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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

1.1.1 Epidemiologie und Kilinik

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) werden unterteilt in die zwei Hauptentitaten
Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) und betreffen etwa 3 Millionen Menschen in
Europa. Weltweit steigen Pravalenz sowie Inzidenz in den letzten Jahren konstant an [1, 2].
Deutschland liegt mit einer Inzidenz von 6,6/100 000 fur MC im europaischen Mittel. Bei der
CU liegt die Inzidenz von 3,9/100 000 eher unter dem europaischen Durchschnitt [3]. Insge-
samt lassen sich in Nord-Europa héhere Inzidenzraten (MC: 6,3/100 000; CU: 11,4/100 000)
verzeichnen als in Sud-Europa (MC: 3,6 /100 000; CU: 8,0/100 000). Es ist also von einem
Nord-Sid-Gefalle zu sprechen [4].

Die Krankheitsbilder MC und CU sind gepragt von einer chronischen, in Schiben verlaufen-
den, intestinalen Inflammation, unterscheiden sich jedoch in Hauptlokalisation, Auspragung
und Klinik.

Der MC zeigt einen diskontinuierlichen, segmentalen Befall mit transmuraler Inflammation im
gesamten Gastrointestinaltrakt (GIT). Die haufigste Lokalisation ist das terminale lleum, wes-
halb das Krankheitsbild von seinem Entdecker B. Crohn zuerst als lleitis regionalis beschrie-
ben wurde [5]. Klinisch stehen abdominelle Schmerzen, nicht-blutige Diarrhoen und Meteoris-
mus im Vordergrund. Typisch sind auRerdem Fistelbildung und das Auftreten von Strikturen
und Stenosen [6].

Bei der CU ist das Entziindungsgeschehen auf das Kolon begrenzt. Es breitet sich von distal
nach proximal kontinuierlich aus und beschrankt sich auf die Mukosa. Leitsymptome sind blu-
tig-schleimige Diarrhden, Bauchschmerzen und Tenesmen. Das Kolonkarzinom-Risiko ist bei
CU deutlich erhonht.

Beide Erkrankungen weisen haufig auch extraintestinale Manifestationen wie Arthritis, Primar

sklerosierende Cholangitis oder Formen der Uveitis auf, die CU etwas seltener als der MC [7].

1.1.2 Diagnostik und Therapie

Um die Diagnose MC oder CU zu stellen, mussen Kilinik, Labor und Bildgebung betrachtet
werden. Besteht anamnestisch oder klinisch der Verdacht auf eine CED, werden zunachst

systemische Entziindungsparameter wie CRP und Leukozyten sowie Calprotectin im Stuhl
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bestimmt. Haufig kénnen diese Werte jedoch unauffallig sein. Bildgebende Verfahren, wie die
Abdomen-Sonografie kdnnen eine entziindliche Darmwandverdickung anzeigen und graduie-
ren [8]. Letztendlich muss in jedem Fall eine lleokoloskopie mit Entnahme von Stufenbiopsien
erfolgen. Bei Erstdiagnose eines Morbus Crohn ist immer auch eine Osophago-Gastro-Duo-
denoskopie zum Ausschluss eines Befalles des oberen Gastrointestinaltraktes erforderlich.
Initial ist die histologische Abgrenzung zur infektidsen Colitis oder NSAR-Enteritis oft schwie-
rig. Hier bringt oftmals erst eine Verlaufskontrolle nach einigen Monaten mit erneuten Biopsie-
Entnahmen Klarheit. Stets muss der histologische Befund bei Erstdiagnose in Zusammen-
schau mit Anamnese und Klinik interpretiert werden. Mikrobiologische Untersuchungen dienen

dem Ausschluss wichtiger infektioser Differenzialdiagnosen [9].

Von besonderer Bedeutung sind regelmafige klinische und laborchemische Verlaufskontrol-
len bei MC und CU. Die oben genannten Entziindungswerte sowie die klinischen Symptome
mussen regelmalig berwacht werden, um das medikamentése Therapieregime frihzeitig an-
passen zu kénnen. Oft geht ein Anstieg des Calprotectins im Stuhl einem klinischen Rezidiv
um etwa 3 Monate voraus. Das Minimalziel ist die dauerhafte klinische Remission der Erkran-
kung. Neuerdings wird vielfach auch das Erreichen einer vollstdndigen endoskopischen Re-
mission im Sinne einer mukosalen Heilung als Therapieziel angestrebt, da dies mit neuen

Therapeutika erreichbar und prognostisch gunstig ist [10].

Die Therapieschemata beider Krankheitsbilder unterscheiden sich nur gering, da im Wesent-
lichen die gleichen Wirkstoffe eingesetzt werden: Mesalazin-Praparate bilden das Standbein
der CU-Therapie und werden isoliert oder kombiniert, sowohl topisch in Form von rektalen
Klysmen, Schaumen oder Suppositorien, als auch systemisch bevorzugt, in Colon-Retardfor-
mulierungen eingesetzt. Beim Morbus Crohn sind Mesalazin-Praparate weniger wirksam. Im
akuten Schub mussen oft systemische Steroide zum Einsatz kommen, die bei beiden Erkran-
kungen sehr gut wirksam sind. Problematisch bei beiden Erkrankungen ist ein Steroid-refrak-
tarer oder Steroid-abhangiger Verlauf. Bei letzterem kénnen die Steroide nicht ausgeschlichen
werden, ohne dass ab einer gewissen Tagesdosis die Symptome rekurrieren. Als Alternativen
stehen fir diesen Fall diverse Biologika zur Remissionsinduktion und zum langfristigen Remis-
sionserhalt zur Verfigung: verschiedene Anti-TNF-Antikérper (Infliximab, Adalimumab, Go-
limumab), der Integrin-Antagonist Vedolizumab, der Interleukin 12/23-Antikérper Ustekinumab
und der JAK1/3-Inhibitor Tofacitinib (nur fir CU zugelassen) [9]. Daneben helfen klassische
Immunsuppressiva wie Azathioprin, Ciclosporin oder Methotrexat, den langfristigen Einsatz
von Steroiden aufgrund des ungtnstigen Nebenwirkungsprofils zu vermeiden, beziehungs-
weise mit Ciclosporin beim Steroid-refraktaren Verlauf eine Remission einzuleiten. Weitere
Medikamente aus diesen und anderen Substanzklassen werden aktuell in Phase 2- und 3-
Studien fiir die Zulassung bei CED untersucht [10, 11].
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Bei komplizierten Verlaufen kénnen auch chirurgische MaRnahmen notwendig werden, zum

Beispiel eine lleozdkalresektion (ICR) beim MC oder eine Kolektomie bei der CU.

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der CED ist bis heute nicht abschlieRend geklart, jedoch spielen sowohl Umwelt-
einfliisse als auch genetische Suszeptibilitat bei der Entstehung eine Rolle. Der zugrundelie-
gende Pathomechanismus lasst sich nach heutigem Verstandnis am ehesten als Uberschie-
Rende Immunreaktion gegen Bestandteile der Darmflora in genetisch pradisponierten Indivi-

duen beschreiben [11].

Durch genomweite Assoziationsstudien konnte eine Vielzahl von Suszeptibilitatsloci fir die
CED identifiziert werden [12]. Dabei zeigt sich die genetische Suszebtibilitat fir den MC starker
ausgepragt als fir die CU [13]. Dennoch lassen sich nur etwa 20% des Erkrankungsrisikos
von MC oder CU durch genetische Faktoren erklaren [11]. Im Umkehrschluss kommt Umwelt-
einflissen eine grofe Bedeutung in der Pathogenese von CED zu. Verschiedene Faktoren
wurden als mégliche Ursachen identifiziert: u. a. Erndhrungsfaktoren, infektidse Agenzien, Me-
dikamente und Toxine [14]. Das Rauchverhalten zeigt kontrare Effekte auf die Hauptentitaten
der CED: Beim MC wurde eine stark aggravierende Wirkung auf den Krankheitsverlauf be-
schrieben, wahrend bei der CU ein protektiver Effekt beobachtet werden konnte [15]. Eine
Auswertung der prospektiven Nurses' Health Study, in der zwischen 1986 und 2008 72.719
US-amerikanische Frauen beobachtet wurden, konnte zeigen, dass ein Lebensstil, der mit ei-
ner Vitamin D-Defizienz (25(OH)Vitamin-D Serumspiegel < 20 ng/ml) einhergeht, das Risiko,
an einem MC zu erkranken, signifikant erhdht [16]. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass
hohe Vitamin D-Serumspiegel vor der Entwicklung eines MC schiitzen [17]. Auch ein kurzlich
vorgelegter Umbrella-Review, der systematisch 53 Metaanalysen zu 71 mdglichen Umweltri-
sikofaktoren fur die Entwicklung einer CED zusammenfasst, konnte die Vitamin D-Defizienz

als einen von 9 Risikofaktoren mit starker epidemiologischer Evidenz bestatigen [18].

1.2 Vitamin D bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

1.2.1 Vitamin D-Physiologie

Der Begriff Vitamin D bezeichnet eine Gruppe fettléslicher Hormone, deren wichtigster Vertre-
ter im menschlichen Organismus Cholecalciferol (Vitamin D3) ist. Die chemische Struktur ist in
Abbildung 1 dargestellt.
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Vitamin D3

Abbildung 1: Chemische Strukturformel von Vitamin D3 (Cholecalciferol), iibernommen aus [19]

Die in dieser Arbeit untersuchten Vitamin D-Metabolite entstehen durch Hydroxylierung von
Vitamin D3, dargestellt in Abbildung 2.

Liver Kldney
mmochondna
(mrtochondna)

Vitamin D3 25-hydroxyvrtamm D3 1, 25—duhydroxyv1tamm D3

Abbildung 2: Strukturformeln von Vitamin Ds, 25(OH)-Vitamin D; und 1,25(OH):-Vitamin Ds,

libernommen aus [19]

Per definitionem gehort Vitamin D nicht zu den Vitaminen, da es vom Koérper selbst aus der
Vorstufe Provitamin D3 (7-Dehydrocholesterol), einem Derivat des Cholesterol, unter dem Ein-
fluss von UV-B-Strahlung in einem photochemischen Prozess in der Haut synthetisiert werden
kann. Neben der tierischen Variante des Cholecalciferols gibt es ebenfalls das pflanzliche Er-
gocalciferol (Vitamin D), welches hauptsachlich in Pilzen zu finden ist. Beide Formen kénnen
uber die Nahrung zugeflihrt werden, jedoch handelt es sich hierbei nur um einen geringen
Anteil im Organismus verglichen zum Anteil der UV-B-abhangigen Cholecalciferol-Synthese
[20].
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Cholecalciferol oder Ergocalciferol werden in der Leber zu Calcidiol (25(OH)-Vitamin D) hyd-
roxyliert. Calcidiol stellt den grof3ten Anteil des zirkulierenden Vitamin D im menschlichen Or-
ganismus und ist physiologisch inaktiv. Es zirkuliert an das Vitamin D-bindende Protein
(VDBP) gebunden im Blut und wird daher auch als ,Speicher-Vitamin D“ bezeichnet. Durch
eine weitere Hydroxylierung entsteht in der Niere Calcitriol (1,25(OH).-Vitamin D), der hormo-
nell aktive Vitamin D-Metabolit. Dieser Prozess der zweiten Hydroxylierung wird durch Para-
thormon stimuliert und durch FGF23 (Fibroblast-like growth factor-23) inhibiert [21].

Calcitriol bindet an den nuklearen Vitamin D-Rezeptor (VDR) und initiiert damit die Transkrip-
tion bestimmter Vitamin D-abhangiger Gene. Uber 900 durch Vitamin D regulierte Gene sind
bekannt, deren Funktionen weit Giber die im Calcium- und Knochenstoffwechsel hinaus reichen
[22].

Bemerkenswert ist, dass der VDR in Uber 30 verschiedenen Geweben im Kdérper exprimiert
wird, u. a. im Gastrointestinaltrakt. Ebenso wurde er auf aktiven B- und T-Lymphozyten, sowie
auf Monozyten, Makrophagen und auf intestinalen Epithelzellen nachgewiesen [23, 24]. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass viele extraskelettale Gewebe ebenso die 1a-Hydroxylase
exprimieren und zusatzlich, zu den Epithelzellen der Niere, 25(OH)D mittels Hydroxylierung in
das aktive 1,25(OH),D uberfiihren kénnen [20, 25].

Eine schematische Ubersicht des Vitamin D-Stoffwechsels ist in Abbildung 3 dargestellt.

7-Dehydrocholesterol
(Provitamin Ds) Nahrung
T P l Vitamin-D-Praparate
uv-B =
t=U Pravitamin D5
=
(280315 nm) Vitamin D, Vitamin D,
Leber

(25-Hydroxylase(n))

24-Hydroxylase
24 25(0H),-Vitamin-D <+«—— 25(0OH)-Vitamin-D

(1a-Hydroxylase)

\ Niere

24-Hydroxylase
1a.,24,25(0H);-Vitamin-D «—  10,25(OH),-Vitamin-D (biologisch aktive Form)

Abbildung 3: Vitamin D-Stoffwechsel aus [26]
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1.2.2 Vitamin D-Defizienz

Die Vitamin D-Defizienz ist ein globales Phanomen mit einer weltweiten Pravalenz von etwa
30-50% [27]. Typische durch die Vitamin D-Defizienz ausgeléste Komplikationen sind unter
anderen eine verminderte Calcium-Resorption und daraus resultierend Osteoporose, Rachitis,

Muskelschwache sowie ein erhéhtes Fraktur- und Sturzrisiko [23].

Fur die Definition der Vitamin D-Defizienz werden in der Regel Messwerte des 25(OH)-Vitamin
D-Serumspiegels zugrunde gelegt. Diese bilden sowohl das vom Kérper gebildete als auch
das Uber die Nahrung aufgenommene Vitamin D ab. Dariber hinaus ist 25(OH)-Vitamin D
durch seine langere Halbwertszeit und Proteinbindung besonders stabil [21, 28].

