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1 Einleitung

Die Glykierung von Proteinen ist ein spontan, nicht enzymatisch ablaufender Prozess,
der zu irreversiblen Protein-Zucker Verbindungen fuhrt; den sogenannten Advanced
Glycation Endproducts (AGEs). AGE-Bildung verandert dabei die Eigenschaften von
Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren (Nawroth et al. 1999). Sie konnen z.B. in
Gefallwanden und intrazellular in unterschiedlichen Gewebe akkumulieren. Dort
storen sie durch zum Teil irreversible strukturelle Veranderungen die Funktion der
betroffenen Zellen. AGEs funktionieren dabei z. B. in der Gentranskription involvierte
intrazellulare Proteine ebenso um, wie verschiedene im Blut zirkulierende Molekule
(Stirban, 2010). Sie induzieren pathologische Veranderungen an extrazellularen
Matrixmolekulen und storen somit die Signalkette zwischen Zellen und Matrix, was
dann letztendlich eine zellulare Dysfunktion zur Folge hat. Dartuber hinaus konnen
AGEs an spezifische zellulare Rezeptoren (RAGE) binden, was zur Aktivierung von
oxidativem Stress mit Freisetzung von Sauerstoffradikalen, DNA-Schadigung und
inflammatorischen Prozessen fuhrt (Stirban, 2010). Gesicherte Ursachen der AGE-
Bildung sind hoheres Lebensalter, Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz, sowie
verschiedene Herz-Kreislauferkrankungen (Ludgers et al. 2006, Chabroux et al. 2011,
Meerwaldt et al. 2005, Monami et al. 2008). In diesem Zusammenhang spielen AGEs
gegenwartig in der Aufklarung der Pathogenese unterschiedlicher metabolischer
Erkrankungen und deren Folgekomplikationen eine immer gro3ere Rolle. Nach
bisherigen Erkenntnissen scheint die AGE-Bildung dabei ein negativer prognostischer
Parameter fur makro- und mikrovaskulare Komplikationen des Diabetes mellitus und
weiteren Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems, sowie der Niere zu sein. Selbst in
der Entstehung verschiedener Krebsformen sollen AGEs eine kausale Rolle spielen
(Schupp et al. 2005, Sebekova et al. 2007).

Einen weiteren grof3en Stellenwert im Bereich der klinischen Forschung der letzten
Jahre nimmt das Vitamin D ein. Eine PubMed-Suche im Juni 2016 ergab unter dem
Stichwort ,Vitamin D“ insgesamt 68186 Treffer. Grenzt man diese Suche auf das Jahr
2015 - dem Jahr unserer ersten Publikation zum moglichen Zusammenhang zwischen
Vitamin D und AGE-Bildung - ein, fanden sich 4230 Arbeiten mit Vitamin D als key-
word. Dabei sind Vitamin D-Effekte auf die Kalzium-/Phosphathomdostase und
Knochenmineralisation sowie seine Rolle im Verlauf chronischer Nierenerkrankungen

im Rahmen der der renalen Osteopathie sind seit langen bekannt. Die orale Gabe von



Vitamin D, bzw. Vitamin D-Abkdmmlingen ist inzwischen klinischer Standard in der
Therapie der Osteoporose, bzw. des renalen Hyperparathyreoidismus.

Neben dem ossaren System exprimieren jedoch viele andere Gewebe und Zellen des
menschlichen Korpers den Vitamin D-Rezeptor (VDR) und sind in der Lage, die primar
zirkulierende Form von Vitamin D3, das 25(OH)-Vitamin D3 in das aktive 1,25(OH),-
Vitamin D3 umzuwandeln. Auf diese Weise ist es maglich, dass Vitamin D zusatzliche
nicht auf das Skelettsystem beschrankte Angriffspunkte und Wirkungsorte hat. Von
groBem Kklinischem Interesse ist dabei sein moglicher positiver Einfluss bzgl.
Pravention verschiedener chronischer Erkrankungen im Bereich Autoimmun-System,
systemischer Malignome, Infektionserkrankungen und insbesondere einer vorzeitigen
Arteriosklerose (Holick M, 2007).

In diesem Zusammenhang wurde auch festgestellt, dass ein Vitamin D-Mangel eine
deutlich hohere Pravalenz als bisher angenommen hat und dieser auch meist
unerkannt bleibt. Weltweit weisen ca. eine Milliarde Menschen einen signifikanten
Vitamin D-Mangel auf (Holick M, 2007). Eine Querschnittsstudie zur Abschatzung des
Vitamin D-Status in der deutschen Bevolkerung, die sog. DEVID Studie (Kipshoven C,
2010) ergab in allen Altersgruppen zu etwa 50% pathologisch erniedrigte Vitamin D-
Spiegel. Insbesondere mit zunehmendem Alter stieg der Anteil an Personen mit
Vitamin D-Mangel an. Insbesondere bei den Uber 75-Jahrigen waren es im Vergleich
mit Jungeren mehr als doppelt so viele, die eine Unterversorgung aufwiesen.

Die Grunde fur einen Vitamin D-Mangel sind multifaktoriell. Neben der jahreszeitlich
bedingten unterschiedlichen Sonnenexposition, der Abschirmung der Haut von der
Sonne durch Kleidung und Cremes mit Lichtschutzfaktor, der geringen Zufuhr mit der
Nahrung, scheinen auch die weltweit zunehmende Adipositas (Jacobo et al. 2000),
sowie die im Alter abnehmende Hautdicke (Holick et al. 1989) eine wichtige Rolle zu
spielen.

1.1 Grundlagen
1.1.1 Definition und Begriffserklarung der Advanced Glycation Endproducts

AGEs entstehen klassischerweise durch nichtenzymatische Glykierung, welche auch
als Maillard- oder Braunungsreaktion in der Literatur bekannt ist. Diese Glykierung
kann neben komplexen Proteinen auch Nukleinsauren, Lipide und Peptide betreffen

und dabei deren physikochemische Eigenschaften verandern.



AGEs akkumulieren verstarkt mit zunehmendem Alter, bei Diabetes mellitus, bei
Niereninsuffizienz und der Alzheimer- Demenz (Odetti et al. 1995). AGEs finden sich
dabei beispielweise vermehrt innerhalb arteriosklerotischer Plaques, in senilen
Plaques des Morbus Alzheimer, in der Niere des Diabetikers und in
Amyloidablagerungen uramischer Patienten (Nawroth et al. 1999).

AGEs werden in drei Gruppen unterteilt (Stirban, 2010):
1. Fluoreszierende querverbundene AGEs: Pentosidin, Crossline
2. Nicht-fluoreszierende querverbundene AGEs: ,Glyoxal lysine dimer”
(GOLD), ,Methylglyoxal lysin dimer (MOLD)
3. Nicht-querverbundene AGEs: Pyrraline, N- Carboxymethylysin (CML)

1.1.2 Entstehung der Advanced Glycation Endproducts (AGEs)

In der Nahrungsmittelchemie ist die chemische Reaktion die zur Braunung von protein-
und kohlenhydratreichen Nahrungsmitteln fuhrt, seit langem bekannt. Sie wurde durch
den franzosischen Chemiker Louis Caille Maillard bereits 1912 erstmals beschrieben
und kann unter physiologischen Bedingungen auch im menschlichen Korper ablaufen
(Ledl et al. 1990).

Dabei versteht man unter der sogenannten ,Maillard-Reaktion” den klassischen Weg
zur AGE-Entstehung. Diese fuhrt zunachst nicht-enzymatisch zu einer kovalenten
Bindung zwischen einer freien n-terminalen und/oder e-standigen primaren
Aminogruppe von Proteinen mit einer Carbonylgruppe z.B. eines reduzierten
Saccharids wie Glukose. So entsteht zunachst eine chemisch reversible Schiff'sche
Base, die sich im weiteren Verlauf zu dem stabileren Ketoamin, dem sogenannten
Amadori-Produkt, umlagert. Durch Dehydratations- und Kondensationsreaktionen
reagiert das Amadori-Produkt letztendlich weiter zu den Endprodukten der Maillard-
Reaktion, den sog. AGEs.

Neben diesem klassischen Weg, fuhrt auch die Autooxidation von Glukose, oder die
Bildung aus reaktiven Zwischenprodukten, welche auch als a-Dicarbonyl-
verbindungen, oder Oxoaldehyde bekannt sind, zur Entstehung von AGEs (Thornalley,
1999).

Zusatzliche Wege, die zur Entstehung und langfristigen Akkumulation von AGEs
fuhren kdnnen, sind vor allem im Rahmen von oxidativem Stress beschrieben. Auch

hier sind reaktive Carbonyl-Verbindungen (RCC) wichtige Intermediarprodukte, die



durch Autooxidation von Kohlenhydraten und Glykolsaure-Zwischenprodukten, durch
Peroxidation von Fettsauren und oxidative Modifizierung von Nuklein- und
Aminosauren entstehen (Mulder, 2007).

Die enge Beziehung von AGE-Bildung und oxidativem Stress wird auch dadurch
deutlich, dass bei der Oxidation von Glucose zu Dicarbonylzwischenprodukten
Superoxidradikale entstehen, die zu Hydrogenperoxid disproportionieren konnen.
Hydrogenperoxid kann dabei in Anwesenheit von katalysierenden Metallen das extrem
reaktive Hydroxylradikal bilden (Nawroth et al. 1999).

Neben den beschriebenen endogenen Entstehungswegen konnen AGEs auch direkt
aus der Umwelt (exogen) in den Organismus gelangen. Zigarettenrauch und
Nahrungsmittel sind dabei die hauptsachliche Quelle. Der Konsum AGE-reicher
Nahrungsmittel fuhrte im Tierversuch zu erhOhten zirkulierenden und im Gewebe
abgelagerten AGEs, zu verstarkter Arteriosklerose (Lin et al. 2003) und zur
Nierenschadigung (Zheng et al. 2002). Die restriktive Zufuhr von AGE-haltigen
Nahrungsmitteln verhinderte eine Progression der Arteriosklerose und eine weitere
Verschlechterung der Nierenfunktion (Zengh et al. 2002) bei Diabetes mellitus Typ 1
und Typ 2 (Peppa et al. 2003). Weitere bei verminderter exogener AGE-Zufuhr
beobachteten gunstige Effekte waren eine erhdhte Insulinsensitivitat (Hoffman et al,
2005) und eine beschleunigte Wundheilung (Peppa et al. 2003). Eine lebenslange
niedrige Nahrungs-AGE-Zufuhr war au3erdem im gleichen Umfang, wie eine geringere
Kalorienzufuhr, mit einer hoheren Lebenserwartung vergesellschaftet (Palimeri et al.
2015).

Im Zusammenhang mit der exogenen Zufuhr von AGEs uber die Nahrung konnte
gezeigt werden, dass Fleisch und Fett im Vergleich zu Kohlenhydraten einen
besonders hohen Gehalt an AGEs aufweisen, der dann noch durch unterschiedliche
Zubereitungsmethoden (insbesondere Grillen und Braten) weiter erhoht wird (Uribarri
et al. 2010).

1.1.3 Abbau der AGEs

Die wichtigsten Mechanismen fur den Abbau von AGE-modifizierten Gewebs- und
Zellstrukturen sind die extrazellulare Proteolyse, sowie der AGE- Rezeptor vermittelte
intrazellulare Abbau; z.B. durch Gewebsmakrophagen. Die AGEs werden dabei durch
Makrophagen zu niedermolekularen und damit I6slichen Peptiden abgebaut, die Uber



die Niere ausgeschieden werden konnen. Abhangig von der Nierenfunktion werden
5-30 % der aufgenommenen AGEs uUber den Harn ausgeschieden. Somit hangt die
AGE-Ausscheidung auch stark von der Nierenfunktion ab. Weiterhin wird vermutet,
dass AGEs uber Endozytose der AGE- modifizierten Proteine in den sinusoidalen
Zellen der Leber (Kupffer-Zellen und Endothelzellen) abgebaut werden konnen
(Smedsrod et al. 1997). Eine eingeschrankte Leber-Funktion fuhrt daher unabhangig
von der Nierenfunktion ebenso zu einer Akkumulation von AGEs. Insulin scheint dabei
eine wichtige modifizierende Rolle bei der Aufnahme von AGEs in die Endothelzellen
mittels ,Scavenger®- Rezeptoren zu spielen (Sano et al. 1998).

1.2 Nachweis der Advanced Glycation Endproducts

Im Wesentlichen werden AGEs im menschlichen Organismus heute fur grol3e
Untersuchungsserien in folgenden beiden Kompartimenten quantitativ detektiert:

1.2.1 Messung von Advanced Glycation Endproducts im Blut

Um den AGE-Gehaltim Serum zu messen wird haufig das nicht-querverbundene AGE,
N-Carboxymethyl-Lysin (CML) bestimmt. Die Konzentration wird dabei mittels
kompetitivem ELISA-System quantifiziert (Makita et al. 1991). In jungerer Zeit neu
entwickelte biochemische und immunochemische Tests messen sowohl
fluoreszierende AGEs (z.B. Pentosidin), als auch nicht- fluoreszierende AGEs (z.B.
N-Carboxymethyl-Lysin). Zeitaufwand, Kosten und geringe Reproduzierbarkeit
beschranken allerdings die breite klinische Nutzung dieser Assays.

1.2.2 Hautautofluoreszenz (SAF)

Nach Anregung bei 370nm zeigen kollagen-verbundene AGEs der Haut ein fur sie
charakteristisches Fluoreszenzspektrum bei 440nm. Klassischerweise wurde dies
genutzt, um die AGE-Akkumulation in Homogenaten aus Hautbiopsien zu bestimmen.
Das hier am haufigsten untersuchte Haut-AGE ist Pentosidin, ein Cross-link zwischen
Arginin und Lysin.

