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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Der Einfluss von Vitamin D und seinen Analoga auf die in der Alzheimer-Demenz

relevante AB-Homoostase

Die neurodegenerative Erkrankung Morbus Alzheimer gewinnt aufgrund ihrer steigenden
Priavalenz zunehmend an klinischer, sozialer und wirtschaftlicher Relevanz. Eine
krankheitsmodifizierende Therapie ist in Europa bis jetzt nicht zugelassen. Als potenzieller
Therapieansatz gilt die Reduktion der histopathologisch vermehrt nachweisbaren amyloiden
Plaques. Obwohl Vitamin D auf molekularer Ebene in die Entstehung und den Abbau des
Amyloid-B Peptides (AB), dem Hauptbestandteil der amyloiden Plaques, eingreift, zeigen
epidemiologischen Studien bisher keinen ausreichenden therapeutischen Nutzen einer

Vitamin D Supplementierung in Bezug auf die Reduktion des Alzheimerrisikos.

In vielen medizinischen Bereichen werden synthetische Vitamin D Analoga eingesetzt, die
verdnderte Wirkungs- und Nebenwirkungsprofile mitbringen. Ziel der vorliegenden Arbeit
war daher die systematische Untersuchung molekularer Mechanismen ausgewihlter
Vitamin D Analoga auf die in der Pathologie von Morbus Alzheimer relevante Ap-
Homdostase sowie auf Entziindungsparameter am Beispiel von Interleukin-1f. In Zellkulturen
und murinen Hirnproben wurden die Effekte einer Inkubation der Vitamin D> Analoga
Paricalcitol und Doxercalciferol und der Vitamin D3 Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und
Alfacalcidol auf die Genexpression, Sekretase Aktivitit und die Proteinebene
unterschiedlicher Enzyme analysiert, die an der AB-Produktion und Degradation beteiligt sind.
Die Effektstirken wurden mit Ethanol als Ldsungsmittelkontrolle und mit natiirlich

vorkommenden Calcifediol verglichen.

Die Vitamin D Analoga reduzierten im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle in humanen
Neuroblastomzellen das AB-Gesamtlevel, was einerseits auf inhibierende Effekte auf die an
der AB-Produktion beteiligten - und y-Sekretasen, andererseits auf einen erhéhten AB-Abbau
durch das Enzym Neprilysin zuriickgefiihrt werden konnte. Neben Einfliissen auf die Aktivitat
dieser Enzyme, regulierte die Inkubation der Vitamin D Analoga auch die Genexpression.

Paricalcitol erhohte zudem die o-Sekretase Aktivitdt, durch die das Amyloid-
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Vorléauferprotein, aus dem AP durch proteolytische Spaltung entsteht, alternativ in Form einer
nicht-amyloidogenen Prozessierung zersetzt wird. Hierdurch wird die Entstehung von Af
verhindert. Dariiber hinaus wurde das Interleukin-13-Level durch alle Vitamin D Analoga
auller Paricalcitol signifikant gesenkt, sodass auch eine Regulation inflammatorischer
Prozesse gezeigt wurde. Die Effektstérken der untersuchten Vitamin D Analoga unterschieden
sich hierbei untereinander und in Bezug zu Calcifediol nicht signifikant. Vitamin D und seine
Analoga interagierten mit der B-Sekretase Aktivitdit und der AP-Degradation sowohl in
Hirnproben von Wildtypmadusen als auch in Hirnproben von Méiusen, in denen zuvor eine

Hypovitaminose D generiert wurde.

Die Ergebnisse untermauern den Zusammenhang zwischen Morbus Alzheimer und Vitamin D
und deuten darauf hin, dass eine Supplementierung von Vitamin D oder Vitamin D Analoga

einen praventiven und therapeutischen Nutzen bei Morbus Alzheimer haben konnte.

1.2 The influence of vitamin D and its analogues on the AB-homeostasis relevant in

Alzheimer’s disease

The neurodegenerative Alzheimer's disease is gaining increasing clinical, social and economic
relevance due to its rising prevalence. A disease-modifying therapy has not yet been approved
in Europe. A potential therapeutic approach is the reduction of the histopathological increased
detectable amyloid plaques. Although vitamin D intervenes at the molecular level in the
formation and degradation of amyloid (Af), which is the main component of amyloid plaques,
epidemiological studies have not yet shown sufficient therapeutic benefit of vitamin D

supplementation in terms of reducing the risk of Alzheimer's disease.

In many medical fields, vitamin D analogues are used, which bring altered efficacy and side
effect profiles. Therefore, the aim of the present study was to systematically investigate
molecular mechanisms of selected vitamin D analogues on AB-homeostasis, which is relevant
in the pathology of AD, and on inflammatory parameters using interleukin-1p-level as an
example. In cell cultures and examples of mouse brains, the effects of incubation of the
vitamin D> analogues paricalcitol and doxercalciferol and the vitamin D3 analogues

maxacalcitol, calcipotriol, and alfacalcidol on gene expression, secretase activity, and protein
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levels of different enzymes involved in AB-production and degradation were analyzed. Effect

sizes were compared with ethanol as a solvent control and with naturally occurring calcifediol.

The vitamin D analogues reduced total AB-levels in human neuroblastoma cells, which could
be attributed on the one hand to inhibitory effects on the - and y-secretases involved in Ap-
production and on the other hand to increase AB-degradation by the enzyme neprilysin. In
addition to influences on the activity of these enzymes, incubation of vitamin D analogues
also regulated gene expression. Paricalcitol also increased o-secretase activity, by which the
amyloid precursor protein, from which AP is generated by proteolytic cleavage, is
alternatively decomposed in the sense of nonamyloidogenic processing. This prevents the
formation of AP. In addition, interleukin-1B-level was significantly decreased by all vitamin D
analogues except paricalcitol, so regulation of inflammatory processes was also shown. The
effect sizes of the investigated vitamin D analogues did not differ significantly among each
other and in relation to calcifediol. Vitamin D and analogues interacted with B-secretase
activity and AB-degradation both in brain samples from wild-type mice and in brain samples

from mice in which hypovitaminosis D had been previously generated.

The results support the link between Alzheimer's disease and vitamin D and suggest that
supplementation of vitamin D or vitamin D analogues may have preventive and therapeutic

benefits in Alzheimer's disease.
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2 Einleitung

2.1 Die Alzheimer-Demenz und aktuelle Therapiemoglichkeiten

2.1.1 Krankheitsbild und Epidemiologie

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, die erstmalig 1906 durch Alois
Alzheimer beschrieben wurde. Dieser brachte kognitive und emotionale Einschrinkungen
seiner Patientin Auguste Deter mit neuropathologischen Auffélligkeiten im Gehirngewebe in

Zusammenhang (ALZHEIMER, 1906).

Heute wird der Krankheitsverlauf von Morbus Alzheimer in drei ineinander iibergehende
Stadien gefasst. Das initiale und lingste Stadium wird als préklinische Phase bezeichnet. Hier
laufen zerebral bereits charakteristische pathophysiologische Prozesse ab, die Patienten sind
jedoch noch symptomlos (JANSEN et al., 2015; SPERLING et al., 2011). Bis zu 20 Jahre
spéter treten erste milde kognitive Beeintrachtigungen (engl. mild cognitive impairment, MCI)
auf, die mittels neuropsychologischen Kurztests wie dem Mini-Mental-Status-Test (MMST)
oder dem Uhrentest objektivierbar sind. Betroffene leiden wunter zeitlich-Grtlicher
Desorientierung oder Gedéchtnisverlust. Alltagskompetenz und Selbststdndigkeit sind zu
diesem Zeitpunkt noch erhalten (PETERSEN, 2004). Ein Fortschreiten der Krankheit fiihrt
zum letzten Stadium, dem Stadium der Demenz. Im Diagnoseschliissel international
statistical classification of diseases and related health problems (ICD-10) sind Demenzen als
Syndrom mit kognitiven und emotionalen Beeintrachtigungen sowie Einschrinkungen des
Sozialverhaltens und der Motivation definiert. Betroffene Patienten verlieren ihre
Kommunikationsféhigkeit, ihre autobiographische Identitét und ihre Personlichkeit. Es folgt
eine zunehmende Pflegebediirftigkeit bis hin zur Bettldgerigkeit. Damit einher geht eine
erhohte Infektanfilligkeit, sodass die meisten Alzheimer-Dementen innerhalb von drei bis
zehn Jahren nach Diagnosestellung versterben, iiberwiegend an den Folgen einer Pneumonie

(BURNS et al., 1990).

Nach Schitzungen des World Alzheimer Reports leben derzeit weltweit {iber 55 Millionen
Demenzkranke, davon ca. 1,7 Millionen in Deutschland. Bis 2050 wird national mit einer

Verdopplung der Privalenz gerechnet, weltweit konnten bis dahin mehr als dreimal soviel
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Menschen erkrankt sein (DEUTSCHE ALZHEIMER GESELLSCHAFT E.V., 2021;
WORLD ALZHEIMER REPORT, 2021). Die Demenz gewinnt damit zunehmend an sozialer
und wirtschaftlicher Bedeutung (ZIEGLER, DOBLHAMMER, 2009). Morbus Alzheimer ist
mit 50 — 70 % die hdufigste Ursache einer Demenz. Weitere Ursachen sind beispielsweise die

vaskulére, frontotemporale oder Lewy-Korper-Demenz (ROCCA et al., 1991).

2.1.2 Biomolekulare und neuropathologische Mechanismen

Morbus Alzheimer geht mit charakteristischen neuropathologischen und neurochemischen
Merkmalen einher. Hierzu zihlen intra- und extrazelluldre Proteinablagerungen im
Hirngewebe, wodurch der Nahrstofftransport und die interneuronale Kommunikation gestort
werden. Zusitzlich wird die Sauerstoff- und Energieversorgung durch Proteinablagerungen in
Gefdllen erschwert. Langerfristig kommt es hierdurch zur Degeneration von Neuronen, zum
Zelltod und zur Hirnatrophie (THAL et al., 2004). Besonders betroffen sind der Hippocampus
und die kortikalen Hirnregionen, was makroskopisch in einer Vergroflerung der Sulci und
Ventrikel miindet (SCHOTT et al., 2005). Parallel laufen im Rahmen einer chronischen
Entziindung inflammatorische Prozesse ab, da das Immunsystem versucht die toxischen
Proteine zu entfernen. Aufgrund der dauerhaften Entziindungsreaktion weisen Alzheimer-
Demente im Vergleich zu Gesunden signifikant erhohte Zytokinkonzentrationen im Serum

auf (SWARDFAGER et al., 2010).

2.1.2.1 Tau-Pathologie

Die intrazelluldren Proteinablagerungen bestehen aus hyperphosphorylierten Tau-Proteinen.
Tau-Proteine sind im Zytosol vorkommende Proteine, die unter anderem an der Bildung und
Stabilisierung von Mikrotubuli beteiligt sind und hierdurch zu einem funktionsfidhigen
Zytoskelett beitragen. Die tiberméfBige Phosphorylierung von Tau-Proteinen fiihrt bei Morbus
Alzheimer zur Aggregation und zum Zusammenschluss der Tau-Proteine zu Neurofibrillen.
Dies fiihrt zur Destabilisierung und schlielich zur Zerstdrung der Neuronen, wodurch die
hyperphosporylierten Tau-Proteine aus dem Zytosol ins Liquor gelangen. Bei Patienten mit
Morbus Alzheimer kénnen daher im Liquor erhdhte Gesamt- und Phospho-Tau-Proteine im
Liquor nachgewesen werden. (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR NEUROLOGIE, 2016;
GRUNDKE-IQBAL et al., 1986).
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2.1.2.2 Amvyloid-[-Pathologie

Die extrazelluldren Proteinablagerungen setzen sich tiberwiegend aus aggregiertem Amyloid-
B (AB) zusammen, weshalb sie auch als amyloide oder neuritische Plaques bezeichnet werden
(BRAAK, BRAAK, 1991). AP entsteht durch eine sequentielle proteolytische Spaltung aus
dem Amyloid Vorlduferprotein (engl. amyloid precursor-protein, APP). Dieses wird initial
durch die B-Sekretase BACE1 (engl. f-site APP cleaving enzyme 1) geschnitten. Hierbei
entstehen ein in der Membran verbleibendes B-carboxy-terminales Produkt (engl. [(-C-
terminal fragment, B-CTF), sowie ein 10slicher amino-terminaler Rest, das sAPPP (engl.
soluble p-secreted APP), welches nach extrazelluldr frei gegeben wird (SINHA et al., 1999;
VASSAR et al., 1999). Die B-Sekretase ist eine membrangebundene Aspartatprotease und der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der amyloidogenen APP-Prozessierung. Anstelle der 3-
Sekretase kann auch die a-Sekretase APP schneiden. Sie durchtrennt APP in der AB-Doméne
und verhindert dadurch die spétere AB-Bildung, weswegen in diesem Fall von der nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung gesprochen wird (LAMMICH et al., 1999). Durch den a-
Sekretase Schnitt entsteht das membranstindige a-carboxy-terminale Produkt (engl. o-C-
terminal fragment, a-CTF) und ein 16slicher N-terminaler APP-Rest, der als sAPPa (eng!.
soluble a-secreted APP), bezeichnet wird. Die a-Sekretase gehort zur Proteinfamilie der

Disintegrin und Metalloproteasen (engl. a disintegrin and metalloprotease, ADAM). Die
Hauptvertreter bilden ADAM10 und ADAM17 (KUHN et al., 2010).

Nach dem initialen Schnitt der a- oder (-Sekretase folgt der y-Sekretase Schnitt. Die y-
Sekretase ist somit sowohl am amyloidogenen als auch am nicht-amyloidogenen Weg beteiligt
und schneidet das jeweils membranstindige o- oder B-CTF innerhalb der
Transmembrandoméne. Die y-Sekretase ist ein multimerischer Enzymkomplex aus den vier
Untereinheiten Presenilin 1 (PS1) oder Presenilin 2 (PS2), Presenilin Verstirker 2 (engl.
presenilin enhancer 2, PEN2), Nicastrin und Anterior Pharynx Defective 1 Homolog a
(APH1a) oder b (APH1b) (HAASS, 2004; KIMBERLY et al., 2003). PS1 oder PS2 bilden
hierbei als Aspartylpeptidasen das katalytische Zentrum. Nicastrin agiert als Substratrezeptor.
Bei der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung spaltet der Schnitt der y-Sekretase a-CTF in
eine intrazellulire Domine des APP (engl. APP intracellular domain, AICD) und das
Spaltprodukt p3. Im Falle der amyloidogenen APP-Prozessierung, bei der zuvor durch die -
Sekretase 3-CTF gebildet wurde, teilt die y-Sekretase das membranstdndige B-CTF in AICD

6
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und AB. AIDC wird in beiden Féllen ins Zytosol freigesetzt und ist transkriptionell aktiv
(D'ANDREA et al., 2021).

Die amyloidogene APP-Prozessierung ist per se kein pathologischer Vorgang, er lduft auch
physiologisch in gesunden Individuen ab (MICHIELS et al., 2021; SEHAR et al., 2022). Das
entstandene AP kann durch unterschiedliche Mechanismen abtransportiert oder abgebaut
werden. Der Abtransport von A erfolgt iiber das Lymphsystem, den Liquor oder iiber die
Blut-Hirn-Schranke, wo es im Anschluss unter anderem iiber den Blutkreislauf zu Leber und
Niere transportiert und dort eliminiert werden kann (SAGARE et al., 2007; WELLER et al.,
2000). Der Abbau von AP erfolgt im Gehirn durch Phagozytose von Mikroglia und Astrozyten
oder enzymatisch durch unterschiedliche Metalloproteasen (FRAUTSCHY et al., 1992;
MINERS et al, 2011). Das wichtigste AP degradierende Enzym ist hierbei die
Zinkmetalloendopeptidase Neprilysin (NEP) (HAMPEL et al., 2021; IWATA et al., 2001).
Des Weiteren wird AP auch durch das Angiotensin konvertierende Enzym (engl. angiotensin
converting enzyme, ACE), das Insulin degradierende Enzym (IDE) sowie die Matrix-

Metalloproteasen 2 und 9, die Serinprotease Plasmin und die lysosomale Cysteinprotease

Cathepsin B abgebaut (CHEN et al., 2017).

Bei Betroffenen der Alzheimer-Demenz kommt es verstirkt zur amyloidogenen APP-
Prozessierung bei gleichzeitig bis zu 30 % reduzierter AB-Elimination (MAWUENYEGA et
al.,2010; SELKOE, HARDY, 2016). Aus diesem Ungleichgewicht resultiert ein erhohter Af-
Spiegel. Das entstandene AB-Fragment aggregiert zu AB-Oligomeren, welche sich weiter zu
Fibrillen und spiter zu den unldslichen, extrazelluldren Plaques zusammenlagern (SAIDO,
2013). Hierbei weist insbesondere das aus 42 Aminosduren bestehende A4 eine hohe
Aggregationsneigung auf und wurde vermehrt in den amyloiden Plaques nachgewiesen
(JARRETT et al., 1993; WILLBOLD et al., 2021). Die hédufigere Variante, das 4 kDA grof3e
APao-Peptid zeigt eine geringere Aggregationstendenz (MATUSZYK et al., 2022).

2.1.2.3 Neuroinflammation und Interleukin-153

Durch die extra- und intrazelluldren Proteinablagerungen entsteht im zentralen Nervensystem
eine chronische Entziindungsreaktion, die als Neuroinflammation bezeichnet wird. Der
Prozess ist gekennzeichnet durch die iiberméBige Produktion von proinflammatorischen

Botenstoffen, sogenannten Zytokinen, die zu synaptischer Dysfunktion, neuronalem Tod und
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Hemmung der Neurogenese fiihrt (LENG, EDISON, 2021). Die Zytokine werden
insbesondere von aktivierten Gewebsmakrophagen, der sogenannten Mikroglia, welche die
zelluldire Immunabwehr im zentralen Nervensystem bildet, ausgeschiittet. Die Zytokine
kénnen in die fliinf Hauptgruppen der Interleukine, Interferone, Chemokine,
Tumornekrosefaktoren und koloniestimulierende Faktoren unterteilt werden (MENDIOLA,

CARDONA, 2018).

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Interleukin-1f (IL-1pB) ist ein Zytokin, welches
neben Mikroglia insbesondere von Astrozyten, pathogenen Lymphozyten und myeloischen
Blutzellen produziert wird. IL-1p {ibernimmt pleiotrope Funktionen, unter anderem aktiviert
es seinerseits Mikroglia und Astrozyten und fiihrt zur nachgeschalteten Synthese
proinflammatorischer Botenstoffe (MENDIOLA, CARDONA, 2018; SHAFTEL et al., 2008).
Dadurch nimmt IL-1B Einfluss auf neuronale Funktionen, indem es beispielsweise den Verlust
von Synapsen induziert. Dies geschieht unter anderem durch eine IL-1p vermittelte, erhohte
Synthese von Prostaglandin E2. Hierdurch wird priasynaptisch Glutamat freigesetzt und
postsynaptisch N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren) aktiviert, was zum
Synapsenverlust fiihrt (LENG, EDISON, 2021; MISHRA et al., 2012).

2.1.3 Diagnosestellung von Morbus Alzheimer

Neben der ausfiihrlichen Anamnese, der korperlichen Untersuchung und der
neuropsychologischen Diagnostik finden A, sowie die Gesamt- und Phospho-Tau-Proteine,
als Biomarker diagnostischen Einsatz. Bei unklaren klinischen Diagnosefillen empfiehlt die
aktuelle Demenz-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie sowie der Deutschen
Gesellschaft fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde eine
liquorbasierte neurochemische Demenzdiagnostik (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR
NEUROLOGIE, 2016). Erniedrigte APi.42-Werte sowie erhohte Gesamt- oder Phospho-Tau-
Proteinwerte im Liquor korrelieren hierbei mit der Wahrscheinlichkeit einer
neurodegenerativen Demenz (OLSSON et al., 2016). In aktuellen Studien wird auBerdem die
weniger invasive, blutbasierte Bestimmung von A als Biomarker und pradiktiver Test

untersucht (CARBONE et al., 2021; NAKAMURA et al., 2018; VERBERK et al., 2018).



Einleitung

Post mortem kann die neuropathologische Diagnose nach den ,,National Institute on Aging-
Alzheimer’s Association guidelines for the neuropathologic assessment of Alzheimer’s
disease* (NIA-AA Kriterien) gestellt werden. Als relevante Parameter zihlen hierbei das
Ausmal} der AB-Plaques sowie der Tau-Pathologie. Hierzu wird der ABC-Score genutzt, der
als Akronym fiir die eingehenden Parameter A -Plaques nach Thal, Braak-Stadien und dem
,, Consortium to establish a registry of Alzheimer’s disease” (kurz CERAD-Kriterien) steht
(KOVACS, GELPI, 2012). Thal et al. zeigten, dass sich die AB-Plaques nach einem typischen
Muster ausbreiten. Den ersten Ablagerungen im Neocortex folgen Ablagerungen in
limbischen Arealen wie dem Hippokampus, der Amygdala und dem Gyrus cinguli. Es folgen
das Dienzephalon, die Medulla oblongata und zuletzt das Kleinhirn (THAL et al., 2002). Auch
die Tau-Pathologie folgt einem Ausbreitungsmuster, welches durch die Braak-Klassifikation
beschrieben wird. Die ersten Neurofibrillenbiindel lagern sich transentorhinal ab, es folgt die
Regio entorhinalis und das Ammonshorn, sowie der Neokortex und sekundére Rindenfelder
(BRAAK et al., 2006; BRAAK, BRAAK, 1991). Die CERAD-Kriterien sind ein
Schétzverfahren zur alterskorrelierten Dichte der neuritischen Plaques. Hierbei werden der
Frontal-, Parietal- und Temporallappen ausgewertet und eine geringe, moderate oder hohe

Plaquedichte beschrieben (MIRRA et al., 1991).

2.1.4 Aktuelle priventive und therapeutische Ansdtze der Alzheimer-Demenz,

Gegenwirtig zugelassene und durch die Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie empfohlene
Antidementiva korrigieren den Spiegel bestimmter Neurotransmitter, welche durch den
neuronalen Untergang ins Ungleichgewicht geraten (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR
NEUROLOGIE, 2016). So wird durch den Einsatz von Acetylcholinesterase-Inhibitoren wie
Donepezil, Galantamin oder Rivastigmin der erniedrigte Acetylcholin-Spiegel angehoben,
wihrend NMDA-Rezeptorantagonisten, wie Memantin der erhohten Glutamatausschiittung
entgegenwirken (IQWIG-BERICHT, 2007, 2011). Hierdurch gelingt im Stadium der Demenz
eine kurzfristige symptomatische Besserung, der Krankheitsverlauf wird jedoch nicht

aufgehalten. Zudem ist die Therapie nebenwirkungsreich (FERRIS et al., 2009).

Pharmakologische Therapieansitze, die sich kausal gegen die Pathologie der Alzheimer-
Demenz richten, befinden sich in Priifung. Ein therapeutischer Nutzen konnte bisher jedoch

nicht ausreichend belegt werden. In den USA wurde 2021 eine Antikdrpertherapie mit dem
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monoklonalen Antikdrper Aducanumab zugelassen, der sich gegen 16sliches und aggregiertes
AP richtet. Die Zulassung ist jedoch unter anderem aufgrund friihzeitig beendeter
Zulassungsstudien umstritten, sodass eine neunjdhrige Bestitigungsstudie bis 2030 den
klinischen Nutzen iiberpriift (WALSH et al., 2021). Die Europdische Arzneimittelagentur
lehnte den Antrag auf Zulassung von Aducanumab  aufgrund fehlender
Wirksamkeitsnachweise und moglicher schwerwiegender Nebenwirkungen wie
Hirnschwellungen und -blutungen 2021 ab (MAY, 2021). Im Januar 2023 wurde in den USA
zudem der humanisierte monoklonale Antikdrper Lecanemab zugelassen, der ebenfalls
16sliche AB-Fibrillen bindet (SODERBERG et al., 2023). Auch dieser Antikorper zeigte in
der Placebo kontrollierten Zulassungsstudie positive Effekte auf die kognitive Leistung. Bei
26,4 % der Teilnehmer traten jedoch infusionsbedingte Reaktionen und unerwiinschte
Nebenwirkungen auf, sodass weitere Studien die Sicherheit und Wirksamkeit des Antikorpers

belegen miissen und in Europa bisher keine Zulassung besteht (VAN DYCK et al., 2023).

Auch B-Sekretase Inhibitoren befinden sich in klinischen Zulassungsstudien. Eine Studie des
B-Sekretase Inhibitors Verubecestat mit 1454 Patienten musste vorzeitig abgebrochen werden,
da das getestete Medikament die kognitive Leistung im Vergleich zur Placebo-Gruppe
verschlechterte (EGAN et al., 2019; WESSELS et al., 2020). Ein weiterer Therapieansatz
besteht in dem Einsatz anti-inflammatorischer Medikamente, wie beispielsweise dem
Antibiotikum Minocyclin. Auch hier konnen aktuelle Studien keinen ausreichenden klinischen
Nutzen belegen (HOWARD et al., 2020). Ebenso fehlen evidenzbasierte Daten beziiglich
Phytotherapeutika wie Ginkgo, die in der Alternativmedizin Anwendung finden (YUAN et
al., 2017).

Als nicht-medikamentdse Behandlungsform zeigte insbesondere Bewegungstherapie einen
Nutzen auf den Erhalt der kognitiven Funktion. In einer Metaanalyse, die insgesamt 36
Tierstudien auswertete, reduzierte sich durch regelméBige korperliche Betétigung signifikant
der AB-Gehalt (VASCONCELOS-FILHO et al.,, 2021). Im Alltag scheint jedoch die
Umsetzung einer effektiven Bewegungstherapie bei Demenzkranken aufgrund des Alters, der
hiufig bestehenden Multimorbiditdit und der fehlenden Pflege- und Betreuungskrifte
schwierig umzusetzen (FORBES et al., 2015; GROOT et al., 2016; LAUTENSCHLAGER et
al., 2008).

10
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Aufgrund der fehlenden Therapie wird der Privention von Morbus Alzheimer ein groBer
Stellenwert zugeschrieben (BAUMGART et al.,, 2015). Als potenziell modifizierbare
Risikofaktoren der Alzheimer-Demenz gelten Risikofaktoren wie Rauchen, arterielle
Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus und Hypercholesterinimie. Durch die
Modifizierung des Lebensstils, insbesondere durch die Vermeidung kardiovaskuldrer
Risikofaktoren, kann das Demenzrisiko um bis zu 30 % gesenkt werden. Insbesondere
korperliche und geistige Betdtigung, aber auch eine ausgewogene Erndhrung konnen die
Kognition verbessern (KULMALA et al., 2018; LIVINGSTON et al., 2020). Insbesondere der
Lipidhaushalt, aber auch unterschiedliche Vitamine, darunter Vitamin A, Vitamin E, Vitamin
K und Vitamin Bi> stehen mit Morbus Alzheimer in Verbindung und zeigen antioxidative

Effekte (GRIMM et al., 2016; KAO et al., 2020; LAUER et al., 2022).

Doch auch wenn einige Risikofaktoren durch priventive MaBnahmen reduziert werden
konnen, lassen sich die Hauptrisikofaktoren der Alzheimer-Demenz, das Alter, die Genetik
und die familidre Vorbelastung, nicht vermeiden (HEBERT et al., 2010). Mit dem Alter steigt
die Priavalenz von Morbus Alzheimer. In den USA litten 2021 5,3 % der 65-74-Jdhrigen,
13,8 % der 75-84-Jdhrigen und 34,6 % der 85-Jdhrigen an Morbus Alzheimer
(ALZHEIMER'SASSOCIATION, 2021). Als genetischer Risikofaktor gilt insbesondere die
Tréagerschaft des Apolipoproteins E €4. Heterozygote Genotypen erkranken statistisch dreimal
héufiger, homozygote Triger 12-15-fach héufiger an Alzheimer-Demenz (BEKRIS et al.,
2010; MICHAELSON, 2014; SAUNDERS et al., 1993). Dariiber hinaus sind weitere Gene
identifiziert, die beispielsweise {liber die APP-Homdostase, den Lipid- oder
Energiestoffwechsel, die Neuroinflammation oder oxidativen Stress mit Morbus Alzheimer in

Verbindung stehen (BERTRAM et al., 2007; LAMBERT, AMOUYEL, 2011).

Zudem sind Punktmutationen in den fiir APP, PSI oder PS2 kodierenden Genen bekannt, die
eine seltene, friith auftretende Unterform von Morbus Alzheimer ausldsen. Die Haufung dieser
als familidre Alzheimer-Demenz bezeichneten Form beléuft sich auf ca. 1 % aller Fille von
Morbus Alzheimer und wird autosomal dominant vererbt. Betroffene erkranken
typischerweise bereits vor dem 55. Lebensjahr an der Alzheimer-Demenz (SCHEUNER et al.,
1996).
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2.2 Vitamin D und die Hypovitaminose D

2.2.1 Metabolismus und Funktion von Vitamin D

Das fettldsliche Vitamin D zeigt strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zu den
Steroidhormonen. Im Gegensatz zu anderen Vitaminen ist es keine essenzielle Verbindung,
sondern 80 — 90 % des Vitamin D Bedarfes konnen bei ausreichender Sonneneinstrahlung
durch korpereigene Synthese aus Cholesterol gedeckt werden (SASSI et al., 2018). Der
restliche Bedarf wird iiberwiegend in Form von Ergocalciferol (Vitamin D2) oder
Cholecalciferol (Vitamin D) iiber die Nahrung zugefiihrt (BENEDIK, 2022). Ergocalciferol
wird durch photochemische Prozesse in Pflanzen und Pilzen gebildet. Cholecalciferol stellt
die Speicherform des Vitamin D in tierischen Produkten dar und wird beispielsweise durch

den Verzehr fettreichen Fisches wie Lachs substituiert (BENEDIK, 2022).

Die korpereigene Vitamin D Synthese beginnt in der Leber durch die Dehydrierung von
Cholesterol zu 7-Dehydrocholesterol (7-DHC). An das Vitamin D bindende Protein (DBP)
gebunden gelangt 7-DHC {iber den Blutkreislauf in die Haut, wo durch Ultraviolette-B-
Strahlung (UV-B Strahlung) der Wellenldnge 290-315 nm Pré-Vitamin D3 gebildet wird. Pré-
vitamin D3 wird unmittelbar durch eine temperaturabhédngige Isomerisierung in das Seco-
Steroid Cholecalciferol umgewandelt (GORING, 2018). Im Anschluss werden sowohl das
exogen aufgenommene als auch das kutan gebildete Cholecalciferol an DBP gebunden in die
Leber transportiert. Hier wird Cholecalciferol durch die 25-Hydroxylase zu Calcifediol
(25(OH)D3) hydroxyliert (SAPONARO et al.,, 2020). Calcifediol stellt ein wichtiges
Zwischenprodukt dar, das zwar biologisch weniger aktiv als die aktive Form Calcitriol
(1,25(0OH)D3) ist, in seiner Konzentration jedoch auch weniger reguliert wird, wodurch der
Spiegel eng mit den Vitamin D Reserven des Korpers korreliert. Es stellt daher einen
wichtigen klinischen Indikator dar, anhand dessen die Vitamin D Serumkonzentration
bestimmt wird. Calcifediol wird insbesondere in der Niere, aber auch in anderen Zielgeweben
durch die la-Hydroxylase zur aktiven Form Calcitriol hydroxyliert (FRASER, KODICEK,
1970; SAPONARO et al., 2020).

Calcitriol wirkt im Korper iiber einen im Zellkern liegenden Steroidrezeptor, der als

Vitamin D Rezeptor (VDR) bezeichnet wird. Auch der Zwischenmetabolit Calcifediol kann
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an den VDR binden, jedoch mit einer deutlich geringeren Affinitdit (BROWN et al., 1999).
Durch die Bindung an den Rezeptor kommt es zur Heterodimerisierung des VDR mit dem
Retinoid X Rezeptor. Dieser wandert in den Zellkern, und kann dort an das Vitamin D
Response Element in der Promotorregion von Calcitriol regulierten Genen binden
(CARLBERG, 2019; LOWE et al., 1992). Des Weiteren kann Vitamin D {iiber nicht
genomische Mechanismen wirken, z.B. durch die Beeinflussung von Kalziumkanilen
(ZMIJEWSKI, 2022). Der Abbau von Calcifediol und Calcitriol erfolgt durch die 24-
Hydroxylase. Ein hoher Calcitriol Spiegel induziert den Abbau, wodurch sich der Korper vor
einer Hypervitaminose schiitzt (BROWN et al., 1999).

Vitamin D spielt eine zentrale Rolle im Kalzium- und Phosphat-Haushalt, indem es deren
Resorption im Darm und deren Einbau in den Knochen reguliert. Damit beteiligt sich
Vitamin D mafigeblich am Knochenstoffwechsel (DELUCA, 2004). Auflerdem nimmt
Vitamin D Einfluss auf das Immunsystem (CHUN et al., 2014; GUNVILLE et al., 2013).
Ebenso ist Vitamin D mafigeblich an der Gehirnentwicklung und neuronalen Prozessen
beteiligt und {ibernimmt beispielsweise eine wichtige Funktion bei der Proliferation,
Differenzierung und dem Wachstum von Neuronen. Es reguliert Neurotransmitter,
neurotrophe Faktoren und das Kalzium-Gleichgewicht im Gehirn (BREWER et al., 2006;
BREWER et al., 2001; NAVEILHAN et al., 1996).

2.2.2 Entstehung, Hiufigkeit und Folgen einer Hypovitaminose D

Die National Institutes of Health definieren Calcifediol Serumwerte unter 30 nmol/l
(12 ng/ml) als manifesten Vitamin D Mangel. Konzentrationen zwischen 30 — 50 nmol/l (12-
20 ng/ml) gelten als unzureichend, Konzentrationen iiber 50 nmol/l (20 ng/ml) werden als
addquate Vitamin D Versorgung angesehen (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2022).

In der ,, Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland® bestand bei 56 % der
Erwachsenen zwischen 18-79 Jahren und bei 45,6 % der Kinder und Jugendlichen zwischen
1-17 Jahren ein suboptimaler Vitamin D Wert < 50 nmol/l. 15,2 % der Erwachsenen wiesen

Werte < 30 nmol/l und somit einen Mangel an Vitamin D auf (GOSSWALD et al., 2012).
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Die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE) beschreibt Vitamin D unabhingig von der
Erndhrungsform als potenziell kritischen Nihrstoff (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR
ERNAHRUNG, 2012; GERMAN NUTRITION, 2012). Laut der Nationalen Verzehrstudie Il
des Max-Rubner-Instituts und des Bundesforschungsinstituts fiir Erndhrung und Lebensmittel
wurden in Deutschland iiber die Erndhrung durchschnittlich 2 — 4 pg Vitamin D pro Tag
zugefiihrt. Damit unterschritten 82 % der Manner und 91 % der Frauen die empfohlene Zufuhr
von 20pg Vitamin D pro Tag (GERMAN NUTRITION, 2012; MAX RUBNER-INSTITUT,
2008). Insbesondere an Morbus Alzheimer erkrankte Patienten weisen gehduft Mangel- und
Untererndhrungszustdnde auf. Eine Studie zeigte zudem eine Assoziation zwischen dem
Erndhrungszustand von Patienten mit Morbus Alzheimer und signifikanten Verdnderungen
der Biomarkern fiir Morbus Alzheimer (DOORDUIJN et al., 2019). Zudem kann die
Vitamin D Resorption z.B. aufgrund von gastrointestinalen Erkrankungen beeinflusst werden

(BILEZIKIAN et al., 2021; MAURYA, AGGARWAL, 2017).

Insgesamt spielt die Bedarfsdeckung des Vitamin D Spiegels iiber die Erndhrung jedoch eine
untergeordnete Rolle, da der Tagesbedarf an Vitamin D zu 80 — 90 % iiber die korpereigne
Vitamin D Synthese gedeckt wird (BILEZIKIAN et al., 2021). Diese ist auf die UV-
Exposition der Haut angewiesen. Faktoren wie der Breitengrad und damit der Einfallswinkel
der Sonnenstrahlung, die Jahres- und Tageszeit sowie die Hohe der Luftverschmutzung
nehmen Einfluss auf die Effektivitdt der Vitamin D Synthese (WACKER, HOLICK, 2013).
Die DGE empfiehlt in Deutschland zur optimalen Bedarfsdeckung abhingig von der
Jahreszeit eine tdgliche Sonnenlichtbestrahlung von 5-20 min. Hierbei sollte ein Viertel der
Korperoberflache in der Mittagssonne exponiert werden. Bei Sonnenlichtbestrahlung am Vor-
oder Nachmittag sollte die Bestrahlungszeit verdoppelt werden (DEUTSCHE
GESELLSCHAFT FUR ERNAHRUNG, 2012). Personen, die sich kaum oder gar nicht im
Freien aufhalten, bilden eine Risikogruppe fiir Hypovitaminose D. Hierzu zéhlen insbesondere
dltere Personen und chronisch Kranke, die sich durch Immobilitit, Bettldgerigkeit oder
Pflegebediirftigkeit dauerhaft innerhduslich authalten. Auch Sduglinge, die direkter Sonne
noch nicht ausgesetzt werden sollten, bilden eine Risikogruppe (MANSUR et al., 2022). Ein
erhohtes Risiko fiir eine Unterversorgung haben auch Menschen, die aus kulturellen,
religiésen oder medizinischen Griinden die Grofe der exponierten Hautfldche einschrénken.
So zeigte eine Studie, das Burka-Trigerinnen hdufiger unter Vitamin D Mangel leiden

(AJMANI et al, 2016). Ob die Vitamin D Synthese durch das Auftragen von
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Lichtschutzfaktor verhindert wird, wird kontrovers diskutiert. Ein internationales Gremium
aus dreizehn Experten weist jedoch darauf hin, dass Sonnenschutz die Vitamin D Synthese

nicht beeinflusst (NEALE et al., 2019; REICHRATH, 2009; WARING, POLLACK, 1987).

Neben der Sonneneinstrahlung spielt auch die Zusammensetzung der Haut eine entscheidende
Rolle beziiglich der Vitamin D Syntheseleistung. Stark pigmentierte Haut kann weniger
Vitamin D bilden als helle Hauttypen (AMES et al., 2021). Zudem beeinflusst die 7-DHC
Konzentration der Haut die Vitamin D Synthese. In gealterter Haut sinkt der 7-DHC Gehalt
und auch die Dicke der Haut nimmt im Alter ab. Passend dazu reduziert sich in dlterer Haut
die Syntheseleistung fiir Vitamin D um bis zu 50 % (HOLICK, 1995; MACLAUGHLIN,
HOLICK, 1985; NEED et al., 1993). Zuletzt kann aufgrund unterschiedlicher Erkrankungen,
Arzneimittelinteraktionen oder zunehmendem Alter die Leistung der Leber und Niere zur
Vitamin D Synthese abnehmen. Diese Griinde resultierten darin, dass bis zu 90 % der &lteren

Generation unter einer Hypovitaminose D leiden (ANNWEILER et al., 2011).

Die Folgen einer Hypovitaminose D leiten sich von den diversen Funktionen ab, die
Vitamin D iibernimmt. Durch seine zentrale Rolle im Knochenstoffwechsel fiihrt ein
Vitamin D Mangel zu Mineralisierungsstorungen und Erweichung des Knochens. Bei Kindern
kann dies zu schwerwiegenden Wachstumsstérungen oder bleibenden Deformitéten fiihren,
wie sie bei der Rachitis auftreten. Bei Erwachsenen fiihrt ein manifester Vitamin D Mangel
zu Osteomalazie und — porose (BOUILLON et al., 2022a) Hierdurch steigt das Frakturrisiko.
Neben Knochenmineralisierungsstorungen fiihrt die Hypovitaminose D auch zu einer
reduzierten Muskelkraft (BOUILLON et al., 2022a) Auch eine zunehmende Inzidenz nicht-
skelettaler Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2, kardiovaskuldren
Erkrankungen, Autoimmun-, Infektions- und Krebserkrankungen werden mit niedrigeren
Vitamin D Spiegeln assoziiert (AMREIN et al., 2020; AO et al., 2021). Es wird eine erhdhte
Infektanfilligkeit insbesondere der Atemwege beschrieben (GUNVILLE et al., 2013;
THEODORATOU et al., 2014). Zudem wird eine mdgliche Assoziation zwischen einer
Hypovitaminose D und depressiven Verstimmungen sowie chronischer Miidigkeit diskutiert.
Eine evidenzbasierte Aussage diesbeziiglich ist aufgrund der limitierten Literaturlage jedoch
noch nicht moglich (PARKER et al., 2017; ROY et al., 2021; ROY et al., 2014; SAJI PAREL
et al., 2022).
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2.3 Vitamin D Supplementierung & synthetische Vitamin D Analoga

2.3.1 Vitamin D Zufuhr und Supplementierung bei Risikogruppen

Die Hauptindikation zur Vitamin D Supplementierung bildet ein bestehender Vitamin D
Mangel (BOUILLON et al., 2022b; DEB et al., 2020). Die DGE gibt bei Erwachsenen zur
Aufrechterhaltung physischer und psychischer Funktionen einen téglichen Vitamin D Bedarf
von 20 pug, fiir Sduglinge einen Referenzwert von 10 ug pro Tag an (DEUTSCHE
GESELLSCHAFT FUR ERNAHRUNG, 2012). Bei intakter endogener Synthese und
ausreichender Vitamin D Zufuhr iiber die Erndhrung ist zur Bedarfsdeckung keine

Supplementierung notwendig.

Risikogruppen, deren endogene Vitamin D Synthese beispielsweise aufgrund von Immobilitét
und einer hieraus resultierenden geringen Sonnenexposition eingeschrinkt ist, wird eine
tagliche Supplementierung in Hohe des Referenzwertes von 20 pg Vitamin D (800 IE/d)
empfohlen. Zur Vorbeugung von Knochenerkrankungen werden insbesondere geriatrischen
Patienten sogar hohere Dosen bis 1000 IE/d empfohlen (DEUTSCHE GESELLSCHAFT
FUR ERNAHRUNG, 2012). Siuglinge, die aufgrund ihrer groBen Koérperoberfliche im
Verhdltnis zum  Korpervolumen und der eingeschrinkten Mdglichkeit  zur
Temperaturregulation direkter Sonne nicht ausgesetzt werden sollen, sollten insbesondere im
ersten Lebensjahr tdglich 10 pg Vitamin D (400 IE/d) erhalten (RIZZOLI, 2021). Die
Supplementierung kann mit unterschiedlichen natiirlich vorkommenden Vitamin D
Priaparaten oder synthetisch hergestellten Vitamin D Analoga erfolgen und gewinnt
zunehmend an klinischer und wirtschaftlicher Relevanz, was sich in steigenden
Verordnungsraten widerspiegelt (LUDWIG, 2021). Cholecalciferol (Vitamin Ds) bildet dabei
die verordnungsstarkste Gruppe, 2020 wurden 548,6 Millionen Tagesdosen verordnet (SOSA
HENRIQUEZ, GOMEZ DE TEJADA ROMERO, 2020). Insbesondere 2020 stieg die
Verordnungsrate stark an, was auf die zeitgleiche SARS-CoV-2 Pandemie zuriickzufiihren ist,
da der Nutzen einer Vitamin D Supplementierung in Bezug auf Prophylaxe und Therapie einer
SARS-CoV-2 Infektion kontrovers diskutiert wurde und Teile der Bevolkerung eigenméchtig
Vitamin D Priparate zufiihrten (LUDWIG, 2021). Ergocalciferol (Vitamin D2) wird aus
Pflanzen gewonnen und bietet sich daher z.B. zur Supplementierung fiir vegane und

vegetarische Erndhrungsformen an (GIUSTINA et al., 2020). Die enterale Absorption von
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Ergocalciferol ist ebenso effizient wie die von Cholecalciferol, sodass sich die
Bioverfiigbarkeit beider Vitamin D Formen nicht relevant unterscheidet (BOREL et al., 2015).
Beide Formen nehmen nach ihrer Aufnahme am Vitamin D Metabolismus teil und werden

durch die 25- und lo-Hydroxylierung aktiviert.

