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1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Einleitung

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung ist als Steatosis hepatis (Fetteinlagerung
in den Hepatozyten) ohne signifikanten Alkoholkonsum definiert. Sie ist die
hepatische Komponente des metabolischen Syndroms und in den westlichen
Landern die h&aufigste Ursache chronischer Lebererkrankungen. Eine neue nicht-
invasive Methode zur Quantifizierung der Steatosis hepatis durch die Anwendung
von transienter Elastographie ist die Controlled attenuation parameter-Messung.
Diese ist eine einfache und vielversprechende Methode, die schon ab Grad |
(Fetteinlagerung bei 11 - 33% der Hepatozyten) eine hohe Sensitivitdt zur
Aufdeckung der Steatose aufweist. Die Pravalenz eines Vitamin D-Mangels (Serum-
25-Hydroxyvitamin D-Konzentration < 20 ng/ml) betragt bei Erwachsenen 5% bis
30% und bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen bis zu 90%. Zahlreiche
Studien weisen auf einen Zusammenhang zwischen nicht-alkoholischer
Fettlebererkrankung und Vitamin D-Mangel hin. Durch Metaanalysen konnte bei
Patienten mit nicht-alkoholischer Fettlebererkrankung niedrige Vitamin D-
Konzentrationen im Serum belegt werden. Die Hypothese dieser Studie war es, dass
eine Vitamin D-Supplementation bei Patienten mit Vitamin D-Mangel und Steatose
zu einer quantitativen und durch den Controlled attenuation parameter messbaren

Verbesserung der Steatose flhrt.

1.2 Patienten und Methoden

In diese prospektive, nicht verblindete Studie wurden 40 Patienten eingeschlossen.
Die Haupteinschlusskriterien waren eine 25-Hydroxyvitamin D-Konzentration im
Serum < 20 ng/ml und eine signifikante mittels Controlled attenuation parameter
guantifizierte Leberverfettung (Werte > 280 dB/m). Patienten mit relevantem
Alkoholkonsum und Patienten mit Leberzirrhose wurden ausgeschlossen. Bei den
Patienten wurde fir sieben Tage eine Therapie mit taglich 20.000 IE Colecalciferol
und danach fir 6 Monate wodchentlich 20.000 IE durchgefiihrt. Verlaufskontrollen

erfolgten nach vier Wochen, drei Monaten und sechs Monaten. Primarer Endpunkt
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war es, Verdnderungen der Leberfettkonzentration festzustellen; sekundarer

Endpunkt war eine Veranderung bei den Leberwerten.

1.3 Ergebnisse

Es wurden 40 Patienten untersucht, davon waren 19 (48 %) Frauen und 21 (53%)
Manner. Der mittlere Alter lag bei 54,9 £ 12,1 Jahren und der mittlere Body Mass
Index bei 29,5 £ 3,0 kg/m?. Alle Patienten der Studie waren ubergewichtig, 45%
davon waren sogar adipos (Body Mass Index > 30 kg/m?2). Die mittlere Vitamin D-
Konzentration war niedrig und lag bei 11,8 £ 4,8 ng/ml. Es konnte unter Vitamin D-
Supplementation und im Vergleich zur Baseline eine signifikante (P = 0,007)
Verbesserung des Controlled attenuation parameter-Wertes beobachtet werden (307
+ 41 vs. 330 + 32 dB/m). Die mittlere Controlled attenuation parameter-Reduktionen
hatten nach 4 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten um 5,3 + 13,8%, 6.0 = 14.6% bzw.
6,4 + 13,0% abgenommen. Wahrend der Vitamin D-Supplementation konnte bei den
Verlaufskontrollen jeweils eine signifikante (P < 0,0001) Verbesserung der Vitamin D-
Konzentration beobachtet werden (34,6 £ 12,9; 36,3 £ 10,2; 34,8 = 9,8 ng/ml). Bei
den Leberwerten und der Korperzusammensetzung lieBen sich keine signifikante

Veranderungen feststellen.

1.4 Schlussfolgerungen

Bei Patienten mit Steatosis hepatis und Vitamin D-Mangel fuhrt die Vitamin D-
Supplementation zu einer signifikanten Verbesserung der mittels controlled
attenuation parameter quantifizierten Steatosis hepatis, und diese Veranderung tritt
bereits nach nur vierwochiger Intervention auf. Die Steatosis hepatis ist ein
dynamischer Prozess, der durch kurzfristige therapeutische Interventionen moduliert
werden kann. Durch groRe randomisierte und kontrollierte Studien sollte dieser

Zusammenhang in der Zukunft erhartet werden.
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2 SUMMARY

2.1 Introduction

In Western countries, non-alcoholic fatty liver disease is emerging as the leading
cause of chronic liver disease. Patients with non-alcoholic fatty liver disease often
display decreased serum 25-hydroxyvitamin D concentrations, as confirmed in meta-
analysis. The aim of this intervention study is to assess the effects of vitamin D on

hepatic steatosis.

2.2 Patients and Methods

Overall, 40 patients with vitamin D deficiency (serum 25-hydroxyvitamin D < 20
ng/ml) were prospectively recruited from the outpatient liver clinic. Hepatic steatosis
was measured using Controlled attenuation parameter during transient elastography.
Patients with Controlled attenuation parameter values = 280 dB/m (indicating
significant liver fat accumulation) were included. Patients received 20,000 U vitamin
D/week for six months, and during this time vitamin D status, liver function tests,

Controlled attenuation parameter and body composition were monitored.

2.3 Results

The cohort comprised of 19 women and 21 men (age 54.9 = 12.1 years; body mass
index 29.5 * 3.0 kg/m2). Mean serum vitamin D concentration was 11.8 + 4.8 ng/ml.
A significant (P = 0.007) decrease in Controlled attenuation parameter from baseline
was observed during supplementation (307 + 41 vs. 330 = 32 dB/m). Relative to
baseline, mean Controlled attenuation parameter reductions for the follow up time
periods of four weeks and three and six months were: -5.3 + 13.8%; -6.0 + 14.6%
and -6.4 + 13.0%, respectively. During these time points, mean serum vitamin D
concentrations returned to normal levels (34.6 £ 12.9, 36.3 £ 10.2, 34.8 £ 9.8 ng/ml,

P < 0.0001). Liver function tests and body composition did not change.
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2.4 Conclusions

Significant improvements in hepatic steatosis, as assessed by CAP, were observed
after only 4 weeks of vitamin D supplementation. Hepatic steatosis appears to be a
dynamic process, and the use of non-invasive methods can adequately be used to

monitor this condition.
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3 EINLEITUNG

3.1 Steatosis hepatis - NAFLD

Als Steatosis hepatis (Fettleber) wird eine Fetteinlagerung der Hepatozyten definiert
(82). Die Steatosis hepatis ist in der Bevolkerung und bei Patienten mit chronischen
Lebererkrankheiten ein haufiger histologischer Befund und betrifft weltweit ca. 1
Milliarde Patienten (66, 72). Die Steatose kann Folge vielfaltiger Ursachen sein, wie
Alkoholkonsum, chronische Hepatitis C, metabolischer Dysfunktion (Insulinresistenz,
Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, Hypertriglyzeridamie). Die Pravalenz variiert
stark in Abhangigkeit von der untersuchten Population und liegt weltweit bei ca. 25%
(109).

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung ist definiert als Steatosis hepatis ohne
signifikanten Alkoholkonsum oder andere Ursachen fir eine sekundéare Steatose
(82). Das haufig verwendete Akronym ist NAFLD (von Non Alcoholic Fatty Liver
Disease). NAFLD umfasst ein Spektrum verschiedener Lebererkrankungen, bei
denen vermehrt Fetts in der Leber gespeichert wird, und das von der
ausschlief3lichen Steatosis hepatis (nicht-alkoholische Fettleber, nonalcoholic fatty
liver NAFL) Uber die nicht-alkoholische Fettleberhepatitis (nonalcoholic
steatohepatitis, NASH) bis zur Zirrhose und zum hepatozellularen Karzinom (HCC)
reicht (82). Ca. 30% der NAFLD-Patienten entwickeln eine NASH, wobei die
Steatose mit Leberinflammation assoziiert ist. Die erste Beschreibung der NASH,
einer bisher unbekannten Leberkrankheit, mit &hnlichen histologischen
Charakteristika wie bei der alkoholischen Hepatitis erfolgte 1980 durch Ludwig et al
(67). NASH kann eine ausgepragte Fibrose zur Folge haben, die bei ca. 25% der
Patienten zur Leberzirrhose fihrt (86).

Die Abgrenzung der NAFLD von der alkoholischen Lebererkrankung (ALD) ist nicht
einfach, Mischformen sind auch mdglich. Aus der Literatur ist eine Schwellendosis
von 21 Getranken wochentlich fur Manner und 14 Getranken wochentlich fur Frauen
(21, 82) zu entnehmen; die entspricht = 30 g Alkohol taglich fur Manner und = 20 g
Alkohol taglich fur Frauen (21, 36).
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3.2 Atiologie/Klassifikation der NAFLD

Unter Beriicksichtigung der Atiologie werden bei der NAFLD eine primare, eine
sekundare und eine kryptogene Form unterschieden. Ursache der primaren NAFLD
ist eine Insulinresistenz als Folge eines Diabetes mellitus Typ 2 oder eines
metabolischen Syndroms. Das metabolische Syndrom ist ein Symptomkomplex, der
aus Adipositas, als zentralem Merkmal, in Kombination mit mindestens zwei der
folgenden Faktoren besteht: Hypertriglyzeridamie (> 150 mg/dl), niedrigem High-
Density-Lipoprotein (HDL) (< 40/50 mg/dl fur Manner/Frauen), arterieller Hypertonie
(= 130/85 mmHg), erhéhten Nuchternglucose-Konzentrationen (= 100 mg/dl) oder
Diabetes mellitus Typ 2 (2, 36). Eine sekundéare NAFLD wird als Begleitphanomen
bei mehreren Erkrankungen oder bei Medikamenteneinnahme beobachtet.

Histologisch ist fur die nicht alkoholische Steatose die vorwiegend makrovesikulare
Akkumulation von Lipiden im Zytoplasma der Hepatozyten, beginnend zumeist
lappchenzentral (perivenulér), charakteristisch. Bei einer Fetteinlagerung < 33% der
Parenchymflache spricht man von einer geringgradigen (milden) Steatose. Als
mittelgradig (maRig) wird die Steatose bei einer Fetteinlagerung von 33 - 66% und

als hochgradig (schwer) bei > 66% der Parenchymflache eingestuft (82).

3.3 Pravalenz der NAFLD

Die genaue Pravalenz der NAFLD ist unbekannt. Die in der Literatur beschriebene
Pravalenz variiert in Abhangigkeit zur untersuchten Bevolkerung und der
verwendeten diagnostischen Methode (u.a. Histologie, Ultraschall,
Computertomographie, Magnetresonanztomographie, Leberwerte). Wiliams et al.
(103) fuhrten in den USA bei 134 von 328 Patienten, im Alter zwischen 18 und 70
Jahren, bei denen die Sonographie Anzeichen fur eine Steatosis ergeben hatte, eine
Leberbiopsie durch. In dieser Studie wurde eine NAFLD-Pravalenz von 46%
festgestellt. Auferdem variierte die Préavalenz der NAFLD in den ethnischen
Gruppen: Spanier wiesen das hochste NAFLD-Risiko auf, gefolgt von anderen
Europdern und Afroamerikanern. Fur eine andere grof3e Studie in Korea wurde bei
589 Lebendspendern eine Leberbiopsie durchgefihrt. Hier zeigte sich eine NAFLD-
Pravalenz von 51%. Alter, Adipositas und Hypertriglyceridamie waren die drei

unabhéngigen Risikofaktoren fur die Entwicklung einer NAFLD (61). Browning et al.
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(14) quantifizierten den hepatischen Triglyzeridgehalt in einer multiethnischen Studie
in den USA mittels Magnetresonanzspektroskopie bei 2.287 Patienten. Eine NAFLD
konnte bei einem Drittel der Population festgestellt werden. Hierbei ergab sich
wiederum eine Varianz der Pravalenz beziglich der Ethnizitat (45% bei Spaniern,
33% bei Européern, 24% bei Afroamerikanern) und des Geschlechtes (42% bei
Mannern, 24% bei Frauen).

In einer Meta-Analyse von 86 Studien aus 22 Landern aus dem Zeitraum von 1989
bis 2015 wurden die Pravalenz, die Inzidenz, die Progression und das Outcome von
NAFLD und NASH abgeschatzt. Zur Bewertung der Pravalenz wurden nur die 45
Studien berucksichtigt, bei denen die Diagnose der NAFLD auf bildgebenden
Verfahren basierte. Die NAFLD-Pravalenz weltweit wurde bei 25% geschéatzt. Die mit
32% hochste NAFLD-Pravalenz konnte in mittleren Osten beobachtet werden,
gefolgt von Sidamerika mit 31%, Asien mit 27% und Nordamerika mit 24%. In den
11 Studien aus Europa lag die Pravalenz bei 24%, wahrend das niedrigste Risiko, an
einer NAFLD zu erkranken, in Afrika beobachtet wurde (14%). Aus der gleichen
Meta-Analyse ergab sich eine Zunahme der NAFLD-Pravalenz in Abhangigkeit vom
Alter, denn in der Gruppe von 30 - 39 Jahren lag sie bei 22% und in der von 70 - 79
Jahren bei 34% (109). Die Pravalenz bei stark adipdsen Patienten, die sich einer

bariatrischen Operation unterziehen, liegt bei tber 90% (109).

