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1 Zusammenfassung
1.1 Zusammenfassung

Hintergrund: Ein Grol3teil der Erdbevdlkerung leidet an Vitamin-D-Mangel. Seit langem ist
dessen Relevanz fur Erkrankungen mit Bezug zum Kalziumstoffwechsel, darunter die
Knochenerkrankungen Rachitis und Osteomalazie, bekannt. In den letzten Jahren zeigten
zahlreiche Studien, dass der Vitamin-D-Status auch fir zahlreiche Krebs-, Herz/Kreislauf-,
Autoimmun-, Infektions- und Stoffwechselerkrankungen von Bedeutung ist. Die vorliegende
Arbeit hat zum Ziel, einen Beitrag zur Beantwortung der bislang ungeklarten Frage zu leisten,

ob der Vitamin-D-Stoffwechsel das Schilddriisensystem beeinflusst.

Patienten und Methoden: Daten einer grolRen prospektiven Kohortenstudie herzkranker
kaukasischer Patienten (Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health Study/ LURIC-Studie,
n=3316) wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS (SPSS 25, IBM Co., Armonk, NY
(USA)) auf eine mdgliche Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs; n=36) im
fur den Vitamin-D-Rezeptor (VDR)-kodierenden Gen und der 25-Hydroxy-Vitamin-D-
Serumkonzentration mit verschiedenen Schilddrisenparametern (Blutwerte fir Thyroidea-

stimulierendes Hormon — TSH; Thyroxin - T4; und Triiodthyronin - T3) untersucht.

Ergebnisse: Zwei VDR-SNPs erzielten das zunachst fiir eine mogliche Assoziation geforderte
Signifikanzniveau (p< 0,05) fir TSH (rs2239186, rs3819545), einer fur T3 (rs2239186). Nach
Korrektur fir multiples Testen (Bonferroni) wurde allerdings in keinem Fall Signifikanz erreicht.
Patienten mit Vitamin-D-Mangel (25(OH)D < 20 ng/ml) wiesen niedrigere
Serumkonzentrationen fur Tz auf als Studienteilnehmer mit suffizientem Vitamin-D-Status
(25(0OH)D > 30 ng/ml) (p= 0,004). Aber auch dieser Zusammenhang verlor nach Korrektur fir
mulitples Testen die Signifikanz. Studienteilnehmer mit suffizientem Vitamin-D-Status
(25(OH)D > 30 ng/ml) zeigten sowohl in den Serumkonzentrationen von TSH (Median 1,30
muU/l) als auch von T4 (Median 17,0 pmol/l) lediglich sehr geringe, nicht signifikante
Unterschiede, verglichen mit Patienten mit Vitamin-D-Mangel (25(OH)D < 20 ng/ml; TSH:
Median 1,23 muU/l; Ts Median 17,20 pmol/l). Im né&chsten Schritt suchten wir in
Subgruppenanalysen nach Hinweisen fir mdgliche gleichgerichtete Effekte von VDR-SNPs
und Vitamin-D-Status auf die Schilddrisenfunktion. Da Patienten mit insuffizientem Vitamin-
D-Status niedrigere Serumkonzentrationen fiir Tz (p<0.004) und TSH (nicht signifikant), sowie
hohere Werte fur T. (nicht signifikant) aufwiesen, verglichen mit Patienten mit Vitamin-D-
Mangel, formulierten wir die folgende Hypothese: Wenn die Annahme zutrifft, dass der
Vitamin-D-Stoffwechsel diese Schilddrisenwerte beeinflusst, dann sollten Genotypen eines
VDR-SNPs, die Assoziation zu niedrigen TSH- oder T3-Serumwerten aufweisen,

gleichgerichtete Wirkungen auf diese Schilddriisenparameter ausiiben wie ein unzureichender
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Vitamin-D-Status. Folglich sollten diese VDR-SNPs, genau wie ein unzureichender Vitamin-D-
Status, mit einer Tendenz fir relativ niedrige Ts- und TSH-Serumkonzentrationen assoziiert
sein. Insgesamt waren die Ergebnisse unserer Subgruppenanalyse mit dieser Hypothese
vereinbar. Dies konnte z.B. fUr Assoziationen der SNPs rs3819545 sowie rs2239186 (jeweils
Genotyp AA) mit der TSH-Serumkonzentration gezeigt werden. Wahrend Genotyp AA im
jeweiligen SNP zu einem Absinken des TSH-Serumwertes gefiihrt hat, konnte in
Subgruppenanalysen unter Bertcksichtigung des 25(OH)D-Status ein gleichgerichteter Effekt
gezeigt werden. Ebenfalls im SNP rs2239186 zeigten Genotyp und Vitamin-D-Status
gleichgerichtete Effekte bei der Untersuchung des Parameters Triiodthyronin in
Subgruppenanalysen.  Polymorphismen mit den starksten Abweichungen vom
Gesamtkollektiv, die jedoch keine Signifikanz zeigten, waren: rs11574085 (Genotyp AA,
Median TSH 1,11 mU/l), rs2239181 (Genotyp CC, Median TSH 1,11 mU/), rs11574143
(Genotyp TT, Median T3 4,45 pmol/l), rs2189480 (Genotyp TT, Median T4 16,80 pmol/l),
rs2238136 (Genotyp TT, Median T4 17,60 pmol/l). Da der VDR uber die transkriptionale
Regulation der CYP24A1 den Metabolismus von Vitamin D reguliert, wurden die 36 VDR-
SNPs auf eine mdgliche Assoziation mit 25(OH)D- sowie 1,25(OH).D-Serumwerten
untersucht. Ein SNP (rs3782905) zeigte initial eine Assoziation zur 25(OH)D-
Serumkonzentration, wobei Genotyp CC durchschnittlich niedrigere Werten im Vergleich zu
Genotyp GC aufwies (p=0,014). Der Genotyp TC eines weiteren SNPs (rs2408876) zeigte
zunachst signifikant niedrigere 1,25(0OH);D-Serumkonzentrationen im Vergleich zu CC
(p=0,017). Allerdings konnten auch diese Werte das geforderte Signifikanzniveau nach

Korrektur fir multiples Testen nicht erreichen.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse unserer Untersuchung sind insgesamt mit der Hypothese
einer moglichen Assoziation von VDR-SNPs und/oder Vitamin-D-Status mit Parametern der
Schilddrisenfunktion vereinbar, und somit auch mit einer mdglichen Regulation der
Schilddrisenfunktion durch den Vitamin-D-Stoffwechsel. Allerdings erreichen die in unserer
Untersuchung gefundenen Assoziationen, teils nach Korrektur fur multiples Testen, das
geforderte Signifikanzniveau nicht. Das Verfehlen kénnte durch verschiedene Faktoren, z.B.
durch niedrige Power bei zu geringen Fallzahlen, bedingt sein. Zudem bewegten sich die
gefundenen Unterschiede fur alle Schilddrisenparameter in der Spannungsbreite der
jeweiligen Normalwerte und waren nur sehr gering ausgepragt. Die Ergebnisse von
Subgruppenuntersuchungen liefern aber Hinweise, die im Einklang mit der Hypothese sind,
dass der Vitamin-D-Stoffwechsel die Schilddrisenfunktion im Sinne einer Feinabstimmung
beeinflusst. Zukunftige, gut konzipierte Studien, bevorzugt randomisierte Interventionsstudien

sind notwendig, um diese Zusammenhange abschlieRend zu klaren.



1.2 Abstract

Association of variants (Single Nucleotide Polymorphisms) of the vitamin D recpetor

gene and vitamin D status with parameters of the thyroid function

Background: Vitamin D deficiency is common in a major part of the world population. The
relevance for diseases related to calcium metabolism like rickets and osteomalacia are well
known. Several studies in the last years showed the importance of vitamin D in the
development of cancer, cardiovascular, autoimmun, infectious and metabolic diseases. We

analysed associations of vitamin D metabolism and the function of the thyroid system.

Patients and methods: Data of a prospetively designed cohort study including caucasian
patients with heart disease (Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health Study/ LURIC-
Study, n=3316) were analysed with the SPSS statistic programm (SPSS 25, IBM Co., Armonk,
NY (USA)) on associations of Single Nukleotide Polymorphisms (SNPs; n=36) of the vitamin
D receptor gene and the 25-hydroxyvitamin D concentration with parameters of the hormonal
thyroid system (serum concentrations of TSH - thyroid-stimulating hormone; T4 — thyroxine;

and Ts — triiodthyronine).

Results: Two VDR-SNPs showed initially a significant association to TSH (rs2239186,
rs3819545), one SNP for Ts; (rs2239186). This could not be received after correction for
multiple testing (Bonferroni). Patients with vitamin D deficiency (25(OH)D < 20 ng/ml) pointed
out lower serum concentrations for T3 compared to those with a sufficient vitamin D status
(25(OH)D > 30 ng/ml) (p= 0,004). Also this correlation lost significance after correction for
multiple testing. Probands with high 25(OH)D serum concentrations of > 30 ng/ml showed only
small differences in TSH (Median 1,30 mU/I) and T4 (Median 17,0 pmol/l) compared to patients
with vitamin D deficiency ((25(OH)D < 20 ng/ml; TSH: Median 1,23 mU/I; T4: Median 17,20
pmol/l), but no significance could be identified. In a next step, we analysed in subgroups for
similar effects of VDR-SNPs and vitamin D status on parameters of the thyroid system. Given
that probands with vitamin D deficiency showed lower concentration for TSH (not significant)
and Ts (p=0,004) and higher values for T4 (not significant), compared to those with a sufficient
vitamin D status, we made the following hypothesis: if there is an influence of the thyroid
system by vitamin D metabolism, VDR-SNPs, which show negative, therefore lowering effects
on TSH and T3, should exert influence on this thyroid parameters in the same direction as a
deficient vitamin D status. Accordingly, those VDR-SNPs, as well as a deficient vitamin D
status, should be associated with a tendency for relativly lower TSH and Tz serum
concentrations. Altogether, our results of the subgroup anlaysis are compatible with this
hypothesis. This could be shown for example for associations of SNP rs3819545 and

rs2239186 (genotype AA) with serumconcentration of TSH. While genotype AA of the
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particular polymorphism lead to a lowering of TSH, an aligned effect under consideration of
the vitamin D status could be indicated. Also for rs2239186, genotype and vitamin D status
showed an equal effect when analyzing for Tz in subgroups. Polymorphisms with strong
divergence, but without significance, were: rs11574085 (genotype AA, median TSH 1,11 mU/I),
rs2239181 (genotype CC, median TSH 1,11 mU/l), rs11574143 (genotype TT, median T3 4,45
pmol/l), rs2189480 (genotype TT, median T4 16,80 pmol/l), rs2238136 (genotype TT, median
T4 17,60 pmol/l). Due to the VDR transcriptional regulation of vitamin D, we analysed the 36
VDR-SNPs on an association with 25(OH)D and 1,25(0OH)2D levels. SNP rs3782905 genotype
CC showed significant lower 25(0OH)D concentrations compared to GC (p=0,014). Genotype
TC of rs2408876 showed lower 1,25(0OH).D levels in comparison to CC (p=0,017). Also those

data could not reach significance after correction for multiple testing.

Conclusion: Overall, our results are conformable with the hypothesis of an association of
VRD-SNPs and/or vitamin D status with parameters of thyroid function, and so with a possible
regulation of the thyroid system by vitamin D metabolism. To miss the requested significance
level could be caused by several factors for example low number of cases and therefore low
power. Moreover, the differences found for thyroid parameters were all in range of normal
thyroid hormon levels. The results of our subgroup analyses give indications for a possible
hypothesis, that vitamin D metabolism influences the thyroid function in terms of a fine
adjustment. Further randomised intervention studies are necessary aimed at investigating the

connection between those hormonal systems.



2 Einleitung
2.1 Vitamin-D-Physiologie
2.1.1 Der humane Vitamin-D-Stoffwechsel

Vitamin D spielt eine wichtige Rolle im menschlichen Organismus. Neben der regulatorischen
Aufgabe im Calcium-Phosphat-Haushalt wurden zahlreiche weitere Funktionen, zum Beispiel
im kardiovaskularen, dem zentralen Nerven- und dem Immunsystem nachgewiesen. Auch in
Zelldifferenzierung und Zellwachstum zeigt das Hormon regulierende Effekte
[160][160][160][160][162][51,160]. Vitamin D gehdrt zur Gruppe der fettléslichen Vitamine. Es
ist ein Vertreter der Secosteroide, einer natlrlich vorkommenden, sich von den Steroiden
ableitenden Verbindung. Der Begriff Vitamin D umfasst dabei zwei Hauptformen: Vitamin D3,
auch Cholecalciferol genannt, welches mit Hilfe von Sonnenlicht in der Haut synthetisiert, oder
aber auch oral aufgenommen werden kann, und Vitamin D, oder Ergocalciferol, dessen
Bereitstellung ausschlie3lich Gber Nahrungsmittel oder Supplementation erfolgt [99]. Dabei
findet man Vitamin D3 vor allem in Fisch wie Lachs, Makrele oder Hering, sowie in Leberdlen
[61,71,161], wahrend Vitamin D, kommerziell fiir die orale Supplementation produziert wird,

und des Weiteren beispielsweise in sonnengetrockneten Pilzen vorkommt [78].

Grundlage fiir das in der Haut synthetisierte Vitamin Ds ist 7-Dehydrocholesterol, das mit Hilfe
von UVB-Strahlung (290 - 315 nm) in Pravitamin Dz umgewandelt wird. Pravitamin D3 ist
hitzelabil, wird durch Kérperwarme in Vitamin D3 umgewandelt, welches wiederum im Blut an
das Vitamin-D-Bindeprotein gebunden, zur Leber transportiert wird. Die Hitzelabilitat ist
deshalb von Bedeutung, da bei zu viel Sonnenexposition sowohl Pravitamin Ds; als auch
Vitamin Ds in inaktive Formen umgewandelt werden kénnen und somit einer Intoxikation durch
Uberproduktion vorgebeugt wird [51]. In der Leber werden Vitamin Dz und Vitamin D, mit Hilfe
von zwei Enzymen (CYP27A1 sowie CYP2R1) an Position C-25 hydroxyliert, und dadurch in
25(0OH)D (auch als Calcidiol oder 25-Hydroxycholecalciferol bezeichnet) umgewandelt
[51,61,160]. In der Niere wird 25-Hydroxyvitamin-D mit Hilfe eines weiteren Enzyms
(CYP27B1) an Position C-1 hydroxyliert und in die aktive Form, das 1,25(OH).D (25-
Dihydroxycholecalciferol oder Calcitriol) umgewandelt [61]. Das auf diese Weise renal
synthetisierte 1,25-Dihydroxycholecalciferol entfaltet seine Wirkung auf endokrinem Weg
(siehe 2.2). Das Enzym CYP27B1 wurde auch in zahlreichen anderen Geweben
nachgewiesen, beispielsweise in Knochengewebe, in Gewebe von Plazenta, Prostata und
Nebenschilddrise, in diversen Krebszellen, dendritischen Zellen sowie T- Lymphozyten.
Gewebe, welches Uber das Enzym CYP27B1 verflgt, ist in der Regel zur ortsstandigen
intrazellularen Produktion von aktivem 1,25(0OH).D in der Lage. Die auf diese Weise

produzierte, aktive Form des Vitamin D kann Uber autokrine und parakrine Stoffwechselwege
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wirken [51,52,70]. In der Niere unterliegt das Enzym CYP27B1, und somit die Produktion von
ins Blut abgegebenem aktivem 1,25(OH);D einer strengen Regulation. Dieses wird Uber
Feedbackmechanismen, u.a. auch durch die humorale 1,25(OH).D-Konzentration, reguliert.
Hohe Calcium- und Phosphatspiegel hemmen die CYP27B1 und somit die Produktion von
aktivem 1,25(0OH).D. Niedrige Blutspiegel dieser Mineralien hingegen aktivieren das Enzym
direkt, oder indirekt durch Stimulation der Parathormonsynthese. Der in Osteoklasten
synthetisierte FGF-23 (fibroblast growth factor 23) hemmt ebenfalls die CYP27B1, fordert die
Aktivitat des 1,25(0OH).D-metabolisierenden (abbauenden) Enzyms CYP24A1 und tbernimmt
dadurch ebenfalls eine hemmende Wirkung auf die humorale Konzentration an aktivem
1,25(0OH);D. Durch Aktivierung der CYP24Al erfolgt der Abbau von 25(OH)D als auch
1,25(0OH)2D in wasserlosliche, unwirksame Metabolite [61,160].

2.1.2 Der Vitamin-D-Rezeptor (VDR)

Der Vitamin-D-Rezeptor gehort zur Familie der Steroidhormonrezeptoren. Er wirkt im Nukleus
der Zelle als Liganden-abhangiger Transkriptionsfaktor [17]. Dabei bindet die aktive Form
1,25-Dihydroxyvitamin-D etwa 100 mal starker an den Rezeptor als 25(0OH)D und 24,25(0OH).D
[18,114]. Um als Transkriptionsfaktor aktiv zu werden, bildet der VDR ein Heterodimer mit
einem Retinsaurerezeptor, dem sogenannten Retinoid-X-Rezeptor (RXR), welches in der
Lage ist, an Vitamin-D-responsive Elemente (VDRE), die in der Promotorregion direkter
Vitamin-D-Zielgene liegen, zu binden. Mit Hilfe von Korepressor- sowie Koaktivatorproteinen
wird auf diese Weise die Transkription und somit die Synthese von Proteinen reguliert, sowohl
verstarkt, als auch gehemmt [74,125]. Es wird angenommen, dass Vitamin D auf diese Weise

bis zu 2000 verschiedene Gene in diversen Geweben und Organen reguliert [160].

Der Vitamin-D-Rezeptor liegt auf Chromosom 12, ist etwa 100 Kilobasen (kb) lang (1 kb
entspricht 1000 Basenpaaren) [153], und besteht aus 427 Aminoséuren [35]. Er besitzt eine
grofle Promotorregion am 5-Ende des Gens sowie 11 Exons, von denen alle alternativ
gespliced werden [28,41,89,119], wodurch letztlich durch Unterschiede in der mRNA viele
verschiedene Proteine synthetisiert werden konnen. Das regulatorischen 3‘UTR-Ende des
Rezeptorgens, das am Ende des Exon 9 startet, Ubernimmt hauptsachlich Aufgaben der
Expression und Stabilitdt der mRNA [153]. In dieser Region sind bereits viele Polymorphismen
bekannt. Ebenso befinden sich die heute am meist untersuchtesten Polymorphismen des
Vitamin-D-Rezeptors Bsml, Apal und Tagl in der Nahe des 3 UTR- Endes [153,154]. Es sind

heute mehr als 470 solcher Polymorphismen im Vitamin-D-Rezeptorgen bekannt [111].

Urspringlich wurde der VDR in Gewebe gefunden, welches maRRgeblich an der Regulation

des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels beteiligt ist, so vor allem in Darm, Niere, Knochen und
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Nebenschilddriise [54]. Heut zu Tage weil3 man, dass der VDR von vielen anderen Zellen
exprimiert wird, wie beispielsweise von solchen des Immunsystems, von kardiovaskularen und
pankreatischen Zellen [164], aber auch von Gewebe der Schilddrise [83]. Die groRRe
Auswirkung von Vitamin D auf zahlreiche verschiedene Gewebe im menschlichen Organismus

wird somit deutlich.

2.1.3 Einzelnukleotid-Polymorphismen im Vitamin-D-Rezeptor

Polymorphismen sind Variationen im menschlichen Genom, die im Gegensatz zu Mutationen
mit einer Allelhaufigkeit von mindestens einem Prozent vorliegen. Bei den meisten
Polymorphismen handelt es sich um Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, engl.: single
nucleotide polymorphism), bei denen es nur zum Austausch eines einzelnen Basenpaares auf
der DNA kommt [20], in zwei Drittel der Falle ein Austausch der Aminobase Cytosin durch
Thymin [121]. Diese SNPs sind fir etwa 90 % aller genetischen Variationen der Menschheit
verantwortlich [20]. Je nach Auswirkung kann man sie in drei verschiedene Klassen einteilen.
Liegt der Polymorphismus auf einem kodierenden Abschnitt der DNA, spricht man von einem
kodierenden SNP. Kommt es durch den Austausch der Aminobase zur Kodierung einer
anderen Aminosaure, spricht man von einem nicht-synonymen SNP. Kodiert das Basentriplet
trotz Austausch der Aminobase die gleiche Aminosaure, spricht man von einem synonymen
SNP. Regulatorische SNPs liegen auf nicht kodierenden Abschnitten der DNA (Introns) und
konnen auf Transkription und somit Genregulation einwirken, wenn sie auf DNA-Abschnitten
liegen, an die Transkriptionsfaktoren binden. Strukturelle SNPs greifen in den Ablauf der RNA-
Prozessierung ein. Kommt es beispielsweise zu einer veranderten Abfolge der Aminosauren
an Splicestellen, werden Introns und Exons nur unvollstdndig voneinander getrennt, wodurch

wiederum unterschiedliche mRNA-Abschnitte entstehen kdnnen [7].

Auf Grund der Tatsache, dass solche genetische Veranderungen die Transkription und somit
die Proteinbiosynthese beeinflussen kénnen, sind Polymorphismen von grof3er medizinischer
Relevanz [20]. Je nachdem welcher Polymorphismus vorliegt, kénnen unterschiedliche
Auswirkungen auf die Transkription, die verstarkt, aber auch abgeschwéacht werden kann,
erfolgen. Das verdnderte Genprodukt kann mit dem Auftreten bestimmter Krankheiten
korrelieren [95,141].

Die DNA besteht aus zwei komplementaren Stréangen, ein Chromosom besitzt somit an jeder
Stelle zwei Basen. Da Chromosomen im menschlichen Genom paarweise vorliegen (2 x 23
Chromosomen), gibt es fir jeden SNP zwei verschiedene Auspragungen, man spricht von
zwei verschiedenen Allelen [27]. Am Beispiel eines am meist untersuchtesten SNPs im VDR,

Fokl (rs2228570), zeigt sich, dass dieser die beiden Allele C und T aufweist, wobei eines der
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Allele oftmals haufiger vorkommt. Durch die Vererbung des mutterlichen und véaterlichen Allels
auf ein Nachkommen entstehen somit drei verschiedene Genotypen: CC (homozygot), CT
(heterozygot) und TT (homozygot). Der am héaufigsten vorkommende Genotyp wird auch als
Wildtyp bezeichnet und kann in verschiedenen Ethnizitaten gravierende Unterschiede
aufweisen [27,104].

Die meisten Polymorphismen im Vitamin-D-Rezeptor sind Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismen, kurz RFLPs (engl.: restriction fragment length polymorphism) [153]. Diese
Polymorphismen weisen unterschiedliche Schnittstellen fur Restriktionsenzyme auf; durch

verlangerte oder verkirzte DNA-Fragmente kénnen unterschiedliche Proteine entstehen.