Arzneimittelinteraktionen,  Leber- und  Nierenfunktionsstérungen oder  weitere
Pathomechanismen konnen die Kapazitit der 25- oder la-Hydroxylase minimieren und die
Synthese der Vitamin D Préparate dadurch beeintrachtigen (LAM et al., 2018; THIEL et al.,
2023). Zur Uberwindung dieses Problems wurden Vitamin D Priiparate wie Calcifediol,
Calcitriol oder weiter modifizierte synthetische, hydroxylierte Vitamin D Analoga entwickelt.
Calcifediol ist bereits an Czs hydroxyliert und umgeht damit die hepatische 25-
Hydroxylierung. Es ist polarer als Cholecalciferol, wird durch den Darm effektiver resorbiert
und erreicht schneller seinen Wirkspiegel. Dadurch weist es eine kiirzere Halbwertszeit (10-
13 Tage) als Cholecalciferol (Halbwertszeit 19 Tage) auf, was bei Intoxikationen ein Vorteil
ausmachen kann. Gemessen am Anstieg des Vitamin D Serumspiegels ist die Wirksamkeit
von Calcifediol im Vergleich zu Cholecalciferol mindestens dreifach hoher (CIANFEROTTI
et al.,, 2015). Daneben sind fiir einige klinische Indikationen unterschiedliche synthetisch
hergestellte Vitamin D Analoga zugelassen, die durch Modifizierungen der Strukturformel ein
verdndertes Wirk- und Nebenwirkungsprofil mitbringen (MAESTRO et al., 2019). Die
synthetisch hergestellten Vitamin D3 Analoga Alfacalcidol, Maxacalcitol und Calcipotriol
leiten sich von Vitamin D3 ab, wihrend die Vitamin D> Analoga Paricalcitol und
Doxercalciferol auf der Grundstruktur des pflanzlichen Ergocalciferols basieren. Alfacalcidol,
Paricalcitol und  Doxercalciferol =~ werden  zur  Therapie des  sekundéren
Hyperparathyreoidismus eingesetzt. In Japan sind zudem die Analoga Maxacalcitol und
Falecalcitriol fiir diese Indikation zugelassen (BOLLERSLEV et al., 2015; MAZZAFERRO
et al., 2007). Calcitriol, Tacalcitol, Calcipotriol und in Japan auch Maxacalcitol werden bei
Psoriasis vulgaris verschrieben (LUNG et al., 2022). AuBerdem werden Calcitriol,
Alfacalcidol und Eldecalcitol zur Vorbeugung und Therapie von Osteoporose eingesetzt
(BROWN, 2001; MAESTRO et al., 2019). Hier wird einerseits bei Erkrankungen wie
Osteoporose oder sekundirem Hyperparathyreoidismus genutzt, dass Vitamin D in den
Knochenstoffwechsel eingreift, indem es die Kalzium- und Phosphathomdostase reguliert.
Andererseits  finden die antiproliferativen,  zelldifferenzierungsfordernden  und

immunsuppressiven Wirkungen einzelner Vitamin D Analoga beispielsweise bei der
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Behandlung der Psoriasis vulgaris Anwendung (MAESTRO et al., 2019). Tabelle 1 gibt einen
Uberblick iiber Indikationen und Wirkungsweisen zugelassener Vitamin D Analoga. Der

genaue strukturelle Aufbau und die klinische Relevanz der Modifizierungen, der im Rahmen

dieser Arbeit untersuchten Vitamin D Analoga, werden in Kapitel 5.4.1 diskutiert.

Tabelle 1 Uberblick iiber Indikation zugelassener Vitamin D Analoga und ihr Wirkmechanismus

Indikation

Zugelassene
Vitamin D Analoga

Wirkmechanismus

Rachitis Cholecalciferol, Erh6éhung der Resorption von
Osteomalazie Ergocalciferol, Kalzium und Phosphat im
Calcifediol, Darm und der Niere
Calcitriol
Erhohung der Knochendichte
Osteoporose Calcitriol,
renale Osteopathie Alfacalcidol, (CIANFEROTTI et al., 2015)

Eldecalcitol (Japan)

Psoriasis vulgaris Calcitriol, Inhibition
Calcipotriol, der Hyperproliferation
Tacalcitol, epidermaler Keratinozyten

Maxacalcitol (Japan)

und T-Lymphozyten

Inhibition von Chemokinen,
die Psoriasis vulgaris triggern

(LUNG et al., 2022)

Hypoparathyreoidismus | Calcitriol, Ausgleich des Vitamin D
Alfacalcidol Mangels, der durch den
Parathormonmangel entsteht
(BOLLERSLEV et al., 2015;
PETERSENN et al., 2019)
Chronische Calcitriol, Reduktion der Parathormon-
Niereninsuffizienz, Doxercalciferol, Freisetzung
Hyperparathyreodismus | Alfacalcidol,
Paricalcitol, (BROGAN et al., 2020; KIM,

Maxacalcitol (Japan),
Falecalcitriol (Japan)

SPRAGUE, 2002;
MAZZAFERRO et al., 2007)

18



Einleitung

Die Vitamin D Analoga werden zukiinftig an wirtschaftlicher Relevanz gewinnen, da die
Inzidenz unterschiedlicher Indikationen, bei denen Vitamin D und Vitamin D Analoga
zugelassen sind, stetig zunimmt. Beispielsweise kommen unterschiedliche Vitamin D
Analoga bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz zum Einsatz und bis 2040 ist mit einem

Anstieg dialysepflichtiger Patienten um 20-23 % zu rechnen (HACKL et al., 2021).

Dariiber hinaus sind Vitamin D Analoga eine wichtige Sdule in der Therapie des
postoperativen  Hypoparathyreoidismus, dessen Inzidenz  aufgrund  steigender

Schilddriisenoperationen zunimmt (SCHAFFLER, 2010).

Der Einsatz von Vitamin D Analoga in Bezug auf Morbus Alzheimer wurde erstmalig im

Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht.

2.3.2 Nebenwirkungen und Risiken einer Vitamin D Supplementierung

Eine beschriebene Nebenwirkung einer Vitamin D Supplementierung, insbesondere wenn
hierfiir Calcitriol eingesetzt wird, ist die Hyperkalzdmie (TINAWI, 2021). Diese kann zu
gastrointestinalen Beschwerden, Appetitlosigkeit, Ubelkeit und Erbrechen fiihren. Auch ein
erhohtes Auftreten von Nephrolithiasis wird im Rahmen einer Hyperkalzdmie beschrieben.
Zudem konnen psychische Symptome wie Bewusstseinsstorungen, Psychosen oder
Depressionen ausgeldst werden. Letztlich kann eine Hyperkalzédmie in schweren Féllen auch

zu Herzrhythmusstorungen oder zum Tode fiihren.

Toxische Effekte werden ab Serumkonzentrationen von 150 ng/ml beobachtet (AVENELL et
al., 2014). In unterschiedlichen Studien ging die Anwendung von Vitamin D Analoga mit
einem signifikant niedrigeren Risiko zur Entwicklung einer Hyperkalzimie einher im
Vergleich zur Anwendung von Calcifediol oder Calcitriol (ERBEN et al., 1997; SPRAGUE
etal., 2003; TAMURA et al., 2005).
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2.4 Fragestellung der Arbeit

Die Alzheimer-Demenz gewinnt zunehmend an Relevanz und bisher existiert keine
ausreichende kausale Therapie. Vitamin D steht iiber unterschiedliche Mechanismen mit
Morbus Alzheimer in Verbindung und ein mdglicher Nutzen einer Vitamin D
Supplementierung wird kontrovers diskutiert. Multimorbiditdt und Polypharmazie kénnen
dazu fiihren, dass die Verstoffwechselung von natiirlich vorkommenden Vitamin D Priparaten

wie Ergocalciferol und Cholecalciferol insbesondere bei élteren Patienten eingeschrankt ist.

Daher konzentriert sich diese Arbeit auf den Nutzen synthetischer Vitamin D Analoga in
Bezug auf die Alzheimer-Demenz, da dieser Zusammenhang bisher nicht untersucht wurde.
Vitamin D Analoga weisen durch Modifizierungen ihrer Strukturformeln verdnderte Wirk-
und Nebenwirkungsprofile auf, wodurch sie im Vergleich zu natiirlich vorkommenden
Vitamin D Priparaten Vorteile bei unterschiedlichen Grunderkrankungen bieten und bei
dlteren an Morbus Alzheimer erkrankten Patienten mit bestehender Multimorbiditit und
Polypharmazie effektiver eingesetzt werden konnten. Ziel der vorliegenden Arbeit war die
systematische Untersuchung der Effekte therapeutisch genutzter Vitamin D Analoga auf
relevante Pathomechanismen der Alzheimer-Demenz. Hierzu wurde der Einfluss von
Vitamin D> Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol und der Vitamin D; Analoga
Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol auf die AP-Homoostase und das IL-1B-Level
untersucht. In unterschiedlichen Zelllinien sowie in murinen Hirnproben wurden die
Auswirkungen einer Inkubation mit Vitamin D Analoga auf unterschiedliche an der Af-
Produktion und Degradation beteiligter Enzyme bestimmt. Dies geschah einerseits auf
Proteinebene, andererseits wurden Genexpressionen und die Sekretase Aktivitit analysiert.
Verglichen wurden die Effekte mit denen der reinen Losungsmittelkontrolle sowie mit einer
Inkubation von Calcifediol. Es wurde untersucht, ob signifikante Unterschiede zwischen den
Vitamin D Analoga bestehen und ob die Substitution mit Vitamin D Analoga der Substitution
mit Calcifediol iiber- oder unterlegen ist. Dariiber hinaus wurde analysiert, inwiefern sich die
Effektstirken unterscheiden, wenn die Substitution bei bestehendem Vitamin D Mangel oder

bei ausreichendem Vitamin D Status erfolgt.

Diese Arbeit soll dadurch zum Verstindnis beitragen, inwiefern Vitamin D Analoga einen

praventiven und therapeutischen Ansatzpunkt der Alzheimer-Demenz bilden.
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3 Material und Methodik

3.1 Geriite

Tabelle 2 Zur Durchfiihrung der Experimente verwendete Geriite

Gerit Hersteller
4°C-Schiittler Rocky Frobel

-20°C Gefrierschrank Premium Liebherr

-80°C Gefrierschrank Hera Freeze Thermo Electron
8-Kanal-Multipipette, elektronisch Eppendorf
Analysewaage Sartorius
Brutschrank 37°C Heraeus
Einfrierbox Cryo 1°C Freezing Container Nalgene
ELISA-Reader Multiscan EX Thermo Scientific
Fluorometer Safire2 Tecan
Gelkammer Novex Mini- Cell Life Technologies
Hamilton Pipette Hamilton
Lichtmikroskop Leica
Magnet-Heizriihrer MR2002 Heidolph Instruments
Mikrowelle Micromat AEG

Minilys Homogenisator Peqlab
Multipipette plus Eppendorf
NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer Thermo Scientific
N2-Abdampfvorrichtung VLH

N2-Tank GT 140 -196°C Air Liquide

OD Lesegerit fiir 96-Lochplatten Thermo Fisher
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PCR-Zykler PRIMUS 25 ADVANCED

Peqlab

pH-Meter 766

Calimatic Knick

PikoReal PCR System Thermo Scientific

Pipetboy Comfort INTEGRA Biosciences AG
Pipetten-Set Research Eppendorf

Power-Supply fiir Tankblot LKB Bromma
Power-Supply Model 200 / 2.0 fiir BioRad

Gelelektrophorese

Reagenzglasschiittler Multi-Reax Heidolph

Rotor TLA-100 fiir Ultrazentrifuge

Beckmann Coulter

Rontgenkassette Quanta 111 Dupont
Scanner CanoScan LiDE5S0 Canon
Software Analyst 1.5 AB Sciex

Software Image Gauge V3.45

Fuji Science Lab

Software PikoReal 2.1

Thermo Scientific

Software SPSS Statistics 22 IBM Corporation
Sterilbank HeraSafe Heraeus
Teflonhomogenisator B.Braun
Teflonschaber Neolab
Thermomixer comfort Eppendorf
TransBlot Gel-Halter mit Schwdmmen BioRad
Transferkammer TransBlot Cell BioRad
Uberkopfschiittler Reax2 Heidolph
Ultrazentrifuge Beckmann
Vortex Genie2 Bender & Hobein
Wasserbad GFL
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Wippschiittler SkyLine Shaker S-4 ELMI

Zentrifuge 5415D Eppendorf
Zentirfuge Avanti J-20 XP Beckmann Coulter
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus
Zentrifuge Biofuge Primo Heraeus
Zentrifuge Fresco21 Heraeus
Zentrifuge Labfuge GL Heraeus Heraeus

3.2 Chemikalien

Tabelle 3: Zur Durchfiihrung der Experimente verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
a-Sekretase Substrat (#565767) Calbiochem
[-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
[-Sekretase Substrat (#565758) Calbiochem
[-Sekretase Inhibitor 11 Merck Millipore
v-Sekretase Inhibitor [V (#565788) Calbiochem
v-Sekretase Substrat (#565764) Calbiochem

1-Step PNPP Thermo Scientific
Alfacalcidol MedChem Express
Bacitracin Santa Cruz Biotechnology
BCA-Losung Sigma Aldrich
Bromphenolblau Carl Roth

BSA Carl Roth

BSA, fettsaurefrei Sigma Aldrich
CaClyx 2H,0 Merck Millipore
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Calcifediol MedChem Express
Calcipotriol MedChem Express
Chloroform, HPLC grade Merck Millipore

Complete Protease Inhibitor Cocktail (- EDTA)

Roche Diagnostics

CuSO4 x SH2O Carl Roth

DMEM Sigma Aldrich
DMSO Carl Roth
Doxercalciferol MedChem Express
ECL-Hyperfilm Amersham

ECL-L6sung (Western Lightning Plus ECL)

Perkin Elmer

EDTA (Titriplex III) Carl Roth
Entwicklerlosung GBX Kodak

Ethanol, HPLC grade Sigma Aldrich
Fast SYBR Green Master Mix Life Technologies
FCS PAN Biotech
Fixierlosung Kodak

Glycerin J.T. Baker
Glycin AppliChem
HEPES, ph 7,4 Carl Roth

HCL VWR

H,O, HPLC grade VWR

H,O, RNase-frei Qiagen
Hygromycin B PAN Biotech
Isopropanol, HPLC grade VWR

KCL Merck Millipore
KH,PO4x 3H,0 Merck Millipore
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L-Glutamin Sigma Aldrich
Lipofectamin TM 2000 Invitrogen
Maxacalcitol MedChem Express
Methanol, HPLC grade VWR

MgCl Sigma Aldrich
MEM nicht-essentielle Aminoséure Losung Sigma Aldrich
Milchpulver, blotting grade Carl Roth
Na;HPO,4 x H,0 Carl Roth

NaCl AppliChem

NaOH Carl Roth
Natrium-Desoxycholat Sigma Aldrich
Natriumpyruvat Sigma Aldrich
NEM Santa Cruz Biotechnology

NEP-Substrat

R&D Systems

Nonidet P40 Substitute

Substitute Fluka

Opti-MEM Life Technologies
Paricalcitol MedChem Express
Penicillin/Streptomycin-Losung Sigma Aldrich
Protease-Inhibitor-Cocktail mit AEBSF Merck Millipore
ProteingroBemarker Page Ruler Promega
Protein-G-Sepharose Sigma Aldrich
SDS Sigma Aldrich
Saccharose Sigma Aldrich
Synthetisches Peptid AB40 Bachem

Tricin Biomol

Tris/HCL Sigma Aldrich
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Triton X-100 Merck Millipore
Trizma Base Sigma Aldirch
Trizol Life Technologies
Trypsin-EDTA-Losung Sigma Aldrich
Tween-20 Sigma Aldrich
ZnCl, Merck

3.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4 Zur Durchfiihrung der Experimente verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller
96-Lochplatte MaxiSorp, schwarz VWR
96-Lochplatte, transparent Greiner
Cryo Tube Vials Nunc
ECL-Hyperfilm Amersham
Einfrierréhrchen 1,8 ml Nunc
Falconr6hrchen, 15 ml/ 50 ml Sarstedt
Filterpapier Whatman
Fotokopierfolien TypeC A4 Xerox
Glasflaschen, 2 ml NeoLab
Glaspipetten NeoLab
Kaniilen (0,6 mm x 25 mm / 0,55 mm x 25 mm) Becton, Dickinson, Company
Keramik-Kiigelchen fiir Minilys-Homogenisator, 1,4 mm | Peqlab
Multitip Aufsétze flir Multistep-Pipette Eppendorf
Nitrozellulosemembran Porengrofle 0,2 pm / 0,45 um Whatman
Novex Pre-Cast gels 10-20% Tricine 1,0 mm x 10well, 12

well Invitrogen
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VWR

Reaktionsgefile 1,5 ml/ 2 ml

Eppendorf

Tris-Tricin-Gele, 10-20 %

Anamed Gelelektrophorese

Verschlussfolie fiir RT-PCR-Platten

Thermo Scientific

Wheaton-Réhrchen Wheaton
Zellkultur 6-Lochplatte / 24-Lochplatte / 96-Lochplatte Falcon
Zellkulturschale 100 x 20 mm Sarstedt
3.4 Antikorper
Tabelle 5 Verwendete Antikorper
Bezeichnung | Hersteller Epitop/ Klonalitit Verwendung
Abcam, BACEL1 (AS 485-501) / BACE!- Western Blot
ab2077 Cambridge, polyklonal
UK
R&D Systems, | NEP, polyklonal NEP-Aktivititsmessung
AF1182 Minneapolis,
MN, USA
MyBioSource, freier C-Terminus des sAPPB- Western Blot
San Diego, humanen sAPPf /
Mbsd92139 | A, Usa polyklonal
Dako, Maus-IgG / polyklonal HRP-gekoppelter
P0260 Hamburg, Sekundéarantikorper fiir
Deutschland Western Blot
Millipore, APP (Aminoséure 5-10 der | Gesamt-Ap-
w02 Billerica, AB-Sequenz) / monoklonal | Immunprézipitation;
MA, USA SAPP a-Western Blot/
AB-Gesamtdegradation
Promega, Kaninchen-IgG / HRP-gekoppelter
W401B Mannheim, polyklonal Sekundéarantikorper fiir
Deutschland Western Blot
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3.5 Kits

Tabelle 6 Verwendete Kits
Bezeichnung Verwendung Hersteller
Cytotoxicity LDH-Test Roche
Detection Kit
High Capacity komplementére DNS-Synthese Thermo Fisher Scientific
c¢DNA RT Kit
Human IL-1p IL-1B-Bestimmung Abcam
ELISA Kit

3.6 Primer

Tabelle 7 Verwendete Primer
Gen (Protein) Forward Reverse

ACTB (B-Aktin)

5-CTT CCT GGG CAT GGA
GTC-3

5-AGC ACT GTG TTG GCG
TAC AG-3’

5’- GCC TAT GCT GAG ATT

5¢-GGA GAA GAG GTT GGG

BACEI BACED) | 500 AGG-3- AAC GTG-3¢
IDE (IDE 5’- TGC CCT AGA CAG GTT | 5’-CTC CAG GCA TCA TTC
(IDE) TGC AC-3’ ATC ACA T-3
VME (NEP 5-GAT CAG CCT CTC GGT | 5-TGT TTT GGA TCA GTC
(NEP) CCT TG-3 GAG CAG-3’
NCSTN 5-CTG TAC GGA ACC AGG | 5-GAG AGG CTG GGA CTG
(Nicastrin) TGG AG-3 ATT TG-3

TBP (TATA-box
binding protein)

5¢ CGG AGA GTT CTG GGA
TTG T-3¢

5¢-GGT TCG TGG CTC TCT
TAT C-3¢
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3.7 Zelllinien

Tabelle 8 Verwendete Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung

Murine Neuroblastom-Zelllinie,
N2a Wildtyp zur Verfiigung gestellt durch Prof. Dr. Kins, Humanbiiologie und

Humangenetik, Technische Universitit Kaiserslautern

SH-SYSY Wildtyp Humane Wildtyp-Neuroblastom-Zelllinie

SH-SYS5Y mit stabiler Expression von humanem APPgos/
SH-SY5Y APPgos
Hygromycin B-Resistenz / Hergestellt von Dr. Heike Grimm

3.8 Murines Material
(entsprechend (GRIMM et al., 2014))

Alle Tierversuche erfolgten unter strikter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetztes.
(Nummer des Tierschutzantrags: 17/2011) und in Kooperation mit der Klinik fiir Innere
Medizin V des Universititsklinikums des Saarlandes unter der Leitung von Prof. Dr. med. Dr.

rer. nat. Bals.

Die Bezeichnung, der Hersteller und die Herkunft der Mauslinien sind Tabelle 9 zu

entnehmen.

Tabelle 9 Verwendete Mauslinien

Bezeichnung Beschreibung/ Hersteller / Herkunft

Weibliche Wildtyp Mause / Charles River, Sulzfeld, Deutschland
WT-Méuse zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Matthias Laschke (Institut fiir
(C57BL/6) Klinisch-Experimentelle Chirurgie, Universitatsklinikum des

Saarlandes, Homburg)
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Weibliche Vitamin Ds- defiziente Méuse / Charles River, Sulzfeld,
VitD; -/~ Maéuse | Deutschland / zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Dr. Robert Bals
(C57BL/6) (Klinik fiir Innere Medizin V, Universitétsklinikum des Saarlandes,

Homburg)

Die ausschlieBlich weiblichen Mause wurden verhaltensgerecht in einer Gruppengrofle von 7-
10 Tieren pro Kéfig untergebracht. Entsprechend eines zwolfstiindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus wurden die Tiere von 7 Uhr bis 19 Uhr beleuchtet. Die Haltung erfolgte unter Ad-
libitum-Fiitterung bei konstanter Temperatur von 20-22 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 50-

60 %.

3.8.1 Generierung einer Hypovitaminose D3 im murinen Modell

Zur Generierung einer Hypovitaminose D wurden weibliche C57BL/6 Mause ab ihrer
sechsten Lebenswoche fiir insgesamt sechs bis neun Monate mit einem Futter ohne Vitamin

D (C1017/Altromin, Lange, Deutschland) gefiittert.

Die Kontrollgruppe hingegen erhielt ein Futter mit 500 IE/kg Vitamin D3 (C1000/Altromin,
Lange, Deutschland). Die Zusammensetzung der Kalorienmenge und der restlichen
Néhrwerte, insbesondere der Protein-, Fett-, Kohlenhydrat-, Ballaststoff- und Mineralgehalt

war in beiden Futtermitteln identisch.

3.8.2 Totung der Mdiiuse und Priiparation der Maushirne

Die T6tung und Préparation der Wildtypmé&use erfolgten gemeinsam mit Anna Lauer und Dr.
rer. nat. Lisa Nalbach. Die Toétung und Préparation der Vitamin D Mangeltiere wurden
kooperativ von Dr. Johannes Lehmann, Dr. Christian Herr, Inge Tomic und Dr. Janine Mett

durchgefiihrt.

Den Versuchstieren wurde intraabdominell eine letale Dosis an Narkosemittel injiziert. Nach
Todeseintritt wurden die Versuchstiere auf einer Styroporunterlage in Bauchlage an den
Extremitéten fixiert. Das Fell iiber dem Hinterkopf wurde mit einer Pinzette angehoben und
mittels eines medialen Sagittalschnitts durchtrennt. Die Schéddelkalotte wurde eréffnet, um das

nun freiliegende Gehirn zu priparieren. Nachdem das frisch entnommene Gehirn in NaCl
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gewaschen wurde, konnte es zur Lagerung in ein Kryogefaf tiberfiihrt werden und fiir spétere
Experimente in fliissigem Stickstoff schockgefroren werden. Die Lagerung erfolgte ebenfalls

in fliissigem Stickstoff.

3.9 Zellbiologische Methoden

3.9.1 Kultivierung und Kryokonservierung eukaryotischer Zellen
(nach (FRESHNEY, 2011))

Phosphate buffered saline (PBS)

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

8,1 mM Na;HPO4 x 2H;0

1,5 mM KH2P04

Einstellen des pH-Werts auf 7,5 mit HCI

Die Kultivierung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten eukaryotischen Zellen erfolgte
im Inkubator bei einer konstanten Temperatur von 37 °C unter 5 % COz-Atmosphire und einer
Luftfeuchtigkeit von 95 %. Bis zum Erreichen von 90-100 % Konfluenz wurden die Zellen
mit 10 ml Medium in Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm angereichert. Die

Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien ist in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10 Verwendete Zellkulturmedien

Zelllinie Zellkulturmedium

N2a WT DMEM
0,1 mM MEM Aminoséure-Losung
10 % (v/v) FCS
100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

SH-SY5Y WT DMEM
0,1 mM MEM Aminoséure-Losung
10 % (v/v) FCS
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SH-SYS5Y APPsos DMEM

0,1 mM MEM Aminoséure-Ldsung
10 % (v/v) FCS

400 pg/ml Hygromycin B

Zur Uberfiihrung der Zellen erfolgte nach Absaugung des verbrauchten Kulturmediums ein
einmaliger Waschschritt mit 5 ml sterilem PBS. Danach wurden die Zellen nach
zweiminiitigem Einwirken von 1,5 ml Trypsin/EDTA-L§sung mit einer Glaspipette abgelost
und vereinzelt. Die Zellsuspension wurde mit 8,5 ml frischem, vorgewédrmten Medium
aufgefiillt und abhdngig von der verwendeten Zelllinie wurden 0,5-3 ml in neue Kulturschalen
passagiert, welche ebenfalls mit frischem Medium auf 10 ml aufgefiillt wurden. Fiir
nachfolgende Experimente erfolgte die Aussaat der Zellsuspension auf 6-, 12-, 24-, oder 96-

Lochplatten.

Um die Zellen langfristig lagern zu kdnnen, wurden Kryokulturen angelegt. Hierzu wurden
die Zellen wie zuvor beschrieben mit 5 ml PBS gewaschen und mit 1,5 ml Trypsin/EDTA von
den Zellschalen abgeldst und in 4,5 ml Kulturmedium vereinzelt. Diese Zellsuspension wurde
zum folgenden Zentrifugationsschritt in Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei
355 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen, wihrend das Zellpellet in
1,5 ml standardisiertem Kulturmedium DMEM (engl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium),
welches zu 20 % mit fetalem Kélberserum (engl. fetal calf serum, FCS) angereichert wurde,
resuspendiert wurde. Im Anschluss wurde die Losung mit weiteren 1,5 ml DMEM mit 20 %
FCS und 20 % Dimethylsufloxid (DMSO) verdiinnt. Im néchsten Schritt wurde die
Suspension in je zwei KryogefiBle zu jeweils 1,5 ml aliquotiert. Diese wurde in einer
Einfrierbox aus Styropor auf -80 °C heruntergekiihlt und anschliefend im fliissigen Stickstoff

gelagert.

Zur Rekultivierung wurden 8,5 ml vorgewdrmtes Kulturmedium in ein Zentrifugenrdhrchen
vorgelegt und die aufgetauten Gefrierkulturen darin aufgenommen. Diese Zellsuspension
wurde fiir 5 min bei 355 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet
wurde in 10 ml frischem Kulturmedium resuspendiert und dann gleichméBig in eine 10 cm

Schale uberfiihrt.
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Die gesamten Anwendungen an den eukaryotischen Zellen wurden steril in einer dafiir

vorgesehenen Sterilwerkbank durchgefiihrt.

3.9.2 Inkubation von Zellen mit Vitamin D Analoga
(Neu-Etablierung modifiziert nach (GRIMM et al., 2014))

Fiir alle Inkubationen wurden konfluente Zellen, die zuvor mindestens zweimal passagiert
wurden, verwendet. Vor Inkubationsbeginn wurden die Zellen auf 6-, 24- oder 96- Lochplatten
ausgesit. Bei einer erreichten Zellkonfluenz von 80-90 % erfolgte die Reduktion des FCS-

Gehaltes im Medium fiir 16 h auf 0,1 %-2,5 %, um Nebeneffekte des im FCS enthaltenden

Vitamin D zu minimieren.

Da Vitamin D und seine Analoga aufgrund ihrer Lipophilie zur Adhérenz an Kunststoffen
neigen, wurde zur Herstellung der Stocklosungen und des Inkubationsmediums Glasgefilie

genutzt.

Die Stocklosungen des in Ethanol (EtOH) geldsten Vitamin D bzw. der Vitamin D Analoga
wurden zwischen den Inkubationen bei -80 °C gelagert. Das Inkubationsmedium bestand aus
DMEM, welches mit 0,1-2,5 % FCS und 100 nM Vitamin D bzw. Vitamin D Analoga versetzt
wurde. Das Kontrollmedium wurde entsprechend des Losungsmittels mit 100 nM EtOH
angereichert, hierbei wurde darauf geachtet, dass das EtOH-Medium-Verhiltnis bei maximal

1:1000 lag, um keine zytotoxischen Effekte des EtOH zu generieren.

Die Inkubation der SH-SY5Y WT und SH-SY5Y APPsos Zelllinien verlief fiir insgesamt 24 h
in zwei Inkubationsschritten. Zunichst erfolgte fiir 8 h eine Vorinkubation, nach Ablauf dieser
Zeit wurde das Inkubationsmedium gewechselt und in gleicher Konzentration (100 nM) fiir

weitere 16 h inkubiert.

Zur Messung der ABso-Degradation auf N2a-Zellen erfolgte entsprechend der Dissertation von
Dr. Janine Mett zunichst fiir 18 h eine Inkubation mit 100 nM Vitamin D bzw. Vitamin D
Analoga in 0,1 % FCS und dann ein 6-stiindiger zweiter Inkubationsschritt, in dem das

Inkubationsmedium zusétzlich mit 0,5 pg/ml humanem A4 versetzt wurde.
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3.9.3 Zytotoxizititsbestimmung mittels Laktatdehydrogenase-Test
(entsprechend den Herstellerangaben Roche/ Cytotoxicity Detection Kit, Version Mai
2012)

Nach Inkubation der eukaryotischen Zellen mit Vitamin D bzw. den Vitamin D Analoga
erfolgte eine Bestimmung der Zytotoxizitit. Hierfiir wurde das Cyfotoxicity Detection Kit der

Firma Roche nach Herstellerangaben eingesetzt.

Die Methode beruht auf der Aktivititsbestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH) im
Zellmedium, welche sich direkt proportional zur Anzahl der geschidigten Zellen verhilt.
Physiologisch liegt LDH im Zytosol vor, bei einem Zellschaden wie beispielsweise einer
Nekrose verringert sich die Plasmamembran-Integritit und LDH tritt in den Extrazellularraum

iiber, wodurch es im Medium messbar wird.

Diese Messung des freigesetzten LDH geschieht in zwei Reaktionsschritten. Zunéchst oxidiert
LDH Laktat zu Pyruvat, gleichzeitig wird Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD") zu
NADH+H" (reduzierte Form von NAD) reduziert. Die beiden Protonen des NADH+H"
werden in einem zweiten Reaktionsschritt durch den Katalysator Diaphorase auf
Tetrazoliumsalz INT iibertragen. Hierdurch entsteht Formazan, dessen rote Farbe mittels
Absorptionsmessung bei 491 nm messbar ist. Um Referenzwerte zu gewinnen, wurde eine
zuvor mit 1 % (v/v) TritionX100 abgetotete Positivkontrolle als Standardreihe verdiinnt und

entsprechend den Herstellerangaben vermessen.

3.10 Proteinbiochemische Methoden

3.10.1 Probenverarbeitung
(nach Dissertation Dr. Verena Burg, Universitdt des Saarlandes, (BURG, 2014))

3.10.1.1 Verarbeitung konditionierter Medien

Nach der Inkubation der Vitamin D Analoga wurde das konditionierte Zellmedium gewonnen
und bei 13000x g und 4°C fiir 5min zentrifugiert, damit sich abgestorbene Zellen
sedimentierten. Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt, um in
nachfolgenden Experimenten beispielsweise die ins Medium sezernierten Proteine zu

untersuchen.
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3.10.1.2 Zellaufschluss

Die Zellen wurden nach Beendigung der Vitamin D Analoga Inkubation zweimal mit PBS
gewaschen. Hierdurch konnte der nun fiir 1 h auf Eis inkubierte Lysepuffer optimal einwirken
und die Zellen chemisch aufschlieBen. Je nach nachfolgendem Experiment wurden

unterschiedliche Lysepuffer verwendet.

Lysepuffer fiir BACE1 Western Blot

50 mM Tris/HCl pH 7,4

150 mM NacCl

2 mM EDTA

0,1 % (v/v) Nonidet P-40

0,1 % (v/v) Triton X-100 in ddH>O

Lysepuffer fiir NEP-Aktivititsmessung

20 mM Tris/HCI1 pH 7,4

10 % (w/v) Saccharose

0,5 % (v/v) Triton X-100 in ddH,O

frische Zugabe von Protease- Inhibitor -Cocktail ohne EDTA
(Complete-Tablette gelost in ddH>O)

Die lysierten Zellen wurden nach der Einwirkzeit mittels Teflonschaber vom Boden der
Zellkulturschale geldst und in ein Gefdl tiberfiihrt. Die Proben wurden fiir 5 min bei 13000 x g
und 4 °C zentrifugiert, um Zellfragmente zu sedimentieren. Im Anschluss wurden die Lysate

entweder direkt fiir nachfolgende Experimente verwendet oder bei -20 °C gelagert.

3.10.1.3 Herstellung von Homogenaten aus Gewebe

Die wie in Kapitel 3.8.2 beschrieben priparierten Maushirne wurden mechanisch mittels

Minilys-Homogenisator aufgeschlossen.

Hierzu wurden die Hirne zuvor in eiskalter 0,9 % NaCl Losung gewaschen und gemeinsam
mit 500 pl  Reinstwasser bzw. H>O, welches den  Reinheitsgrad  der
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie — erfiillt (engl. high performance liquid
chromatography, HPLC grade) und Keramikkiigelchen in ein Reaktionsgefdl} iiberfiihrt.
Durch eine 30 sec Beschleunigung der Keramikkiigelchen auf 5000 U/min wurden die

Maushirne vollstdndig homogenisiert.
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3.10.1.4 Generierung von postnukledren Fraktionen aus SH-SY5Y WT Zellen

EDTA Saccharosepuffer

10 mM Tris

200 mM Saccharose, pH 7,5
Proteaseinhibitor-Cocktail
EDTA

Zur Gewinnung von postnukledren Fraktionen (PNF) wurden SH-SYS5Y WT Zellen zuerst mit
PBS gewaschen und anschlieBend in EDTA-Saccharosepuffer aufgenommen und in
Reaktionsgefdfle tiberfiihrt. Nach Zugabe von Keramikkiigelchen wurden die GefiBle im
Minilys-Homogenisator bei 3000 U/min fiir 20 sec beschleunigt und die Zellen dadurch

ebenfalls mechanisch aufgeschlossen.

3.10.1.5 Inkubation der Hirnhomogenate und der PNFs

Die Homogenate der Maushirne sowie die wie in Kapitel 3.10.1.4 beschriebenen generierten
PNFs der SH-SYS5Y WT Zellen wurden mittels Bicinchoninsiure (engl. bicinchoninic acid,
BCA; Verweis auf Kapitel 3.10.2) Test auf eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt
und im Anschluss auf Eis fiir 15 min mit 100 nM Vitamin D, Vitamin D Analoga oder EtOH
als Kontrolle inkubiert.

3.10.1.6 Membranpriparation aus SH-SY5Y WT PNFs

Zur Préparation der Membranen aus den inkubierten PNFs wurde eine Ultrazentrifuge
verwendet. Die Zentrifugation erfolgte fiir 75 min bei 55.000 rpm unter einer Temperatur von
4 °C. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und das abgesetzte Membranpellet konnte
in EDTA-Saccharosepuffer resuspendiert werden. Die Proben wurden mehrfach durch
Kaniilen sinkenden Durchmessers aufgenommen und wieder abgelassen, um die vollstindige

Losung der Pellets zu unterstiitzen.

3.10.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsdure - Test
(basierend auf (SMITH et al., 1985); modifiziert nach Dissertation Dr. Tatjana
Rothhaar (ROTHHAAR et al., 2012))

Die Proteinkonzentration der Proben wurde mittels BCA-Testes ermittelt. Hierdurch konnten
die Proben im Anschluss auf den gleichen Proteingehalt eingestellt werden, wodurch eine

hohere Vergleichbarkeit erreicht wurde.
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Der Test beruht darauf, dass Proteine im alkalischen Milieu Cu(Il) zu Cu(I) reduzieren. Cu(l)
reagiert mit BCA zu einem violetten Komplex, dessen Absorption bei 560 nm messbar ist. Die

vermessene Absorption korreliert direkt proportional mit der enthaltenen Proteinmenge.

BCA-Reaktionslosung

4 % (w/v) CuSO4 x 5SH>O
1:39 (v/v) Bicinchoninsiure

Als Referenz wurde mittels in HoO geldstem Rinderserum Albumin (engl. bovine serum
albumin, BSA) eine Verdiinnungsreihe mit Werten zwischen 0,1 mg/ml bis 1,1 mg/ml
angesetzt und bei jeder Messung mitbestimmt. Diese Standardreihe sowie 0,5 pl bis 10 pl der
zu vermessenden Proben wurden in eine 96-Lochplatte vorgelegt. 200 ul der jeweils frisch
angesetzten BCA-Reaktionslosung wurden hinzugefiigt und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert.
Im Anschluss wurde die Platte fiir weitere 15 min bei Raumtemperatur geschiittelt
(200 U/min). Nun konnte in einem Photometer die Absorption bei 560 nm gemessen werden
und anhand der BSA-Standardreihe die Proteinkonzentration der dreifach bestimmten Proben

ermittelt werden.

3.10.3 AP -Immunprizipitation
(nach Dissertation Dr. Eva Zinser, (ZINSER, 2009) und Dissertation Dr. Johanna
Kuchenbecker, (KUCHENBECKER, 2011))

Waschpuffer A

10 mM Tris/HCL pH7,5
150 mM NaCl

0,1 % (v/v) Nonidet P-40
0,1 % (v/v) Triton X-100
2 mM EDTA in ddH,O

Waschpuffer B

10 mM Tris/HCL pH 7,5
500 mM NacCl

0,1 % (v/v) Nonidet P-40
0,1 % (v/v) Triton X-100
2 mM EDTA in ddH,O

Waschpuffer C
10 mM Tris/HCL pH 7,5
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Zur Detektion des Gesamt-APB-Gehaltes im konditionierten Zellmedium inkubierter

Neuroblastom-Zellen wurde zunéchst eine Immunpréazipitation durchgefiihrt.

Mithilfe dieser Methode kann ein spezifisches Protein, in der vorliegenden Arbeit AP, aus
dem Medium konzentriert werden. Hierzu wird ein spezifischer Antikorper eingesetzt, der mit
seiner Fab-Region an das zu untersuchende Protein bindet und mit seiner Fc-Region
seinerseits an Protein G-Sepharose gebunden ist. Durch das Gewicht der Sepharose kann das
entstandene Prézipitat mittels Zentrifugation aus dem iibrigen Medium angereichert und nach

gelelektrophoretischer Auftrennung einer Western Blot Analyse unterzogen werden.

Fir die AB-Immunprézipitation wurde 1 ml konditioniertes Medium in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefdl vorgelegt und mit 10 pg/ml W02-Antikdrper und 20 pl Protein-G-Sepharose
inkubiert. Damit der Antikorper sein Antigen vollstindig binden konnte, wurden die
ReaktionsgefiBe fiir eine Nacht bei 4°C in einen Uberkopfschiittler eingespannt.
Anschlieffend wurden die Proben bei 13.000 x g und 4 °C fiir 1 min zentrifugiert und der
Uberstand wurde verworfen. Die Prizipitate wurden daraufhin mit 1 ml Waschpuffer A
gewaschen und erneut fiir 1 min bei 13.000 x g 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen und der Wasch- und anschlieBende Zentrifugationsschritt wurden, wie fiir
Waschpuffer A beschrieben mit Waschpuffer B und C wiederholt. AnschlieBend wurde unter
der Verwendung einer Hamilton-Pipette der komplette Waschpuffer vom prizipitierten A3

abgenommen.

3.10.4 Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(basierend auf (SCHAGGER, VON JAGOW, 1987),
modifiziert wie in Dissertation Dr. Verena Burg (BURG, 2014) beschrieben)

Zur  gelelektrophoretischen ~ Auftrennung  wurde  die  Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese, bekannt als SDS-Page (engl. sodium dodecy! sulfat) genutzt,
welche darauf basiert, Proteine anhand ihres Molekulargewichtes in einem elektrischen Feld

Zu separieren.
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Kathodenpuffer SDS-Page

100 mM Tris/HCI pH 8,25-8,5
100 mM Tricin
0,1 % (w/v) SDS in ddH,O

3x Protein-Probenpuffer:

187,5 mM Tris/HCI pH 6,8

6 % (w/v) SDS

30 % (v/v) Glycerin

15 % (v/v) B-Mercaptoethanol

0,03 % (w/v) Bromphenolblau in ddH,O

Hierzu wurden die Proteine zunédchst denaturiert und durch Natrium-Dodecylsulfat
unabhingig ihrer Eigenladung negativ geladen. Im Anschluss wurde an ein diskontinuierliches
10-20%-iges Tris-Tricin-Gradienten-Gel auf Polyacrylamidbasis eine elektrische Spannung
angelegt, wodurch die negativ geladenen Proteine zur Anode wanderten. Abhdngig der
MolekulargroBBe erfolgte diese Wanderung unterschiedlich schnell, sodass eine Auftrennung

gelang.