Dabei ist jedoch zu beachten, dass nicht alle AGEs fluoreszierende Eigenschaften
aufweisen. Auf ELISA basierte Untersuchungen an Diabetikern haben einen
gegenuber den fluoreszierenden AGEs zusatzlichen vorzeitigen Anstieg der nicht-
fluoreszierenden AGEs gezeigt (Beiswenger et al. 1995).



Da verschiedene AGEs unterschiedliche fluoreszierende Eigenschaften aufweisen,
kann man Uber die alleinige Messung der Hautfluoreszenz keine Aussagen zur
Konzentration einzelner Verbindungen machen. Dennoch scheint die AGE-
Hautfluoreszenz insgesamt in einem positiv korrelierenden Zusammenhang mit
metabolischem Stress und dem Fortschreiten von Komplikationen verschiedener

altersbedingter Erkrankungen zu stehen (Monnier et al. 1986).

Im Gegensatz zu dem auf einfachem Weg mittels ELISA aus Blut- und Urinproben
gemessenem AGE-Gehalt, scheint nach aktueller Datenlage die Hautfluoreszenz-
Messung insgesamt gesehen eine genauere Information uber die AGE-Akkumulation
im Gewebe und damit auch dem Risiko assoziierter Erkrankungen zu geben
(Meerwaldt et al. 2005). Dabei durfte auch eine nicht unwesentliche Rolle spielen,
dass sie unabhangig von der aktuellen Nieren- und Leberfunktion bestimmt werden
kann. Das Bestreben, auf diesem Weg eine einfache, schnelle und kostenglnstige
Messung der Hautgewebe-Fluoreszenz bei grolReren Populationen vornehmen zu

konnen, fuhrte zur Entwicklung des in dieser Arbeit verwendeten AGE-Readers.

1.3 Entwicklung des AGE-Readers

Diagnostischer Goldstandard in der quantitativen Bestimmung der AGE-Ablagerung in
der Haut ist die bioptische Probengewinnung und eine anschlieRende aufwendige
immunochemische Untersuchung (Meerwaldt et al. 2008, Lutgers et al. 2006).
Aufwand und Kosten schlielen diese Methode leider fur einen breiten klinischen
Einsatz innerhalb grof3er Untersuchungs-Kollektive aus. Da jedoch zahlreichen
Studien zur AGE-Akkumulation in der Haut deren gute positive Korrelation zu
verschiedenen bereits genannten chronischen Folgeerkrankungen zeigten (Lutgers et
al. 2006, Meerwaldt et al. 2005, Mulder et al. 2008), war die Entwicklung einer
moglichst einfachen, genauen, gut reproduzierbaren und auch weitgehend
automatisierbaren Messmethode eine logische Konsequenz.

Auf der Suche nach einer so charakterisierten Methode zur quantitativen Erfassung
von AGE-Ablagerungen in der Haut, half eine eher zufallige Entdeckung in fruheren
Studien welche mit Natriumfluoreszin die Endotheldysfunktion diabetischer Patienten
untersuchten. Mit diesem Marker gelang es die bei Diabetes mellitus haufig erhdhte
vermehrte Kapillardurchlassigkeit und Diffusion ins Interstitium in verschiedensten
Bereichen des Korpers im Rahmen der nichtinvasiven Fluoreszenzvideomikroskopie
zu visualisieren. (Jager et al. 1997). Dabei fielen jedoch bereits vor der hierzu



notwendigen  intraven6sen  Natriumfluoreszin-Injektion im  Vergleich  zu
Kontrollpersonen bei Diabetikern erhdhte Werte an von der Haut ausgestrahltem
fluoreszierendem Licht auf.

Diese endogen erzeugte Fluoreszenz wurde zunachst nur als Autofluoreszenz
bezeichnet. Spater konnte jedoch gezeigt werden, dass ein Teil des emittierenden
Lichts innerhalb bestimmter Wellenlangenbereiche auf fluoreszierende AGEs in den
verschiedenen Hautschichten zurlckgefuhrt werden kann (Mulder, 2007). Diese
Erkenntnis fuhrte dann in einer Zusammenarbeit der Abteilung fur Biomedical
Engineering an der Universitat Groningen (Niederlande) Medical Care mit der dort
ansassigen Firma DiagnOptics zur Entwicklung und serienmafligen Herstellung des in
dieser Arbeit benutzten AGE-Readers.

1.4 Vitamin D

1.4.1 Terminologie Vitamin D

Der Begriff ,Vitamin D“ wird im deutschen und angloamerikanischen Sprachraum
biochemisch nicht ganz korrekt verwendet. Einerseits subsummiert er sowohl
biologisch inaktive Hormon-Vorstufen, als auch das aktive Hormon 1,25(OH),-Vitamin
Ds. Andererseits ist der historisch gewahlte Vitamin-Begriff nicht ganz zutreffend, da
unter Vitaminen im engeren Sinn lebensnotwendige Substanzen definiert sind, welche
der Korper nicht selbst synthetisieren kann und daher von auf3en zugefuhrt werden
mussen. Dies trifft jedoch beim Vitamin D nicht zu, da die Hormonvorstufe (siehe
unten) in der Leber endogen gebildet wird. Somit ware eine Bezeichnung wie z. B
Prohormon D3 zutreffender.

Etwas verwirrend ist ferner die Tatsache, dass fur die letztendlich biologisch aktive
Substanz mit 1,25(0OH),-Cholecalciferol, 1,25(0OH),-Vitamin D3, 1,25-Dihydroxychole-
calciferol, Calcitriol und Vitamin D-Hormon, insgesamt 5 unterschiedliche
Bezeichnungen synonym verwendet werden. Davon zu unterscheiden sind
wortverwandte Begriffe wie z.B. Alpha-Calcidiol, einem zur Therapie verwendeten
synthetischen Metaboliten 1a-(OH)-Vitamin D3 .

Weitere synthetische Substanzen mit Uber den Vitamin D Rezeptor vermittelten
biologischen Wirkungen werden letztendlich noch als Vitamin D-Analoga bezeichnet
(Jakob, 1999).



Zusatzlich ist noch der Begriff des Vitamin D-Rezeptor (VDR) im alltaglichen
Sprachgebrauch vorhanden, obwohl es sich hierbei um den klassischen Rezeptor fur
das aktive 1,25(OH),-Vitamin D3, dem Vitamin D-Hormon handelt.

Die Bildung von Vitamin D3 beginnt mit dem im Korper in der Regel ausreichend
vorkommenden Provitamin 7-Dehydrocholesterol. Dieses ist ein Zwischenprodukt der
Cholesterinbiosynthese und findet sich in seiner hochsten Konzentration im Stratum
spinosum und Stratum basale der Haut. Unter Einwirkung von ultraviolettem Licht der
Wellenlange 290-315 nm wird eine photochemische Reaktion ausgeldst, in der sich
Pravitamin D3 bildet und durch thermische Isomerisierung zu Vitamin D3 umgewandelt
wird. ,Bei tUberméBiger Sonneneinstrahlung entstehen unwirksame Nebenprodukte.
Eine Hypervitaminose durch Sonneneinstrahlung kann also nicht entstehen® (Jakob,
1999). Vitamin D3 gelangt dann an das Vitamin D-bindende Protein gekoppelt Uber
dem Blutweg zur Leber. Dort wird es unter dem Einfluss der Vitamin D-25 Hydroxylase
weiter zu 25(OH)-Vitamin D (Calcidiol) hydroxyliert. Calcidiol ist noch biologisch inaktiv
und wird in Muskel-, Leber- und Fettgewebe gespeichert. Die letztendliche
Umwandlung zum aktiven 1,25(0OH), Vitamin D (Calcitriol) erfolgt zum Uberwiegenden
Teil in den proximalen Tubuluszellen der Niere durch das Enzym 1a-Hydroxylase. Die
wichtigsten Faktoren, die zu einer Aktivierung dieses Schlisselenzyms fuhren, sind
ein Absinken des Serum-Calcium- und Phosphatspiegels mit Stimulation der
Parathormonsekretion in der Nebenschilddruse. 1,25-Dihydroxycholecalciferol hemmt
wiederum seine eigene Synthese in einem negativen Ruckkopplungsmechanismus mit
verminderter PTH-Sekretion und einer gesteigerten Expression der 24-Hydroxylase,
welche Calcitriol zur wasserloslichen Calcitroinsaure abbaut, die anschliel3end bilar
ausgeschieden wird.

1.4.2 Biologische Wirkungen von Vitamin D

1.4.2.1 Wirkung im Kalzium- und Knochenstoffwechsels

Aufgrund seiner vielfaltigen Wirkungen im Organismus ist es erforderlich, dass die

Serum-Calciumkonzentration sowohl kurzfristig (Muskel; Nerven, Blutgerinnung u.a.),



als auch langfristig (Knochen) in einem engen Bereich von 2,1-2,6 mmol/l gehalten
wird. Hier besitzt Vitamin D3 seine bekanntesten regulatorischen Effekte.

Es stimuliert die Differenzierung von Osteoblasten ebenso, wie deren spezifische
Funktionen nach Ausreifung. Eine Reihe von Genen der Extrazellularmatrix
(Osteopontin, Osteocalcin, hCYR61, Typ1-Kollagen) wurden dabei als Vitamin Ds-
responsiv beschrieben. Im Dinndarm fordert Calcitriol die enterale Kalziumaufnahme.
Auch der aktive und passive Phosphattransport wird stimuliert. Dieses wiederum wird
bei Kalziummangel vermehrt ausgeschuttet und stimuliert Uber eine vermehrte
Expression der 1a-Hydroxylase die Aktivierung von 25(0OH)-Vitamin D zu 1,25(0OH),-
Vitamin D und damit indirekt die enterale Calciumresorption im terminalen lleum.

An der Nebenschilddruse inhibiert Vitamin Ds; die Sekretion des Osteoklasten-
stimulierendem Parathormon.

Ein einseitig verstarkter Knochenabbau wird durch die Calcitriol-vermittelte Hemmung
von Parathormon verhindert. Die Sekretion von Parathormon wird zusatzlich durch die
vermehrte Kalziumresorption im Dinndarm unter dem Einfluss von 1,25(OH),-Vitamin
D gehemmt (F. Jakob, 1999).

1.4.2.2 Wirkung an den Nieren

In der Niere stimuliert 1,25-Dihydroxycholecalciferol Uber eine vermehrte Expression
der 24-Hydroxylase seinen eigenen Abbau. Zusatzlich fordert es hier die tubulare
Kalzium- und Phosphatrickresorption (F. Jakob, 1999).

1.4.2.3 Wirkung im Muskel

Vitamin D beeinflusst direkt und indirekt Muskelkraft und-Funktion Uber eine Steuerung
der muskularen Proteinbiosynthese und des intrazellularen Kalziumstoffwechsels. Es
wirkt insbesondere auch dem altersabhangigen Verlust von schnellwirksamen Typ 2-
Fasern entgegen, welcher fur die vermehrte Sturzneigung alterer Menschen in
Zusammenhang gebracht wird (De Luca, 2004).

1.4.2.4 Wirkung auf die Haut

In der Haut wird, wie bereits beschrieben, das Vitamin-D-Prahormon mit Hilfe von
UVB-Strahlen gebildet. Gleichzeitig besitzen viele Zellen der Haut, darunter
Keratozyten, Melanozyten, Makrophagen und Sebozyten die Fahigkeit, aktives
1,25(0OH),-D3 aus 25(0OH)-Ds zu synthetisieren. Zudem ist die Haut selbst auch



Zielorgan, in dem Calcitriol das Wachstum und die Differenzierung von Keratinozyten,

Talgdrusen und anderer Zellen reguliert (Reichrath et al. 2007).

1.4.3 Vitamin D-Mangel und seine Bedeutung

Die bekannteste und in ihrer Kausalitat gesicherte klinische Folge eines chronischen
Vitamin D-Mangels ist ein sekundarer Hyperparathyreoidismus. Dieser wiederum
induziert einen verstarkten Knochenumbau und gesteigerten Knochenmasseverlust,
was letztendlich zu einem erhohten Risiko fur eine Osteoporose und pathologischen
Knochenfrakturen fuhrt.

Weiterhin wird ein chronischer Vitamin D-Mangel -meist ohne gesicherte Kausalitat-
insbesondere auf Grundlage epidemiologischer Studien mit einer Vielzahl weiterer
biochemischer und klinischer Stérungen in Verbindung gebracht:

Dies betrifft kardiovaskularen Erkrankungen (Wang et al. 2008), arterielle Hypertonie
(Li et al. 2002, Scragg et al. 2007), kalzifizierende Arteriosklerose (Al Mheid et al.
2011), Koronarsklerose (Watson et al. 1997, De Boer et al. 2009), ischamischer Insult
(Pilz et al. 2008), verschiedene Autoimmunerkrankungen (Typ 1-Diabetes, Multiple
Sklerose und Rheumatoide Arthritis) (Holick, 2007), verminderte Infektabwehr
(Gombart et al. 2005), Morbus Alzheimer (Bali et al. 2012), sowie Depression und
Schizophrenie (Mc Grath et al. 2002).

Im Bereich des Glucosestoffwechsels wurde ein chronischer Vitamin D-Mangel mit
einer gestorten Insulinsekretion aus den Beta-Zellen des Pankreas und einer
Beeintrachtigung der Insulin-Sensitivitat (Insulin-Resistenz) insulinabhangiger
Gewebe (Norman et al. 1980, Harinarayan et al. 2014, Pittas et al. 2007, Badawi et al.
2014) in Verbindung gebracht. Aus diesen Befunden vermutet man einen moglichen
Zusammenhang zwischen Vitamin D-Mangel und der Entwicklung einer gestorten
Glucosetoleranz als Vorstufe und Wegbereiter zum Typ 2-Diabetes ab (Mattila et al.
2007).