Um individuelle Unterschiede im Vitamin-D-System und dessen Auswirkung auf andere
Organe verstehen zu kénnen, ist die Analyse von DNA-Variationen essentiell und obwohl man
bereits viele SNPs im VDR-Gen kennt, ist tber ihre Funktion und Auswirkung bisher wenig
bekannt [154]. Die Tatsache, dass viele Polymorphismen im VDR als nicht-synonyme RFLPs
vorliegen, erschwert die Interpretation. Um dennoch Aussagen Uber die Auswirkungen der
SNPs machen zu kdnnen, ist eine strukturelle Analyse des VDR-Gens notwendig. Hierbei
untersucht man zusatzlich benachbarte Gene und deren Polymorphismen, da diese haufig mit
den Polymorphismen des VDR-Gens gemeinsam weitervererbt werden. Man versucht auf
diese Weise, einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen in benachbarten Genen und
den nicht-synonymen SNPs im VDR herzustellen. Dies wird auch als Untersuchung des

Kopplungsungleichgewichts (Linkage Desequilibrium) bezeichnet [79,90,154].

Die Abkirzung rs steht fur reference sequence (Referenzsequenz). Zur ldentifizierung und
Beschreibung wurde fiir jeden einzelnen Polymorphismus eine Nummer vom NCBI (National

Center for Biotechnology Information) festgelegt.

Die Datenlage uber die Auswirkung von SNPs im VDR ist kontrovers und wird derzeit intensiv
untersucht. Die am meist untersuchten SNPs im VDR sind die vier Polymorphismen Apal,
Bsml, Fokl, and Tagl, die nachweislich mit bestimmten Krankheiten wie beispielsweise
Autoimmun- oder Krebserkrankungen assoziiert sind [29,172]. So konnten unter anderem
starke Assoziationen zwischen dem Auftreten von Brustkrebs und dem SNP Bsml und Fokl,
Prostatakrebs und Fokl, sowie dem Auftreten eines malignen Melanoms und Fokl, aufgezeigt
werden [86].

2.1.4 Funktion von Vitamin D im menschlichen Organismus

Vitamin D entfaltet seine Wirkung im menschlichen Organismus auf drei verschiedenen

Wegen: endokrin, parakrin und autokrin.
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Bei der endokrinen Wirkweise gelangt das renal gebildete 1,25(OH).D zun&chst in die
Blutbahn und so zu den Zielzellen. Auf diesem Weg lUbernimmt die aktive Form des Vitamin D
eine wichtige Rolle im Calcium- und Phosphatstoffwechsel. Die Blutspiegel dieser Mineralien
mussen aufrecht und konstant gehalten werden, da sie fiir viele Funktionen wie beispielsweise
Muskelkontraktion, Mineralisation des Knochens, Knochenstabilitét, fur die Blutgerinnung und
die neuromuskulare Erregbarkeit mitverantwortlich sind [35,155]. Hierfir bewirkt Vitamin D
zum einen den Einbau von epithelialen Calciumkanalen (ECaC) und Calcium bindenden
Proteinen (Calbindin) im Dinndarm und erhdht somit die intestinale Calciumresorption von
10% auf bis zu 40%, sowie die intestinale Phosphatresorption von 50% auf 80% [61,160]. Zum
anderen aktiviert 1,25(0OH).D Osteoblasten, die vermehrt RANKL (engl.: receptor activator
nuclear factor kB ligand) exprimieren. RANKL wiederum ist in der Lage, ruhende Osteoklasten
zu aktivieren, die dann die Bereitstellung von Calcium aus dem Knochen bewirken [61,63].
Durch die Aktivierung von Osteoblasten einerseits, aber auch von Osteoklasten andererseits,
ist Vitamin D fir eine gesunde Regulation von Knochenaufbau und Knochenabbau
verantwortlich [35]. Auf3erdem ist Vitamin D in der Lage, die renale Calciumriickresorption zu
foérdern und im Bedarfsfall mehr Calcium fir den menschlichen Organismus bereitzustellen
[173]. Zusatzlich kann es ein weiteres, am Knochenstoffwechsel beteiligtes Hormon, das in
der Nebenschilddrise gebildete Parathormon, regulieren. Uber einen negativen
Feedbackmechanismus ist Vitamin D in der Lage, die Synthese von Parathormon zu hemmen,
und somit regulierend in den Calcium- und Phosphathaushalt einzuwirken [67]. Parathormon
selbst stimuliert die renale Calciumreabsorption, aktiviert Osteoklasten, erhéht somit den
Calciumblutspiegel, foérdert die renale alpha-1-Hydroxylase und regt zur vermehrten

Produktion von aktivem Vitamin D an [51].

Des Weiteren wird zirkulierendes 25(OH)D in aktives 1,25(OH).D durch eine, sich in der
Zielzelle befindende alpha-1-Hydroxylase, enzymatisch umgewandelt. Das auf diese Weise
gebildete aktive Vitamin D kann direkt auf diese Zelle (autokrin) oder auf benachbarte Zellen
(parakrin), wirken. Die Erkenntnis, dass unter anderem Zellen des Immunsystems, der
Prostata, der Brust, des Pankreas sowie Zellen einiger Tumore Uber eine alpha-1-Hydroxylase
verfigen und somit in der Lage sind, eigenstandig 1,25(0OH).D zu produzieren, erklart

magliche Auswirkungen von Vitamin D auf zahlreiche Gewebe [94].

So werden Zellen des Immunsystems moduliert, indem infektiose Erreger die Expression von
Vitamin-D-Rezeptoren und des Enzyms alpha-1-Hydroxylase in Makrophagen und Monozyten
stimulieren. Ausreichende 1,25(OH).D-Spiegel bewirken wiederum die Produktion von
Cathelicidin, welches die Aktivierung des Immunsystems, und somit die Zerstérung des
Erregers, initiiert [67]. Andere Studien konnten weitere Auswirkungen des Vitamin D aufzeigen,

so0 zum Beispiel einen antiproliferativen, sowie proapoptotischen Effekt in diversen Krebszellen
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wie etwa Brustkrebs [22]. Dabei ist 1,25(OH).D in der Lage, die Aktivitat des antiapoptotischen
Gens Bcl-2 zu mindern [11], sowie die des proapoptotischen Gens Bax zu steigern [32].
Antineoplastische Effekte des Vitamin D konnten aber auch in weiteren malignen Zellen, unter
anderem von Prostata [45,144], Kolon [127,152], oder in leukdmischen Zellen [128,148]
nachgewiesen werden. Eine antiangiogenetische Wirkung des Vitamin D in tumortsem
Gewebe verstarkt die antikanzerogene Wirkung [13]. Eine verbesserte Zelldifferenzierung wird
durch Reduktion des c-myc-Onkogens erreicht [87,135]. AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass Vitamin D einen positiven Effekt auf die Funktion von Endothelzellen und Zellen der
glatten Muskulatur hat [13], eine direkte Hemmung der Reninsynthese auf Grund dem
Vorhandensein Vitamin-D-responsiver Elemente im Renin-Gen bewirken kann [96,98,171],
und somit in der Regulation des Blutdrucks eine Rolle spielt. Auch die Ausschiittung von Insulin
durch Stimulation der R-Zellen des Pankreas wird beeinflusst [13,93,124].

Die Erkenntnis, dass Vitamin D nicht nur im Calcium-Phosphathaushalt-Haushalt, sondern
auch in vielen weiteren Prozessen des menschlichen Organismus involviert ist, stellt die
Grundlage fur derzeitige intensive Forschungen in diesem Bereich dar. Folgendes Schaubild
fasst nochmals Ubersichtlich die einzelnen Schritte der Vitamin-D-Synthese, die Bindung von
1,25(0OH);D an den Vitamin-D-Rezeptor, sowie die endokrinen, autokrinen und parakrinen

Wirkweisen des Vitamin D zusammen.
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Abbildung 1: Vitamin D: Update 2013 — from rickets prophylaxis to general preventive helthcare [51]

Darstellung der Vitamin-D-Synthese, der Bindung von 1,25(0OH).D an den Vitamin-D-Rezeptor sowie
der endokrinen, autokrinen und parakrinen Wirkweisen im menschlichen Organismus.

2.2 Vitamin-D-Mangel
2.2.1 Definition

Ein Grof3teil der Menschheit leidet an einem Vitamin-D-Mangel. Dessen Assoziation zur
Entstehung zahlreicher Erkrankungen fiihrt zu der Erkenntnis, dass ein solcher Mangel von
groRer Bedeutung ist und nicht unterschéatzt werden sollte [67]. Dabei stellt 25(OH)D die
Hauptform des zirkulierenden Vitamin D dar und liegt mit 1000-fach hoéherer Dosierung als
1,25(0OH).D im Blut vor. 25-Dihydroxycholecalciferol hat eine wesentlich langere Halbwertszeit
(2-3 Wochen) im Gegensatz zu ihrer biologisch aktiven Form (4 Stunden) und wird weniger

durch die regulatorischen Mechanismen von Parathormon, Calcium und Phosphat beeinflusst
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[61][60][60][60][60][35,50,61]. 1,25-Dihydroxyvitamin-D kann sogar auf Grund eines
sekundaren Hyperparathyreoidismus im Rahmen eines Vitamin-D-Mangels erhoht sein. Auf
Grund dessen eignet sich 25(0OH)D besser als 1,25(0H).D zur Messung und Interpretation
des Vitamin-D-Blutspiegels [10,65]. 25-Hydroxyvitamin-D reprasentiert hierbei sowohl das
durch die Haut synthetisierte, als auch durch die Nahrung aufgenommene Vitamin D [59,60].

Ein Vitamin-D-Mangel ist letztlich nicht einheitlich definiert. Zahlreiche Studien zeigten
allerdings einen inversen Zusammenhang zwischen 25(OH)D- und Parathormonspiegel im
Blut. Die Erkenntnis, dass bei steigenden Vitamin-D-Werten ein Abfall des
Parathormonspiegels resultiert, und dieser bei 25(OH)D-Werten von etwa 30 ng/ml stagniert,
ein Plateau bildet und nicht mehr weiter absinkt, liel3 die Vermutung zu, dass es sich in diesem
Bereich um physiologische Vitamin-D-Werte handelt [64,151]. Weitere Studien zeigten, dass
ein 25(OH)D-Spiegel von mindestens 30 ng/ml notwendig ist, um das Risiko fir
Knochenstoffwechsel bedingte Erkrankungen zu minimieren [65,67]. Es folgte die Einstufung
eines 25(OH)D-Serumspiegels von mehr als 30 ng/ml als suffizient. Andere Studien zeigten
eine weiterhin erhéhte Inzidenz fir die Vitamin-D-Mangel assoziierte Erkrankung
Osteomalazie bei Probanden mit 25(OH)D-Werten von 21-29 ng/ml, sodass in diesem
Wertebereich von einem insuffizienten Vitamin-D-Status ausgegangen werden darf [55,131].
Ein Vitamin-D-Mangel wurde demnach definiert als ein 25(0OH)D-Serumspiegel von weniger

als 20 ng/ml [65]. Folgende Tabelle 1 stellt dies tGibersichtlich dar.

Tabelle 1: Definitinon von Vitamin-D-Mangel, -Insuffizienz sowie -Suffizienz an Hand der 25(OH)D-Konzentration

25(OH)D-Status (ng/ml)

Vitamin-D-Mangel <20
Vitamin-D-Insuffizienz 21- 29
Vitamin-D-Suffizienz =30

Angesichts der groRen Bedeutung eines Vitamin-D-Mangels wird deshalb empfohlen, den
25(OH)D-Status bei Risikopatienten zu erheben [65]. Dazu gehéren unter anderem
Schwangere, tbergewichtige Kinder (BMI >30), Menschen in hohem Alter oder Patienten mit
Verdacht auf Vitamin-D-Mangel assoziierte Erkrankungen wie beispielsweise Rachitis oder
Osteomalazie. Ausdriicklich nicht empfohlen ist ein generelles Screening aller Patienten.
Derzeit gibt es keine Beweise dafiir, dass durch eine grundsatzliche Erhebung des 25(OH)D-

Status ein medizinischer und gesundheitlicher Vorteil erzielt werden kann [65].
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2.2.2 Ursachen eines Vitamin-D-Mangels

Zahlreiche Ursachen, die zu einem Vitamin-D-Mangel fihren kdnnen, sind bekannt. Dabei
stellt mangelnde Sonnenlichtexposition den Hauptgrund fiir einen verminderten 25(OH)D-
Serumspiegel dar, fur viele Menschen weltweit ist Sonnenlicht die wichtigste Quelle fur Vitamin
D [66,102,161]. Unsere Haut ist in der Lage, 7-Dehydrocholesterol, die direkte Vorstufe des
Vitamin D, in das Pravitamin D; umzuwandeln [61]. Dazu absorbiert 7-Dehydrocholesterol
UVB-Licht, die Bindestelle zwischen Carbon-9 und Carbon-10 wird gebrochen [60,68]. Wie viel
Sonnenlicht dem menschlichen Organismus zur Verfligung steht ist aber nicht nur abhangig
von der Dauer der Sonnenlichtexposition, auch weitere Faktoren wie Hauttyp und Aufenthalt
in hohen Breiten zeigen Auswirkungen auf den 25(0OH)D-Status. Demnach ist die Zeitspanne,
die man sich fir eine ausreichende Produktion in der Sonne aufhalten sollte, fir dunkelhautige
Personen langer als fur solche hellen Hauttyps. Menschen mit Hauttyp VI, verglichen mit
Hauttyp Il, bendtigen etwa 5- bis 10-fach langer zur Herstellung suffizienter 25(OH)D-Spiegel.
Ausschlaggebend hierfur ist der erhohte Gehalt an Melanin in der Haut Dunkelfarbiger,
welches UVB-Strahlung absorbiert [25]. Ahnlich wie Melanin wirken sonnenprotektive
Hautcremes, deren richtige Applikation (2 mg/ cm?) die Absorption der UVB-Strahlung und
somit auch die Vitamin-D-Produktion um 97,5 % reduziert. Kleidung und Glas absorbiert UVB-
Strahlung vollstandig. Ein tGberwiegender Aufenthalt im Innern von Gebauden kann durch
fehlende  Sonneneinstrahlung mafigeblich zu einem Vitaminmangel beitragen
[46,109,110,161]. Die Menge an UVB-Strahlung, die auf der Erde ankommt, und somit dem
Menschen potentiell zur Verfligung steht, ist von weiteren Faktoren wie Abschwachung durch
Luft sowie Absorption durch molekularen Sauerstoff und Ozon, abhéangig. Da Ozon Strahlung
sehr effizient absorbiert und die Wegstrecke, die diese Strahlung durch die Ozonschicht
zurlicklegen muss mit hohen Breiten langer wird, steht Menschen, die in diesen Breiten leben,
weniger Sonnenlicht zur Produktion von Vitamin D zur Verfiigung [16,106,120,139,161]. Diese
Erkenntnisse geben Anlass dazu, dass die UVB-Strahlung im Winter jenseits des 33.
Breitengrades sowie eine Sonnenlichtexposition generell vor 9 Uhr morgens und nach 3 Uhr
mittags nicht ausreicht, um suffiziente 25(OH)D-Serumspiegel zu erreichen [66,120,161,165].
Eine weitere Ursache liegt in der Tatsache, dass nur wenige Nahrungsmittel wie Fisch oder
sonnengetrocknete Pilze Vitamin D beinhalten. Andere Nahrungsmittel wie beispielsweise
Milch sind nicht ausreichend mit Vitamin D versetzt, so dass eine orale Aufnahme erschwert
ist [68]. Des Weiteren kdnnen Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts durch Malabsorption
sowie chronische Leber- und Nierenerkrankungen durch reduzierte Hydroxylierung und somit
reduzierter Bereitstellung biologisch aktiv wirksamer Formen Mangelerscheinungen
hervorrufen [151,170]. Bei alteren Menschen liegt nachweislich weniger 7-Dehydrocholesterol
in der Haut vor. Die Kapazitat, Vitamin D Uber die Haut zu produzieren, ist somit im Vergleich
zu jingeren Menschen um bis zu 75 % reduziert [56]. Bei Ubergewichtigen wird auf Grund der
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fettloslichen Eigenschaft von Vitamin D vermutet, dass dieses in Fettzellen sequestriert wird,
somit im Blut in geringer Dosierung vorliegt und dem menschlichen Organismus nicht
ausreichend zur Verfugung steht [169]. Da auch verschiedene Medikamente wie
beispielsweise Antiepileptika, aber auch die haufig eingesetzten Glukokortikoide, einen
Vitamin-D-Mangel hervorrufen kdénnen, sollte auch bei dieser Patientengruppe auf

ausreichende 25(OH)D-Blutspiegel geachtet werden [177].

Personen, die besonders héufig an einem Vitamin-D-Mangel leiden, sind vor allem
Schwangere, Dunkelhautige, ibergewichtige Kinder und Erwachsene, Altere sowie jene mit

mangelnder Sonnenlichtexposition [65,71,122].

2.2.3 Geographische Situation

Auf Grund der grof3en Bedeutung und der hohen Anzahl an betroffenen Menschen weltweit,
soll an dieser Stelle kurz die geographische Verteilung eines Vitamin-D-Mangels erlautert
werden. Schatzungsweise sind 30 % aller Kinder sowie 60 % aller Erwachsenen weltweit von

einem Vitamin-D-Mangel betroffen [30], Frauen haufiger als Manner [100].

Aus Literaturangaben wird ersichtlich, dass durchschnittlich héhere Werte in Nordamerika als
in Europa, und in Nordeuropa héhere als in Stideuropa, vorherrschen [113]. Wahrend man auf
Grund der Sonneneinstrahlung in héheren Breiten einen starker ausgepragten Vitamin-D-
Mangel erwarten wiirde, kann der durchschnittlich héhere 25(0OH)D-Spiegel in Norwegen und
Schweden durch hohen Verzehr von Vitamin-D-reicher Kost wie Fischélen erklart werden [19].
Studien konnten zeigen, dass innerhalb Europas der Vitamin-D-Mangel am starksten bei
alteren Menschen in slideuropéischen Landern ausgepragt ist [158]. Mitunter die niedrigsten
globalen Serumspiegel wiesen Probanden im Mittleren Osten auf, was mdglicherweise auf
den, den gesamten Korper bedeckenden Kleidungsstil, zuriickzufihren ist [1]. In Nordamerika
ist der Vitamin-D-Mangel verhaltnismaRig weniger ausgepragt. Mit 25(OH)D versetzte
Nahrungsmittel wie beispielsweise Milch werden als Grund fiir hdhere Blutspiegel in den USA
und Kanada verantwortlich gemacht [100]. In Afrika belegen Studien eine starke,
landerabhangige Differenz. Wahrend Lander wie Algerien, Agypten und Athiopien starkere
Méngel aufwiesen, zeigten Menschen in anderen Landern, darunter Gambia, Kongo und
Sudafrika, durchschnittlich ausreichende Vitamin-D-Spiegel [100]. Auch in Australien wurden
starke Mangelzustande ersichtlich. Bis zu 73 % der dort lebenden Bevélkerung wies einen
25(OH)D-Status von weniger als 30 ng/ml auf [30].

Zusammenfassend kann Vitamin-D-Mangel als globales und ubiquitér auftretendes Problem
angesehen werden. Unter anderem tragt dieser Sachverhalt zu derzeitig intensiven

Forschungen bei.
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2.3 Vitamin-D-Mangel assoziierte Erkrankungen

Die weitreichenden Funktionen des Vitamin D nicht nur im Calcium- und Phosphathaushalt
erklaren die Assoziation eines Vitamin-D-Mangels mit zahlreichen anderen Erkrankungen wie
Autoimmun-, kardiovaskularen und infektiosen Erkrankungen sowie der Entstehung einiger
Malignome [160].

