diese Maus ent-
spricht in ihrem Phénotyp weitgehend dem VDDR II-Krankheitsbild des Menschen, ist durch
Rachitis und Alopezie bei normaler Lebenserwartung charakterisiert und zeigt auch keine Sto-

rungen der Fertilitét.

Unabhingig von den beiden oben genannten Mausmodellen war es auch Ziel unserer Ar-
beitsgruppe, ein Mausmodell mit inaktiviertem VDR zu erzeugen. Ahnlich der von Yoshiza-
wa et al. (1997) erzeugten Mutante was es unsere Strategie, durch homologe Rekombination
das fiir den ersten Zinkfinger codierende Exon 2 des VDR zu deletieren. Im Unterschied zu
den beiden oben beschriebenen Modellen inserierten wir anstelle des Exons 2 jedoch eine
bakterielle B-Galaktosidase (LacZ) als Reportergen. Das Reportergen steht somit unter
Transkriptions-Kontrolle des endogenen VDR-Promotors und erlaubt so, das VDR-Ex-
pressionsmuster in der Maus wihrend der Ontogenese und postnatal gewebespezifisch darzu-
stellen. Es war unser Ziel, mit Hilfe dieser Mausmutante wichtige Fragen zur Rolle des Vita-
min-D-Hormons fiir die endokrine Kontrolle der Sexualhormon-Sekretion und der Insulinsek-
retion zu untersuchen. Zusétzlich sollte dieses Modell dazu benutzt werden, die Funktion des

klassischen, nukledren VDR in der Vermittlung von nicht-genomischen Effekten zu studieren.
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The vitamin D hormone 1,25-dihydroxyvitamin D,
[1,25-{0H), D], the biologically active form of vitamin
D, is essential for an intact mineral metabolism. Us-
ing gene targeting, we sought to generate vitamin D
receptor (VDR) null mutant mice camrying the reporter
gene lacZ driven by the endogenous VDR promoter.
Here we show that our gene-targeted mutant mice
express a VDR with an intact hommone binding do-
main, but lacking the first zinc finger necessary for
DNA binding. Expression of the facZ reporter gene
was widely distributed during embryogenesis and
postnatally. Strong lacZ expression was found in
bones, cartilage, intestine, Kidney, skin, brain, heart,
and parathyroid glands. Homozygous mice are a
phenocopy of mice totally lacking the VDR protein
and showed growth retardation, rickets, secondary
hyperparathyroidism, and alopecia. Feeding of a diet

high in calcium, phosphorus, and lactose normalized
blood calcium and serum PTH levels, but revealed a
profound renal cakium leak in normocalcemic ho-
mozygous mutants. When mice were treated with
pharmacological doses of vitamin D metabolites, re-
sponses in skin, bone, intestine, parathyroid glands,
and kidney were absent in homozygous mice, indi-
cating that the mutant receptor is nonfunctioning
and that vitamin D signaling pathways other than
those mediated through the classical nuclear recep-
tor are of minor physiological importance. Further-
more, rapid, nongenomic responses to 1,25-(0H),D,
in osteoblasts were abrogated in homozygous mice,
supporting the conclusion that the classical VDR me-
diates the nongenomic actions of 1,25-(0OH),D..
{Molecular Endocrinology 16: 1524-1537, 2002)

HE ¥ITAMIN D hormone 1,25-dihydroxyvitamin D
T[1,25—(0H)2D3], the biologically active form of vi-
tamin D, is essential for the active intestinal uptake of
calcium and for an intact mineral metabolism (1). 1,25-
{OH),D5 acts through a nuclear receptor, the vitamin D
receptor (YDR), which is a member of the nuclear
receptor superfamily (2). The YDR regulates gene tran-
scription by binding to vitamin D-responsive elements
{YDRE) in the promoter region of target genes. Func-
tional inactivation of the YDR by a genetic defect in the
¥DR gene results in hereditary vitamin D-dependent
rickets type Il in humans, an autosomal recessive dis-
ease characterized by severe rickets and alopecia (3).
Recently, three mouse models of this disorder have
been generated by targeted ablation of the VDR {(4-6).

Abbreviations: A/A, Homozygous; 1,25-(OH).D, 1,25-
dihydroxyvitamin Ds; 24,25-(0H),.D5, 24,25-dihydrosgvitamin
D.; ECaC, epithelial calcium channel; ES, embryonic stem;
GST, glutathione-5-transferase; KH1060, 20-epi-22-
0Xa-24a,263,27a-trihomo-1,25-(OH).Ds; VDR, vitamin D re-
ceptor; VDRE, vitamin D-responsive element; wt/A, heterozy-
gous; wtAvt, wild-type.

The role of 1,25-(0H).D; in active tubular reabsorp-
tion of calcium in the kidney is still controversial. Both
in vivo and in vifro studies have demonstrated that
1,25-{0OH),D; is able to stimulate transcellular calcium
transportin the distal nephron {reviewed in Refs. 7 and
8). Transcellular calcium transport in distal ubule cells
is a multiple-step process and involves calcium entry
at the apical membrang, intracellular calcium diffusion,
and active extrusion at the basolateral membrane (re-
viewed in Ref 7). The stimulatory action of 1,25-
{OH),D5 on distal renal tubular calcium reabsorption
may involve induction of the intracellular calcium-bind-
ing proteins calbindin Dy  (9) and calbindin D.g  (10).
In the kidney of VDR-ablated mice, the mRBNA levels of
calbindin Dy . were found to be strongly down-regu-
lated {4, 6, 11}, while those of calbindin D, | were only
maoderately decreased (11) of unchanged {6). More-
over, the recently cloned and characterized apical ep-
ithelial calcium channels (ECaC1 and -2; calcium
transport protein, GCaT1, is a synonym for ECaC2)
may also play an important role in the 1,25-({0H).D -
induced increase in renal transcellular calcium trans-
port (12-15). In this context, it has been shown that

1524
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YORE are localized in the promoter region of the hu-
man (18 and muring (17) ECal1 genes, that ECaCA
mRNA and protein kwvels are decreased in the kidney
of witamin D-deficient rats (18), and that systemic
treatment with high dose 1,25-(0HLD. increaszses the
renal mRMA levals of ECaC1 and -2 in mice (8). How-
evar, data on the physidlogical importance of thass
affacts in wivo are not available at prasant.

Besides the role of 1,25-(0OHLD. in the regulation of
gene transcription, a number of callular and tissua
rasponsas to vitamin D metabolites have been de-
scribed that occur within saconds to minutes (19, 20).
Thess rapid, nongenomic actions of 1,25-(0HLD, are
believed to be mediated by a putative membrane re-
captor{20, 21) and include activation of the phospho-
lipase G pathway (22), activation of the adenylate oy-
claze pathway (23), opening of L-type, voltage-gated
Ca®* channels in the plasma membrane (23-25), or
Ca** mobilization from the endoplasmic reticulum (26) D
different call typas. However, the physiological signifi-
cance of nongenomic actions of 1,25-40H).0 & unclear.

To investigate further the functions of 1,25-I0HL0,
in skaletal and eotraskelatal tizsues wa sought to gen-
arate VDR null mutant mica by targeted disruption of
the first zine finger of the VOR. To monitor exprassion
of VDR, a lacs reporter gene cassette driven by the
endogenous YOR promoter was introduced into the
targeting vector. Herewe show that our gene-targeted
mutant mice expressed a VOR with an intact hormone
binding domain, but lacking the first zing finger nec-
ezzary for DMA binding. These mutant mice show
rickets, secondary hyparparathyroidism, growth retar-
dation, and alopecia and are a phenocopy of mica
totally lacking the VDR protain 4-8). Aftar comaction of
calcium homeostasis by distary means, homozygous
mutants revealed a profound molecular defact in renal
calcium reabsorption. Furthermore, genomic and non-
genomic responses tovitamin D metabolites were ab-
sant in hom oeygous mutant mice, suggesting that the
classical, nuclear VOR is the receptor mediating both
genomic and nongenomic actions of 1,25-{0H).0..

RESULTS

Expression of a Mutant VDR in Gene-
Targeted Mice

To generate VOR null mutant mice, we replaced the
second ewon and part of the second intron of the
genomic YOR sequence with the bacteral &cd re-
portar gene cassette and a neomycin phosphotrans-
ferase ineo) cassette by embryonic stem call technal-
ogy (Fig. 1, & and B). Heteroeygous animals showed
no defects, and homozygous animals were generated
at the expected Mendelian frequancy. To our surprisa,
Mortharn analysis showed that homozygous gene-
targeted mice expressed a WOR franscript of similar
length as the wild type in duodenum and kidney (Fig.
101, Subsaguent RT-PCR analysis of BMA from duo-

Mol Endcerinal, July 2002, 18(7):1524-1537 15256

denum and Kidneys using primers located in exons 1,
2,3, and 7 revealed the presence of exonz 1, 3, and 7,
but not of ewon 2, inthe VDR mBMNA in gene-targeted
mice Fig. 10). When 5’ and 3' primers in exons 1 and
7, raspadctively, were usad, the RT-PCR product from
homozygous mice was shorter comparad with that in
wild-type animals (Fig. 109, The PCR products from
homozygous gena-targetad mice weare sequenced
and found to ba authentic VDR with a delation of 142
bp corresponding to exon 2 (data not shown). The
finding that a RT-PCR product could be amplified
using primers in exons 1 and 7 indicated that the lacZ
and neo cassettes located between exons 1 and 3 of
the targeted VDR genomic sequence were obviously
spliced out during mRMNA procassing. The fact that
most of intron 2 of the VDR genewas left intact in the
targeting construct may facilitate such splice mecha-
niems. It is not known whether the intron 2 contains
requlatory sequencas. To rule out tissue-specific
splicing of the VDR transcripts in the mutant animals,
we performed RT-PCR analyzis on BMA from kidney,
duodenum, testis, ovary, skin, and primary csteoblast
culturas. Lsing primers located in exons 1, 2, and 7 of
the VDR, the same RT-PCR products wera prasent in
all tissues ewaminad (Fig. 1E). Thus, we found no av-
idenca for tissue-specific splice mechanizms. Tha tis-
sue distribution of the mutant VDR mBMA in homozy-
gous mice paralleled that in wild-type mice (Fig. 1E).
Bacausa of the presance of a second ATG codon at
the beginning of exon 2 of the murine VDR, inframe
translation of the mutant VOB mBMA starting with me-
thionine 52 would be concaivable. Thamfore, we next
askedwhetherthe VDR mBMA in the gene-targetad mics
would give rise to a mutart VOR priotein lacking the first
zincfinger. Westam analysis using a pokyclonal anti-VOR
antibody reacting with the C-terminal region corfirmead
the presence of a VOR protein in the mutart mice (Fig.
1F). The expected difference in molecular mass of about
4 kDawas toosmall to result in visible changas in protein
motility in SDS-PAGE. Immunohistochamistry with a
monoclonal anti-VDR antibody  directed against an
epitopa in the ragion just C terminal of the second zine
finger famino acids 83-105) revealed exprssion of the
mutart receptor in duosdenal epitheial cells of homozy-
oous mice Fig. 1G], Similar o the wild-type mice, the
mutant YOR protein was mainly localized in the nucki of
the mucosa calls. To examine whether the mutant VDR
protein would bind 1,25-I0HLD, with nomal affinity, we
parformed compatitiva binding experimants with nuclear
evtracts from duodenum of wild-type and homozygous
mutart mice as weall as with human recombinant VDR,
The mutart recaptor bound radiclabeled 1,25-0HL0;
with similar affinity (K, = 0.80 nu) comparad with wild-
type (K, = 0.35 nv) o human recombinant VDR K, =
0.62 nu). To investigate whethar the mutant VOR could
still bind DA, we parformed gel mobility shift experi-
ments with wild-type mousa VOR and the M-tarminal
truncated form of murine VDR (lacking the first 51 amino
acids) present in our mutant mice. Both proteins wers
cloned from mouse dusdenal cDMNA and overexpressad
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Fig. 1. Targeting Strategy and E:tpres*si:nn of Mutant VOR in Gene-Targetsd Mics

A, Targeting of the YOR gens Top, Wikd-typs VOR locus The ATS codon of swon 2 is shown inred. Middle, Structure of
targsting wector. Softom, Mutant allele. Probes used for Southern blot analysis are indicated in g=en. Amows ndicats the
direction of franslation. B, BamHI; Cla, Slal; H, Hindlll; Ps, Psil; Rl, EcoRl; AY, EcoRV; Sal, Sall; ¥, Xbal; ¥h, ¥hol. B, Southern
Bt analysis of DA from wild-type and heterozygous, gene-targeted ES cdlls digested with Hindl |l and Szl for analysis of the
5" region (e andwith Kindlll for analysis of the 3' region iightl. Fragments: wild-type 15 kb, and mutant 12.5 ki (5" proks) and
8 kb (3" probe). G, Morthern analysis of total RMA (10 padans) isclated from ducdenum of wild-tyes lans 1), heterczygous (lans
24, and homozygous Jane 3) mice, hybridized with a 0.7 -kl VDR-specific probe. D, AT-PER analysis of RNA isclatsd from kidnsy
of wild-ty= lanes 1, 4, and 7] and homazygows (lanes 2, 5, and 2) mice. Primars weare located inewons 1 and 7 flanes 1 and 2),
ewons 2and 7 lanss 4 and 5), and swons 3 and 7 {lanes 7 and &) of the VOR gens. E, RT-PCR analysis of BNA isolated from kidnsy
{lanes 1 and 2), duodenum (lanss 3 and 4), testis lanss 5 and ), ovary lanss 7 and 8), skin lanss 10 and 11), primary culturss
of ostechlasts (lanes 12 and 1.3), and laryme including thyrcid and parathyroid gands Janes 14 and 15) from wid-typs lanss 1,
3,5,7,10,12, and 14)and homozygous lanss 2, 4, 6,8, 11, 13, and 15) mics, using primears kcated in ewons 1 and 7 of the VDR
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in a bacterial system as glutathione-Z-tansferaze (GET)
fuzion proteins. As shawnin Fig. 1H, themutant YDR did
nat bind mouse osteopontin VDRE.

