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ZUSAMMENFASSUNG

Deutsche Zusammenfassung

Der Vitamin D-Mangel ist weltweit verbreitet. Allein in Deutschland sind laut aktueller Studienlage
mehr als die Halfte der Bevolkerung ungeniigend mit Vitamin D versorgt. In den letzten Jahren haufen
sich Publikationen die belegen, dass Vitamin D, neben der Regulation des Kochen- und
Kalziumstoffwechsels, an vielen anderen Vorgangen im Organismus beteiligt ist. Assoziationen
zwischen zahlreichen unterschiedlichen Erkrankungen, (darunter kardio-vaskuldre oder maligne
Erkrankungen, Infektions- und Autoimmunerkrankungen) und einem Vitamin D-Defizit werden
immer hdufiger beschrieben.

Unter unseren Lebensbedingungen miissen ca. 90 % des vom Korper bendtigten Vitamin D in der
Haut unter UV-B-Einfluss synthetisiert werden. Ziel der vorliegenden prospektiven, Kklinisch-
experimentellen Pilotstudie waren Untersuchungen zum Einfluss unterschiedlicher UV-
Bestrahlungssysteme auf den 25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegel und andere Gesundheitsparameter.
Dermatologische Patienten (n = 57) wurden dazu mittels Fragebogen zu personlichen Faktoren
(Geschlecht, BMI, Alter, Hauttyp), Sonnenverhalten, Erndhrungsgewohnheiten und Krankheitshistorie
befragt. Die 25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegel wurden vor, sowie nach einer und zwei Wochen
UV-Therapie bestimmt. VVor Beginn der Phototherapie zeigten 85,4 % der untersuchten Patienten
einen 25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegel unter 20 ng/ml. Dieser Prozentsatz liegt hoéher im
Vergleich zu publizierten Daten der gesamtdeutschen Bevolkerung (57 — 58 %). Wie in der Literatur
beschrieben, zeigten auch in unserem Untersuchungskollektiv junge und schlanke Patienten, sowie
Patienten mit regelmaBigen Solarium-Besuchen, tendenziell hohere 25-Hydroxyvitamin D-
Serumspiegel verglichen mit élteren, adipdsen Patienten und Probanden die angaben, nie ein Solarium
besucht zu haben. Probanden, die anamnestisch von einer osteoporotischen Fraktur berichteten,
zeigten nicht signifikant, niedrigere 25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegel (6,0 ng/ml) im Vergleich zu
Patienten die keine oder eine andere Fraktur erlitten hatten (13,3 ng/ml) (p = 0,209). Geschlecht,
Hauttyp, dermatologische Grunderkrankung, oder der Verzehr von Fisch verzeichneten keinen
wegweisenden Einfluss auf den Baseline-25-Hydroxyvitamin D-Spiegel. Patienten, die regelméRigen
Gebrauch von Sonnencreme erwdhnten, zeigten tendenziell hohere 25-Hydroxyvitamin D-
Serumspiegel vgl. mit Patienten die angaben, gelegentlich oder nie einen Sonnenschutz zu verwenden
(p = 0,052), mdglicherweise ist der Gebrauch von Sonnenschutzmittel ein Indikator fiir regelméiige
UV-Exposition.

Nach zwei Wochen UVB-Schmalspektrum-Therapie (311 nm) zeigte sich im untersuchten Kollektiv
ein signifikanter Anstieg des 25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegels (Median: von 11,4 ng/ml auf 20,15
ng/ml, p < 0,001). In der PUVA-Kontrollgruppe waren wahrend dieser Zeitspanne keine wesentlichen
Verdnderungen im 25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegel zu verzeichnen. Als maligeblichen

Einflussfaktor auf die Hohe des 25-Hydroxyvitamin D-Anstiegs unter Phototherapie konnten wir den




Baseline-25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegel identifizieren, hierbei ergab sich eine signifikant

negative Korrelation zwischen beiden Parametern (p = 0,001, r = -0,835).

Unter UVB-Schmalspektrum-Therapie fanden wir keine wesentlichen Effekte auf Blutdruckwerte
oder verschiedene Laborparameter (CRP, HbA,, Cholesterin, Triglyceride, HDL, LDL). Dies ist
moglicherweise durch den relativ kurzen Untersuchungszeitraum bedingt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, genetische Ursachen des Vitamin D-Mangels zu
erforschen. Hierfiir wurden insgesamt zehn Polymorphismen in drei Genen des Vitamin D-Systems
(Vitamin D-Rezeptor, Vitamin D-bindendes Protein und 25-Hydroxylase CYP2R1) auf Korrelationen
mit den Baseline-25-Hydroxyvitamin D-Serumspiegel untersucht. Drei Polymorphismen im Vitamin
D-bindendem Protein wiesen einen signifikanten Einfluss auf den Baseline-25-Hydroxyvitamin D-
Serumspiegel auf (rs4588, p = 0,028; rs1155563, p = 0,040 und rs2282679, p = 0,049). AbschlieRend
untersuchten wir die zehn Polymorphismen auf ihre Assoziation mit dermatologischen Erkrankungen.
Um die Allel-Verteilung innerhalb der Normalbevélkerung zu repréasentieren, wurden DNA-Proben
von 384 gesunden Probanden (192 weibliche und 192 mannliche) genotypisiert. Vier Polymorphismen
im Vitamin D-Rezeptor (rs7975232, rs731236, 2107301, 11574143) und zwei im Vitamin D-
bindenden Protein (rs4588, rs7041) wiesen signifikante Differenzen der Allel-Prévalenz zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe auf (p < 0,001 — 0,039).

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Pilotstudie neben entscheidenden Ergebnissen
bezlglich Pravalenz und Bedeutung des Vitamin D-Mangels, auch interessante neue Erkenntnisse zur
UVB-vermittelten kutanen Vitamin D-Synthese gewonnen werden, welche die Grundlage fur

zukiinftige, umfassendere Untersuchungen darstellen.




Englische Zusammenfassung

Vitamin D-deficiency is common worldwide. Recent studies have shown that approximately 50 % of
the German population are not receiving sufficient vitamin D. Beside the classical role of vitamin D in
bone and calcium metabolism, several recent publications have reported that vitamin D is involved in
many biological processes and disease conditions. For example, vitamin D deficiency was associated

with cardiovascular diseases, cancer, risk of infections, and autoimmune diseases.

Under physiological conditions, approximately 90 % of vitamin D requirements are synthesized in the
skin by means of UVB light. The aim of the current prospective clinical study was to investigate the
effect of therapeutically indicated UV treatment on serum concentrations of 25-hydroxyvitamin D in
patients with skin lesions. Moreover we investigated any potential relationship between serum 25-
hydroxyvitamin D and certain polymorphisms related to vitamin D metabolism. The study included 57
patients with skin lesions who visited our clinic for UV-therapy. A standardised interview was
conducted and information on lifestyle factors (age, weight, dietary habits, sun exposure) and disease
history was collected. Serum concentrations of 25-hydroxyvitamin D were measured before and after

one and two weeks of UV therapy.

Low serum concentrations of 25-hydroxyvitamin D (< 20 ng/ml) were detected in 85.4 % of the
participants at baseline. The prevalence of low vitamin D in the general population in Germany is
approximately 58 %. Therefore, our study on patients with skin lesions showed higher prevalence of
vitamin D deficiency. Moreover, as reported in earlier studies, lean individuals, those with younger
age, and those who reported regular exposure to UV (solarium) tended to have higher serum
concentrations of 25-hydroxyvitamin D compared to overweight, older, and those who did not
reported UV exposure, respectively. Patients who reported osteoporotic fractures had lower serum
concentrations of 25-hydroxyvitamin D compared with those who did not reported fractures, even if
not significant (mean 6.0 vs. 13.3 ng/ml; p = 0.209). In contrast, sex, skin type, skin lesion, or dietary
intake of fish showed no association with serum 25-hydroxyvitamin D at baseline. Patients who
reported regular usage of sunscreen tended to have higher 25-hydroxyvitamin D concentrations
compared with patients who did not regularly used suncreams (p = 0.052). This was probably related

to a higher exposure to sun, not by sun cream.

Median serum concentrations of 25-hydroxyvitamin D showed a significant increase (median 25-
hydroxyvitamin D changed from 11.4 to 20.15 ng/ml; p < 0.001) in patients after two weeks of UVB
narrowband- (wave length 311 nm) therapy. In contrast, the concentrations of 25-hydroxyvitamin D
showed no significant change two weeks after treatment with UVA. Baseline concentration of 25-
hydroxyvitamin D was the most important predictive factor for the increase in 25-hydroxyvitamin D
concentrations after UVB therapy. Baseline concentrations of 25-hydroxyvitamin D were negatively

correlated with the increase in vitamin D after therapy (spearman correlation r = -0.835, p = 0.001),




meaning that patients with lowest levels showed the highest increase in 25-hydroxyvitamin D. The
treatment with narrowband-UVB had no influence on other measured outcomes like blood pressure,
plasma lipids, CRP, or HbA,,, probably because of the short follow-up duration.

We further tested 10 polymorphisms in vitamin D receptor, vitamin D binding protein, and
25hydroxylase CYP2R1 and looked at potential association with baseline 25-hydroxyvitamin D
concentrations. Three polymorphisms in vitamin D-binding protein (rs4588, rs1155563, rs2282679)
showed a significant effect on concentrations of 25-hydroxyvitamin D in serum (all p < 0.05). Finally,
we tested a potential association of certain genotypes with skin diseases. For this purpose, we first
established the prevalence of the genotype in a random population sample of 384 participants (50 %
men). The allele prevalence of four polymorphisms in vitamin D-receptor (rs7975232, rs731236,
rs2107301, rs11574143) and two polymorphisms in vitamin D-binding protein (rs4588, rs7041)
showed significant differences between patients with dermatologic lesions and the population sample
(p < 0.05), suggesting an effect of the polymorphisms of an interaction with vitamin D in the aetiology

of dermatologic diseases.

Taken together, the current study has shown that UVB-treatment increases serum concentrations of
25-hydroxyvitamin D. Moreover, a distinct prevalence of polymorphisms in vitamin D receptor and
vitamin D-binding protein in patients with dermatologic diseases strongly suggests a genetic
predisposition or a gene-nutrient interaction in term of disease prevention or predisposition. Future

studies may investigate these potential genetic and modifiable factors.




Einleitung

1 Einleitung

1.1.1  Einfihrung in die Fragestellung
Der aktive Vitamin D-Metabolit 1,25-Dihydroxyvitamin D (1,25(OH),D5) ist ein seco-Steroidhormon.
Seine Vorlaufermolekiile, das so genannte Vitamin D und Prdvitamin D werden in der Haut unter
Einfluss von ultravioletter Strahlung (UVB) gebildet und ins Blut abgegeben. In der Leber
produziertes 25-Hydroxyvitamin D (25(OH)Ds) ist die primare Speicher- und Transportform des
Vitamin D im menschlichen Korper. Erniedrigte 25(OH)D3s-Serumspiegel gelten als Indikator flr
einen Vitamin D-Mangel.
Seit langem ist bekannt, dass Vitamin D den Knochen- und Kalziumstoffwechsel reguliert. Aktuelle
Studien belegen jedoch, dass Vitamin D-Mangel mit zahlreichen Erkrankungen wie Osteoporose,
Osteomalazie, diversen  Malignomen wie Kolon-, Prostata- und Mammakarzinom,
Autoimmunerkrankungen u.a. Multiple Sklerose, Morbus Basedow und Diabetes mellitus Typl, aber
auch Herz-Kreislauferkrankungen assoziiert ist (Holick, 2004, Dusso et al., 2005, Garland et al.,
2006a, Giovannucci, 2006a, Holick, 2008). In diversen Studien wurde weiterhin aufgezeigt, dass ein
Vitamin D-Mangel verschiedene Gesundheitsparameter, wie Blutdruck, Entziindungswerte,
Blutzucker- und Cholesterinspiegel ungiinstig beeinflusst (Holick, 2007b, Osmancevic et al., 2009).
Der Vitamin D-Mangel ist heutzutage ein weit verbreitetes Problem, insbesondere in den westlichen
Industriel&ndern. Es wird angenommen, dass weltweit insgesamt 1 Milliarde Menschen ungenuigend
mit Vitamin D versorgt ist und an einem Vitamin D-Mangel leidet (Holick, 2007b). Allein in
Deutschland sind 57 % der Ménner und 58 % der Frauen ungenugend mit Vitamin D versorgt. In
einem Kollektiv mit 65 - 79 jahrigen Frauen lag der Prozentsatz mit 75 % noch wesentlich hoher
(Hintzpeter et al., 2008a). Untersuchungen zur kutanen Vitamin D-Synthese sind daher von grof3er
gesundheitsbkonomischer Relevanz.
In der Literatur ist gut belegt, dass der 25(OH)Ds-Serumspiegel nach UVB-Bestrahlung ansteigt
(Osmancevic et al., 2009, Bogh, 2012). Der Einfluss individueller Faktoren, wie Alter, Hauttyp,
Geschlecht, BMI sowie der verabreichten Strahlungsdosis und genetische Varianten
(Polymorphismen, SNPs) des Vitamin D-Systems auf den 25(OH)Ds-Serumspiegel ist bislang nur
unzureichend untersucht. Welche konstitutionellen und genetischen Faktoren den 25(0OH)Ds-
Serumspiegel und dessen Dynamik nach UV-Bestrahlung beeinflussen, sowie die daraus

resultierenden gesundheitlichen Konsequenzen, sind Ziel und Fragestellung dieser Arbeit.

Fir diese Untersuchungen wurden 36 Patienten (Psoriasis vulgaris, atopische Dermatitis und andere
Dermatosen) auserwéhlt, welche eine UVB-Schmalspektrum-Therapie (nUVB) erhielten. Um die

Wahrscheinlichkeit einer statistischen Verzerrung oder eines systematischen Messfehlers (BIAS) zu
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minimieren, wurde eine zusatzliche PUVA-Kontrollgruppe mit 21 Pateinten einbezogen. Anhand der
ausgewerteten Patientenfragebdgen, Labor- und Gesundheitsparameter sowie Polymorphismus-

Studien sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden.

1.1.2 Fragestellung dieser Dissertation

Die Fragestellungen dieser Studie lassen sich in den folgenden Punkten zusammenfassen:
Hauptfragestellung:
1. Wie hoch ist die Vitamin D-Mangel Pravalenz im untersuchten Kollektiv?
2. Beeinflussen individuelle, personliche Voraussetzungen sowie Umweltfaktoren den
25(0OH)D3-Serumspiegel?
3. Welchen Einfluss hat die nUVB-Therapie auf den 25(OH)Ds-Serumspiegel?

Weitere Fragestellungen:
1. Ist der 25(0OH)Ds-Serumspiegel mit Biomarkern (CRP, HbA;., Cholesterin, Triglyceride,
HDL, LDL) oder Vitamin D-Mangelerkrankungen assoziiert?
2. Zeigen Polymorphismen im Vitamin D-Rezeptor, dem Vitamin D-bindenden-Protein oder der

Vitamin D 25-Hydroxylase Assoziationen mit bestimmten Hauterkrankungen?

1.2 Vitamin D: chemische Struktur und Eigenschaften

Biochemisch gehort das Vitamin D oder Calciferol zur Gruppe der Secosteroide. Aufgrund seiner
chemischen Struktur, dem tetrazyklischen Grundgerust (drei Sechserringe und ein Fiinferring) mit
jeweils unterschiedlichen Substituenten, &hnelt es den Steroid-Lipiden (Abb. 1). Es zeigt eine unpolare
Ladung und &hnelt strukturell, den klassischen Steroidhormonen (Cortisol, Aldosteron etc.). Anhand
dieser Eigenschaften erfolgt der Transport zum Zielorgan proteingebunden uber den Blutweg. Die
Wirkung an der Zielzelle beginnt nach Durchdringen der Zellmembran und Bindung an einen
nukleédren Vitamin D-Rezeptor (VDR). Der VDR ist ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor
welcher, nach Bindung an die DNA, die Transkription des Zielgenes steuert und den Stoffwechsel
beeinflusst. Aufgrund all dieser Eigenschaften wird Vitamin D als Hormon deklariert (Holick et al.,
1980, Haussler et al., 1998).

Es gibt zwei Formen des Vitamin D, das Vitamin D, und Ds; (Abb. 1). Diese unterscheiden sich in der
Seitenkette des Sterol-Grundgeristes. Vitamin D, (Ergocalciferol) entsteht in Pflanzen aus der
Vorstufe Ergosterol. Es wird durch UV-Bestrahlung gebildet und gelangt tber pflanzliche Nahrung in

den menschlichen Organismus. Vitamin D; oder Cholecalciferol ist das wichtigste unter den
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Calciferolen. Es wird entweder in der Haut aus 7-Dehydrocholesterin (7-DHC) synthetisiert, oder mit
tierischer Nahrung aufgenommen und im Dunndarm resorbiert. Cholecalciferol selbst ist biologisch
inaktiv und wird erst durch Hydroxylierungen in verschiedenen Organen wie Leber und Niere zum
aktiven Metabolit, 1,25(0OH),Ds; umgewandelt (Holick et al., 1980, Milde, 1991, Norman, 1998).

H H
N N
| |
| \
HO

HO
Vitamin D, Vitamin Ds
Ergocalciferol Cholecalciferol
/<—;H oH F;H

‘ |
HO . | HO .
25(0OH)Ds (Calcidiol) 1,25(0OH),D; (Calcitriol)
25-Hydroxy-Vitamin D 1,25-Dihydroxy-Vitamin D
Hydroxycholecalciferol Dihydroxycholecalciferol

Abbildung 1: Strukturformeln der wichtigsten Metabolite im Vitamin D-Stoffwechsels, (School of Chemistry,
University of Bristol/UK) http://www.chm.bris.ac.uk/webprojects2002/schnepp/vitamind.html)

1.3 Vitamin D-Stoffwechsel des Menschen

1.3.1 Synthese von Vitamin D in der Haut
Unsere Nahrung enthalt sehr wenig Vitamin D, abgesehen von fettigem Seefisch und Fischleberdl.
Der Korper ist in der Lage, den Bedarf an Vitamin D durch endogene Synthese in der Haut zu decken.
Folglich stammen 90 % der gesamten Vitamin D-Serumkonzentration aus der Haut (Holick et al.,
1980, Holick, 1995). Wé&hrend bzw. nach einem ausgedehntem Sonnenbad wird eine Menge von
10.000 - 20.000 IU/d Vitamin D (11U= 25ng Vitamin D) in der Haut gebildet (Hollis, 2005, Holick et
al., 2007). Die kutane Vorstufe von Vitamin D, das 7-DHC, weist im Stratum Spinosum und im
Stratum basale der Epidermis die hchste Konzentration auf (~25-50 mg/cm? der Haut) (Holick, 1981,
Norman, 1998). In der Leber wird 7-DHC aus Cholesterol mithilfe der Cholesteroldehydrogenase
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synthetisiert. Uber den Blutstrom gelangt 7-DHC wegen seiner hydrophoben Eigenschaften, an
Transportproteine gebunden, zu den Keratinozyten. Innerhalb der Keratinozyten ist 7-DHC zu 80 %
Bestandteil der Plasmamembran und zu 20 % im Zytosol vorzufinden (Lehmann et al., 2010). Unter
Einwirkung von UV-Licht (UVB) mit einer Wellenldnge von 290 — 315 nm und einer Dosis von
mindestens 18 mJ/cm? entsteht aus dem 7-DHC das Pravitamin D (Webb et al., 1988, Matsuoka et al.,
1990) (Abb. 2). Diese photochemische Reaktion ist gekennzeichnet durch den Aufbruch des B-Rings
im 7-DHC zwischen Atom C9 und C10, woraus 9,10-seco-sterol-Provitamin Dj; entsteht. Das
Maximum der Pravitamin D3-Synthese erfolgt bei einer Wellenldnge von 297 nm und wird durch den
7-DHC-Gehalt der Haut limitiert (Holick et al., 1980, Matsuoka et al., 1988).

Préavitamin D3 ist thermodynamisch instabil und isomerisiert binnen etwa 8 h (durch Verschiebung
einer Doppelbindung) zum stabilen Vitamin D; (Holick, 1995). In Experimenten wurde gezeigt, dass
bereits 2,5 h nach UV-Bestrahlung 50 % des Pravitamin D3 in Vitamin D3 umgewandelt wurden. Dies
erklart den schnellen Anstieg der Vitamin Dz-Serumkonzentration, dessen Maximum 12 — 24 h nach
UVB-Bestrahlung erreicht wird (Holick, 1981). Durch Sonnencreme mit Lichtschutzfaktor 8 wird die
Vitamin D-Synthese bis zu 95 % gehemmt (Clemens et al., 1982). Eine aktuelle Studie von Faurschou
zeigte, dass die Haut trotz Sonnencreme Vitamin D synthetisiert. Die Vitamin D-Synthese wird erst ab
einer Sonnencreme-Auftragsdicke von mehr als 2 mg/cm? vollstandig inhibiert (Faurschou et al.,
2012). Das in der Haut gebildete Vitamin D3 gelangt im Blut, gebunden an das VDBP zur Leber. Dort

findet der erste Schritt zur biologischen Aktivierung statt.

Eine Uberdosis an Vitamin D durch exzessive UV-Einstrahlung wurde bisher nicht beschrieben, da
sich der Korper durch Produktion biologisch inaktiver Metabolite vor einer kurzfristigen Vitamin D
Intoxikation schitzt. Zu diesen Metaboliten gehdren u.a. Lumisterol und Tachysterol (Holick et al.,
1981). Weiterhin wird das nicht abtransportierte Vitamin D3 durch fortbestehende UVB-Strahlung (bis
zu 345 nm) in mindestens 3 weitere unwirksame Produkte (Suprasterol-1 und Suprasterol-2 sowie 5,6-
Transvitamin D3;) umgewandelt. Diese Reaktionen sind bei Bedarf reversibel (Webb et al., 1989)
(Abb. 2).

Ein hoher Melaningehalt der Haut hemmt die UV-induzierte kutane Vitamin D-Synthese. Melanin
wird in den Melanozyten der epidermalen Basalzellschicht gebildet und in Melanosomen gespeichert.
Nach UV-Strahlung wird Melanin in das umliegende Hautgewebe abgegeben und erhéht dort die
Pigmentierung der Haut. Es absorbiert UV-Licht im Wellenldangenbereich von 290 - 320 nm und
konkurriert folglich mit 7-DHC um die UV-Strahlung. Dies verhindert langerfristig eine zu starke
Vitamin D-Bildung bzw. -Intoxikation (Holick et al., 1980, Holick et al., 1981).




Einleitung

Haut

UVB-Licht

T-Dehydrocholesterol UVB-Licht -

CH;

CHs

Tachysterol
CHs

Vitamin Dy HsC

CH, w—‘ucm
AN

Suprasterol-1 und -2,
| 5,6-Transvitamin D3

|
N Blut
DEP DEP-D3

u. a. Lumisterol

HO™

Abbildung 2: Kutane Vitamin D-Synthese (vereinfacht nach Holick (1995) und Norman (1998))

1.3.2 Regulation der Vitamin D-Synthese in der Haut

Physiologische-, genetische- sowie Umweltfaktoren kdnnen die Synthese von Vitamin D; in der Haut
beeinflussen oder limitieren. Dazu gehoren das Alter, der Gehalt an 7-DHC sowie die Melanin-
Konzentration der Haut. Auch der Gebrauch von Sonnenschutzmitteln, Kleidung und der individuelle
Hauttyp spielen eine grof3e Rolle. Je nach Standort der Sonnenexposition haben Tages- und Jahreszeit,
Breitengrad, Luftverschmutzung und Ozon-Belastung einen Einfluss auf die Vitamin D-Synthese
(Lehmann et al., 2010).

Ab einem Alter von 20 Jahren nimmt die Dicke der Haut kontinuierlich ab. Der Gehalt an 7-DHC
sinkt stetig. Es konnte gezeigt werden, dass dabei die Kapazitat der Vitamin Ds-Synthese im Alter von
77 - 82 Jahren, im Vergleich zu 8 - 18 Jahrigen um den Faktor 3 sinkt (Maclaughlin et al., 1985).
Andere Studien zeigen, dass hellhdutige Hauttypen unter gleichen Bedingungen wesentlich schneller
und mehr Vitamin D bilden als dunkle Hauttypen. Um nach UV-Strahlung aquivalente Vitamin D-
Konzentrationen zu produzieren, misste ein Dunkelhdutiger die bis zu 6-fache UV-Dosis eines
Hellhdutigen erhalten (Clemens et al., 1982). Der 25(OH)Ds-Spiegel dunkler Hauttypen stets um ca.
50 % niedriger, verglichen mit hellen Hauttypen, identischer Breitengrade und Jahreszeiten (Dawson-
Hughes, 1997). Eine aktuelle Studie postuliert hingegen, dass keine Korrelation zwischen dem Anstieg
der 25(OH)Ds-Serumkonzentration nach UV-Therapie und dem Hauttyp bestehe, wohl aber zwischen
den 25(OH)D3;-Ausgangswerten (= Baseline-Werte) und der Cholesterin-Konzentration (Bogh et al.,
2010).
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1.3.3  Nutritive Vitamin D-Aufnahme
Aus der Nahrung aufgenommenes Vitamin D, und D3 spielt besonders im Winter eine groRe Rolle, da
dann die Energie der Sonneneinstrahlung nicht ausreicht, um gentgend Vitamin D in der Haut zu
bilden. Generell leistet das oral aufgenommene Vitamin D jedoch nur einen geringen Anteil von ca. 10
% am gesamten Vitamin D-Haushalt (Holick et al., 1980). Vitamin D wird intestinal aufgenommen
und im Pfortaderblut an VDBP gebunden. Auf die orale Vitamin D-Dosis wird in Kapitel 1.11.1

,»Orale Substitution von Vitamin D* explizit eingegangen.

1.3.4 Hepatische Hydroxylierung von Vitamin D zu 25(0OH)D;

Das in der Haut synthetisierte Vitamin D3, sowie das mit der Nahrung aufgenommene Vitamin D, und
D3, gelangen tber den Blutweg zur Leber. Dort werden sie durch Enzyme mit 25-Hydroxylase-
Aktivitat in 25(OH)D; umgewandelt (Abb. 4), um anschliefend zur Niere und anderen Organen
transportiert zu werden.

Zu den wichtigsten Enzymen dieser Hydroxylierung zéhlen die Vitamin D-25-Hydroxylase
[25(0OH)ase, CYP27A1], ein mitochondriales P450 Enzym und/oder CYP2R1, ein mikrosomales
Enzym der P450 Gruppe (Lehmann et al 2010, Dusso et al 2005). Die Synthese von 25(0OH)D; kann
jedoch auch durch andere Vertreter der Cytochrom P450-Familie mit 25-Hydroxylase-Aktivitat
erfolgen. Dazu zéhlen CYP2D6, CYP2C11, CYP3A4, CYP2D25, und CYP2J3 (Ohyama et al., 2004,
Prosser et al., 2004). Bisher ist fiir die Hydroxylierung am Kohlenstoffatom C-25, auf3er der Zufuhr
von Vitamin D3 und D, keine nennenswerte Regulation bekannt (Holick et al., 1981). AnschlieRend
wird 25(OH)D; gebunden an das VDBP zur Niere transportiert oder in Leber- und Fettgewebe
gespeichert (Wortsman et al., 2000). Die Halbwertszeit von 25(0OH)D; betragt 15 Tage (G Jones
2008).

1.3.5 Renale Hydroxylierung von 25(OH)D; zu 1,25(0OH),D;

Die Hydroxylierung am C1-Atom ist der letzte Schritt zum biologisch, aktiven 1,25-Dihydroxyvitamin
D; (Calcitriol oder 1,25(0H),D3). Sie findet hauptséchlich in der Niere, durch das Enzym
la—Hydroxylase (25-Hydroxyvitamin D-1-Hydroxylase, 1,a—OHase oder CYP27B1) statt (Fraser et
al., 1970) (Abb. 4).

Dazu wird der 25(OH)D;-VDBP-Komplex in der Niere gefiltert und im proximalen Tubulus
rickresorbiert. Der Komplex wird an Cubulin gebunden und gelangt (ber Megalin-vermittelte
Endozytose zuriick in die Tubuluszelle (Abb. 3). Dort wird der Komplex im Lysosom gespalten,
25(0OH)D; an intrazelluldare Vitamin-D-bindende Proteine (IDBP) gebunden wund zur
Mitochondrienmembran transportiert. Die la—Hydroxylase ist in der Mitochondrienmembran

verankert, und wandelt 25(OH)D; durch Hydroxylierung am Clo—Atom in 1,25(0OH),D; um. Wird
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aktuell kein 1,25(0OH),D; gebraucht, so wird 25(OH)D; abgebaut oder es verlasst unverandert die

Nierenzelle, um erneut im Blutkreislauf zu zirkulieren (Dusso et al., 2005).

Abbildung 3:
1,25-(OH),D; - DBP
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Ein erhohter Parathormon-Serumspiegel oder insuffiziente Kalzium- und Phosphatspiegel steigern die
Produktion von 1,25(0OH),D; durch vermehrte Transkription der 1a-Hydroxylase. Sinkt hingegen der
Parathormonspiegel, wird die Bildung der 1a-Hydroxylase gestoppt und der Abbau von 1,25(0H),D;
induziert (Brenza et al., 1998, Murayama et al., 1998); (Abb. 4). Weiterhin hemmt 1,25(0H),D5 seine
eigene Synthese (ber einen negativen Feedbackmechanismus. Andere Regulatoren der la-
Hydroxylierung sind u.a. der Fibroblasten Wachstumsfaktor 23 (FGF23), Ostrogene, Glukocortikoide,
Calcitonin, Somatotropin und Prolactin (Kumar et al., 1979, Dusso et al., 2005, Holick, 2007b,
Lehmann et al., 2010). Im Blut zirkuliert 1,25(OH),D3 in Serumkonzentrationen von 75 - 200 pmol/I
und hat eine Halbwertszeit von 10 - 24 h (Levine et al., 1985); (Tab. 1).
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Abbildung 4:

Vitamin Ds-Synthese, -Aktivierung und -Stoffwechsel. Prévitamin D5 entsteht durch UV Strahlung in der Haut aus 7-
DHC und isomerisiert zu Vitamin D. Dieses wird per VDBP zur Leber transportiert und dort zu 25(0OH)D;, dem
wichtigsten zirkulierenden Metaboliten umgewandelt. Der letzte Aktivierungsschritt, die la-Hydroxylierung findet
hauptsachlich, aber nicht ausschlieBlich in der Niere statt. Die Inaktivierung von 1,25(0OH),D; erfolgt durch die 24-
Hydroxylase.

(Adriana S. Dusso, Alex J. Brown and Eduardo Slatopolsky; Vitamin D; Am J Physiol Renal Physiol 289:8-28, 2005.
doi:10.1152/ajprenal.00336.2004)

1.3.6 Transport und Speicherung der Vitamin D-Metabolite

Vitamin D-Metabolite sind lipophile Molekile mit geringer Loslichkeit im wassrigen Milieu. Aus
diesem Grund erfolgt ihr Transport im Blut zu 99 % an Plasma-Proteine gebunden. Mit 88 % hat daran
das VDBP den gréften Anteil, 11 - 12 % sind an Albumin und andere Lipoproteine gebunden. Das
VDBP bindet die Vitamin D-Metabolite hoch spezifisch mit unterschiedlicher Bindungsaffinitat:
25(0H)D; (K, =5 x 10° M) = 24,25(0H),D; > 1,25(0H),D5 (K, = 2 — 4 x 107" M) > Vitamin D (K, = 4
x 10° M bis 4 x 107 M) (Kawakami et al., 1979, Jones, 2008). Aufgrund der hohen Bindekapazititen
liegt 1,25(0OH),D3 zu 0,4 % und 25(OH)D; lediglich zu 0,03 % als freies Steroid im Serum vor (Dusso
et al., 2005, Meier et al., 2006, Lehmann et al., 2010). Durch die Bindung an Plasmaproteine
unterliegen die Metabolite nur in geringem Umfang dem hepatischen Umbau sowie der bilidren
Ausscheidung. Folglich bringt die hohe Plasmabindung eine enorme Verldngerung der Halbwertszeit
(fur 25(OH)D; bis zu 2 Monate), (Tab. 1) mit sich. Das VDBP besitzt eine sehr hohe
Plasmakonzentration wobei lediglich 5 % der freien Vitamin D-Bindungsstellen besetzt sind. Dadurch
dient das VDBP neben der Transportfunktion als Puffer und schiitzt vor Intoxikationen durch
ungebundene Vitamin D-Metabolite (Cooke et al., 1989, Vieth, 1999, White et al., 2000, Speeckaert et
al., 2006, Jones, 2008).
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Aufgrund der bereits erwahnten langen Halbwertszeit des VDBP-gebundenen-25(0OH)D; dient es dem
Korper als Vitamin D-Speicher. Der 25(OH)Ds-Serumspiegel gilt als zuverlassigster Laborparameter,
welcher die Vitamin Ds-Versorgung der letzten 3 — 4 Monate widerspiegelt. Derzeit werden
25(0OH)Ds-Serumkonzentrationen von 75 - 200 nmol/l oder 30 - 80 ng/ml als optimaler

Referenzbereich angegeben, um einem Vitamin D-Defizit vorzubeugen.