3.4 Pathophysiologische Mechanismen

Die Atiopathogenese der NAFLD/NASH ist multifaktoriell und lasst sich durch die
traditionelle ,two hit* Hypothese erklaren (11). Allerdings wird aufgrund neuer
Erkenntnisse mittlerweile die ,two hit* Hypothese durch die ,multiple hit* Hypothese
ersetzt.

Als first hit“ der ,two hit“-Theorie wird die Entwicklung einer Steatosis im Rahmen
einer Adipositas, eines Diabetes mellitus Typ 2 und einer Hypertriglyzeridamie
angesehen. Diese entsteht nicht allein durch die vermehrte Fettsaure-Synthese, drei
Mechanismen spielen zuséatzlich eine wichtige Rolle: Der erste Mechanismus ist ein
erhohter Fettsaure-Transport zur Leber mit vermehrter intrahepatischer Fettséure-
Aufnahme, die auch bei Prozessen entsteht, bei denen es zu einer Steigerung der
Lipolyse im peripheren Fettgewebe kommt wie z. B. bei peripherer Insulin-Resistenz

oder bei massivem Gewichtsverlust. Als zweiter Mechanismus gilt eine verminderte
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intrahepatische  p-Oxidation. Die periphere Insulin-Resistenz  und die
Hyperinsulinamie fuhren zu gesteigerter peripherer Lipolyse und dadurch zur
Abnahme der [(-Oxidation. Die hierdurch intrahepatisch akkumulierenden freien
Fettsauren werden zu Triglyzeriden synthetisiert und als VLDL in das Blut sezerniert
bzw. in den Hepatozyten gespeichert. Es resultieren eine Hypertriglyzeridamie sowie
eine Steatosis hepatis. Der dritte Mechanismus wird bei Mangelerndhrung
beobachtet. Hierdurch kommt es bei einem Proteinmangel, der zu einer erniedrigten
Very Low Density Lipoprotein (VLDL)-Synthese- und Exkretion fuhrt. Die Triglyzeride
werden nicht mehr aus den Hepatozyten heraustransportiert, sie bleiben in diesen
gespeichert und fuhren zur Steatosis (11).

Beim ,second hit* fuhrt die inkomplette Oxidation zu einem erhdhten Fettsaure-
Angebot, was oxidativen Stress und gesteigerte Lipoapoptose der Hepatozyten zur
Folge hat. Dies in Kombination mit einem Exzess von Zytokinen (IL-183, IL-6, TNF,
Leptin) und Adipokinen fuhrt zu Entzindung und Fibrose bis hin zur Leberzirrhose
(11, 88).

Der ,multiple hit“-Theorie zufolge ist die Steatose und die Inflamation mehrerer
schadlicher Mechanismen bedingt. Der erste ,hit ist hier die Insulinresistenz, die die
vermehrte Fettakkumulation der Leber auslost. Diese Situation ist der Trigger fur
weitere schadliche Mechanismen (oxidativer Stress, Lipolyse, Apoptose, Adipokin-
Expression), die zu hepatozellularer Schadigung und zur Progression von NAFLD
zur NASH und folglich zur Fibrose/Zirrhose fuhren (107).

3.5 Diagnostik der NAFLD

3.5.1 Leberbiopsie als ,,Goldstandard“

Als ,Goldstandard® zur Diagnose von Steatose und NASH, gilt die Leberbiopsie, bei
der eine histologische Sicherung erfolgen kann. Zudem bietet die Histologie
prognostisch Informationen bezlglich des Risikos zur Entwicklung einer
Leberzirrhose. Allerdings ist die Leberbiopsie eine invasive Methode, die mit Risiken
verbunden ist. Die wichtigsten Komplikationen einer Leberbiopsie sind Blutungen,
Galleleck, Organverletzungen (z.B. von Nieren, Lunge, Gallenblase) oder Infektionen
(96). Aufgrund des Komplikationsrisikos ist die Leberbiopsie nicht die geeignete

Methode, wenn mehrere Verlaufskontrollen notwendig sind, und das
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Komplikationsrisiko sowie die anstehenden Verlaufskontrollen sind die haufigsten
Grunde, weswegen die Patienten auf die Durchflhrung einer Leberbiopsie verzichten
und sie ablehnen. AulRerdem wird bei einer Leberbiopsie nur der 1/50.000 Anteil des
Leberparenchyms beurteilt, was nicht immer reprasentativ ist (95). Weitere Nachteile
der Leberbiopsie zur Entdeckung einer NAFLD sind die Inter- und Intraobserver
Variabilitat. Aus o©konomischer Sicht ist die Leberbiopsie ebenfalls nicht die
bevorzugte Methode zur Entdeckung einer Steatose (95), wenn man die notwendige
(stationare) Uberwachung und die Kosten bedenkt. Aus diesen Griinden und unter
Berucksichtigung der gro3en Zahl an Patienten, die potenziell an NAFLD leiden,
kann die Leberbiopsie nicht als Screeningmethode verwendet werden, sondern nur
als diagnostische Methode bei einem bestimmten Patientenkollektiv, besonders bei
Patienten mit erhéhtem Risiko flr Steatohepatitis oder eine fortgeschrittene
Erkrankung (9, 21, 82).

3.5.2 Ultraschall

Eine weit verbreitete, nicht-invasive diagnostische Methode stellt die Ultraschall-
Diagnostik dar. Neben ihrer nicht-invasiven Art liegen ihre Vorteile in der fehlenden
Strahlenbelastung sowie der einfachen Anwendung und ihrer Verfligbarkeit in den
meisten klinischen Einrichtungen. Zudem ist sie eine kostengunstige Untersuchung,
die auch aus 6konomischer Sicht von Vortelil ist. Die Ultraschall-Untersuchung ist die
am haufigsten verwendete Untersuchung fur die Diagnostik bei Patienten mit
erhohten Leberwerten (76). Die Sensitivitdt und Spezifitat der Ultraschall-Diagnostik
fur die maRige bis schwere Leberverfettung (histologisch mehr als 33%
Fetteilagerung der Hepatozyten) liegen bei 82% bis 100% (63). Bei einer
Fetteinlagerung der Hepatozyten < 20% oder bei einem BMI > 40 kg/m? bietet die
Ultraschall-Untersuchung keine zuverlassige Diagnostik mehr (36). Ein Nachteil der
Ultraschall-Diagnostik ist ihre Abhangigkeit von der Person des Untersuchers, denn
je nach dessen Erfahrung kann der sonographische Befund variieren. Ein
unerheblicher Nachteil der Ultraschall-Diagnostik ist, dass sie routinemafiig keine

guantitative Evaluation der Leberverfettung liefert.
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3.5.3 Transiente Elastographie / Controlled Attenuation Parameter

Die Transiente Elastographie (TE) (Fibroscan, Echosens, Paris) ist eine weitere
nicht-invasive Methode zur Evaluation der Steatose und Fibrose. Durch die
Ultraschall-Technologie wird hier zuerst die Lebersteifigkeit (LSM) gemessen. Die
Messung basiert auf der vibrationskontrollierten Elastographie (VCTE). Hiermit wird
das Elastizitatsmodul der Leber als Mal fur die Lebersteifigkeit gemessen und in kPa
angegeben. Cassinotto et al. (18) zufolge ist diese bei der Mehrheit der untersuchten
Patienten ein geeignetes Quantifizierung der Fibrose. Die wichtigsten Vorteile dieser
Methode sind ihre einfache Anwendbarkeit und die fehlende Strahlenbelastung.

Ein weiterer nicht-invasiver Parameter des Verfahrens zur Quantifizierung der
Steatosis hepatis ist die Controlled Attenuation Parameter-Messung (CAP). CAP
nutzt den Umstand, dass Fett die Ausbreitung des Ultraschallsignals abschwécht und
misst die Ultraschalldampfung bei 3,5 MHz dB.m-1 (86). De Lédinghen et al. (28)
haben fur die Graduierung einer Fettleber mittels CAP-Messung folgende Einteilung
festgelegt: fur Steatosegrad S = 1 CAP = 215 dB/m, fur Steatosegrad S = 2 CAP =
252 dB/m und fir Steatosegrad = S3 CAP = 296 dB/m. Sasso et al. (86)
untersuchten mittels CAP 115 Patienten mit chronischer Lebererkrankung
verschiedener Atiologie und stellten fur die Erkennung der Steatose eine hohe
Sensitivitat der CAP-Messung fest, und zwar bereits bei einer Fetteinlagerung der
Hepatozyten von > 10%. Chon et al. (23) beschreiben eine hohe diagnostische
Genauigkeit der CAP-Messung fur die Diagnose der Lebersteatose bei Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen. In einer Studie mit 112 Patienten mit chronischer
Lebererkrankung zeigte sich, dass CAP-Messung auch fir die Entdeckung einer
leichten Steatose sensitiv ist (28).

In einer Metaanalyse von 19 Studien von Karlas et al. (54) lie3 sich eine Sensitivitéat
von 70% fir die Detektion der Steatose Grad | (5 oder 10 - 33% der Hepatozyten),
77% fur die Detektion der Steatose Grad Il (34 - 66% der Hepatozyten) und 88% fur
die Steatose Grad Il ( > 66% der Hepatozyten) nachweisen. Die Spezifitdt lag flr
jeden Steatose-Grad bei 80%.
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3.6 Vitamin D-Metabolismus

Der Begriff Vitamin D umfasst eine Gruppe von Steroid-Verbindungen, zu der
Vitamin D2 und Vitamin Dz gehdren (93). Vitamin D ist ein fettldsliches Vitamin, das in
Kombination mit dem  Parathormon (PTH) fir die Kalzium- und
Phosphathomdostase, sowie fir die Regulation des Knochenstoffwechsels zustandig
ist. In den letzten Jahrzehnten wurde zudem eine breite Expression des Vitamin D-
Rezeptors (VDR) in zahlreichen Organen wie dem Immunsystem, dem endokrinen
System, Muskeln, Haut, Gehirn und Leber nachgewiesen, die darauf hinweist, dass
Vitamin D zusatzlich mehrere weitere Funktionen wie Immunmodulation,
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und inflammatorische Reaktion erfille (34, 58).
Vitamin D wird als Vitamin D3 durch UV-vermittelte Reaktion primar in der Haut
produziert, kann aber, meistens als Vitamin D2, auch durch die Nahrung
aufgenommen werden. Die wichtigsten diatetischen Vitamin D-Quellen sind fettiger
Fisch, Eigelb und Pilze, allerdings ist die Vitamin D-Aufnahme durch die Erndhrung
nur gering.

In der Haut wird die 7-Dehydrocholesterol durch die UV-Strahlung in Pravitamin D3
und dann in Vitamin D3z konvertiert. In der Leber wird Vitamin D zu 25-Hydroxyvitamin
D (Kalzidiol) metabolisiert. 25-Hydroxyvitamin D wird dann in die Niere transportiert
und in die aktive Form 1,25-Dihydroxyvitamin D (Kalzitriol) hydroxyliert. Die Kalzitriol-
Produktion wird durch das PTH sowie durch die Kalzium- und Phosphat-
Konzentrationen im Serum reguliert (32).

Der Vitamin D-Status wird durch die Messung der 25-Hydroxyvitamin D-
Konzentration im Serum festgestellt. 25-Hydroxyvitamin D ist der zentrale Metabolit
des Vitamins D und reflektiert die Vitamin D-Versorgung. In Studien ermittelt man
einen Mangel, eine suffiziente Versorgung oder eine Intoxikation mit Vitamin D durch
die Bestimmung des totalen 25-Hydroxyvitamin D (Summe von 25-Hydroxyvitamin D2
+ 25-Hydroxyvitamin Ds).

Obwohl 1,25-Dihydroxyvitamin D die biologisch aktive Form von Vitamin D ist, wird
diese Form aufgrund ihrer kurzen Halbwertzeit (4-6 Stunden) nicht zur Bestimmung
des Vitamin D-Status verwendet. Stattdessen wird wegen der langeren Halbwertzeit
von 15-20 Tagen 25-Hydroxyvitamin D bevorzugt. Aul3erdem fihrt eine Reduktion

der Vitamin D-Konzentration zu einem Anstieg des PTH und dies wirkt sich auf die
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1,25-Dihydroxyvitamin D-Konzentration aus, weswegen dieser Biomarker nicht die
Vitamin D-Versorgung widerspiegelt.

Es sind fir 25-Hydroxyvitamin D keine spezifischen Grenzwerte fir Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen definiert worden, und die Grenzwerte werden
kontrovers diskutiert (93). Historisch wird ein Vitamin D-Mangel durch eine 25-
Hydroxyvitamin D-Konzentration von < 20 ng/ml (< 50 mmol/L) definiert, wovon auch
das Institute of Medicine (IOM) ausgeht (93). Demgegenuber spricht die Endocrine
Society (Maryland, USA) ab eine 25-Hydroxyvitamin D-Konzentration von < 30 ng/ml
(75 mmol/L) von einem Vitamin D-Mangel (93). In unserem Labor besteht eine
normale Vitamin D-Konzentration bei einer 25-Hydroxyvitamin D-Konzentration = 30
ng/ml (75 mmol/L). 25-Hydroxyvitamin D-Werte zwischen 20 - 30 ng/ml weisen auf
unzureichende Vitamin D-Versorgung auf. Ein Vitamin D-Mangel liegt bei einem 25-
Hydroxyvitamin D-Wert < 20 ng/ml und ein starker Vitamin D-Mangel bei Werten < 10

ng/ml vor.

