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Agonisci receptora dla witaminy D
— mechanizmy selektywnosci dzialania

Agonists of vitamin D — mechanisms of action selectivity

ABSTRACT

Vitamin D has long been considered not just a fac-
tor that controls calcium — phosphate homeostasis
and bone metabolism. Discovering the role of vitamin
D receptor (VDR) as a molecule that controls tran-
scription of multiple genes that are entirely unrelated
to the ‘classical’ action of vitamin D led to special
attention paid on this compound as a potential drug
for prophylaxis and treatment of cardiovascular dis-
ease, neoplasm, chronic nephropathies, autoimmune
diseases and many others. Stimulating intestinal
calcium absorption substantially limited the poten-
tial usefulness of ‘native’ calcitriol or its precursors
in these potential, new indications; the use of this

WSTEP

Witamina D od dawna juz nie jest postrze-
gana wylacznie jako substancja regulujaca me-
tabolizm wapnia i fosforu oraz odpowiedzialna
za proces koSciotworzenia. Wyniki badan pod-
stawowych oraz gromadzonych doswiadczen
klinicznych wskazuja, ze jest to hormon w istot-
ny sposéb wplywajacy na nieswoista obrong
przed zakazeniem przez drobnoustroje, pro-
mujacy dojrzewanie i réznicowanie komorek,
chroniacy przed stresem oksydacyjnym, indu-
kujacy apoptoze¢ komoérek nowotworowych,
odgrywajacy istotna rolg¢ w regulacji ciSnienia

drug can also be severely compromised even in pa-
tients with secondary (renal) hyperparathyroidism.
An intensive research has been undertaken to over-
come this limitation and to create substances which
— having all expected positive functions of VDR ligands
would not lead to increased calcium absorption (or
such an absorption is significantly diminished). In this
review principles of VDR molecular action after being
liganded with different agonists (including those that
do not lead to hypercalcemia) was discussed. Special
attention has been paid to highlight the mechanisms
of selectivity that characterize those new agents.
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krwi, hamujacy odpowiedZ autoimmunolo-
giczng i zmniejszajacy ryzyko rozwoju licznych
choréb z autoagresji. Lista genéw, ktorych
ekspresja znajduje si¢ pod wplywem witaminy
D, przekroczyta juz 1000 i zapewne nie nalezy
uznawac ja za zamknigta. Wsrdd biatek, kto-
rych geny sa ,kontrolowane” przez receptor
dla witaminy D (VDR, vitamin D receptor),
znajduja si¢ zatem zaréwno te w sposéb oczy-
wisty zwiazane z gospodarka mineralng i me-
tabolizmem koSci (np. osteopontyna, osteokal-
cyna, parathormon, transportery wapniowe
TRPV5iTRPVG6, receptor RANK i jego ligand
RANKL, fosfataza alkaliczna, kalbindyna,
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»»Plejotropowe
dziatanie witaminy D
jest przedmiotem
ogromnego
zainteresowania

Z punktu widzenia
nowych zastosowan
w terapiiq4

la-hydroksylaza, 24-hydroksylaza 25-OH-D,),
jak i zwiazane z catkowicie odmiennymi pro-
cesami fizjologicznymi (np. sktadowe dopet-
niacza, hormon wzrostu, receptor dla insuliny,
cytochrom P450 CYP3AA4, czy wreszcie renina
budzaca w ostatnim czasie szczegdlne zain-
teresowanie jako hormon zalezny od witami-
ny D) [1].

Plejotropowe dziatanie witaminy D jest
przedmiotem ogromnego zainteresowania
z punktu widzenia nowych zastosowan w tera-
pii. W modelach do$wiadczalnych (in vitro,
u zwierzat laboratoryjnych) udowodniono jej
liczne, korzystne dzialania, miedzy innymi w te-
rapii choréb autoimmunologicznych (w tym:
cukrzycy typu 1, stwardnienia rozsianego), no-
wotwordw, choréb ukladu krazenia, nefropatii
o réznym podiozu i innych. Jednak w steze-
niach wywolujacych pozadane efekty farmako-
logiczne w okreSlonych wskazaniach witami-
na D lub jej aktywne postacie (alfa-kalcydol,
kalcytriol) prowadza do hiperkalcemii, ktéra
w praktyce czesto ogranicza lub uniemozliwia
jej zastosowanie. Klasycznym przyktadem ta-
kiego wskazania jest takze wtérna nadczynno$¢é
przytarczyc towarzyszaca przewlektej chorobie
nerek — alfa-kalcydol i kalcytriol, bedac lekami
niezwykle skutecznymi w hamowaniu syntezy
parahormonu, musza by¢ nierzadko odstawione
w trakcie terapii ze wzgledu na wzrost steze-
nia wapnia i fosforanéw wskutek wzrostu ich
wchlaniania z przewodu pokarmowego albo
wrecz nie mogg by¢ zastosowane ze wzgle-
du na juz wyjSciowo niepozadang konstelacje
parametréw biochemicznych (hiperkalcemia
z hiperfosfatemia przed rozpoczegciem terapii).