In der Literatur werden verschiedene Grenzwerte diskutiert. Nach der Deutschen Gesellschaft
fur Ernahrung (DGE) und dem Amerikanischen Institute of Medicine (IOM) wird Vitamin D-
Defizienz als 25(OH)D-Serumspiegel < 20 ng/ml (< 50 nmol/L) definiert. Vitamin D-Insuffizienz
liegt vor bei einem 25(0OH)D-Serumspiegel = 20 ng/ml < 30 ng/ml (= 50 nmol/L < 75 nmol/L)
[21, 29].

Verschiedene Faktoren wie zum Beispiel Jahres- und Tageszeit, Ethnizitat bzw. Hautfarbe,
Sonnenschutzverhalten, BMI oder Alter beeinflussen die korpereigene Vitamin D-Produktion

signifikant und wirken sich daher auch auf den gemessenen 25(0OH)D-Serumspiegel aus [30].

1.2.3 Vitamin D-Funktionen

Vitamin D wurde im Jahr 1922 im Rahmen der Rachitis-Forschung als viertes ,Vitamin“ Gber-
haupt entdeckt [31]. Lange stand daher seine Funktion fir den Calcium- und Knochenstoff-
wechsel im Vordergrund. Zusammen mit Parathormon und Calcitonin ist Vitamin D an der

Regulation des Calcium-Spiegels mafgeblich beteiligt.

In den letzten Jahren wurden wichtige Zusammenhange von Vitamin D aulRerhalb des Cal-
cium-Stoffwechsels entdeckt. Unter anderem konnte eine Assoziation zwischen einer Vitamin
D-Defizienz und einem erhdhten Risiko fur das Auftreten bestimmter Krankheitsbilder wie Ma-
lignome, kardiovaskulare Erkrankung und verschiedene Immun-vermittelte Erkrankungen wie
Diabetes mellitus Typ | (DM-I), Multiple Sklerose (MS) und CED gezeigt werden [30]. Umge-
kehrt konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit Vitamin D auch das Krankheitsrisiko be-
stimmter Immunerkrankungen wie MS und DM-I senkt [32—-34].

Die durch diese epidemiologischen Daten und klinischen Studien nahegelegte Bedeutung von
Vitamin D fur die Regulation des Immunsystems konnte in verschiedenen in vitro-Studien be-
statigt werden: 1,25(OH)2-Vitamin D steuert die Proliferation und Differenzierung von T-Helfer-
zellen. Die Sekretion von proinflammatorischen Effektor-Zytokinen wie TNFa, IL-17 und IFNy

und die Differenzierung von Th17-Zellen wird gehemmt [35-40], wohingegen regulatorische

6
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T-Zellen wie CD25FoxP3+Treg-Zellen und die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine (IL-
10, TGF-B) induziert werden [41—-44]. So férdert Vitamin D u. a. die Balance zwischen proin-
flammatorischen und regulatorischen T-Zellen im Rahmen einer Immunreaktion. Daneben
werden auch andere Immunzellen wie Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen von

Vitamin D in ihrer Funktion beeinflusst [45].

Vitamin D spielt zudem eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion des
intestinalen Epithels. Es konnte gezeigt werden, dass 1,25(OH).-Vitamin D die Translation von
Membranproteinen wie Occludin fur tight junctions und E-Cadherin fur adherens junctions
hochreguliert und damit zur Integritét der Schleimhautbarriere beitragt [46—48]. Analog wurde
im Tiermodell demonstriert, dass Mause mit Vitamin D-Defizienz oder VDR-knockout-Mause
eine erhdhte intestinale Permeabilitat gegeniber dem Wildtyp aufweisen. Ebenfalls konnte bei
diesen Mausen leichter eine experimentelle Colitis provoziert werden [49].

Aus friheren Untersuchungen ist bereits bekannt, dass eine Stérung in der intestinalen Barri-
erefunktion mit folglich erhéhter Permeabilitéat zu den wichtigsten Faktoren in der Pathogenese
von CED zahlt [50]. Entsprechend lasst sich fiir Vitamin D und seine Funktionen in Darm und

Immunsystem eine enge Beziehung zur Pathophysiologie von CED ableiten.

Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass die Expression des VDR auf intestinalen Epithel-
zellen hoher ist als auf anderen Zellpopulationen [51]. Zudem wurde auf fast allen intestinalen
Zellen die Expression des Enzyms CYP27B1 (1a-Hydroxylase) nachgewiesen, dessen Aktivi-
tat eine Aktivierung von 25(0OH)D zu 1,25(0OH).D bewirkt. Diese Konstellation erlaubt neben
der endokrinen Wirkung von 1,25(OH),-Vitamin D Uber das Blut auch eine lokale Stimulation
des VDR durch para- und autokrine Vitamin D-Sekretion. Die Aktivierung des VDR fuhrt darauf
u. a. zur Starkung der epithelialen Barriere, zur Regulation der intestinalen Immunzellen und

der Fibroblasten.

Die beschriebenen Funktionen sind schematisch in Abbildung 4 zusammengefasst.
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25(0H)D, (M)  1,25(0H).D, (pM)
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Abbildung 4: Schematische Ubersicht iiber die Effekte von Vitamin D auf das intestinale Epithel
aus [52]

1.2.4 Vitamin D und chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Wie in verschiedene Studien gezeigt werden konnte, steigen die Inzidenzraten der CED mit
zunehmendem Abstand zum Aquator an, [53-55]. Als Ursache hierfiir wird die verminderte
UV-B-Strahlung diskutiert, die fir ca. 95% der Vitamin D-Produktion im menschlichen Orga-

nismus zustandig ist [56].

Die Pravalenz fur eine Vitamin D-Defizienz bei CED-Patienten liegt mit ca. 70% deutlich Gber
dem Durchschnitt der Allgemeinbevolkerung [57]. Einerseits konnte dies durch CED-spezifi-
sche Komplikationen wie Malabsorption, Malassimilation und Kurzdarmsyndrom oder eine
Sterol-komplexierende Cholestyramin-Therapie bedingt sein [58]. Andererseits weisen die
prospektiv erhobenen Daten der Nurses* Health Study und weitere kontrollierte epidemiologi-
sche Studien darauf hin, dass Vitamin D-Defizienz eine Rolle in der Pathogenese von CED
spielen kénnte [16, 17, 59].

Die klinische Bedeutung zeigt sich u. a. in der Entwicklung von Komorbiditaten. Denn neben
einem hohen Gebrauch an Steroiden und allgemeiner Mangelerndhrung zahlt die Vitamin D-
Defizienz zu den wichtigsten Risikofaktoren in der Genese der Osteoporose bei CED-Patien-

ten trotz ihres meist noch jungen Alters [60, 61].
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Bereits Burrill Bernard Crohn, der Erstbeschreiber des MC, lieferte Hinweise, die auf eine Be-
deutung von UV-B-induziertem Vitamin D fur das Krankheitsbild hindeuten kdnnten. In seinem
Werk ,lleitis regionalis® von 1932 nannte er ,fresh air and sunshine* als wichtige Bestandteile

der Therapie [5]. Jedoch sprach er in diesem Zusammenhang nicht explizit von Vitamin D.

Einen wichtigen Beitrag lieferten Ananthakrishnan et al. mit ihrer Arbeit aus dem Jahr 2008.
Sie ermittelten aus dem Datensatz der sogenannten Nurses‘ Health Study ein signifikant er-
héhtes MC-Risiko fir Frauen mit erniedrigtem Vitamin D-Serumspiegel (Hazard Ratio 0,38)
sowie eine signifikante negative Assoziation der CU-Inzidenz mit der oralen Vitamin D-Zufuhr
[17]. Die selbe Arbeitsgruppe beschrieb zudem einen signifikanten Zusammenhang zwischen
niedrigem Vitamin D-Spiegel und erhéhtem Risiko fur Operationen, Krankenhausaufenthalte
sowie Krebserkrankungen bei Patienten mit CED [62, 63]. In einer 2016 veroffentlichten pros-
pektiven 5-Jahres-Studie wurde bei CED-Patienten mit niedrigen 25(OH)D-Spiegeln eine sig-
nifikante Verschlechterung der Krankheitsaktivitat und Lebensqualitéat mit hdherem Gebrauch
an Steroiden, Biologika und Narkosemittel festgestellt, wie auch eine héhere Anzahl an Kran-
kenhauseinweisungen, Notfallbehandlungen und Operationen im Vergleich zu Patienten mit
normwertigen Vitamin D-Spiegeln. Diese Studie zeigte zudem eine signifikante Reduktion der

Inanspruchnahme gesundheitlicher Einrichtungen durch Vitamin D-Substitution [64].

Inzwischen belegt eine Vielzahl an Studien den signifikanten Zusammenhang einer Vitamin D-
Defizienz mit CED [64—69]. Hinsichtlich der Rolle von 25-OH-Vitamin D als Krankheitsaktivi-
tatsmarker divergieren die Ergebnisse und zeigen fir MC teilweise eine positive Assoziation
[70, 71], wahrend andere Studien sowohl flir CU als auch fir MC keinerlei Assoziation beo-
bachteten [72, 73].

Mithilfe interventioneller Studien wurde der Einfluss einer Vitamin D-Supplementationstherapie
bei CED-Patienten, und damit der kausale Zusammenhang von Vitamin D und CED, unter-
sucht. Yang et al. fanden fur 18 MC-Patienten mit einer Supplementationsdosis zwischen 1000
und 5000 IE Cholecalciferol taglich fir 24 Wochen eine signifikante Verbesserung der Krank-
heitsaktivitdt (Reduktion des CDAI von 230 auf 118) und der Lebensqualitdt mit einem
25(0OH)Ds- Zielspiegel von uber 40 ng/ml. Jedoch war dies eine rein explorative Studie ohne
Kontrollgruppe [74]. In einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie von
Jorgensen et al. konnte trotz eines deutlichen entsprechenden Trends keine signifikant gerin-
gere Rezidivrate bei mit Vitamin D-therapierten Crohn-Patienten in Remission im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Vitamin D-Therapie gezeigt werden [75]. Allerdings wurde die Supple-
mentationsdosis mit 1200 IE/d sehr niedrig gewahlt, sodass neben der geringen Fallzahl (n=
108) hier der Grund fur die grenzwertige Signifikanz von p=0,056 liegen kénnte. Vor Kurzem
fassten Li et al. die Ergebnisse von 18 interventionellen Studien (randomisiert und Placebo-

kontrolliert) mit insgesamt 908 CED-Patienten in einer Metaanalyse zusammen und fanden
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eine signifikante Reduktion der Rezidivrate von CED-Patienten in Remission durch eine Vita-

min D-Supplementation [76].

Neben Inzidenz und Krankheitsaktivitdt wurden weitere Charakteristika von CED hinsichtlich
eines Zusammenhangs mit den Spiegeln verschiedener Vitamin-D-Metaboliten im Serum un-
tersucht. Fur padiatrische CED-Patienten konnte zuletzt ein Zusammenhang von 25(OH)D-
Serumspiegeln =230 ng/mL mit niedrigen Hepcidin- und erhéhten Hamoglobin-Spiegeln be-
schrieben werden. Fir andere chronische Erkrankungen, wie die Koronare Herzerkrankung,
die chronische Nieren- oder Herzinsuffizienz, fand man in epidemiologischen Studien eine po-
sitive Korrelation von Vitamin D-Defizienz zu Anamie und eine negative zum Hamoglobinspie-

gel [77-79]. Fur erwachsene CED-Patienten fehlen entsprechende Daten bisher.

1.3 Eisen bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

1.3.1 Eisenstoffwechsel

Eisen ist aufgrund seiner Funktionen in Sauerstofftransport, DNA-Synthese und Zellatmung
ein essenzielles Element fur alle lebenden Organismen. Im Kérper eines gesunden Erwach-
senen sind etwa 3-5 g Eisen zu finden, der Gro3teil davon als Bestandteil von Hamoglobin in
Erythrozyten, gefolgt von Speichereisen wie Ferritin und Myoglobin in Muskelzellen. Der tagli-
che Eisenverlust liegt bei 1-2 g. Dabei wird Eisen nicht aktiv ausgeschieden, sondern ver-
braucht und geht Gber Schweil3, Galle, Urin und Menstruation verloren. Im Regelfall wird dieser
Verlust durch Eisenaufnahme Uber die Nahrung ausgeglichen. Nicht selten jedoch flihren ver-
schiedene Ursachen zu einer ungentgenden Eisenresorption und letztendlich zu einem Ei-
senmangel. Aufgrund der gro3en Bedeutung von Eisen fur den Organismus gibt es eine Viel-
zahl von Mechanismen, die der Regulation und letztendlich der Konstanthaltung des Eisen-
haushalts dienen, denn sowohl zu viel als auch zu wenig Eisen kbnnen dem Organismus scha-
den [80].

Folgende Proteine spielen fur den Eisenstoffwechsel unter anderen eine wichtige Rolle:
Transferrin ist das Transportprotein, welches Eisen zur Zirkulation im Blut bindet. Es hat zwei
Bindungsstellen und wird in der Leber gebildet. Normalerweise ist Transferrin nur zu einem
gewissen Anteil mit Eisen gesattigt. Diese sogenannte Transferrinsattigung liegt beim gesun-
den Erwachsenen zwischen 16 und 45% [81].

Ferritin ist ein Speicherprotein, das bis zu 4500 Eisenatome aufnehmen kann. Es kommt in
vielen Kérpergeweben vor, jedoch sind vorrangig Leber und Milz Speicherorte fir Eisen. Der

im Blut messbare Ferritin-Serumspiegel gilt als reprasentatives Mal} fir den Gesamt-Eisen-
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speicher, da beide Grofen in einem konstanten Verhaltnis von etwa 10 mg Gesamt-Eisen-
speicher pro 1 ug/ml Ferritin-Serumspiegel zueinanderstehen [82].

Ferroportin ist ein Membran-Transportprotein, welches in der basolateralen Membran be-
stimmter eisenhaltiger Gewebe wie Darm, Milz und Leber zu finden ist. Es transportiert Eisen

vom Zellinneren in den Kreislauf und ist damit bedeutend fiir die Bereitstellung von Eisen [83].