3.7 Vitamin D Supplementation zur Pravention/Behandlung

Nachweise fur die wichtige Rolle des Vitamins-D in verschiedenen Organsystemen
werden immer haufiger erbracht. Zahlreiche Beobachtungsstudien - wenngleich nicht
alle (13, 64) - stellen eine Assoziation zwischen Vitamin D-Mangel, Adipositas,
NAFLD, Diabetes mellitus und kardiovaskularen Erkrankungen (31, 69, 79) fest, und
die Assoziation zwischen Vitamin D-Mangel und NAFLD wurde durch verschiedene
Studien sowie durch zwei Metaanalysen bestatigt (35, 45, 55, 58, 97, 100). Die
Vorteile einer Vitamin D-Supplementation zur Pravention/Behandlung der NAFLD
sind Gegenstand aktueller Untersuchungen (45) und basieren auf dem Nachweis von
Vitamin D-Rezeptoren (VDR) in der Leber sowie auf den vielfaltigen Funktionen des
Vitamins D, bei Immunregulation und chemischer Entziindung (8, 41, 112).

Niedrige Vitamin D-Konzentrationen kdnnten durch eine vermehrte Zirkulation von
freien Fettsduren (FFA) die Fettakkumulation in der Leber beginstigen (8, 99). Fur
eine Korrelation zwischen niedrigen 25-Hydroxyvitamin D-Konzentrationen und
erhohtem Korperfett finden sich in der Literatur ebenfalls Belege (27, 47). Dies
kénnte, zumindest teilweise, dadurch bedingt sein, dass das Fettgewebe die
Bioverfligbarkeit des Vitamins D reduziert (105).
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Nakano et al. (73) untersuchten den Einfluss von Sonnenlicht-Exposition auf Ratten
mit NAFLD und Vitamin D-Mangel. Eine Phototherapie von 12 Stunden/Tag fuhrte zu
einer Erhdhung der Vitamin D-Konzentration und einer Reduktion der hepatischen
Inflammation (73). Die Wirkung der Vitamin D-Gabe bei Adipositas, als wichtigstem
Risikofaktor fur die Entwicklung der NAFLD, hat Wortsman et al. (105) untersucht.
Hier wurde festgestellt, dass die Erhohung der Vitamin D-Konzentration nach
Sonnenexposition bei adipdésen Patienten um 57% geringer war als bei nicht
adipdsen Patienten.

Mehrere Studien sind allerdings noch notwendig, um die biologische Aktivitat des
Vitamins D genauer zu klaren und die klinischen Vorteile einer Supplementation

belegen zu kdnnen.

3.8 Ziel und Fragestellungen

Ziel dieser Studie ist der Nachweis einer quantitativen Verbesserung bzw. Reduktion
der mittels CAP gemessenen Steatose durch eine Vitamin D-Supplementation bei
Patienten mit Steatosis hepatis und Vitamin D-Mangel. Anhand unserer Studie
sollten die folgenden Hypothesen Uberprift werden:

a. Eine sechsmonatige Vitamin D-Supplementation reduziert die Lebersteatose bei
Patienten mit Steatosis hepatis und Vitamin D-Mangel.

b. Eine sechsmonatige Vitamin D-Supplementation verbessert bei Patienten mit
Steatosis hepatis und Vitamin D-Mangel nicht nur die Lebersteatose, sondern
auch die Leberfunktionsparameter.

c. Die Vitamin D-Supplementation reduziert die Lebersteatose bereits nach 4
Wochen bei Patienten mit Steatosis hepatis und Vitamin D-Mangel.
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4 PATIENTEN UND METHODEN

4.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine prospektive, offene Studie, in die Patienten mit Steatose
(CAP-Messung = 280 dB/m) (108) und Vitamin D-Mangel (Serum 25-Hydroxyvitamin
D < 20 ng/ml) (51) eingeschlossen wurden. Die Studien-Patienten wurden im
Zeitraum von Januar 2014 bis Mai 2015 in der Ambulanz der Klinik fur Innere
Medizin 1l des Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg untersucht.

Diese Studie wurde nach der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Das Protokoll
basierte auf eine bereits publizierten Studie (92) und die Veranderungen wurden
durch die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes gepruft (Nr.: 57/11).
Eine schriftliche Einverstandniserklarung seitens der Patienten war Voraussetzung
fur die Teilnahme an der Studie.

4.2 Studienpopulation

Es wurden die elektronischen Daten von Patienten, die die Ambulanz unserer Klinik
aufgesucht hatten, ausgewertet und davon diejenigen telefonisch kontaktiert, aus
deren éarztlichen Dokumenten sich weder eine Alkoholanamnese noch eine
Leberzirrhose ergab und die einen CAP = 280 dB/m und eine Vitamin D-
Konzentration < 20 ng/dl aufwiesen.

Insgesamt wurden 49 Patienten untersucht. Von diesen wurden 40, 21 Manner und
19 Frauen, im Alter > 18 Jahre und mit Steatose sowie Vitamin D-Mangel in die
Studie eingeschlossen. Das Patientenkollektiv setzte sich nach folgenden Ein- und

Ausschlusskriterien zusammen:

4.2.1 Einschlusskriterien

- Fahigkeit, eine schriftliche Einverstandniserklarung zu verstehen und zu
unterschreiben

- Frauen und Manner > 18 Jahre

- Patienten mit Leberverfettung (> 280 dB/m durch CAP-Messung)

- Patienten mit Vitamin D-Mangel (25-Hydroxyvitamin D-

Serumkonzentrationen < 20 ng/ml)
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4.2.2 Ausschlusskriterien

- Fehlen einer Einwilligung zur Studie oder zur Entnahme einer

Gewebeprobe
- Hyperkalzamie oder Hyperkalziurie
- Pseudohypoparathyreoidismus
- Tendenz zu Nierensteinen (Kalzium-Oxalat-Steine)
- Allergie oder Unvertraglichkeit auf folgende Bestandteile: Erdnisse, Soja
und Gelatine
- Schwangerschaft
- Sarkoidose
- Chronische Nierenerkrankung (KDOQI-Stadium IV oder V)
- Leberzirrhose (Fibroscan, Lebersteifigkeit > 13,0 kPa)
- Alkoholkonsum*
*(wochentliche Alkoholeinnahme von > 21 Getrdnken bei Ménnern, d.h. ca. 30 g
Alkohol/Tag und > 14 Getranken, d.h. ca. 20 g Alkohol/Tag bei Frauen) (21, 82).

4.3 Intervention

Bei den 40 Patienten wurde, nach ausfuhrlicher Aufklarung, fur die ersten 7 Tage
eine Therapie mit Colecalciferol/Vitamin D3 (Dekristol®, Jenapharm, Jena,
Deutschland) 20.000 IE/Tag eingeleitet, gefolgt von 20.000 IE/Woche fur insgesamt

6 Monate. Ein Follow-up erfolgte nach 4 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten.

4.4 Studienablauf

4.4.1 Baseline

Zur Baseline wurden die Patienten anhand der Ein- und Ausschlusskriterien
ausgewahlt. Anschlielend wurden sie Uber unsere Hypothese, den Studienablauf
und die moglichen Nebenwirkungen einer Dekristol-Therapie sowohl mundlich als
auch schriftlich, aufgeklart. Die an der Studie interessierten Patienten haben eine
Einverstandniserklarung unterschrieben; den Patienten wurde eine vom Prifarzt

unterschriebe Kopie der Einverstandniserklarung ausgehéandigt.
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Zur Beurteilung der Steatose erfolgten eine CAP-Messung sowie hernach eine
Blutentnahme (s.u.) mit Bestimmung von: Serum 25-Hydroxyvitamin D, Parathormon
(PTH), Kalzium, Phosphat, Aspartat-Aminotransferase  (AST), Alanin-
Aminotranferase (ALT), alkalische Phosphatase (AP), v -Glutamyltransferase (y -GT),
Bilirubin, Albumin, Kreatinin und Harnstoff. Kalzium und Phosphat wurden auf3erdem
im Urin bestimmt.

Zur Berechnung des body mass index (BMI) wurden die Grol3e und das Gewicht
gemessen und zur Bestimmung der Koérperzusammensetzung wurde eine
Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA) durchgefuhrt.

Anschlieend wurden die Probanden zum Ausfihren von zwei Fragebégen
aufgefordert, einem Audit/CAGE-Fragebogen (Appendix 11.1) zur Beurteilung des
Alkoholkonsums und einen fir Baselinecharakteristika der Patienten (aktueller
Gesundheitsstatus, sozialdemographische Informationen, Anamnese,
Medikamentenanamnese, differenziert nach  verschreibungs- und  nicht
verschreibungspflichtigen Medikamenten, Sonnenlichtexposition und Jahreszeit zum
Zeitpunkt der Datenerhebung). Durch einige Fragen, basierend auf der ,European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition“ (EPIC), wurden Informationen
bezuglich der kérperlichen Aktivitat der Patienten erfasst, woraufhin die Probanden in
vier Gruppen eingeteilt werden konnten (inaktiv, mafR3ig inaktiv, méRig aktiv und aktiv)
(102).

Die Probanden wurden auf3erdem fir die Dauer der Studie auf die Einnahme anderer
Vitamine verzichten. Die Compliance sollte bei jeder Verlaufskontrolle Uberprift
werden. Deshalb wurden die Probanden gebeten, ihre Vitamin D Tabletten zum

nachsten Termin mitzubringen.

4.4.2 Verlaufskontrollen

Bei den folgenden Verlaufskontrolle-Terminen wurden die Probanden, nach Prifung
der Tablettenzahl, um das Ausfillen eines Fragebogens gebeten
(Gesundheitsstatus, Medikamente, korperliche Aktivitdt, Sonnenlichtexposition). Es
wurden Korpergrof3e und Gewicht dokumentiert.

AnschlieRend erfolgten CAP und BIA-Messung sowie eine Blutenthahme zur
Bestimmung von 25-Hydroxyvitamin D, PTH, Kalzium, Phosphat, AST, ALT, vy -GT,

25



Bilirubin, Albumin, Kreatinin und Harnstoff. Aul3erdem wurde eine Urinuntersuchung

auf Kalzium und Phosphat durchgefihrt.
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Abbildung 1: Studienablauf-Diagramm

40 Probanden mit Steatose und
Vitamin D-Mangel

< Screening-BaseIine>

/ e Patienteninformation / Einverstandniserklarung
¢ Klinische Baseline-Charakteristika / Audit / CAGE
e CAP/BIA
e Bestimmung im Serum:
o Serum 25-Hydroxyvitamin D / PTH
o Kalzium / Phosphat
o AST/ALT /y-GT / Bilirubin / Albumin
o Kreatinin / Harnstoff
e Bestimmung im Urin:

\ o Kalzium / Phosphat

$

Termin 2: in 4 Wochen, Termin 3:in 3
Monaten, Termin 3: in 4 Monaten

/ e CAP/BIA

e Bestimmung im Serum:
o Serum 25-Hydroxyvitamin D / PTH
o Kalzium / Phosphat
o AST /ALT /y-GT / Bilirubin / Albumin
o Kreatinin / Harnstoff
e Bestimmung im Urin:
o Kalzium / Phosphat

\_
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4.5 Beurteilung des Vitamin D-Status

Fur die Beurteilung des Vitamin D-Status wurde aufgrund seiner langeren
Halbwertzeit der 25-Hydroxyvitamin D-Wert und nicht die biologisch aktivere Form
1,25-Dihydroxyvitamin D bestimmt. Der 25-Hydroxyvitamin D-Wert ist weniger
starken Schwankungen unterworfen und spiegelt die Vitamin D-Versorgungssituation
besser wieder. Eine normale Vitamin D-Konzentration liegt bei einer 25-
Hydroxyvitamin D-Konzentration = 30 ng/ml (75 mmol/L) vor. 25-Hydroxyvitamin D-
Werte zwischen 20 - 30 ng/ml weisen auf unzureichende Vitamin D-Versorgung auf.
Ein Vitamin D-Mangel liegt bei einem 25-Hydroxyvitamin D-Wert < 20 ng/ml und ein
starker Vitamin D-Mangel bei Werten < 10 ng/ml vor.

4.6 Begleitmedikation

Die gesamte Medikation der Probanden wurde bei jedem Termin dokumentiert, um
Veranderungen der Medikation bzw. Dosierung oder eventuelle Wechselwirkungen

kontrollieren zu kbnnen.

4.7 Beurteilung der Compliance

Wahrend der Studie wurde die Compliance durch ,intervall pill counts’ und die
Vitamin D-Konzentration kontrolliert. Hierbei haben wir bei jedem Termin die Zahl der
Restkapseln im Medikamentenbehdélter gezahlt. Damit die Probanden nicht das
Gefuhl haben, unter enger Beobachtung zu stehen, wurde nach Empfehlung von
Brunner et al. (15) das Zé&hlen nicht vor den Patienten durchgefuhrt. Trotzt des
Risikos einer Uberschatzung der Compliance ist diese Methode einfach, schnell und
kostengunstig. Wichtig ist, dass fiir jeden einzelnen Patienten die Ergebnisse mit der
Vitamin D-Konzentration als biochemischem Marker abgeglichen werden.

Viele Studien definieren Compliance als die Einnahme von > 80% der empfohlenen
Medikation (15, 60, 111). Wenn die Probanden trotz Bemuhungen des Studienteams
Compliance unter 80% zeigen (z.B. innerhalb von 3 Monaten Einnahme von > 3-4
Kapseln weniger), sollte der Studienleiter einen eventuellen Ausschluss des

Probanden aus der Studie entscheiden.
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4.8 Beurteilung der Steatosis hepatis und der Fibrose

Die Steatosis hepatis wurde durch die neue nicht-invasive Methode der
vibrationskontrollierten transienten Elastographie (Fibroscan, Echosens SA, Paris)
einschlielBlich CAP-Messung (Controlled Attenuation Parameter) untersucht. Bei
dieser Methode macht man sich die Schallabschwéachung des Ultraschallsignals
durch das Fett zunutze und quantifiziert mit der Sonde M die Dampfung des
Ultraschallsignals (4).