Thesa data showed that our gene-targeted mica
expressad a VDR protein with a deletion of the first zinc
fingar, and thus an inabiity to bind DMA, but with normal
ligand binding affinity. Becausa the usual terminology
WDR " for homozygous null mutant mice would ba
misleading for our mice, we uss the tarm VDAY for
haetarozygoLe and WORS™ for homozygols gene-tar-
geted mica in the follawing tewt. After initial confirmation
with Southam blot amabysis, genotyping of the mice forall
expatimeants was parfomed using PCR.

Expression of the lacd Reporter Gena

To mestigate the exprassion of VOR during dewvelop-
ment, we studiad the exprassion of the bosd reporar
gena in mouss embryos. The eariest lacd expression
was found in E10.5 embryos (data not shown). In E11.5
ambryos, fac staining was present in the neural ubs
telencaphalon, mesancephalon, rhom bencaphakon, spi-
ral nerves, eyes, heart, urogenital tract, pancraas, liver,
and intasting Fig. 24). Baginning from stage E12.5 and
later, strong Bcs exprassion was found in bornes, carti-
lage, and intervertebral discs (Fig. 2, B and C). Postna-
tally, prominant lacZ exprassion was datected in tissues
known to abundantly express VDR, such as duodenum,
kidney, and parathyroid glands, confirming the specific-
ity of the reportar gana (Fig. 20 and data not shown).
There was a clkar gene dosage affect, (e, homozygous
mutants with two alleles of the reporter gene showed
higher #-galactosidase activity than heterozygous mu-
fantz with only one gane-tangeted allala (Fig. 20).

Despite the abundant exprassion of facZ during on-
togenasis, nawbom VDR and VDR** pups wera
normal and indistinguishable from wild-typa pups. In
accordance with our findings, VOR null mutant mica
totally lacking the WOR protein are nomal at birth i4,
5). Therefora, the absence of a functional YOR during
developmeant can be compensated by other as vet
unknown factors with redundant functions.

The Phenotype of YVDRA2 Mice I= a Phenocopy of
VDR Mull Mutants

Hetarozygous and homozygous WOR mutant mica
wara normal until weaning. At 3 wk of age, the body
waight of VDR mice was =til comparable to that of
wild-typa animals (Fig. 24). Theraafter, male and fa-

Wi Endocringl, July 2002, 16(7)1524-1537 1627

Fig. 2 Expression of the lacZ Reporter Gene Driven by the
Endogenous VDR Promoter

lacd expression is visualized by X-Gal staining. A, Wikl-
type fwttat]) and homozygous (AY4) E11.5 embryos. Band G,
Intenss lac exprassion in bones and aficular carilage of the
hindlimb (B}, as well az in ribs, imtervertebral discs, and ver-
tebral bodies (C) in heterozygous Pfat'A)] E17.5 embryos. O,
Dorzal viea of the largme from adult wild-type, heterozygous,
and homaozygous mice showing prominent lac staining in
the parathyroid glands (amows) of the mutant mice. The sur-
rounding thyroid tizsue, esophagus, and trachea were |sft
unstained.

male VDR** mice showed reduced body weight
throughout life. The life span of YDR** mice was
greatar than 1 yrin most animals. Heterozygous mica

gere. F, Protein eefracts (10 pglans) of ducdenal mucosa from wikd-types fetfat) and homozpgous (A7A) mice assayed for VDR by
Wastern blot andysis. VOR protein [anoahead) was detected using a polyclonal artibody directed against the C-terminal part of the
VDR, Lef margin, Mokecdar sizes (kikedaltions). &, mmunchistochamical analysis of VDR protein in sectiions of dusdenum from
wid-type and homozygous mice, using the monoclonal artibocy 287 o anirrelevant isotype-specific moncclonal aribody as & control.
H,5el mobilty retardation assay of DMA binding activity of wild-type fat) and mutant (4] munine VDR ilacking the first zin fingen purified
from a bacterial supression systam. End-labsled mouss osteopontin vitamin O regponse elemeants were incubated with 100 ng
wid-type and mutant YOR protsin or no protein (- on a nondenatuing acrylamide gel. Bound and fres oligonuckeotides are indicated.
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Fig. & Phenotyps of Mice Expressing the Mutant VDR

A, Body weights of female wild-typs (wthad), heterozygous fatfd), and homeozygous (A'A) mice. B, Blood ionized cakium. G,
Seum intact FTH. D and E, Sections of distal femurs from 1 0-ak-old wild-type= and homozygous mice, showing bone changes
typical of rickets in the mutant animals [O): thickened and iregular growth plats, altered shaps of epiphysis, thin and desply
eroded cortical bone. E, Increassd bone turnower with thick ostecid seams and impaired bone minsralization indicating the
pressnee of sscondary hypsrparathyroidism in 10-wk-old homozygous mouse. F, Nommal bone tumowsr and abssncs of
s=condary hyperparathyroidiam n a section of distal famur from G-month-old homozygous mouss. G, Total alopscia in 8-maonth-
cld female homozygous mouss (). Age-matched heterozygous (middle), and wild-typs (rightl mice are normal. Each data point
in A-Cisthe mean + =en of 2-19 animals. *, F = 0.05 compared withwilkd-typs at the same time point, by ANCWA, followsd by

Dunnett's test.

did not have an overt phenotype, indicating that the
mutant VDR doas not act as a dominant negative
recaptor. Blood ionized calcium (Fig. 3B) was slighthy
decreasad, and sarum intact PTH levels (Fig. 3C) wera
already increased in 3-wk-old VDR animals ralativa
to thosa in wild-type controls. During the rapid growth
phasa in young mica, severs secondary hyparparathy -
roidizm developed in all homozygous animals with
profound hypocakeemia (Fig. 3B), and PTH sarum ley-
els greater than 1000 poimlwera found in all animals
(Fig. 3C). Serum 1,25-0H). 0 levals wera vary high in

homozygous mutants (mean = so, 54 = 17, 55 = 23,
and 828 = 533 pa'ml in 10-wk-old wild-type, het-
erozygous, and VDR mice, respactively; P = 0,001,
wifwt vz, VDR, In agreement with these findings,
bones from 10-wk-old VDR mica showed histolog-
ical signs of rickets (Fig. 300 and sevare sacondary
hyperparathyroidism (Fig. 3E). Surprisingly, PTH =a-
rum lewvels declined with age in WYDR*“ animals [Fig.
aC), and skeletally mature WDR*“ mice did not exhibit
ovart second ary by parparathyroidism at the bone level
in mast casas (Fig. 3F). Interestingly, PTH serum levels
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tended to rise with age in heterczygous animals (Fg.
33), but nat in wild-type controks, suggesting that the
absence of one functioning alleke of the VOR throughout
lifemay favor the development of hyperparatwroidism in
aged mice. Starting at about -8 wk of age, homozygous
animals bagan to develop progressive abpecia. By
about 4 months of age, maost animalks had completaly or
almost completely lost their hair (Fig. 235). Sex did not
imfiuence the development of alopecia in VDR mice

Male and female, heterozygous and homozygous
mice wera fertile, and the ongan weights of the tasti-
cles, zaminal vesicles, and utenus were unchanged
when nomalized to body weight in G-month-old ani-
mals Fig. 44). In good agreemeant with thasa findings,
serm levels of testosterone and estradiol weara normal
in WDR** mice (Fig. 4B). Histological analysis of ova-
ries and testicles from VDR mice revealed active
ovaries with follicles at all stages of maturation and
corpora lutea in famales (Fig. 42), and normal archi-
tecture of seminiferous tubules with active spermato-
genesis in males (Fig. 40).

Taken together, the phenotype of our VDR mica
iz a close phenocopy of mutant mice with a total
ablation of the VOR protein (4-8), indicating that the
abzence of the DMA binding domain abolishes the
major physiological functions of the YDR. The reason
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why the VDR null mutant mice created by Yoshizawa
and co-workers (4, 27) show inferility, uterine hypo-
plasia, and impaired folliculogenasis in females and
impaired spematogenasis in males iz unclear, but
may ba related to a different genetic background . Mevy-
ertheless, our findings of morpholagically nomal go-
nads together with unchanged Hood levels of sax ste-
roids and nomal weight of typical target organs for male
and female e homones strongly support the condu-
sion that genomic signaling through the VOR is not as-
santial for reproductive functions. This idea is comabo-
rated by the fact that the VDR knockout mice genarated
by Li ef 2l [5) ame fertile, and that gonadal insufficiencies
are abzent in human vitamin D-dependant ricksts type |l
(3. Moreover, the VDR knockout mice generated by
Yoshizawa and co-workers show nomal fertility when
maintained on a high cakium diet (28).

Rescue Diet Normalizes Calcium Hn::nrnec:s_tasis.
But Reveals Renal Calcium Leak in VDR Mice

It has bean shown that a diet enriched with calcium,
phosphomns, and lactoss (so-called rescue diet) is able
to comact calcium homecstasis in VDR knockout mice
(29). To explore the possible mokcular effects of dis-
ruption of the VDR signaling pathwway on renal calcium
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Fig. 4. Sew Organs and Circulating Ssa Hormones in 8-Month-0ld Male and Female VOR Mutant Mics

A, Organ weights of uterus, testicks, and seminal vesicles in maks and female mice. B, Serum estradial in famake mice and ssmm
testosterons in make mics, G, Ssction from ovary of Emale homozy gous mutant mouss (arowhesd, tertiary folick; snows, corpoa
Iutza). O, Section from testis of make homozpgous mouss, Each data point in A and B is the mean + =w of four to nine animals.
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abzomtion we examined urinary excretion of cakium
in 10-wk-old mice on aither a normal diet ar the rescue
diet. In agraemant with the study reportad by Li af 2l
(29, we found that the rescue diet totally nomalized
blood ionized cakium (Fig. 54), total samum cakium
idata not shown), and serum PTH (Fig. 5B) in our
VOR* mice. Interestingly, however, the urinary cal-
cium/craatining ratio was about 5-fold highar in nor-
mocalcemic VDR mice on the rescue dist com-
parad with wild-type animals on eithar the normal or
the rescue diet (Fig. 5C). As shownin Fig. 50, the 24-h
urinary excration of calcium in VDR mica an tha
rascua diet was about 4-fold higher relative to that in
wild-typa confrals on the same diet, but did not differ
betwesn wild-type and YDR** mice on the nomal
digt. Wary similar resultts wara obtained when calzium
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Fig. 5. Renal Calcium Leak in Normocacemic YOR Mutant Mics
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clearance was calculated (data not shown). In con-
trast, urinary phosphate excretion was not different
betwaan wild-typa and homozygous mice on sither
the nomal or the rescue diet (data not shown). Thesa
findings clearly indicate that renal tubular calcium re-
absorption was impairad in nomocalcemic mice with
a nonfunctioning YOR.

To examine changes in the expression of intacallular
calcium-binding proteins we quantifisd the renal mRMA
lawels of calbindin Oy, . and 0., . by Mortham anakysis.
Similar tothe findings reported by Li atall (1), wa found
a profound down-regulationof calbindin Oy, . and a small
decreasa in calbindin CLy, , MBRNA kevelksin the kidneys of
VDR* mice receiving the normal dist (Fig. 5, E and F).
The rescue diet nomalized calbindin Do, MBS levels,
but had no influence on calbindin Oy, . in VOR* mica.
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A-D, Calcium homeostasis and urinary cakeium sscretion in 10-wk-old, wid-typs fathed), heterozpgous fwtd), and homozy-
gous [A'A) mice fed the normal or the rescue dist fenriched with caleium, phosphorus, and lactose]. The rescues dist wes fad
starting from o 16 of age. A, Blood ionized calcium. E, Seum intact PTH. G, Urinary calcumdcreatinineg excrstion. D, Tasnty-
four-hour renal caleium ewcretion. E and F, Northern analysis of total RMNA (10 polans) isclatsd from kidney of wild-typs,
heterozygous, and homozygous 10-wk-old mice fed the normal o the rescue dist. Blots were hybnidized with a 0.4-kb calbindin
O, -specific prob=s (E) or with a 0.7-kb calbindin D, -spscific probs (F), using a 0.9-kb glycsraldehyde 2-phosphats debiydro-
gengse (GAPDH-specific probs as a control. Each data point in A-D is the mean + =t of 5-1.3 animals. *, P < 0.06 comparsd
with wild-typ= fad the same diet, by ANCWVA, followed by Dunnett's test.
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Genomic and Nongenomic Responses to Vitamin
D Hormones Are Abrogated in VDR Mice

To test whether our mutant mice expressing a VDR
with an intact hormone binding domain, but lacking
the first zing finger, would =till respond to pharmaco-
logical doses of vitamin D analogs, we treated wild-type,
hetarceygous, and homozygous mice with differant vita-
min O metabolites. Short-tarm administration of high
doses of active vitamin D metabalites is known to stim-
ulate intestinal cakium absorgion and bone resorption
and o suppress PTH sacration by the paathymid glands
1301 Thesa dfects develop within hours or days and ae
knonan to ba mainly mediated through altersd gene tran-
scription (21). In contrast, it has bean shown that vitamin
D metabolites stimulate intestinal calcium absorption in
perfused chick and rat ducdenal loops within minutes
(19, 22), and thie nongenomic mechanism is thought to
bemediated by a putative vitamin D mambrane recaptor
(21). Another distinct membrane receptor for the vitamin
D aralog 24, 25-dibydrowyvitamin O, [24,25400H1L.0,] has
been functionally described in cstecsarcoma calls (33)
and chondrocyte matix vesicles (34). We reazonad that
these putative membrane receptors should =till ba
present in our mutant mica if they eprezent novel gena
products different from the classical WOR.

