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1 Einleitung

Typ I-Allergien zéhlen zu den haufigsten Erkrankemntd. Sie manifestieren sich meist in allergischer
Rhinokonjunktivitis, allergischem Asthma bronchialder Nahrungsmittelallerdi& Auch bei der
atopischen Dermatitis, einer der haufigsten chob@e Hauterkrankungen, kénnen Typ I-Allergien
eine wichtige Rolle spielén In den letzten Jahren wurden zahlreiche pathdigehe Mechanismen
charakterisiert und die Effektivitat symptomatiscigerapie verbessértDoch bis heute sind die
kausalen, kurativen Therapieoptionen limitiert

Vitamin D vermittelt neben den bekannten FunktiomerCalciumstoffwechsel zahlreiche immunolo-
gische Wirkunge??. Diese beinhalten die Beeinflussung der Aktivigrumd Differenzierung von
Immunzellen, die bei Typ I-Allergien relevant sirieigene Daten zeigen, dass Schllsselprozesse von
Typ I-Allergien durch Vitamin D-vermittelte Mechamhen beeinflusst werden kdnnen. Ein besseres
Verstandnis dieser Mechanismen kodnnte dazu beitragee therapeutische Konzepte zur Behandlung

von Typ I-Allergien zu entwickeln.

1.1 Funktionen von B-Lymphozyten bei der Typ I-Allergie

Typ l-allergische Reaktionen nach Coombs und'&sithd IgE vermittelt. Sie sind durch hohe Intensi-
tat nach Kontakt mit geringen Antigen-Mengen gekeichnet, dem sogenannten Allergen. B-Zellen
sind in der Pathogenese dieser Reaktionen aufachiedlichen Ebenen bedeutsam: nach Isoty-
penklassenwechsel und Differenzierung zu Plasneazelurch Sekretion von IgE, als potente Anti-

gen-prasentierende Zellen, sowie durch die Freisgtzon ZytokineH.

1.1.1 Typ l-allergische Sensibilisierung aus Sicht der B-Zelle
Der initiale Prozess bei Typ I-Allergien ist dielédgen-spezifische Sensibilisierdri§ Diese verlauft
klinisch inapparent. B-Lymphozyten spielen als Etbezellen durch zwei unabhdngige Prozesse da-
bei eine zentrale Rolle: durch den Isotypenklassehael zum Immunglobulin der Klasse-E (IgE)
gefolgt von der Differenzierung zu PlasmazellenAllergen-spezifisches IgE sezernieren.
Durch Isotypenklassenwechsel (erigbtype class switch recombinatjowird die humorale Immun-
antwort funktionell der spezifischen Situation gpagst. Reife, naive B-Zellen exprimieren Antigen-
spezifische IgD/IgM auf der Oberflache und zeigeim& molekularen Anzeichen des Isotypenklas-
senwechsetd'® Die Antigenbindung und definierte Signale kostiatorischer Molekiile initiieren
eine komplexen Sequenz, in deren Folge die gehetistformation von Antigen-spezifisch&fJ
Segmenten der schweren Immunglobulinkette mit eingotyp-spezifischen Fc-Teil rekombiniert
wird**® Fir die Induktion des IgE-Klassenwechsels ist Biétellkontakt mit T-Helferzellen vom
Typ-2 (Th2-Zellen) die IL-4 sezernieren essenfielt*®(Abbildung 1A).



A) Initiierung des IgE-Klassenwechsels B) IgE-Switch Transkription
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des IgE-Isoty  penklassenwechsels. A) Durch CD40/IL-4-
Rezeptor-abhangige Signale wird der IgE-Isotypenklassenwechsel nach Bindung der Signaltransduk-
tionsmolekile nuclear factor k-B p50 (NFkBp50) transducer and activator of transcription-6 (STAT6)
an die IgE-Promotorregion l¢ initiiert. B) Die Transkription des IgE-Switchtranskriptes ist fir den Isoty-
penklassenwechsel essentiell. C) Durch Aktivitdt des Enzyms AID wird durch Einfigen von DNA-
Doppelstrangbriichen und Verbindung der freien Enden 1.) die unveranderte variable Region VDJ mit
dem Gen der schweren IgE-Kette verbunden und Il.) das exzidierte Kreistranskript hergestellt. Darstel-
lung modifiziert nach'*'°.

Die Ligandenbindung des CD40-Antigens und des Reteptors induziert das essentielle IgE-Switch

Transkript (synonynz-Keimbahntranskript) Uber Bindung der Transkripsifatktorennuclear factor

k-B p50(NF«Bp50) undsignal transducer and activator of transcription$TAT6 ) in der Promotor-

region E* (Abbildung 1B). Die Bedeutung dieses Transkriptedvdeutlich, da Deletion deswitch
promotersin Isotyp-spezifischer Aglobulindmie resultf@rtFir die Rekombination der Antigen-
spezifischerWVDJ-Gensequenz mit deffics-Gen ist das Enzyractivation induced cytidin deaminase
(AID) entscheidend™® (Abbildung 1C). AID bewirkt gezielte DNA-Doppelsimgbriiche beider
Chromosomen und die Rekrutierung ligierender EnzyWexh weiterensplicing entstehen funktio-
nelle IgE-Antikdrper mit erhaltener Spezifita?[J-Genen). Die Geninformation der Isotypen, die
zwischen Fcu und EqIgM, IgG-Subklassen und IgAl) kodiert sind, wardeerausgeschnitten und
bilden da<ircle transcript(Abbildung 1C).

Fur die Sekretion von IgE ist die DifferenzierungnvB-Zellen zu Antikdrper-sezernierenden Zellen
notwendig. Diese wird durch Antigen, Zytokine wie-10 und IL-21 und Zell-Zell-Kontakt-
abhangige Signale vermitt®tt> Im Mausmodell differenzieren die meisten IgEGedéchtniszellen

zu kurzlebigen IgE-sezernierenden Plasmabl&st&mtsprechend sind bei Patienten mit saisonaler
allergischer Rhinitis die spezifische IgE-Serumlemteation nur kurzfristig wahrend der Pollenflug-
saison erh6ft. Einige wenige Plasmazellen kénnen jedoch lebagsiderwiegend im Knochenmark
iiberlebef’?® Diese wurden vom IgE-Isotyp erstmals 1983 in stalblbestrahlten Ratten nachgewie-
serf’. Langlebige Plasmazellen sind gegen konservatherapie resisteft da sie kein CD20 (anti-
CD20, Rituximab) exprimieren und nicht proliferiaréCyclophosphamid, Glukokortikoide). Entspre-

chend fallen beispielsweise nach Behandlung mit@GDR0 (Rituximab) die spezifischen und/oder
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gesamt-lgE-Serumkonzentrationen nur gering undfikstigy ab (<50%3°* und kehren auch nach
anti-lgE-Therapie (Omalizumab) binnen weniger Wathem Ausgangswert zuriitkSomit sind die
Allergen-spezifischen B-Gedachtniszellen nach Défeierung zu langlebigen IgE-sezernierenden

Plasmazellen ein zellulares Korrelat der Chrontiziti Typ I-Allergien.

1.1.2 Die klinische Typ l-allergische Reaktion und Funktionen von B-Zellen
Die klinische Typ l-allergische Reaktion wird na8bfort- und Spattyp unterschieden (Abbildung 2).
Die Sofortreaktion tritt Minuten nach Allergenkoktaauf. Die Bindung des Allergens fihrt zur
Kreuzvernetzung mehrerer spezifischer IgE-Molekdie,an den hochaffinen IgE-Rezeptor auf Effek-
torzellen (Mastzellen/Basophile) gebunden sind amsthlieRend zur Freisetzung praformierter Medi-
atoren fuhrefi(Abbildung 2A). Zu diesen Mediatoren zéhlen u.ist&min, Tryptase, Leukotriene und
unterschiedliche Zytokirté Diese bewirken Vasodilatation, Juckreiz und Sgasder glatten Musku-
latur und fuhren zu den typischen klinischen Symmo: Quaddelbildung (Urtikaria und Angiodde-
me), Augenrdtung, Niesen, Nasensekretion (allehgis&hinokonjunktivitis, ,,Heuschnupfen®), Hus-
ten und Bronchokonstriktion (allergisches Asthmanihiale), Diarrhoe/Emesis (Nahrungsmittelal-
lergien) und Herz-Kreislauf-Reaktionen bis zum dnygktischem Schoék Somit sind B-
Lymphozyten fir die Typ l-allergische Sofortreaktibedeutsam, da sie nach IgE-Isotypenklassen-

wechsel und Differenzierung zu Plasmazellen spsetifis IgE sezernierén?,

Die Typ l-allergische Spéatreaktion, ausgeldst mehgunden nach Allergenkontakt durch anhaltende
Sekretion der o.g. Mediatoren, ist durch Gewebigafion von Immunzellen einschlieBlich T-
Helferzellen, myeloiden Antigen-prasentierendenlefel(APCs) und B-Zellen charakterisferB-
Zellen kdnnen als APCs fungieren in dem sie anelgumdenes Antigen Uber spezifische Rezeptoren
internalisieren, prozessieren und die Antigen-Reptiber MHC-II prasentieren kénnen, wie Rock et
al. in einer eleganten Pionierarbeit im Jahr 198Zeigt habefi. Relevant fiir Typ I-Allergien ist die
Jfacilitated antigen presentation“an IgE-gebundenes Allergen wird Gber den niedffipen IgE-
Rezeptor CD23 in B-Zellen aufgenommen und dessetideetiber MHC-ll-assoziiert T-Zellen préa-
sentiert*® (Abbildung 2B). In der Folge differenzieren Allemyspezifische Th2-Zellen, die sowohl

durch Sekretion von IL-4 auf das Gewebe sowie antlemunzellen wirken.
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Abbildung 2: B-Zellen in der Typ I-allergischen Rea  ktion. A) In der Sensibilisierungsphase bindet
sezerniertes IgE an hochaffinen Rezeptoren auf Effektorzellen (Mastzellen, Basophile Granulozyten).
Wahrend der Effektorphase der Reaktion vom Soforttyp werden durch Allergen-Bindung und Kreuz-
vernetzung mehrerer IgE-Molekiile Effektorzellen aktiviert, die praformierte Entziindungsmediatoren
(rote Kreise) freisetzen. B) Allergen-lgE-Komplexe werden Gber CD23 von B-Zellen internalisiert und
Uber MHC-II T-Zellen prasentiert. Aktivierung des Antigen-spezifischen T-Zellrezeptors (TCR) und
gleichzeitiger Kostimulation von CD28 durch CD80/CD86 (CD28-L) auf B-Zellen fihrt zur T-
Helferzellaktivierung und zur Zytokinfreisetzung mit Praferenz des Th2-Leitzytokins IL-4 (blaue Kreise).