Zur Denaturierung wurden die konditionierten Medien, Lysate oder Homogenate auf eine
Proteinmenge von 40-50 pg eingestellt und 2:1 mit 3x Protein-Probenpuffer verdiinnt. Zu den
wie in Kapitel 3.10.3 beschrieben generierten Immunprazipitaten wurde 15ul 3x Protein-
Probenpuffer gegeben. Im Anschluss erfolgte in einem Heizblock bei 98 °C durch 5-miniitige
Inkubation des Protein-Probenpuffers die vollstindige Denaturierung. Das im Protein-
Probenpuffer enthaltene B-Mercaptoethanol unterstiitzt die Denaturierung durch Aufschluss
von Disulfidbriicken. Das SDS maskiert die Proteine wie zuvor beschrieben mit einer
negativen Ladung. Im Anschluss wurden die denaturierten Proben kurz zentrifugiert, sodass
sie sich am Gefafboden sammelten und vollstdndig mittels einer Hamilton-Kapillare in die
Geltaschen des Polyacrylamidgels geladen werden konnten. Dieses Gel befand sich in einer
vertikalen Gelelektrophoreseapparatur, die mit Kathodenpuffer gefiillt war. Zusitzlich wurde
als spitere Referenz fiir das Molekulargewicht 5 pl des ProteingroBenstandards Page Ruler

auf das Gel aufgetragen. Nun wurde fiir 60 min eine elektrische Spannung von 120 V angelegt.
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3.10.5 Western Blot Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran
(basierend auf (TOWBIN et al., 1979),
durchgefiihrt wie in Dissertation Dr. Verena Burg (BURG, 2014))

Der Western Blot Transfer dient der Ubertragung der gelelektrophoretisch aufgetrennten

Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran.

Transferpuffer

25 mM Tris/HCL pH8,7

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

0,025 % (w/v) SDS in ddH>O

Hierzu wurde das Gel auf einer mit Transferpuffer getrinkten Nitrozellulosemembran
platziert, beidseits mit zwei angefeuchteten Filterpapieren und einem Schwamm umhiillt und
zwischen zwei Platten eingespannt. Diese Platten wurden in einen mit Transferpuffer gefiillten
Tank-Blotter eingehidngt, wobei darauf zu achten war, dass das Gel zur Kathode und die
Membran zur Anode gerichtet war. AnschlieBend wurde senkrecht zum Gel ein elektrisches
Feld der Stromstdrke 360 mA erzeugt, wodurch die durch das SDS negativ maskierten
Proteine Richtung Anode wanderten. Hier konnten sie durch die Nitrozellulosemembran

aufgefangen und immobilisiert werden.

Zur Detektion von kleinen Proteinen wie A} wurde eine Membran der Porengrofle 0,2 um
und eine Transferdauer von 45 min gewdhlt, bei grofleren Proteinen wurde fiir 3 h bei einer

Porengrofle von 0,45 um transferiert. Die Temperatur betrug konstant 4 °C.

3.10.6 Immunologische Detektion der Proteine auf Nitrozellulosemembran
(basierend auf der Dissertation von Dr. Johanna Kuchenbecker (KUCHENBECKER,
2011) und (IDA et al., 1996))

Der Proteinnachweis auf Nitrozellulosemembran gelang durch einen spezifisch gegen das zu
detektierende Protein gerichteten Primérantikdrper, der nach Einsatz eines enzymmarkierten
Zweitantikorpers im Anschluss per Chemilumineszenz auf lichtsensiblen Filmen sichtbar

gemacht werden konnte.
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Hierzu wurde die Nitrozellulosemembran nach dem Western Blot Transfer zunichst bei 4 °C
iber Nacht in PBS mit 10 % gelostem Milchpulver inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Bei Verwendung des WO02-Antikorpers wurde die Membran
vor dem Blocken zusétzlich fiir 5 min in PBS aufgekocht. Die geblockte Membran wurde am
folgenden Tag zweimalig fiir 5 min in PBS gewaschen und der Primérantikorper entsprechend
den in Tabelle 11 zu entnehmenden Konzentrationen und Pufferlosungen fiir 90 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten fiinf erneute 5-miniitige Waschschritte mit PBS, bevor

fiir 1 h die Inkubation des Sekundérantikorpers vollzogen wurde.

Tabelle 11 Inkubationsbedingungen der Priméir- und Sekundérantikorper

Priméirantikorper, Sekundirantikorper,
Protein

Konzentration, Puffer Konzentration, Puffer
AP

W02 1 pg/ml in 1 % Milch/PBS P0260 1:5000 in PBS
sAPPa
BACEl1 ab2077 1:1000 in 5 % Milch/PBS W401B 1:5000 in 5 % Milch/PBS
sAPPp Mbs492139 1:200 in 5 % Milch/PBS | W401B 1:5000 in 5 % Milch/PBS
Aktin 1:1000 in 5 % BSA W401B

Wenn im Anschluss Aktin als Kontrolle der geladenen Proteinmenge nachbestimmt wurde,
musste die Membran zundchst einem Re-Blot mittels einer Stripping-Ldsung unterzogen

werden. Danach war eine neue Antikdrperbehandlung mit dem Aktinantikdrper moglich.

3.10.7 Visualisierung der Proteinbanden mittels Chemilumineszenzreaktion

Die in Kapitel 3.10.6 verwendeten Sekundirantikérper sind an das Enzym

Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt.

Nach Inkubation der Sekundérantikorper und drei erneuten 5-miniitigen Waschschritten in
PBS wurde die Membran in gleichen Mengen mit Chemilumineszenz fordernder (engl.

enhanced chemiluminescence, ECL) Losung 1 und 2 benetzt. Das gebundene HRP oxidiert
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das in den Losungen enthaltene Luminol, wodurch es zu einer Lichtemission kommt. Diese
Chemilumineszenz wurde in der Dunkelkammer durch die luftblasenfreie Exposition eines
Rontgenfilms (Hyper ECL) sichtbar gemacht. Der Film wurde anschlieBend entwickelt und
fixiert. Die Intensitdt der so aufgezeichneten Signale verhilt sich direkt proportional zur
Proteinmenge und konnte unter Hinzunahme des Computerprogramms /mage Gauge Software

V.345 densitometrisch quantifiziert werden.

3.10.8 Bestimmung der Ap-Gesamtdegradation
(basierend auf (SUN et al., 2005), modifiziert nach Dissertation Dr. Janine Mett
(METT, 2017))

Um festzustellen, wie viel AB4o nach Vitamin D bzw. Vitamin D Analoga Inkubation
degradiert wird, wurde murines Probenmaterial mit humanem, synthetischen Af4o inkubiert.
Nach einem definierten Zeitraum wurde der verbleibende A40-Gehalt mittels Western Blot

Analyse entsprechend den Kapiteln 3.10.4 bis 3.10.7 quantitativ detektiert.

Hierzu wurde der WO02-Antikdrper verwendet, welcher ausschlieBlich das substituierte
humane AP-Peptide nachweist. Das Epitop der murinen AB-Sequenz bleibt vom WO02-
Antikorper unerkannt, wodurch das endogene AP keinen Einfluss auf den gemessenen Af-
Gehalt nimmt. Hierdurch gelang die reine Betrachtung der Degradation ohne Effekte einer
murinen A-Produktion. Die Af-Degradation verhélt sich umgekehrt proportional zum

vermessenen Ao und kann durch Kehrwertbildung ermittelt werden.

3.10.8.1 Apy-Gesamtdegradation in vitro auf N2a-Zellen

Dem Kulturmedium der murinen N2a Zelllinie wurde nach 18 h Vorinkubation mit 100 nM
Vitamin D bzw. Vitamin D Analoga wie in Kapitel 3.9.2 beschrieben 0,5 pg/ml humanes,
synthetisches AP0 hinzugefiigt. Nach 6 h wurde das Medium abgenommen und der

verbleibende Ao Gehalt mittels Western Blot Analyse bestimmt.

3.10.8.2 Apy-Gesamtdegradation ex vivo auf Maushirnhomogenaten

50 pg der aus murinen Hirnen erzeugten Homogenate wurden in eine 1,5 ml Glasflasche
iiberfiihrt und wie in Kapitel 3.10.1 erldutert fiir 15 min auf Eis vorinkubiert. Dann wurde

1 pg/ml humanes, synthetisches A4 sowie zur Erhohung der Spezifitit 1 uM B-Inhibitor
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sowie 20 uM vy-Inhibitor hinzugegeben. Die Proben wurden fiir 1 h bei 37 °C unter stindiger
Bewegung durch einen Schiittler inkubiert. Im Anschluss erfolgte wie beschrieben eine

Western Blot Analyse.

3.10.9 Messung von Enzym Aktivitiiten

Die Messung der a-, B- und y-Sekretase Aktivitit erfolgte in einer fluorometrischen
Nachweismethode basierend auf dem Mechanismus des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-

Transfers (FRET).

Hierbei wird ein spezielles FRET-Substrat eingesetzt, welches im intakten Zustand an den
Molekiilenden eine Donator- und eine Akzeptorgruppe trigt. Diese bestehen aus
Fluorophoren, zwischen denen ein als FRET bezeichneter permanenter Energieaustausch
besteht. Durch den FRET wird die Fluoreszenz ,,ausgeloscht (engl. quenching). Durch die
Anwesenheit des zu detektierenden Enzyms wird das FRET-Substrat chemisch verédndert. Das
Donator-Akzeptor-Paar wird rdumlich getrennt. Das Fluorophor ist nun bei einer bestimmten
Wellenldnge erregbar. Dabei kommt es zur Fluoreszenzfreisetzung, welche in Echtzeit
messbar ist. Hierdurch lassen sich Riickschliisse auf die Aktivitit der vermessenen Sekretase
ziehen. Durch zeitgleiche Anwesenheit spezifischer Sekretase Inhibitoren konnte die

Spezifitdt der Messung iiberpriift werden.

Tabelle 12 Messparameter der Substrate

Substrat- ZyKklen- | Mess-
Substrat Exzitation Emission

konzentration anzahl | intervall
% 3 uM 340 nm (£10 nm) | 490 nm (+ 10 nm) | 120 120 sec
Sekretase
B-

20 uM 345nm (#5nm) | 500 nm (= 5nm) | 180 60 sec
Sekretase
- 12,5 uM 355 nm (£10 nm) | 440 nm (+ 10 nm) | 140 60 sec
Sekretase
NEP 5uM 320 nm (10 nm) | 405 nm (£10 nm) | 850 60 sec
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3.10.9.1 Messung der o-, -, »-Sekretase Aktivitdit auf metabolisch aktiven SH-SY5Y
WT Zellen

(nach Dissertation Dr. Verena Burg (BURG, 2014) und Dissertation Dr. Tatjana
Rothhaar (ROTHHAAR et al., 2012))

Assay-Puffer

140 mM NaCl

5 mM KCl

8 mM CaCl,

1 mM MgClx

20 mM HEPES, pH 7,4

Vor der Messung wurden SH-SYS5Y WT auf eine schwarze 96-Lochplatte mit transparentem
Boden ausgesdt und entsprechend Kapitel 3.9.2 inkubiert. Im Anschluss wurde das
Inkubationsmedium abgenommen und die Zellen zweimal mit dem Assay-Puffer gewaschen.
Zur Bestimmung der a-Sekretase Aktivitdt wurden 100 pl Assay-Puffer, fiir die Bestimmung
der PB- oder y-Sekretase Aktivitit 50 pul Assaypuffer, in jede Vertiefung vorgelegt.

Entsprechend Tabelle 12 wurde das Substrat hinzugegeben und die Zellen im Safire

Fluorometer bei der entsprechenden Extinktions- und Emissionswellenlédnge vermessen.

3.10.9.2 Messung der [-Sekretase Aktivitit aus Hirnhomogenaten

Die murinen, homogenisierten Hirnproben wurden mittels BCA auf eine einheitliche
Proteinmenge eingestellt und auf eine schwarze 96-Lochplatte pipettiert, sodass je Vertiefung
250 pg Gesamtprotein vorlagen. Die Proben wurden mit 50 pul PBS (pH = 4,5) je Vertiefung
verdiinnt, um ein saures Milieu entsprechend des pH-Optimums der B-Sekretase zu generieren.
Im Anschluss wurden die Proben wie in Kapitel 3.10.1 beschrieben, fiir 15 min auf Eis mit
Vitamin D bzw. Vitamin D Analoga inkubiert. Nun wurde das f-Sekretase Substrat 1:3
verdiinnt in DMSO hinzugefiigt und entsprechend der Messparameter aus Tabelle 12

vermessen.

3.10.9.3 Messung der -Sekretase Aktivitit nach Membranprdparation

Zur Bestimmung der B-Sekretase Aktivitit aus resuspendierten Membranpellets wurden die
Proben 1:2 in PBS (pH 4,5) verdiinnt. 100 pl der Proben wurden als Dreifachbestimmung auf

eine schwarzen 96-Lochplatte pipettiert und wie zuvor beschrieben vermessen.
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3.10.9.4 Analyse der NEP-Aktivitdt

(basierend auf (MINERS et al., 2008), modifiziert nach Dissertation Dr. Janine Mett
(METT, 2017))

Zur Messung der NEP-Aktivitdt wurde das Enzym zunédchst {iber einen NEP-Antikorper an
eine 96-Lochplatte gebunden und im Anschluss die durch Zugabe eines Substrates entstehende

Fluoreszenz vermessen.

Waschpuffer
0,05 % (v/v) Tween-20 in PBS

Blockierlosung

10 % (w/v) BSA (Fettsdurefrei) in PBS

NEP-Assaypuffer mit Inhibitoren

100 mM Tris/HCL pH 7.0
50 mM NaCl

10 uM ZnCl,

In ddH,O

frische Zugabe von:

1 uM B-Sekretase Inhibitor 11

25 uM y-Sekretase Inhibitor IV

10 uM Bacitracin

1x Protease Inhibitor Cocktail ohne EDTA

Hierzu erfolgte zunédchst die Beschichtung einer MaxiSorp-96-Lochplatte mit dem NEP-
Antikorper AF1182. Pro Vertiefung der 96-Lochplatte wurden 1,6 pg/ml des NEP-
Antikorpers geldst in 100 pul PBS vorgelegt, bei 150 U/min kurz vermischt und unter einer
Folie fiir 24 h bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die Platte sechsmal mit dem Waschpuffer
gewaschen, bevor fiir weitere 3 h unter Raumtemperatur 125 ul Blockierldsung je Vertiefung
inkubiert wurde. Hierdurch konnten unspezifische Bindestelle auf der Platte blockiert werden.
Die mit Antikorper beschichtete, geblockte Platte wurde im Anschluss erneut sechsmalig mit
dem Waschpuffer bearbeitet. Die zu vermessenden Zelllysate wurden mittels BCA auf eine
Proteinkonzentration von 1,25 pg/ul eingestellt und je 100 ul der Probe pro Vertiefung
pipettiert. Unter stindigem Schiitteln bei 150 U/min wurden die Proben bei Raumtemperatur

fiir 90 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte erneut sechsmalig mit dem Assaypuffer
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gewaschen und fiir weiter 30 min unter gleichen Bedingungen mit 100 ul NEP-Assaypuffer
inkubiert. 5 uM des NEP-Substrates wurden hinzugefiigt und die entstandene Fluoreszenz im

Safire2-Fluorometer unter den in Tabelle 12 angegeben Parametern vermessen.

3.10.9.5 IL-1[3-Messung

(nach Herstellerprotokoll abcam/ Human IL-1 beta ELISA Kit, Version 7)

Zur quantitativen Bestimmung des IL-1p wurde das IL-1f-ELISA Kit der Firma Abcam nach

Herstellerangaben eingesetzt.

Dieses Kit bindet IL-1f zundchst durch einen Erstantikorper an eine Platte, bevor ein HRP-
Enzym-gekoppelter Zweitantikérper inkubiert wird. Nach Zugabe von 3,3°5,5°-
Tetramethylbenzidin (TMB)-Substratlosung lduft dann, katalysiert durch das HRP, eine
Farbreaktion ab. Diese wird durch die Zugabe einer Stopplosung beendet und der
Farbumschlag wird photometrisch vermessen. Als Referenz wurde eine Standard-IL-1p3-
Losung mit Konzentrationen zwischen 0 - 900 pg/ml erstellt und mitbestimmt. Entsprechend
dem Herstellerprotokoll wurden zundchst 50 pl Probe bzw. Standardldsung in die Lochplatte
vorgelegt. Dann wurden fiir 2h 50 pl des vorher angesetzten Antikorpercocktails unter
staindigem Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte dreimalig mit
350 ul Waschpuffer je Vertiefung gewaschen, um ungebundene Proteine vollstindig zu
entfernen. Im Anschluss wurde in der Dunkelkammer 100 pl des TMB-Substrates je
Vertiefung inkubiert und bei 400 rpm geschiittelt. Nach Ablauf von 10 min wurde 100 pl der
Stopplosung hinzugefiigt. Nachdem diese unter Schiitteln 1 min einwirken konnte, wurde die

OD bei 450 nm bestimmt.

3.11 Molekularbiologische Methode

3.11.1 Ribonukleinsdiure-Isolation aus Zellen mittels TRIzol

(nach Herstellerprotokoll Life Technologies/ TRIzol-Reagent, Version Dezember
2012)

Zur Durchfiihrung molekularbiologischer Experimente wurde zundchst die Gesamt-
Ribonukleinsdure (RNS) aus den Zellen isoliert. Hierzu wurden die in 6-Lochpatten
kultivierten Zellen nach Abnahme des Zellkulturmediums mit 1 ml TRIzol je Vertiefung

versetzt, kurz inkubiert und mittels Schaber vom Plattenboden abgeldst. Nach Uberfiihrung in
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1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdle wurden 200 ul Chloroform hinzugegeben und die Probe
durch 15-sekiindiges Schiitteln vermengt. Nach dreiminiitiger Einwirkzeit wurden die Proben
bei 4 °C fiir 15 min unter 13.800 x g zentrifugiert. Hierdurch bildeten sich drei Phasen: eine
untere rote Phase, welche die DNS enthielt, eine weille proteinreiche Interphase und oben eine
wissrige Phase mit der zu isolierenden RNS. Diese obere Phase wurde in ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefdll iiberfiihrt und mit 500 pl Isopropanol verdiinnt. Nach 10-
mintitiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde eine weitere 10-mintitige Zentrifugation
bei 13.800 x g unter 4 °C gestartet. Die ausgefallene RNS zeigte sich als Pellet am Boden der
ReaktionsgefiBe. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1ml 75 % EtOH
gewaschen. Anschliefend folgte eine erneute 5-miniitige Zentrifugation bei 4 °C und
5.400 x g. Der Uberstand wurde erneut verworfen und die RNS fiir 5 min an der Luft
getrocknet. Das Pellet wurde mit 100 pl Nuklease freiem H,O versetzt und im Heizblock fiir
10 min auf 55 °C erhitzt.

3.11.2 Reinheits- und Konzentrationsbestimmung der Ribonukleinsdure
(nach Herstellerprotokoll Life Technologies/ TRIzol-Reagent, Version Dezember
2012)

Nach der RNS-Isolation erfolgte mittels NanoDrop-Spektrometer eine Bestimmung der
Reinheit und der Konzentration. Hierzu wurde die Absorption bei Wellenldngen von 260 nm
und 280 nm gemessen und anschlieBend der Quotient bestimmt. Lag diese 260/280 Ratio
zwischen 2,0 und 2,2 wurde von einer reinen RNS-Probe ausgegangen. Bei abweichenden
Werten musste von einer Verunreinigung der Probe beispielsweise durch Proteinriickstéinde
ausgegangen werden, die bei einer Wellenldnge von 280 nm maximal absorbieren. In diesem
Fall wurden die Proben nicht weiterverwendet. Die maximale Extinktion reiner RNS ist bei
260 nm messbar, eine Extinktion von 1 entspricht hier einer RNS-Konzentration von
40 pg/ml. Anhand der gemessenen Werte konnte hierdurch die vorliegende RNS-
Konzentration errechnet und die Proben auf eine einheitliche Konzentration von 0,2 pg/ul
eingestellt werden. Nach Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgte die

Langzeitlagerung der isolierten RNS bei -80 °C.
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3.11.3 Komplementire Desoxyribonukleinsdiure Synthese
(nach Herstellerprotokoll Thermo Fisher Scientific/ High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Version Mdrz 2016)

Ansatz fiir cDNS-Synthese

10 pl RNS in einer Konzentration von 0,2 pg/ul
2 pl 10x RT-Puffer

0,8 ul 25x ANTP Mix

2 pl 10x RT Random Primer

1 pl MultiScribe Reverse Transkriptase

4,2 pl nukleasefreies Wasser

Programm fiir cDNS-Synthese
1) 10 min 25 °C

2) 120 min 37 °C

3) 5 min 85 °C

4) konstant 8 °C

Aus der isolierten, auf eine einheitliche Konzentration eingestellten RNS wurde die
komplementidre Desoxyribonukleinsdure (engl. complemantary desoxyribonucleic acid,
cDNA) synthetisiert. Hierzu wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit der
Firma Life Technologies nach Herstellerangaben verwendet. Die reverse Transkription
erfolgte im PRIMUS 25 ADVANCED PCR-Zykler unter Verwendung des angegebenen
Programms. Die gewonnene cDNS wurde im Anschluss 1:10 mit Nuklease freien H2O versetzt

und bei -20 °C gelagert.

3.11.4 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion )
(nach Dissertation Dr. Sven Grosgen, Universitdt des Saarlandes, (GROSGEN,
2013))

Im Anschluss an die RNS-Isolation und die Umschreibung der RNS in ¢cDNS erfolgte die
quantitative  Bestimmung  unterschiedlicher =~ Genexpressionen  mittels  Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (engl. real-time polymerase chain reaction, RT-PCR). Hierzu
wurden die entsprechenden Gensequenzen durch die Verwendung Gen-spezifischer Primer
(siche Tabelle 7) amplifiziert und im Anschluss durch die Verwendung eines

Fluoreszenzfarbstoffes quantitativ nachgewiesen.
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Ansatz fir RT-PCR

2,5 ul cDNS

2 pl nukleasefreies Wasser

0,25 pl Primer forward

0,25 pl Primer reverse

5 ul Fast SYBR Green Master Mix

Programm fiir RT-PCR

1) Denaturierung: 20 sec bei 95 °C

2) Denaturierung: 3 sec bei 95 °C

3) 40 Zyklen Anlagerung/Elongation: 30 sec bei 60 °C
4) Schmelzkurvenanalyse: 60-95 °C

In eine 96-Lochplatte wurden die RT-PCR-Ansétze, die die entsprechende cDNS, die
spezifischen Primer und den Fluoreszenzfarbstoff SYBRgreen enthielten, pipettiert. Zur RT-
PCR-Messung und anschlieender Fluoreszenzmessung wurde das PikoReal PCR System der

Firma Thermo Scientific genutzt.

Bei allen Messungen wurden die von Vitamin D und seinen Analoga nicht regulierten
Haushaltsgene (engl. housekeeping gen) p-Aktin und TATA-Box bindendes Protein
mitbestimmt, um auf deren Expression normieren zu konnen. Die Datenanalyse erfolgte unter
Anwendung der PikoReal Software (Version 2.1.158.545) und der 2*“"- Methode nach Livak
und Schmittgen (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001).

3.12 Statistische Datenauswertung

Zur statistischen Datenauswertung wurden Microsoft Excel und die SPSS Statistics 22

Software verwendet.

Alle Daten wurden in mindestens drei unabhingigen Experimenten erhoben. Eine
Uberpriifung  auf Normalverteilung  erfolgte  mittels  Shapiro-Wilk-Test.  Die
Varianzhomogenitit wurde mittels Levene-Tests erhoben. Beim Mittelwertvergleich zweier
Gruppen wurde zur Ermittlung der statistischen Signifikanz der zweiseitige, ungepaarte

student's t-test genutzt. Beim Vergleich mehrere Stichprobengruppen wurde eine
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Varianzanalyse (engl. analysis of variance, ANOVA) angewendet. Im Falle eines
signifikanten Unterschiedes im ANOVA Test wurde als Post-Hoc Test der Bonferroni-Test
durchgefiihrt.

Ein p-Wert (p) < 0,05 entsprach einem statistisch signifikanten Ergebnis (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001), bei p-Werten zwischen 0,05 und 0,1 wurde von einer Tendenz

ausgegangen.

Zur Untersuchung des Zusammenhanges wurde die Pearson-Korrelation bestimmt.
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4 Ergebnisse

Die im Folgenden vorgestellten Ergebnisse wurden im International Journal of Molecular
Sciences (Impact Factor 6,208) publiziert und zum aktuellen Zeitpunkt (18.07.2023) 31-mal
in der Datenbank PubMed zitiert.

Thiel A.*, Grimm MOW?, Lauer AA., Winkler J., Lehmann J., Regner L., Nelke C.,
Janitschke D., Benoist C., Streidenberger O., Stétzel H., Endres K., Herr C., Beisswenger

C., Grimm HS., Bals R., Lammert F., Hartmann T. (2017). Vitamin D and Its Analogues
Decrease Amyloid-f (Ap) Formation and Increase Af-Degradation. International Journal of
Molecular Sciences

*geteilte Erstautorenschaft

Ziel der Arbeit war es unter anderem, die Effekte der Vitamin D3 Analoga Maxacalcitol,
Calcipotriol und Alfacalcidol sowie der Vitamin D> Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol
auf die APP-Prozessierung, die AP-Degradation und das IL-1B-Level zu untersuchen. Die
Resultate wurden mit den Einfliissen von 25(OH) Vitamin D3, auch als Calcifediol bezeichnet,

vergleichen.

Calcifediol wird aufgrund seiner langen Halbwertszeit von bis zu drei Wochen als
laborchemischer Parameter zur Bestimmung des Vitamin D Spiegels genutzt und kommt als
Therapie einer Hypovitaminose D zum Einsatz (WOOTTON, 2005). Die aktivierte Vitamin D
Form Calcitriol (1,25(OH) Vitamin D3) hingegen ist aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit von
4-6 h sowohl als klinischer Messwert als auch als Vergleichsreferenz in diesem

experimentellen Aufbau ungeeignet (FRASER et al., 2020).
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4.1 Uberpriifung der Inkubationsbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Inkubation von N2a, SH-SYS5Y WT und SH-
SYS5Y APPgos Zellen mit den Vitamin D3 Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol
sowie den Vitamin D> Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol neu etabliert. Daher war es
zunichst notwendig, die Inkubationsbedingungen zu liberpriifen, indem die Auswirkungen der

Inkubation der Vitamin D Analoga auf die Zellviabilitit untersucht wurden.

Die Zellen wurden wie in Kapitel 3.9.2 beschrieben vor und wihrend der Inkubation in einem
Medium mit reduziertem FCS-Gehalt kultiviert. Hierdurch wurden Nebeneffekte des im FCS
enthaltenen Vitamin D minimiert. Die in EtOH gelosten Vitamin D Analoga wurden fiir 24 h
(8 h+ 16 h) in einer Stoffmengenkonzentration von 100 nmol/l inkubiert. Diese Konzentration
wurde in Anlehnung an den physiologischen Vitamin D Spiegel im Serum gewahlt, welcher

iiber 75 nmol/l liegen sollte (VIETH, 2011).

Das Wachstumsverhalten wurde wihrend und nach der Inkubation regelméBig mikroskopisch
kontrolliert. Verglichen mit dem Wachstumsverhalten der mit reinem Losungsmittel oder mit
Calcifediol behandelten Zellen zeigten sich keine Unterschiede, ebenso fielen keine

morphologischen Differenzen auf.

Die Zellviabilitdt wurde wie in Kapitel 3.9.3 beschrieben mittels eines LDH-Tests bestimmt,
der die LDH-Aktivitit im Zellkulturmedium misst. Eine erhohte LDH-Aktivitidt wiirde auf
eine erhdhten Zelluntergang hindeuten, da LDH physiologisch im Zytosol vorliegt und erst

durch Zellschdden in den Extrazellularraum tibergeht.
Nach 24 h Inkubation von SH-SY5Y WT Zellen mit 100 nM Vitamin D3, den Vitamin D3-
oder Vitamin D> Derivaten lag die Zytotoxizitdt verglichen mit der Losungsmittelkontrolle

EtOH wie in Abbildung 1 verdeutlicht stets unter 3 %.

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Calcifediol, den additiven

Analoga und der Losungsmittelkontrolle erhoben.
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Abbildung 1 Zellviabilitit nach Inkubation mit 100 nM Vitamin D Analoga

Mittels LDH Test wurde die Zytotoxizitit von SH-SY5Y WT Zellen nach 24 h Inkubation mit 100 nM Losungsmittel,
25(OH)Vitamin Dz und den Vitamin D Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol sowie
Doxercalciferol in FCS-reduziertem Kulturmedium gemessen. Hieraus wurde die Zellviabilitit errechnet. In der
Abbildung ist die prozentuale Zellviabilitit nach Behandlung mit den einzelnen Vitamin D Analoga im Vergleich zur
Behandlung mit dem Losungsmittel EtOH dargestellt. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung dar.
Unter der Abbildung wurden die strukturellen Besonderheiten der Analoga verdeutlicht (n = 3) (Abb. modifiziert nach

Thiel et al.2017)

Ergebnisse
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Die genauen Zytotoxizititen sind in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13 Zytotoxizitit von SH-SYSY WT Zellen nach Inkubation von 100 nM Vitamin D Analoga
Mittels LDH Test wurde die Zytotoxizitit von SH-SY5Y WT Zellen nach 24 h Inkubation mit 100 nM Lésungsmittel,
25(0OH)Vitamin D3und den Vitamin D Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol sowie Doxercalciferol
in FCS-reduziertem Kulturmedium gemessen. Mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s t-test wurde gepriift, ob
signifikante Unterschiede zwischen der Inkubation mit Calcifediol oder der Vitamin D Analoga gegeniiber der Inkubation
der Losungsmittelkontrolle EtOH bestehen (n = 3).

Zytotoxizitit Signifikanz Standardabweichung
[in % der [zur des Mittelwertes
Losungsmittelkontrolle] | Losungsmittelkontrolle] [%]
Calcifediol 0,45 0,12 0,02
Maxacalcitol 1,18 0,14 0,57
Calcipotriol 0,83 0,06 0,17
Alfacalcidol 0,44 0,22 0,19
Paricalcitol 0,27 0,47 0,23
Doxercalciferol 2,52 0,07 0,98

4.2 Einfluss der Vitamin D Analoga auf das AB-Gesamtlevel

Zundchst wurde im Zellkulturmodell der AP-Gesamtspiegel nach Inkubation der
unterschiedlichen Vitamin D Derivate bestimmt. Verwendet wurden als Modell fiir Morbus
Alzheimer eine humane Neuroblastomzelllinie mit stabiler Expression von humanem APPgos,

der hdufigsten in Neuronen vorkommenden Isoform des APP.

Die SH-SYSY APP Zellen wurden entsprechend Kapitel 3.9.2 mit 100 nM Vitamin D3 oder
den untersuchten Derivaten inkubiert. Nach 24 h wurde das verbleibende AB im
Zellkulturmedium mittels Immunprézipitation (Vergleich Kapitel 3.10.3) und Western Blot
Analyse (Vergleich Kapitel 3.10.5) unter Verwendung des W02-AntikSrpers gemessen.

Abbildung 2 zeigt einen exemplarischen Rontgenfilm nach Fixierung der AB-Signale.
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Abbildung 2 Exemplarischer Rontgenfilm nach Western Blot Analyse des AB-Gesamtlevels im Medium von SH-
SY5Y APP Zellen

Nach 24 h Inkubation von SH-SY5Y APP Zellen mit 100 nM Ethanol, Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol,
Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol wurde das Zellkulturmedium mittels Immunprdzipitation und Western
Blot Analyse unter Verwendung des W02 Antikérpers auf den Af-Gehalt untersucht. Dargestellt ist ein exemplarischer
Rontgenfilm, wobei die Farbintensitdt der Signale dem jeweiligen AS-Gehalt entspricht.

Da in den metabolisch aktiven Zellen parallel Prozesse der AB-Produktion und des AB-Abbaus
ablaufen, stellt der gemessene AB-Spiegel die Gesamtheit der Effekte aus Anabolismus und

Katabolismus dar.

Die Behandlung der Zellen mit Vitamin D Derivaten zeigte fiir alle Praparate signifikante
Effekte auf das gemessene AB-Level. Die untersuchten Vitamin D3 Analoga Maxacalcitol und
Calcipotriol senkten den AB-Gesamtspiegel verglichen zur EtOH-Kontrolle signifikant um
21,8 % bzw. 31,8 % (Maxacalcitol: 78,2 +3,1 %, p=0,031; Calcipotriol: 68,2+ 7,2 %,
p=0,017). Alfacalcidol erzielte eine signifikante AP-Abnahme auf 60,2 % (Alfacalcidol:
60,3 £ 4,3 %, p=0,002). Durch das Vitamin D, Analogon Paricalcitol gelang die Abnahme
des messbaren AP-Gehaltes auf 66,8 % (Paricalcitol: 56,3 +8,2%, p=0,005),
Doxercalciferol reduzierte den A-Spiegel auf 70,9 % (Doxercalciferol: 70,9 + 8,6 %,
p=10,037).

Durchschnittlich wurde somit durch die Analoga eine hochsignifikante Reduktion des Af-
Gehaltes auf 66,8 % erreicht (Durchschnitt aller Analoga: 66,8 3,9 %, p <0,001). Ein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Analoga bestand nach ANOVA Analyse

nicht. Die Zellen, die zuvor mit 100 nM Calcifediol inkubiert wurden, zeigten im Vergleich
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zu der mit Losungsmittel behandelten Kontrolle eine signifikante Reduktion des Ap-

Gesamtgehaltes auf 55,1 % (Calcifediol: 55,1 + 4,2 %, p <0,001).

In Abbildung 3 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt.
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Abbildung 3 Einfluss der Vitamin D; Analoga auf das AB-Gesamtlevel im Medium von SH-SY5Y APP Zellen

Das Zellmedium der mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol
inkubierten SH-SY5Y APP Zellen wurde mittels Immunprdzipitation und Western Blot Analyse unter Verwendung des W02
Antikorpers auf den A-Gehalt untersucht. Angegeben sind die prozentualen Anteile des sezernierten Af im Vergleich zur
Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle. Die Fehlerbalken geben die mittlere Standardabweichung an, die durch
Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s t-test ermittelt (* =p < 0,05; **
=p <0,01; ¥*=p<0,001) (n =35) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).
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4.3 Einfluss der Vitamin D Analoga auf den AB-Anabolismus

Da die in Kapitel 4.2 dargestellten Effekte auf das AP-Gesamtlevel sowohl durch eine
Reduktion der AB-Produktion als auch durch einen gesteigerten AB-Abbau hervorgerufen
werden konnen, wurden im Folgenden Anabolismus und Katabolismus von A getrennt

untersucht.

Zunichst wurde der Einfluss auf die amyloidogene APP-Prozessierung und damit die AB-
Produktion betrachtet. Diese wird durch den Schnitt des APP durch die B-Sekretase initiiert.
Hierdurch entsteht das l6sliche sAPPB und das membranstindige B-CTF, welches im
Anschluss durch die y-Sekretase weiter in A} und AICD prozessiert wird (ZHANG et al.,
2011).

4.3.1 Effekte der Vitamin D Analoga auf die Aktivitit der f-Sekretase in SH-SYSY WT
Zellen

Zunichst wurde der Einfluss der Vitamin D; und Vitamin D3 Analoga auf die Aktivitét der 3-
Sekretase in metabolisch aktiven SH-SYS5Y WT Zellen untersucht. Hierzu wurde die in

Kapitel 3.10.9 beschriebene fluorometrische FRET-Nachweismethode verwendet.

Wie in Abbildung 4 anhand der grauen Sdulen graphisch dargestellt, wurde durch die
Behandlung der Zellen mit Calcifediol verglichen mit der reinen Substitution der
Losungsmittelkontrolle eine statistisch signifikante Reduktion der B-Sekretase Aktivitdt auf

74,4 % erzielt (Calcifediol: 74,4 + 6,3 %, p = 0,009).
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Abbildung 4 Einfluss der Vitamin D Analoga auf die B-Sekretase Aktivitit in metabolisch aktiven SH-SYSY WT
Zellen und daraus isolierten Membranen

Nach 24 h Inkubation von 100nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder
Doxercalciferol wurde mittels FRET basierter Nachweismethode die [-Sekretase Aktivitit in metabolisch aktiven SH-
SYSY WT Zellen (n = 5) und in aus der PNF der SH-SYSY WT Zellen prdparierten Membranen (n = 7) gemessen.
Dargestellt sind die [-Sekretase Aktivitit relativ zur Losungsmittelkontrolle. Die Fehlerbalken geben die mittlere
Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten
Student’s t-test ermittelt (* = p < 0,05, **=p < 0,01; *** =p < 0,001) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

Durch Substitution der Vitamin D Analoga wurden ebenfalls signifikante Einfliisse auf die 3-
Sekretase Aktivitdt erzielt. Die Behandlung der Zellen mit den Vitamin D3 Analoga
Maxacalcitol und Alfacalcidol senkte die Enzymaktivitit signifikant auf 69,2 % und 67,5 %.
(Maxacalcitol: 69,2 + 5,0 %, p =0,002; Alfacalcidol: 67,5+ 7,1 %, p=0,004). Unter der
Inkubation mit Calcipotriol zeigte sich eine tendenzielle Abnahme der B-Sekretase auf 88,8 %,

welche das Signifikanzniveau nicht erreichte (Calcipotriol: 88,8 = 3,1 %, p = 0,060).

Nach Versetzen des Zellkulturmediums mit den Vitamin D> Analoga Paricalcitol und

Doxercalciferol konnte die Aktivitdt der B-Sekretase signifikant auf 61,9 % beziehungsweise
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77,3 % verglichen mit der EtOH-Kontrolle reduziert werden (Paricalcitol: 61,9 + 8,4 %,
p = 0,003; Doxercalciferol: 77,3 + 2,9 %, p = 0,002).

Insgesamt zeigte sich durch die Inkubation der Vitamin D Analoga durchschnittlich eine
Verringerung der (-Sekretase Aktivitdt in metabolisch aktiven SH-SYS5Y WT Zellen auf
72,9 % (Durchschnitt aller Analoga: 72,9 £4,7 %, p < 0,001). Zwischen den einzelnen
Vitamin D Analoga konnten wie in Abbildung 4 dargestellt keine signifikanten Unterschiede

ermittelt werden.

4.3.2 Bestimmung der [-Sekretase Aktivitiit in aus SH-SY5Y WT isolierten Membranen

Im vorherigen Abschnitt wurde ein senkender Effekt der Vitamin D Derivate auf die -
Sekretase Aktivitdt metabolisch aktiver SH-SYSY WT Zellen beobachtet. Dieser kann sowohl
auf indirekte Mechanismen, wie Einwirkungen auf die Genexpression, das Proteinlevel, den
intrazelluldren Transport oder die Degradation als auch auf direkte Einfliisse auf die
Enzymaktivitit zurlickgehen. Um den direkten Mechanismus niher zu untersuchen, wurde die
B-Sekretase Aktivitit im zellfreien System in isolierten Membranen bestimmt. Hierzu wurden
SH-SYS5Y WT Zellen mit den Vitamin D Analoga inkubiert und im Anschluss wie in Kapitel
3.10.1 beschrieben die PNF pripariert. Aus der PNF wurden isolierte Membranen gewonnen.
Mittels fluorometrischer FRET-Nachweismethode wurde die B-Sekretase Aktivitit gemessen.
Hierdurch wurden die Effekte ausschlieSlich auf direkte Einfliisse auf die Enzymaktivitdt

dezimiert.

Wie in Abbildung 4 anhand der schwarzen Sdulen verdeutlicht, wurde durch die Inkubation
mit Calcifediol in den isolierten Membranen eine tendenzielle Reduktion der B-Sekretase

Aktivitdit auf 95,8 % ohne statistische Signifikanz nachgewiesen (Calcifediol:
95,8 £ 0,97 %, p = 0,059).

Die Behandlung der PNFs mit den Vitamin D Derivaten verringerte die Aktivititen der -
Sekretase. Die Ergebnisse erreichten fiir alle Vitamin D Analoga eine statistische Signifikanz.
Die Inkubation mit Maxacalcitol senkte die Enzymaktivitidt durch direkte Effekte signifikant
auf 91,7 % (Maxacalcitol: 91,7 + 2,3 %, p = 0,016), die Inkubation von Calcipotriol zeigte
eine  signifikante  [-Sekretase = Aktivititsminderung auf 94,7 %  (Calcipotriol:
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94,7 + 1,0 %, p = 0,023). Durch die Zugabe des Vitamin D3 Analogon Alfacalcidol wurde die
Enzymaktivitdt auf 94,1 % herabgesetzt (Alfacalcidol: 94,1 £1.,3 %, p = 0,018).

Nach Behandlung mit den Vitamin D> Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol konnte in den
isolierten Membranen eine Abnahme der Aktivitdt der B-Sekretase auf 93,2 bzw. 90,7 %
gemessen werden (Paricalcitol: 93,2 + 1,6 %, p = 0,013; Doxercalciferol: 90,7 + 1,0 %, p
<0,001). Insgesamt wurde durch die Inkubation der Vitamin D Analoga eine durch direkte
Effekte erzeugte Senkung der B-Sekretase Aktivitdt auf 92,5 % (Durchschnitt aller Analoga:
92,5+ 0,8 %, p = 0,004) beobachtet.

Abbildung 4 verdeutlicht, dass durch die Behandlung der Zellen mit den Vitamin D Analoga
die Enzymaktivitdt in metabolisch aktiven Zellen deutlich stirker gesenkt wurde als auf den
isolierten Membranen. So reduzierten die Analoga im Durchschnitt die B-Sekretase Aktivitdt
in metabolisch aktiven Zellen auf 72,9 %, wihrend durch direkte Effekte auf den isolierten

Zellmembranen eine Senkung auf 92,5 % beobachtet wurde.

Die in Kapitel 4.3.1 beschriebenen Effekte der Vitamin D Analoga auf die B-Sekretase
Aktivitit in metabolisch aktiven Zellen setzten sich somit sowohl aus direkten als auch aus
indirekten Effekten zusammen, wobei der Anteil an indirekten Einfliissen insgesamt
iiberwiegt. Direkte Einfliisse sind im Durchschnitt fiir 27,5 % der beobachteten Effekte
verantwortlich. Bei einzelnen Analoga wie Doxercalciferol und Calcipotriol sind bis zu
40,9 % bzw. 46,9 % der Einfliisse auf die -Sekretase in metabolisch aktiven Zellen durch

direkte Effekte auf das Enzym zu erkléren.

In Tabelle 14 sind die direkten und indirekten Effekte prozentual gegeniibergestellt.
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Tabelle 14 Anteil der direkten und indirekten Effekte auf die Reduktion der B-Sekretase Aktivitit in SH-SY5SS WT
Zellen

Nach Inkubation von 100 nM Vitamin D Analoga wurde die [-Sekretase Aktivitit mittels FRET basierter Nachweismethode
in metabolisch aktiven SH-SY5Y WT Zellen und in isolierten SH-SY5Y WT Membranen vermessen. Wihrend bei der
Vermessung der Membranen direkte Effekte der Analoga auf die Enzymaktivitit gezeigt werden, spiegelt der Versuch auf
metabolisch aktiven Zellen zusdtzlich indirekte Effekte wie Einwirkungen auf die Genexpression, das Proteinlevel, den
intrazelluldren Transport oder die Degradation wider. Eine Verrechnung der Ergebnisse ermoglicht eine Gegeniiberstellung,
wieviel Prozent der Reduktion der [-Sekretase Aktivitit auf indirekte und direkte Effekte zuriickzufiihren ist.