To test the in wive response of our mutant mica to
phamacological doses of vitamin D metabolitas, mica
were adapted to metabolic cages and treated for 3 d
with 1 pg'kg 1,250HLD. or 5000 pa/kg 24,25-
(2H)0.. Monitoring 24-h urinary cakium excretion is
a sensitive way to follow changes in bone rasorption
and intestinal calcium absomption under thase expari-
mental conditions (30). We found that 1,25-(0H).0,
inducad profound hypercalcemia and hypercalciuria in
wild-type and heterozygous miceiFig. &, Aand B). Tha
S000-fold higher dose of 24,25-[0H).0, inducad an
almost idertical calcemic and calciuric response com-
paradwith 1 pa'kg 1,25-(0H).0y (Fig. 6C and data not
shown). Howevar, homozygous animals did not show
anmy incraase in blood or urinary calcium in these ex-
perments (Fig. & A-C). Similady, 1,25-10HL0C, sup-
praszad serum PTH to undetectable levels inwild-typa
and heterczygous mica, but not in homozygous ani-
mals (Fig. D). After & 3-d treatment with high dossa
1,25-10HLD,, cancellous borne in wild-type and het-
ermzygous mice showed an accumulation of eroded
bone surface indicative of increased ceteoclastic bone
resorption (Fig. 6E), and highly active tartrate- resistant
acid phosphatase-positive  osteoclasts  (Fig.  &F).
Again, these changes were absent in bones from
VDR miza (Fig. &, E and F). Thus, high doses of
differant vitamin D metabolites did not stimulate intes-
tinal calcium absorption or bone resorption, did not
supprass PTH serum levels, and did not alter renal
calcium handling in homozygous mutant mice with
nonfunctioning nuclsar YOR.

Another well characterized action of vitamin D
metabolites is the hyperprdiferation induced in kera-
tinooytes after topical administration on the murine
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skin (35). Thersfore, we examined the offects of
1,25-(0OHLD, and the vitamin D analog 20-api-22-
oxa-244 28a 27a-trihomo-1,25-10H).0. (KH1060) an
epidermal thicknass in our mice. The latter analog has
previouzly bean shown to be 100-fold more potent
than 1,25-{CH).0- in the induction of epidermal hyper-
plasia after a single topical application in mice (35).
Epithelial thickness did not differ in untreated skin of
wild-type and homozygous mutant mice (Fig. &6G).
Within = d, 1,25-[OHLDy and KH1060 (Fig. &H) in-
duced a profound increasa in epidermal thickness in
wild-type mice, but the response to both vitamin D
analogs was absent in hom@yoous mice [wifwt vs.
VDR** maan + =0, 586 + 17.4 V8. 17.7 = 7.2 pm
(P = 0.05) for 1,25-(0H). D 89.8 = 11.0¥8.17.7 £ 23
pem (P = 0.05) far KH10E0).

Taken together, these data clearly indicated that
zkin and the organs imvalved in calcium homeostasis,
ig. intesting, bone, parathyroid glands, and kidney, of
homozygous mice expressing the mutant VDR did niot
respond to high doses of different vitamin D matabo-
lites in wivo. To test whether rapid, nongenomic ac-
tions of vitamin D at the cellular level would still be
present in our mutant mice, we examined the increase
in intracellu lar calcium concentrations alicited by 1,25-
WOHLDy, in primary, confluent culturas of fura-2-lcaded
cateobiasts. This system shows an abrupt increase in
intracallular calcium concantrations within seconds af-
ter the addition of 1,25-I0HLLC; in a consistent and
reproducible fashion {reviewed in Refs. 20 and 36).
Interastingly, the rapid responsa to 1,25-(0H).05 was
totally absant in osteoblasts from VDR mica Fig.
&l). Also, thers appearad to be a gene dosage effect,
because osteoblasts from heterozygous animals ex-
hibited a dose-responsa curve that was shifted to the
right by about 1 order of magnitude of 1,25-(0H).04
concentrations and a slightly decreased maximal re-
sponse Fig. &l). In contrast, the increass in intracallu-
lar calcium in response to 10 nMm bovine PTH-{1-24)
was identical in osteoblasts of all three genotypes
idata not shown).

DISCUSSI0ON

Cur study demorstrates that a deletion of the first zinc
finger of the VDR protein creates a phenccopy of VDR
null mutant mice totally lacking the WDR (4, 5. The
results from immunocytochemistry and Wiesten anal-
ysis showed that the mutant WOR B expressed in
norm al quantities and with normial, nuclear lbcalization
in entarocytes, demonstrating that the mutation doss
naot intarfers with regulation of VDR gena transcription
and trareport of the recaptor into the nucleus. Thare-
fore, the entire DMA binding domain of the murine VDR
iz not necessary for nuclear localization. It has bean
reported that the basic amino acid region batween Ag e
and Ly=™* [BREMKREK] is a nuclear locaization signal in
the human YOR (37). Thie consered sequence (38) k&
partially retained in cur mutant VOR (MKRK).
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Serum PTH (pgiml)
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Calitrio] concantration (moltiee

Fig. & Lack of Genomic and Nongenomic Effects of 1,25 (0H) D, in Homozygous VOR Mutant Mics

A-F, Thres- to 4-month-cld wild-type wtfat), heterozygous fat'd), and homozygous (AGL) mice were treated for 3 d with 1
pgikg 1,25-(0H) 0, or 5000 potbkg 24,25-(0H) 0. 1,25-CH).0. treatment profoundly increased blood ionized calcium () and
urinary calcium!creatinine sxcration (B in wild-type and heterozygous, but not inhomozygous mize, &, The S000-fold higher doss
of 24,25-0H), 0, induced almostidentical changes. O, Serum intact PTH was not suppressed alter a 3-d treatmeant with high doss
1,25-(C0H),0, in YOR** mice. n.d., Mot detectable. Sections of the sscondary spongicea in the distal famurs of wild-type and
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In addition to tha typical phenotype of the homozy -
gous mice, treatment of VDR mice with pharmaco-
logical doses of vitamin D metabolites confirmed that
the mutant receptor is functionally inactive in vivo. In
accordance with these findings, several known poirt
mutations in the DMA binding domain of the human
YOR result in heraditary vitamin D-dependent rickets
type 1l (38). Both zine finger maotifs are essantial for
selective VDR binding tovitamin D response elamants,
which usually consist of diract hexanuclectide repeats
with a three-nuckotide spacing (39, 40). Az expacted,
our mutant VDR lacking the first zinc fingar cannot
bind to a mouse osteopontin VORE. In analody to our
results, a naturally occurring mutation in the androgen
receptor causing an in-frame deletion of the =acond
zincfinger alzo results in a functionally inactive protein
with nuclear localization (41). Despite nomal andro-
gen binding affinity of the mutant receptor, the pa-
tients =uffer from complete androgen insensitivity.
Tharefora, the loes of one of the zinc fingar motifs of
the DMA binding domain of the VDR and of the andro-
gen raceptor results in end-organ rasistance to the
actions of the starcid homonas, but does not interfera
with nuclear localization of the receptors.

In accordance with previous reports G, 11), our
study has demonstrated that feeding of the rescue dist
enriched with calcium, phosphorus, and Bctose to
VYDR** mica fully cormected blood calcium levels and
sarum PTH. However, renal tubular calcium reabsomp-
tion was distinctly impaired in normocalcemic VDR
mice. Despite similar ionized, and thus dialyzable, cal-
cium levels in the blood, the daily amount of calcium
excreted via the urine was about 4-fold higher in
VORY compared with wild-type mice on the rescue
diet. Therefore, ourfindings confirm earlier reports that
renal tubular calcium reabsorption is impaired in vita-
min D deficiency (42) and clearly establish that 1,25-
(CH)LD, indead has an important physiological rolein
calcium reabsorption in the kidney i vive,

In YOR mutants given the normal diet, this renal
calcium leak is chviously masked by reduced ionized
blood calcium, and therefore reduced filtered calkzium
load, together with very high levels of circulating PTH
stimulating reral tubular calcium reabsorption. De-
spite the fact that urinary loss of calcium was much
more pronounced in VDR mice fed the rescue dist
relative to those recaiving the normal diet, the mRMNA
levels of renal calbindin Oy  remained at a wvery low
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lewvel, and those of calbindin D, . wera nomalized by
the rescue dist in VDR** mica. Therefore, the
changes in mBMA levels of calbindins do not readily
explain the molecular defect in renal fubular calcium
reabsomtion in normocalcemic mice with a nonfunc-
tioning YOR. Although the newly characterized ECalC
have been implicated to play an important rolein 1,25
(OHLDy-stimulated renal tubular calcium reabsomption
(12,13, 43), a recant study conducted in ourlaboratory
uzing quantitative RT-PCR has shown that despite the
presence of a putative VORE in the promotar region of
this gena, the mBMA level of the kidney-specific
ECaC1 was down-regulated in the kidneys of hamozy-
gous WOR mutant mice given the nomal dist, but
retumed o nomal in VDR animalz fed the rescue
digt (17). The mBMA level of the ubigquitously ex-
pressed ECaC2 remained unchanged inthe kidnays of
our VDR mice fad eithar the normal or the rescus
diet (17). Becantly, it has been reported by Wan Crom-
phaut et al. (6} that renal mRMNA levels of ECaC1 and -2
weare unchanged in VDR-ablated mice, and that
changes in dietary calcium did not influence ECaC
evprassion in VDR null mutants, Taken together, our
data and the results provided by the latter study dem-
onstrata that changes in the expression of the apical
epithelial calcium channels ECaC1 and -2, at least at
the mRBMA level, donot appear to be causally linked to
the defect in renal calcium reabsomption in nomocal
cemic mice with nonfunctioning YOR. Based on our
present data, the profound down-regulation of the in-
tracallular calcium camrier protein calbindin Dy  in
VOR** mice may provide a possible explanation for
the defective renal calcium reabsorption in nomocal
cemic VDR mica. In VDR mica fed the normal
diet, this defect may be counteracted by sscondary
hyperparathyroidism increasing renal epithelial cal
cium transport by a mechanism partially independant
of calbindin O, . Howewver, although urinary calcium
axcretion in VDR mice given the nomal dist did not
diffar from that in wild-typa mice, it appeared to be
inappropriately high in light of the approximataly 20%4
lower blood ionized calcium and the morg than 100-
fold highar PTH sanum leveals relative to those in wild-
type animalke. Clearly, further studies are necessary to
gucidate the molacular machanism of this physiolog-
ically important renal calcium leak induced by the ab-
sance of YOR signaling.

hetercrygous (data not shown) 1,25-[OH).D.-treated mice revealed desply ercded bone spicues [E) coversd with very large,
intenssly tarrate-resistant acid phosphatase-positive osteodasts (F). However, bore turnowver remained unchanged [E), and
ceteoclasts wers of norma size and rumber (F) in 1,25 (0H) Da-treated homozpgous mics, G, Sections of untreated skin of
J-month-okd wikl-tyes and homozygous mice. Epidermal cysts [arow) were typicaly pressnt in homozygous mutants, H,
Sections of skin from wild-type and homozygous mics treated topically for 3 d with the vitamin O analog KH1C60, showing
pronounced increase in epidemal thickness in wild-typs, but lack of responss in mutent, animals. |, Lack of increas= in
intracelluar calcium 10 s=c after the addition of 1,25-[0Hj,0, in primary culturss of fura-2-lcaded, confluent csteoblasts of
homaozygous mice. Each data point in A-0 is the mean + 28w of four to si animals. Bach data point in | is the mean =+ == of
siw coverslips for sach genotyps and concentration. *, P < 0.05, compared with wild-type by ANOWA, followsd by Durnett's test;

#, P = 0.05 vs. baselne by paired  test.
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Treatment of our VDR mice with pharmacological
doses of vitamin D analogs did not elicit any change in
calcium  homeostasis or keratinocyte proliferation,
suggesting that the physiological significance of vita-
min D signaling pathways, other than thoze mediated
through the classical, nuclear VDR, is minor, at least in
skin and fizzues imvolved in the regulation of calcium
homeostasis. Furthermara, deletion of the first zine
finger of the VDR not only abrogated the effects of
vitamin D analogs in wivo, but ako abolished the rapid
nongenomic actions of 1,25-10H),0, in osteoblasts. In
the osteoblast model of nongenomic effects, the in-
creasa in intracellular calcium concantrations in re-
sponse to 1,25-(0HLD, occurs within saconds and
imvolees opening of Ltype channas in the plasma
membrana (23) as well as activation of phospholi pass
C-#1 linked 1o Geg,,, and subsaquent incsitol triphos-
pl‘:at&madlated Ga* mobilization from the endoplas-
mic reticulum (26, 44). Our findings support the con-
clusion that the classical VDR mediates these rapid
actions of 1,25-4{CH).D5 in ceteoblasts. Of course, we
cannot totally rule out that the lack of nongenomic
rasponsas to vitamin O metabolites was caused by a
down-ragulation of the putative vitamin D membrane
receptor in the absence of afunctioning classical VDR,
Howewver, the total absence of the 1,25-10HLD,-
induced, rapid effects in osteoblasts of WDR** mice
makes this scenario unlikely. Treatment of osteoblasts
from VDA™ mice with PTH-(1-84) induced an identi-
cal rise in intracellular calcium compared with that in
osteoblasts from wild-type animals, indicating that os-
tecblasts from VDR** mutants had the capacity to
show a rapid increaze in intracellular calcium in re-
sponse to other homonal stimuli.

