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5. ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren hat sich herauskristallisiert, dass der aktive Metabolit von Vitamin D3
1,25-(0OH),D3, nicht nur an der Regulation der Calciumhomodstase beteiligt ist, sondern auch
die Proliferation und die Differenzierung von hamatopoetischen und epithelialen Zellen
beeinflusst. Bei humanen Keratinozyten inhibiert 1,25-(OH),D5 das Zellwachstum und fordert
die Differenzierung zu Korneozyten. Aufgrund dieser Eigenschaften dienen 1,25-(OH),D3
sowie seine Analoga Calcipotriol und Tacalcitol zur ortlichen Behandlung der leichten bis
mittel schweren Psoriasis vulgaris.

Der Einfluss von 1,25-(OH),Ds; auf eine Vielzahl von Signalkaskaden, die an einem
antiproliferativen Effekt beteiligt sein kdnnten, wurden bisher Uberprift. Trotzdem ist der
genaue Mechanismus, auf welche Weise das Secosteroid seine Wirkung vermittelt, bis heute
nicht vollstandig gekléart. Eine grof3e Bedeutung bei den Wirkungen von 1,25-(OH),D3; wird
Sphingolipid-Metaboliten zugeschrieben. Tatsachlich war die aktive Form des Vitamin D3 die
erste Substanz, fur die ein Einfluss auf Sphingolipide nachgewiesen wurde. In HL-60-Zellen
fuhrt 1,25-(OH),D3; zur Hydrolyse des Membranlipids Sphingomyelin und damit zu der
Bildung von Ceramiden. Tatséchlich besitzen Ceramide hinsichtlich Differenzierung und
Inhibierung des Zellwachstums von HL-60-Zellen dhnliche Eigenschaften wie 1,25-(OH),Ds.
Daher hat man postuliert, dass die Bildung von Ceramiden nach 1,25-(OH),Ds-Gabe
essentiell fur dessen Wirkung ist. Auch an Keratinozyten wurde der Einfluss von 1,25-
(OH),D3 auf den Sphingolipidmetabolismus naher untersucht. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen an HL-60-Zellen konnte auch bei diesen epidermalen Zellen die transiente
Bildung von Ceramiden nachgewiesen werden. Ceramide sind jedoch auch wirkungsvolle
Induktoren des apoptotischen Prozesses. Demnach sollte man erwarten, dass 1,25-(OH),D3
aufgrund seiner Ceramid-Bildung apoptotische Prozesse in Keratinozyten auslost. Mehrere
Studien belegen in der Tat, dass bei Keratinozyten der antiproliferative Effekt mit einer
gesteigerten Apoptoserate verbunden ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun aber eindeutig nachgewiesen werden, dass Inhibierung
des Zellwachstums und Induktion der Apoptose nicht miteinander gekoppelt sind. In Einklang
mit den beschriebenen Studien induziert zwar 1,25-(OH).Ds Apoptose in Keratinozyten,
allerdings finden apoptotische Vorgange allerdings erst bei Konzentrationen tber 1 uM statt.
Die antiproliferative Wirkung dagegen liegt im nanomolaren Bereich von 1,25-(OH),Ds. Vor
dem Hintergrund der publizierten apoptotischen Wirkung Uberraschte der hier gefundene

antiapoptotische Effekt von 1,25-(OH),D3. Diese Untersuchungen belegen eindeutig, dass



5. ZUSAMMENFASSUNG

1,25-(OH),D3 in physiologischen Konzentrationen eine zytoprotektive Wirkung in Keratino-
zyten besitzt. Werden die epidermalen Zellen mit 1,25-(OH),D3 vorinkubiert, so ist die Apop-
toserate drastisch verringert, wenn im Anschluss A poptosei nduktoren zugeftigt werden. Dabel
ist die zytoprotektive Wirkung unabhangig vom Stimulus, in der vorliegenden Arbeit wurden
UV-Strahlung, TNF-o und Ceramide als Apoptoseinduktoren eingesetzt.

Diese Ergebnisse sind nicht mit der Bildung von Ceramiden in Keratinozyten nach 1,25-
(OH),D3-Behandlung erklarbar, wohl aber mit der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen
weiteren Metabolisierung der Ceramide zu SPP. Dieses Sphingolipid-Derivat entfaltet in
Keratinozyten antiapoptotische Wirkungen. Es besteht eine direkte Korrelation zwischen dem
protektiven Effekt von 1,25-(OH).D3 und der intrazelluldren Bildung von SPP. Eine direkte
Betelligung von SPP an den protektiven Wirkungen von 1,25-(OH),D3; konnte ebenfalls
eindeutig nachgewiesen werden. So wird der zytoprotektive Effekt von 1,25-(OH),Ds durch
den Sphingosin-Kinase-Inhibitor DMS vollstéandig aufgehoben und kann nur durch Zugabe
von exogenem SPP wiederhergestel It werden.

Im weiteren wurden intrazelluldre Angriffspunkte untersucht, die fir eine protektive Wirkung
von SPP in Keratinozyten verantwortlich sein kénnten. Untersuchungen an U937 Zellen
zeigen, dass die Aktivierung der MAPK-Kaskade ein entscheidender Signalweg fur den
antiapoptotischen Effekt in diesen Zellen ist. Auch bei Keratinozyten konnte nachgewiesen
werden, dass SPP die MAPK-Kaskade, speziell ERK1 und ERK2, aktiviert. Eine Hemmung
der ERK1 und ERK2 hob alerdings den antiapoptotischen Effekt von SPP nicht auf, was
belegt, dass in Keratinozyten diese Mitglieder der MAPK-Kaskade nicht zu dem zyto-
protektiven Effekt beitragen. Allerdings konnte gezeigt werden, dass eine Beteiligung der
Bcl-2-Familie an der protektiven Wirkung von 1,25-(OH),Ds; und SPP in Keratinozyten
essentiell ist. Vor allem das Bcl-2-Protein wird durch 1,25-(OH),D3; und SPP vermehrt
gebildet.