1.3.7 Extrarenale, lokale Produktion von 1,25(OH),Ds

Unter physiologischen Bedingungen ist die Niere der Hauptbildungsort von im Blut zirkulierendem
1,25(0OH),D5 aus 25(0OH)Ds. Unter bestimmten Voraussetzungen (wie Schwangerschaft, chronische
Niereninsuffiziens, Sarkoidose, Tuberkulose, Granulomatdse Erkrankungen und rheumatische
Anrthritis) sind auch andere Gewebe in der Lage 1,25(0OH),Ds zu synthetisieren, um zur Erhaltung des
Serumspiegels beizutragen. Seit mehreren Jahren ist bekannt, dass mindestens 36 verschiedene
Zelltypen autonome lo—Hydroxylaseaktivitdt besitzen und 1,25(0OH),D; aus dessen Vorstufe
herstellen kdnnen. Des Weiteren wurde publiziert, dass insgesamt mehr als 200 Gene ein ,,Vitamin-D-
responsive Element (VDRE)*“ besitzen und damit zumindest teilweise durch 1,25(0OH),Ds in ihrer
Expression reguliert werden (Dusso et al., 2005, Mccullough et al., 2009). Im gesunden Organismus
hat die extrarenale 1,25(OH),D3; Produktion Uberwiegend autokrinen und parakrinen Charakter. Zu den
beschriebenen autokrinen und parakrinen Funktionen zdhlen wu.a. die Regulation der
Zelldifferenzierung, Proliferation, Apoptose, Immunmodulation sowie Signalwege via
Wachstumsfaktoren (Abb. 5). Weitere potentielle Funktionen sind der Schutz vor oxidativem Stress,
Mitwirkung im Gallensdurestoffwechsel, Zelladhdsions-Regulation, DNA-Repair und Angiogenese
(Mccullough et al., 2009). Durch diese Erkenntnisse gewinnen autokrine und parakrine Wirkungen des
1,25(0H),D; zunehmend an Bedeutung. Zu den Zellen und Geweben, in denen die 1a-Hydroxylase
beschrieben und nachgewiesen wurde, zdhlen unter anderem Haut (Keratinozyten), Lunge, Prostata,
Plazenta, Mamma, Kolon, R-Zellen des Pankreas, Monozyten, T-Lymphozyten, Dentritische Zellen,
Knochen und Zellen der Nebenschilddriise (Lehmann et al., 2003, Ebert et al., 2006, Hewison et al.,
2007, Lehmann et al., 2010). Die extra-renale Synthese von 1,25(0OH),Ds; wird vor allem durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine reguliert (Lips, 2006).
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Eduardo Slatopolsky; Vitamin
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Endokrine Funktionen Autokrine/parakrine Funktionen
- intestinaler Kalziumtransport - Inhibierung der Zellwachstum
- Knochenmetabolismus - Forderung der Zelldifferenzierung
- renale Kalziumabsorbtion - Regulation von Immunreaktionen
- Regulation des Blutdrucks
- Insulinsekretion

1.3.8 Abbau von 25(0OH)D;und 1,25(0OH),Ds

Der Abbau von 25(0OH)D; (Calcidiol) und 1,25(0OH),Dj3 (Calcitriol) erfolgt enzymatisch, durch die 24-
Hydroxylase (25-Hydroxyvitamin D3-24-Hydroxylase, 24(OH)ase, CYP24Al). Dies ist ein
mitochondriales Enzym der Cytochrom P450-Superfamilie. Es induziert die Spaltung der Seitenketten
im Molekil, wodurch Uber Zwischenprodukte (u.a. 24R,25(0OH),D3), biologisch inaktive,
wasserldsliche Calcitronsdure entsteht. Die Synthese der 24-Hydroxylase wird durch die Anwesenheit
von 1,25(0H),D; in Gang gebracht. Dazu bindet der VDR an zwei VDRE im Promotor des
CYP24A1-Gens und startet die Transkription. Auf diesem Weg induziert 1,25(0OH),D; seinen eigenen
Abbau (Chen et al., 1995, Ohyama et al., 2004, Lehmann et al., 2010).

1.4 Endokrine Wirkung des 1,25(0OH),D; im Kalziumstoffwechsel

Die endokrine Wirkung von 1,25(0H),D; ist essentielle Komponente und Grundpfeiler des
Kalziumstoffwechsels. Eine strenge Kalziumhomdostase ist notwendig, um normale Zellfunktionen,
Membranpotentiale sowie den Knochenstoffwechsel zu erhalten. Zu den Organen die am
Kalziumstoffwechsel beteiligt sind z&hlen Niere, Darm, Knochen und Nebenschilddriise (Dusso et al.,
2005) (Abb. 6).

10


http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=2602

Einleitung

©  Damzelle

P L\

(cs cBR ca—
 CBP.

Kalziumspiegel | Kalziumspiegel *

Demineralisierung Mineralisierung

Osteoklasten- ! Osteoblasten-
tatigkeit T €--L tatigkeit
Res arptions-
Osteoklasten- fﬁktgtrA
bildung 1

Knochen

| Mebenschilddrisen 7 ;
\\ 1u-HydrlixyIase

To-Hydroxylase .
f o N < 1.2540H);-D3

N | -~ 1,250H)2-D3 \ | spiegelt 1 lllr IH.
1 | 1 W | | Kalzium- 't. &
N ! | ll'l | ' ausscheidung Kalzium

[ ] _:' LR -spiegel |
'\__ P\ ) ’/’ / Kalzium- Renin
= > Parathormon | rickresorption lr

Wasser-
retension.

Kaldio

Wirkung von Vitamin D auf den Blutkalziumspiegel
Abbildung 6: Regulation des Kalziumstoffwechsels durch 1,25(0OH),Ds,

(Fachgesellschaft ~ fur  Erndhrungstherapie und  Prdvention;  Fachinfo:  Vitamin D, http://www.fet-
ev.eu/components/com_jshopping/files/img_products/thumb_vitd1.png)

1.4.1 Wirkung von 1,25(0OH),D; an der Nebenschilddriise
Die Parathormon-Synthese wird induziert durch Serum-Kalziumspiegel < 1,25 mmol/l (der
Kalziumspiegel wird dabei vom Kalzium-abhdngigen-Rezeptor, dem Calcium-sensing-Rezeptor =
CASR erkannt) oder 25(OH)Ds-Serumspiegel < 30 ng/ml (Holick, 2007b). Sinkt der 1,25(0OH),Ds-
Gehalt in den Zellen der Nebenschilddruse, verliert der intranukledre VDR seinen Liganden. Folglich
kann der VDR seine Funktion als Supressor des Parathormon-Genes nicht mehr aufrecht halten. Es
kommt zur Transkription, mRNA-Produktion und Ausschittung von Parathormon aus der
Nebenschilddrise (Abb. 7). Aufgabe des Parathormons ist es, addquate Kalziumspiegel herzustellen.
Um dies kurzfristig zu gewahrleisten, wird der Knochenabbau durch Differenzierung und Aktivierung
von Osteoklasten induziert. Dabei wird Kalzium frei, welches den Kalzium-Serumspiegel kurzfristig
anhebt. Um einer langerfristigen, negativen Knochenkalziumbilanz vorzubeugen, wird die
Transkription der 1,oa—Hydroxylase in der Niere induziert, um uber gesteigerte 1,25(0OH),Ds-
Serumspiegel die Kalziumaufnahme aus Darm und Niere zu erh6hen. Ist eine optimale 1,25(0OH),D5-
Serumkonzentration erreicht, bindet 1,25(0OH),D; an den VDR in der Nebenschilddriise, und

supprimiert dort die Bildung von Parathormon (Dusso et al., 2005, Holick, 2007b).
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Abbildung 7:

Die strenge Regulation der Ca?*-Homostase durch Parathormon. Ein sinkender Ca®" Spiegel wird durch den Ca?-
Rezeptor (CASR) erkannt und Parathormon wird gebildet. Parathormon steigert die Knochenresorbtion, die renale
Ca?*-Riickresorbtion und die Bildung von 1,25(0H),Dj dies steigert die intestinale Ca**-Aufnahme und hemmt
wiederum die Parathormonsynthese.

(Universitat Bern, Institut flir Biochemie und Molekulare Medizin; Arbeitsgruppe um Hediger;
http://www.ibmm.unibe.ch/unibe/medizin/ntbiomol/content/e537/e611/e838/e1283/human-calcium-homeostasis_eng.gif)

1.4.2 Wirkung von 1,25(0OH),D; an der Niere
In der Niere steigert 1,25(0OH),D; die Kalziumriickresorbtion, indem die Expression eines epithelialen
Kalziumkanals (TRPV5 /CaT2 /eCaC = epithelial Ca** channel) via VDR verstarkt wird (Abb. 7).
Gleichzeitig wird vermehrt Calbindin, ein kalziumbindendes Protein, synthetisiert um das
rickresorbierte Kalzium intrazellulér zu binden. In Anwesenheit von Parathormon wird zusétzlich die
Kalzium-Reabsorbtion im distalen Tubulus gesteigert und die Phosphat-Reabsorbtion gehemmt.
Dieser Mechanismus gewahrleistet ein ausgewogenes Kalzium-Phosphat-Verhaltnis, welches den

weiteren Abbau von Knochenmatrix verhindert (Dusso et al., 2005, Holick, 2007b).

1.43 Wirkung von 1,25(0OH),D; im Darm
Im Darm bewirkt 1,25(0OH),D; eine gesteigerte intestinale Kalzium- und Phosphatresorption aus der
Nahrung. Fir die Kalziumaufnahme in die Mukosazelle, welche im terminalen lleum stattfindet, ist
ein elektrogener Kalziumkanal auf der luminalen Seite des Enterozyten erforderlich (Abb. 7). Heute
weill man, dass die Kalziumaufnahme mittels epithelialen Kalziumkanal ,,TRPV6* (TRPV = transient

receptor potential/Vanillin- auch bekannt als CaT1l oder ECaC2) und zu geringerem Anteil (ber
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,,TRPV5“ (auch bekannt als ECaCl oder CaT2) erfolgt. Das aufgenommene Kalzium wird, an
Calbindin gebunden, durch die Zelle zur basolateralen Seite der Mukosazelle transportiert. Um dem
Blutkreislauf das aufgenommene Kalzium zur Verfligung zu stellen, wird es an der basolateralen Seite
mithilfe der membrandsen Kalzium-ATPase (PMCA) und dem Na'/Ca®*-Austauscher (NCX1) an das
Blut abgegeben (Abb. 8). Die Transkription und Aktivitat der Kalziumkanale (TRPV5 und TRPV6)
Calbindin sowie der Kalzium-ATPase wird durch 1,25(0OH),D; mittels VDR induziert und gesteuert
(Bouillon et al., 2003, Bikle, 2009).

Abbildung 8:

Regulation des epithelialen
Kalziumtransport durch 1,25(0OH),D5

) — '/ 1,25(OH),D;
(VDR)
N’

[ Der epitheliale Kalzium Transport
& erfolgt 1,25(0H),D, gesteuert, indem

‘ folgende  Mechanismen induziert

T\»/—' AL werden 1.) Einstrom von Kalzium

Pale ala™ ché”"@ (Ca®) durch apikale Kalziumkanale

e -0 . ~  ADP T (TRPV6 oder TRPV5) 2.) Calbindin
Ca TRPV6~;—>@)> L (2 (CaBP) transportiert Kalzium zur
S T E/ \\] basolateralen Zellmembran 3.) die
N P / 3 Na < basolaterale Plasma-Kalzium-ATPase

/CaRPN (\ch1) - (PMCA1) pumpt Kalzium aus der

Zelle in den Blutkreislauf.

\ basolateral

(Dusso AS, Brown AJ, Slatopolsky E;
“Vitamin “; Am J Physiol Renal
Physiol. 2005 Jul;289(1):F8-28)

\ Liga\

1.4.4  Wirkung von 1,25(OH),D3; am Knochen

Vitamin D-Mangel auRert sich bei Kindern als Rachitis, bei Erwachsenen als Osteomalazie. Obwohl

luminal

Knochenschaden aufgrund von Vitamin D-Mangel durch Gabe von Kalzium und Phosphat verhindert
bzw. ausgeglichen werden kdnnen, spielt das 1,25(0OH),D; eine groRe Rolle fir den geregelten Auf-
und Abbau der Knochen. Es beeinflusst dabei ossdare Wachstumsfaktoren, unter anderem den ,,Insulin-
like growth faktor 1 (IGF-1), den ,transforming growth factor B (TGFp), den ,,vaskular endothelial
growth factor (VEGF), Interleukin-6 und -4 (IL-6/-4) sowie den endothelialen-Rezeptor. All diese
Faktoren sind verantwortlich fiir den gesteuerten enchondralen Aufbau des Knochens, dessen
Vaskularisation und Mineralisierung. Sinkt die Kalzium-Serumkonzentration, erfolgt der durch
Parathormon induzierte Knochenabbau. Dies geschient Uber eine Osteoblasten-induzierte
Osteoklasten-Aktivierung. Die Osteoblasten exprimieren unter dem Einfluss von 1,25(0OH),D; und
von VDR gesteuert das RANKL (receptor activator of nuclear factor (NF)-kB ligand) als
Membranprotein auf ihrer Zelloberflache. RANKL kann entweder an Osteoprodegerin (osteoblast-
derived soluble decoy receptor = OPG) oder an den RANK-Rezeptor der Osteoklasten und deren
Precursorzellen binden. Durch die Bindung an den RANK-Rezeptor entsteht ein Zell-Zell-Kontakt

zwischen Osteoblasten und Osteoklasten. Unter dem Einfluss weiterer Wachstumsfaktoren (u.a. m-
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CSF = colony stimulationg factor) wird die Differenzierung und Aktivierung der Osteoklasten
induziert. Im Gegenzug kann 1,25(0OH),D3; den Knochenabbau verhindern, indem es die Bildung des
I6slichen OPD fordert. OPD bindet an RANKL der Osteoblasten und blockiert deren Bindung an den
RANK-Rezeptor der Osteoklasten. Dadurch kann die Osteoklasten-Differenzierung gestoppt, und dem
Knochenabbau entgegen gewirkt werden (Dusso et al., 2005, Holick, 2007b, Bikle, 2009) (Abb. 9).

Hemopoietic
stem cell

Osteoclast
progenitor

1,25(0H),D,

Osteoblast/stromal cell osteoclast

Abbildung 9:
Der Knochenabbau erfolgt 1,25(0OH),D; /VDR vermittelt.

1,25(0H),D; reguliert die Osteoklasten-Aktivitat durch reziproke Expression des RANKL (receptor activator of
nuclear factor (NF)-kB ligand) auf Osteoblasten sowie des I6slichen Osteoprodegerin (OPG). Die Bindung von
RANKL an den RANK-Rezeptor der Osteoklasten induziert deren Differenzierung und Aktivitat. Erfolgt die
Produktion von OPG, bindet dieses an den RANKL der Osteoblasten und verhindert die Aktivierung der
Osteoklasten. Der Knochenabbau wird dadurch verhindert.

(modifiziert nach Adriana S. Dusso, Alex J. Brown, and Eduardo Slatopolsky: Vitamin D- invited review, Am J Physiol
Renal Physiol 289: F8-F28, 2005; doi:10.1152/ajprenal.00336.2004)

1.5 Genomische und nicht-genomische Wirkungen von 1,25(0OH),D;

Man unterscheidet genomische Wirkungen des Vitamin D von nicht-genomischen Effekten. Wie
bereits beschrieben entfaltet 1,25(0OH),D3 seine genomische Wirkung durch Interaktion mit einem
intrazelluldaren VDR. Neben dem ,,genomischen Wirkprinzip®, welches bis zu Stunden dauert,
beobachtete man in verschiedenen Geweben auch ,,schnelle” transkriptions-unabhéngige Effekte, die
innerhalb von Sekunden bis Minuten eintreten. Erstmals wurde ein 1,25(0OH),Ds; unabhangiger
Kalzium-Transport bei Mausen mit ,.knock out* der 1,a-Hydroxylase beschrieben (Van Abel et al.,
2003). Solche ,,schnellen Vitamin D-Effekte wurden weiterhin in der Niere, Nebenschilddrise,
Muskel, Chondrozyten, Fibroblasten, Hepatozyten und Keratinozyten, sowie in Zellen des
hédmatopoetischen Systems und Insulinomzellen nachgewiesen (Fleet, 2004, Lips, 2006, Norman,
2006, Holick, 2007b, Reichrath, 2007, Lehmann et al., 2010).
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Man nimmt an, dass einige der nicht genomischen Vorgange mithilfe des membrangebundenen
Vitamin D-Rezeptors (1a25-dihydroxy-membrane assoziated rapid response steroid binding =
MARRS) sowie durch andere Plasmamembranrezeptoren und Second Messenger vermittelt werden.
Daraus resultieren Signalwege, die auf unterschiedlichen Substanzen (Phosphoinositol, verénderte
intrazellulare Kalziumspiegel, pH-Wert-Anderungen, Konzentrationsanderungen von zyklischen
Adenosin- und Gunanosintriphosphat (cATP/cGTP) und verdnderte Proteinkinase C und -D
Aktivitaten) basieren (Abb. 10). Verschiedene Zellaktivitaten, wie z. B. die Zellzykluskontrolle und
die intestinale Kalziumaufnahme werden z.T. iber diese Signalwege vermittelt (Nemere et al., 2004,
Norman et al., 2004, Norman, 2006, Holick, 2007b, Mccullough et al., 2009, Lehmann et al., 2010).
Der exakte Wirkmechanismus des MARRS-Rezeptors, seine Rolle im Stoffwechsel und sein
Expressionsmuster sind derzeit jedoch noch weitgehend unklar und Ziel weiterer Forschungsarbeiten
(Fleet, 2004, Richard et al., 2010, Wu et al., 2010). Die nicht-genomische Wirkung konnte inzwischen

auch fir andere Steroidhormone nachgewiesen werden (Fleet, 2004, Norman et al., 2004).

Abbildung 10:

Ein mogliches Modell der nicht genomischen
Wirkung von 1,25(0OH),Ds.

1,25 TH),D

Bindung des 1,25(OH),Ds an einen
Membranrezeptor. Die Aktivierung von G-
Proteinen  flihrt zur  Aktivierung  der
Phospholipase C. Diese Spaltet Phosphatdityl-
Inositol-biphosphat (PIP,) in Inositoltriphosphat
(IP3) und Diaglycerin (DG). IP; entleert Uber
seinen  Rezeptor am  Endoplasmatischem
Retikulum die intrazellularen Kalziumspeicher.
DG aktiviert die Proteinkinase C (PKC). Beide,
Kalzium und PKC konnten den Einstrom des
Kalziums  Uber die  Zellmembran via
Kalziumkanale steuern.

(Daniel D. Bikle, Chapter 3 - Vitamin D:
Production, Metabolism, and Mechanisms of
Action, 2009)

1.6 Vitamin D-Rezeptor (VDR)

Der nukledre VDR vermittelt die endokrinen Funktionen des Vitamin D. Er z&hlt zur Superfamilie der
nukleédren Rezeptoren vom Typ 2 (Kliewer et al., 1992, Moore et al., 2006). Sein Gen (> 100 kb) ist
auf dem langen Arm von Chromosom 12g12-14 lokalisiert und umfasst acht kodierende Exone
(bezeichnet als 2 - 9) sowie sechs nicht-kodierende Exone (1a - f) (Baker et al., 1988, Szpirer et al.,
1991). In der menschlichen Bevélkerung gibt es viele genetische Polymorphismen des VDR-Gens mit
grolRen Unterschieden zwischen Rassen und ethnischen Gruppen (auf allgemeine Informationen bzgl.
Polymorphismen soll an dieser Stelle auf Kapitel 1.7.2. ,,Polymorphismen des VDBP* verwiesen

werden). Bisher sind bereits mehr als 60 VDR-Polymorphismen bekannt. Bis dato wurden nur einige
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wenige VDR-Polymorphismen (darunter rs731236, rs 757343, rs2107301, rs1544410, rs2228570,
rs7975232, rs4516035, rs739837, rs11568820, rs2228570) in Zusammenhang mit der Inzidenz und
Prognose verschiedener Erkrankungen untersucht (Kostner et al., 2009, Mccullough et al., 2009,
Denzer et al., 2011, Schafer et al., 2012). Aufgrund seiner hohen Affinitat zu 1,25(0OH),D; (Kd = 0,1
nM) und der Funktion als Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor gilt der VDR als klassischer
Hormonrezeptor. Um diesen Funktionen gerecht zu werden, besitzt der VDR unterschiedliche
Bindungsdomaénen (Abb. 11).

Nuclear Localization Heterodimerization Transactivation Abbildung 11:

Die Molekilstruktur des VDR
ahnelt dem Aufbau anderer
Steroidrezeptoren

(Dusso et al., 2005)

N_l | Zn Zn |T] w | | |E1| | Heptad Repeats | I»C
121 89 115 15 202 427
“ )
Y Y
DNA Binding Domain Ligand Binding Domain AF-2

Die Ligandenbindungsdoméne (LBD) am C’-Terminus des VDR ermdglicht eine 100-mal stérkere
Bindung von 1,25(0H),Ds verglichen mit 25(OH)D; oder 24,25(0OH),Ds. Durch die Bindung von
1,25(0OH),D; an den VDR wird dieser phosphoryliert. Der phosphorylierte VDR bindet an den
Retinoid-X-Rezeptor (RXR- o, B und ), ein weiteres Mitglied der nukledren Hormonrezeptoren
(Kliewer et al., 1992) (Abb. 12). Der VDR/RXR-Komplex wird mithilfe des nukleéren
Transportproteins Importin-o. zum Nukleus transportiert. Als Bindungsstelle fir Importin-o. dient die
AF2-Region (liganddependent activation function 2-Region) des VDR (Goldfarb et al., 2004). Im
Nukleus bindet der VDR/RXR-Komplex sequenzspezifisch an das Vitamin D-resposive-Element
(VDRE) in der Promotorregion des Zielgenes. Die sequenzspezifische Bindung erfolgt durch die
DNA-Bindungsdoméne (DBD) am N’-Terminus des VDR. Sie ist gekennzeichnet durch 2
charakteristische, schleifenformige ,,Zinkfingerstrukturen® und ein spezifisches DNA-Bindemotiv in
Form eines doppelten AGGTCA-Musters. Die Zinkfingerstrukturen sowie das spezifische DNA-
Bindemotiv unterstiitzen die hochaffine Interaktion zwischen VDR und VDRE. Nach der Bindung des
VDR/RXR-Heterodimers am VDRE, werden weitere Bestandteile des Transkriptions-
Initationskomplexes angelagert. Unter Mitwirkung verschiedener Transkriptions-Coaktivatoren und -
Corepressoren wird die Transkription gesteuert. Der VDR st in der Lage, als Supressor oder Enhancer

regulatorisch auf die Transkription des Zielgenes (u.a. Osteocalcin, Osteopontin, Calbindin und 24-
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(OH)ase) einzuwirken. Neben den klassischen Zielgeweben des Vitamin D-Hormons (u.a. Darm,
Nieren, Knochen) wird der VDR auch in vielen anderen Geweben unterschiedlich stark exprimiert,
wie zum Beispiel in der Haut (Keratinozyten), Brust, Hypophyse, Nebenschilddriisen, p-Zellen der
Pankreasinseln, Keimdrisen, Gehirn, Skelettmuskel, zirkulierende Monozyten sowie aktivierten B-
und T-Lymphozyten. Zudem wurde der VDR nicht nur im Zellkern, sondern in geringen Mengen auch
im Zytosol nachgewiesen (Minghetti et al., 1988, Gronemeyer et al., 1995, Aranda et al., 2001,
Reichrath et al., 2004, Dusso et al., 2005, Lips, 2006, Bikle, 2009, Lehmann et al., 2010).

L) OH
.
HO

‘OH
Ligand binding Abbildung 12:

Kontrolle der Genexpression durch 1,25(0OH),Ds.

®-<

l Heterodimertzation (1) Der Ligand bindet an der VDR

(2) Heterodimerisation des VDR mit dem Retinoid X-

@@ﬁ Rezeptor (RXR);

l DNA binding (3) Bindung des VDR/RXR-Komplex an das VDRE
AXRIVOR) m (4) Rekrutierung von Komponenten des RNA
— - | Polymerase 11 (Pol 11) Komplex, und der Interaktion
— mit den Coaktivatoren (CoA) und

Transkriptionsfaktor 11B (B).

l Transactivation

m
(Brown, AJ: Therapeutically active vitamin D analogs.
oAl B Nephrol Exchange 1999 8:14-19)

VDR RXR

1.7 Das Vitamin D-bindende Protein (VDBP)

Das VDBP, auch Gc-Globulin (Group-specific-component; von Hirschfeld im Jahre 1959 benannt)
genannt, gehort zur Albumin-Superfamilie und ist ein hoch polymorphes Serum-Glykoprotein. VDBP
wird zur Albumin-Superfamilie gezahlt, da es nahe den Genen fiir Albumin (ALB), alpha-Fetoprotein
(AFP) und alpha-Albumin/afamin (AFM) lokalisiert ist. Das multifunktionale VDBP akkumuliert in
der Serum-Gelelektrophorese innerhalb der alpha-2-Globulin Fraktion (Cooke et al., 1985, Song et al.,
1999, Speeckaert et al., 2006, Sinotte et al., 2009). Die Bildung erfolgt in Mengen von ca. 10 mg/kg/d
(Kawakami et al., 1981), in der Leber und ist 6strogenabhangig (Bouillon et al., 1981, Aarskog et al.,
1983). Im gesunden Patienten kommt das VDBP, je nach Autor in Gesamtplasmakonzentrationen von
200 — 600 pg/ml oder 6 — 8 UM vor, und besitzt im Vergleich zu anderen Vertretern der Albumin-
Superfamilie oder seiner Liganden eine sehr hohe Plasmakonzentration. Die Serumkonzentration des

VDBP ist weder von der Jahreszeit, noch von der Menge an Vitamin D-Metaboliten abhéngig
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(Bouillon et al., 1981, Speeckaert et al., 2006). Geringe Plasma-Halbwertszeiten von 2,5 - 3 Tagen
zeichnen das VDBP aus (Tab. 1). Sein Abbau erfolgt (iber Proteasen (Haddad et al., 1981, Kawakami
etal., 1981, Cooke et al., 1989, Lauridsen et al., 2001, Jorgensen et al., 2004). Durch Schwangerschaft
und Hormontherapien wird die VDBP-Synthese gesteigert (Bouillon et al., 1981). Patienten mit
Lebererkrankungen, nephrotischen Syndrom oder Mangelerndhrung sind durch niedrige VDBP-
Konzentration gekennzeichnet, was auf die verminderte Bildung beziehungsweise einen erhdhten,
renalen Verlust zuriickzufuhren ist (Bikle et al., 1985, Bikle et al., 1986, Speeckaert et al., 2006).
Nachgewiesen wurde das VDBP bisher im Blutplasma, Aszitisflissigkeit, Liquor und auf der

Oberflache verschiedener Zelltypen wie glatten Muskelzellen und Kardiomyozyten.

Tabelle 1: Die Vitamin D-Metabolite und ihre Plasma-Halbwertszeit. (Pittas et al 2010, Wang 2010, Sinotte et al 2009,
Jones 2008, Lehmann und Meurer 2010)

Vitamin D-Metabolit Halbwertszeit
VDBP 2,5-3Tage
25(0OH)D3 15 Tage bis 2 Monate
1,25(0H),D, 10-24 Stunden

1.7.1 Struktur des VDBP

Das VDBP-Molekiil ist 52 - 58 kDa grof} (Kawakami et al., 1981, Cooke et al., 1985), besitzt 458
Aminosduren und wird durch 1690 Nukleotide auf dem langem Arm von Chromosom 4 (4q11-g13)
verschlusselt. Aufgrund seiner Primadrstruktur (28 Cysteine) bildet das VDPB multiple
Disulfidbriicken aus (Abb. 13) (Verboven et al., 2002). Bisher konnten drei Bindedoma&nen
identifiziert werden. Darunter eine Sterol- und zwei nicht-Sterol-Bindedoménen. Fur Vitamin D-
Metabolite steht die Bindedoméne 1 zur Verfuigung, wohingegen die Aktinbindung an Domaéne 2
erfolgt (White et al., 2000). Durch eine Deglykosylierung in Doméne 3 kann das VDBP zum
Makrophagen-aktivierenden-Faktor (VDBP-MAF/Gc-MAF) konvertiert werden (Yamamoto et al.,
1993, Haddad, 1995, Ray, 1996, Yamamoto et al., 1996). Auf DNA-Ebene sind bisher mehrere gut
erforschte codominante Allele (Polymorphismen), sowie weitere 120 seltene Varianten bekannt (Cleve
et al., 1988).
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Abbildung 13:

Kristallographische Struktur des Vitamin D-
bindenden Proteins.

(Verboven C, Rabijns A, De Maeyer M, Van
Baelen H, Bouillon R, De Ranter C (February
2002). ""A structural basis for the unique binding
features of the human vitamin D-binding
protein™. Nat. Struct. Biol. 9 (2): 131-6.)

1.7.2  Polymorphismen (SNP) des VDBP

In der Genetik bezeichnet man einen Polymorphismus als Nukleotidaustausch in der Sequenz eines

Genes, dessen Pravalenz > 1 % in der Bevdlkerung entspricht. Ein Polymorphismus kann aufgrund
eines Einzelnukleotidaustausches (Single Nucleotide Polymorphismus, SNP) entstehen, auch
Insertions-, Deletions- und Multiplikationspolymorphismen sind mdglich. Nach internationaler
Nomenklatur werden Polymorphismen durch eine Zahlen- und Buchstaben-Kombination
verschlusselt. Der Zahlencode gibt die jeweilige Lokalisation im Gen an, die Buchstaben kodieren den
Austausch der Base oder Aminosdure. Zur besseren Internationalen Nomenklatur wird jedem SNP
eine Referenz-Nummer (rs-Nummer) zugeordnet. Auf der Homepage des ,National Center for
Biotechnology Information (NCBI)* wurde eine Datenbank aller bekannten SNP erstellt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Hier kénnen zu jedem SNP die Gen-Lokalisation, Pravalenz in

verschiedenen ethnischen Gruppen, sowie weitere Informationen abgerufen werden.

Lange Zeit waren hauptséchlich zwei SNP im VDBP bekannt und untersucht (SNPs, rs7041 =
Glu416Asp und rs4588 = Thr420Lys) beide sind in Bindedoméne Il lokalisiert. Aus der
Kombination dieser beiden Polymorphismen ergeben sich drei Haplotypen des VDBP (Abb. 14),
welche nach ihrer unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit in der Gelelektrophorese Gc-1s
(slow), Ge-1f (fast) und Ge-2 genannt werden. Die Gce-1 Proteine sind durch eine O-Glykosylierung
am Threonin der Position 420 ausgezeichnet. Ein Unterschied zwischen Gc-1s und der Ge-1f-Isoform
besteht in einem posttranslational angehangten N-acetyl-neuraminséure-Rest an Ge-1s (Aarskog et al.,
1983, Arnaud et al., 1993). Im Polymorphismus rs7041 kommt es zu einem T/G-Basenaustausch an
Position 416. Daraus resultiert im Gc-1s-Allel ein Aminosdureaustausch von Aspartat (GAT) gegen
Glutamin (GAG). An Position 420 liegt der Polymorphismus rs4588. Hier findet ein C/A-
Basenaustausch statt. Dadurch enthalten beide Gcl-Isoformen ein Threonin (ACG) in der

Aminosduresequenz, wahrend das Gc-2-Allel die basische Aminoséure Lysin (AAG) verschliisselt
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(Christiansen et al., 2007, Sinotte et al., 2009). Epidemiologische Studien zeigten, dass die Haufigkeit
der jeweiligen Haplotypen je nach Hauttyp und Bevdlkerungsgruppe variiert (Tab. 2) (Fang et al.,
2009). Lediglich in der Tuarek Kel Kumar Population im Suden der Sahara konnte bisher kein Gc-2-

Allel nachgewiesen werden (Kamboh et al., 1986).