In agreameant with our results, it has been shown
that antibodies to the classical estrogen racaptor o
modulate rapid PRL release from pituitary tumor calls
(45). Furthermore, tha rapid, nonnuclear effects of as-
trogen on endaothalial nifric oxide synthesis weara re-
portad to be mediated through the binding of classical
eatrogen receptor « in a ligand-depandant mannar to
the p85sw regulatory subunit of phosphatidylinosital-
3-0H kinase (48). In addition, a recent study has indi-
cated that the progesterons receptor directly interacts
with SH2 domains of cytoplasmic signaling moaculas
in a homone-dependent fashion to dicit rapid non-
genomic activation of c-=e tyrosine kineses and MAPK
i47). Thus, thera is accumulating evidence that the non-
genomic effects of steroid hormones am mediated
through the chssical receptors or subpopulations
theraof. This idea is supported by the fact that cloning
and characterization of any novel bona fide membrans
steroid receptors have never bean accomplshed.

our results favor amodeal in which the classical VDR
interacts with as vet unknown proteins to elicit rapid,
nongenomic effects in osteoblasts. Contrary to this
idea, it has bean shown that the ligand specificity for
membrane effects of vitamin D analogs in osteoblasts
are distinct from those for gene frans-activation-
mediated effects (20, 38). However, it may ba possible
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that specific protein cofactors alter the ligand speci-
ficity of the classical VDR in this nongenomic signaling
pathway. At present, we do not know whether the
absence of the first zing finger, the lack of the phos-
phorylation site at Sar®', or conformational changes in
the mutant WDR intarfara with binding of the mutant
receptor to VDR-interacting proteins or infracellular traf-
ficking of the protain. More axtansive experimentation i
reqjuired to define the cytoplasmic or membrana proteire
possibly interacting with the classical VDR tomediatethe
nongenomic effects of vikamin D metabalites.

MATERIALS AND METHODS

Gane Targeting Strategy

Using probes for the coding sequences of the first (zwon 2)
anad sscond (swon 3] zine fingers of the mouss VDR, we
isclated four clones containing VOR DNA from a 1290w
mouss genomic A-DASHI phage library (a gift from J. Ros-
gant, Zamusl Lunenfeld Research Instituts, Mount Sinai Hos-
pital, Toronto, CGanada). The four cverlapping clones coversd
30 kb of WOR genomic OMA We constucted a targeting
wactor containing 8.7 kb of homology to the region of the VDR
koous, a lacf cassstte as a reporter gens, a neo phospho-
transferass (rec) cassstte for positive selection, and a thy-
miding kinase cassatta for negative selection. The eef and
neo cassettes replaced ewon 2 and part of intron 2. The lec
casastte was introduced into the vector dirsctly downstrzam
of the start codon of swon 2, so that lacf gene transcription
uzed the endogenous start codon and was driven by the
endogenous VOR promoter. The neo casseite was intro-
duced ntointron 2 in the opposite rarslation dirsction. Most
of intron 2 remained intact. The Sall-insarized vector was
dectioporated into B1 and E14 mouse embryonic stam [ES)
cellz, arcl the ES chlonss were selected in the prasence of the
recmycin analog G418 and gancyclowir as presicusly de-
soribed (48). ONA preparsd from resistant clonss was di-
gestedwith Hindlll and Cial for analysis of the 5' region and
with Hindlll for anaysis of the 3' region and was scresned b
Southem blot usmg 0.8-kb Sell-Xhol and 1.3-kb Smal-Ezo
fragments as 5" and 3' probes, regpsctively. Eight comectly
targeted clones from B ES cells and one positive clons fram
E14 ES cellz were introducsd into S01 morulas by aggrega-
tion and implarted into pesudopregnant S04 famales Chi-
mefic malke mice were obtained from fowr ES clones and wers
mated with C57BLMA& females. Subsaquertly, heterozygous
F, mics wers backerossed to the CSTBLG genstic back-
groured for four or five gensrations. Homozygous mutant mics
were producsd by intercrossing heterozygous animals All
expariments were farmed on wild-typs, heteropgous,
and homozygous olfspring of heterozygous matings.

Animal Maintenanca

All mice wers kept at 24 Cwith a 12-h light, 12-h dark cycle
and were allowsd free access to diet and tap water. The
rormal digt (Aliromin, Lage, Germany) contained 09% cal-
cium, 0.7% phosphorous, 0% lactoss, and 600 [ witamin
Oikg. The reaous dist (Altromin, containing 2% caloium,
1.25% phosphorous, 20% lactose, and 600 U vitamin Dvkg,
was fed starting from 16 d of age. To examine alterations in
renal excrstion of minerals, 10-ak-cld wild-typs, heterooy-

gous, and homazrygous mice fed either the nomal or the
reanue dist (n = 12-13 sach) were kept inmetabolic cages for
a8 15-h period owvernight for uring collsction. During that p=ricd
the mice had free access 1o tap water, but wers deprived of
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food. For measurament of ionized blood calcium, 100 ul
blood were drawn from the rstroorbital sinus into heparinized
capillaries under sther anssthesia. Immediately thersatter,
bHood was drasm from the abdominal vena cava under an-
asthasia with ketaminefylazine for serum collaction. All an-
imal procedures were approved by the local ethical commit-
te= and the government authonties

Irnimunio histochemistry, lacZ Staining, and Histology

Immunchistochamical detection of VOR ewpression in duo-
denum was peformed on methacam-fied , paraffin-amiksd-
ded tissues, Sections were deparaffinized, microwaved for
10 min in 10 mu citrate-buffer, pH 6.0, and, after blocking
with 20%: rabbit senm, incubated overnight at 4 G with a
moncelonal rat anti-WOR antibody iclone A7, Affinity BioRs-
agents, Inc., Golden, GO diluted 1: 200. Bound antibaody was
detected with biotinylated rabbit antirat 195G and perowicdass-
conjugated avidin-bictin complew (Vector Laborataries, Inc.,
Burlingama, ZA), using Vector YIP as srmzyme substrate. To
wisualize lacd reportsr gene dpressim. ¥-gd staining of
mouse embryos at pH 8.0 and subssquent clearing with
benzyl bemzoatebenzyl aloohol were carrisd out as previ-
cusly descrieed (49, Bone specimens were procsssed as
previously described (50).

Morthem and Westam Blot &nalysas, and Competitive
Ligand Binding

Total RWA was stracted from ducdenum and kidney using
the RMeaszy Midi Kit (SIAGEN, Valencia, GA), and was sep-
arated on formaldehyde-containing agaross gels. Muckar
etracts from ducdena mucosa were preparsd as previously
described (51) and were assessed by Westarn blot analysis
(521 using a polyclonal antibody dirscted against the G-
terming part of the human YOR [H-81, Santa Gz Biotech-
nology, Inc., Santa Cruz, CA) at 1 ,gg."ml for 18 h at 4 . The
proiclass- Jabeled sacondary antibocly was used at a diu-
tion of 1:1000. For compstition studies, nuclsar satracts were
izolated from the ducdenal muccea of 10-adk-old wild-type
arel homozygous mics (51). Subssquently, com petitive kind-
ing experimeants with the ducdenal nuclear satracts and re-
combinant hbuman YOR [Cxford Biomedical Research, On-
ford, Ml wers performed according to the protecol described
by Koszewski &t all (53) using *H-labseled 1,25-(CH) 0, (Am-
ersham Phamacia Biotsch, Fraiburg, Germary) at a fixed
concentration of 0.12 nu and concentrations of cold 1,25-
(OH)-C ranging from 0.001-1000 nw. Binding curves were
analyzed wing PRISM 202 softwars [GraphPad Softwars,
Inc., San Disgo, CAL

RT-PCR

For tissus distribution studies of the wild-typs and mutant
VDR with AT-PCR, sex-matched temates were killed, and
kidney, ducdemam, skin, owvary, testis, and laryre ncluding
thyroid and parathyroid glands were isolated. Primary cu-
turss of cetecklasts from cavarias of neabom mice were
preparsd as presiously descibed (S54). Total AMNA was ex-
tracted from fissues using the BNeasy Mini Kit (QIAGEN) and
with TRkzol |Lifs TEn:hn:-%gEE Inc., Grand I=land, WY from
culured e=llz. Two micrograms of total RNA were reverse
trarsorit=d using the Revartiid First Strand ceDMA Synthesis
Kit (KBl Fermentasz, 5t. Leon-Rot, Germany). PCR invobed
ann=aling at 58 C for VOR =won analysis or at 59 C for

anotyping for 30 cycles. The followi rimers were ussd:

DR exon 1 forsard, 5'-CAGAGTT GGETTEEACAG-3;
VDR ewon 2 forward, 5'-C0ACGEEETTCCACTTCAS-3'; VDR
enion 3 forward, 5'-CAAGGACAACCEGOGACACTG-3'; VDR
ewon 7 reverss, §-GACTTAAGCAGGACAATCTGGTG-3;
VDR wild-type and mutant allele (genotyping) foraard, 5'-
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GECTGCTCTTCTTAZAGGGATG-3'; VDR wikd-typs reverss,
S-GERACTCACCTGAAGAAACCCTTGEE-3, and WOR mutant
dlede reverss, §-GROCTCAGGAAGATCGCACTCC-3'.

Construztion of Bacterial Expression Vectors and
Protain Purification of Wild-Type and Mutant VDR

DA fragments coding for the full-le VOR 422 anino
acids] and the M-termind-tuncated form of murne VOR
flacking the first 51 amino acids, YOR &) were amplified
from meouss ducdenal cDMA by PCR using primers intro-
ducing BamHl and ¥pnl restiction sites [underined). For
VDR, the forsard primer 5' TWEEIE&TGG&GGCMTG
CAGCCAGC-3 and the reverse primer 5-TTTGGETACCT-
CAGGAGATCTCATTGOCARACACCTC-3 were usad. For
VOR A, we ussd the forward primer 5'-TTTGEEATCCAT-
GAAGCGRAAGECOCCTETTC-2" and the same revarss
primsr as shown above. The PCR products were dirsctionally
cloned inko modified pGew 2T wector (52) for the bacterial
expression of GST fusion proteins. The recombinant plas-
mids were transformed into Eachanichia colf EL21 DE3 codon
plus RIL (Stratagens, Amsterdam, The Metherlands). After
harvesting, the bacteria were lysed by four freers-thaw cy-
cles in the pressncs of heooyme, GST fugion proteins in the
supsrnatant of the keate were bound to GT-Sepharose [Bmer-
gham Pharmacia Biatech) and eluted by Tris-HCl/ghtathions
after several washing steps as previously descibed (52). The
duates were dirsctly used for the gal mokility shift as=ays

Gal Mobility Shift Assay

Ten picomoles of double-stranded mouse osteopontin re-
gponss element (3-ACAAGETTCACGAGGT TCACGETCT-2)
were end-labeled with 20 pmol [v-**PIATP by T4 kinas=(MBI
Femnertas). Ten femtomoles of lab=led osteopontin re-
gponss dement ware incubated with 100 ng VDR protsing o
without protein in binding buffer [20 me Tis HCipH 7.9), 50
mu NaCl, 1 mw dithiothreital, 1 mm EDTA, 0.05% Nonidst
F-40, and 10% gycerol] with 50 pg'ml polyidecayinosine
-:Im:,'-::,'lidne] for 3o0minaon ice. Sampleswerethen resolvead
by electrophorssis on a 7% nondenaturing acrylamide g&l n
0.5 Tris-boric acid-EDTA buffer at 26 YWiem at 4 & The gels
were dried, ewpossd 1 h to a phosphor screen, and scanned
using aphasphor imager XLA-3000 (Fuji Photo Flm Co., Ltd.,
Tokyo, Japan).

Biclogical Chamistry

Blood ionized calcium was measured with an AVL 2140 alec-
tredyte analzer [Roche, Mannheim, Germany]. Ssrum and
urirary cakium kvels were meaasursd with flame photometry.
Phosphorus and creatinine concentrations wers detsrmined
uzing a Hitachi 786 autoaralyzer (Roche Molezular Biochemi-
calz, Manrhsim, Germary). PTH concentrations wers as-
sasad I.IE.II;I-FI a two-sided ELISA specific for intect mouss
and rat FTH (Immutopics, San Clemeants, CA). Total ssrum
testosterons (Beckman Coultsr, Inc., Krefeld, Garmany), and
eatradicl (Diagostics Systems Laboratonss, Inc., Sinsheimn,
Garmany) weare determined by RlA after ssrum satraction
with digthyl sther. Serum concentrations of 1,25-00H).D,
were measured using a radicrecsptor as=ay Immundiagnos-
tk, Bansheim, Garmary).

stemic and Topical Treatmant of Skin with
Vitamin D Metabolites

For systamic tregtnent with witamin 0 metabolites, 3- to
d4-month-cld mice 0 = &fgenctype and treatment) wers
adapted to metabolic cages and wers sc treated with vehicks
(5% athanal in 015 m Nadl), 1 pghkg 1,25-00H,0., or S000
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mgdkg 24, 25-(0H).0, (Sclvay Pharmacsuticals, Inc., Weasp,
The Metherlands) for 3 consscutive days. Blocd was drasn at
bassling and at the end of the sipsriment, ie. 24 h after the
last treatment. The femurs were harvested for histolgical
analysiz at the end of the tial. Urine was collected in 24-h
zsamples during the sspeiment For topical treatment with
vitamin ' metabolites, the back skin of 2-month-old mice
in = 4fgenctype anrd treatment) was shaved and was t-:q:vl
cally treated with lpla-:el:u:- 1,25-{0HL0y at 100 pmal/em?®, or
the witamin [ analog KH1060 at 10 pmiclfem® once a day Far
3 consscutive -:Ia:.'s (350, After 72 h, skinwas harvested, and
epidermal thickness was measursd in quintuplicats in inter-
follicular areas on hematoeyin- and eosin-stained micro-
soopic seclions as previously described (55).