Entsprechend treten bei Kindern mit Tetanus ToxX@idl)-spezifischen IgE-Antikdrpern nach TT-
Vakzinierung ausgepréagte Lokalreaktionen auf, die spezifischen Th2-Zellen assoziiert sihtf

Die B-Zell-Depletion mit Rituximab (anti-CD20) futhbei Patienten mit Churg-Strauss-Syndrom zur
Ruckbildung der Bluteosinophilie sowie der IL-5 @®konzentrationen, das weitestgehend von Th2-

Zellen stamnif. Somit tragen B-Zellen zum Erhalt der Typ I-alisaipen Spatreaktion Bei

1.1.3 Anti-inflammatorische Funktionen von B-Zellen

In den letzten Jahren wurden Antikérper-unabhangagdi-inflammatorische Funktionen von B-
Zellen entdeckt, die sich u.a. durch die Fahigldg Zytokin IL-10 zu sezernieren, auszeichner: Bei
spielsweise trat bei einem Patient mit Therapieakeéirer Colitis ulcerosa nach B-Zell-Depletionesin
Verstarkung der enteralen Entziindung auf bei gteitly verminderteex vivolL-10-Sekretion regi-
onaler Immunzellefi. Die anti-entziindliche, direkte Wirkung von IL-trd deutlich, da bei Patien-
ten sowie bei Mausen mit genetisch bedingtem Fanktierlust eine schwere inflammatorische
Darmerkrankung auftritt<v"™ 1993 #749 Bej einem Patienten mit rheumatoider Arthritiattnach B-
Zell-Depletion erstmalig Psoriasis &tfeine entziindliche Hauterkrankung, die durch ILut@er-
driickt wird®. In Mausen mit B-Zell-spezifischem Defekt dé40 Gens ist die Riickbildung experi-
menteller autoimmuner Enzephalitis (murines Modell Multiplen Sklerose) aufgehobénEntspre-
chend unterdrticken IL-10 produzierende B-Zellerwhrex vivoExpansion und therapeutischer Rein-
fusion, die zerebrale Entziindung in diesem Md&deWeitere anti-entziindliche Funktionen von B-
Zellen beinhalten die Differenzierung von IL-10r1 sowie Foxp3 Treg-Zellen, Sekretion des tole-

rogenen Zytokins TGF sowie Fas-induzierte Apoptose von T-Effektorzéfietintersuchungen der
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direkten zellularen Interaktion zeigénvitro, dass von humanen B-Zellen sezerniertes IL-10Pdie
liferation von T-Zellefi” sowie die Aktivierung von Monozytéhhemmt. Die Bedeutung dieser B-

Zell-Funktionen fur die Pathogenese der Typ I-Ajlen ist bisher nicht bekannt.

1.2 Stoffwechsel und immunologische Wirkungen von Vitamin D

1.2.1 Vitamin D Stoffwechsel und Wirkmechanismus
Vitamin D ist eher ein Steroidhormon als ein klaskes Vitamin. Abgeleitet von Vita (Leben) und
Amin (organische Verbindung), sind Vitamine Subz&am die essentiell dem Organismus zugefihrt
werden mussen, um den Stoffwechsel aufrecht zuterha@ie Hauptquelle von Vitamin D ist die
endogene Photobiosynthese (,Sonnenvitarfiin)Es wirkt nach enzymatischer Aktivierung
(Abbildung 3).
aktivierte

Immun-
zelle

OH
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_— _—
UV-B/Nahrung v 25-OH-ase v

o CYP27B1 o~
7-Dehydroxycholesterol Vitamin D 25-Hydroxyvitamin D Calcitriol
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HWZ < 1 Tag HWZ 14-62 Tage HWZ 5-8 Stunden

Abbildung 3: Der Vitamin D Stoffwechsel. = Aus 7-Dehydroxycholesterol wird Vitamin D durch UV-
Absorption in der Haut gebildet. Das Vitamin D, das somit weitgehend aus endogener Photobiosyn-
these und nur zu geringem Anteil exogen aus der Nahrung stammt, besitzt eine kurze Halbwertszeit
(HW2Z), da es rasch durch enzymatische Hydroxylierung zum Speichermetabolit 25-Hydroxyvitamin D
konvertiert wird. Die biologische Aktivierung zum physiologischen Vitamin D-Rezeptor Agonisten Cal-
citriol findet durch die essentielle 1a-Hydroxylase CYP27B1 lberwiegend in der Niere sowie extrare-
nal u.a. in aktivierten Immunzellen statt und unterliegt strengen Kontrollmechanismen. Abbildung ist
modifiziert nach™.

Vitamin D (chem. Cholecalciferol) entsteht in der Haut ati3ehydrocholesterol durch Absorption
von ultraviolettem (UV) B-Licht der Wellenlangen ®815 nm". Die bei héherer Vitamin D-
Konzentration einsetzenden photokatalytischen RBemze@erhindern das Erreichen toxischer Vitamin
D Konzentrationetf. Vitamin D kann auch mit der Nahrung aufgenommemden und ist insb. in
Fischél enthaltell. Um biologische Wirksamkeit zu erlangen, sind zweitere Schritte notwendig.
Mit einer Plasmahalbwertszeit von wenigen Sturitherd es rasch von den konstitutiv in der Leber
(auch in Niere, Lunge, Monozyten) exprimierten 2gdkbxylasen CYP2R1 und CYP27A1 metaboli-
siert.

Das Produkt dieser Reaktion i26-Hydroxyvitamin D3 (25-(OH)D), das mit dem Vitamin D-
bindenden Protein assoziiert und in Serum, Muskelh Fettgewebe gespeichert witdDie Serum-
konzentration ist proportional zur gespeicherte(O2§D-Mengé®>". In physiologischen Konzentra-
tionen (50 — 250 nmol/L; 2,5 nmol/L = 1 ngMlist 25(OH)D inert. Die biologische Aktivitat wued
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im Mausmodell in Serumkonzentrationen >400 nmokichgewiesefi™’. Beim Menschen sind Vita-
min D-Intoxikationen in Einzelfallen >380 nmol/L Sen-25(0H)D beschriebéh eine Metaanalyse
ergab durchschnittliche Werte von >535 nm@l/IDie Serumhalbwertszeit betragt 2 Wochen bis 2
Monate®™,

Der biologisch wirksame Metabol@alcitriol (chem. tr,25-Dihydroxyvitamin D§* wird durch das
essentielle Enzym CYP27B1 (25-Hydroxyvitamin B-Hydroxylase) aus 25(OH)D synthetisiert. Das
entsprechend€YP27B1Gen wurde erst im Jahr 1997 kloniert und ist afd@hosom 12 lokalisiett

® CYP27B1 ist primar in Nierentubuluszellen expemiund unterliegt strenger transkriptioneller
Kontrolle durch Calcium- sowie Calcitriol-abhangiggignalweg®’. Die extrarenale Calcitriol-
Synthese wird u.a. mit immunologischen WirkungeZusammenhang gebracht wird und im Folgen-
den ab Seite 11ff. erlautert. Die physiologischéci@#l Serumkonzentration hat eine geringe Tole-
ranzbreite (60 — 108 pmol/t®) Die Halbwertszeit betragt ungebunden im Serumigudn und auf-
grund von Proteininteraktion funktionell 12 Stuntfen

Der Vitamin D-Rezeptor (VDR) wurde im Jahr 1988 kloniert und gehort zukleéaren Rezeptorfa-
milie’®. Die Ligand-Bindung (physiologisch Calcitriol) belt eine Konformationsanderung und Di-
merisierung, zumeist mRetinoid-X-Receptor (RXRa). Dieser VDR-Dimer-Komplex assoziiert mit
spezifischen Erkennungssequenzen in PromotoreZiedgenen und reguliert deren Transkripfibit
Die nukledre Halbwertszeit aktivierter VDR betrégt 2 Stundefi’

Durch das Enzym CYP24A1l (Vitamin D-24-Hydroxylaseyd Calcitriol und 25(OH)D inaktiviert
und als wasserldslich@alcitroinséure ausgeschiedéh

Neben den klassischen genomischen Wirkungen des, V&Rl auch schnellwirksame, non-

genomische Mechanismen beschrieben, deren Bedeauagderer Stelle diskutiert wird”

1.2.2 Wirkungen von Calcitriol auf Immunzellen
Die Expression von VDR wurde erstmals im Jahr 188Bumanen Immunzellen nachgewieSen
Zahlreiche Vitamin D-abhangige Funktionen wurdendan letzten drei Jahrzehnten in B- und T-
Lymphozyten sowie myeloiden APC charakteri§i€rtZellspezifische Unterschiede deuten auf defi-
nierte Funktionen von Vitamin D hin (Abbildung 4).
In Zellen des angeborenen Immunsystems werden Ya&dR-Aktivierung antimikrobielle Peptide
(z.B. Cathelicidin, Defensine) induzi€ttdie Differenzierung von Vorlauferzellen zu Makhemen
gefordert®” oder die pro-inflammatorische Zytokinexpressiomviaderf®®:, In dendritischen Zellen
beinhalten die Vitamin D-abhangigen Wirkungen dibdtung eines ,unreifen Differenzierungsgra-
ded?®® die Sekretion von IL-10, des Treg-anziehendenn@tkéns CCL28%%* und die verminderte
Expression kostimulatorischer MolektfleEs werden adaptive Immunzellen durch VDR direktie
indirekt Uber VDR-abhangige Effekte auf dendritscellen kontrolliert. So differenzieren naive T-
Zellen in Gegenwart von Calcitriol nicht zu inflaratarischen T-Effektorzelléi®’, sondern IL-10-

sezernierenden Trl- Zel®&{®* und tolerogenen Foxp3reg Zellei"* Die Regulation von dem
9



Th2-Leitzytokin IL-4 durch Calcitriol ist uneinh&th und erscheint von bislang nicht identifizierte

Kofaktoren abzuhang&t

CCL22 CCR10 €D38 IL-10
CXCL9 CLﬁ | IL-47
AR T-Zelle g Iy
~unreife Foxp3 -
myel‘ APC
CD80/86
MHC-II
AMP
IL-10
TNFa, IL-6, IL-8 B-Zell IgE
- ﬁ( IgG
i
CCR10, CD38 £
Abbildung 4: VDR-vermittelte Wirkungen auf Immunzel len. Zell-spezifische Regulation von 16sli-

chen Faktoren (Zytokinen, Chemokinen; blaue Kreise) und Oberflachenmolekilen (graues Viereck)
durch aktivierte VDR (griin=Verstarkung, rot=Verminderung).