Z tego wzgledu, zaréwno w odniesieniu
do terapii nadczynnoSci przytarczyc, jak i le-
czenia innych choréb, podjeto prace nad po-
szukiwaniem substancji, ktére wskutek wielu
modyfikacji ,,podstawowe;j” czasteczki wywie-
raja silniejsze (lub co najmniej jednakowe)
efekty zwiazane z ,pozadanymi” skutkami
aktywacji receptora dla witaminy D, dzialaja
jednak znacznie stabiej na proces wchtaniania
wapnia i fosforanéw z przewodu pokarmowe-
go. W niniejszym artykule pogladowym opisa-
no mechanizmy, poprzez ktére VDR sprawuje
kontrole nad transkrypcja i ekspresja réznych
gendw, oraz wyjasniono selektywnos$¢ dziala-
nia agonistow tego receptora, pozwalajaca na
uzyskanie okreSlonych efektéw biologicznych
przy minimalizacji niepozadanych efektow
ubocznych. Liczba analogéw, ktére badano
lub bada si¢ pod katem zastosowania w terapii,
przekroczyta 2 tysiace! Jest zadziwiajace, ze za-
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ledwie kilka znalazto zastosowanie w praktyce
klinicznej [2].

MECHANIZMY DZIALANIA AGONISTOW VDR

Analizujac mechanizmy dzialania VDR
i jego ligandéw, nie sposob oprzec si¢ wra-
Zeniu, ze pewne substancje sa najpierw reje-
strowane i wprowadzane do terapii w jednym,
konkretnym wskazaniu i s3 w tym celu stoso-
wane przez wiele lat, a stopniowo odkrywa si¢
i poznaje kolejne, wczesniej nieoczekiwane
mechanizmy dziatania. W medycynie nie bra-
kuje takich przyktadow — tak byto chociazby
z inhibitorami enzymu konwertujacego angio-
tensyne¢ I, ktére ,,wymySlono” w celu leczenia
nadci$nienia tg¢tniczego, a pdzniej stopniowo
poznawano nowe mechanizmy molekularne
wyjasniajace poczatkowo zupetnie nieoczeki-
wane dziatanie kardio- czy nefroprotekcyjne.
Niemal identycznie stato si¢ z parikalcytolem,
agonista VDR zarejestrowanym juz kilkana-
Scie lat temu w leczeniu wtérnej (nerkopo-
chodnej) nadczynnosci przytarczyc, a obecnie
badanym jako lek nefro- i kardioprotekcyjny,
hamujacy biatkomocz oraz proces twardnienia
kiebuszkéw i wldknienia Srédmiazszowego,
obnizajacy ci$nienie tetnicze czy ograniczajacy
dynamike patologicznej kalcyfikacji uktadu na-
czyniowego [3].

Pierwszym czynnikiem warunkujacym
sposOb dzialania agonistéw VDR jest sila
ich wiazania ze specyficznym biatkiem wia-
zacym (VDBP, Vitamin D binding protein)
— im stabsze powinowactwo do biatek trans-
portujacych, tym szybsza eliminacja substan-
cji z osocza i tym mniej nasilony efekt kal-
cemizujacy. Sposrdd ,,naturalnych” postaci
witaminy D obecnych w osoczu sita wigzania
z VDBP przedstawia si¢ nastgpujaco: 25-(OH)
D, > 24,25-(OH),D, > 1,25-(OH),D.. Sposréd
analogéw witaminy D stosowanych w terapii,
22-oxa-kalcytriol wiaze si¢ z VDBP az 500 razy
stabiej niz kalcytriol, podczas gdy sita wigzania
parikalcytolu z biatkiem transportujacym jest
tylko 3-krotnie stabsza. Biatko wiazace witami-
ne D wystepuje w osoczu w znacznym nadmia-
rze, co powoduje ze 99% pochodnych witami-
ny D w warunkach fizjologicznych znajduje si¢
W postaci zwigzanej — ma to istotne znaczenie
w ochronie przed ich toksycznoscia. Nadmiar
VDBP w warunkach fizjologicznych powoduje,
ze nawet w sytuacjach patologicznych, takich
jak zespdt nerczycowy czy choroby watroby,
frakcja wolnej (niezwigzanej z biatkiem trans-
portujacym) witaminy D nie ulega istotnemu



zwickszeniu. Wplyw na systemowy efekt bio-
logiczny witaminy D wywiera takze megalina,
niespecyficzny receptor obecny na luminalne;j
powierzchni komoérek nerkowych cewek prok-
symalnych, posredniczacy w dostarczaniu wi-
taminy zwiazanej z VDBP i przesaczonej do
moczu pierwotnego do wnetrza tych komorek.
Megalina — obok funkcji transportujacych
— ma takze zdolno$¢ wiazania si¢ z biatkiem
Skip, jednym z istotnych koaktywatoré6w VDR
(patrz nizej), przez co w istotny sposéb regu-
luje odpowiedz na aktywacje VDR w komor-
kach cewki proksymalnej. Na losy 25-(OH)
D, w cewkach proksymalnych wplywajg takze
wewnatrzkomorkowe biatka wigzace witami-
n¢ D (IDBP, intracellular vitamin D binding
proteins); IDBP-3  kieruje” 25-(OH)D, do
mitochondriéw, gdzie zachodzi jej hydroksyl-
cja 1 bezpoSrednio pobudza la-hydroksylaze,
podczas, gdy IDBP-1 stymuluje wiazanie si¢
powstatego w wyniku tego procesu kalcytriolu
z VDR [4, 5].

Receptor dla witaminy D pod wplywem
zwigzania si¢ z ligandem taczy si¢ z receptorem
retionoidowym X (RXR, retinoid X receptor),
a powstaly w ten sposéb heterodimer VDR
— RXR przylacza si¢ do regionéw odpowiedzi
na witaming¢ D (VDRE, vitamin D responsive
elements) szeregu genéw. To z kolei jest moz-
liwe dzieki indukcji odpowiedniej konforma-
cji domeny wiazacej si¢ z DNA (DBD, DNA
binding domain), powodujacej, ze staje si¢ ona
komplementarna do okreslonych sekwencji
nukleotydéw w obrebie VDRE. Przypuszcza
si¢, ze VDRE réznych gendw moga si¢ réznic
— nie jest to zawsze uniwersalna sekwencja
nukleotydéw.