Tabelle 2: Die Prévalenzen der Genotypen im VDBP variieren in der Kaukasischen und Japanischen Bevélkerung

Population (Hauttyp)

Ge-1s Ge-1f Ge-2
Kaukasier / hellhdutig (Fang et al., 2009) 56% 16% 27%
Japanisch Bevolkerung / keratinozytenreich,
. . 24% 49% 25%
dunkelhautig, (Ishimoto et al., 1979)
ra .
Domain| Domain Il Domain Il Abbildung 14:
kb 0 * 5 10 15 20 e 25 30 % 35 40‘ 49
: : : Ear ' 21 s TS Die drei Bindedomanen
Frone ) 1wl L e =5 des VDBP: Doméine 1
LD block of Caucasians by the HapMap ist die Stelle der
Vitamin D-Bindung,
i) Doméne 2 bindet Aktin
und Domane 3 kann als
b Makrophagenaktivator
x7041 14588 Freq.(%) fungieren (vDBP-
(E416D) (T420K) MAF)'
Haplotypel G ¢ ¢ (Yue Fang et al;
Gt i o Vitamin D Binding
Haplotype2 T A 27 Protein Genotype and
Ge2 (Ase) ayd Osteoporosis; Tissue Int
(2009) 85:85-93)
haplotype3 T [« 16
Gelf (Asp) (Th)

1.7.3 Zusammenhang zwischen VDBP-Polymorphismen und Vitamin D-Serumspiegel
Friher war man der Meinung, dass die Menge an Vitamin-D Metaboliten stark und positiv mit der
Menge an VDBP korreliert (Bouillon et al., 1981). Andere Forschungsgruppen zeigten jedoch, dass
nicht die VDBP-Konzentration, sondern der Phanotyp des VDBP die mittlere Plasmakonzentration
von 25(0OH)D; und VDBP bestimmen (Lauridsen et al., 2001, 2005). Dabei zeigten die Genotypen
Gcl-1 die hochsten, Gel-2 mittlere und Gc2-2 die niedrigsten Serumkonzentrationen an 25(0OH)D;
und VDBP (Lauridsen et al., 2005, Abbas et al., 2008). Dies wurde 2009 auch von einer weiteren
Arbeitsgruppe nachgewiesen (Fang et al.). Der Parathormonspiegel zeigte dabei keine Varianz

zwischen den unterschiedlichen Gc-Phénotypen (Fang et al., 2009). Obwohl in verschieden Studien
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die Serumspiegel von 25(0OH)D; stark variierten und Tréager der Ge-2-Form insuffiziente Serumspiegel
von < 50 nmol/L (< 20 ng/ml) zeigten, waren weder der Knochenmineralgehalt noch Knochendichte
oder Knochenmarker auffallig. Auch konnte kein erhdhtes Frakturrisiko nachgewiesen werden (Abb.
15). Daher wird spekuliert, dass die geringeren Serumspiegel an VDBP und 25(OH)D; in Gc-2,
verglichen mit den Gc-1-Phénotypen durch einen schnelleren Metabolismus, erhdhte Stoffwechselrate
oder niedrigere Schwellenwerte ausgeglichen werden. Weiterhin ist es auch mdoglich, dass die
verminderte Fahigkeit des Gc-2 Haplotyps, zum Gc-MAF zu konvertieren, fur das vermindere
Frakturrisiko urséchlich ist (Lauridsen et al., 2001, 2005, Fang et al., 2009). Eine Untersuchung von
Sinott zeigte, dass die Haplotypen lediglich im Sommer den 25(0OH)Ds-Serumspiegel wesentlich
beeinflussen. Im Winter sind Vitamin D- und Kalziumaufnahme die entscheidenden und limitierenden
Faktoren im Anstieg der 25(OH)Ds-Serumkonzentrationen (Sinotte et al., 2009). Weitere SNP im
VDBP, die nachweislich den 25(OH)D;-Serumspiegel beeinflussen, sind rs2282679, rs12512631 und
rs1155563 (Ahn et al., 2009, 2010, Bu et al., 2010, Hibler et al., 2012, Lu et al., 2012).
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Abbildung 15:
Frakturrisiko und mittlere 25(OH)D3-Serumkonzentration variieren je nach VDBP-Phénotyp

(A) Frequenz des Frakturrisiko bei Frauen (n = 595) mit unterschiedlichen VDBP (Gc)- Phanotypen. Alle Frakturen
(n=179). (B) Niedrig-Energie-Traumata (Frakturen) (n = 67) (Lauridsen et al. 2004, S. 18). (C) Median (SD) Plasma
25(0OH),D (gefullte Kreise) und 25(0OH),D Index (offene Kreise) bei 585 Frauen mit unterschiedlichen VDBP-
Phéanotypen. (D) Mittlere (SD) Plasma 1,25(0OH),D Konzentration (gefullte Kreise) und 1,25(OH),D Index (offene
Kreise) in 199 Frauen mit unterschiedlichen VDBP-Phanotypen (Lauridsen et al. 2005, S. 878)
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1.7.4  Funktion des VDBP
Zu den Aufgaben des VDBP gehdrt neben dem Transport der Vitamin D-Metabolite die
Aktinbindung, Bindung von Endotoxinen sowie der Fettsduretransport. Als Makrophagen-
aktivierender Faktor (VDBP/Gc-MAF) ist das VDBP an der Knochenresorption, sowie der
Knochendichte-Regulation beteiligt und dient als Cofaktor flr die Chemotaxis von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten (Speeckaert et al., 2006) (Abb. 16). Die Bedeutung des VDPB wird durch
die Tatsache untermauert, dass bisher kein humaner VDBP- , knock out” (-/-) entdeckt wurde (Cooke
et al., 1989). Folglich ist das VDBP ein lebensnotwendiges Protein, dessen Abwesenheit letale Folgen
hat.
Aktin ist ein hoch konserviertes Element des Zytoskeletts. Bei Gewebsverletzungen sowie Nekrosen
wird intrazellulares Aktin freigesetzt. Extrazellulares Aktin polymerisiert, bindet in BlutgefaRen an
Gerinnungsfaktor-V und aktiviert diesen. Der aktivierte Faktor-V triggert die intravasale-disseminierte
Gerinnung. An der Bindedomane Il des VDBP werden, die durch Gelsolin in Monomere gespaltenen
Aktinfilamente, gebunden und als VDBP/Aktin-Komplexe im retikuloendothelialem-System
abgebaut. Dadurch wird die intravasale Gerinnung und ein Multiorganversagen (MODS) verhindert
(Dahl, 2005, Meier et al., 2006).
Die Bindungsdoméne IIl enthalt an Position 420 die Aminosdure Threonin, welche durch O-
glykosidische Bindung mit einem Muzin-&hnlichen 3-fach-Zucker verbunden ist (N-
Acetylgalactosamin, Galaktose und Sialinséure). In vitro Studien zeigten, dass die membrangebundene
b-Galaktosidase aktivierter T- und B-Lymphozyten die O-glykosidische Bindung entfernt (Yamamoto
et al.,, 1993, 1996). Dadurch wird VDBP zum Makrophagen-aktivierenden Faktor (Gc-MAF)
umgewandelt (Haddad, 1995, Kisker et al., 2003). Als Gc-MAF stimuliert es die Aktivitat der
Makrophagen sowie Osteoklasten und ist an der Regulierung der Knochenresorbtion beteiligt.
Nach Gewebsverletzungen wird Komplementfaktor C5 frei. Heute wei3 man, dass die C5-vermittelte
Chemotaxis von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten durch VDBP verstarkt wird (White et
al., 2000). Beweisend dafiir wurde in allen Isoformen des VDBP eine Bindungsstelle fir den
Komplementfaktor C5 nachgewiesen (Zhang et al., 2004). Bis heute ist der genaue Mechanismus der

VDBP-vermittelten Chemotaxis nicht vollstandig geklart und nur wenige Daten sind verfugbar.
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Abbildung 16:

Die multiplen Funktionen des VDBP (modifiziert nach Ursula Meier, 1Gc-Globulin: Roles in Response to Injury, 2006,
S. 1250)

1.7.5 VDBP-Polymorphismen und Erkrankungen

Bisher wurden verschiedene Erkrankungen im Zusammenhang mit dem VDBP beschrieben. Darunter
zahlen Schilddrisenerkrankungen, Osteoporose, Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD),
Kolonkarzinom, Diabetes, Adipositas, AIDS, Multiple Sklerose, Rheumatisches Fieber und viele
andere (Abbas et al., 2008, Fang et al., 2009, Flohil et al., 2010, Janssens et al., 2010, Poynter et al.,
2010, Shen et al., 2010, Blanton et al., 2011, Schafer et al., 2012). Kirzlich wurde im Mausmodell
bewiesen, dass der VDBP-MAF Tumor-Wachstum und -Angiogenese reduziert (Kisker et al., 2003).
In aktuellen Studien wird bereits der mdgliche Einsatz des VDBP als Biomarker flr diverse
Erkrankungen diskutiert (Huang et al., 2011, Kim et al., 2012). Auf das Osteoporose-Risiko wurde
bereits im Kapitel 1.7.4 eingegangen.

Fur die COPD stellt Rauchen das grofite Risiko dar. Diese Erkrankung ist durch eine chronische
Entziindung und Verengung der ausfiihrenden Atemwege gekennzeichnet, wodurch es im Verlauf zur
Emphysem-Bildung kommt. Da jedoch nur 15 % aller Raucher eine COPD entwickeln, war man auf
der Suche nach weiteren Einflussfaktoren und genetischen Pradispositionen. Es konnte gezeigt

werden, dass COPD Patienten h&ufig ein Vitamin D-Defizit aufweisen (Persson et al., 2012). Die
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Ergebnisse genetischer Untersuchungen lassen die Annahme zu, dass dabei Assoziationen zu VDBP-
Polymorphismen bestehen. Die Ergebnisse sind inhomogen, jedoch ist in den Studien ein Trend zu
erkennen. Die die Mehrheit der Studien zeigt ein gehduftes Auftreten der Gcl-f Isoform bei COPD
Patienten mit akut progredienten Krankheitsverlauf. Die Gc-2 Isoform kommt hingegen seltener in
COPD Patienten vor und scheint einen pulmonal protektiven Effekt zu haben (Kueppers et al., 1977,
Horne et al., 1990, Schellenberg et al., 1998, Ishii et al., 2001, Janssens et al., 2010). Eine sinnvolle
Erklarung scheint dabei die Fahigkeit des VDBP zu sein, als G¢c-MAF zu wirken. Ge-2 kann aufgrund
des fehlenden Threonin an Position 420 nicht zum Gc-MAF konvertiert werden. Dies konnte die
Inflammation in pulmonalem Gewebe verringern, sowie der Zerstérung von Lungengewebe durch

Makrophagen und einer Emphysem-Bildung vorbeugen (Ishii et al., 2001).

1.8  Stoffwechselvorgange die durch Vitamin D beeinflusst werden

Vitamin D ist nicht nur fur den Kochen- und Kalziumstoffwechsel zustdndig. Es steuert die Aktivitat
von Immunzellen (Makrophagen, B- und T-Zellen) und hemmt das Wachstum verschiedener
Tumorzellen. Vitamin D hat uber die R-Zellen des Pankreas und den Skelettmuskel Einflusse auf die
Regulation des Glukosespiegels. Es soll an der Blutdrucksenkung beteiligt sein und ein verbessertes
HDL/LDL-Cholesterin-Verhaltnis bewirken. Folglich wirkt es dem metabolischen Syndrom entgegen
und zeigt kardioprotektive Wirkung (Abb. 17).

Im folgenden Teil wird auf die Mitwirkung des Vitamin D bei der Entstehung diverser Erkrankungen
genauer eingegangen. Anschliefend soll die Verbreitung des Vitamin D-Mangels aufzeigt und

Strategien zur Prévention erldutert werden.
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Wirkung von Vitamin D auf verschiedene Korperfunktionen

Abbildung 17:

Die vielfaltigen Aspekte von Vitamin D im Stoffwechsel (Fachgesellschaft flr Erndhrungstherapie und Prévention;
Fachinfo: Vitamin D)

1.8.1 Zellwachstum, Carcinogenese und Angiogenese

Je nach Zelltyp zeigt 1,25(0OH),D; wachstumshemmendes Potential und induziert Apoptose.
Andererseits ist es in der Lage Zellen vor dem programmierten Zelltod zu schiitzen. Dies erklart die
Bedeutung und Rolle von Vitamin D in der Tumorgenese sowie dessen Prévention.

Das 1,25(0OH),Ds—VDR System vermag durch diverse Mechanismen den Zellzyklus zu beeinflussen.
Es steigert unter anderem die Expression des Cyclin-abhéngigen-Kinase-Inhibitor p21, welches einen
Zellzyklusarrest in der G1-Phase zu induziert. Auch p27 eine weiterer Cyclin-abhdngiger-Kinase-
Inhibitor, wird durch 1,25(0OH),D3; vermehrt synthetisiert bzw. dessen proteosomaler Abbau verhindert
(Kawa et al., 1997, Park et al., 2000, Dackiw et al., 2004). In Tumoren, deren Wachstum durch
Uberexpression von Wachstumsfaktoren erfolgt (transforming growth factor = TGF oder epidermal
growth faktor-Rezeptor = EGF/R), bindet 1,25(0OH),D; den Liganden-aktivierten Rezeptor. Es folgt

der Abbau im Endosom, wodurch das Wachstumssignal des aktivierten, membrandsen Rezeptors
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entfallt und ein unkontrolliertes Wachstum verhindert wird. Das hyperplastische Keratinozyten-
Wachstum bei Psoriasis erfolgt TGFo gesteuert, folglich stellt eine Behandlung mit 1,25(0OH),D;-
Analoga eine Therapieoption fiir Psoriasis-Patienten dar (Masuda et al., 2006). Ein anti-apoptotischer
Effekt von 1,25(0OH),D; beruht auf einer direkten Hemmung der Caspase 3. Dies konnte bisher in
mehreren Geweben nachgewiesen werden (Dusso et al., 2005).

Die Induktion der Apoptose durch 1,25(0OH),D; spielt eine bedeutende Rolle in der Pravention
malignen Wachstums. In Krebszellen erfolgt die 1,25(0OH),Ds-getriggerte Apoptose Uber
Verénderungen im Konzentrationsverhéltnis der pro- und anti-apoptotisch wirkenden Proteine Bax
(proapoptotisch) und Bcl2 (antiapoptotisch). Auch die intrazelluldre Kalziumkonzentration kann durch
1,25(0H),D; ansteigen, wodurch pro-apoptotische Caspase-Kaskaden aktiviert werden (Wagner et al.,
2003, Stewart et al., 2004). In Zelllinien des Mamma-Karzinoms steigert 1,25(0OH),D3 die Expression
von HOXAU10, ein Protein, welches einen G1-Arrest auslosen kann. In Kolon-Karzinomzellen wurden
ahnliche Effekte nachgewiesen (Masuda et al., 2006). Die Hemmung der Angiogenese scheint
zumindest teilweise Uber den VDR geregelt zu sein. In einer Studie zeigten VDR (-/-) ,.knock out®
Mause, die mit Tumorzellen infiziert wurden, nach einer Inkubationszeit von 30 Tagen eine
gesteigerte Angiogenese sowie eine groRere Masse an malignen Zellen im Vergleich zur Wildtyp-
Kontrollgruppe. Histologisch war dies auf groRere GefélRkalieber, geringere Podozytenzahlen sowie

eine gesteigerte Durchlassigkeit der GefaRe (vascular leakage) zuriick zufiihren (Chung et al., 2009).

1.8.2 Maligne Erkrankungen

Schon vor mehreren Jahrzehnten entdeckte man, dass in hoheren Breitengraden vermehrt
Krebserkrankungen wie Mamma-, Prostata- und Kolonkarzinome sowie verschiedene andere maligne
Erkrankungen auftraten. Man geht davon aus, dass insuffiziente 25(OH)D3-Serumspiegel die Inzidenz
fur maligne Erkrankungen erhdhen. Patienten mit Vitamin D-Mangel weisen eine schnellere
Progredienz der Erkrankung und hohere Sterblichkeitsraten auf, im Vergleich zu Patienten mit
optimalen 25(0OH)Ds-Serumspiegeln (Grant et al., 2002, Garland et al., 2006b, Giovannucci et al.,
2006a, Giovannucci et al., 2006b). In verschiedenen Studien konnte inzwischen gezeigt werden, dass
Patienten mit einem 25(0OH)D3-Serumspiegel < 50 mmol/L (< 20 ng/ml) in den folgenden Jahren ein
30 - 50 % erhohtes Karzinomrisiko aufweisen, welches durch die tdgliche Einnahme von bis zu 1.000
IU Vitamin D reduziert werden kann (Garland et al., 1985, Ahonen et al., 2000, Giovannucci, 2006b,
Giovannucci et al., 2006a). Die Risikoreduktion maligner Erkrankungen durch die Einnahme von
1.100 IU Vitamin D kombiniert mit 1400 mg Kalzium ergab eine Studie von Lappe (Lappe et al.,
2007).
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1.8.3 Immunmodulation

Vitamin D ist ein starkes immunmodulierendes Hormon. Einerseits steigert es die natirliche
Immunantwort und schiitz den Organismus vor pathogenen Keimen, andererseits hemmt es
uberschieBende Immunreaktion des adaptiven Immunsystems. Dabei sind viele Immunzellen, u.a.
Makrophagen, Dentritische Zellen sowie aktivierte B- und T-Lymphozyten in der Lage, 1,25(0OH),Ds
mithilfe der endogenen 1,a—Hydroxylase zu synthetisieren (Monkawa et al., 2000, Fritsche et al.,
2003).

Eine Verstarkung der angeborenen Immunantwort durch 1,25(0OH),D; wird von mehreren Autoren in
Zusammenhang mit Tuberkuloseinfektionen beschrieben. Die Immunantwort durch Phagozytose von
pathogenen Keimen, beruht auf der Aktivierung des Toll-like-Rezeptors von Makrophagen oder
Monozyten. Dies fiihrt dies zur Expression des VDR sowie der 1,a-Hydroxylase. Das endogen
gebildete 1,25(0OH),D; bindet an den VDR und verstérkt die Expression der Proteine Cathelicidin und
LL-37 (Abb. 18). Beides sind stark bakterizid wirkende Agenzien, welche die Eliminierung der
Erreger verstarken (Liu et al., 2006). Man geht weiterhin davon aus, dass auch die bakterizid wirkende
Stickstoff-Monoxid-Synthetase durch 1,25(0OH),Dj; aktiviert wird (Leandro et al., 2009).
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Der hemmende Effekt von 1,25(0OH),D; auf die spezifische, erworbene und antikdrper-vermittelte
Immunantwort erfolgt ebenfalls VDR-vermittelt. Dabei wird die Reifung und Funktion der
dentritischen Zellen (DC) sowie die Expression von MHC Il Molekiile gehemmt, was zu einer
verminderten T-Zellstimulation fuhrt (Griffin et al., 2000, 2001). Weiterhin verschiebt sich mithilfe
verschiedener Zytokine (Interferon y und Interleukine wie z. Bsp. 1I-12, 1I-10, 11-2, 114, 1I5) die

Immunantwort. Die Immunreaktion erfolgt weniger durch T1-Helfer-Zellen, sondern vermehrt durch
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T2-Helfer-Zellen wodurch eine {berschiefende Produktion von Autoantikdrpern inhibiert wird
(Lemire, 2000, Boonstra et al., 2001, Leandro et al., 2009, Hewison, 2010). Im Tiermodell konnte
nachgewiesen werden, dass eine Vitamin D-Supplementation die Bildung von Autoantikdrpern
reduziert und vor Autoimmunerkrankungen schitzt (Lemire et al., 1991). Autoimmunerkrankungen,
deren Genese auf ein Vitamin D-Defizit bereits untersucht wurden, sind Diabetes Mellitus Typ1l,
Multiple  Sklerose, Morbus Crohn und rheumatoide  Arthritis sowie autoimmune
Schilddrusenerkrankungen (Mathieu et al., 2005b, Holick, 2007b)

1.8.4 Insulin-Ausschiittung und Diabetes Mellitus

Die 3-Zellen der Bauchspeicheldriise (Pankreas) sind Bildungsort des Insulins und somit mafgeblich
an der Blutzuckerregulation und -senkung beteiligt. Diabetes mellitus ist heute eine weit verbreitete
Zivilisationskrankheit, welche mit erhéhten Blutglukosewerten einhergeht. Man unterscheidet den
autoimmunbedingten Diabetes mellitus Typl (T1DM), welcher auf der Zerstérung der 3-Zellen beruht
und den Diabetes Typ2 (T2DM). Der T2DM ist gekennzeichnet durch eine periphere Insulinresistenz,
welcher im Verlauf der Erkrankung die Dekompensation der 3-Zellen folgt.

Fur den autoimmunbedingten TIDM konnte gezeigt werden, dass Kinder und Jugendliche mit einem
neu aufgetretenem T1DM héufig Vitamin D-Defizite zeigten (Borkar et al., 2010). Eine Studie ergab,
dass die Supplementation von 2.000 IU Vitamin D im ersten Lebensjahr, das Risiko in den nachsten
31 Jahren an T1DM zu erkranken, um 78 % reduziert (Hypponen et al., 2001). Mdglicherweise beruht
dies auf der bereits beschriebenen immunmodulatorischen Wirkung addquater 25(OH)Ds;-
Serumspiegel (Mathieu et al., 2004, Mathieu et al., 2005a, Mathieu et al., 2005b).

Es gibt diverse Expertenmeinungen (ber die Pathomechanismen und Bedeutung des Vitamin D-
Mangels in der Atiologie des T2DM. Einige suggerieren, suffiziente Vitamin D-Level filhren zu einer
gesteigerten Insulinsekretion und erhéhen die periphere Insulinsensitivitat. Die genauen Mechanismen
sind bis heute unklar, Studienergebnisse uneinheitlich und randomisierte, placebo-kontrollierte
Studien fehlen (Alvarez et al., 2010a, Alvarez et al., 2010b). Es gibt Forschungsergebnisse die darauf
hindeuten, dass der 25(0OH)Ds-Serumspiegel mit den Insulin- und Glukosespiegeln korreliert (Chiu et
al., 2004, Bonny, 2005). Die R-Zellen exprimieren die 1,a-Hydroxylase und sind in der Lage das
aktive 1,25(0H),D; selbst herzustellen (Bland et al., 2004). Sie verfiigen Uber den VDR, dessen
VDRE in der Promotorregion des Insulin-Genes lokalisiert ist (Johnson et al., 1994, Maestro et al.,
2003). Dies lasst die Vermutung zu, dass 1,25(0OH),Ds; an der Transkription des Insulingenes
regulatorisch beteiligt ist. Experten gehen weiterhin davon aus, dass die Ausschittung von Insulin z.T.
durch Vitamin D gesteuert wird. Die Insulinsekretion erfolgt durch einen hyperpolarisations-
induzierten, intrazelluldren Kalziumiberschuss. Da Vitamin D via Calbindin die intrazellularen
Kalziumspiegel beeinflusst, ist es mdéglich, dass Vitamin D an der Sekretion von Insulin indirekt

beteiligt ist. Eindeutige Ergebnisse Uber den genauen Mechanismus sind jedoch bis heute nicht
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bekannt (Alvarez 2010). Muskel- und Fettzellen besitzen ebenfalls einen VDR. In ihnen wird die
Expression des Insulinrezeptors direkt durch 1,25(0OH),D5 aktiviert. All diese Forschungsergebnisse
lassen vermuten, dass Vitamin D den insulingesteuerten Glukosetransport verbessert, die
Insulinsensitivitat erhéht, und zur Senkung des Blutzuckerspiegel beitrédgt (Simpson et al., 1985,
Maestro et al., 2002).

1.8.5 Knochenabbau, Osteoporose-Risiko und Fallneigung

Osteoporose und Osteomalazie beruhen auf dem Osteoklasten-vermittelten Abbau der mineralisierten
Kollagenmatrix. Induziert wird er durch erhéhte Parathormonspiegel, aufgrund eines Vitamin D- und
Kalziummangels. Oft resultiert der Abbau an Knochensubstanz in einem erhthten Knochenbruch-
Risiko. Sinterungsbriiche der Wirbelkorper, Oberschenkelhalsfrakturen, distale Radiusfrakturen sowie
die subkapitale Humerusfraktur sind die Folge. Aufgrund der steigenden Lebenserwartung ist die Life-
time-Prévalenz fiir Frakturen bei Frauen 47 % und 22 % bei Mannern (Boonen et al., 2006).
Insbesondere Frauen nach der Menopause und Personen Uber 60 Jahre haben ein erhohtes
Osteoporose-Risiko. Eine Arbeitsgruppe in Finnland zeigte bereits bei jungen Madchen einen
Zusammenhang von niedrigen 25(OH)Ds-Serumspiegeln, erhohten Parathormon-Werten und
verminderter Knochendichte (Cheng et al., 2003). In unterschiedlichen randomisierten, placebo-
kontrollierten Studien wurde nachgewiesen, dass eine Supplementation mit Vitamin D +/- Kalzium
das Frakturrisiko um 20 — 30 % reduziert (zitiert nach Kazai 2008). Muskelzellen besitzen den VDR
und sind auf suffiziente Vitamin D-Serumspiegel angewiesen. Ein Mangel an Vitamin D in der
Muskulatur macht sich durch Muskelschwéche und erhohter Fallneigung bemerkbar (Holick, 2007Db).
Ansteigende Vitamin D-Serumspiegel fiihren nachweislich zu einer kontinuierlichen Steigerung der
Kontraktilitat und Kontraktionsgeschwindigkeit des Muskels (Bischoff-Ferrari et al., 2006). Weiterhin
wurde gezeigt, dass sich die Fallneigung von Bewohnern in Altenheimen durch Gabe von 800 1U
Vitamin D plus Kalzium um 60 — 70 % reduziert (Bischoff-Ferrari et al., 2006, Broe et al., 2007).

1.8.6 Fettstoffwechsel
Bisher wurden nur wenigen Studien durchgefihrt, die Veranderungen im Lipoproteinstoffwechsel im
Zusammenhang mit 1,25(0OH),D; untersuchten. Einige davon zeigten, eine Korrelation zwischen den
ansteigenden 25(OH)Ds-Serumspiegeln und einem sinkenden LDL/HDL-Index. (Wang et al., 2008,
Osmancevic et al., 2009). Hohe LDL-Cholesterinspiegel stellen u.a. einer der Hauptrisikofaktoren fur
Arteriosklerose dar. Bisher mangelt es jedoch an Studien die untersuchen, ob eine Vitamin D-

Supplementation in der Lage wére das Arteriosklerose-Risiko relevant zu senken.

1.8.7 Reninsynthese und Blutdruckregulation
Das  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System  (RAAS)  steuert  die  Blutdruckregulation,

Elektrolythaushalt und Volumenhomeostase. Bei Volumenmangel wird Renin in der Niere gebildet.

29



Einleitung

Renin induziert via Angiotensin Il und Aldosteron die Natrium- und Wasser-Riickresorbtion, und tragt
somit zum Anstieg des Blutdruckes bei. Verschiedene Studien zeigten, dass 25(OH)Ds-Serumspiegel
von < 20 ng/ml mit einem Anstieg der Plasma-Renin-Aktivitat, der Angiotensin-11-Konzentration und
Hypertonie vergesellschaftet sind (Krause et al., 1998, Li, 2003, Li et al., 2004, Hintzpeter et al.,
2008a). Eine Studie publizierte, dass durch den Anstieg des 25(OH)Ds—Serumspiegels um 180 %
(UVB-Licht induziert) der systolische und diastolische Blutdruck um 6 mmHg gesenkt werden kann
(Krause et al., 1998). Die Studienergebnisse dazu sind jedoch inhomogen und z. T. widerspruchlich
(Forman et al., 2005). So konnten diese Effekte in kleinere Studien in Deutschland und Niederlande

nicht reproduziert werden (Snijder et al., 2007).

1.8.8 Muskulatur, Herz-Kreislauferkrankungen und cardiovaskulares Risiko

Der Herzmuskel profitiert ebenso von einem suffizienten Vitamin D-Status. Der kardio-protektive
Effekt von Vitamin D wurde bisher in mehreren Studien untersucht. Genaue Mechanismen sind noch
immer unklar, doch es existieren viele potentielle Hypothesen dazu. Eine davon ist der hemmende
Effekt von Vitamin D auf das RAAS. Dadurch beugt Vitamin D der kardialen Hypertrophie, welche
durch chronischen Hypertonus bedingt ist, vor. Gleichzeitig wirkt es dem Angiotensin Il-vermitteltem,
kardiale Remodelling entgegen. Sinkende Cholesterin- und Blutglukosewerte wirken sich zusatzlich
positiv auf das Arteriosklerose-Risiko und der Koronaren Herzerkrankung (KHK) aus. Konklusiv
senkt Vitamin D die kardiale Gesamtmortalitat (Grimes, 2006, Zittermann, 2006, Dobnig et al., 2008,
Gouni-Berthold et al., 2009).

1.9 Vitamin D-Mangel: Definition und Pravalenz

Einen Vitamin D-Mangel definieren Experten derzeitig ab 25(OH)Ds-Serumwerte unter 20 ng/ml (50
nmol/l), zwischen 21 - 29 ng/ml spricht man von einem relativen Vitamin D-Mangel (Holick, 2007b).
Eine optimale 25(OH)Ds-Versorgung ist ab 30 ng/ml (75 nmol/l) gewéhrleistet. Bei 25(OH)Ds-
Serumspiegeln tber 30 ng/ml erreicht die Parathormon-Konzentration ihren Tiefpunkt (Abb. 19),
wéhrend die intestinale Kalzium-Aufnahme ihre maximale Kapazitét erlangt. Eine Hypervitaminosis
D ist ab Serumspiegel von 160 — 500 ng/ml definiert (Thomas et al., 1998, Holick, 2007b). Wird diese
Definition verwendet, leiden weltweit 1 Milliarde Menschen an einem Vitamin D Mangel. In den
Vereinigten Staaten haben 40 - 100 % der alteren Personen ein Vitamin D-Defizit. Weiterhin zeigen,
50 % der postmenopausalen Frauen, trotz oraler Osteoporose-Prévention 25(0OH)Ds-Serumspiegel von
< 20 ng/ml (Holick, 2007b). Laut Zittermann sind in Deutschland derzeitig 40 - 45 % der Bevolkerung
ungentigend mit Vitamin D versorgt (10 - 20 ng/ml), weitere 15 - 30 % leiden an einem manifesten
Vitamin D-Mangel (< 10 ng/ml) (Zittermann, 2010). Auf bis zu 75 % steigt die Pravalenz des Vitamin
D-Mangel bei alteren Menschen zwischen 65 - 79 Jahren (Hintzpeter et al., 2008a). Laut einer

Verdffentlichung der ,,Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung® (DGE) ist der Vitamin D-Mangel in
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Deutschland z.T. noch ausgepréagter, als in den Arbeiten von Zittermann und Hintzpeter beschrieben (J
Linseisen et al. 2011), (Tab. 3). Eine belgische Studie zeigte, dass 74,1 % der schwangeren Frauen in
Belgien 25(OH)D;-Serumspiegel unter < 30 ng/ml und 44,6 % der Frauen Werte < 20 ng/ml
aufweisen (Vandevijvere et al., 2012). Eine positive Korrelation zwischen maternalen Vitamin D-

Mangel und den 25(OH)D5-Serumspiegel des Neugeborenen ist ebenfalls erwiesen (Lee et al., 2007).
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Tabelle 3:

25-Hydroxyvitamin D-Serumkonzentrationen in Deutschland, Klassifiziert nach Alter und Haufigkeit (Quelle:
unverdffentlichte Daten des Robert Koch-Instituts aus der Stellungnahme der DGE von Lindseisen et al. 2011)

Vitamin D- 25(0OH)D; 25(0OH)D; Alter Alter
Versorgung in ng/mi in nmol/l <17 Jahre 18 - 79 Jahre
Manifester 5 <125 3.8% 2,0 %
Mangel 5-10 12-25 15,5 % 14,3 %
10-20 25-50 43,7 % 41 %
Relativer Mangel 20-30 50 -75 22,8 % 20,8 %
Optimale Versorgung > 30 > 75 14,6 % 21,9 %

1.10 Vitamin D-Mangel: Ursachen
Da in unserer Nahrung sehr wenig Vitamin D enthalten ist und Lebensmittel in Deutschland nicht mit
Vitamin D supplementiert sind, mussen mehr als 90 % des Vitamin D-Bedarfs in der Haut

synthetisiert werden. In Regionen Uber dem 35. Breitengrad ist die Sonnenintensitdt jedoch
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insbesondere im Winter zu gering, um eine addquate dermale Vitamin D-Synthese zu gewaéhrleisten.
Dunkelh&utige Personen sind, aufgrund des hohen Melanin-Gehaltes ihrer Haut, noch starker von
einem Vitamin D-Mangel betroffen als hellhdutige Bewohner des gleichen Breitengrades (Webb et al.,
1988, Gordon et al., 2004, Sullivan et al., 2005). Des Weiteren haben verschleierte Frauen in
islamischen Landern und Bewohner sonnenreicher Regionen, welche sich durch ihre Kleidung vor
starker Sonneneinstrahlung schitzen, Vitamin D-Defizite (Lips, 2007). Lediglich Menschen, die in
Aquatornahe leben und sich nicht durch Kleidung der Sonneneinstrahlung entziehen, weisen
25(0OH)D3-Serumwerte von 32 ng/ml und mehr auf.