Hepcidin ist ein Peptidhormon, dessen Name sich von seinem Syntheseort Leber ableitet und
welches den Eisenstoffwechsel reguliert. Hepcidin bindet an Ferroportin und inaktiviert dieses.
Dadurch werden die enterale Eisenresorption sowie Eisenfreisetzung aus Speicherzellen inhi-
biert, was zu einer Senkung des Serumeisenspiegels fihrt. Verschiedene Faktoren beeinflus-
sen die Hepcidin-Funktion: hohes Serum-Eisen, Entziindung und Infektion haben eine stimu-

lierende Wirkung, Eisenmangel und Hypoxie dagegen eine hemmende [84].

Da es im menschlichen Organismus keine Moglichkeit gibt, Gberschissiges Eisen kontrolliert
auszuscheiden, spielt die regulierende Funktion von Hepcidin eine entscheidende Rolle fir
den Eisenstoffwechsel. Bei erhéhtem Eisenvorkommen wird Hepcidin vermehrt sezerniert und
bewirkt Uber die Bindung an Ferroportin eine verminderte Eisenresorption und Eisenfreiset-
zung. Bei Eisenmangel wird kein Hepcidin sezerniert, wodurch Eisenresorption und Eisenfrei-

setzung nicht gehemmt werden. So wird der Eisenspiegel reguliert und konstant gehalten.

Die molekularbiologischen Mechanismen bei Eisenuberschuss oder Eisenmangel sind in Ab-

bildung 5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 5: Molekularbiologische Mechanismen bei Eiseniiberschuss (links) und Eisenmangel
(rechts), nach Hentze et al. aus [81].
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1.3.2 Eisenmangel bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Analog zur Vitamin D-Defizienz hat auch Eisenmangel eine weltweit hohe Pravalenz [85]. Je-
der Vierte leidet laut WHO-Angaben unter Eisenmangel [86]. Klassischerweise sind vor allem
Individuen mit hohem Eisenbedarf betroffen wie Schwangere und Heranwachsende. Andere
haufige Ursachen umfassen Mangelernahrung oder chronisch erhéhten Blutverlust [87]. Dar-
Uber hinaus ist fur Populationen mit chronischen Entziindungszustanden eine erhéhte Eisen-
mangel-Pravalenz dokumentiert, so auch fur Patienten mit chronisch entztindlichen Darmer-
krankungen [88]. Zu den Griinden hierfiir zahlen einerseits durch die Grunderkrankung be-
dingte Blutverluste und Resorptionsstérungen im Darm, andererseits erhdhte Hepcidin-Spie-

gel hervorgerufen durch inflammatorische Zytokine wie IL-6 [89].

Etwa 50% der Patienten mit CED weisen einen Eisenmangel auf [90]. Oft bleibt diese Tatsache
unerkannt, da die Diagnosestellung durch die Grunderkrankung erschwert wird. Typische Ei-
senmangel-Symptome wie Fatigue, Appetitverlust oder Infektanféalligkeit lassen sich nur
schwer von Allgemeinbeschwerden bei CED abgrenzen [91]. Auch laborchemisch kann ein
Eisenmangel bei CED maskiert sein, da das Eisenspeicherprotein Ferritin als Akute-Phase-
Protein agiert und durch das Entziindungsgeschehen im Rahmen der CED beeinflusst wird
[92].

Nach den Leitlinien der European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) gelten folgende
laborchemische Grenzwerte fiir die Diagnose eines Eisenmangels. Mindestens ein Kriterium

muss fir die Definition erfullt sein.

1) Serum-Ferritin < 30 ng/ml

2) Transferrinsattigung < 20%

3) Ferritin zwischen 30 -100 ng/ml bei gleichzeitigem klinischen Hinweis auf Entziindung
(CRP = 0,5 mg/dl, CDAI > 150, CAIl > 3, Leukozyten > 9 G/I, segmentkernige Gra-
nulozyten > 70%) [93]

Die diagnostischen Kriterien unter 1) und 2) spiegeln den Zustand eines absoluten Eisenman-
gels wider, wohingegen 3) einen funktionellen Eisenmangels beschreibt, bei dem Eisen trotz
vorhandener Eisenreserven dem Organismus nicht ausreichend zur Verfiigung steht [92].
Der Serumeisenspiegel selbst wird fir die Definition des Eisenmangels nicht verwendet, da er
starken Schwankungen im Tagesverlauf unterliegt. Das Referenzintervall des Serum-Eisen-
spiegels liegt fir Manner bei 70-180ug/dl und fir Frauen bei 60-180 ug/dl [94].

Eine Komplikation des Eisenmangels ist die Eisenmangel-Anamie. Sie ist die haufigste Ana-
mieform und daher sowohl fir Gesunde als auch fir Vorerkrankte von groRRer klinischer Be-
deutung. Dennoch durfen die Begriffe ,Eisenmangel“ und ,Eisenmangelanamie® nicht syno-

nym verwendet werden [95]. Nach Cappellini et al. kann Eisenmangel als Zustand definiert
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werden, bei dem die Eisenverfugbarkeit nicht ausreicht, um die Bedurfnisse des Korpers zu
befriedigen, und der mit oder ohne Anamie vorliegen kann [96].

Diese Differenzierung ist wichtig, da gezeigt werden konnte, dass schon Eisenmangel allein,
in Abwesenheit von Anamie, negative Effekte auf die Lebensqualitat von Patienten haben kann
[92]. Es wird daher zu einer friihzeitigen Diagnose und Therapie des Eisenmangels, besonders
bei Patienten mit chronisch entziindlichen Grunderkrankungen, geraten [93, 97, 98]. Man sollte
dabei besonders auf Frihsymptome eines Eisenmangels wie Fatigue, Kopf- oder Gelenk-
schmerzen, Polyneuropathien und Veradnderungen von Haut oder Haaren achten, die zum Teil

auch vor Entwicklung einer manifesten Anamie auftreten [99, 100].

Die Therapieempfehlungen hinsichtlich des Eisenmangels bei CED missen die Aktivitat der
Grunderkrankung bertcksichtigen. Aufgrund haufiger gastrointestinaler Nebenwirkungen, we-
gen der Gefahr der Exazerbation eines Schubes durch intestinalen oxidativen Stress und we-
gen der durch den Entziindungszustand verminderten Resorption, ist die orale Eisensubstitu-
tion bei CED-Patienten mit Krankheitsaktivitat nicht empfohlen [101]. In Remission hingegen
kann die Substitution oral versucht werden [8]. Zwar wurde kiirzlich ein neues Praparat zur
oralen Eisensubstitution mit guter Wirkung und besserer Vertraglichkeit zugelassen (Ferac-
cru®, Eisen(lll)-Maltol), welches einen Komplex aus dreiwertigem, anstatt des Gblichen zwei-
wertigen, Eisens beinhaltet [102]. Jedoch ist gemaR aktueller ECCO-Leitlinien die intravendse
Eisensupplementation bei CED-Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat oder schwerer Anamie
die Methode der Wahl [93]. Durch Umgehung der Hepcidin-vermittelten enteralen Resorpti-
onsblockade erreicht die intravendse Eisenapplikation einen groeren Effekt bei geringeren

Nebenwirkungen.

1.3.3 Eisen und Vitamin D - die Rolle von Hepcidin

Eine der wichtigsten Komplikationen bei CED ist die Entwicklung einer Anamie [103]. Patho-
genetisch stehen dabei zwei Mechanismen im Vordergrund: Eisenmangel und chronische Er-
krankungen (sog. ,Anemia of Chronic Disease®, kurz: ACD). Eine genaue Zuteilung der Ana-
mie-Ursache ist bei CED-Patienten meist nicht méglich. Fir beide Mechanismen spielt Hepci-
din eine Schlisselrolle. Es wird sowohl bei Eisenmangel, als auch bei chronischer oder akuter
Entzindung vermehrt in der Leber gebildet und sezerniert. Dies fuhrt, wie oben beschrieben,

zu einer reduzierten kérpereigenen Eisenverflgbarkeit [104].

In zahlreichen Studien konnte eine Assoziation der Vitamin D-Defizienz mit einem Eisenman-
gel oder einer Anamie sowohl bei Gesunden, als auch bei Erkrankten beschrieben werden [77,
78, 105-109]. Es ist nicht letztgultig geklart, wie diese Assoziation zu interpretieren ist, da
entweder Vitamin D einen Einfluss auf den Eisenstoffwechsel haben kénnte oder umgekehrt,

Eisen einen wichtigen Kofaktor in fir den Vitamin D-Haushalt relevanten Enzymen darstellen
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koénnte. Mithilfe von in-vitro-Studien konnte ein direkter Effekt von Vitamin D auf den Eisen-
stoffwechsel nachgewiesen werden: Zughaier et al. beschrieben zunachst eine Erhéhung der
Ferroportin-Expression mit gleichzeitiger Verminderung der Hepcidin-Expression bei mit
1,25(OH).D behandelten Monozyten [110]. Bacchetta et al. zeigten sowohl fir 25(OH)D, als
auch fur 1,25(OH).D einen hemmenden Effekt auf die Hepcidin-Transkription bei kultivierten
Hepatozyten und Monozyten. Sie fanden, dass durch die in-vitro-Behandlung mit den Vitamin
D-Metaboliten eine direkte Unterdriickung der Expression von Hepcidin-Genen (HAMP) statt-
findet [111]. Gleichzeitig wird die mRNA fir das antibakterielle Protein Cathelicidin induziert
[112]. Ferner hat Vitamin D auch einen indirekt hemmenden Effekt auf Hepcidin, denn proin-

flammatorische Zytokine, die Hepcidin stimulieren, werden von Vitamin D unterdrickt.

Eine schematische Ubersicht der Beziehung von Vitamin D und Hepcidin ist in Abbildung 6

dargestellt.

Vitamin D <7777 77T el

"> | Pro-inflammatory oy
cytokines ..

f |Hepcidin

Abbildung 6: Effekt von Vitamin D auf den Eisenstoffwechsel nach Smith et al. aus [113]
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, einen mdglichen Zusammenhang des Vitamin D-Status mit Parame-
tern des Eisenmangels bei erwachsenen Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkran-

kungen zu untersuchen, da es bislang noch wenige Erkenntnisse in diesem Bereich gibt.

Es wurden bereits in verschiedenen Arbeiten die Auswirkungen von Vitamin D auf Eisen- oder
Anamieparameter fir Patienten mit chronischen Erkrankungen wie z.B. chronische Nierenin-
suffizienz oder Herzerkrankungen beschrieben [78, 79]. Fir CED konnte ein Zusammenhang
zwischen Vitamin D-Status und Hepcidin- bzw. Hamoglobin-Spiegel oder Anamie bei erkrank-
ten Kindern gezeigt werden [114—116]. Bis heute fehlen jedoch entsprechende Daten fur er-
wachsene CED-Patienten, die Aufschlisse Uber die Bedeutung von Vitamin D fur den Eisen-
stoffwechsel liefern. Durch in-vitro-Studien konnte ein direkter Effekt von Vitamin D auf die
Hepcidin-mRNA-Expression gezeigt werden [111], sodass sich hieraus vielversprechende the-
rapeutische Ansatze ableiten lassen. Eine genaue Erforschung von Vitamin D- und Eisenpa-
rametern bei erwachsenen CED-Patienten ist daher ein wichtiger Schritt zur Erweiterung und

Optimierung gebrauchlicher Diagnostik- und Therapieleitlinien.
In dieser Arbeit werden hierzu folgende Aspekte untersucht:

1. Klinische Daten der CED-Studienpopulation mit Ausarbeitung von Krankheitsphanotyp
und Epidemiologie aufgeschlisselt nach Vitamin D-Status

2. Serumspiegel von 25(OH)-Vitamin D und 1,25(OH).-Vitamin D sowie die Ratio
1,25(0OH).D : 25(OH)D bei Patienten mit M. Crohn oder Colitis ulcerosa und gesunden
Kontrollen

3. Serumspiegel von Hepcidin, Ferritin, Eisen, Transferrin und Transferrinsattigung als
Parameter des Eisenstoffwechsels, neben Entziindungsparametern (CRP) und Hamo-
globinspiegel bei CED-Patienten

4. Assoziation des Vitamin D-Status bzw. der verschiedenen Vitamin D-Metabolite mit
Eisenparametern unter Eliminierung der Storgré3en Alter, Geschlecht, BMI, Raucher-
status, Entziindungsaktivitat und CRP mittels multivariater Analysen

5. Direkte Korrelation zwischen Vitamin D- und Eisenparametern bei CED-Patienten
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterial
Reaktionsgefalle Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2,0 mL, Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Blutentnahmeréhrchen S-Monovette, Sarstedt AG & Co, NUmbrecht
- K3 EDTA
- Serum mit Gerinnungsaktivator
- Citrat 3,2%

Hepcidin ELISA Kit Human Hepcidin Immunoassay Quantikine®ELISA, Catalog
Number DHP250, R&D Systems Inc, Minneapolis, USA

3.1.2 Gerite

Tiefkuhlschrank (-80°C) Thermo Scientific Heraeus Tiefkuhlschrank HFU 586 Basic,
793l, 230V, Arbeitstemperatur: -50 bis -86 °C

Zentrifuge Rotofix 32 A, Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen
Pipetten Eppendorf, Hamburg
ELISA-Reader Tecan Austria GmbH, Grédig/Salzburg, Osterreich

3.2 Methoden

3.2.1 Rekrutierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

Die Rekrutierung des Patientenkollektivs fand in der Ambulanz fur chronisch entzindliche Dar-
merkrankungen des Klinikums der Universitat Munchen statt. Die Patienten wurden ausfihrlich
uber den Ablauf, das Ziel und die Bedeutung der Studienteilnahme aufgeklart und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis. Die Ethikkommission der Universitat Minchen bestatigte die
ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit unter der Projekt-Nummer 343-09.