Rapid, Monganomic Effects of 1,25-[0H),D;
in stecblasts

Ceteoblasts weare isolated from pansta bonss of newborm
mice by sequential erzymatic digestion (54) and were sseded
ared growen on cowerslips for 4 d in phenol red-res <MEM
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf ssum.
Subssquently, cells wers incubated for 72 h in phendl red-
free medium containing 1% heat-inactivated fetal cdf semm
and transfarmed to seum-fres medium 24 h befors uss. After
washing, celswere loaded with 1 e fura-2080 for Z0Dmin in
Hank's HEPES kuffer at pH 7.4, and the increases in intra-
celular cakium concentration in responss to diffsrent con-
centrations of 1,25-[0HL0, were measured with a spec-
troflucromester, as previously described [44), 10 s=c after the
addition of the drug. Bach measurement on fura-2-loaded
cell was followed by a panallel sxpariment under the sams
canditians with non-fura-2-lcaded cells.
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ABSTRACT

It was the aim of this study to further explore the functional role of vitamin D in the endocrine
pancreas. By gene targeting, we have recently generated mice in which a /acZ reporter gene is
driven by the endogenous vitamin D receptor (VDR) promoter. These mice express a
functionally inactive mutant VDR. Pancreatic islets but not exocrine pancreas cells showed
strong lacZ reporter gene expression in mutant mice. To rule out possible influences of
hypocalcemia on pancreatic endocrine function, a rescue diet enriched with calcium, phosphorus,
and lactose was fed to wild-type (WT) and VDR mutant mice. The rescue diet normalized body
weight and mineral homeostasis in VDR mutants. In glucose tolerance tests, baseline blood
glucose levels were unchanged in fasting VDR mutants. However, blood glucose was elevated
after oral or subcutancous glucose loading, and maximum serum insulin levels were reduced by
~60% in VDR mutants vs. WT mice on either diet. In addition, insulin mRNA levels were
decreased in VDR mutant mice on both diets, whereas pancreatic [3 cell mass, islet architecture.
and islet neogenesis were normal. These findings clearly establish a molecular role of the VDR
in pancreatic insulin synthesis and secretion in vivo.

Key words: diabetes « VDR e« calcium homeostasis » glucose tolerance e islet neogenesis

he vitamin D hormone 1a..25-dihydroxyvitamin D5 [ 1.25(OH);Ds]. the biologically active

form of vitamin D. is essential for an intact mineral metabolism (1). 1.25(0OH),D; acts

through the vitamin D receptor (VDR). which is a member of the nuclear receptor

superfamily (2). The VDR regulates gene transcription by binding to vitamin D
responsive elements in the promoter re gnn of target genes. Functional inactivation of the VDR
by gene targeting in mice or by genctic defects in the VDR gene in humans results in rickets
[vitamin D-dependent rickets type II (VDDRII)] and alopecia (3).

VDR expression is not limited to organs involved in calcium homeostasis such as bone. Kidney.
duodenum. and parathyroid gland but has also been demonstrated in various other tissues
(reviewed in ref' 4). Therefore, 1.25(OH);Ds; may have important physiological functions beyond
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calcium homeostasis. For example, 1.25(OH);D; regulates keratinocyte differentiation in the
skin, has immunomodulatory functions, and may also be involved in pancreatic insulin secretion
(reviewed in refs 4, 5). Early ex vivo studies by Norman and et al. (6) have shown that insulin
but not glucagon release after stimulation with glucose and arginine is reduced in the isolated
perfused pancreas from vitamin D-deficient rats. Later on, the same group showed that glucose
tolerance and insulin secretion are impaired in vitamin D-deficient rats in vivo (7) and that
insulin secretion was improved within 3 h after a single administration of 1.25(OH).Ds to
vitamin D-deficient rats (8). In more recent studies, it was reported that de novo insulin synthesis
is reduced in isolated islets from vitamin D-deficient rats and that insulin biosynthetic capacity
can be restored in vitro by addition of 1.25(OH),Ds (9). However, other investigators found
unaltered oral glucose tolerance in vitamin D-deficient rats (10) or reported that the decreased
insulin secretion in vitamin D-deficient rats could be corrected by calcium supplementation (11).
Further, 1.25(0OH) D5 failed to stimulate insulin secretion in vitro in islets from vitamin D-
replete rats and in insulinoma 3 cells (12). Therefore, the role of 1,25(OH),D3 and the VDR in
pancreatic insulin secretion remains unclear.

Additional evidence linking the VDR to the endocrine functions of the pancreas came from
epidemiological studies showing that VDR restriction site polymorphisms are associated with the
genetic susceptibility to type 1 diabetes in different populations (13—15) and that vitamin D
supplementation in early childhood is associated with a reduced risk for type | diabetes (16, 17).
It is not clear, however, whether the linkage of VDR with type 1 diabetes susceptibility may be
due to the immunomodulatory effects of the vitamin D hormone.

Using embryonic stem cell technology, we have recently generated mice in which a lacZ reporter
gene cassette is driven by the endogenous VDR promoter (18). These gene-targeted mice express
a mutant VDR with an intact hormone binding domain but lacking the first zinc finger necessary
for DNA binding. The mutant receptor is functionally inactive, and homozygous mice do not
show any responses to pharmacological doses of vitamin D metabolites (18). To further explore
the functional role of vitamin D in the endocrine pancreas, we investigated glucose tolerance and
insulin secretion in these mice. Here we show that a nonfunctioning VDR is associated with
impaired glucose tolerance and reduced maximum insulin secretory capacity. independent of
changes in calcium homeostasis.

MATERIALS AND METHODS
Animal maintenance

All animal procedures were approved by the local ethical committee and the government
authorities. Wild-type (WT) and VDR mutant mice (18) were kept at 24°C with a 12L:12D cycle
and were allowed free access to a normal mouse chow or a rescue diet and tap water. The normal
diet (Altromin 1314, Altromin, Lage. Germany) contained 0.9% calcium, 0.7% phosphorus. 0%
lactose. and 600 U vitamin D/kg. The rescue diet (Altromin), containing 2% calcium, 1.25%
phosphorus, 20% lactose, and 600 [U vitamin D/kg, was fed starting from 16 days of age. All
experiments were performed on 10- to 12-wk-old male WT and homozygous offspring of
heterozygous x heterozygous matings. The heterozygous mice used for the matings had been
backcrossed to C37BL/6 genetic background for five to six generations.
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LacZ staining

To visualize lacZ reporter gene expression, pre-embedding X-gal staining of the pancreas from
WT and homozygous VDR mutant mice was performed as described (19). Briefly, the pancreas
was prefixed with 2% paraformaldehyde (PFA)/0.2% glutaraldehyde at pH 8.0 for 1 h and was
stained overnight in X-gal staining solution at pH 8.0. After postfixation in 4% PFA, the
specimens were embedded in paraffin, sectioned at 5 pm thickness, and counterstained with
nuclear fast red.

Rescue diet and calcium homeostasis

To examine the effects of the rescue diet on calcium homeostasis. groups of WT and
homozygous VDR mutant mice (n=6—7 each) on either the normal or the rescue diet were killed
in the morning between 9 AM and noon. For the measurement of ionized blood calcium, 100 pl
blood were collected from the retroorbital venous plexus into heparinized capillaries while the
animals were under anesthesia with ketamine/xylazine (67/7 mg/kg ip). Immediately thereafter,
the mice were exsanguinated from the abdominal vena cava for serum collection.

Oral and subcutaneous glucose tolerance and insulin secretion

To examine alterations in oral glucose tolerance and insulin secretion, WT and homozygous
VDR mutant mice on either the normal or the rescue diet (#=9-16 each) were kept individually
on hunger grids in their normal cage environment for a 15 h period overnight. During that period.
the mice had free access to tap water but were deprived of food. On the next morning. glucose
(1.5 mg/g body wt) was administered at time 0 by gavage or by subcutancous injection. For
subcutaneous administration. glucose was dissolved in physiological saline. Blood glucose levels
at 0. 10, 20. 30, 60, 90, and 120 min were determined in ~10 pl of whole blood from the tip of
the tail using a standard test system (Precision QID. Abbott. Wiesbaden. Germany). With the use
of the same experimental protocol, serum samples for measurement of insulin levels were
obtained from the retroorbital venous plexus at baseline and 10 min after the oral glucose
challenge while the animals were under ether anesthesia. In preliminary experiments, we found
that insulin serum levels are maximal 10 min after glucose administration using this regimen
(data not shown). Because stress is an important confounding variable in these experiments,
glucose tolerances and insulin measurements were performed on animals that experienced any of
the procedures for the first time.

Northern blot analysis

For Northern blot analyses, normally fed mice were Killed in the morning by an ether overdose.
Total RNA was extracted from the whole pancreas using the RNeasy Midi Kit (Qiagen) and was
separated on formaldehyde-containing agarose gels.

Pancreas islet histomorphometry and immunohistochemistry

For these measurements. nonfasting WT controls and homozygous VDR mutant mice on the

normal diet were Killed in the morning by an ether overdose. and the pancreas was immediately
removed. fixed in 4% PFA overnight, and routinely processed for paraffin embedding. The
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paraffin-infiltrated pancreas of each animal was cut in ~2 mm thick slices perpendicular to the
long axis of the organ using a razor blade. All slices from each animal were placed into one
embedding cassette with the cut surface facing downwards. Subsequently. the paraffin blocks
were sectioned at 5 pum thickness. With the use of this approach. each section contained tissue
from all pancreas regions.

For immunohistochemical detection of insulin-expressing cells. sections were deparaffinized.
incubated for 15 min in 3% hydrogen peroxide in PBS to block endogenous peroxidase activity,
and. after being blocked with 20% rabbit serum, incubated for 2 h at room temperature with
guinea pig anti-porcine insulin antiserum diluted 1:2.000 (DAKO. Hamburg. Germany). Bound
antibody was detected with peroxidase-conjugated rabbit anti-guinea pig IgG (DAKO). using
Vector VIP (Vector. Burlingame. CA) as enzyvme substrate. After being blocked with 20% goat
serum. detection of glucagon. somatostatin, and pancreatic polypeptide (PP) was performed by
incubating deparaffinized sections for 2 h at room temperature with rabbit anti-human glucagon
(1:300). rabbit anti-human somatostatin (1:300). and rabbit anti-human PP (1:700). Bound
antibody was detected with biotinylated goat anti-rabbit IgG and alkaline phosphatase-
conjugated avidin biotin complex (Vector). using Vector Red as enzyme substrate. Levamisole
(Vector) was added to the incubation medium at the concentration recommended by the supplier.
Finally. the sections were counterstained with Mayer’s hematoxylin.

Histomorphometric measurements were made with a semiautomatic image analysis system
(VIDEOPLAN, C. Zeiss, Oberkochen, Germany) and a microscope with a drawing attachment
on sections immunostained with an anti-insulin antibody. Islet area was measured in 70-120
islets in each animal at x400. The number of islets and the area of pancreatic tissue were
quantified in three nonserial sections in each animal at x25. Islet number was expressed as per
millimeter squared of pancreas tissue. Single [3 cells or small clusters of insulin positive cells
with a total area of <1000 pm?® were quantified separately as an index of islet neogenesis (20).

Biological chemistry

Blood ionized calcium was measured with an AVL 9140 electrolyte analyzer (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Total serum calcium was measured with flame photometry.
Alkaline phosphatase activity and phosphorus concentrations were determined using a Hitachi
766 autoanalyzer (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). Parathyroid hormone (PTH)
concentrations were assessed using a two-sided enzyme-linked immunosorbent assay specific for
intact mouse and rat PTH (Immutopics, San Clemente, CA). Insulin was measured by a rat-
specific enzyme-linked immunosorbent assay using mouse insulin standards (ChrystalChem,
Chicago. IL).

Statistical analyses

Statistics were computed using SPSS for Windows 10.0 (SPSS. Chicago. IL). After tests were
conducted for equality of variances by Levene’s test, statistical comparisons between WT and
homozygous VDR mutants on each diet were made using a two-sided 7 test for variables with
equal variances or using the Mann-Whitney U test for variables with significantly different
variances. P values <0.05 were considered significant. The data are presented as means + SE.
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RESULTS
Strong reporter gene expression in pancreatic islets

In agreement with earlier findings of VDR expression in insulin-producing 3 cells (21), our VDR
mutant mice showed strong lacZ reporter gene expression in pancreatic islets (Fig. 1). The
surrounding exocrine pancreas cells did not exhibit lacZ expression.

Rescue diet normalizes calcium homeostasis and body weight in VDR mutants

It is well known that calcium is an important factor in the regulation of insulin secretion in
pancreatic [3 cells (22). Therefore, the hypocalcemia present in VDR mutant mice (Table 1)
could be a major confounding factor in the current investigation. In contrast to the VDR
knockout mice generated by Li and et al. (23), our VDR mutants do not show hypophosphatemia
on the normal diet. The reason for this discrepancy is not known but may be due to different
amounts of available phosphorus in the standard mouse chows used. It has been shown that a so-
called “rescue diet” enriched with calcium. phosphorus, and lactose is able to correct calcium
homeostasis in VDR knockout mice (24). In agreement with these results. values for body
weight, total serum calcium. ionized calcium, serum phosphate. alkaline phosphatase. and serum
PTH in our homozygous VDR mutants on the rescue diet were indistinguishable from those in
WT mice on either the normal or the rescue diet (Table 1). Thus, the rescue diet was able to fully
normalize alterations in body weight and mineral homeostasis in VDR mutants.