Da Vitamin D eine groRe Rolle im Calcium-Phosphat- und somit im Knochenstoffwechsel
zuteilwird, fuhrt ein Vitaminmangel und somit eine fehlende Mineralisation des Knochens zu
einer Erkrankung, die bei Kindern Rachitis, bei Erwachsenen Osteomalazie genannt wird
[155]. Da durch Vitamin-D-Mangel nicht gentigend Calcium und Phosphat resorbiert werden
kann, wird der Calciumblutspiegel durch Demineralisierung des Knochens aufrechterhalten.
Es resultiert eine Erkrankung mit Knochen deformierenden, Langenwachstums mindernden
und Muskel schwéchenden Auswirkungen [59,132], die Gefahr von Knochenbriichen etwa bei
Stlrzen steigt signifikant an [57,63]. Ein Zusammenhang von Vitamin D und dem in der
Nebenschilddriise gebildeten Parathormon ist bekannt. So kann ein Mangel ursachlich fur
einen sekundaren Hyperparathyreoidismus sein. Das vermehrt produzierte Parathormon
aktiviert Osteoklasten und verstarkt somit den Knochenabbau. Dies ist die zugrundeliegende
Pathogenese der Erkrankung Osteoporose [58,62,63], die mit vermehrter Sturzneigung und
somit auch erhohter Gefahr fur Knochenfrakturen einhergeht [8,31,62,77]. Die Erkenntnis
Vitamin-D-modulatorischer Effekte auf Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose
erklart die Beteiligung des Vitamins an der Entstehung diverser maligner Prozesse. So
konnten Zusammenhange zwischen niedrigem 25(OH)D-Serumspiegel und der Inzidenz, aber
auch der Mortalitéat verschiedener Tumore nachgewiesen werden, vorrangig in folgenden
Organen: Blase, Brust, Vulva, Ovarien, Endometrium, Zervix, Rektum, Kolon, Magen und
Osophagus, Lunge, Niere, Pankreas sowie in lymphatischem Gewebe [49]. In einigen Studien
konnte sogar gezeigt werden, dass eine tagliche, adaptierte Supplementation von Calcium und
Vitamin D das relative Krebsrisiko um bis zu 60 Prozent reduzieren kann [92]. Ebenso wird der
Vitamin-D-Insuffizienz eine Rolle in der Entstehung von Hautkrebs zugeschrieben. So ist heute
bekannt, dass es eine Assoziation zwischen dem Vorliegen bestimmter Polymorphismen im
Vitamin-D-Rezeptor-Gen (u.a. Fokl und Bsml) und der Entstehung von Hautkrebs gibt. Dabei
unterscheidet man Maligne Melanome von so genannten Nicht-Melanom-Hautkrebs [44]. In
der Gesamtheit muss allerdings beachtet werden, dass ein Vitamin-D-Mangel ebenfalls mit
anderen, das Krebsrisiko steigernden Faktoren wie beispielsweise Fettleibigkeit korreliert,
sodass ein Mangel unter Umstanden nicht alleine fur die hohere Inzidenz von
Krebserkrankungen verantwortlich gemacht werden kann [107]. Auch konnte ein inverser
Zusammenhang zwischen der 25(OH)D-Konzentration und dem kardiovaskularen Risiko

gezeigt werden. Vitamin-D-Rezeptoren wurden bereits in Zellen des Endothels, der glatten
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Gefalmuskulatur und in Kardiomyozyten detektiert [133]. Studien belegen, dass ein niedriger
Vitamin-D-Spiegel die Wahrscheinlichkeit erhdht, unter peripheren vaskularen- oder
koronaren Herzerkrankungen, an Diabetes Mellitus Typ 2, arterieller Hypertonie und
Hyperlipidamie zu erkranken, sowie einen Myokardinfarkt oder einen Apoplex zu durchleben
[37,48,130,156]. Durch reduzierte Cholesterinaufnahme, reduzierte Zellproliferation in den
Zellen der glatten GefaBmuskulatur und durch verringerte Ausschittung von Zytokinen durch
Lymphozyten, wird dem Vitamin D an dieser Stelle ein protektiver Effekt gegen Atherosklerose
zuteil [51]. Die Mortalitat auf Grund kardiovaskularer Erkrankungen steigt bei Vitamin-D-
Mangel signifikant an [36]. Durch antiinflammatorische und immunregulatorische Effekte
lassen sich Zusammenhéange zu Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise Morbus Crohn,
Diabetes Mellitus Typ I, Multipler Sklerose, oder auch Autoimmunkrankheiten der Schilddriise,
erkennen [4,78]. So konnte gezeigt werden, dass eine Vitamin-D-Supplementation und somit
ein ausreichender 25(OH)D-Status das Risiko, an Diabetes Mellitus Typ | [51] oder
Rheumatoider Arthritis [116] zu erkranken, reduziert werden kann. Bei Patienten mit Multipler
Sklerose konnte durch ausreichende Vitamin-D-Blutspiegel die Anzahl an Rickféallen deutlich
reduziert werden [21]. Durch Auswirkungen auf das Immunsystem ist das Vitamin ebenfalls an
der Regulation und Bekampfung von Infektionskrankheiten wie beispielsweise Tuberkulose
oder Influenza beteiligt [174]. Bei der Entwicklung des Gehirns und des Zentralen
Nervensystems, und somit den kognitiven Fahigkeiten eines Menschen, wird Vitamin D eine
wichtige Rolle beigemessen [146]. So tbernimmt dies wichtige Aufgaben in Neuroprotektion
und Neurotransmission. Vitaminmangelzustande kénnen zu starken neurologischen Defiziten
fuhren [34]. Des Weiteren kann ein Vitamin-D-Mangel an der Entstehung
psychoneurologischer Erkrankungen wie Morbus Parkinson [38,39,149], Demenz [3,101],
oder Alzheimer [88], beteiligt sein. In Studien wiesen 97 % aller an Schizophrenie erkrankten
Patienten einen Vitamin-D-Mangel auf [143,157]. Andere Studien zeigen eine Verbesserung
depressiver Symptomatik unter Vitamin-D-Substitution [76,91]. Es wird deshalb bei allen
Patienten mit degenerativen Hirnerkrankungen empfohlen, den 25(0OH)D-Status zu erheben

und gegebenenfalls eine adaquate Therapie einzuleiten [51].

Obwohl bereits zahlreiche Wirkweisen bekannt sind, werden einige Wirkungen und
Auspragungen von Vitamin D bis heute nicht ausreichend verstanden. Jahrlich neue

wissenschaftliche Erkenntnisse treiben die Forschung in diesem Bereich stetig voran.

2.4 Physiologie der Schilddrise und Einflisse durch Vitamin D

Die Schilddruse ist die grofdte endokrine Drise des Menschen, normwertige Volumina sind bei
Frauen bis zu 18 ml, bei Mannern bis zu 25 ml. Ihre Hauptfunktion liegt in der Synthese,

Speicherung und Freisetzung der Schilddrisenhormone Thyroxin (T4) und Triiodthyronin (T3),
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welche in zahlreichen Zellen und Geweben des menschlichen Organismus ihre Wirkung
entfalten. So Ubernehmen diese Hormone eine bedeutende Rolle in der Entwicklung des
Neugeborenen, indem sie das Auswachsen von Nervengewebe und somit die intellektuelle
Entwicklung fordern. Ebenso stimulieren Schilddriisenhormone das Langenwachstum der
Knochen. Beim Erwachsenen sorgen sie flr eine adaquate Aktivierung des
Energiestoffwechsels durch Stimulation der Proteinsynthese, der Glykolyse sowie der
Lipolyse. Sie sensibilisieren das Herz fir Katecholamine und steigern somit Herzkraft und -
frequenz. Aktivitdt von Niere und Darm werden durch Tz und T, angekurbelt, die
neuromuskulare Erregbarkeit wird gesteigert. Eine weitere Funktion der Schilddriise liegt in
der Produktion von Calcitonin in den parafollikularen Zellen des Organs. Bei hohen
Calciumspiegeln Ubernimmt Calcitonin eine gegenregulatorische Funktion zu Parathormon

und greift somit in den Calcium-Phosphat-Stoffwechsel ein [15].

Das Uber die Nahrung aufgenommene lod wird in seiner lonenform lodid Uber die Blutbahn
zur Schilddriise befordert. Uber einen aktiven Transport an der basolateralen Membran der
Thyreozyten wird lodid mit Hilfe des Natrium-lodid-Cotransporters zunéchst in die Zelle
geschleust. An der apikalen Seite gelangt lodid in das Follikellumen der Zelle und wird dort
durch organspezifische Enzyme zunachst oxidiert, die dadurch entstandenen lod-Atome an
Thyreoglobulin gebunden, iodiert. Es resultieren die iodierten Tyrosinverbindungen Thyroxin
und Triiodthyronin, die wiederum ins Blutsystem gelangen und in der Peripherie ihre
biologischen Funktionen austiben. Die beiden Schilddriisenhormone unterscheiden sich in der
Anzahl der lodatome, wobei T3 hauptsachlich in der Peripherie durch Deiodierung aus T.
synthetisiert wird. Dort liegt T4 in etwa 10-fach hoéherer Konzentration als T3 vor, letzteres

besitzt aber eine 3 bis 8-fach starkere biologische Wirkung [15].

Die Produktion der Schilddriisenhormone unterliegt der Regulation durch den thyreotropen
Regelkreis. Das im Hypothalamus produzierte TRH (engl.: Thyreotropin Releasing Hormone)
fordert die Sekretion von TSH (Thyroidea-stimulierendes Hormon, engl.: Thyroidea Stimulating
Hormone) aus dem Hypophysenvorderlappen, welches wiederum die Aufnahme von lod in die
Zelle und die Freisetzung von Thyroxin und Triiodthyronin férdert. Uber einen so genannten
negativen Ruckkoppelungsmechanismus kénnen Tz und T4 die Expression von TRH und TSH
hemmen. Des Weiteren wird die Ausschiittung von TRH aus dem Hypothalamus durch Leptin
gefordert sowie durch Somatostatin, Noradrenalin, Dopamin und Glukokortikoide gehemmt.
Die Ausschiittung von TSH aus der Hypophyse wird ebenfalls durch Somatostatin gehemmt

[168]. Folgendes Schaubild zeigt nochmals tbersichtlich den thyreotropen Regelkreis.
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Abbildung 2: Hypothalamisch-hypophyséare-glandulére Achse und Regelkreis zur Kontrolle der
Schilddriisenhormonkonzentration [43]

Assoziationen zwischen Vitamin D- und Schilddriisensystem werden auf Grund kontroverser
Datenlage derzeit intensiv diskutiert. Zum Einen liegen wenige Studien vor, die diesen
Zusammenhang analysieren, zum Anderen liefern die existierenden Untersuchungen
unterschiedliche Ergebnisse [123]. Grundlage zur Annahme, dass der Vitamin-D-Stoffwechsel
eine Auswirkung auf das Hormonsystem der Schilddriise haben kénnte, liegt im Nachweis von
Vitamin-D-Rezeptoren sowie des zur Synthese von aktivem Vitamin D bendétigten Enzyms
alpha-1-Hydroxylase in sehr vielen Geweben des menschlichen Organismus, so auch in der
Schilddruse [83,147,159].

Da Vitamin D regulatorische Funktion im angeborenen und adaptiven Immunsystem
Ubernimmt, scheinen Auswirkungen von Vitamin D auf Autoimmunerkrankungen der
Schilddrise mdglich [2,175]. Dieser Aspekt ist auch deshalb von grof3em Interesse, da solche
Erkrankungen sehr haufig sind und in etwa 5 % der Weltpopulation auftreten [23,115]. Durch
Lymphozyteninfiltration  resultieren maligeblich zwei Autoimmunerkrankungen der
Schilddrise. So kommt es beim so genannten Morbus Basedow zu hyperthyreotischen, bei
der Hashimoto-Thyreoiditis zu hypothyreotischen Stoffwechsellagen [5,33]. In einigen Studien
konnte ein Zusammenhang zwischen niedrigen 25(OH)D-Werten und der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen der Schilddriise mit Erhéhung von Schilddriisenautoantikorpern
nachgewiesen werden [47,80]. So zeigten Patienten mit Morbus Basedow oder Hashimoto-
Thyreoiditis durchschnittlich niedrigere Vitamin-D-Blutspiegel auf [144,152], eine Studie von
Bozkurt et.al. sowie eine Weitere mit 56 &gyptischen Kindern zeigten eine negative Korrelation

zwischen Vitamin-D-Spiegel und der Dauer der Erkrankung, der Hohe der Antikorperspiegel
22



im Serum (Thyreoperoxidase-Antikorper, Thyreoglobulin-Antikdrper), dem BMI, sowie dem
Schilddrisenvolumen und dem Schilddriisenparameter TSH. Es liegt die Vermutung nahe,
dass Vitamin D zumindest mitunter eine wichtige Rolle in der Entstehung autoimmuner
Schilddrisenerkrankungen spielt [14,117]. Durch die physiologischen Wirkungen in
Zelldifferenzierung und -proliferation sowie Regulation der Apoptose kann Vitamin D
Auswirkungen auf die Entstehung von tumortsen Erkrankungen haben. Hinsichtlich der
Entstehung von Schilddriisentumoren ist die Datenlage ebenfalls sehr kontrovers. Einige
Studien zeigten bei Probanden mit Schilddrisenkarzinom durchschnittlich niedrigere
25(0OH)D-Werte < 20 ng/ml [136]. Andere Studien zeigten wiederum keine Assoziation
zwischen Vitamin-D-Status und der Entstehung von Schilddriisenkarzinomen [123].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Datenlage tber die Zusammenhénge und
Auswirkungen von Vitamin-D- und Schilddriisensystem uneinheitlich ist. Bisherige Studien
weisen auf einen Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Mangel und der Entstehung von
Autoimmun- sowie Krebserkrankungen der Schilddrise hin. Weitere Studien werden

notwendig sein, um diese Zusammenhange abschliel3end erklaren zu kdnnen.

2.5 Fragestellung der Arbeit

Forschungsergebnisse der letzten Jahre belegen die grof3e Bedeutung des Vitamin-D-
Stoffwechsels fir den menschlichen Organismus. Assoziationen von Vitamin-D-Mangel und
Vitamin-D-Rezeptor-Polymorphismen konnten nicht nur mit Krankheiten mit Bezug zum
Kalzium-Phosphat-Haushalt, wie beispielsweise Rachitis oder Osteomalazie, sondern auch
mit zahlreichen kardio-vaskularen, Autoimmun-, Krebs- und Stoffwechselerkrankungen in
Verbindung gebracht werden. Wenig bekannt ist Uber die Bedeutung des Vitamin-D-
Stoffwechsels fur die Schilddrisenfunktion. Ziel dieser Arbeit ist es, in einer Kohorte
kaukasischer Probanden (LURIC-Studie) die Assoziation zwischen  Einzelnukleotid-
Polymorphismen im Vitamin D-Rezeptor-Gen und/oder dem Vitamin D-Status (gemessen als
25(0OH)D-Konzentration im Serum) und Verédnderungen in den Konzentrationen der

Schilddrisenparameter TSH, T3 und T4 im  Serum zu untersuchen.
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3 Material und Methoden
3.1 LURIC-Studie

Diese Arbeit basiert auf Daten der sogenannten LURIC-Studie, welche im Zeitraum von 1997
bis 2002 erhoben wurden. LURIC ist eine englische Abkurzung fir Ludwigshafen Risk and
Cardiovascular Health Study, es handelt sich um eine prospektive Kohortenanlayse, in der
Okologische, biochemische sowie genetische Risikofaktoren fir das Auftreten von
kardiovaskularen Erkrankungen untersucht werden [81,167]. Die Studie zeigt Daten von 3316
kaukasichen Probanden, die im Herzzentrum des Klinikums Ludwigshafen fir eine
Koronarangiographie hospitalisiert waren, wobei Brustschmerz einerseits und nicht-invasive
Tests mit Hinweisen einer Myokardischdmie andererseits, Indikationen zu einer solchen
Untersuchung darstellten. Weitere Einschlusskriterien wie eine deutsche Abstammung, ein
Zustand Klinischer Stabilitdit mit Ausnahme des akuten Koronarsyndroms sowie der
Mdglichkeit  zur  Durchfihrung  koronarangiographischer  Untersuchungen  wurden
bertcksichtigt. Probanden mit begleitender anderer akuter oder chronischer Erkrankung sowie
jene mit malignem Geschehen in den letzten funf Jahren wurden zur Limitierung der
Heterogenitéat aller Personen von der Studie ausgeschlossen [167]. Eine Ethikkommission der
Arztekammer Rheinland-Pfalz hat die LURIC-Studie genehmigt. Eine schriftliche

Einwilligungserklarung aller Probanden liegt vor [81].

Das Vorhandensein einer Koronaren Herzkrankheit wurde mittels koronarangiographischer
Untersuchung festgelegt. Dabei war das Ausmald der Stenosierung ausschlaggebend: in der
LURIC-Studie wurde eine sichtbare Stenose von mehr als 20 Prozent des gesamten
GefalRdurchmessers in mindestens einer von 15 Koronararterien als Kriterium fir das
Vorliegen einer koronaren Herzerkrankung definiert [81]. Personen mit einem

Stenosierungsgrad von weniger als 20 Prozent wurden einer Kontrollgruppe zugeordnet.

Nach einer nachtlichen Nuchternphase wurde den Studienteilnehmern morgens 115 ml
venodses Blut unter Standardbedingungen entnommen. Aus EDTA-antikoaguliertem Blut
wurde durch standardisierte Aussalzungsprozesse (Salting-out-Methode) die DNA zur
Genotypisierung extrahiert. Nach der direkten Bestimmung der Standardlaborparameter
wurde das restliche Blutvolumen fir 15 Minuten bei 4 Grad Celsius und 3800 Umdrehungen
pro Minute zentrifugiert, auf Mikrotitrierplatten aliquotiert (DNA-Konzentration 50 ng/pl), und
bei -80 Grad Celsius fiir weitere Analysen schockgefroren und aufbewahrt [167]. Die 25(OH)D-
Serumwerte wurden mittels eines Radioimmunoassays (DiaSorin Antony, France; Stillwater,
USA) ermittelt. Der Intra- und Interassaykoeffizient variierte zwischen 8,6 % und 9,2%,
wodurch eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet wurde [129]. Die im

Serum bestimmten Werte fiir TSH, T3 und T4 wurden mit Hilfe eines Elektrochemilumineszenz-
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Immunoassays (ECLIA, Roche Mannheim, Germany) erhoben [167]. Die Genotypisierung der
Probanden erfolgte unter Zuhilfenahme des Affymetrix Human SNP Array 6.0 im LURIC-
Studienzentrum in Heidelberg, wobei die Genotyp-Imputationen durch MACH1.0 und HapMap
Il CEU als Referenz galten. Nach der Imputation liegen derzeit 2 543 887 Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) vor [81,97,108].

3.2 Relevante Daten der LURIC-Studie

Die Daten der LURIC-Studie lagen zunachst als Excel-Tabelle vor. Es wurden alle Daten
extrahiert, die fir unsere Untersuchung von Interesse waren. So wurden insgesamt 36
verschiedene Einzelnukleotid-Polymorphismen im Vitamin-D-Rezeptor-Gen von 3316
Probanden untersucht, unter anderem die vier bisher in diesem Gen am meist untersuchtesten
SNPs Apal, Fokl, Tagl und Bsml. Das Vitamin-D-Rezeptor-Gen wurde in der Einleitung bereits
ausfuhrlich beschrieben. Fir jeden Probanden liegen neben Genotyp im jeweiligen SNP auch
Messwerte fur Thyroidea-stimulierendes Hormon (TSH), Triiodthyronin (Ts), Thyroxin (Ta),
sowie Vitamin D (25(0OH)D, 1,25(0OH).D) vor. Probanden, bei denen einer dieser Messwerte

fehlte, wurden von unseren Untersuchungen ausgeschlossen.

Die SNPs sind mit rs-Nummer codiert (z.B. rs2239186). Fir jeden Patienten wurde der
vorliegende Genotyp im Polymorphismus bestimmt und mit den Anfangsbuchstaben der
jeweiligen Nukleoside angegeben. Dabei steht A fir die Aminobase Adenosin, T flr Thymin,
C fur Cytosin und G fur Guanin. So weist beispielsweise im SNP rs2239186 der Proband mit
der ID 1 den Genotypen AA auf, das bedeutet, dieser Proband zeigt an genau dieser Stelle im
SNP auf beiden Allelen die Aminobase Adenosin. Der Proband mit der ID 8 weist dort den
Genotypen GA, der Proband mit der ID 12 den Genotypen GG auf.
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3.3 Statistische Methoden

Zunéchst wurden alle drei mdglichen Genotypen jedes einzelnen Polymorphismus, die in der
Excel-Tabelle mit den Anfangsbuchstaben der Aminobase angegeben waren (A, T,G,C), durch
Ziffern (0,1,2) kodiert, um Berechnungen mit dem Statistikprogramm SPSS zu ermdglichen.
Die Analysen wurden mit der Version SPSS 25, IBM Co., Armonk, NY (USA) angefertigt.

3.3.1 Assoziation von Einzel-Nukleotid-Polymorphismen im VDR-Gen und
Schilddrisenparameter TSH, T3, Ta

Im ersten Schritt errechneten wir fir alle drei moglichen Genotypen (zum Beispiel AA, GA,
GG) der 36 SNPs Mittelwert, Median und Standardabweichung der TSH-, Ts- und Ta-
Serumwerte sowie die Anzahl der Probanden n. Beispiele zeigen die folgenden Tabellen.

Tabelle 2: Beispiel fuir die Bestimmung des Mittelwertes (MW), Medians (M), Standardabweichung (SD) im TSH-
Wert fur die Genotypen eines Polymorphismus, n beschreibt die Anzahl der Probanden pro Genotyp.

TSH (mU/l)
rs2239186 n MW M SD
AA 1882 1,63 1,21 3,14
GG 132 1,73 1,29 1,41
GA 1005 1,92 1,28 5,96
Insgesamt 3019 1,73 1,24 4,25

Die Abweichung der an dieser Stelle inkludierten Probanden (n= 3019) im Vergleich zu allen
Studienteilnehmern (n= 3316) kommt durch fehlende Genotypisierung oder fehlende
Messwerte fur TSH zustande. Ebenso verhalt es sich in den folgenden Tabellen mit

Messparameter Tz und Ta.
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Tabelle 3: Beispiel fiir die Bestimmung des Mittelwertes (MW), Medians (M), Standardabweichung (SD) im Ts-
Wert flir die Genotypen eines Polymorphismus, n beschreibt die Anzahl der Probanden pro Genotyp.

T3 (pmolll)
rs2239186 n MW M SD
AA 1646 4,84 4,80 3,897
GG 117 4,64 4,50 0,89
GA 861 4,88 4,70 1,81
Insgesamt 2624 4,84 4,80 1,396

Tabelle 4: Beispiel fur die Bestimmung des Mittelwertes (MW), Medians (M), Standardabweichung (SD) im Ta-
Wert fur die Genotypen eines Polymorphismus, n beschreibt die Anzahl der Probanden pro Genotyp.

T4 (pmol/l)
rs2239186 n MW M SD
AA 1646 17,61 17,30 3,40
GG 117 17,31 16,70 3,32
GA 860 17,47 17,00 3,71
Insgesamt 2623 17,55 17,20 3,81

Test auf Normalverteilung

Im Anschluss fihrten wir einen Kolmogorov-Smirnov-Test durch, um die
Schilddrisenparameter TSH, Tz und T4 im jeweiligen Genotyp eines Polymorphismus auf
Normalverteilung zu untersuchen. Die Nullhypothese lautete: ,Die Werte der
Schilddrisenparameter liegen im Genotyp des Polymorphismus normalverteilt vor®. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Kruskal-Wallis-Test/ ANOVA-Test

Zur Untersuchung, inwiefern Genotypen im Einzelnukleotid-Polymorphismus Assoziationen zu
Schilddrisenparametern TSH, Ts oder T4 zeigen, schlossen wir weitere statistische Tests an.
Zeigten sich Schilddrisenwerte fir verschiedene Genotypen normalverteilt, wendeten wir
einen ANOVA-Test (Analysis of Variance) an. Diese einfaktorielle Varianzanalyse vergleicht

Mittelwerte und ist somit ein geeignetes Testverfahren bei normalverteilten Datensatzen.
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Waren die Schilddriisenparameter nicht normalverteilt, schlossen wir einen Kruskal-Wallis-
Test an. Die Nullhypothese bei beiden Testverfahren lautete: ,Beim Vergleich der Genotypen
eines Einzelnukleotid-Polymorphismus besteht kein signifikanter Unterschied in der H6he des
Schilddrisenparameters TSH, Ts oder T, Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05

festgesetzt.

T-Test / Mann-Whitney-U-Test

Um zu untersuchen, zwischen welchen Genotypen ein signifikanter Unterschied in der Héhe
des Schilddrisenparameters besteht, unterzogen wir jene Polymorphismen, die in vorigen
Untersuchungen ein signifikantes Ergebnis zeigten, weiteren Tests flr paarweise Vergleiche.
Bei normalverteilter Datenlage der Schilddriisenwerte wurde an dieser Stelle ein t-Test, bei
nicht normalverteilter Datenlage ein Mann-Whitney-U-Test angefligt. Das Signifikanzniveau

wurde auf p < 0,05 festgelegt.