Durch ihren héheren Bedarf sind Schwangere und stillende Frauen besonders stark von einem Vitamin
D-Mangel betroffen (Lee et al., 2007). Ebenso weisen gestillte Séuglinge, aufgrund des geringen
Vitamin D-Gehaltes der Muttermilch (25 bis 40 IU/L = 0.6 — 1 mg/L), Defizite in der Vitamin D-
Versorgung auf (Hollis et al., 2004). Chronisch nierenkranke Patienten, mit einer glomeruldren
Filtrationsrate von weniger als 30 ml/min, und Dialysepatienten haben aufgrund der fehlenden renalen
1,25(0H),D5-Synthese einen Vitamin D-Mangel, der ohne entsprechende Therapie zu sekundaren
Hyperparathyreoidismus und Osteoporose fiihren kann. Ebenso zeigen Leberkranke Patienten oder
Patienten mit intestinalem Fett-Absorbtionssyndrom héufig einen Vitamin D-Mangel. Auch
medikamentse  Therapien mit  Glukokortikoiden, antikonvulsiven = Medikamenten  und
Steroidrezeptor-induzierenden Substanzen erfordern eine erhdhte Vitamin D-Gabe (Thomas et al.,
1998). Des Weiteren konnte ein Vitamin D-Mangel bei adipdsen Personen festgestellt werden. Da
Fettgewebe in der Lage ist, Vitamin D zu speichern, steht dieses dem Serumspiegel nicht mehr zur
Verfugung, wodurch es zum Abfall der 25(OH)Ds-Serumspiegel und zu Mangelerscheinungen
kommen kann. Inwieweit bei adipdsen Personen eine verminderte Aktivitat im Freien einen Beitrag
am Vitamin D-Defizit hat, ist umstritten (Gilbert-Diamond et al., 2010, Lagunova et al., 2010).
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1.11 Vitamin D-Substitution
Zur Optimierung des 25(0OH)Ds-Spiegels stehen die orale Substitution mit Vitamin D, oder D5, sowie
die UV-Therapie zur Verfugung.

1.11.1 Orale Vitamin D-Substitution
Da Vitamin D-Mangel ein weltweites Problem darstellt, wird die orale Substitution immer wichtiger.
Laut der DGE sind folgende Lebensmittel reich an Vitamin D: (Tab. 4, 5)

Tabelle 4: Vitamin D-Gehalt verschiedener Lebensmittel je 100g (laut DGE)

Hering 23 ug*
Thunfisch 5 Mg*
Margarine 2,5 ug*

Milch 0,09 pg*

Tabelle 5: *Umrechnungstabelle Vitamin D-Dosen (1 pg = 40 IE/1U; 1 IE/IU = 0,025 pg)

IE/IU 200 400 600 800 1000 1400

Hg 5 10 15 20 30 40

Sowohl die DGE als auch die WHO (,,World Health Organisation”) empfehlen eine Vitamin D-
Tagesdosis von 5 - 10 ug oder 200 - 400 1U/d. Diverse Studien untersuchten, das Osteoporose-Risiko
nach Vitamin D-Gabe. Die Mehrheit der Arbeiten zeigt, dass erst durch die regelmaRige Einnahme
von 700 - 800 IU Vitamin D in Verbindung mit 500 - 1000 mg Kalzium das Osteoporose-Risiko
gesenkt werden kann. Dosen von 400 IU Vitamin D wiesen haufig keinen Effekt auf das Frakturrisiko
auf, da sie den 25(OH)Ds-Serumspiegels nicht ausreichend erhthen. Der 25(0OH)Ds-Serumspiegel
muss unter oraler Vitamin D-Substitution auf Uber 26 ng/ml ansteigen, ansonsten bleibt eine
Reduktion des Osteoporose-Risikos aus (Chapuy et al., 1995a, Chapuy et al., 1995b, Dawson-Hughes
et al., 1997, Porthouse et al., 2005, Bischoff-Ferrari, 2007, Holick, 2007a). Experten gehen heute
davon aus, dass eine Tagesdosis von 800 - 1000 IU Vitamin D flr nahezu alle Altersklassen
empfehlenswert ist. In nordlichen Breitengraden reichen eine gesunde Erndhrung und
Sonnenexposition selten aus, um eine adaquate Vitamin D-Versorgung sicher zu stellen. Folglich
sollte insbesondere im Winter eine orale Supplementation erfolgen. Tabelle 6 zeigt die aktuellen
Referenzwerte der DGE von 2012 zur Vitamin D-Supplementation. Die Aquivalenz von Vitamin D,
und Ds in ihrer Wirkung, wurde lange Zeit kontrovers diskutiert (Trang et al., 1998). In einer
randomisierten, placebo-kontrollierten Doppelblindstudie wurde nun die Gleichwertigkeit beider

Substanzen nachgewiesen (Holick et al., 2008).
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Tabelle 6: Referenzwerte zur Vitamin D- Supplementation (DGE von 2012)

Optimale Vitamin D Zufuhr
Altersklasse ) .
25(0OH)D;-Serumspiegel Tagesdosis
Sauglinge 20 ng/ml (50 nmol/1) 10 ug
Kinder > 20 ng/ml (50 nmol/l) 5-10 pg [20 pgl*
Jugendliche und Erwachsene > 20 ng/ml (50 nmol/l) 20 ug
Erwachsene > 65 Jahren > 20 ng/ml (50 nmol/l) 20 - 25 ug
Schwanger und Stillende k.A. 20 ug

* Empfehlung der Tagesdosis bei fehlender Sonnenexposition
k.A.: keine Angaben

1.11.2 Vitamin D-Substitution via UV-Strahlung

Die UV-Therapie stellt ebenfalls eine Methode dar, um die Vitamin D-Spiegel effektiv zu steigern. In
der Psoriasis-Therapie sowie bei anderen Hauterkrankungen, wird die Lichttherapie seit Jahren
erfolgreich angewandt (Fischer et al., 1984, Berneburg et al., 2005a). Aufgrund der
nebenwirkungsfreien, oralen Supplementation wird jedoch von einer alleinigen UV-Therapie zur
Erhéhung des Vitamin D-Spiegels abgeraten (Langdahl et al., 2012).

Das fiir den Menschen sichtbare Licht hat eine Wellenlange von 380 - 760 nm. Kiirzere Wellenlangen
(100 - 400 nm) kennzeichnen das unsichtbare, ultraviolette Licht (UV-Licht), wahrend der
Infrarotbereich durch Wellenlangen von 780 nm bis 1 mm definiert ist. UV-Licht ist als
elektromagnetische Strahlung ein Bestandteil des Sonnenlichtes und wird je nach Wellenlange in UVC
(100 - 280 nm), UVB (280 - 315 nm) und UVA (315 - 400 nm) unterschieden (1SO-21348). Aufgrund
der unterschiedlichen Wellenlangen der UV-Spektren, variieren Eindringtiefe und Wirkung in der
Haut. Langwelliges UVA-Licht besitzt eine groBere Eindringtiefe als kurzwelliges UVB-Licht
(Berneburg et al., 2005b) (Abb. 21). Sehr kurzwellige UVC-Stahlen, werden bereits in der
Atmosphére absorbiert, und haben keinen Effekt auf die Dermis. UVB-Licht dringt bis in die
Epidermis (Oberhaut) vor und induziert dort, durch verstarkte Melaninbildung, die verzdgerte,
langfristige Pigmentierung und Braunung der Haut. In der Basalzellschicht bewirkt es die Bildung von
Vitamin D und fuhrt in hohem Dosen zum Erythem (Hautrétung und Sonnenbrand) und induziert
DNA-Schaden in Form von Thymidin-Dimeren (Maddodi et al., 2012). UbermaRige Exposition und
Sonnenbrénde sollten deshalb insbesondere in der Kindheit vermieden werden. Sie kodnnen zu
Keratosen (Hautkrebsvorstufen) und Hautkrebs fiihren. Langwelliges UVA-Licht dringt bis in die
Dermis (Lederhaut) ein. Es induziert die Sofortpigmentierung der Haut durch Verdunklung des
vorhandenen Melanins und trégt aufgrund der Zerstdrung von Kollagenfasern zur Hautalterung bei.
Friher nahm man an, UVA-Licht sei nur fiir die Hautalterung verantwortlich, heute weil3 man, dass
UVA-Strahlung ebenso wie UVB-Strahlung in der Lage ist, DNA-Schéden zu verursachen (Runger,
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2008, Huang et al., 2009). Es besitzt jedoch im Vergleich zu UVB-Strahlung eine 1000-fach geringere
erythemale Wirkung (Campbell et al., 1993).

Studien zeigen eine positive Korrelation zwischen der UVB-Dosis und dem Anstieg des 25(OH)D;
Serumspiegels. Dabei vermag bereits eine geringe Gesamtdosis von 1,5 SED (= 150 J/m?) den
mittleren 25(OH)D3-Serumspiegel im Durchschnitt um 14,2 nmol/l anzuheben (Bogh et al., 2011b).
Durch eine Ganzkorperbestrahlung mit 1 MED (minimale erythemale Dosis) werden in der Haut
hellhdutiger Personen bis zu 20.000 1U Vitamin D gebildet (Chen et al., 2007, Holick et al., 2007,
Cannell et al., 2008). MaRgeblich fir den Anstieg der 25(OH)Ds-Serumwerte sind dabei die UV-
Dosis, der Baseline-25(0OH)Ds-Wert sowie die Serum-Cholesterinspiegel und das Alter. Die
Korperoberflache und UV-Expositionszeit seien hingegen von untergeordneter Rolle (Holick et al.,
1981, Clemens et al., 1982, Chen et al., 2007, Bogh et al., 2010, Bogh et al., 2011b, Bogh et al.,
2011a, Bogh, 2012). Uber die Bedeutung des Hauttyp und der Hautpigmentation gibt es bisher keine
einheitlichen Studien (Clemens et al., 1982, Bogh et al., 2010). Neue Studien postulieren ein Absinken
der 25(0OH)Ds-Serumspiegel nach alleiniger UVA-Bestrahlung (Godar et al., 2009, Langdahl et al.,

2012). Welche Mechanismen dabei zum Absinken der Vitamin D-Spiegel fuhren sollen, ist bisher

unklar.
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Abbildung 21:

Eindringtiefe von UV-Strahlung in die Haut (Deutsche Krebshilfe e.V., 2007)
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1.12 Unterschiedliche UV-Bestrahlungssysteme

In der UV-Therapie gibt es diverse UV-Bestrahlungssysteme. Dabei unterscheidet man das UVB-
Breitspektrum (bUVB) mit 280 - 320nm vom UVB-Schmalspektrum (nUVB) zwischen 310 und 315
nm dessen maximaler Peak bei 311 nm liegt. Eine weitere Therapieoption stellt das UVA-Licht dar,
sowie viele verschiedene Kombinationsmdglichkeiten (z.B. nUVB als Monotherapie oder in
Kombination mit Vitamin D-Analoga, Psoralene oder Retinoiden; UVA/UVB-Kombinationstherapie)
(Berneburg et al., 2005a).

Das bUVB wird bereits viele Jahrzehnte in Therapie von Hauterkrankungen eingesetzte. Der
therapeutische Effekt wird hauptsachlich der immunmodulatorischen Wirkung zugeschrieben. UVB-
Licht hemmt die natirlichen Killerzellen der Haut sowie die Ausreifung der Lymphozyten. Ebenfalls
verhindert es eine UberschieBende Ausschittung inflammatorischer Zytokine. Es wird insbesondere
bei stammbetonter Psoriasis angewendet (Dogra et al., 2004).

Das nUVB ist definiert durch eine Wellenldnge von 310 — 315 nm. Die erythemale Wirkung des
UVB-Lichtes sowie die Vitamin D-Produktion ist zwischen 280 - 300 nm am potentesten. nUVB
besitzt ein geringeres erythemales Potential (Abb. 23), wahrend eine bUVB Therapie einen starkeren
Anstieg der 25(OH)Ds-Serumspiegel induziert als nUVB (Osmancevic et al., 2008) (Abb. 23). Dabei
zeigte das nUVB einen gleichen oder besseren therapeutischen Effekt auf Psoriasis-Plaques sowie
starkere immunmodulatorische Effekte als das bUVB-Spektrum (Berneburg et al., 2005b). Einige
Autoren fanden sowohl mittels in vivo, als auch in vitro Studien, ein gesteigertes karzinogenes Risiko
durch nUVB (Flindt-Hansen et al., 1991, WuIf et al., 1994, Gibbs et al., 1995, Kirke et al., 2007,
Kunisada et al., 2007). Anderen Autoren konnten diese Ergebnisse jedoch nicht bestatigen (Archier et
al., 2012). Eine Hautrdtung tritt im nUVB Bereich jedoch (je nach Literaturquelle) erst nach bis zu 15-
fach hoheren Dosen auf, als im bUVB (Kunisada et al., 2007). Dadurch ist es mdglich, dass aufgrund
fehlender Erythem-Bildung félschlicherweise zu hohe Energiedosen verabreicht werden (Abb. 22).
Wird nUVB jedoch in suberythemalen Dosen und verantwortungsvoll eingesetzt, ist es neben dem
UVB-Breitspektrum eine zuverlassige und nebenwirkungsarme Therapieoption bei Erkrankungen wie
Psoriasis, Vitiligo, Mycosis fungoides und Atopischer Dermatitis.

UVA-Licht wird hauptsachlich als Psoralen plus UVA, als sogenannte PUVA-Therapie angeboten.
Psoralen (8-Methoxypsoralen) ist eine photosensibilisierende Substanz, die chemisch dem Cumarin
dhnelt. Psoralen wird lokal (Creme oder Badezusatz) oder systemisch bei unterschiedlichsten
Erkrankungen (Pruritus, Psoriasis, Lichen ruber planus, Neurodermitis) verabreicht. Besonders bei
hoch akuten Psoriasis-Schuben, bei Extremitaten-betonter-Psoriasis und Patienten, die ungentigend auf
alleinige nUVB ansprachen, ist die systemische PUVA-Therapie eine wirksame Therapieoption
(Berneburg et al., 2005b).
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Abbildung 22:

nUVvB zeigt ein geringeres
erythemales Potenzial als bUVB. Die
MED bei Albino-Nacktmausen liegt
bei nUVB mehr als doppelt so hoch
wie bei bUVB. Hierdurch kénnen bei
einer nUVB-Therapie leicht zu hohe

Dosen verabreicht, da die
Erythembildung geringer ausfallt.

Links: bUVB zeigt MED bei
170mJ/cm? Rechts: nUVB zeigt

MED bei 370mJ/cm?

(Makoto Kunisada et al; Narrow-
Band uvB Induces More
Carcinogenic Skin Tumors than
Broad-Band UVB through the
Formation of Cyclobutane Pyrimidine
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Abbildung 23:
Oben: Dermales Aktionsspektrum

der Vitamin D-Produktion und

Erythementwicklung

(Bodo Lehmann&Michael Meurer;
Vitamin D metabolism;

Dermatologic Therapy, Vol. 23,
2010, 2-12)

Unten: Wellenldnge von UVB-
Schmal und UVB-

Breitbandspektrum (Kirke et all.,
2007, S. 1642)
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2  Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Studie wurden die Daten von 57 Patienten mit nUVB- und PUVA Behandlung
erhoben und analysiert. Diese waren im Zeitraum von November 2009 bis Mai 2010 in der
Universitatshautklinik Homburg in stationdrer oder ambulanter Behandlung. Aufgrund der bereits in
der Einleitung erwéhnten jahreszeitlichen Schwankungen des Vitamin D-Serumspiegels wurde die
klinische Datenerhebung zunéchst lediglich bis April 2010 geplant. Diese konnte jedoch aufgrund der
schlechten Wetterlage, mit auffallend wenigen sonnigen Tagen, bis Mai ausgedehnt werden. Die
Patienten wurden unabhdngig von ihrer dermatologischen Grunderkrankung fir die Studie ausgewahlt.
Als Kontrollgruppe fiir die Genotypisierungen dienten 192 weibliche und 192 méannliche gesunde
Probanden, mit einem Lebensalter unter 30 Jahren. Die DNA-Proben der Kontrollgruppe wurden von
der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrich Mahlknecht aus der Klinik fur Innere Medizin | (Onkologie,
Hé&matologie, Klinische Immunologie und Rheumatologie) der Universitatsklinik des Saarlandes zur

Verfligung gestellt.

2.2 Ethikkommission

Der Studienplan wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes genehmigt.

Die Studie gliedert sich in einen klinischen und in einen laborchemischen Teil. Vor Studienbeginn
wurden die Probanden, durch die im Anhang aufgefiihrte Probandeninformation, schriftlich sowie
mindlich in einem personlichen Gesprach (ber die Zielsetzung und Versuchsdurchfiihrung der Studie
informiert. Die Patienten gaben ihr schriftliches Einverstdndnis zur Durchfiihrung der Untersuchung
sowie zum Datenschutz und bestatigten damit, dass sie lber Sinn, Zweck und Nutzen-Risiko-Relation

umfassend aufgeklart wurden.

2.2.1 Patientenfragebogen
Die Patientendaten wurden aus dem Anamnesegesprach und den Patientenakten entnommen.
Zusétzlich wurden die Patienten in einem eigens fur diese Studie entworfenen, standardisierten
Fragebogen (siehe Anhang), uber gewodhnliche Verhaltensweisen und anamnestisch bedeutende

Details befragt. Im Rahmen des Patientenfragebogens sind folgende Parameter erhoben worden:

- Personendaten: u. a. zur Feststellung von Geburtsdatum, Geschlecht und Body-Mass-Index
(BMI)
- Pigmentierungsmerkmale und Sonnenreaktion: u. a. zur Feststellung des Hauttyps nach

Fitzpatrick
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- Angaben zum Sonnenverhalten: Solarium-Besuche, Haufigkeit der Verwendung von
Sonnenschutzmittel

- Angaben zur Erndhrung: Verzehr von Vitaminpraparaten sowie Verzehr von Fisch

- Krankheitsanamnese: zur Feststellung der Prévalenz von Erkrankungen, die laut aktueller
Studienlage mit einem Vitamin D-Mangel in Relation stehen (Diabetes mellitus, Hypertonus,

verschiedene Herzerkrankungen, Frakturen und maligne Erkrankungen)

2.2.2 Klinische Scores
Der Schweregrad der Hautbefunde wurde in einer kurzen Klinischen Untersuchung, anhand von
klinischen Scores beurteilt. Dabei diente der PASI-Score zur Dokumentation des Psoriasis-Stadiums.
Die Abkirzung PASI steht fir ,,Psoriasis Area and Severity Index*. Er beschreibt die Ausdehnung der
Erkrankung, sowie den Schweregrad anhand von Rétung, Dicke der Plaques und Schuppung der
Hautoberflache. Die maximale erreichbare Punktzahl betrdgt 72 Punkte und definiert sehr schwere
Erkrankungen. Fir die Patienten mit atopischer Dermatitis wurde der ,,Erlanger Atopie Score“
verwendet. Dieser gibt Auskunft Uber die Wahrscheinlichkeit, dass der Patient an einer atopischen
Erkrankung (Neurodermitis, Asthma oder Heuschnupfen) leidet. Des Weiteren erfolgte, soweit
mdglich jeweils zu Beginn und Ende des Klinikaufenthaltes, eine Fotodokumentation zur Beurteilung

des Therapieerfolges.

2.2.3 Blutdruck- und Gewichtsmessung
Die Blutdruckmessung und Gewichtsanalyse erfolgten standardisiert in der Lichttherapie. Die
Messungen wurden vor Beginn der UV-Therapie durchgefihrt, danach wdchentlich, jeweils funf
Minuten nach der Bestrahlung. Um Messfehler zu vermeiden, wurden die Messungen in der Mehrzahl
der Falle von der gleichen Person durchgefuhrt. Der Blutdruck wurde im Liegen gemessen.
Anschlielend erfolgte die Gewichtsanalyse mit der Personenwaage von der Firma SANITAS. Der
BMI (1), die Kdrperoberflache nach Mosteller (2) sowie die Kérperoberflache nach der 9-er Regel aus
der Verbrennungslehre wurden anschlieRend errechnet.
(1) BMI = Kérpergewicht : (KérpergréRe in m)?
(2) Korperoberflache nach Mosteller ( m?) =« ((KorpergroBe (cm) * Kérpergewicht (kg)) /3600)

2.24 UV-Therapie
Die Ganzkorper UV-Therapie wurde in der Abteilung fur Balneo- und Phototherapie der
Universitatshautklinik durchgefuhrt. Die UV-Behandlungen erfolgten in der Bestrahlungskabine der
Firma Waldmann Medizintechnik UV 7001 K. Diese UV-Kabine besitzt insgesamt 40 UV-Strahler.
Davon 27 UVA-RoOhren (Waldmann F85/100W-PUVA) sowie 13 nUVB-Ro6hren (Waldmann
F85/100W-01_UV7001 [PUVA/TLO1]). Durch gezielte Steuerung, ist der getrennte oder gleichzeitige
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Betrieb beider Therapie-Bereiche (UVA und UVB) mdglich. Die Behandlungen erfolgten nach den
jeweiligen Behandlungsschemata fiir nUVB und PUVA-Therapie.

Die nUVB-Therapie wurde entweder als alleinige nUVB-Phototherapie oder als Photosole-Therapie
verbreicht. Bei der nUVB-Therapie erfolgten die Behandlungen in steigenden Dosen, angepasst an den
jeweiligen Hauttyp des Patienten (Anfangsdosis 0,1 J/cm?, bei guter Vertraglichkeit Steigerung der
Dosis bei jeder 3. Behandlung um 0,1 J/cm? bis maximal 0,9 J/cm?). Die Photosole-nUVB Therapie ist
der Psoriasis-Therapie am Toten Meer nachempfunden. Dazu nehmen die Patienten vor der nUVB-
Therapie ein 20 minutiges Meersalzbad (1 - 3 % bei offenen Hautstellen, 3 - 5 % bei unempfindlicher
Haut.

Die UVA-Therapie wurde kombiniert mit Psoralen (Wirkstoff: Methoxsalen oder 8-Methoxypsoralen,
Meladinine®-) als sogenannten PUVA-Therapie appliziert. Psoralen wirkt photosensibilisierend.
Durch die Kombination mit UVA-Bestrahlung kommt es zu einer leichten Reizung der Haut, in deren
Folge die unkontrollierte Vermehrung der Hautzellen nachlésst und die Hautverdnderungen abheilen.
Je nach Diagnose gibt es unterschiedliche Arten der Behandlung: Meladinine® kann oral
eingenommen werden (0,6 mg pro kg Kdrpergewicht), oder der Patient badet (20 min) bzw. duscht (12
min) die betroffenen Hautstellen in Methoxsalen-Lésung (0,5 mg Methoxsalen/ 1 Liter Badewasser).
Beschréankt sich der Hautbefund auf einen kleinen Bereich, kann dieser mit PUVA-Creme behandelt
werden. Im Anschluss an die Photosensibilisierung erfolgt die UVA-Therapie in ansteigenden
Dosierungen (Beginn mit 0,5 J/cm?, Steigerung bei jeder 4. Behandlung um 0,5 J/cm? bis maximal 4,5
J/icm?). Die Patienten der Studie wurden mit PUVA-Dusche, PUVA-Creme oder einer Bade PUVA-
Therapie behandelt. Davon erhielten 11 Patienten eine Ganzkdrper PUVA-Therapie, bei 10 Patienten
wurden lediglich FiiBe und / oder Hande behandelt.

2.3 Genotypisierung der Polymorphismen

Fur die Bestimmung der Polymorphismen wurde jedem Patienten ein EDTA-R&éhrchen Vollblut
entnommen. Die Isolation der genomischen DNA erfolgte meist direkt nach Blutentnahme. Falls dies
nicht moglich war, wurde das EDTA-BIlut zu langeren Haltbarkeit, bei -20°C gelagert. Die DNA
wurde anschlieBend mithilfe des Tag Man Genotypisierungssystems auf Polymorphismen im VDBP-,
VDR- und CYP2R1-Gen untersucht.

2.3.1 DNA-Isolation
Die DNA-Isolation erfolgte mit dem High-Pure-PCR-Template-Preparation Kit von Roche. Zur
Lysierung der Zellen, wurde in einem Eppendorf Reagenzgefaly 200 pul vom EDTA Blut mit 200 pl
Binding Puffer und 40 ul Proteinase K vermischt. Durch sofortige Inkubation im Heizblock bei 70 °C
fur 10 min wurden alle Nukleasen inhibiert. Nach der Inkubation wurde der Ldsung 100 pl
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Isopropanol zugegeben, resuspendiert und der gesamte Inhalt auf die DNA-bindende-Saule (High Pure
Purification Filter Tube) geladen. Diese wurde bei 8.000 g fur 1 Minute zentrifugiert. Dabei haben
zellulare Nukleinsduren (DNA) spezifisch an das vorbeschichtete Glasfasermaterial der S&ule
gebunden. In einem Waschschritt mit 1 x 500 ul Inhibitor-Removal-Puffer wurden Rickstéande, die
eine PCR behindern kdnnen (z.B. Heparin, aus Blutentnahmeréhrchen), aus der DNA heraus
gewaschen. In zwei weiteren Waschschritten mit jeweils 500 ul Waschpuffer sind Salze, Proteine und
weitere Verunreinigungen aus der Sdule entfernt, und die DNA aufgereinigt worden. Die S&ule wurde
1 Minute bei 13.000 g kurz getrocknet und anschlielend die DNA mit 100 pl Elution Buffer (auf 70
°C erhitzt) aus der Séule eluiert (1 Minute bei 8.000 g zentrifugieren). Um die DNA- Konzentration zu
erhéhen, wurde das Eluat erneut auf die Saule geladen und zentrifugiert. Nach der Isolation wurde die
DNA bei -70 °C gelagert.

2.3.2 DNA-Konzentrationsmessung und Verdinnung
Im Anschluss der DNA-Isolation erfolgte die Konzentrationsbestimmung mittels Messung der
optischen Dichte (OD) bei 260 nm. Die Absorptionsmessung der Nukleinsduren im Eluat ist mittels
NanoVue Spektro-/Photometer durchgefiihrt worden. Dazu wurde 1 pl Eluat auf die Mess-Sonde
pipettiert und analysiert. Fir die Kalibrierung des Spektrometers wurde Elutions-Puffer aus dem High
Pure-PCR-Template-Preparation-Kit von Roche verwendet. Die Berechnung der DNA-
Konzentrationen in pg / ul erfolgte im Spektrometer mit Formel (3). Die Patientenproben wiesen
DNA-Konzentrationen von 36 — 238 ng/ul auf. In der Kontrollgruppe wurden DNA-Konzentrationen
von 38 — 755 ng/ul gemessen. Laut Protokoll (des TagMan® GTXpress™ Master Mix) ist fur die
Genotypisierung eine DNA-Konzentrationen von 1 bis 10 ng/ul empfohlen. Folglich wurde die DNA
mit sterilem Wasser auf 10 ng/ul verdiinnt. Das Gesamtvolumen der Verdinnung betrug 100 pl,
womit der Verdiinnungsfaktors errechnet werden konntet (4). Im Anschluss daran wurde mithilfe des
Verdiinnungsfaktors (VF) die einzusetzende DNA-Menge errechnet (5). Das Volumen des sterilen
Wassers ergab sich aus der Subtraktion der DNA-Menge vom Gesamtvolumen (100 pl) der
anzusetzenden Verdiinnung. Die verdiinnten DNA-Proben (a 10 ng/ul) wurden zu je 30 pl in eine 96-
Well-MicroAmp-Platte pipettiert und mit Folie (Optical Adhesive Film) verschlossen. Die
verschlossenen MicroAmp-Platten wurden bis zur Genotypisierung im StepOnePlus™ Real-Time
PCR Cycler bei -70 °C gelagert.
(3) [ng / W] = (50 x 260) / 1000.
(4) Verdunnungsfaktor (VF) = [10 pg (Endkonzentration) x 1pl (Endvolumen)] / Gemessene DNA
Konzentration (in pg/ul)
(5) Volumen an unverdiinnter DNA (in pl) = 100ul / VF.
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2.3.3  Genotypisierung mit TagMan-SNP-Assays

Grundsétzlich basiert die Genotypisierung mithilfe der TagMan-SNP-Assays auf einer
Polymerasekettenreaktion (PCR). Mit der Entwicklung des TagMan-SNP-Assay-Systems ist es
gelungen, sowohl die Amplifikation als auch die Analyse der PCR-Produkte simultan, in einem
einzigen Reaktionsgefa zu ermdglichen. Das Prinzip der Genotypisierung von Single Nukleotide
Polymorphismen mit dem TagMan-PCR-Assay beruht auf fluorogenen Gensonden und wurde 1993
von Applied Biosystems entwickelt. Identisch zur konventionellen PCR wird in jedem Zyklus die
DNA-Matrize innerhalb der Primersequenzen amplifiziert. Die Besonderheit der AmpliTag-DNA-
Polymerase beruht auf der 5°- 3"-Exonuklease-Aktivitat. Dadurch ist die Polymerase in der Lage,
zeitgleich zur Elongantion des Tochterstranges, die hybridisierten Gensonden zu hydrolysieren.

Jeder TagMan®-SNP-Genotyping-Assay enthlt zwei unterschiedlich fluorogene
Oligonukleotidsonden. Diese Sonden binden an die polymorphe DNA-Sequenz des SNP, wobei jede
Sonde sequenzspezifisch nur an eines der beiden moglichen Allele bindet. Zur Differenzierung beider
Sonden sind die 5°-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff (Allel 1 = VIC; Allel 2 = FAM
(6-Carboxy-Fluorescein))  gelabelt. Das 3"-Ende trdgt einen  Quencher-Farbstoff  (6-
Carboxytetramethylrhodamin). Zusétzlich hat das 3"-Ende der Sonde eine MGB (Major growe
Binding). Diese stabilisiert den nicht-fluorogenen Quencher und verléngert die Haltbarkeit der Sonde
(Afonina et. al 1997, Kutyavin et. al 2000). Regt man die intakte Sonde mit einer spezifischen
Wellenlédnge von 488 nm zur Fluoreszenz an, wird diese aufgrund der raumlichen N&he des Reporters
zum Quencher durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdriickt. In der Annealing-Phase
der PCR binden die Sonden und Primer sequenzspezifisch an den Matrizen-DNA Strang. Wahrend der
Elongation trifft die Polymerase auf die hybridisierte Sonde und beginnt diese durch die 5"- 3'-
Exonuklease Aktivitdt zu hydrolysieren. Dadurch wird die rdumliche N&he von Reporter und
Quencher aufgehoben, wodurch es zur Aussendung des Fluoreszenz-Signales kommt (Abb. 24). Diese
steigt entsprechend der Menge an PCR-Produkt in jedem Zyklus an. Da ungebundene Sonden
verdrédngt und nicht hydrolysiert werden, ist das Signal 100 % sequenzspezifisch. Die Menge der
Fluoreszenz-Farbstoffe wird im StepOnePlus™ Cycler nach jedem Zyklus gemessen. Am Ende der

PCR erfolgt die Bestimmung des Genotyps anhand der Allel-spezifischen Fluoreszens-Signale.
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Allele
Abbildung 24:

Prinzip des TagMan®-Verfahrens. Aufgrund der
35 -Aktivitdt der DNA-Polymerase werden die
angelagerten DNA-Sonden abgespalten. Damit
kommt es zum Anstieg der allel-spezifischen
Fluoreszenz. V = Fluoreszenzfarbstoff VIC; F =
Fluoreszenzfarbstoff FAM; MGB = Stabilisator
(Minor Groove Binder); NFQ = Quencher (nicht
fluoreszierend); Orange Kugel = AmpliTaq Gold
DNS Polymerase

Allele

(Applied Biosystems ,Allelic  Discrimination
Getting Started Guide“)

2.3.4  Durchfihrung
Die Genotypisierungs-Reaktion wurde mit einem 5 pl Ansatz in 96-Well-Platten (Fast Optical 96-
Well Reaction Plate) durchgefuhrt. Hierflr ist der unten aufgefiihrte Master Mix (Tab. 7) fur die
Anzahl der zu analysierenden Proben + 10 vol % angesetzt und davon mit der Multipipette in je 4ul

pro Well vorgelegt worden.