Glucose tolerance and insulin secretory capacity are impaired in VDR mutants

After these initial L\DLI‘IITILHI% we performed oral glucose tolerance tests in homozygous VDR
mutants and WT control mice on the normal and the rescue diet. After an overni ight fasting
period. blood glucose was unchanged in VDR mutant mice (Fig. 2. A and B). Baseline insulin
levels were comparable in WT and VDR mutant mice on the normal diet, but mutant mice on the
rescue diet showed lower serum insulin levels (Fig. 2C). When the mice were challenged with a
single oral glucose administration, blood glucose reached significantly higher values in VDR
mutants compared with WT controls, regardless of the diet (Fig. 2. A and B). When we measured
maximum insulin serum levels 10 min after oral glucose administration, we found a 65 and 63%
reduction in insulin levels relative to WT controls in VDR mutant mice on the normal and the
rescue diet, respectively (Fig. 2C). These findings clearly indicate that oral glucose tolerance and
insulin secretion arc impaired in normocalcemic and normophosphatemic mice with a
nonfunctioning VDR. To rule out that these changes were caused by endocrine signals
originating from the gut in response to oral glucose loading, we performed subcutancous glucose
tolerance tests in WT and VDR mutant mice on the rescue diet (Fig. 2D). The results showed
that not only oral but also subcutancous glucose tolerance was impaired in normocalcemic VDR
mutant mice.

Pancreas from VDR mutants shows reduced insulin mRNA content

To examine changes in the expression of insulin at the mRNA level. we performed Northern
analyses of total RNA isolated from the whole pancreas of nonfasting mice. Relative to WT
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.

controls, VDR mutant mice showed a distinct reduction in insulin mRNA levels (Fig. 2E). The
rescue diet failed to restore insulin mRNA levels in VDR mutants.

VDR mutant mice have pancreas islets of normal size and number

It is evident that all of the observed changes in VDR mutant mice could be explained by a
reduced pancreatic [3 cell mass. Therefore, we analyzed the number and size of pancreas islets by
histomorphometry as well as the cell distribution within the islets by immunohistochemistry.
Because the impairment in endocrine pancreas function was very similar in mutants on the
normal and the rescue diet. we performed these measurements only in mice on the normal diet. It
is shown in Fig. 3A and B that the size and number of islets were unchanged in the pancreas of
VDR mutants relative to WT mice. During recent years. it has become increasingly clear that [3
cell mass is dynamic and that 3 cells in the pancreas are subject to a life-long renewal process, at
least in rodents (25). Therefore, we measured the number of small clusters of 3 cells as an index
of islet neogenesis (20). However, mutant mice had normal numbers of small 3 cell clusters (Fig.
3B). indicating normal islet neogenesis in the absence of VDR signaling. Similarly, the
distribution of cells producing insulin. glucagon. somatostatin, and PP within the islets of
Langerhans was indistinguishable between WT and mutant mice (Fig. 3C). These results indicate
that the impaired glucose tolerance and insulin secretion in VDR mutant mice cannot be
explained by alterations in pancreatic [3 cell mass or microanatomical changes within pancreas
islets.

DISCUSSION

This study has demonstrated that disruption of the VDR signaling pathway is associated with a
pronounced impairment in oral glucose tolerance and insulin secretory capacity, together with a
reduction in pancreatic insulin mRNA levels in normally fed mice. These changes were
independent of alterations in body weight or mineral homeostasis. Thus, the data provided by the
current experiments clearly establish a molecular role of the VDR in the endocrine function of
the pancreas in vivo. Although our results are remarkably similar to those reported by Cade and
Norman (7) in vitamin D-deficient rats, those earlier studies could not completely rule out altered
mineral homeostasis or the involvement of other, unknown pathways as potential causes for the
impaired insulin secretion in vitamin D deficiency.

In contrast to our study. Hochberg and et al. (26) found glucose curves within the normal range
when they performed oral glucose tolerance tests in a small number of patients with VDDRIL.
Further, peak insulin response after oral glucose loading was normal in two normocalcemic but
subnormal in three hypocalcemic VDDRII patients. Thus Hochberg’s study in humans with a
nonfunctioning VDR did not provide a clear answer to the question of the influence of VDR
deficiency on insulin secretion. Moreover, these authors did not use control subjects without the
defect and. therefore, may have missed more subtle differences in oral glucose tolerance and
insulin secretion in these patients. Nevertheless, it remains to be shown that the VDR has a
functional role in the endocrine pancreas in humans.

It is well known that oral glucose induces the release of gastointestinal hormones that stimulate
pancreatic insulin secretion such as glucose-dependent insulinotropic polypeptide or glucagon-
like peptide 1, resulting in augmented insulin secretion in response to oral glucose loading
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compared with systemic glucose administration (27). Therefore, it would be conceivable that the
effect of vitamin D on insulin secretion involves this enteroinsular axis. However, our finding of
a similar impairment in both oral and subcutaneous glucose tolerance in VDR mutants suggests
that alterations in the enteroinsular axis are not involved in the diminished insulin secretory
response in mice with a nonfunctioning VDR. This idea is corroborated further by earlier reports
of reduced insulin secretion in the isolated perfused pancreas from vitamin D-deficient rats (6)
and also by the finding that the insulin biosynthetic capacity can be restored in isolated islets
from vitamin D-deficient rats in vitro by addition of 1.25(OH),D5 (9).

VDR mutant mice demonstrated normal pancreatic 3 cell mass, normal architecture of pancreas
islets. and a normal number of small clusters of insulin-producing cells. These findings suggest
that fetal and postnatal islet development as well as the intensity of islet necogenesis during
postnatal life is unchanged in VDR mutant mice. Therefore, our study shows that the reduced
insulin secretory capacity in VDR mutants is not based on a developmental or structural defect
but is rather caused by functional alterations within insulin-producing cells. Because mice with a
nonfunctioning VDR had normal fasting blood glucose and insulin levels. the defect in
pancreatic insulin secretion is latent and is seen only when the mice are challenged with glucose.
At present. it is unclear whether 1.25(OH):D; regulates only the biosynthesis of insulin or
whether 1.25(OH);D; can also influence the mechanisms of insulin secretion. In our study, the
observed ~60% reduction in maximum insulin secretion in response to an oral glucose challenge
was associated with a distinct decrease in pancreatic insulin mRNA content in nonfasting VDR
mutant mice. Thus the impaired insulin secretion in VDR mutants may be caused by a reduction
in the amount of insulin stored in (3 cells. This notion is indirectly corroborated by the finding
that 1,25(OH);D5 does not enhance insulin secretion from islets of vitamin D-replete rats or of
rat insulinoma cells (12). The stimulatory etfect of 1.25(OH),D5 on islet cell insulin synthesis (9)
may. by direct or indirect pathways. involve increased transcriptional activity of the insulin gene
or increased insulin mRNA stability. So far, no vitamin D response elements were reported in the
human or mouse insulin gene promoters.

In conclusion, the present data have demonstrated a molecular role of the VDR in pancreatic
endocrine function and may provide a functional basis for the association between diabetes and
VDR in epidemiological studies. Although our study has shown that the VDR is not involved in
islet morphogenesis and postnatal regulation of 3 cell mass in the mouse, disturbances in the
vitamin D signaling pathway may compromise the ability of the p cell to functionally respond to
situations of an increased insulin demand such as in type 2 diabetes or in the prediabetic phase of
type | diabetes. Clearly. more extensive experimentation is required to define the molecular
pathways by which 1.25(0OH),Ds regulates pancreatic insulin synthesis.
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Table 1

Rescue diet rich in calcium, phosphorus, and lactose normalizes calcium homeostasis in 10-wk-old
homozygous VDR mutant mice

Normal Diet Rescue Diet

Variable Wild type VDR mutants Wild type VDR mutants
Body weight (g) 259109 223 +£1.3* 209+ 1.1 26.0+£0.8
lTonized blood calcium _ _ _ o

1.24 +0.01 0.94 £ 0.02* 1.22+0.05 1.24 £0.02
(mmol/1)
Total serum calcium (mmol/l) 2.194+0.05 1.69 +£0.05% 2.424+0.14 2.33+£0.02
Serum phosphorus (mmol/1) 2.74+0.22 2.65+0.24 2.88+0.22 2.70+£0.16
Alkaline phosphatase (U/l) 9417 354 1+ 28* 81120 7619
Serum parathyroid hormone _ _ _

10.9+£3.5 1200 £ 171%* 95+23 10.5+3.0

(pg/ml)

All values are means + SE of 3-7 animals in each group. *P < 0.05 vs. wild-type on same diet by f test or U test.
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Figure 1. Strong lacZ reporter gene expression in pancreas islets of VDR mutants. Paraffin sections of pancreas from
10-wk-old wild-type and homozygous VDR mutant mice after lacZ staining. A) Islet cells of the pancreas show intense
lacZ expression in the homozygous VDR mutant mouse. Exocrine pancreas cells are negative. B) Staining is completely
absent in the wild-type mouse. The /lacZ expression is visualized by X-Gal staining, and parafin sections are 5 pm thick.
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Fig. 2
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Figure 2. Mice with a nonfunctioning VDR have impaired oral glucose tolerance and reduced maximum insulin
secretory capacity. A-B) Oral glucose tolerance (n=9-11 each) in 10-wk-old male wild-type (wt/wt) and homozygous
VDR mutant mice (A/A) fed a standard diet (A) or a rescue diet (B). Glucose (1.5 mg/kg body wt.) was administered at
time 0 by gavage after an overnight fast. C) Serum insulin levels at baseline and 10 min after an oral glucose challenge
(1.5 mg/kg body wt.) in wild-type and VDR mutant mice on the normal (ND) and the rescue (RD) diet (n=7-16 each).

D) Subcutaneous glucose tolerance (1.5 mg/kg body wt.) in wild-type and VDR mutant mice on the rescue diet (n=06 each).
E) Representative Northern analysis of total RNA (10 pg/lane) isolated from the whole pancreas of nonfasting, 10-wk-old
male wild-type and homozygous VDR mutant mice on the normal or the rescue diet. Blots were hybridized with a 0.4 kb

probe specific for both mouse insulin genes, using a 0.9 kb B-actin-specific probe as loading control. Data are means + SE.
*P < 0.05 vs. wild-type by / test or U test.
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Figure 3. VDR mutant mice have normal p-cell mass and normal morphology of pancreas islets. A-B)
Histomorphometry of pancreas islets. Mean area of islets (A) and number (B) of islets or small clusters of insulin positive
cells measured histomorphometrically on sections immunolabeled for insulin in 10-wk-old male wild-type (wt/wt) and
VDR mutant (A/A) mice on the normal diet (n=4 each). Data are means + SE. C) Immunohistochemical analysis of the
pancreas from 10-wk-old wild-type (top panels) and VDR mutant mice (bottom panels) using antibodies against insulin,
glucagon, somatostatin, and pancreatic polypeptide (PP) revealed normal cellular architecture of pancreas islets in VDR
mutants.
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4 Allgemeine Diskussion

4.1 Vergleich unseres Tiermodells mit anderen VDR-Knockout-Modellen

Die in unseren Studien verwendete Maus wurde durch den gezielten Austausch von Exon
IT des VDR gegen einen Targeting-Vektor erstellt. Dadurch wurde der erste Zinkfinger der
DNA-Bindungsregion des VDR deletiert, was zu einem Verlust der DNA-Bindungsfahigkeit
fiihrt, die als Voraussetzung fiir die Transaktivierung gilt (MacDonald, 1999). Obwohl der
Rezeptor normal exprimiert wird und eine normale Liganden-Bindungsaffinitit und Translo-
kation aufweist, zeigen die Miduse, die in Bezug auf die Mutation homozygot sind, einen aus-
gepragten Phinotyp, der ab dem Alter von 3 Wochen erkennbar wird. Vor allem in der
Wachstumsphase bleiben die Tiere in Gréfle und Gewicht zuriick, sie zeigen Hypokalzédmie,
sekunddren Hyperparathyreoidismus, hohe 1,25(OH),Ds-Plasmaspiegel sowie ausgeprigte
Rachitis. Das augenfalligste Merkmal der Tiere ist die totale Alopezie, die sich ab der 4. Le-
benswoche zu entwickeln beginnt. Heterozygote Tiere sind phdnotypisch normal, da es sich
um ein rezessives Merkmal handelt. Der Phénotyp zeigt keine Geschlechts-Spezifitit, er be-
einflusst auch nicht die Fertilitdt oder Lebenserwartung der Tiere. Dariiber hinaus haben unse-
re Daten erstmals eindeutig gezeigt, dass ménnliche und weibliche VDR-Mutanten normale
Serum-Konzentrationen von Testosteron und Estradiol aufweisen. Der VDR — obwohl er in
den Gonaden exprimiert wird — spielt somit keine essentielle Rolle fiir die Sekretion von Se-

xualsteroiden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Phanotyp unserer Mausmutante weitgehend
identisch ist mit der von Li et al. (1997) erstellten VDR-Mutante, deren VDR trunkiert und
somit funktionell vollstindig inaktiv ist. Er entspricht in seiner Auspridgung auch den doku-
mentierten Féllen von VDDR II des Menschen, bei denen die vorliegende Mutation einen
vollstdndigen Verlust der Rezeptorfunktion induziert. Es ist somit nahe liegend, dass bei der
von uns generierten Maus der VDR komplett inaktiviert ist, also die Deletion des ersten Zink-
fingers der DNA-Bindungsregion zur funktionellen Inaktivierung fiihrt. Dies wurde auch
durch die in Kapitel 1 beschriebenen Experimente untermauert, in denen unsere VDR-
Mutanten in einer Reihe von Geweben keinerlei physiologische Reaktionen auf die Gabe von
hochdosierten Vitamin-D-Metaboliten zeigten. Es ist nach wie vor unklar, warum die von Y-
oshizawa et al. (1997) erzeugte VDR-Knockout-Maus sich im Phénotyp von unserer Mutante

und auch von der in Boston erzeugten Mutante (Li et al., 1997) unterscheidet. Mdglicherweise
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liegt hier ein modulierender Einfluss des genetischen Hintergrunds oder der Haltungsbedin-

gungen Vvor.