Prospektive und retrospektive Untersuchungen beschreiben bei Vitamin-Mangel unter
20 ng/m 25-OH-D3 eine erhohte Rate an Colon-, Prostata- und Brustkrebs, sowie eine
erhohte Mortalitat bei Vorliegen der Krebserkrankung (Holick, 2007).

10



1.4.4 Vitamin D-Diagnostik

Die Diagnose eines Vitamin D- Mangels aufgrund mangelnder Zufuhr, ungentgender
Sonneneinstrahlung, erhohtem Stoffwechsel durch Aktivierung mikrosomaler P450-
Enzyme oder Resorptionsstorung wird durch Bestimmung des 25(OH)-Vitamin D3 im
Serum gestellt. Die Konzentration von 25(OH)-Vitamin D3 spiegelt dabei die Zufuhr
von Vitamin D3 mit der Nahrung und seine UV-Licht-abhangige Bildung aus seinen
Pravitaminen wider. Bei Werten < 12 ng/ml (< 30 nmol/l) liegt definitionsgemal ein
schwerer, bei Werten von 12 - 20 ng/ml (30 - 50 nmol/l) ein mittelgradiger und bei 20 -
30 ng/ml /I (51 -75 nmol/l) ein leichter Vitamin D-Mangel vor.

Ungeeignet zur Messung ist aktives 1,25(0H),-Vitamin D3, da es bei niedrigen 25(0OH)-
Vitamin Ds-Spiegeln (bis etwa 7ng/ml) lange im Normbereich bleibt. Der Grund hierfur
ist, dass jedenfalls bezuglich des Serum-1,25(0OH),-Vitamin D3-Spiegels genugend
Substrat fur die 1a-Hydroxylase zur Verfugung steht.

Kalzium, Phosphat und alkalische Phosphatase im Serum sind ebenfalls ungeeignet,
um indirekt erniedrigte Calcitriolwerte zu erkennen, da sie sich trotz eklatantem Vitamin

D-Mangels lange im Normbereich befinden.

Abhangig von der Dauer und dem Schweregrad kann reaktiv der Parathormon-Spiegel

ansteigen und erhohte Parameter des Knochenstoffwechsels gemessen werden.

Die Calcidiol-Bestimmung erfolgt heute im klinischen Routine-Labor automatisiert
mittels Elektrochemilumineszenz-Enzymimmunoassay (ELISA).

1.5 Fragestellung und Ziele

Die vorliegende Arbeit versucht zu klaren, ob Zusammenhange zwischen dem Vitamin
D Status und Parametern der Mirkoinflammation, des oxidativen Stress, sowie einer
AGE-Akkumulation in der Haut bestehen. Untersucht wurden hierzu gesunde
Personen, Patienten mit ausschlieRlich arterieller Hypertonie, sowie Typ 1- und Typ 2-
Diabetiker. Es interessierte dabei insbesondere, ob ein Vitamin D- Defizit mit einer

messbaren Veranderung der genannten Parameter verbunden ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeines

Die Studie wurde vorab durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der
Julius-Maximilians-Universitat  Wurzburg begutachtet und genehmigt. Die
Durchfuhrung erfolgte entsprechend ethischer Richtlinien der Deklaration von Helsinki
fur wissenschaftlich-klinische Studien am Menschen. Alle Teilnehmer wurden
mundlich und mittels Aufklarungsbogen tber Umfang und Ziele der Studie aufgeklart

und unterschrieben die beigefugte Einverstandniserklarung.

Die Ergebnisse wurden in zwei Originalarbeiten publiziert:

Sebekova, K., Stiirmer, M., Fazeli, G., Bahner, U., Stab, F., & Heidland, A. ,Is vitamin
D deficiency related to accumulation of advanced glycation end products, markers of
inflammation, and oxidative stress in diabetic subjects?” BioMed research

international, 2015

Stiirmer, M., Sebekova, K., Fazeli, G., Bahner, U., Stab, F., & Heidland, A. ,25-
Hydroxyvitamin D and advanced glycation endproducts in healthy and hypertensive

subjects: are there interactions?” Journal of Renal Nutrition, 2015

Tabellen und Abbildungen in in der vorliegenden Arbeit entsprechen oder ahneln

demnach denen der Orginalpublikationen.

2.2 Probanden

Die Studienteilnehmer wurden durch personliche Ansprache in der Praxis fur Innere
Medizin, Gastroenterologie und Diabetologie von Dr. Werner Stirmer in Wurzburg und
im KfH Nierenzentrum Wurzburg e.V. rekrutiert.

Es wurden dabei insgesamt vier unterschiedliche Gruppen untersucht:
1. Gesunde Kontrollpersonen (n=106)
2. Patienten mit arterieller Hypertonie ohne Diabetes (n=39)

3. Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 (n=43)
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4. Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (n=233)

Als gesund wurde ein Proband fur die Studie eingestuft, wenn folgende Bedingungen
erfullt waren:

- Keine bekannte akute, oder chronische Erkrankung

- Keinerlei Medikamenteneinnahme

- In standardisierter Blutdruckmessung RR<140/90 mm Hg

- HbA1c-Wert <6,1%

Patienten mit arterieller Hypertonie, jedoch ohne Diabetes mellitus hatten in ihrer
Krankengeschichte in standardisierten Gelegenheitsmessungen dokumentierte Ruhe-
Blutdruckwerte von >140/90 mm Hg, oder einen Mittelwert von >135/85 mm Hg in der
24h RR-Messung. Sie nahmen aus diesem Grund mindestens ein antihypertensiv

wirksames Medikament ein. Ihr HbA1c lag ebenfalls unter 6,1%.

Typ 1 Diabetiker wiesen eine typische Anamnese auf und wurden alle entweder mit
einer intensivierten konventionellen Insulintherapie (ICT), oder einer Insulin-
Pumpentherapie seit mehr als einem Jahr behandelt. Bei Erkrankungsbeginn waren
mindestens einer der drei Autoimmunparameter (ICA, GAD-AK; |IA2-AK) pathologisch
erhoht und es lag eine signifikante Ketonurie vor.

Alle Typ 2 Diabetiker zeigten ein, oder meist mehrere Kriterien des metabolischen
Syndroms. Sie wiesen eine unterschiedlich hohe Insulineigensekretion (C-Peptid im
kurzen Glucagon-Test, oder postprandial gemessen) auf und waren bei der
Erstmanifestation von unter 55 Jahren stets Antikorper-negativ, bzw. ohne signifikante

Ketonuirie.

Alle untersuchten Probanden waren frei von Hauterkrankungen, Narben im
Untersuchungsgebiet oder Pigmentstorungen (z.B. Vitiligo). Ausschlusskriterien waren
daruber hinaus jegliche Art von akuten und nicht metabolischen chronischen
Erkrankungen, aktive Malignome, eine Einschrankung der Nierenfunktion (MDRD-
GFR <6Om|/min/1,73m2), eine laufende orale Medikation mit Glukokortikoiden,

Schwangerschaft, Stillzeit, Vitamin D Supplementation innerhalb der letzten sechs
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Monate, regelmalige Solarium-Besuche und die Benutzung von Selbstbraunern

innerhalb der letzten 14 Tage.

Im ersten Studienarm wurden insgesamt 146 Probanden untersucht und dabei 107
Gesunde mit 39 Patienten verglichen, welche als einzige relevante internistische

Erkrankung eine pharmakologisch behandelte arterielle Hypertonie aufwiesen.

Der zweite Studienarm umfasste 276 Diabetikern (233 mit Typ 2 und 43 mit Typ 1
Diabetes), denen 121 nicht diabetischen Vergleichspersonen gegenubergestellt

wurden.

Um lediglich den Einfluss des Diabetes mellitus auf die erhobenen Parameter zu
erkennen, wurden im zweiten Studienarm alle Raucher aus dem Kollektiv

ausgeschlossen.

2.3 Methoden
2.3.1 AGE-Reader

Bei allem Studienteilnehmer wurde die Haut-Autofluoreszenz auf der volaren Seite des
Unterarmes mit dem AGE-Reader (DiagnOptics, BV Groningen, Niederlande)
untersucht.

Der AGE-Reader besteht aus einem Gehause, welches das Spektrometer und die UV-
Lichtquelle zum Anregen der AGEs umschliel3t. In das Gehause ist ein Messfenster
zur Belichtung und Detektion eingelassen. Auf der Gehause-Oberflache befindet sich
eine Gummimatte, in die eine Vertiefung zur Ablage der zu untersuchenden
Unterarmseite eingearbeitet ist. Diese zur Reinigung abnehmbare Matte hat
gleichzeitig den Zweck, das zu untersuchende Hautareal vom Umgebungslicht
abzuschirmen. Der AGE-Reader ist zur Datenubertragung mittels USB-Kabel mit

einem PC verbunden.
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Abbildung 1: Aufbau des AGE Reader

Im Gegensatz zu Untersuchungen im Rahmen der Malignom-Diagnostik, welche
zwischen lokalen Unterschieden in der Autofluoreszenz von Tumorgewebe und nicht
tumords verandertem Gewebe zu unterscheiden versucht, detektiert der in dieser
Studie verwendete AGE-Reader Anderungen im normalen Gewebe, die
moglicherweise  mit dem  Alterungsprozess und  Systemerkrankungen
zusammenhangen. Infolgedessen muss die Gewebsflache, die von der Glasfaser
erfasst wird, gro3 genug sein, um grobe Abweichungen der Messung, die auf
Haarfollikel, Talgdrisen, Kapillaren oder kleine BlutgefalRe zurickzuflhren sind, zu
verhindern. Aus diesem Grund wurde die Glasfaser nicht direkt in Kontakt mit der Haut
gebracht, sondern mit einigem Abstand zur Haut positioniert, was zu einer
Integrationsflache von ca. 4cm? fuhrt. Eine schematische Darstellung zeigt die
Abbildung 2.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Funktionsweise des AGE-Readers

In dieser Anordnung trifft das mittig ausgestrahlte Licht die Haut senkrecht Uber eine
gesamte Detektionsflache von 4 cm?. Die Glasfasersonde wird hierbei in einem Winkel
von 45° angebracht, um den Einfluss der gerichteten Reflexion zu beschranken.

Zur Belichtung wird eine Schwarzlichtlampe genutzt. Der Anregungsbereich liegt dabei
zwischen 350 und 420nm (maximale Intensitat bei 370nm). Dieses Licht stimuliert
fluoreszierende Anteile im Gewebe, welche dann Licht mit einer veranderten
Wellenlange aussenden. Im verwendeten Wellenlangenbereich kommt der grofite Teil
der Fluoreszenz von fluoreszenten AGEs, hauptsachlich in Verbindung mit Kollagen,
aber auch mit anderen Proteinen und Lipiden. Das Licht dieser Autofluoreszenz wird

dann mit einem Spektrometer quantitativ erfasst.

Die AGE- Messung selbst besteht aus zwei Schritten. Dabei wird der eigentlichen
Probanden-Messung jeweils eine zweistufige Kalibrierung bei geschlossenem
Verschluss vorgeschaltet.

Erst findet die Dunkelstrommessung (Dunkelstrom ist die spontane Bildung von freien
Ladungstragern durch Warme in einem lichtempfindlichen Halbleiter, hier dem
Charged-Coupled-Device-Sensor) statt, um ein stérendes Rauschen der CCD-
Fotodetektoren zu verhindern.

Der zweite Schritt besteht in der Messung von 100% Reflexion durch einen weilen
Reflexionsstandard, um die Unterschiede in der Hautabsorption und damit auch der

Hautreflexion der verschiedenen Patienten zu korrigieren.
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Nach abgeschlossener Kalibrierung wird nach Offnung des Verschlusses die Messung
am Patienten durchgefuhrt. Dabei wird das gesamte Licht im Wellenlangenbereich von
300-600 nm, welches nach Anregung mittels Schwarzlichtlampe von der Haut emittiert
wird, uber eine Glasfasersonde gesammelt und zu mehreren CCD-Fotodetektoren im
eingebauten Spektrometer Ubertragen. Um eine bestmdgliche Reproduzierbarkeit zu
erreichen, besteht eine Messung aus dem Mittelwert von 50 automatisch
hintereinander durchgeflhrten Einzelmessungen.

Die im Spektrometer detektierten Daten werden per USB- Kabel zur
Informationsverarbeitung an einem Computer weitergeleitet und dort das gemessene
Lichtspektrum, sowie der Hautautofluoreszenzwert graphisch dargestellt.

Die Hohe der Autofluoreszenz wird mit Hilfe einer speziellen Auswertesoftware durch
die Formel AF= len/lex errechnet, wobei lem, dem durchschnittlich emittierten Licht in nm
im Bereich zwischen 420nm und 600nm und lex der mittleren Anregungslichtintensitat
im Bereich 300- 420nm entspricht. Das Ergebnis wird in AU (arbitrary units =
willkdrliche Einheit) angegeben. Da die Hautautofluoreszenz von Veranderungen im
Bereich Hautabsorption und auf3erdem von der Lichtintensitat beeinflusst werden
kann, wird empfohlen, Hautautofluoreszenzwerte als relative Werte zu betrachten
(Mulder, 2007).

Die vollautomatische Probanden-Messung dauert inklusive Auswertung weniger als

eine Minute.