3.3.2 Assozation von Vitamin-D-Status und Schilddriisenparametern TSH, T3, T4

Um Assoziationen von Vitamin-D-Status und Schilddrisenparametern untersuchen zu
kénnen, wurden die Werte fur 25(0OH)D zunachst in drei Gruppen eingeteilt. Die Bereiche
wurden an Hand der Definition von Vitamin-D-Mangel (25(OH)D < 20 ng/ml), - Insuffizienz
(25(0OH)D 20 — 30 ng/ml) sowie suffizientem Vitamin-D-Spiegel (25(OH)D > 30 ng/ml) gewéhlt.
In den drei Gruppen wurden zunachst Mittelwert, Median und Standardabweichung fir die

Schilddrisenparameter TSH, Tz und T4 bestimmt.

Test auf Normalverteilung und Kruskal-Wallis-Test

Da die Schilddrisenparameter in den erstellten Gruppen nicht normalverteilt vorlagen,
schlossen wir einen Kruskal-Wallis-Test an, um signifikante Assoziationen von Vitamin-D-
Status und Schilddriisenparameter zu detektieren. Die Nullhypothese lautete: ,In den drei,
nach Vitamin-D-Status eingeteilten Gruppen gibt es keine signifikanten Unterschiede in der

Hohe der Schilddrisenparameter®. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.

Mann-Whitney-U-Test

Zeigte sich in voran gegangenem Test ein signifikantes Ergebnis, wurde mittels Mann-
Whitney-U-Test flr paarweise Vergleiche untersucht, zwischen welchen der drei Gruppen ein

signifikanter Unterschied besteht. Die Nullhypothese lautete auch hier: ,Es besteht kein
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signifikanter Unterschied in der Verteilung der Schilddrisenparameter je nach Vitamin-D-

Status®. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde angenommen.

3.3.3 Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen und
Schilddrisenparametern TSH, Ts, T4: Subgruppenanalyse in Abhangigkeit des
25(0OH)D-Status

In diesem Schritt suchten wir in Subgruppenanalysen nach Hinweisen fur mogliche
gleichgerichtete Effekte von VDR-SNPs und Vitamin-D-Status auf die Schilddriisenfunktion.
Wenn die Annahme zutrifft, dass der Vitamin-D-Stoffwechsel Schilddriisenwerte beeinflusst,
dann sollten VDR-SNPs, die negative Effekte auf Schilddrisenparameter zeigen,
gleichgerichtete Wirkungen auf diese Schilddrisenparameter ausiiben wie ein unzureichender
Vitamin-D-Status.

In die Untersuchung wurden jene Polymorphismen einbezogen, die zuvor eine signifikante
Assoziation zu den Schilddrisenparametern TSH, Ts oder T4 zeigten. Es handelt sich dabei
um rs3819545, der eine Assoziation zum Parameter TSH zeigte, sowie um rs2239186 mit
Assoziation zu TSH sowie T3. Untersucht wurde, ob die genannten Assoziationen unter
Beachtung des Vitamin-D-Status, gemessen als 25-Hydroxyvitamin-D, bestehen bleiben,

verstarkt oder abgeschwacht werden.

Inkludiert wurden jene Probanden, bei denen Daten zu Genotyp im jeweiligen

Polymorphismus, 25(0OH)D-Status sowie Schilddriisenparameter vorlagen.

Alle Probanden wurden an Hand der 25(OH)D-Konzentration in Gruppen eingeteilt.
Unterschieden wurden Probandengruppen mit Vitamin-D-Mangel (25(OH)D < 20 ng/ml
respektive < 10 ng/ml) und hdéheren Vitamin-D-Spiegeln (25(OH)D > 20 ng/ml respektive > 10
ng/ml).

Test auf Normalverteilung

Mit Hilfe eines Kolmogorov-Smirnov-Tests wurden die Schilddriisenparameter in den erstellten
Gruppen auf Normalverteilung untersucht. Die Nullhypothese lautete: ,Die Werte der
Schilddrisenparameter sind normalverteilt®. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde

gewabhilt.
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T-Test / Mann-Whitney-U-Test

Es erfolgte die weitere Untersuchung mittels Tests flr paarweise Vergleiche. Bei
normalverteilter Datenlage der Schilddriisenserumwerte wurde an dieser Stelle ein t-Test, bei
nicht normalverteilter Datenlage ein Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung eines
signifikanten Unterschiedes in der Hohe der Schilddriisenparameter in den erstellten Gruppen,

angefugt. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

3.3.4 Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen und Vitamin-D-Status

Zur Untersuchung von Assoziationen zwischen Vorliegen eines bestimmten Genotyps im VDR
und Vitamin-D-Status wurde zunachst wieder fur jeden Genotypen der 36 SNPs Mittelwert,
Median und Standardabweichung der 25(OH)D- sowie der 1,25(OH),D-Werte berechnet.

Tabelle 5: Beispiel fur die Bestimmung des Mittelwertes (MW), Medians (M), Standardabweichung (SD) im
25(OH)D-Wert fiir die Genotypen eines Polymorphismus, n beschreibt die Anzahl der Probanden pro Genotyp

25(0OH)D (ng/ml)

rs2239186 n MW M SD
AA 1906 17,13 15,30 10,01
GG 131 17,62 15,90 9,22
GA 1009 17,77 16,40 10,31

Insgesamt 3046 17,32 15,50 9,77

Tabelle 6: Beispiel fur die Bestimmung des Mittelwertes (MW), Medians (M), Standardabweichung (SD) im
1,25(0OH)2-D-Wert fiir die Genotypen eines Polymorphismus, n beschreibt die Anzahl der Probanden pro Genotyp

1,25(OH),D (ng/l)

rs2239186 n MW M SD
AA 1911 34,71 33,00 14,17
GG 133 35,58 32,80 15,35
GA 1016 35,22 33,25 13,70

Insgesamt 3060 34,92 33,10 14,07
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Test auf Normalverteilung

Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde wiederum untersucht, ob im jeweiligen
Genotyp die Werte fur 25(0OH)D und 1,25(0OH).D normalverteilt vorliegen. Die Nullhypothese
lautete: ,Die Vitamin-D-Werte sind normalverteilt“. Das Signifikanzniveau wurde auch hier auf

p < 0,05 festgelegt.

Kruskal-Wallis-Test

Bei nicht normalverteilter Datenlage schlossen wir zur Untersuchung mdglicher Assoziationen
von Einzelnukleotid-Polymorphismen und Vitamin-D-Status einen Kruskal-Wallis-Test an. Die
Nullhypothese lautete: ,Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der Héhe des Vitamin-D-

Spiegels je nach vorliegendem Genotyp.“ Das Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde gewabhit.

Mann-Whitney-U-Test

Die im Kruskal-Wallis-Test fiir signifikant empfundenen SNPs wurden einem weiteren
Testverfahren unterzogen. Wir schlossen einen Mann-Whitney-U-Test an. Die Nullhypothese
lautete: ,Beim Vergleich zweier Genotypen gibt es keinen Unterschied in der Hohe des Vitamin

D- Spiegels®. Auch hier lag das Signifikanzniveau bei p < 0,05.

3.3.5 Multiples Testen nach Bonferroni

Signifikante Ergebnisse wurden weiteren Untersuchungen fir Multiples Testen unterzogen.
Durch zahlreiche Analysen in derselben Stichprobe wird die Alpha-Fehler-Wahrscheinlichkeit,
auch Fehler 1. Art genannt, stark erhdht und somit die Nullhypothese félschlicherweise
abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen. Das multiple Testen nach Bonferroni
ermdglicht durch Errechnen eines adjustierten Signifikanzniveaus den Fehler 1. Art zu
neutralisieren. Dabei wird das urspriinglich festgelegte Signifikanzniveau (p = 0,05) durch die

Anzahl aller, mit dem Datensatz durchgefiihrten Tests (k), dividiert. [9].

p*=p/k

Dabei steht p* fir den adjustierten p-Wert, der das neue Signifikanzniveau anzeigt. Ist der p-
Wert des fir initial fir signifikant empfundenen Ergebnisses groRer als das adjustierte
Signifikanzniveau, gilt dieses Ergebnis fir statistisch nicht mehr signifikant und die
Nullhypothese wird wiederum angenommen. k beschreibt die Anzahl aller durchgefihrten

Tests, p das in vorigen Tests errechnete signifikante Ergebnis [140].
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4 Ergebnisse
In dieser Arbeit wurde am Kollektiv der LURIC-Studie (n=3316, 30,3 % weibliche und 69,7 %

mannliche Probanden) gepruft, ob bestimmte Einzelnukleotid-Polymorphismen im Vitamin-D-
Rezeptor-Gen (n=36) oder der Vitamin-D-Status mit den Schilddriisenparametern TSH, Ts
oder T4 assoziiert sind. Im Anschluss suchten wir in Subgruppenanalysen nach Hinweisen flr
mdogliche gleichgerichtete Effekte von VDR-SNPs und Vitamin-D-Status auf diese Parameter

der Schilddriisenfunktion.

Da der Vitamin-D-Rezeptor in seinen Zielzellen Uber die Stimulation der Expression des
mitochondrialen Enzyms CYP24A1 (Cytochrom P450, Familie 24, Subfamilie A, Polypeptid 1;
kurz 24-Hydroxylase) den Abbau zahlreicher Vitamin-D-Metabolite, darunter auch 25-
Hydroxyvitamin-D und 1,25-Dihydroxyvitamin-D reguliert, testeten wir das LURIC-Kollektiv
auch auf eine mdgliche Assoziation von VDR-SNPs und Vitamin-D-Status. Einen Uberblick

Uber Mittelwerte und Mediane der untersuchten Blutwerte im LURIC-Kollektiv zeigt Tabelle 7.

Tabelle 7: Kollektiv der LURIC-Studie: Mittelwert (MW) und Median (M) von Vitamin-D-Status und Parametern der
Schilddriisenfunktion. Berucksichtigt wurden Probanden (n), bei denen zu den jeweiligen Blutwerten auch
Angaben zu VDR-Genotypen vorlagen.

TSH MUY  fTs(mol)  fTapmolay  22(OHID  1,25(0H).D

(ng/ml) (ng/l)
n 3271 2857 2856 3046 3060
MW 1,73 4,85 17,55 17,32 34,92
M 1,24 4,80 17,20 15,50 33,10

Tabelle 8 zeigt die Verteilung (absolute und relative Haufigkeiten) der verschiedenen

Genotypen der untersuchten VDR-Polymorphismen (n=36).
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Tabelle 8: Kollektiv der LURIC-Studie: Absolute (n) und relative (%) Haufigkeiten der untersuchten VDR-
Genotypen (n=36)

SNP Absolute (n) und relative (%) Haufigkeiten des Genotyps

n % n % n % n %
Ges. | Ges.
rs11574143 CC 2548 83,2| TC 480 |157|TT |33 1,1 13061 | 100
rs11574129 AA 2964 |1 96,9 | GA |96 3,1 3060 | 100

rs38477987 CC 2442 | 79,8 | CA | 573 | 18,7 | AA |46 15 | 3061 | 100

rs1544410 CC |1086 | 355 |TC | 1465|479 |TT |510 |16,7|3061 | 100

rs2239185 GG | 737 | 241 | AA | 845 |27,6 | GA |1479 |48,3|3061| 100

rs11574085 TA |313 |10,2|TT |2732]89,3|AA |16 0,5 |3061| 100

rs11168268 GG |644 |210 | AA 1963 |315|GA |1454|47,5|3061| 100

rs2238140 GG | 772 | 252 | AA | 792 | 259 | GA | 1497 48,9 | 3061 | 100

rs11574079 CC [305199,7|TC |10 0,3 3061 | 100

rs2248098 AA | 772 1252 |GG | 792 | 259 | GA |1497 48,9 3061 | 100

rs12370156 CC | 787 | 257 |TT | 789 |258|TC |1485|48,5|3061| 100

rs2239182 CT |1541 |503|CC | 727 |238|TT | 793 |259 |3061| 100

rs2107301 GG | 1564 |515|GA | 1219|398 | AA 278 |91 |3061| 100

rs2239181 AA | 2433|795 | CA 592 |193|CC |36 1,2 | 3061 | 100

rs1540339 CC 1205|394 |TC |1415|46,2 | TT |441 |144]13061| 100

rs2239179 TT 11062 | 34,7 | TC |1468 480 |CC |531 |17,3|3061| 100

rs12717991 CC 1196 39,1 | TC |1420 |46/4 | TT 445 |14,5|3061 | 100

rs2189480 GG | 1238 | 40,4 | GT | 1403 | 458 | TT |420 | 13,7 |3061 | 100

rs3819545 AA 11291369 | GA 1440 47,1 | GG | 491 |16,0)|3060| 100

rs3782905 GG [1454 | 475|GC 1312|429 |CC |295 |96 |3061| 100

rs2239186 AA 11912 1625 |GG | 133 |43 |GA |1016 | 33,2 | 3061 | 100

rs10735810 GA | 1466 | 479 | GG | 1137 | 37,1 | AA | 458 |15,0| 3061 | 100

rs2408876 CC [441 144 |TT 11138 |37,2|TC |1482|48,4|3061| 100

rs2238136 CC [1615|528|TC 1218|398 |TT |228 |74 |3061| 100

rs1989969 GG [ 1117 | 36,5| AA 455 |14,9 | GA |1489 48,6 3061 | 100

rs2238135 GC |1170 |36,5| GG | 1684 | 550 | CC | 207 |6,8 |3061| 100

rs4760648 CC |964 |315|TC |1534 50,1 |TT |563 |18,4|3061 | 100

rs11168287 GA [1545|50,5|GG | 755 |24,7 | AA | 761 2493061 | 100

rs4334089 GG |1644 | 53,7 | GA 1208 |39,5|AA | 209 |68 |3061| 100

rs3890733 CC |1380 451 |TC |1328 43,7 |TT |343 |11,2|3061| 100

rs10783219 TT 1393 | 128 | AA 1254 | 41,0 | TA | 1414 46,2 | 3061 | 100

rs4516035 TT 11017 | 33,2 | TC |1498 489 | CC | 546 |17,8 | 3061 | 100

rs7139166 CC [1019 | 33,3| GC ]1493 488 |GG |549 1779|3061 100

rs2228570 GG | 1076 | 36,6 | GA | 1424 | 48,4 | AA | 440 |150]2940| 100

rs731236 AA 11070 | 36,4 | GA [1391 473 |GG | 479 |16,3|2940| 100

rs7975232 CC | 706 | 240 | CA |1422 484 | AA 812 | 27,6 2940 | 100
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4.1 Assoziation von VDR-Genotypen und Schilddrisenparametern TSH, T3, T4

Test auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test)

Zunéchst untersuchten wir die Genotypen der 36 SNPs im VDR mit Hilfe des Kolmogorov-
Smirnov-Tests auf Normalverteilung der Schilddriisenparameter TSH, Tz und T4. Es zeigte
sich, dass die Schilddrusenparameter fir alle Genotypen der Polymorphismen nicht

normalverteilt vorlagen. Die Nullhypothese wurde somit abgelehnt.

Kruskal-Wallis-Test

Im Anschluss erfolgte die Prifung, ob im LURIC-Kollektiv bestimmte Einzelnukleotid-
Polymorphismen im Vitamin-D-Rezeptor-Gen (n=36) mit den Schilddrisenparametern TSH,
Ts oder T4 assoziiert sind (Kruskal-Wallis-Test). 2 der 36 VDR-SNPs (rs2239186, rs3819545)
waren mit Unterschieden in der TSH-Serumkonzentration (Median) assoziiert, die das
geforderte Signifikanzniveau (p<0,05) erreichten (Tabelle 9). Ein VDR-SNP (rs2239186) war
mit einem signifikanten Unterschied in der Ts-Serumkonzentration (Median) assoziiert (Tabelle
10). Fur diese Polymorphismen wurde die Nullhypothese ,Es besteht keine Assoziation von
Genotyp und den Schilddrisenparametern TSH und/oder T5" abgelehnt. Bei den tbrigen VDR-
Polymorphismen zeigten sich keine Assoziationen mit den Serumkonzentrationen von TSH
(Median) oder Ts-(Median), die das geforderte Signifikanzniveau (p<0,05) erreichten (Tabellen
9, 10). In diesen Fallen resultierten jeweils p-Werte > 0,05, wodurch das geforderte
Signifikanzniveau nicht erreicht wurde und die Nullhypothese angenommen werden konnte.
Bei der Untersuchung der VDR-Polymorphismen (n=36) zeigten sich keine signifikanten
Assoziationen mit den Serumwerten (Median) fir das Schilddriisenhormon Thyroxin (Ta)
(Tabelle 11).
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Tabelle 9: LURIC-Kollektiv: VDR-Genotypen (n=36) und jeweilige Serumwerte (Median) des
Schilddriisenhormons TSH. Inkludiert wurden alle Probanden, bei denen sowohl Genotyp als auch TSH-Wert

vorlagen (Kruskal- Wallis- Test, Signifikanzniveau p<0,05, signifikante Assoziationen fett gedruckt)

SNP Genotyp + Median TSH (mU/l) p-Wert
rs11574143 CC 1,24 TC 1,20 T 1,23 0,973
rs11574129 AA 1,24 GA 1,21 0,664
rs38477987 CC 1,24 CA 1,21 AA 1,27 0,922
rs1544410 CC 1,26 TC 1,24 TT 1,20 0,778
rs2239185 GG 1,29 AA 1,23 GA 1,22 0,217
rs11574085 TA 1,17 T 1,25 AA 1,11 0,181
rs11168268 GG 1,29 AA 1,23 GA 1,22 0,220
rs2238140 GG 1,29 AA 1,23 GA 1,22 0,391
rs11574079 CC 1,24 TC 1,00 0,585
rs2248098 AA 1,28 GG 1,23 GA 1,22 0,473
rs12370156 CC 1,29 T 1,22 TC 1,22 0,396
rs2239182 CT 1,23 CC 1,22 T 1,27 0,368
rs2107301 GG 1,23 GA 1,27 AA 1,16 0,648
rs2239181 AA 1,24 CA 1,25 CcC 1,11 0,505
rs1540339 CC 1,22 TC 1,26 T 1,21 0,443
rs2239179 T 1,24 TC 1,25 CcC 1,20 0,690
rs12717991 CC 1,22 TC 1,26 T 1,21 0,595
rs2189480 GG 1,22 GT 1,28 T 1,19 0,286
rs3819545 AA 1,21 GA 1,30 GG 1,18 0,033
rs3782905 GG 1,26 GC 1,24 CcC 1,13 0,401
rs2239186 AA 1,21 GG 1,29 GA 1,28 0,045
rs10735810 GA 1,24 GG 1,23 AA 1,24 0,959
rs2408876 CC 1,26 T 1,24 TC 1,23 0,981
rs2238136 CC 1,27 TC 1,21 T 1,17 0,107
rs1989969 GG 1,22 AA 1,27 GA 1,24 0,454
rs2238135 GC 1,22 GG 1,26 CcC 1,13 0,254
rs4760648 CC 1,25 TC 1,23 T 1,23 0,551
rs11168287 GA 1,24 GG 1,22 AA 1,25 0,968
rs4334089 GG 1,23 GA 1,23 AA 1,31 0,446
rs3890733 CC 1,24 TC 1,22 T 1,27 0,368
rs10783219 T 1,21 AA 1,27 TA 1,21 0,584
rs4516035 T 1,24 TC 1,22 CcC 1,27 0,653
rs7139166 CC 1,24 GC 1,22 GG 1,26 0,803
rs2228570 GG 1,20 GA 1,24 AA 1,25 0,706
rs731236 AA 1,24 GA 1,24 GG 1,19 0,559
rs7975232 CC 1,27 CA 1,22 AA 1,21 0,447
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Tabelle 10: 36 VDR-SNPs, Genotypen, Mediane des Schilddrisenparameters Ts. Inkludiert wurden alle
Probanden, bei denen sowohl Genotyp als auch Ts-Wert vorlagen (Kruskal- Wallis- Test, Signifikanzniveau
p<0,05, signifikante Assoziationen fett gedruckt)

SNP Genotyp + Median fTs (pmol/l) p- Wert
rs11574143 CC 4,80 TC 4,80 T 4,45 0,192
rs11574129 AA 4,80 GA 4,90 0,526
rs38477987 CC 4,80 CA 4,80 AA 4,80 0,911
rs1544410 CC 4,70 TC 4,80 TT 4,80 0,971
rs2239185 GG 4,70 AA 4,80 GA 4,80 0,554
rs11574085 TA 4,80 T 4,80 AA 4,50 0,355
rs11168268 GG 4,70 AA 4,80 GA 4,80 0,412
rs2238140 GG 4,70 AA 4,80 GA 4,80 0,731
rs11574079 CC 4,80 TC 5,00 0,608
rs2248098 AA 4,70 GG 4,80 GA 4,80 0,676
rs12370156 CcC 4,70 T 4,80 TC 4,80 0,547
rs2239182 CT 4,80 CC 4,80 TT 4,70 0,829
rs2107301 GG 4,80 GA 4,80 AA 4,70 0,493
rs2239181 AA 4,80 CA 4,70 CC 5,00 0,483
rs1540339 CcC 4,80 TC 4,80 T 4,70 0,424
rs2239179 TT 4,70 TC 4,80 CC 4,80 0,717
rs12717991 CC 4,80 TC 4,70 TT 4,70 0,550
rs2189480 GG 4,80 GT 4,70 TT 4,70 0,350
rs3819545 AA 4,80 GA 4,70 GG 4,70 0,640
rs3782905 GG 4,70 GC 4,80 CcC 4,80 0,206
rs2239186 AA 4,80 GG 4,50 GA 4,70 0,021
rs10735810 GA 4,70 GG 4,80 AA 4,80 0,542
rs2408876 CC 4,70 TT 4,80 TC 4,70 0,326
rs2238136 CcC 4,75 TC 4,80 T 4,80 0,870
rs1989969 GG 4,70 AA 4,80 GA 4,70 0,347
rs2238135 GC 4,80 GG 4,80 CC 4,70 0,877
rs4760648 CC 4,80 TC 4,70 TT 4,80 0,599
rs11168287 GA 4,70 GG 4,80 AA 4,80 0,569
rs4334089 GG 4,75 GA 4,80 AA 4,70 0,676
rs3890733 CC 4,80 TC 4,70 TT 4,80 0,663
rs10783219 TT 4,80 AA 4,80 TA 4,70 0,759
rs4516035 TT 4,80 TC 4,80 CC 4,70 0,828
rs7139166 CC 4,80 GC 4,80 GG 4,70 0,805
rs2228570 GG 4,80 GA 4,70 AA 4,70 0,638
rs731236 AA 4,70 GA 4,80 GG 4,80 0,995
rs7975232 CC 4,70 CA 4,80 AA 4,80 0,615
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Tabelle 11: 36 VDR-SNPs, Genotypen, Mediane des Schilddriisenparameters T4. Inkludiert wurden alle Probanden,
bei denen sowohl Genotyp als auch Ts-Wert vorlagen (Kruskal- Wallis- Test, Signifikanzniveau p<0,05)

SNP Genotyp + Median T4 (pmol/l) p- Wert
rs11574143 CC 17,20 TC 17,05 1T 17,40 0,399
rs11574129 AA 17,10 GA 17,40 0,534
rs38477987 CC 17,20 CA 17,10 AA 16,75 0,320
rs1544410 CC 17,10 TC 17,20 T 17,20 0,746
rs2239185 GG 17,10 AA 17,20 GA 17,10 0,088
rs11574085 TA 17,45 TT 17,10 AA 16,90 0,629
rs11168268 GG 17,00 AA 17,10 GA 17,20 0,214
rs2238140 GG 17,00 AA 17,10 GA 17,20 0,367
rs11574079 CC 17,15 TC 17,70 0,707
rs2248098 AA 17,00 GG 17,10 GA 17,20 0,357
rs12370156 CC 17,00 TT 17,15 TC 17,20 0,432
rs2239182 CT 17,10 CC 17,30 1T 17,20 0,890
rs2107301 GG 17,20 GA 16,90 AA 17,60 0,072
rs2239181 AA 17,20 CA 17,20 CC 16,90 0,561
rs1540339 CC 17,20 TC 17,10 1T 17,30 0,990
rs2239179 TT 17,10 TC 17,10 CC 17,30 0,637
rs12717991 CC 17,20 TC 17,30 1T 17,10 0,984
rs2189480 GG 17,30 GT 17,20 1T 16,80 0,203
rs3819545 AA 17,20 GA 17,20 GG 17,10 0,700
rs3782905 GG 17,10 GC 17,20 CC 17,50 0,866
rs2239186 AA 17,30 GG 16,70 GA 17,00 0,394
rs10735810 GA 17,30 GG 16,90 AA 17,00 0,107
rs2408876 CC 17,20 T 17,20 TC 17,10 0,903
rs2238136 CC 17,10 TC 17,10 1T 17,60 0,306
rs1989969 GG 17,10 AA 17,40 GA 17,10 0,155
rs2238135 GC 17,05 GG 17,20 CC 17,40 0,460
rs4760648 CC 17,20 TC 17,10 T 17,15 0,604
rs11168287 GA 17,10 GG 17,00 AA 17,30 0,416
rs4334089 GG 17,20 GA 17,00 AA 17,15 0,142
rs3890733 CC 17,00 TC 17,20 T 17,50 0,055
rs10783219 TT 17,20 AA 17,30 TA 17,00 0,308
rs4516035 1T 16,90 TC 17,20 CcC 17,40 0,082
rs7139166 CC 16,95 GC 17,20 GG 17,40 0,121
rs2228570 GG 16,90 GA 17,20 AA 17,00 0,125
rs731236 AA 17,10 GA 17,20 GG 17,20 0,743
rs7975232 CC 17,10 CA 17,20 AA 17,10 0,178
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Identifizierung der mit TSH- und T3 -Serumkonzentrationen assoziierten VDR-Genotypen
(Mann-Whitney-U-Test)

Im nachsten Schritt untersuchten wir mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests, welche Genotypen
der VDR-SNPs rs22239186 und rs3819545 fiir die zuvor im Kruskal-Wallis-Test festgestellten
signifikanten Assoziationen dieser SNPs mit den Serumkonzentrationen fir TSH und T3

verantwortlich waren.