Produkt Menge in ul

TagMan GTXpress™ Master Mix (2 x) 2,5

TagMan Genotyping Assay Mix (20 x) 0,25

DNAse-freies Wasser 1,25 Tabelle 7:

Gesamtvolumen 4 Bestandteile des Reaktions-Master-Mix fur
den TagMan®-Assay:

Im Anschluss daran wurde jedem Well 1ul Proben-DNA (10 ng/pl) zugegeben, sodass ein
Gesamtvolumen von 5 pul erreicht wurde. Zwei Wells bestiickt mit sterilem Wasser, anstatt DNA
dienten als negativ Kontrolle. Die Amplifikation der beladenen MicroAmp™ Fast Platte erfolgte im
StepOnePlus™ Real-Time PCR Cycler laut folgendem fast PCR Protokoll (Tab. 8)

Stage Temperatur Dauer

Pre-PCR read 25°C 30 sec

Holding 95°C 20 sec

Denaturierung 95°C 3 sec Tabelle 8:

Annealing 60 °C 20sec Zeigt das Prot_okoll _ der

Am Ende der PCR-Amplifikation fuhrt der StepOnePlus™-Real-Time-PCR-Cycler eine End-Point-

Messung (post-PCR-Read) durch. Dabei erfolgt in jedem Well eine Fluoreszens-Messung, welche
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analysiert und aufgezeichnet wird. Fir die Auswertung der Messung wurde die TagMan®-Genotyper-
Software (erhéltlich auf der Homepage von Applied Biosystems) verwendet. Diese ordnet den Proben

anhand der Fluoreszenz Intensitat (VIC oder FAM) den jeweiligen Genotyp zu.

stark positives VIC-Fluoreszenz Signal => Homozygot fir Allel 1
stark positives FAM-Fluoreszens Signal=> Homozygot fiir Allel 2
VIC und FAM-Signal positiv => Heterozygot fiir Allel 1 und 2

Das Resultat der allelischen Diskrimination wird in einer Blot-Grafik (Abb. 25) dargestellt. Falls die
automatische Zuordnung durch die Software erfolglos blieb, wurde der Genotyp manuell, anhand der
Fluoreszenz-Intensitat und Schmelzkurvenverlauf bestimmt. Im Zweifelsfall wurde die Probe
wiederholt. Die Ausgabe der analysierten Genotypen erfolgte in einer Excel-Tabelle und ist fir die
statistische Auswertung in SPSS 18 Ubertragen.

Die Context-Sequenz der SNP-Sonden von Applied Biosystems sind je nach Produktionsart z. T.
gegenlaufig zur DNA. In der Auswertung der SNP-Assays mittels Software, wird der SNP-Genotyp
angegeben, dieser kann folglich entgegengesetzt zur DNA-Sequenz sein. Die Genotypen in
Publikationen sind entweder als Assay- oder DNA-Sequenz angegeben. Da dies leicht zu
Verwirrungen fihrt, sind zur besseren Ubersicht in den folgenden Kapiteln sowohl die Assay-
Genotypen als auch die Haplotypen auf DNA-Ebene (NCBI) aufgefiihrt.

Allelic Discrimination Plot

" ® Allele X Abbildung 25:
5 ® Both
5o i ® Allsle Y links: Auswertung der Fluoreszenzmessung als
N 3“ = NTC Blot-Grafik. Auf der Abszisse sind homozygote
¥

Genotypen fiir den Fluoreszenzfarbstoff VIC
aufgetragen, auf der Ordinate homozygote
Genotypen fur FAM. Die heterozygoten Genotypen

4.0 sind gruin dargestellt, (Quelle: Applied Biosystems).

unten: SNP-Genotyping-Assay sowie die
mitgelieferte Daten-CD, (Quelle: Applied

Biosystems).
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2.3.5 Untersuchte Polymorphismen im VDR, VDBP und CYP2R1
Untersucht wurden vier Polymorphismen im Vitamin D-bindenden Protein (VDBP), finf
Polymorphismen des Vitamin D-Rezeptors (VDR) sowie ein weiterer Polymorphismus in der Sequenz
des 25-Hydroxylase-Gens (Tab. 9). Bis auf eine Ausnahme (rs1155563) waren die verwendeten
Sonden als pre-designed SNP-Assays erhéltlich. Fur den SNP rs1155563 ist ein Customer-designed-

Assay von Applied Biosystems synthetisiert worden.

Tabelle 9: Die untersuchten Polymorphismen, mit Gen-Lokus, Genotyp auf DNA-Ebene und Assay Genotyp (Context
Sequenz) sowie die Art des Polymorphismus (laut SNP Sonden-Beipackzettel von Applied Biosystems).

Name des SNP Lokus DNA-Sequenz Contex Sequenz SNP-Typ

NCBI SNP Assay
rs7041 VDBP G/T A/C Mis-sense Mutation
rs4588 VDBP A/C G/T Mis-sense Mutation
rs2282679 VDBP A/lC G/A Intron
rs1155563 VDBP C/IT G/A Mis-sense Mutation
rs7975232 VDR AlC AlC Intron
rs731236 VDR CIT AlG Intergenic/ unbekannt
rs757343 VDR AIG CIT Intron
rs2107301 VDR C/T AlG Intron
rs11574143 VDR AlG CIT Intergenic/unbekannt
rs2060793 CYP2R1 A/G AlG Intergenic/ unbekannt
rs7041

Gene Symbole: VDBP/ GC

Gene Name: group-specific component (Vitamin D-bindendes Protein)

Lokalisation: Chromosom 4, 4p16.3d

SNP-Typ: Mis-sense Mutation

NCBI Gene Reference: NM_000583.2

Assay ID: C__ 3133594_30

Reporter 1 (A) Dye: VIC

Reporter 2 (C) Dye: FAM

Context Sequence: Forward
GCTTTGCCAGTTCCGTGGGTGTGGC[A/C]JTCAGGCAATTTTGCTTTTAGTCGCT
SNP-Sequenz laut NCBI:
GAGCGACTAAAAGCAAAATTGCCTGA[G/T]JGCCACACCCACGGAACTGGCAAAGC
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rs4583

Gene Symbole: VDBP/ GC

Gene Name: group-specific component (Vitamin D-bindendes Protein)

Lokalisation: Chromosom 4, 4g13.3b

SNP-Typ: Mis-sense Mutation

NCBI Gene Reference: NM_000583.2

Assay ID: C__8278879_10

Reporter 1 (G) Dye: VIC

Reporter 2 (T) Dye: FAM

Context-Sequence: Reverse
CTTGTTAACCAGCTTTGCCAGTTCCIG/T]TGGGTGTGGCATCAGGCAATTTTGC
SNP-Sequenz laut NCBI:
AGCAAAATTGCCTGATGCCACACCCA[A/CIGGAACTGGCAAAGCTGGTTAACAAG

rs2282679

Gene Symbole: VDBP/ GC

Gene Name: group-specific component (Vitamin D-bindendes Protein)

Lokalisation: Chromosom 4, 4¢g13.3b

SNP-Typ: Intron

NCBI Gene Reference: NM_000583.2

Assay ID: C__26407519_10

Reporter 1 (G) Dye: VIC

Reporter 2 (T) Dye: FAM

Context-Sequence: Forward
AGCTAACAATAAAAAATACCTGGCT[G/TITGTGAGATAATTAAGAGACAGAGAT
SNP-Sequenz laut NCBI:
AATCTCTGTCTCTTAATTATCTCACA[A/CJAGCCAGGTATTTTTTATTGTTAGCT

rs1155563 customer designed assay

Gene Symbole: GC /VDBP

Gene Name: group-specific component (Vitamin D-bindendes Protein)
Assay ID: customer designed (AHWRLWR)

Reporter 1 (G) Dye: VIC

Reporter 2 (T) Dye: FAM

Reporter 1-Sequence: ACTGTGATTTTTTTATCT(G)TTAAA
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Reporter 2-Sequence: CTGTGATTTTTTTATCT(A)TTAAA
SNP-Sequenz laut NCBI:
TGTGCTCTTGCTATTGTATTTTTTAA[C/TIAGATAAAAAAATCACAGTTATTTCC

rs7975232

Gene Symbole: VDR

Gene Name: Vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) Receptor

Lokalisation: Chromosom 12, 12p13.33d

SNP-Typ: Intron

NCBI Gene Reference: NM_000376.2,NM_001017535.1

Assay ID: C__28977635_10

Reporter 1 (A) Dye: VIC

Peporter 2 (C) Dye: FAM

Context-Sequence: Forward
AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC[A/CICCTCACTGCTCAATCCCACCACCCC
SNP-Sequenz laut NCBI:
GAAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC[A/CICCTCACTGCTCAATCCCACCACCCC

rs731236

Gene Symbole: VDR

Gene Name: Vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D) Receptor

Lokalisation: Chromosome 12, 12p13.33d

SNP-Typ: Intergenic/Unknown

NCBI Gene Reference: keine

Assay ID: C__2404008_10

Reporter 1 (A) Dye: VIC

Reporter 2 (G) Dye: FAM

Context-Sequence: Forward
TGGACAGGCGGTCCTGGATGGCCTCIA/G]JATCAGCGCGGCGTCCTGCACCCCAG
SNP-Sequenz laut NCBI:
CCTGGGGTGCAGGACGCCGCGCTGAT[C/T]JGAGGCCATCCAGGACCGCCTGTCCA

rs757343
Gene Symbole: VDR
Gene Name: Vitamin D (1,25- Dihydroxyvitamin D3) Rezeptor
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Lokalisation: Chromosome 12, 12p13.33d

SNP-Typ: Intron

NCBI Gene Reference: NM_000376.2,NM_001017535.1

Assay ID: C___ 2404009_20

Reporter 1 (C) Dye: VIC

Reporter 2 (T) Dye: FAM

Context-Sequence: Reverse
CTCACCTCTAACCAGCGGAAGAGGTI[C/TJAAGGGTCACTGCACATTGCCTCCAA
SNP-Sequenz laut NCBI:
TTTGGAGGCAATGTGCAGTGACCCTT[A/G]JACCTCTTCCGCTGGTTAGAGGTGAG

rs2107301

Gene Symbole: VDR

Gene Name: Vitamin D (1,25- Dihydroxyvitamin D3) Rezeptor

Lokalisation: Chromosome 12, 12p13.33d

SNP-Typ: Intron

NCBI Gene Reference: NM_000376.2,NM_001017535.1

Assay ID: C__16174096_10

Reporter 1 (A) Dye: VIC

Reporter 2 (G) Dye: FAM

Context-Sequence: Forward
CTTGCTGAGTGTGAAATAATTTTGC[A/G]JCAAGTTATTCCCATGCAAGACATGT
SNP-Sequenz laut NCBI:
AACATGTCTTGCATGGGAATAACTTGIC/T]JGCAAAATTATTTCACACTCAGCAAG

rs11574143

Gene Symbole: VDR

Gene Name: Vitamin D (1,25- Dihydroxyvitamin D3) Rezeptor
Lokalisation: Chromosome 12, 12q13.11c

SNP-Typ: Intergenic/Unknown

NCBI Gene Reference: keine

Assay ID: C__30742412_10

Reporter 1 (C) Dye: VIC

Reporter 2 (T) Dye: FAM

Context-Sequence: Reverse
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TTTGTAATCCTCCAGGTCACTGGCA[C/T]JAGCCGCCATCTCTAATGGCAGACAC
SNP-Sequenz laut NCBI:
TGTGTCTGCCATTAGAGATGGCGGCT[A/G]TGCCAGTGACCTGGAGGATTACAAA

rs2060793

Gene Symbole: CYP2R1

Gene Name: Cytochrome P450, (Familie 2, Unterfamilie R, Polypeptid 1)
Lokalisation: Chromosom 11, 11p15.2b

SNP-Typ: Intergenic/Unknown

NCBI Gene Reference: keine

Assay ID: C__2958431_10

Reporter 1 (A) Dye: VIC

Reporter 2 (G) Dye: FAM

Context-Sequenz: Forward
ATATTGGGCCCACCTGGATAATCCC[A/G]JACTCAAAGATCAGCTGATTAGCCCT
SNP-Sequenz laut NCBI:
GGGCCCACCTGGATAATCCC[A/GJACTCAAAGATCAGCTGATTAGCCCT

2.4  Analyse der Laborparameter

Die Bestimmung der Serumwerte von 25-Hydroxyvitamin D, HbA;., CRP, Gesamtcholesterin, HDL
und LDL erfolgte im Rahmen des Klinikaufenthaltes der Patienten durch das Institut fur klinische
Medizin und Laboratoriumsmedizin, am Uniklinikum des Saarlandes. Um die Risiken einer
zusatzlicher Venenpunktion fir die Patienten zu minimieren, erfolgten die dazu erforderlichen

Blutentnahmen maglichst im Rahmen der stationaren Routineblutentnahmen.

2.4.1 Serumspiegel von 25(0OH)D;
Fur die Bestimmung des 25(0OH)Ds-Serumspiegels wurden den Patienten eine 4,7 ml Serum-
Monovette Blut abgenommen. Die Bestimmung erfolgte mit dem Liaison 250H Vitamin D TOTAL
Assay. Das Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 25(OH)Ds in Serum und Plasma, besteht aus
einem direkten, kompetitiven Chemi-Lumineszenz-Immuno-Assay (CLIA). Spezifische Antikorper
gegen 25(0OH)D; werden zur Beschichtung von Magnetpartikeln (Festphase) eingesetzt. Ein
Isoluminolderivat detektiert gebundenes 25(0OH)D;. Wahrend der ersten Inkubation wird 25(OH)D,
von seinem Bindungsprotein gel6st und an den Antikdrper gebunden. Im Anschluss daran gibt man
einen Indikator zu, welcher an 25(0OH)D; bindet. Nach weiteren 10 min Inkubation wird das

ungebundene Material in einem Waschzyklus entfernt. AnschlieBend werden Starterreagenzien hinzu
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gegeben womit die Chemilumineszenz-Reaktion initiiert wird. Das Lichtsignal wird von einem
Photomultiplier in relativen Lichteinheiten gemessen und ist zur 25(OH)Ds-Konzentration, der

Kalibratoren, Proben und Kontrollseren umgekehrt proportional.

2.42 HbA

Eine einzelne Blutglukose-Messung spiegelt den Zustand eines Patienten in den vergangenen Stunden
wieder, gibt aber keine Aussage Uber den langerfristigen Status der Blutglukoseregulierung. Die
Bestimmung des HbA;c hingegen ermdglicht eine  Abschatzung der  mittleren
Blutglukosekonzentration riickblickend auf zwei bis drei Monate. Das Glykohdmoglobin HbA .
entsteht im Blut durch Glykierung aus HbA, in zwei nicht- enzymatischen Schritten. Im ersten Schritt
reagiert die Glukose-Carbonylgruppe mit der Aminogruppe des N-terminalen Valins der Hamoglobin-
R-Kette zu einem labilen Aldimin (Schiff’'sche Base). Die Konzentration des Aldimins ist direkt
proportional zur Blutglukosekonzentration. In der folgenden Amadori-Umlagerung wird ein Teil der
Schiff’schen-Base irreversibel zum stabilen Ketoamin HbA ;. umgewandelt.

Die Bestimmung der HbA;.-Serumspiegel aus EDTA-Vollblut erfolgte via lonen-Austrausch-HPLC
(High Performance Liquid Chromatogaphy). Die Auftrennung der glykierten Hamoglobinfraktion
gelingt in einer Kationenaustauscherkartusche. Diese ist durch einen Gradienten zunehmender
lonenstarke gekennzeichnet, wodurch sich unterschiedliche Retensionszeiten der Fraktionen ergeben.
Die aufgetrennten und eluierten Hamoglobinfraktionen werden im Filterphotometer anhand der
Absorptionsanderung bei 415 nm gemessen und detektiert. Die Absorptionen der verschiedenen
Fraktionen werden im Chromatogramm gegen die Retensionszeiten aufgetragen. Die Software

errechnet daraus den HbA;c-Gehalt des Blutes in Prozent. Die Referenzbereicht liegt bei < 6 %.

2.4.3 C-reaktiven Protein (CRP)

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein klassisches Akute-Phase-Protein, dessen Konzentration im Laufe
inflammatorischer Prozesse bis auf das 1.000-fache des basalen Wertes ansteigen kann. Die
Bestimmung der CRP-Konzentration im Blut ist bei vielen entzlindlichen Erkrankungen zu einer
Standardmethode geworden. AuBerdem kann ein geringer Anstieg der CRP-Konzentration ein Marker
fur das Risiko zukiinftiger kardiovaskuldrer Erkrankungen sein.

Die Bestimmung des CRP erfolgte (iber immunologische Turbidimetrie. Dabei wird zu der Probe ein
an Latex gebundener Anti-CRP-Antikorper gegeben. Dieser bindet an das CRP-Antigen, sodass es zu
einem Antigen-Antikorper-Latex-Komplex kommt. Dieser Komplex fallt aus und bildet einen
Niederschlag, welcher die Suspension eintriibt. Wéhrend einer Titration wird nun die Transmission
des Lichtes durch die Suspension gemessen. Anhand der Kalibratoren wird die Menge an CRP

bestimmt. Die Referenzbereicht liegt bei <5 mg/l.
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2.4.4  Gesamt-Cholesterin

Cholesterin wird zu drei Viertel neusynthetisiert und zu einem Viertel mit der Nahrung aufgenommen.
Die Cholesterinbestimmung im Plasma dient als Screening auf ein atherogenes Risiko und zur
Diagnose und Behandlung von Krankheiten mit Cholesterin  sowie Lipid- und
Lipoproteinstoffwechselstérungen. Das Testprinzip erfolgt nach der 1974 beschriebenen Methode von
Roeschlau und Allain. Die Methode beruht auf drei enzymatischen Reaktionen. In der ersten Reaktion
werden die Cholesterinesther durch Cholesterinestherase gespalten, dadurch entstehen freie Fettsauren
und Cholesterin. Die Folgereaktion besteht aus der Oxidation des Cholesterins. Bei diesem
Reaktionsschritt wird Wasserstoffperoxid frei gesetzt, welches in einer letztlich unter katalytischer
Wirkung von Peroxidase zu einem roten Farbstoff umgewandelt wird. Die Farbintensitét ist direkt
proportional zur Cholesterinkonzentration und wurde photometrisch gemessen. Der Referenzbereicht
betragt < 200 mg/dl.

2.45 HDL-Cholesterin (High desitiy Lipoprotein)
Die Bestimmung des HDL-Cholesterins im Plasma erfolgte ebenfalls nach der Methode von
Roeschlau und Allain. Zur Selektion der HDL-Fraktion, wird vor dem ersten Reaktionsschritt
Dextransulfat zugeben. Dieses bildet in Anwesenheit von Magnesiumsulfat wasserldsliche Komplexe
mit LDL und Chylomikronen. Dadurch agiert allein das HDL-Cholesterin als Substrat in den
Folgereaktionen. Der Referenzbereich liegt fur Frauen bei 45 - 65 mg/dl und 35 -55 mg/dl bei

Mannern.

2.4.6 LDL-Cholesterin (Low desitiy Lipoprotein)
Die Messung des LDL-Cholesterin erfolgte &hnlich der HDL-Cholesterinbestimmung nach Roeschlau
und Allain. Hier wird jedoch ein Detergenz zur selektiven Mizellen-Solubilisation des LDL-
Cholesterin genutzt. Weiterhin werden Wechselwirkungen zwischen einer Zuckerverbindung, Mg?*
und Lipoproteinen (VLDL und Chylomikronen) ausgenutzt, sodass diese an der Nachweisreaktion

nicht teilnehmen. Folglich wird selektiv das LDL-Cholesterin im Serum bestimmt.

2.4.7 Triglyceride
Die Messung der Triglycerid-Konzentration im Plasma erfolgt ebenfalls mithilfe eines enzymatischen
Farbtestes. Dabei werden die priméar Triglyceride in Glycerin und Fettséduren zerlegt. Im Anschluss
daran wird Glycerin mit ATP zu Glycerin-3-Phosphat umgesetzt. Dieses wird durch die
Glycerinphosphatoxidase enzymatisch zu Dihydroxyacetonphosphat und Wasserstoffperoxid
umgewandelt. Dieses reagiert in einer letzten Reaktion gemeinsam mit einem Indikatorstoff durch das
Enzym Peroxidase. Dadurch kommt es zu einem Farbumschlag welcher photometrisch bestimmt wird.

Der Referenzbereich liegt bei < 200 mg/dl.
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2.5 Gerate und Materialien

251 Geréate
Waldmann Medizintechnik UV 7001 K (UV-Kabine)
Nano Vue (Firma Healthcare Bio-Sciences AB; Serial Nr.: 108880)
StepOnePlus™ Real-Time PCR Cycler
Tischzentrifuge von Heraeus instruments (Fabrikat Nr. 224032, Best. Nr: 750055109)
Blutdruckmessgerat von VISOMAT Uebe medical GmbH Manschette/ CUFF Typ H4 Art. Nr. 21040
Personen-Waage SANITAS Typ SPS 06 max. 150kg

2.5.2 Materialien

Materialien fiir Bestimmung der Laborparameter mit dem Roche Hitachi 917

Liaison 250H Vitamin D TOTAL Assay Bestellnummer 310600, DiaSorin

VARIANT™ II HbA, T REF. Nr.: 270-2400, Bio-Rad

Cholesterol Bestellnummer 11 491 458 216, Roche Diagnostics
HDL-Cholesterol plus Bestellnummer 04 713 257 190, Roche Diagnostics
LDL-Cholesterol plus Bestellnummer 04 714 423 190, Roche Diagnostics
Triglyceride Bestellnummer 11 730 711 216, Roche Diagnostics
CRP Bestellnummer 04 956 885 190, Roche Diagnostics

Materialien fir die Genotypisierung mit dem StepOnePlus™ Real-Time PCR Cycler

High Pure PCR Template Preparation Kit von Roche Katalog. Nummer. 11 796 828 001
MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 ml Bestellnummer 4346907
MicroAmp™ Optical Adhesive Film Bestellnummer 4311971
TagMan® GTXpress™ Master Mix Bestellnummer 4401892
Combitips® Plus 0,1ml von Eppendorf Bestellnummer 0030 069.200
Steriles DNAase und RNAse freies Wasser Lot.Nr: RNBB8007

Pipetten von Greiner, Gilson und Eppendorf (2 pl, 5 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 500 pl, 1000 pl)
Eppendorf Multipette (10-er Kamm, 8-er Kamm)

Chemikalien der Lichttherapie

Meersalz: Firma DermaSel®- Totes Meer Badesalz Pur, 5 kg

Psoralen: Firma Galderma - Meladinine ®- Methoxsalen 0,3 %, 500 ml,
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Chemikalien
70 % Propanol
TE- Puffer (1x) 10 mM TRIS-HCL
1mM EDTA
pH 8,0 mit sterilem H,0O

Agqua dest. Braun Spullésung Ecotainer 2000ml von Disposan Art. Nr.: 2502929
DNAse und RNAse freies Wasser von Sigma Art. Nr.: W4502
Programme Excel 2003,

Word 2010,

SPSS 19.0

Endnote 6.0
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3 Ergebnisse
Die Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 19.0. Fir die statistische Auswertung wurden

25(0OH)D;-Serumwerte unter 4 ng/ml, gleich 1 gesetzt.

3.1
In die Studie wurden 57 stationdre und ambulante Patienten (w = 30; m = 27) einbezogen, welche in
der Zeit von Oktober 2010 bis Mai 2011 in der Universitatshautklinik eine Phototherapie erhalten
haben. Davon erhielten 21 Patienten eine PUVA- und 36 Patienten eine nUVB-Therapie (Tab. 10).

Die Uberwiegende Mehrheit (58 %) der nUVB-Gruppe bestand aus Psoriasis-Patienten (n = 21). In der

Patientenkollektiv

PUVA-Gruppe waren Hauterkrankungen wie Ekzem, Lichen ruber oder -simplex, Prurigo nodularis,
Morphea und Kollagenosen die weitaus haufigsten Diagnosen (n = 17; 81 %), welche in den folgenden
Untersuchungen zur Gruppe ,,andere Diagnosen/Hauterkrankungen zusammengefasst wurden (Abb.
26).

Tabelle 10: Haufigkeiten der Diagnosen innerhalb der nUVB und PUVA-Behandlungsgruppen

PUVA-Therapie nUVB-Therapie
Erkrankungen/Diagnose n= n=
Neurodermitis 0 8
Psoriasis 4 21
andere Diagnosen 17 7
Anzahl Patienten insgesamt 21 36
UVB PUVA

m Neurodermitis
m Psoriasis
andere Diagnosen

20% 22%

B Neurodermitis
B Psoriasis
andere Diagnosen

0% 19%

_—

81%

Abbildung 26: Prozentuale Verteilung der Grunderkrankungen in der PUVA und nUVB-Patientengruppe
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3.2 Vitamin D-Mangel-Pravalenz innerhalb der untersuchten Population

Von 41 Patienten standen Vitamin D-Ausgangswerte (Baseline) zur Verfligung, anhand derer die
Prévalenz des Vitamin D-Mangels innerhalb der untersuchten Population errechnet wurde. Von 41
Patienten zeigten 35 Patienten (85,4 %) eine 25(0OH)Ds-Serumkonzentration von < 20 ng/ml und
wiesen folglich einen manifesten Vitamin D-Mangel auf. Bei 6 Patienten (14,6 %) ergab sich eine
25(0OH)Dj3-Serumkonzentration von > 20 ng/ml (Abb. 27).

Vitamin D-Mangel Priavalenz

100 1~
X 85,4
=
En 80 A
g
= Abbildung 27:
360 o
E Zeigt die Vitamin D-Mangel
g Pravalenz in der untersuchten
> 40 Population. Insgesamt zeigten 85
3 % der untersuchten Patienten
N 14,6 einen Vitamin D-Mangel von < 20
3]
< 20 4 ng/ml
>
=
A

0
O< 20ng/ml 0>20ng/ml

3.3 Einfluss individueller Faktoren und Verhaltensweisen auf den Baseline-25(OH)Ds-

Serumspiegel

3.3.1 Grunderkrankung

Der  Zusammenhang  zwischen  25(OH)Dj-Serumspiegel und  den  dermatologischen
Grunderkrankungen ist in Tab. 11 und Abb. 28 aufgefiihrt.

Patienten mit Psoriasis zeigten mit 8,6 ng/ml geringfugig niedrigere Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel
als Patienten mit Neurodermitis (13,3 ng/ml) oder anderen Hauterkrankungen (11,4 ng/ml). Die
medianen 25(0OH)D3-Serumspiegel der jeweiligen Grunderkrankung wurden miteinander verglichen.
Weder im ANOVA noch im Post Hoc Test (Bonferroni und Tamhane) zeigen die verschiedenen
Grunderkrankungen einen signifikanten Unterschied der Baseline-25(OH)D3-Serumkonzentration (p =
0,163). Der Baseline-25(OH)D;-Serumspiegel wird folglich nicht durch die dermatologische

Grunderkrankung determiniert.
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Baseline 25(0H)D3-Serumspiegel in Abhangigkeit der Grunderkrankung

=
o
1

w
a
1

r
T

=)
1

p=0,163

n=5%5 =14 n=17

T T T
Neurodermitis Psoriasis andere Hauterkrankung

Grunderkrankung

3.3.2 Geschlecht

Fir die geschlechtsabhdngige Untersuchung wurden 25 weibliche und 16 ménnliche Patienten,

Abbildung 28:

Mediane Baseline-25(0OH)Ds-
Serumkonzentration in Anhangigkeit der
dermatologischen Grunderkrankung.

Zwischen den unterschiedlichen
Erkrankungen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der Baseline-25(0OH)D;-
Serumspiegel.

Dargestellt sind die Medianwerte sowie die
25. — 75. Perzentile. Als * sind die
Extremwerte der jeweiligen  Gruppe
gekennzeichnet

unabhéngig der dermatologische Grunderkrankung in den ANOVA-Test einbezogen. Es konnten

keine geschlechtsspezifischen Unterschiede im Vitamin D-Baseline-Serumspiegel nachgewiesen

werden. Mannliche Patienten zeigten einen medianen Baseline-25(OH)D3-Serumspiegel von 8,9

ng/ml, bei weiblichen Patienten lag dieser um den Wert 10,5 ng/ml. Der p-Wert der Gesamtsignifikanz
betrug p = 0,699. Die Ergebnisse sind in Abb. 29 und Tab. 11 dargestellt.

Baseline 25(0OH)D3-Serumkenzentration [ng/ml]

Baseline 25(0OH)D3 Serumkonzentration in Abhéngigkeit des Geschlechtes

40

-1
1

g
1

]
1

p=0699

1 1

n=25 n=18

T T
weibich misnrich

Geschlecht

Abbildung 29:

Abhangigkeit der Baseline-25(OH)D5-
Serumkonzentration vom Geschlecht der
Patienten.

Es zeigten sich keine signifikanten,
geschlechtsspezifischen Unterschiede im
Baseline-25(OH)D,-Serumspiegel.

Dargestellt sind die Medianwerte sowie die
25. — 75. Perzentile, die Extremwerte der
jeweiligen Gruppe sind als *
gekennzeichnet.
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3.3.3 Alter
Um den Zusammenhang zwischen Patienten-Alter und dem Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel zu
errechnen, wurde der Spearman-Rho Test verwendet. Hier zeigte sich bei 41 einbezogenen Patienten
keine signifikante Korrelation zwischen dem Alter der Patienten und dem Baseline-25(OH)Ds-
Serumspiegel (Korrelationskoeffizient -0,36). Es ergab sich jedoch ein geringer Trend, dass mit
zunehmendem Alter die Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel leicht absinken (Abb. 30, Tab. 11). Der P-
Wert lag bei p = 0,823.

Baseline 25(0H)D3-Serumkonzentartion in Abhéngigkeit des Alters

.
o
1

w
=1
1

Abbildung 30:

Zeigt die Abhangigkeit der Baseline-
25(OH)D5-Serumkonzentration vom
Alter der Patienten.

Es zeigte sich der Trend, dass mit
zunehmendem Alter die Baseline-
25(OH)D5-Serumspiegel absinken.

5]

o
1
o

Dargestellt sind die Baseline-25(OH)D;-
o Serumkonzentrationen in Korrelation

Baseline 25(0OH)D3-Serumkonzentration [ng/ml]

. ° o oo s R e zu Alter der Patienten. Die gerade Linie
- zeigt die Korrelation. Die beiden
S 0 S ° Graphen ober- und unterhalb der
Geraden stellen das 5 % und 95 %

o ° ° e e Konfidenzintervall dar.

T
20 40 60 80

Alter der Patienten

3.3.4 Hauttyp

Die Korrelation zwischen dem Hauttyp und den Baseline-25(0OH)D;-Serumspiegeln wurde mit dem
ANOVA- und Post-Hoc-Test untersucht. Hierfur wurden die Hauttypen der Patienten anhand des
Patientenfragebogens in die Hauttypen nach Fitzpatrick eingeteilt. Fir die statistische Auswertung
wurden die Hauttypen zu 3 Gruppen zusammengefasst. Der keltische und nordische Hauttyp (Typ |
und Il nach Fitzpatrick) entsprachen der Gruppe ,helle” Hauttypen (n = 7). Der Mischtyp (n = 12)
entsprach dem Typ 11l nach Fitzpatrick. Der mediterrane, dunkle und schwarze Hauttyp (Typ IV, V
und VI nach Fitzpatrick) definierten die ,,dunklen Hauttypen (n = 11).

In den Ergebnissen der vorgelegten Studie zeigte sich erwartungsgemaR eine hoherere Baseline-
25(OH)D3-Serumkonzentration in hellen* Hauttypen (Median 14,3 ng/ml), verglichen mit dem Misch-
Typ (Median 11,15 ng/ml) oder den ,dunklen“ Hauttypen (Median 10,3 ng/ml). Die Resultate
bestétigten, dass Personen mit vermehrter Pigmentierung tendenziell niedrigere Baseline-25(OH)Ds-
Serumspiegel aufweisen verglichen mit ,hellen® Hauttypen, innerhalb des gleichen Breitengrades
(Abb. 31, Tab. 11). Bei einem p-Wert von 0,424 waren die Ergebnisse nicht signifikant. AbschlieRend
wurden der Mischtyp und die dunklen Hauttypen zu einer Gruppe (I11, 1V, V und VI nach Fitzpatrick)
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zusammengefasst und mit den Baseline-25(OH)Ds-Serumkonzentrationen der ,.hellen* Hauttypen (I

Ergebnisse

und Il nach Fitzpatrick) verglichen, hierbei ergab sich ein p-Wert von 0,432,

Baseline 25(0H)D3-Serumkonzentration [ng/ml]

Baseline 25(0H)D3-Serumkonzentration in Abhangigkeit des Hauttypes

407

209

n=7

n=12

p=0424

n=11

T
kettischer und nordischer Hauttyp
nach FP

T
Mischtyp nach FP

T
mediteraner, dunkler und
schwarzer Hauttyp nach FP

Abbildung 31:

Abhangigkeit der Baseline
25(OH)D3-Serumkonzentration vom
Hauttyp der Patienten.

Helle  Hauttypen verzeichneten
diskret hdhere Baseline-25(OH)Ds-
Serumspiegel als der Mischtyp oder
dunkle Hauttypen, jedoch ohne
Signifikanz.

Dargestellt sind die Medianwerte
sowie die 25. — 75. Perzentile. Die
Extremwerte der jeweiligen Gruppe
sind als * gekennzeichnet.

Hauttyp nach Fitzpatrick

3.35 BMI
Um den Zusammenhang zwischen den Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel und BMI, Gewicht sowie
der Korperoberflache zu untersuchen wurde der Spearman Rho-Test angewendet. Hier zeigte sich
keine Abhéngigkeit zwischen dem BMI und den Baseline-25(OH)Ds-Serumkonzentrationen (p-Wert =
0,109), (Abb. 32, Tab. 11). Zusétzlich ist gepruft worden, ob eine Korrelation mit dem Gewicht oder
der Koérperoberflache nach Mos besteht. Auch hier konnte kein Zusammenhang mit den Baseline-
25(0OH)D;-Serumspiegel gefunden werden (p-Wert = 0,236 fiir das Gewicht, p-Wert = 0,144 flr die
Korperoberflache nach Mos). Trotz mangelnder Signifikanz wiesen Patienten mit hohem BMI im

Vergleich zu schlanken Patienten tendenziell leicht erhdhte Baseline-25(OH)D3-Serumspiegel auf.