Als typisches Merkmal fiir VDR-Mutationen mit volligem Funktionsverlust gilt auch die
totale Alopezie. Die von Li et al. (1997) generierte Maus wurde hinsichtlich der Ursache der
Alopezie genauer untersucht (Sakai et al., 2001). Dabei stellte sich heraus, dass bei VDR-
Nullmutanten eine Stérung der Anagen-Phase der Haarbildung vorliegt und die VDR-
exprimierenden Keratinozyten der Haarwurzelscheiden hierfiir eine entscheidende Rolle spie-
len. Da die Uberlegung bestand, dass die Alopezie auch Folge einer toxischen Wirkung der
hohen 1,25(OH),Ds-Plasmaspiegel sein konnte, wurde ein Teil der Tiere Vitamin D-frei
gehalten. Dies hatte jedoch keinen Einfluss auf die Haarbildung. Es handelt sich bei der Alo-
pezie somit um einen Effekt, der durch die fehlende Funktion des VDR selbst ausgeldst wird,
unabhédngig vom Vorhandensein des Liganden. In diesem Zusammenhang konnte auch ge-
zeigt werden, dass eine Uberexpression von humanem VDR in Keratinozyten von VDR-

Knockout-Méusen die Entwicklung der Alopezie vollstdndig verhindert (Chen et al., 2001).

4.2 Einfluss diiitetischer Mafinahmen auf die Phénotypausprigung

Ahnlich wie in der Therapie von VDDR II-Patienten kann auch bei VDR-Knockout-
Mausen durch erhohte didtetische Zufuhr von Kalzium und Phosphat in Kombination mit ei-
nem hohen Laktose-Anteil der Diét (,,Rescue diet*) eine Normalisierung des Plasmakalzium-
Spiegels erreicht werden, wodurch die Entwicklung des sekundiren Hyperparathyreoidismus
verhindert wird und ein weitgehend ausgeglichener Kalzium- und Knochenstoffwechsel er-
zielt werden kann (Li et al.; 1998; Zeitz et al., 2003). Die Tatsache, dass Méuse mit inaktivier-
tem VDR auf der Rescue diet normale PTH-Spiegel und eine normale Grofe der Neben-
schilddriisen (Li et al., 1998) aufweisen, steht im Widerspruch zu der héufig vertretenen Mei-
nung, dass der VDR eine essentielle Funktion fiir die Kontrolle der Zellproliferation und der
PTH-Sekretion in der Nebenschilddriise innehat. Die Mdglichkeit, durch didtetische MaR-
nahmen alle Verdnderungen der Kalziumhomdostase bei VDR-Mutanten ausgleichen zu kon-
nen, stellt somit eine sehr elegante Methode dar, um unmittelbar VDR-abhingige Effekte von

Wirkungen zu unterscheiden, die indirekt tiber Storungen des Mineralstoffwechsels entstehen.

Ein weiteres gutes Beispiel fiir das Potenzial dieser Methode ist, dass — wie in Kapitel 1
beschrieben - erst durch die Fiitterung der Rescue diet eindeutig gezeigt werden konnte, dass
1,25(0OH),Ds eine wichtige Rolle in der renalen Kalzium-Reabsorption spielt. Die im Urin

von homozygoten VDR-Mutanten bei normaler Fiitterung gemessenen Kalziumwerte unter-
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scheiden sich nicht signifikant von denen ihrer Wildtyp-Wurfgeschwister. Dadurch entsteht
der Eindruck, es gibe bei der renalen Kalziumausscheidung keinen VDR-abhédngigen Effekt.
Dabei ist jedoch nicht beriicksichtigt, dass aufgrund der Hypokalzdmie bei VDR-Mutanten
auch die Menge von filtriertem Kalzium im Primérharn reduziert ist. Zusétzlich wird die Kal-

ziumriickresorption durch den erhdhten PTH-Spiegel stark stimuliert.

Die VDR-Mutanten, die ab dem 16. Lebenstag die Rescue diet verabreicht bekommen,
haben normale Kalzium- und PTH-Spiegel im Blut. Durch die Normalisierung der Kalzium-
homdostase tritt eine deutlich erhdhte renale Kalziumausscheidung zutage, was auf eine Sto-
rung der renalen Kalziumriickresorption zuriickzufithren ist. Dabei handelt es sich um eine
Funktionsstérung, die auch in Vitamin-D-Mangelsituationen nachgewiesen werden konnte
(Yamamoto et al., 1984). Unsere Experimente haben somit eindeutig gezeigt, dass
1,25(0OH),Ds eine wichtige molekulare Funktion in der renal-tubuléren Kalzium-Reabsorption

besitzt.

Da 1,25(0OH),Ds wahrscheinlich an mehreren Stellen in die Kalzium-Riickresorptions-
mechanismen der Niere eingreift, gibt es eine Reihe von Erklidrungs-Ansitzen fiir die redu-
zierte renal-tubuldre Kalzium-Reabsorption bei VDR-Mutanten. Nach dem Ergebnis unserer
Untersuchungen und in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Li et al. (2001) liegt bei den
VDRY“-Tjeren eine Verringerung der Calbindin D9K-Expression vor. Diesem intrazelluldren
Transportprotein wird vor allem eine Rolle bei der Stimulation der basolateralen Kalzium-
Ausschleusung aus den Tubuluszellen zugeschrieben (Bouhtiay et al., 1994). Die Transkripti-
onsrate des anderen renalen Kalziumbindungsproteins Calbindin D28K ist bei hypokalzédmi-
schen VDR**-Tieren zwar erniedrigt, bei normokalzimischen Tieren aber normal — was den
Schluss zuldsst, dass dieses Protein entgegen verbreiteter Auffassung eher Kalzium- als
1,25(OH),Ds-abhéngig ist. Gleiches gilt auch fiir den nierenspezifischen epithelialen Kalzi-
umkanal ECaC1l (Weber et al., 2001). Zusammenfassend kann man sagen, dass die Niere in
ihrer zentralen Bedeutung fiir die Kalziumhomdostase von sekundiren Vitamin D-
Mangeleffekten (Hypokalzdmie, sekunddrer Hyperparathyreoidismus) ebenso stark beein-
flusst ist wie das Knochengewebe, so dass Aussagen iiber Effekte, die VDR-abhéngig sind,
erst nach dem Einstellen normaler Plasmakalzium-Spiegel gemacht werden konnen. Ursache
fiir die renale Kalzium-Riickresorptionsstorung der VDRY*-Miuse ist moglicherweise die
verringerte Transkriptionsrate von Calbindin D9K. Gegen diese Hypothese spricht jedoch,
dass die Expression von Calbindin D9K bei VDR**~Miusen unabhingig von der Diit (Nor-

maldiét oder Rescue diet) erniedrigt ist. Es ist demnach noch véllig unklar, welcher Faktor fiir
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den Defekt der renal-tubuldren Kalziumreabsorption in Abwesenheit eines funktionellen VDR

verantwortlich ist.

4.3 Gewebsresistenz von VDRY*-Miiusen gegeniiber Vitamin-D-Metaboliten

Da die Phinotypausprigung der VDR

-Maus einen vollstindig inaktiven VDR impli-
ziert, war es von besonderem Interesse zu klédren, ob tatsdchlich eine totale Gewebsresistenz
gegeniiber 1,25(OH),Ds besteht. Gleichzeitig sollte festgestellt werden, ob 24,25(0OH),Ds als
wichtiger Vitamin-D-Metabolit mit vermuteter eigenstindiger Funktion in Vitamin-D-

Zielgeweben (Norman et al., 2002) in den VDR*2-Miusen einen messbaren Effekt induziert.

Zu diesem Zweck wurden die Méiuse mit hohen Dosen der oben genannten Vitamin-D-
Analoga behandelt. Die bekannten Effekte einer Kurzzeitbehandlung mit 1,25(OH),D; beste-
hen in einer gesteigerten enteralen Kalziumresorption, in einer erhdhten Knochenresorption
sowie in einer Hemmung der PTH-Ausschiittung (Erben et al., 1997). Dabei handelt es sich
wahrscheinlich vorwiegend um genomische Effekte. Die physiologische Bedeutung von
nicht-genomischen Wirkungen fiir die kalzdmischen Effekte von Vitamin-D-Metaboliten ist
unklar. Insbesondere fiir die enterale Kalziumresorption wird ein VDR-unabhéngiger Mecha-
nismus diskutiert, in den moglicherweise ein alternativer membranstidndiger Vitamin-D-
Rezeptor involviert ist (Norman, 1998). Ein solcher eigenstindiger Rezeptormechanismus
sollte von der Inaktivierung des klassischen, nukledren VDR unberiihrt bleiben. Bei den Wild-
typ-Tieren kam es ebenso wie bei den heterozygoten Tieren zu den erwarteten Ergebnissen in

Form von Hyperkalzimie, Hyperkalziurie und PTH-Depression, die VDR**

-Méuse zeigten
jedoch keinerlei Verdnderungen. Analoge Ergebnisse zeigten sich auch in Versuchen mit Ap-
plikation von hohen Dosen von 24,25(0OH),D;. Dies zeigt, dass sich die Gewebsresistenz der
VDRY“-Miuse auch auf 24,25(0OH),Dj; erstreckt. Zusitzlich zu diesen Experimenten wurden
— wie in Kapitel 1 beschrieben — auch Versuche durchgefiihrt, in denen die Reaktion von
VDR Tieren auf die topische, kutane Anwendung von Vitamin-D-Analoga untersucht wur-
de. Dazu wurde 1,25(OH),Ds und zusétzlich das in diesen Test-Systemen ca. 100fach potente-
re, synthetische Vitamin-D-Analogon KH1060 verwendet. Bei VDR**-M#usen war jedoch

keine gesteigerte Proliferation von Keratinozyten in Antwort auf diese Therapie festzustellen.

Alle diese Versuch zeigten somit hinsichtlich der Gewebsresistenz von VDR**-Musen
ein liberraschend klares Ergebnis: Es besteht bei diesen Méusen - zumindest in den untersuch-
ten Organsystemen Haut, Darm, Knochen, Nebenschilddriisen und Nieren - keinerlei Reakti-

onsfahigkeit mehr gegentiber 1,25(0OH),D3, 24,25(0OH),Ds oder anderen Vitamin-D-Analoga.
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Neben diesen In-vivo-Experimenten testeten wir das Vorhandensein schneller, nicht-
genomischer Effekte in vitro an kultivierten Osteoblasten von VDRY“-Tieren. Auch hier war
ein eindeutiges Ergebnis zu verzeichnen: Zellen von Wildtyp-Tieren zeigten unter dem Ein-
fluss von 1,25(OH),D; innerhalb von Sekunden einen intrazelluldren Kalziumanstieg, bei

VDR*“-Zellen konnte keine Anderung festgestellt werden.

Diese Ergebnisse demonstrieren nicht nur, dass allem Anschein nach durch Vitamin-D-
Analoga keinerlei genomische Effekte in den untersuchten Geweben von VDRY“-Tieren aus-
gelost werden konnen, der mutierte VDR also vollstindig inaktiv ist, sondern dass dariiber

hinaus auch keine nicht-genomischen Soforteffekte mehr nachweisbar sind.

Diese Beobachtungen sind von besonderem Interesse im Hinblick auf die Diskussion, die
seit ca. 20 Jahren um die Existenz von Membranrezeptoren fiir 1,25(OH),;D; und 24,25-
(OH),;D; gefiihrt wird. Diese Membranrezeptoren sollen eine Funktion bei der Vermittlung
von Soforteffekten haben, wahrscheinlich durch Interaktionen mit Kalziumkanéilen, die iiber
einen Anstieg des Kalziumspiegels intrazelluldre Signaltransduktionswege stimulieren. Sie
werden auch als MARRS (membrane associated rapid response steroid binding proteins) be-
zeichnet (Farach-Carson & Nemere, 2003). Ob diese hypothetischen Membranrezeptoren in
vivo aber eine eigenstindige Funktion haben, ist derzeit noch unklar. Dem 1,25(OH),Ds-
Membranrezeptor wird z.B. die Regulation der Proteinkinase C in den Matrixvesikeln von
Chondrozyten zugeschrieben (Schwartz et al., 2002) ebenso wie Effekte in Osteoblasten, wo
auch ein spezifischer Rezeptor fiir 24,25(OH),D3; vermutet wird (Boyan et al., 2002). Fiir den
letzteren Metaboliten wird auBBerdem eine eigenstindige Funktion bei der Frakturheilung pos-
tuliert (Norman et al., 2002). Es gibt aber auch Anhaltspunkte dafiir, dass die Wirkmechanis-
men von Nuklearrezeptor und putativem Membranrezeptor zumindest in einigen Bereichen
gekoppelt sind. So wird z.B. vermutet, dass die Aktivierung des Membranrezeptors iiber eine
Signalkaskade, die die Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase einschlief3t, die

Transaktivierung des VDR im Zellkern moduliert (Norman et al., 2002).