Da die Untersuchungen belegen, dass 1,25-(OH),D3 den SPP Gehalt in Keratinozyten erhoht,
wurden auch Proliferations- und Differenzierungsvorgange néher untersucht. Zellzyklus-
analysen belegen, dass SPP eine Akkumulation der Keratinozyten in der Go/G;- Phase
induziert, wéhrend die Anzahl der Zellen in der S-Phase abnimmt. Dieses Ergebnis war uner-
wartet, da SPP bisher hauptséachlich als mitogene Substanz bekannt ist. Bei Keratinozyten
dagegen besitzt SPP demnach nicht nur antiapoptotische sondern auch antiproliferative

Wirkungen. Der antiproliferative Effekt wird mit den gleichen Konzentrationen erreicht, die
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auch fir die protektive Wirkung verantwortlich sind. Dartber hinaus wird auch eine
Differenzierung der Keratinozyten zu Korneozyten gefoérdert. Wiederum wurde untersucht, ob
die MAPK-Kaskade fur den antiproliferativen Effekt verantwortlich ist. Aber auch hier
zeigten die Ergebnisse mit dem spezifischen ERK1- und ERK2-Inhibitor, dass die MAPK
nichts zu dem antiproliferativen Effekt beitrégt. Vielmehr war die Inhibierung des Zell-
wachstums in Gegenwart des Inhibitors stérker ausgepragt, was darauf hindeutet, dass die
MAPK-Kaskade eher eine gegensétzliche Wirkung in Keratinozyten besitzt. Dies wiederum
steht in Einklang mit Untersuchungen an anderen Zelltypen, bei denen die Aktivierung der
MAPK-Kaskade an einer Proliferationsforderung beteiligt ist.

Fur die Differenzierung von Keratinozyten ist die intrazellulére Erhdhung des Calcium-
Spiegels ein entscheidender Faktor. Tatsachlich steigt nach Zugabe von SPP der Calcium-
Gehalt durch Freisetzung aus internen Speichern Uber einen 1Ps-unabhangigen Weg. Daher
scheint dies ein bedeutender Signalweg fur eine differenzierungsférdernde Wirkung von SPP
in Keratinozyten zu sein.

SPP kann seine Wirkung einerseits Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Edg-Rezeptoren)
vermitteln, andererseits wird SPP auch als second messenger diskutiert. Hinsichtlich seiner
antiapoptotischen und antiproliferativen Wirkung weisen die vorliegenden Untersuchungen
auf einen intrazellularen Mechanismus von SPP hin. Denn 1,25-(OH),D3 erhoht den intra
zelluléren SPP-Gehalt und Sphingosin-Kinase-Inhibitoren inhibieren diese SPP-vermittelten
Effekte. Zudem kann die antiproliferative Wirkung durch PTX nur teilweise gehemmt
werden. Ein parakriner/autokriner Mechanismus nach intrazelluldrer Erhohung kann aller-
dings nicht ausgeschl ossen werden.

Fur die Aktivierung der MAPK-Kaskade und fur die Mobilisierung von Calcium aus internen
Speichern hingegen konnte eindeutig ein rezeptorvermittelter Prozess nachgewiesen werden.
Denn durch Vorinkubation mit PTX konnten beide Prozesse vollstandig inhibiert werden.
Dies belegt, dass der Effekt von SPP bei Keratinozyten auf die Calciumerhéhung und die
MAPK -Kaskade durch Gi/G,-gekoppelte Edg-Rezeptoren vermittelt wird.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen somit erstmalig neue Wirkungen von SPP auf humane
Keratinozyten. Besonders die antiproliferativen Effekte von SPP kdnnten ausgenutzt werden,
um die Substanz bel hyperproliferativen Hautkrankheiten einzusetzen. Dies ist von grof3er
Bedeutung, da bis heute keine befriedigenden Therapeutika zur Behandlung der Psoriasis

vulgaris existieren. Zudem konnten neue Erkenntnisse zu den Wirkungen von 1,25-(OH),D3
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gewonnen werden. Entscheidend ist hier erstmalig eine eindeutige Trennung von apopto-
tischen Vorgangen und einem antiproliferativen Effekt. Dies steht im Gegensatz zu der bisher
angenommenen Wirkungsweise von 1,25-(OH),D3 bei Psoriasis vulgaris.

Diein der Arbeit erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 32 schematisch dargestellt.

1,25(0H),D,

exogensas SPP

(N =]~/

-

SPP-Freisetzung

Abb. 32 Extrazellulare versus intrazellulare Wirkungen von SPP bei Keratinozyten. SPP
wird von der durch 1,25-(OH),D3 stimulierten Sphingosin-Kinase (SPHK) verstarkt
synthetisiert. Als sekundéarer Botenstoff hemmt SPP die Apoptose sowie die Proli-
feration und kann auf3erdem aus den Zellen in den Extrazellularraum gelangen und
parakrin und/oder autokrin an Edg-Rezeptoren binden. Dadurch werden wiederum
intrazellulare SPP-Wirkungen ausgeldst, wie die Aktivierung der MAPK-Kaskade
sowie die Erhohung der intrazellularen Calciumionen-Konzentration. Die Letztere
ist ein entscheidender Faktor fur die Differenzierung von Keratinozyten.
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