2.3.2 Laborchemische Bestimmungen

Bei allen Probanden wurde nichtern Blut aus einer Kubitalvene entnommen. Davon
wurden zwei Proben unmittelbar zentrifugiert und als Plasma bei -80 Grad zur spateren
Analyse eingefroren. Weitere Serumproben wurden am gleichen Vormittag zur
Bestimmung verschiedener Routineparameter (s.u.) in die ortliche Fachpraxis fur
Laboratoriumsmedizin (Dr. G. Hermann Wurzburg) verschickt. Zusatzlich erfolgte eine
kapillare Blutentnahme zur Bestimmung von Blutglucose und HbA1c im Praxislabor
Dr. W. Sturmer vor Ort. In einer Subgruppe von 61 Probanden (42 Patienten Gesunde
und 19 Patienten mit Hypertonie, darunter 51 Nichtraucher und 10 Raucher mit einem
Geschlechterverhaltnis von 30 Mannern zu 31 Frauen) wurden au3erdem CML und
Soluble Vascular Receptor Adhesion Protein-1 im kommerziell erhaltlichen ELISA

bestimmt. Diese Untersuchungen erfolgten in einem Labor der medizinischen Fakultat
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an der Comenius Universitat Bratislava in der Slowakei. Weitere Routine Parameter
wie Serum-Kreatinin, Albumin im Urin wurden in der Praxis fur Laboratoriumsmedizin
(Dr. med. Gerhard Hermann; Wurzburg) bestimmt. Die glomerulare Filtration (GFR)
wurde mittels MDRD-Formel berechnet.

Vitamin D
Elektrochemilumineszenz-Immunoassay; ECL-Immunoassay, Fa. Roche, Schweiz,

Labor Limbach, Heidelberg

hoch sensitives C-reaktives-Protein C (hsCRP)

Nephelometrie; BN Il Nephelometer, Fa. Siemens, Deutschland, Labor Limbach,
Heidelberg

Advanced-Glycation-Endproducts-assoziierter-Fluoreszenz (AGE-Fl)

Die Analyse der Plasma AGE-FL erfolgte wie von Munch et al. 1997 beschrieben
mittels kompetetivem ELISA und Fluoreszenzspektroskopie

Soluable-Vascular-Adhesion-Protein-1 (sSVAP-1)
ELISA; Bender Med Systems Inc, Wien, Osterreich

Advanced Oxydation Protein Products (AOPPs)
Spektrofotometrischer Assay (Witko-Sarsat et al. 1998)

Carboxymethyllysin (CML)
ELISA; Microcoat, Bernried, Deutschland

Soluble Receptor-of-Advanced-Glycation-Endproducts (SRAGE)
ELISA; R&D Systems, Minneapolis, Minnesota

HbA1c
Hochdruck-Flussigkeitschromatograph (ADAM, A1cHA-8180 FAST; Axonlab, Baden,
Schweiz
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2.3.3 Sonstige Bestimmungen

Die Handkraft der Probanden wurde mit Hilfe eines hydraulischen Handkraftmessers

(Fabrication Enterprises Inc., White Plains, New York) ermittelt.

Zur Bestimmung des Body Mal} Index (BMI) wurden aktuelles Korpergewicht und

GroRe am Untersuchungstag aktuell gemessen.

Anamnestische Daten bzgl. Vorliegen der Ein- und Ausschlussfaktoren, sowie zu
Rauchergewohnheiten und Lebensalter wurden den elektronischen Patientenakten in
der Praxis Dr. W. Sturmer und im KfH Wurzburg enthommen.

2.4 Statistik

Die verschiedenen Daten und Laborparameter wurden zunachst in einer Excel-Tabelle
gesammelt und anschlieend zur statistischen Analyse in SPSS der Version 16 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) importiert.

Unterstltzend bei der statistischen Analyse wirkte Frau Dr. med. Katarina Sebekova
(Comenius Universitat, Medizinische Fakultat, Bratislava, Slowakei) mit.

Bei der Erfassung von Haufigkeiten wurden deskriptive Verfahren, wie Mittelwert und
Median verwendet.

Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mittels zweiseitigem T-Test untersucht.
Bei drei Gruppen erfolgte eine Varianzanalyse (ANOVA) mittels Scheffe-Post-Hoc-
Test.

Zur Prufung auf statistisch signifikante Unterschiede beim Vergleich von Haufigkeiten
wurde der chi’>-Test verwendet. Pearson-Korrelationskoeffizienten wurden berechnet.
Der p-Wert fur statistische Signifikanz war mit 0,05 festgelegt. Multivariante Analysen
wurden mittels generalisiertem linearem Modell (GLM) durchgefuhrt.

Zusatzlich wurde eine Diskriminanzanalyse durchgefuhrt (OPLS-DA, Simca Version
13, Umetrics, Umea, Schweden), um die unabhangigen Variablen zu identifizieren, die
zur Aufteilung in Probanden mit normwertigen und solchen mit erniedrigten Vitamin D-

Spiegeln beitragen.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische und laborchemische Ergebnisse
(Gesunde und Hypertoniker)

Alle Untergruppe zur Ubrige p
Bestimmung von
sVAP-1, CML und
sRAGE
n 146 61 85
M/F (n; %) 73/73 30/31 (49%/51%) 43/42 0.87°"
(50%/50%) (51%/49%)
Alter (Jahre) 57.0+15.5 57.9+15.0 56.3 £+ 15.7 0.53
BMI (kg/m?) 27.0+ 3.6 26.7 +3.9 272+33 | 049
eGFR 85+ 16 85+ 17 85+ 15 0.96
(ml/min/1.73m?)
HbAc (%) 54+0.3 55+0.4 54+0.3 0.28
Vitamin D3 (ng/ml) 225+8.9 22.1+£8.0 22.7+9.6 0.71
SAF (AU) 2305 24106 23105 0.10
FI-AGEs (AU) 285+ 70 307 £ 81 268 + 57 0.002
CML (ng/ml) NA 1066 + 374 NA NA
sRAGE (pg/ml) NA 999 + 352 NA NA
hsCRP (mg/l) 20+22 20+23 1.9+ 2.1 0.81
sVAP-1 (ng/ml) NA 399 £+ 162 NA NA
AOPPs (umol/l) 175+ 118 203 £ 170 155 + 47 0.036
Arterielle Hypertonie 106/40 42/19 (69%/31%) 64/21 0.65°"
(Nein/Ja; %) (73%/27%) (75%/25%)
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Raucher (Nein/Ja;%) 124122 51/10 (84%/16%) 73/12 0.70°"
(85%/15%) (86%/14%)

Handkraft (Pfund) 84 + 30 83 + 28 85+ 15 0.91

Tabelle 1: Demographische und laborchemische Ergebnisse Gesunde und
Hypertoniker, NA = nicht ermittelt

Die 146 Patienten im ersten Studienarm waren im Alter zwischen 14 bis 96 Jahren.
73% waren frei von bekannten Erkrankungen, wohingegen 27% eine arterielle
Hypertonie aufwiesen. 15% der Teilnehmer waren aktive Raucher. Die
Geschlechterverteilung lag bei 73 Frauen zu 73 Mannern. Die Probanden wiesen
einen leicht erhdhten durchschnittlichen BMI von 27 + 3,6 kg/m? auf. Mit einer
durchschnittlichen glomerularen Filtrationsrate von 85 + 16 ml/min/1,73m? zeigten die
Teilnehmer eine normale bis allenfalls gering eingeschrankte Nierenfunktion. Der
HbA1c-Wert betrug 5,4 £ 0,3% und lag wie in den Einschlusskriterien gefordert, bei
jedem Probanden unter 6,1%. Die Untergruppe (n=61), in der zusatzliche Parameter
bestimmt wurden, unterschied sich bis auf hohere Plasma AGE-FI (p = 0,002) und

AOPPs (p = 0,036) nicht signifikant vom Ubrigen Probandenpool.

3.2 Ergebnisse zur Hautautofluoreszenz (SAF) und AGE assoziierter
Fluoreszenz im Plasma (AGE-FI) (Gesunde und Hypertoniker)

In der Gesamtgruppe zeigte sich nur zwischen SAF und Alter (r = 0,223; p = 0,037)

eine signifikante lineare Korrelation. SAF und eGFR zeigten keinen signifikanten

Zusammenhang (r = - 0,151; p = 0,16).

Multivariante Analysen mit Alter, Body-Mass-Index, eGFR, hsCRP, AGE-FI, AOPPs,

Raucherstatus und arterielle Hypertonie als unabhangige Variablen ermittelten das

Alter und Rauchen als SAF beeinflussende Faktoren (Korrigiertes Modell: p=0,011;

Alter: p < 0,001; Rauchen: p = 0,011; R2: 27%).

Ein Gruppenvergleich zeigte keinen signifikanten Unterschied von SAF zwischen

Rauchern und Nichtrauchern (2,4 + 0,7 vs. 2,3 £ 0,5 AU; p = 0,57). Die untersuchten

Raucher waren jedoch signifikant junger als die Nichtraucher (45,8 £ 12,1 vs. 58,9

15,1 Jahre; p < 0,001). AuRerdem wiesen sie eine hohere eGFR (94 + 16 vs. 83 + 16
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ml/min/1,73m?; p < 0,02) und niedrigere HbA1c-Werte (5,3 + 0,3 vs. 5,5 + 0,3, p <
0,012) auf.

Wurden beide Gruppen (Raucher/Nichtraucher) separat untersucht konnte bis auf fur
das Alter keine signifikante Beziehung zur SAF ermittelt werden (Abbildung 3). Es
zeigte sich auch kein signifikanter Zusammenhang zwischen AGE-assoziierter
Fluoreszenz (AGE-FI) im Plasma und Alter (Abbildung 4).

CONS-NT ANS-HT @S-NT @S-HT
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y =0.030x +1.045
r=0.516; p=0.014 ¢ 220
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2 !
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1 = 0 Non-smokers:
y=0.018x+1.29
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Abbildung 3: Korrelation zwischen Hautautofluoreszenz (SAF) und Alter (Jahre), (NS-
NT = normotensive Nichtraucher, NS-HT = hypertensive Nichtraucher, S-NT =
normotensive Raucher, S-HT = hypertensive Raucher), gestrichelte Linie =
Regressionsgerade Raucher, durchgezogene Linie = Regressionsgerade
Nichtraucher
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Abbildung 4: Korrelation zwischen Alter und Plasma-AGE assoziierter Fluoreszenz
(AGE-FI), (NS = Nichtraucher, S = Raucher), gestrichelte Linie = Regressionsgerade
Raucher, durchgezogene Linie = Regressionsgerade Nichtraucher

3.3 Ergebnisse - normotensive Probanden und hypertensive Patienten

Normotensive gesunde Hypertensive p
Probanden Patienten
n 107 39
M/F (n; %) 50/57 (47%/53%) 23/16 0.19°"
(59%/41%)

Alter (Jahre) 54.0+15.5 64.8 +12.2 <0.001
Vitamin D3 (ng/ml) 221+ 8.4 21.8+10.3 0.59
Skin AF (AU) 23105 25+0.5 0.018
AGE-FI (AU) 273 £ 60 315 + 86 0.007
CML (ng/ml) 1128 £ 403 929 + 256 0.054
sRAGE (pg/ml) 1008 £ 341 980 + 384 0.78
hs-CRP (mg/l) 1.8+ 20 24+27 0.15
sVAP-1 (ng/ml) 397 + 184 402 £ 104 0.92
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AOPPs (umol/l) 175+ 110 176 = 140 | 0.51
Raucher (Nein/Ja; 90/17 (84%/16%) 34/5 (87%/13%) | 0.65°"
%)

Handkraft (Pfund) 84 + 31 82 £ 25 0.73

Tabelle 2: Ergebnisse bei gesunden normotensiven Probanden und hypertensiven

Patienten

Hypertensive Patienten zeigten im Vergleich zu normotensiven gesunden Probanden
hohere SAF und Plasma AGE-FI (2,5 +0,5vs. 2,3 £0,5; p = 0,018 bzw. 315 + 86 vs.
273 £ 60 AU; p = 0,007), waren aber auch signifikant alter (64,8 + 12,2 Jahre vs. 54,0
+1 5,5 Jahre; p < 0,001) (Tabelle 2). Die ubrigen ermittelten Variablen unterschieden

sich in diesem Vergleich nicht signifikant voneinander.

Unter der Voraussetzung, dass ein Vitamin D-Spiegel < 20 ng/ml als schwerer Mangel,

Werte von 20 bis 29 ng/ml als leichter Mangel und Werte > 30 ng/ml als normwertige

Vitamin D-Spiegel betrachtet werden, zeigten sich im Gesamt-Kollektiv (gesunde

normotensive Probanden und Hypertoniker) folgende Ergebnisse:

Vit. D3 <20 | Vit. D3: 20-29 | Vit. D3 > 30 P
ng/mi ng/ml ng/ml) (ANOVA)

n 63 54 29 —
M/F (n) 32/31 26/28 15/14 0.94°"
Alter (Jahre) 57.1+16.5 54.2 +13.9 59.9 + 15.1 0.44
Vitamin D3 (ng/ml) 146+ 4.0 245+26 359+49" | <0.001
Skin AF (AU) 24+06 23+0.5 23+05 0.55
AGE-FI (AU) 286 + 87 281 + 59 283 + 49 0.86
CML (ng/l) 1046 + 369 1083 £ 315 976 + 384 0.58
sRAGE (pg/ml) 1023 + 379 942 + 329 1022 + 387 0.99
hs-CRP (mg/l) 22+25 20+22 1.6+ 1.3 0.92
sVAP-1 (ng/ml) 417 + 138 386 + 169 410 + 201 0.91
AOPPs(umol/l) 189 + 132 146 + 76 200 + 145 0.68
Hypertonie (Nein/Ja) 44/19 42/12 21/8 0.62°"
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Current smokers 53/10 46/8 25/4 0.97°"
(Nein/Ja)

Handkraft (Pfund) 82+30 87131 80+25 0,75

Tabelle 3: Demographische und laborchemische Daten in Abhangigkeit vom Vitamin
D-Status

Die mittlere Vitamin D3-Konzentration lag in der Gesamtgruppe bei 22,5 + 8,9 ng/ml
(Tabelle 1). Manner und Frauen zeigten keinen signifikanten Unterschied (22,6 + 9,1
ng/ml vs. 22,3 + 8,8 ng/ml; p = 0,84). 43% aller Teilnehmer wiesen einen Vitamin D3-
Mangel (Konzentrationen < 20 ng/ml) und 37% ein Vitamin D3-Defizit (Konzentration
20-29 ng/ml) auf. Nur bei 20% fand sich ein regelrechter Vitamin D3-Status
(Konzentration > 30 ng/ml). Bei einer solchen Unterteilung ergaben sich fur keinen der
verschiedenen dargestellten Parameter signifikante Unterschiede (Tabelle 3).