Die Vitamin D-vermittelten Wirkungen auf humane BHén sind komplex und verandern spezifisch
unterschiedliche Ebenen der Aktivierung und Diffesierung. Beispielsweise zeigen Arbeiten der
1980er Jahre, dass durch die unspezifische balegi$taphylococcus aureus Cowan-l) oder pflanzli-
che Bestandteile (Pokeweed-mitogen) induzierte RyGduktion durch Calcitriol vermindert witcf®

Als wesentlicher Mechanismus wurde eine vermindBiX\-Synthese und IL-2-Rezeptorexpression
identifiziert. Hingegen wird die T-Zell-induzierterminale Differenzierung zu lgG-produzierenden
Zellen, nicht aber die Proliferation oder Viabiljtdurch Vitamin D blockieff. Im Kontext mit Typ I-
Allergien zeigen eigene Arbeiten, dass humane Biilymayten, die mit dem fur den IgE-
Isotypenklassenwechsel essentiellen Zytokin IL-édvadet wurden, nach Calcitriol-Zugabe spezifisch
weniger IgE produzierén Ein unspezifischer Einfluss auf die Zellproliféoa oder andere Isotypen
wurde in diesem Modell nicht nachgewiesen. Eingg&atbeit zeigte die direkte Hemmung des IgE-
Isotypenklassenwechsels durch Rekrutierung einesrepressiven VDR-DNA-Komplex&s

Neben den Wirkungen auf die Differenzierung der lmaellen wird auch das Migrationsverhalten
von T- und B-Lymphozyten durch VDR verdndert. Dighrt zu einer Abnahme der Infiltration in
entziindetes Gewebe/Haut (Herunterregulation von IG&XCcutaneous lymphocyte antigeGLA)
und statt dessen in Schleimh&ute und lymphatisGeegebe (Induktion von CCR10, CD38)%

Diese zumeist anti-inflammatorischen Wirkungen watamin D deuten auf einen therapeutischen
Nutzen von Calcitriol bei Typ I-allergischen Erkkammgen hin. Jedoch ist Calcitriol fiir die therapeut
sche Anwendung nicht geeignet, bedingt durch dirzekidalbwertszeit, eine geringe therapeutische
Breite und die Gefahr der Hyperkalzamie-bedingtexiZitat. Synthetische Calcitriol-Analoga mit
ausgepragten immunologischen Wirkungen ohne Catoiilisatiorf® haben den klinischen Alltag

bislang nicht erreicht. Allerdings zeigen aktudlletersuchungen, dass aktivierte Immunzellen endo-
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gen Calcitriol aus 25(OH)D synthetisieren konnemserlaubt den Einblick in dessen physiologische

Wirkung auf Immunreaktionen und Abschéatzung desajeutischen Potenzials.

1.2.3 Endogene Calcitriol-Synthese verdndert die Inmunantwort

Bis Ende der 1970er Jahre wurde angenommen, daafriGlaausschlief3lich in den Nieren syntheti-
siert wird. Extrarenale Calcitriolsynthese wurdstexalig bei nephrektomierten Patienten mit Sarkoi-
dose und Hyperkalziamie beschrietféi’? Als Quellpopulation wurden die Alveolarmakrophage
von diesen Patienten identifizi€ft Bis heute sind lber 20 verschiedene infektidsanuomatodse
sowie maligne Erkrankungen beschrieben, in denes jgathologische Calcitriolsynthese in Immun-
zellen auftritt® Es ist auffallig, dass die Sarkoidose h&ufig peitipherer immunologischer Anergie
assoziiert ist, die als Resultat der massiventtafibn der Lunge mit regulatorischen T-Zellen, sow
deren Frequenzerhéhung im Blut diskutiert WitdDie Calcitriol-vermittelte Differenzierung von
regulatorischen T-Zellen aus naiven T-Helferzelengut beled®®**°® Somit liegt die Vermutung
nahe, dass spezifisch aktivierte Immunzellen rele/&1engen Calcitriol endogen synthetisieren und
somit Immunreaktionen beeinflussen kéntfiéWeiterfiinrende Untersuchungen zeigen die molekula
re Grundvoraussetzung dafiir: die Expression desngsBen Enzyms CYP27B1 in Immunzellen
(Tabelle 1). Diese aktivierten Immunzellen, dieigheeitig VDR exprimieren, sind somit von exoge-

nem Calcitriol unabhangig.

Tabelle 1: CYP27B1 Expression und Wirkung in Immunz  ellen

Zelltyp Trigger (Rezeptor) Wirkung
Monozyten LPS (TLRA4), IFNy (IFNyR)"® Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen™
Dendritische Zellen M.tuberculosis-Lipopeptid ~ (TLR1/2)”’, | Induktion antimikrobieller Peptide’””, Migration zu
LPS (TLR4)'’, MPL (TLR2)'® nicht-drainierenden Lymphknoten und Forderung
der humoralen und mukosalen Ig-Antwort'*®*%°
CD19" B-Zellen anti-CD40/IL-21>" Regulation der Plasmablastendifferenzierung™
CD4" T-Helferzellen Antigen-Rezeptor + anti-CD28%" ™ Migration von T-Zellen in die Haut”’

Die Wirkungen von 25(OH)D auf CYP27BImmunzellen dhneln denen von Calcitriol (Tabelle 1)
Dies deutet darauf hin, dass 25(OH)D, nach endeg@kivierung zu Calcitriol, immunologische

Wirkungen entfaltet.

1.2.4 Wirkungen von Vitamin D bei immunologischen Erkrankungen
Der Einfluss von Vitamin D auf Immunreaktionen, diech bei Typ I-Allergien relevant sind, wird
durch experimentelle und epidemiologische Dateandfichtlich. Diese stammen aus Untersuchungen
von genetische veranderten Maus&DRKO, CYP27B1KO), durch Beobachtungen nach Gabe
niedrig-kalzamischer Calcitriol-Analoga in Mausmbiele, der Assoziation von 25(0OH)D Mangel mit

immunologischen Erkrankungen des Menschen odeGdbe von Vitamin D bei dessen Defizienz.

11



1.2.4.1. Genetische Evidenz

Vitamin D ist fir den Knochenstoffwechsel essehti®unktmutationen mit Funktionsverlust im
CYP2R1%, VDR-o0derCYP27B1Gen manifestieren sich in Vitamin D-abhangiger g vom TyplB,
Typ2A oder TyplA (Quell®nline mendelian inheritance in memyww.omim.orgund’). Uber im-
munologische Dysfunktionen bei diesen Punktmutatiorz.B. im Rahmen von Typ I-Allergien, lie-
gen keine Daten vor. Dies deutet auf redundantehit@smen hin.

Mause in denen dagDR Gen entfernt wurde (VDR-KO) zeigen, im Gegensatn zefekten Kno-
chenstoffwechsel, keinen basalen Verlust immuneltdgr Funktionen. Beispielsweise sind alle
lymphatischen Zelltypen vorhandénh'® Jedoch sind funktionelle Veranderungen in der iféatati-

on der Typ l-allergischen Immunantwort feststellddach Sensibilisierung mit Ovalbumin (OVA)
sind die spezifischen und polyklonalen IgE-Serunzemtrationen gegenuiber Wildtyp erhoht bei ver-
gleichbarer Th2-Induktidt’. Interessanterweise ist die allergische Atemwegsiedung und pulmo-
nale Eosinophilie stark reduziert, was auf vermitel@ahlen voninvariant natural killer T cells
(iNKT) in VDR-KO-Tieren zuriickgefuhrt wurde. DiesBrozess ist sogar durch maternale 25(OH)D-
Defizienz Uiber epigenetisches Imprinting bei Wifsjieren vererbbat>*’

Ein Zusammenhang zwischen Vitamin D-Signaling ubdl0® hinsichtlich anti-inflammato—rischer
Wirkungen wurde flr die Experimentelle AutoimmunezEphalitis (EAE; murines Modell der Mul-
tiplen Sklerose) durch selektive Entfernung bei@ene in T-Zellen beschrieben. Dabei schiitzt intak-
tes Vitamin D-Signaling vor Krankheitsentstehungbei die protektive Wirkung von IL-10 bendtigt
Wil’dllg'n?

Basierend auf dieser genetischen Evidenz wird seffdatiich, dass Vitamin D in die Kontrolle von

Immunreaktionen, einschlie3lich Typ I-Allergien,rimurinen Krankheitsmodellen eingreift.

1.2.4.2. Epidemiologische Evidenz
In den letzten 10 Jahren wurden zahlreiche Berigbtéssoziationen von immunologischen Erkran-
kungen und 25(0OH)D-Mangel publizig?f Jedoch stellt sich hier die Frage, wie genauriiitaD
Mangel definiert werden sollte?
Der Vitamin D Status wird durch die Serumkonzemraton 25-Hydroxyvitamin D (25(OH)D) be-
stimmt. Diese spiegelt die verfiigbare 25(0OH)D-Mengeer®>". Aktuell besteht kein Konsens uber
den Schwellenwert des 25(0OH)D-Mang&i§®**! In Serumkonzentrationen <50 nmol/L 25(OH)D
sind typische suboptimale Wirkungen auf den Knoshaffwechsel dokumentiert (,Defizienz®). In
Konzentrationen von >75 nmol/L 25(OH)D finden s&ihe maximale enterdfé und renal&® Calci-
umresoption. Gleichzeitig sind bei diesen Konzditngn Phanomene einer Vitamin D-Defizienz wie
kompensatorische Parathormonerhéhung (iP*tipnd Knochendemineralisierufigabwesend (,Suf-
fizienz"). Der Konzentrationsbereich zwischen 50Bol/L 25(0OH)VD wird haufig als ,relative
Vitamin D-Insuffizienz* bezeichnét (Abbildung 5).

12



25(OH)D »Klassische” Immunologische

[nmol/L im Serum] Wirkungen Wirkungen
535 Metastudie: Toxizitat
Toxizitat 400 Direkte VDR-Aktivierung verminderte
350 Fallbericht Hyperkalziamie MS-Aktivitat?

IgE-Erhéhung?

Suffizienz Max. Calciumresorption keine Krankheits-

intakte Knochenstruktur Assoziation
75
. Osteopenie heterogene
Insuffizienz 50 iPTH-Anstieg Datenlage

Rachitis Multiple Sklerose?

Defizienz Osteomalazie Lupus erythematodes?
iPTH @ Allergisches Asthma?

Abbildung 5: 25(0OH)D Serumkonzentrationen und biolo  gische Wirkung. Dargestellt ist der Ver-
gleich der ,klassischen Wirkungen“ von Vitamin D im Calcium- und Knochenstoffwechsel mit Berichten
zu immunologischer Wirkungen.