Es wurden insgesamt 255 Patienten mit einer nach DGVS-Leitlinien gesicherten Diagnose

eines MC oder CU in die Studie eingeschlossen. Von 114 dieser Patienten wurden am Tag
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der Studienteilnahme die Eisenwerte im Blut bestimmt, sodass nur sie in diese Arbeit aufge-
nommen werden konnten. Bei einer Probe konnte kein 25(OH)D und bei vier Proben kein
Hepcidin bestimmt werden, woraufhin diese Probanden ausgeschlossen wurden. Bei finf Stu-
dienteilnehmern war die orale Vitamin D — Supplementation weit oberhalb der tblichen Emp-
fehlung von 2000 IE am Tag oder die genaue Dosis war nicht mehr nachzuvollziehen, sodass
auch diese Beobachtungen ausgeschlossen werden mussten. Es wurden keine Patienten be-
rucksichtigt, die innerhalb der letzten 30 Tage vor Blutentnahme eine Eisensubstitution — oral
oder intravends — erhalten hatten.

Insgesamt konnten 104 Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen im Unter-

suchungskollektiv verbleiben. Der Auswahlprozesses ist in Abbildung 7 dargestellt.

4 \
n =255
CED-Patienten rekrutiert
\ /
Q -141 Patienten ohne tagesaktuelle Eisenwerte
'a \
n=114

mit tagesaktuellen Eisenwerten

J/
Q -1 Patient ohne 25(0OH)D-Bestimmung, -4 ohne Hepcidin-Bestimmung
'd )\
n =109
mit vollstandigen Messergebnissen

\ J

O -5 Patienten ohne nahvollziehbare Vitamin-D-Supplementation oder Dosis > 2000 IE/d
'a \
n=104
endgiltiges Untersuchungskollektiv

\ /

Abbildung 7: Anzahl der Patienten von Rekrutierung bis zum endgiiltigen Kollektiv.

Das Kontrollkollektiv wurde innerhalb einer zufalligen Gruppe von Klinik-Mitarbeitern und Kran-
kenhausbesuchern rekrutiert. Hierbei wurden ausschlieRlich anamnestisch gesunde Personen
ohne akute oder chronische Erkrankung eingeschlossen. Insgesamt fanden sich 57 gesunde
Kontrollen, die in die Studienteilnahme einwilligten. Von den in Frage kommenden befragten

Personen lehnte niemand die Teilnahme ab.
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3.2.2 Gewinnung des Untersuchungsmaterials und Klinische Chemie

Von allen Probanden wurde am selben Tag der klinischen Vorstellung peripher vendses Blut
entnommen. Ein Teil dieser Probe wurde direkt im Labor der CED-Ambulanz bearbeitet, so-
dass das durch Zentrifugieren und Abpipettieren gewonnene Serum innerhalb von 30 Minuten
in den -80 °C -Schrank gegeben werden konnten. Durch die schnelle Verarbeitung wurde ein
moglicher Verfall labiler Metabolite minimiert, um bestmogliche Messergebnisse zu gewahr-

leisten.

Der andere Teil der Proben ging in das Zentrallabor der Universitatsklinik Miinchen am Cam-
pus Grof3hadern zur routinemafigen Bestimmung der jeweiligen Parameter fiir Blutbild oder
klinische Chemie. Fir die in unserer Studie verwendeten Parameter sind in Tabelle 1 die je-

weiligen Messmethoden und Geratebezeichnung zusammengefasst.

Tabelle 1: Ubersicht der Laborparameter mit zugehdriger Messmethoden

Parameter Ein- Messmethode / Assay Messgerit
heit (Hersteller)
Leukozyten Gl Durchflusszytometrie XN 9000
(Sysmex)
Erythrozyten T/ Impedanzmessung mit hydrodynamischer Fokussierung XN 9000
(Sysmex)
Hamoglobin  g/dI SLS-Hamoglobinmethode XN 9000
(Sysmex)
Hamatokrit /1 Kumulative Impulshéhensummierung XN 9000
(Sysmex)
Segmentierte % Fluoreszenz-Durchflusszytometrie XN 9000
Granulozyten (Sysmex)
CRP mg/dl Partikelverstarkter immunologischer Tribungstest AU 5800/
(Hoffmann-La Roche AG Basel, Schweiz) AUBS80 Beck-
man-Coulter
Eisen pg/dl TPTZ (Photometrischer Farbtest) AU 5800
Beckman-
Coulter
Transferrin g/l Immunturbidimetrischer Test AU 5800
(Hoffman-La Roche AG Basel, Schweiz) Beckman-
Coulter
Ferritin Ng/ml  Immunturbidimetrischer Farbtest AU 5800
Beckman-
Coulter

Die Messverfahren des Zentrallabors unterliegen regelmafRigen Qualitatskontrollen, sowohl in-

tern (1-2x taglich) als auch extern (4x jahrlich).
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3.2.3 Vitamin D-Messungen

Die quantitative Bestimmung des Gesamtgehalts an 25(OH)D in Humanserum wurde mittels
Elecsys Vitamin D total II-Tests fur das cobas e 801 System in der Zentralen Einrichtung fur
Klinische Chemie der Universitat Ulm durchgefuhrt. Dieser Test funktioniert nach dem Kom-
petitionsprinzip und verwendet dabei ein mit einem Ruthenium-Komplex markiertes Vitamin D-
Bindeprotein als Fangerkomponente, welche 25(OH)D bindet. Die Kreuzreaktivitat mit
24,25(0OH).D wird durch einen spezifischen monoklonalen Antikérper blockiert. Der Messbe-
reich dieses Tests liegt zwischen 3 und 100 ng/ml, wobei Proben mit Werten oberhalb des
Messbereichs mit Universal Puffer verdiinnt wurden. Eine Studie zur analytischen Spezifitat
wurde durchgefuhrt. Dabei war keine mittlere Kreuzreaktivitdt zu 1,25(OH).D-Metaboliten

nachweisbar [117].

Die quantitative Bestimmung von 1,25(OH).-Vitamin D in Humanserum wurde mittels IDS-i-
SYS 1,25 VitD**-Assay fir IDS-iISYS Multi-Discipline Automated System in der Zentralen Ein-
richtung fir Klinische Chemie der Universitat Ulm durchgefiihrt. Dieser Assay basiert auf einer
Immunextraktion des 1,25(OH).D aus Humanserum mittels magnetischer Partikel, die mit spe-
zifischen Anti-1,25(OH).D-Antikdrper beschichtet sind. Nach diesem Schritt folgt die quantita-
tive Bestimmung des 1,25(0OH).D mittels des auf Chemilumineszenz-Technologie basierenden
Immunoassay-Verfahrens. Dabei wird die extrahierte, aufgereinigte Probe zuerst mit biotyni-
lierten Anti-1,25(OH).D-Schafantikérpern, dann mit Acridinium-markiertem 1,25(OH).D-Kon-
jugat inkubiert. Nun werden mit Streptavidin-markierte magnetische Partikel zugefigt, die nach
Inkubation mithilfe eines Magneten eingefangen werden. Ungebundenes 1,25(0OH).-Vitamin D
wird in einem Waschschritt entfernt, bevor die Trigger-Reagenzien hinzugegeben werden. Nun
gibt das aktivierte Acridinium Licht ab, dessen Intensitdt umgekehrt proportional zu der
1,25(0OH).D-Konzentration der urspriinglichen Probe ist. Der Messbereich des Assays liegt
zwischen 7,5 und 150 pg/ml [118].

3.2.4 Hepcidin-Messung

Die quantitative Bestimmung des Serum-Hepcidinspiegels wurde mittels Human Hepcidin Im-
munoassay Quantikine® ELISA Kit der Firma R&D Systems Inc (Minneapolis, USA) nach Ge-
brauchsanweisung im hauseigenen Labor durchgefuhrt. Dieser ELISA nutzt die sogenannte
Sandwich-Technik, bei der zwei monoklonale Antikérper (in diesem Fall spezifisch fir Hepci-
din) verwendet werden. Einer der Antikdrper ist an die Mikrotiterplatte fixiert und bindet das
Hepcidin der hinzugegebenen Probe. Nach einem Waschschritt wird der andere Hepcidin-
spezifische Antikdrper (Detektionsantikdrper) hinzugegeben und bindet sozusagen von der
anderen Seite an Hepcidin, sodass man es bildlich mit einem Sandwich vergleichen kénnte.

Nach einem weiteren Waschschritt wird ein sekundarer Antikdrper hinzugefiigt, der an den
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Detektionsantikorper bindet und eine enzymatische Farbreaktion bewirkt. Diese Farbreaktion
ist proportional zu der Hepcidinkonzentration, sodass sie mittels eines Photometers quantifi-
ziert werden kann. Laut Hersteller liegt der Messbereich zwischen 15.6 und 1000 pg/mL, die
Sensitivitat bei 3,81 pg/mL (,minimal detectable dose®) und die Kreuzreaktivitat unter 0,5%
[119].

Unsere Proben wurden standardisiert in Dubletten gemessen und bei Werten auf3erhalb der
Standardkurve erneut in verdinnter beziehungsweise erhéhter Konzentration nachgemessen.
Es wurden jeweils die Mittelwerte der Messungen einer Probe bestimmt und in unseren Ana-
lysen verwendet. Dabei war die durchschnittliche Standardabweichung der Hepcidin-Dublet-
ten 5% (Standardabweichung: 4,1%, Range: 0,1%-17%).

3.2.5 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der XLSTAT Statistik-Analyse Software (Addinsoft,
Paris, Frankreich) durchgefihrt. Allen Analysen wurde das Signifikanzniveau p<0,05 zugrunde

gelegt.

Beim Vergleich zweier unabhangiger Stichproben wurde flr quantitative Variablen in Normal-
verteilung der T-Test und ohne Normalverteilung der Mann-Whitney-U-Test herangezogen.

Far qualitative Variablen wurde der exakte Fisher-Test angewandt.

Beim Vergleich mehrerer unabhangiger Stichproben wurde der Kruskal-Wallis-Test verwen-
det.

Far die multivariaten Analysen wurde das ANCOVA-Modell eingesetzt. Dieses ermoglicht es,
eine abhangige quantitative Variable unter Benutzung von quantitativen und qualitativen Vari-

ablen im Rahmen eines linearen Modells darzustellen.

3.2.6 Definitionen

Anamie, Eisenmangel, Eisenmangelanamie, Krankheitsaktivitat, und Vitamin D-Status wurden

in dieser Arbeit wie folgt definiert:
Begriff Definition

Anamie Manner: Hb < 13 g/dl oder Hkt < 39%
(nach ECCO-Guidelines[9]) Frauen: Hb < 12 g/dl oder Hkt < 36%

Eisenmangel Ferritin < 30 ng/ml ODER Transferrinsattigung < 20% ODER
(nach ECCO-Guidelines Ferritin > 30, < 100 ng/ml bei klinischem Hinweis auf Entzin-
[9, 93]) dung (CRP = 0,5mg/dl, CDAI > 150, CAl > 3, Leukozyten > 9

G/l, segmentkernige Granulozyten > 70%)
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Eisenmangelanamie

Krankheitsaktivitat
(nach ECCO-Guidelines[9])

Vitamin D -Status
(nach IOM [21])
Vitamin D-Defizienz

Vitamin D-Insuffizienz

Vitamin D-Ratio

Material und Methoden

Bei Vorliegen eines Eisenmangels und einer Anamie

Aktiver Morbus Crohn: CDAI > 150 nach Best [120]
Aktive Colitis ulcerosa: CAl > 3 nach Rachmilewitz[121]

Unterteilung in Defiziente (s. Vitamin D-Mangel) und Nicht-De-
fiziente

25(0OH)D < 20 ng/ml (< 50nmol/L)

25(0OH)D = 20 ng/ml < 30 ng/ml (= 50 nmol/L < 75 nmol/L)

1,25(0OH),D : 25(OH)D x 10
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4. Studienpopulation

Die Studienpopulation umfasst 104 CED-Patienten und 57 gesunde Kontrollen.

Die demographischen und klinischen Eigenschaften der CED-Patienten als Kollektiv, sowie
stratifiziert nach Vitamin D-Status sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Dabei zeigte die Gruppe der Vitamin D-Defizienten und die der Nicht-Defizienten keinen sig-
nifikanten Unterschied in ihren Eigenschaften. Insofern konnte man von gleichmafig verteilten

Stichproben ausgehen.