Die CAP-Werte werden in Dezibel pro Meter (dB/m) gemessen und variieren von
100-400 dB/m. Je hoher die CAP-Werte ausfallen, desto starker ist die Steatose. In
unserer Studie wurden als ,Cut off- Wert 280 dB/m definiert, was fur eine
signifikante Steatose spricht (4, 87, 108).

Die transiente Elastographie umfasst Messungen der Lebersteifigkeit (LSM), die in
kilo Pascal (kPa) gemessen werden, wobei die Werte von 2,5 — 75,0 kPa variieren.
Patienten mit Werten > 13,0 kPa zur Baseline wurden nicht in die Studie
aufgenommen.

Wahrend der Patient auf dem Ricken liegt und seinen rechten Arm hinter dem Kopf
ausgestreckt halt, wird die Sonde intracostal an der Medioaxillarlinie und ventral des
Processus Xyphoideus an die Haut angelegt. Mindestens 10 gultige Messungen sind
notwendig, um einen mittleren CAP- und LSM-Wert zu erhalten, der hinsichtlich
Steatose bzw. Lebersteifigkeit aussagekraftig ist (4, 19). Gleichzeitig werden auf dem
Bildschirm weitere Werte [Interquartile Range (IQR), IQR/Median, Erfolgsquote]
angezeigt, die fur die Qualitat der Messung wichtig sind.

Die meisten CAP-Messungen wurden von einer erfahrenen Untersucherin
durchgeflihrt, so dass Fehler durch unterschiedliche Untersucher im Sinne einer
Interobserver-Reliabilitat ausgeschlossen werden konnten. In einzelnen Fallen, wo
aber nicht moglich war, wurde die CAP-Messung durch erfahrenes assistenz-
Personal vorgenommen.

Eine schematische Darstellung des Messvorgangs wird in Abbildung 2 prasentiert.
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Abbildung 2: Schematische Abbildung der CAP- und LSM-Messung

Position der Fibroscan-Sonde zur CAP- und LSM-Messung und untersuchte Lebervolumina.

Abbildung aus L. Castera et al. (19) / Journal of Hepatology 48 (2008) 835-847.

4.9 Beurteilung des Alkoholkonsums

Der Alcohol Use Disorders Identification Test (AUDIT) (Appendix 11.1) wurde durch
die World Health Organisation (WHO) entwickelt, um Alkoholabhangigkeit oder
gefahrlichen oder schadlichen Alkoholkonsum bei Erwachsenen festzustellen (6).
Hatton et al. (48) haben den AUDIT verwendet, um speziell Alkoholmissbrauch oder
Alkoholabhéngigkeit zu untersuchen. In dieser Studie mit 234 Probanden wurde
festgestellt, dass 106 Patienten an einer alkoholischen Lebererkrankung (ALD:
Alcoholic Liver Disease) litten. Der AUDIT ist 10-teiliger Fragebogen. Er umfasst drei
Fragen, die die Menge und die Haufigkeit der Alkoholeinnahme beurteilen, drei
Fragen, die eine Alkoholabhangigkeit betreffen und vier Fragen, mit denen
Problemen nachgegangen wird, die als Folge des Alkoholkonsums auftreten kbnnen.
Der Fragebogen ist schnell und einfach zu beantworten und kann selbst in einer
Sitzung vollstandig ausgefillt werden (ca. 2 Minuten).

Der Fragebogen ist in verschiedenen Sprachen verfligbar. Seine Zuverlassigkeit und
Validitdt wurden in einer deutschen Bevdlkerungs-Stichprobe ermittelt, wobei die
Sensitivitat und Spezifitat fur Alkoholabhangigkeit bei 97% bzw. 92% lagen (33).

Im AUDIT-Fragebogen ist auf jede Frage als Antwort eine Punktzahl (0, 1, 2, 3 oder
4) zu vergeben. Aus der Gesamtpunktzahl fur die 10 Fragen ergibt sich das
Alkoholprofil des Probanden. So besteht bei einer Gesamtpunktzahl > 16 ein grof3es

Alkoholproblem, bei Werten von 8 - 15 ein mafiges Alkoholproblem und bei einer
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Gesamtpunktzahl < 8 kein Alkoholproblem. In unsere Studie wurden nur Patienten
mit Scores < 8 eingeschlossen.

Der CAGE-Fragebogen (Appendix 11.1) ist einer der am haufigsten verwendeten
Fragebdgen zur Aufdeckung von Alkoholabusus oder -abhangigkeit mit einer von
Sensitivitat von 71% und einer Spezifitat von 92% (29). Es handelt sich um einen
kleinen und einfachen Fragebogen, der aus vier Fragen besteht (37). In unserer
Studie wurde als Alkoholabusus der wdchentliche Genuss fur Manner von > 21
Getranken Alkohol, was ca. 30 g Alkohol/Tag entspricht, und fur Frauen der von > 14
Getranken, was ca. 20 g Alkohol/Tag entspricht, definiert (21, 82). Fur diese Studie
wurden bei jedem Termin beide Fragebdgen verwendet. Die Informationen wurden

im Arztgesprach erhoben.

4.10 Beurteilung der Kérperzusammensetzung

Zur Baseline wurde der BMI bestimmt, und das Gewicht wurde bei jedem Termin
kontrolliert. Der BMI ist die Berechnungsgrundlage fur die Gewichtsklassifikation und
wird zur Beurteilung von Unter- oder Ubergewicht verwendet. Der BMI berechnet
sich nach der Formel: BMI = Korpergewicht (kg) / [Korpergro3e (m)] 2. Laut WHO
(104) besteht ein normales Gewicht bei BMI-Werten von 18,5 - 24,9 kg/m2. Als
Ubergewichtig gelten Patienten mit einem BMI zwischen 25,0 und 30 kg/m? und als
adipos werden die Patienten mit einem BMI = 30 kg/m? angesehen.

Die Korperzusammensetzung wurde mittels BIA bestimmt, eine elektrische
Widerstandsmessung des Koérpers (TANITA, Sindelfingen). Durch Elektroden an
Handen und FulRen wird bei der BIA-Messung ein elektrisches Wechselstromfeld
erzeugt. Durch die BIA-Messung kann das korperliche Fett von Wasser
unterschieden werden, da beide verschiedene elektrische Widerstande haben. Nach
Angabe von Alter, Geschlecht und GroéRe des Patienten und Gewichtsbestimmung
wurden durch die BIA-Messung die Fettmasse, die Muskelmasse sowie das
Korperwasser absolut und relativ berechnet. Auf3erdem wurde das viszerale Fett
berechnet.

BIA ist eine einfache nicht-invasive Methode, die auch fir Patienten mit
Lebererkrankungen validiert wurde (59). In den European Society for Enteral and
Parenteral Nutrition (ESPEN)-Leitlinien (59) wird fur Patienten mit stabilem

Flassigkeits- und Elektrolythaushalt die Verwendung von BIA empfohlen.
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4.11 Blutentnahme und Laborparameter

Von jedem Patienten wurde zu den einzelnen Terminen Blut zur Bestimmung der 25-
Hydroxyvitamin D-Konzentration abgenommen. Die Analyse wurde mittels
Chemilumineszenz-Immunoassay LAISION 25-Hydroxyvitamin D TOTAL-Probe
(DiaSorin, Minnesota, USA) durchgefuhrt. Zudem wurde Blut zur Bestimmung der
Aktivitat von Aspartat-Aminotransferase(AST)/Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT), Alanin-Aminotransferase (ALT)/Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT),
alkalischer Phosphatase (AP), y-Glutamyl-Transferase (y-GT), Albumin, Kreatinin,
Harnstoff, Kalzium, Phosphat und Parathormon (PTH) abgenommen. Zusatzlich
erfolgte bei jedem Termin eine Urin-Untersuchung zur Bestimmung von Kalzium und
Phosphat. Bei auffalligen Werten im Urin wurden die Probanden telefonisch
informiert und zwecks Kontrolle erneut zur Durchfuhrung einer 24-h-Sammelurin-

Untersuchung einbestellt.

4.12 Primare und sekundare Endpunkte

Der primare Endpunkt unserer Studie war die Bewertung quantitativer, absoluter und
relativer (Prozentsatz) Veranderungen der unter Vitamin D-Supplementation durch
CAP-Messung bestimmten Steatose.

Der sekundare Endpunkt bestand, neben der Beurteilung von Veranderungen der
Steatose zu den Verlaufskontroll-Terminen (4 Wochen, 3 Monate und 6 Monate) in

der Bewertung der Leberfunktionsparameter unter Vitamin D-Supplementation.

4.13 Statistische Analyse

Die Ergebnisse wurden, abhangig von der Daten-Verteilung, als Mittelwert *
Standardabweichung oder Medianwert + Spannweite dargestellt. Fir normalverteilte
Daten wurde zunadchst parametrische Statistik angewandt; nicht parametrische
Statistik wurde hingegen fur Daten herangezogen, die nicht normalverteilt waren. Zur
Bewertung der Unterschiede zwischen kontinuierlichen, ungepaarten Variablen
wurde fir die parametrische Daten t-Tests und fir die nicht-parametrischen Daten
Mann-Whitney-U-Tests verwendet. Die Unterschiede zwischen kategorialen

Variablen wurden mittels x2-Test bewertet.
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Der Vergleich von verbundenen Proben (pra- und post-interventionell) wurde mittels
Per-Protokoll (PP)-Analyse durchgefuhrt. Die Analyse wurde unter Anwendung des
Intention-to-treat (ITT)-Prinzips wiederholt. Zur Analyse der bei wiederholten
Messungen auftretenden Unterschiede und zur Evaluation von im Laufe der Zeit sich
einstellenden Veranderungen (ANOVA) wurden die Bonferroni-Korrektur oder der
nicht-parametrische Friedman-Test verwendet. Wenn signifikante Veranderungen
auftraten, haben wir post-hoc paired t-Tests oder Wilcoxon-signed-rank-Tests
herangezogen, um die absoluten und relativen Veranderungen zwischen den beiden
Zeitpunkten zu vergleichen.

Zusatzlich wurde der Einfluss der saisonalen Verédnderungen auf die Vitamin D-
Konzentration untersucht. Dies erfolgte durch den Vergleich der Proben, die im
Sommer und Herbst abgenommen wurden und mit héherer Konzentration assoziiert
waren, und der Proben, die im Winter und Fruhling abgenommen wurden. Hier
wurden anhand des Baseline-Werts verglichen (Mangel vs. starker Mangel).
Statistische Signifikanz wurde ab einem zweiseitigen p-Wert < 0.05 angenommen.
Alle statistischen Analysen der Studie wurden mit SPSS (IBM Minchen) oder
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,Ost California) durchgefthrt.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Patientencharakteristika

Insgesamt 40 Patienten, davon 19 (47,5%) Frauen und 21 (52,5%) M&nner, nahmen
an der Studie teil. Tabelle 1 fasst die Charakteristika der Patienten zusammen. Alle
Patienten haben sich zur ersten Verlaufskontrolle nach 4 Wochen vorgestellt.
Allerdings sind sieben Patienten nach drei Monaten nicht zur zweiten und drei
Patienten nach 6 Monaten nicht zur dritten Verlaufskontrolle erschienen.

Das mittlere Alter lag bei 54,9 + 12,1 Jahren und der mittlere BMI-Wert betrug 29,5 +
3,0 kg/m2. Bei 39,5% der Probanden lag der Viszerale-Fett-Index Uber dem
Normbereich (> 12) 20% der Patienten waren nach der EPIC-Einteilung hinsichtlich
der korperlichen Aktivitat inaktiv (7, 102). Die meisten Patienten waren stark (42,5%)
oder maRig inaktiv (37,5%). Insgesamt acht Patienten litten an einer chronischen
Hepatitis B- (n = 7) oder C-Virus-Infektion (n = 1).

Der mittlere CAP-Wert am Baseline-Termin lag bei 330 + 32 dB/m, und die mittlere
25-Hydroxyvitamin D-Konzentration im Serum betrug 11,8 + 4,8 ng/ml. Im Sommer
oder Herbst wurden 40% der Patienten untersucht. Bei ihnen lag die mittlere Vitamin
D-Konzentration bei 13,9 + 5,3 ng/ml und damit signifikant hoher (P = 0,022) als bei
den Ubrigen 60% der Patienten, die im Winter oder Frihling untersucht wurden und
eine mittlere Serum-Vitamin D-Konzentration von 10,4 = 3,9 ng/ml aufwiesen.
Patienten mit starkem Vitamin D-Mangel (< 10 ng/ml) zeigten einen nicht signifikant
hoheren CAP-Wert im Vergleich zu den Patienten mit m&Rigem Vitamin D-Mangel
(339 £ 32 vs. 323 £ 30 dB/m). Bei insgesamt 7,5%, 22,5%, 42,5% und 51,3% der
Patienten waren die AP-, AST-, y-GT- bzw. ALT-Aktivitdten erhoht. Aul3erdem lag bei
den Patienten mit starkem Vitamin D-Mangel der Parathormon (PTH)-Spiegel
signifikant (P = 0,001) héher als bei denen mit maRigem Vitamin D-Mangel (51 vs. 33
pg/ml). Zur Baseline konnte eine inverse Korrelation zwischen Serum-Vitamin D- und
PTH-Konzentrationen festgestellt werden (R2 = 0,196, P = 0,004) (Abbildung 3).