Aufgrund epidemiologischer Untersuchungen von Rgie mit Typ I-Allergien (Allergisches Asthma
bronchiale, Atopische Dermatitis) wird vermutetssidei 25(0OH)D-Defizienz die Erkrankungswahr-
scheinlichkeit und/oder der Schweregrad erhéhtBstspielsweise ist bei Kindern und Jugendlichen
mit allergischem Asthma:

e 25(0OH)D-Insuffizienz (25%) und Defizienz (10%) hiufind Insuffizienz assoziiert mit ge-
ringerem Ansprechen auf inhalierte Glukokortikowtel haufigerer notarztlicher Vorstellung
oder Hospitalisierung (n=1024, 4 Jahre Beobachueitys°'*’

» 25(0OH)D-Insuffizienz (28%) mit IgE-Erhdhung im SeruEosinophilie, bronchialer Hyper-
reagibilitat assoziiert (n=616, 1 Jahr Beobachtmeig*®

e 25(0OH)D-Defizienz (44-47%) assoziiert mit >1 schareExazerbation, Atopie, Geringere
FEV1/FVC-Ratio (n=560, 1 Jahr BeobachtungsZgit)

* 25(0OH)D-Insuffizienz (47%) und Defizienz (17%) héuénd das Serum-25(OH)D korrelliert
invers mit der FEV1forced expiratory volume in 1 gesowie der bendétigten Menge an inha-
liertem oder oralem Glukokortikoid (n=108&)

Daruber hinaus scheinen weitere unbekannte Kofaktand regionale Unterschiede relevant zu sein.
So korrelierte 25(0OH)D im Nabelschnurblut negativ der Haufigkeit von Atemwegsinfekten sowie
nicht allergischem Asthma (n=922, 5 Jahre Beobagszeit}*. Bei Erwachsenen in Norwegen war
die Serumkonzentration von 25(OH)D nicht mit Asthikaareliert (n=25616, davon 584 Asthmatiker,
1958 Alters- und Geschlechts-angepasste Nicht-Aetiker)*2

Bei Kindern mit atopischer Dermatitis (AD) wurdesigende Beobachtungen berichtet:
» die Nabelschnur-25(0OH)D-Defizienz korreliert mitrdeD-Pravalenz, nicht aber mit IgE und
Nahrungsmittelallergien (n=231 Hochrisiko-Kindenei Geburtskohort&Y.
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» 25(0OH)D-Defizienz ist assoziiert mit haufigeren Seilisierungen, nicht jedoch bei Erwach-
senen (n=6590 davon 3136 Kinder/Jugendliche, 34t é&hsene; Pricktest}.

« die Serum-25(0OH)D korreliert invers mit Schweregragemessen am SCORAD
(SCORNg Atopic Dermatitis, n=37 Kindetj".

Interessanterweise wurde die Einnahme von VitamimiDder AD-H&aufigkeit, dem Auftreten von
Typ I-Sensibilisierungen und IgE-Erh6hungen assoz{in=123 davon 23 AD, anamnestische Anga-
ben zu Vitamin D Einnahme und AD Diagnose, keingO¥pD-Spiegeli*’. Die Verifizierung dieser
Daten durch umfangreichere Multicenterstudien eégiemwartig noch nicht erfolgt.

Ein linearer Zusammenhang zwischen Serum-25(OH)DzKntrationen und Typ I-Allergien ist un-
wahrscheinlich. In einer reprasentativen Studid gm Serum die Gesamt-IgE-Werte mit stark ernied-
rigten (<25 nmol/L, n=573) sowie hohen (> 125 nitnph=58) 25(OH)D-Konzentrationen festgestellt
worden; folgend einer U-férmigen Dosis-Wirkungsle¢zing (n=7288, alle 45 Jaht€) Entsprechend
korrelierten 25(OH)D-Defizienz sowie Konzentratiore100 nmol/L im Nabelschnurblut mit erhdh-
tem Serum-IgE und positivem Prick-Tests, nicht adrgischem Asthma oder Rhinokonjunktivitis
bis zum 5. Lebensjahr (n=21&)

Insgesamt ist jedoch die Datenlage zu Allergiemgh@&hen mit den Studien zu Autoimmunitat, durch
kleine Kohortengréf3en und uneinheitliche Messgrdi$eitiert. Beispielsweise wurde bei hellhauti-
gen Patienten mit Multipler Sklerose (MS) eine isecKorrelation von Inzidenz der Erkrankung mit
25(0OH)D Serumkonzentrationen unterhalb 100 nmodétdestellt, nicht jedoch oberhalb (n=7 Mio.
erwachsene US-Militarangestellte; pro MS-Patientgléach mit gesunden Alters-und Geschlechts-

angepassten Kontrolle.

1.2.4.3. Experimentelle Evidenz
Einzelne Studien mit kontrollierten 25(OH)D-Gabeamich in hohen Dosierungen, bei immunologi-
schen Erkrankungen ermdglichen Einblicke zu Wirkhaegsmen von Vitamin D und dessen thera-
peutischen Nutzen. Beispielsweise wurde durch testmfe Vitamin D-Einnahme eine geringere Er-
krankungswahrscheinlichkeit an MS festgestellt (400. Vitamin D, n=190.536 Frauen uber 4
Jahre}*. In einer folgenden Studie erhielten 12 Patiemténchronisch-rezidivierender MS im Rah-
men einer Dosis-Eskalation in 6-woéchigen Intervaldés 40.000 I.U. Vitamin D téaglich. In der Folge
waren weniger Gadolinium-anreichernde LasionenStigungen der Blut-Hirn-Schranke, z.B. durch
Inflammation anzeigen, bei den Patienten nachweisbaei die Frequenz der Exazerbationen unver-
andert blieb*. Bei 15 Patienten mit MS war nach Einnahme vo®@D.l.U. Vitamin D tgl. Giber 12
Wochen im Vorher-Nachher-Vergleich die Frequenz VWori0" T-Zellen erhéht sowie Ratio aus
IFNy/IL-4- sezernierenden T-Zellen vermindétt
Zur therapeutischen Bedeutung von Vitamin D beirglschen Erkrankungen liegen nur wenige Da-

ten vor. Ein méglicher Nutzen von einer Vitamin intahme bei Kindern mit winterlich betonter AD
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wird durch statistisch signifikante Verbesserung ¥gl. 1000 I.U. Vitamin D im Vergleich zu Place-
bo angedeutet (n=11§. Im Mausmodell der AD vermindert ein niedri-cald&omer, synthetischer
VDR-Agonist die Typ-I allergische Inflammation ddaut*’. Diese Daten legen therapeutisch nutzba-

re immunologische Funktionen von Vitamin D nahetztendlich ist jedoch der Beweis durch kontrol-
lierte klinische Studien bislang ausstehend.
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1.3 Zielsetzung
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Vitamin D-abhanglechanismen im Kontext von Typ I-
allergischen Immunreaktionen untersucht. Hierbgidar Schwerpunkt auf den molekularen Mecha-
nismen in B-Lymphozyten, Uberpriifung der Konsequemmurinen Krankheitsmodell sowie geneti-
schen Einflussfaktoren auf die Funktionalitat désiviin D-Sighalweges. Ziel ist es herauszufinden,
ob durch Vitamin D-abhéngige Signalwege Wirkungenmittelt werden, die sich zur Entwicklung

neuer Protokolle in der Therapie von Typ |-Allergigignen.
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2 Eigene Arbeiten

2.1 Calcitriol fordert die IL-10 Expression in humanen B-Zellen

Heine G, Niesner U, Chang HD, Steinmeyer A, Ziigel U, Zblexr T, Radbruch A, Worm M.
1,25-dihydroxyvitamin D(3) promotes IL-10 production human B cellsEur J Immunol.
2008;38:2210-8%

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/10.1P/@ji.200838216

Biologisch aktives Vitamin D (Calcitriol) modulieimmunantworten einschliel3lich der Hemmung
des IgE-Isotypenklassenwechsels in B-Zellen undiéiing der IL-10 Sekretion in T-Zellen und
dendritischen Zellen. Ziel dieser Arbeit ist diesBenmung des Einflusses von Calcitriol auf die -1
Expression humaner B-Zellen.

Die Daten zeigen die Induktion des Enzyms 25-Hygviaamin-D—lo-Hydroxylase (CYP27B1, Syn-
onym CYPZL) in humanen B-Zellen, die Gber den Antigen-Reze@®40 und IL-4 aktiviert wurden.
Somit kénnen diese B-Zellen aus der Vorstufe 25¢bygvitamin D (25(OH)D) endogen Calcitriol
synthetisieren. Der Vitamin D-Rezeptor (VDR) istdktivierten B-Zellen exprimiert und Calcitriol
induziert dessen klassisches Zielge@viP24A1 kodierend fur die Vitamin D-24-Hydroxylase, sowie
TRPV6 kodierend fir ein Calciumkanalprotein. Die IL-$@kretion wird durch Calcitriol ca. 3-fach
verstarkt; nach VDR-Bindung in der IL-10 Promotgimn und zu geringerem Anteil durch Modulati-
on Calcium-abhangiger Signalwege.

Somit deuten die molekularen Prozesse in aktivientemanen B-Zellen, einschliel3lich der Hemmung
der IgE- und der Férderung der IL-10-Sekretion soder endogenen Calcitriolsynthese aus 25(OH)D,
eine Funktion von 25(0OH)D in der Modulation allexgjier Erkrankungen an.
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2.2 Vitamin D-Rezeptor-vermittelte Hemmung der B-Zell-abhdingigen Typ I-

allergischen Immunantwort

Hartmann, B.Heine, G, Babina, M., Steinmeyer, A., Zugel, U., Radbrugh,and Worm, M.
Targeting the vitamin D receptor inhibits the Bl-@ipendent allergic immune responéé.
lergy. 2011.66:540-54°

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/ 10.11/j.1398-9995.2010.02513.x

Der biologisch aktive Vitamin D-Rezeptoragonist @@aiol ist durch hyper-kalzamische Wirkungen
in der therapeutischen Anwendung limitiert. In dre&)ntersuchung wurden die immunologischen
Eigenschaften des synthetischen niedrig-kalzammsshimmin D-Rezeptor-Agonisten ZK203278 auf
IgE-abh&ngige Immunantwortémvitro undin vivo untersucht.

Die Daten zeigen, dass durch den natiirlichen -aw@h einen synthetischen - VDR-Agonisten ke
vivoinduzierte IgE Synthese peripherer humaner B-Zejjenemmt wird. Als mogliche Mechanis-
men wurden eine Verminderung deativation-induced deaminagAID)-Expression sowie Differen-
zierung zu IgE-sezernierenden Zellen identifizigrt. Typ I-Allergiemodel in Ovalbumin (OVA) sen-
sibilisierten BALB/c Mausen vermindert die therapsthe Gabe des synthetischen VDR-Agonisten
ZK203278 die humorale IgE-Serumkonzentration.