Tabelle 2: Charakteristika der CED-Patienten

CED-Kollektiv  25(0H)D < 20 ng/ml  25(0H)D 220 ng/ml  p?

n=104 n=40 n =64
Mittelwert + SD Mittelwert * SD Mittelwert = SD

Eigenschaften oder n (%) oder n (%) oder n (%)
Demographie
- Alter (Jahre) 41 +12 39+ 11 43 +13 0,06
- Geschlecht (w) 45 (43) 13 (33) 32 (50) 0,08
- BMI (kg/m?) 24+3 2414 24+3 0,61
- Gewicht (kg) 73+14 75+ 14 71+14 0,35
- GroRe (cm) 173+ 10 175+ 9 173+ 10 0,35
Raucher® 23 (25) 9 (26) 14 (25) 0,42
- Nichtraucher 54 (59) 22 (63) 32 (56)
- Exraucher 15 (16) 4 (11) 11(19)
Positive CED-Familienanamnese® 17 (21) 8 (25) 9 (18) 0,51
Diagnose 0,74
- Morbus Crohn 67 (64) 25 (63) 42 (66)
- Colitis ulcerosa 37 (36) 15 (37) 22 (34)
Krankheitsdauer (Jahre) 15+10 15+8 15+ 11 0,43
Krankheitsaktivitat
- aktiv 42 (40) 15 (37) 27 (42) 0,64
- in Remission 62 (60) 25 (63) 37 (58)
- CDAI 110 £ 101 92 + 82 120 £ 111 0,38
- CAl 514 54 5+3 0,70

@ Vergleich zweier unabhangiger Stichproben mittels T-Test fiir normalverteile oder U-Test flir nicht-normalver-
teilte metrische Variablen, und mithilfe des Exakten Fisher-Tests fiir qualitative Variablen

b Genauer Raucherstatus bekannt bei 92 von 104 Patienten
¢ Genaue Familienanamnese bekannt bei 80 von 104 Patienten
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M. Crohn Lokalisation? 0,13
- nur lleum 8(8) 2(5) 6(9)

- nur Jejunum 0 0 0

- nur Kolon 4 (4) 1(3) 3(5)

- lleokolon 29 (28) 14 (35) 15 (23)

- lleokolon + Jejunum 5(5) 2(5) 3(5)

- lleokolon + oberer GIT 16 (15) 8 (20) 8 (13)
CU-Ausdehnung® 0,13
- Proktitis 3(3) 0 3(9)

- Linksseiten-Kolitis 15 (14) 5(13) 10 (16)

- Pankolitis 17 (16) 6 (15) 11.(17)
Extraintestinale Manifestationen 30 (29) 15 (38) 15 (23) 0,88
Fisteln 29 (28) 16 (40) 13 (20) 0,93
Stenosen 36 (35) 14 (35) 22 (34) 0,46
Abszesse 15 (14) 8 (20) 7(11) 0,24
Operation 35 (24) 15 (38) 20 (31) 0,45
Aktuelle CED-Therapie® 0,89
- Keine CED-Therapie 7(7) 4 (10) 3(5)

- Orale Steroid-Monotherapie 3(3) 1(3) 2(3)

- Orale Steroide + Mesalazin 5(5) 1(3) 4 (6)

- Immunsuppressiva%-Monotherapie 3(3) 1(3) 2(3)

- Immunsuppressiva mit Steroiden 2(2) 1(3) 1(2)

- Immunsuppressiva + andere® 1(1) o 1(2)

- Anti-TNF-Monotherapie 43 (41) 20 (50) 23 (36)

- Anti-TNF+ Steroide 6 (6) 2(3) 4 (6)

- Anti-TNF+ Steroid + andere® 5() 3Q) 2(3)

- Anti-TNF+ Immunsuppressiva (1) 0 1(2)

- Anti-TNF+ Steroid + Immunsuppres-

- Anti-TNF+ andere 17 (16) 5(13) 12 (18)

- andere Medikamente® 7(7) 0 7(11)

Vitamin D — Einnahme: ja 51 (49) 17 (44) 36 (56) 0,17
-wenn ja: durchschnittliche Dosis (IE) 1019 £ 229 1088 + 364 986 + 117 0,28

@ Genaue Angaben zur Krankheitslokalisation bei 62 von 67 Patienten mit M. Crohn

® Genaue Angaben zur Krankheitsausbreitung bei 35 von 37 Patienten mit Colitis ulcerosa

¢ Zum Zeitpunkt der Blutentnahme

9 Immunsuppressiva umfassen Azathioprin und Methotrexat

¢ Andere Medikamente umfassen Mesalazin-Praparate, Antibiotika, sowie Loperamid

f Anti-TNF-Medikamente umfassen Infliximab, Adalimumab, Vedolizumab, Golimumab und Certolizumab
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Die Charakteristika der gesunden Kontrollen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Studienpopulation

Tabelle 3: Charakteristika der gesunden Kontrollen

Eigenschaften

Gesunde Kontrollen
n =57
Mittelwert = SD
oder n (%)

Demographie
- Alter® (Jahre)
- Geschlecht (w)

Raucher

- Nichtraucher

Positive CED-Familienanamnese

37 £12
33 (59)

3(9)
54 (95)

2(4)

@ Genaues Alter bekannt bei 56 von 57 Probanden
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5. Ergebnisse

5.1 Vitamin D-Serumspiegel in der Studienpopulation

Zu Beginn wurden die Serumspiegel von 25(OH)D und von 1,25(0OH),D sowohl bei den ge-
sunden Probanden, als auch bei den Patienten mit CED bestimmt. Aus diesen Werten wurden
fur alle Personen die Ratio aus 1,25(OH).D zu 25(OH)D ermittelt. Alle Daten wurden zunachst
mittels Shapiro-Wilk-, Jarque-Bera- und Lilliefors-Test auf Normalverteilung gepruft. Da sich
keine Normalverteilung zeigte, wurden die Gruppen mittels nicht-parametrischen Testverfah-
ren (Kruskal-Wallis-Test) untereinander verglichen. Zur Veranschaulichung wurden die Daten
als Boxplots aufgetragen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 bis Abbildung 10 graphisch dargestellt.

25(OH)D (ng/mL)

120 +

p=0,000*

100 +
p=0,001*
f p< 0,0001* ! p=0,370

1 1
80 | .

60 +

S I A
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Kontrollen

*: signifikant auf dem Niveau Alpha=0,05

Abbildung 8: Serumspiegel 25(0OH)-Vitamin D

Vergleich der 25(OH)D-Serumspiegel (in ng/mL) von gesunden Kontrollen (n=57) mit dem CED-Ge-
samtkollektiv (n=104), sowie den Subgruppen MC (n=67) und CU (n=37) mittels Boxplots (rotes
Kreuz=Mittelwert, Punkte=Ausrei3er) auf dem Signifikanzniveau p<0,05.

Aus Abbildung 8 ist abzulesen, dass Patienten mit CED signifikant niedrigere 25(OH)D-Se-
rumspiegel im Vergleich zu gesunden Probanden aufwiesen (p<0,0001). Dabei lag der Median

fur erkrankte Studienteilnehmer bei 22 ng/mL und fir gesunde Kontrollprobanden bei
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25 ng/mL. Auch bei Unterteilung der CED-Patienten in MC und CU blieb der 25(OH)D-Serum-
spiegel signifikant niedriger gegeniber den Gesunden (p=0,00).
Zwischen MC und CU bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,37).

1,25(OH),D (pg/mL)
250 +
p=0,001*
200 + I I
p=0,004*
! p=0,000* ! p=0,467
1 1
150 + - .
100 + .
50 +
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Gesunde CED gesamt MC CcuU
Kontrollen
*: signifikant auf dem Niveau Alpha=0,05

Abbildung 9: Serumspiegel 1,25(OH)z-Vitamin D

Vergleich der 1,25(0OH)2D-Serumspiegel (in pg/ml) von gesunden Kontrollen (n=57) mit dem CED-Ge-
samtkollektiv (n=104), sowie den Subgruppen MC (n=67) und CU (n=37) mittels Boxplots (rotes
Kreuz=Mittelwert, Punkte=AusreiRer) auf dem Signifikanzniveau p<0,05.

Abbildung 9 zeigt die Serumspiegel des aktiven 1,25(OH).-Vitamin D. Hier ist zu erkennen,
dass CED-Patienten signifikant hdhere Serumspiegel gegeniber Gesunden aufwiesen
(p=0,00). Der Median der Gesunden (24 pg/ml) lag deutlich unter dem der CED-Patienten
(31 pg/ml). Dies galt ebenso fiir den Vergleich zwischen Gesunden und den Patienten-Unter-
gruppen mit MC oder CU. Der Median fur MC lag mit 30 pg/ml signifikant Gber dem der Ge-
sunden (p=0,004). Ebenso verhielt es sich fur Patienten mit Colitis ulcerosa (Me-
dian = 33 pg/ml, p=0,001).

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in 1,25-(OH)2-Vitamin D-Serumspiegeln zwischen

den Patientengruppen mit M. Crohn und Colitis ulcerosa (p=0,47).
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Vitamin D-Ratio
1,25(0OH),D : 25(0OH)D x10-3

10 +

p< 0,0001*
9 | I 1
. p< 0,0001*

T p<0,0001* ! p=0,114

1 1
7
6 * *
5 4
2 -
5l R
2 ¢ -
1 4
o L

Gesunde CED gesamt MC CcuU

Kontrollen

*: signifikant auf dem Niveau Alpha=0,05

Abbildung 10: Ratio 1,25(0OH)2D : 25(OH)D Vitamin D

Vergleich der Ratio aus 1,25(0OH)2D : 25(0OH)D- Vitamin D -Serumspiegeln (Einheit x10"> aus Grinden
der Ubersichtlichkeit) von gesunden Kontrollen (n=57) mit dem CED-Gesamtkollektiv (n=104), sowie
den Subgruppen MC (n=67) und CU (n=37) mittels Boxplots (rotes Kreuz=Mittelwert, Punkte=Ausreiler)
auf dem Signifikanzniveau p<0,05.

Hier wurde die Ratio 1,25(OH).D : 25(OH)D gebildet. Fur Patienten mit CED waren signifikant
héhere Werte der Ratio gegeniber Gesunden festzustellen (p<0,001). Der Median der
1,25(0OH)2D : 25(0OH)D-Ratio von CED-Patienten lag bei 1,48 x103, von gesunden Probanden
bei 0,87 x10%. CED-Patienten wiesen also einen gréReren Anteil der aktiven Form im Verhalt-
nis zur Speicherform auf als Gesunde. Ebenso galt dies fiir den Vergleich von MC (p<0,001)
oder CU (p<0,001) jeweils mit Gesunden.

Es war kein signifikanter Unterschied zwischen MC und CU festzustellen (p=0,114).

5.2 Serumparameter zu Eisenstoffwechsel, Entzindung und Anamie in der
Studienpopulation

Bei allen Patienten unserer Studienpopulation wurden die wichtigsten Serummarker zu Eisen-
stoffwechsel, Entziindung und Anamie gemessen. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Ta-
belle 4 zusammengefasst. Es wurden hierbei alle relevanten Werte fir das gesamte CED-

Kollektiv, sowie flr die Untergruppen unterteilt nach Vitamin D-Status aufgetragen.
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Tabelle 4: Eisen- und Entziindungsparameter sowie Anamiestatus von Vitamin-D-Defizienten

und Nicht-Defizienten CED-Patienten.

CED-Kollektiv 25(OH)D < 20 ng/ml  25(0OH)D 2 20 ng/ml p?
Serumparameter (quantitativ) (n=104) (n =40) (n =64)
Entziindungs-, Andmieparameter Mittelwert * SD Mittelwert * SD Mittelwert = SD
(qualitativ) oder n (%) oder n (%) oder n (%)
Hepcidin (pg/ml) 53175 + 63185 37078 + 42604 63236 + 71667 0,041
- nur Morbus Crohn 61477 + 69878 40358 + 46010 74048 + 78659 0,033
Ferritin (ng/ml) 141 £ 178 115+ 173 158 + 181 0,019
- nur Morbus Crohn 162 + 205 125 + 203 184 + 204 0,011
Eisen (ug/dl) 78 £40 69 £ 40 84 1+ 40 0,036
Transferrin® (g/l) 2,7+0,6 28+0,6 2,6+0,5) 0,222
Transferrinsattigung® (%) 25+ 16 20+ 14 28+ 16 0,023
- nur Morbus Crohn 26 £ 17 21+15 30+17 0,030
CRP (mg/dl) 09+14 1,0+1,1 09+1,6 0,290
CRP > 0,5mg/dI 49 (47) 23 (58) 26 (41) 0,093
Hamoglobin (g/dl) 13,9+ 1,7 13,9+1,7 13,8+ 1,6 0,602
Eisenmangel 68 (65) 29 (73) 39 (61) 0,841
Anamie 17 (16) 7 (18) 10 (15) 1,000
Eisenmangelanamie 16 (15) 7(18) 9 (14) 0,993

Es zeigte sich, dass Patienten mit Vitamin D-Defizienz im Vergleich zu Patienten mit 25(OH)D-
Spiegeln >20ng/ml signifikant niedrigere Hepcidin- (p=0,041), Ferritin- (p=0,019) und Eisen-
spiegel (p=0,036), ebenso wie eine signifikant niedrigere Transferrinsattigung (p=0,023) auf-
wiesen.

Zuséatzlich wurden die Werte nach Diagnose getrennt untersucht und die signifikanten Ergeb-
nisse in der Tabelle erganzt. Dabei ist zu erkennen, dass die Unterschiede bei Morbus Crohn
ausgepragter auftraten als bei Colitis ulcerosa. Fiir Morbus Crohn-Patienten lielRen sich eben-

falls signifikant niedrigere Hepcidin- (p=0,03) und Ferritinspiegel (p=0,01) feststellen.

@ Vergleich zweier unabhangiger Stichproben mittels T-Test flir normalverteile oder U-Test flr nicht-normalver-
teilte metrische Variablen, und mithilfe des Exakten Fisher-Tests fiir qualitative Variablen

b Nur bei 77 CED-Patienten verfiigbar, 27 mit Vitamin D-Defizienz, 50 ohne Vitamin D-Defizienz
¢ Nur bei 70 CED-Patienten verfligbar, 25 mit Vitamin D-Defizienz, 45 ohne Vitamin D-Defizienz
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Die Entziindungsaktivitdt gemessen am CRP-Serumspiegel zeigte keinen signifikanten Unter-
schied zwischen den Subgruppen (p=0,093) und lag sowohl bei Defizienten als auch bei Nicht-

Defizienten bei ca. 50%.

Insgesamt bestand bei 68 CED-Patienten aus unserem Untersuchungskollektiv ein Eisenman-
gel. Patienten mit Vitamin D-Mangel zeigten dabei einen prozentual hoheren Anteil an Eisen-
mangel (73%) als Patienten ohne Vitamin D-Mangel (61%), jedoch war dieser Unterschied
nicht signifikant (p=0,8)

Eine Anamie fand sich insgesamt nur bei 17 unserer Patienten ohne erkennbaren Unterschied

zwischen den Subgruppen. Bei 16 der Anamie-Patienten lag ein Eisenmangel zugrunde.

5.3 Causa versus Consecutio

Analog zu der oben beschriebenen Signifikanz erhéhter Ferritin-Werte bei Vitamin D-suffizien-
ten gegenuber defizienten Patienten, liel3 sich fir den MC auch die umgekehrte Assoziation
erkennen: Patienten mit einem Eisenmangel wiesen signifikant geringere 25(OH)D-Spiegel
auf als Eisen-suffiziente Patienten.