Do tego momentu sposéb reagowania
na dowolnego agoniste witaminy D wydaje si¢
dos$¢ uniwersalny, chociaz kazdy z agonistow
ma nieco odmienne powinowactwo do VDR,
na przyktad 22-oxa-kalcytriol wiaze si¢ z VDR
8 razy stabiej, parikalcytol — 3 razy stabiej,
a 24,25-(OH),D, — az 100 razy stabiej w po-
réwnaniu z 1,25-(OH),D,. Powinowactwo do
ligandu nie decyduje wytacznie o sile dziatania
— w kazdej komoérce podlegaja bowiem od-
miennej ekspresji r6zne biatka transportujace
agoniste VDR do jadra (mechanizm, ktéry
opisano powyzej dla IDBP). Transport agoni-
sty VDR wymaga miedzy innymi elementéw
mikrotubularnych cytoszkieletu — zaburzenia
funkcji struktur ,,motorycznych” w komorce
moga réwniez spowodowac brak zdolnosci do
reakcji na witaming D. Od momentu trans-
lokacji do jadra, uformowania heterodimeru

i polaczenia z DNA dokonuja si¢ zdarzenia,
ktére powoduja odmienny wpltyw na okreslo-
ne geny. Agonista VDR moze dokonac akty-
wacji transkrypcji okre§lonego genu (genami
»prototypowymi” dla takiego typu odpowiedzi
sa geny dla ostekalcyny, osteopontyny czy
24-hydroksylazy witaminy D) albo zahamowac
ten proces (najbardziej klasycznym przykta-
dem tego rodzaju odpowiedzi jest naturalnie
gen dla parathormonu). Fragment VDR na-
zywany regionem aktywujacym funkcje pod
wplywem ligandu (ligand-dependent activation
function 2, AF-2) po potaczeniu z ligandem
zmienia swa trojwymiarowa strukture. To z ko-
lei pozwala na przytaczenie do heterodimeru
VDR-RXR szeregu biatek, ktére moga petnicé
role koaktywatoréw lub korepresoréw. Do-
piero potaczenie si¢ z biatkami nalezacymi do
jednego z wymienionych rodzajéw przesadza
o ostatecznej odpowiedzi genu (VDRE) na
witamin¢ D lub inne ligandy VDR. Badania
przeprowadzone w ostatnich latach wykazaly,
ze w ,,repertuarze” koaktywatoréw VDR znaj-
duja sie¢ migdzy innymi biatka o aktywnosci po-
limeraz RNA oraz acetylotransferaz histonéw.
Ich wspétpraca pozwala na ,rozluZnienie”
chromatyny i ,wyeksponowanie” okreSlonej
sekwencji DNA, a nastepnie — transkrypcje
docelowego genu.

Z kolei w przypadku gendéw, ktorych
transkrypcja ustaje pod wplywem witami-
ny D, kompleks VDR-RXR-ligand taczy si¢
z korepresorami; sa to miedzy innymi enzy-
my deacetylujace histony, co w konsekwencji
uniemozliwia polimerazie RNA dostep do
okreSlonych sekwencji DNA. Zagadnienie
ulegto dalszemu skomplikowaniu po odkryciu
bialek okreSlanych mianem komodulatoréw,
ktére w zaleznoSci od rodzaju komoérki moga
si¢ zachowywac¢ albo jak koaktywatory, albo
jak korepresory [2, 3, 6-10]. Opisany mecha-
nizm dziatania VDR w znacznym uproszczeniu
przedstawiono na rycinie 1.

Typ ligandu, z jakim zwigze si¢ VDR,
w istotny sposdb wplywa na to, z jakimi koakty-
watorami (lub korepresorami) zwiaze si¢ hete-
rodimer VDR-RXR, i tym samym jaki bedzie
ostateczny efekt dzialania takiego kompleksu.
Wyniki badah eksperymentalnych wskazuja, ze
VDR-RXR ,rekrutuje” odmienne koaktywa-
tory lub korepresory pod wptywem potaczenia
si¢ z kalcytriolem, 22-oxa-kalcytriolem lub pa-
rikalcytolem. To z kolei moze w istotny sposéb
wplywaé na repertuar aktywowanych lub ha-
mowanych przez ligand genéw w okreslonych
komoérkach. O odmiennym wplywie na ekspre-
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Rycina 1. Schemat mechanizmu dziatania VDR pod wptywem pofaczenia z agonista

»»Wnt to grupa biafek
regulatorowych,
odpowiedzialnych

za kontrole

licznych procesow
fizjologicznych

i patologicznych

W ustrojud <

sje r6znych genéw w réznych komoérkach ob-
szerniej napisano ponizej [10, 11].

Jak wskazuja Brown i wsp., na niekto-
re efekty biologiczne agonistow VDR wplyw
moze mie¢ takze sposéb ich podania. Poda-
wanie krotkodziatajacych (stabo wiazacych
sic z VDBP) lekéw w formie pulséw moze bo-
wiem wywolywac pozadany i przedtuzony efekt
biologiczny w tkankach docelowych (np. trwa-
jaca ponad 48 godzin po pojedynczym poda-
niu supresj¢ przytarczyc) z przejsciowym, krot-
kotrwalym i nieznacznym wzrostem steZenia
wapnia w surowicy. Podawanie takiego samego
preparatu w postaci przedtuzonej infuzji moze
by¢ natomiast mniej skuteczne z punktu wi-
dzenia supresji syntezy parathoromu, ale moze
w sposéb przedtuzony pobudzaé wchtanianie
wapnia z przewodu pokarmowego i resorpcje
kosci [11].