Diese Daten zeigen, dass VDR-Aktivierung die huneofig/p l-allergische Immunantwort einschliel3-
lich der Expression von IgE hemmt. Der therapeh#@sdutzen dieser Daten erfordert geeignete Klini-

sche Studien.
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Neben VDR sind ebenfalls weitere nukledre Rezeptareder Regulation der IgE Produktion huma-
ner B-Zellen, bzw. die humorale IgE-Immunantwortellegt, u.a.Retinoic acid receptor€RARSs) und
Peroxisome-proliferator activated receptptPPARy)**"**® Diese Rezeptoren und zusatzlich auch die
Liver-X-Receptorg¢LXRs) teilen die molekulare Gemeinsamkeit, dassyst RXRo dimerisieren und
folgend sogar ohne Ligand ajsilent partner* wirken kénnei** Interessanterweise sind LXRs
indirekt mit VDR verbunden: So ist LXR-induzier@®YP24Transkription (VDR-Zielgen, katalysiert
Calcitriol-Abbau) und VDR-vermindertdBCAL Transkription (LXR-Zielgen, reguliert Cholesterin
Transport) beschrieben, ohne dass der jeweiligaeridglen anderen Rezeptor aktivigrt*?

In der folgenden Arbeit wurde der Einfluss der LA& die IgE-Antwort untersucht.
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2.3 Liver-X-Rezeptoren vermittelte Kontrolle der IgE-Expression in B-Zellen

Heine G*, Dahten A*, Hilt K, Ernst D, Milovanovic M, Hartann B, Worm M. Liver X re-
ceptors control IgE expression in B cellslmmunol.2009;182:5276-82° *=gleiche Mitar-
beit.

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/ 10.49/jimmunol.0801804

B-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Entstghvon Typ I-Allergien. Nach Th2-vermittelter
Aktivierung findet der IgE Isotypenklassenwechdeltts gefolgt von terminaler Differenzierung zu
IgE-sezernierenden Zellen. Dieser Prozess wirdhdunterschiedliche nukleare Rezeptoren moduliert,
einschliellich der von Vitamin D, Vitamin A ungeroxisome-proliferator-activated-receptgqr-
Liganden. In dieser Arbeit wurde der Einfluss \Jiwer-X-receptors(LXR) auf die Typ l-allergische
Immunantworten untersucht.

Die Daten zeigen die konstitutive Expression nuide&éXR-a und  in peripheren B-Zellen. Durch
die Zugabe des synthetischen Pan-LXR-Agonisten IT89D wird das typische ZielgekBCAlindu-
ziert. Die IgE Produktion von anti-CD40/IL-4-aktrien B-Zellen wird durch LXR-Aktivierung um
ca 68%t 11 vermindert. Die Ubrigen Isotypen sowie homdisthe Parameter von B-Zellen werden
durch LXRs nicht signifikant verdndert. Als Mechemus finden sich verminderte Phosphorylierung
der c-JUN N-terminalen-Kinase (JNK) und verstaiRi®@23 Oberflachenexpression auf B-Zellen. Die
biologische Signifikanz dieser Beobachtungen wadwdch nahe gelegt, dass in Typ I-sensibilisierten
BALB/c-Mausen die Serumkonzentrationen von spedifesn IgE dosisabhéngig durch systemische
Gabe eines LXR-Agonisten vermindert wird (max.4is52% =+ 14).

Diese Daten deuten an, dass LXR an der Kontrolldgite Produktion in aktivierten B-Zellen beteiligt
sind. Ferner unterstitzen diese Daten die Hypothaeses LXR und VDR jeweils spezifisch auf die
IgE Expression in B-Zellen wirken. Da sie Uber usthiedliche Mechanismen IgE hemmen, ist eine
unspezifische Funktion ajsilent partner* des gemeinsamen Dimerisierungspartners &¥Rvahr-

scheinlich.
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2.4 Assoziation des TLR2 Promotor Polymorphismus A-16934-T mit schwe-

rer atopischer Dermatitis

Oh DY, Schumann RR, Hamann L, Neumann K, WormHdine G. Association of the toll-
like receptor 2 A-16934T promoter polymorphism wibvere atopic dermatitidllergy.
2009;64:1608-1%>*

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/ 10.11/j.1398-9995.2009.02066.x

Die atopische Dermatitis ist eine chronische, emdfithe Hauterkrankung, die durch eine multifakto-
rieller Genese sowie ansteigende Inzidenz in vebsth Industrienationen gekennzeichnet ist. Eine
genetisch-bedingt verminderte Funktion von Must&eenenden Rezeptoren, wie delfi-like rece-
potors(TLRs) wird als moglicher Pathomechanismus diskutie

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde der Einflessgenetischen Pradisposition unterschiedli-
cher Molekile Muster-erkennender Rezeptorsignalvibegtimmt.

Dazu wurden die Frequenzen von 9 unterschiedlicbenpolymorphismens{ngle nucleotide poly-
morphisms SNPs) in den Genen von TLR1, -2, 4-, -9 und despfatanolekils TIRAP mittels PCR
untersucht. Die Daten von 136 erwachsenen AD-Ratiewurden mit denen von 129 gesunden Pro-
banden verglichen, die bezlglich Alter und Gesdtiléibereinstimmten. Die TLR2-Expression und —
Funktion wurde von genotypisierten Spendern untitsu

Die SNP-Frequenzen sind zwischen beiden Untersgsignappen vergleichbar. In der Subgruppe der
Patienten mit schwerer AD (SCORAD >50), tritt dddR2-A-16934 Allel signifikant haufiger auf als

in der Kontrollgruppe. Die basald.R2Genexpression in peripheren Monozyten ist unabigargnm
Genotyp. Nach TLR2-Stimulation sind tendenziell beimozygoten Tragern dd4$.R2A-16934 Al-

lels erhdhte IL-6, nicht aber TNNFKonzentrationen, messbar.

Die gewonnenen Daten lassen erkennen, dass TLRZi&irAuspragung eines schweren AD-

Phanotyps relevant sein kbnnte.
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2.5 Zusammenhang zwischen Vitamin D-Rezeptor-Punktmutationen und

schwerer atopischer Dermatitis bei Erwachsenen

Heine G*, Hoefer N*, Franke A, Nothling U, Schumann RR,rknn L, Worm M. Associa-
tion of vitamin D receptor gene polymorphisms wstvere atopic dermatitis in adul&xr. J
Dermatol 2013;168:855-8° *=gleiche Mitarbeit.

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/10.11/bjd.12077

Vitamin D vermittelt immunologische Wirkungen, diei allergischen Erkrankungen nitzlich sein
konnten. Im Gen des Vitamin D-RezeptoMDR) sind Polymorphismensingle nucleotide poly-
morphisms SNP) bekannt, die allerdings bislang nicht beigPéen mit atopischer Dermatitis (AD)
untersucht wurden.

Zur Bestimmung der Frequenz von 4 haufiy#R-SNPs bei Patienten mit AD wurden 265 Patienten
mit AD und 265 gesunden Kontrollprobanden mitteéstktions-Fragment-Langen-Polymorphismus
Analyse untersucht.

Die untersuchterWDR-SNP-Frequenzen beider Untersuchungsgruppen ssgkesamt miteinander
vergleichbar. In der Subgruppe der Patienten nfitvecer AD tritt dasvDR-Bsml (rs1544410) G-
Allel, VDR-Apal (rs7975232) C-Allel un&/DR-Taql (rs731236) T-Allel haufiger auf als in Konfrol
gruppe. Diese SNPs sind hochgradig miteinandertigeheverbunden. DevDR-Haplotyp GCT kor-
reliert mit schwerer AD und komplement&AC mit Schutz vor AD. DieVDR-GCT Haplotypregion
ist evolutionar zwischen Menschen und Mausen keiextr Die Frequenzen de¥DR-Fokl
(rs2228570) SNP sind in beiden Gruppen vergleichber konstitutiveVDR Expression in Monozy-
ten homozygoter Spender mit d&BDR GenotypGCT oder AAC sowie deren unmittelbare Funktion
ist zwischen beiden Gruppen vergleichbar.

Die Daten weisen auf einen spezifischddR-Haplotyp hin, der gehauft bei Patienten mit sclewer
AD auftritt. Somit kdnnte VDR an der Auspragung @& partizipieren, beispielsweise durch Regu-

lation der epidermalen Barrierefunktion und/odemumologischer Wirkungen.
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3 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Erkenntnisse aubilZeer, molekularer und genetischer Ebene ge-
wonnen, die zum Verstandnis Vitamin D-vermitteifamunologischer Kontrollmechanismen beitra-
gen. Dabei standen Typ l-allergische ReaktioneAligemeinen und humane B-Zellen im Speziellen
im Fokus der Untersuchungen. Die Wirkungen aktteieDR werden durch direkte Verdnderung
der Transkription von VDR-Zielgenen (IgE-Regulatidir10) vermittelt sowie indirekt Uber Molek-
le, die ihrerseits die Typ l-allergische Reakti@eimflussen, beispielsweise durch Veranderungen im
Calcium-Stoffwechsel. Dies weist auf pleiotrope VRrkungen wahrend allergischer Reaktionen
hin.

Die Daten dieser Arbeit zeigen zwei unabhangigenum-regulatorische Wirkungen von Vitamin D
in B-Zellen im Kontext von Typ I-Allergien: verstde IL-10- und verminderte IgE-Produktion. Diese
Wirkungen sind Vitamin D-Rezeptor-vermittelt (VDR)nd resultieren aus direkter VDR-DNA-
Interaktion sowie Uber die transkriptionelle Regjola assoziierter Gene. Die molekulare Basis daflr
bildet die Induktion funktioneller VDR in humanenz&llen. Der VDR wird nicht basal von humanen
B-Zellen exprimiert, sondern durch Th2-abhéngiggnsie induzierf'>% Dies legt eine physiologi-
sche Funktion von VDR bei der Aktivierung und Diffazierung von humanen B-Zellen nahe. Im
Rahmen dieser Untersuchung erfolgte die VDR-Indwktind B-Zellaktivierung durch Mimikry akti-
vierter Th2-Zellen durch Zugabe des Zytokins ILatwktivierender anti-CD40 Antikérper zur Zell-
kulturn**>**® Die VDR-Aktivierung wird durch transkriptionell&ktivitat nach Stimulation mit dem
physiologischen Agonisten Calcitriol durch Induktides bekannten VDR-Zielge®YP24A1*>14°
und einer verstarkten Oberflachenxpression von Ct88offensichtlich. Diese Ergebnisse stehen im

Einklang mit der Literatdf**°%*°7

DasIL10 Gen wurde mittels biomathematischer Methoden sbwohRahmen in der vorliegenden
Arbeit als auch von anderen Arbeitsgruppen als dmém VDR-Zielgen identifizieft>**® Entspre-
chend wird IL10 von unterschiedlichen Zelltypen in Mensch und Madsrch Calcitriol
induzierf?#891% Ein VDR-abhéngiger Mechanismus ist anzunehmerhaidatienten mitoss-of-
function Mutation desVDR-Gens, im Gegensatz zu Gesunden, IL-10 nicht in leZenduziert
wird™®. Interessanterweise kann eine VDR-Aktivierung ilicl0 Produktion auch primar hemmen,
z.B. in Monozytenzelllinie?°. Diese Unterschiede kénnten durch zellspezifisobfaktoren und/oder
andere sekundare Mechanismen erklart werden, Bnduktion des Calciumkanals TRPV6, wie in
dieser Arbeit bei primdren humanen B-Zellen gezeigide®.