Die Ergebnisse aus den in Kapitel 1 dargelegten Experimenten legen den Schluss nahe,
dass der nukledire VDR sowohl bei der genomischen als auch bei der nicht-genomischen
Signaltransduktion eine zentrale Rolle spielt, wahrscheinlich auch in Bezug auf 24,25(OH),D;
als Liganden. Unsere Daten sprechen somit eindeutig gegen die Existenz eines eigenstdndigen
Membranrezeptors fiir Vitamin-D-Metaboliten. Dies wird auch dadurch unterstrichen, dass
trotz 20jdhriger, intensiver Suche der zweifelsfreie Nachweis eines Membranrezeptors fiir

1,25(0OH),Ds oder irgendein anderes Steroidhormon bisher nicht gelungen ist. Obwohl prinzi-
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piell die Moglichkeit besteht, dass an sich vorhandene Membranrezeptoren in ihrer Funktion
von VDR abhingig und daher in VDR**-Miusen inaktiv sind, ist diese Hypothese doch als
sehr unwahrscheinlich einzuschétzen, nachdem ein volliges und nicht nur ein partielles Fehlen
der nicht-genomischen Effekte bei den VDR-Mutanten vorliegt. Vielmehr ist es wahrschein-
lich, dass in Analogie zu anderen Steroidhormonen der klassische VDR selbst die nicht-
genomischen Effekte vermittelt. Derzeit ist {iber die Bedeutung der Strukturelemente von
VDR fiir die verschiedenen intrazelluldren Protein-Interaktionen und die moglichen Reakti-
onspartner noch zu wenig bekannt, um genauere Aussagen iiber den Signaltransduktionsweg
nicht-genomischer Effekte von 1,25(OH),D; machen zu konnen. Weitere Studien sind not-
wendig, um den Zusammenhang zwischen VDR und der Vermittlung nicht-genomischer Ef-

fekte zu entschliisseln.

4.4 VDR-vermittelte Effekte auf die Insulinsekretion

Das endokrine Pankreas gehort nicht zu den klassischen Vitamin-D-Zielgeweben, in de-
nen 1,25(OH),Ds eine als physiologisch essentiell anerkannte Rolle spielt. Eine Korrelation
zwischen Vitamin-D-Mangel und einer gestorten Insulinsekretion ist zwar schon lange ver-
mutet worden (Norman et al., 1980; Kadowaki & Norman, 1985; Cade & Norman, 1986,
1987), die vorhandenen experimentellen und klinischen Daten sind jedoch widerspriichlich
(Hochberg et al., 1985; Lee et al., 1994; Bourlon et al., 1999; Ayesha et al., 2001). Insbeson-
dere die Rolle von indirekten, iiber eine verdnderte Kalzium- und Phosphor-Homdostase ver-
mittelten Effekten von 1,25(OH),D; auf die Funktionen des endokrinen Pankreas war stets
unklar. Wir haben das von uns generierte Mausmodell mit mutiertem VDR dazu benutzt, um

diese Fragen zu bearbeiten.

Unsere in Kapitel 2 beschriebenen Versuche haben erstmals klar gezeigt, dass bei VDR-
Mutanten eine reduzierte Synthese von Insulin in B-Zellen des Pankreas vorliegt. Ebenso ist
die maximale Insulinsekretion in Antwort auf eine orale Glukosebelastung bei VDR-
Mutanten um mehr als 60% reduziert. Beide Verdnderungen sind unabhéngig von Verédnde-

rungen der Kalziumhomdostase oder des Korpergewichtes.

VDR*“-Miuse haben eine normale Pankreasentwicklung, sie zeigen weder morphologi-
schen Besonderheiten der Pankreasstruktur noch unter Standard-Haltungsbedingungen abwei-
chende Blutglukose- oder Insulinwerte. Nach den Ergebnissen unserer Studie liegt die Bedeu-
tung von Vitamin D fiir die Insulinfreisetzung in einer ,,Verstirkerfunktion* in Situationen

hoher Anforderung. Die Inaktivierung des VDR stellt unter normalen Lebensbedingungen al-
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so einen latenten Defekt dar. Ob der Einfluss von 1,25(OH),D; sich nur auf die Biosynthese
oder auch auf die Sekretion von Insulin erstreckt, ist derzeit noch nicht klar. In der von uns
durchgefiihrten Studie wurden in den B-Zellen von VDR**-Miusen zwar eine Erniedrigung
der Insulin-mRNA festgestellt, eine direkte Rolle von VDR in der Steuerung der Transkripti-
on des Insulingens ist aber noch nicht nachgewiesen. Da Verdnderungen in der intrazelluléren
Kalziumkonzentration von entscheidender Bedeutung fiir die Insulinsekretion sind, konnte der
Effekt von 1,25(OH),;Ds auch im Bereich der Modulation des intrazelluldren Kalziumtrans-
portes liegen, moglicherweise unter Einbeziehung des Kalziumbindungsproteins Calbindin
D28K (Reddy et al., 1997; Sooy et al., 1999). Weitere Studien sind erforderlich, um die mo-
lekulare Rolle von 1,25(OH),Ds bei der Insulinbiosynthese und -sekretion im Pankreas zu kla-
ren. Dies kdnnte zu wichtigen neuen Impulsen fiir Prophylaxe und Therapie des Diabetes mel-

litus bei Mensch und Tier fiihren.

4.5 Ausblick

Wie die funktionale Analyse des von uns generierten Mausmodells gezeigt hat, spielt
1,25(0OH),Ds und seine VDR-abhéngigen Effekte in vielen Geweben eine wichtige Rolle. Die
Diskrepanz zwischen dem nahezu ubiquitdren Vorkommen von VDR im Korper und dem
scheinbaren Fehlen von Symptomen beim funktionellen Ausfall des VDR in den meisten der
,hicht-klassischen* Organe wie z.B. Pankreas, Gonaden, Hypophyse, Thymus, und Immun-
system legt die Vermutung nahe, dass VDR in diesen Geweben Funktionen erfiillt, die denen
von uns im endokrinen Pankreas nachgewiesenen Funktionen &hneln: Nicht essentiell fiir die
Organfunktion, aber mit weitreichenden modulativen Aufgaben, eingebunden in das Kommu-
nikationsnetzwerk der Zelle mit dem Ziel, diese gegeniiber unterschiedlichen Anforderungen

flexibler zu machen.

In den letzten Jahren stellt sich im Bereich medizinischer Forschung immer mehr die
Frage, inwieweit latente Gendefekte einen Pradipositionsfaktor fiir Krankheiten wie z.B. Dia-
betes mellitus oder Osteoporose darstellen. Tiermodelle wie das von uns vorgestellte konnen
hier vielleicht einen Einblick geben, wie latent eingeschrankte Organfunktionen letztlich zum
Auftreten solcher multifaktorieller Erkrankungen beitragen. Entscheidende Voraussetzung
dafiir ist jedoch eine genaue Kenntnis der molekularen Funktionen des Genproduktes, in unse-
rem Fall also des VDR, in den entsprechenden Geweben. Um dieses Ziel zu erreichen, sind

weitere, umfangreiche Studien erforderlich.
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5 Zusammenfassung
Das Vitamin-D-Hormon 1,25-Dihydroxyvitamin D3 [1,25(0OH),Ds], die biologisch aktive

Form von Vitamin D, ist essentiell flir einen intakten Mineralhaushalt. Unter Benutzung von
Gene Targeting war es unsere Absicht, ein Mausmodell mit deletiertem Vitamin-D-Rezeptor
(VDR) zu erzeugen, bei dem unter Kontrolle des endogenen VDR-Promotors ein LacZ-Re-
portergen exprimiert wird. Hier zeigen wir, dass unsere Mausmutanten einen mutierten VDR
mit intakter Hormon-Bindungsdomaine aber ohne den fiir die DNA-Bindung notwendigen ers-
ten Zinkfinger exprimieren. Die Expression des Reportergens war weit verbreitet wahrend der
Embryogenese und postnatal. Deutliche LacZ-Expression zeigte sich in Knochen, Knorpel,
Darm, Niere, Haut, Gehirn, Herz und Nebenschilddriisen. Homozygote Mutanten sind eine
Phinokopie von Méusen mit fehlendem VDR und zeigen Wachstumsretardierung, Rachitis,
sekunddren Hyperparathyreoidismus und Alopezie. Eine mit Kalzium (Ca), Phosphor und
Laktose angereicherte Didt normalisierte die Blut-Ca- und Parathormon-Werte, offenbarte
aber ein renales Ca-Verlust-Syndrom bei normokalzdmischen VDR-Mutanten. Bei der Be-
handlung mit pharmakologischen Dosen von Vitamin-D-Metaboliten zeigten homozygote
Maiuse keinerlei Reaktivitdit mehr in Haut, Knochen, Darm, Nebenschilddriisen und Niere.
Dies zeigt, dass der mutierte VDR funktionell inaktiv ist und dass keine physiologisch be-
deutsamen Vitamin-D-Signaltransduktionswege neben dem klassischen VDR existieren.
Auch fehlten schnelle, nicht-genomische Wirkungen von 1,25(OH),D; in Osteoblasten von
VDR-Mutanten, was die These unterstiitzt, dass der klassische VDR die nicht-genomischen
Wirkungen von 1,25(0OH),D; vermittelt (publiziert in Mol Endocrinol 16:1524-1537, 2002).

Unter Benutzung des von uns generierten Maus-Modells sollte die Rolle von Vitamin D fiir
das endokrine Pankreas weiter untersucht werden. Pankreasinseln, nicht jedoch das exokrine
Pankreas, zeigten eine deutliche LacZ-Reportergen-Expression in VDR-Mutanten. Durch die
Verabreichung der ,,Rescue Diet” an Wildtyp- und homozygote Tiere in diesem Versuch soll-
ten mogliche Einfliisse von unterschiedlichem Blut-Ca-Spiegel oder Korpergewicht auf die
Insulinsekretion ausgeschaltet werden. In oralen und subkutanen Glukosetoleranztests zeigte
sich, dass bei gleichen Basal-Blutglukosewerten die VDR-Mutanten auf beiden Didten gegen-
tiber den Wildtyp-Tieren erhdhte Blutglukosespiegel und um ca. 60% reduzierte maximale
Insulinspiegel aufwiesen. Zusitzlich war der Insulin-mRNA-Gehalt im Pankreas von VDR-
Mutanten auf beiden Didten verringert, jedoch fand sich eine normale pankreatische [-
Zellmasse, Inselarchitektur und Insel-Neogenese. Diese Daten zeigen klar, dass der VDR eine
molekulare Rolle fiir die pankreatische Insulinsynthese und —sekretion in vivo besitzt (publi-

ziert in FASEB J 10.1096/1].02-0424fje, January 22, 2003).
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Summary

Endocrine regulation through the vitamin D receptor

The vitamin D hormone 1,25-dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH),Ds], the biologically active
form of vitamin D, is essential for an intact mineral metabolism. Using gene targeting, we
sought to generate vitamin D receptor (VDR) null mutant mice carrying the reporter gene
lacZ driven by the endogenous VDR promoter. Here we show that our gene-targeted mutant
mice express a VDR with an intact hormone binding domain but lacking the first zinc finger
necessary for DNA binding. Expression of the lacZ reporter gene was widely distributed dur-
ing embryogenesis and postnatally. Strong /acZ expression was found in bones, cartilage, in-
testine, kidney, skin, brain, heart, and parathyroid glands. Homozygous mice are a phenocopy
of mice totally lacking the VDR protein, and showed growth retardation, rickets, secondary
hyperparathyroidism, and alopecia. Feeding of a diet high in calcium, phosphorus, and lactose
normalized blood calcium and serum parathyroid hormone levels but revealed a profound re-
nal calcium leak in normocalcemic homozygous mutants. When mice were treated with
pharmacological doses of vitamin D metabolites, responses in skin, bone, intestine, parathy-
roid glands, and kidney were absent in homozygous mice, indicating that the mutant receptor
is non-functioning and that vitamin D signaling pathways other than those mediated through
the classical nuclear receptor are of minor physiological importance. Furthermore, rapid, non-
genomic responses to 1,25(OH),Ds in osteoblasts were abrogated in homozygous mice, sup-
porting the conclusion that the classical VDR mediates the nongenomic actions of 1,25(OH),-
Djs (published in Mol Endocrinol 16:1524-1537, 2002).

Using this gene-targeted mouse model, it was the aim of further studies to explore the func-
tional role of vitamin D for the endocrine pancreas. Pancreatic islets but not exocrine pancreas
cells showed strong /acZ reporter gene expression in mutant mice. To rule out possible influ-
ences of hypocalcemia on pancreatic endocrine function, a rescue diet enriched with calcium,
phosphorus, and lactose was fed to wild-type (WT) and VDR mutant mice. The rescue diet
normalized body weight and mineral homeostasis in VDR mutants. In glucose tolerance tests,
baseline blood glucose levels were unchanged in fasting VDR mutants. However, blood glu-
cose was elevated after oral or subcutaneous glucose loading, and maximum serum insulin
levels were reduced by about 60% in VDR mutants vs. WT mice on either diet. In addition,
insulin mRNA levels were decreased in VDR mutant mice on both diets, while pancreatic 3
cell mass, islet architecture, and islet neogenesis were normal. These findings clearly establish
a molecular role of the VDR for pancreatic insulin synthesis and secretion in vivo (published

in FASEB J 10.1096/f].02-0424fje, January 22, 2003)
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