Gesamtreduktion der f- Davon
Davon indirekte
Sekretase Aktivitit in direkte
Vitamin D Effekte
metabolisch aktiven Zellen Effekte
Analoga [Ye]
[Ye] [Ye]
Calcifediol 25,59 83,45 16,55
Maxacalcitol 30,80 73,29 26,71
Calcipotriol 11,19 53,09 46,91
Alfacalcidol 32,46 81,88 18,12
Paricalcitol 38,05 82,13 17,87
Doxercalciferol 22,70 59,06 40,94
Durchschnitt
27,04 72,51 27,49
aller Analoga

4.3.3 Bestimmung des sAPPS-Levels in SH-SY5Y WT Zellen

Zur Verifizierung der FRET-basierten Messmethode der p-Sekretase Aktivitit wurde
exemplarisch der sAPPB-Spiegel nach Inkubation von SH-SY5Y WT mit Calcifediol
bestimmt. Hierzu wurde eine Western Blot Analyse unter Verwendung des Mbs492139-
Primérantikorpers durchgefiihrt. SAPP entsteht bei der APP-Prozessierung als Spaltprodukt

der B-Sekretase und liegt folglich bei niedriger Enzymaktivitéit in geringeren Mengen vor

(ZHANG et al., 2012a).
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Das sAPPf-Proteinlevel war wie in Abbildung 5 graphisch dargestellt nach der Inkubation
von Calcifediol im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle signifikant auf 76,9 % reduziert

(Calcifediol: 76,9 = 1,8 %, p = 0,002).
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Abbildung 5 sAPPB-Proteinspiegel nach 24 h Inkubation von SH-SY5Y WT Zellen mit 100 nM Calcifediol

SH-SYSY WT Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM Calcifediol inkubiert, anschliefsend wurde im Kulturmedium mittels
Western Blot Analyse der sAPP [-Proteinspiegel bestimmt. Abgebildet ist das relative Ergebnis prozentual zur Kontrolle
mit EtOH. Die Fehlerbalken geben die mittlere Standardabweichung an, die Sterne stellen die mittels zweiseitigem,
ungepaarten Student’s t-test ermittelt Signifikanz dar (** = p < 0,01) (n = 6) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

4.3.4 Bestimmung der [-Sekretase Aktivitit in Maushirnen nach Vitamin D
Supplementierung

Die in den vorherigen Versuchen gezeigten direkten Einfliisse auf die B-Sekretase in vitro
wurden im Folgenden wie in Abbildung 6 verdeutlicht in einer ex vivo Situation gepriift.
Hierzu wurden wie in Kapitel 3.8 und 3.10 beschrieben Hirnproben von insgesamt fiinf
Wildtypméusen gewonnen und mit 100 nM Vitamin D Analoga inkubiert. Mittels FRET-

basierter Nachweismethode wurde die B-Sekretase Aktivitdt vermessen.
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Nach der Supplementierung von 100 nM Calcifediol reduzierte sich im Vergleich zur
Supplementierung reiner Losungsmittelkontrolle die p-Sekretase Aktivitdt statistisch

signifikant auf 94,2 % (Calcifediol: 94,2 + 2,2 %, p = 0,028).

Die Zugabe der Vitamin D Derivate ergab insgesamt schwichere Effekte auf die
Enzymaktivitit. Die Supplementierung der Vitamin D; Analoga Maxacalcitol und
Alfacalcidol senkte die B-Sekretase Aktivitdt statistisch signifikant auf 95,6 % bzw. 96,1 %
(Maxacalcitol: 95,6 + 1,1 %, p= 0,015; Alfacalcidol: 96,1 = 1,4 %, p= 0,054). Das
Vitamin D3 Analogon Calcipotriol zeigte, ebenso wie die untersuchten Vitamin D> Analoga,
keine statistisch signifikanten Effekte auf die p-Sekretase Aktivitit der murinen
Wildtypproben (Calcipotriol: 99,54 + 2,2 %, p = 0,858; Paricalcitol: 97,6 = 1 %, p = 0,182;
Doxercalciferol: 101,5 + 2,2 %, p = 0,577).

Nach Berechnung des Durchschnittswerts der Effekte der Analoga, bestand eine nicht
signifikante Senkung der B-Sekretase Aktivitit auf 98,1 % (Durchschnitt aller Analoga: 98,1 +
1,1 %, p =0,280).

4.3.5 Bestimmung der [-Sekretase Aktivitit in Vitamin D unterversorgten Maushirnen

Die in Kapitel 4.3.4 dargelegten Ergebnisse wurden nach Bolus Substitution der Analoga im
Wildtypmodell erhoben, wobei davon auszugehen ist, dass der Vitamin D Speicher aufgrund

der Vitamin D haltigen Erndhrung der Méuse hinreichend geftillt war.

Nachfolgend wurden die Effekte einer Vitamin D Substitution ausgehend von einer Vitamin D
Mangelsituation betrachtet. Hierzu wurde wie in Kapitel 3.8.1 beschrieben durch Fiitterung
einer Vitamin D armen Kost eine Hypovitaminose generiert. Wie in Grimm et. al beschrieben,
enthielt das Hirngewebe einen um 23 % reduzierten zerebralen Calcifediol-Gehalt und einen
auf 110,0 % erhohten AB4o bzw. auf 112,8 % erhohten AP4>-Spiegel (GRIMM et al., 2014).
Signifikante Gewichtsunterschiede, die auf eine Untererndhrung der Vitamin D defizienten
Maiuse hinweisen konnten, wurden nicht detektiert (Wildtypmause: 27,94 = 1,17 g; Vitamin D
defiziente Méuse: 27,69 £ 0,97 g; p = 0,88) (LEHMANN, 2018).
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[LJWT supplementiert M Vit. defizient supplementiert
B WT unsupplementiert B Vit. defizient unsupplementiert

[%]

100;

B-Sekretase Aktivitat [%]
=

Calcifediol Maxacalcitol Calcipotriol Alfacalcidol Paricalcitol Doxercalciferol Durchschnitt
aller Analoga

Abbildung 6 B-Sekretase Aktivitit nach Vitamin D Analoga Substitution im murinen ex vivo Wildtyp- und
Vitamin D supprimiertem Modell

Mittels FRET basierter Enzymmessung wurde die [-Sekretase Aktivitit in murinen Hirnproben nach ex vivo Substitution
von 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol bestimmt. Vermessen
wurden zundchst Proben von fiinf Wildtyp (WT) Mdusen. Im Anschluss wurde der Versuch mit fiinf Mdusen, in denen
zuvor durch Vitamin D arme Fiitterung eine Hypovitaminose erzeugt wurde (Vit. defizient) wiederholt. Bei diesem
Versuch wurden drei Wildtypkontrollproben mitvermessen. Dargestellt ist die relative [-Sekretase Aktivitdt nach
Substitution im Vergleich zur auf 100% genormten [-Sekretase Aktivitdt im nicht supplementierten Wildtypmaushirn. Die
nicht supplementierten Proben wurden mit dem Losungsmittel EtOH substituiert. Die Fehlerbalken geben die mittlere
Standardabweichung an. Die Signifikanzen sind zur besseren Ubersicht in Tabelle 16-16 dargestellt (n = 3) (Abb.
modifiziert nach Thiel et al.2017).

Die insgesamt fiinf murinen Proben wurden homogenisiert und 100 nM der unterschiedlichen
Vitamin D Analoga wurden substituiert. AnschlieBend wurde die B-Sekretase Aktivitét mittels
FRET-basierter Enzymmessung ermittelt. Zusdtzlich zu den fiinf Vitamin D defizienten

Mausproben wurden zur Kontrolle drei Wildtypmiuse gemessen.
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Die Hirnproben, der mit dem Vitamin D defizienten Futter erndhrten Méduse zeigten im
Vergleich zu den Proben der Wildtypmause eine auf 108,4 % gesteigerte 3-Sekretase Aktivitit
(108,4 + 1,2 %, p <0,001).

Durch Substitution der Vitamin D unterversorgten Hirnproben mit 100 nM Calcifediol konnte
die erhohte B-Sekretase Aktivitit wieder signifikant um 3,5 % in Richtung des Wildtypniveaus
gesenkt werden (Calcifediol: 104,9 = 0,9 %, p = 0,026).

Nach Substitution der Vitamin D unterversorgten Hirnproben mit dem Vitamin D, Analogon
Doxercalciferol reduzierte sich die unter der Vitamin D Mangelsituation erh6hte $-Sekretase
Aktivitit von 108,4 % signifikant auf 103,5 % (Doxercalciferol: 103,5 £ 1,9 %, p = 0,040).
Ein signifikanter Unterschied zwischen der (-Sekretase Aktivitdt im Hirn der Vitamin D
unterversorgten Mause und im nicht substituierten Wildtyphirn bestand nach der Substitution

von Doxercalciferol nicht mehr (vgl. Tabelle 15/16).

Die weiteren untersuchten Analoga verénderten die B-Sekretase Aktivitdt verglichen mit der
Losungsmittelkontrolle unter den vorliegenden Versuchsbedingungen nicht statistisch
signifikant (Maxacalcitol: 107,4 + 1,6 %, p = 0,606; Calcipotriol: 108,5 = 1,3 %, p = 0,964;
Alfacalcidol: 105,9 £+ 1,2 %, p = 0,144; Paricalcitol: 106,6 + 0,76 %, p = 0,223).

Gemittelt reduzierten die Analoga die B-Sekretase Aktivitdt in Vitamin D defizienten

Maushirnen von 108,4 % auf 106,4 % (Durchschnitt aller Analoga: 106,4 + 1,9 %, p=0,181)

ohne das Signifikanzniveau zu erreichen.
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Um zu iiberpriifen, ob es signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Effekten der
Vitamin D Analoga auf die -Sekretase Aktivitéit gab, wurde eine ANOV A mit anschlieBender
Bonferroni-post hoc Testung durchgefiihrt. Wie in Tabelle 15 dargestellt, bestand kein

Unterschied zwischen den einzelnen getesteten Vitamin D Analoga und Calcifediol.

Tabelle 15 Mittels Bonferroni post-hoc Test ermittelten Signifikanzen beim Vergleich der Effekte von Calcifediol und
den Vitamin D Analoga auf die B-Sekretase Aktivititen in murinen Proben

Mittels FRET basierter Enzymmessung wurde die [-Sekretase Aktivitdt in murinen Wildtyp-Hirnproben (WT) und Vitamin D
defizienten Hirnen (Defizient) ermittelt. Zuvor wurden 100nM Losungsmittelkontrolle, Calcifediol, Maxacalcitol,
Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol substituiert. Mittels ANOVA und post-hoc Testung wurde
errechnet, ob signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Vitamin D Analoga sowie Calcifediol bestehen.
Angegeben sind die p-Werte des Bonferroni-Testes.

WT Defizient
Calcifediol Alfacalcidol > 0,999 > 0,999
Calcipotriol 0,466 0,967
Doxercalciferol 0,066 > 0,999
Maxacalcitol > 0,999 > 0,999
Paricalcitol > 0,999 > 0,999
Alfacalcidol Calcipotriol > 0,999 > 0,999
Doxercalciferol 0,515 > 0,999
Maxacalcitol > 0,999 > 0,999
Paricalcitol > 0,999 > 0,999
Calcipotriol Doxercalciferol > 0,999 0,158
Maxacalcitol > 0,999 > 0,999
Paricalcitol > 0,999 > 0,999
Doxercalciferol | Maxacalcitol 0,316 0,686
Paricalcitol > 0,999 > 0,999
Maxacalcitol Paricalcitol > 0,999 > 0,999

In Tabelle 16 16 sind die mittels student‘s t-test errechneten Signifikanzen bei direkter

Gegendtiberstellung der Wildtyp- oder der Vitamin D defizienten Hirne nach Inkubation der
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Kontrolle oder der Vitamin D Préparate dargestellt. Tabelle 17 zeigt die Signifikanzen, die

durch Bonferroni post-hoc Testung ermittelt wurden. Hier wurde im Gegensatz zum student‘s

t-test ein Mehrfachvergleich der Bedingungen vorgenommen.

Tabelle 16 Mittels student‘s t-test ermittelte Signifikanzen beim Vergleich der B-Sekretase Aktivitit in murinen
Proben nach Inkubation von Vitamin D Analoga

Mittels FRET basierter Enzymmessung wurde die [-Sekretase Aktivitdt in murinen Hirnproben nach ex vivo Substitution von
100 nM Losungsmittelkontrolle, Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol
bestimmt. Die Tabelle fasst die p-Werte der mittels student's t-test ermittelten Signifikanzen zusammen. Die linke Spalte gibt
an, welche beiden Ergebnisse miteinander verglichen wurden. ,,WT +* kennzeichnet hierbei die mit Vitamin D Analoga
substituierten Wildtypmduse. ,, Defizient +* beschreibt die Maushirne der Vitamin D defizienten Mduse. Welches der Analoga
substituiert wurde, ist der jeweiligen Spalteniiberschrift zu entnehmen. Proben, die mit der Losungsmittelkontrolle behandelt
wurden, sind mit ,,WT - bzw. ,, Defizient -** gekennzeichnet. Ein p-Wert < 0,05 entsprach einem statistisch signifikanten

Ergebnis.
g & g e % 5
= | 2 | % g E | &
5 & z & g, Z
=2 =2 = g =
=
=
WT + WT - 0,028 0,050 0,858 0,573 0,015 0,179
Defizient + | <0,001 | <0,001 0,002 0,499 | <0,001 | <0,001
Defizient - | <0,001 | 0,002 0,002 0,014 | <0,001 | <0,001
WT - Defizient + | 0,005 0,003 | <0,001 0,145 0,001 | <0,001
Defizient - | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
Defizient + Defizient- | 0,026 0,144 0,964 0,040 0,606 0,223
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Tabelle 17 Mittels Bonferroni post-hoc Test ermittelte Signifikanzen beim Vergleich der p-Sekretase Aktivititen in
murinen Proben nach Inkubation von Vitamin D Analoga
Mittels FRET basierter Enzymmessung wurde die [-Sekretase Aktivitdit in murinen Hirnproben nach ex vivo Substitution von
100 nM Losungsmittelkontrolle, Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol
bestimmt. Mittels Bonferroni-korrigiertem post-hoc Test wurde errechnet, ob signifikante Unterschiede zwischen den
Bedingungen ,, substituiertes Wildtyphirn (WT +) *, ,, Losungsmittelbehandeltes Wildtyphirn (WT -) “, ,, substituiertes, Vitamin
D defizientes Hirn (Defizient +) und , Losungsmittelbehandeltes, Vitamin D defizientes Hirn (Defizient -)* bestehen.
Welches Vitamin D Analoga substituiert wurde, ist in der jeweiligen Spalteniiberschrift angegeben. Ein p-Wert < 0,05
entsprach einem statistisch signifikanten Ergebnis.

c |l z| e g| 5] 3

g 8 g. & % g

2 & = g 3 g

S
WT + WT - 0,039 0,239 >0,999 | >0,999 0,167 0,945

Defizient + | < 0,001 | <0,001 0,001 >0,999 | <0,001 | <0,001
Defizient - | <0,001 | <0,001 0,001 0,038 <0,001 | <0,001
WT - Defizient + 0,099 0,010 0,002 0,873 0,001 < 0,001
Defizient - 0,001 < 0,001 0,002 0,005 <0,001 | <0,001
Defizient + Defizient - 0,450 0,878 > 0,999 0,226 1,000 > 0,999

4.3.6 Messung der BACEI-Expression in SH-SY5Y WT Zellen

Die gezeigte Reduktion der B-Sekretase Aktivitdt in isolierten SH-SYS5Y WT Membranen und

im ex vivo Modell zeigt den direkten Einfluss der Vitamin D Analoga auf die Enzymaktivitit.

Da jedoch in metabolisch aktiven Zellen im Vergleich zu den isolierten Membranen eine

deutlichere Reduktion der [(-Sekretase Aktivitit erhoben wurde, miissen auch indirekte

Faktoren einen Einfluss auf die Aktivitdtsdnderung nehmen.
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Ankniipfend wurde daher die Expression des fiir die B-Sekretase verantwortlichen Gens
BACE] untersucht. Hierfiir wurden SH-SYS5Y WT Zellen mit Vitamin D Analoga inkubiert
und im Anschluss die RNS isoliert, in cDNS umgeschrieben und die Genexpression mittels

PCR analysiert (siche Kapitel 3.11).

Wie in Abbildung 7 graphisch dargestellt, wurde durch die Inkubation mit Calcifediol die
BACEI Genexpression signifikant auf 80,8 % verringert (Calcifediol: 80,8 £ 2,9 %, p =
0,003).
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Abbildung 7 BACE1 Genexpression in SH-SYSY WT Zellen nach Vitamin D Analoga Inkubation

Aus fiir 24 h mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol
inkubierten SH-SYSY WT Zellen wurde RNS isoliert und in cDNS umgeschrieben. Im Anschluss wurde mittels RT-PCR
die Genexpression von BACEI bestimmt. Die Fehlerbalken geben die mittlere Standardabweichung an, die durch Sterne
dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s t-test ermittelt (*=p < 0,05; ** =
p <0,01; ***=p <0,001) (n=3) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).
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Die Vitamin D3 Analoga Calcipotriol und Alfacalcidol senkten die Genexpression auf 75,4 %
bzw. 70,2 % (Calcipotriol: 75,4 £ 8,1%, p = 0,040; Alfacalcidol: 70,3 + 5,4%, p = 0,006). Die
iibrigen untersuchten Analoga zeigten tendenziell ebenfalls eine Reduktion, erlangten hierbei
jedoch keine statistische Signifikanz (Maxacalcitol: 83,5 + 9,9 %, p = 0,171; Paricalcitol:
97,6 £ 11,7 %, p = 0,846; Doxercalciferol: 83,6 = 7,74 %, p = 0,102).

Insgesamt erzielten die Analoga im Mittel eine signifikante Reduktion der BACEI
Genexpression auf 82,1 % (Durchschnitt aller Analoga: 82,1 + 4,6 %, p = 0,005). Hierbei
konnten durch ANOVA und Bonferroni post-hoc Analyse keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Effekten der einzelnen Analoga und Calcifediol erhoben werden.

4.3.7 Bestimmung des BACEI-Proteinlevels nach Vitamin D Analoga Inkubation

Die in Kapitel 4.3.6 erhobenen Ergebnisse auf Transkriptionsebene wurden im néchsten
Schritt auf Proteinebene verifiziert. Hierzu wurde mittels Western Blot Analyse das BACE1-
Proteinlevel im Zelllysat von SH-SYS5Y WT Zellen nach Inkubation der
Losungsmittelkontrolle, Calcifediol oder der Vitamin D Analoga gemessen.

Zur Ladekontrolle wurde auf derselben Nitrozellulosemembran im Anschluss der Aktingehalt

bestimmt. Abbildung 8 zeigt exemplarisch zwei Rontgenfilme nach BACE1-Western Blot
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Abbildung 8 Exemplarische Rontgenfilme nach Western Blot Analyse des BACE1- und Aktin-Proteingehaltes im
Zelllysat von SH-SYSY WT Zellen

SH-SYSY WT Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM Losungsmittelkontrolle, Calcifediol, Alfacalcidol, Calcipotriol,
Doxercalciferol, Maxacalcitol oder Paricalcitol inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und die Bacel-
Proteinmenge mittels Western Blot Analyse unter Verwendung des W02-Antikorpers bestimmt. Zur Ladungskontrolle
wurde die Membran im Anschluss mit einer Reblotlosung gestrippt und der Aktingehalt bestimmt.
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bzw. Aktin-Western Blot. Die gleiche Signalintensitdt der Aktinbanden verdeutlicht die
korrekte Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wihrend des Western Blots

sowie die gleichméBige Einstellung der Proteinkonzentration und Ladung der Geltaschen.

Durch vorherige 24 h Inkubation mit 100 nM Calcifediol wurde in SH-SYS5Y WT Zelllysaten,
wie in Abbildung 9 verdeutlicht, eine signifikante Senkung des BACEI Proteinlevels auf
54,1 % erzielt (Calcifediol: 54,1 £ 5,7 %, p = 0,004).
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Abbildung 9 BACEL1 Proteinlevel in SH-SYSY WT Lysat

Mittels Western Blot Analyse wurde der BACEI Proteingehalt im Zelllysat von zuvor fiir 24 h mit 100 nM Calcifediol,
Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol inkubierter SH-SYSY WT ermittelt. Die
Ergebnisse sind prozentual zur Losungsmittelkontrolle dargestellt. Die Fehlerbalken geben die mittlere
Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten
Student’s t-test ermittelt (* = p < 0,05; **=p < 0,01, *** =p < 0,001) (n = 3) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

Die Vitamin D3 Analoga Maxacalcitol und Calcipotriol senkten den BACEl Gehalt
signifikant um 20 bis 30 % (Maxacalcitol: 71,4+ 5,8 %, p = 0,020; Calcipotriol: 68,9 +
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2,8 %, p = 0,009). Alfacalcidol zeigte ebenfalls einen tendenziell senkenden, wenn auch nicht

signifikanten Einfluss (Alfacalcidol: 77,6 + 8,4 %, p = 0,099).

Die Vitamin D> Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol reduzierten den BACEI]
Proteingehalt verglichen zur Losungsmittelkontrolle auf 63,2 % und 74,3 % (Paricalcitol:

63,2 £ 4,2 %, p = 0,005; Doxercalciferol: 74,3 + 5,4 %, p = 0,025).

Im Durschnitt wurde durch die Analoga eine signifikante Reduktion des BACEI Levels auf
71,1 % erreicht (Durchschnitt aller Analoga: 71,1+ 2,5 %, p= 0,011), ein signifikanter
Unterschied zwischen den Analoga bestand in ANOVA und Post hoc Testung nicht.

4.3.8 Bestimmung der y-Sekretase Aktivitiit

Durch den y-Sekretase Schnitt als zweiten Schritt in der APP-Prozessierung wird B-CTF in
das potenziell zytotoxische AP und AICD prozessiert (DE STROOPER et al., 1999; HAMPEL
et al., 2021). Nachfolgend wurde mittels FRET basierter Nachweismethode in metabolisch
aktiven SH-SYS5Y WT Zellen die Enzymaktivitdt der y-Sekretase nach Inkubation der

Analoga bestimmt.

Im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle konnte durch die Behandlung der Zellen mit
Calcifediol eine Aktivititsabnahme der y-Sekretase auf 85,2 % erzielt werden (Calcifediol:
85,3 +£2,5%,p<0,001).

Die untersuchten Vitamin D Analoga zeigten bis auf Calcipotriol ebenfalls Einfliisse auf die
v-Sekretase Aktivitdit. Wihrend das Vitamin D3 Analoga Maxacalcitol eine signifikante
Reduktion auf 91,3 % bewirkte, konnten die y-Sekretase Aktivitit durch Alfacalcidol auf
74,7 % gesenkt werden (Maxacalcitol: 91,3 £3,0 %, p =0,039; Alfacalcidol: 74,7 =3,3%, p <
0,001). Calcipotriol erzielte keine signifikanten Einfliisse (Calcipotriol: 95,5+ 2,9 %, p =
0,227).

Die untersuchten Vitamin D> Analoga verringerten die Enzymaktivitit ebenfalls signifikant

um 20 % (Paricalcitol: 80,6 + 4,0 %, p = 0,0014; Doxercalciferol: 80,2 + 4,3 %, p = 0,0017).

72



Ergebnisse

Durchschnittlich wurde die Aktivitdt der y-Sekretase durch die Inkubation der Vitamin D
Analoga auf 86,1 % herabgesetzt (Mittelwert der Analoga: 86,1 + 3,4 %, p= 0,003). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10 Bestimmung der y-Sekretase Aktivitit in metabolisch aktiven SH-SYSY WT Zellen

Nach 24 h Inkubation mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder Doxercalciferol
wurde die y-Sekretase Aktivitdit in metabolisch aktiven SH-SYSY WT Zellen mittels fluorometrischer Nachweismethode
vermessen. Die Ergebnisse sind prozentual zur Losungsmittelkontrolle dargestellt. Die Fehlerbalken geben die mittlere

Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten
Student’s t-test ermittelt (* = p < 0,05; **=p < 0,01, *** =p < 0,001) (n = 35) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

4.3.9 Bestimmung der NCSTN-Genexpression

Um die erhobenen Ergebnisse der y-Sekretase Aktivitdtsmessung zu verifizieren, wurde eine
Genexpressionsanalyse fiir Nicastrin als Komponente der y-Sekretase durchgefiihrt. Aus zuvor
inkubierten SH-SYS5Y WT Zellen wurde hierzu die RNS isoliert, in cDNS umgeschrieben und
die NCSTN-Genexpression mittels RT-PCR analysiert.
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Wie in Abbildung 11 dargestellt, zeigte sich in der cDNS der mit 100 nM Calcifediol
behandelten Zellen, verglichen mit den mit reinem Ldsungsmittel inkubierten Zellen, eine

signifikant auf 83,3 % gesenkte NCSTN-Genexpression (Calcifediol: 83,3 £4,1 %, p =0,015).

1%

100 -

o

o

*
*

*k%k

—— ¥
——

NCSTN Expression
(% der Kontrolle)
©
=

~
o

60 -
50
(4} AN AN AN >
F PO & & F S O S
& @ NP G Gl &P
& \°\o v © g,\Q %4 Y > Sl 's
(s aF D @ > © N
Q N v RV 4° N
P °

Abbildung 11 NCSTN Genexpression nach Inkubation mit 100 nM Vitamin D Analoga

SH-SYSY WT Zellen wurden mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder
Doxercalciferol inkubiert. Nach RNS Isolation und Umschreibung in cDNS wurde mittels RT-PCR die Genexpression
von NCSTN bestimmt. Die Ergebnisse sind prozentual zur Losungsmittelkontrolle dargestellt. Die Fehlerbalken geben
die mittlere Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem,
ungepaarten Student’s t-test ermittelt (* = p < 0,05; **=p < 0,01; *** = p < 0,001) (n = 3) (Abb. modifiziert nach Thiel
etal.2017).

Auch nach Behandlung der Zellen mit den Vitamin D Analoga war die Genexpression fiir

NCSTN in der vermessenen cDNS signifikant reduziert. Ausnahme bildete hier die Inkubation
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mit Maxacalcitol, die verglichen zur Losungsmittelkontrolle keine Effekte auf die Expression

erzielte (Maxacalcitol: 91,2 = 10,1 %, p = 0,435).

Die restlichen Vitamin D> und Vitamin D3 Analoga zeigten &hnliche Effektstirken zwischen
83 % und 88,5 % und erzielten durchschnittlich eine Verringerung der Expression auf 85,9 %
(Calcipotriol: 83,9 + 2,8 %, p = 0,005; Alfacalcidol: 83,1 £ 3,6 %, p = 0,009; Paricalcitol:
88,5 £3,2 %, p =0,023; Doxercalciferol: 82,8 + 2,7 %, p = 0,003; Durchschnitt aller Analoga:
85,9+ 1,7 %, p<0,001).

4.4 Einfluss der Vitamin D Analoga auf die nicht amyloidogene APP-Prozessierung

Durch die nicht amyloidogene APP-Prozessierung kann die AB-Bildung verhindert werden.
APP wird hierbei durch die a-Sekretase in der AB-Doméne geschnitten, wodurch sAPPo und
o-CTF als Spaltprodukte entstethen (HAMPEL et al., 2021; ZHANG et al., 2011). Zur
Ermittlung der Effekte der Vitamin D Analoga auf die nicht amyloidogene AB-Prozessierung
wurde in metabolisch aktiven SH-SYS5Y WT Zellen nach vorheriger Vitamin D Analoga
Inkubation die Aktivitdt der o-Sekretase gemessen. Dies erfolgte mittels FRET basierter

fluorometrischer Nachweismethode.

Nach Inkubation der SH-SYS5Y WT Zellen mit 100 nM Calcifediol wurde im Vergleich zur
reinen Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle eine signifikante Zunahme der a-Sekretase

Aktivitdt um 14,5 % ermittelt (Calcifediol: 114,5 = 4,5 %, p = 0,015).

Durch die Inkubation der Zellen mit den Vitamin D Derivaten wurden keine Effekte auf die
a-Sekretase Aktivitdt beobachtet. Lediglich das Vitamin D> Analogon Paricalcitol bewirkte
eine Zunahme der a-Sekretase Aktivitdt auf 113,9 % (Paricalcitol: 113,9 +4,7 %, p = 0,023).
Durch Alfacalcidol konnte eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante Steigerung der
Enzymaktivitdt beobachtet werden (Alfacalcidol: 107,58 + 2,9 %, p = 0,069). Die restlichen
Vitamin D Analoga zeigten im Gegensatz hierzu jedoch keine signifikanten Effekte auf die
Enzymaktivitit (Maxacalcitol: 101,94 = 5,4 %, p = 0,750; Calcipotriol: 102,29 + 3,7 %, p =
0,616; Doxercalciferol: 99,58 + 2,3 %, p = 0,903). Signifikante Unterschiede zwischen den
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einzelnen Analoga ergaben sich nach ANOVA und post-hoc Analyse nicht. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12 Aktivitit der a-Sekretase in metabolisch aktiven SH-SYSY WT Zellen

Metabolisch aktive SH-SYSY WT Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol,
Paricalcitol oder Doxercalciferol inkubiert. Anschliefsend wurde mittels FRET basierter fluorometrischer Nachweismethode
die o~Sekretase Aktivitiit bestimmt. Die Ergebnisse sind prozentual zur Losungsmittelkontrolle dargestellt. Die Fehlerbalken
geben die mittlere Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem,
ungepaarten Student’s t-test ermittelt (* = p < 0,05; ** =p < 0,01; ***=p < 0,001) (n = 7) (Abb. modifiziert nach Thiel et
al.2017).
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4.5 Einfluss der Vitamin D Analoga auf den AB-Katabolismus

Neben der APP-Prozessierung beeinflusst auch die AP-Degradation das Ap-Level
(MAWUENYEGA etal., 2010; ZHANG et al., 2011). Nachfolgend wurden daher die Effekte

der Vitamin D Analoga auf den AB-Katabolismus ndher untersucht.

4.5.1 Ap-Gesamtdegradation in N2a WT-Zellen nach Inkubation mit Vitamin D Analoga

Zunichst wurde im Zellmodell der Einfluss der Vitamin D Analoga auf die Degradation von
AP analysiert. Hierzu wurden in vitro murine Neuroblastomzellen der Zelllinie N2a WT mit
den Vitamin D Analoga behandelt und zusitzlich fiir 6 h mit humanem synthetisierten ABa4o
inkubiert.

Im Anschluss wurde mittels Western Blot Analyse der verbleibende Ap-Spiegel im
Kulturmedium bestimmt. Wahrend die N2a Zellen sowohl ihr selbst produziertes murines A3
als auch das synthetische, humane A4 abbauen, detektiert der verwendete WO2-
Primérantikdrper ausschlieBlich das hinzugefiigte humane Af4o. Die erhaltene Signalintensitit
des verbliebenen humanen A korrelierte umgekehrt proportional mit der AB-Degradation in
den Zellen. Durch die Bestimmung des humanen Peptids in der murinen Umgebung gelang
eine Betrachtung der AB-Degradation getrennt von der parallel in den Zellen ablaufenden

Produktion.

Calcifediol steigerte die AP-Degradation verglichen mit der Ldsungsmittelkontrolle
signifikant auf 119,6 % (Calcifediol: 119,6 + 4,45 %, p = 0,034). Wie in Abbildung 13 zu
sehen, verstérkte die Inkubation mit Vitamin D Analoga den A-Abbau ebenfalls signifikant,
im Schnitt erhohte sie die AB-Degradation um 56,1 % (Durchschnitt aller Analoga: 156,1 +
3,2%, p< 0,001). Den stirksten Einfluss zeigte die Behandlung der Zellen mit dem
Vitamin D3 Analogon Calcipotriol, wodurch der AB-Abbau verglichen mit der reinen
Inkubation mit EtOH mehr als verdoppelt wurde (Calcipotriol: 202,1 + 4,2 %, p = 0,002). Die
ebenfalls zur Gruppe der Vitamin D; Analoga gehdrenden Analoga Maxacalcitol und
Alfacalcidol erzielten eine Steigerung der AP-Degradation auf 164,5 % bzw. 123,5%
(Maxacalcitol: 164,5 + 6,3 %, p = 0,009; Alfacalcidol: 123,5 + 3,5 %, p = 0,046).
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Abbildung 13 Effekte der Vitamin D Analoga auf die AB-Degradation in N2a WT Zellen

N2a WT Zellen wurden fiir 18 h mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder
Doxercalciferol vorbehandelt. Im Anschluss wurde fiir 6 h zusdtzlich 0,5 ug/ml humanes, synthetisches Ay hinzugefiigt und
danach der verbleibende Ap-Spiegel im Kulturmedium mittels Western Blot Analyse ermittelt. Dargestellt ist die relative A -
Degradation der Analoga prozentual zur Kontrolle mit Losungsmittel. Die Fehlerbalken geben die mittlere
Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s
t-test ermittelt (* =p < 0,05; **=p < 0,01; *** =p < 0,001) (n = 3) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

Auch durch die Inkubation der untersuchten Vitamin D> Analoga wurde der Abbau des A3
deutlich verstirkt. 100 nM Paricalcitol erhohte die Degradation im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle auf 168,66 %, Doxercalciferol steigerte sie auf 158,20 % (Paricalcitol:
168,66 + 2,6 %, p = 0,002; Doxercalciferol: 158,2 + 2,81 %, p = 0,003).
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Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten der einzelnen Analoga zeigten sich mittels

ANOVA nicht.

Mittels Pearson Korrelation wurde iiberpriift, ob die in Kapitel 4.2 bestimmten Einfliisse der
Vitamin D Derivate auf das AB-Gesamtlevel mit den gemessenen Einfliissen auf die (-
Sekretase Aktivitdit und die AP-Degradation korrelieren. Es wurde tendenziell eine
ausgeprigte, jedoch statistisch nicht signifikante Korrelation ermittelt (r = 0,699; p = 0,081).
Auch das BACEI Proteinlevel und die AB-Degradation korrelierten tendenziell mit dem A-
Level (r = 0,746; p = 0,054).

4.5.2 Ap-Gesamtdegradation auf Vitamin D unterversorgten Maushirnen

Um weiterfilhrend die Effekte der Vitamin D Analoga auf die AB-Degradation auch
ausgehend von einem Vitamin D Mangel zu iiberpriifen, wurde ex vivo in Hirnproben von
Maiusen mit Vitamin D Mangel die AB-Degradation nach Inkubation der Vitamin D Analoga
bestimmt. Hierzu wurden die mit 100 nM Vitamin D Analoga behandelten Hirnproben
zusétzlich mit humanem A4 inkubiert und im Anschluss durch Western Blot Analyse unter
Verwendung des W02 Antikorpers der verbleibende ABso-Gehalt bestimmt. Zusétzlich zu den
Hirnproben von Miusen mit Vitamin D Mangel wurden als Kontrolle Wildtypmaushirne

mitvermessen, in denen ein geséttigter Vitamin D Status vorlag.

Bei reiner Behandlung der Hirnproben mit der Losungsmittelkontrolle konnte in den
Wildtypmaushirnproben signifikant weniger verbleibendes, humanes AP0 nachgewiesen
werden als in den Hirnproben der Méuse mit Vitamin D Mangel. Unter geséttigten Vitamin D
Bedingungen wurde verglichen zur Vitamin D Mangelsituation 26,21 % mehr AP degradiert

(Wildtyp-Kontrolle: 126,2 + 1,2 %, p = 0,002).
Die Supplementierung der Hirnproben von den Miusen mit Vitamin D Mangel mit 100 nM

Calcifediol erzielte verglichen zur Inkubation der Losungsmittekontrolle keine Effekte auf die

AB-Degradation (Calcifediol: 103,8 + 2,08 %, p = 0,229).

79



Ergebnisse

Die Vitamin D Analoga hingegen konnten mit Ausnahme von Doxercalciferol, wie in
Abbildung 14 dargestellt, signifikanten Einfluss auf den Abbau von AP in den Proben der
Mause mit Vitamin D Mangel nehmen. Insbesondere die Inkubation der Vitamin D3 Analoga
Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol senkten im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle
den verbleibenden AB-Gehalt um 20 bis 28 % (Maxacalcitol: 128,3 + 1,3 %, p= 0,001;
Calcipotriol: 123,8 £ 6,2 %, p = 0,041; Alfacalcidol: 120,0 £ 4,5 %, p = 0,027).
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Vitamin D defiziente Maushirne

Abbildung 14 Einfluss der Vitamin D Analoga auf die ex vivo AB-Degradation Vitamin D defizienter
Maushirnhomogenaten

Homogenisierte Hirnproben von fiinf Vitamin D unterversorgten Mdusen und einem Wildtypmaushirn wurden ex vivo auf
Eis fiir 15min mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol, Doxercalciferol oder reiner
Losungsmittelkontrolle inkubiert. Im Anschluss erfolgte fiir 1h unter stindigem Schiitteln bei 37 °C die Inkubation von
1 ug/ml humanem, synthetischen Ay sowie luM [-Sekretase Inhibitor und 20uM y-Sekretase Inhibitor. Mittels Western
Blot Analyse wurde unter Verwendung des W02 Antikorpers der verbleibende AS-Spiegel bestimmt und die relative AfS-
Degradation verglichen mit der Losungsmittelkontrolle errechnet. Die Fehlerbalken geben die mittlere
Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten
Student’s t-test ermittelt (* =p < 0,05; ** =p < 0,01; ***=p <0,001) (n = 3) (n = 4) (Abb. modifiziert nach Thiel et
al.2017).
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Das Vitamin D> Analogon Paricalcitol steigerte den AP-Abbau auf 112,2 %, wéhrend
Doxercalciferol — keinen signifikanten Einfluss auf die Degradierung nahm
(Paricalcitol: 112,2 +£3,1 %, p=0,043; Doxercalciferol: 111,8+8,7%, p= 0,299).
Durchschnittlich erhohte die Inkubation der Vitamin D Analoga den AB-Abbau in den
murinen Hirnproben auf 119,2 % (Durchschnitt aller Analoga: 119,2 + 3,2 %, p <0,001).

Im Gegensatz zur Behandlung mit Calcifediol steigerte die Behandlung mit Vitamin D
Analoga damit mit Ausnahme von Doxercalciferol die AB-Degradation in Hirnproben von
Maiusen mit Vitamin D Mangel signifikant. Der Ausgleich der Vitamin D Mangelsituation
durch die Supplementierung der Analoga konnte mit Ausnahme von Maxacalcitol, die AB-
Degradation nicht so stark beeinflussen wie ein von vornherein ausreichend gesattigter
Vitamin D Status. Durch die Behandlung der Hirnproben von Méusen mit Vitamin D Mangel

mit Maxacalcitol wurde 2,1 % mehr AP degradiert als im Wildtyphirn.

4.5.3 Einfliisse der Vitamin D Analoga auf die NEP-Expression

Die in Kapitel 4.5.2 dargestellten Effekte der Vitamin D Analoga auf die AB-Degradation in
murinen Hirnproben wurden ex vivo ermittelt. Die inkubierten Vitamin D Analoga konnten
somit direkt auf die homogenisierten Hirnproben Einfluss nehmen, indirekte Effekte wie
Transkriptions- oder Translationsverdnderungen wurden in diesem Modell nicht

beriicksichtigt. Im Folgenden wurden diese indirekten Effekte ndher untersucht.

Hierzu wurde zunéchst der Effekt der Vitamin D Analoga auf die Genexpression von NEP,
eines der am AfB-Abbau beteiligten Enzyme, bestimmt (NALIVAEVA et al., 2020). Mittels
RT-PCR wurde die NEP-Expression nach Behandlung von SH-SYS5Y WT Zellen mit den

Vitamin D Analoga gemessen.
Wie in Abbildung 15 verdeutlicht, wurde die NEP-Expression in SH-SY5Y WT Zellen durch

die vorherige Behandlung mit Calcifediol nicht beeinflusst (Calcifediol: 102,91 + 3,09 %, p =
0,368).
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Abbildung 15 NEP-Expression in SH-SY5Y WT Zellen nach Inkubation von Vitamin D Analoga

SH-SYSY WT Zellen wurden mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder
Doxercalciferol inkubiert und im Anschluss RNS isoliert und in c¢DNS umgeschrieben. Die Bestimmung der
Genexpression von NEP erfolgte mittels RT-PCR und wurde mit der Losungsmittelkontrolle verglichen. Die Fehlerbalken
geben die mittlere Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem,
ungepaarten Student’s t-test ermittelt (* = p < 0,05, ** =p < 0,01; *** =p < 0,001) (n = 3) (Abb. modifiziert nach Thiel
etal.2017).

Die Vitamin D3 Analoga Alfacalcidol und Maxacalcitol erh6hten die NEP-Expression in den
Zellen um 14 bzw. 19 % (Maxacalcitol: 119,1 £ 7,3 %, p = 0,026; Alfacalcidol: 113,8 £5,
0 %, p=0,021). Fiir Calcipotriol und Doxercalciferol wurden keine statistisch signifikanten
Veranderungen der Expression beobachtet (Calcipotriol: 101,72+ 3,4 %, p= 0,622;
Doxercalciferol: 107,15 £+ 5,2 %, p =0,197).

Durch die Behandlung mit Paricalcitol wurde verglichen mit der Losungsmittelkontrolle eine
signifikante Zunahme der NEP-Expression auf 111,6 % erzielt (Paricalcitol: 111,6 £
3,0 %, p=0,003).
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Im Durchschnitt erhdhten die Vitamin D Analoga die NEP-Expression signifikant auf 110,7 %
(Durchschnitt aller Analoga: 110,7 + 2,9 %, p = 0,007). Signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Analoga bestanden nach ANOV A-Analyse nicht.

4.5.4 Einfliisse der Vitamin D Analoga auf die Neprilysin Aktivitit in SH-SY5Y WT
Zellen

Neben der erhohten Expression AP degradierender Enzyme kann auch eine
Aktivitdtssteigerung der Enzyme zur Zunahme der AB-Degradation fithren. Daher wurde

mittels FRET-basierter Nachweismethode die NEP-Enzymaktivitit in SH-SY5Y WT Zellen

nach Inkubation der Vitamin D Analoga bestimmt.

Nach acht Messwiederholungen lagen fiir Calcifediol verglichen zur Losungsmittelkontrolle
keine statistisch  signifikanten Ergebnisse vor, sodass unter den gewédhlten
Versuchsbedingungen keine Aussage zu einer Beeinflussung der Enzymaktivitit getroffen
werden konnte (Calcifediol: 124,92 + 22,66 %, p= 0,426). Auch die Ergebnisse nach
Behandlung der Zellen mit den Vitamin D3 Analoga Calcipotriol und Maxacalcitol zeigten
kein statistisch signifikantes Niveau (Calcipotriol: 138,52 + 23,08 %, p = 0,23; Maxacalcitol:
134,51+ 12,97, p= 0,173). Das Vitamin D, Analogon Doxercalciferol erhchte die
Enzymaktivitit tendenziell auf 158,16 % (Doxercalciferol: 158,16 £ 25,16 %, p = 0,093).
Nach Inkubation der Zellen mit Alfacalcidol wurde verglichen zur Kontrolle eine signifikante
Zunahme der NEP-Aktivitdt um 65,2 % gemessen. Wie in Abbildung 16 zu sehen, verdoppelte
die Behandlung der Zellen mit Paricalcitol die Enzymaktivitit von NEP (Paricalcitol: 201,8 +
35,3 %, p = 0,029).