W podsumowaniu tej czedci rozwazan warto
dodaé, ze tworzenie heterodimeru VDR-RXR
jest najwazniejsza (i preferowana) droga, po-
przez ktéra dokonuje si¢ reakcja biologiczna
na ligand VDR. Nalezy jednak pamigtaé, ze
VDR moze tworzy¢ homodimery VDR, oraz
heterodimery z innymi receptorami jadrowym
[np. receptorem dla kwasu retinowego (RAR,
retinoic acid receptor)]. Z kolei agonici re-
ceptora retinoidowego X moga by¢ ligandami
,konkurujacymi” o ten receptor i limitujacymi
jego dostepnos¢ do tworzenia heterodimeru
VDR-RXR (powstaje wéwczas heterodimer
RAR-RXR, ktory taczy si¢ z sekwencjami od-
powiednich genéw zaleznych od pochodnych
witaminy A (RARE, retinoid acid responsible
element). Wiadomo na przyktad, ze kwas 9-cis-
-retinowy jest czynnikiem hamujacym efekty
biologiczne witaminy D i blokujacym taczenie
si¢ heterodimeru VDR-RXR z VDRE |6, 7,
12]. Z drugiej strony, ostatnio wykazano, ze
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synteza nefryny w hodowlach podocytéw jest
indukowana dzigki jednoczesnemu dziataniu
kwasu retinowego i kalcytiolu. Rola ,,wsp6t-
pracy” miedzy pochodnymi kwasu retinowego
i1 witaming A oraz heterodimeru VDR-RAR
zostala udowodniona takze w przypadku in-
nych , klasycznych” gendw regulowanych przez
witamin¢ D, na przyklad osteokalcyny [13].

POZAGENOMOWE DZIALANIE WITAMINY D
| INNYCH AGONISTOW VDR

Wiele efektow biologicznych obserwowa-
nych po podaniu witaminy D wystepuje zbyt
szybko, aby mogta by¢ za nie odpowiedzialna
indukcja odpowiednich genéw. Witamina D
moze na przyktad wywotywac natychmiastowy
wplyw na zawarto$¢ wapnia w poszczegllnych
kompartmentach komoérkowych, regulowaé
ilo§¢ fosfoinozytolu i cGMP w cytoplazmie,
wplywac na czynno$¢ kanaléw btonowych, me-
tabolizm prostaglandyn, katabolizm lipidéw
bton komoérkowych i wiele innych. Kalcytriol
ma takze zdolno$¢ aktywacji takich enzyméw
obecnych w cytoplazmie, jak: kinaza biatkowa
C, kinaza Ras, kinaza aktywowana mitoge-
nem (MAPK, mitogen-activated protein kinase)
i sfingomielinaza [14].

Dziataniem pozagenomowym jest tez
wplyw ligandéow VDR na szlak posSredniczony
przez Wnt i -katening. Wnt to grupa biatek
regulatorowych, odpowiedzialnych za kontrole
licznych proceséw fizjologicznych i patologicz-
nych w ustroju, w tym miedzy innymi embrio-
genezy i nowotworzenia, natomiast $-katenina,
obok udzialu w utrzymaniu prawidtowe;j struk-
tury potaczen miedzykomérkowych i regulacji
czynnosci cytoszkieletu, moze takze petnic role
czynnika transkrypcyjnego. W pracach ekspe-
rymentalnych wykazano, ze parikalcytol ma
zdolno$¢ indukcji ekspresji mRNA dla nefryny
i podocyny oraz syntezy bialek, a takze hamo-
wania ekspresji genéw i syntezy cytokin poza-
palnych (RANTES, TNFa), dzialajacych pro-
fibrotycznie czynnikow wzrostowych (CTGE
TGEp) oraz biatek macierzy pozakomoérko-
wej (kolagen typu I i III oraz fibronektyna)
wlasnie poprzez blokade szlaku sygnatowego
Wnk/B-kateniny w modelu nefropatii adria-
mycynowej. Efektom tym towarzyszy spadek
biatkomoczu i redukcja stopnia nasilenia hi-
stologicznych wykladnikéw uszkodzenia nerek
[15]. Odkrycia te maja kluczowe znaczenie
w wyjasnieniu mechanizméw nefroprotekeyj-
nego dzialania tego leku, ktore staje si¢ ostat-
nio szczeg6llnie atrakcyjnym przedmiotem



badan nie tylko eksperymentalnych, ale takze
klinicznych.

Oczywiste staje si¢ wigc istnienie pozaja-
drowego receptora (receptoréow) dla witami-
ny D. Jednym z najlepiej zidentyfikowanych
receptordw tego typu jest zwiazany z btona,
odpowiedzialny za szybka odpowiedZ recep-
tor wiagzacy steroidy (1,25-D,-MARRS, mem-
brane-associated rapid-response steroid-binding
protein). Niektére efekty biologiczne witami-
ny D (np. wplyw na zawarto$¢ wapnia w ko-
morce) zdotano takze zablokowac przeciwcia-
fami przeciwko anneksynie IT — stad to wtasnie
biatko (odpowiedzialne m.in. za procesy endo-
i egzocytozy oraz ,,zarzadzanie” strukturg bton
komorkowych) uznano za jeden z pozajadro-
wych receptoréw dla witaminy D. Wreszcie, do
wielu ,,natychmiastowych” efektéw witaminy
D nie dochodzi przy braku ,klasycznej” formy
VDR, a sam VDR identyfikowano w bogatych
w kaweole obszarach cytoplazmy — oznacza
to, ze VDR moze posredniczy¢ w wielu efek-
tach zwigzanych z pozagenomowym dziata-
niem witaminy D. Ponadto, to co dokonuje si¢
w obrebie blony komérkowej i cytoplazmie pod
wplywem witaminy D, w istotny sposéb mody-
fikuje ostateczny efekt genomowy, dodatkowo
komplikujac jeszcze opisang powyzej inter-
akcje: ligand—-VDR-RXR-VDRE-komodula-
tory [4, 14].