IL-10, das von B-Zellen sezerniert wurde, vermitégiti-entztindliche Funktionen in anderen Immun-
zellerf®*®®, die auch fiir die Typ I-Allergie relevant sind. diesen parakrinen Funktionen von IL-10

zahlt insbesondere die verminderte Sekretion inflaberischer Zytokine wie z.B. IL-1, IL-2, IL-5,
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IL-6, TNFo. sowie IFN/™®%. Dies resultiert aus direkten Wirkungen von IL-40f myeloide APCs,
deren verminderte Antigenprasentation tiber MHGald/ader Expression kostimulatorischer Moleku-
le beides zu verminderter Aktivierung von T-Helfdlen fiihrt*****®” In der Folge differenzieren
weniger inflammatorische T-Helferzellen (u.a. THaéllen), wahrend anti-inflammatorische IL-10-
sezernierende Tr1-T-Zellen sowie Fox@3eg Zellen verstarkt auftret&ri®’ Die Allergen-abhangige
IL-4-Sekretion von Th2-Zellen wird direkt durch Wihin D-induzierte IL-10 Treg-Zellen
verhindert®® Da B-Zellen fiir den Erhalt von Th2-Zellen einechtige Rolle spielen, wie durch B-
Zell Depletion gezeigt wurd® kénnte Vitamin D-induziertes IL-10 von B-Zellendirekt iber
dendritische Zellen, sowie direkt Uber Wirkungeri @itHelferzellen die Differenzierung von Th2-
Zellen hemmen.

Bezuglich Typ l-allergischer Erkrankungen wird angexmen, dass IL-10 bei allergischem Asthma
protektiv wirkt®®. So sind in den Lungen von Patienten mit allefggse Asthma bronchiale die IL-10
Konzentrationen niedriger als bei nicht-asthmagscKontrollert’®. Dabei ist eine Verbindung zwi-
schen Vitamin D und IL-10 bei Allergien wahrschahl Bei Patienten mit Glukokortikoid-
resistentem Asthma bronchiale ist die Dexamethastuzierbare IL-10-Expression in T-Zellen ver-
mindert, sie kann jedoch durch eine kurzfristigéct@ol-Behandlung iy vitro und systemisch) wie-
der hergestellt werdé?l. Entsprechend wird im Mausmodell durch gleichgeitGabe von Calcitriol
mit Allergen die bronchiale Hyperreagibilitdt sowpezifische IgE-Induktion vermindéft Diese
Wirkung wird durch IL-10- bzwTransforming growth factof- (TGFj)-spezifische Antikdrper par-
tiell, und bei Kombination beider Antikdrper vobisidig, aufgehoben. Bislang ist nicht bekannt, von
welchem Zelltyp das Vitamin D-induzierte IL-10 stanund wie genau beide Molekiile anti-
entzundlich wirken. Synergistische, unabhéngiga-iafilammatorische Wirkungen werden durch
Untersuchungen bei Mausen verdeutlicht, in denenvillzR sowie dadL10 Gen entfernt wurdé?
Diese Wirkungen werden iiber Milzzellen vermitteiicht durch Calcium-vermittelte Signalwéfe
Uber die Wirkungen von IL-10 bei anderen Typ I-adischen Manifestationsformen wie der atopi-
schen Dermatitis und der allergischen Rhinokonijiwitld liegen aktuell nur unzureichende Erkennt-
nisse vor. Erste Hinweise auf die genauen Mechariskdnnten durch Untersuchungen von zellspe-
zifischemVDR+ IL10-Doppelknockout in B-Zellen, T-Zellen und myeloid2ellen in einem entspre-
chenden Allergiemodell geklart werden. Durch geeselNerstarken dieser Mechanismen, beispiels-
weise durch spezifischemall moleculeskdnnte perspektivisch die anti-inflammatorische kiirg

von Vitamin D bei Typ l-allergischen Immunreaktioneerstarkt werden.

Durch VDR-Aktivierung wird die IgE-Synthese vitro um 80% gehemmt, nicht oder nur geringfugig
auch die Produktion anderer Isotypemies legt einen Isotyp-spezifischen Mechanismaisen Die
IL-4 Rezeptoraktivierung ist fur den IgE-Isotypess$enwechsel von B-Zellen essentiell. Mause mit
B-Zell-spezifischem KO der IL-4 RezeptafKette produzieren kein IgE. Da der IL-4/STAT6-
Signalweg durch VDR-Aktivierung in B-Zellen nichéréndert wird, sind direkte Wirkungen auf die
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IgE-Switchregion, die Interferenz mit CD40/NB-Aktivierung sowie weitere sekundare Prozesse

wahrscheinlich. Eigene Vorarbeiten deuten einerfiatenz des VDR mit dem IgE-Switchprozes&an

Naive B-Zellen sind priméare Zielzellen von Cal@triNach Stimulation mit IL-4 und anti-CD40 wird
VDR sowie in Gegenwart von Calcitriol das ZielggéWP24Alin naiven B-Zellen starker exprimiert
als in B-Gedéchtniszelléff. Dies resultiert am ehesten aus der erhdhten Esjore und Funktion des
IL-4 Rezeptors auf naiven B-ZellER dessen Signaling allein ausreicht, um VDR zu nietert’®.
Entsprechend eignet sich das IL-4/STAT6-induzi®berflachenantigen CD23 auf naiven B-Zellen
als Surrogatmarker fiir die VDR-ExpressibrDie gezielte Isolation dieser CD28aiven B-Zellen
unmittelbar vor molekularen Untersuchungen erhdbt Sensitivitat der VDR-Analysen und zwar
durch Verminderung der Hintergrundsignale von Zglidie nicht auf Calcitriol reagieren. Dieser kri-
tische Schritt ermdglichte die molekularbiologisdbietersuchung vonej einer Schliisselregion des
Isotypenklassenwechsels zu IgE. In einer Arbeit Berschungsgruppe von Prof. Margitta Worm
konnten wir erstmals einen VDR-DNA-Komplex ia mhachweisen, der die Transkription des IgE-
Switch Transkriptes vermindétt Die Hemmung der IgE-Switch Transkription ist astot mit einer
Verminderung der IgE Produktion. Entsprechend testldie Deletion des Switch Promotors in Iso-
typen-spezifischer Aglobulinanffe Dieser VDR/RXRi-DNA-Komplex wird durch Bindung von
Calcitriol an VDR initiiert und ist dadurch Vitamin-spezifisch. Entsprechend ist ohne Ligandenbin-

“0 mit RXR in ke lokalisiert. In der Summe weisen diese Daten

dung VDR nicht als silent partner
darauf hin, dass die IgE-Produktion durch direktekihgen des VDR auf die Einleitung des IgE-
Isotypenklassenwechsels in B-Zellen gehemmt wird.

Da die Vitamin D-vermittelte Hemmung der IgE-Exmies jedoch nicht vollstdndig durch die direkte
Interferenz mit dem IgE-Klassenwechsel erklart wisdirden zusatzlich weitere indirekte Mechanis-
men untersucht. Diese Mechanismen fped sesehr effektiv. Beispielsweise wird das IgE-Switch-
Transkript nach Stimulation mit IL-4 zu annaherr% von den IgM B-Zellen exprimiert, die al-
lerdings in nur zu 30% in IgE-sezernierende Zetlgferenzieren®”® Neben IL-4 ist die Stimulation
des CD40-Antigens fir den IgE-Klassenwechsel esdkerei Mausen, in denen das CD40-Antigen
selektiv auf B-Zellen oder der CD40-Ligand (CD1®f)fernt wurde, ist kein spezifisches IgE oder
IlgG1 nachweisbdt'®® Der Transkriptionsfaktor NkBp50 ist ein wichtiges Signaltransduktionsmo-
lekil von CD40 und fir den Isotypenklassenwechgselitsam. Beispielsweise ist in p50-KO-
Mausen die IgE-Serumkonzentration stark vermin@tfach, Vergleich: IgG1-10-fach, IgA-5-fach;
IgM gering erhéhtf. Vitamin D hemmt die Aktivierung von NEB-Untereinheiten in unterschiedli-
chen Immunzellefi. Eigene Arbeiten zeigen die verminderte ®"Bp50-Kerntranslokation in B-
Zellen durch Vitamin . In weiterfihrenden Arbeiten der Forschungsgruppe Frau Prof. Worm
wurde der zugrundeliegende Mechanismus naher bebehl’. Dessen transkriptionelle Hemmung
resultiert aus einer verminderten Bindung des CBKtiserten Transkriptionsfaktors NEBp65 in

der Promotorregion des p50-Vorlaufermolekiils gibBekannte Mechanismen, einschlieRlich eines
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direkten VDR-p65 Komplexes wie in murinen Fibrol¢a®® oder die Induktion desnhibitor of
NF«B-a (IkBa) wie fiir Makrophageli® beschrieben, konnten bei B-Zellen nicht bestatigtden.
Untersuchungen mittels Fluoreszenz-Resonanzenengséer (FRET) von Fluoreszenz-markierten
Fusionsproteinen (VDR, NiB-Untereinheiten) oder mittelsroximity ligation assayPLA), bei dem
gekoppelte Oligonukleotid-gekoppelte Antikérperesifolymerasekettenreaktion und folgende Bild-
gebung erlauben, kénnten dazu dienen, die Semditivnd Spezifitdt des Proteinkomplexnachweises
zu erhohen.