Die entsprechenden Daten sind in Abbildung 11 und Abbildung 12 als Boxplots dargestellt.
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Abbildung 11: Ferritin-Spiegel bei MC-Patienten mit und ohne Vitamin D-Defizienz

Vergleich der Ferritin-Serumspiegel (in ng/ml) von Vitamin D-defizienten (n=25) und Vitamin D-suffizien-
ten (n=42) MC-Patienten (Gesamt MC n=67) mittels Boxplots (rotes Kreuz=Mittelwert, Punkte=Ausrei-
Rer) auf dem Signifikanzniveau p<0,05.
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Abbildung 12: 25(OH)D-Serumspiegel von MC-Patienten mit oder ohne Eisen-Defizienz.
Vergleich der 25(OH)D-Serumspiegel von Eisen-defizienten (n=41) und Eisen-suffizienten (n=26) MC-
Patienten (Gesamt MC n=67) mittels Boxplots (rotes Kreuz=Mittelwert, Punkte=Ausreil3er) auf dem Sig-

nifikanzniveau p<0,05.

Diese Ergebnisse veranschaulichen die Problematik der Assoziation ohne moglichen Ruck-

schluss auf Kausalitat.

5.4 Multivariate Analysen

Um mogliche StérgréRen aus unserem Model zu eliminieren, wurden die oben aufgefihrten
Werte mittels Kovarianzanalyse untersucht. Durch multivariate lineare Regression wurde der
Zusammenhang zwischen verschiedenen abhangigen Zielvariablen und dem Vitamin D-Sta-
tus als unabhangige Variable berechnet unter Berlcksichtigung der EinflussgrofRen Alter, Ge-
schlecht, BMI, Raucherstatus, Entziindungsaktivitat und CRP. Aufgrund fehlender Angaben
zum Raucherstatus mussten 12 Beobachtungen in den multivariaten Analysen entfernt werden
(6 MC, 6 CU).

Die Substitution von Vitamin D wurde in diesem Zusammenhang auch als Einflussgrofe un-
tersucht. Wie jedoch in Tabelle 2 ersichtlich wird, zeigt sich kein signifikanter Unterschied in
der Vitamin D-Substitution zwischen Vitamin D-Defizienten und Nicht-Defizienten. Auch in di-

rekter Analyse konnte kein signifikanter Zusammenhang von Vitamin D-Supplementation und
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den Vitamin D-Parametern festgestellt werden. Daher konnte Vitamin D-Supplementation als

Stoérgrofie in diesem Modell vernachlassigt werden.

Ein analoges Model wurde fir kategorische Zielvariablen in Form einer multivariaten logisti-

schen Regression, unter Beriicksichtigung derselben unabhangigen Variablen, erstellt.

Auch hier wurden fur das gesamte CED-Kollektiv, sowie fur Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

getrennt, die Analysen durchgefuhrt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Multivariate Analysen mit Vitamin D-Status als unabhéngige Variable fiir das CED-
Kollektiv (n=92) sowie aufgeteilt in MC (n=61) und CU (n=31).

CED-Kollektiv? Morbus Crohn? Colitis ulcerosa®
(n=92) (n=61) (n=31)

25(0OH)D 220ng/ml Wert SD p Wert SD p Wert SD p
Lineare Regression,
abhangige Zielvariable:
Hepcidin® 6,646 2,978 0,028 7,943 3,698 0,036 5,092 6,027 0,407
Ferritin® 0,252 0,109 0,024 0,277 0,133 0,043 0,187 0,236 0,438
Eisen 14,788 7,906 0,065 7,929 9,510 0,408 24,260 17,767 0,186
Transferrin -0,188 0,154 0,227 -0,159 0,192 0,415 -0,157 0,355 0,666
Transferrinsattigung 8,411 4,071 0,044 9,318 5,339 0,091 5,173 8,381 0,550
H&amoglobin® 8,824 7,705 0,255 9,581 8,785 0,280 8,578 19,395 0,663
Logistische Regression,
abhangige Zielvariable:
Eisenmangel -0,991 0,525 0,059 -1,239 3,362 0,067 -0,424 1,007 0,674
Anamie -0,507 0,693 0,464 -0,081 0,804 0,920 -0,086 1,342 0,949
Eisenmangelanamie -0,662 0,680 0,330 -0,212 0,795 0,790 -0,086 1,342 0,949

Kovariablen: Geschlecht, Alter, BMI, Raucherstatus, Krankheitsaktivitat, CRP

Bei Patienten mit 25(OH)D = 20ng/ml waren signifikant héhere Serumspiegel von Hepcidin
(Wert=6,7, SD=3, p=0,028) und von Ferritin (Wert=0,3, SD=0,1, p=0,024) zu finden. Auch wie-
sen Patienten ohne Vitamin D-Defizienz eine signifikant hdhere Transferrinsattigung auf
(Wert=8,4, SD=4, p=0,044). Diese Zusammenhange zeigten sich erneut bei Morbus Crohn
ausgepragter als bei Colitis ulcerosa.

Der direkte Zusammenhang zwischen nicht-defizientem Vitamin D-Status und Eisenmangel
blieb auch unter der Berucksichtigung von Kovariablen knapp auRerhalb des statistischen Sig-
nifikanzniveaus (Wert=-1, SD=0,5, p=0,059).

@ Aufgrund fehlender Angaben zum Raucherstatus mussten insgesamt 12 Beobachtungen entfernt werden (6 MC,
6 CU)

b Hepcidin-Messwerte wurden mittels 3. Wurzel in Normalverteilung gebracht
¢ Ferritin-Messwerte wurden mittels Logarithmierung in Normalverteilung gebracht
9 Hamoglobin-Messwerte wurden mittels Quadratbildung in Normalverteilung gebracht
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Insgesamt lie3 sich feststellen, dass der Vitamin D-Status bei Patienten mit chronisch-ent-
zundlichen Darmerkrankungen in signifikantem Zusammenhang mit Parametern des Eisen-
mangels stand und dass dieser Zusammenhang unabhangig von mdglichen Storgrofken be-
stand.

Im nachsten Schritt wurden anstelle der kategorischen Variablen die quantitativen Serum-
messwerte von Vitamin D in Verbindung mit den Parametern des Eisenstoffwechsels betrach-
tet. Analog zu Tabelle 5 wurden fir die verschiedenen Vitamin D-Serummesswerte ebenfalls
Kovarianzanalysen durchgefuhrt. Dabei wurden als unabhangige Variablen jeweils 25(OH)D,
1,25(OH).D und die Ratio aus beiden Formen eingesetzt. Die abhangigen Zielvariablen sowie
die Kovariablen wurden belassen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Multivariate Analysen mit Vitamin D-Serummesswerten als unabhangige Variable

CED-Kollektiv Morbus Crohn Colitis ulcerosa
(n=92) ( n=61) (n=31)

25(0OH)D Wert SD p Wert SD p Wert SD p
Lineare Regression,
abhangige Zielvariable:
Hepcidin? 0,421 0,159 0,010 0,417 0,198 0,040 0,360 0,331 0,290
Ferritin® 0,013 0,006 0,037 0,011 0,007 0,120 0,010 0,013 0,473
Eisen 0,940 0,424 0,029 0,771 0,501 0,130 1,105 1,001 0,281
Transferrin -0,002 0,008 0,772 0,004 0,010 0,708 -0,007 0,020 0,743
Transferrinsattigung 0,385 0,223 0,090 0,405 0,290 0,173 0,178 0,471 0,713
Hémoglobin® 0,597 0,414 0,154 0,508 0,470 0,285 1,046 1,059 0,334
Logistische Regression,
abhangige Zielvariable:
Eisenmangel -0,064 0,030 0,029 -0,068 0,039 0,078 -0,024 0,056 0,670
Andmie -0,075 0,041 0,069 -0,023 0,047 0,630 -0,081 0,073 0,266
Eisenmangelanamie -0,079 0,041 0,054 -0,022 0,047 0,634 -0,081 0,073 0,266
1,25(0OH).D Wert SD p Wert SD p Wert SD p
Lineare Regression,
abhangige Zielvariable:
Hepcidin? -0,003 0,085 0,975 0,082 0,137 0,550 -0,059 0,124 0,638
Ferritin® 0,002 0,003 0,540 0,005 0,005 0,332 -0,001 0,005 0,882
Eisen 0,266 0,221 0,232 0,348 0,337 0,308 0,104 0,376 0,784
Transferrin -0,004 0,004 0,413 -0,007 0,007 0,336 0,001 0,007 0,898
Transferrinsattigung 0,221 0,113 0,055 0,426 0,184 0,027 0,101 0,171 0,565
Hamoglobin® 0,137 0,214 0,525 -0,121 0,316 0,703 0,284 0,392 0,477
Logistische Regression,
abhangige Zielvariable:
Eisenmangel -0,013 0,013 0,344 -0,038 0,022 0,082 -0,009 0,020 0,667
Andmie -0,007 0,019 0,696 0,014 0,027 0,603 0,000 0,025 0,994
Eisenmangelanamie -0,020 0,022 0,350 0,003 0,027 0,917 0,000 0,025 0,994
Ratio
1,25(0OH);D : 25(0OH)Dx10- Wert SD p Wert SD p Wert SD p
Lineare Regression,
abhangige Zielvariable:
Hepcidin? -4,313 1,672 0,012 -3,757 2,467 0,134 -3,955 2,562 0,137
Ferritin® -0,129 0,062 0,042 -0,117 0,089 0,194 -0,262 0,229 0,266
Eisen -4,658 4,546 0,309 -5,707 6,205 0,362 -3,869 8,106 0,638
Transferrin 0,053 0,088 0,553 -0,052 0,127 0,682 0,145 0,152 0,358
Transferrinsattigung 0,431 2,401 0,858 1,669 3,644 0,650 0,526 3,750 0,891
Hamoglobin® -4,410 4,375 0,316 -8,551 5,683 0,138 -1,874 8,569 0,829
Logistische Regression,
abhangige Zielvariable:
Eisenmangel 0,366 0,317 0,248 0,138 0,418 0,742 0,079 0,510 0,878
Anamie 0,284 0,320 0,375 0,326 0,482 0,499 0,295 0,485 0,543
Eisenmangelanamie 0,241 0,318 0,449 0,190 0,480 0,693 0,295 0,485 0,543

Kovariablen: Geschlecht, Alter, BMI, Raucherstatus, Krankheitsaktivitat, CRP

@ Hepcidin-Messwerte wurden mittels 3. Wurzel in Normalverteilung gebracht

® Ferritin-Messwerte wurden mittels Logarithmierung in Normalverteilung gebracht

¢ Hamoglobin-Messwerte wurden mittels Quadratbildung in Normalverteilung gebracht
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Es zeigte sich, dass hohe Serumspiegel von 25(OH)D mit signifikant héheren Spiegeln von
Hepcidin (Wert= 0,4, SD= 0,2, p=0,01), Ferritin (Wert= 0,01, SD= 0,006, p=0,04) und Eisen
(Wert=0,9, SD=0,4, p=0,03) einhergingen. Auch lie} sich eine direkte signifikante negative
Assoziation zwischen 25(0OH)D und Eisenmangel feststellen (Wert=-0,06, SD=0,03, p=0,029).
Daraus konnte man schlie®en, dass bei hdheren 25(OH)D-Serumspiegeln signifikant weniger

CED-Patienten einen Eisenmangel aufwiesen.

Die Analysen zur aktiven Vitamin D-Form 1,25(OH).D zeigten isoliert fir MC einen positiven
signifikanten Zusammenhang zur Transferrinsattigung (Wert=0,43, SD=0,18, p=0,027). Die

restlichen Eisenparameter blieben ohne Signifikanz.

Durch Verwendung der Ratio 1,25(0OH).D : 25(OH)D im multivariaten Modell ergab sich ein
negativer Zusammenhang mit Hepcidin und Ferritin. Eine grof3e Ratio war signifikant mit nied-
rigen Hepcidin- (Wert=-4, SD=2, p=0,01) und Ferritin-Spiegeln assoziiert (Wert=-0,1, SD=0,06,
p=0,04).

5.5 Korrelation zwischen Vitamin D- und Eisenparametern

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Multivariaten Analysen wurden zusatzlich die
verschiedenen Vitamin D-Parameter jeweils mit Eisenparametern in Korrelation gebracht.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 bis Abbildung 17 dargestellt.

350000
° Kendalls Tau 0,17
300000 + °

° p<0,05
250000 +
200000 -+
150000 +

100000 +

50000 +

Hepcidin (pg/ml)

o

-50000 +

-100000 —+

-150000 -

25(0H)D (ng/ml)

Abbildung 13: Korrelation von 25(OH)D mit Hepcidin bei CED-Patienten
Korrelation der Serumspiegel von 25(0OH)D (ng/ml) und Hepcidin (pg/ml) fir das CED-Gesamtkollektiv
(n=104) mit Kendalls Tau von 0,17 auf dem Signifikanzniveau p<0,05.
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Abbildung 14: Korrelation von 25(OH)D mit Ferritin bei CED-Patienten.
Korrelation der Serumspiegel von 25(OH)D (ng/ml) mit Ferritin (ng/ml) fir das CED-Gesamtkollektiv
(n=104) mit Kendalls Tau von 0,16 auf dem Signifikanzniveau p<0,05.
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Abbildung 15: Korrelation von 25(OH)D mit Eisen ...

Korrelation der Serumspiegel von 25(0OH)D (ng/ml) und der Eisen (ug/dl) fir das CED-Gesamtkollektiv
(n=104) mit Kendalls Tau von 0,16 auf dem Signifikanzniveau p<0,05.
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Abbildung 16: Korrelation von 25(OH)D mit Transferrinsattigung bei CED-Patienten

Korrelation der Serumspiegel von 25(OH)D (ng/ml) und der Transferrinsattigung (%) fir das CED-Ge-
samtkollektiv (n=70; 34 Beobachtungen mussten aufgrund fehlender Transferrinsattigungswerte ent-
fernt werden) mit Kendalls Tau von 0,18 auf dem Signifikanzniveau p<0,05.
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Abbildung 17: Korrelation von Vitamin D-Ratio mit Hepcidin bei CED-Patienten
Korrelation der Vitamin D-Ratio aus 1,25(OH)2D zu 25(OH)D (ng/ml) und Hepcidin (pg/ml) fiir das CED-

Gesamtkollektiv (n=104) mit Kendalls Tau von 0,19 auf dem Signifikanzniveau p<0,05.