Baseline 25(0H)D3 Serumspiegel in Abh&ngigkeit des BMI

Abbildung 32:
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= O o N =50 Abhangigkeit  der Baseline-
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3.3.6  Fischverzehr

Fettiger Seefisch stellt bekanntlich eine gute Vitamin D-Quelle dar. Es wurde untersucht, ob der
Genuss von Fisch den Baseline-25(OH)D;-Serumspiegel maBgeblich beeinflusst. Dazu sollten die
Patienten auf dem Fragebogen angeben, wie hédufig sie Fisch verzehren. Patienten, die seltener als 1 x
pro Woche Fisch verzehrten, wurden fir die statistische Auswertung der Gruppe ,,nie* zugeordnet.

Es zeigte sich, dass von insgesamt 29 Patienten lediglich 2 Personen mindestens 1 x pro Woche Fisch
alen. Bei den verbliebenen 27 Patienten stand Fisch seltener als 1 x pro Woche bis nie auf dem
Speiseplan. Hierbei wiesen Patienten, die regelmaRig bis zu 1 x pro Woche Fisch aRen, geringere
Baseline-25(OH)D;-Serumkonzentrationen (6,2 ng/ml) auf, verglichen mit denen die selten bis nie
Fisch zu sich nehmen (11,50 ng/ml). Der Unterschied war mit p = 0,163 nicht signifikant (Abb. 33,
Tab. 11).

Baseline 25(0H)D3 Serumspiegel in Abhéngigkeit von Fischverzehr

ao| 0063 Abbildung 33:
°e Zeigt die  Abhangigkeit  der
° 25(OH)D; Serumkonzentration vom
a0 Fisch-Verzehr.

Es konnte kein Zusammenhang

zwischen Fischverzehr und
25(OH)Ds-Baselinewert verzeichnet
werden.

Dargestellt sind die Medianwerte
sowie die 25. — 75. Perzentile. Die
—_— Extremwerte der jeweiligen Gruppe

sind mit ° gekennzeichnet.

Baseline (OH)D3-Serumkonzentration [ng/ml]
3
1

n=27 n=2
T

T
nie: 1xMVo oder mehr

Hiufigkeit des Fischverzehr

3.3.7 Solarium / Sonnenstudio

Die Korrelation zwischen Solarium-Besuchen (regelméaRig, gelegentlich und nie) und den Baseline-
Vitamin D-Serumspiegeln wurde mit dem ANOVA-, Post-Hoc- und dem Mann-Whitney-U-Test
untersucht. Die Gesamtsignifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen betragt im ANOVA-Test
p = 0,150. Anhand der Daten lieR sich kein Zusammenhang zwischen Sonnenstudio-Besuchen und
dem Vitamin D-Serumspiegel feststellen. Es zeigte sich der Trend, dass regelmdaRige Sonnenbank-
Nutzung den Baseline-25(OH)D;-Serumspiegel erhoht (24,45 ng/ml). Wohingegen Patienten, die
gelegentlich (8,80 ng/ml) oder nie ein Solarium besuchen (10,90 ng/ml), deutlich niedrigere Baseline-
25(OH)D3-Serumkonzentrationen aufwiesen (regelméBige zu gelegentliche Solarium-Besuche p =
0,398, regelméaRige Solarium-Besuche zu nie p = 0,166) (Abb. 34, Tab. 11)
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25(0H)D3-Serumkonzentration in Abhéngigkeit der Solarium-Besuche

404

30

209

Baseline 25(0H)D3 Serumkonzentration [ng/ml]

0 n=2

p=10,150

n=7 n=21

T
regelmalig

T T
gelegentlich nie

Hiufigkeit der Solarium-/ Sonnenstudio-Besuche

3.3.8 Sonnencreme-Gebrauch

Die Kaorrelation zwischen Sonnencreme-Gebrauch (regelméRig, gelegentlich und nie) und den
Baseline-Vitamin D-Serumspiegeln wurde anhand des Patientenfragebogens ermittelt. Hierzu sollten
die Patienten Auskunft geben, wie haufig sie einen Sonnenschutz (Creme, Lotion, Gel, Ol oder Spray

mit Lichtschutz-Faktor) verwendeten. Die Ergebnisse sind in Abb. 35 und Tab. 11 dargestellt. Die

Abbildung 34:

Abhangigkeit der Baseline-25(OH)D5-
Serumkonzentration von der H&ufigkeit
der Sonnenstudio oder  Solarium-
Besuche.

Patienten die angaben, regelmaRig ins
Sonnenstudio zu gehen zeigten hohere

Baseline-25(OH)D;-Serumwerte als
Patienten die gelegentlich oder nie die
Sonnenbank besuchten. Das

Signifikanzniveau wurde jedoch nicht
erreicht.

Dargestellt sind die Medianwerte sowie
die 25. — 75. Perzentile. Die Extremwerte
der jeweiligen Gruppe sind mit °
gekennzeichnet.

Zusammenhange wurden mit dem ANOVA- und Post-Hoc-Test (Bonferroni) errechnet.

Patienten, die regelméRig Sonnencreme verwendeten, zeigten signifikant hthere 25(OH)D,-Baseline-
Serumkonzentrationen (16,8 ng/ml) als Patienten die gelegentlich (11,40 ng/ml) oder nie (6,20 ng/ml)
einen Sonnenschutz benutzen. Die Gesamtsignifikanz betragt p = 0,052. Der p-Wert ,,regelmaiiger=

Solarium-Besuche versus ,,nie* betrdgt 0,049 und erreicht das Signifikanzniveau p = 0,05. Die

Signifikanz zwischen ,,regelmé&Rigen* versus ,,gelegentlichen Solarium-Besuchen betragt p = 0,430.

Baseline25(0H)D3 in Abhangigkeit des Sonnencreme-Gebrauch
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Abbildung 35:

Abhangigkeit der Baseline-25(0OH)D3-
Serumkonzentration von der
Haufigkeit des Sonnencreme-
Gebrauchs.

Patienten die angaben, regelmaRig
Gebrauch von Sonnencreme machten
zeigten signifikant hdhere Baseline-
25(OH)D5-Serumspiegel als Patienten
die nie Sonnencreme verwendeten (p
=0,049).

Dargestellt sind die Medianwerte
sowie die 25. — 75. Perzentile. Die
Extremwerte der jeweiligen Gruppe
sind mit ° aekennzeichnet.
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Tabelle 11:
Zusammenfassung der durch die Patientenfragebogen ermittelten Parameter und ihren Einfluss auf den Baseline-

25(OH)Ds-Serumspiegel. Es wurde die Patientenzahl, Mittelwert und Median des Baseline-25(OH)Ds;-
Serumkonzentration, sowie die Standartabweichung und die Gesamtsignifikanz (ANOVA) aufgezeigt.

Baseline-25(OH)D;-Serumkonzentration

Variable n Mittelwert (SD) [ng/ml] Median[ng/ml] p-Werte
Geschlecht 0,699
Maénnlich 16 11,56 (10,14) 8,90
Weiblich 25 12,72 (8,705) 10,50
Hauterkrankung 0,163
Neurodermitis 5 14,34 (8,86) 13,3
Psoriasis 19 11,49 (11,09) 8,6
andere Hauterkrankungen 17 12,53 (7,13) 11,4
Haut-Typ nach Fitzpatrick 0,424
Keltisch, nordischer Haut-Typ 7 14,46 (8,1) 14,3
Misch-Typ 12 10,10 (8,36) 11,15
Mediterraner, dunkler Haut-Typ 11 14,72 (10,4) 10,3
Fischverzehr 0,163
1x- mehrmals /Woche 2 6,20 (0,283) 6,20
nie 27 13,74 (9,07) 11,50
Solarium- Besuche 0,150
RegelmaRig 2 24,45 (6,15) 24,45
Gelegentlich 7 13,45 (10,40) 8,80
Nie 21 11,46 (8,34) 10,90
Sonnencreme- Gebrauch 0,052
RegelmaRig 9 17,77 (12,48) 16,80
Gelegentlich 15 12,41 (6,29) 11,40
Nie 6 6,38 (4,91) 6,20
Alter 50 48,52 (16,24) 48,0 0,823
BMI 50 27,0 (6,2) 25,2 0,109
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3.3.9 Polymorphismen im Vitamin D-System (VDR, VDBP, CYP2R1) und Baseline-
25(OH)Ds-Serumspiegel
Von insgesamt 38 Studienteilnehmern waren sowohl Blutproben zur Genotypisierung als auch zur
Messung des Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegels verfligbar. Anhand dieser Proben wurde mittels
ANOVA-Test untersucht, ob die Genotypen der jeweiligen Polymorphismen den 25(OH)Ds-
Serumspiegel mal3geblich determinieren. Die Ergebnisse sind in Tab. 12 dargestellt, im nachfolgenden

Text sind die Assay Genotypen beschrieben, die DNA-Genotypen sind in eckigen Klammern ergénzt.

Zusammenfassend zeigten die Genotypen von drei der untersuchten Polymorphismen (SNP) (rs 4588,
rs1155563 und rs2282679) signifikant (p < 0,01) unterschiedliche Baseline-25(OH)Ds-
Serumkonzentrationen. Diese sind rs4588 (p = 0,028), rs1155563 (p = 0,040) und rs2282679 (p =
Wert 0,049) allesamt SNP im VDBP. Im SNP rs4588 wies der homozygote G/G-[C/C]-Haplotyp mit
12,3 ng/ml die hochste mediane Baseline-25(0OH)Ds-Serumkonzentrationen auf, gefolgt wurde er von
heterozygotem G/T-[C/A]-Genotyp mit 9,9 ng/ml. Ein Patient war Trager des T/T-[A/A]-Genotyps,
und wies eine mediane Baseline-25(0OH)D3-Serumkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze von
4 ng/ml auf.

Im SNP rs1155563 hatte der homozygote Genotyp A/A-[T/T] mit 11,5 ng/ml die héchste Baseline-
25(0OH)D3-Serumkonzentration, wahrend der heterozygote G/A-[C/T]-Haplotyp mit 6,4 ng/ml deutlich
reduzierte Baseline-25(0OH)D3-Serumspiegel aufwies. Es konnte kein homozygoter G/G-[C/C]-Trager
nachgewiesen werden.

Tréager des homozygoten T/T-[A/A]-Genotyp im SNP rs2282679 zeigten mit 11,5 ng/ml die hochste
medianen Baseline-25(0OH)D3-Serumkonzentration. Heterozygote Patienten-G/T-[C/A] wiesen mit
10,6 ng/ml nur leicht reduzierte Baseline-25(OH)D3-Serumlevel auf. Lediglich 1 Patient war Tréger
des homozygoten G-[C]-Allels und wies eine Baseline-25(0OH)Ds-Serumkonzentration unterhalb der

Nachweisgrenze auf.

Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die Genotypen der SNP rs4588, rs1155563 und
rs2282679 den Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegel maRgeblich beeinflussen. Die medianen Baseline-
25(0OH)Ds-Serumspiegel in Anhangigkeit der Genotypen wurden fir die drei signifikanten SNP in
Abb. 36 noch einmal gesondert dargestellt.

Tabelle 12: Baseline 25(OH)Ds-Serumkonzentrationen in Abhéngigkeit der SNP-Genotypen (nachfolgende Seite).
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Tab. 12 Baseline-25(0OH)Ds-
Serumkonzentration (ng/ml)

Gen-SNP DNA-Genotyp  Assay-Genotyp n [%] Mittelwert SD Median p-Wert
VVDBP C/A GI/T 20 [52,6] 11,27 8,7 9,9 0,028
rs4588 c/C G/G 17 [44,7] 14,81 9,9 12,3

AlA TIT 1 [2,6] 1,0 0 1,0
VVDBP T/G AlC 21  [55,3] 11,6 8,0 10,9 0,855
rs7041 TIT AlA 5 [13,2] 13,9 13,7 11,0

G/G c/C 12 [31,6] 13,8 10,2 11,0
VVDBP CIT G/A 17 [44,7] 9,43 74 6,4 0,040
rs1155563 TIT AlA 21 [55,3] 15,1 10,1 11,5

c/C G/G 0 - - - -
VDBP C/A GIT 20 [52,6] 12,4 9,2 10,6 0,049
rs2282679 c/C G/G 1 [2,6] 1,0 - 1,0

AlA TIT 17 [44,7] 13,4 9,5 11,5
VDR AlC AlC 15  [39,5] 11,8 10,2 8,8 0,667
rs7975232 AlA AlA 16 [421] 13,6 9,2 12,4

c/C c/C 7 [184] 11,9 9,0 11,4
VDR T/C AlG 13 [33,3] 12,8 10,3 9,5 0,814
rs731236 TIT AlA 14 [36,8] 11,0 74 10,85

c/C G/G 11 [28,9] 14,3 10,9 12,3
VDR G/A CIT 7 [18/4] 10,8 6,6 10,3 0,870
rs757343 G/G c/C 29 [76,3] 13,1 10,2 10,5

AlA TIT 2 [5,2] 12,0 0,6 11,95
VDR T/C AlG 13 [34,2] 13,6 9,4 11,4 0,658
rs2107301 TIT AlA 4 [10,5] 8,8 53 10,9

c/C G/G 21 [55,3] 12,7 10,1 10,5
VDR G/A CIT 8 [211] 12,3 47 12,0 0,431
rs11574143 G/G c/C 30 [78,9] 12,7 10,3 10,25

AlA TIT 0 - - - -
CYP2R1 AlG AlG 24 [63,2] 13,5 10,8 11,45 0,915
rs2060793 AlA AlA 3 [7,9] 9,3 38 10,5

G/G G/G 11 [28,9] 11,5 6,8 10,3
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Baseline-25(0OH)D;-Serumkonzentration und Genotyp
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Abbildung 36: Die drei SNP des VDBP mit signifikanten Unterschieden im Baseline-25(OH)Ds-
Serumspiegel. Die  jeweiligen  Assay-Genotypen sowie die mediane Baseline-25(OH)Ds-
Serumkonzentration wurden dargestellt.

Die fur Vitamin D-Mangel risikobehafteten, homozygoten Genotypen zeigten die niedrigsten Baseline-
25(0OH)Ds-Serumkonzentrationen (der G/G Genotyp in rs1155563 wurde bei keinem der untersuchten
Patienten nachgewiesen). Heterozygote Patienten wiesen mittlere, und der Wildtyp die hdchsten
25(0OH)D5-Serumkonzentionen auf.
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3.4 Veranderungen im 25(OH)Ds-Serumspiegel unter nUVB- und PUVA-Therapie

Fir diese Untersuchungen wurden die 25(OH)D3-Serumspiegel nach einer und zwei Wochen nUVB-
Therapie gemessen. Einige Patienten verlielRen die Klinik bereits nach einer Woche und fiihrten die
UV-Therapie z.T. in ambulanten Praxen fort, wodurch fiir die Messungen nach 2 Wochen deutlich
weniger Proben zur Verfligung standen. Insgesamt betrug die mediane, akkumulierte Strahlungsdosis
der nUVB-Gruppe 0,9 J/cm2 nach einer, und 1,9 J/cm? (ist die Gesamtdosis aus erster und zweiter
Behandlungswoche) nach zwei Wochen nUVB-Therapie. In der nUVB-Gruppe stieg dabei die
mediane 25(OH)D;-Serumkonzentration nach einer Woche um 2,1 ng/ml von Baseline 11,4 ng/ml auf
13,5 ng/ml an (p = 0,116, n = 31), (Abb. 37 / Tab. 13). In der zweiten Woche stieg die mediane
25(0OH)D3-Serumkonzentration um 6,65 ng/ml von 13,5 ng/ml auf 20,15 ng/ml an. Insgesamt war der
25(0OH)Ds-Serumspiegel nach zwei Wochen nUVB-Therapie signifikant, um 8,75 ng/ml von Baseline
11,4 ng/ml auf 20,15 ng/ml angestiegen (p-Wert < 0,001, n = 22) (Abb. 38 / Tab. 14).

Nachfolgend wurde aus der applizierten UV-Dosis der ersten (0,9 J/cm?) und zweiten Therapie-Woche
(1,0 J/em?2) sowie dem 25(0OH)Ds-Anstieg innerhalb der ersten (2,1 ng/ml) und zweiten Woche (6,65
ng/ml) der mittlere Anstieg der 25(OH)Ds-Serumkonzentration je Joule berechnet. Dieser belauft sich
auf 2,3 ng/J (2,1 ng/ml bei 0,9 J/cm?) in der ersten und 6,65 ng/J (6,65 ng/ml bei 1,0 J/cm?) in der
zweiten Woche nUVB-Therapie. Diese Werte ergeben sich rein rechnerisch aus den Medianwerten,
ohne Einflisse wie z.B. den Hauttyp zu beriicksichtigen. Folglich steigt die 25(OH)D;-
Serumkonzentration im zeitlichen Verlauf an.

Auch von den Patienten mit PUVA-Therapie wurden vor Behandlungsbeginn sowie nach einer (n =
15) und zwei Wochen (n = 11) die 25(OH)Ds-Serumspiegel analysiert. Die mittlere akkumulierte
Strahlungsdosis der PUVA-Kontrollgruppe betrug 2,75 J/cm?2 nach der ersten, sowie 6,0 J/cm? nach
der zweiten Therapie-Woche. Abgesehen von einem diskreten 25(OH)D3-Abfall um 0,5 ng/ml nach
einer Woche (Abb. 37 / Tab. 13), blieb die mediane 25(OH)D3-Serumkonzentration konstant (Tab.
14). Folglich waren unter PUVA-Therapie keine signifikanten Verdnderungen des 25(OH)Ds-

Serumspiegels zu verzeichnen (p-Wert 0,884).

Zusammenfassend steigt der 25(OH)Ds-Serumspiegel unter nUVB-Therapie signifikant an, wahrend
eine PUVA-Behandlung keine relevanten Verdnderungen der 25(OH)Ds;-Serumkonzentration zu
bewirken vermag. Die Veranderungen des 25(OH)D;-Serumspiegels im Verlauf der UV-Behandlung
sind in Tabelle 13 und 14 sowie Abbildung 40 und 41 aufgefiihrt. Die Abbildungen geben den
prozentualen Anstieg der 25(OH)D;-Serumspiegel nach UV-Therapie wieder. Die innerhalb der
Abbildung aufgefiihrten p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-Test errechnet.
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Tabelle 13:

Die 25(OH)D;-Serumkonzentration der nUVB und PUVA-Gruppe zu den jeweiligen Messzeitpunkten
gegenuibergestellt.

Nach zwei Wochen zeigt sich ein signifikanter Unterschied der 25(OH)Ds-Serumkonzentration zwischen nUVB- und
PUVA-Therapie (die Werte sind als Median mit 25. - 75. Perzentile angegeben)

nUVB PUVA p-Wert
Messzeitpunkt 25(0OH)Ds-Konz.[ng/ml] n 25(OH)D5-Konz. [ng/ml] n PUVA vs nUVB
Baseline 11,4 (5,3 - 17,2) 24 10 (6,7 — 13,3) 17 0,832
1 Woche 13,5 (6,8 - 17,4) 31 9,5(6,5-13,8) 15 0,206
2 Wochen 20,15 (16,1 -28,9) 22 10,1 (7,1 -14,9) 11 <0,001

Tabelle 14:
Zeigt die 25(OH)Ds-Serumkonzentration der nUVB und PUVA-Gruppe im zeitlichen Verlauf.
Nach zwei Wochen zeigt sich ein signifikanter Anstieg der 25(OH)Ds-Serumkonzentration unter nUVB-Therapie,

wahrend PUVA-Therapie zu keinen nennenswerten Veranderungen der 25(OH)D;-Serumspiegel fuhrt (die Werte
sind als Median mit 25. - 75. Perzentile angegeben)

25(0OH)Ds-Serumkonzentration [ng/mi] p-Werte
UV-Therapie  Baseline (0) 1. Woche (1) 2. Woche (2) 0-1 0-2 1-2
nUVB 11,4 (5,3 - 17,2) 13,5 (6,8 - 17,4) 20,15 (16,1 -28,9) 0,116 <0,001 0,002
PUVA 10 (6,7 — 13,3) 9,5 (6,5-13,8) 10,1 (7,1 - 14,9) 0,184 0,887 0,205
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Veréanderung des 25(0H)D3-Serumspiegel nach 1 Woche UV-Therapie
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Veranderung des 25(0H)D3-Serumspiegel nach 2 Wochen UV-Therapie

15007 Signifikanz p = 0,008 (Mann-Whitney-Test)
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Abbildung 37:

Der signifikante Anstieg im 25(OH)Ds-
Serumspiegel (in %) nach einer Woche
nUVB-Therapie (p = 0,039).

PUVA-Therapie bewirkte ein minimales,
nicht signifikantes Absinken der 25(OH)D5-
Serumkonzentration nach einer Woche.

Angegeben ist der Median sowie die 25. - 75.
Perzentile. Drei Ausreifler in der nUVB-
Gruppe sowie ein Ausreier in der PUVA-
Gruppe sind in der Abbildung nicht
dargestellt.

Abbildung 38:

Nach zwei Wochen UV-Therapie zeigt
die nUVB-Gruppe einen  hoch
signifikanten, prozentualen Anstieg der
25(0OH)Ds-Serumkonzentration (p =
0,008).

Unter PUVA-Therapie sind keine
wesentlichen  Verdnderungen  der
25(OH)Ds-Serumspiegel zu
verzeichnen.

Angegeben ist der Median sowie die 25.
- 75.Perzentile. Zwei Ausreil3er in der
nUVB-Gruppe sowie ein
Ausreilier/Extremwert in der PUVA-
Gruppe sind in der Abbildung nicht
dargestellt.

3.5 Baseline-25(OH)D3-Serumspiegel und der 25(OH)Ds-Anstieg unter nUVB-Therapie

Die statistische Auswertung ergab, dass die Baseline-25(OH)D;-Serumkonzentration einen

mafRgeblichen Einfluss auf den Anstieg der 25(OH)Ds-Serumspiegel nach nUVB-Therapie hat. So

verzeichnen insbesondere Patienten mit niedrigen Baseline-25(0OH)D3;-Serumkonzentrationen von <10

ng/ml einen stirkeren Anstieg der 25(OH)Ds-Serumspiegel im Vergleich zu Patienten, die bereits zu

Beginn der nUVB-Therapie Baseline-25(OH)D;-Serumkonzentrationen von > 10 ng/ml aufwiesen.

Der Anstieg der 25(0OH)Ds-Serumspiegel wies nach zwei Wochen nUVB-Therapie eine hoch

signifikant, negative Korrelation zur Baseline-25(0OH)Ds-Serumkonzentration auf (p = 0,001). Der

Korrelationskoeffizient betrug r = - 0,835 und war auf dem Signifikanzniveau p = 0,01 signifikant
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(Abb. 40). Nach einer Woche nUVB-Therapie betrug der p-Wert 0,084 (r = - 0,396) und verfehlte nur

knapp das Signifikanzniveau (Abb. 39). Die Signifikanzwerte und Korrelationskoeffizienten wurden

mit dem Spearman-Rho Test errechnet.

Anstieg der 25(OH)D3-Serumkonzentration nach 1 Woche UV-Therapie in

Abhidngigkeit vom Baseline-Level
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Abbildung 39:

Die Grafik zeigt den Anstieg der
25(0OH)Ds-Serumkonzentration
unter nUVB und PUVA-Therapie
nach 1 Woche.

Patienten mit niedrigen Baseline-
werten  zeigten einen starken
Anstieg der 25(0OH)Ds.
Serumkonzentration unter nUVB-
Therapie (p = 0,084). PUVA
Therapie bewirkt keinen relevanten
Anstieg der 25(OH)D;-
Serumkonzentration.

Abbildung 40:

Die Grafik zeigt den Anstieg der
25(0OH)Ds-Serumkonzentration
unter nUVB und PUVA-Therapie
nach 2 Wochen.

Patienten mit niedrigen Baseline-
werten zeigten einen signifikanten
Anstieg der 25(0OH)Ds.
Serumkonzentration unter nUVB-
Therapie (p = 0,001). PUVA
Therapie bewirkt keinen relevanten
Anstieg der 25(OH)Ds-
Serumkonzentration

** Die Korrelation ist auf dem 0,01
Niveau signifikant

Verhalten von Blutdruck, CRP, HbA,., Cholesterin und Triglyceride unter UV-Therapie

Die Arbeitsgruppe von Osmancevic publizierte nach UV-Therapie positive Effekte auf den Blutdruck

und verschiedene Laborparameter

(CRP, HbA,,

Cholesterin.

Triglyceride und LDL/HDL

Index)(Osmancevic et al., 2009). Die Wirkung wird den steigenden 25(OH)D;-Serumkonzentrationen

zugeschrieben. In der vorliegenden Studie wurde geprift, ob innerhalb unseres Patientenkollektives,
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eine Erhéhung der 25(OH)D;-Serumkonzentration via nUVB-Therapie mit positiven Effekten auf 0.g.

Parameter assoziiert ist.

In Kapitel 3.4 ,Verdnderungen im 25(OH)Ds-Serumspiegel nach UV-Therapie konnte gezeigt
werden, dass durch die PUVA-Therapie ein Anstieg der 25(OH)Ds-Level unterbleibt. Aus diesem
Grund diente die PUVA-Gruppe fiir die folgende Untersuchung als Kontrollgruppe. Dadurch konnte
die Wahrscheinlichkeit eines BIAS durch die stationdren bzw. ambulanten Behandlungsbedingungen

reduziert werden.

Es wurden die Laborparameter (CRP, HbA,., HDL, LDL, Triglyceride, Cholesterin, LDL/HDL Index)
und Blutdruckwerte vor Beginn der UV-Therapie, sowie nach einer und zwei Wochen UV-
Behandlung analysiert. Wurden die gemessenen Parameter zum jeweiligen Messzeitpunkt (0, 1 und 2
Wochen) miteinander verglichen, zeigen weder die Blutdruckwerte noch die Laborparameter einen
signifikanten Unterschied zwischen der nUVB-Therapie und PUVA-Kontrollgruppe. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 14 dargestellt. Die angegebenen Daten sind als Medianwerte mit 25. - 75. Perzentile

angegeben. Die p-Werte wurden mit dem gepaarten t-Test errechnet.

Nachdem zwischen den beiden Therapiegruppen (nUVB + PUVA) zu den Messpunkten keine
signifikanten VVeranderungen gefunden wurden, ist der Verlauf der zu untersuchten Parameter unter
nUVB- und PUVA-Therapie gesondert analysiert worden. Hierbei ergab sich in der zweiten Woche
ein signifikanter Anstieg der LDL-Serumkonzentration von 110 mg/dl auf 126 mg/dl (p-Wert 0,023)
in der nUVB-Gruppe, welcher in der PUVA-Kontrollgruppe nicht zu verzeichnen war. Weiterhin
ergab die Auswertung einen signifikanten Anstieg des LDL/HDL Index zwischen erster und zweiter
nUVB-Behandlungswoche (p-Wert = 0,030). Auch diese Beobachtung blieb in der PUVA-
Kontrollgruppe aus. In der PUVA-Gruppe zeigte sich hingegen ein signifikantes Absinken des
systolischen Blutdruck von 145 mmHg auf 128 mmHg nach zwei Wochen (p = 0,021). Alle weiten
Parameter wie BMI als auch die Laborwerte (CRP, HbA,, HDL, Triglyceride, und gesamt-
Cholesterin) wiesen weder in der nUVB- noch in der PUVA-Kontrollgruppe relevante Verdnderungen
auf. Die Resultate sind in Tabelle 15 fur nUVB und PUVA aufgefuihrt. Die angegebenen Daten sind
als Medianwerte mit 25. - 75. Perzentile angegeben. Die p-Werte wurden mit dem paired t-Test

errechnet.
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Tabelle 15: Unterschied der Labor- und Blutdruckwerte zwischen nUVB- und PUVA-Kontrollgruppe zu den
gegebenen Messzeitpunkten (Baseline, eine Woche, zwei Wochen). Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen UVB- und PUVA-Therapie. Die Daten sind als Medianwerte (25. - 75.Perzentile)angegeben.

Baseline nUVB n PUVA n p-Wert PUVA versus nUVB
Akkumulierte Dosis [J/cm?] - 35 - 20 -
Blutdruck sys [mmHg] 130 (118 — 144) 35 145 (120 — 154) 19 0,297
Blutdruck dias [mmHg] 73 (65— 84) 35 81 (73 -95) 19 0,534
CRP [ng/1] 24(1,1-47) 33 31(1,2-70) 21 0,770
HbA¢in mM 36 (31 — 43) 25 36 (31-44) 20 0,963
HbA,. in % 54 (50-6,1) 25 5,4 (5,0-6,2) 20 0,963
HDL-Cholesterin [mg/dI] 57 (40 - 68) 27 59 (38 — 68) 21 0,560
LDL- Cholesterin [mg/dl] 114 (93 - 150) 25 128 (89 - 146) 16 0,925
Triglyceride [mg/dl] 136 (102 - 193) 34 137 (78 - 233) 21 0,795
Cholesterin ges [mg/dl] 207 (172 - 230) 34 190 (165 - 233) 21 0,716
LDL/ HDL Index 2,13 (1,33 - 3,50) 25 2,67 (1,51-3,67) 16 0,541
1 Woche UV-Therapie
Akkumulierte Dosis [J/cmz] 0,90 (0,60 — 1,35) 35 2,75 (1,50 — 3,50) 20 -
Blutdruck sys [mmHg] 125 (115 - 135) 35 130 (122 -143) 17 0,648
Blutdruck dias [mmHg] 77 (67 - 83) 35 78 (69 - 85) 17 0,814
CRP [ng/l] 1,6 (0,7 -3,6) 25 15(0,1-3,7) 10 0,659
HbA, in mM 32 (29 - 35) 17 38(29-44) 8 0,114
HbA,. in % 5,08 (4,6 —5,6) 17 5,63 (4,6 —6,2) 8 0,114
HDL-Cholesterin [mg/dI] 56 (40 - 69) 23 51 (40 - 61) 11 0,726
LDL- Cholesterin [mg/dI] 110 (92 - 151) 23 126 (99 - 162) 11 0,554
Triglyceride [mg/dl] 173 (125 - 223) 26 162 (82 - 211) 11 0,654
Cholesterin ges [mg/dl] 204 (190 - 220) 26 208 (173 — 252) 11 0,921
LDL/ HDL Index 1,88 (1,34 — 4,20) 23 2,71(1,55-4,31) 11 0.904
2 Wochen UV-Therapie

Akkumulierte Dosis [J/cmz] 19(14-2)9) 22 6,0 (4,25 - 7,75) 13 -
Blutdruck sys 130 (117 - 140) 20 128 (119 - 136) 13 0,915
Blutdruck dias 81 (72 - 90) 20 80 (71 - 85) 13 0,924
CRP 30(14-6,8) 13 2,0(0,6-4,9) 7 0,662
HbA. in mM 38(32-41) 11 35(31-48) 6 0,880
HbA,. in % 5,63 (4,8-5,9) 11 5,35 (5,1 - 6,5) 6 0,880
HDL-Cholesterin [mg/dI] 49 (41-79) 15 43 (28 - 60) 7 0,231
LDL- Cholesterin [mg/dl] 126 (113 - 142) 15 145 (91 - 160) 7 0,526
Triglyceride 146 (85 - 175) 15 207 (127 - 464) 7 0,098
Cholesterin ges 217 (184 - 234) 15 224 (206 - 248) 7 0,397
LDL/ HDL Index 2,20 (1,56 — 3,58) 15 3,5 (2,47 - 3,95) 7 0,169
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Tabelle 16:

Die Verdnderungen der untersuchten Labor- und Gesundheitsparameter unter nUVB- und PUVA-Therapie im
zeitlichen Verlauf. Die Signifikanzwerte zwischen den einzelnen Messwerten(0-1 = Baseline / eine Woche, 0-2 =
Baseline / zwei Wochen, 1-2 = eine Woche / zwei Wochen) sind als p-Wert angegeben. Unter nUVB-Therapie steigt
der LDL/HDL Index nach zwei Wochen signifikant an, wahrend unter UV-Therapie der systolische Blutdruck nach

zwei Wochen signifikant abgesunken ist.

p-Werte

nUVB Baseline (0) 1. Woche (1) 2. Woche (2) 0-1 0-2 1-2
Variable
Akkumulierte Dosis [J/cm?] 0,0 0,90 (0,60-1,35) 1,9 (1,4—29) - - -
Blutdruck sys [mmHg] 130 (118 - 144) 125 (115 - 135) 130 (117 - 140) 0,253 0,341 0,830
Blutdruck dias [mmHg] 73 (65— 84) 77 (67 - 83) 81 (72 - 90) 0,647 0,301 0,485
CRP [ng/l] 24(1,1-47) 1,6 (0,7-3,6) 3,0(1,4-6,8) 0,928 0,459 0,758
HbA¢in mM 36 (31— 43) 32 (29 - 35) 38 (32 - 41) 0,104 0,772 0,421
HbA,. in % 5,44 (5,0 — 6,1) 5,08 (4,6 — 5,6) 5,63 (4,8 —5,9) 0,104 0,772 0,421
HDL-Cholesterin [mg/dI] 57 (40 - 68) 56 (40 - 69) 49 (41 - 79) 0,332 0,259 0,457
LDL- Cholesterin [mg/d] 114 (93 - 150) 110 (92 - 151) 126 (113 - 142) 0,112 0,850 0,023
Triglyceride [mg/dI] 136 (102 - 193) 173 (125 - 223) 146 (85 - 175) 0,094 0,795 0,358
Cholesterin ges [mg/dl] 207 (172 - 230) 204 (190 - 220) 217 (184 - 234) 0,647 0,993 0,143
LDL/ HDL Index 2,04 (1,33-3,5) 1,88(1,34-4,19) 2,20(1,56-358) 0,999 0,030 0,421

PUVA
Variable
Akkumulierte Dosis [J/cm?] 0,0 2,75(1,50-3,50) 6,0 (4,25-7,75) - - -
Blutdruck sys [mmHg] 145 (120 — 154) 130 (122 - 143) 128 (119 - 136) 0272 0,021 0,139
Blutdruck dias [mmHg] 81 (73 -95) 78 (69 - 85) 80 (71 - 85) 0,272 0,142 0,726
CRP [ng/l] 31(1,2-7,0) 15(0,1-37) 2,0 (0,6 -4,9) 0,170 0,615 0,353
HbA;; in mM 36 (31 -44) 38 (29 - 44) 35(31-48) 0,752 0,654 0,678
HbA,. in % 5,44 (5,0 — 6,2) 5,63 (4,6 — 6,2) 5,35 (5,1 — 6,5) 0,752 0,654 0,678
HDL-Cholesterin [mg/dI] 59 (38 — 68) 51 (40 - 61) 43 (28 - 60) 0,220 0,233 0,500
LDL- Cholesterin [mg/d] 128 (89 - 146) 126 (99 - 162) 145 (91 - 160) 0,543 0,104 0,622
Triglyceride [mg/dI] 137 (78 - 233) 162 (82 - 211) 207 (127 - 464) 0,789 0,224 0,818
Cholesterin ges [mg/dl] 190 (165 - 233) 208 (173-252) 224 (206 - 248) 0,969 0,068 0,739
LDL/ HDL Index 2,67 (1,51-3,67) 2,71(155-4,31) 3,5(2,47-395) 0,213 0,196 0,562

3.7 Einfluss des 25(OH)Ds-Serumspiegel auf das Frakturrisiko

Anhand des Patientenfragebogens wurde die Pravalenz unterschiedlicher Erkrankungen (Malignomen,
Herzkreislauferkrankungen, Diabetes und Fraktur-Risiko) in Zusammenhang mit dem 25(OH)Ds-

Serumspiegel  untersucht. Lediglich eine geringe Anzahl der Patienten litt unter
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Herzkreislauferkrankungen (n = 3), Diabetes (n = 5) oder Malignomen (n = 1). Weshalb auf eine
statistische Auswertung dieser Erkrankungen verzichtet werden musste. Zum Frakturrisiko liel} sich
eine deskriptive Statistik anfertigen.