Im von uns untersuchten LURIC-Kollektiv war der Genotyp AA des VDR-SNP rs2239186 mit
signifikant niedrigeren TSH-Serumkonzentrationen (Median: 1,21 mU/l, p=0,039 (vs GG,
Median: 1,29 mU/l)) assoziiert (Tabelle 12). Des Weiteren waren Genotypen dieses SNPs mit
Unterschieden in der Ts-Serumkonzentration assoziiert (Tabelle 13). Genotyp GG zeigte
signifikant niedrigere Ts-Serumkonzentrationen (Median 4,50 pmol/l, p= 0,006 (vs AA,
Median= 4,80 pmol/l), p=0,021 (vs GA, Median= 4,70 pmol/l)). Der Genotyp AA des VDR-SNP
rs3819545 war mit signifikant niedrigeren TSH-Werten (Median: 1,21 mU/l, p= 0,011 (vs GA,
Median: 1,30 mU/l)) (Tabelle 12) assoziiert. Die nachfolgenden Tabellen (Tabellen 12-13) und
Abbildungen (Abb. 3-5) fassen Assoziationen, bei denen das geforderte Signifikanzniveau

erreicht wurde, nochmals anschaulich zusammen.

Tabelle 12: signifikante Assoziation von VDR-Genotypen (n: Anzahl der Probanden) und Schilddriisenparameter
TSH

SNP Genotyp | Konzentration A1 A2 p- Normwerte M TsH
TSH TSH | TSH | Wert | TSH (mU/l) | Gesamt-
(Median, mu/l) | (mUu/l) | (mu/) kollektiv
rs2239186 AA 1,21 - 0,03
(n=1882)
GG 1,29 008 | 1005|9039 027.42 | 124
(n=132) mu/I
rs3819545 AA 1,21 - 0,03
(n=1116)
GA 1,30 0.09 1 40,06 | 0011
(n=1415)

A1 TSH: Differenz der Mediane (TSH) der signifikanten Genotypen

A2 TSH: Differenz des Medians in Bezug auf den Median des Gesamtkollektivs (1,24 mU/l). Das
Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.
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Abbildung 3: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation von TSH-Serumkonzentration und Genotyp AA und
GG des VDR-SNPs 2239186. Genotyp AA des SNPs ist mit signifikant niedrigen TSH-Serumwerten assoziiert.
Waagerechte Linie: Median TSH der Gesamtkohorte (1,24 mU/l). Nicht dargestellt sind Ausrei3er nach oben, die

in die Analyse eingeschlossen wurden.
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Abbildung 4: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation von TSH-Serumkonzentration und Genotyp AA und
GA des VDR-SNPs rs3819545. Genotyp AA des SNPs ist mit signifikant niedrigen TSH-Serumwerten assoziiert.
Waagerechte Linie: Median TSH der Gesamtkohorte (1,24 mU/l). Nicht dargestellt sind Ausrei3er nach oben, die
in die Analyse eingeschlossen wurden.

Tabelle 13: signifikante Assoziation von Genotyp (n: Anzahl der Probanden) und Schilddriisenparameter T3

SNP Genotyp Konz. | A1Ts A2 T3 p- Normwerte M 3
Median | (pmol/l) | (pmol/l) | Wert | T3 (pmol/l) | Gesamt-
T3 kollektiv
(pmolf)
rs2239186 | GG (n=117) 4,50 -0,3
AA (n=1646) 4,80 03 +0 0,006 34-7,2 4,80
rs2239186 | GG (n=117) 4,50 -0,3
GA(n=861) | 470 | 92 | _o1 | 0021

A1 Ts.: Differenz der Mediane (Ts) der signifikanten Genotypen

A2 Ts.: Differenz des Medians in Bezug auf den Median des Gesamtkollektivs (4,80 pmol/l). Das
Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.
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Abbildung 5: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation der T3-Serumkonzentration mit den Genotypen AA,
GG und GA des VDR-SNPs 2239186. Genotyp GG ist mit niedrigeren Ts-Werten assoziiert im Vergleich zu
Genotypen AA und GA. Waagerechte Linie: Median Ts der Gesamtkohorte (4,80 pmol/l). Nicht alle Ausrei3er nach
oben und unten, die in die Untersuchung eingeschlossen wurden, sind dargestellt.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass Probanden mit Genotyp AA im VDR-SNP
rs2239186 ein im Schnitt 0,03 mU/l niedrigeres TSH, jene mit dem Genotypen GG ein
durchschnittlich 0,05 muU/l héheres TSH im Vergleich zum Gesamtdurchschnitt aller
Studienteilnehmer (Median rsh: 1,24 mU/l) aufweisen. Analog zeigen Probanden mit dem
Genotyp AA im SNP rs3819545 im Vergleich zum Durchschnitt der Gesamtkohorte ein 0,03
mU/I niedrigeres und solche mit dem Genotyp GA ein 0,06 mU/l h6heres TSH auf.

Im Polymorphismus rs2239186 des VDR lasst sich erkennen, dass Probanden mit Genotyp
GG ein 0,3 pmol/l niedrigeres, jene mit Genotyp GA ein 0,1 pmol/l niedrigeres Ts zeigen,
verglichen zum Median der Gesamtpopulation (Median Ts= 4,80 pmol/l). Studienteilnehmer

mit Genotyp AA liegen genau im Durchschnitt.
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4.2 Assoziation von Vitamin-D-Status und Schilddriisenparametern TSH, Ts,

Ta

Die folgende Tabelle (Tabelle 14) zeigt die Einteilung des Vitamin-D-Status in Gruppen fir
Vitamin-D-Mangel, -Insuffizienz sowie -Suffizienz, die sich an den, in der Einleitung
beschriebenen Definitionen, orientiert. Zur Quantifizierung des Vitamin-D-Status wurde der
Parameter 25-Hydroxyvitamin-D (25(0OH)D) gewahlt. Im Rahmen der deskriptiven Statistik
Zeigt die Tabelle Median, Mittelwert und Standardabweichung der Schilddriisenparameter

TSH, Tz und T4 in den verschiedenen Gruppen.

Tabelle 14: Median (M), Mittelwert (MW) sowie Standardabweichung (SD) fur die Schilddriisenparameter TSH,
Ts, T4 nach Vitamin-D-Status

TSH (mUu/) Ts (pmol/l) T (pmol/l)

25(0OH)DimBlut | M | MW | SD| M MW | SD| M MW | SD
< 10 ng/ml 1,21 | 1,88 | 4,64 | 4,70 | 4,74 | 1,36 | 17,20 | 17,59 | 4,65
<20 ng/ml 1,23 | 1,73 | 454| 480 | 4,82 |1,32| 17,20 | 17,63 | 4,05

> 20 ng/ml 1,25 | 1,66 | 298| 4,80 | 4,91 |1,44]| 17,20 | 17,51 | 3,16

20- 30 ng/ml 1,24 | 1,72 | 3,49 | 4,80 | 4,88 | 1,55 | 17,20 | 17,45 | 2,80

> 30 ng/ml 1,30 | 1,52 | 1,01| 490 | 4,97 |1,14]| 17,00 | 17,67 | 3,87
Gesamt 1,24 | 1,71 | 4,08| 480 | 4,85 |1,36| 17,20 | 17,59 | 3,77

Inkludiert wurden alle Probanden, bei denen Messdaten zu den Parametern 25(OH)D, TSH, Tz und T4
vorlagen. Studienteilnehmer, bei denen einer der Angaben fehlte, wurden von der Untersuchung
ausgeschlossen.

Untersuchung der Verteilung der Schilddriilsenparameter in den Vitamin-D-Status-
Subgruppen (Kruskal-Wallis-Test)

Da die Serumwerte der untersuchten Schilddrisenparameter in den jeweils nach 25(OH)D-
Status, in Subgruppen mit Vitamin-D-Mangel, -Insuffizienz und -Suffizienz unterteilten
Kollektiven keine Normalverteilung zeigten (Kolmogorov-Smirnov-Test), schlossen wir zur

weiteren Analyse einen Kruskal-Wallis-Test an.
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Tabelle 15: LURIC-Kollektiv (Kruskal-Wallis-Test). Keine signifikante Assoziation zwischen Vitamin-D-Status und
Schilddriisenhormon TSH

Statistik fiir Test2P

25(0OH)D-Status (ng/ml) N
<20 2148 TSH
20 — 30 780 Kruskal-Wallis H 3,453
> 30 328 df 2
Gesamt 3256 Asymptotische Signifikanz ,178

a. Kruskal-Wallis-Test

b. Gruppenvariable: 25(OH)D-Status

Die Prufung des LURIC-Kollektivs auf einen méglichen Zusammenhang von Vitamin-D-Status
und TSH-Serumwerten (Median) zeigte mit einem resultierenden p-Wert von 0,178 keine
Assoziation, die das geforderte Signifikanzniveau (p<0.05) erreichte (Tabelle 15). Bei
Betrachtung der absoluten GroRen zeigte sich lediglich ein Trend, der auf einen
Zusammenhang von Vitamin-D-Mangel und niedrigen TSH-Serumwerten hinweisen konnte.

Die Nullhypothese wurde beibehalten.

Tabelle 16: LURIC-Kollektiv: (Kruskal-Wallis-Test): Assoziation zwischen Vitamin-D-Status und
Schilddrisenhormon T3

25(0OH)D-Status (ng/ml) N Statistik fur Test2P
Ts <20 1864 T3
20- 30 683 Kruskal-Wallis H 10,141
> 30 296 df 2
Asymptotische Signifikanz ,006
Gesamt 2843

a. Kruskal-Wallis-Test
b. Gruppenvariable: 25(OH)D-Status

Die Prufung des LURIC-Kollektivs auf einen moglichen Zusammenhang von Vitamin-D-Status
und Ts-Serumwerten (Median) zeigte mit einem resultierenden p-Wert von 0,006 eine
Assoziation, die das geforderte Signifikanzniveau (p<0.05) erreichte (Tabelle 16). Die
Nullhypothese wird somit abgelehnt und die Alternativhypothese, ,es besteht eine Assoziation
zwischen Triiodthyronin und Vitamin-D-Status®, angenommen. Dabei zeigt sich, dass
Probanden mit niedrigerem 25(OH)D-Serumspiegel mit niedrigeren Ts-Serumwerten assoziiert

sind.
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Tabelle 17: LURIC-Kollektiv: (Kruskal-Wallis-Test): Assoziation zwischen Vitamin-D-Status und T4

Statistik fiir Test®P

25(0OH)D-Status (ng/ml) N
-
Ta <20 1863 -
Kruskal-Wallis H ,096
20- 30 683
> 30 296 df 2
Gesamt 2842 Asymptotische Signifikanz 0,953

a. Kruskal-Wallis-Test

b. Gruppenvariable: 25(OH)-D-Status

Die Prufung des LURIC-Kollektivs auf einen méglichen Zusammenhang von Vitamin-D-Status
und Ts,—Serumwerten (Median) zeigte mit einem resultierenden p-Wert von 0,953 keine
Assoziation, die das geforderte Signifikanzniveau (p<0.05) erreicht (Tabelle 17). Die
Nullhypothese wurde somit beibehalten.

Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Vitamin-D-Status und Ts-Serumwerten

(Mann-Whitney-U-Test)

Da sich im Kruskal-Wallis-Test zwischen den drei Vitamin-D-Status-Subgruppen signifikante
Unterschiede in der H6he der Ts-Serumwerte zeigten, erfolgte eine Analyse mittels Mann-
Whitney-U-Test verglichen. Es zeigte sich eine signifikante Assoziation (p=0,004) in der H6he
der Ts-Serumwerte beim Vergleich der beiden Gruppen von Probanden mit Vitamin-D-Mangel
(25(OH)D-Serumwert <20 ng/ml) und von Probanden mit suffizienten Vitamin-D-
Serumspiegeln (25(0OH)D-Serumwert > 30 ng/ml). Beim Vergleich der Gruppen von
Probanden mit Vitamin-D-Mangel und von Probanden mit 25(OH)D-Serumspiegeln von 20—
30 ng/ml (p= 0,059), sowie beim Vergleich letzterer Gruppe und Probanden mit hohen
25(OH)D-Serumspiegeln (> 30 ng/ml; p=0,201) zeigte sich keine signifikante Assoziation mit
den Serumwerten des Schilddriisenparameters Ts. Folgende Abbildung und Tabelle zeigen

die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests.
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Tabelle 18: LURIC-Kollektiv: Ergebnis des Mann-Whitney-U-Tests zur Untersuchung einer méglichen Assoziation

der Serumwerte des Schilddrisenhormons Ts bei Probanden mit 25(OH)D-Serumwerten <20 ng/ml und >30
ng/ml

Statistik fur Test?

25(0OH)D-Status (ng/ml) N Ts
Ts < 20 ng/ml 1864 Mann-Whitney-U 246983,000
> 30 ng/ml 206 Wilcoxon-W 1985163,000
Gesamt 2160 Z -2,900
Asymptotische Signifikanz ,004
(2-seitig)

a. Gruppenvariable: 25(OH)D-Status

7.0 T
8.0
g o
=)
E
2
40
_2?59
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=20 20-30 =30

25(0OH)D-Status (ng/ml)

Abbildung 6: LURIC-Kollektiv: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation der T3-Serumkonzentration und
Vitamin-D-Status. Waagerechte Linie: Median des T3-Wertes der Gesamtkohorte (4,80 pmol/l). Die
Probandengruppe mit 25(H)D-Status < 20 ng/ml zeigt signifikant niedrigere Tz-Serumspiegel als jene

Probandengruppe mit 25(OH)D-Status > 30 ng/ml. AusreiRer nach oben, die in die Untersuchung eingeschlossen
wurden, sind nicht dargestellt.
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Das Ergebnis des Mann-Whitney-U-Tests gibt Hinweise auf etwaige Assoziationen von

Vitamin-D-Status und Schilddriisenparameter Triiodthyronin. Probanden mit Vitamin-D-

Mangel zeigten einen durchschnittlich niedrigeren Ts-Spiegel (Median des Ts-Serumwerts:

4,80 pmol/l bei Probanden mit 25(OH)D-Serumwert < 20 ng/ml), als jene mit hohem Vitamin

D-Spiegel (Median des Ts-Serumwerts: 4,90 pmol/l bei Probanden mit 25(OH)D-Serumwert >

30 ng/ml). Man kann also schlussfolgern, dass ein hoher Vitamin-D-Spiegel mit héheren

Triiodthyronin-Blutwerten korreliert. (p=0,004).

Die folgende Tabelle zeigt zusammenfassend die signifikanten Ergebnisse der Untersuchung

einer Assoziation zwischen Vitamin-D-Status und Schilddrisenparameter Triiodthyronin.

Tabelle 19: signifikante Assoziation von Vitamin-D-Status (n beschreibt die Anzahl jener, dieser Gruppe

zugehorigen, Probanden) und Schilddrisenparameter Ts

_ Median 13 | Normwerte
25(0OH)D- Konzentration A T3 A2T Gesamt- | Ts(pmol/l) | p-Wert
Status T3 (Median (pmolll) ( mo|/3|) kollektiv (M-W-U-
(ng/ml) pmol/l) P Test)
<20 4,80 +0 4,80 34-7.2
> 30 4,90 0.1 +0,1 0,004

A1 T3 beschreibt die Differenz der Mediane der Genotypen.

A2 T; zeigt die Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median der (Ts: 4,80 pmol/l). Das

Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.
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4.3 Subgruppenanalysen zum mdglichen Einfluss des Vitamin-D-Status auf
die Assoziation von VDR-Einzelnukleotid-Polymorphismen und

Schilddriisenparametern (TSH, T3, Ta)

Diese Untersuchungen sollten weitere Hinweise dafur liefern, ob die von uns gefundenen
Zusammenhange zwischen VDR-Genotypen und bestimmten Schilddrisenserumwerten
lediglich Assoziationen darstellen oder kausal bedingt sind. Im Falle einer Kausalitat sollten
die Auswirkungen der einzelnen VDR-Genotypen, sofern deren Assoziation mit
Schilddrusenwerten auf VDR-vermittelten Wirkungen besteht, sich einheitlich zu den
Auswirkungen des Vitamin-D-Status verhalten. Anders ausgedriickt: ist der Zusammenhang
bestimmter VDR-Genotypen mit verschiedenen Schilddriisenwerten immer bereinstimmend
gleichgerichtet entweder mit den Auswirkungen eines hohen oder niedrigen Vitamin-D-Status
auf die jeweiligen Schilddrisenserumwerte assoziiert, ist dies mit Kausalitat vereinbar. Die
jetzt vorgenommenen Subgruppenanalysen sollten unter Bertcksichtigung dieser Annahmen
weitere Hinweise fUr oder gegen eine mogliche Kausalitat der gefundenen Zusammenhange
liefern. Der Vitamin-D-Status wurde als 25(OH)D-Serumkonzentration bertcksichtigt.
Inkludiert wurden jene Polymorphismen, die initial eine signifikante Assoziation zu

Schilddrisenparameter TSH oder T3 zeigten.

rs3819545: Fiir die Genotypen AA und GA des rs3819545 wurden Subgruppen mit niedrigen
(<20/<10 ng/ml) und hohen (>20/ > 10 ng/ml) 25(OH)D-Status gebildet. Danach erfolgte die
Untersuchung des Merkmals , TSH-Serumwert* auf Normalverteilung. Da sich im Kolmogorov-
Smirnov-Test eine Nicht-Normalverteilung der Daten zeigte wurde ein Mann-Whitney-U-Test
zur Prifung von méglichen Assoziationen dieser Subgruppen mit dem Schilddriisenparameter

TSH angeschlossen (Tabelle 20).
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Tabelle 20: LURIC-Kollektiv: Subgruppenanalysen zum mdglichen Einfluss des Vitamin-D-Status auf die
Assoziation von VDR-Einzelnukleotid-Polymorphismen und dem Schilddriisenparameter TSH (n:Anzahl der
Probanden) (Mann-Whitney-U-Test)

SNP Subgruppen Konzentration | A1 TSH A2 p- Wert
TSH (mu/l) TSH | (M-W-U-
(Median, mU/l) (mu/) Test)
rs3819545 AA + 25(0H)D < 20 1,17 - 0,07
(n=746)
GA + 25(0H)D > 20 1,27 01 | 403 | 0013
(n= 468)
rs3819545 AA + 25(0OH)D £ 10 1,17 -0,07
(n=298)
GA + 25(OH)D > 10 1,30 013 | 4006 | 0034
(n=1062)

A1 TSH: Differenz der Mediane zwischen den Gruppen.

A2 TSH: Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen TSH-Werte (1,24
muUy/l). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Tabelle 21: LURIC-Kollektiv: Subgruppenanalysen zum mdglichen Einfluss des Vitamin-D-Status auf die
Assoziation von VDR-Einzelnukleotid-Polymorphismen und dem Schilddriisenparameter TSH (n:Anzahl der
Probanden) (Mann-Whitney-U-Test).

SNP Subgruppen Konzentration | A1 TSH | A2 TSH | p- Wert
TSH mull)y | (mul) | (M-W-U-
(Median, mUu/l) Test)
rs3819545 | AA + 25(0H)D > 20 1,31 +0,07
(n= 366)
GA + 25(0H)D < 20 1,30 001 | 4006 | 0839
(n=940)
(53819545 | AA +25(0H) D > 10 1,22 20,02
(n= 814)
GA + 25(0H)D < 10 1,27 005 | 4903 | 0226
(n=346)

A1 TSH beschreibt die Differenz der Mediane zwischen den Gruppen.