In der Gesamtgruppe (Gesunde und Hypertoniker) zeigte sich keine signifikante
Korrelation zwischen Vitamin D3 und SAF (Abbildung 5). Auch hinsichtlich der dbrigen
Variablen konnte dies nicht beobachtet werden. Auch multivariante Analyseverfahren

konnten keinen unabhangigen, signifikanten Kontributor ermitteln.
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?o
2
Dcﬂ’! e
-E 20 -
8 Smokers:
10 1 y=-2.36x+28,93
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0 1 2 3 4

SAF (AU)

Abbildung 5: Beziehung zwischen Haut-Autofluoreszenz (SAF) und Plasma Vitamin D
Konzentration in der Gesamtgruppe (NS-NT = normotensiver Nichtraucher, NS-HT =
hypertensiver Nichtraucher, S-NT = normotensiver Raucher, S-HT = hypertensiver
Raucher), gestrichelte Linie = Regressionsgerade Raucher, durchgezogene Linie =
Regressionsgerade Nichtraucher
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Die durchschnittich gemessene Vitamin D-Konzentration unterschied sich bei
Rauchern und Nichtrauchen nicht (23,3 + 9,4 vs. 22,3 + 8,9 ng/ml, p = 0,66). Bei
Rauchern konnte jedoch eine statistisch signifikante inverse Beziehung zwischen
Vitamin D3 Konzentration und AGE-FI im Plasma beobachtet werden (r = -0,551; p =
0,008) (Abbildung 6). Auch bei sVAP-1 und AGE-FI im Plasma (r = 0,633; p = 0,049)
(Abbildung 7a) und bei sVAP-1 und Vitamin D3 (r = -0,696; p = 0,026) (Abbildung 7b)
zeigte sich eine solche Beziehung.
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Abbildung 6: Beziehung zwischen Plasma AGE assoziierter Fluoreszenz (AGE-FI) und
Vitamin D-Konzentration (S = Raucher, NS = Nichtraucher), gestrichelte Linie =
Regressionsgerade Raucher, durchgezogene Linie = Regressionsgerade
Nichtraucher
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Abbildung 7: (a) Korrelation zwischen Plasma AGE assoziierter Fluoreszenz (AGE-FI)
und Konzentration von soluble vascular adhesion protein-1 (sVAP-1) und (b) inverse
Korrelation zwischen Vitamin D3 und sVAP-1 bei Rauchern mit Regressionsgeraden
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3.4 Ergebnisse - Diabetiker und nicht diabetische Kontrollen

Es wurden insgesamt im zweiten Studienarm 276 Diabetiker (Alter 16 - 94 Jahre, 43
Typ 1 Diabetiker und 233 Typ 2-Diabetiker) mit 121 nichtdiabetischen Kontrollen
verglichen. In der Gesamtgruppe der Diabetiker (Typ 1 und Typ 2) ergab sich ein
Geschlechtsverhaltnis von 160 zu 116 (m/w 58% / 42%) mit leichten Uberwiegen der
Manner. Das Durchschnittsalter der Diabetiker betrug aufgrund des hohen Anteils von
Typ 2 Diabetiker 65,0 + 13,4 Jahre. Im Durchschnitt waren sie 15,1 + 10,7 Jahre an
Diabetes mellitus erkrankt. Die Therapie der Erkrankung erfolgte nach
leitliniengerechten Therapieschemata mittels oralen Antidiabetika oder Insulin. Der
durchschnittliche HbA1c-Wert lag bei 7,1 £ 1,1 %. Somit wiesen die Patienten
insgesamt eine relativ gute Blutzuckereinstellung auf. Die Untergruppe, in der
zusatzliche Parameter (sVAP-1, CML und sRAGE) bestimmt wurden, unterschied sich
bis auf hohere Plasma AGE-FI (p = 0,002) und AOPPs (p = 0,036) nicht signifikant
vom ubrigen Probandenpool.

Die Kohorten-Charakteristika sind in Tabelle 4 dargestellt. Das Verhaltnis zwischen
Mannern und Frauen, CML und sRAGE zeigte keine signifikanten Unterschiede. Die
Diabetiker waren signifikant alter (p < 0,001) und zeigten einen héheren BMI (p <
0,001), HbA1c (p < 0,001), SAF (p < 0,001), hsCRP (p = 0,001), AGE assoziierte
Fluoreszenz (p < 0,001) und sVAP-1 (p = 0,049). Zudem wiesen sie haufiger
Komorbiditaten, eine niedrigere glomerulare Filtration (p < 0,001) und niedrigere Werte
fur Handkraft (p = 0,026) im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Um mdgliche
unabhangige Effekte des Alters und Diabetes festzustellen, wurden fur die statistische
Analyse generalisierte lineare Modelle (GLM) genutzt. Die ausgewahlten Variablen
beeinflussten die CML-Werte jedoch nicht signifikant (Tabelle 5).
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(Nein/Ja; %)

Nicht Diabetiker p DM1 DM2 p
diabetische gesamt
Kontrollen
N (%) 121 276 43 (16%) 233 (84%)
Méanner/Frauen (n; %) | 60/61 160/116 0.12°" 23/20 137/96 0.52°"
(50%/50%) (58%/42%) (53%/47%) | (59%/41%)
Alter (Jahre) 58.6 + 15.1 65.0+ 13.4 | <0.001 486+ 1.8 68.0+9.6 <0.001
Diabetesdauer (Jahre) | -- 16.1+£10.7 -- 19.5+13.2 15.0 £ 10.1 0.10
BMI (kg/m?) 272+33 30.5 £ 6.1 <0.001 254+37 31.4+6.0 <0.001
Gesamtprotein (g/l) 727 727 0.71 715 727 0.24
eGFR (ml/min/1.73m%) | 84 + 16 71+ 25 <0.001 83 + 26 69 + 24 <0.001
HbAc (%) 55+0.3 7.1+1.1 <0.001 7.1+1.1 7.1+1.1 0.98
FI-AGEs (AU) 281 + 67 341+ 112 <0.001 289 + 104 350 + 111 <0.001
SAF (AU) 23405 28+0.7 <0.001 25407 29+07 <0.001
CML (ng/ml) 1045 + 368 1023+393 | 0.71 1125+ 940 | 1008 +385 | 0.12
sRAGE (pg/ml) 989 + 376 936 + 497 0.23 1133+ 638 | 922 + 474 0.30
SVAP-1 (ng/ml) 409 + 166 462 £ 172 0.049 415 + 138 469 £ 176 0.16
hsCRP (mg/l) 2020 27+24 0.001 1.9+ 1.9 2.9+ 2.4 0.004
Handkraft (Pfund) 84 + 31 75+ 25 0.026 85+ 32 74 £ 23 0.09
*Albumin im Urin <10 127 £ 318 NA 131 + 306 126 + 321 0.97
(mg/l)
“*Arterielle Hypertonie | 88/33 96/167 <0.001°™ | 23/13 73/154 <0.001°™
(Nein/Ja; %) (73%/27%) (37%/63%) (53%/47%) | (32%/68%)
“*pAVK (Nein/Ja; %) | 119/2 220/44 <0.001°™ | 34/2 186/42 0.054°"
(98%/2%) (83%/17%) (94%1/6%) (82%/18%)
“*KHK (Nein/Ja; %) 117/4 213/51 <0.001°™ | 33/3 180/48 0.07°"
(97%/3%) (81%/19%) (92%/8%) (79%121%)
**Gesamt- 87/34 74/190 <0.001°™ | 22/114 52/176 <0.001°™
komorbidititen (72%/28%) (28%/72%) (61%/39%) | (23%/77%)

Tabelle 4: Demographische und laborchemische Ergebnisse bei nicht-diabetischen
Kontrollen im Vergleich zu Diabetikern
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25(0H)D

HbA1C

AGE-FI

CML

SAF

sVAP-1

SRAGE

hsCRP

Grips

Corr. m.

0.84

0.001

0.001

0.93

0.001

0.045

0.019

0.001

0.001

Intercept

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.002

0.011

0.001

Alter

0.83

0.06

0.001

0.90

0.001

0.23

0.006

0.002

0.001

DM st.

0.62

0.001

0.001

0.69

0.001

0.10

0.20

0.007

0.94

R2

-0.01

0.35

0.15

-0.01

0.31

0.01

0.03

0.05

0.17

Tabelle 5: Multiple Regression, Effekt von Alter und Anwesenheit/Abwesenheit von
Diabetes mellitus auf die unabhangigen Variablen

3.5 Einfluss des Diabetestyps

Die in dieser Studie untersuchten Typ 1-Diabetiker waren wie der Pathogenese nach
zu erwarten junger (p < 0,001) als die Typ 2-Diabetiker (Tab. 4). Der HbA1c war jedoch
in beiden Gruppen gleich (p = 0,98) und die Diabetesdauer ebenfalls vergleichbar lang
(p =0,10). Typ 1 und 2-Diabetiker wiesen keine signifikanten Unterschiede bzgl. CML,
SRAGE und Hohe der sVAP-1- Werte auf. Auch in der Handkraft unterschieden sich
beide Gruppen nicht. Im Gegensatz zum Typ 2-Diabetes wiesen Typ 1-Diabetiker
niedrigere Werte des BMI, AGE-spezifischer Fluoreszenz im Plasma, SAF (p < 0,001)
und hsCRP (p = 0,004) auf. Die GFR (p < 0,001) war im Gegensatz hierzu hoher in
der Gruppe der Typ 1-Diabetiker. Der potentielle Einfluss des Diabetestyps, des
Probandenalter und der Erkrankungsdauer auf die erhobenen Parameter wurden
mittels Nutzung des generalisierten linearen Modells abgeschatzt. In keinem Setting
wurde der Diabetestyp als signifikanter unabhangiger Kontributor ermittelt (Tab. 6). Die
Diabetesdauer beeinflusste hingegen signifikant und unabhangig die GFR, AGE-FI,
SAF, sVAP-1 und Handkraft. Hoheres Lebensalter perse ging signifikant mit einer
Reduktion der GFR und einem Anstieg von AGE-FI und SAF einher.

25(0OH)D | eGFR | AGE- | CML | SAF | sVAP-

Fi 1

SRAGE

hsCRP

Handkra

Corr. M. 0.75 0.001 | 0.001 | 0.049 | 0.001 | 0.002 | 0.004 | 0.016

0.001

Intercept 0.001 0.001 | 0.001 | 0.001 | 0.001 | 0.001 | 0.001 |0.44

0.001

Diabetesdauer. | 0.92 0.001 | 0.001 | 0.42 | 0.003 | 0.027 | 0.008 | 0.89

0.001

Alter 0.28 0.001 | 0.001 | 0.09 |0.001 | 0.09 |0.29 0.28

0.08
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Diabetestyp 0.52 0.84 |024 (060 |0.71 |0.28 |0.38 0.07

0.47

R? -0.01 0.27 |0.20 |0.03 |0.24 |0.06 |0.05 0.03

0.17

Tabelle 6: Multiple Regression, Effekt von Alter und Diabetesdauer auf die unabhiingigen Variablen

3.6 Einfluss des Vitamin D-Status (Diabetiker und Nicht-Diabetiker)

Die Vitamin D-Werte lagen in allen Vergleichsgruppen (Kontrollen, Typ 1- und Typ 2-
Diabetiker) durchschnittlich an der unteren Grenze zum Vitamin D-Mangel (20ng/ml)
und unterschieden sich in den verschiedenen Gruppen kaum (Abb. 8). Das Alter, der
Diabetestyp und die Diabetesdauer zeigten keinen signifikanten Einfluss hierauf (Tab.
5 und 6).
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& ®
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Abbildung 8: Vitamin D-Konzentration bei Kontrollen, Gesamtdiabetiker, Typ1- und
Typ2-Diabetiker (Median, Interquartilsabstand, 95% Konfidenzintervall, Punkte
reprasentieren Ausreilder)

In der Kontrollgruppe konnte kein Einfluss des Vitamin D-Spiegels auf die getesteten
Variablen nachgewiesen werden (Tabelle 7). In der Gesamtgruppe der Diabetiker
zeigten das HbA1c, CML und sVAP-1 eine negative und die Handkraft eine positive
Korrelation mit Vitamin D. Vergleichbar mit unseren Beobachtungen im
Gesamtkollektiv der Diabetiker lie3en sich signifikante Zusammenhange von Vitamin
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D mit HbA1c, CML, sVAP-1 und Handkraft bei den Typ 2-Diabetikern nachweisen,
wohingegen bei den Typ 1-Diabetikern sich nur eine signifikante Korrelation mit CML
und Handkraft zeigte (Tabelle 7).