Die mittlere Compliance bezlglich der Einnahme der Vitamin D-Supplementation lag
bei 99,6% (75 - 100%). Die richtige Befolgung der Einnahme konnte bei den
Verlaufskontrollen durch die Vitamin D-Konzentration und durch das Zahlen der
restlichen Kapseln tberpruft werden. Es sind keine Nebenwirkungen aufgetreten. Die

Daten aller Patienten wurden bei den Verlaufskontrollen analysiert. Sechs Fibroscan-
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Werte verschiedener Patienten (zwei zur Baseline, drei bei der ersten
Verlaufskontrolle, d.h. nach 4 Wochen, und einer bei der letzten Verlaufskontrolle,
nach 6 Monaten) lagen auf3erhalb des vorgegebenen Schwellenwerts (LSM > 13

kPa), so dass sie von der weiteren Fibroscan-Analyse ausgeschlossen wurden.

35



Tabelle 1: Patientencharakteristika zur Baseline und bei den Verlaufskontrollen

Baseline (n = 40)

4 Wochen (n = 40)

3 Monate (n = 33)

6 Monate (n = 32)

Transiente Elastographie
CAP (dB/m)
LSM (kPa) Median (Spannweite)
Kérperzusammensetzung
BMI (kg/m2)
Ubergewicht 25 < BMI < 30
Adip6s BMI = 30
Fettfreie Masse (%)
Fettmasse (%)
Viszeraler Fett-Index (< 12)
Biochemische Markers
25-Hydroxyvitamin D (ng/ml)
Kalzium (mmol/l), Median (Spannweite)
Phosphat (mg/dl)
PTH (pg/ml), Median (Spannweite)
ALT (U/l), Median (Spannweite)
AST (U/), Median (Spannweite)
Y-GT (U/l), Median (Spannweite)
AP (U/l)
Bilirubin (mg/dl), Median (Spannweite)
Albumin (g/1)
Kreatinin (mg/dl), Median (Spannweite)

Harnstoff (mg/dl)

Signifikante Veranderungen (ANOVA) wurden mit * (P < 0,05) und ** (P > 0,001) gekennzeichnet. (AP: Alkalische Phosphatase, BMI:

body mass index, CAP: Controlled Attenuation Parameter, y-GT: gamma-Glutamyltransferase, ALT: Alanin-Aminotransferase, AST:

329,8 +31,7*

6,9 (4,3 -12,8)

29,5+3,0
22 (55%)
18 (45%)
67,9 +8,0
32,3+82

23 (60,5%)

11,8 + 4,8%
2,4 (2,2-2,6)

3,1+05

41,5 (21,0 — 107,0)*

45 (13 - 131)

34 (18 - 60)

50 (21 -292)

752 +21,9
0,5(0,1-1,2)
459+24

0,88 (0,06 — 1,12)

284+7,1

310,8 £39,8

6,7 (4,0 — 18,6)

29,1+28
23 (59%)
16 (41%)
68,0+7,9
31,7+78

23 (60,5%)

34,6 +12,9
2,4(2,2-2,6)
3,3+0,6

34,5 (21,0 — 95,0)
41 (15 - 89)

31 (18 - 70)

44 (18 - 183)
74,8+19,8

0,4 (0,2 - 2,4)
455+28

0,88 (0,60 — 1,16)

30,3+8,6

307,1+£48,4

6,4 (4,4 — 14,6)

29,0+2,9
22 (67%)
11 (33%)
66,1+ 13,7
32,6+11,8

24 (75%)

36,3 +10,2
2,4(2,2-2,6)
3,2+0,6

34,0 (9,0 - 67,0)
36 (12 — 96)

30 (16 — 70)

41 (18 -225)
72,7+20,4
0,5(0,2-17)
46,6 +2,3

0,89 (0,58 — 1,19)

30,5+8,0

Aspartat-Aminotransferase, LSM: Liver Stiffness Measurement, PTH: Parathormon).

306,6 + 40,5

7,0 (3,6 —12,6)

289+3,1
18 (62%)
9 (31%)
69,7 9,3
30,1+9,0

23 (74,2%)

348+98
2,4(22-2,5)
3,3+0,6

30,5 (16,0 — 52,0)
39 (11 - 133)

32 (15 - 94)

41 (17 - 151)
70,0 +17,6

0,5 (0,2 - 1,6)
463+24

0,89 (0,60 — 1,20)

31,2+55
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Abbildung 3: Korrelation des Serum-PTH-Wertes mit der basalen Serum-

Vitamin D-Konzentration
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Inverse Korrelation zwischen Serum-PTH und Vitamin D-Konzentration am Baseline-Termin (PTH: Parathormon).

5.2 Steatosis hepatis

Eine signifikante Reduktion der CAP-Werte wurde schon nach vierwochiger Vitamin
D-Supplementation festgestellt (Abbildung 4), aber auch bei jeder weiteren
Verlaufskontrolle (nach 3 Monaten und nach 6 Monaten). Die absolute mittlere
Reduktion der CAP-Werte lag bei 23 dB/m, wobei der CAP-Wert von 330 + 32 auf
307 + 41 dB/m abnahm (P = 0,007) (Abbildung 5). Die CAP-Reduktion betrug
innerhalb von 4 Wochen -5,3 + 13,8 % (P = 0,012); die CAP-Werte nahmen von 330
+ 32 auf 311 + 40 dB/m ab. Innerhalb von 3 Monaten wurde eine Reduktion von 330
+ 32 auf 307 = 48 dB/m um -6,0 £ 14,6% (P = 0,024) und innerhalb von 6 Monaten
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um -6,4 £ 13,0% (P = 0,008) von 330 + 32 auf 307 = 41 dB/m im Vergleich zum
Baseline-Termin dokumentiert. Zwischen den Verlaufskontrollen konnte allerdings
keine weitere signifikante Verbesserung beobachtet werden. In Abbildung 4 werden

von jedem einzelnen Patienten die individuellen Werte préasentiert.

Abbildung 4: Individuelle CAP-Werte zur Baseline und nach 4 Wochen

P = 0,012
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Individuelle CAP-Werte zur Baseline und bei der ersten Verlaufskontrolle nach 4 Wochen. Es konnte eine

signifikante CAP-Reduktion bereits nach 4 Wochen Vitamin D-Supplementation beobachtet werden.

Baseline 4 Wochen
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Abbildung 5: CAP-Verlauf
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CAP-Werte am Baseline und bei jeder Verlaufskontrolle. Signifikante Reduktion des CAP-Wertes im Vergleich
zum Baseline nach 4 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten Vitamin D-Supplementation im Vergleich zur Baseline

(CAP: Controlled attenuation Parameter).

5.2.1 Ansprechen vs. Nicht-Ansprechen

Wir haben die Patienten zum Ende der Studie anhand ihrer CAP-Response auf die
Vitamin D-Supplementation in zwei Subgruppen unterteilt. In der Response-Gruppe
wurden die 21 Patienten (66%) zusammengefasst, die nach sechs Monaten Vitamin
D-Supplementation (letzte Verlaufskontrolle) eine Verbesserung des CAP-Wertes
aufwiesen. Die Uubrigen Patienten (34%) wurden der Non-Response-Subgruppe
zugeteilt. Innerhalb der beiden Gruppen, aber auch zwischen den Gruppen, konnten
keine Veranderungen bezlglich Geschlecht, Alter, Kérperzusammensetzung oder
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Leberenzymen beobachtet werden. Stattdessen wurde beim Vergleich der CAP-
Werte zur Baseline und der nach sechs Monaten erkennbaren relativen CAP-
Veranderung, also fur die gesamte Studiendauer, eine signifikante inverse
Korrelation festgestellt (R2 = 0,175, P = 0,02) (Abbildung 6).

Abbildung 6: Relative CAP-Anderung
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Signifikante inverse Korrelation zwischen Baseline-CAP-Werten und relative CAP-Anderung. Je héher die CAP-
Werte zur Baseline lagen, desto starker fiel nach 6 Monaten die relative CAP-Anderung aus (CAP: Controlled

Attenuation Parameter).

5.2.2 Virushepatitis

Zwischen Patienten mit Virushepatitis (n = 8) und solchen ohne Virushepatitis (n =
32) konnte wéhrend der Studie kein Unterschied hinsichtlich der CAP-Response

beobachtet werden.
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5.3 25-Hydroxyvitamin D-Konzentration

Der mittlere Vitamin D-Konzentration lag zur Baseline bei 11,8 + 4,8 ng/ml. Bereits
bei der ersten Verlaufskontrolle, nach vier Wochen Vitamin D-Supplementation,
zeigte sich eine signifikante (P < 0,001) Verbesserung der Vitamin D-Konzentration
(34,6 £ 12,9 ng/ml) (Abbildungen 7, 8). Die meisten Patienten (68%, n = 27)
erreichten nach 4 Wochen Intervention eine normwertige Vitamin D-Konzentration.
Eine signifikante Erhéhung der Vitamin D-Konzentration im Vergleich zur Baseline
konnte ebenfalls bei der zweiten und dritten Verlaufskontrolle beobachtet werden.
Die Verlaufskontrollen unterschieden sich nicht signifikant. Die Vitamin D-
Konzentration nach 3 Monaten und nach 6 Monaten lag bei 36,3 + 10,2 ng/ml bzw.
34,8 + 9,8 ng/ml (Abbildung 7).

Abbildung 7: Vitamin D-Verlauf
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Signifikante Verbesserung der Vitamin D-Konzentration im Vergleich zur Baseline nach 4 Wochen, 3 Monaten
und 6 Monaten Vitamin D-Supplementation. Nach 4 Wochen Vitamin D-Supplementation wiesen die meisten

Patienten eine normale Vitamin D-Konzentration auf.
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Abbildung 8: Individuelle CAP- und Vitamin D-Werte zur Baseline und nach 6

Monaten
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A: Nach 6 Monaten Vitamin D-Supplementation signifikante CAP-Reduktion im Vergleich zur Baseline.
B: Nach 6 Monaten Vitamin D-Supplementation signifikante Erhthung der Vitamin D-Konzentration (CAP:
Controlled Attenuation Parameter).

5.3.1 MakRiger vs. starker Vitamin D-Mangel

In der Subgruppenanalyse zwischen den Patienten mit maRigem (10 - 20 ng/ml) und
Patienten mit starkem (< 10 ng/ml) Vitamin D-Mangel zur Baseline konnten bei den
Verlaufskontrollen keine Unterschiede beziglich der Vitamin D-Veranderung
festgestellt werden. Die CAP-Werte der 17 Patienten (42,5%) mit starkem Vitamin D-
Mangel lagen héher im Vergleich zu den 23 Patienten (57,5%) mit mal3igem Vitamin
D-Mangel; dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant (339 + 32 vs. 323 + 30
dB/m). Weder eine signifikante relative CAP-Verédnderung noch ein Einfluss der

Jahreszeiten konnten wahrend der Studie beobachtet werden.
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Der PTH-Spiegel war bei Patienten mit starkem Vitamin D-Mangel signifikant hoher
als bei denen mit maligem Vitamin D-Mangel (51 vs. 33 pg/ml; P = 0,001). Nicht nur
der CAP-Wert und der PTH-Spiegel, sondern auch die Leberwerte (ALT, AST, AP, y-
GT) waren bei den Patienten mit starkem Vitamin D-Mangel héher als bei Patienten
mit makigem Vitamin D-Mangel. Allerdings konnte nur bei y-GT ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (65 vs. 37 U/I; P = 0,015) (Abbildung 9).

Abbildung 9: Serum y-GT-Aktivitat zur Baseline bei starkem und bei maRigem
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Zur Baseline lagen die y-GT-Konzentrationen bei den Patienten mit starkem Vitamin D-Mangel (< 10 ng/ml)
signifikant niedriger als bei Patienten mit maRigem Vitamin D-Mangel (10 - 20 ng/ml) (y-GT: y-Glutamyl-

Transferase).

5.4 Lebersteifigkeit

Der mediane Fibroscan-Wert, der die Lebersteifigkeit (LSM) angibt, lag zur Baseline
bei 6,9 kPa (Spannweite 4,3 - 12,8 kPa). Die LSM-Werte zeigten sowohl nach 4
Wochen (Median 6,7 kPa, Spannweite 4,0 - 18,6 kPa) als auch nach 3 Monaten
(Median 6,4 kPa, Spannweite 4,4 - 14,6) eine Verbesserung im Vergleich zur
Baseline; allerdings waren diese Veranderungen nicht signifikant. Ebenso fiel die

Erhdhung des LSM-Wertes bei der letzten Verlaufskontrolle nach sechsménatiger
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Vitamin D-Supplementation nicht signifikant aus (Median 7,0 kPa, Spannweite 3,6 -
12,6 kPa).

5.5 Leberwerte

5.5.1 ALT (Alanin Aminotransferase)/GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase)

Die ALT-Aktivitat reduzierte sich tendenziell bei jeder Verlaufskontrolle im Vergleich
zur Baseline (Tabelle 2, Abbildung 10). Eine signifikante Anderung wurde jedoch
nicht beobachtet. Nicht signifikant war auch die leichte Erhéhung des ALT-Wertes,
die bei der letzten Verlaufskontrolle nach 6 Monaten Vitamin D-Supplementation
auftrat (Mittelwert nach 3 Monaten: 36 U/l vs. Mittelwert nach 6 Monaten: 39 U/I).
Wichtig zu erwahnen ist, dass die Anzahl der Patienten mit erhéhten ALT-Werten
wahrend der Intervention abnahm. Beim ersten Termin wiesen 51,3% (n = 20) der
Patienten einen erhohten ALT-Wert auf. Beim zweiten Termin nach vier Wochen
Vitamin D-Supplementation lag der ALT-Wert bei 47,5% (n = 19) der Patienten Uber
dem Normbereich. Nach drei und sechs Monaten Intervention zeigten nur noch 12
Patienten (36,4%) bzw. 11 Patienten (34,4%) auffallige ALT-Aktivitaten (Abbildung
10, Tabelle 2).