SELEKTYWNOSC DZIALANIA AGONISTOW VDR
NA POZIOMIE KOMORKI

Wspobtczesne techniki badawcze pozwa-
laja na dalsza identyfikacje réznic w dziataniu
i selektywnosci efektéw biologicznych poszcze-
gblnych agonistow VDR w réznych typach
komoérek. Zastosowanie technik analizy mi-
kromacierzy pozwolito na przyktad na stwier-
dzenie, ze pod wptywem kalcytriolu i parikalcy-
tolu dochodzito do istotnej zmiany w ekspresji
176 gendéw w komorkach miesniowki gladkiej
naczyf wieficowych: w przypadku kalcytriolu
116 genéw ulegato wigkszej, a 60 — mniejszej
ekspresji, podczas gdy w przypadku parikal-
cytolu bylo to odpowiednio 115 i 61 gendw.
»Repertuar” genéw aktywowanych lub inak-
tywowanych pod wplywem dziatania obu sub-
stancji byl niemal identyczny. Pozwala to za-
tem stwierdzi€, ze pozbawienie parikalcytolu
niekorzystnego dziatania hiperkalcemizujace-
go pozwala zachowac tej substancji wszystkie
»fizjologiczne” dziatania witaminy D (w menu
genoéw regulowanych przez obie substancje
aktywne znajdowaly si¢ geny dla wielu biatek

regulujacych wzrost komérek migsniéwki glad-
kiej, proces krzepnigcia i fibrynolizy oraz rege-
neracj¢ Srodbtonka) [16].

Ta sama grupa autoréw przebadala ostat-
nio wplyw tych samych ligandéw VDR (kal-
cytriolu i parikalcytolu) na ekspresj¢ niekto-
rych genéw w kardiomiocytach. Dodatkowo
autorzy poddali ocenie modyfikujacy wpltyw
aldosteronu na odpowiedz komoérek na od-
powiednie ligandy. W pracy wykazano, ze
aldosteron w istotny sposéb zmniejszat lub
wrecz catkowicie znosit ekspresje VDR oraz
w istotny sposob redukowat ekspresje mRNA
dla tego receptora. Dodatnie kalcytriolu i pari-
kalcytolu pozwolito jednak nawet w obecnosci
aldosteronu w duzych stezeniach odtworzyc
zawarto$¢ VDR w komdrkach — efekt ten byt
w przypadku obu ligandéw proporcjonalny do
ich dawki (stezenia) i bardzo podobny. Aldo-
steron w tym samym eksperymencie nie obni-
zat jednak zawarto$ci mRNA dla CYP24Al,
czyli  25-(OH)D,-24-hydroksylazy, enzymu
kluczowego w procesie inaktywacji agonistow
VDR (ekspresja ta byta w warunkach pod-
stawowych i po dodaniu aldosteronu niska).
Oba badane ligandy w identyczny sposéb in-
dukowaly mRNA dla CYP24A1 w obecnoSci
aldosteronu. Receptor dla witaminy D jest
jednym z istotnych czynnikéw kontrolujacych
ekspresje genu dla czynnika natriuretycznego
pochodzenia mézgowego (BNP, brain natriu-
retic peptide). W tym samym eksperymencie
stwierdzono, ze aldosteron podwyzszal ponad
4-krotnie zawarto§¢ mRNA dla BNP w kar-
diomiocytach. Kalcytriol i parikalcytol okazaty
si¢ natomiast jednakowo skutecznymi, silnymi
inhibitorami zwigkszonej ekspresji mRNA dla
BNP w obecnosci aldosteronu [17]. Te i inne
dane eksperymentalne Swiadcza, ze parikalcy-
tol zachowuje wiele whasciwosci ,,naturalnej”
witaminy D, ktdrych lek ten nie utracit przy
modyfikacji pozwalajacej na zniesienie wplywu
hiperkalcemizujacego.

Interesujace, ze taka zgodno$¢ pomigdzy
agonistami VDR nie zawsze jest pelna i — co
wazne — bardziej korzystna w przypadku pari-
kalcytolu. Ekspresja mRNA dla reniny w ner-
kach zwierzat eksperymentalnych pojawiata
si¢ w przypadku parikalcytolu przy stezeniach
10-krotnie wyzszych niz niezbedne do wywota-
nia efektu supresyjnego na przytarczyce, przy
czym zaréwno w tym, jak i w wyzszych steze-
niach leku nasilal si¢ efekt supresyjny w sto-
sunku do reniny przy braku efektu hiperkalce-
mizujacego. W przypadku kalcytriolu steZenie
hormonu réwniez musiato wzrosnaé 10-krot-
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nie ponad to, ktére prowadzito do supresji
transkrypcji mRNA dla PTH, aby zahamowac
ekspresjc mRNA dla reniny. Jednak wraz
z dalszym wzrostem st¢zenia kalcytriolu sita
hamowania ekspresji reniny zmniejszata sig,
natomiast efekt hiperkalcemizujacy narastal.
Mogloby to sugerowac, ze sama hiperkalce-
mia jest czynnikiem modyfikujacym ekspresje
mRNA dla reniny pod wplywem pobudzenia
VDR [18]. Te i inne dane eksperymentalne
wskazuja, ze przy odmiennym efekcie kalce-
micznym dziatanie parikalcytolu na synteze re-
niny i parathormonu jest podobne, jak w przy-
padku kalcytriolu [19].