Kontrollen Diabetiker DM1 DM2

r p r p r p r p
Ln Alter 0.107 |0.24 |-0.065 |0.28 -0.097 | 0.54 -0.077 |0.24
Ln Diabetesdauer | NA NA | NA NA 0.201 ]0.20 -0.057 |0.39
BMI 0.049 |0.65 |-0.073 |0.23 0.085 | 0.59 -0.105 | 0.11
eGFR 0.082 |0.50 | 0.051 |[0.42 0.028 |0.87 0.066 |0.34
Ln HbAc 0.060 |0.62 |-0.122 |0.043 |-0.025 |0.087 |-0.135 |0.039
Ln FI-AGEs 0.072 |0.44 |0.099 |0.10 0.087 |0.58 0.104 |0.12
Ln CML -0.185 | 0.20 |-0.197 |0.006 |-0.444 |0.026 |-0.177 |0.020
Ln sRAGE -0.062 | 0.67 | -0.027 |0.71 -0.319 | 0.12 -0.007 |0.92
sVAP-1 0.040 |0.79 |-0.199 |0.005 |0.263 |0.20 -0.184 | 0.016
Ln hsCRP 0.004 |0.97 |-0.019 |0.76 0.150 |0.35 -0.059 |0.39
Ln Handkraft 0.112 |0.30 | 0.196 |0.002 | 0.506 |0.003 |0.141 |0.037
*Ln  Albumin im | NA NA |-0.136 | 0.13 -0.560 | 0.07 -0.086 | 0.37
Urin

Tabelle 7: Pearson Korrelation unabhangiger Variablen mit Vitamin D

Zwischen Vitamin D und SAF konnte weder in der Gruppe der Typ 1- und Typ 2-

Diabetiker (Abb. 9) noch bei den Kontrollen (Abb.

nachgewiesen werden.
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Abbildung 9: Verhalten von Vitamin D und SAF (Haut-Autofluoreszenz) bei Typ 1- und
2-Diabetikern, durchgezogene Linie = Regressionsgerade Typ 2-Diabetiker,
durchgezogene Linie = Regressionsgerade Typ 1-Diabetiker
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Abbildung 10: Verhalten von Vitamin D und SAF (Haut-Autofluoreszenz) bei Kontrollen
mit Regressionsgerade

Die Haufigkeit eines absoluten (47% vs. 44%) und relativen Vitamin D-Mangels (32 vs.
35%) sowie das Vorliegen optimaler Spiegel (21% vs. 21%) war in beiden Gruppen
(Diabetiker/Kontrollen) nahezu gleich verteilt (pcni = 0,76).

Mit Hilfe eines multivariaten Analyseverfahrens (OPLS-DA Modell) versuchten wir fur
die beiden Gruppen (Diabetiker und Nicht- Diabetiker) getrennt herauszufiltern, welche
Variablen zur Unterteilung der Probanden mit Vitamin D-Mangel und solchen mit

suffizienten Vitamin D-Spiegeln beitragen.
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Innerhalb der Kontrollgruppe konnte damit eine zufriedenstellende Trennscharfe fur
verschiedene Parameter erreicht werden (Abb. 11). Das errechnete Modell beschrieb
76% der Variabilitat () mit einer akzeptablen Pradiktivitat (q° = 0,65).
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Abbildung 11: Score Scatter Plot von Kontrollen mit insuffizienten vs. suffizienten
Vitamin D-Spiegeln im OPLS-DA-Modell, (grun = VitD-insuff. Kontrollen, blau = VitD-
suff. Kontrollen)

Der loading-scatter-plot (Abb. 12) und VIP-plot (Variables important for Projection,
Abb. 13) suggerieren, dass Kontrollen mit Mangel an Vitamin D niedrigere Werte fur
Gesamtprotein (VIP = 2,1) und sVAP (VIP = 1,1) und héhere Werte fur CML (VIP =
1,0) aufweisen. AGE-FI, sSRAGE (vermindert bei Probanden mit Vitamin D-Mangel) und
BMI (erhoht bei Vitamin D-Mangel, VIP zwischen 0,7 und 0,5) scheinen Variablen zu
sein, die zur Unterscheidung beider Gruppen beitragen. Auf’erdem scheint das
weibliche Geschlecht in der Gruppe mit Vitamin D-Mangel starker vertreten zu sein.
Alle Variablem rechts des BMI im VIP-plot aufgelistet (VIP<0,5, Abb. 13) und sich in
der Nahe des Kreuzungsbereichs der x-, y- und 0-y-Achse des loading-scatter-plots
(Abb. 12) befindend, weisen in diesem Modell keine hohe Trennscharfe auf.
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Abbildung 12: Loading Scatter Plot von Kontrollen mit insuffizienten vs. suffizienten
Vitamin D-Spiegeln, insuffiziente Probanden sind links, suffiziente Probanden rechts

aufgefihrt.
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Mit Ausnahme fur Vitamin D-Werte zeigt der T-test jedoch fir keine der erhobenen

Variablen eine statistische Signifikanz (Tab. 8).
Auch in der Diabetesgruppe konnte mit r?= 0,71 und g = 0,64 eine zufriedenstellende

Trennung zwischen Probanden mit Vitamin D-Mangel und solchen mit suffizienten
Werten gezeigt werden (Abb. 14). Loading-scatter-plot (Abb. 15) und VIP-plot (Abb.
16) lassen vermuten, dass Diabetiker mit Vitamin D-Mangel héhere Werte flr CML,

Gesamtprotein und eine verminderte Handkraft aufweisen (VIP=1,0). Die Werte von

34



sVAP-1 (VIP = 0,9) und AGE-FI (VIP = 0,7) reprasentieren Variablen, die potentiell zur
Unterscheidung beitragen. Diabetiker mit einem Mangel an 25(OH)D sind eher
weiblich und seltener an einer KHK erkrankt im Vergleich zu denen mit suffizienten
Spiegeln. HbA1c, BMI, GFR, sRAGE, Alter, arterielle Hypertonie und pAVK zeigten
keine hohe Trennscharfe (Abb. 15 und 16).

Il omM-D

DM-S

1,09835 * tof1]

1,00818 * t[1]

Abbildung 14: Score Scatter Plot von Diabetikern mit Vitamin D —Mangel (ROT) und

mit suffizienten Spiegeln (GELB)
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Abbildung 15: Loading Scatter Plot von Diabetikern mit Vitamin D —Mangel und mit
suffizienten Spiegeln
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Abbildung 16: VIP Plot von Diabetikern

Gruppenvergleiche mittels T-Test bestatigten die in den multivariaten Analysen
angedeuteten Ergebnisse, erreichen jedoch nur fur erhohtes Gesamtprotein,
erniedrigte AGE-FL und Handkraft statistische Signifikanz.

Diabetiker mit Vitamin D-Mangel weisen hoherer Werte fur CML, sVAP-1,
Gesamtprotein und niedrigere Werte fur AGE-FI und Handkraft sowie eine niedrigere
Pravalenz fur KHK auf (Tab. 8). Einen signifikanten Einfluss des Vitamin D-Spiegels
auf die Inflammation und SAF konnte weder in der Kontrollgruppe noch bei den
Diabetikern ermittelt werden (Abb. 17 und 18). Jedoch zeigte sich eine inverse
Korrelation fur Ln (sVAP-1 / SAF) bei den Diabetikern (y=-0,006x - 0,006, r = 0,148, p
= 0,040); vor allem auf Seiten der Typ-2 Diabetiker. (Abb. 15). Bei den Typ 1-
Diabetikern und in der Kontrollgruppe wurde kein Signifikanzniveau erreicht (Abb. 19

und 20).
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Abbildung 17: Regressionsanalyse von Ln(hsCRP/SAF) uber 25(OH)D bei Typ 1- und
2-Diabetikern
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Abbildung 18: Regressionsanalyse von Ln(hsCRP/SAF) uber 25(OH)D bei Kontrollen
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Kontrollen Diabetiker

25(0OH)D 25(0OH)D p 25(0OH)D 25(0OH)D p

<20 ng/ml | >30 ng/ml <20 ng/ml | >30 ng/ml
N 53 25 NA 130 58 NA
M/F (n; %) 23/30 15/10 0.17°" | 71/59 39/19 0.10"

(43%/57%) | (60%/40%) (55%/45%) | (67%/33%)
Alter (Jahre) 58.5+17.1 | 62.6+13.5 | 0.23 659+ 13.3 | 65.5+11.1 | 0.94
Diabetesdauer (Jahre) NA NA 16.5+10.7 | 14.7+£10.6 | 0.63
BMI (kg/m?) 276+36 |286+35 |033 |31.2+71 |29.7+46 |0.18
Gesamtprotein (g/l) 74 +£8 706 0.17 747 707 0.015
eGFR (ml/min/1 .73mz) 83+12 84 +12 0.71 70 £ 26 69 + 23 0.70
25(0OH)D3 (ng/ml) 14.4+39 |355+4.8 |<0.001]139+39 |384+87 | <0.001
HbAc (%) 5.5+0.3 5.5+0.3 0.53 7.2+1.2 6.9+1.0 0.17
FI-AGEs (AU) 272+ 181 | 291+344 | 0.06 329+ 108 | 368+ 139 | 0.05
SAF (AU) 23105 23105 0.85 29+0.7 28+0.8 0.16
CML (ng/ml) 1098 +£ 398 | 930+ 391 | 0.27 1090 £ 433 | 899 +236 | 0. 130
sRAGE (pg/ml) 988+ 400 | 1070 £ 404 | 0.53 947 £ 550 | 949+493 | 0.89
hsCRP (mg/l) 21+24 1.6+ 1.4 085 |28+26 |25+20 0.59
sVAP-1 (ng/ml) 406 £ 152 419+ 177 | 0.38 488 + 174 430 + 181 0.040
Handkraft (Pfund) 81+ 33 84 + 26 0.50 70+ 22 80 23 0.007
*Albumin im Urin (mg/l) <10 <10 NA 172+ 417 | 58 £ 60 0.38
**Arterielle  Hypertonie | 38/15 17/8 0.74™ | 39/84 23/33 0.22°"
(Nein/Ja; %) (72%128%) | (68%/32%) (32%/68%) | (41%/59%)
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“*pAVK (Nein/Ja; %) 53/0 24/1 0.70°™ | 108/15 46/10 0.31°"
(100%/0%) | (96%/4%) (88%/12%) | (82%/18%)
“*KHK(Nein/Ja; %) 51/2 24/1 0.56°™ | 102/21 40/16 0.08°"
(96%/4%) | (96%/4%) (83%/17%) | (71%/29%)
**Gesamtkomorbiditaten | 38/15 17/8 0.74™ | 34/89 18/40 0.64°"
(Nein/Ja; %) (72%/28%) | (68%/32%) (28%/72%) | (29%/71%)

Tabelle 8: Ergebnisse nach Probanden mit suffizienten und insuffizienten Vitamin D-
Spiegeln gruppiert
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Abbildung 19: Regression von Ln(sVAP-1/SAF) uber 25(0OH)D bei Typ1- und 2-
Diabetikern
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Abbildung 20: Regression von Ln(sVAP-1/SAF) uber 25(OH)D bei nicht diabetischen
Kontrollen

3.7 SAF und AGE-FI bei Diabetikern und Nicht-Diabetikern

Bei Typ 1- und 2-Diabetikern zeigte sich ein altersabhangiger Anstieg der AGE-
assoziierten Fluoreszenz im Plasma (AGE-FI) mit nahezu an parallel verlaufenden
Geraden in beiden Gruppen (y = 3,6 x Alter + 113, r = 0,636, p < 0,001 und y = 3,2x
Alter + 132, r = 0,272, p < 0,001) (Abb. 21). Bei SAF verliefen diese sogar vollstandig
parallel (y = 0,027 x Alter 1,17, r = 0,671, p < 0,001 und y = 0,027 x Alter + 1,03, r =
0,397, p < 0,001) (Abb. 23). Mittels generalisiertem linearem Model (GLM), einer
Unterform der Regressionsanalyse fur nicht Normalverteile konnte ein signifikanter
Einfluss von Alter und Diabetesdauer auf SAF und AGE-FI ermittelt werden. Der
Diabetestyp scheint jedoch keinen Einfluss zu haben (Tab. 6).

40



1000

obmi A

800 - ADM2 A
)
< 600
s
g 400
<

200

0 20 40 60 80 100
Age (years)

Abbildung 21: Altersabhangiger Anstieg der AGE-FI bei Typ 1 und 2-Diabetikern
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Abbildung 22: Altersabhangiger Anstieg der AGE-FI bei nicht diabetischen Kontrollen
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Abbildung 23: Altersabhangiger Anstieg von SAF bei Typ 1 und 2-Diabetikern
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Abbildung 24: Altersabhangiger Anstieg von SAF bei nicht diabetischen Kontrollen

Multivariate Analysen bei Typ 1-Diabetikern mit Alter, BMI, GFR, HbA1c, hsCRP, SAF,
CML, sRAGE, sVAP-1 und Diabetesdauer als Variablen konnten nur sVAP-1 als
signifikanten unabhangigen Kontributor auf AGE-FI ermitteln (korrigiertes Modell, p =
0,005, r’: 78%, Psvap-1 = 0,028, 3 = -0,51, SE = 0,19). Bei Typ-2-Diabetikern war dies
die GFR (korrigiertes Modell p < 0,001, r%: 38%, parr < 0,001, R = -0,006, SE = 0,001).
In einem vergleichbaren Setting fur SAF ermittelte GLM das Alter (paiter = 0,019, B =
0,90, SE =0,31), sVAP (p = 0,047, 3 = 0,99, SE = 0,41) und sRAGE (p = 0,001, R = -
1,13, SE = 0,20, korrigiertes Modell p = 0,006, r: 84%) als signifikante Faktoren bei
Typ-1-Diabetikern. Bei Typ-2-Diabetikern scheint das Alter (p = 0,006, 3 = 1,01, SE =
0,36), die GFR (p = 0,022, 3 = -0,005, SE = 0,002), sRAGE (p = 0,016, 3 =-0,23, SE
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= 0,09), sVAP-1 (p = 0,014, 3 = 0,27, SE = 0,11) und CML (p = 0,05, B =-0,21, SE =
0,11) unabhangig mit SAF assoziiert zu sein (korrigiertes Modell p < 0,001, r?: 37%).
Im Vergleich zu den Diabetikern zeigte sich bei den Kontrollen der altersabhangige
Anstieg der SAF (y = 0,018 x Alter + 1,28, r = 0,520, p < 0,001) und von AGE-FI (y =
0,9 x Alter + 228, r = 0,202, p = 0,028) geringer ausgepragt (Abb. 22, 24).