Abbildung 10: ALT-Verlauf
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Nicht signifikante Reduktion der ALT-Aktivitdt im Serum nach 4 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten Vitamin D-

Supplementation (ALT: Alanin-Aminotransferase, n.s.: nicht signifikant).
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5.5.2 AST (Aspartat-Aminotransferase)/GOT (Glutamat-Oxalazetat-
Transaminase)

Es konnte nach 4 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten Intervention ein im Vergleich
zur Baseline stabiler Verlauf der AST-Werte beobachtet werden (Abbildung 11). Der
mediane AST-Wert lag zur Baseline bei 33,5 U/l (18 — 60 U/l) und hat sich nach 4
Wochen auf 31 U/I (18 — 70 U/I), nach 3 Monaten auf 30 U/l (16 — 70 U/l) und nach 6
Monaten auf 31,5 U/l (15 — 94 U/I) verbessert. Wie Tabelle 2 zu entnehmen ist, lag
zur Baseline und bei der ersten Verlaufskontrolle der AST-Wert bei neun Patienten
(22,5 %) Uber dem Normbereich. Nach 3 und nach 6 Monaten Vitamin D-
Supplementation lag der AST-Wert bei nur vier Patienten (12,1% und 12,5 %) tber
dem Normbereich. Diese Verbesserung war allerdings nicht signifikant.

Abbildung 11: AST-Verlauf
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Keine signifikanten Verénderungen der AST-Aktivitat im Serum wéhrend der Vitamin D-Supplementation
(AST: Aspartat-Aminotransferase, n.s.: nicht signifikant).
5.5.3 ¥-GT (y-Glutamyltransferase)

Wie bei den Transaminasen (ALT/AST) verbesserten sich die y-GT-Werte zwar bei

jeder Verlaufskontrolle im Vergleich zur Baseline, diese Verbesserung war jedoch
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ebenfalls nicht signifikant (von 50 U/l zur Baseline auf 44 U/l nach 4 Wochen, 41 U/
nach 3 Monaten und 41 U/l nach 6 Monaten) (Tabelle 2, Abbildung 12).

Abbildung 12: y-GT-Verlauf
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Nicht signifikante Veranderung der y-GT — Aktivitdt im Serum nach 4 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten Vitamin

D-Supplementation (n.s.: nicht signifikant, y-GT: Glutamyltransferase).

5.5.4 AP (Alkalische Phosphatase)

Wahrend der Vitamin D-Supplementation konnte im Vergleich zur Baseline eine
Reduktion der AP-Aktivitat beobachtet werden. Diese Reduktion war allerdings, wie
bei den Ubrigen Leberwerten, nicht signifikant. Der Median zur Baseline lag bei 75,2
U/l und sank nach 4 Wochen auf 74,8 U/l, nach 3 Monaten auf 72,7 U/l und nach 6
Monaten Intervention auf 70,0 U/l (Tabelle 2, Abbildung 13).

Insgesamt konnte bereits beim ersten Termin bei 93% der Patienten (n = 37) ein
normaler AP-Wert dokumentiert werden. Dieser Prozentsatz hat sich im Verlauf der
Studie weiter gebessert und erhéhte sich beim letzten Termin auf 97%, da am Ende
der Vitamin D-Therapie nur ein Patient eine auffallige AP aufwies (Tabelle 2).

46



Abbildung 13: AP-Verlauf
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Leichte, nicht signifikante Reduktion der AP-Aktivitat wahrend der Vitamin D-Supplementation
(AP: Alkalische Phosphatase, n.s.: nicht signifikant).

5.5.5 Normale vs. erhdhte Leberwerte

Es wurde zur Baseline- sowie bei jeder Verlaufskontrolle eine Subgruppenanalyse
zwischen Patienten mit normalen vs. Patienten mit erhdohten Leberwerten
durchgeflihrt (Tabelle 2). Bei der Subgruppe der Patienten mit normalen Leberwerten
waren die Enzymaktivitdten wéahrend der Studie stabil. Wie bereits erwahnt (5.5.1. —
5.5.4.) konnte bei den Patienten mit erhdhten Werten tendenziell eine Verbesserung
der Transaminasen (ALT, AST) beobachtet werden.
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Tabelle 2: Normale vs. erhdhte Leberwerte zur Baseline und bei den Verlaufskontrollen

ALT (UN) AST (U/l) Y-GT  (Uh) AP (Ul
Normal Hoch Normal Hoch Normal Hoch Normal Hoch

Baseline 26 58 30 48 33 96 71 +18 121 +16
(13 — 46) (36 - 131) (18 - 47) (36-60)  (21-59) (50 - 292)

n (%) 19 (48,7) 20 (51,3) 31 (77.5) 9 (22,5) 23 (57,5) 17 (42,5) 37 (92,5) 3(7,5)

4 Wochen 29 LS 28 40 32 85 72 £ 17 112 +16
(15 - 52) (32 - 89) (18 - 48) (33-70)  (18-92) (43 - 183) = =

n (%) 21 (22,5) 19 (47,5)  31(77,5) 9 (22,5) 24 (60,0) 16 (40,0) 38 (95,0) 2 (5,0)

3 Monate 28 48 29 41,5 32 96 71+ 19 97 + 31
(12 - 51) (23 - 96) (16 - 50) (28 - 55) (18 - 66) (28 - 225)

n (%) 21 (63,6) 12 (36,4) 29 (87,9) 4(12,1) 19 (57,6) 14 (42,4)  31(93,9) 2(6,1)

6 Monate 32 44 30 33 31 81 69 + 17 105
(11 - 43) (28-133)  (15-94) (26-41)  (17-72) (22 - 151)

n (%) 21 (65,6) 11 (34,4)  28(87,5) 4 (12,5) 18 (56,2) 14 (43,8) 31 (96,9) 1(3,1)

Die Daten werden aufgrund ihrer Verteilung als Mittelwert mit Standardabweichung fur ALT, AST und y-GT und

als Median mit Spannweite fir AP prasentiert. (ALT: Alanin-Aminotransferase, AST: Aspartat-Aminotransferase,

v-GT: y-Glutamyl-Transferase, AP: Alkalische Phosphatase).
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5.6 PTH (Parathormon)

Der mediane PTH-Wert lag zur Baseline mit 41,5 pg/ml (21,0 - 107,0 pg/ml) Uber
dem Normbereich. Es konnte nach 4 Wochen, 3 Monaten und 6 Monaten Vitamin D-
Supplementation und im Vergleich zur Baseline eine signifikante (P < 0,001)
Verbesserung bzw. Reduktion des PTH-Spiegels festgestellt werden (Tabelle 2,
Abbildung 14). Parallel zur bereits nach vierwochiger Vitamin D-Supplementation
erkennbaren Verbesserung der Vitamin D-Konzentration konnte eine Reduktion des
PTH-Spiegels beobachtet werden. Der mediane PTH-Wert lag nach 4 Wochen bei
34,5 pg/ml (21,0 - 95,0 pg/ml), nach 3 Monaten bei 34,0 pg/ml (9,0 — 67,0 pg/ml) und
nach 6 Monaten bei 30,5 pg/ml (16,0 - 52,0 pg/ml). Wie bei der Vitamin D-
Konzentration und bei den CAP-Werten konnten zwischen den Verlaufskontrollen

keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.

Abbildung 14: PTH-Verlauf
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Signifikante PTH-Reduktion nach 4 Wochen, nach 3 und nach 6 Monaten Vitamin D-Supplementation (PTH:
Parathormon, n.s.: nicht signifikant).
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5.7 Korperzusammensetzung

Der mittlere BMI-Wert zur Baseline lag bei 29,5 £ 3,0 kg/m2. Obwohl das Gewicht
bzw. der BMI kein Ein- oder Ausschlusskriterium fur die Teilnahme an der Studie
war, wies keiner der 40 Patienten zur Baseline einen normalen BMI-Wert auf. Uber
die Halfte der Patienten (55%, n = 22) waren zur Baseline Gibergewichtig (25 kg/m2 <
BMI < 30 kg/m?). Die ubrigen 18 Patienten (45%) waren, mit einem BMI-Wert = 30
kg/m2, adipds. Der BMI-Wert blieb im Verlauf der Studie stabil, so dass der mittlere
BMI-Wert am Ende der Studie (nach 6 Monaten) bei 28,9 + 3,1 kg/m2 lag (Tabelle 2,
Abbildung 15).

Wahrend der Studie konnten ebenfalls keine Ver&nderungen bei der
Korperfettmasse beobachtet werden (Abbildung 16). Zur Baseline lag der mittlere
Wert bei 32,3 + 8,2%, und dieser anderte sich bis zum Ende der Studie und der
sechsmonatigen Intervention nicht (30,1 + 9,0%) (Tabelle 2, Abbildung 16).
Veranderungen des viszeralen Fettes konnten wahrend der Vitamin D-
Supplementation ebenfalls nicht beobachtet werden. Zum Studienbeginn lag bei
60,5% der Patienten (n = 23) der Viszeral-Fett-Index im Normbereich (< 12). Die
prozentuale Zunahme dieses Anteils wahrend des Studienverlaufs bis auf 74,2 % (n

= 23) am Ende der Studie war nicht signifikant (Tabelle 2).

Abbildung 15: BMI-Verlauf
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Der mittlere BMI-Wert blieb wéhrend der gesamten Studie unveréndert (BMI: body mass index, n.s.. nicht

signifikant).
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Abbildung 16: Verlauf der Korperfettmasse
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Die Korperfettmasse zeigte wahrend der Intervention keine signifikanten Veranderungen (n.s.: nicht signifikant).
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6 DISKUSSION

6.1 Signifikante Reduktion der Steatose durch Vitamin D-Supplementation

Diese Studie zeigt, dass die Behandlung des Vitamin D-Mangels durch die Gabe von
Vitamin D zu einer durch CAP-Messung nachweisbaren Reduktion der Steatosis
hepatis fuhrt. Hiermit wurde unsere Hypothese bestétigt, dass durch die kurzfristige
Vitamin D-Supplementation eine Verbesserung der Steatose erreicht werden kann.
Die absolute CAP-Reduktion nach 6 Monaten Vitamin D-Supplementation lag bei 23
dB/m und betragt ungefahr einen halben Steatose-Grad, den de Ledinghen beim
Vergleich von CAP-Messung und Leberbiopsie vorgeschlagen haben (28).

Die starkste CAP-Reduktion wurde bereits nach 4 Wochen Vitamin D-Intervention
beobachtet, zum selben Zeitpunkt zu dem auch die Vitamin D-Konzentration die
starkste Verbesserung aufwies. Dieses Phanomen kann durch die von Heaney

entwickelte Theorie zur Wirkung einer Vitamin-Supplementation erklart werden (49).

Abbildung 17: Effekt der Vitamin-Supplementation auf die Vitamin-

Konzentration

Response —=

Baseline Level of Nutrient

Abbildung aus Heaney et al. NEJM 2012;367:77-8
Reproduced with permission from (scientific reference citation),

Copyright Massachusetts Medical Society
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Dieser Theorie zufolge tritt dann ein maximaler Effekt auf, wenn Patienten mit
hochgradigem Vitamin-Mangel mit einer ausreichenden Vitamin-Dosis behandelt
werden. Hingegen ist der Effekt minimal, wenn die Vitamin-Supplementation bei
Patienten ohne Vitamin-Mangel durchgefihrt wird (Abbildung 17). Dies erklart auch,
warum bei der zweiten und dritten Verlaufskontrolle (nach 3 und nach 6 Monaten)
keine weitere Verbesserung der Vitamin D-Konzentration (und der CAP-Werte) zu
erkennen war, obwohl die Patienten weiterhin ihre Vitamin D-Tabletten eigenommen
haben.

Bei der Vitamin D-Konzentration trat nach nur 4 Wochen Vitamin D-Supplementation
eine Erh6hung auf, zum gleichen Zeitpunkt hatten sogar die meisten Patienten eine
normale Vitamin D-Konzentration erreicht. Heaneys Theorie liefert die Erklarung
daflr, dass die gewéhnte Vitamin D-Dosis ausreichend war, so dass unsere
Patienten ausgehend von einem Vitamin D-Mangel eine Erh6hung der Vitamin D-
Konzentration erreichten. Passend hinzu wies der Parathormon (PTH)-Spiegel

bereits nach 4 Wochen Vitamin D-Intervention eine Reduktion auf.

6.2 Risikofaktoren fir NAFLD/Behandlungsoptionen

Viele verschiedene Faktoren gelten als Risikofaktoren fur die Entwicklung einer
NAFLD. Die zwei wichtigsten Risikofaktoren sind die Adipositas und die
Insulinresistenz bzw. der Diabetes mellitus Typ 2 (80). Eine Assoziation zwischen
Vitamin D-Mangel und Adipositas wurde bereits durch verschiedene Studien (44, 46)
sowie durch zwei Metaanalysen dokumentiert (78, 106). Die Pravalenz der NAFLD
nimmt mit der Hohe des BMI bzw. dem Bauchumfang zu (38). NAFLD besteht bei
uber 90% der Adipdsen und bei Gber 70% der Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2
(94). Demnach tragen eine Erndhrung, die zu Adipositas oder Ubergewicht fiihrt,
sowie eine nicht ausreichende kdrperliche Aktivitat zu Entwicklung einer NAFLD bei.
Ein hoher Triglyzeride-Spiegel und ein niedriger HDL-Spiegel z&hlen zusatzlich zu
den Risikofakoren fur die Steatose-Entwicklung. Bei jedem zweiten Patienten mit
Dyslipidamie erscheint eine NAFLD (21).