Wyniki przetomowych prac eksperymen-
talnych przeprowadzonych przez grupe Sla-
topolsky’ego [20] wykazaly, ze podanie poje-
dynczej dawki 100 ng parikalcytolu zwierzeciu
laboratoryjnemu z mocznica powodowato
wzrost kalcemii odpowiadajacy podaniu 10 ng
kalcytriolu. Dalsze zwigkszanie pojedynczej
dawki do 1 ug powodowalo istotny wzrost ste-
zenia wapnia. W przewleklym podawaniu leku
obserwowano natomiast proporcjonalng do
dawki supresje wydzielania parathoromonu
i zmniejszenie ekspresji mRNA dla pre-pro-
-PTH w przedziale 8-75 ng/dawke przy braku
wplywu na wchtanianie wapnia lub fosforanow
z przewodu pokarmowego. Kalcytriol wykazy-
wat identyczny potencjat w hamowaniu synte-
zy PTH, natomiast towarzyszyl temu istotny
wzrost wchtaniania wapnia z przewodu pokar-
mowego. Pod wplywem wzrastajacych dawek
kalcytriolu dochodzito do wzrostu ekspresji
VDR w jelicie, podczas gdy zjawisko takie
nie zachodzito pod wplywem parikalcytolu, co
mozna byloby uznaé za swego rodzaju ,,odczu-
lanie” enterocytow na dziatanie omawianego
analogu [20, 21]. Wyniki tych badan w sposob
jednoznaczny wskazuja na odmienny (selek-
tywny) wplyw parikalcytolu na komorki jelit
i przytarczyc.

Proces transportu wapnia w jelicie sktada
si¢ z co najmniej 3 istotnych etapéw. Sa to: po-
boér wapnia przez kanal wapniowy TRPV6 (cal-
cium transport chanel), okreslany takze mianem
epithelial calcium channel 2, ECaC2), transport
transcelularny wapnia migdzy biegunem lu-
minalnym i bazolateralnym przez kalbindyne¢
D9K (vitamin D-dependent calcium binding
protein) oraz oddanie jonéw wapnia do mi-
krokrazenia dzigki aktywnemu transportowi
posredniczonemu przez PMCAI1 (plasma
membrane calcium ATP-se) na biegunie bazo-
lateralnym. Kalbindyna oraz btonowy kanal
wapniowy TRPV6 sa genami ,,docelowymi”
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dla VDR. Zalezny od witaminy D wzrost re-
sorpcji jelitowej wapnia i hiperkalcemia zale-
73 od znacznego wzrostu ekspresji kalbindy-
ny i TRPV6 w komoérkach Sluzéwki jelit. Pod
wplywem kalcytriolu obserwuje si¢ takze wy-
raznie wzmozony ,,pasaz” wapnia mi¢dzy blo-
na luminalng i bazolateralna [2, 22]. Parikalcy-
tol (19-nor-1,25-(OH),D,), w przeciwienstwie
do 1,25-(OH),D,, nie powoduje wzrostu trans-
portu transcelularnego wapnia w komodrkach
jelit. Pod wplywem parikalcytolu nie obserwu-
je si¢ takze wzrostu ekspresji mRNA dla kal-
bindyny (Scislej — ekspresja taka pojawia sig,
natomiast jest ona 10-krotnie stabiej wyrazona
niz w przypadku podania 1,25-(OH),D,). Pari-
kalcytol zwicksza natomiast ekspresje mRNA
dla TRPV®6, jednak stabiej w stosunku do
1,25-(OH),D, i 1,25-(OH),D,; zadna z wymie-
nionych substancji nie ma natomiast wplywu na
ekspresjc mRNA dla PMCAI1. Mozna bytoby
zatem podsumowad, ze kluczowa z punktu wi-
dzenia zapobiegania hiperkalcemii przez pari-
kalcytol jest zdolno$¢ do hamowania transportu
wapnia przez kalbindyne wskutek braku istot-
nej indukcji transkrypcji genu dla tego biatka
w komorkach jelita (oraz — w mniejszym stop-
niu — stabsza indukcja syntezy TRPV6). W wie-
lu wezesSniejszych badaniach sugerowano, ze ten
wlasnie etap jest krytyczny z punktu widzenia
tempa wchlaniania wapnia w jelicie [22].

INNE CZYNNIKI MODYFIKUJACE
ODPOWIEDZ NA LIGANDY VDR

Opisane powyzej zagadnienia w najmniej-
szym stopniu nie wyczerpuja zlozonosSci me-
chanizméw regulujacych ostateczny sposob
odpowiedzi biologicznej na ,natywna” wita-
ming D lub inne ligandy VDR. Jednym z bar-
dzo istotnych zagadnien sa na przyktad liczne
polimorfizmy VDR oraz jego potranslacyjna
modyfikacja. Zidentyfikowano liczne warianty
VDR, ktére powoduja, ze pomimo prawidio-
wej jego zawartoSci w komdrkach, dochodzi do
objawéw opornosci na witamine D [4]. Innym
ciekawym zjawiskiem sa stany chorobowe wa-
runkujace ostateczny efekt biologiczny ligan-
du. Oporno$¢ na dzialanie witaminy D jest
zjawiskiem znanym powszechnie nefrologom,
natomiast badania podstawowe pozwalaja
na wyjasnienie molekularnego podtoza tego
zjawiska. Okazato si¢ migdzy innymi, ze w za-
awansowanej mocznicy dochodzi do bardzo
istotnej redukcji zawartoSci receptora RXR
w komorkach. Toksyny mocznicowe (ultrafil-
trat osocza mocznicowego) prowadza do upo-



§ledzenia interakcji migdzy heterodimerem
VDR-RXR a VDRE. Kalretikulina, biatko
gromadzace si¢ miedzy innymi w komodrkach
przytarczyc w mocznicy, ma zdolnos¢ wiazania
wielu receptoréw jadrowych, w tym takze kom-
pleksu VDR-RXR. Jednym z mechanizméw
indukujacych wzrost zawartoSci kalretikuliny
jest hipokalcemia [6].