Ein Zielgen von NFe¢B und essentielles Molekll des Isotypenklassenvedslist das EnzyrActivati-
on-induced cytidine deamina$alD)*??’. Die dargestellten Ergebnisse zeigen eine vermiadex-
pression von AID nach Stimulation mit dem synthaien VDR-Agonisten ZK203278 sowie in gerin-
gerem AusmafR mit natiirlichem Calcitfi§l Diese kénnte zu der beobachteten IgE-Hemmungifunk
onell beitragen. Die biomathematische Préadiktiomteis rVISTA der University of California und
Matinspector von Genomatix (unpubliziert) gibt jedokeine Hinweise darauf, dass didD-
Promotorregion Ziel des VDR ist. Ob AID dennochatudie 4 isolierten VDR-DR3-Typ-Sequenzen
in der Promotorregion (bei -2472, -1903) sowiedntd (+2861 und +3440 ab Transkriptionsstart)
signifikant reguliert wird, oder ob nicht eher dieobachtete NkB-Verminderung dazu beitragt, ist
gegenwartig unbekannt. Letztere Hypothese wird ldulie beobachtete stabile AID Expression in
Gegenwart aktivierter nukledrer LXR-RXR-Dimere ustétzt, die keinen Einfluss auf NB-
Aktivierung in B-Zellen bewirkeft®

Neben der Induktion des IgE-Switchtranskriptes dad AID-Expression ist die Proliferation von B-
Zellen eine Grundvoraussetzung fiir den IgE-Isotifssenwechs&f'®> Die B-Zell-Proliferation
wird nur gering durch anti-CD40/IL-4 induziert uddrch VDR nicht signifikant regulieit™*® Unter
diesen Bedingungen ist somit die IgE-Hemmung Rrdifons-unabhéngigen Mechanismen auf den
Isotypenklassenwechsel zuzuordnen. Zu diesen zdlideidentifizierte transrepressive VDR-DNA-
Interaktion inle®, die verminderte NikB-Aktivierung'’* sowie die verminderte AID-Expressiéh
Untersuchungen unter Bedingungen einer hohen Hefiggsrate, z.B. durch zusatzliche Stimulation
mit IL-21, zeigen eine ausgepragte B-Zellprolifematund verstérkte Differenzierung von Plasma-
blasten®. Beide Prozesse werden durch VDR signifikant gehefh Dies bestétigt Daten von Chen
et al. mit anti-CD40/IL-21 stimulierten B-Zelléh Als Mechanismus werden Verénderungen im Zell-
zyklus angenommen, einschlieRlich der Induktionajetin D kinase-inhibitors pZ?. Auch wenn der
genaue Mechanismus nicht geklart ist, kdnnte eiemtdung des Zellzyklus’ durch VDR, zumindest
unter Bedingungen mit einer hohen Proliferatioresrdie IgE-Synthese zusétzlich vermindétn

Die funktionelle Bedeutung der VDR-Wirkungen aué dgE-Produktionn vivowurde durch die Ef-
fekte einer systemischen Gabe des niedrig-kalzimistbR-Agonisten ZK203278 nachgewieSén
Dieser VDR-Agonist vermittelt potente immunologisciVirkungenin vitro sowie in viva™®. Die
verwendete Dosis lag 60-fach Gber der maximal &glithen Calcitriol-Dosis, und es waren keine

Anzeichen firr eine Hyperkalziamie feststeli8&rwie bereits zuvor beschrieB&h In der Folge wa-
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ren bei Typ I-sensibilisierten BALB/c Mausen durdie therapeutische VDR-Agonist-Gabe signifi-
kant geringere spezifische IgE und IgG1 Antikdrpexentrationen im Serum nachweisbamDiese
Daten stehen in Einklang mit Ergebnissen aus VDRM&usen, bei denen im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren das spezifische und Gesamt-IgE im Serumheénvér und erganzen diésé Bemerkenswert
ist, dass in VDR-KO Mausen die Gesamt und spehénclgE Serumkonzentrationen trotz vermin-
derter Expression des Th2-Zytokins IL-4 erhdht siwds auf einen B-Zell-intrinsischen Effekt hin-
deutet.

Neben den anti-inflammatorischen Wirkungen fordlert0 bei B-Zellen die Differenzierung zu Plas-
mablasten, die IgG oder IgM, oder bei gleichzeiti§émulation mit TGB, IgA sezerniereli’. Die
IgE-Regulation durch IL-10 ist komplex und erscheibhéngig von der B-Zell-Differenzierung. Die
IL-4-induzierte IgE-Switchtranskription wird von 41L0 gehemmt, wohingegen die Plasmablasten-
Differenzierung von IgEB-Zellen durch IL-10 geférdert witef. Ob die Vitamin D-induzierte IL-10-
Produktion von B-Zellen an der Kontrolle von IgErtapiert, ist nicht endgultig gesichert. Eigene
Daten unterstiitzen diese Hypothese und zeigen, vdasB-Gedachtniszellen stammendes IL-10 die
ex viveinduzierte IgE Synthese heniffit Somit weisen diese Daten darauf hin, dass Calciturch

die Induktion von IL-10 bei aktivierten B-Zellendimekt die allergische Reaktion beeinflussen kdnnte
Es resultiert eine verminderte lokale Expressiditainmatorischer Zytokine sowie eine geringere
primére IgE-Induktion.

Die Untersuchungen der LXR-vermittelten WirkungemTyp-I Allergiemodell unterstiitzen die Spe-
zifitat der VDR-Wirkungen in B-Zellen. Die LXR teih mit VDR zahlreiche Gemeinsamkeiten: beide
sind nukledare Hormonzrezeptoren, heterodimerisiendnRXRa, und kénnen in Abwesenheit des
Liganden alssilent partnerdes RXRx transkriptionell wirke*®° Jedoch wird durch LXR, im Ge-
gensatz zu VDR, die NdB-Aktivierung IgE-Switch Transkription und AID duncaktivierte nukleare
LXR-RXR-Dimere nicht reguliett>. Auch wird durch VDR die CD23-Oberflachenexpression
Gegensatz zu LXR, nicht veranderin der Summe deuten diese Daten an, dass siamaakularer
Ebene die Mechanismen von LXR und VDR deutlich tetfleeiden und belegen dadurch die jeweilig
spezifische Wirkung. Im Bezug auf Typ-I Allergieemnitteln beide Rezeptoren einen hemmenden
Einfluss auf die humorale IgE-Antwort im Mausmod&it>? Ob durch gleichzeitige Gabe der Ligan-
den von LXR und VDR mdglicherweise synergistischekihgen erzielen lassen ist aktuell noch

nicht bekannt.

Zusammenfassend existieren unterschiedliche dinghkdeindirekte Vitamin D-vermittelte Mechanis-
men in B-Zellen, die den Isotypenklassenwechsel diadProduktion von IgE hemmen. Diese Kon-
trollifunktionen therapeutisch zu nutzen, ware voort¥il, weil nicht nur (non-IgB Effektorzellen,
sondern auch (IgE% Gedachtniszellen gebildet werden konnten. Eirengherapeutischer Antikdrper
(anti-human-Ige-M1"), der eine membrannahe Regies IgE erkennt, die in sezernierter Form nicht

vorkommt, depletiertin vitro und in humanisierten Mausen [g&edachtnis B-Zellen und Plas-
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mablasten und vermindert funktionell die allergis@kitemwegsentziindulig. Eine kombinierte Be-
handlung mit Depletion unerwiinschter fgEellen und gleichzeitiger mit Beeinflussung desmium-
systems mit Vitamin D, die in einer Blockade deB-lgotypenklassenwechsels resultiert, kdnnte die

therapeutische Effektivitat nachhaltig steigern.

Eine Schliisselbeobachtung dieser Arbeit ist, deisaerte humane B-Zellen in Folge der Expression
von CYP27B1 endogen aus 25(OH)D biologisch aktvakitriol bilden konneti®.

Somit kénnten aktivierte B-Zellen bei ausreichenderfligbarkeit von 25(OH)D durch Sekretion von
Calcitriol wirken. Uber den autokrinen Einfluss duf10 und die IgE-Produktion hinaus kénnten sie
parakrin indirekt Typ l-allergische Reaktionen heemffr. Beispielsweise differenzieren myeloide
dendritische Zellen in Gegenwart von Calcitrioltalerogenen, IL-10 sezernierenden Zellen, die anti-
entziindliche T-Zellen aus naiven Zellen generf@réxuch differenzieren T-Zellen in Gegenwart von
Calcitriol zu IL-10 produzierenden Zell®1® was im Zusammenhang mit einer Kontrollfunktion
allergischer Reaktionen diskutiert wifg*®®

Grundvoraussetzung fir die Entfaltung immunologegsdiunktionen von 25(OH)D ist dessen ausrei-
chende Verfuigbarkeit. Zwar existiert kein Konseberidie exakten Schwellenwettedoch werden
Serumkonzentrationen <50 nmol/L 25(OH)D als VitabiDefizienz bezeichnet. Dieser Schwellen-
wert ist wahrscheinlich zu gering. Dies wird dunebrminderte Calciumresorption, Erhéhung des
kompensatorischen iPTH und Prévalenz von OsteopEi8erumkonzentrationen <75 nmol/L nahe-
gelegt?®'**'® Interessanterweise sind im Serum die Konzentratiovon IgE bei 25(0OH)D <25
nmol/L erhéht und am geringsten bei einer VitamiuSfizienz (105-125 nmol/L§’. Dies ist mit
den eigenen Beobachtungen, dass VDR-AktivierundgleExpression hemmit®®**°und dieser Pro-
zess von der Verfugbarkeit von 25(0H)D abh&Rgyut vereinbar.

Eigene Daten zeigen, dass Vitamin D-Defizienz bes@hden und Allergikern wahrend der Winter-
monaten gehauft auftritt. Dies ist im Einklang mit der Literatur und resert aus dem geringen Vi-
tamin D-Gehalt der Nahrung, wie in einer repragardaUntersuchung des Robert-Koch-Instituts
gezeigt wird®® Dies bestatigend, ermittelte eine elegante bibemaatische Arbeit, durch Kalkulation
der Vitamin D-Menge in der Nahrung, der UV-Expasiszeit und den tatsachlichen 25(0OH)D Se-
rumkonzentrationen, dass letzteres weitestgehesdi@uUV-Biosynthese der Haut starfithtDiese
These unterstitzend, fallen wahrend der UV-armemt&ifinonate bei Gesunden und Allergikern ohne
Vitamin D-Einnahme die 25(OH)D-Serumkonzentratidn’a Insbesondere sind UV-defiziente Pati-
enten mit kutanem Lupus erythematodes, deren Brlraysaktivitédt durch Sonnenexposition ver-
starkt werden kann, ganzjahrig Vitamin D-defiziemie mit eigenen und Daten von anderen Autoren
gezeigt wurd€>% Somit kénnen immunologische Funktionen von Vitamiin defizienten Proban-
den untersuchen werden, die durch ausreichendenwmiit®-Einnahme immunologisch wirksame

25(OH)D-Serumkonzentrationen erreictén
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Ein weiterer Grund fiur eine unzureichende Calddfionktion bei Patienten mit Typ-l Allergien ist
dessen verminderte Synthese und Funktion. Um enetsch bedingte Pradisposition zu erkennen,
wurden in dieser Arbeit bei Patienten mit atopisddermatitis (AD) TLR2- und VDR-Genvarianten
untersucht, die zuvor mit (AD), allergischem Asthoder der Aktivierung von Immunzellen assozi-
iert wurderi®**>> Die AD ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankg. Hier spielen die genetische
Pradisposition und spezifische Umwelteinflissedigr Auspragung und Verlauf eine Rdllén dieser
Arbeit wurde ein Genpolymorphismus in ddtR2Promotorregion gehauft bei erwachsenen Patienten
mit schwerer AD identifiziett’. Das entsprechended.R216934-A-Allel wurde ebenfalls gehauft in
einer unabhangigen Kohorte von Patienten mit sobmatopischer Dermatitis bestatijt Reporteras-
says deuten auf eine gering-gradigss-of-functionMutation hirt®” und unterstiitzen die eigenen
funktionellen Datett*. Zuvor identifizierte Haufungen voFLR4und TLR$Polymorphismen wurden

in dieser Arbeit bei erwachsenen Patienten mit Adhtrreproduzieff®**® Dies ist am ehesten durch
unterschiedliche Patientenkollektive erklarbarspiglsweise durch die ausschlief3liche Untersuchung
von erwachsenen Patienten im Rahmen dieser Arkeiextrinsischer AD, die durch erhdhte IgE-
Serumkonzentrationen gekennzeichnefisPassend zur Hypothese, dass TaR216934-A-Allel

mit verminderter Funktion einhergeht, ist die TLRBuzierte Sekretion inflammatorischer Zytokine
von priméren Keratinozyten von Patienten mit atdpes Dermatitis im Vergleich zu gesunden Kon-
trollprobanden verringef®. Es wird diskutiert, dass diese verminderte Famktiles angeborenen
Immunsystems zur Neigung zu bakterieller Besiedlund haufigeren Infektionen bei der AD bei-
tragf®. Dariiber hinaus kénnte die identifizierte VariafitdR216934-A zu einer verminderten endo-
genen Calcitriol-Synthese und somit Funktion fuhmds das essentielle Enzym fiir diesen Prozess,
CYP27B1, in dendritischen Zellen durch TLR-2 abhigegignalwege induziert wiftl