Gemittelt steigerten die Vitamin D Analoga die Enzymaktivitit auf 159,63 % (Durchschnitt
aller Analoga: 159,63 + 5,37 %, p = 0,001).
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Abbildung 16 Neprilysin-Aktivitit in SH-SYSY WT Zellen nach Inkubation der Vitamin D Analoga
SH-SYSY WT Zellen wurden 24 h mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder

Doxercalciferol behandelt und im Anschluss fluorometrisch die NEP Aktivitdit bestimmt. Die Fehlerbalken geben die

mittlere Standardabweichung an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten
Student’s t-test ermittelt (* = p < 0,05; **=p < 0,01, *** =p < 0,001) (n = 8) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

4.6 Einfluss der Vitamin D Analoga auf inflammatorische Prozesse

Da bei der Alzheimer-Demenz auch inflammatorische Prozesse eine wichtige Rolle spielen,
wurde im Folgenden untersucht, ob eine Behandlung mit Vitamin D Analoga Einfluss auf das
Entziindungsgeschehen nimmt. Hierzu wurde mittels ELISA das IL-1B-Level in SH-
SY5Y WT Zellen nach Inkubation mit 100 nM Vitamin D Analoga gemessen.
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Nach Behandlung der Zellen mit Calcifediol wurde verglichen zur Losungsmittelkontrolle
eine tendenzielle Reduktion des IL-1B-Gehalts beobachtet, das Ergebnis erreichte kein
statistisch signifikantes Niveau (Calcifediol: 84,74 + 8,49 %, p =0,167).
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Abbildung 17 IL-1B3-Level in SH-SY5Y WT Zellen nach Inkubation mit 100 nM Vitamin D Analoga

Mittels ELISA wurde in fiir 24 h mit 100 nM Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol oder
Doxercalciferol inkubierten SH-SY5Y WT Zellen der IL-1[-Spiegel gemessen. Dargestellt sind die relativen Messwerte
verglichen mit der Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle. Die Fehlerbalken geben die mittlere Standardabweichung

an, die durch Sterne dargestellten Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s t-test ermittelt
(*=p <005 *=p<0,0I; ***=p<0,001) (n=3) (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

Wie in Abbildung 17 verdeutlicht, zeigte die Inkubation der Zellen mit den Vitamin D3
Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol eine signifikante Senkung des IL-1[3-
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Levels um 15,6 % bis 23,4 % verglichen mit der Losungsmittelkontrolle (Maxacalcitol: 71,4 +
9,3 %, p = 0,044; Calcipotriol: 84,4 + 4,6 %, p = 0,050; Alfacalcidol: 76,6 =2,7 %, p = 0,005).
Nach der Zugabe des Vitamin D2 Analogons Doxercalciferol zum Zellmedium verblieb zwar
tendenziell weniger IL-1f in den vermessenen Zellen, das Ergebnis erreichte hier kein
statistisch signifikantes Niveau (Doxercalciferol: 73,05 £ 9,46 %, p = 0,054). Das Vitamin D>
Analogon Paricalcitol erzeugte eine Steigerung des IL-1p-Levels (Paricalcitol: 121,7 + 6,8 %,
p =0,044).
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4.7 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

Zur Ubersicht erfolgt eine tabellarische Zusammenstellung der Ergebnisse.

Tabelle 18 Zusammenfassung der Ergebnisse
Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse aller durchgefiihrten Versuche. Die Ergebnisse sind prozentual zur
Losungsmittelkontrolle dargestellt, welche auf 100 % normiert wurde. Die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem,
ungepaarten Student’s t-test ermittelt und symbolisch als Stern dargestellt (* =p < 0,05; ** = p < 0,01; *** =p < 0,001;
., n.s. = nicht signifikant).

Ergebnisse

o = o - s & z =
& - e & =. > =
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- 3 g
41 | Zellviabilitit [%] 99,55 | 98.82 | 99.17 | 99.56 | 9973 | 97.48 | 98,95
in SH-SY5Y WT Zellen | (n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.)
~ 0
42 ﬁﬁsge;i{nslgl{eze;y] 5507 | 7822 | 68,15 | 60,33 | 56,26 | 70,96 | 66,78
(**%) *) *) **) **) *) (**%)
Zellen
-Sekret Aktivitat
431 BO/SG_ iLsysy wp | 7441 | 6920 | 8881 | 6754 | 6195 | 7730 | 72.96
o) in SH- | | ms) | e | e | e | e
Zellen
-Sekret Aktivitat
432 F;ie_ ?aiert i 9576 | 91,77 | 94,75 | 94,12 | 93,20 | 90,71 | 92,57
b 1n 1solierien
° (n.s.) *) *) *) *) (**%) **)
Membranen
433 | SAPPB-Proteinlevel [%] 76,91
in SH-SY5Y WT Zellen (*%)
-Sekret Aktivitat
434 F;ie_ etase \I;}a 94,19 | 95,63 | 99,54 | 96,13 | 97,76 | 101,48 | 98.11
b 1n murinen
? (*) *) (n.s.) *) (n.s.) (n.s.) (n.s.)
Hirnen
-Sekret Aktivitat
435 F;ie_ i;ltse , Il)“/a 104,91 | 107,35 | 108,47 | 105,87 | 106,63 | 103,51 | 106,36
b n vitamin =-/=
’ *) (n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.) *) (n.s.)

Hirnen
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436 | BACEI-Expression [%] | 80,95 | 8345 | 7548 | 7035 | 97,58 | 83.65 | 82,10
in SH-SYS5Y WT Zellen (*%) (n.s.) *) (**) (n.s.) (n.s.) (**)
BACE]!-Proteinlevel

5411 | 71,37 | 6896 | 77.66 | 63,18 | 7432 | 71,10

4.3.7 | [%] in SH-SY5Y WT ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
L") @ e ey | el ® | ®
Zellen

-Sekret Aktivitat

438 Yo/se_ eS;SGSYS;VI\;T 85,02 | 91,93 | 9546 | 76,78 | 83,15 | 8342 | 86,1
o) In SH S T G N S Y T O G B N G T O G
Zellen

439 | NCSTN-Expression [%] | 83,32 | 91,27 | 83,90 | 8309 | 8849 | 82,83 | 859
in SH-SY5Y WT Zellen | () | (ns) | (*%) *) *) %) | (**%)

-Sekret Aktivitat
4 ‘[i/s]e_ E;ISZYS;V\IVE‘T 114,45 | 101,94 | 102,29 | 107,58 | 113,85 | 99,58 | 105,05
. ln -
° *) (n.s.) (n.s.) (n.s.) *) (n.s.) (n.s.)
Zellen

451 | AB-Degradation [%] 119,56 | 164,50 | 202,08 | 123,53 | 168,66 | 158,20 | 156,09
in N2a WT Zellen *) *) **) *) (**) (**) (**%)

45 | AB-Degradation [%] 103,84 | 128,31 | 123,79 | 120,01 | 112,22 | 111,78 | 119,2
in Vitamin D -- Himen | (n.s) | (**%) | (%) *) ™ | ms) | (oo

453 | NEP-Expression [%] 102,91 | 119,05 | 101,72 | 113,75 | 111,57 | 107,15 | 1107
in SH-SY5Y WT Zellen | (n.s.) *) (n.s.) *) (*%) (n.s.) (n.s.)
NEP Enzymaktivitt

454 | 13 in SH-SYSY WT 12492 | 134,51 | 138,51 | 165,14 | 201,78 | 158,16 | 159,62

. . ln -
° (n.s.) (n.s.) (n.s.) *) *) (n.s.) (**)
Zellen
Interleukin-1B-Level
16 [;;’r_ euSI;nS ')l?SYe:;T 8474 | 71,43 | 84,42 | 76,62 | 121,75 | 73,05 | 8545
. ln -
° (n.s.) *) *) **) *) *) (n.s.)

Zellen

88



Ergebnisse

4.8 Kooperationsprojekt: Expressionsanalyse Alzheimer-Demenz relevanter Gene bei

bestehender Hypovitaminose D

Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse einer Genexpressionsanalyse dargestellt, an der ich

kooperativ mitgearbeitet habe.

Die Ergebnisse wurden im Journal of Nutritional Biochemistry publiziert:

Grimm MOW", Lauer AA.", Grosgen S., Thiel A., Lehmann J., Winkler J. Janitschke D., Herr
C., Beisswenger C., Bals R., Grimm HS., Hartmann T. (2019) Profiling of Alzheimer’s disease
related genes in mild to moderate vitamin D hypovitaminosis

*geteilte Erstautorenschaft

In der Studie wurde die Expression unterschiedlicher Gene, die in Zusammenhang mit der
Alzheimer-Demenz stehen, auf eine Beeinflussung durch eine Hypovitaminose D untersucht.
Ziel der Studie war es, die kausale Verkniipfung zwischen Vitamin D Mangel und der

Alzheimer-Demenz néher zu analysieren.

Hierzu wurde im murinen Modell, wie in Kapitel 3.8.1 beschrieben, eine milde bis moderate
Hypovitaminose D erzeugt und die Maushirne post mortem, wie in Kapitel 3.10 beschrieben,
vorbereitet. In den Hirnproben der Miuse mit Vitamin D Mangel wurde mittels RT-PCR die
Expression verschiedener Gene bestimmt. Zum Vergleich diente ein Wildtyp Mausmodell.
Die untersuchten Gene stehen 1iber die APP-HomoOostase, oxidativen Stress,
Neuroinflammation, den Lipid- oder Energiestoffwechsel, G-Protein vermittelte Signale,
Neurogenese oder Transkriptionsregulation mit der multifaktoriellen Alzheimer-Demenz in

Verbindung.

Zunichst wurde in vier Wildtyp- und vier Hirnen von Méusen mit Vitamin D Mangel die
Expression von 117 Genen vermessen. Als Housekeeping Gen wurde Aktin beta (Actb)
verwendet. 25 Gene zeigten unter dem Vitamin D Mangel verglichen zur Wildtypprobe eine

signifikant verdnderte Expression, wobei die Signifikanzgrenze auf p < 0,1 festgelegt wurde.
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Diese 25 signifikant beeinflussten Gene wurden in einer weiteren, unabhéngigen Mauskohorte

bestehend aus drei Wildtyp- und drei Médusen mit Vitamin D Mangel untersucht.

Neurogenese

APP Homeostase
Apba1y,Sncat ,Nepd

HaC., 15 CH3 Psmbe

CHs

Inflammation
Casp4 i

Lipid- & Energie Metabolismus
Abca1t Acat1t

HO™"

G-Proteine
Gnb5 ¥

Vitamin D Defizit Alzheimer-Demenz

Transkriptionelle
Regulation

Oxidativer Stress

Park74 ,Gpx4?t Park7 t,Gpx4+

Abbildung 18 Durch Hypovitaminose D regulierte Alzheimer-Demenz relevante Gene

In der Abbildung sind unterschiedliche Gene aufgezdhlt, die mit der Alzheimer-Demenz in Verbindung stehen und deren
Expression sich durch eine Hypovitaminose D beeinflusst zeigte (Abb. modifiziert nach Grimm et. al 2019)

Elf Genexpressionen zeigten sich sowohl in der ersten als auch in der zweiten Mauskohorte
verdndert. Die Expression von Acatl, Psmb5, Casp4, Snca und Abcal stieg unter der
Hypovitaminose D signifikant an, wiahrend Nep, Plat, Ep300, Park7, Gnb5 und Apbal eine
verringerte Expression aufwiesen. Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden die Gene, die in
beiden Mauskohorten signifikant verdnderte Expressionen aufwiesen, gegen weitere
Housekeeping Gene ausgewertet. Hierzu wurden die drei Housekeeping Gene Atp5b, Mprip
und Polr2f genutzt. Von den elf Genen, fiir die in beiden Mauskohorten signifikant verdnderte
Expressionen gemessen wurden, zeigten acht Gene auch in der Auswertung gegen die

weiteren Housekeeping Gene signifikant beeinflusste Expressionen.
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Tabelle 19 Durch Vitamin D Mangel beeinflusste, Alzheimer relevante Gene

Mittels RT-PCR wurde die Genexpressionen von Plat, Gnb35, Psmb35, Casp4, Snca, Acatl, Nep und Park?7 in Hirnproben von Mdusen
mit Vitamin D Mangel und Wildtypmdusen bestimmt. Es wurden zwei unabhdngige Mauskohorten vermessen. Die Ergebnisse
wurden gegen die vier Housekeeping Gene Actb, Atp5b, Mprip und Polr2f ausgewertet. Dargestellt sind Ergebnisse der Proben der
Mduse mit Vitamin D Mangel prozentual zur Wildtpykontrolle, die auf 100 % genormt wurde, sowie die mittlere
Standardabweichung. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s t-test ermittelt und sind in der letzten Spalte

dargestellt.

Gen Actb Atp5b Mprip Polr2f Durch- | t-Test
[Ye] [%] [%] [%] schnitt
[Ye]
75,05 65,83 75,80 64,93 70,40
Plat 0,0001
+8.23 +6,52 +9.81 +5,34 +2.91
Gnbs 78,94 74,73 86,10 69,86 77,44 0.0006
+10,20 +21,66 +25,17 +15,03 + 3,44 ’
164,04 155,92 166,48 209,14 173,90
Psmb5 0,0008
sm +2453 | +30,05 | +3306 | +8091 | +11.96
154,69 188,86 231,84 203,69 194,77
Casp4 0,0011
+24,24 + 49,24 + 88,30 +39.23 + 16,06
274,22 139,1 157,74 1 160,1
Snca 74, 39,15 57,7 88,99 60,19 0.0012
+ 63,29 +22.89 +39,70 + 65,07 +10,43
274,22 1
Acatl 74, 73,44 226,12 182,46 214,06 0.0026
+ 63,29 + 67,33 +116,62 | +56,49 +23,12
77,91 76,19 84,79 96,03 83,73
Nep 0,0112
+ 6,80 +7.41 +15,14 +23,06 +4,50
80,66 81,14 95,51 95,10 88,10
Park?7 0,0288
+9.34 +13,59 + 26,04 +15,76 +4,16

Insgesamt wurde in den murinen Hirnproben durch den Vitamin D Mangel ein signifikanter
Einfluss auf die Expression von acht Genen nachgewiesen. Dieser Einfluss bestand sowohl in
zwel unabhdngigen Mauskohorten als auch nach Auswertung gegen insgesamt vier
unterschiedliche Housekeeping Gene. Abbildung 18 stellt die Ergebnisse graphisch dar und
Tabelle 19 zeigt die verdanderten Genexpressionen, der acht Alzheimer-Demenz relevanten

Gene, die sich in unserer Studie durch die Hypovitaminose D signifikant verdnderten.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Effekte ausgewihlter Vitamin D
Analoga auf die in der Alzheimer-Demenz relevante AfB-Homdostase und

Entziindungsparameter am Beispiel des IL-1p-Levels.

In Zellkulturen und murinen Hirnproben wurden die Effekte einer Inkubation der Vitamin D>
Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol und der Vitamin D3 Analoga Maxacalcitol,
Calcipotriol und Alfacalcidol auf die Genexpression, Sekretase Aktivitit und die Proteinebene
unterschiedlicher Enzyme analysiert, die an der AB-Produktion und Degradation beteiligt sind.
Die Analyse der molekularen Prozesse zwischen den Vitamin D Analoga und AP trigt zum
Verstdndnis bei, inwiefern diese Vitamin D Analoga das Potenzial zur Privention und
Therapie von Morbus Alzheimer besitzen. Dies ist von hoher klinischer Relevanz, da bisher
in Deutschland keine zugelassene medikamentdse Behandlung existiert, die sich gegen die

grundlegenden Mechanismen von Morbus Alzheimer, die amyloiden Ablagerungen, richtet.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Vitamin D
Analoga das AB-Gesamtlevel beeinflussen und reduzierten. Dies konnte, wie in Abbildung 19
graphisch dargestellt, auf eine Inhibition der an der amyloidogenen APP-Prozessierung
beteiligten Sekretasen und einer Steigerung der AP-Degradation zuriickgefiihrt werden.
Zudem zeigte sich eine Steigerung der o-Sekretase Aktivitdt, die die nicht amyloidogene
Prozessierung einleitet. Dartiber hinaus wurde das IL-1B-Level durch alle Vitamin D Analoga
auller Paricalcitol signifikant gesenkt, sodass auch eine Regulation inflammatorischer
Prozesse aufgezeigt wurde. Die Effektstirken der untersuchten Vitamin D Analoga
unterschieden sich hierbei untereinander und in Bezug zu Calcifediol nicht signifikant. Des
Weiteren wurden sowohl bei bestehender Hypovitaminose D als auch bei gesittigtem

Vitamin D Status Effekte gleicher Effektstarken verzeichnet.
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Abbildung 19 Ubersicht iiber die identifizierten Einfliisse von Vitamin D und seinen Analoga auf die APP-Prozessierung
Vitamin D und die untersuchten, synthetischen Vitamin D Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol und
Doxercalciferol beeinflussten im Zellmodell das Ap-Gesamtlevel durch Inhibition der an der amyloidogenen APP-
Prozessierung beteiligten Sekretasen und Steigerung der Ap-Degradation. Zudem konnte ein steigernder Effekt auf die o-

Sekretase beobachtet werden, die die nicht amyloidogene Prozessierung einleitet. Ein therapeutischer Nutzen von Vitamin D
und seinen Analoga bei der Alzheimer Krankheit sollte daher diskutiert werden (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

In den folgenden Kapiteln 5.1, 5.2 und 5.3 werden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
gezeigten Ergebnisse in die aktuelle Literatur und epidemiologische Studienlage eingeordnet.
Da kein signifikanter Unterscheid zwischen den Effektstidrken der untersuchten Vitamin D
Analoga bestand, konnte die Auswahl, welches Vitamin D Analogon fiir welchen Patienten
empfohlen wird, anhand anderer Kriterien erfolgen. Kapitel 5.4 geht daher ndher auf die
strukturellen Unterschiede und die daraus resultierenden klinischen Vorteile der Vitamin D
Analoga insbesondere bei multimorbiden, geriatrischen Patienten ein. Zuletzt soll in Kapitel
5.5 ein Ausblick gegeben werden, liber welche weiteren Therapieansitze Vitamin D und seine
Analoga die Alzheimer-Demenz priventiv und therapeutisch beeinflussen kdnnten, worin
weitere Unterschiede liegen konnten und worauf sich kommende Studien daher stirker

konzentrieren sollten.
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5.1 Molekulare Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf die AB-Homdostase

5.1.1 Molekulare Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf das Gesamt-Af

Das AB-Protein wird in der Pathologie der Alzheimer-Demenz als Hauptkorrelat diskutiert
(ASHRAFIAN et al., 2021; MC DONALD et al., 2010). Die Reduktion des AB-Spiegels gilt
als potenzieller Therapieansatz. In europdischen Zulassungsverfahren getestete Inhibitoren,
die sich gegen die Sekretasen der APP-Prozessierung richten oder Antikorper, die die
Aggregation von A verhindern oder den Abbau von A fordern, scheiterten jedoch aufgrund
hoher Nebenwirkungsprofile (FERRIS et al., 2009; MAY, 2021; VAN DYCK et al., 2023).
Vorangegangene Studien der Arbeitsgruppe der experimentellen Neurologie der Universitit
des Saarlandes zeigten, dass Calcifediol im murinen System das Potenzial besitzt, mit der Af-
Homdostase zu interagieren und den AB-Spiegel signfikant zu reduzieren. Die Inkubation von
100 nM Calcifediol senkte den AP-Spiegel in murinen Neuroblastomzellen um 13 %
(GRIMM et al., 2014). Auch weitere Studien belegten in murinen in vitro und in vivo
Experimenten, dass der AB-Gehalt durch eine Vitamin D Supplementierung beeinflussbar ist
(FAN et al., 2019; SAAD EL-DIN et al., 2020). Durch eine Vitamin D Uberschussernihrung
wurde in einer APP/PS1 transgenen Mauslinie eine Halbierung der Afa4o- und Apao-
Proteinspiegel im Hirngewebe beobachtet. Zudem reduzierte sich die Anzahl und Grof3e der

AB-Plaques und die kognitiven Fahigkeiten der Méuse nahmen zu (YU et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit senkten Calcifediol und die untersuchten Vitamin D Analoga den
AB-Proteinspiegel im Medium von SH-SYS5Y Zellen mit stabiler Expression von humanem
APPsos, der hdufigsten in Neuronen vorkommende Isoform des APP, signifikant (siche Kapitel
4.2). Damit wurden die Ap-reduzierenden Eigenschaften von Calcifediol in humanen
Neuroblastomzellen reproduziert, sodass die Ubertragbarkeit der Ergebnisse fiir Calcifediol in

eine humane Zellreihe gezeigt wurde.

100 nM Calcifediol erzielte in humanen Neuroblastomzellen (SH-SYS5Y APPeos) stirkere
Effekte auf den AP-Gehalt als in murinen Neuroblastomzellen (N2a) (SH-
SYS5Y APPgos 44,9 % / N2a 13 %). Hier ist anzumerken, dass sich neben der analysierten
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Zelllinie auch die Inkubationszeit und das experimentelle Design unterschied. Wéhrend in
dieser Arbeit ein Einmal-Impuls in stabil transfizierten Zellen simuliert wurde, wurden die
N2a Zellen transient transfiziert und iiber vier Wochen mit Calcifediol behandelt (GRIMM et
al., 2014). Der Stellenwert des Einnahmerhythmus von Calcifediol auf die Effektstérke bleibt
unklar und muss in weiteren Studien iiberpriift werden. /n vivo Experimente bestétigten die
AP senkenden Eigenschaften von Calcifediol auch in einer transgenen APP/PS1-Mauslinie.
Hierbei bestanden stirkere Effekte auf das AB-Level als in den oben beschriebenen in vitro

Experimenten (A4o - 48 %, AP42 - 46 %) (YU et al., 2011).

Die Effektstirken, mit denen die Vitamin D Analoga den AB-Spiegel senkten, unterschieden
sich zwischen den einzelnen Analoga oder zwischen den Analoga und Calcifediol nicht
signifikant. Verglichen mit dem Phytosterin Stigmasterol, welches ebenso wie Vitamin D
strukturelle Ahnlichkeit zu Cholesterin aufweist und ebenso wie die Vitamin D> Analoga eine
Doppelbindung zwischen Kohlenstoffatom C»; und Ca3 trigt, weisen die Vitamin D Analoga
starkere Effekte auf. Burg et a/. untersuchten den Einfluss von Stigmasterol auf den AB-Gehalt
im identischen Versuchsaufbau (Inkubationsschema 8 h + 16 h von 10 uM Stigmasterol bzw.
100 nM Vitamin D/Vitamin D Analoga) und in der gleichen Zelllinie (SH-SY5Y APPgos) wie
in der vorliegenden Arbeit, was den Vergleich der Effektstirken ermdglicht. Die Inkubation
von 10 uM Stigmasterol reduzierte den AB-Proteinspiegel um 38,0 %. Vitamin D und seine
Analoga erzielten somit in einer 100-fach geringeren Konzentration &hnlich starke Effekte wie
Stigmasterol (BURG et al., 2013). Dies deutet darauf hin, dass Vitamin D anders als

Stigmasterol eine Rezeptor-vermittelte Wirkungsweise aufweisen konnte.

Die Grenzen der hier verwendeten Methode zur Bestimmung des Gesamt-Af liegen darin,
dass keine Aussage iiber die reduzierte AB-Spezies oder die Anzahl an AB-Oligomeren
getroffen werden kann, da der alternative B-Schnitt nicht detektiert wird. Der in diesem
Versuch verwendete W02 Antikdrper detektiert das Gesamt-Af. Die Bestimmung des
Gesamt-Ap ist eine etablierte Methode, um Effekte auf die AB-Homdostase abzuschitzen.
Insbesondere die Reduktion des zur Aggregation neigenden AP42 wiirde sich positiv auf die
in der Pathologie der Alzheimer-Demenz relevante AB-Oligomerisierung auswirken, da Af3-
Oligomere als Hauptverursacher der Neurotoxizitit diskutiert werden (CLINE et al., 2018;
MC DONALD et al., 2010). Eine Folgestudie, die auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
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Bezug nimmt, untersuchte die Einfliisse von Paricalcitol auf die AB-Homdoostase in APP-
transgenen Mausen. Unter anderem wurden die Einfliisse von Paricalcitol auf AB-Oligomere
untersucht (FAN et al., 2019). 200 ng/kg Korpergewicht (KG) Paricalcitol wurden den
Mausen tiber 15 Wochen jeden zweiten Tag intraperitoneal injiziert. Hierdurch reduzierte sich
das Level der AB-Oligomere signifikant um 35 %. Im Hippocampus der Méuse, die mit
Paricalcitol behandelt wurden, zeigte sich signifikant weniger 16sliches und unlosliches ABaso
und AP4 mit deutlich stirkeren Effekten auf die AP42-Reduktion (FAN et al., 2019). Im
Vergleich dazu bestand nach der Behandlung mit natiirlich vorkommendem Vitamin D in der
in vivo Studie von Yu et al. eine Reduktion von AB4o und AP42, ohne dass sich das Verhiltnis
signifikant verénderte (YU et al., 2011). Daher konnte Paricalcitol potenter als natiirlich
vorkommendes Vitamin D die Aggregation von AP reduzieren. Zu beachten ist jedoch, dass
Paricalcitol intraperitoneal injiziert wurde, wihrend in der Studie von Yu et al. mit einer
Vitamin D angereicherten Erndhrung gearbeitet wurde. Daher konnte auch die

Applikationsform Einfluss auf die Potenz der Wirkstoffe nehmen.

Eine weitere Folgestudie testete das Vitamin D Analogon Maxacalcitol an Ratten, in denen
zuvor durch die Injektion von Lipopolysacchariden (LPS) die Pathologie der Alzheimer-
Demenz simuliert wurde. Den Ratten wurde tiber vier Wochen zweimal téglich intraperitoneal
1 pg’lkg KG Maxacalcitol appliziert. Im Anschluss wurde mittels ELISA die Ap-
Konzentration im Hirngewebe bestimmt. Die AB-Konzentration der mit LPS behandelten
Ratten war signifikant hoher als die der Kontrollgruppe und konnte durch die anschlieSende
4 wochige Injektion von Maxacalcitol halbiert werden. Auch die kognitive Leistung der mit
Maxacalcitol behandelten Ratten besserte sich signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe

(SAAD EL-DIN et al., 2020).

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Einfliisse der Vitamin D Analoga auf das Gesamt-
AP konnten somit fiir Paricalcitol und Maxacalcitol in vivo reproduziert werden (FAN et al.,
2019; SAAD EL-DIN et al., 2020). Neben der Reduktion des Gesamt-Af} ist davon
auszugehen, dass die Vitamin D Analoga auch die Aggregation von A inhibieren. Fiir
Paricalcitol konnte dies bereits in vivo demonstriert werden (FAN et al., 2019). Fiir das
Vitamin D Analogon Calcipotriol wurde der Effekt auf die Aggregationsfahigkeit von AP

bisher nicht untersucht, jedoch demonstrierte eine Studie hemmende Effekte von Calcipotriol
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auf das Protein a-Synuclein. a-Synuclein ist ebenso wie AP ein fehlgefaltetes Protein,
welches in der Pathologie von Morbus Parkinson eine wichtige Rolle spielt. Die Aggregation
von a-Synuclein wird unter anderem durch oxidativen Stress und ein erhdhtes intrazelluldres
Kalzium gefordert. In humanen SH-SYS5Y WT Neuroblastomzellen konnte mittels
Immunfluoreszenz und Western-Blot-Analyse demonstriert werden, dass Calcipotriol die
kalziumabhdngige Aggregation von o-Synuclein hemmt. Zuriickgefiihrt wurde dies auf
transkriptioneller Ebene auf eine Induktion der Expression des Kalzium-Pufferproteins
Calbinidin-D28k durch Calcipotriol (RCOM-H'CHEO-GAUTHIER et al., 2017). Dieser
Effekt hat auch in Bezug auf Morbus Alzheimer eine Relevanz, da unter anderem bekannt ist,
dass bei Alzheimer-Dementen die Calbindin-D28k-Expression erniedrigt ist (MCLACHLAN
et al., 1987). Insgesamt konnte auch fiir die restlichen Vitamin D Analoga eine

aggregationshemmende Wirkung in Bezug auf A3 bestehen.

Neben den Effekten auf die AP-Homdostase bestanden in den zuvor beschriebenen
Folgestudien von Fan et al. und Saad El-Din ef al. bei den mit Paricalcitol oder Maxacalcitol
behandelten Versuchstieren signifikante Verbesserungen der kognitiven Fahigkeiten im
Morris-Wasserlabyrinth, einer Versuchsapparatur zur Verhaltenstestung von Nagetieren
(FAN et al., 2019; SAAD EL-DIN et al., 2020). Dies unterstreicht die klinische Relevanz der
im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse beziiglich der molekularen

Wirkmechanismen von Vitamin D und seinen Derivaten auf die AB-Homdostase.

5.1.2 Molekulare Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf die [-Sekretase

Die pB-Sekretase leitet die amyloidogene APP-Prozessierung ein (HAMPEL et al., 2021). Thre
Aktivitit ist bei Alzheimer-Dementen erhoht (FUKUMOTO et al., 2002). Eine Studie zeigte,
dass Patienten mit einer Punktmutation im APP-Gen vor dem Schnitt der B-Sekretase
geschiitzt sind und gleichzeitig nicht an Morbus Alzheimer erkranken (JONSSON et al.,
2012). Dies unterstiitzt die Hypothese, dass die Inhibition des B-Sekretase Schnitts protektiv
gegen die Alzheimer-Demenz wirken kann. Einhergehend damit bestanden bei Miusen mit

einem Bacel knock-out keine AB-Ablagerungen und weniger Gedichtnisdefizite (JIA et al.,

2019; LAIRD et al., 2005).
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Aus fritheren Studien ist bekannt, dass Vitamin D iiber unterschiedliche Mechanismen mit der
-Sekretase interagiert. Beispielsweise filihrte eine 48 h Calcitriol-Inkubation in
Primérneuronen zur signifikanten Reduktion der BACEI-mRNS (GEZEN-AK et al., 2017).
Gealterte Ratten, denen iiber 21 Tage subkutan Calcifediol injiziert wurde, zeigten ein um
24 % reduziertes BACEIl Proteinlevel im Vergleich zu Kontrolltieren (BRIONES,
DARWISH, 2012). 2019 erschien zudem eine randomisierte, Placebo-kontrollierte Studie,
welche den Einfluss einer Vitamin D Supplementierung auf relevante Biomarker bei Morbus
Alzheimer untersuchte. 210 Teilnehmer mit Alzheimer-Demenz erhielten {iber ein Jahr tiglich
800 IE Vitamin D. Nach dem Beobachtungszeitraum bestanden signifikant niedrigere

BACEI1-Plasma- und mRNS-Spiegel bei den Studienteilnehmern (JIA et al., 2019).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf die 3-
Sekretase in humanen Neuroblastomzellen sowie in einem ex vivo Mausmodell ndher

untersucht.

Durch die Inkubation von Calcifediol und allen Vitamin D Analoga aufler Calcipotriol
reduzierte sich die [-Sekretase Aktivitit in metabolisch aktiven SH-SYS5Y WT Zellen
signifikant. Die Ergebnisse konnten fiir Calcifediol, Maxacalcitol und Alfacalcidol ex vivo
verifiziert werden, indem murine Hirnproben post mortem mit den Vitamin D Analoga
inkubiert und die B-Sekretase Aktivitit bestimmt wurde. Zur Uberpriifung der Ergebnisse
wurde zudem der sAPPB-Spiegel nach Calcifediol-Inkubation gemessen. sAPPJ ist das
Spaltprodukt, dass nach dem [-Sekretase Schnitt nach extrazelluldr freigegeben wird
(HAMPEL et al., 2021). Die Konzentration von sAPPJ war nach Inkubation von Calcifediol
in der gleichen GroBenordnung reduziert wie die B-Sekretase Aktivitit (SAPPR: 74,41 %; -
Sekretase Aktivitdt: 76,91 %), sodass die Ergebnisse auf unabhingige Weise reproduziert

werden konnten.

Neben den Hirnproben von Wildtyp-Mausen wurden auch Hirne von Méusen vermessen, in
denen zuvor durch eine Vitamin D arme Erndhrung ein Vitamin D Mangel generiert wurde.
In diesen Hirnproben bestand eine signifikant hohere B-Sekretase Aktivitit (siche Kapitel
4.3.4.). Dies deckt sich mit Beobachtungen aus fritheren Studien, die ebenfalls zeigten, dass

eine Hypovitaminose D die [-Sekretase stimuliert. Beispielsweise wurde durch
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Supprimierung der VDR-Expression in Primérneuronen das BACEI-mRNS Level signifikant
erhoht (GEZEN-AK et al., 2017; GRIMM et al., 2014).

Nach Inkubation von Calcifediol und Doxercalciferol auf die Hirnproben der Vitamin D
defizienten Maiusen ndherte sich die [p-Sekretase Aktivitit wieder signifikant der
physiologischen Aktivitét an (siche Kapitel 4.3.4). Insgesamt zeigte sich, dass nicht nur der
Ausgleich eines Vitamin D Mangels, sondern auch die Supplementierung bei suffizienten
Vitamin D Leveln die AB-Pathologie giinstig beeinflusst. Hieraus konnte abgeleitet werden,
dass die Vitamin D Analoga unabhédngig vom Vitamin D Status eingesetzt werden konnen.
Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen muss jedoch in weiteren Studien

verifiziert werden.

In weiteren Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Vitamin D Analoga
die B-Sekretase Aktivitit insbesondere durch indirekte Einfliisse auf die Proteinstabilitit und
die Genexpression reduzieren, jedoch auch direkt mit dem B-Sekretase Enzym interagieren.
Um die direkten Effekte auf das Enzym darzustellen, wurde die B-Sekretase Aktivitit im
zellfreien System in isolierten Membranen gemessen. Durchschnittlich 27,49 % der
beobachteten Effekte auf die P-Sekretase Aktivitit konnten auf direkte Mechanismen
zuriickgefiihrt werden, der iiberwiegende Anteil setzt sich aus indirekten Effekten zusammen
(Vergleich Tabelle 14). Um diese indirekten Effekten ndher zu untersuchen, wurde einerseits
der Proteinspiegel und andererseits die Genexpression nach Inkubation der Vitamin D
Analoga bestimmt. Nach Inkubation von Calcifediol sowie allen untersuchten Analoga auf3er
Alfacalcidol reduzierte sich in der Western Blot Analyse der BACEI-Proteinspiegel
signifikant auf durchschnittlich 71,1 %. Paricalcitol senkte den BACE1-Proteinspiegel in den
SH-SYS5Y WT Zellen um 36,8 % (siche Kapitel 4.3.7). In der bereits erwéhnten Studie von
Fan et al., in der Paricalcitol nach Veroffentlichung dieser Ergebnisse an Mdusen getestet
wurde, konnten die Ergebnisse fiir Paricalcitol in vivo reproduziert werden. In mit Paricalcitol
behandelten Méusen war der BACEI-Proteinspiegel um 46 % niedriger als in der

Kontrollgruppe (FAN et al., 2019).

Indirekte Effekte auf die BACEI-Genexpression wurden fiir Calcifediol, Calcipotriol und

Alfacalcidol nachgewiesen. Die restlichen Vitamin D Analoga erreichten keine statistische
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Signifikanz. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnten auch Fan et al. in ihrer
in vivo Studie keine signifikanten Effekte auf die BACEI-mRNS sehen, was auf eine
posttranskriptionelle Regulation der B-Sekretase durch Paricalcitol deutet (FAN et al., 2019).

Im Durchschnitt reduzierten die Vitamin D Analoga die Genexpression von BACEI auf
82,1 % und das Proteinlevel auf 71,1 %. Die stirkeren Effekte auf das Proteinlevel konnten
sich dadurch erkldren, dass das Proteinlevel, anders als die Genexpression, durch weitere
Mechanismen, wie die Proteinstabilitit und den Proteintransport, beeinflusst werden.
Einhergehend damit zeigten Fan ef al., dass Paricalcitol in N2a Zellen die Halbwertszeit der
B-Sekretase reduziert (FAN et al., 2019). Als Mechanismus wurde dabei ein erhdhter
lysosomaler Abbau von BACE1 dargestellt. Paricalcitol interagiert mit dem Protein SREBP2
(engl. sterol regulatory element-binding protein), einem Transkriptionsrepressor des
Lipoproteinrezeptor-verwandten Proteins 1 (engl. low density lipoprotein receptor-related
protein 1, LRP1), welches wiederum den lysosomalen Abbau von BACEI fordert (FAN et al.,
2019). Auch natiirlich vorkommendes Vitamin D korreliert mit LRP1 (PATEL, SHAH, 2017).
Neben der Forderung des lysosomalen Abbaus ist auch eine Forderung des proteasomalen
Abbaus von BACEI durch die Vitamin D Analoga denkbar. Calcitriol interagiert mit dem
Ubiquitin-Proteasom-System, welches die proteasomale BACE1-Degradation beeinflusst

(ALVAREZ-DIAZ et al., 2010; ZHANG et al., 2012b).

Wenn die B-Sekretase als Angriffspunkt in der Therapie der Alzheimer-Demenz genutzt wird,
muss beriicksichtigt werden, dass sie auch physiologische Funktionen reguliert. Eine Studie
identifizierte in primdren Neuronen insgesamt 34 Substrate, die durch die B-Sekretase
prozessiert werden (KUHN et al., 2012). BACE1 wird unter anderem mit der Regulation des
axonalen Wachstums, der Synthese der Muskelspindel und Funktionen des neuronalen
Netzwerks in Verbindung gebracht (ORTEGA, VENTURA, 2013). Zulassungsstudien von
BACE]!-Inhibitoren scheiterten bisher an erhohten Nebenwirkungsraten. Eine Studie des
BACE1-Hemmers Verubecestat mit 1.454 Patienten musste vorzeitig abgebrochen werden, da
das getestete Medikament die kognitive Leistung im Vergleich zur Placebo-Gruppe reduzierte
(EGAN et al., 2019). Auch BACEI1 knock-out Méuse zeigten klinische Verdnderungen, wie
Schizophrenie- und Depression-assoziiertes Verhalten oder eine erhdhte Anfilligkeit fiir
epileptische Anfille (HITT et al., 2010; HU et al., 2013; SAVONENKO et al., 2008). Eine

Studie an Miusen mit einem heterozygoten Bacel knock-out verdeutlichte, dass eine partielle
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Reduktion der BACE1-Enzymaktivitit ausreicht, um die AP-Pathologie zu beeinflussen
(MCCONLOGUE et al., 2007). Daher ist eine partielle BACE1-Inhibition in Kombination mit
anderen Mechanismen potenziell sinnvoller und besser vertrdglich, als eine vollstindige
Blockierung der p-Sekretase (DISLICH, LICHTENTHALER, 2012). Damit sind die
Vitamin D Analoga, die neben BACEI auch andere Angriffspunkte der AP-Pathologie
modulieren, potenziell nebenwirkungsiarmer als BACEIl-Inhibitoren. Sie konnten
gegebenenfalls auch in Ergdnzung zu BACEIl-Inhibitoren appliziert werden, um deren

Dosierung und Nebenwirkungen zu minimieren.

5.1.3 Molekulare Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf die y-Sekretase

Die APP-Prozessierung verlduft als sequenzielle Proteolyse, bei der das membranstindige
Schnittprodukt der B-Sekretase, 3-CTF, weiter durch die y-Sekretase prozessiert wird. Hieraus
resultiert das potenziell pathogene A-Peptid, welches nach extrazelluldr sezerniert wird
(HAMPEL et al., 2021). Wie in der Einleitung in Kapitel 2.1.2 beschrieben, kann die -
Sekretase B-CTF mehrfach an unterschiedlichen Schnittstellen in der Transmembranregion
spalten, wodurch AB-Produkte unterschiedlicher Lénge entstehen (XU, 2009). Die y-Sekretase
wird als Enzymkomplex aus mindestens vier Untereinheiten gebildet. Hierzu zdhlen entweder
PS1 oder PS2, die als katalytisches Zentrum fungieren, APHla oder APHIb, sowie als
essentieller Bestandteil Nicastrin und PEN2 (HAASS, 2004; KIMBERLY et al., 2003).
Funktionsverlustmutationen in den fiir PS1 oder PS2 codierenden Genen sind mit der friihen,
familidren Form der Alzheimer-Demenz assoziiert und fithren zu einer verstirkten Bildung
der pathogen AB-Spezies AP4> (CITRON et al., 1997; KELLEHER, SHEN, 2017). In APP
transgenen Méusen konnte durch den y-Sekretase Inhibitor DAPT die AB-Produktion
signifikant reduziert werden, weshalb auch die y-Sekretase analog zur P-Sekretase als

potenziell therapeutischer Angriffspunkt der Alzheimer-Demenz diskutiert wird (DOVEY et
al., 2001; HUR, 2022; SERNEELS et al., 2023).

Die bisherige Literaturlage ldsst keine eindeutigen Aussagen zu, inwiefern die y-Sekretase
durch Vitamin D reguliert wird (GEZEN-AK et al., 2017; KANG et al., 2022). Wihrend in
einer vorangegangenen Studie der Arbeitsgruppe fiir experimentelle Neurologie der

Universitit des Saarlandes ein Vitamin D Mangel in Méusen die y-Sekretase Aktivitéit oder
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den Nicastrin-Proteinspiegel nicht signifikant verdnderte, fiihrte in einer in vitro Studie die
Simulation eines Vitamin D Mangels durch die Reduktion der VDR-Expression zu signifikant
erhohten Genexpressions- und Proteinlevel von Nicastrin. Eine Supplementierung von
Vitamin D fiihrte zu einer signifikant niedrigeren Genexpression von Nicastrin. Nach einer 24
— 48 h Inkubation von Calcitriol auf Primédrneuronen war die Expression von Nicastrin zeit-
und dosisabhédngig supprimiert. Die Expression von PS1 und PS2 unterschied sich hingegen
nicht von der Kontrolle oder stieg je nach Dosis und Inkubationszeit der Calcitriol Behandlung

signifikant an (GEZEN-AK et al., 2017; GRIMM et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern Calcifediol und die Vitamin D
Analoga die y-Sekretase Aktivitdt in SH-SYSY WT Zellen beeinflussen und ob sich die
Effekte auf eine Expressionsidnderung von Nicastrin zuriickfithren lassen. Mit Ausnahme von
Calcipotriol reduzierten alle Analoga und Calcifediol die y-Sekretase Aktivitét signifikant um
24,1 %. Passend zu diesen Ergebnissen und den oben beschriebenen Effekten von Calcitriol
auf Primarneurone, reduzierten auch Calcifediol und alle untersuchten Vitamin D Analoga
auller Maxacalcitol die Expression von Nicastrin um durchschnittlich 23,9 %. Signifikante
Unterschiede zwischen Calcifediol und den Vitamin D Analoga bestanden nicht (Vergleich

Kapitel 4.3.8).

Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich auf die transkriptionelle Regulation von Nicastrin
durch die Vitamin D Analoga. Neben der transkriptionellen Regulation wurde kiirzlich ein
weiterer potenzieller Mechanismus beschrieben, iiber den Vitamin D mit Nicastrin in
Verbindung steht. So wurde der VDR auf neuronalen Membranen und auch auf der
Plasmamembran von SH-SYS5Y Zellen detektiert und es wurde eine Ko-Lokalisierung von
VDR und Nicastrin und begrenzt auch von VDR und PS1 nachgewiesen. Mittels der /n-silico-
Methode FpClass wurden im Anschluss potenzielle Protein-Protein-Interaktionen zwischen
dem VDR und Nicastrin bestimmt. Hier fanden sich keine Hinweise auf eine direkte
Interaktion zwischen dem VDR und Nicastrin (DURSUN, GEZEN-AK, 2017). Weitere
Arbeiten konnten daher {iberpriifen, inwiefern die Vitamin D Analoga Nicastrin neben der
transkriptionellen Regulation durch weitere indirekte oder direkte Effekte beeinflussen. Dies
konnte erkldren, wieso Maxacalcitol die y-Sekretase Aktivitdt reguliert, ohne die

Genexpression von Nicastrin zu verdndern und wieso Calcipotriol trotz der transkriptionellen
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Regulierung von Nicastrin keinen Effekt auf die y-Sekretase Aktivitdt ausilibt (Vergleich
Kapitel 4.3.8 und 4.3.9).

Die y-Sekretase schneidet wie die B-Sekretase neben APP noch weitere Proteine, die teilweise
wichtige physiologische Funktionen haben (HUR, 2022). Eine vollstindige Inhibition der y-
Sekretase wiirde damit zwar das AB-Level reduzieren, jedoch auch die Konzentrationen dieser
wichtigen Proteine beeinflussen. Derzeit sind mehr als 90 Substrate der y-Sekretase bekannt,

darunter iiberwiegend Transmembranproteine vom Typ I, die durch die y-Sekretase

proteolytisch aktiviert werden (HAAPASALO, KOVACS, 2011).

Eines dieser Substrate ist Megalin, dass zur LDL-Rezeptor Superfamilie gehdrt und unter
anderem den Transport unterschiedlicher Molekiile reguliert (ZOU et al., 2004). Es ist
beispielsweise an der Aufnahme von Calcifediol in die Zelle beteiligt. In Mdusen mit einer
Null-Mutation von Megalin wurde entsprechend ein Vitamin D Mangel gemessen. Des
Weiteren unterstiitzt Megalin den AB-Abtransport tiber die Blut-Hirn-Schranke, eine Barriere
zwischen zentralem Nervensystem und Blutstrom (ALVIRA-BOTERO, CARRO, 2010;
NYKIJAER et al., 1999).

Ein weiteres Transmembranprotein, das durch die y-Sekretase proteolytisch aktiviert wird, ist
Notch. Durch den Schnitt der y-Sekretase wird die genregulatorisch aktive, intrazelluldre
Notch-Doméne (engl. notch intracellular domain, NICD) freigesetzt (DE STROOPER et al.,
1999). Der Notch-Signalweg greift in unterschiedliche zelluldre Prozesse ein, darunter die
Zelldifferenzierung, Proliferation oder Apoptose. Notch besitzt daher unter anderem einen
Stellenwert in der Embryologie, Tumorentstehung oder Himatopoese (KONTOMANOLIS et
al., 2018; VARNUM-FINNEY et al., 1998). Im Gehirn wird Notch mit der Neurogenese, dem
neuritischen Wachstum sowie der synaptischen Plastizitit und dem Langzeitgeddchtnis in
Verbindung gebracht (WOO et al., 2009; ZHANG et al., 2018a). Eine Null-Mutation von
Notchl in Méusen ging mit Beeintrachtigungen des rdumlichen Lernens und Gedachtnisses

einher (COSTA et al., 2003).

Eine vollstidndige Inhibition der y-Sekretase beeinflusst somit neben der APP-Prozessierung

unter anderem die Signalwege von Megalin und Notch. Die y-Sekretase ist damit zwar ein
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potenziell therapeutischer Angriffspunkt der Alzheimer-Demenz, eine komplette Inhibition
fihrt jedoch analog zur vollstindigen [-Sekretase Inhibition zu unerwiinschten
Nebenwirkungen, die insbesondere durch die fehlende Spaltung von Notch, aber auch durch
die fehlende Spaltung von Megalin vermittelt sein konnten (LEWIS et al., 2003; SELKOE,
2001).

Ein Beispiel fiir einen y-Sekretase Inhibitor, der mit einer erhdhten Rate an Notch-vermittelten
Nebenwirkungen, einherging ist Semagacestat (DOODY et al., 2013). Zwar unterscheidet sich
seine mittlere inhibitorische Konzentration fiir APP und Notch um mehr als das Dreifache
(APP ICso = 15 nM, Notch ECso = 49 nM), eine Phase 3 Studie an Patienten mit Morbus
Alzheimer musste jedoch frither abgebrochen werden, da die Einnahme von Semagacestat mit
einer erhohten Rate an unterwiinschten Ereignissen, darunter Infektionen und das vermehrte
Auftreten von Hautkrebs, einherging. Im Vergleich zur Placebo-Gruppe wurden zudem durch
die Behandlung mit dem v-Sekretase Inhibitor keine kognitiven Anderungen festgestellt
(DOODY et al., 2013; HENLEY et al., 2014; IMBIMBO, GIARDINA, 2011). Dies konnte
darauf zuriickgefiihrt werden, dass neben der proteolytischen Spaltung von APP auch die
proteolytische Spaltung von Notch verhindert wurde, sodass protektive Effekte durch weniger
toxisches AP durch das parallele Fehlen von NICD aufgehoben wurden. Aktuell wird daher
an y-Sekretase Modulatoren geforscht, die die y-Sekretase beeinflussen, ohne in den Notch-
Signalweg einzugreifen (FOLCH et al., 2016). Inwiefern Vitamin D und seine Analoga
potenzielle y-Sekretase Modulatoren sind und den Notch-Signalweg regulieren, sollte daher
in weiteren Studien untersucht werden. In Glioblastom-Zelllinien oder Keratinozyten fiihrte
eine Calcitriol Inkubation zu keiner signifikanten Modulation der Expression von Notch oder
dem Notch-Liganden Jagged (REICHRATH et al.,, 2010; REICHRATH, REICHRATH,
2012). Auch die hohe Vertriglichkeit der Vitamin D Analoga in vivo spricht gegen klinisch
relevante, unerwiinschte Nebenwirkungen der Vitamin D Analoga, die durch die Regulation
von Notch vermittelt werden. In anderen Geweben wurden hingegen Interaktion zwischen
Vitamin D Analoga und Proteinen aus dem Notch-Signalweg beschrieben. Beispielsweise
regulierte Paricalcitol in renalen Epithelzellen das Protein- und mRNS-Level des Notch-

Liganden Jagged (NOLAN et al., 2015; SHAN et al., 2017).
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5.1.4 Molekulare Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf die nicht-amyloidogene
APP-Prozessierung

Die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung wird durch den Schnitt der o-Sekretase
eingeleitet, die APP in seiner pathogenen Peptidsequenz schneidet und dadurch der Bildung
von AP entgegenwirkt. Die Hauptvertreter bilden ADAM10 und ADAM17 (EDWARDS et
al., 2008). Patienten mit Alzheimer-Demenz weisen eine reduzierte ADAM10-Konzentration
in den synaptischen Membranen des Hippocampus auf (MARCELLO et al., 2012).
Umgekehrt fiihrte eine Uberexpression von 4ADAMI0 in APP transgenen Miusen zur
reduzierten Bildung von AP, zu weniger AB-Plaques und zu einer Wiederherstellung von

kognitiven Fahigkeiten (POSTINA et al., 2004).

Inwiefern die o-Sekretase durch Vitamin D reguliert wird, wird kontrovers diskutiert
(GEZEN-AK et al., 2017; TIPPMANN et al., 2009). In Méausen, die eine Vitamin D reiche
Erndhrung erhielten, stieg die zerebrale sAPPa-Konzentration um 30 % an (YU et al., 2011).
In einer weiteren Studie wurden SH-SYS5Y Zellen, die mit humanen oder murinen ADAM10-
Promotor-Luciferase-Vektoren transient-transfiziert wurden, mit Calcitriol inkubiert. Im
Anschluss wurden die Einfliisse auf die ADAMI10-Promotoraktivitdt untersucht. Eine 48 h
Inkubation mit 25 nM Calcitriol flihrte zu einer signifikanten Zunahme der ADAMI10-
Promotoraktivitdt, jedoch verdnderte sich weder der ADAMI10-Proteingehalt noch die
Konzentration an sezerniertem sAPPo und sAPP. Die Autoren fiihrten dies daher auf eine
kurzfristige Regulation der Promotoraktivitit, die ziigig gegenreguliert wird, zurilick
(TIPPMANN et al., 2009). In einer weiteren Studie wurde die ADAM 10 mRNS Konzentration
in Primdrneuronen nach Inkubation mit unterschiedlichen Dosen Calcitriol bestimmt.
Wihrend 100 nM Calcitriol nach 12 h einen signifikanten Anstieg des ADAMI10 mRNS-
Levels bewirkten, wurden nach 24 — 48 h keine Effekte mehr beobachtet. Eine Inkubation mit
10 nM Calcitriol fiihrte hingegen zundchst nach 24 h zu einer signifikanten Abnahme der
ADAM10 mRNS und nach 48 h zu einem signifikanten Anstieg (GEZEN-AK et al., 2017).
Zusammenfassend besteht somit eine inhomogene Literaturlage hinsichtlich der Frage,
inwiefern Vitamin D die a-Sekretase reguliert, die auf einen komplexen Zusammenhang

hindeutet.
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Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob Calcifediol sowie die
Vitamin D Analoga die a-Sekretase Aktivitdt beeinflussen. Nach der Inkubation von SH-
SY5Y WT Zellen mit Calcifediol und Paricalcitol konnte eine erhohte a-Sekretase Aktivitit

nachgewiesen werden, wihrend die restlichen Vitamin D Analoga keine Effekte zeigten

(Vergleich Kapitel 4.4).

In der bereits beschriebenen Folgestudie von Fan et al., in der Auswirkungen von Paricalcitol
auf die APP-Prozessierung in vivo untersucht wurden, verdnderte Paricalcitol das ADAM10
Proteinlevel in APP/PS1 transgenen Mausen nicht signifikant (FAN et al., 2019). Denkbar
wire, dass die Vitamin D Analoga, insbesondere Paricalcitol, iiberwiegend den ADAM17-
Proteinspiegel regulieren, wihrend der ADAM10-Proteinspiegel unbeeinflusst bleibt. Dies
wiirde sich mit den Ergebnissen einer vorangegangenen Studie der Arbeitsgruppe fiir
experimentelle Neurologie der Universitidt des Saarlandes decken, in der ein Vitamin D
Mangel lediglich den ADAMI17-Proteinspiegel erhohte, wihrend die ADAMI10-
Proteinspiegel sowie die a-Sekretase Aktivitit durch den Vitamin D Mangel nicht beeinflusst

wurden (GRIMM et al., 2014).

Ebenso wie die 3- und die y-Sekretase besitzt die a-Sekretase neben APP mehr als 40 weitere
Substrate, darunter ebenfalls Notch-Liganden sowie an zerebralen Entziindungsreaktionen
beteiligte Zytokine wie IL-6 oder den Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa) (PRUESSMEYER,
LUDWIG, 2009). Eine Inhibition der a.-Sekretase greift somit in multiple Stoffwechselwege
ein und beeinflusst nicht nur das AB-Level. Die Beeinflussung der o-Sekretase Aktivitdt
konnte daher potenziell mit Nebenwirkungen einhergehen. Denkbar wire, dass Patienten, bei
denen keine Aktivititsminderung der a-Sekretase besteht, daher eher von einem Vitamin D
Analogon profitieren, welches die a-Sekretase nicht beeinflusst. Der Einsatz von Paricalcitol
oder Calcifediol konnte fiir die Patienten vorbehalten bleiben, deren Pathologie sich in einer
eingeschrinkten nicht amyloidogene APP-Prozessierung begriindet. Diese Hypothese und die

Ableitung von Therapieempfehlungen muss jedoch in weiteren Studien iiberpriift werden.
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5.1.5 Molekulare Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf den Af-Katabolismus

Der zerebrale Gesamt-AB-Gehalt wird neben den geschilderten Effekten auf die Ap-
Produktion auch durch den AB-Abbau bestimmt. Eine Studie zeigte, dass Patienten mit
Alzheimer-Demenz bis zu 30 % niedrigere AP-Abbauraten aufweisen, wihrend sich die AB-
Produktionsraten = gegeniiber der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschieden
(MAWUENYEGA et al., 2010). Die Forderung des AB-Abbaus ist damit ein wichtiger
therapeutischer Ansatzpunkt der Alzheimer-Demenz (NALIVAEVA, TURNER, 2019).

Aus fritheren Studien ist bekannt, dass natiirlich vorkommendes Vitamin D den AB-Abbau
steigern kann. Beispielsweise stieg die Konzentration des AP degradierenden Enzyms NEP in

Ratten an, denen iiber mehrere Tage natiirlich vorkommendes Vitamin D injiziert wurde

(BRIONES, DARWISH, 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass neben Calcifediol auch die Vitamin D Analoga
die Degradation von A in N2a-Zellen signifikant steigern (Vergleich Kapitel 4.5.1). Um die
Effekte auch ausgehend von einem Vitamin D Mangel zu iiberpriifen, wurde ex vivo in Hirnen
von Midusen mit Vitamin D Mangel die AB-Degradation nach Inkubation der Vitamin D
Analoga bestimmt. Bis auf Doxercalciferol erhohten alle Vitamin D Analoga die Ap-
Degradation signifikant. Teilweise konnten die Effekte auf die AP-Degradation fiir
Maxacalcitol, Alfacalcidol und Paricalcitol auf eine signifikante Steigerung der
Genexpression von Nep zuriickgefiihrt werden. Alfacalcidol und Paricalcitol erhohten zudem

die NEP-Enzymaktivitit signifikant (Vergleich Kapitel 4.5.4).

Aus Studien an Alzheimer-Mausmodellen ist bekannt, dass durch Steigerung der NEP-
Expression der zerebrale AB-Gehalt und neurodegenerative Verdnderungen im Kortex
signifikant minimiert werden (NALIVAEVA et al., 2020). Es muss jedoch beriicksichtigt
werden, dass NEP neben Af diverse weitere Peptide enzymatisch spaltet, was zu verdnderten
Wirkspiegeln und unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren konnte. Beispielsweise baut NEP
neben AP auch natriuretische Peptide ab, die durch Regulation des Wasser-Elektrolyt-
Haushaltes giinstige himodynamische Effekte aufweisen (GALO et al., 2021). Die Erh6hung

der Konzentration der natriuretischen Peptide ist ein Ansatzpunkt in der Therapie der
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schweren Herzinsuffizienz. Seit der PARADIGM-HF Studie ist hierzu der NEP-Inhibitor
Sacubitril zugelassen, der als Kombinationspraparat mit Valsartan unter dem Handelsnamen
Entresto verfligbar ist. Langzeitstudien zur Beurteilung der kognitiven Dysfunktion im
Rahmen der Sacubitril/Valsartan-Therapie stehen noch aus. Es ist jedoch festzuhalten, dass
der therapeutische Ansatzpunkt beziiglich NEP in Hinblick auf die Therapie der
Herzinsuffizienz und Morbus Alzheimer zueinander im Gegensatz stehen (GALO et al.,
2021). In Bezug auf den Einsatz der Vitamin D Analoga sollte daher in Folgestudien iiberpriift
werden, ob durch eine Steigerung der NEP-Aktivitdt oder -Expression eine Herzinsuffizienz
befordert wird und ob Patienten, welche bereits eine Herzinsuffizienz aufweisen oder unter
einer Therapie mit einem NEP-Inhibitor stehen, insbesondere von den Vitamin D Analoga

profitieren, die keine signifikanten Effekte auf NEP zeigten.

Die Vitamin D Analoga, die NEP nicht signifikant beeinflussten, konnten verstarkt andere
AB-Abbauprozesse fordern. Neben der proteolytischen Spaltung kann A3 unter anderem iiber
den Ubiquitin-Proteasom-Weg, den Autophagie-Lysosom-Weg oder den Endosom-Lysosom-
Weg eliminiert werden (SEHAR et al., 2022). Dariiber hinaus existieren Transportprozesse
z.B. iiber die Blut-Hirn- oder Blut-Liquor Schranke oder iiber das lymphatische System, iiber
die AP aus dem Gehirn exportiert wird, um an anderer Stelle wie in der Niere oder der Leber
abgebaut zu werden (TARASOFF-CONWAY et al., 2015). Fiir natiirlich vorkommendes
Vitamin D ist bekannt, dass es auch auf diese Eliminationsprozesse Einfluss nimmt.
Beispielsweise stieg die Eliminierung von A iiber die Blut-Hirn-Schranke in Méusen 24 h
nach der Injektion von Calcitriol um das 1,3-fache an, verglichen zur Kontrollgruppe (ITO et
al., 2011). Passend hierzu erhohte eine achtwdchige Vitamin D Substitution in einer Placebo
kontrollierten, klinischen Studie an Erwachsenen mit Vitamin D Mangel den Apao-
Plasmaspiegel signifikant, was auf einen geringeren AP-Gehalt im Gehirn schliefen lief3
(MILLER et al., 2016). Dariiber hinaus wurde durch Vitamin D die bei Alzheimer-Dementen
eingeschrinkte Phagozytosefdhigkeit der Makrophagen verbessert, wodurch vermehrt Af3
phagozytiert wurde und weniger AP akkumulierte (MASOUMI et al., 2009; MIZWICKI et
al., 2013; MIZWICKI et al., 2012).
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5.2 Molekulare Wirkmechanismen der Vitamin D Analoga auf

neuroinflammatorische Prozesse anhand des Beispiels Interleukin-1

Neben AP spielen neuroinflammatorische Prozesse eine relevante Rolle in der Pathologie der
Alzheimer-Demenz und stehen mit der AP-Homoostase in engem Zusammenhang
(BRADBURN et al., 2019; HENEKA et al.,, 2015; LENG, EDISON, 2021). Das
proinflammatorische Zytokin IL-13, das von Mikroglia freigesetzt wird, wenn diese durch A
stimuliert wird, kann seinerseits zu erhdhten AB-Spiegeln beitragen, indem es zu einer
erhohten APP-Expression fiihrt und Schritte der APP-Prozessierung fordert (HENEKA et al.,
2015). Die Konzentration von IL-1p ist bei Alzheimer-Dementen in Serum und Hirngewebe
signifikant erh6ht. Die hochsten Konzentrationen bestanden dabei in post mortem Hirnproben
des frontalen Kortex und des Hippocampus, also den durch die Pathologie der Alzheimer-
Demenz am stérksten betroffenen Hirnregionen (CACABELOS et al., 1994; COLMAN, 1986;
SWARDFAGER et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir alle untersuchten Vitamin D Analoga mit Ausnahme von
Paricalcitol eine signifikant senkende Wirkung auf den IL-1B-Gehalt in SH-SY5Y WT Zellen
gezeigt (Vergleich Kapitel 4.6).

Die Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen einer Studie, die die Auswirkungen von
Vitamin D; auf die entziindliche Aktivitdt von Mikrogliazellen untersuchte. In dieser Studie
wurde in Mikrogliazellen durch Af2s.3s5 eine Entziindungsreaktion induziert. Zellen, die mit
Vitamin D; vorbehandelt wurden, setzten dabei signifikant weniger proinflammatorische

Zytokine wie IL-1P, IL-6 oder TNF-a frei (RAHA et al., 2016).

Die Reduktion des IL-1B-Gehalts durch die Vitamin D Analoga konnte neuroprotektiv
wirken, denn eine Studie zeigte, dass die Hemmung des IL-1-Rezeptors im Alzheimer-
Mausmodell zu einer Milderung kognitiver Defizite und einer Reduktion bestimmter
fibrilldrer und oligomerer AB-Formen fiihrte (KITAZAWA et al., 2011). Gestiitzt wird diese
These durch eine Studie an Ratten, die den Einfluss von Calcitriol auf den altersbedingten
kognitiven Verfall untersuchte (BRIONES, DARWISH, 2012). 20 Monate alte Ratten wiesen
im Vergleich zu sechs Monate alten Ratten signifikant hohere IL-1B-Spiegel auf und
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signifikant reduzierte Spiegel des antiinflammatorischen IL-10. Zudem bestanden bei den
dlteren Ratten signifikante Lern- und Gedéchtnisstorungen. Die Differenzen schwichten sich
ab, wenn die Tiere zuvor fiir drei Wochen subkutan Calcitriol injiziert bekamen. Das erh6hte
IL-1B-Level der dlteren Ratten nahm nach der Behandlung signifikant ab, der IL-10-Spiegel
stieg an und die Gedéchtnisleistung verbesserte sich. Bei jungen Ratten beeinflusste Calcitriol

die IL-1B- und IL-10-Level oder die Gedichtnisleistung nicht (BRIONES, DARWISH, 2012).

Insgesamt ist die Rolle von IL-1f in der Neuropathogenese von Morbus Alzheimer allerdings
noch nicht vollstindig verstanden und in der Literatur werden sowohl neurotoxische als auch
neuroprotektive Eigenschaften von IL-1B beschrieben (MENDIOLA, CARDONA, 2018;
MISHRA et al., 2012). Matousek et. al untersuchten beispielsweise in einem transgenen
Alzheimer-Mausmodell, inwiefern die Uberexpression von /-1 das Ausmal der AB-Plaques
und die Apoptose der Neuronen beeinflusste. Die transgen verdnderten Mause, die IL-143
iiberexprimierten, wiesen in histochemischen Untersuchungen nach drei bis zwolf Monaten
signifikant weniger AB-Plaques auf als die Kontrollgruppe, die /L-1/ nicht iiberexprimierte.
Hierbei zeigten sich keine Verdnderungen in der APP-Produktion oder -Prozessierung, sodass
die Autoren am ehesten eine Verstiarkung der AB-Clearance-Mechanismen durch die /L-1 /4
Uberexpression vermuteten. Trotz anhaltender Neuroinflammation durch die IL-1/5-
Uberexpression bestand keine Erhohung der Apoptose oder eine cholinerge Axondegeneration
(MATOUSEK et al., 2012). Auch Cherry ef al. sahen in einem Alzheimer-Mausmodell nach
IL-1-Uberexpression eine signifikante Abnahme der AB-Plaques und fiihrten dies auf eine
Hochregulierung der Mikrogila zuriick. Hierzu wurde APP/PS1-Miusen iiber einen Adeno-
assoziierten Virus in eine Hemisphdre des Hippocampus humane IL-13-komplementdre DNS
injiziert, wihrend die andere Hemisphire Kontrollinjektionen erhielt. Nach vier Wochen
wurde die Immunreaktion ausgewertet und die Hemisphére, in der die IL-1p3-komplementére
DNS eingebracht wurde, wies weniger AB-Plaques und eine hohere Anzahl an Mikroglia auf
(CHERRY et al., 2015). Mdoglicherweise konnte ein Schwellenwert fiir IL-13 existieren, der
die paradoxe Wirkungsweise erklirt. So konnte bei bestimmten IL-13 Konzentrationen der
neurotoxische Effekt iiberwiegen, bei dem IL-I1p zur vermehrten Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine fiihrt und die AB-Pathologie hierdurch verstérkt; bei anderen

IL-1B-Konzentrationen konnten entziindungshemmende Wirkungen iiberwiegen, indem
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durch IL-1B z.B. die Mikroglia und dadurch die Phagozytose von AP hochreguliert wird
(MENDIOLA, CARDONA, 2018).

In der vorliegenden Arbeit erhdhte Paricalcitol den IL-1B-Gehalt in SH-SYSY WT Zellen
signifikant und verhielt sich damit gegensétzlich zu den Effekten der anderen untersuchten
Vitamin D Analoga (Vergleich Kapitel 4.6). Die bereits erwéhnte Studie von Fan ef al., die
die Auswirkungen einer Paricalcitol Substitution im Alzheimer-Mausmodell untersuchte, kam
hingegen zu dem Ergebnis, dass Paricalcitol den IL-13-Gehalt signifikant reduziert (FAN et
al., 2019). Die Ergebnisse sind nur bedingt vergleichbar, da in der vorliegenden Arbeit die
Wirkung von Paricalcitol unter physiologischen Bedingungen betrachtet wurde, wahrend die
in vivo Studie Paricalcitol im Alzheimer-Mausmodell untersuchte. Weitere Studien sind daher
notwendig, um die Effekte von Paricalcitol auf den IL-13-Gehalt ndher zu analysieren. Hierbei
sollte beriicksichtigt werden, dass Briones ef al. altersabhingige Effekte fiir Calcitriol
detektierte, was ggf. auch auf die Effekte der Vitamin D Analoga zutrifft (BRIONES,
DARWISH, 2012).

Um zu iberprifen, ob die VitaminD Analoga in Alzheimer-Demenz relevante
inflammatorische Prozesse eingreifen, wurde sich in der vorliegenden Arbeit exemplarisch
das IL-1B-Level angeschaut. Die Studie von Saad El-Din ef al., welche die Effekte einer
Maxacalcitol-Behandlung im Rattenmodell analysierte, konnte weitere pro- und
antiinflammatorische Zytokine ausfindig machen, die durch das Vitamin D Analogon
beeinflusst werden (SAAD EL-DIN et al., 2020). In der Studie bestanden im Serum der Ratten,
in denen eine Alzheimer-Demenz simuliert wurde, im Vergleich zu den Kontrolltieren
signifikant erhohte TNFoa- und reduzierte IL-10-Werte. Durch die Behandlung mit
Maxacalcitol verringerten sich die TNFa-Serumwerte und der IL-10-Serumwert stieg
signifikant an, was als Abnahme der Neuroinflammation gewertet wurde. Das IL-1p-Level

wurde in dieser Versuchsreihe nicht mitbestimmt (SAAD EL-DIN et al., 2020).

Eine weitere Studie, die nach Veroffentlichung der in der vorliegenden Arbeit gezeigten
Ergebnisse erschien, analysierte die Applikation von Calcipotriol bzw. Calcipotriol in
Kombination mit dem Antidiabetikum Sitagliptin, einem Dipeptidyl-Peptidase-4 Inhibitor, in
einem Alzheimer-Mausmodell (KABEL et al., 2019). Auch diese Studie detektierte Effekte
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auf proinflammatorische Zytokine. Die Pathologie der Alzheimer-Demenz wurde in der
Studie durch eine einmalige Injektion von LPS simuliert. Ein Teil der Miuse erhielt zwei
Wochen vor der LPS-Injektion tdglich 20 pg/kg KG Calcipotriol {iber eine orale Magensonde.
Ein anderer Teil erhielt 10 pg/kg KG Sitagliptin, eine weitere Gruppe erhielt sowohl
Sitagliptin als auch Calcipotriol. Verglichen wurden die Ergebnisse mit einer Kontrollgruppe,
die nur das Losungsmittel erhielt. Im Anschluss wurden Verhaltenstests durchgefiihrt und
mittels ELISA der transformierende Wachstumsfaktor-B1 (engl. transforming growth factor,
TGF-B1), der TNFa-, und der IL-6-Spiegel bestimmt. Die LPS-Injektion fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg der untersuchten proinflammatorischen Zytokine, der sich durch die
vorherige Applikation von Calcipotriol, Sitagliptin oder deren Kombination signifikant
reduzieren lieB. Auch die Erinnerungsfihigkeit der Tiere verbesserte sich in den
durchgefiihrten Verhaltenstests signifikant. Die stirksten Effekte erzielte hierbei jeweils die
Kombination beider Medikamente (KABEL et al., 2019).

Ebenso interagiert Calcitriol mit weiteren Zytokinen, beispielsweise reguliert es dosis- und
zeitabhéngig die Expression von IL-34 in neuronalen SH-SYS5Y Zellen (ZHANG et al., 2017).
IL-34 ist ein neuroprotektiv wirkendes Zytokin, das eine zentrale Rolle in der

Neurodegeneration spielt (ZHANG et al., 2017).

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Vitamin D
Analoga neben der Ap-Pathologie auch Alzheimer-Demenz relevante inflammatorische
Prozesse beeinflussen und damit tiber multiple Mechanismen in die Pathogenese von Morbus

Alzheimer eingreifen.

5.3 Epidemiologische Studienlage beziiglich Vitamin D und Vitamin D Analoga in

Bezug auf Morbus Alzheimer

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Analyse der molekularen Prozesse zwischen den
Vitamin D Analoga, der AB- und IL-1B-Pathologie deutete auf ein hohes priventives und
therapeutisches Potenzial der Vitamin D Analoga hin. Im Folgenden soll daher die aktuelle
epidemiologische Studienlage zu Morbus Alzheimer, einem Vitamin D Mangel und einer

Substitution dargestellt werden.
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5.3.1 Assoziation von Vitamin D Mangel und Morbus Alzheimer

Alzheimer-Demente wiesen in unterschiedlichen Studien, darunter mindestens drei
Metaanalysen, signifikant niedrigere Vitamin D  Serumspiegel auf, als die
Allgemeinbevolkerung (ANNWEILER et al., 2013a; BALION et al., 2012; LOPES DA
SILVA et al., 2014; ZHAO et al., 2013).

Ein manifester Vitamin D Mangel ist laut N/H ab einem Calcifediol Serumwert unter
30 nmol/l (12 ng/ml) definiert. Konzentrationen zwischen 30 — 50 nmol/l (12 — 20 ng/ml)
gelten als unzureichend, Konzentrationen iiber 50 nmol/l (20 ng/ml) werden als adéquate
Vitamin D Versorgung gewertet (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2022). Auch der
Vitamin D Liquorspiegel war in einer Pilotstudie an Patienten mit Morbus Alzheimer
signifikant geringer als bei der Kontrollgruppe (JOHANSSON et al., 2013). Zudem zeigte sich
bei bestehendem Vitamin D Mangel das Risiko zur Entwicklung einer Demenz um 50 %
erhoht. Das Risiko zur Entwicklung einer Alzheimer-Demenz war um bis zu 20 % erhoht
(CAO et al., 2016; SHEN, JI, 2015; SOMMER et al., 2017). Tabelle 20 gibt einen Uberblick
iiber die einzelnen Studienergebnisse (CAO et al., 2016; CHAI et al., 2019; JAYEDI et al.,
2019; SHEN, JI, 2015; SOMMER et al., 2017).

Tabelle 20 Uberblick iiber Metaanalysen, die die Assoziation zwischen Vitamin D, Alzheimer oder Demenz
untersuchen

>

=

S

=

Autor » Zielsetzung Ergebnis

Z

[«]

=
(BALION et | 4 | Vitamin D Spiegel bei AD um 6,2 nmol/l (95 % KI —
al., 2012) im Vergleich zur Kontrolle 10,6 bis — 1,8) reduziert
(ANNWEIL | 7 | Vitamin D Spiegel bei AD um 1,4 SMD (95 % KI 0,26
ER et al, im Vergleich zur Kontrolle bis 2,54) reduziert
2013a)
(ZHAO et | 6 | Vitamin D Spiegel bei AD um 1,39 SMD (95 % KI —
al., 2013) im Vergleich zur Kontrolle 2,79 bis 0,01) reduziert
(LOPES DA | 5 | Vitamin D Spiegel bei AD tendenziell, aber  nicht
SILVA etal., im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (p=
2014) 0,075)
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(SHEN, I,
2015)

Risiko zur Entwicklung einer Alzheimer-
Demenz bei Hypovitaminose D (< 50 nmol/l)
im Vergleich zu Vitamin D Suffizienz (> 50
nmol/1)

Diskussion

um 21 % erhoht (OR: 1,21,
95 % KI 1,01 — 1,40)

(CAO et al,,
2016)

bei
Vergleich zu Vitamin D Suffizienz (nicht nidher
angegeben)

Demenzrisiko Hypovitaminose im

um 52 % erhoht (RR: 1,52,
95% KI 1,17 — 1,98, p =
0,002)

(SOMMER
etal., 2017)

Demenzrisiko bei Hypovitaminose (< 25
nmol/l) im Vergleich zu Vitamin D Suffizienz
(> 50 nmol/l)

um 54 % erhoht (RR: 1,54,
95 % KI11,19-1,99)

(CHEN et
al,, 2018)

10

Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Vitamin
D Spiegeln und Demenz- und Alzheimerrisiko

Lineare = Dosis-Wirkungs-
Beziehung, die zeigte, dass
pro 10 nmol/l hdheren
Vitamin D Spiegeln das
Demenzrisiko um 5 % (RR:
0,95, 95 % KI: 0,93-0,98, p =
0,000) und das
Alzheimerrisiko um 7 %
(RR: 0,93, 95 % KI: 0,89 —
0,97, p=0,001) abnahm.

(JAYEDI et
al., 2019)

Demenzrisiko bei Vitamin D Mangel (10-20
ng/ml und Vitamin D Mangel (< 10 ng/ml) im
Vergleich zu Vitamin D Suffizienz

Alzheimerrisiko bei Vitamin D Mangel (10-20
ng/ml und Vitamin D Mangel (< 10 ng/ml) im
Vergleich zu Vitamin D Suffizienz

Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Vitamin
D Spiegeln und Alzheimerrisiko

Demenz/Mangel:

HR 1,09 (95% KI: 0,95-1,24)
Demenz/Mangel:

HR 1,33(95% KI: 1,08-1,58)
AD/ Mangel

HR 1,19 (95% KI:0,98-1,65)
AD/ Mangel:

HR 1,31 (95% KI:0,98-1,65)

Kontinuierliche =~ Abnahme
des Alzheimerrisikos bei
Anstieg des  Vitamin D
Serumspiegels bis 35 ng/ml.
Danach keine signifikante
Assoziation.

(CHAI et al.,
2019)

Demenzrisiko bei Vitamin D Mangel (<
20ng/ml) im Vergleich zu Vitamin D
Suffizienz
Alzheimerrisiko bei Vitamin D Mangel (<
20ng/ml) im Vergleich zu Vitamin D
Suffizienz

HR 1,32 (95% KI: 1,16-1,52)

HR 1,34 (95% KI: 1,13-1,60)

(YANG et
al., 2019)

Alzheimerrisiko bei Vitamin D Mangel (25-
50nmol/l) im Vergleich zu Vitamin D
Suffizienz

Keine signifikante
Assoziation (p = 0,07)

(KALRA et
al., 2020)

Alzheimerrisiko bei Vitamin D Mangel (<25
nmol/l) im Vergleich zu Vitamin D Mangel
(25-50nmol/l) und Vitamin D Suffizienz
(>50nmol/1)

1,33 (95 % KI: 1,15 — 1,54)
1,87 (95 % KI: 1,03 — 3,41)
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Auch radiologisch sind Assoziationen zwischen Vitamin D Mangel und demenziellen
Verdnderungen nachzuweisen. So zeigen Kernspintomographien des Kopfes bei Patienten mit
einem Vitamin D Mangel gehduft bilaterale Verdnderungen der weilen Gehirnsubstanz, die
als Leukoaraiosis bezeichnet werden. Diese Leukoaraiosis deutet auf eine flichige
Demyelinisierung der Neuronen hin und tritt signifikant gehduft bei dementiellen

Erkrankungen auf (ANNWEILER et al., 2015).

Dariiber hinaus zeigten Metaanalysen und longitudinal angelegte Kohortenstudien eine
Assoziation zwischen niedrigen Vitamin D Spiegeln und kognitiven Einbuflen, welche als
typisches klinisches Symptom von Morbus Alzheimer gelten (AGUILAR-NAVARRO et al.,
2019; BANKS etal., 1989; CAOetal.,2016; ETGEN et al., 2012; MILLER et al., 2015; VAN
DER SCHAFT et al., 2013; VAN SCHOOR et al., 2016). Hierbei reduzierte sich durch einen
Vitamin D Mangel insbesondere die kognitive Verarbeitungsgeschwindigkeit und die visuell-
rdumliche Vorstellungskraft, wihrend die Gedichtnisleistung weniger betroffen zu sein schien
(AGUILAR-NAVARRO et al., 2019; ANNWEILER et al., 2013b; GOODWILL, SZOEKE,
2017; KUEIDER et al., 2016). In einer Querschnittstudie mit 5.598 Teilnehmern erzielten
diese signifikant geringere kognitive Leistungen, wenn die wochentliche Vitamin D Zufuhr
unter 35 pg lag, verglichen zu einer Zufuhr iiber 35 pg pro Tag (ANNWEILER et al., 2010).
Eine Metaanalyse, die insgesamt acht Studien einschloss, berichtete, dass Teilnehmer mit
Calcifediol-Serumwerten unter 50 nmol/l im MMST durchschnittlich 1,2 Punkte weniger
erreichten als Teilnehmer mit Calcifediol-Serumwerten tiber 50 nmol/l (95 % KI 0,5 — 1,9;
p =0,002). Der MMST ist ein kognitiver Test mit maximal 30 Punkten, der in der Diagnostik
von Morbus Alzheimer verwendet wird (BALION et al., 2012; CREAVIN et al., 2016).

Dennoch existieren auch aktuelle Studien ohne signifikanten Zusammenhang zwischen den
Vitamin D Spiegeln, der Alzheimer-Demenz und der kognitiven Funktion (CARVALHO et
al., 2019; PALACIOS et al., 2020). Anzumerken ist, dass sich diese Studien zum Teil auf eine
geringe Teilnehmerzahl und einen kurzen Beobachtungszeitraum berufen oder ausschlieSlich
an Minnern durchgefiihrt wurden, wodurch die Ergebnisse nur eingeschrinkt auf die

iiberwiegend weiblichen Betroffenen der Alzheimer-Demenz {ibertragbar sind.
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Zu diskutieren bleibt, inwiefern eine Assoziation oder eine direkte Kausalitdt zwischen
Vitamin D Mangel und Morbus Alzheimer besteht und inwiefern ein Vitamin D Mangel

Ursache oder Konsequenz der Alzheimer-Demenz ist.

Fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen Vitamin D Mangel und erh6htem Risiko an
einer Alzheimer-Demenz zu erkranken, spricht die erhdhte Demenzinzidenz unter
maximalpigmentierten Menschen verglichen zu Menschen mit anderen Hauttypen
(GLEASON et al, 2022). Pigmentierte Haut weist aufgrund der hoheren
Melaninkonzentration grundsétzlich eine geringere Vitamin D Syntheseleistung auf (AMES
et al., 2021). Maximalpigmentierte Menschen leiden daher hdufiger unter einem relevanten
Vitamin D Mangel und gleichzeitig zeigt sich eine signifikant erhdhte Demenzinzidenz in
dieser Personengruppe (MAYEDA et al., 2016). Dariiber hinaus lésst sich eine geographische
Verteilung der Sterbefille Alzheimer-Dementer beobachten. Lénder mit niedriger
Sonneneinstrahlung und dementsprechend auch niedrigerer exogener Vitamin D Synthese
weisen eine signifikant erhohte Rate an Sterbefdllen aufgrund von Morbus Alzheimer auf
(CAMARA et al., 2018). Zudem konnte gezeigt werden, dass der AP4>-Liquorspiegel ebenso
wie der VitaminD Spiegel saisonalen Schwankungen unterliegt. Sonnenreiche
Sommermonate waren in einer Studie mit hohen Vitamin D Spiegeln, hohen AB42-Spiegeln,
und vergrofBertem Hirnvolumen assoziiert. Ein hoher AP42-Liquorspiegel entspricht einem
geringeren Risiko, an Alzheimer-Demenz zu erkranken (HOOSHMAND et al., 2014; LIM et
al., 2018). Zudem bestehen genetische Assoziationen, die die These eines kausalen
Zusammenhangs zwischen Vitamin D Mangel und erhdhtem Risiko an einer Alzheimer-
Demenz zu erkranken stiitzen. So wurden in einer Studie unterschiedliche Einzelnukleotid-
Polymorphismen identifiziert, die zu genetisch bedingten reduzierten Vitamin D Spiegeln
fiihren und gleichzeitig mit einem erhohten Risiko zur Entwicklung einer Alzheimer-Demenz
assoziiert waren (KUZMA et al., 2018; MOKRY et al., 2016). Dariiber hinaus bestehen
unterschiedliche Polymorphismen im VDR-Gen, die mit einem erhdhten Risiko zur
Entwicklung von Morbus Alzheimer assoziiert sind (GENG et al., 2020; GEZEN-AK et al.,
2007; LEE etal.,2014; LEHMANN et al., 2011). Eine in der Arbeitsgruppe fiir experimentelle
Neurologie der Universitit des Saarlandes durchgefiihrte Studie zeigte, dass in Gehirnproben
von Méusen, die eine milde bis moderate Hypovitaminose D aufweisen, bereits signifikante

Verdnderungen in der Expression von Genen bestehen, die an der APP-Homdostase,
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oxidativem Stress, Entziindungsreaktionen, dem Lipidstoffwechsel oder der Neurogenese

beteiligt sind (GRIMM et al., 2019).

Neben diesen ursdchlichen Einfliissen eines Vitamin D Mangels auf das Risiko der
Entwicklung einer Alzheimer-Demenz konnte der Vitamin D Mangel auch Konsequenz der
Alzheimer-Demenz sein, da Demente hiufig eine erhohte Pflegebediirftigkeit aufweisen.
Hieraus resultieren hédufig neben der Unterbringung in Heimen mit wenig Moglichkeit zur
Sonnenexposition eine unausgewogene Erndhrung, da beispielsweise die Nahrungsaufnahme
nur mit Unterstiitzung funktioniert. Dies impliziert letztlich eine unzureichende exogene und

endogene Vitamin D Synthese (AUTIER et al., 2017).

Beriicksichtigt werden sollten auch unabhingige gemeinsame Einflussfaktoren wie das Alter.
Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko zur Entwicklung einer Alzheimer-Demenz,
gleichzeitig sinkt die Vitamin D Synthese im Alter unter anderem aufgrund der reduzierten
kutanen 7-DHC Konzentration signifikant. Sie betrdgt beispielsweise im 70. Lebensjahr nur
noch 25 % der urspriinglichen Syntheseleistung (BREIJYEH, KARAMAN, 2020; HOLICK,
2007).