Szczegblng role w modyfikowaniu efek-
téw biologicznych pobudzenia VDR odgry-
wajg fosforany. Jedna z wiodacych badaczek
mechanizméw dziatania witaminy D, Ruth
Wu-Wong z laboratoriéw Amgena w Illinois,
stwierdzita, ze spectrum genéw, ktérych eks-
presja ulega modyfikacji pod wptywem pari-
kaleytolu w réznych typach komorek, istotnie
zalezy od stezenia fosforanéw. I tak, w komor-
kach migsniowki gladkiej naczyn parikalcitol
zwiekszat ekspresje mRNA dla trombomodu-
liny ponad 3-krotnie przy niskim (0,9 mmol/l)
stezeniu fosoforanéw w Srodowisku, natomiast
ekspresja mRNA dla tego biatka pod wplywem
leku znaczaco spadala przy wzroscie zawar-
tosci fosforanéw do 2,06 mmol/l. Samo tylko
zwickszanie fosforandéw nie miato znacznego
wplywu na ekspresjc mRNA dla tego biatka.
Z kolei parikalcytol w znaczacy sposéb ha-
mowat ekspresj¢ mRNA dla trombospondy-
ny 1 w niskim stezeniu fosforanéw, natomiast
efekt supresyjny leku znaczaco zmniejszat si¢
(chociaz byt nadal zauwazalny) przy zwiek-
szaniu ich stezenia. Lek zmniejszal ekspresje
mRNA dla inhibitora tkankowego aktywatora
plazminogenu typu pierwszego (PAI-1, pla-
sminogen activator inhibitor type 1) przy niskim
stezeniu fosforanéw, lecz w tym przypadku
zwickszanie ich zawartos$ci w Srodowisku po-
zostawato bez wplywu na supresyjne dzialanie
parikalcytolu na ten gen. Wzrost stezenia fos-
foran6w nie miat takze wplywu na indukcje lub
hamowanie przez parikalcytol ekspresji genéw
dla biatka macierzy Gla, kolagenu typu 1 i fos-
fatazy alkalicznej, natomiast zmniejszat wpltyw
leku na gen dla osteopontyny. Zastosowanie
technik analizy mikromacierzy pozwolito na
wykazanie, ze w niskim stgzeniu fosforandw
parikalcytol aktywuje 195 genéw i hamuje
130. Przy zwickszeniu stgzenia fosforanow
lek zachowuje natomiast wpltyw na 86 (z kto-
rych aktywuje 55 i hamuje 31). Produkty wielu
z tych gendw (lub klasteréw gendw) petnia za-
sadniczg role w regulacji proceséw krzepnigcia
i fibrynolizy, syntezy macierzy pozakomorko-
wej 1 eikozanoidéw, aktywnoSci stresu oksy-
dacyjnego i innych. Z punktu widzenia badan

nad rolg witaminy D w rozwoju choréb serca
i naczyh szczeg6lnie ciekawe jest stwierdzenie,
ze w komodrkach zwierzecych przypominaja-
cych komorki aparatu przyktebuszkowego pa-
rikalcitol istotnie hamowal ekspresje genu dla
reniny przy stezeniu fosforanéw 0,9 mmol/l.
Zwickszenie stezenia fosforanéw w Srodowi-
sku do 2,06 mmol/l nie znosito jednak hamuja-
cego wplywu parikalcytolu na rening. W pod-
sumowaniu tych obserwacji mozna stwierdzic,
ze zmieniajace si¢ stezenie fosforanéw moze
w istotnym stopniu modyfikowaé aktywujacy
lub hamujacy wplyw leku na szereg genéw, co
w niektorych przypadkach moze pozwoli¢ na
zachowanie, a niektérych na zniesienie jego
efektow farmakologicznych [23].

Hamujacy wplyw na interakcje kompleksu
VDR-RXR z genomem moze wywiera¢ ponad-
to wiele cytokin, ktére wedlug wspotczesne;j teo-
rii mocznicy odgrywaja kluczowa role w rozwoju
szeregu jej powiktan narzadowych [6].

Obok opisanych wyzej licznych efektow,
witaminie D przypisano ostatnio dodatkowa
jeszcze, odrebna wlasciwos¢, jaka jest rola
»sensora” komoérkowego dla kwaséw zotcio-
wych. Okazalo sig, ze kwas litocholowy i wie-
le pochodnych kwaséw zotciowych ma zdol-
nos¢ aktywacji receptora dla witaminy D (s
to tzw. niesekosteroidowe ligandy VDR, dla
odrdznienia od ligandéw sekosteroidowych;
terminem ,,sekosteroidy” okresla si¢ substancje
majace strukture steroidowa, jednak z ,,peknie-
tym” pierScieniem B — jak w przypadku wita-
miny D). Oznacza to, ze kwasy zélciowe moga
rowniez wplywaé na ostateczng odpowiedz ko-
morki na ligandy VDR. Kwasy zotciowe wiaza
sic z VDR w innym miejscu receptora niz kal-
cytriol i prowadza do odmiennych zmian kon-
formacyjnych w jego obrebie. Aktywacji VDR
przez kwasy z6lciowe nie towarzyszy efekt kal-
cemiczny. Zalezno$¢ fizjologiczna pomiedzy
kwasami z6lciowymi i efektami metaboliczny-
mi VDR, w tym zwlaszcza rownowaga mine-
ralna, nie zostala jednoznacznie okreslona,
poza znanym od dziesi¢cioleci ich istotnym
wplywem na wchlanianie witaminy D. Po-
niewaz jednak kwasy zotciowe sa uznawane
powszechnie za zwiazki silnie toksyczne, naj-
prawdopodobniej VDR posredniczy w pro-
cesach obrony przed ich efektami niepoza-
danymi [2, 24].