Eine genetische Disposition z&hlt ebenfalls zu den Risikofaktoren einer NAFLD (36).
Es wurde bereits eine Verbindung von Genvariationen, insbesondere der Gene
Patatin Like Phospholipase Domain Containing 3 (PNPLA3) und Transmembrane 6
Superfamily 2 (TM6SF2) mit dem Vorliegen einer NAFLD nachgewiesen (3, 4, 83).

53



Eine Assoziation zwischen intestinalem Mikrobiom und NAFLD unabh&ngig vom BMI
weist daraufhin, dass qualitative Veranderungen des Stuhlmikrobioms ebenfalls eine
Rolle bei der NAFLD-Entwicklung spielen kénnten (12, 71).

Zur Behandlung der NAFLD wird eine Therapie wie bei Insulinresistenz mittels
Lebensstilanderung im Sinne von Gewichtsreduktion und vermehrter korperlicher
Aktivitat empfohlen (72). Ziel der Behandlung ist es, die NAFLD-Progression zu
vermeiden (72). Eine Lebensstilanderung stellt eine praktisch schwer umzusetzende
Methode dar, da ihr Erfolg stark von der Compliance des Patienten abhangt (72).

Die bariatrische Chirurgie zeigt positive Ergebnisse bezlglich der Verbesserung der
NAFLD, allerdings stellt die NAFLD per se keine Indikation zur bariatrischen
Operation dar (26). Bis dato besteht keine zugelassene Medikation zur Therapie der
NAFLD (72). Die bisher verwendete empirische Medikation mit UDCA
Ursodesoxycholsaure (UDCA), Vitamin E oder S-Adenosyl-Methionin (SAMe) wird in
den aktuellen Leitlinien in Deutschland nicht empfohlen (26). Obetichols&ure zeigte in
der FLINT-Studie (The Farnesoid X Receptor Ligand Obeticholic Acid in NASH
Treatment Trial) positive Effekte, allerdings wurde bei der Interventions-Gruppe als
Nebenwirkung ein Pruritus haufiger beobachtet als in der Placebo-Gruppe, und die
langfristigen Effekte der Obeticholsdure-Therapie sind nicht bekannt (74).
Medikamente, deren Wirkung auf die Reduktion der Fibrose fokussiert ist sowie
Probiotika werden noch evaluiert und kénnen eventuell zukinftig therapeutisch
angewendet werden (26). Mehrere Medikamente (u.a. Antidiabetika) sowie
Nahrungsergénzungsmittel (u.a. Vitamin D, Folsdure) werden noch untersucht und

stellen ebenso potenzielle Bestandteile einer zukiunftigen NAFLD-Therapie dar.

6.3 Assoziation zwischen NAFLD und Vitamin D-Mangel

Durch zahlreiche Studien (8, 24, 27, 52, 55) sowie bis dato zwei Metaanalysen (35,
100) ist eine Assoziation zwischen Vitamin D-Mangel und NAFLD belegt. Chung et
al. (24) fuhrten eine Querschnittsstudie mit insgesamt 1.660 NAFLD-Patienten durch.
Hier zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen NAFLD-Schweregrad und Vitamin
D-Konzentration im Serum. Diese inverse Korrelation wurde durch Jablonski et al.
(52) in einer Studie bei 607 NAFLD-Patienten bestatigt. In der Metaanalyse von 17
Beobachtungstudien konnte gezeigt werden, dass NAFLD-Patienten im Mittel 0,36

ng/dl niedrigere 25-Hydroxyvitamin-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden
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Kontrollen hatten und ein 26% hoheres Risiko, einen Vitamin D-Mangel zu
entwickeln, aufwiesen (35). Niedrigere Vitamin D-Konzentrationen und ein um 26%
erhohtes Risiko fir einen Vitamin D-Mangel bei den NAFLD-Patienten konnte
ebenso in der kirzlich publizierten Metaanalyse von Wang et al. (100) nachgewiesen
werden. Rhee et al. (81) konnten in einer koreanischen Studie mit 6.567 Patienten
zeigen, dass Patienten mit hoherer Vitamin D-Konzentration (> 42,2 mmol/L,
entspricht 16,9 ng/ml) im Vergleich zu den Patienten mit niedriger Vitamin D-
Konzentration (< 42,2 nmol/L) ein niedrigeres Risiko zur Entwicklung einer NAFLD
aufweisen.

Trotz des nachgewiesenen Zusammenhangs zwischen NAFLD und Vitamin D-
Mangel wird kontrovers diskutiert, ob es sich um einen kausalen Faktor oder eine
Folgeerscheinung handelt. Lee et al. (62) zeigten, dass die Steatose-Patienten mit
starkem Vitamin D-Mangel (< 10 ng/ml) gegenluber Steatose-Patienten mit einer
Vitamin D-Konzentration > 10 ng/ml ein erhdhtes Risiko zur Entwicklung einer
abdominalen Adipositas sowie eine erhéhte Pravalenz des metabolischen Syndroms
aufweisen (62).

In einer anderen kirzlich publizierten Studie untersuchten Bril et al. (13) 239
Patienten, um eine Verbindung zwischen Vitamin D-Mangel und Schweregrad der
NASH herauszufinden, wozu sie *H-Magnetresonanz-Spektroskopie (*H-MRS) und
Leberbiopsie anwendeten. Hierbei war beziglich der Triglyzerid-Akkumulation der
Leber zwischen Patienten mit normalem Vitamin D-Status und Patienten mit Vitamin
D-Mangel jedoch kein Unterschied feststellbar. Weitere Studien und funktionelle
Untersuchungen der Wirkungen des Vitamins D sind nétig, um die Widerspriche zu

klaren.

6.4 Effekt der Vitamin D-Supplementation auf die Leber

Dem Effekt der Vitamin D-Supplementation auf die Leber wurde in der Studie von
Hochrath et al. (50) nachgegangen, wobei Abcb4”Mause als Module einer
sklerosierenden Cholangitis mit verschiedenen Vitamin D-Dosierungen behandelt
wurden. Die Mause mit der niedrig dosierten Vitamin D-Diat wiesen im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe eine ausgeprégte Fibrose und eine hdhere Kollagen-Akkumulation
auf. Aus dem Vergleich der hochdosierten mit der normaldosierten Vitamin D-Diat

ergaben sich keine Vorteile, was wiederrum mit der Heaneys Theorie vereinbar ist,
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wonach der hochste Vitamin-Supplementationseffekt beim Erreichen einer normalen
Konzentration nach vorherigem Vitaminmangel auftritt und dass die Fortsetzung der
hochdosierten Vitamingabe nicht zu weiteren positiven Effekten fuhrt.

Die doppelblinde Plazebo-kontrollierte Studie von Sharifi et al. (90) ist die einzige, in
der die Effekte der Vitamin D-Supplementation auf die Steatosis hepatis bei
Menschen direkt untersucht wurden. Hierbei wurden 53 mit Ultraschall und ALT-
Messungen evaluierte NAFLD-Patienten untersucht. Den Probanden wurde Uber
einen Zeitraum von 4 Monaten alle 14 Tage entweder als Intervention eine Vitamin
Ds-Dosis (50.000 IE) oder Plazebo verabreicht. Bei der Interventionsgruppe konnte,
evaluiert durch hochsensitives CRP (hs-CRP), eine Reduktion der systemischen
Inflammation festgestellt werden, wahrend sich bei der Plazebogruppe die CRP-
Werte erhéhten. Leberenzyme und durch Ultraschall evaluierter Steatosegrad wiesen
trotz der Gewichtsabnahme keine signifikanten Veranderungen auf (90).

In einer weiteren Plazebo-kontrollierten Studie mit 60 NAFLD-Patienten, wobei
Ultraschall zur Evaluation zum Einsatz kam, waren bei der Interventionsgruppe nach
Vitamin D-Supplementation im Vergleich zu der Plazebogruppe ebenfalls keine
signifikanten Effekte auf CRP, Transaminasen und Triglyzeride im Serum feststellbar
(40). Allerdings wurde bei diesen Studien die Leberverfettung mittels Ultraschall
evaluiert. Der Literatur zufolge ist die Sensitivitat der Ultraschall-Untersuchung zur
Detektion einer Steatose um 30% niedriger als die der CAP-Messung (20, 85).

Kitson et al. (57) fuhrten bei 12 Patienten mit histologisch gesicherter NASH und
NAFLD-Activity-Score 24 eine hochdosierte Vitamin D-Supplementation (25.000 IE
Vitamin Ds/Woche) durch. Bei der Kontrolle-Leberbiopsie nach 24 Wochen konnten
fur NAFLD-Activity-Score, Leberwerte und Insulinresistenz keine Veranderungen
festgestellt werden. Trotz der hohen Sensitivitat der Leberbiopsie stellt die kleine
Patientenzahl bei dieser Studie eine Limitation dar, zudem lag die mittlere Vitamin D-
Konzentration zur Baseline mit 25 + 12 ng/ml im Normbereich, so dass - wie von der
Heaney-Theorie vorausgesagt - die Vitamin D-Supplementation keine ausgepragten
Effekte haben konnte (49).

In einer experimentalen Studie entwickelte sich bei adipésen Ratten mit NAFLD und
Vitamin D-Mangel im Vergleich zu Tieren mit suffizienter Vitamin D-Konzentration

mehr Steatose und hepatische Inflammation (84).
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Die sechsmonatige Vitamin D-Intervention zeigte in unserer Studie keine
signifikanten Auswirkungen auf die Transaminasen und die Cholestaseparameter.
Wie aus den Abbildungen 10-13 zu ersehen ist, konnte bei den Patienten mit
erhohten Leberwerten wahrend der Vitamin D-Supplementation eine tendenzielle
Verbesserung beobachtet werden. Ebenso konnten Kitson et al. (57) und Foroughi et
al. (39) keine Veranderung der Leberwerte nach Vitamin D-Supplementation
beobachten. Wahrend Skaaby et al. (91) bei Patienten mit Vitamin D-Mangel ein im
Vergleich zu den Patienten mit normaler Vitamin D-Konzentration erhdhtes Risiko flr
Leberwerterh6hung feststellten, stellten Mofrad et al. (70) in einer retrospektiven
Studie bei 101 Patienten fest, dass auch Patienten mit normaler ALT das gesamte
histologische Spektrum der NAFLD aufweisen kdnnen und dass auch bei normaler

ALT-Aktivitat eine Steatohepatitis mit Fibrose nicht ausgeschlossen werden kann.

6.5 Pathophysiologie der Wirkung des Vitamins-D auf die Steatose

Die von uns bisher gewonnenen Erkenntnisse legen den Schluss nahe, dass sich
Vitamin D protektiv auf die Leberpathologie und die Entwicklung einer NAFLD
auswirkt. Vitamin D beeinflusst dieselben pathophysiologischen Wege, die auch zur
Entwicklung der NAFLD beitragen, insbesondere die hepatische Inflammation und
den oxidativen Stress. Vitamin D bindet an den Vitamin D-Rezeptor (VDR) (10, 34).
In einer tierexperimentalen Studie konnte gezeigt werden, dass VDR die Entwicklung
von Leberinflammation und Fibrose protektiv beeinflusst (30). Barchetta et al. (8)
haben in einer Studie bei Patienten eine inverse Korrelation zwischen VDR-
Aktivierung und Schweregrad der NAFLD beobachtet. Die genaue biologische
Aktivitat des Vitamins D und sein Einfluss auf die NAFLD werden weiter erforscht, da
zu ihrem Verstandnis wahrscheinlich eine Vielzahl von Faktoren zu berlcksichtigen
ist. Mogliche weitere pathophysiologische Mechanismen, durch die Vitamin D die
Entwicklung der NAFLD unterdriickt, sind (34, 45) die Inhibition der hepatozellularen
Apoptose, die Veranderung des intestinalen Mikrobioms, die Suppression
proinflammatorischer Zytokine und Mediatoren des oxidativen Stresses und die

Modulation der Adipokin-Ausschittung.
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6.5.1 Inhibition der hepatozellularen Apoptose

Es wurde postuliert, dass Vitamin D die Apoptose der Hepatozyten verhindert (45).
Zhang et al. (110) haben gezeigt, dass durch die Gabe von Calcitriol bei Ratten, die
akute AbstoRung von Lebertransplantaten unterdriickt. Vitamin D reguliert in der
Leber die Ausschittung von Apoptose-assoziierten Proteinen (110). AufRerdem
hemmt Calcitriol die Ausschuttung des Proteins FasL, das fur die Abwehrtatigkeit
zytotoxischer T-Zellen gegen fremde Zellen wichtig ist (110).