A2 TSH: Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen TSH-Werte (1,24
muUy/l). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation der TSH-Serumkonzentration mit den Genotypen
AA und GA des VDR-SNPs rs3819545 unter Berucksichtigung des 25(OH)D-Status. Waagerechte Linie: Median
TSH der Gesamtkohorte. AusreiRer nach oben, die in die Analyse eingeschlossen wurden, sind nicht abgebildet.

Es besteht eine signifikante Assoziation von Genotyp AA und GA im rs3819545, wobei
Genotyp AA mit niedrigen TSH-Werten korreliert (Median TSH= 1,21 muU/l). In der
Subgruppenanalyse, bei der jene Probanden mit Genotyp AA und Vitamin-D-Mangel,
verglichen mit Probanden des Genotyps GA und hohen 25(OH)D-Spiegeln, untersucht
werden, bleibt die signifikante Assoziation bestehen (p= 0,013; p=0,034). Es zeigt sich, dass
Genotyp und Vitamin-D-Mangel gleichgerichtet zu einem Absinken, Genotyp und ein
suffizienter Vitamin-D-Status gleichgerichtet zu einem Anstieg des Schilddrisenhormons TSH
fuhren (Tabelle 20).

Tabelle 21 zeigt die Untersuchung von Probanden mittels Mann-Whitney-U-Test mit Genotyp
AA und hohen Vitamin-D-, verglichen mit Probanden des Genotyps GA und insuffizienten
25(0OH)-Level. Wie zu erwarten bleibt hier die signifikante Assoziation nicht bestehen. Die
Korrelation von Genotyp AA und niedrigen TSH-Werten wird durch einen hohen Vitamin-D-
Spiegel ausgeglichen. Graphisch dargestellt sind die Ergebnisse mittels Boxplot in Abbildung
7. Die Untersuchung stitzt die Hypothese der Beeinflussung des hormonellen Systems der
Schilddruse durch das Vitamin-D-System.
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rs2239186: Analog wurde mit diesem Polymorphismus verfahren, der signifikante

Assoziationen von Genotyp und Schilddrisenparameter TSH aufwies.

Tabelle 22: LURIC-Kollektiv: Subgruppenanalysen zum mdglichen Einfluss des Vitamin-D-Status auf die
Assoziation von VDR-Einzelnukleotid-Polymorphismen und dem Schilddriisenparameter TSH (n:Anzahl der
Probanden) (Mann-Whitney-U-Test).

SNP Subgruppen Konzentration | A1 TSH A2 p- Wert
TSH (mu/) TSH (M-W-U-
(Median, mu/l) (mui) Test)
rs2239186 AA+D<20 1,19 - 0,05
(n=1261)
GG +D > 20 142 023 | 4018 | 0000
(n=51)
rs2239186 AA+D=<10 1,16 - 0,08
(n=502)
GG +D > 10 145 0,29 +0,21 0,009
(n=97)

A1 TSH: Differenz der Mediane zwischen den Gruppen.

A2 TSH: Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen TSH-Werte (1,24
muUy/l). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Tabelle 23: LURIC-Kollektiv: Subgruppenanalysen zum mdglichen Einfluss des Vitamin-D-Status auf die
Assoziation von VDR-Einzelnukleotid-Polymorphismen und dem Schilddriisenparameter TSH (n:Anzahl der
Probanden) (Mann-Whitney-U-Test).

SNP Subgruppen Konzentration TSH | A1 TSH A2 p- Wert
(Median, mU/l) (mu/) TSH (M-W-U-
(mu) Test)
rs2239186 AA+D>20 1,25 +0,01
(n=616)
GG +D <20 1.26 001 | 4002 | 0329
(n=80)
rs2239186 AA+D>10 1,22 - 0,02
(n=1375)
GG+D<=10 1,16 0.06 - 0,08 0,996
(n=34)

A1 TSH: Differenz der Mediane zwischen den Gruppen.

A2 TSH: Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen TSH-Werte (1,24
muUy/l). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.
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Auch im Einzelnukleotid-Polymorphismus rs2239186 ist Genotyp AA assoziiert mit niedrigen
(Median TSH= 1,21 mU/l) und Genotyp GG mit héheren (Median TSH=1,29 mU/l) TSH-

Serumspiegeln.

In Subgruppenanalysen konnten wir ein weiteres Absinken von TSH bei Probanden des
Genotyps AA und Vitamin-D-Mangel eruieren. Probanden mit Genotyp GG und hohen Vitamin-
D-Spiegeln zeigten einen Anstieg im Schilddrisenparameter. Bei der Untersuchung mittels
Mann-Whitney-U-Test konnte in der Gruppe, erstellt nach 25(0OH)-D-Status </> 10 ng/ml, eine
signifikante Assoziation gezeigt werden (p=0,009) (Tabelle 22). Im Umkehrschluss konnte
keine signifikante Assoziation gezeigt werden beim Vergleich von Gruppen mit Genotyp,
assoziiert mit niedrigen TSH-Werten und hohem Vitamin-D-Status, respektive Genotyp,
assoziiert mit hohen TSH- und niedrigen 25(0OH)D-Serumspiegeln (Tabelle 23). Abbildung 8
Zeigt die Ergebnisse, dargestellt graphisch mittels Boxplot. Auch diese Untersuchung liefert
Hinweise auf eine gleichgerichtete Beeinflussung von Genotyp und Vitamin-D-Status auf den
Schilddrisenparameter TSH und stiitzt somit unsere Hypothese einer Beeinflussung des

Schilddrisen- durch das Vitamin-D-System.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation der TSH-Serumkonzentration mit den Genotypen
AA und GG des VDR-SNPs rs2239186 unter Berticksichtigung des 25(OH)D-Status. waagerechte Linie: Median
TSH der Gesamtkohorte. AusreiRer nach oben, die in die Analyse eingeschlossen wurden, sind nicht dargestellt.

rs2239186: Analog wurde mit Einzelnukleotid-Polymorphismus rs2239186 verfahren, der
signifikante Assoziationen zu Schilddriisenparameter T3 aufwies.
Tabelle 24: LURIC-Kollektiv: Subgruppenanalysen zum mdglichen Einfluss des Vitamin-D-Status auf die

Assoziation von VDR-Einzelnukleotid-Polymorphismen und dem Schilddriisenparameter Ts (n:Anzahl der
Probanden) (Mann-Whitney-U-Test).

SNP Subgruppen Konzentration A T; A2 T; p- Wert
Ts (pmol/l) (pmolfl) | (M-W-U-
(Median, Test)
pmol/l)
rs2239186 GG+D=20 4,45 - 0,35
(n=70)
(GA+AA) + D > 20 480 0,35 +0,0 0,007
(n= 844)
rs2239186 GG+D=10 4,50 - 0,30
(n=31)
(GA+AA) + D > 10 4,80 0,30 +0,0 0,257
(n=1848)

A1 T3: Differenz der Mediane zwischen den Gruppen (%).

A2 Ts: Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen Ts-Werte (4,80
pmol/l). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.
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Tabelle 25: LURIC-Kollektiv: Subgruppenanalysen zum mdglichen Einfluss des Vitamin-D-Status auf die

Assoziation von VDR-Einzelnukleotid-Polymorphismen und dem Schilddriisenparameter T3 (n:Anzahl der
Probanden) (Mann-Whitney-U-Test).

SNP Subgruppen Konzentration A T; A2 T; p- Wert
Ts (pmolfl) (pmol/l) | (M-W-U-
(Median, Test)
pmol/l)
rs2239186 GG+D>20 4,60 -0,2
(n=45)
(GA+AA) + D < 20 4,70 0.10 c01 | 0179
(n=1652)
rs2239186 GG +D>10 4,45 - 0,35
(n=84)
(GA+AA) + D £ 10 470 025 c01 | 0171
(n= 648)

A1 Ts: Differenz der Mediane zwischen den Gruppen.

A2 Ts:

pmol/l). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.

Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen Ts-Werte (4,80

7.0
8,0
g o
=]
£
s
4,0
3,0 —a=7g
]
(GA+AA) + 25(0H)D > 20 ng/m

rs2239186

GG + 25(0H)D < 20 ng/ml

Abbildung 9: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation der Ts-Serumkonzentration mit den Genotypen

GA, AA und GG des VDR-SNPs rs2239186 unter Berlicksichtigung des 25(OH)D-Status. Waagerechte Linie:
Median Ts der Gesamtkohorte. Nicht alle Ausreiler nach oben und unten, die in die Analyse eingeschlossen

wurden, sind abgebildet.
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Einzelnukleotid-Polymorphismus rs2239186 zeigt ebenfalls Assoziation zu
Schilddrisenparameter Triiodthyronin, wobei Genotyp GG mit signifikant niedrigeren Ts-
Werten (Median Ts= 4,50 pmol/l) im Vergleich zu Genotyp GA (Median Tz= 4,70 pmol/l) und
AA (Median T3= 4,80 pmol/l) assoziiert ist. Ein Vitamin-D-Mangel zeigte Assoziation zu

niedrigem Ts-Serumspiegel.

In Subgruppenanalysen konnten wir ein weiteres Absinken von Ts; bei Probanden des
Genotyps GG und Vitamin-D-Mangel eruieren. Probanden mit Genotyp GA und AA sowie
hohen Vitamin-D-Spiegeln zeigten keine Verdnderung im Parameter Triiodthyronin. Bei der
Untersuchung mittels Mann-Whitney-U-Test konnte in der Gruppe, erstellt nach 25(OH)-D-
Status </> 20 ng/ml, eine signifikante Assoziation zwischen den Gruppen gezeigt werden
(p=0,007) (Tabelle 24). Im Umkehrschluss konnte keine signifikante Assoziation gezeigt
werden beim Vergleich von Gruppen mit Genotyp, assoziiert mit niedrigen Tz-Werten und
hohem Vitamin-D-Status, respektive Genotypen, assoziiert mit hohen Ts- und niedrigen
25(0OH)D-Serumspiegeln (Tabelle 25). Abbildung 9 veranschaulicht dies graphisch. Es zeigen
sich auch hier gleichgerichtete Effekte von Vitamin-D-Status und VDR-Genotyp, welche

unsere Hypothese einer Kausalitat dieser Hormonsysteme sttzt.

Folgende Tabellen 26/27 zeigen alle Schilddrisenwerte in den, je nach Vitamin-D-Status

erstellten, Gruppen.

Tabelle 26: signifikanter VDR-SNP rs2239186 im Kruskal-Wallis-Test, Genotyp, Schilddrisenparameter TSH, Ts,
Ta, in den nach 25(OH)D-Status erstellten Gruppen

Tabelle 27: signifikanter VDR-SNP rs3819545 im Kruskal-Wallis-Test, Genotyp, Schilddrisenparameter TSH, Ts,
Ta, in den nach 25(OH)D-Status erstellten Gruppen
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SNP GT 25(OH)D-Status TSH (mU/l) p T3 (pmol/l) p T4 (pmol/l) p
alle <10 ng/ml< 20 ng/m [> 10ng/ml >20 ng/ml Med A Med Med A Med Med A Med
(Med(ges)- Med(ges)- Med (ges)-
Med(SNP) Med (SNP) Med (SNP)
rs2239186 alle + 1,24 0,045 4,80 0,021 17,20 0,394
alle S + 1,22 0,02 4,70 0,1 17,20 0,0
alle s N + 1,24 0,0 4,80 0,0 17,20 0,0
alle s N e + 1,23 0,01 4,80 0,0 17,20 0,0
alle s s s S} + 1,22 0,02 4,80 0,0 17,20 0,0
AA + 1,21 0,03 4,80 0,0 17,30 -0,1
AA ] + 1,16 0,08 4,70 0,1 17,10 0,1
AA S © + 1,19 0,05 4,80 0,0 17,30 -0,1
AA N S| e + 1,22 0,02 4,80 0,0 17,30 -0,1
AA Q ] Q S + 1,25 -0,01 4,80 0,0 17,10 0,1
GA + 1,28 -0,04 4,70 0,1 17,00 0,2
GA N + 1,28 -0,04 4,80 0,0 16,90 0,3
GA s N + 1,30 -0,06 4,70 0,1 17,00 0.2
GA Q ] ] + 1,29 -0,05 4,80 0,0 17,10 0,1
GA N S} N e + 1,24 0,0 4,80 0,0 17,10 0.1
GG + 1,29 -0,05 4,50 0,3 16,70 0,5
GG N + 1,15 0,09 4,50 0,3 1750 -0,3
GG Q S + 1,26 -0,02 4,45 0,35 16,70 05
GG s S S + 1,45 -0,19 4,45 0,35 16,60 0,6
GG N S} N e + 1,42 -0,16 4,60 0,2 16,70 05
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SNP GT 25(OH)D-Status TSH (mU/l) p T3 (pmolll) p T4 (pmol/l) p
alle <10 ng/ml < 20 ng/m > 10ng/ml >20 ng/ml Med A Med Med A Med Med A Med
(Med(ges)- Med(ges)- Med (ges)-
Med(SNP) Med (SNP) Med (SNP)
rs3819545 alle + 1,24 0,033 4,80 0,640 17,20 0,700
alle N + 1,24 0,0 4,80 0,0 17,20 0,0
alle s N + 1,24 0,0 4,80 0,0 17,10 01
alle N} N} N} + 1,24 0,0 4,80 0,0 17,20 0,0
alle N S N e + 1,24 0,0 4,80 0,0 17,20 0,0
AA + 1,21 0,03 4,80 0,0 17,20 0,0
AA S + 1,17 0,07 4,70 0,1 16,90 0,3
AA S S + 1,17 0,07 4,80 0,0 17,30 -0,1
AA N N e + 1,22 0,02 4,80 0,0 17,30 -0,1
AA N S N e + 1,31 -0,07 4,80 0,0 16,90 0,3
GA + 1,30 -0,06 4,70 0,1 17,20 0,0
GA N + 1,27 -0,03 4,70 0,1 17,20 0,0
GA s N + 1,30 -0,06 4,70 0,1 17,20 0,0
GA s s s + 1,30 -0,06 4,80 0,0 17,10 01
GA N S N e + 1,27 -0,03 4,80 0,0 17,10 0.1
GG + 1,18 0,06 4,70 0,1 17,10 0.1
GG N + 1,12 0,12 4,70 0,1 17,00 0,2
GG S Q + 1,17 0,07 4,70 0,1 16,70 0,5
GG Q S S + 1,22 0,02 4,70 0,1 17,10 0,1
GG N Q N e + 1,19 0,05 4,80 0,0 16,70 05
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4.4 Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen und Vitamin-D-Status

Da fur alle 36 VDR-Polymorphismen und deren Genotypen die Werte des Vitamin-D-Status
nicht normalverteilt vorlagen, wurde ein Kruskal-Wallis-Test angeschlossen. Signifikante
Assoziationen zeigten sich fir VDR-Polymorphismus rs3782905 und 25(OH)D-Status (p=
0,031) sowie VDR-Polymorphismus rs2408876 mit dem Serumwert fir 1,25-Dihydroxyvitamin-
D (p=0,05).

Folgende Tabelle gibt zunachst eine Ubersicht tiber die 36 untersuchten Polymorphismen, die
Mediane der 25(OH)D-Serumkonzentrationen des jeweiligen Genotyps, sowie die mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Tests ermittelten p-Werte (Tabelle 28).
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Tabelle 28: VDR-SNPs, Genotypen, Median 25(0OH)D-Serumlevel. Inkludiert wurden alle Probanden, bei denen
sowohl Genotyp als auch 25(OH)D-Status vorlagen (Kruskal- Wallis- Test, Signifikanzniveau p<0,05, signifikante
Assoziationen fett gedruckt)

SNP Genotyp + Median 25(0OH)D (ng/ml) p-Wert
rs11574143 CcC 15,50 TC 15,40 TT 15,35 0,919
rs11574129 AA 15,50 GA 14,15 0,345
rs38477987 CcC 15,50 CA 15,45 AA 14,70 0,512
rs1544410 CcC 15,15 TC 15,70 TT 15,60 0,396
rs2239185 GG 15,60 AA 15,60 GA 15,40 0,883
rs11574085 TA 15,65 1T 15,50 AA 18,65 0,932
rs11168268 GG 15,70 AA 15,70 GA 15,30 0,629
rs2238140 GG 15,30 AA 15,60 GA 15,50 0,761
rs11574079 CcC 15,50 TC 10,30 0,136
rs2248098 AA 15,30 GG 15,60 GA 15,50 0,790
rs12370156 CcC 15,60 1T 15,60 TC 15,50 0,939
rs2239182 CT 15,40 CcC 15,85 TT 15,40 0,950
rs2107301 GG 15,65 GA 15,40 AA 15,10 0,985
rs2239181 AA 15,60 CA 15,10 CcC 13,50 0,254
rs1540339 CcC 15,60 TC 15,20 TT 16,20 0,521
rs2239179 1T 15,30 TC 15,50 CC 15,90 0,639
rs12717991 CcC 15,50 TC 15,50 TT 15,80 0,568
rs2189480 GG 15,50 GT 15,50 TT 15,55 0,725
rs3819545 AA 15,50 GA 15,60 GG 15,40 0,719
rs3782905 GG 15,30 GC 16,00 CC 14,80 0,031
rs2239186 AA 15,30 GG 16,40 GA 15,90 0,062
rs10735810 GA 15,50 GG 15,30 AA 16,10 0,397
rs2408876 CcC 15,90 TT 16,00 TC 15,10 0,078
rs2238136 CcC 15,30 TC 15,90 TT 15,15 0,895
rs1989969 GG 15,80 AA 14,90 GA 15,50 0,549
rs2238135 GC 15,90 GG 15,30 CcC 14,70 0,598
rs4760648 CcC 15,20 TC 15,85 TT 15,65 0,820
rs11168287 GA 15,60 GG 15,65 AA 15,20 0,847
rs4334089 GG 15,60 GA 15,50 AA 15,20 0,652
rs3890733 CcC 15,35 TC 15,90 TT 14,90 0,523
rs10783219 1T 15,55 AA 15,30 TA 15,70 0,836
rs4516035 1T 15,35 TC 15,60 CcC 15,50 0,960
rs7139166 CcC 15,35 GC 15,60 GG 15,50 0,979
rs2228570 GG 15,10 GA 15,20 AA 16,05 0,212
rs731236 AA 15,10 GA 15,45 GG 15,50 0,405
rs7975232 CcC 15,45 CA 15,10 AA 15,50 0,983
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Fur den Polymorphismus rs3782905, der das Signifikanzniveau von p< 0,05 erreichte, wurde
ein Mann-Whitney-U-Test fur paarweise Vergleiche angeschlossen. Das Ergebnis dieses
Tests zeigte einen signifikanten Unterschied in der Hohe des 25(OH)D-Blutspiegels bei
Probanden mit dem Genotyp GC verglichen mit Probanden mit dem Genotyp CC (p= 0,014).
Keine signifikante Assoziation wurde ersichtlich beim Vergleich der Genotypen GG und GC
(p=0,089) sowie der Genotypen GG und CC (p= 0,158). Tabelle 29 und Abbildung 10 fassen

die signifikanten Ergebnisse Ubersichtlich zusammen.

Tabelle 29:LURIC-Kollektiv: signifikante Assoziation der VDR-Genotypen GG und GC (n: Anzahl der Probanden)
des rs3782905 und 25(OH)D-Serumspiegel

Konzentration A1 A2 e Met?(iaIrI] "
25(0OH)D 25(0OH)D esamitkollektiv
SNP Genotyp (Median, maim | 25CHD | p (ng/mi)
(ng/ml)
ng/ml)
GC
_ 16,00
rs3782905 | (1= 1305) 12 +05 | 0014 15,50
ce 14,80 -0,7
(n= 293) :

A1 25(0OH)D beschreibt die Differenz der Mediane der Genotypen.

A2 25(0OH)D zeigt die Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen
25(0OH)D-Werte (15,5 ng/ml). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.
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Abbildung 10: LURIC-Kollektiv: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation der 25(OH)D-
Serumkonzentration in ng/ml mit den Genotypen GC und CC des VDR-SNPs rs3782905. Waagerechte Linie zeigt
den Median des Parameters 25(OH)D der Gesamtkohorte (15,50 ng/ml). Nicht alle Ausrei3er nach oben und
unten, die in die Analyse inkludiert wurden, sind dargestellt.

Man kann schlussfolgern, dass Probanden des Genotyps CC im Polymorphismus rs3782905
Uber einen durchschnittlich niedrigeren 25(OH)D-Blutspiegel von 14,80 ng/ml verfugen,
verglichen zu jenen des Genotyps GC (Median 25(0OH)D= 16,00 ng/ml). Die Differenz jedoch

ist mit 1,20 ng/ml relativ gering.

Analog zeigte folgende Tabelle 30 eine Ubersicht tiber die 36 untersuchten Polymorphismen,
die fur jeden Genotypen bestimmten Mediane der 1,25(0OH).D-Konzentration und die mit Hilfe
des Kruskal-Wallis-Tests ermittelten p-Werte.
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Tabelle 30: VDR-SNPs, Genotypen, Median 1,25-OH2D-Serumlevel. Inkludiert wurden alle Probanden, bei denen

sowohl Genotyp als auch 1,25(OH).D-Status vorlagen (Kruskal-Wallis-Test, Signifikanzniveau p<0,05,

signifikante Assoziationen sind fett gedruckt)

SNP Genotyp + Median 1,25(0OH).D (ng/l) p-Wert
rs11574143 CcC 33,10 TC 32,70 TT 37,15 0,553
rs11574129 AA 33,10 GA 31,90 0,627
rs38477987 CcC 33,10 CA 32,70 AA 36,00 0,577
rs1544410 CcC 32,40 TC 33,20 TT 34,50 0,230
rs2239185 GG 32,20 AA 33,80 GA 33,20 0,438
rs11574085 TA 33,00 TT 33,10 AA 30,35 0,789
rs11168268 GG 32,40 AA 33,90 GA 32,85 0,334
rs2238140 GG 32,35 AA 33,80 GA 33,20 0,449
rs11574079 CcC 33,10 TC 32,75 0,900
rs2248098 AA 32,40 GG 33,85 GA 33,10 0,487
rs12370156 CcC 32,40 TT 33,70 TC 33,25 0,769
rs2239182 CT 32,95 CcC 33,60 TT 32,80 0,905
rs2107301 GG 33,00 GA 33,45 AA 31,65 0,199
rs2239181 AA 33,30 CA 32,40 CC 28,85 0,224
rs1540339 CcC 33,20 TC 33,30 TT 31,60 0,249
rs2239179 TT 32,45 TC 33,00 CcC 34,50 0,223
rs12717991 CcC 33,25 TC 33,30 TT 31,40 0,174
rs2189480 GG 33,20 GT 32,90 TT 33,25 0,951
rs3819545 AA 33,20 GA 33,20 GG 32,20 0,417
rs3782905 GG 32,70 GC 33,30 CcC 33,70 0,482
rs2239186 AA 33,00 GG 32,80 GA 33,25 0,368
rs10735810 GA 33,30 GG 33,10 AA 32,50 0,419
rs2408876 CcC 34,45 TT 32,80 TC 32,75 0,050
rs2238136 CcC 33,30 TC 33,10 TT 30,80 0,112
rs1989969 GG 33,10 AA 31,80 GA 33,50 0,111
rs2238135 GC 33,00 GG 33,20 cC 30,90 0,064
rs4760648 CcC 32,50 TC 33,30 TT 33,20 0,119
rs11168287 GA 33,20 GG 33,00 AA 33,00 0,592
rs4334089 GG 32,80 GA 33,30 AA 33,00 0,237
rs3890733 CcC 33,20 TC 33,10 TT 32,60 0,753
rs10783219 TT 33,50 AA 33,20 TA 33,00 0,307
rs4516035 TT 33,30 TC 33,00 CcC 33,00 0,977
rs7139166 CcC 33,30 GC 32,80 GG 33,40 0,789
rs2228570 GG 33,20 GA 33,00 AA 32,75 0,628
rs731236 AA 32,40 GA 33,10 GG 34,30 0,377
rs7975232 CcC 32,15 CA 33,00 AA 33,90 0,483

61



Auch an dieser Stelle wurde fur den Polymorphismus rs2408876, der im Kruskal-Wallis-Test

das Signifikanzniveau erreichte, ein Mann-Whitney-U-Test angeschlossen. Ein signifikanter
Unterschied in der 1,25(OH).D-Konzentration konnte zwischen Genotyp CC und TC

beobachtet werden (p= 0,017). Keine signifikanten Assoziationen lie3en sich beim Vergleich
der Gruppen CC und TT (p= 0,158) sowie der Gruppen TT und TC (p= 0,201) erkennen.
Folgende Tabelle und Graphik fasst die signifikanten Ergebnisse Ubersichtlich zusammen.