36



Ergebnisse

Es zeigte sich bei den Patienten des CED-Kollektivs eine direkte positive Korrelation des
25(0OH)D-Serumspiegel mit Hepcidin (Kendalls Tau=0,17, p<0,05).

Ebenso korrelierte der 25(OH)D-Serumspiegel signifikant mit Ferritin (Kendalls Tau=0,16,
p<0,05), Eisen (Kendalls Tau=0,16, p<0,05) und der Transferrinsattigung (Kendalls Tau=0,18,
p<0,05).

Fir 1,25(0OH).D war keine signifikante Korrelation zu den verschiedenen Eisenparametern er-

kennbar.

Die Ratio aus 1,25(0OH).D zu 25(OH)D zeigte fir CED-Patienten eine negative Korrelation mit
den Hepcidin-Serumspiegeln (Kendalls Tau=-0,19, p<0,05).
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6. Diskussion

6.1 Neue Erkenntnisse liber Vitamin D-Parameter bei CED-Patienten

Die Daten dieser Arbeit zeigen flir CED-Patienten niedrigere 25(OH)D-Serumspiegel als fur
Gesunde. Somit stimmen sie mit Ergebnissen zahlreicher Studien Uberein, die chronisch ent-
zundliche Erkrankungen inklusive CED mit Vitamin D-Mangel in Verbindung bringen [17, 30,
32, 33]. Bisher kaum untersucht sind dagegen 1,25(0OH).D-Serumspiegel bei Patienten mit
CED. Unsere Daten weisen signifikant héhere Spiegel des aktiven Vitamin D-Metaboliten
1,25(0OH).D fur MC- sowie fur CU-Patienten im Vergleich zu Gesunden nach. Es gibt bisher
erst eine Studie, in der die Serumspiegel beider Vitamin D-Metabolite bei MC-Patienten unter-
sucht wurden. Abreu et al fanden hierbei erhdhte Messwerte fur 1,25(0OH).D, die mit der Krank-
heitsaktivitat korrelierten. Ebenso zeigte sich eine erhohte Expression von 1a-Hydroxylase im
Darm, die als reaktive Erhéhung ausgeldst durch die chronische Entziindungsreaktion bei
CED interpretiert wird [122]. In dieser Arbeit wurde nun auch fiir die CU signifikant erhéhte
1,25(OH).D-Serumspiegel nachgewiesen.

In der Literatur wird diskutiert, dass erhéhte 1,25(OH),D-Serumspiegel durch sekundaren Hy-
perparathyreodismus bei Hypocalcidmie bedingt sein kdnnten [122]. Allerdings wurde in der-
selben Arbeit erhdhte 1,25(OH).D-Serumspiegel und normwertige Parathormonspiegel bei
CED-Patienten gemessen. Zudem beschreiben die Autoren den immunohistochemischem
Nachweis einer entziindungsbedingten Erhéhung der Hydroxylaseaktivitat als mogliche Ursa-
che fir die Erhéhung des 1,25(OH).D-Serumspiegels. So scheint der Mechanismus bei CED
ahnlich dem bei Sarkoidose zu sein, bei dem eine 1,25(0OH).D-Produktion ausgehend von
Makrophagen gezeigt werden konnte [123, 124]. Auch findet sich nach ausfuhrlicher Literatur-
recherche keine Untersuchung, die einen relevanten Anteil an Hypocalciamie bei CED-Pati-
enten belegen kann, wohingegen verschiedenen Arbeiten normwertige Parathormon-Spiegel
bei CED-Patienten beschreiben [65, 122]. Fir weitere Untersuchungen ware der Calcium- und

Parathormonspiegel dennoch interessant.

Auch gibt es Einflussfaktoren auf den Vitamin D-Serumspiegel, die in dieser Arbeit nicht be-
ricksichtigt wurden: Erfasst wurden Daten zur Krankheitsaktivitat, Entzindungsreaktion, Er-
nahrungs-, Raucher- und Supplementationsstatus. Dagegen wurden keine Informationen zur
Sonnen-Exposition, Ethnizitdt oder Hautpigmentation, Jahres- oder Tageszeit der Blutent-
nahme erhoben. Retrospektiv kann zwar von einem einheitlich kaukasischen Patientenstamm
ausgegangen werden, dennoch kann man argumentieren, dass unser Modell zur Darstellung

des Vitamin D-Spiegels anhand verschiedener Einflussfaktoren nicht vollstéandig ist.
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Aus diesem Grund ermittelten wir die 1,25(OH).D : 25(OH)D -Ratio, die den Anteil des aktiven
Vitamin D-Metaboliten am Speicher-Vitamin D darstellt, sodass sich der Einfluss oben genann-
ter Faktoren minimieren lasst. Unsere Daten zeigen fur CED-Patienten eine deutlich hdhere
Ratio gegenliber Gesunden, also ein erhdéhtes Verhaltnis des aktiven Vitamin D-Metaboliten
1,25(OH)2D zur Speicherform 25(0OH)D.

Erklarend hierfur kdnnte ein entziindungsbedingter Shift durch vermehrte intestinale Hydroxy-
lierung von 25(0OH)D zu 1,25(0OH).D am Ort der Entziindung sein. Auch wenn der zugrunde-
liegende Mechanismus aktuell noch unbekannt ist, passen sowohl unsere Ergebnisse als auch
die Daten anderer Studien zu dieser These. Bedeutende Hinweise lieferten Abreu et al., die in
ihrer Arbeit erhdhte Serumspiegel von 1,25(0OH).D in signifikanter Korrelation zur Krankheits-
aktivitat fanden. Daruber hinaus konnte eine entziindungsbedingte Erh6hung der intestinalen
1a-Hydroxylase-Expression gezeigt werden, die auf eine vermehrte Hydroxylase-Aktivitat bei
Entziindung schlielen lasst [122]. Dieser Mechanismus kdnnte die Grundlage des oben be-
schriebenen Shifts darstellen. Weitere Daten zu 1,25(OH).D-Serumspiegeln bei CED-Patien-

ten gibt es bisher nicht.

In einer Studie von Royal et al. wurde die Vitamin D-Ratio bei Patienten mit Multipler Sklerose
in Verbindung zu T-Helferzellzahlen untersucht. Sie fanden eine signifikante Korrelation von
Vitamin D-Ratio zum prozentualen Anteil regulatorischer CD4+CD25+FoxP3"9" -T-Helferzel-
len im peripheren Blut [125]. Ein gréReres Verhaltnis von 1,25 (OH).D zu 25(OH)D geht folglich
mit einem erhdhten Anteil regulatorischer T-Zellen einher. Die Autoren schlielen daher auf
eine supprimierende Wirkung von Vitamin D auf die Krankheitsaktivitat bei MS. Diese Unter-
suchung unterstutzt ebenfalls unsere These eines entziindungsbedingten Shifts von der Spei-

cherform hin zu aktivem Vitamin D.

6.2 Assoziation von Vitamin D-Parameter und Parameter des Eisenmangels
bei CED-Patienten

6.2.1 Eisenmangel und Anamie

In dieser Arbeit wurde zudem die Assoziation von Vitamin D-Parametern und Biomarkern des
Eisenmangels bei CED-Patienten untersucht. Dabei konnten in multivariaten Regressionsana-
lysen gezeigt werden, dass hohe 25(OH)D-Serumspiegel signifikant invers mit Eisenmangel
korrelieren. Folglich weisen CED-Patienten mit hohem 25(0OH)D-Serumspiegel signifikant we-
niger Eisenmangel gegenuber Patienten mit niedrigem 25(OH)D-Serumspiegel auf. Nach heu-

tigem Kenntnisstand ist unsere Arbeit die erste, die diesen Zusammenhang fir CED-Patienten
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nachweisen konnte. Aus verschiedenen Veréffentlichungen bereits bekannt ist der Zusam-
menhang zwischen Vitamin D und Anamie, der sowohl fir gesunde als auch fir erkrankte
Populationen beschrieben wurde [77, 78, 105, 109]. Auch wenn Eisenmangel einen entschei-
denden Risikofaktor fur Anamie darstellt, konnte in dieser Arbeit keine signifikante Korrelation
der Vitamin D-Metabolite (25(OH)D, 1,25(0OH).D oder Ratio) mit Anamie oder dem Hamoglob-
inwert gefunden werden. Verantwortlich hierfur ist mit hoher Wahrscheinlichkeit die geringe
Fallzahl von Patienten mit Anamie in unserem Kollektiv. Insgesamt lag nur bei 16% unserer
CED-Patienten eine Anamie vor, sodass die statistische Analyse hieraus keine signifikanten

Ergebnisse erbringen konnte.

Bei 65% unseres Patientenkollektivs konnte dagegen ein Eisenmangel beschrieben werden.
Auch ohne Vorliegen einer Andmie kann Eisenmangel schwere Stérungen wie Schlafstérun-
gen, Restless-Legs-Syndrom, Agitation oder sogar Unfruchtbarkeit bei Frauen hervorrufen.
Die Leitlinien der ECCO betonen deshalb auch die Bedeutung der frihzeitigen Diagnose und

Therapie von Eisenmangel bei CED [93].

6.2.2 Assoziation des Vitamin D-Status mit Ferritin, Eisen, Transferrin und

Transferrinsattigung

Mittels direkter Korrelation und multivariater Regressionsanalyse fanden wir einen signifikan-
ten Zusammenhang von 25(OH)D mit Ferritin im Serum und dem Serum-Eisenspiegel fur das
CED-Gesamtkollektiv. Auch die Transferrinsattigung korrelierte signifikant mit dem Vitamin D-
Status bei unseren CED-Patienten. Diese Ergebnisse sind nach unserem Wissensstand eben-
falls die ersten auf dem Gebiet der CED. Eine kausale Beziehung kann aus den Daten aller-
dings nicht abgeleitet werden, wie das Kapitel ,Causa versus Consecutio” verdeutlicht. Es ist

daher von gro3em Interesse, die zugrundeliegenden Mechanismen weiter zu erforschen.

Zahlreiche Studien, die die Beziehung von Vitamin D und Eisenparametern bei verschiedenen
Populationen untersucht haben, wiesen auf einen positiven Zusammenhang beider Parameter
hin [106—108]. Constantini et al. veroffentlichten die erste Arbeit, die eine Korrelation von
25(OH)D und dem Serum-Ferritinspiegel zeigte [126]. Malczewska-Lenczowska et al. analy-
sierten die Assoziation von Eisenparametern und Vitamin D-Status im Rahmen einer Quer-
schnittstudie bei gesunden Athletinnen. Sie fanden eine signifikante Korrelation zwischen Ei-
senmangel und erniedrigten 25(0OH)D-Spiegeln sowie zwischen Vitamin D-Defizienz und er-
niedrigten Ferritin- oder Eisenspiegeln. Allerdings konnte man anhand der Daten nur auf eine
reziproke Beziehung von Vitamin D und Eisen schlieRen ohne quantifizieren zu kénnen, von

welcher Substanz der gréRere Einfluss ausging [127].
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Azizi-Soleiman et al. untersuchten in einer Metaanalyse die Hypothese, dass Eisenparameter
den Vitamin D-Stoffwechsel beeinflussen. Diese Hypothese stitzt sich auf Hinweise, dass Ei-
senmangel zu Stérungen in der Synthese und Aktivierung von Vitamin D fuhrt, da die verant-
wortlichen Enzyme das eisenreiche Protein Ham beinhalten [128, 129]. Es wurden 10 Studien
eingeschlossen von denen nur eine fir einen therapeutischen Effekt einer Eisensupplementa-
tion auf Vitamin D-Mangelzustande sprach [130]. Daraus lasst sich schlief3en, dass anhand
der Studienlage kein vorteilhafter Effekt einer Eisensupplementation auf Vitamin D-Defizienz

nachgewiesen werden konnte [131].

Eine bessere Datenlage gibt es zu der Gegenhypothese, dass Vitamin D-Metabolite einen
Einfluss auf den Eisenstoffwechsel haben. Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass eine Vi-
tamin D-Defizienz zu einem erhdéhten Anamie- bzw. Eisenmangelrisiko flhrt [132—134].

Die verantwortlichen Mechanismen hierflr sind noch nicht vollstandig geklart, doch stellt

Hepcidin ein Schllsselfaktor in diesem Zusammenhang dar.

6.2.3 Hepcidin

Hepcidin ist das zentrale Steuerelement in der Regulation des Eisen-Serumspiegels. Bei Ei-
senmangel und Hypoxie wird die Hepcidin-Sekretion gehemmt, sodass mehr Eisen dem Or-
ganismus zur Verfugung steht. Bei Eisenlberschuss, Entziindung und Infektion dagegen wird
vermehrt Hepcidin sezerniert, wodurch der Serum-Eisenspiegel sinkt. Fir Erkrankungen mit
chronisch entziindlicher Komponente, wie zum Beispiel CED, spielt Hepcidin daher eine we-

sentliche Rolle in der Entstehung von Eisenmangel und Anamie.

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang von Hepcidin und Vitamin D bei Patienten mit CED
untersucht. Sowohl in direkter Korrelation als auch mittels multivariater Analyse unter Bertck-
sichtigung der EinflussgroRen Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus, Entziindungsaktivitat
und CRP ermittelten wir einen signifikanten positiven Zusammenhang von 25(OH)D und

Hepcidin.