Anhand des Patientenfragebogens wurde die Haufigkeit Osteoporose-bedingter Frakturen innerhalb
des untersuchten Kollektivs bestimmt und auf Zusammenhange mit dem 25(OH)D;-Serumspiegel
untersucht. Wirbelkorperfrakturen, distale Radiusfraktur sowie distale Humerusfraktur wurden dabeli
als ,,osteoporotische” Frakturen definiert. Innerhalb des Patientenkollektives wiesen 7 Patienten
,ostoporotische® Frakturen auf. Insgesamt 20 Patienten verzeichneten entweder eine ,nicht-
osteoporotische* Fraktur oder gaben an, noch nie eine Fraktur erlitten zu haben. Es zeigte sich, dass
Patienten, mit ,osteoporotischen* Fakturen geringere Baseline-25(OH)Ds-Serumkonzentration
(Median 6,0 ng/ml) aufwiesen als Patienten die keine oder andere Frakturen in der Historie angegeben
hatten (Median 13,3 ng/ml). Das Signifikanzniveau wurde mittels ANOVA-Test errechnet und war
mit p = 0,209 nicht signifikant (Abb. 41)

Zusammenhang zwischen 25(0H)D3-Serumspiegel und
Osteoporose-bedingten Frakturen

Abbildung 41:

p = 0,208
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Auftreten osteoporotischer Frakturen
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25(OH)Ds-Serumkonzentrationen auf,
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Fraktur angaben.
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3.8 Polymorphismen im Vitamin D-System (VDR, VDBP, CYP2R1) und deren Pravalenz in
dermatologischen Patienten sowie der gesunden Kontrollgruppe

Der folgende Abschnitt zeigt die Ergebnisse der Genotypisierungen. Um herauszufinden, ob eine

Korrelation zwischen Hauterkrankungen und den Polymorphismen im Vitamin D-bindenden Protein

(VDBP), Vitamin D-Rezeptor oder CYP2R1 besteht, wurden von 52 Patienten Blutproben entnommen

und wie in Kapitel 2.3 ,,Genotypisierung der Polymorphismen‘ beschrieben mit dem TagMan-SNP-

Assays genotypisiert. Zusatzlich wurden je 192 weibliche und 192 ménnliche DNA-Proben von
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gesunden Probanden analysiert. Die gesunde Kontrollgruppe reprasentiert die Haufigkeitsverteilung
der jeweiligen Genotypen innerhalb der gesunden Bevélkerung.

Fur die statistische Auswertung wurden zunéchst alle Hauterkrankungen (Neurodermitis, Psoriasis und
andere Hauterkrankungen) als Gruppe ,,Haut-erkrankt® definiert und die Privalenz der Genotypen mit
der Kontrollgruppe-Gruppe (KO) verglichen. Dabei zeigten insbesondere die VDR-SNP z.T. hoch
signifikante Unterschiede in der Genotypen-Prévalenz zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den
Hauterkrankungen. Zu den signifikanten VDR-SNP zéhlen rs7975232 (p = 0,000), rs731236 (p =
0,003), rs2107301 (p = 0,004) und rs11574143 (p = 0,003).

Anschliefend wurden die jeweiligen Hauterkrankungen gesondert gruppiert. Folglich wurden die
Genotyp-Pravalenzen von Neurodermitis, Psoriasis, anderen Hauterkrankungen und der
Kontrollgruppe im Chi-Quadrat Test miteinander verglichen. Hier wurden ebenfalls hoch signifikante
Unterschiede bei VDR- und VDBP-Polymorphismen zwischen Patienten- und Kontrollgruppe
gefunden. Dazu gehdren rs4588 (p = 0,005), rs2282679 (p = 0,006), rs7975232 (p = 0,006), rs731236
(p = 0,010), rs2107301 (p = 0,010) sowie rs11574143 (p = 0,010). Durch die Ergebnisse des Chi-
Quadrat-Tests kann geschlussfolgert werden dass zwischen Psoriasis, Neurodermitis, anderen
Hauterkrankungen und der gesunden Kontrollgruppe, Unterschiede in den Genotyp-Pravalenzen
vorhanden sind. Es l&sst sich jedoch nicht erkennen, welche der Erkrankungsgruppen fir den
signifikanten Unterschied verantwortlich ist. Wegen der geringen Patientenzahl musste auf eine

weiterfiihrende deskriptive Analyse verzichtet werden.

Die Genotypenverteilung der Patienten- und Kontrollgruppe sowie die Signifikanzwerte aus dem Chi-
Quadrat-Test (Likelihood-Quotient) sind in Tabelle 15 und 16 aufgefihrt.
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Tabelle 17:

Die Genotypen-Pravalenz innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe, sowie die p-Werte. Die p-Werte wurden mit dem Chi-Quadrat-Test (Likelihood-Quotient) errechnet.

Gen Haplotypen KO-Gruppe Alle Hauterkrankungen p-Wert Psoriasis Neurodermitis Andere Hauterkrankungen p-Wert
SNP SNP Assay / NCBI n [%] n [%] n [%] n [%] n [%]
VDBP GI/T C/A 140  [39,1] 24 [48,0] 0,059 6 [26,1] 6 [100] 12 [571] 0,005
rs4588 G/G c/c 194 [54,2] 24 [48,0] 16 [70] 0 [0] 8 [36,1]

TIT AlA 24 [6,7] 2 [4,0] 1 [4,3] 0 [0] 1 [4,8]
VDBP A/C T/G 180 [49,2] 28 [53,8] 0,081 10 [41,6] 4 [66,6] 14 [63,6] 0,039
rs7041 AlA TIT 70 [19,1] 8 [154] 3 [12,5] 2 [33,3] 3 [13,6]

c/C G/G 116 [31,7] 16 [30,8] 11 [458] 0 [0] 5 [22,7]
VDBP G/A CIT 128  [35/4] 22 [42,3] 0,241 8 [33,3] 5 [83,3] 9 [40,1] 0,150
rs1155563 A/A TIT 210 [58,2] 28 [53,9] 16 [66,6] 1 [16,6] 11 [50]

G/G c/C 23 [6,4] 2 [39] 0 [0] 0 [0] 2 [9]
VDBP GI/T C/A 119 [33,8] 25 [481] 0,160 6 [25] 6 [100] 13 [591] 0,006
rs2282679 G/G ci/c 20 [5,7] 3 [58] 2 [8,3] 0 [0] 1 [4,5]

TIT AlA 213  [60,5] 24 [46,1] 16 [66,6] 0 [0] 8 [36,4]
VDR A/C AlC 175  [47,0] 23 [44.2] < 0,001 11  [458] 4 [66,6] 8 [36.,4] 0,003
rs7975232 AlA AlA 94 [25,3] 21 [404] 10 [41,6] 2 [33,3] 9 [41]

c/C c/C 103 [27,7] 8 [145] 3 [12,5] 0 [0] 5 [22,7]
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Tabelle 18: ff. Tab 17. Zeigt die Genotypen-Prévalenz innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe. Die p-Werte wurden mit dem Chi-Quadrat-Test (Likelihood-Quotient) errechnet.

Wourden alle Hauterkrankungen mit der gesunden KO-Gruppe verglichen zeigten vier SNP im VDR (rs7975232 rs731236 rs2107301 und rs11574143) signifikante Unterschiede in der
Genotypen-Pravalenz. Wurden Psoriasis, Neurodermitis und die anderen Hauterkrankungen sowie die KO-Gruppe miteinander, verglichen zeigten die eben genannten Polymorphismen
plus 3 SNP im VVDBP ( rs4588, rs7041 und rs2282679) signifikant unterschiedliche Genotyp Préavalenzen zwischen den Gruppen.

Gen Haplotypen KO-Gruppe Alle Hauterkrankungen  p-Wert Psoriasis Neurodermitis Andere Hauterkrankungen p-Wert
SNP SNP Assay/ NCBI | n [%] n [%] n [%] n [%] n [%]
VDR AlG T/C 161  [43,5] 24 [46,2] 0,003 9 [37,5] 4 [66,6] 11 [50,0] 0,010
rs731236 AlA TIT 153  [414] 15 [28,8] 6 [25,0] 1 [16,6] 8 [36,4]

G/G c/cC 56 [15,1] 13 [25] 9 [37,5] 1 [16,6] 3 [13,6]
VDR CIT G/A 66 [17,9] 10 [19,2] 0,045 3 [12,5] 2 [333] 5 [22,7] 0,061
rs757343 ci/c G/G 293 [79,6] 40 [76,9] 21 [87.5] 4  [66,6] 15  [682]

TIT AlIA |9 [2.4] 2 [39] 0 [0] 0 [0] 2 [9,0]
VDR AlG T/C 155  [41,6] 18 [34,6] 0,004 7 [29.2] 4 [66,6] 7 [31,8] 0,010
rs2107301 AlA TIT 30 [8,0] 4 [7.7] 1 [41] 1 [166] 2 [9,0]

G/G c/C 187  [50,3] 30 [57,7] 16 [66,6] 1 [16,6] 13 [59,0]
VDR CIT G/A 63 [17,0] 11 [21,2] 0,003 2 [8,3] 2 [333] 7 [31,8] 0,010
rs11574143 c/C G/G 297  [80,1] 41 [78,8] 22 [91,6] 4  [66,6] 15 [68,1]

TIT AlA 11 [2,9] 0 [0] 0 [0] 0 [0] 0 [0]
CYP2R1 AlG AlG 186  [52,2] 28 [53,9] 0,374 14 [58,2] 3 [50,0] 11 [50,0] 0,453
Rs2060793 AlA AlA 33 [9,3] 7 [13,5] 3 [12,5] 2 [333] 2 [9,0]

G/G G/G 137 [37.5] 17 [32,7] 7 [292] 1 [166] 9 [41,0]
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4  Diskussion

Im folgenden Abschnitt sollen die Daten der vorgelegten Arbeit sowie deren Bedeutung diskutiert, und
Vergleiche zu anderen Publikationen hergestellt werden. Am Ende des Kapitels ist eine
Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse aufgefiihrt, worauf ein Abschnitt folgt, der die
Limitationen der Studie aufzeigt. Basierend auf den Resultaten dieser Forschungsarbeit wurden

abschlielend Ansétze fir weiterfiihrende Untersuchungen erarbeitet.

4.1  Wie hoch ist die Vitamin D-Mangel-Pravalenz im untersuchten Patientenkollektiv?

Von 41 Studienteilnehmern waren die Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegel verfligbar. Hiervon zeigten
85,4 % einen manifesten Vitamin D-Mangel mit Serumkonzentrationen von < 20 ng/ml auf.
Zittermann beschreibt insuffiziente Vitamin D-Serumspiegel (10 - 20 ng/ml) bei 40 - 45 % der
gesamtdeutschen Bevolkerung, zusétzliche 15 — 30 % der Bevolkerung zeigen einen manifesten
Vitamin D-Mangel von < 10 ng/ml (Zittermann, 2010). Fir Deutschland existieren weitere
Untersuchungen die ahnlich hohe Vitamin D-Mangel-Prévalenzen (< 20 ng/ml) mit 57 — 58 % fr
Ménner und Frauen aufzeigen. In den Wintermonaten stiegen diese Werte von 50 % (bei 1- bis 2-
Jahrigen) Uber 60 % (bei 18- bis 79-Jahrigen) auf bis zu Uber 80 % (bei 11- bis 17-Jahrigen) an
(Hintzpeter, 2008). Diese Angaben lassen vermuten, dass der Vitamin D-Mangel ein deutlich groReres
Ausmal’ annimmt, als bisher angenommen. In der vorliegenden Studie wurden die Daten wéhrend der
Wintermonate erhoben, was die hohe Vitamin D-Mangel-Préavalenz der Patientengruppe erklart.
Wobei die Patienten mit einer Prdavalenz von 85 % einen deutlich hdheren Vitamin D-Mangel
aufweisen als die altersentsprechend, publizierten Wintermessungen von Hintzpeter (60 % Vitamin D
Mangel fir 18- bis 79-Jahrige s.0.). Folglich sprechen die Ergebnisse der aktuellen Studie fir eine
erhohe Vitamin D-Mangel-Prévalenz unter dermatologischen Patienten im Vergleich zur gesunden,
deutschen Bevolkerung.

Dermatologische Erkrankungen stellen fur die Patienten oft eine starke psychische Belastung dar,
welche haufig mit einem Riickzug aus dem sozialen Leben vergesellschaftet ist. Es ware mdglich, dass
die verminderten 25(0OH)D3-Serumspiegel als Folge verringerter Aktivitaten im Freien zu werten sind.
Denkbar wére ebenso, dass sich bedingt durch die Hauterkrankung die Fahigkeit zur dermalen
Vitamin D-Synthese vermindert. Ob die erhdhte Vitamin D-Mangel-Pravalenz der untersuchten
Patientengruppe die Ursache oder Folge der dermatologischen Grunderkrankung ist, sollte in

weiterfuhrenden Studien geklart werden.

4.2 Haben individuelle Faktoren (Alter, Hauttyp, Geschlecht, BMI und dermatologische
Grunderkrankung) einen Einfluss auf die Baseline-25(OH)Ds-Serumkonzentration?
Aufgrund der hohen Prévalenz und den gravierenden gesundheitlichen Auswirkungen eines Vitamin

D-Mangels ist die Frage, welche Faktoren den 25(OH)Ds-Serumspiegel beeinflussen, von grofer
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wissenschaftlicher Bedeutung. Im folgenden Kapitel werden die individuellen, physiologischen

Faktoren, welche den 25(OH)D3-Serumspiegel beeinflussen, genauer beleuchtet und interpretiert.

In der Literatur ist beschrieben, dass aufgrund des sinkenden 7-DHC-Gehaltes der Haut, die
25(0OH)Ds-Serumspiegel im Alter deutlich abnehmen (Holick et al., 1980, Maclaughlin et al., 1985,
Matsuoka et al., 1988). 7-DHC wird in der Leber gebildet und ist die Vorstufe von Pravitamin D und
Vitamin D in der Haut. Sinkt der 7-DHC-Gehalt der Haut ab, ist der Korper unféhig ausreichend
Vitamin D zu synthetisieren. Ob der im Alter verminderte 7-DHC-Gehalt der Haut auf eine
verminderte Syntheseleistung der Leber oder einer reduzierten Speicherfahigkeit der Haut beruht, ist
nicht sicher belegt. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchung belegen eine leichte Abnahme
der 25(0OH)Ds-Serumkonzentrationen mit zunehmendem Patientenalter. Bei fehlender Signifikanz (p =
0,823, r = -0,36) ergab sich ein diskreter Trend, dass der Baseline-25(OH)D;-Serumspiegel mit
zunehmendem Alter absinkt. Folglich zeigen unsere Daten identische Ergebnisse wie die bereits

publizierten Arbeiten.

Die Pigmentierung sowie der Melaningehalt der Haut stellen einen weiteren Einflussfaktor auf den
Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegel dar. Melanin  wird in den Melanozyten der epidermalen
Basalzellschicht gebildet. Nach UV-Strahlung wird es in das umliegende Hautgewebe abgegeben und
verhindert dort die Vitamin D-Synthese indem es UVB-Licht absorbiert. Studien belegen, dass helle
Hauttypen hohere 25(0OH)Ds-Serumspiegel aufweisen und weitaus seltener unter Vitamin D-Mangel
leiden als dunkle Hauttypen in gleichen Breitengraden (Clemens et al., 1982, Hagenau et al., 2009). In
Deutschland wurde beschrieben, dass Personen mit Migrationshintergrund, insbesondere im Winter,
deutlich reduzierte 25(OH)D3-Serumspiegel haben (Hintzpeter et al., 2008b). Eine aktuelle Studie
zeigte hingegen keine relevanten Unterschiede in den Baseline-25(OH)D3-Serumwerten sowie im
Anstieg der 25(0OH)Ds-Serumspiegel nach UVB-Therapie, zwischen hellen und dunklen Hauttypen
(Bogh et al., 2010). Die gewonnenen Daten ergaben leicht erh6hte Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel
(Median 14,3ng/ml) in hellen Hauttypen im Vergleich zum Misch-Typ (Median 11,15 ng/ml) oder
dunklen Hauttypen (Median 10,3 ng/ml), obgleich das Signifikanzlevel von p = 0,05 nicht erreicht
wurde (p = 0,424). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind somit in Einklang mit friheren
Untersuchungsergebnissen, welche héhere 25(OH)Ds-Serumspiegel in hellen Hauttypen verglichen
mit dunklen Hauttypen fanden (Clemens et al., 1982, Hagenau et al., 2009). Eine mdgliche Limitation
der Arbeit soll an dieser Stelle Erwéhnung finden. Die Gruppierung der Hauttypen erfolgte anhand der
Patientenfragebdgen, jeweils nach der vom Patienten angegebenen Hautreaktion auf
Sonneneinstrahlung, Haar- und Augenfarbe. Eine Messung der Haut-Pigmentierung fand nicht statt,

wodurch eine fehlerhafte Einordnung der Hauttypen nicht vollkommen auszuschlieBen ist.
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Geschlechtsspezifische  Unterschiede im Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel  wurden  ebenfalls
untersucht. In einer verdffentlichten Studie zeigten Frauen (56 nmol/L) eine grenzwertig hdhere
Baseline-25(OH)Ds-Serumkonzentrationen als Manner (50 nmol/L), (p = 0,05) (Hagenau et al., 2009).
In zwei weiteren Studien wiesen ebenfalls die Frauen héhere 25(0OH)Ds-Serumspiegel als Ménner auf
(Lagunova et al., 2009, Johnson et al., 2012). In einer Studie aus Australien zeigten hingegen Ménner
(82 nmol/L) hohere 25(OH)D3-Serumspiegel als Frauen (70,6 nmol/L, p = 0,0001) (Nair et al., 2013).
Unter UVB-Therapie konnte ein starkerer 25(OH)D;-Anstieg bei Mé&nnern verzeichnet werden (p =
0,01) (Bogh et al., 2010). Folglich zeigte die Studienlage keine einheitlichen geschlechtsspezifischen
Unterschiede. Pathophysiologisch existieren hierfuir zwei kontroverse Erklarungsmodelle, die sich auf
den erhohten Korperfettanteil der Frauen beziehen: a.) Frauen speichern 25(0OH)D; im Fettgewebe,
wodurch weniger freies 25(OH)D; im Serum nachweisbar ist; b.) im Gegensatz dazu kann vermutet
werden, dass Frauen aufgrund des héhere Korperfettanteils mehr Vitamin D bilden, da ein erhdhtes
Angebotes von Vitamin D-Vorldufermolekiilen vorherrscht (Vitamin D-Metabolite sind
Cholesterinderivate). Innerhalb der durchgeflihrten Studie zeigten sich nahezu identische Baseline-
25(OH)Ds-Serumspiegel, wobei Frauen mit 10,5 ng/ml leicht hohere Baseline-25(OH)Ds-
Serumspiegel als Manner (8,9 ng/ml) aufwiesen. Nach der statistischen Auswertung erreichten die

Unterschiede das Signifikanzniveau nicht (p = 0,699).

Die Mehrheit der Studien postuliert eine negative Korrelation zwischen 25(OH)Ds-Serumspiegel und
BMI (Lagunova et al., 2009, Tamer et al., 2012). In einer aktuellen Studie aus Deutschland wurde
publiziert, dass insbesondere Menschen mit sehr hohen (> 30 kg/m?) oder niedrigen BMI-Werten (<
20 kg/m?) von einem Vitamin D-Mangel betroffen sind (Hintzpeter et al., 2008a). In der vorgelegten
Studie konnte keine Korrelation zwischen BMI und dem Baseline-25(OH)D;-Serumspiegel
verzeichnet werden. Bei den untersuchten Patienten (n = 50) zeigten sich mit zunehmendem BMI
leicht ansteigende Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel, wenn auch der Anstieg keine Signifikanz
aufwies (p = 0,109). Insgesamt erwies sich das untersuchte Kollektiv bei einem medianen BMI von
25,15 kg/m? als pra-adipds und deutlich Vitamin D-defizient (mediane Baseline-25(0OH)D;-
Serumspiegel nUVB Gruppe: 11,4 ng/ml, PUVA-Gruppe: 10 ng/ml). Folglich konnten die in der
Literatur publizierten Assoziationen zwischen Adipositas und Vitamin D-Defiziten durch die

vorgelegten Untersuchungsergebnisse bestarkt werden.

Weiterhin wurde analysiert, ob die dermatologische Grunderkrankung mit den Vitamin D-
Serumspiegeln in Zusammenhang steht. Die Daten ergaben bei Patienten mit Psoriasis (8,6 ng/ml)
geringere Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegel, als bei Patienten mit Neurodermitis (13,3 ng/ml) oder

anderen dermatologischen Erkrankungen (11,4 ng/ml). Ein signifikanter Unterschied war jedoch nicht
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erkennbar (p = 0,163). Insgesamt wiesen nahezu alle Patienten insuffiziente 25(OH)D3-Serumspiegel
auf. Héhere Vitamin D-Mangel-Pravalenzen unter Psoriasis (89 %) und Neurodermitis-Patienten (94
%) im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (53 %) konnte bereits in einer anderen Arbeit
bestatigt werden (Vahavihu et al., 2010). Folglich leiden Patienten mit Hauterkrankungen besonders
haufig unter einem Vitamin D-Mangel. Die Ursachen dieser erhdhten Vitamin D-Mangel-Pravalenz,

sind bisher noch nicht vollstandig gekléart.

AbschlieBend unterstiitzen die Resultate der vorgelegten Studie die Annahme, dass insbesondere altere
und adipdse Menschen, dunkelhdutige Personen sowie Patienten mit dermatologischen Erkrankungen

(Psoriasis, Neurodermitis) besonders haufig von einem Vitamin D-Mangel betroffen sind.

4.3  Haben personliche Verhaltensweisen (Solarium-Besuche, Sonnencreme-Gebrauch und
Ernahrung) einen Einfluss auf die Baseline-25(OH)D3-Serumkonzentration?

UV-Rohren in Solarien und Sonnenstudios emittieren uberwiegend UVA-Licht und zu einem geringen
Anteil UVB-Strahlung. Eine Studie zeigte, dass UVA-Sonnenbanke (UVB-Anteil von 0,5 %) nach
vier Dosen a sechs Minuten einen Anstieg des 25(OH)Ds-Serumspiegels (um 12 nmol/l) bewirkten
(Thieden et al., 2008). Folglich wirden regelméRige Solarium-Besuche neben der gewdlnschten
Hautpigmentierung zu einem Anstieg der 25(OH)Ds-Serumkonzentration fiihren. Im Fragebogen
gaben die untersuchten Patienten Auskunft Uber die Haufigkeit von Solarium-Besuchen.
Erwartungsgemall zeigte sich, dass der Baseline-25(OH)D3-Serumspiegel bei regelméRigen
Sonnenbank-Besuchen hoher ausfiel (24,45 ng/ml), als bei Patienten, die nie (10,9 ng/ml) ein
Sonnenstudio aufsuchten (p = 0,166). Von dieser Tatsache ausgehend, waren Sonnenbanke eine
denkbare Mdglichkeit den 25(OH)Ds-Serumspiegel zu erhdhen. Die hohe UVA-Strahlungsdosis und
die daraus resultierende vorzeitige Hautalterung sprechen jedoch gegen eine allgemeine Empfehlung,

den Vitamin D-Serumspiegel mittels Sonnenbankbesuchen zu optimierten.

Laut Studienlage reduziert bereits LSF 8 die Vitamin Ds-Produktion in der Haut um bis zu 95 %
(Clemens et al.,, 1982). Patienten, die im Fragebogen angaben regelmassig Sonnencreme zu
verwenden, zeigten hohere Baseline-25(OH)D3-Serumkonzentrationen (Median 16,8 ng/ml)
verglichen mit Patienten die nie einen Sonnenschutz verwendeten (Median 6,2 ng/ml) (p = 0,052).
Mdglicherweise sind Personen, die oft einen Sonnenschutz verwenden regelmaRig einer intensiven
Sonnenstrahlung ausgesetzt. Dies ware eine mogliche Erklarung der Studienergebnisse. Denkbar wére
auch, dass Patienten die regelmélig Sonnencreme verwendeten, diese nicht mindestens 30 min vor
dem Sonnenbad auftrugen, oder eine zu geringe Auftragsmenge verwendeten (< 2 mg/cm), sodass die
Vitamin D-Synthese wéhrend des Sonnenbades nicht vollstandig inhibiert wurde (Faurschou et al.,
2012).
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Der regelméBige Verzehr von fettigem Seefisch steigert den 25(OH)Ds-Serumspiegel, dies konnte
durch mehrere Studien nachgewiesen werden (Nakamura et al.,, 2000, Wu et al., 2012) Im
untersuchten Patientenkollektiv gaben zwei von 29 Patienten an, regelmé&Rig mindestens einmal pro
Woche Fisch zu essen. Diese beiden Patienten wiesen insgesamt geringere mediane Baseline-
25(0OH)Ds-Serumspiegel auf, als Patienten, die seltener oder nie Fisch alen, wobei der Unterschied
mit p = 0,160 nicht signifikant war. Unabhéngig vom Fischverzehr zeigten nahezu alle Patienten, die
in die Untersuchung einbezogen wurden, Baseline-25(0OH)D;-Serumkonzentrationen von < 20 ng/ml.
Daraus l&sst sich ableiten, dass sowohl die dermale Synthese als auch die orale Zufuhr an Vitamin D
durch die Nahrung, insbesondere in unseren Breitengraden, zu gering ist um adaquate 25(OH)D; zu
erreichen. Diese Annahme wird unterstitzt durch die Stellungnahm der DGE, wonach 82 % der
Maénner und 91 % der Frauen die derzeitig empfohlene, tagliche Zufuhrmenge von Vitamin D nicht
erreichen. Bei (ber 65-Jahrigen liegt dieser Anteil bei 94 % bzw. 97 % (J Linseisen et al., 2011).
Folglich sollten, insbesondere im Winter, mehr Vitamin D-haltige Nahrungsmittel verzehrt oder eine

orale Substitution in Erwdgung gezogen werden.

4.4  Determinieren SNP im Vitamin D-System die Baseline-25(OH)D;-Serumkonzentration?

In der Literatur sind bisher mehrere Polymorphismen im Vitamin D-Systems beschrieben, welche
nachweislich den Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegel und die Serumkonzentration des VDBP
bestimmen (Kurylowicz et al., 2006, Abbas et al., 2008, Engelman et al., 2008, Ahn et al., 2009, Fang
et al., 2009, Fu et al., 2009, Sinotte et al., 2009). In der vorgelegten Studie wurden von insgesamt 52
Patienten die Genotypen von finf SNP im VDR, vier im VDBP sowie ein SNP im Gen der 25-
Hydroxylase (CYP2R1) analysiert und mit den Baseline-25(OH)D3-Serumkonzentrationen verglichen.
Hierbei zeigten die Genotypen von drei SNP im VDBP einen signifikanten Einfluss auf den
25(0OH)D;-Serumspiegel. Dazu gehdrten rs4588 (p = 0,028), rs1155563 (p = 0,040) und rs2282679 (p
=0,049).

Laut Literatur weist der homozygote Genotyp-A/A im SNP rs4588 die niedrigsten Baseline-
25(0OH)D3-Serumkonzentrationen auf, der C/C-Genotyp die hdéchsten (Sinotte et al., 2009). Auch in
unserer Studie wies der homozygote C/C-Haplotyp mit 12,3 ng/ml die héchsten Baseline-25(OH)Ds-
Serumkonzentrationen auf, gefolgt vom heterozygoten C/A-Genotyp mit 9,9 ng/ml. Lediglich ein
Patient war Tréger des A/A-Genotyps, und wies eine mediane Baseline-25(0OH)Ds-
Serumkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze von 4 ng/ml auf (p = 0,028).

Fur den SNP rs1155563 wurde beschrieben, Allel C sei mit erniedrigten Baseline-25(OH)Ds-
Serumkonzentrationen vergesellschaftet (Lu et al.,, 2012). Die Resultate der Genotypisierungen
spiegeln auch dies wieder. Der C/C-Genotyp konnte im Patientenkollektiv nicht nachgewiesen

werden, dennoch zeigte der heterozygote C/T-Genotyp mit 6,4 ng/ml eine deutlich niedrigere mediane
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Baseline-25(OH)D5-Serumkonzentration als der homozygote T/T-Genotyp (11,5 ng/ml). Der p-Wert
zwischen den Genotypen betrug 0,040.

Verminderte Baseline-25(OH)D;-Serumkonzentration wurden ebenfalls fiir den homozygoten C/C-
Genotyp im SNP rs2282679 publiziert (Ahn et al., 2009, Signorello et al., 2011, Lu et al., 2012). Diese
Aussage konnte bestatigt werden (p = 0,049). Innerhalb der Patientengruppe wies ein Patient den C/C-
Genotyp auf, sein Baseline-25(OH)Ds-Serumkonzentration lag unterhalb der Nachweisgrenze. Die
Patienten mit heterozygoten C/A-Genotypen zeigten mit 10,6 ng/ml mittlere, wahrend die
homozygoten A/A-Genotypen die hochsten Baseline-25(0OH)Ds-Serumkonzentrationen aufwiesen
(11,5 ng/ml).

Zwei weitere SNP, die in der Literatur mit verminderten 25(OH)Ds-Serumkonzentrationen in
Verbindung gebracht werden, rs7041 und rs2060793 (Ahn et al., 2010, Lu et al., 2012), zeigten in der

aktuellen Studie keinen signifikanten Einfluss auf den Baseline 25(OH)D3-Serumspiegel.