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass weitere Studien notwendig sind, um die Frage der
Assoziation oder Kausalitdt zwischen Vitamin D Mangel und dem Risiko, an einer Alzheimer-
Demenz zu erkranken abschlieBend zu kldren. Aus der aktuellen Datenlage kann diesbeziiglich
kein endgiiltiges Fazit gezogen werden, was auch in einer Ubersichtsarbeit zur Evidenz der
bis 2017 erschienenen Studien deutlich wird, da die Ubersichtsarbeit die Qualitit der aktuellen
Studienlage als gering bewertet. Die Studie kritisiert insbesondere die uneinheitlichen
Messmethoden des Vitamin D Serumstatus und die unzureichende Beriicksichtigung von
Storfaktoren wie Jahreszeit, Erndhrungszustand oder Sonnenexposition (AGHAJAFARI et al.,
2018). Seit dieser Ubersichtsarbeit sind jedoch mindestens vier weitere Metaanalysen
erschienen, die noch nicht Bestandteil der Evidenzpriifung waren (CHEN et al., 2018;
JAYEDI et al., 2019; KALRA et al., 2020; YANG et al., 2019). Auch diese Arbeiten zeigten
teils kontroverse Ergebnisse. Wéhrend Yang ef al. nach Auswertung von sechs prospektiven
Kohortenstudien keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Vitamin D
Serumwerten und dem Risiko, an einer Alzheimer-Demenz zu erkranken, sahen, zeigten

Jayedi et al. in ihrer Arbeit, die insgesamt sieben Kohortenstudien mit 28.354 Teilnehmer
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einschloss, dass das Risiko, an einer Alzheimer-Demenz zu erkranken bis zu Vitamin D
Serumwerten von 35 ng/ml kontinuierlich abnahm, bei hoheren Vitamin D Serumwerten
jedoch keine signifikante Assoziation mehr bestand (JAYEDI etal.,2019; YANG et al., 2019).
Auch in diesen aktuelleren Metaanalysen wird auf Storfaktoren wie Jahreszeit,
Erndhrungszustand oder Messmethode nicht eingegangen. Somit sind insgesamt weiter
Studien nétig, um die Evidenzlage zu erhdhen und eine eindeutige Aussage iiber den

Zusammenhang zwischen Vitamin D Mangel und Alzheimer-Risiko treffen zu konnen.

Im Gegensatz zur klinischen Studienlage scheint die These, dass ein Vitamin D Mangel mit
einem erhohten Risiko der Alzheimer-Demenz einhergeht, auf molekularer Ebene
wahrscheinlich. In der vorliegenden Arbeit bestanden bei Vitamin D defizienten Méusen im
Vergleich zum Wildtyp eine erhohte P-Sekretase Aktivitit und eine reduzierte Af-
Degradation (Vergleich Kapitel 4.3.5 und Kapitel 4.5.2). Damit wurde gezeigt, dass sich ein
Vitamin D Mangel sowohl auf den AP-Anabolismus als auch auf den AP-Katabolismus
auswirkt. In vorangegangen Studien wurde bereits dargestellt, dass der AB4o und AB42-Spiegel

in Vitamin D defizienten Mausen signifikant hoher ist (GRIMM et al., 2014).

5.3.2 Supplementierung von Vitamin D oder Analoga bei Morbus Alzheimer

Eine Minderversorgung mit Vitamin D ist ein potenzieller Risikofaktor der Alzheimer-
Demenz. Es stellt sich daher die Frage, inwiefern der Ausgleich des Vitamin D Mangels
praventiv vor einer Alzheimer-Demenz schiitzt und inwiefern Vitamin D in der Therapie von
Morbus Alzheimer zum Einsatz kommen kann. Im Folgenden soll die epidemiologische

Studienlage zur Vitamin D Supplementierung bei Morbus Alzheimer erldutert werden.

Die DGE empfiehlt zur optimalen Bedarfsdeckung abhingig von der Jahreszeit eine tégliche
Sonnenlichtbestrahlung von 5-20 min. Hierbei sollte ein Viertel der Korperoberfldche durch
Mittagssonne exponiert werden. Bei Sonnenlichtbestrahlung am Vor- oder Nachmittag sollte
die Bestrahlung verdoppelt werden. Bei eingeschriankter endogener Synthese, beispielsweise
aufgrund einer geringeren Sonnenexposition wie es bei bettldgerigen Patienten vorkommt,
wird eine Nihrstoffzufuhr von 20 pg Vitamin D (= 800 IE) empfohlen. Hierzu ist die

Ergiinzung von Vitamin D Préparaten notwendig, da mit der Ernédhrung nur durchschnittlich
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2 — 4 ug (80 — 160 IE) tiglich aufgenommen werden (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR
ERNAHRUNG, 2012).

In einer Placebo kontrollierten Studie an Patienten mit Vitamin D Mangel wurde durch eine
zweimonatige Vitamin D Behandlung mit 50.000 IE pro Woche (entspricht 1,25 mg) eine
signifikante Erhohung des APi-40-Plasmaspiegels erzielt, was mit einem erniedrigten Risiko
zur Entwicklung von Morbus Alzheimer einhergeht (MILLER et al., 2016). Auch bei
Patienten mit bereits bestechender MCI konnte der Api-40-Plasmaspiegel durch eine
sechsmonatige Vitamin D Supplementierung giinstig beeinflusst werden. Die Studie konnte
keine Effekte einer Vitamin D Supplementierung auf den Api.40-Plasmapiegel bei Patienten
mit bereits manifester Alzheimer-Demenz verzeichnen (SANMARTIN et al., 2018). Dies
konnte an der geringen Teilnehmerzahl und der nur sechsmonatigen Supplementierung liegen.
Eine weitere randomisierte Studie an Alzheimer-Dementen zeigte, dass nach einjdhriger
Vitamin D Supplementierung von 800 IE/d die Plasmaspiegel fiir ABs2, APP und BACEI-
sowie die APP- und BACEI-mRNS positiv beeinflusst wurden (JIA et al., 2019). Dies steht
im Einklang mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierten Ergebnissen, da auch
hier Einfliisse von Vitamin D auf die B-Sekretase detektiert wurden (Vergleich Kapitel 4.3.1
bis 4.3.7). Die zitierte Studie zeigte neben laborchemisch messbaren Effekten auch klinische
Besserungen der Alzheimersymptomatik. So wurde die kognitive Fahigkeit zu Beginn, nach
sechs Monaten und nach einem Jahr mittels der chinesischen Version des Wechsler-
Intelligenztestes erhoben. Dies ist ein weltweit eingesetzter Intelligenztest mit
unterschiedlichen Unterkategorien (MERZ et al., 2021). Die Teilnehmer, die Vitamin D
substituierten, schnitten nach einem Jahr in den Kategorien Information, Arithmetik,
Ziffernbreite, Vokabular, Blockdesign und Bilderanordnung signifikant besser ab als die
Placebo-Gruppe (JIA et al., 2019). Auch in einer tiber fiinf Jahre laufenden Longitudinalstudie
an 1.231 gesunden Teilnehmern zwischen 30 und 64 Jahren fiihrte eine Vitamin D
Supplementierung zu einer langsameren Abnahmerate der verbalen Sprachkompetenz. Die
Abnahme des visuellen und verbalen Geddchtnisses konnte durch Vitamin D-reiche
Erndhrung in unterschiedlichen Subgruppenanalysen verlangsamt werden (BEYDOUN et al.,
2018). Auch der Zeitpunkt bis zum Auftreten psychotischer Symptome bei Alzheimer-
Dementen verldngerte sich durch eine Vitamin D Supplementierung signifikant.
Zuriickgefiihrt wurde dies in der Studie unter anderem auf verdnderte Alzheimer- und

Psychose-bezogene Gene nach Vitamin D Supplementierung (WANG et al., 2019).
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Insgesamt ist die Studienlage jedoch kontrovers, was daran deutlich wird, dass auch Studien
existieren, die keine messbare Verbesserung der kognitiven Eigenschaften oder des Risikos,
an Morbus Alzheimer zu erkranken, durch eine Vitamin D Supplementierung detektierten
(BOUILLON et al., 2022b; DEAN et al., 2011; GALL, SZEKELY, 2021; GOODWILL,
SZOEKE, 2017; JORDE et al., 2019; ROSSOM et al., 2012; RUTJES et al., 2018; STEIN et
al., 2011). Beispielsweise erhielten in einer randomisierten, multizentrischen Studie Patienten
fiir zwolf Monate dreimal wochentlich intravends das Vitamin D Analogon Maxacalcitol.
Nach einem Jahr bestand keine relevante Anderung im durchgefiihrten Demenz-Fragebogen
Dementia Assessment Sheet for Community-based Integrated Care System. Die Studie zielte
jedoch insbesondere auf die Beeinflussung der Kalzifikation durch Maxacalcitol ab und die
Studienteilnehmer waren ausschlieBlich Himodialyse-pflichtige Patienten mit sekundidrem
Hyperparathyreoidismus. Die Teilnehmer erreichten schon zu Beginn der Studie fast
vollstdndige Leistung in den Bereichen Kognition und Aktivitét, was erkldren konnte, wieso
im gewihlten Zeitraum keine relevante Verbesserung objektivierbar war (SHOJI et al., 2021).
Gleiches gilt fiir eine Placebo-kontrollierte Studie an Patienten mit Morbus Parkinson, die
taglich 1200 IE Vitamin D erhielten. Auch hier bestand nach einem Jahr kein signifikanter
Unterschied der kognitiven Funktion, gemessen mittels MMST. In der Studie war eine
Demenz vorab ein Ausschlusskriterium, sodass die Teilnehmer auch hier bereits zu Beginn
hohe Ausgangswerte aufwiesen, die eine weitere Verbesserung erschwerten (SUZUKI et al.,
2013). Eine Kohortenstudie sah unter einer langfristigen Vitamin D Supplementierung einen
Anstieg des Demenzrisikos und der Morbiditdt bei Teilnehmern iiber 65 Jahren. Die Autoren
vermuteten, dass die Effekte ggf. altersabhéngig sind und eher jlingere Patienten unter 65
Jahren, bei denen noch keine Alzheimer-Pathologie besteht, von einer Vitamin D

Supplementierung profitieren konnten (LAI et al., 2022).

Insgesamt deutet die Literatur darauf hin, dass von Vitamin D und seinen Analoga ein
praventives und therapeutisches Potenzial in Bezug auf Morbus Alzheimer ausgeht. Die
inhomogene Studienlage klinischer Studien beziiglich Vitamin D, Vitamin D Analoga und
Morbus Alzheimer kann zum Teil auf methodische Ursachen, wie eine hohe Variabilitét in
der Dosierung, Darreichungsform und -dauer der verabreichten Vitamin D Préparate
zurlickgefiihrt werden. Weitere Studien sind notwendig, um die pleiotropen Effekte von

Vitamin D und seinen Analoga evident zu erfassen. Hierbei sollte das Studiendesign
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berticksichtigen, dass die von Vitamin D und seinen Analoga ausgehenden Effekte individual-
, kontext-, alters- und geschlechtsabhingig sind. Dies wird in aktuellen Studien unzureichend
beachtet. Auch sind einige Studien Sekundéranalysen, die urspriinglich zur Beurteilung von
Vitamin D in Bezug auf skelettale Erkrankungen wie Osteoporose oder Knochenbriiche
konzipiert wurden und deren Ergebnisse nun im Kontext nicht skelettaler Erkrankungen
interpretiert werden. Dies kann ebenfalls zu QualitdtseinbuBBen fithren, sodass weitere

Priméranalysen notwendig sind (REJNMARK et al., 2017).

Dariiber hinaus wurden in den Interventionsstudien teils Populationen mit normwertigen
Vitamin D Spiegeln untersucht. Insbesondere Vitamin D defiziente Patienten profitieren
jedoch von einer Supplementierung (REJNMARK et al., 2017). Dies zeigte beispielsweise
eine Metaanalyse mit insgesamt acht eingeschlossenen Studien und 28.354 Teilnehmern zur
Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Vitamin D Spiegeln und dem Risiko, an Morbus
Alzheimer zu erkranken. In der Studie bestand bis zu einem Vitamin D Serumspiegel von
35 ng/ml (87,5 nmol/l) ein linearer Zusammenhang zwischen steigenden Vitamin D Spiegeln
und sinkendem Risiko, eine Alzheimer-Demenz zu entwickeln. Ab Vitamin D Serumspiegeln
iiber 35 ng/ml fiihrte eine weitere Substitution zu keiner relevanten Reduktion des Risikos, an
Morbus Alzheimer zu erkranken (JAYEDI et al., 2019). Andererseits existieren Studien, die
auch bei bereits gesittigten Vitamin D Spiegeln einen Profit von einer weiteren Substitution
feststellten. Die Zunahme des Vitamin D Spiegels um 10 nmol/l reduziert das Risiko, eine
Alzheimer-Demenz zu entwickeln, laut einer Metanalyse mit insgesamt 28.640 Teilnehmern
aus 10 Kohortenstudien um 7 % bzw. das Risiko, eine Demenz im Allgemeinen zu entwickeln,

um 5 % (CHEN et al., 2018).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnten sowohl bei bestehendem Vitamin D Mangel als auch
bei suffizientem Vitamin D Status Effekte durch eine Vitamin D Supplementierung auf

einzelne Schritte der APP-Prozessierung gezeigt werden (Vergleich Kapitel 4.2 bis 4.5).

Die aktuelle epidemiologische Studienlage konzentriert sich auf natiirlich vorkommende
Vitamin D Préparate. Klinische Studien, die den Schwerpunkt auf synthetische Vitamin D
Analoga legen, existieren bisher im Kontext zu Morbus Alzheimer nicht. Die Analyse der
molekularen Prozesse hat gezeigt, dass die Vitamin D Analoga gleichwertig zu Calcifediol

wirken und die einzelnen Schritte der APP-Prozessierung ebenso wie Calcifediol auf multiple
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Weise beeinflussen. Aufgrund ihrer verdnderten Wirk- und Nebenwirkungsprofile konnen sie
Calcifediol Préparaten unter bestimmten Gegebenheiten sogar iiberlegen sein, was im

folgenden Kapitel néher erldutert wird.

5.4 Strukturelle Eigenschaften der Vitamin D Analoga

Um die klinischen Besonderheiten der einzelnen Vitamin D Analoga nachvollziehen zu
konnen, wird im Folgenden der strukturelle Aufbau der einzelnen im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Vitamin D Analoga vorgestellt. Aus den strukturellen Modifikationen ergeben
sich unterschiedliche Wirk- und Nebenwirkungsprofile, die zu unterschiedlichen klinischen
Anwendungsgebieten fiihren. Unter anderem verédndert sich die Affinitdt zum DBP, zum VDR
und zu anabolen und katabolen Enzymen der Vitamin D Synthese, woraus unterschiedliche
pharmakologische Eigenschaften resultieren. Hieraus ergebenen sich unterschiedliche
therapeutische Vorteile der Analoga, die im Sinne einer personalisierten Medizin bei der
Therapieauswahl Anwendung finden kdnnen und daher im Folgenden ndher erlautert werden

(MAESTRO et al., 2019).

Nach der Einordnung der einzelnen Vitamin D Analoga werden die Voraussetzungen zur
zerebralen Wirkung der Analoga tberpriift. Zuletzt wird auf die 25-Hydroxylierung von
Doxercalciferol und Alfacalcidol eingegangen und die pharmakologischen Vorteile

beschrieben, die sich aus der Gemeinsamkeit der 1a-Hydroxylierung ergeben.
Das Grundgeriist von Vitamin D und den Vitamin D Analoga besteht aus einem A-Ring,

einem Seco-B-Ring, einem CD-Ring und einer Seitenkette und trigt unterschiedliche

Modifikationen, wie in Abbildung 20 graphisch dargestellt.
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Calcifediol Maxacalcitol
25-hydroxyliert 1,25-hydroxyliert

Calcipotriol
1,24-hydroxyliert

Alfacalcidol
1-hydroxyliert

Vitamin D, Analoga:

Paricalcitol
1,25-hydroxyliert

Abbildung 20 Strukturformeln der Vitamin D Analoga

Doxercalciferol
1-hydroxyliert

Strukturformeln von Calcifediol und den untersuchten Vitamin D Analoga. Die strukturellen Modifikationen sind rot
hinterlegt oder mit roten Kreisen veranschaulicht (Abb. modifiziert nach Thiel et al.2017).

5.4.1 Strukturelle Unterschiede der Vitamin D Analoga und ihre klinische Anwendung

Wihrend sich Alfacalcidol, Maxacalcitol und Calcipotriol vom Vitamin D3 (Cholecalciferol)

ableiten, sind Doxercalciferol und Paricalcitol Derivate des Vitamin D, (Ergocalciferol).

5.4.1.1 Maxacalcitol (22-oxa-1a-25(0H)»-D3)

Die Synthese von Maxacalcitol wurde erstmalig 1986 von Murayama et al. beschrieben

(MURAYAMA et al., 1986). Das Vitamin D3 Analogon Maxacalcitol wird synonym auch als

22-Oxacalcitriol bezeichnet. Ebenso wie Calcitriol ist es an Ci und C»s hydroxyliert, wodurch

es direkt aktiv ist. Es unterscheidet sich von Calcitriol durch ein Sauerstoffatom im
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Seitenkettengeriist an Position 22, wodurch die Rotation der Seitenkette eingeschriankt wird.
Zudem ist die Seitenkette zwischen Cz; und Cas im Vergleich zu Calcitriol von 5,15 A auf
4,96 A verkiirzt. Insgesamt ist Maxacalcitol polarer als Calcitriol (ABE et al., 1987). Okano
et al. zeigten in unterschiedlichen Tiermodellen, dass diese Modifizierungen die
Proteinbindungseigenschaften von Maxacalcitol verdndern. Die Bindungsaffinitit von
Maxacalcitol zum DBP in Plasma von Ratten betrug nur 1/600 der Affinitdt von Calcitriol
(OKANO et al., 1989). Es gibt Hinweise, dass Maxacalcitol im Menschen nicht am DBP
transportiert wird, sondern einen Komplex mit Lipoproteinen einschlielich Chylomikronen
bildet (OKANO et al., 1989). Dusso et. al. beschrieben, dass der Anteil an freiem, ungebunden
Maxacalcitol entsprechend hoéher ist, was zu einem schnelleren extrazelluldren Abbau von
Maxacalcitol fiihrt (CHRISTAKOS et al., 2016; DUSSO et al., 1991). Zusitzlich wird
Maxacalcitol, anders als Calcitriol, auch durch Leberenzyme abgebaut (JONES et al., 1998).

In Japan wird Maxacalcitol in der Dermatologie zur Therapie von Psoriasis vulgaris
eingesetzt. Zudem findet es dort FEinsatz bei der Behandlung des sekunddren

Hyperparathyreoidismus (AKIZAWA et al., 2015; UMEZAWA et al., 2016).

In einer Studie an Patienten, die derzeit eine Himodialyse erhielten, erwies sich Maxacalcitol
ebenso wirksam wie eine orale Calcitriol-Therapie, wies jedoch geringere kalziamische
Aktivititen auf (TAMURA et al., 2005). Hierdurch konnte der Einsatz von Maxacalcitol
besonders vorteilhaft bei Alzheimer-Dementen sein, die parallel unter anderen Erkrankungen
leiden oder unter einer Behandlung mit anderen Medikamenten stehen, die mit einer
Hyperkalzédmie einhergehen. Hierzu zdhlen z.B. granulomatdse Erkrankungen wie die
Sarkoidose, bei der 10 % der Betroffenen eine leichte bis schwere Hyperkalzdmie und bis zu

50 % eine Hyperkalzurie aufweisen (BURKE et al., 2010).

5.4.1.2 Paricalcitol (19nor-1,25-OH>-D;)

Paricalcitol gehort zu der Gruppe der 19-Nor Analoga, die im A-Ring an Cy9 anstatt der
exocyclischen Methylengruppe zwei Wasserstoffatome tragen. Zusétzlich wurde auch die
Seitenkette modifiziert. Paricalcitol wirkt gewebeselektiv. Es kann den VDR im
Nebenschilddriisengewebe aktivieren, ohne Einfluss auf den intestinalen VDR zu nehmen.
Hierdurch geht es im Gegensatz zu nicht-selektiven Vitamin D Analoga mit weniger

Nebenwirkungen  einher.  Zugelassen ist Paricalcitol fiir den  sekundéiren
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Hyperparathyreoidismus bei chronischer Nierenerkrankungen unter Hédmodialyse. Eine
doppelblinde, randomisierte, multizentrische Studie an Patienten unter Himodialyse zeigte,
dass Paricalcitol das beim Hyperparathyreoidismus erhdhte Parathormon schneller und
effektiver senken kann als Calcitriol. Hierbei kam es auch zu signifikant weniger
Hyperkalzédmie-Episoden (SPRAGUE et al., 2003). In einer Metaanalyse, die 13 Studien mit
insgesamt 112.695 Patienten einschloss, wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Inzidenz unerwiinschter Nebenwirkungen zwischen Paricalcitol und anderen Vitamin D
Analoga wie Calcitriol, Doxercalciferol oder Alfacalcidol beobachtet. Paricalcitol verbesserte
bei Patienten mit H&modialyse jedoch, anders als die restlichen Vitamin D Analoga,

signifikant das Gesamtiiberleben (LIU et al., 2019).

In Tierexperimenten wurde gezeigt, dass Paricalcitol die Blut-Hirnschranke passieren kann.
In Ratten wurden durch das Konvulsivum Pentylenetetrazol Krampfe ausgelost. Bei Ratten,
die 45 min zuvor Paricalcitol injiziert bekamen, verzdgerte sich unter anderem die Zeit bis zur
ersten Myoklonie und der prozentuale Anteil der Spikes im Elektroenzephalogramm nahm ab.
Insgesamt deutet dies darauf hin, dass Paricalcitol eine antikonvulsive Wirkung hat
(UYANIKGIL et al., 2016). Dies hat in Hinblick auf Morbus Alzheimer eine besondere
Relevanz, da Alzheimer-Demente eine erhdhte Pridvalenz fiir Krampfanfille aufweisen
(SHERZALI et al., 2014). Epilepsie und Morbus Alzheimer begiinstigen sich gegenseitig, so
dass Epilepsie eine hdufige Komorbiditit bei Alzheimer-Dementen ist. Einerseits erhohen A3-
und Tau-Proteine die neuronale Erregbarkeit, was zu vermehrten Anfillen fiihrt, und
andererseits nehmen die Amyloid-Ablagerungen nach einem epileptischen Anfall zu
(SHERZALI et al., 2014; UYANIKGIL et al., 2016). Paricalcitol konnte hier also einerseits
iiber die in im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigten Mechanismen die prokonvulsive
AB-Pathologie reduzieren, andererseits durch seine antikonvulsive Wirkung Krimpfe

verhindern, die zu einem erhdhten AB-Gehalt fiihren wiirden.

5.4.1.3 Calcipotriol (1,24-OH>-D3)

Das Vitamin D3 Analogon Calcipotriol ist an C; und Cz4 hydroxyliert und die Seitenkette ist
durch eine Doppelbindung und einen Cyclopropanring modifiziert. Calcipotriol inhibiert die
iibermédfige Proliferation von epidermalen Keratinozyten und T-Lymphozyten, wodurch es in
Deutschland seit 1992 zur Behandlung der Psoriasis vulgaris Anwendung findet (LEYSSENS
et al., 2014). Neben der antiproliferativen Wirkung zeigt Calcipotriol Effekte auf die
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Zelldifferenzierung und inhibiert Chemokine, die als potenzielle Ausloser fiir Psoriasis
vulgaris gelten. Calcipotriol erhdht zudem die Expression des VDR in Keratinozyten
(LEYSSENS etal., 2014; LUNG et al., 2022; REICHRATH et al., 1997). In SH-SYS5Y Zellen
konnte gezeigt werden, dass Calcipotriol die Aggregation von a-Synuclein reduziert, ein
aggregierendes Protein, welches in der Pathologie von Morbus Parkinson eine zentrale Rolle
einnimmt (RCOM-H'CHEO-GAUTHIER et al.,, 2017). Die reduzierte a-Synuclein-
Aggregation nach Inkubation der Zellen mit Calcipotriol wurde auf eine Induktion der
Expression des kalziumbindenden Proteins Calbindin-D28k durch Calcipotriol zuriickgefiihrt.
Dieser Effekt hat auch in Bezug auf Morbus Alzheimer eine Relevanz, da bekannt ist, dass bei
Alzheimer-Dementen die Calbindin-D28k-Expression erniedrigt ist (MCLACHLAN et al.,
1987).

Aktuell wird Calcipotriol zur topischen Behandlung eingesetzt, eine systemische Behandlung
hat sich bisher nicht etabliert (GHAFOOR et al., 2022; MURDOCH, CLISSOLD, 1992). In
Tierexperimenten zeigte Calcipotriol zwar nach oraler oder intravendser Substitution eine
deutlich niedrigere kalzdmische Aktivitdt als Calcitriol, Alfacalcidol oder die aktiven
Metaboliten von Doxercalciferol, jedoch war nicht nur das Nebenwirkungsprofil erniedrigt,
sondern auch die orale Bioverfiigbarkeit und die Halbwertszeit (BINDERUP, 1993;
KNUTSON et al., 1997). Ursdchlich hierfiir konnte der schnelle Abbau von Calcipotriol sein,
der durch unterschiedliche Hypothesen erklart wird. Einerseits kann die reduzierte Bindung
an DBP zu einer schnelleren Degradation von Calcipotriol fithren (BOUILLON et al., 1995;
KISSMEYER et al., 1995), zum anderen triagt Calcipotriol eine Hydroxylierung an C4. Diese
Hydroxylierung an Ca4 entspricht dem ersten Schritt des Vitamin D Katabolismus, wodurch
Calcipotriol der bilidren Ausscheidungsform von Vitamin D, der Calcitronsdure, bereits einen
Schritt dhnlicher ist (JONES et al.,, 1998). Trotz der reduzierten Bioverfiigbarkeit und
geringen Halbwertszeit konnte die Folgestudie von Kabel ef al. in Ratten signifikante Effekte

nach oraler Applikation von Calcipotriol verzeichnen (KABEL et al., 2019).

5.4.1.4 Alfacalcidol (1-OH-D3)

Das Vitamin D3 Analogon Alfacalcidol trigt im Gegensatz zu Calcifediol keine
Hydroxylgruppe an Cas, sondern ist an C; hydroxyliert. Nach der oralen Aufnahme ist es
zundchst inaktiv und muss durch die 25-Hydroxylase aktiviert werden, wie in Kapitel 5.4.3

ndher beschrieben. Die retardierte Aktivierung fiihrt zu einem langsameren Anfluten von
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Alfacalcidol im Vergleich zu Calcitriol, wodurch keine akut ansteigenden Kalziumspiegel

entstehen (CIANFEROTTI et al., 2015).

Zugelassen ist Alfacalcidol derzeit in Deutschland bei renal bedingten Kalzium- und
Phosphatstoffwechselstorungen, wie dem renal bedingten Hyperparathyreoidismus,
Osteoporose, -malazie, -dystrophie oder Rachitis. Es kann die Riickresorption von Kalzium
und Phosphat in Darm und Nieren steigern und ihren Einbau in den Knochen fordern, sodass
die Knochendichte erhoht wird (CIANFEROTTI et al., 2015). Die Vertrdglichkeit der oralen
Substitution wurde in epidemiologischen Studien bestitigt (ACHIRON et al., 2015). Die
héufigste berichtete Nebenwirkung war eine Hyperkalzdmie mit Symptomen wie Kopf-,
Muskel- oder Knochenschmerzen, intestinalen Stérungen oder Schwiéchegefiihl. Diese waren
nach Absetzen von Alfacalcidol innerhalb weniger Tage riickldufig, was mit der kurzen
pharmakologischen Wirkungsdauer von 3-5 d und der Halbwertszeit von 3-4 h einhergeht
(CIANFEROTTTI et al., 2015).

Eine Metaanalyse, die 13 Studien einschlieft, bestétigte, dass die Einnahme von Alfacalcidol
signifikant das Sturz- und Frakturrisiko senken kann. In der Subgruppenanalyse fiihrte
Alfacalcidol zu einer signifikanten Reduktion von Wirbelkorperfrakturen, wihrend die
Einnahme von Calcitriol hier keinen Effekt ergab. Demnach konnte Alfacalcidol sogar
potenter als Calcitriol wirken (O'DONNELL et al., 2008). Die Verhinderung von Stiirzen und
Frakturen spielt in der Therapie der Alzheimer-Demenz eine wichtige Rolle, da so der Zugang
zu nicht-medikamentdsen Bewegungstherapien erhalten bleibt. Dies wird in Kapitel 5.5.3.4

nidher erliutert.

5.4.1.5 Doxercalciferol (1-OH-D>)

Doxercalciferol ist ein an C; hydroxyliertes Vitamin D> Analogon, dass wie Alfacalcidol in
inaktiver Form aufgenommen wird und nach Aufnahme aktiviert werden muss. Die aktiven
Formen von Doxercalciferol und Alfacalcidol, 1,25-(OH);D; (Calcitriol) und 1,25-(OH),D-
weisen dhnliche kalzdmische Wirkungen auf (KNUTSON et al., 1997). Mehrere
Tierexperimente beobachteten, dass eine Substitution von Doxercalciferol einer Alfacalcidol-
Gabe hinsichtlich des Nebenwirkungsprofils iiberlegen war. Beispielsweise zeigte eine Studie
an Ratten, dass Doxercalciferol im Vergleich zu Alfacalcidol 5- bis 15-mal weniger toxisch

ist (SJODEN et al., 1985). Zudem besitzt Doxercalciferol weniger kalzdmische
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Nebenwirkungen bei gleicher bis hoherer knochenschiitzender Aktivitit (ERBEN etal., 1997).
Eine Erklarung hierfiir ist, dass Doxercalciferol bei hoherer Dosierung nicht nur zu 1,25-
(OH);D,, sondern auch zu 1,24-(OH);D, aktiviert wird. 1,24-(OH),D. zeigt andere
pharmakologische Féhigkeiten als 1,25-(OH);D». Es interagiert ebenfalls mit dem VDR,
bindet aber weniger stark an DBP (STRUGNELL et al., 1995). Knutson et al. beobachteten,
dass 1,24-(OH)2D; den Serum- und Urin-Kalziumgehalt von Ratten weniger ausgeprigt
erhoht als Calcitriol oder 1,25-(OH).D,. Konkret erhohte erst die 30-fache Dosis an 1,24-
(OH);D; das Serumkalzium so stark wie Calcitriol oder 1,25-(OH),D> (KNUTSON et al.,
1997). Doxercalciferol kann also in einen weniger aktiven Metaboliten umgewandelt werden.
Erstmalig in einer humanen Studie getestet wurde Doxercalciferol 1994 an 15
Teilnehmerinnen mit postmenopausaler Osteoporose und zeigte dort unter osteoblastisch

wirksamen Dosierungen eine hohe Vertraglichkeit (GALLAGHER et al., 1994).

5.4.2 Voraussetzungen zur zerebralen Wirkung der Vitamin D Analoga

Eine potenzielle Voraussetzung dafiir, dass Arzneimittel eine direkte zerebrale Wirkung
entfalten konnen, ist die Uberschreitung der Blut-Hirn-Schranke, die eine Filterfunktion
zwischen Blutkreislauf und zentralem Nervensystem tibernimmt, und das Vorhandensein der

entsprechenden Enzyme und Rezeptoren im Zielgewebe.

Fiir natiirlich vorkommendes Calcifediol und Calcitriol wurde die Uberschreitung der
humanen Blut-Hirn-Schranke mit einer entsprechenden Konzentrationszunahme der Stoffe im
Liquor nachgewiesen (BALABANOVA et al.,, 1984; PARDRIDGE et al., 1985). Es ist
anzunechmen, dass auch die synthetisch hergestellten Vitamin D Analoga die Blut-Hirn-
Schranke passieren konnen, da sie ebenso wie Vitamin D lipophile Eigenschaften mitbringen.
Im Anschluss der vorliegenden Arbeit konnten Tierstudien zeigen, dass Paricalcitol,
Calcipotriol und Maxacalcitol in Nagetieren zerebral wirken (DEB et al., 2020; FAN et al.,
2019; KABEL et al., 2019; SAAD EL-DIN et al., 2020; UYANIKGIL et al., 2016). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Vitamin D Analoga auch in der Lage sind die humane
Blut-Hirn-Schranke zu passieren. Dariiber hinaus werden die zur Aktivierung und zum
Katabolismus der Vitamin D Analoga notwendigen Enzyme, wie die 25-Hydroxylasen oder
die 24-Hydroxylase, zerebral exprimiert (NAVEILHAN et al., 1993; SMOLDERS et al.,
2013).
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Fiir natlirlich vorkommendes Vitamin D wurden genomische und nicht-genomische
Wirkmechanismen im Gehirn beschrieben. Genomisch wirkt natiirlich vorkommendes
Calcifediol und Calcitriol iiber den VDR, der unter anderem in Neuronen, Gliazellen und
Astrozyten nachgewiesen wurde (EYLES et al., 2005; PRUFER et al., 1999; SMOLDERS et
al., 2013). Durch die Bindung an den Rezeptor kommt es zur Heterodimerisierung des VDR
mit dem Retinoid X Rezeptor. Dieser wandert in den Zellkern und kann dort an das Vitamin D
response Element in der Promotorregion unterschiedlicher Gene binden und so ihre
Transkription beeinflussen (LOWE et al., 1992). Fiir Calcipotriol wurde ebenfalls gezeigt,
dass es die Expression bestimmter Proteine in neuronalen Zellen beeinflusst (RCOM-
H'CHEO-GAUTHIER et al., 2017). Basierend darauf kann auch fiir die restlichen Vitamin D

Analoga eine genomische Wirksamkeit im Gehirn angenommen werden.

Daneben sind fiir Vitamin D unterschiedliche nicht-genomische, zerebrale Wirkmechanismen
beschrieben (CUI et al., 2017). Beispielsweise interagiert Vitamin D mit zerebralen Kalzium-
, Chlorid- und Kaliumkandlen (ZANATTA et al., 2012). Zudem wurde der VDR auf
neuronalen Plasmamembranen nachgewiesen und es wurde eine Ko-Lokalisierung von VDR
und APP, ADAM10 oder Nicastrin gezeigt, die fiir eine nicht-genomische Beeinflussung der
APP-Prozessierung durch Vitamin D spricht (DURSUN, GEZEN-AK, 2017).

5.4.3 25-Hydroxylierung von Doxercalciferol und Alfacalcidol

Cholecalciferol und Ergocalciferol werden nach ihrer oralen Aufnahme durch die 25-
Hydroxylase zu Calcifediol synthetisiert. Wahrend Maxacalcitol und Paricalcitol bereits an
C»s hydroxyliert sind, miissen Alfacalcidol und Doxercalciferol diesen Schritt &hnlich wie

Cholecalciferol und Ergocalciferol durchlaufen (CIANFEROTTI et al., 2015).

Der Syntheseschritt erfolgt iiberwiegend in der Leber, kann aber auch in extrahepatischen
Geweben, einschlieBlich Knochenmark, Gehirn oder Fettgewebe stattfinden (SAPONARO et
al., 2020). Zerebral konnte eine Expression der 25-Hydroxylase in neuronalen Zellen
nachgewiesen werden, wahrend Gliazellen keine 25-Hydroxylase aufweisen (JONES et al.,

2014).
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Es sind unterschiedliche 25-Hydroxylasen bekannt, die zur Superfamilie der Cytochrom P450
Enzyme (CYP) gehoren. Unter physiologischen Bedingungen ist CYP2R1 die wichtigste 25-
Hydroxylase (CIANFEROTTI et al., 2015; LAM et al., 2018). Insbesondere bei der 25-
Hydroxylierung der Vitamin D Analoga Doxercalciferol und Alfacalcidol spielt auch die 25-
Hydroxylase CYP27A1 eine wichtige pharmakologische Rolle. Die 25-Hydroxylasen
verstoffwechseln nicht nur kdrpereigene Substrate, sondern sind auch an der Meetobolisierung
einiger Medikamente beteiligt. Hierdurch kann beispielsweise eine gleichzeitige Behandlung
mit bestimmten blutdrucksenkenden, antiepileptischen oder antiretroviralen Medikamenten zu

unerwiinschten Interaktionen fiihren (CIANFEROTTI et al., 2015; LAM et al., 2018).

Neben CYP2R1 und CYP27AI1 hat sich auch CYP3A4 als potenzielle 25-Hydroxylase
erwiesen. CYP3A4 hydroxyliert Vitamin D, Substrate effizienter als Vitamin D3 Substrate.
Neben der Féhigkeit zur 25-Hydroxylierung scheint vor allem die 24-Hydroxylierung und
damit der Katabolismus von Vitamin D Analoga die Hauptaufgabe von CYP3A4 zu sein
(JONES et al., 2014). CYP3A4 verstoffwechselt bis zu 50 % der Arzneimittel und unterliegt
daher zahlreichen Wechselwirkungen (JONES et al., 2014).

Inwieweit die gleichzeitige Einnahme dieser Arzneimittel die Spiegel und klinischen
Wirkungen der Vitamin D Analoga beeinflusst bzw. inwiefern die Vitamin D Analoga die
Wirksamkeit dieser Medikamente reduziert oder verstirkt, sollte in weiteren klinischen

Studien iiberpriift werden.
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Tabelle 21 gibt einen Uberblick iiber géingige Medikamente, die mit den CYP-Enzymen

interagieren.

Tabelle 21 Uberblick iiber CYP27A und CYP3A4 Inhibitoren

Partielle CYP27A1 Inhibitoren | Antihypertensiva

(LAM et al., 2018) o Kalziumkanal-Blocker (Clevidipin,
Felodipin, Nicardipin, Nilvadipin,

Nimodipin)
o Angiotensin II Rezeptorantagonist

Candesartan  (aber  nicht  Losartan,
Irbesartan, Eprosartan, Telmisartan)
Anti-HIV Medikamente
o Nicht-nukleosidische
Reverse-Transkriptase.Inhibitoren
(Delavirdin, Etravirin)

Medikamente in der Krebstherapie

o Abirateron, Dasatinib, Nilotinib,
Regorafenib
CYP3A4 Inhibitoren Makrolide
(ZHOU et al., 2004) o Erythromycin, Clarithromycin

Medikamente in der Krebstherapie
o Tamoxifen
Antidepressiva
o Fluoxetin, Midazolam
Antihypertensiva
o Verapamil, Dihydralazin
Anti-HIV Medikamente

o Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir

CYP3A4 Induktoren Antiepileptika
(WANG et al., 2013) o Phenobarbital, Phenytoin, Valproinséure
Antibiotika

o Rifampicin
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Zudem weisen leberinsuffiziente Patienten eine reduzierte Expression von CYP27Al1 auf
(PETTA etal.,2010; ZHU et al., 2013). Jedoch bestitigten unterschiedliche Studien, dass eine
Supplementierung von Cholecalciferol-Praparaten den Vitamin D Status bei Patienten mit
Leberinsuffizienz ansteigen ldsst, was fiir eine erhaltene 25-Hydroxylierung auch bei

hepatischen Funktionseinschrinkungen spricht (MALHAM et al., 2012; SAVIC et al., 2018).

Insgesamt kann festgehalten werden, dass Patienten, die parallel mit einem der in Tabelle 21
aufgelisteten Medikamente behandelt werden oder unter hepatischen Einschrankungen leiden,
insbesondere von bereits an Czs hydroxylierten Analoga wie Maxacalcitol oder Paricalcitol

profitieren kdnnten.

5.4.4 1a-Hydroxylierung als Gemeinsamkeit der Vitamin D Analoga

Alle in der vorliegenden Arbeit analysierten Analoga sind im Gegensatz zu Calcifediol an C;
hydroxyliert. Durch die 1-Hydroxylierung verdndern sich die Bindungseigenschaften der
Vitamin D Analoga, was zu einer geringeren Affinitdt zu DBP fiihrt (OKANO et al., 1989).
Dies hat eine Reihe von Konsequenzen, die zu pharmakologischen Unterschieden zwischen
den Vitamin D Analoga und Calcifediol fithren. Beispielsweise wird die Geschwindigkeit der
Zellaufnahme beeinflusst, da durch die geringere Affinitdt zum DBP bei gleicher Affinitdt
zum intrazelluldren VDR ein groferer Gradient in die Zelle entsteht. Dies fiihrt zu einer
schnelleren Aufnahme der Analoga in die Zielzelle und einem schnelleren Wirkspiegel.
Dariiber hinaus wird auch der Abbau der Vitamin D Analoga beeinflusst, da ungebundene

Metaboliten schneller degradiert werden als gebundene (JONES et al., 1998).

Unterschiedliche Vitamin D Analoga wie z.B. Maxacalcitol nutzen aufgrund der reduzierten
Affinitdit zum DBP alternative Transportmechanismen im Blut. Maxacalcitol wird z.B.
vermehrt an Chylomikronen transportiert (OKANO et al., 1989). Hierdurch konnte
Maxacalcitol bei Erkrankungen, die mit niedrigeren DBP-Konzentrationen einhergehen,
potenter sein. Beispielsweise flihrt eine eingeschrinkte Synthese, aufgrund einer
Mangelerndhrung oder Leberinsuffizienz, oder eine vermehrte Ausscheidung im Rahmen
einer Proteinurie zu niedrigeren DBP-Konzentrationen (POP et al., 2022). Bei der Ableitung
von Therapieempfehlungen aus der vorliegenden Arbeit muss beriicksichtigt werden, dass die

Versuche auf Zellkulturebene diese alternativen Transportmechanismen nicht abbilden.
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Physiologisch wird Calcifediol durch die 1a-Hydroxylase zu aktivem Calcitriol synthetisiert.
Die la-Hydroxylase gehort zur stark regulierten Superfamilie der Cytochrom P450 Enzyme
(CYP450) und wird renal hauptsédchlich durch Kalzium, Parathormon und Calcitriol gesteuert
und extrarenal tiberwiegend iliber Zytokine reguliert (BIKLE, 2000).

Durch den Einsatz von la-hydroxylierten Vitamin D Analoga wird die 1a-Hydroxylase und
damit auch ein korpereigener Mechanismus zur Regulation des Vitamin D Spiegels
umgangen. Daher erfordert der Einsatz loa-hydroxylierter Vitamin D Analoga eine
engmaschige Therapieiiberwachung, da sich das Risiko einer Hypervitaminose erhoht. Diese
duBlert sich insbesondere durch Hyperkalzidmien und Hyperkalzurien. Insgesamt zeigen
Zulassungsstudien jedoch, dass die Vitamin D Analoga vertrdglich und nebenwirkungsarm

sind und das Risiko einer Hyperkalzémie niedriger ist als bei der Substituierung von Calcitriol

(ACHIRON et al., 2015; ZAND, KUMAR, 2017).

Unterschiedliche Pathomechanismen und Arzneimittelinteraktionen konnen die Expression
und Aktivitit der la-Hydroxylase beeinflussen und hierdurch die Calcitriol Synthese hemmen
(ADAMS, GACAD, 1985; OMDAHL et al., 2001; OMDAHL et al., 2002; ZAHEER et al.,
2016). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass erhohte Harnséurespiegel, wie sie bei
Gichterkrankungen auftreten, den Proteinspiegel und die Expression der la-Hydroxylase
senken (CHEN et al., 2014). Auch eine Hyperglykdmie, wie sie bei Diabetes mellitus auftritt,
senkte im Zellmodell die Expression der 1a-Hydroxylase (SOMIJEN et al., 2015). Mutationen
der la-Hydroxylase fithren zur autosomal-rezessiv vererbten Pseudo-Vitamin D Mangel

Rachitis Typ 1 (CHI et al., 2019).