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob esreninderte Calcitriol-Perzeption zum Phanotyp
der AD beitragen kénnte. Die Daten zeigen afiiR Genvariante [GCT" ) gehauft bei Erwachsenen
mit schwerer atopischer Dermatifis Vitamin D wirkt nicht nur auf Immunzellen, sondeauch auf
Keratinozyten. Die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Wareigte, dass die Auspragung eines Allergen-
induzierten Ekzems im Mausmodell durch einen nggdélcamischen synthetischen VDR-Agonisten
vermindert wird*. Als der zugrunde liegende Mechanismus wurde é@rénderung der epidermalen
Barriere identifiziert. Zu den relevanten Molekilgihlte die Induktion der epidermalen Transgluta-
minase sowie Filaggrin, Loricrin und Involucringdiir die optimale Struktur des Stratum corneums
bedeutsam sind. Die Daten dieser Arbeit weisenedég Wirkungsverstarkung der identifizierten
VDR-GCTVariante bei aufgereinigten, kurzfristig aktiviemtMonozyten hitt>. Wahrend der inflam-
matorischen Reaktion kann es durch komplexe zeduléteraktion und sekundére Wirkungen zu
einem Einfluss der Genvariante auf den klinischenadf kommen. Zu diesen Faktoren kdnnten eine
verminderte Funktion des angeborenen Immunsystemseine daraus resultierende verstarkte bzw.

verlangerte bakterielle Besiedlung der Haut z&fiten
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In aktuellen, genomweiten Untersuchungen grol3eteKive wurden neue Pradispositionsloci der
AD identifizier*** Diese beinhalteten nicht die im Rahmen dieseriddentifizierten SNPs im
TLR2sowieVDR Gen. Dies unterstiitzt einerseits, dass die mkitfaelle Genese der AD mit einer
genetischen Heterogenitat verbunden ist. FernentkdnUnterschiede in den untersuchten Patienten-
kollektiven zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihigeispielsweise wurden in den Untersuchungen
dieser Arbeit ausschlie3lich européaische Erwachsaitemittelschwerer bis schwerer AD einge-
schlossen, die erhdhte Serum-IgE-Konzentrationdwiesen. Ein limitierender Faktor der im Rah-
men dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchunged dia geringen Gruppengréf3en im Vergleich zu
0.¢g. genomweiten Untersuchungen.

Die identifizierten Polymorphismen imMLR2sowie VDR-Gen sind fur die Entwicklung einer AD
nicht pathognomonisch, da sie haufig auch bei $dimiGesunden vorkomm&h'>> Da diese Poly-
morphismen gehauft bei klinisch schwer Betroffengia seltener bei Patienten mit geringgradiger
Auspragung gehauft auftreten, kénnten Einflissedsifingeborene und erworbene Immunitat vorlie-
gen, die den Krankheitsverlauf einer bestehendenb&®influssett***> Auf eine direkte Funktion
Vitamin D-abhangiger Signalwege fir die PathogerteseAD weisen aktuelle Arbeiten auf geneti-
scher und epidemiologischer Ebene hin. In eineréisgmtativen japanischen Untersuchung wurde u.a.
der fiir das Calcitriol-inaktivierende Enzym CYP24&&nlocus bei Patienten mit AD identifiziért
Ferner ist bei Patienten mit AD und bekannter FgfagMutation ist die 25(OH)D Serumkonzentrati-
on im Vergleich zum Wildtyp erhé¥. Dies resultiert vermutlich auf der vermindertexpEession
einer UV-absorbierenden Filaggrin-Komponéffteind kénnte somit die jiingst beschriebene Erho-
hung der 25(OH)D-Konzentration in einer repraséveat Studie des Robert-Koch-Instituts (KiGGs)
erklarerd®”. zwar ist die funktionelle Relevanz dieser Ergsbai aktuell nicht bekannt, doch weisen
sie in der Summe auf eine anti-inflammatorischekian hin; durch Assoziation der im Rahmen
dieser Arbeit identifizierteVDR Genvariante mit schwerer AD, der Korrelation von(QHD)-
Defizienz mit dem Schweregrad der BPsowie der anti-inflammatorischen Wirkung im prakli
schen Modelf*. Um jedoch eine gesicherte Aussage iiber die Famkin Vitamin D auf den Ver-

lauf einer AD treffen zu kénnen, ist eine prospaktkontrollierte Studie erforderlich.

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeis, d@amin D auf molekularer Ebene nitzliche
Funktionen zur Kontrolle Typ I-allergischer Erkramigen vermitteln kann. Darliber hinaus weisen die
Ergebnisse darauf hin, dass fir die Untersuchungntaunologischen Funktionen von Vitamin D bei
Typ I-Allergien der Vitamin D-Status, die UV-Exptish sowie derVDR-Genotyp berlicksichtigt
werden sollte. Die Kenntnis dieser Einflussfaktokemn dazu beitragen, die Konzeption kinftiger
therapeutischer Studien zu immunologischen Wirkangm Vitamin D auf Typ I-allergische Reakti-

onen zu verbessern.

70



4 Zusammenfassung

Typ I-Allergien zahlen zu den h&aufigsten ErkrankemmgSie manifestieren sich meist in allergischer
Rhinokonjunktivitis, allergischem Asthma bronchialder Nahrungsmittelallergie. Auch bei der ato-
pischen Dermatitis, einer der haufigsten chronisddauterkrankungen, kénnen Typ I-Allergien eine
wichtige Rolle spielen. Vitamin D vermittelt, nebdan bekannten Wirkungen auf den Calciumstoff-
wechsel, immunologische Wirkungen, die bislang wemirstanden sind. Die Expression des Vitamin
D-Rezeptors (VDR) in Immunzellen erméglicht nacimdBing des biologisch aktiven Liganden Cal-
citriol, chem. 1,25-Dihydroxyvitamin B, eine spezifische Genregulation. Diese bewirktavide-
rungen der Aktivierung und Differenzierung von Inmzellen. Humane B-Lymphozyten spielen in
der Typ I-Allergie eine wesentliche Rolle. Sie kénnzu IgE-sezernierenden Zellen differenzieren.
Ferner kdnnen sie auch durch Zytokinsekretion umdig&nprasentation die Aktivierung von T-
Lymphozyten und somit deren Differenzierung beesgken. In dieser Arbeit werden Vitamin D-

abhéngige Mechanismen im Kontext der Typ I-Allengigersucht.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass Calcitriol Higression des anti-inflammatorischen Zytokins
IL-10 bei B-Zellen fordert. Dartiber hinaus wird dardirekte Interferenz des Vitamin D Rezeptors
(VDR) mit dem IgE-Isotypenklassenwechsel diese dgigiche Funktion im murinen Typ |-
Allergiemodell durch Verminderung der spezifischerd Gesamt-IgE-Serumkonzentrationen besta-
tigt. Diese involvierten Mechanismen in B-Zellen&iVDR-spezifisch, wie durch den Vergleich mit
einem anderen nukledren Hormonrezeptor, Ides-X-receptor in der Typ I-Allergie gezeigt. Cal-
citriol ist aufgrund der kurzen Halbwertszeit, deringen therapeutischen Breite und der Toxiziiét f
die langfristige Anwendung nicht geeignet. Ein Siskklergebnis dieser Arbeit zeigt, dass aktivierte
B-Zellen von exogenem Calcitriol durch Expressi@s éEnzyms CYP27B1, das die Aktivierung der
Vorstufe 25-Hydroxyvitamin D (25(OH)D) vermittelynabhangig werden. Andere Arbeitsgruppen
berichten tber eine endogene Calcitriol-Synthesé durch andere Immunzellen. Somit kénnte, vor-
ausgesetzt es ist ausreichend 25(0OH)D verfligbachdeine gezielte Immunaktivierung der Verlauf
von Typ I-Allergien beeinflusst werden.

Neben Vitamin D-Defizienz kénnte eine genetischihgi#® verminderte VDR-Signhaltransduktion
immunologische Funktionen beeinflussen. Im Rahniesed Arbeit wurde bei erwachsenen Patienten
mit schwerer atopischer Dermatitis ein Polymorphismmit Hinweisen auf Funktionsverlust im
TLR2Gen, das zuvor als relevant fur die endogene @alsgynthese gezeigt wurde, identifiziert.
Dariuber hinaus war eine definieN®R-Genvariante gehauft bei Patienten mit atopiscrenniatitis
feststellbar, die schwer erkrankt sind, nicht dib&rleichtem bis mittelschwerem Verlauf. Sind auch
die genauen Konsequenzen dieser Genpolymorphiskteallanicht vollstandig aufgeklart, so konn-

ten sie durch Veranderung der Vitamin D-Wirkungem gchweren Auspragung einer bestehenden
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atopischen Dermatitis sowohl durch Wirkungen aefaligeborene als auch auf die erworbene Immu-

nitdt oder die Keratinozyten selbst beitragen.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass Vitamin D wigeh Kontrollfunktionen vermitteln kann, die fur
die Entstehung und Erhaltung von Typ l-allergisclmmunreaktionen relevant sind, einschlief3lich
der Forderung von IL-10- und Hemmung der IgE-Praiduk Protokolle zur Untersuchung der Funk-
tion von Vitamin D, das endogen von Immunzellen Qailcitriol metabolisiert wird, auf Typ I-
allergische Reaktionen sollten den Vitamin D-Stagjamessen an der 25(0OH)D Serumkonzentration,
die UV-Exposition sowie delvDR Genotyp bericksichtigen. Die Ergebnisse diesereifrvagen
dazu bei, die immunologische Funktion von Vitamizu Kontrolle Typ I-allergischer Erkrankungen

besser zu verstehen, um diese zuklinftig geziglapeaitisch nutzen zu kénnen.
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