Tabelle 31: LURIC-Kaollektiv: signifikante Assoziation der VDR-Genotypen CC und TC (n: Anzahl der Probanden)
des rs2408876 und 1,25(OH)2D-Serumspiegel

_ A1 Median
Konzentration 1 25(0OH).D A2 p- | Gesamt
SNP Genotyp 1,25(0H).D 25(0H). 1,25(0OH).D kollektiv
) (ng/l) Wert
(Median, ng/l) (ng/l) (ngfl)
CC (n= 440) 34,45 +1,35
52408876 | ' _1482) | 3275 L 035 | 29| 3310

A1 1,25(0H),D beschreibt die Differenz der Mediane der Genotypen.

A2 1,25(0H),D zeigt die Differenz des jeweiligen Medians in Bezug auf den Median aller gemessen
1,25(0OH).D-Werte (33,10 ng/l). Das Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde festgelegt.
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Abbildung 11: LURIC-Kollektiv: Graphische Darstellung (Boxplot) der Assoziation der 1,25(0OH)2D-
Serumkonzentration in ng/l mit den Genotypen CC und TC des VDR-SNPs rs2408876. Waagerechte Linie:
Median 1,25(0H)2D der Gesamtkohorte (33,10 ng/l). Nicht alle AusreiRer nach oben, die in die Analyse inkludiert
wurden, sind abgebildet.

Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass Probanden mit Genotyp TC im Polymorphismus
rs2408876 einen durchschnittlich niedrigeren 1,25-Dihydroxyvitamin-D-Spiegel von 32,75 ng/l
zeigten, verglichen mit Studienteilnehmern mit Genotyp CC und durchschnittlichen
Serumspiegeln von 34,45 ng/l. Die Differenz lag bei 1,7 ng/l.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es Hinweise auf Assoziationen zwischen dem
Vorliegen bestimmter Polymorphismen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens und Vitamin-D-Status
gibt.
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4.5 Korrektur fur multiples Testen nach Bonferroni

Um Fehler 1. Art zu neutralisieren, wurden alle signifikanten Ergebnisse, wie im Schritt 3.3.5

beschrieben, dem Korrekturverfahren fiir multiples Testen nach Bonferroni unterzogen.

p* = p/ k = 0,05/ 206 = 0,00024.

Korrekturverfahren nach Bonferroni. p* beschreibt das neue Signifikanzniveau, das aus dem Quotienten
des urspriinglichen Signifikanzniveaus (p) und der Anzahl aller, im gleichen Datensatz durchgefiihrten
Tests (k), berechnet wird.

Alle zuné&chst fur signifikant eruierten Ergebnisse wurden mit diesem errechneten, adjustierten

p-Wert verglichen. Bei Untersuchungen, deren p-Werte das neue Signifikanzniveau von

0,00025 nicht erreichten, wurde die Alternativhypothese verworfen und die Nullhypothese

angenommen.

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber alle fur signifikant eruierten Ergebnisse.

Ersichtlich wird, ob diese das adjustierte Signifikanzniveau von 0,00024 erreichten.

Zu4dl

Tabelle 32: signifikante Testergebnisse aus 4.1 mit jeweiligem p-Wert. Bei p > p* wurde nach Korrektur fur
multiples Testen die Nullhypothese nochmals angenommen

Bonferroni-
" _— Korrektur:
SNP Parameter Durchgeflhrter o-Wert Adjgstlerter
Test p*-Wert .
Alternativ- /
Nullhypothese
rs3810545 | TsH | KUskelWallst | g g3 0,00024 Nullhypothese
(s2239186 |  TSH Kr“Skﬁg’t\’a"'s' 0,045 0,00024 Nullhypothese
rs2239186 Ts Kr“Skﬁé':tva”'s' 0,021 0,00024 Nullhypothese
M-W-U-Test
rs2239186 TSH AA VS GG 0,039 0,00024 Nullhypothese
M-W-U-Test
rs3819545 TSH AA VS GA 0,011 0,00024 Nullhypothese
M-W-U-Test
rs2239186 Ts AA VS GG 0,006 0,00024 Nullhypothese
M-W-U-Test
rs2239186 T3 GG vs GA 0,021 0,00024 Nullhypothese
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Zu 4.2

Tabelle 33: signifikante Testergebnisse aus 4.2 mit jeweiligem p-Wert. Bei p > p* wurde nach Korrektur fur
multiples Testen die Nullhypothese nochmals angenommen.

Bonferroni-
25-0OH-D- . - Korrektur:
Status Parameter Durch_lgee;;Jhrter p-Wert Adjgﬁ/t/lgrr:er
(ng/ml) P Alternativ-/

Nullhypothese

<20 Kruskal-Wallis-
20- 30 Ts T 0,006 0,00024 Nullhypothese
est
>30
<20
>30 Ts M-W-U-Test 0,004 0,00024 Nullhypothese
Zu 4.3

Tabelle 34: signifikante Testergebnisse aus 4.3 mit jeweiligem p-Wert. Bei p > p* wurde nach Korrektur fur
multiples Testen die Nullhypothese nochmals angenommen

Bonferroni-
. L Korrektur:
SNP Parameter Durchgefuhrter p-Wert Adjgstlerter
Test p*-Wert .
Alternativ- /
Nullhypothese
rs3819545 TSH M-W-U-Test 0,013 0,00024 Nullhypothese
Rs3819545 TSH M-W-U-Test 0,034 0,00024 Nullhypothese
rs2239186 TSH M-W-U-Test 0,009 0,00024 Nullhypothese
rs2239186 T3 M-W-U-Test 0,007 0,00024 Nullhypothese
Zu 4.4

Tabelle 35: signifikante Testergebnisse aus 4.4 mit jeweiligem p-Wert. Bei p > p* wurde nach Korrektur fur
multiples Testen die Nullhypothese nochmals angenommen

Bonferroni-
N R Korrektur:

SNP Parameter Durchgefuhrter p-Wert Adjustierter
Test p*-Wert .
Alternativ-/
Nullhypothese
rs3782905 | 25(0H)D Kr“Skﬁg:tva"'S' 0,031 | 0,00024 Nullhypothese
rs3782905 | 250H)D | MW-U-Test | 4014 | 0,00024 Nullhypothese
52408876 | 1,250H)D | KUSKeIWalls™ 10 05 | 000024 Nullhypothese
152408876 | 1,25(0H),D | MW-U-Test | 4017 | 000024 Nullhypothese
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Nach Korrektur fur multiples Testen nach Bonferroni erreichte kein Ergebnis das neu definierte
Signifikanzniveau von p< 0,00025. Die Nullhypothese wurde in jedem der oben untersuchten

Falle angenommen, die Alternativhypothese verworfen.

VDR- SNPs mit im Vergleich héchsten/ niedrigsten Schilddrisenparametern, die im Kruskal-
Wallis-Test keine Signifikanz zeigen:

Tabelle 36: SNPs mit hohen/ niedrigen Schilddrisenparametern TSH, Ts, T4, die in der Untersuchung mittels
Kruskal-Wallis-Test das geforderte Signifikanzniveau p<0,05 nicht erreichten. n= Anzahl der Probanden.

SNP Genotyp TSH A Med n
(mul) (Mges.- Msnp)
rs11574085 AA 1,11 0,13 15
rs2239181 CC 1,11 0,13 36
rs3782905 CC 1,13 0,11 292
SNP Genotyp Ts A Med n
(pmol/l) (Mges.- Msnr)
rs11574143 1T 4,45 0,35 33
rs2239181 CC 5,00 -0,2 36
SNP Genotyp Ta A Med n
(pmol/l) (Mges.- MSNP)
rs11574085 AA 16,90 0,3 16
rs2189480 1T 16,80 0,4 420
rs2238136 TT 17,60 -0,4 228
rs3890733 1T 17,50 -0,3 343
rs4516035 TT 16,90 0,3 1017
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5 Diskussion

Ein Grol3teil der Erdbevélkerung leidet an Vitamin-D-Mangel. Seit langem ist dessen Relevanz
fur Erkrankungen mit Bezug zum Kalziumstoffwechsel, darunter die Knochenerkrankungen
Rachitis und Osteomalazie, bekannt [103]. In den letzten Jahren zeigte eine Vielzahl von
Studien, dass der Vitamin-D-Status auch fur zahlreiche Herz/Kreislauf- [138], Krebs-,
Autoimmun-, Infektions- und Stoffwechselerkrankungen von Bedeutung ist [51]. FUr die
Versorgung des Menschen mit Vitamin D sind zahlreiche Faktoren von Bedeutung.
Verschiedene Ursachen kénnen zu Vitamin-D-Mangel fihren. Der gréf3te Teil des vom Kérper
bendtigten Vitamin D wird unter unseren Lebensbedingungen unter Einwirkung von UV-
Strahlen in der Haut synthetisiert, nur ein geringer Teil wird mit der Nahrung aufgenommen.
Mangelnde Sonnenlichtexposition stellt einen der Hauptgriinde fiir einen Vitamin-D-Mangel
dar. FUr die Ausiibung der physiologischen Funktion von Vitamin D ist der Vitamin-D-Rezeptor
(VDR) von grof3er Bedeutung. Auch das Hormonsystem der Schilddrise kann durch mehrere
Faktoren reguliert und beeinflusst werden. Die physiologische Regulation erfolgt mittels
thyreotropem Regelkreis. Daneben kdnnen auch andere Faktoren wie beispielsweise
Medikamente oder geographische Aspekte die Funktion der Schilddriise beeinflussen [168].
Uber die gegenseitige Beeinflussung von Vitamin-D- und Schilddriisenstoffwechsel ist bislang
allerdings nur wenig bekannt. Bouillon et al. konnte bei der Untersuchung von 23 Probanden
mit Hyperthyreose sowie 12 mit Hypothyreose, keinerlei Veranderung im 25(OH)D-Blutspiegel
feststellen. Alle Blutentnahmen fanden zur gleichen Jahreszeit statt. Verzerrungen durch
schwankende Vitamin-D-Spiegel im Jahresverlauf konnten hierdurch minimiert werden [12].
Obwonhl bisher bereits tiber 470 SNPs im VDR-Gen bekannt sind, weild man bis heute wenig
Uber die Auswirkungen dieser SNPs auf die Schilddrisenfunktion [111].

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, einen Beitrag zur Beantwortung der bislang ungeklarten
Frage zu leisten, ob der Vitamin-D-Metabolismus die Schilddriisenfunktion beeinflusst. Dazu
wurden Daten einer grof3en prospektiven Kohortenstudie herzkranker kaukasischer Patienten
(Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health Study/ LURIC-Studie, n=3316) mit Hilfe des
Statistikprogramms SPSS (SPSS 25, IBM Co., Armonk, NY (USA)) auf eine mogliche
Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs; n=36) im fur den Vitamin-D-
Rezeptor kodierenden Gen und der 25-Hydroxyvitamin-D-Serumkonzentration mit
verschiedenen Schilddriisenparametern (Blutwerte fir Thyroidea-stimulierendes Hormon —
TSH; Thyroxin - T4 und Triiodthyronin - Ts) untersucht. Mittels genomweiten
Assoziationsstudien gelingt es in zunehmendem Male, Erkenntnisse Uber genetische

Variationen und deren Auswirkungen auf das Vitamin-D-System zu erlangen.

Zwei VDR-SNPs (rs2239186, rs3819545) erreichten das fir eine mdgliche Assoziation mit
dem TSH-Serumspiegel zunéchst geforderte Signifikanzniveau (p< 0,05), einer (rs2239186)
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das fur eine mogliche Assoziation mit Tz. Der homozygote Genotyp AA des Polymorphismus
rs3819545 im Vitamin-D-Rezeptor-Gen war mit einem durchschnittlich etwas niedrigeren TSH-
Wert im Vergleich zur Gruppe mit Genotyp GA (1,21 mU/l vs 1,3 mU/l, p= 0,011) assoziiert.
Probanden mit dem VDR-Genotyp AA des Polymorphismus rs2239186 zeigten ebenfalls einen
etwas niedrigeren durchschnittlichen TSH-Wert im Vergleich zu Probanden mit dem Genotyp
GG (1,21 mU/l vs 1,29 mU/l, p= 0,039). In der von uns untersuchten Kohorte war der VDR-
Genotyp AA des SNPs rs2239186 mit einem durchschnittlich etwas héherem Serumspiegel
fur Triiodthyronin (Median Ts: 4,80 pmol/l vs GG: 4,50 pmol/l, p= 0,006) assoziiert. Nach
Korrektur fir multiples Testen (Bonferroni) wurde allerdings in keinem Fall Signifikanz erreicht.
Somit konnten unsere Untersuchungen die Annahme unserer Ausgangshypothese, dass

VDR-Genotypen mit Parametern der Schilddrisenfunktion assoziiert sind, nicht bestatigen.

Mehrere Studien konnten jedoch bereits Assoziationen von Allelen bestimmter
Polymorphismen des VDR-Gens und Autoimmunerkrankungen der Schilddriise nachweisen
[83]. Eine Metaanalyse von Feng et al. aus dem Jahre 2013 zeigte eine Reduzierung des
Erkrankungsrisikos fiir autoimmune Schilddriisenerkrankungen bei Vorliegen der gut
untersuchten VDR-SNPs Bsm-I sowie Tag-I, wéahrend dies fir die VDR-SNPs Fok-1 und Apa-
| nicht dargelegt werden konnte [42]. Eine andere Studie von Inoue et al. wies wiederum hohe
Frequenzen des C-Allels in den VDR-SNPs Apa-l und Fok-l bei der Untersuchung von
Probanden mit Autoimmunerkrankungen der Schilddriise nach [73]. Obwohl die gro3e Zahl an
Probanden im von uns untersuchten Kollektiv eine Starke der vorliegenden Arbeit darstellt,
kann trotz der dadurch bedingten vergleichsweise grof3en Power unserer Studie ein
sogenannter Fehler 2. Art nicht sicher ausgeschlossen werden. Ein solcher Fehler 2. Art lage
in unserer Untersuchung vor, wenn in der analysierten Kohorte eine Assoziation von
Einzelnukleotid-Polymorphismen im fir den Vitamin-D-Rezeptor kodierenden Gen mit
bestimmten Schilddriisenparametern (Blutwerte flir Thyroidea-stimulierendes Hormon — TSH;
Thyroxin - T4; oder Triiodthyronin - T3) bestiinde, diese aber nicht erkannt wirde. Die

Nullhypothese wiirde somit falschlicherweise beibehalten.

Bei der Interpretation unserer Ergebnisse muss auch beriicksichtigt werden, dass wir in die
hier vorliegende Arbeit lediglich 36 der mehr als 470 bekannten Polymorphismen im Vitamin-
D-Rezeptor einschlielen konnten, weshalb zusatzliche Studien notwendig sind, um endgiltige
Aussagen uber den Einfluss von VDR-SNPs auf den Hormonhaushalt der Schilddriise zu
erlangen. Zudem bewegten sich die fur alle Schilddriisenparameter gefundenen Unterschiede
unserer Analyse in der Spannungsbreite der jeweiligen Normalwerte und waren somit nur sehr
gering ausgepréagt. Des Weiteren konnten Polymorphismen gefunden werden mit
vergleichsweise groRer Abweichung zum Median der Gesamtkohorte im jeweiligen

Schilddrisenparameter. Diese zeigten jedoch im Kruskal-Wallis-Test keine Signifikanz.
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Ursachlich konnte eine geringe Fallzahl pro untersuchter Gruppe sein. Die Anzahl der
Probanden in den nach Genotyp erstellten Gruppen war teils gering, mit beispielsweise
lediglich 15 oder 16 Probanden. Es miuissten mehr Patienten in die Untersuchung

eingeschlossen werden, um eine Reprasentativitat auf die Gesamtbevdlkerung zu erreichen.

Um weitere Erkenntnisse Uber einen moéglichen Zusammenhang von Vitamin-D-System und
Schilddrisenparametern zu gewinnen, untersuchten wir in unserem Kollektiv anschlief3end
eine mogliche Assoziation von Vitamin-D-Status und Schilddriisenparametern. Patienten mit
Vitamin-D-Mangel (25(OH)D < 20 ng/ml) wiesen eine durchschnittlich niedrigere
Serumkonzentration fur Ts auf, als Studienteilnehmer mit suffizientem Vitamin-D-Status
(25(OH)D > 30 ng/ml) (p= 0,004). Aber auch dieser Zusammenhang verlor nach Korrektur fur
mulitples Testen die Signifikanz. Studienteilnehmer mit suffizientem Vitamin-D-Status
(25(OH)D > 30 ng/ml) zeigten sowohl in den Serumkonzentrationen von TSH (Median 1,30
muU/l) als auch von T4 (Median 17,0 pmol/l) lediglich sehr geringe, nicht signifikante
Unterschiede, verglichen mit Patienten mit Vitamin-D-Mangel (25-OH-D < 20 ng/ml; TSH:
Median 1,25 mU/l; T4: Median 17,20 pmol/l).

Eine Studie von Chailurkit 2012, die eine Kohorte von 2582 Asiaten im Alter von 15 bis 98
Jahren untersuchte, und bei welcher ménnliche und weibliche Probanden in gleicher Anzahl
bertcksichtigt wurden, zeigte zwar eine inverse Korrelation zwischen 25(OH)D- und TSH-
Werten, jedoch lediglich in der Gruppe der jingsten Studienteilnehmer. Dieser
Zusammenhang konnte bei allen anderen Altersklassen nicht nachgewiesen werden [24]. Im
Gegenzug zeigte eine Studie von Barchetta, Baroni, Leonetti et al. [6] im Jahr 2015 einen
Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Mangel und erhéhten TSH-, bei unveranderten Ts- und
Ta-Werten. Jedoch wurden in dieser Studie lediglich 294 Probanden eingeschlossen. Zhang
et al. [176] und Mackawy et al. [105] konnten diesen Sachverhalt bestétigen.

Im nachsten Schritt suchten wir in Subgruppenanalysen nach Hinweisen fiir mdgliche
gleichgerichtete Effekte von VDR-SNPs und Vitamin-D-Status auf die Schilddriisenfunktion.
Die optimale Funktion des Vitamin-D-Systems kann bei uns Menschen auf verschiedenen
Ebenen beeintrachtigt sein. So kbnnen neben bestimmten genetischen Faktoren, zu denen
SNPs im VDR-Gen gehdéren, auch niedrige 25-Hydroxyvitamin-D Serumspiegel eine optimale
Funktion des Vitamin-D-Systems verhindern. Da Patienten mit suffizientem Vitamin-D-Status
in unserer Untersuchung hoéhere Serumkonzentrationen fir Ts (p<0.004) und TSH (nicht
signifikant), sowie geringere Werte fir T4 (nicht signifikant) aufwiesen, verglichen mit Patienten
mit Vitamin-D-Mangel, formulierten wir die folgende Hypothese: Wenn die Annahme zutrifft,
dass der Vitamin-D-Stoffwechsel bestimmte Schilddrisenwerte beeinflusst, dann sollten VDR-
SNPs, die negative Effekte auf die Funktion des VDR und somit auf die Vitamin D Wirkung

haben, gleichgerichtete Wirkungen auf diese jeweiligen Schilddriisenparameter ausiben wie
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ein unzureichender Vitamin-D-Status. Folglich sollten diese VDR-SNPs, genau wie ein
unzureichender Vitamin-D-Status, mit einer Tendenz sowohl fir relativ niedrige Ts- und TSH-
Serumkonzentrationen, als auch fir relativ hohe Ts-Serumkonzentrationen assoziiert sein.
Obwonhl sich in der Literatur keine genauen Angaben fanden, die einen Aufschluss Uber die
maoglichen Auswirkungen der von uns untersuchten VDR-SNPs auf die VDR-Aktivitat (férdernd
oder hemmend) hatten geben kénnen, waren die Ergebnisse unserer Subgruppenanalyse mit
dieser Hypothese vereinbar. So waren die Assoziationen der einzelnen VDR-SNPs mit den
drei untersuchten Schilddriisenparametern in der Regel nicht zufallsverteilt, sondern stimmten
entweder mit den Werten bei suffizientem (relativ hhere Serumkonzentrationen fir Ts und
TSH, relativ niedrigere Werte fir T4) oder unzureichendem (relativ niedrigere

Serumkonzentrationen fur T und TSH, relativ h6here Werte fir T,4) Vitamin-D-Status Uberein.