Trotz der geringen Fallzahl lieRen sich die Ergebnisse anderer Studien reproduzieren. SNP im VDBP
zeigten Einflusse auf den Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegel, SNP im VDR oder CYP2R1 hingegen
nicht. Diese Ergebnisse unterstreichen die essentielle Bedeutung des VDBP im Vitamin D-
Metabolismus. Die pathophysiologische Bedeutung der erniedrigten Baseline-25(0OH)Ds-
Serumkonzentrationen in risikobehafteten VDBP-Genotypen wird zentraler Forschungsschwerpunkt
weiterfiihrender Studien sein. Von fundamentaler, klinischer Bedeutung ist dabei die Frage, ob die
Genotyp-abhéngigen, erniedrigten Baseline-25(0OH)D3-Serumkonzentrationen mit  Vitamin D-
Mangelerscheinungen/Erkrankungen vergesellschaftet sind, oder ob die verminderten 25(OH)D;-
Serumspiegel anderweitig kompensiert werden, z.B. durch einen erhéhten Metabolismus. Fir den zu
Vitamin D-Mangel, pradisponierenden VDBP-Genotyp A/A im rs4588 konnte bereits ein erhdhtes
Frakturrisiko ausgeschlossen werden (Lauridsen et al., 2004). Eine denkbare Ursache ware die
Unfahigkeit des AJA-Genotypes als Gc-MAF zu agieren, wodurch aufgrund verminderter
Osteoklasten-Aktivierung das Frakturrisiko gesenkt wirde. Dies zeigt beispielhaft welch grof3es
Potential aber auch Forschungsbedarf besteht, um die Zusammenhdnge und Funktionen des

multimodalen VDBP genauer zu analysieren.

4.5  Wie verhalt sich der 25(OH)Ds-Serumspiegel unter nUVB- und PUVA-Therapie?

In der Literatur ist ein Anstieg der 25(OH)Ds-Serumkonzentrationen durch Sonnenlicht und bUVB-
Therapie (280 — 320 nm) gut belegt (Osmancevic et al., 2007, Bogh et al., 2012). Uber einen Anstieg
der 25(OH)Ds-Serumkonzentrationen unter nUVB (311 nm) gibt es jedoch wesentlich weniger
Studien. Weiterhin beschreiben einige Autoren eine UVA-bedingte Degeneration von 25(OH)D;
(Godar et al., 2009, Langdahl et al., 2012). Um den Einfluss einer UV-Therapie auf den 25(OH)Ds-
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Serumspiegel zu untersuchen, wurden vor Beginn der UV-Behandlung, sowie nach einer und zwei
Wochen UV-Therapie die 25(OH)Ds-Serumkonzentrationen bestimmt. Die Verdnderungen im
25(OH)D;-Serumspiegel nach nUVB und PUVA-Therapie wurden analysiert und miteinander

verglichen.

Unter nUVB-Therapie war ein Anstieg der 25(OH)Ds-Serumspiegel zu verzeichnen. Nach einer
Woche nUVB-Therapie betrug der 25(OH)Ds-Anstieg vom Baselinewert 2,1 ng/ml (von 11,4 auf 13,5
ng/ml, p = 0,116). In der zweiten Woche stieg die mediane 25(OH)D;-Serumkonzentration um 6,65
ng/ml von 13,5 ng/ml auf 20,15 ng/ml an. Insgesamt zeigte sich nach zwei Wochen nUVB-Therapie
ein signifikanter Anstieg der 25(OH)Ds-Serumkonzentration vom Baselinewert um 8,75 ng/ml (von
11,4 auf 20,15 ng/ml, p < 0,001). Der 25(0OH)Ds-Anstieg pro Joule erfolgte zeitlich verzdgert. In der
ersten Woche nUVB-Therapie betrug der 25(OH)D3-Anstieg 2,3 ng/J (2,1 ng/ml / 0,9 J/cm?) in der
zweiten Woche 6,65 ng/J (6,65 ng/ml / 1,0 J/cm?2). Dieser verzbdgerte 25(0OH)Ds-Anstieg lasst sich
physiologisch erklaren. Im Anschluss an die kutane Vitamin D-Synthese, wird Vitamin D ins Blut
abgegeben und im Fettgewebe angereichert. Erst nachdem dort die Vitamin D-Speicher gesattigt sind,
steigt der Vitamin D-Serumspiegel an, sodass 25(OH)D; in Leber synthetisiert und im Serum

nachgewiesen werden kann.

Unter PUVA-Bestrahlung zeigte der 25(OH)Ds-Serumspiegel keine wesentlichen Verdnderungen.
Einige Autoren beschreiben ein Absinken der 25(OH)Ds-Serumkonzentration durch UVA-Licht
(Godar et al., 2009, Langdahl et al., 2012). Insgesamt wurde die Untersuchung mit 22 Patienten (nach
1 Woche) und 11 Patienten (nach 2 Wochen) PUVA-Therapie an einer sehr kleinen Population
untersucht. Dabei zeigten die Laborergebnisse eine diskrete, nicht signifikante Reduktion der
25(0OH)Ds-Serumkonzentration um 0,5 ng/ml nach 1 Woche PUVA-Therapie. Nach 2 Wochen und
einer Gesamt-UVA-Dosis von 6,0 J/cm? war die 25(0OH)Ds-Serumkonzentration nahezu identisch zum
Ausgangswert (+ 0,1 ng/ml). Anhand dieser Resultate lasst sich ein Absinken der 25(OH)Ds-
Serumspiegel durch UVA-Licht nicht bestétigen.

4.6 Beeinflusst die Baseline-25(OH)D3;-Serumkonzentration den Anstieg der 25(OH)Ds-
Serumspiegel?
Im Verlauf der Untersuchung zeigte sich, dass bei Patienten mit niedrigen Baseline-25(OH)Ds;-
Serumkonzentrationen, im Verlauf der UV-Behandlung ein sehr starker Anstieg der 25(0OH)Ds-
Serumspiegel zu  beobachten war. Patienten mit initial hohen Baseline-25(OH)Ds-
Serumkonzentrationen wiesen einen geringeren 25(OH)Ds-Anstieg auf. Dieser Effekt war nach einer
Woche nUVB-Therapie weniger stark ausgeprégt (p = 0,084; r = -0,396), nach zwei Wochen hingegen
besonders deutlich (p = 0,001; r = -0,835). In der Auswertung ergab sich eine signifikant negative
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Korrelation zwischen Baseline-25(0OH)Ds-Serumspiegel und dem Anstieg (A) der 25(0OH)Ds-
Serumspiegel unter nUVB-Therapie. Dieses Phdnomen wurde bereits in einer Studie von Bogh (Bogh
et al., 2010) mit bUVB beschrieben und konnte folglich fiir nUVB bestatigt werden.

Schlussfolgern ldsst sich aus diesen Daten, dass gerade Personen mit sehr niedrigen 25(OH)Ds-
Serumspiegeln von einer UV-Therapie profitieren. Trotz der positiven Einflisse auf den Vitamin D-
Spiegel, stellt UV-Strahlung stets ein karzinogenes Risiko dar. Ob der Zusammenhang zwischen den
Baseline-Werten und dem Anstieg der 25(OH)D;-Serumspiegel bei oraler Vitamin D-Supplementation

ebenfalls zu verzeichnen ist, muss in nachfolgenden Studien geklért werden

4.7  Zeigt die nUVB-Therapie einen positiven Einfluss auf ausgewahlte Laborparameter

(CRP, HbA,, Cholesterin, HDL, LDL) oder Blutdruckwerte?
Bisher existieren mehrere Studien die belegen, dass sich mit steigenden 25(OH)Ds-Serumspiegel
durch UVB- und Solar-Therapie, sowohl die Blutdruckwerte als auch Laborparameter wie Blutzucker-
Entziindungs- und Cholesterinwerte positiv verandern (Krause et al., 1998, Osmancevic et al., 2009).
Osmancevic et al. untersuchten die Blutzucker- und Cholesterinwerte von Psoriasis-Patienten, die 15
Tage lang in Gran Canaria eine UV-Therapie erhielten. Ein Absinken des mittleren LDL/HDL Index
von 2,4 auf 1,9 sowie eine Reduktion des HbA,. von 5,6 % auf 5,1 % konnte dabei beobachtet werden.
In der Studie von Krause et al. (1998) wurde eine Reduktion des systolischen und diastolischen
Blutdruck um 6 mmHg, durch eine sechs-wochige bUVB-Bestrahlung beschrieben, wahrend dieser
Effekt durch alleinige UVA-Behandlung nicht nachgewiesen werden konnte. Ebenso wurde eine
negative Korrelation zwischen 25(OH)Ds-Serumkonzentrationen und CRP in mehreren Arbeiten
beschrieben (Amer et al., 2012, Eleftheriadis et al., 2012). Ziel der vorgelegten Studie war es
nachzuweisen, ob durch nUVB-Bestrahlung (311 nm) ebenfalls Veranderungen der oben aufgefiihrten
Parameter zu erreichen sind. Hierfur wurde innerhalb der Patientenpopulation, in wdochentlichen
Abstanden der Blutdruck gemessen, des Weiteren wurden der 25(0OH)Ds-Serumspiegel, CRP, HbA,,
Cholesterin, Triglyceride HDL und LDL bestimmt.
Die Resultate im zeitlichen Verlauf der nUVB-Therapie ergaben einen signifikanten Anstieg der LDL
Cholesterinwerte zwischen der Messung nach einer und zwei Wochen (p = 0,023). Folglich zeigt auch
der LDL/HDL-Index einen Anstieg von 2,13 vor Beginn der UV-Therapie auf 2,2 nach zwei Wochen
nUVB-Therapie (p = 0,03). Patienten die eine UVA-Therapie erhielten, zeigten dieses Phdnomen
nicht. In der UVA-Gruppe war hingegen ein signifikantes Absinken der systolischen Blutdruckwerte
von 145 mmHg zu Beginn der Therapie auf 128 mmHg nach zwei Wochen zu verzeichnen. Nachdem
die gemessenen Parameter der nUVB- und PUVA-Gruppe statistisch miteinander verglichen wurden,
zeigte sich zu keinem der Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit
nUVB-Therapie und PUVA-Kontrollgruppe.
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In der untersuchten Patientenpopulation ist keine Korrelation zwischen Blutdruck-, Blutzucker-,
Entzindungs- und Cholesterinwerten, mit dem nUVB-induziertem Anstieg, der 25(OH)Ds-
Serumspiegel nachzuweisen. Die Ergebnisse konnten somit die publizierten Ergebnisse der oben
aufgefiihrten Arbeiten von Osmancevic und Krause nicht bestatigen. Die Blutentnahmen wurden in
der Mehrzahl der Falle morgens durchgefiihrt. Es lield sich organisatorisch nicht bewerkstelligen,
niichtern-Blutentnahmen zu gewahrleisten. Folglich sind die gemessenen Blutfette nur bedingt zu
verwenden, und der signifikante Anstieg der LDL-Serumkonzentration sowie des LDL/HDL-Index
nach nUVB-Behandlung sehr kritisch zu beurteilen und zu hinterfragen. Weiterhin ist zu diskutieren,
ob eine Veranderung der HbAl.-Werte bereits nach einer Woche oder zwei Wochen zu erwarten ist,
da HbA; im Klinischen Alltag als Langzeitwert verwendet wird und Aufschluss Uber die
Blutzuckerwerte der zuriickliegenden 2 - 3 Monate gibt. An dieser Stelle sei zu erwahnen, dass die von
den o.a. Arbeitsgruppen beschriebenen positiven Vitamin D-Effekte mittels bUVB (280 — 320 nm)-
bzw. Solartherapie erzielt wurden. Diese Spektren beinhalten sowohl den Piek der optimalen Vitamin
D-Synthese welcher bei 298 nm liegt, als auch ein hohes erythemales Potential. Das in der
vorliegenden Studie applizierte nUVB-Spektrum mit einer Wellenldnge von 310 — 315 nm (max. bei
311 nm) ist aufgrund der geringeren erythemalen Wirkungen deutlich vertraglicher, liegt jedoch mit
seiner grolieren Wellenlénge etwas aulRerhalb des optimalen Vitamin D-Synthese-Spektrums. Folglich
sind die Ergebnisse der aktuellen Studie mit den Resultaten der 0.g. Studien nur bedingt vergleichbar.
Die vorliegenden Daten bestétigen jedoch, dass die nUVB-Therapie eine Vitamin D-Synthese zu
induzieren vermag. Mdoglicherwiese ist jedoch die Intensitat bzw. Quantitat des nUVB im Vergleich
zum bUVB zu gering, um die beschriebenen Effekte auf 0.g. Laborparameter und Blutdruckwerte zu

erzielen.

4.8 Besteht innerhalb des Patientenkollektivs ein Zusammenhang zwischen niedrigen
Baseline-25(0OH)D;-Serumkonzentrationen und Vitamin D-Mangel-Erkrankungen?
Anhand des Patientenfragebogens wurde die Prévalenz unterschiedlicher Erkrankungen (Malignomen,
Herzkreislauferkrankungen, Diabetes und Fraktur-Risiko) in Zusammenhang mit dem 25(OH)Ds-
Serumspiegel untersucht. Nur eine geringe Anzahl der Patienten litt unter Herzkreislauferkrankungen
(n = 3), Diabetes (n = 5) oder Malignomen (n = 1). Folglich musste auf eine statistische Auswertung
dieser Erkrankungen verzichtet werden. Zum Frakturrisiko lieR sich eine deskriptive Statistik

anfertigen.

Die Daten ergaben, dass Patienten welche ein osteoporotische Fraktur (Wirbelkorper, Schenkelhals
proximaler Humerus, distaler Radius) in der Historie angaben, deutlich reduzierte 25(OH)-
Serumkonzentrationen (6,0 ng/ml) aufwiesen. Bei Patienten die noch nie bzw. eine anderweitige
Fraktur erlitten hatten lag dieser Wert hoher (13,3 ng/ml). Die Unterschiede waren statistisch nicht
signifikant (p = 0,209). Vitamin D ist malgeblich am Knochen- und Kalziumstoffwechsel beteiligt.
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Verminderte 25(0OH)Ds-Serumspiegel fuhren Uber die ansteigende Parathormon-Konzentration zum
Abbau der Knochenmatrix (Dusso et al., 2005, Holick, 2007a, Bikle, 2009). Bereits bei jungen
Madchen ist einen Zusammenhang von niedrigen 25(OH)Ds-Serumspiegeln und verminderter
Knochendichte beschrieben worden (Cheng et al., 2003). Die gewonnenen Resultate entsprechen den
Angaben der Literatur, welche besagen, dass mit sinkendem 25(OH)Ds-Serumspiegeln das

Frakturrisiko steigt.

4.9  Zeigen die untersuchter Polymorphismen (VDR, VDBP, CYP2R1) Unterschiede in der
Genotypen-Pravalenz zwischen dermatologischen Patienten und der Kontrollgruppe?
Nachdem bereits einige Genotypen der SNP im VDBP signifikante Unterschiede in den Baseline-
25(0OH)Ds-Serumkonzentrationen aufwiesen, wurde abschlieBend untersucht ob ein moglicher
Zusammenhang zwischen den SNP-Genotypen und den dermatologischen Erkrankungen besteht.
Hierfir wurden 52 Patientenproben, sowie 192 weibliche und 192 ménnliche Kontrollpersonen
genotypisiert. Anschliefend wurden die Genotyp-Pravalenzen aller dermatologischen Erkrankungen
summiert und im Chi-Quadrat-Test mit den Pravalenzwerten der gesunden Kontrollgruppe verglichen.
Bei einigen SNP zeigten die dermatologischen Patienten eine signifikante Varianz der Genotyp-
Préavalenzen verglichen mit der Kontrollgruppe. Ein signifikanter Unterschied bestand bei vier SNP’s
innerhalb des VDR in rs7975232 (p = 0,000), rs731236 (p = 0,003), rs2107301(p = 0,004) und
rs11574143 (p = 0,003).
AnschlieBend wurde die Genotypen-Verteilung der jeweiligen Diagnosen (Psoriasis, Neurodermitis
und andere Hauterkrankungen) einzeln gruppiert und gemeinsam mit den Genotypen der
Kontrollgruppe im Chi-Quadrat Test verglichen. Dabei zeigten, sowohl die bereits beschrieben vier
SNP im VDR rs7975232 (p = 0,006), rs731236 (p = 0,010), rs2107301(p = 0,010) und rs11574143 (p
= 0,010), als auch zwei SNP im VDBP rs4588 (p = 0,005), rs2282679 (p = 0,006) signifikante
Unterschiede zwischen den Genotyp-Prévalenzen der dermatologischen Diagnosen- und der
Kontrollgruppe.
Aufgrund der geringen Fallzahl mit z. T. nur einem Patienten je Genotyp ware die Teststarke vieler
weiterfiihrender Test zu gering. Weshalb an dieser Stelle auf eine explizite Diskriminierung der Daten
verzichtet wurde. Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die Genotypen-Verteilung der untersuchten
SNP bei Patienten dermatologischer Erkrankung im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
signifikant anders ist.
Inzwischen gibt es Untersuchungen die sich mit SNP im Vitamin D-System und malignen
Erkrankungen beschéftigen (Kostner et al., 2009). Wenige Studien haben SNP im Vitamin D-System
bei chronisch, dermatologischen Erkrankungen wie Psoriasis und Neurodermitis analysiert. Bei
pubmed ist bisher lediglich eine Studie gelistet die VDR-Polymorphismen bei Neurodermitis-
Patienten untersuchte. In dieser wird dem C-Allel im SNP rs7975232 und dem T-Allel im SNP
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rs731236 eine erhdhte Pravalenz bei Neurodermitis im Vergleich zur Kontrollgruppe zugeschrieben.
Fir VDR Polymorphismen bei Psoriasis gibt es inzwischen wenige Studien, aus Japan, Kroatien,
Agypten und Turkei, jedoch keine fiir die kaukasische Bevolkerung (Park et al., 1999, Okita et al.,
2002, Dayangac-Erden et al., 2007, Zuel-Fakkar et al., 2011, Rucevic et al., 2012). Die Meinungen
innerhalb dieser Arbeiten variieren stark, da die Untersuchungen an unterschiedlichen Populationen
und ethnischen Rassen durchgefihrt wurden. Park at al. (1999) beschrieben z. B. eine hohere
Prévalenzrate des A-Allel im SNP rs7975232 wéhrend Dayangac-Erden at al. (2007) eine hdhere
Prévalenz des T-Allels im rs731236 publizierten. Rucevic at al. (2012), Zuel-Fakkar et al. (2011) und
Okita et al. (2002) hingegen fanden keine eine Assoziation zwischen Psoriasis und VDR-
Polymorphismen (rs7975232, rs731236).

Die Ergebnisse lassen annehmen, dass es einen Zusammenhang zwischen dermatologischen
Erkrankungen und den SNP im VDR und VDBP gibt. In Anbetracht der geringen Fallzahl ist diese
Aussage jedoch unter Vorbehalt zu formulieren. Um diese Hypothese zu bestétigen, miissten weitaus
mehr Genotypisierungen an Patienten durchgefiihrt werden, um die Reliabilitat der Untersuchung zu
verbessern. Falls Untersuchungen an groReren Populationen weiterhin signifikante Resultate
aufzeigen, ware die Frage nach der Funktion von Polymorphismen, im Rahmen der Pathophysiologie

dermaler Erkrankungen von relevanter Bedeutung.

4.10 Zusammenfassung und Interpretation der wichtigsten Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorgelegten Studie bestatigen die hohe Pravalenz des Vitamin D-Mangels in der
deutschen Bevolkerung. Unsere Resultate sind somit im Einklang mit den von Hintzpeter et al.
publizierten Daten, die bei etwa 60 % der ganzjahrig in Deutschland untersuchten Ménner und Frauen
25(0OH)D; Serumspiegel < 20 ng/ml fanden (Hintzpeter et al.,, 2008a). Von den im Winter
untersuchten, dermatologischen Patienten unserer Studie wiesen 85 % einen Baseline-25(0OH)-
Serumspiegel < 20 ng/ml auf. Dies lasst vermuten dass die Vitamin D-Mangel-Pravalenz unter

dermatologischen Patienten noch deutlich ausgepragter ist, als in der gesamtdeutschen Bevélkerung.

In der durchgefiihrten Untersuchung zeigten sich héhere Baseline-25(OH)D3-Serumkonzentrationen
bei a.) Patienten mit hellem Hauttyp, verglichen mit dunkelhdutigen Patienten; b.) Patienten mit
hohem, verglichen mit niedrigem BMI; c.) jingeren Patienten, verglichen mit alteren Patienten; d.)
Patienten, die in der Vergangenheit ber haufige Solarium-Besuche berichteten, im Vergleich zu
Patienten die keine Solarium-Besuche angaben; e.) Patienten, die regelméRig Sonnenschutzcremes
verwendeten, versus Patienten die eine regelmaRige Anwendung von Sonnencremes verneinten. Es
zeigte sich fur alle Unterschiede der Baseline-25(OH)Ds-Serumkonzentration, welche mit diesen

untersuchten Covariablen assoziiert waren ein Trend, ohne das Signifikanzniveau von p = < 0,05 zu
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erreichen. Auch zwischen den einzelnen Patientengruppen (Neurodermitis vs. Psoriasis) fanden sich

keine signifikanten Unterschiede der Baseline-25(OH)D3-Serumkonzentration.

Nach zwei Wochen nUVB Therapie (mittlere, kumulative nUVB-Dosis 1,9 J/icm?) war bei den
Probanden ein signifikanter Anstieg der 25(OH)Ds-Serumspiegel (um 8,75 ng/ml) von 11,4 ng/ml auf
20,15 ng/ml (p = <0,001) zu beobachten. In der ersten Woche ergab sich ein mittlerer Anstieg der
25(0OH)D3-Serumkonzentration von 2,3 ng/J nUVB, in der zweiten Woche ein mittlerer Anstieg von
6,65 ng/J nUVB. Probanden mit niedrigen Baseline-25(OH)D;-Serumspiegeln zeigten einen stérkeren
Anstieg der 25(0OH)D;-Konzentration im Serum verglichen mit Patienten, die bereits hohe Baseline-
25(0OH)-Serumspiegel aufwiesen (p = 0,001, r = -0,835). Diese Ergebnisse belegen, dass neben der
nUVB-Dosis weitere Faktoren den 25(0OH)Ds-Anstieg maRgeblich beeinflussen.

PUVA-Therapie fiihrte zu keinen nennenswerten Verénderungen des 25(OH)Ds-Serumspiegel, was

gegen die Hypothese eines relevanten UVA-bedingten Abbaus von Vitamin D-Metaboliten spricht.

Von zehn, in Genen des Vitamin D Stoffwechsels untersuchten Einzel-Nukleotid-Polymorphismen
(SNP), waren drei der SNP im VDBP-Gen (rs4588, rs 1155563 und rs2282679) mit signifikanten
Unterschieden im Baseline-25(OH)D;-Serumspiegel assoziiert (p = < 0,05), was die bisher
publizierten Daten bestatigt. Durch die vorgelegte Studie wurden erstmalig SNP in Genen des Vitamin
D-Systems auf eine Assoziation zu dermatologischen Erkrankungen, innerhalb der kaukasischen
Bevdlkerung untersucht. Hierbei waren in vier SNP des VDR, sowie in drei SNP des VDBP
signifikant unterschiedliche Prévalenzwerte zwischen dem dermatologischen Patientenkollektiv und

der gesunden Kontrollgruppe (ca. 400 Probanden) zu verzeichnen.

Untersuchungen tber die moglichen Auswirkungen der UV-Therapie auf ausgewahlte klinische und
laborchemische Parameter (Blutdruck, CRP, HbA;, HDL/LDL Cholesterin, gesamt Cholesterin,
Triglyceride) ergaben signifikant (p = < 0,05) a.. verminderte systolische Blutdruckwerte nach 2
Wochen PUVA-Therapie (mit 128 mmHg) verglichen mit dem Ausgangswert (145 mmHg) sowie b.:
erhohte LDL/HDL Index nach zwei Wochen UVB-Therapie (2,2) verglichen mit dem Ausgangswert
(2,13). Ein direkter Vergleich beider UV-Therapien ergab keine signifikant unterschiedlichen

Auswirkungen auf die analysierten Parameter.

Zusammengefasst konnten in den Untersuchungen zahlreiche Faktoren né&her charakterisiert werden,
die den 25(0OH)Ds-Serumspiegel beeinflussen. Hierzu gehdren neben bestimmten Verhaltensweisen
(u.a. Solarium-Besuche, Anwendung von Sonnenschutzmitteln), individuelle Variablen (BMI, Alter,

Hauttyp, Baseline-25(OH)Ds-Serumspiegel) sowie ausgewéhlte genetische Faktoren (SNP im VDR,
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VDBP und CYP2R1). Zwischen den einzelnen Patientengruppen (Psoriasis, Neurodermitis und
anderen dermatologischen Erkrankungen) wurden keine nennenswerten Unterschiede der Baseline-
25(0OH)D3-Serumspiegel festgestellt. Auch konnten keine nennenswerten Auswirkungen der beiden
UV-Therapien (nUVB vs PUVA) auf ausgewéhlte Gesundheitsparameter verzeichnet werden. Die
Analyse der Genotypen-Préavalenz zwischen Patienten- und Kontrollgruppe lasst vermuten, dass eine
Assoziation zwischen Hauterkrankungen und SNP in Genen des Vitamin D-Systems existiert.

Mit den durchgefiihrten Untersuchungen konnte der Einfluss vieler Faktoren auf den Vitamin D-Status
vor und nach UVB-Therapie genauer analysiert werden. Aufgrund methodischer Limitationen (u.a.
geringe Fallzahl) war es letztlich nicht mdglich, alle Fragen dieser Arbeit vollstandig zu beantworten.
Hierflr sind dringend randomisierte, prospektive, klinische Multicenterstudien erforderlich, um den
Einfluss der verschiedenen UV-Therapiesysteme auf den Vitamin D-Stoffwechsel und ausgewdhlte

klinische und laborchemische Parameter abschlielfend einzuschatzen.

4.11 Limitationen der Studie

Die Limitation der Studie lag mafgeblich in der Fallzahl der Probanden. Viele Parameter zeigten
aufgrund der geringen Populationsgrofe lediglich einen Trend auf, ohne das Signifikanzniveau von p
< 0,05 zu erreichen. Besonders in der Untersuchung von Polymorphismen und deren
Haufigkeitsverteilung in dermatologischen Patienten musste, trotz der signifikanten Ergebnisse auf
eine vertiefende, statistische Auswertung verzichtet werden. Positiv ist die gesunde Kontrollgruppe
mit 384 Probanden zu werten, welche die Genotypen-Verteilung innerhalb der Normalbevélkerung gut
reprasentiert. Hierdurch wird die Aussagenkraft der Differenzen zwischen Patienten und
Kontrollgruppe verstérkt.

Aus organisatorischen Grinden war es nicht mdglich die Blutentnahmen niichtern abzunehmen.
Gerade fur Untersuchungen der Cholesterin- und Triglyceride ist dies essentiell. In nachfolgenden
Studien beziglich des Zusammenhangs von Blutfetten und dem 25(OH)D;-Serumspiegel sollte dies
gewahrleistet sein. Ebenso ware es sinnvoll, in weiterfihrenden Studien mit der Fragestellung nach
einem Zusammenhang zwischen Gesundheitsparametern (wie Blutzucker, Entzindungs-, Blutfett-
sowie Blutdruckwerten) und Vitamin D, Patienten mit Kortison-Therapie oder anderen
intervenierenden  Medikamenten  (z.B.  Cholesterinsenker/Statine) von der Untersuchung
auszuschliel3en.

Viele altere Studien, die Einfliisse von UV-Therapien auf den 25(OH)Ds-Serumspiegel untersuchten,
verwendeten das UVB-Breitspektrum (bUVB). Mit seinem hoheren Anteil des kurzwelligen Lichtes
(280 — 320 nm) beinhaltet dies auch den maximalen Piek der Vitamin D-Synthese (298 nm). In der
vorliegenden Studie wurde jedoch das gut vertrégliche und h&ufig in der Phototherapie verwendete
UVB-Schmalspektrum (nUVB, 311 nm) verwendet. Aus diesem Grund sind direkte Vergleiche zu

friheren Studien, insbesondere in Bezug auf die Labor- und Blutdruckwerte nur eigeschrankt maoglich.
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4.12 Aussichten fur weiterfihrende Untersuchungen

Die Ergebnisse der vorgelegten Studie zeigen eine erhéhte Vitamin D-Préavalenz in dermatologischen
Patienten verglichen mit der Normalbevoélkerung. Um die Hypothese des erhdhten Vitamin D-Mangels
unter dermatologischen Patienten sicher zu belegen, mussten a.: entweder ganzjahrige 25(OH)Ds-
Messungen an dermatologischen Patienten durchgefuihrt werden oder b.: Messungen der 25(OH)Ds-
Serumkonzentrationen an eine gesunden Kontrollgruppe im gleichen Zeitraum (Oktober bis

April/Mai) erfolgen.

Der positive Einfluss steigender 25(OH)Ds-Serumspiegel auf die Blutzucker-, Cholesterin- und
Entziindungswerte sowie den Blutdruck wurde durch mehrere Autoren beschrieben, konnte in der
aktuellen Studie jedoch nicht beobachtet werden. Wie bereits unter Kapitel 4.7 (,,Zeigt die UVB-
Therapie einen positiven Einfluss auf den Blutdruck sowie CRP-, HbA;.- und Blutfettwerte?*)
beschrieben, ist moglicherwiese das gewéhlte Patientenkollektiv ursachlich dafur. Eine UV-Therapie
stellt aufgrund des erhohten Karzinomrisikos stets auch ein gesundheitliches Risiko dar, weshalb diese
Untersuchung aus ethischer Sicht kaum an einem gesunden Probandenkollektiv durchfihrbar ist. Eine
mogliche Alternative wére es, den Verlauf der Labor- und Blutdruckwerte an Patienten mit oraler
Vitamin D-Supplementation zu untersuchen, z.B. im Rahmen der Osteoporose-Prophylaxe. Koénnte
man die 0.g. positiven Effekte auf Labor- und Blutdruckwerte, sowohl durch orale Substitution als
auch UVB-vermittelt bewirken, so wirde dies die Annahme unterstutzen, die gewinschten

Veranderungen seien Vitamin D vermittelt.

Bisher wurden unter anderem das Mamma, Kolon und Prostatakarzinom, Autoimmunerkrankungen
wie Diabetes und Herz-Kreislauferkrankungen im Zusammenhang mit Vitamin D-Mangel
beschrieben. Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigen eine signifikante Assoziation zwischen
verminderten Baseline-25(0OH)D3-Serumspiegeln und Genotypen diverser VDBP-Polymorphismen.
Weiterfiihrende Studien mussen nun klaren, ob Allel-Tréger risikobehafteter Genotypen, tatséchlich

eine erhohte Pravalenz aufweisen, an einer mit Vitamin D-Mangel assoziierten Erkrankung zu leiden.
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6.2

Anhang

Datenschutzerklarung

UNIVERSITATSKLINIKUM DES SAARLANDES

Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie

Direktor: Prof. Dr. med. T. Vogt

Datenschutzerkldrung fiir das Forschungsvorhaben mit dem Titel:

~Einfluss unterschiedlicher UV-Bestrahlungssysteme auf den 25-
Hydroxyvitamin D-Serumspiegel und andere Gesundheitsparameter’

Mir ist bekannt, dass bei diesem Forschungsvorhaben personenbezogene Daten,
insbesondere medizinische Befunde, Gber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet
werden sollen. Die Verwendung der Angaben dber meine Gesundheit erfolgt nach
gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an dem Forschungsvorhaben
folgende freiwillig abgegebene Einwilligungserklarung voraus, d.h. ohne die nachfolgende
Einwilligung kann ich nicht an dem Forschungsvorhaben teilnehmen.

Einwilligungserklarung zum Datenschutz

1) Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieses Forschungsvorhabens
erhobene Daten, insbesondere Angaben Gber meine Gesundheit, in Papierform und
auf elektronischen Datentrdgern in unserer Klinik aufgezeichnet werden. Soweit
erforderlich, darfen die erhobenen Daten pseudonymisiert (verschlisselt) an
Kooperationspartner zum Zwecke der wissenschaftlichen Auswertung weitergegeben
werden:

2) Aulterdem erklare ich mich damit einverstanden, dass die zusténdigen inlandischen
und auslandischen Uberwachungsbehérden in meine beim Prifarzt vorhandenen
personenbezogenen Daten, insbesondere meine Gesundheitsdaten, Einsicht
nehmen, soweit dies fur die Uberprifung der ordnungsgeméien Durchfihrung des
Forschungsvorhabens notwendig ist. Fur diese MalRnahme entbinde ich den Prufarzt
von der arztlichen Schweigepflicht.

3)Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder
Abbruch des Forschungsvorhabens mindestens zehn Jahre aufbewahrt werden.
Danach werden meine personenbezogenen Daten geldscht, soweit nicht gesetzliche
oder satzungsmaliige Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

5) Ich bin Uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung, an
der Studie teilzunehmen, widerrufe, mussen alle Stellen, die meine
personenbezogenen Daten, insbesondere Gesundheitsdaten gespeichert haben,
unverzuglich prafen, inwieweit die gespeicherten Daten fur die oben genannten
Zwecke noch erforderlich sind. Nicht mehr bendtigte Daten sind unverziglich zu
loschen.

Name, Datum, Unterschrift
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