4. Diskussion

25-Hydroxyvitamin D und AGE’s bei Gesunden und Patienten mit arterieller

Hypertonie

In unserer Querschnittsstudie erfolgte zur weitgehenden Eliminierung der
jahreszeitlichen Schwankungen der Vitamin D-Spiegel die Rekrutierung der
Probanden und die anschlieBende Datenerhebung gleichmaRig verteilt uber einen
Zeitraum von 12 Monaten.

Dabei stellten wir bei gesunden Probanden und Patienten, welche als einzige
Erkrankung eine medikamentos behandelte arterielle Hypertonie aufwiesen, eine
leichte durchschnittliche Verminderung des Vitamin D-Spiegels auf 22,1 ng/ml bei den
Gesunden auf 21,8 ng/ml bei den Hypertonikern fest, sofern man den allgemein
zwischen 25 und 30 ng/ml angenommenen Normbereich zugrunde legt. Diese
Befunde decken sich mit der Vielzahl anderer Untersuchungen (Holick 2007, Holick
und Chen 2008). Sie entsprechen den Studiendaten an Zentral-Europaern mit
durchschnittlichen Vitamin D-Werten zwischen 17 bis 33 ng/ml auf gleicher
geographischer Hohe mit Wurzburg (Pludowski et al 2014). Diese Vitamin D-Spiegel
lagen im Durchschnitt jedoch etwas hoher, als die in einer anderen Studie an
orthopadischen Patienten in Deutschland erhobenen Werte (18,8 ng/ml im Sommer
und 16,1 ng/ml im Winter) (Maier et al 2013).

Konform mit friheren Untersuchungen konnten wir einen signifikanten
altersabhangigen Anstieg der SAF und AGE-FI im Plasma aufzeigen (Mulder et al.
2006, Meerwaldt et al. 2004, Koetsier et al. 2010, Klenovics et al. 2014). Dabei war
der SAF-Anstieg bei Hypertonikern etwas starker ausgepragt (2.3 vs 2,5).

Weiterhin zeigten aktive Raucher hohere Werte fur SAF und AGE-FI im Plasma, was
mit Beobachtungen anderer Studien in Einklang steht (Koetsier et al. 2010, Klenovics
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et al. 2014, Yue et al. 2014). Bei Rauchern konnten wir auch eine direkte Beziehung
zwischen Plasma-AGE-FI und sVAP-1 ermitteln. Endotheliales sVAP-1 ist ein
Adhasionsmolekul mit der Enzymaktivitat einer semicarbiziden Aminooxidase, die in
der Lage ist, primare Amine in ihre korrespondierenden Aldehyde unter Bildung von
Hydrogenperoxid und Ammoniak abzubauen (Cerami et al, 1997). Reaktive Aldehyde
sind potente glykierende Agenzien, wohingegen Hydrogenperoxid zu oxidativem
Stress und hierdurch zur beschleunigten Bildung von AGEs beitragen. Eine
hyperglykamie-induzierte, vermehrte Zirkulation von sVAP-1 beim Menschen korreliert
direkt mit der AGE-FI-Konzentration im Plasma und sVAP-1. Ein Anstieg von sVAP-1
wird mit einer hyperglykdmie-induzierten Atherosklerose und einer hiermit
verbundenen erhohten kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat in Verbindung
gebracht (Li et al. 2009). Weiterhin wurde bereits fruher gezeigt, dass Tabakrauch
reaktive Glykierungsprodukte enthalt, welche mit Proteinen reagieren und zur Bildung

von AGEs fuhren konnen (Cerami et al. 1997).

Im Gegensatz zu vielen anderen Studien (Chabroux et al. 2010, Meerwald et al. 2005,
Gerrits et al. 2008) konnte in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen SAF
und Nierenfunktion gezeigt werden. Der fehlende Zusammenhang zwischen SAF und
eGFR erklaren wir damit, dass in dieser Untersuchung lediglich Probanden mit
normaler, oder leicht reduzierter Nierenfunktion eingeschlossen wurden und eine
moderate bis schwere Nierenfunktionseinschrankung ein Ausschlusskriterium

darstellte.

Entzindungsparameter und Marker fur oxidativen Stress (hs-CRP und AOPPs, welche
durch oxidative Freisetzung von Phagozyten Uber die Myeloperoxidase-Reaktion
entstehen) zeigten keine Korrelation mit SAF. Dies lasst vermuten, dass die AGE-
Akkumulation vorzugsweise durch das Alter und weniger durch Inflammation und

oxidativen Stress bedingt sind.

Potenzielle Einflussfaktoren zur Beurteilung der moglichen biochemischen
Konsequenzen einer AGE-Akkumulation waren bei Hypertonikern deren Behandlung
mit verschiedenen Antihypertensiva wie Angiotensin Il-Blocker und ACE-Hemmern.
Wie in vitro und in vivo Studien zeigen konnten, haben diese antioxidative und

antiinflammatorische Effekte, welche die AGE-Bildung beeinflussen kdnnen (Makita et
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al. 1991, Forbes et al. 2002). Zusatzlich senken Calciumkanalblocker und Angiotensin
lI-Rezeptorblocker die Menge an AGEs (Nangaku et al. 2003, Sebekova et al. 2003).
Ferner weisen auch einige Statine die Eigenschaft auf, sowohl die Mikroinflammation
als auch die AGE-Bildung - teilweise durch Erhohung der sRAGE-Spiegel- zu
reduzieren (Quade-Lyssy et al. 2013).

Insgesamt war jedoch die Anzahl der in dieser Studie untersuchten Hypertoniker zu
gering, um zu diesen verschiedenen Arzneimittel-induzierten Veranderungen

detaillierter Stellung nehmen zu kdnnen.

Uberraschender Weise flihrte das Vorliegen eines Vitamin D-Mangels (<20 ng/ml) in
unserer Untersuchung nicht zu einer vermehrten AGE-Bildung - gemessen im Blut und
Uber die Hautfluoreszenz (SAF). Im Umkehrschluss waren auch bei Probanden mit
den hochsten SAF-Werten die Vitamin D-Spiegel nicht erniedrigt. Dies lasst die
Vermutung zu, dass die Akkumulation von AGEs in der Haut die kutane Bildung von
Vitamin D nicht einschrankt und ein Vitamin D-Mangel wiederum nicht zu einer
vermehrten AGE- Bildung beitragt.

Ein Vitamin D-Mangel war auch nicht mit erhdhten Konzentrationen an Markern fur
oxidativen Stress und Inflammation verbunden. Lediglich ein Trend zu erhohten
hsCRP-Spiegeln konnte bei Probanden mit manifestem Vitamin D-Mangel
nachgewiesen werden.

In einer kleinen Untergruppe von Rauchern bestand ein differentes Verhalten. Hier
zeigte sich eine inverse Beziehung zwischen Plasma-AGE-F| und Vitamin D3 (Abb. 6).
AuRerdem war die sVAP-1- Konzentration bei rauchenden Probanden mit Vitamin D-
Mangel signifikant erhoht (Abb. 7b). Diese Ergebnisse fuhren zur Vermutung, dass
niedrige Vitamin D-Spiegel bei Rauchern die toxische Wirkung von Tabakrauch
verschlimmern.

Weil eine Unterversorgung mit Vitamin D haufig mit einer Sarkopenie und damit
einhergehenden Kraftverlust verbunden wird (Holick, 2007) wurden unsererseits
Messungen der Muskelkraft mittels eines hydraulischen Handkraftmessers
durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den unverénderten Markern fiir Inflammation,
zeigte sich kein wesentlicher Unterschied bei Probanden mit normalen oder
verminderten Vitamin D-Spiegeln.

Die Tatsache, dass in unserer Kohorte die Marker fur Inflammation und oxidativen
Stress trotz Vitamin D-Mangels im Normalbereich lagen, Iasst vermuten, dass die bei

45



verschiedensten Krankheiten beobachteten Erhohungen zumindest im Falle einer
arteriellen Hypertonie nicht direkt durch einen Vitamin D-Mangel verursacht werden.

Eine solche Vermutung wurde auch im Einklang mit den Ergebnisse verschiedenster
kontrollierter Studien stehen, in denen die Gabe von Vitamin D nicht zu einer positiven
Beeinflussung von Mikroinflammation und oxidativen Stress gefuhrt haben (Autier et
al. 2014) und die u.a. zu der Empfehlung der ,US Preventative Service Task Force®
aus dem Jahre 2014 gefuhrt haben, bei gesunden Erwachsenen wegen fehlendem
Nachweis einer kausalen pathologischen Rolle eines Vitamin D-Mangels keine

routinemafigen Bestimmungen vorzunehmen.

25-Hydroxyvitamin D und AGE’s bei Gesunden und Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 1 und Typ 2

Der zweite Teil unserer Arbeit ist eine der wenigen Studien, die eine mdgliche
Beziehung zwischen Vitamin D-Status, AGE-Akkumulation im Plasma und der Haut,
sowie AGE-assoziierten Biomarkern von Mikroinflammation und oxidativem Stress bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 im Vergleich zu Nicht-Diabetikern

untersucht hat.

Vitamin D-Status:
In beiden Gruppen (Diabetiker und gesunde Kontrollen) war der Vitaminspiegel gleich

stark reduziert und lag mit durchschnittichen Werten von 22,3 ng/ml im leicht
defizitaren Bereich unterhalb von 25 ng/ml. Dabei unterschied sich auch der
prozentuale Anteil von Probanden mit Werten im Normbereich zwischen Nicht-
Diabetiker (60%) und Diabetikern (67%) nicht. Dies steht im Kontrast zu bisherigen
Studien, welche bei Diabetikern eine signifikant hohere Pravalenz von Vitamin D-
Mangelzustanden beschrieben haben (Mitri 2011, Forouhi 2012, Gradinaru 2012,
Song 2013). Diese Studien postulierten auch einen Zusammenhang zwischen
verminderten Vitamin D-Spiegeln und der Entwicklung, sowie dem Fortschreiten eines
Diabetes mellitus. Diese Annahme bezog sich dabei auf verschiedenen
experimentellen und klinischen Untersuchungen, die einen Anstieg der
Insulinresistenz, sowie eine verminderte Insulinausschuttung aus den Betazellen des
Pankreas bei einem Vitamin D-Mangel beobachteten (Palomer 2008).
Ubereinstimmend mit Ergebnissen der Tromsg Studie (Hutchinson et al. 2011) und
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Untersuchungen von Zoppini et al. 2013 fanden wir zwar innerhalb unserer
Diabetikergruppe auch eine inverse Beziehung zwischen Vitamin D und HbA1c.
Hierbei durfte es sich jedoch um keinen kausalen Zusammenhang handeln, da Meta-
Analysen zahlreicher Studien keinen positiven Effekt einer Vitamin D-Supplementation
auf einen gestorten Glukosestoffwechsel zeigen konnten (Seida et al. 2014). Auch in
einem im Lancet veroffentlichten systematischem Review wurde kein Zusammenhang

zwischen Vitamin D-Mangel und Diabetes mellitus festgestellt (Autier et al. 2014).

Vitamin D-Status und BMI:

Cholecalciferol liegt vor allem im wei3en Fettgewebe verteilt vor (Mawer et al. 1972).

Es konnte in der Vergangenheit eine signifikant positive Korrelation zwischen der
25(0OH)D-Konzentration im subkutanen weillen Fettgewebe und im Serum
nachgewiesen werden (Piccolo et al. 2013). Eine Metaanalyse von 21 Studien ergab,
dass jeder Anstieg des BMIs um eine Einheit (kg/m?) mit einer um 1,15% verminderten
Konzentration von Vitamin D im Plasma einhergeht. Weitere Studien haben jedoch
gezeigt, dass eine Reduktion des Korpergewichts und der Fettmasse bei
Ubergewichtigen und fettleibigen Personen zu keiner signifikanten Anderungen der
Vitamin D Konzentration im weilden Fettgewebe und im Blute fuhrt (Piccolo et al. 2013).
Unsere Daten zeigten zwar keine signifikante Beziehung zwischen Vitamin D und BMI;
weder bei Diabetikern noch in der Kontrollgruppe. Jedoch lassen unsere multivariaten
Analysen vermuten, dass bei Nichtdiabetikern ein erhohter BMI moglicherweise invers

mit Vitamin D korreliert.