Fur einige VDR-SNPs liegen Informationen Uber die Rezeptoraktivitdt vor. So bewirkt
beispielsweise das A-Allel des Polymorphismus Cdx2 (rs11568820) eine Aktivitatssteigerung
des Rezeptors mit verstarkter Transkriptionsaktivitat und somit dem vermehrten Einbau von
Calciumtransportproteinen im Darm mit gesteigerter Calciumresorption [40]. Es wird postuliert,
dass Personen, die dieses A- Allel aufweisen, ein deutlich reduziertes Frakturrisiko zeigen [40].
Auch fur den intensiv untersuchten Polymorphismus Fok | (rs2228570) konnte in Studien von
Arai et al sowie Jurutka et al eine Assoziation des C-Allels mit starkerer Transkriptionsaktivitat
nachgewiesen werden [153]. Im Gegensatz zeigte der Fokl-Polymorphismus des VDR in
unserer Untersuchung keine Assoziation zu Verdnderungen in Schilddrisenparametern.
Interessant ware an dieser Stelle zu prifen, ob die Polymorphismen, die unserer Studie
zunachst signifikante Assoziationen zu Schilddriisenparametern zeigen, mit héherer oder
reduzierter VDR-Aktivitat vergesellschaftet sind. Jedoch liefert die aktuelle Literatur

diesbezlglich keine Angaben.

Die Tatsache, dass VDR-SNPs (rs2239186, rs3819545), welche das fir eine mogliche
Assoziation mit dem TSH-Serumspiegel zunachst geforderte Signifikanzniveau (p< 0,05)
erreichten, im Bereich von Introns, das heif3t, nicht kodierenden Abschnitten des Vitamin-D-
Rezeptor-Gens, liegen, schliel3t funktionelle Auswirkungen nicht aus. Gensequenzen eines
Chromosoms werden nicht zwangslaufig gemeinsam vererbt. Durch Crossing-over in der
Meiose, in der sich zwei Kopien jedes Chromosoms nebeneinander lagern, kdnnen einzelne
Chromosomenarme Uberlappen, auseinanderbrechen und folglich falsch verknipft werden. Je
dichter jedoch Polymorphismen auf einem Chromosom lokalisiert sind, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit einer gemeinsamen Vererbung, desto héher ist das so genannte Linkage
Disequilibrium [162]. Umso hdher das Linkage Disequilibrium ist, desto eher treten Allele
benachbarter Polymorphismen gemeinsam auf. Das Vorhandensein eines Polymorphismus

sagt gewissermassen das Vohandensein eines weiteren Polymorphismus voraus. Liegt jedoch

70



ein Kopplungsgleichgewicht (Linkage Equilibrium) vor, ist das Auftreten zweier Allele rein
zufallig [86,162]. Gemeinsam vererbte Sequenzvarianten bilden Haplotypen. Diese wiederum
sind sehr wichtig fur das Auffinden von Krankheitsgenen [86,162]. Die in unserer
Untersuchung fir zunéchst signifikant eruierten Polymorphismen kénnten dementsprechend
durch ein hohes Linkage Disequilibrium mit Polymorphismen, die beispielsweise auf
codierenden Abschnitten der DNA liegen, gemeinsam vererbt werden. Ein auf einem nicht
codierenden Abschnitt liegender Polymorphismus kénnte somit dennoch Effekte bewirken
[156,165]. Fir einige Polymorphismen des Vitamin-D-Rezeptorgens konnte bereits ein hohes
Linkage Disequilibrium nachgewiesen werden, beispielsweise am 3'-Ende zwischen den gut
untersuchten SNPs Bsml, Apal und Tagql [72,153].

In der Literatur wird ein direkter Einfluss von Vitamin D auf thyreotrope Zellen sowie
Thyreozyten diskutiert [6,24]. Der Nachweis des VDR in TSH-produzierenden Zellen der
Hypophyse spricht fiir eine Beeinflussung von TSH durch Vitamin D, welches wiederum fir die
Regulation der Schilddrisenhormone Tz und T, verantwortlich ist [137]. Aber auch in
Thyreozyten wurde der Vitamin-D-Rezeptor detektiert. Man vermutet, dass ein Vitamin-D-
Mangel zu einer reduzierten Aktivierung der Thyreozyten durch TSH fithren kann [6]. Es folgen
eine abgeschwachte, TSH-vermittelte lodidaufnahme in die Zelle und konsekutiv niedrige
Serumspiegel fur Triiodthyronin sowie Thyroxin, die aktiven Metabolite im Hormonhaushalt der
Schilddrise [53,69]. Zusammenhénge Uber Vitamin-D- und Schilddriisenstatus sind wenig
untersucht und die bislang vorliegenden Erkenntnisse werden aktuell auf Grund
unterschiedlicher Ergebnisse kontrovers diskutiert [123]. Bislang ist es nicht abschlieRend
geklart, ob der Vitamin-D-Rezeptorsignalweg in der Entwicklung und Funktion der Thyreozyten

und somit der Physiologie der Schilddriise eine Rolle spielt [26].

Zahlreiche Faktoren wie Lifestyle, Alter, Medikamente, aber auch geographische Aspekte und
Hauttyp, welche die Produktion von Vitamin D beeinflussen, sind bereits bekannt [67].
Genetische Faktoren werden derzeit intensiv diskutiert [163]. Da der VDR uber die
transkriptionale Regulation der CYP24A1 (24-Hydroxylase) den Metabolismus von 25(0OH)D
sowie 1,25(0OH);D reguliert, wurden die 36 VDR-SNPs auf eine mdgliche Assoziation mit
25(0OH)D- sowie 1,25(0OH).D-Serumwerten untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte von den 36 untersuchten SNPs im VDR-Gen zunéchst ein
Polymorphismus gefunden werden, der mit signifikanten Unterschieden in der 25(OH)D-
Konzentration korreliert. Es handelt sich dabei um rs3782905, Probanden mit Genotyp CC
wiesen an dieser Stelle signifikant niedrigere 25(0OH)D-Werte auf als jene mit Genotyp GC
(14,80 ng/ml vs. 16,00 ng/ml, p= 0,031). Auch konnte ein SNP eruiert werden, der eine
Assoziation zur 1,25-Dihydroxyvitamin-D-Konzentration zeigt. Studienteilnehmer, die im

Polymorphismus rs2408876 den Genotypen TC hatten, hatten signifikant niedrigere
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Serumlevel auf als Probanden mit Genotyp CC (32,75 ng/l vs. 34,45 ng/l, p=0,05). Nach
Korrektur fir multiples Testen erwiesen sich diese Ergebnisse jedoch als nicht mehr

signifikant.

Einer der am meist untersuchtesten Polymorphismen im VDR-Gen ist der so genannte Fok-I
(rs2228570). Bei Vorliegen des T-Allels werden langere Proteine generiert als bei Vorliegen
des C-Allels [72], mit folglich gesteigerter Transkriptionsaktivitat des kirzeren Proteins. In einer
Studie von Orton et al. konnte eine Assoziation von Fok-lI und 25(OH)D-Serumkonzentration
gezeigt werden. Probanden mit dem Genotyp GG wiesen durchschnittlich niedrigere Vitamin
D-Spiegel (26,0 ng/ml) als jene mit Genotyp AA oder GA (33,20 ng/ml) auf [126]. In unserer
Arbeit korrelierte ebenfalls Genotyp GG mit den niedrigsten 25(OH)D-Serumspiegeln (15,1
ng/ml), allerdings lie3 sich kein signifikanter Unterschied zu den anderen mdglichen
Genotypen im Polymorphismus nachweisen. Auch in einer Studie von Smolders et al. konnte
dieser Zusammenhang gezeigt werden. Wieder korrelierte die homozygote Form GG des Fok-
I mit den durchschnittlich niedrigsten 25(0OH)D-Werten [145]. Die Populationen von jeweils
weniger als 500 Probanden, auf die sich die oben genannten Studien beziehen, stellen eine
geringe Power bei kleiner Fallzahl dar, und sind eventuell nicht auf die Allgemeinheit
Ubertragbar. Des Weiteren zeigten die Ergebnisse dieser Untersuchungen des Fok-I-
Polymorphismus hinsichtlich der Auswirkung auf den 25(OH)D-Status keine starke Signifikanz,
das Signifikanzniveau von p<0,05 wurde nur leicht unterschritten [126]. Gerade ware es hier
interessant zu Uberprtifen, ob die Polymorphismen, die in unserer Studie zunachst signifikante
Assoziationen zu Schilddriisenparametern gezeigt haben, auch hier eine Assoziation zu
Vitamin D-Serumwerten aufweisen. In einer Studie von Yao et al aus dem Jahre 2012 konnten
Assoziationen von rs2239186, Genotyp GG, mit im Durchschnitt hoheren 25(OH)D-
Serumwerten gezeigt werden (21,2 ng/ml; AA= 13,5 ng/ml), bei amerikanischen Probanden
afrikanischer Abstammung. Dies korreliert ebenfalls mit unseren Ergebnissen. Genotyp GG
des rs2239186 zeigte auch in unserer Untersuchung durchschnittlich hdhere 25(0OH)D-Werte
an (16,40 ng/ml; AA 15,30 ng/ml), allerdings war die Differenz gering und statistisch nicht
signifikant. Assoziationen von Vitamin-D-Rezeptorpolymorphismen und deren Auswirkung auf
den Vitamin-D-Status sind derzeit nicht ausreichend untersucht, um diesen Sachverhalt
abschliel3end erklaren zu kénnen. Es scheint moglich, dass je nach vorliegendem Genotyp
Differenzen im Vitamin-D-Serumspiegel vorliegen, die das Risiko fur Vitamin-D-Mangel

assoziierte Erkrankungen beeinflussen [112].

In einer grofRen Genomweiten-Assoziationsstudie (GWAS) aus dem Jahre 2010, in der 33.996
Probanden inkludiert wurden, untersuchte man die Auswirkungen von genetischen Variationen
von Genen, die in den Vitamin-D-Stoffwechsel integriert sind, auf den Vitamin-D-Status. Dabei

konnte flr drei Genloci ein signifikanter Zusammenhang zur 25(OH)D-Konzentration gezeigt
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und in einer Kontrollgruppe bestétigt werden. Im Einzelnen handelt es sich dabei um die
Polymorphismen rs2282679 im GC-Gen (Vitamin D-Bindeproteingen), rs12785878 in der
Néhe des DHCR7-Gens (7-Dehydrocholersterolreduktasegen) sowie rs10741657 in der Néhe
des CYP2R1-Gens (25-Hydroxylasegen) [163]. Probanden mit einem Genotypscore
(Kombination dieser drei Genloci) der hdchsten Quatrtile zeigten ein signifikant héheres Risiko
fur Vitamin-D-Mangelzustande (25(OH)D < 20 ng/ml), verglichen mit Probanden der untersten
Quiartile. Diese Studie von Wang fuhrte zu der Erkenntnis, dass Polymorphismen in Genen,
involviert in Cholesterolsynthese, Hydroxylierung sowie Vitamin-D-Transport, gravierende
Auswirkungen auf den Vitamin-D-Status haben kdnnen. Personen mit bestimmten
Genomvarianten an diesen Stellen haben ein besonders hohes Risiko, an Vitamin-D-Mangel
zu leiden [163]. Die vorliegende Studie weist Vorteile, aber auch Nachteile auf. In die Wang-
Studie wurden 33.996 Studienteilnehmer inkludiert. Ein sehr grof3es Patientenkollektiv stellt
optimale Voraussetzungen dar, genetische Variationen, die Auswirkungen auf den Vitamin-D-
Status zeigen, zu detektieren. Auf der anderen Seite war die Datenauswertung in dieser Studie
sehr konservativ, das Signifikanzniveau wurde auf a= 5 * 108 festgelegt. Dies konnte unter
anderem dazu fihren, dass SNPs auf Grund eines Fehlers 2. Art Ubersehen wurden, die
Alternativhypothese falschlicherweise abgelehnt wurde. Des Weiteren erfolgte bei
verschiedenen Subgruppen die genetische Bestimmung sowie die Messung der Parameter flr
Vitamin D auf unterschiedliche Weise, was eventuell zu unterschiedlichen Messergebnissen
fuhren konnte [163] . Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Studie fir alle
inkludierten 3316 Probanden Vitamin-D- und Schilddrisenparameter in gleichen Tests
ermittelt [167]. Positiv zu erwahnen ist, dass die Wang-Studie mehrere, in den Vitamin-D-
Haushalt involvierte Gene (25-Hydroxylase, Vitamin D-Bindeprotein u.a.), analysiert [163]. Im
Gegensatz dazu untersuchten wir Polymorphismen im Vitamin-D-Rezeptorgen. Um
Zusammenhange zwischen genetischen Variationen und deren Assoziation zu Vitamin-D- und
Schilddriisensystem zu erlangen, ist eine Untersuchung aller, im Vitamin-D-Stoffwechsel
involvierten Gene, anzustreben. Im Gegensatz zur Wang-Studie, die Probanden von
verschiedenen Kontinenten grol3er Heterogenitat untersuchte [163], liegt eine Starke dieser
Arbeit in der Homogenitat der untersuchten Gruppe. Faktoren, die den Vitamin-D-Status
beeinflussen konnen, wie Dbeispielsweise geographische Aspekte, hatten alle
Studienteilnehmer gemeinsam. Auch wurden in der vorliegenden Arbeit lediglich Kaukasier
aus dem Umkreis Ludwigshafen, Rheinland-Pfalz, welche alle auf Grund derselben
Erkrankung, dem Akuten Koronarsyndrom, hospitalisiert waren, in die Analyse inkludiert. Ein
ahnlicher Lebensstil der Probanden fiihrt zur Minimierung von Faktoren, die den Vitamin-D-
sowie Schilddriisenhaushalt beeinflussen. Auf Grund der Homogenitat der untersuchten
Kohorte ist das Ergebnis gut auf die Gesamtbevolkerung Deutschlands Ubertragbar. Letztlich

muss angemerkt werden, dass genetischen Varianten, wie wir sie im Vitamin-D-Rezeptor-Gen
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untersuchten, grof3e ethnische Unterschiede aufweisen. Es ist nicht auszuschliel3en, dass bei
der Untersuchung anderer Ethnizitaten andere Ergebnisse resultieren. Zu erwahnen ist
ebenfalls, dass Probanden, die an chronischen Erkrankungen litten, von unserer
Untersuchung exkludiert wurden. Gerade Patienten mit Leber- und Nierenerkrankungen
kénnen geringere 25(0OH)D- beziehungsweise 1,25(0OH).D-Blutspiegel aufweisen, da diese
Organe Uber Hydroxylierungsenzyme verfligen, die fir die Synthese des aktiven Vitamin D

essentiell sind [86].

Neben oben erwahnten, positiven Aspekten unserer Studie ist anzumerken, dass keinerlei
Information zu Vitamin-D-Supplementation vorliegen. Es kdnnte demnach sein, dass bereits
manche Probanden, die einen niedrigen Vitamin-D-Status aufwiesen, oral therapiert wurden.
Da dieser Aspekt nicht berlcksichtigt wurde, kdnnten etwaige Zusammenhange zwischen
genetischen Variationen und Vitamin-D-Status nicht erkannt werden. Da bereits Studien
zeigen, dass eine Verbesserung der Schilddrisenfunktion nach Vitamin-D-Supplementation
und somit hohen Vitamin-D-Spiegeln erreicht werden kann [118], ist dies ein wichtiger Aspekt.

Mirhosseini et al konnte in einer retrospektiven Untersuchung von 11.017 Probanden zeigen,
dass eine orale Vitamin-D-Supplementation zu einer deutlichen Reduktion des Risikos, an
einer Hypothyreose zu leiden, fuhrt. Wahrend vor Supplementation 2 % aller Probanden an
einer Hypothyreose erkrankt waren (23% im Rahmen einer latenten Hypothyreose), so waren
es nach Supplementation und Erreichen eines suffizienten 25(OH)D-Status von mehr als 50
ng/ml lediglich 0,4 % (respektive 6 % im Rahmen einer latenten Hypothyreose) im Follow-up
nach 12 Monaten [118]. Optimale Vitamin-D-Level wirden folglich zu einer verbesserten

Schilddrisenfunktion beitragen.

Die 3316 in die LURIC-Studie inkludierten Probanden wurden in unserer Analyse nochmals in
Gruppen respektive Subgruppen, je nach vorliegendem Genotyp sowie Vitamin-D-Status
aufgeteilt. Teilweise verfligten diese Gruppen Uber lediglich wenige Probanden von 15
Personen, sodass hier das Problem der geringen Power zu diskutieren ist. Mégliche
Assoziationen kénnten auf Grund geringer Fallzahlen, gerade in erstellten Subgruppen, nicht
erkannt worden sein. Anzumerken ist ebenfalls, dass die Untersuchung von Assoziationen
bestimmter Genomvarianten auf den Parameter 1,25-Dihydroxyvitamin-D zu Erkenntnissen
Uber etwaige Zusammenhéange beitragen konnte. Allerdings unterliegt dieser Parameter einer
kurzen Halbwertszeit sowie wesentlich starkeren Einflissen und somit Schwankungen durch
beispielsweise Calcium, Phosphat oder Parathormon [35,50], was die Bestatigung einer

genetischen Ursache als Auswirkung auf diesen Parameter erschwert.

Geographische Aspekte spielen auch bei der Untersuchung des Schilddriisensystem eine
Rolle. Ein lodmangel mit lod als essentiellem Baustein zur Synthese von Triiodthyronin sowie

Thyroxin, gilt als Risikofaktor fur hypothyreotische Stoffwechselzustande. Die Ursachen fur
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diese Mangelgebiete konnten noch nicht abschlieRend geklart werden. De facto handelt es
sich aber bei Deutschland um ein so genanntes lodmangelgebiet. Studien zeigen, dass
Lander, die nicht diesen lodmangelgebieten zuzuordnen sind (beispielsweise die Schweiz),
eine geringere Inzidenz fur Langzeitfolgen wie autonome Schilddriisenerkrankungen,
aufweisen [82]. Fiur unsere Studie bedeutet dies auf der einen Seite, dass durch die
Homogenitat der Studienpopulation geographische Einflisse auf einzelne, gemessene
Schilddrisenparameter, und somit flr zunachst signifikant eruierte Assoziationen, minimiert
werden konnten. Auf der anderen Seite gilt es aber zu bedenken, dass gerade unter
Beachtung der Tatsache, dass Deutschland und somit der Inklusionsraum aller Probanden der
LURIC-Studie, einem lodmangelgebiet zuzuordnen sind, geographische Einfliisse auf unsere
Studienpopulation nicht auszuschlie3en sind. Zusammenfassend vermindert die Homogenitat
der in dieser Arbeit untersuchten Population, im Gegensatz zur Wang-Studie, das Auftreten
einer Populationsstratifikation, welches ein haufig diskutiertes Problem in genetischen Studien
darstellt [85]. Es kann zu Verzerrungen in der statistischen Auswertung bei der Untersuchung
von Probanden unterschiedlicher Ethnizitat kommen, auch wenn die Probandenzahl sehr gro3
und die Signifikanz der Ergebnisse stark ist [84,85]. Neben lodmangelgebieten gibt es weitere
Faktoren wie Medikamente, die Einfluss auf das Hormonsystem der Schilddriise nehmen.
Wahrend Antiepileptika und Lithium, das haufig zur Behandlung von Depressionen eingesetzt
wird, eine stimulierende Wirkung auf TSH zeigen, wirken Glukokortikoide und Heparine
hemmend auf die Expression dieses Hormons [168]. Da die Probanden der LURIC-Studie zur
koronarangiographischen Untersuchung mit Verdacht auf eine koronare Herzkrankheit mit
Symptomen wie Brustschmerz oder Zeichen einer Myokardischamie hospitalisiert waren, liegt
gerade hier der Verdacht nahe, dass einige Probanden zur Akuttherapie Heparin appliziert
bekamen. Die Einnahme solcher Medikamente wurde bei unserer Untersuchung nicht
bertcksichtigt. Auch wenn nach Korrektur flr multiples Testen keine Assoziation bestehen
bleibt, und zudem die Mediane der Schilddriisenparameter in unseren Untersuchungen im
Normbereich liegen, sind Verzerrungen durch genannte Einflussfaktoren nicht
auszuschlieRen. Ebenfalls wichtig zu erwéhnen ist die Tatsache, dass der Hormonhaushalt
der Schilddrise durch weitere Faktoren beeinflusst werden kann, welche in dieser Studie nicht
bertcksichtigt wurden. Neben lodmangelgebieten, die bereits erlautert wurden, zeigen Studien
ebenfalls einen Einfluss von Spurenelementen auf den Schilddrisenmetabolismus. Selen
beispielsweise, Bestandteil der lodthyronin-Deiodinase, ist involviert in Synthese und Abbau
der biologisch aktiven Form Ts. Bei weiteren Spurenelemente wie Zink, Eisen oder Kupfer
konnte gezeigt werden, dass deren Mangel den Schilddriisenhormonhaushalt negativ
beeinflusst [75]. Auch der Body-Mass-Index sowie das Alter scheinen bedeutende
Einflussfaktoren auf die Schilddriise darzustellen. So konnten Studien hohere Werte fur TSH,

Ts und auch T4 in Gruppen Ubergewichtiger Kinder [134], als auch Assoziation von hohem
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Alter und niedrigeren TSH- und Tz-Serumwerten zeigen [166]. Neben genetischen Variationen,
die in dieser Analyse betrachtet wurden, muss deshalb beachtet werden, dass es weitere

Einflussfaktoren sowohl auf das Vitamin-D- als auch Schilddriisensystem gibt.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit einen Beitrag zur Untersuchung eines Zusammenhangs
zwischen Vitamin-D- und Schilddriisensystem. Die Ergebnisse unserer Untersuchung sind
vereinbar mit der Hypothese einer moglichen Assoziation von VDR-SNPs und/oder Vitamin-
D-Status mit Parametern der Schilddriisenfunktion, und somit auch mit einer moglichen
Regulation der Schilddrisenfunktion durch den Vitamin-D-Stoffwechsel. Allerdings erreichen
die in unserer Untersuchung gefundenen Assoziationen zwischen VDR-Genvarianten
und/oder Vitamin-D-Status mit dem Hormonhaushalt der Schilddrise, teils nach Korrektur fur
multiples Testen, das geforderte Signifikanzniveau nicht. Das Verfehlen des geforderten
Signifikanzniveaus kdnnte durch verschiedene Faktoren, z.B. durch zu niedrige Power bei zu
geringen Fallzahlen, bedingt sein. Zudem bewegten sich die gefundenen Unterschiede fir alle
Schilddrisenparameter in der Spannungsbreite der jeweiligen Normalwerte und waren nur
sehr gering ausgepragt. Die Ergebnisse von Subgruppenuntersuchungen liefern aber
Hinweise, die im Einklang mit der auch durch unsere Untersuchung nicht abschlie3end
geklarten Hypothese sind, dass der Vitamin-D-Stoffwechsel die Schilddriisenfunktion im Sinne
einer Feinabstimmung beeinflusst. Zukiinftige, gut konzipierte Studien werden notwendig sein,

um diese Zusammenhange abschlieRend zu klaren.
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