Dadurch, dass die Aktivierung der Vitamin D Analoga unabhidngig von der renalen oder
extrarenalen 1a-Hydroxylase abléduft, ist ihr Einsatz bei diesen Patientengruppen, bei denen
die Calcitriol Synthese aufgrund einer ineffektiven 1o-Hydroxylase gestort ist, besonders
relevant. Damit nehmen die 1a-hydroxylierten Vitamin D Analoga einen hohen Stellenwert
in der Geriatrie ein, da mit zunehmendem Alter auch die Privalenz der Multimorbiditét steigt

und immer mehr Komorbiditéten {iber die Hemmung der 1a-Hydroxylase zu einem Vitamin D
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Mangel beitragen. Die Mehrheit der 65-Jahrigen weist zwei oder mehr Erkrankungen auf
(BARNETT et al., 2012).

Aus diesem Grund sind die Vitamin D Analoga besonders relevant fiir die meist &lteren
Alzheimer-Dementen. Laut dem WHO Global Status Report 2021 lag die mittlere
Demenzprivalenz fiir Europa fiir die Altersgruppe 60-64 Jahre bei 0,93 %, wihrend sie bei
iiber 65-Jdhrigen auf 8,46 % anstieg. Fiir iiber 90-Jdhrige bestand eine Prdvalenzrate von
36,32 % (DEUTSCHE ALZHEIMER GESELLSCHAFT E.V., 2021). Studien zeigten, dass
der Calcitriol-Spiegel im Alter abnimmt, wihrend der Calcifediol-Spiegel konstant bleibt, was
auf eine erniedrigte lo-Hydroxylase im Alter hindeutet (TSAI et al, 1984). Die
Supplementierung mit Calcifediol-Praparaten zeigte sich aufgrund der eingeschrinkten
Syntheseleistung fiir Calcitriol im Alter weniger effektiv. In einer Studie synthetisierten junge
Ratten ein oral verabreichtes Calcifediol-Praparat innerhalb von 24 h zu 20,8 % zu Calcitriol,
wihrend éltere Versuchstiere in der gleichen Zeit nur 2,1 % umbauten (ARMBRECHT et al.,
1980).

Im Folgenden werden einzelne fiir Alzheimer-Demente héufig zutreffende Gegebenheiten, bei

denen die 1a-Hydroxylase ineffektiv arbeitet, ndher ausgefiihrt.

5.4.4.1 Eingeschrdnkte renale 1a-Hydroxylase bei Niereninsuffizienz

In Deutschland leben ca. zwei Millionen Menschen mit einer eingeschriankten Nierenfunktion
(GIRNDT, 2017). Es ist bekannt, dass mit nachlassender Nierenfunktion die renale lo-
Hydroxylase abnimmt, was die Syntheseleistung fiir Calcitriol einschrankt
(CHAROENNGAM et al., 2019). Unbehandelt kann dies zu Storungen des Mineral- und
Knochenhaushalts fiihren und zur Entstehung eines sekundidren Hyperparathyreoidismus
beitragen. Um dies zu verhindern, sind bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz zur
Substitution eines Vitamin D Mangels 1a-hydroxylierte Vitamin D Analoga wie Alfacalcidol
zugelassen (XIANG et al., 2017).

Insbesondere im Alter steigt die Privalenz der Niereninsuffizienz an. Laut der bundesweiten
Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland 2008-2011 des Robert Koch-Instituts
treten in Deutschland in der Altersgruppe der 70-79-Jdhrigen bei jedem Achten
Einschrinkungen der Nierenfunktion auf (GIRNDT et al., 2016). Damit ist die
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Niereninsuffizienz eine hdufige Komorbiditdt der meist geriatrischen Alzheimer-Dementen.
Hinzu kommt, dass die Hauptrisikofaktoren der chronischen Niereninsuffizienz, arterielle
Hypertonie und Diabetes mellitus, auch das Risiko fiir Morbus Alzheimer f{ordern
(BAGLIETTO-VARGAS et al., 2016; MOONGA et al., 2017). Es ist bekannt, dass
niereninsuffiziente Patienten hadufiger kognitive Storungen aufweisen und das Risiko, zur
Entwicklung einer Alzheimer-Demenz bei Patienten mit polyzystischer Nierenerkrankung um
das 2,7-fache erhoht ist ( BUCHMAN et al., 2009; GABIN et al., 2019; HELMER et al., 2011;
KOGON, HARSHMAN, 2019; YU et al., 2017). Ursachlich hierfiir kénnen z.B. vermehrt
anfallende urdmische Toxine sein, die durch neurotoxische Wirkungen das Risiko fiir Morbus
Alzheimer erhohen (BUGNICOURT et al., 2013). Eine Studie an 329.822 schwedischen
Einwohnern zeigte eine steigende Demenz-Inzidenzrate bei abnehmender glomeruldren
Filtrationsrate (GFR). Im Vergleich zu Teilnehmern mit normaler Nierenfunktion (entspricht
einer GFR > 90 mL/min) hatten Teilnehmer mit einer GFR zwischen 30-59 mL/min ein 71 %
hoheres Demenzrisiko im Allgemeinen und ein um 81 % erhohtes Risiko zur Entwicklung
einer Alzheimer-Demenz. Bei hochgradig reduzierter GFR (< 30 mL/min) war das
Demenzrisiko um 162 % erhoht (XU et al., 2021). Ein erhohtes Risiko zur Entwicklung von
Morbus Alzheimer ist zudem mit einer Albuminurie, einem Frilhsymptom der
Niereninsuffizienz, assoziiert (BARZILAY et al., 2011; DECKERS et al., 2017; TAKAE et
al., 2018). Daher muss bei der Therapie von Morbus Alzheimer die Nierenfunktion besonderes
beachtet werden, was den Stellenwert der 1a-hydroxylierten Vitamin D Analoga in diesem

Kontext unterstreicht.

Erste Studien berichteten, dass die Vitamin D Analoga zum Erhalt der Nierenfunktion bei
niereninsuffizienten Patienten beitragen konnen. Beispielsweise konnte in einer Studie an
Patienten mit diabetischer Nephropathie durch die tdgliche Gabe von 2 pg Paricalcitol die
Albuminurie wieder signifikant gesenkt werden (DE ZEEUW et al., 2010). Eine
randomisierte, verblindete Studie an Patienten mit Vitamin D Mangel mit fortgeschrittener
Niereninsuffizienz beobachtete, dass durch eine dreimonatige Supplementierung von 1 pg
Doxercalciferol tiglich die initial erhdhten Parathormon-Spiegel um 27 % gesenkt werden

konnten (MOE et al., 2010).
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5.4.4.2 Eingeschrdinkte renale 1 a-Hydroxylase durch Ostrogenmangel

Die renale la-Hydroxylase wird neben der Nierenfunktion, Kalzium und Parathormon auch
durch endokrine Stimulatoren, wie den Ostrogenspiegel, beeinflusst (CANIGGIA et al., 1987;
PIKE et al., 1978). Beispielsweise zeigen Hiihner, denen ein Ostradiol-Priparat injiziert

wurde, eine erhdhte renale 1o-Hydroxylase Aktivitit (TANAKA et al., 1976).

Umgekehrt fiihrt ein Ostrogenmangel, wie er beispielsweise in der Menopause oder nach
Ovarektomie auftritt, zu einer reduzierten renalen Syntheseleistung von Calcitriol (LOPEZ-
BAENA et al., 2020). Aufgrund der Alterspravalenz von Morbus Alzheimer befinden sich
Betroffene bei Eintritt der Erkrankung in der Regel bereits in der Postmenopause, die
durchschnittlich um das 50. Lebensjahr einsetzt (KO, KIM, 2020). Wihrend der
Ostrogenspiegel bei Frauen wihrend der fruchtbaren Lebensphase durchschnittlich bei 100-
250 pg/ml liegt, fillt er postmenopausal auf Werte um 10 pg/ml ab (KO, KIM, 2020). Die
hieraus resultierende eingeschrinkte Calcitriol-Synthese kann zur Malabsorption von Kalzium
aus dem Darm und einem gesteigerten Knochenabbau fiihren, was in einer postmenopausalen
Osteoporose miinden kann. la-hydroxylierte Vitamin D Analoga wie beispielsweise

Alfacalcidol finden hier in der Pravention und Therapie bereits Anwendung (RINGE, 2020).

5.4.4.3 Eingeschrdnkte renale 1a-Hydroxylase durch erhohten Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 23

Alzheimer-Demente  weisen  erhohte  Proteinkonzentrationen des  Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 23 (engl. fibroblast growth factor 23, FGF23) auf (LI et al., 2022). Dariiber
hinaus konnen unterschiedliche Tumorerkrankungen, darunter unter anderem
Mammakarzinome, Prostatakarzinome, Bronchialkarzinome oder Urothelkarzinome FGF23
produzieren und sind mit erhohten FGF23 Konzentrationen assoziiert (EWENDT et al., 2020).
In vitround in vivo Experimente haben gezeigt, dass FGF23 sowohl die Expression der renalen
als auch der extrarenalen 1o-Hydroxylase hemmt. Mduse, denen zuvor FGF23 injiziert wurde,
wiesen eine dosisabhédngige Reduktion der renalen 1o-Hydroxylase mRNS-Konzentration auf
und auch die 1a-Hydroxylase Expression in Monozyten aus humanen Serumproben war nach
Inkubation von FGF23 reduziert (BACCHETTA et al., 2013; CHANAKUL et al., 2013;
KRAIJISNIK et al., 2007; PERWAD et al., 2007; WU et al., 2018).
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Erkrankungen, die zu erhohten FGF23 Konzentrationen fiihren, konnten daher mit einer
niedrigeren 1o-Hydroxylase einhergehen und daher effektiver durch eine Therapie mit la-

hydroxylierten Vitamin D Analoga anstatt Calcifediol-Praparaten behandelt werden.

Abbildung 21 fasst die Syntheseschritte von Vitamin D und den Vitamin D Analoga und die

Interaktionen mit Medikamenten und Komorbiditdten graphisch zusammen.
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Abbildung 21 Vitamin D, Vitamin D Analoga und die Beeinflussung der Hydroxylierungsschritte

Ergocalciferol und Cholecalciferol werden durch die 25-Hydroxylase (u.a. CYP2RI, CYP27A41, CYP3A44) zu Calcifediol
hydroxyliert, welches durch die 1-Hydroxylase (CYP27B1) zu Calcitriol hydroxyliert wird. Doxercalciferol und Alfacalcidol
sind bereits an Cl-hydroxyliert, benotigen jedoch noch die Aktivierung durch die 25-Hydroxylase. Maxacalcitol und
Paricalcitol sind bereits bei Aufnahme vollstindig an CIl und C25 hydroxyliert. Die 25-Hydroxylase kann durch
unterschiedliche Arzneimittel oder Leberinsuffizienz beeintrdchtigt werden. Die Syntheseleistung der 1-Hydroxylase kann
durch Niereninsuffizienz, erhohte FGF23-Spiegel oder erniedrigte Ostrogenspiegel reduziert werden (Abb. modifiziert nach
Thiel et al.2023).
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5.5 Weitere therapeutische Ansatzpunkte der Vitamin D Analoga in Bezug auf

Morbus Alzheimer

Neben den in der vorliegenden Arbeit ndher untersuchten Effekten auf die AB-Homdostase
und das IL-1B-Level, existieren multiple weitere Wirkmechanismen, iiber die die Vitamin D

Analoga potenziell zur Pravention und Therapie der Alzheimer-Demenz beitragen konnen.

Kenntnisse dieser Wirkmechanismen konnten weitere therapeutische Unterschiede der
Vitamin D Analoga aufzeigen, wodurch die Auswahl der Vitamin D Analoga noch besser an
den Patienten und sein Risikoprofil angepasst werden konnte. Diese weiteren therapeutischen

Ansatzpunkte sollen daher im Folgenden néher geschildert werden.

5.5.1 Beecinflussung der Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen und oxidativem
Stress

Fiir einzelne Vitamin D Analoga konnten Folgestudien der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
sie die Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen und den oxidativen Stress signifikant

minimieren (FAN et al., 2019; KABEL et al., 2019; SAAD EL-DIN et al., 2020).

Kabel et al. untersuchten die Auswirkungen einer Calcipotriol und/oder Sitagliptin-Gabe im
Rattenmodell. In den Ratten wurde die Pathologie der Alzheimer-Demenz durch LPS-
Injektion simuliert. Vor und nach der LPS-Injektion wurden unterschiedliche Parameter fiir
oxidativen Stress bestimmt. Nach der LPS-Injektion nahmen die Gewebekatalase (engl. tissue
catalase, CAT) und die Superoxiddismutase (SOD) signifikant ab, die Konzentration von
Thibarbitursdure-reaktive Substanzen (engl. thibarbituric acid derivates, TBARS) stieg an. In
Ratten, die vor der LPS-Injektion Calcipotriol und/oder Sitagliptin erhielten, fielen der
Riickgang von CAT und SOD sowie der Anstieg von TBARS signifikant niedriger aus, was
einem geringeren Ausmalf} an oxidativem Stress nach Calcipotriol-Behandlung entspricht

(KABEL et al., 2019).
Auch die bereits beschriebene Folgestudie mit Maxacalcitol beobachtete im Alzheimer-

Rattenmodell neben den geschilderten Effekten auf die AB-Homdostase und

proinflammatorischen Zytokine, signifikante Effekte auf phosphorylierte Tau-Proteine und

138



Diskussion

den oxidativen Stress (SAAD EL-DIN et al., 2020). In den Ratten, denen LPS injiziert wurde,
bestand verglichen zur Kontrollgruppe eine geringere Proteinkonzentration von antioxidativen
Effektoren, die auf eine herabregulierte Genexpression des vorgeschalteten
Transkriptionsfaktors Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2 related factor 2) zuriickgefiihrt
wurde. Zudem bestand eine Hyperphosphorylierung der Tau-Proteine. Die Behandlung der
Ratten mit Maxacalcitol fiihrte zum signifikanten Anstieg der Expression von Nrf2 und den
nachgeschalteten antioxidativen Effektoren und verringerte die Hyperphosphorylierung von

Tau-Proteinen signifikant (SAAD EL-DIN et al., 2020).

Dariiber hinaus zeigten Fan et al., dass auch Paricalcitol oxidativen Stress in Zellen
minimieren kann. Eine Inkubation mit Paricalcitol fiihrte in neuronalen Mitochondrien zur
verringerten Bildung von 8-Hydroxydesguanosin (8-OHdG), einem Biomarker fiir oxidativen
Stress und minimierte die Rate des neuronalen Zelltods und synaptischer Verluste (FAN et al.,
2019). Die Minimierung des neuronalen Untergangs konnte sich auch signifikant auf
Neurotransmitterspiegel auswirken, ein Zusammenhang, der im folgenden Kapitel beleuchtet

wird.

5.5.2 Parallelen von Vitamin D und seinen Analoga zu Antidementiva

Derzeit existiert in Europa keine pharmakologische Therapie, die sich kausal gegen die
Pathologie von Morbus Alzheimer richtet. Die gegenwértig durch die Deutsche Gesellschaft
fiir Neurologie empfohlenen Arzneimittel wirken rein symptomatisch, ohne den
Krankheitsverlauf aufzuhalten (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR NEUROLOGIE, 2016;
FERRIS et al., 2009). Thre Angriffspunkte sind Neurotransmitterspiegel, die bei den
Betroffenen der Alzheimer-Demenz durch den neuronalen Untergang ins Ungleichgewicht
geraten sind. Auch Vitamin D und seine Analoga greifen in die Regulierung wichtiger
Neurotransmitterspiegel ein und konnten hieriiber den Krankheitsverlauf der Alzheimer-

Demenz modulieren, wie im Folgenden dargestellt.

5.5.2.1 Beeinflussung von Acetvicholin

Bei Alzheimer-Dementen wird ein niedriger Acetylcholin-Spiegel beschrieben (TALESA,
2001). Niedrige Acetylcholin-Spiegel stehen mit Lern- und Gedéchtnisstorungen in
Verbindung (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). Einhergehend damit stehen Anticholinergika,
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die die Wirkung von Acetylcholin hemmen, unter dem Verdacht das Demenzrisiko zu erhdhen
(COUPLAND et al., 2019). Urséchlich fiir die niedrigen Acetylcholin-Spiegel bei Alzheimer-
Dementen ist neben dem Untergang cholinerger Neuronen eine reduzierte Expression und
Aktivitidt der Cholin-Acetyl-Transferase in den verbleibenden Neuronen (TALESA, 2001).
Die Cholin-Acetyl-Transferase katalysiert die Synthese von Acetylcholin (STRADA et al.,
1992). Thre Aktivititsabnahme korreliert mit der Schwere der Demenz (WILCOCK et al.,
1982).

Die Antidementiva Donepezil, Galantamin und Rivastigmin heben den Spiegel des
Neurotransmitters Acetylcholin an, indem sie seinen Katabolismus durch Inhibition der
Acetylcholinesterase blockieren (ZHANG, GORDON, 2018). Die Acetylcholinesterase
interagiert zudem mit AP und fordert die AP-Aggregation, was sie zu einem
vielversprechenden Angriffspunkt in der Therapie von Morbus Alzheimer macht (DE
FERRARI et al, 2001; JOHNSON, MARSHALL, 1976). Der Einsatz der
Acetylcholinesterase-Inhibitoren ist jedoch umstritten. Eine Metaanalyse ergab, dass nur 9 %
der Behandelten auf die Therapie ansprechen und eine Wirkung iiber den Placebo-Effekt
hinaus zeigten (LANCTOT et al., 2003). Gleichzeitig geht die Therapie mit einer erhdhten
Nebenwirkungsrate einher (KIM et al., 2011; WATANABE et al., 2018). Eine Studie zeigte,
dass die Therapie durchschnittlich nach 14 Monaten abgebrochen wurde (SUN et al., 2008).
Eine Ubersichtsarbeit, die die Evidenz der Therapie mit Acetylcholinesterase-Inhibitoren
analysierte, kam zu dem Ergebnis, dass die Medikamente zwar zu einer statistisch
signifikanten Verbesserung der Kognition fiithren, deren klinische Relevanz jedoch kritisch zu

hinterfragen ist (RAINA et al., 2008).

Vitamin D beeinflusste in Tierexperimenten ebenfalls den Acetylcholin-Spiegel. Ratten, die
zuvor mit Vitamin D behandelt wurden, zeigten in einigen Hirnregionen eine signifikant
erhohte Aktivitdt der Cholin-Acetyl-Transferase (SONNENBERG et al., 1986). Dariiber
hinaus zeigte sich in einem Alzheimer-Rattenmodell, in denen in Ratten durch eine
Streptozotoxin-Injektion eine Demenz simuliert wurde, dass eine Vitamin D
Supplementierung die pathologisch erhdhten Acetylcholinesterase-Spiegel wieder
normalisierte (RODRIGUES et al., 2019). Die Vitamin D Analoga konnten damit eine

dhnliche Wirkung auf die Acetylcholin-Spiegel und die Acetylcholinesterase ausiiben wie die

140



Diskussion

Acetylcholinesterase Inhibitoren. Weitere Studien sollten daher die Effektstirken der

Vitamin D Analoga mit den Acetylcholinesterase Inhibitoren vergleichen.

5.5.2.2 Beeinflussung von Glutamat

Weitere Parallelen bestehen zu dem nicht kompetitiven NMDA-Rezeptorantagonisten
Memantin, der derzeit bei moderater Demenz zugelassen ist. Memantin wirkt der erhdhten
Glutamatausschiittung entgegen, die bei Alzheimer-Dementen besteht (JOHNSON,
KOTERMANSKI, 2006). Hohe Glutamat-Spiegel stimulieren die NMDA-Rezeptoren mit der
Folge eines intrazelluldren Kalziumanstiegs, der zur Apoptose der Zelle fithren kann. Dieser
als Exzitotoxizitdt definierte Mechanismus kann durch die Blockade des NMDA-Rezeptors
verlangsamt werden (HYND et al., 2004). Unter physiologischen Bedingungen scheint
zelluldres APP die Glutamatrezeptoren zu regulieren (TOMINAGA-YOSHINO et al., 2001).
In der Pathologie von Morbus Alzheimer verstiarkt AP die Exzitotoxizitit (BRORSON et al.,
1995; MATTSON, GOODMAN, 1995).

Fiir Vitamin D sind ebenso wie fiir Memantin neuroprotektive Eigenschaften beschrieben.
Vitamin D konnte in mehreren Studien die durch Glutamat induzierte Neurotoxizitét
reduzieren (KAJTA et al.,, 2009; TANIURA et al., 2006). Beispielsweise zeigten sich
signifikant niedrigere LDH- und Caspase-3 Konzentrationen, wenn murine
Hippocampusneuronen nach der Behandlung mit Glutamat mit Calcitriol inkubiert wurden
(KAJTA et al., 2009). Eine Studie an Patienten mit Morbus Alzheimer untersuchte die
Kombination von Vitamin D und Memantin in Hinblick auf die kognitive Verbesserung.
Hierzu wurde vor und nach der sechsmonatigen Einnahme von Vitamin D, Memantin oder
beider Priaparate der MMST erhoben. Wihrend die reine Einnahme von Vitamin D oder
Memantin den MMST nicht signifikant beeinflusste, zeigte sich nach der Kombination beider
Priparate eine Verbesserung des MMST um durchschnittlich vier Punkte (ANNWEILER,
BEAUCHET, 2012; ANNWEILER et al., 2012). In der Zellkultur wurde die Wirkung beider
Priparate auf die Axontoxizitit getestet, die zuvor durch A oder Glutamat induziert wurde.
Die Kombination von Vitamin D und Memantin zeigte sich protektiv, wahrend reines
Memantin oder Vitamin D keine oder niedrigere Effekte bewirkten (ANNWEILER et al.,
2014). Diese Studien liefern somit Hinweise auf eine synergistische und potenzierende

Wirkungsweise von Vitamin D und Memantin.
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In der Literatur ist beschrieben, dass in der Niere hohe Glutamat-Spiegel und aktivierte
NMDA-Rezeptoren die Expression der 1-a-Hydroxylase senken, woraus eine reduzierte
Synthese von Calcitriol resultiert (PARISI et al., 2010). Wenn diese Mechanismen auch
zerebral bestehen, konnten die lo-hydroxylierten Vitamin D Analoga noch potenter als

Vitamin D wirken, da sie ohne die potenziell herabregulierte 1-a-Hydroxylase agieren.

5.5.2.3 Beeinflussung von Dopamin

Die Alzheimer-Demenz geht zudem mit einem niedrigeren Dopamin-Spiegel einher.
(KRASHIA et al, 2019; PAN et al, 2019). Insbesondere die Apathie, als hiufige
Verhaltensstorung bei  Alzheimer-Dementen, korreliert mit der Dysfunktion des

dopaminergen Systems (MITCHELL et al., 2011).

Auch Vitamin D steht mit Dopamin in Verbindung, so wurde der VDR in humanen,
dopaminergen Neuronen der Substantia Nigra detektiert (CUI et al., 2017). Ein Vitamin D
Mangel geht mit einem dopaminergen Defizit einher, da beispielsweise die Expression der
Catechol-O-Methyltransferase, die fiir die Synthese von Dopamin notwendig ist, gesenkt ist

(KESBY et al., 2009; KESBY et al., 2010).

Der Dopamin-Spiegel wird als pharmakologischer Angriffspunkt zur Symptomlinderung der
Alzheimer-Demenz diskutiert (MITCHELL et al., 2011; STORGA et al., 1996). Eine
Calcitriol Supplementierung bei Miusen und Ratten fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des
Dopamin-Spiegels, was unter anderem auf Expressionsdnderung von Genen, die mit der
Dopaminsynthese in Verbindung stehen, zuriickzufiihren war (JIANG et al., 2014; TRINKO
et al., 2016). In in vitro und Tierexperimenten wurde durch Vitamin D die Differenzierung
von dopaminergen Neuronen gefordert. Zudem zeigte sich Vitamin D neuroprotektiv (LIMA

etal., 2018; PERTILE et al., 2016).

Zusammenfassen lésst sich festhalten, dass Vitamin D potenziell dhnliche Wirkmechanismen
zur Regulation der Neurotransmitterspiegel aufweist, wie die derzeit in der symptomatischen
Therapie von Morbus Alzheimer eingesetzten Antidementiva. Eine Ursache fiir das
Ungleichgewicht der Neurotransmitterspiegel ist der neuronale Untergang, der unter anderem
durch AP induziert wird. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Vitamin D

Analoga das Gesamt-Af reduzieren (Vergleich Kapitel 4.2). Daher konnten die Vitamin D
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Analoga additiv wirken, da sie nicht nur das Ungleichgewicht der Neurotransmitter
ausgleichen, sondern dem neuronalen Untergang durch Reduktion des toxischen A} auch

neuroprotektiv entgegenwirken.

5.5.3 Vitamin D und Beeinflussung kardiovaskulirer Risikofaktoren

Die meisten kardiovaskuldren Risikofaktoren, darunter Diabetes mellitus, arterielle
Hypertonie, Hypercholesterinimie, Rauchen, Adipositas und Bewegungsmangel, sind mit
einem erhohten Risiko fliir Morbus Alzheimer assoziiert (BAGLIETTO-VARGAS et al.,
2016; LEE et al.,, 2020; WANLEENUWAT et al, 2019). Gleichzeitig besteht ein
Zusammenhang zwischen diesen Risikofaktoren und den Vitamin D Spiegeln (NORMAN,
POWELL, 2014). Beispielsweise ist ein Vitamin D Mangel mit einem erhohten Auftreten von
kardiovaskuldren Erkrankungen wie arterieller Hypertonie, Myokardinfarkten oder der
koronaren Herzkrankheit verbunden (BERRIDGE, 2017; GIOVANNUCCI et al., 2008;
KUCHULAKANTI et al., 2020; PORTER, SMITH, 1988; RAI, AGRAWAL, 2017). Welche
Rolle Vitamin D und seine Analoga in der Reduktion des kardiovaskulédren Risikoprofils und
damit auch in der Reduktion wichtiger Risikofaktoren der Alzheimer-Demenz spielen, ist
Gegenstand aktueller Forschung. Bisher zeigt sich die Studienlage diesbeziiglich kontrovers

(BARBARAWTI et al., 2019; MANSON et al., 2020; MANSON et al., 2019).

Es gibt Hinweise, dass insbesondere von den Vitamin D Analoga ein priventives Potential in
Bezug auf kardiovaskuldre Risikofaktoren ausgeht. Im Rattenmodell konnte z.B. durch die
Supplementierung von Maxacalcitol das Auftreten von kardialen Schiden, wie intrakardialem
oxidativen Stress oder kardialer oder perivaskuldrer Fibrose, signifikant reduziert werden
(FUJII et al., 2015). Fiir das Vitamin D Analogon Paricalcitol konnte in einer Metaanalyse
gezeigt werden, dass es bei Niereninsuffizienten das Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse
signifikant reduziert und die im Rahmen der fortschreitenden Arteriosklerose reduzierte
Flexibilitat der Arterien aufrechterhdlt (GIAKOUMIS et al., 2019; HU et al., 2018). Im
Gegensatz zu anderen Vitamin D Analoga verringerte Paricalcitol bei Patienten, die sich einer
Himodialyse unterziehen, signifikant die Gesamtmortalitdt (LIU et al., 2019). Im Folgenden
soll der Zusammenhang von Vitamin D Analoga, Morbus Alzheimer und einzelnen

kardiovaskuldren Risikofaktoren diskutiert werden.
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5.5.3.1 Arterielle Hypertonie

Arterielle Hypertonie gilt als Risikofaktor fiir Morbus Alzheimer (LENNON et al., 2021).
Eine Behandlung mit Alfacalcidol senkte in einer klinischen Studie den systolischen
Blutdruck um 6 mmHg und den diastolischen Blutdruck um 5,8 mmHg (LIND et al., 1989;
LIND et al., 1988). Weitere Vitamin D Analoga, z.B. Paricalcitol, zeigten jedoch keine
signifikanten antihypertensiven Effekte (PILZ et al., 2009). Durch eine verbesserte
Gehirnperfusion konnte beispielsweise die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke positiv
beeinflusst werden, was zu einer besseren AB-Clearance fithren konnte. Dariiber hinaus
konnte das Apoplex-Risiko, dass bei Alzheimer-Dementen signifikant erhdht ist, durch
niedrigere Blutdruckprofile minimiert werden. Bei Patienten, die keine Alzheimer-Demenz
aufweisen, hdtte dies priventive Auswirkungen, da laut einer Studie ein Apoplex in der
Krankenvorgeschichte das Risiko an einer Alzheimer-Demenz zu erkranken verdoppelt

(TOSTO, 2017).

Insbesondere die Beeinflussung des blutdruckregulierenden Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems wird als ein potenzieller Therapieansatz der Alzheimer-Demenz diskutiert (BILD et
al., 2022). Das Vorlduferprotein Angiotensinogen wird durch Renin zu Angiotensin I
gespalten, aus dem durch ACE das vasokonstriktorische und Blutdruck steigernde
Angiotensin II entsteht. Angiotensin II kann {iber unterschiedliche Mechanismen,
beispielsweise der Erhohung der APP-mRNS, der B-Sekretase Aktivitdt oder der Presenilin-
Expression, die AP-Konzentrationen im Gehirn erhohen (GEBRE et al., 2018). Dariiber
hinaus weisen Alzheimer-Demente erhohte ACE-Liquorspiegel auf, was iiber den vermehrten
Anfall von Angiotensin II zu erh6hten Blutdruckprofilen beitragen kann. Die ACE-Expression
im Gehirngewebe von Alzheimer-Dementen wurde mit dem AB-Gehalt und dem Schweregrad
der Alzheimer-Demenz assoziiert. Antihypertensive Therapien, wie ACE-Hemmer oder
Angiotensin-Rezeptorantagonisten konnten mit niedrigen Af-Konzentrationen im Gehirn in

Zusammenhang gebracht werden, jedoch verbesserten sich laut einer Metaanalyse die

kognitiven Fahigkeiten nicht signifikant (LOERA-VALENCIA et al., 2021).
Auch Vitamin D Analoga besitzen das Potenzial, das Renin-Angiotensin-System zu

beeinflussen (LI, 2003). Beispielsweise reduzierte eine acht-wochige Paricalcitol-Behandlung

bei Ratten signifikant die myokardiale Expression von Renin und Angiotensinogen und
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Doxercalciferol reduzierte die Expression von Renin und dem Angiotensin-II-Rezeptor in
Maiusen (FREUNDLICH et al., 2014; WANG et al., 2011). Die Hemmung der Renin-
Expression konnte aktuellen antihypertensiven Therapieansédtzen wie ACE-Hemmern oder
Angiotensin-Rezeptorantagonisten iiberlegen sein, da kein kompensatorischer Anstieg der
Renin-Expression entstehen kann (LI, 2003). Weitere Studien sind hier jedoch notwendig, um

das Potenzial der Vitamin D Analoga ausfiihrlich zu untersuchen.

5.5.3.2 Diabetes mellitus

Eine Vitamin D Supplementierung reduziert signifikant das Risiko zur Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2. Dies zeigte unter anderem die Nurses* Health Studie, die liber 20
Jahre prospektiv 83.779 Frauen beobachtete. 4.843 Frauen entwickelten im Verlauf einen
Diabetes mellitus Typ 2. Teilnehmerinnen, die téglich mehr als 800 IE Vitamin D in
Kombination mit 1.200 mg Kalzium zu sich nahmen, hatten ein um 33 % niedrigeres Risiko
einen Diabetes mellitus zu entwickeln, verglichen mit einer Einnahme von weniger als 400 IE
Vitamin D und weniger als 600 mg Kalzium (BARBARAWI et al.,, 2020). In einer
Metaanalyse sankt durch eine Vitamin D Supplementierung insbesondere der Niichtern-
Blutzucker, wihrend keine signifikanten Effekte auf den Insulinspiegel und den HbAl1c-Wert
bestanden (MILAJERDI et al.,, 2019). Ein vorbestehender Diabetes mellitus gilt als
Risikofaktor zur Entwicklung einer Alzheimer-Demenz, sodass das Verhindern von Diabetes
mellitus in der Pravention von Morbus Alzheimer eine wichtige Rolle spielt (XU et al., 2015;
YU et al., 2020). In der Folgestudie von Kabel et al. zeigte das Vitamin D Analogon
Calcipotriol insbesondere in Kombination mit dem Antidiabetikum Sitagliptin positive
Effekte auf kognitive Fihigkeiten, den oxidativen Stress und proinflammatorische Zytokine.
Auch die alleinige Behandlung von Sitagliptin bewirkte eine Zunahme der
Erinnerungsfahigkeit von Ratten, in denen eine Alzheimer-Demenz Pathologie simuliert
wurde. Die Ergebnisse unterstreichen damit den engen Zusammenhang von Diabetes mellitus

und Morbus Alzheimer (KABEL et al., 2019).

5.5.3.3 Lipidstoffwechsel

Epidemiologische Studien zeigen, dass hohe Serum-Cholesterinspiegel mit einem erhdhten
Risiko fiir die Entwicklung von Morbus Alzheimer korrelieren (LOERA-VALENCIA et al.,
2019; SOLOMON et al., 2009). Die Senkung des Cholesterinspiegels ist damit ein praventiver

Ansatzpunkt und insbesondere die cholesterinsenkenden Statine wurden in Bezug auf Morbus
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Alzheimer untersucht. Die Literaturlage zeigt sich kontrovers. Wihrend in einigen
Metaanalysen keine Evidenz besteht, dass durch eine regelméBige Statineinnahme das Risiko
fiir Morbus Alzheimer reduziert wird, besteht in anderen Studien ein signifikanter
Zusammenhang (CHU et al., 2018; MCGUINNESS et al., 2016). Eine Dosis-Wirkungs-
Analyse zeigte pro Jahr Statineinnahme eine Reduktion des Demenzrisikos um 20 %

(ZHANG et al., 2018b).

Die Arbeitsgruppe fiir experimentelle Neurologie der Universitéit des Saarlandes zeigte, dass
ein Vitamin D Mangel auf Zellkulturebene und in vivo die Lipidhomdostase beeinflusst
(LAUER et al., 2021). In anderen Studien senkte die Supplementierung von Vitamin D und
Vitamin D Analoga signifikant den Cholesterinspiegel (DIBABA, 2019; MILAJERDI et al.,
2019). Eine Studie an Méusen verglich den Einfluss von Vitamin D3 und unterschiedlichen
Vitamin D Analoga, darunter Calcifediol, Alfacalcidol und Doxercalciferol, auf den murinen
Cholesterinspiegel. Die Miuse erhielten zuvor eine cholesterinreiche, westliche Erndhrung.
Bis auf Doxercalciferol zeigten alle Vitamin D Analoga cholesterinsenkende Eigenschaften.
Alfacalcidol senkte den Cholesterinspiegel effektiver als Calcifediol und Calcitriol (QUACH
et al., 2018).

Die Vitamin D Analoga konnten damit dhnlich wie die Statine durch Beeinflussung der
Lipidhomdostase und insbesondere des Cholesterinspiegels das Risiko zur Entwicklung von
Morbus Alzheimer senken (GRIMES, 2006). Hierbei konnten die Vitamin D Analoga den
Statinen, die mit Nebenwirkungen wie Myopathien oder Rhabdomyolysen in Verbindung

gebracht werden, durch ein glinstigeres Nebenwirkungsprofil {iberlegen sein.

5.5.3.4 Immobilitdt

Durch eine Vitamin D Supplementierung konnte die Mobilitdt und dadurch der Zugang zu
Bewegungstherapien lédnger erhalten werden. Bekannt ist, dass eine Vitamin D
Supplementierung signifikant das Fraktur- und Sturzrisiko senkt und die Funktionalitét des
Bewegungsapparates aufrechterhdlt (ALLAN et al, 2016; AVENELL et al., 2014;
BISCHOFF-FERRARI et al., 2012; MURAD et al., 2011; YAO et al., 2019). Stiirze und
Frakturen sind insbesondere im hdoheren Alter eine hiufige Ursache fiir Immobilitdt
(AMBROSE et al., 2013). Wenn sie durch Vitamin D vermieden werden kdnnen, bedeutet

dies, dass dltere Menschen ldngere Zeit korperlich aktiv sein kdnnen. Korperliche Aktivitdt
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hat neben seinen positiven Auswirkungen auf das kardiovaskulédre Profil direkte Effekte auf
die Alzheimer-Demenz, beispielsweise verlangsamt sich durch korperliche Betétigung der
Gedachtnisverlust Alzheimer-Dementer (STEPHEN et al., 2017; VAN GELDER et al., 2004).
In einer Kohortenstudie mit Erwachsenen im spéten mittleren Alter korrelierte die korperliche
Aktivitdt signifikant mit der Ap-Belastung, dem Glucosestoffwechsel und dem
Hippokampusvolumen (OKONKWO et al., 2014; VASCONCELOS-FILHO et al., 2021). Die
Erhaltung der Beweglichkeit ist damit ein wichtiger nicht-medikamentdser Therapieansatz,
der durch Vitamin D und seine Analoga unterstiitz wird. Die Vitamin D Analoga,
insbesondere Alfacalcidol, kdnnten hier besonders potent sein, da eine Studie zeigte, dass
Alfacalcidol effektiver vor Wirbelsdulenfrakturen schiitzt als Calcitriol (O'DONNELL et al.,
2008). Durch die Senkung des  Frakturrisikos konnen  dariiber hinaus
Krankenhausausaufenthalte und Operationen verhindert werden. Dies hat besondere
Relevanz, da einige Narkosearten in vitro zur erhohten A-Belastung in Neuronen fiihrten,

was darauf hindeutet, dass bestimmte Anésthetika die Symptomatik von Morbus Alzheimer

verstarken (SUN, 2020).

5.6 Fazit & Ausblick

Auf molekularer Ebene wurde gezeigt, dass die synthetisch hergestellten Vitamin D Analoga
Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol und Doxercalciferol ebenso wie
Calcifediol die AB-Homoostase beeinflussen und den AP-Gehalt signifikant reduzieren,
indem sie einerseits den A-Anabolismus, also die APP-Prozessierung, inhibieren und
andererseits den A-Katabolismus férdern. Die APP-Prozessierung wird durch direkte Effekte
auf die B- und y-Sekretase Aktivitdt und durch Reduktion der BACE! und NICASTRIN
Genexpression gesenkt. Die Degradation von A} wird durch eine verstirkte NEP-Aktivitat
und eine vermehrte NEP-Expression gefordert. Die Vitamin D Analoga beeinflussten zudem
das IL-1B-Level, sodass auch die Interaktion mit neuroinflammatorischen Prozessen gezeigt

wurde.

Hirnproben von Miusen mit Vitamin D Mangel wiesen eine erhohte 3-Sekretase Aktivitit und
eine reduzierte Ap-Degradation auf. Dies steht im FEinklang mit der aktuellen

epidemiologischen Studienlage, die, wenn auch nur mit geringer Evidenz, auf einen kausalen
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Zusammenhang zwischen Vitamin D Mangel und erhdhtem Erkrankungsrisiko fiir Morbus
Alzheimer hindeutet. Es zeigte sich, dass die Vitamin D Analoga bei bestehendem Vitamin D
Mangel insbesondere den Ap-Katabolismus fordern, wéhrend auf die p-Sekretase
tendenzielle, mit Ausnahme fiir Doxercalciferol, nicht signifikante Effekte bestanden.
Insgesamt ist anzunehmen, dass nicht nur der Ausgleich eines Vitamin D Mangels, sondern
auch die Substitution bei geséttigtem Vitamin D Status praventive und therapeutische Vorteile

in Bezug auf Morbus Alzheimer mit sich bringen konnte.

Auch wenn sich die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen minimal unterschieden,
bestand insgesamt kein signifikanter Unterschied in den Effektstirken der einzelnen
synthetischen Vitamin D Analoga und Calcifediol. Die Vitamin D Analoga waren Calcifediol
weder liber- noch unterlegen. Dies ermoglicht es die Auswahl der Vitamin D Therapie
individuell an den Patienten anzupassen und so der Strategie einer personalisierten Medizin
nachzukommen. Beispielsweise konnten Alzheimer-Demente mit reduzierter nicht-
amyloidogene Prozessierung von einer Supplementierung mit Calcifediol oder Paricalcitol
profitieren, da diese die o-Sekretase Aktivitit erhohten. Patienten mit geringer Ap-
Degradation konnten einen stirkeren Benefit durch die Verwendung von Calcipotriol oder
Maxacalcitol haben. Des Weiteren konnte die Medikamentenauswahl anhand Komorbidititen
und der bestehenden Medikation der an Morbus Alzheimer erkrankten Patienten getroffen
werden. So konnte beispielsweise die Verwendung der Ci-hydroxylierten Vitamin D Analoga
bei bestehender Niereninsuffizienz einer Anwendung von Calcifediol iiberlegen sein.
Patienten mit Leberinsuffizienz konnten von bereits Cys-hydroxylierten Analoga wie
Paricalcitol oder Maxacalcitol profitieren und die Auswahl konnte unter Beriicksichtigung der
bestehenden Medikation und Arzneimittelinteraktionen an die CYP450 Enzyme angepasst
werden. Zukiinftige Studien sollten sich zudem auch auf weitere therapeutische Ansatzpunkte
konzentrieren, {iber die Vitamin D Analoga Morbus Alzheimer beeinflussen, da sich hier ggf.

signifikante Unterschiede einzelner Analoga ergeben konnten.

Bei der Ableitung von Therapieempfehlungen muss jedoch beachtet werden, dass es sich bei
den in der vorliegenden Arbeit generierten Ergebnissen um in vitro und ex vivo Daten handelt,
die nur begrenzt auf den Menschen {iibertragbar sind. Epidemiologische Studien, die den
priaventiven oder therapeutischen Einsatz von Vitamin D Analoga bei Morbus Alzheimer

analysieren, existieren bis dato nicht. Studien, die Calcifediol oder andere natiirlich
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vorkommende Vitamin D Préparate an Alzheimer-Dementen untersuchten, kamen zu
inhomogenen Ergebnissen und es wird kontrovers diskutiert, inwiefern eine Vitamin D
Supplementierung das Erkrankungsrisiko fiir Morbus Alzheimer und die kognitiven

Fahigkeiten beeinflusst.

Fiir Maxacalcitol, Calcipotriol und Paricalcitol konnten Folgestudien die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit generierten Ergebnisse teilweise bereits in vivo in Maus- und
Rattenversuchen reproduzieren und ergéinzend Einfliisse auf den oxidativen Stress und die
Tau-Pathologie darstellen. In den Studien bestand durch die Behandlung mit den Vitamin D
Analoga auch eine signifikante Verbesserung kognitiver Fahigkeiten der Méduse bzw. Ratten
(FAN et al., 2019; KABEL et al., 2019; SAAD EL-DIN et al., 2020). Dies unterstreicht den
klinischen Stellenwert der hier vorliegenden Ergebnisse und untermauert die Notwendigkeit,
die fiir weitere klinische Studien mit Vitamin D Analoga in Bezug auf die Alzheimer-Demenz

besteht.
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