Advanced Glcation Endproducts:

In unserer Kontrollgruppe korrespondierte der altersabhangige SAF- Anstieg gut mit
Daten von der hollandischen Bevolkerung (Koetsier et al, 2010). Auch der bei unseren
Diabetikern beobachtete deutlichere Anstieg ist in Ubereinstimmung mit
entsprechenden Befunden aus den Niederlanden (Meerwaldt 2005, Gerrits 2008) und
der Tschechischen Republik (Skraha et al. 2013). In einer grof3 angelegten
australischen Studie zeigten sich jedoch nur tendenziell und nicht signifikant erhohte
SAF-Werten bei Vorliegen einer diabetischen Stoffwechsellage (Moran et al. 2013).
Grunde fur solch differente Beobachtungen konnten einerseits unterschiedliche
Charakteristika in der Kontrollgruppe (Alter, Komorbiditaten) und bei den Diabetikern
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(Diabetesdauer, Behandlungsart, = Anwesenheit von Komorbiditdten und
Komplikationen) sein.

Interessanterweise war der altersabhangige Anstieg der SAF in beiden Gruppen
unserer Typ -1 und Typ-2 Diabetiker gleich stark ausgepragt und korrelierte direkt mit
der Diabetesdauerdauer. Eine Beziehung zum HbA1c fand sich jedoch nicht.

Auch die Plasma AGE-FI zeigte einen altersabhangigen Anstieg in unserer Kontroll-
und Diabetikergruppe, was mit Daten von Kalousova et al. in Einklang steht
(Kalousova et al. 2002).

Interaktion von Vitamin D und AGE's:

Da verschiedene in-vitro- und Tierstudien eine Verminderung der toxischen Effekte
von AGEs und deren Formation durch Vitamin D-Applikation zeigten (Talmor 2008,
Salum 2013), waren wir besonders an moglichen Zusammenhangen zwischen diesen
beiden Parametern interessiert. Wir erwarteten dabei eine vermehrte AGE-Formation
bei niedrigen und eine geringere AGE-Konzentration bei suffizienten Vitamin D-
Spiegeln. Uberraschenderweise konnten wir jedoch keinerlei Zusammenhang
zwischen Vitamin D und SAF finden.

Auch die Plasma AGE-F| korrelierte nicht mit der Hohe des Vitamin D-Spiegels.
Jedoch lassen die Daten multivariater Analysen mittels OPLS-DA Modell vermuten,
dass Probanden mit Vitamin D-Mangel zu niedriger AGE-assoziierter Fluoreszenz im
Plasma tendieren, unabhangig davon, ob ein Diabetes vorliegt oder nicht. In der
Literatur findet sich hierzu lediglich eine Studie, welche bei alteren Typ 2-Diabetikern
ebenfalls keine Beziehung zwischen Vitamin D3 und der Plasmakonzentration an AGE-
FI zeigen konnte (Gradinaru et al. 2012).

Diese Ergebnisse sprechen gegen die Maoglichkeit, dass eine kutane AGE-
Akkumulation die Photokonversion von Provitamin D zu Vitamin D3 behindert. Dieser
Vermutung entsprechen auch Studienergebnisse von Ala-Houhala et al., die bei
Dialysepatienten trotz der hohen Haut-AGEs einen starken Anstieg der Vitamin D-
Spiegel durch Bestrahlung mit UVB erreichen konnten (Ala-Houhala et al. 2012).

Marker von Inflammation und oxidativem Stress:
In der Gesamtkohorte der Diabetiker waren die Werte fir hsCRP und sVAP-1
signifikant erhoht. Hauptsachlich gingen die hohen Werte allerdings auf das Konto der

Typ 2- und nicht der Typ 1-Diabetker. Dies ist Uberraschend, vor allem hinsichtlich
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eines im Durchschnitt gleichen HbA1c-Wertes in beiden Gruppen. Moglicherweise
lasst sich dies durch die unterschiedliche Atiologie und Pathophysiologie der beiden
Diabetesarten erklaren. Zum gleichen Schluss kommen Kalousova et al. in ihrer Arbeit
(Kalousova et al. 2002). Der Typ 1-Diabetes ist eine autoimmunologische Erkrankung
und charakterisiert durch mangelnde Funktion der pankreatischen Betazellen. Er
entsteht in der Regel in einem frihen Lebensalter und ist durch das Fehlen von
Ubergewicht, Insulinresistenz und Hypertonus charakterisiert. Im Gegensatz hierzu
zeigt der Typ 2-Diabetes eine Insulinresistenz; er manifestiert sich zumeist bei einem
metabolischen Syndrom im mittleren oder hoheren Lebensalter. Stammfettsucht
fordert zudem die Entwicklung einer Dyslipidamie, Mikroinflammation, oxidativen
Stress (Lumeng 2007, Mazzone 2010) sowie arterieller Hypertonie (Chandra et al.
2014). Korrespondierend hierzu wiesen unsere Typ 2-Diabetiker einen hoheren BMI
und eine 1,4-fach hohere Hypertonie- Inzidenz als die Typ 1-Diabetiker auf. Die in
diesem Zusammenhang sicherlich interessanten Parameter des Bauchumfanges,
bzw. der Huft-Taillen-Relation wurden von uns leider nicht erhoben.

Die sVAP-1-Werte waren bei Vitamin D-Mangel erhoht und zeigten eine unabhangige
inverse Korrelation mit der Vitamin D-Konzentration in beiden Diabetesgruppen. Die
erhohten sVAP1-Werte mogen zum Teil den Einfluss von oxidativem Stress und/oder
Mikroinflammation bei der AGE-Akkumulation widerspiegeln. sVAP-1, eine
semicarbizid-sensitive Aminooxidase (SSAO), ist ein Molekul mit dualer Funktion. Es
begunstigt zum einem die Lymphozytenadhasion an geschadigtem Endothel und spielt
zum andern eine Rolle bei der Eliminierung von Monoaminen durch die
Metabolisierung primarer Amine in ihre korrespondierenden Aldehyde unter
Entstehung von H>O2 und Ammoniak (Deng et al, 1999). Eine erhohte SSAO-Aktivitat
bei Diabetes mellitus konnte von einer erhdhten Konzentration an SSAO-Substraten
wie Methylamin oder Aminoaceton herrihren.

Es bleibt unklar, ob die festgestellte Korrelation von verminderten Vitamin Ds- und
erhohten sVAP-Spiegeln ein zufalliger Befund ist, oder ein kausaler Zusammenhang
mit den proinflammatorischen Auswirkungen eines Vitamin D-Mangels besteht. Im
letzten Fall konnte der Anstieg von sVAP-1 durch die Freisetzung aus Endothelzellen,
oder durch Induktion der VAP-1/SSAO-Genexpression bedingt sein. Bei Diabetikern
zeigt sich durch SSAO eine gesteigerte Umwandlung von Aminoaceton in
Methylglyoxal. Dies wird mit der Entwicklung einer Insulinresistenz und diabetischen
Folgekomplikationen in Zusammenhang gebracht (Boomsma 1999, Nigro 2014, Fiory
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2011). Der hyperglykamie-bedingte Anstieg an zirkulierendem sVAP-1 im
menschlichen Korper korrelierte dabei direkt mit der AGE-Plasmakonzentration (Li et
al. 2009). sVAP-1 wird auflerdem mit einer subklinischen Atherosklerose-
Manifestation und einem hiermit verbundenen erhohten Risiko fur kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat in Verbindung gebracht (Aalto et al. 2014).

Muskelkraft:

Nachdem in frGheren Untersuchungen sowohl eine AGE-Akkumulation (Momma et al.
2011), als auch ein Vitamin D-Mangel (Gallagher et al. 2012, Holick 2007) mit einer
verminderten Muskelkraft assoziiert waren, untersuchten wir in beiden Gruppen der
Diabetiker und Nichtdiabetiker die Handkraft. Einen Zusammenhang zwischen
erhohten AGEs und verminderter Muskelkraft konnten wir weder in der Kontrollgruppe,
noch bei den Diabetikern feststellen. Jedoch zeigte sich bei Vorliegen erniedrigter
Vitamin D-Spiegel bei den Diabetikern im Unterschied zu den Kontrollen eine

verminderte Handkraft.

Die zum Teil unerwarteten und Uberraschenden Ergebnisse unserer Untersuchungen
bezlglich AGE’s und Vitamin D-Mangel konnen moglicherweise durch folgende
spezifische Bedingungen innerhalb der von uns untersuchten Probanden-Grippen
verursacht worden sein:

Zunachst wiesen die untersuchten Diabetiker mit einem durchschnittlichen HbA1c-
Wert von 7,1 % eine gute Blutzuckereinstellung auf. Fast alle Typ-2 Diabetikern wurde
dabei langjahrig Metformin verabreicht. Dies ist ein Medikament mit nachgewiesenen
stark antiimflammatorischen Eigenschaften (Bailey 2008, Isoda 2006). Alle Patienten
mit arterieller Hypertonie wurden entsprechend der offiziellen Leitlinien primar mit
ACE-Hemmern oder Angiotensin-lI-Rezeptorblockern behandelt. Diese Substanzen
zeigen sowohl in vitro, als auch im Tierversuch und beim Menschen ebenfalls
antiinflammatorische, antioxidative und anti-AGE-formierende Effekte (Forbes et al
2002, Nangaku et al 2003, Sebekova et al 2003). Auch die haufig bei unseren
Diabetikern zur Sekundar- und teilweise auch zu Primarpravention verabreichten
Statinpraparate reduzieren ebenfalls Mikroinflammation und oxidativen Stress (Albert
2001, Landmesser 2005, Antoniades 2011), sowie die Bildung von AGE's (Jinnouchi
et al. 2006); letzteres durch Erhohung von soluble RAGE (Quade-Lyssy et al. 2013).
Interessanterweise sollen Simvastatin und Atorvastatin (die mit Abstand am haufigsten
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eingesetzten Praparate) die Bildung von Vitamin D3 fordern (Sathyapalan et al. 2013),
was den fehlenden Unterschied zwischen den Vitamin D-Spiegeln unserer Kontrollen
und Diabetikern zumindest teilweise erklaren konnte.

Dass ein erniedrigter Vitamin-Spiegel in unserer Diabetikergruppe nicht mit Markern
fur Mikroinflammation und oxidativen Stress assoziiert war, konnte entweder
bedeuten, dass die postulierte antiinflammatorische Wirkung von Vitamin D geringer
ist als angenommen, oder unter gewissen Bedingungen sogar gar nicht vorhanden ist.
Tatsachlich konnten Untersuchungen an Patienten mit unterschiedlichen
Entzindungszustanden (elektive Implantation einer Knieendoprothese (Reid et al.
2011), sowie bei intensivpflichtigen Patienten (Lee et al. 2009)) einen Vitamin D-
Mangel nicht als Ursache, sondern lediglich als Folge der Erkrankung ermitteln.
Korrespondierend hierzu zeigten zahlreiche kontrollierte Studien, dass eine Vitamin D-
Supplementierung keinen Einfluss auf oxidativen Stress und Mikroinflammation hatte
(Autier et al, 2014).

5. Zusammenfassung

Beim Vergleich von gesunden Probanden und Patienten mit ausschlie3lich primarer
arterieller Hypertonie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
gemessenen Vitamin D-Spiegel. Diese befanden sich durchschnittlich im leicht
erniedrigtem Bereich von 22,5 ng/ml (normal: = 30ng/ml). Die AGEs gemessen als
Plasma AGE-Fluoreszenz (AGE-FI) und als Hautfluoreszenz (SAF) zeigten in beiden
Gruppen einen altersabhangigen Anstieg auf, welcher bei den Hypertonikern etwas
ausgepragter war. Die gemessenen Parameter der Mikroinflammation und des
oxidativen Stress lagen jeweils im Normbereich, egal ob sich der Vitamin D-Spiegel im
Normbereich befand, oder leicht erniedrigt war. Lediglich in der Subgruppe der
Raucher bestand eine inverse Beziehung zwischen Vitamin D und der Plasma-AGE-
FI. Nur in dieser Gruppe konnte auch eine direkte Beziehung zwischen Plasma-AGE-
Fl und sVAP-1, einem I0slichen vaskularem Adhasionsprotein festgestellt werden.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass bei gesunden Probanden und Patienten mit
primarer arterieller Hypertonie eine leichte Unterversorgung mit Vitamin D zu keiner
verstarkten Mikroinflammation und AGE-Akkumulation fuhrt. Vorstellbar ist eine solche
Konstellation bei Rauchern, wozu jedoch eine Wiederholung mit grolRerer

Probandenzahl winschenswert ware.
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Beim Vergleich von Patienten mit Diabetes mellitus mit relativ guter Diabetes-
Einstellungsgute (mittlerer HbAc: 7,1 %) mit nichtdiabetischen Kontrollen lag der
mittlere Vitamin D-Spiegel ebenfalls jeweils im leicht erniedrigten Bereich von 23,2
ng/ml. Hier konnten wir fur Diabetiker hohere Werte von SAF und AGE-FI zeigen.
Diese korrelierten mit Alter und Diabetesdauer. Bei Typ 2 Diabetiker, jedoch nicht bei
Typ 1-Diabetiker korreliert der altersabhangige Anstieg der SAF direkt mit hsCRP und
sVAP. Eine Beziehung zwischen Vitamin D und den untersuchten Parametern konnte
mit Ausnahme fur sVAP-1 nicht nachgewiesen werden.

Somit scheint bei Diabetikern zumindest bei moderatem Vitamin D-Mangel kein
Zusammenhang mit einer AGE-Akkumulation und Markern fur Mikroinflammation und
oxidativen Stress (mit Ausnahme fur sVAP-1) zu bestehen.

Zu uberprufen ware dies in zukunftigen Studien fur einen schweren Vitamin D-Mangel
und bei Patienten mit starker ausgepragter chronischer Hyperglykamie (z.B. HbA1c-
Werten >8%)
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