Czynniki wplywajace na ostateczna od-
powiedZ w postaci transkrypcji mRNA dla ok-
reslonego genu pod wplywem VDR przedsta-
wiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Mechanizmy dziatania receptora dla witaminy D warunkujace rodzaj dziafania, site
odpowiedzi i selektywnos$¢ jego agonistow

Droga podania ligandu

toksyny mocznicowe)

Powinowactwo ligandu do osoczowych biatek transportujgcych
Powinowactwo ligandu do wewnatrzkomorkowych biatek transportujacych
Powinowactwo ligandu do VDR

Rodzaj powstajacych pod wptywem ligandu heterodimerow VDR (lub homodimeru
VDR,); proporcje pomigdzy powstajacymi typami heterodimerow/homodimerem

»Konkurencja” o VDR — dostegpnosc¢ innych agonistow VDR w komorce

»Konkurencja” o RXR i RAR, wptywajgca na proporcje pomigdzy heterodimerami
VDR-RXR/VDR-RAR/RXR-RAR

Whptyw ligandu na aktywacje genu dla VDR i indukcje ekspresji VDR
Rodzaj koregulatorow przytaczanych do kompleksu VDR-RXR-ligand
Podatnos¢ ligandu na inaktywacije (np. przez CYP24A1)

Sita i rodzaj dziatan pozagenomowych ligandu

Stopien ekspresji czynnikdw modulujacych czynno$¢ kompleksu VDR-RXR-ligand
(np. hipo- i hiperkalcemia, hipo- i hiperfosfatemia, cytokiny prozapaine,

STRESZCZENIE

Witamina D od dawna nie jest traktowana jedynie
jako czynnik odpowiedzialny za homeostaze wap-
nia i fosforu oraz metabolizm kosci. Odkrycie, ze
receptor dla witaminy D (VDR) kontroluje transkryp-
cje wielu genow catkowicie niemajacych zwigzku
Z ,klasycznie” pojmowanym dziataniem witaminy D,
spowodowato, ze substancja ta znalazta si¢ w cen-
trum zainteresowania takze w profilaktyce i lecze-
niu chordéb ukfadu sercowo-naczyniowego, Nnowo-
twordw, przewlekiych nefropatii, chorob o podfozu
autoimmunologicznym i wielu innych. Pobudzanie
wchfaniania wapnia przez kalcytriol nie pozwala
jednak zastosowac¢ witaminy D lub jej prekursorow
nie tylko w wymienionych, nowych wskazaniach.
Przydatnos¢ tych form leku jest takze ograniczona

PODSUMOWANIE

Lektura Zrédet omawiajacych mecha-
nizmy dziatania witaminy D jest zajeciem
pasjonujacym. Nie sposéb jednak oprzec sie
wrazeniu, ze ta wyjatkowo skomplikowana
wiedza, ktéra zaréwno w poprzednim [25],
jak i w tym artykule autorzy starali si¢ przy-
blizy¢ Czytelnikowi ,,Forum Nefrologiczne-
go”, to tysigce puzzli, ktére zdotano odkryé
i poznaé, jednak wlasciwa uktadanka sktada
si¢ z dziesiatkéw lub setek tysiecy. Przykla-
dem takiej nieznanej cze$ci uktadanki jest na
przyktad zdolno$¢ aktywowania przez wita-
min¢ D ekspresji gendéw, ktére w ogdle nie
posiadaja VDRE. Niezwykle ciekawy i nieco
paradoksalny jest réwniez fakt, iz w wioda-
cych Swiatowych laboratoriach tworzy sie
nowe substancje lecznicze, ktére wprowa-
dza si¢ do terapii i wykorzystuje przez wiele
lat, a jednocze$nie przez caly ten czas kon-
tynuuje si¢ wysitki, aby w petni poznaé me-
chanizmy ich dziatania (tak, jak dzieje si¢ to
w przypadku parikalcytolu).

U pacjentow z wtorng (nerkopochodng) nadczyn-
noscig przytarczyc. Z tego wzgledu rozpoczeto in-
tensywne badania nad analogami witaminy D, kidre,
pozostajgc agonistami VDR w wiekszosci swoich
pozadanych dziatan, nie prowadzg jednak do wzro-
stu wchfaniania wapnia z przewodu pokarmowego
lub ich efekt w tym zakresie jest znacznie zreduko-
wany. W pracy przedstawiono zarys mechanizmow
dziatania VDR pod wptywem potgczenia z rdznymi
ligandami, w tym niehiperkalcemizujagcymi analoga-
mi witaminy D, oraz omowiono niektore czynniki re-
gulujace ten niezwykle zfozony proces. Szczegdlng
uwage poswigcono proponowanym mechanizmom
selektywnosci dziatania nowych agonistow VDR.

Forum Nefrologiczne 2012, tom 5, nr 1, 89-97

Stowa kluczowe: witamina D, receptor dla witaminy D,
agonisci receptora witaminy D, parikalcytol
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