6.5.2 Veranderung des Darm-Mikrobioms

Die Translokation bakterieller Produkte in die portalen Zirkulation wird durch die
intestinalen Epithelzellen verhindert. Wenn die intestinale Barriere ineffektiv ist, sind
die Hepatozyten nicht gegen die bakteriellen Produkte geschitzt. Diese
Translokation bakterieller Produkte kann die Leberhomdostase beeinflussen und zu
Immunreaktionen oder Inflammation fuhren (89). Eine Verbindung zwischen
vermehrter intestinaler Permeabilitdt und bakterieller Dinndarmfehlbesiedlung bei
Patienten mit NAFLD konnte in einer Studie von Miele et al. (68) beobachtet werden.
Roth et al. (84) zeigten, dass sich das Mikrobiom bei Vitamin D-Mangel verandern
kann und dies zur Ausschittung von Endotoxinen und zur Aktivierung von Toll-Like-
Rezeptoren (TLR) fuhrt. In dieser Studie war bei Ratten mit Vitamin D-Mangel, die
eine kalorienreiche Diat erhielten, die Expression von TLR-2, -4 und -9 erhoht. Es
wird auRerdem eine Verbindung zwischen TLR-4 und NAFLD sowie bakteriellen
Lipopolysacchariden beschrieben (17, 53, 68), zum genaueren Verstandnis dieser

Mechanismen sind jedoch noch weitere Arbeiten erforderlich.

6.5.3 Suppression der proinflammatorischen Zytokine und der Faktoren, die
zu oxidativem Stress/Insulinresistenz fiihren

Insulinresistenz ist bei der NAFLD-Pathogenese der wichtigste Faktor und an der
Entstehung von oxidativem Stress und Lipotoxitat beteiligt (1, 34). Daher geht die
durch die Fettakkumulation verursachte Lebersteatose mit einer chronischen
Leberinflammation einher. In einer Studie von Cai et al. (16) konnte bei Mausen mit
fettreicher Diat eine erhOhte Aktivitat des Nuclear Fators-kB (NF-kB) festgestellt

werden, was in Verbindung mit einer erhdhten Ausschittung von
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proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-6, IL-1B) und der Aktivierung von
Kupferzellen stand. Diese Zytokine verstarken die Ausbildung aller Merkmale der
NASH, so der Nekrose/Apoptose der Hepatozyten, der Neutrophilen-Chemotaxis und
der Aktivierung hepatischer Sternzellen (34). Bei NASH-Patienten konnte im
Vergleich zu adipdsen Patienten mit normaler Leber eine erhdhte Expression von
Zytokin-Genen in die Leber beobachtet werden (25).

Die Rolle von Vitamin D bei diesen Pathomechanismen wird weiter erforscht. In der
randomisierten, doppelblinden Studie von Neyestani et al. (75) bei Typ-2-Diabetikern
fuhrte die tagliche Vitamin D-Einnahme Uber einen Zeitraum von 12 Wochen zu einer
Erhdhung der Serum-Adipokine, sowie zu einer Reduktion der Sekretion der
inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1(.

In einer Metaanalyse von 10 Studien mit insgesamt 924 Patienten zeigten Chen et al.
(22) einen positiven Effekt der Vitamin D-Supplementation auf die Reduktion des
hochsensitiven CRP-Wertes als Hinweis auf die antiinflammatorische Wirkung des
Vitamins D.

In einer Studie mit Ratten fielen bei Tieren mit Vitamin D-Mangel und
hyperkalorischer Diat die lobulare Inflammation, der NAFLD-Activitats-Score, die
Interleukin-Ausschiittung sowie der oxidative Stresses signifikant starker aus als bei
Tieren ohne Vitamin D-Mangel. Daraus wurde gefordert, dass der Vitamin D-Mangel
zu einer Induktion von hepatischen Genen fihrt, die die hepatische Inflammation und
den oxidativen Stress steuern (84). Einer anderen Studie zufolge erhdhte sich durch
die Vitamin D-Supplementation die Genexpression der fur die antioxidative Abwehr

zustandigen Mediatoren (42).

6.6 Vorteile der Studie

Die Starke unserer Studie liegt in ihrer prospektiven Natur. Zudem wurden nur
Patienten mit einem Vitamin D-Mangel eingeschlossen, wéhrend Patienten mit
unzureichendem oder normalem Vitamin D-Status aus der Studie ausgeschlossen
wurden. AulRerdem war es uns maoglich, oft Verlaufskontrollen durchzuftihren, da die
CAP-Messung nicht-invasiv, einfach und nicht mit Risiken verbunden war. Von daher
war ein Monitoring mit insgesamt vier Besuchsterminen fir die Patienten problemlos
realisierbar, ohne dass ihre Motivation nachgelassen hatte. Die CAP-Messung, die in

unserer Studie zur Evaluation der Steatose verwendet wurde, ist eine neue, nicht-
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invasive, kostengunstige und viel versprechende Methode zur Beurteilung der
Lebersteatose. In einer Metaanalyse von 11 Studien von Wang et al. (101) liel3 sich
eine gute Sensitivitat der CAP-Messung zur Evaluation und Quantifizierung der
Steatosebelegen. Allerdings ist diese Methode mit Limitationen behaftet, z.B. einer
reduzierten Genauigkeit bei Patienten mit hohem BMI (101), die ihre Zuverlassigkeit
einschranken kénnen.

Als weitere Erkenntnis aus unserer Studie ergab sich, dass fir den
Behandlungserfolg weder eine Lebensstilanderung noch eine Gewichtsreduktion
erforderlich waren. Es ist bereits bekannt, das die Reduktion des Risikos einer
NAFLD durch eine Lebensstilanderung mit Gewichtsreduktion und vermehrter
korperlicher Aktivitat erreicht werden kann (65). In einer Metaanalyse von Keating et
al. (56) konnte gezeigt werden, dass alleine die korperliche Aktivitat ohne
Gewichtsreduktion zu einer Verbesserung der NAFLD fuhren kann. Da korperliche
Aktivitéat in den meisten Féllen im Freien stattfindet, kdnnen mdglicherweise die
Sonnenexposition und folglich die Erhéhung der Vitamin D-Konzentration hierzu
beitragen. Bei den Patienten unserer Studie wurde die Sonnenexposition nicht
guantitativ gemessen, sondern lediglich anamnestisch anhand des Fragenbogens
ermittelt, wobei die Patienten die gesamte pro Tag im Freien verbrachte Zeit
anzugeben hatten. Hier muss betont werden, dass die Patienten unserer Studie zu
keiner Anderung ihrer Diat oder korperlichen Aktivitat aufgefordert wurden. Obwohl
zu Studienbeginn eine ausfihrliche Aufklarung beziiglich der bestehenden Steatose,
der damit verbundenen potenziellen kinftige Gesundheitsschadigungen und einer
Lebensstilanderung als Behandlungsmaoglichkeit stattfand, konnten am Ende der
Studie keine Gewichtsreduktion und keine Steigerung der korperlichen Aktivitat
festgestellt werden. Das erklart, warum weder BMI noch Kdrperfettmasse am Ende
der Intervention eine Verbesserung aufwiesen. Daher ist die signifikante
Verbesserung der Steatose unserer Studie mit hoher Wahrscheinlichkeit primar
durch die Vitamin D-Supplementation und nicht durch Gewichtsreduktion oder
intensivierte korperliche Aktivitat verursacht.

Die NAFLD préasentiert sich in den Industrielandern mit einer hohen Pravalenz, global
geschatzt aktuell ca. ein Viertel der Welt-Population (109). Die steigende Prévalenz
eines Vitamin D-Mangels bei 5 bis 30% der Patienten mit NAFLD (8) und bis zu 90%

bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen (5, 43) verdeutlicht die Relevanz
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des Themas unserer Studie. Au3erdem nimmt die Pravalenz der Adipositas weltweit
zu. Es wird geschétzt, dass sich die Pravalenz der Adipositas in den letzten 30
Jahren fast verdoppelt hat (77) und dass sie nicht nur bei Erwachsenen, sondern
auch bei Kindern der wichtigste Risikofaktor fiir die Entwicklung einer NAFLD ist (98).
Die Pravalenz der NAFLD bei adipésen Kindern und Jugendlichen liegt bei 50-80%
im Vergleich zu 2-7% bei normalem Korpergewicht (98). Es wird postuliert, dass
innerhalb den nachsten 10 Jahre bei Kindern und Jugendlichen der westlichen
Lander die padiatrische NAFLD zur haufigsten chronischen Lebererkrankung werden
wird (98). Da aktuell eine spezifische Medikation zur Behandlung der NAFLD noch
fehlt (72), konnte die Vitamin D-Gabe zuklnftig ein elementarer Teil der Behandlung

von NAFLD-Patienten sein.

6.7 Limitationen der Studie

Es muss eingeraumt werden, dass das Fehlen einer Kontrolle-Gruppe die
Aussagekraft unserer Studie einschrankt, da so ein Plazebo-Effekt nicht
ausgeschlossen werden konnte. Eine zweite Limitation stellt die kleine Patientenzahl
dar (n = 40). AuRBerdem handelt es sich bei der CAP-Messung noch um eine neue
Methode, die die Leberbiopsie als ,Gold-Standard“ zur Diagnose und Graduierung
einer Steatose nicht vollstandig ersetzen kann. Zweifellos sind noch groR3ere
randomisierte und kontrollierte Studien notwendig, um unsere Ergebnisse zu
bestétigen. In unserer Studie konnte keine Verbesserung der mittels Elastographie
quantifizierenden Fibrose festgestellt werden. Hier muss allerdings betont werden,
dass das Entstehen einer hohergradigen Fibrose (LSM-Werte > 13 kPa) ein

Ausschlusskriterium fur die Teilnahme an unserer Studie war.

6.8 Perspektiven

Mehrere grofe randomisierte, Placebo-kontrollierte Studien sind zukunftig

notwendig, um die Ergebnisse unserer Studie zu belegen und die von uns verwandte

Untersuchungsmethode weiter zu evaluieren. Insbesondere bleiben anhand unserer
Studie drei Punkte zu klaren:

e die biologische Aktivitdt und der genaue Wirkmechanismus von Vitamin D auf
die Steatosis hepatis;
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¢ die Vorteile einer Vitamin D-Supplementation bei Steatosis hepatis; und
e die genaue Sensitivitdt und Spezifitat der CAP-Messung und ihrer klinischen
Relevanz fur die Diagnose und Verlaufskontrollen der Steatosis hepatis.
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11. APPENDIX

11.1 AUDIT/Cage-Fragebogen

0,3 | Bier

0,1 I Wein

40 ml Spirituosen

Bitte kreuzen Sie an, was fur Sie am ehesten zulnfit

Punkte: 0 1 2 3 4

1. Wie oft nehmen Sie alkoholische Ni 1 mal im 24 i 23 | 4 mal oder
Getrinke zu sich? e Monat oder mal im —Wmahpro dfters pro

seltener Vionat oche Woche

2. Wie viele Standarddrinks trinken
Sie an einem Tag, an welchem Sie 1-2 3-4 5-6 8 10 oder mehr
alkoholische Getranke
konsumieren?

3. Wie haufig trinken Sie 6 oder mehr -
Standarddrinks an einem einzigen Mie se'|tenermals 1 1 mal pro 1&“' r?ro Lr:;gltld.? ?qir
Anlass? mal pro Monat Moniat oche st taglic

4. Wie oft stellten Sie im Verlauf der
letzten 12 Monate fest, dass Sie Ni seltener als 1 1 mal pro 1 mal pro t3glich oder
mit dem Trinken nicht mehr e mal pro Monat Monat Woche fast taglich
aufhdren kdnnen, wenn Sie einmal
damit angefangen haben?

5. Wie oft hinderte Sie im Verlauf der
der letzten 12 Monate Ihr Ni seltzner als 1 1 mal pro 1 mal pro taglich oder
Alkoholkonsum, das zu tun, was e mal pro Monat Monat Woche fast taglich
von Ihnen erwartet wurde?

6. Wie haufig habe Sie im Verlauf der
letzten 12 Monate am Morgen ein Ni seltener als 1 1 mal pro 1 mal pro taglich oder
erstes Glas Alkohol getrunken, um e mal pro Monat Monat Waoche fast taglich
in Gang zu kommen, nachdem Sie
am Vortag viel getrunken hatten?

T. Wie oft empfanden Sie in den -
letzten 12 Monaten Schuld- oder Mie Selltenermals 1 1 mal pro 1&,“' ﬁro L;gltlcr...l Tjir
Reuegefiihle, nachdem Sie mal pro Monat at oche st taglic
getrunken hatten?

=N Wie oft war es lhnen in den letzten
12 Monaten unmiglich, sich an ) seltener als 1 1 mal pro 1 mal pro taalich oder
das zu erinnern, was am Vorabend Mie mal pro Monat Monat Woche fast taglich
geschah, weil Sie getrunken
hatten?

= Sind Sie oder jemand anderer Ja, aber nicht Ja, in den
schon einmal verletzt worden, weil Mein in den letzten letzten 12
Sie getrunken hatten? 12 Monaten Monaten

10 Hat sich ein(e) Angehdrige, ein(e)

Freund(in), ein(e) Arzt {ﬂrztln: oder
eine andere Person aus dem Ja aber nicht Ja in den
Gesundheitsbereich schon einmal Nein in den letzten letzten 12
besorgt lUber lhren Alkoholkonsum 12 Monaten Monaten
gedussert oder vorgeschlagen,
dass Sie den Konsum
einschrinken sollten?

Gesamtpunktzahl
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Bitte antworten Sie ,,Ja‘“ oder ,,Nein*“:

1. Haben Sie schon einmal das Geflihl gehabt, dass Sie weniger Alkohol trinken sollten?

Ja [ Nein []

2. Haben Sie sich schon einmal geargert, dass andere Ihr Trinkverhalten kritisiert
haben?

Ja [ Nein []

3. Haben Sie sich wegen lhres Alkoholkonsums schon einmal schlecht oder schuldig
gefuhlt?

Ja [ Nein []

4. Haben Sie jemals bereits morgens Alkohol getrunken, um Ihre Nerven zu beruhigen
oder einen Kater loszuwerden?

Ja [ Nein []
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