Diese Ergebnisse lassen sich anhand bereits bekannter Zusammenhange herleiten: Im vori-
gen Kapitel wurde die breite Studienlage zur Korrelation von 25(OH)D und Ferritin sowie Eisen
beschrieben, die sich auch in unseren Daten wiederfindet. Daneben konnte in mehreren Stu-
dien eine positive signifikante Korrelation von Ferritin- und Hepcidin-Serumspiegeln sowohl fur
gesunde als auch erkrankte Populationen beschrieben werden [116, 135-138]. Karaskova et
al. analysierten die Hepcidin-Serumspiegel bei neu diagnostizierten padiatrischen CED-Pati-
enten und fanden wiederum eine signifikante positive Assoziation von Hepcidin- und Ferritin-
Serumspiegeln [139]. Entsprechend lasst sich auf einen positiven Zusammenhang von

25(0OH)D und Hepcidin schlieRen, der sich in unseren Daten abbildet.
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In anderen Studien wurde eine scheinbar gegenteilige Assoziation von Vitamin D und Hepcidin
beschreiben. Syed et al. stellten einen signifikanten Zusammenhang von 25(OH)D-Serum-
spiegel > 30ng/ml mit niedrigeren Hepcidinspiegel bei Kindern mit CED fest [114]. In einer
prospektiven Studie von Moran-Lev et al. konnte fur Kinder mit CED gezeigt werden, dass eine
Therapie mit Vitamin D die Hepcidinspiegel senkt [115]. Smith et al. verdffentlichten zuletzt
eine randomisierte und placebokontrollierte Doppelblindstudie mit Hochdosis-Vitamin D-The-
rapie bei gesunden Erwachsenen. Es konnte dabei eine signifikante Senkung der Hepcidin-

Konzentrationen im Serum nach einer Woche beobachtet werden [113].

Insgesamt ist die Datenlage zu Hepcidin-Spiegeln bei CED-Patienten widerspruchlich. Im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen wurden einerseits erhohte [140] aber andererseits auch ernied-
rigte [141] Hepcidin-Serumspiegel gemessen. Mdgliche Ursachen fiir diese Differenz kdnnten
in den unterschiedlichen Messverfahren bei der Bestimmung des Hepcidin-Serumspiegels,
oder in den unterschiedlichen Eigenschaften des Probandenkollektivs wie Alter, Diagnose und
Krankheitsaktivitat liegen [135, 136].

Interessanterweise konnte jedoch in der Studie von Moran-Lev et al. nicht die erwartete nega-
tive Korrelation von 25(OH)D- und Hepcidin-Serumspiegeln gefunden werden [116]. Ebenso
konnten Adams et al., die die stimulierende Wirkung von 1,25(OH)D auf die Expression von
Cathelicidin untersuchten, keine Korrelation zwischen Vitamin D- und Cathelicidin-Serumspie-
geln feststellen [142]. Als mdgliche Griinde hierfir wurde eine eventuelle lokale Wirkung von
Vitamin D im Sinne intrakriner Mechanismen diskutiert, die sich nicht im Serum abbilden las-
sen. Eine andere mogliche Erklarung konnte im komplexen Vorgang der Aktivierung von Vita-
min D liegen. Es sind hierbei mehrere Enzyme mit Hydroxylase-Aktivitat involviert, die wiede-
rum von verschiedenen Zytokinen und Toll-like-Rezeptoren beeinflusst werden [143]. Auch die
Synthese und Sekretion von Hepcidin sind komplex gestaltet. Es wurden mindestens acht un-

terschiedliche Proteine gefunden, die daran beteiligt sind [144].

Eine mdgliche Erklarung flr den scheinbaren Widerspruch bietet die oben ausgefiuhrten These
eines entzuindungsbedingten Shifts von 25(OH)D hin zu aktivem 1,25(OH).D. Im Fall einer
Entziindung bewirkt die Anderung im Verhaltnis von 1,25(0OH).D zu 25(0OH)D eine Verande-

rung bzw. Verstarkung der Vitamin D-Funktionen.

Passend dazu zeigen unsere Daten eine signifikante negative Korrelation von Hepcidin und
der Vitamin D-Ratio aus 1,25(OH).D zu 25(OH)D. Es konnte also ein inverser Zusammenhang
von Hepcidin und dem Verhaltnis von aktivem Vitamin D zur Speicherform nachgewiesen wer-
den.

Die These lasst sich durch weitere Studien stiitzen: Royal et al. fanden eine Assoziation von

Vitamin D-Ratio und dem Prozentsatz regulatorischer T-Zellen [125]. Die Ausgewogenheit im
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Verhaltnis der Vitamin D-Metaboliten zueinander spielt folglich eine wichtige Rolle in der Funk-
tionsweise von Vitamin D. Auch kann fur 1,25(OH).D als hormonell aktive Form von Vitamin
D eine grofiere Potenz in der Suppression von Hepcidin gegentiber der Speicherform 25(OH)D
vermutet werden. Carvalho et al. fanden eine inverse Korrelation der Serumkonzentrationen
von 1,25(OH).D und Hepcidin, jedoch keine Assoziation zu 25(OH)D [138].

Interessant ist, dass die in-vitro-Studie von Bacchetta et al. sowohl fiir 25(OH)D als auch fur
1,25(0OH).D einen hemmenden Effekt auf das Hepcidin-Gen (HAMP) nachweisen konnte
[111]. Hieraus lassen sich also keine Schlisse auf die unterschiedlichen Funktionen der Vita-
min D-Metabolite ziehen. Dennoch diskutierten bereits andere Autoren Uber eine mogliche
Maskierung des wahren Unterschieds durch eine lokale Hydroxylase-Aktivitat der verwende-
ten Hepatozyten und entsprechender Umwandlung von 25(OH)D hin zu aktivem 1,25(0OH).D
[122]. Bis heute fehlen weitere Untersuchungen, die Aufschluss Uber das genaue Zusammen-

spiel der Vitamin D-Metabolite und Eisen bei CED-Patienten geben.

6.3 Starken, Schwachen und Synthese

Die grofite Starke dieser Arbeit ist aus meiner Sicht, dass erstmals ein Zusammenhang zwi-
schen Vitamin D-Defizienz und Eisenmangel bei Patienten mit CED hergestellt werden konnte
und sich hieraus therapeutische Uberlegungen ergeben. Als weitere Starke dieser Arbeit kdn-
nen die multivariaten Regressionsanalysen genannt werden, durch die sich Storgro3en aus
dem Korrelationsmodell von Vitamin D- und Eisenparametern herausrechnen lief3en.
Daruber hinaus sind das eingeschlossene Probandenkollektiv mit einem breiten und reprasen-
tativen Spektrum an CED-Phanotypen und unterschiedlicher Krankheitsaktivitdt zu nennen.
Auch wurden 57 gesunde Kontrollen in die Studie eingeschlossen. Es wurde aulRerdem eine
grofRe Menge klinischer Daten zu tber 50 Parametern erhoben und auf ihre Relevanz fir den
Eisen- oder Vitamin D-Stoffwechsel analysiert.

Ebenfalls als Starke genannt werden kann die Messung der nur wenig untersuchten aktiven
Vitamin D-Form 1,25(OH).D und die Berechnung der Ratio 1,25(OH).D : 25(OH)D als neue

Parameter, zu denen es bisher noch wenig Erkenntnisse gibt.

Eine mogliche Schwache dieser Arbeit ist in der limitierten Zahl der untersuchten CED-Patien-
ten zu sehen. Von urspringlich 255 rekrutierten Patienten, wurden nur 67 Crohn- und 37 Co-
litis ulcerosa-Patienten in die endgultigen Auswertungen eingeschlossen. Entsprechend ge-
ring ist die Zahl an anamischen Patienten, die in der Studienpopulation zu finden waren. Dar-
uber hinaus wurden die Vitamin D-Parameter zwar bei CED-Patienten und gesunden Kontroll-

probanden gemessen, jedoch fehlen die Kontroll-Messwerte fir Hepcidin sowie flr die ande-
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ren Eisenparameter. Des Weiteren wurde aus ethischen Griinden auf die Knochenmarksbio-
spie als Goldstandard in der Bestimmung des Eisenstatus verzichtet.

Ferner muss der Querschnittscharakter dieser Studie als Schwache benannt werden. Die Er-
gebnisse kdnnen folglich nur als Assoziation oder Korrelation ohne kausale Deutung interpre-
tiert werden.

Aus diesem Grund missen weitere Untersuchungen von experimentellem und prospektivem
Design durchgefuhrt werden, die Aufschluss Uber den kausalen Zusammenhang der Vitamin

D-Metabolite und Eisenstoffwechsel geben kénnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch Messung von 1,25(OH),D-Serumspiegeln
und Berechnen der Ratio 1,25(0OH);D : 25(OH)D neue Erkenntnisse Gber den Vitamin D-Status
von CED-Patienten gewonnen werden konnten. Die daraus abgeleitete Theorie schlagt vor,
dass durch akute oder chronische Entziindung ein Shift von 25(OH)D zu aktivem 1,25(OH).D
ausgelost wird. Die signifikante negative Korrelation der 1,25(0OH).D : 25(OH)D-Ratio mit
Hepcidin-Serumspiegeln lasst sich gut mit dieser Idee vereinbaren. Jedoch fehlen bislang wei-
tere Daten, durch die sich die Theorie bestatigen oder widerlegen lieRe. Fur die Zukunft waren
daher Untersuchungen der erweiterten Vitamin D-Metabolite und -Ratio in Kombination mit

Eisenparametern bei mehr CED-Patienten zu wiinschen.

Sowohl in direkter Korrelation als auch in multivariaten Regressionsanalysen konnte eine sig-
nifikante Assoziation des Vitamin D-Status bzw. des Vitamin D-Serumspiegels zu Hepcidin,
Ferritin, Eisen und Transferrinsattigung bei CED-Patienten gezeigt werden. Zudem wurde in
dieser Arbeit erstmals eine signifikante negative Assoziation von 25(OH)D-Serumspiegeln mit
der Diagnose eines Eisenmangels bei CED-Patienten beschrieben. Daraus ergeben sich inte-

ressante therapeutische Ansatze, die im Folgenden diskutiert werden.
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7. Klinischer Ausblick

Eisenmangel spielt im klinischen Alltag von CED-Patienten eine grof3e Rolle, denn statistisch
gesehen ist jeder Zweite betroffen [145]. Die Folgen von Eisenmangel sind vielfaltig und kén-
nen in vielen Fallen zu einer Anamie flihren. Aber auch unabhangig von Anamie kann Eisen-
mangel die Lebensqualitat von Patienten stark beeintrachtigen [92].

Eisenmangel bleibt bei CED-Patienten oft lange unerkannt und ist insgesamt untertherapiert
[146]. Grinde hierfir sind u. a. die erhdhten Entziindungsparameter, die einen reinen Eisen-
mangel maskieren kénnen, und die unspezifische Symptomatik, die schwer von CED-Symp-

tomen abgegrenzt werden kann.

Auch Vitamin D-Mangel ist ein haufiges Problem bei CED-Patienten. In den letzten Jahren
konnten immer mehr Belege fiir eine Rolle von Vitamin D-Mangel in der Pathogenese der CED
gefunden werden, sodass eine Empfehlung zum Screening auf einen Vitamin D-Mangel bei

CED-Patienten ausgesprochen wurde [147].

In dieser Arbeit konnte nun erstmals ein signifikanter Zusammenhang von niedrigen Vitamin
D-Spiegeln und einem Eisenmangel bei CED-Patienten belegt werden. Daraus kdnnen sowohl
diagnostische wie therapeutische Konsequenzen fur das Management von Eisenmangel ge-
zogen werden, etwa hinsichtlich einer zu untersuchenden Komedikation mit oralen Eisenpra-

paraten und Vitamin D.

Vor allem jedoch fir die Therapie des Eisenmangels kdnnte Vitamin D als interessante Option
gesehen werden. Zwar gibt es fur die chronische Fatigue oder die Herzinsuffizienz einzelne
Studien zur Therapie eines nicht-anamischen Eisenmangels mit intravendser Eisengabe [148—
150], fur CED-Patienten fehlt jedoch diese Evidenz. So bleibt ein isolierter Eisenmangel bei
CED-Patienten im klinischen Alltag oft ohne Konsequenz. In den Ausnahmefallen, in denen es
zu einer therapeutischen Malknahme kommt, stehen die orale oder intraventse Eisengabe als
einzige Optionen zur Verfligung. Beide Verfahren bringen Nachteile mit sich:

Die orale Eisentherapie war lange Mittel der Wahl bei leicht-andmischen Zustadnden mit einem
Hamoglobinspiegel groRer 10g/dl [151]. Die Anwendung ist einfach und kostenguinstig, jedoch
Uberwiegen die Nachteile wie Intoleranz und Non-Compliance aufgrund starker Nebenwirkun-
gen vor allem im gastrointestinalen Bereich. Vor allem bei florider CED ist die enterale Auf-
nahme reduziert und die Effektivitdt der Eisentherapie dadurch sehr gering. Heute wird die
orale Eisentherapie fir CED-Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat nicht mehr empfohlen
[93].

Die intravendse Eisengabe konnte in verschiedenen Studien einen effektiveren Anstieg des

Serum-Ferritins im Vergleich zur oralen Therapie bewirken, u. a. auch unter entziindlichen
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Bedingungen [152-154]. Die Nachtteile liegen jedoch in héheren Kosten und erhéhtem Auf-
wand, da die Therapie mit einem Arztbesuch verbunden ist. AuRerdem besteht das potentielle

Risiko lebensbedrohlicher anaphylaktischer Reaktionen [95].

Eine Vitamin D-Substitution kdnnte die begrenzten Therapiemdglichkeiten von CED-Patienten
mit Eisenmangel ohne Anamie sinnvoll erganzen. Denn durch die orale Anwendung ist die
Vitamin D-Substitution einfach und kostenguinstig bei gleichzeitig geringem Nebenwirkungs-
profil. Dartber hinaus zeigt Vitamin D eine Vielzahl an weiteren positiven Auswirkungen auf
den Krankheitsverlauf von CED und die Lebensqualitat betroffener Patienten [155].
Ananthakrishnan et al. fanden bei CED-Patienten mit erniedrigtem 25(OH)D-Spiegel ein er-
hohtes Risiko fur CED-assoziierte Operationen. Ferner zeigten sie, dass MC-Patienten, deren
25(0OH)D-Spiegel wieder angestiegen war, eine signifikant niedrigere Operationswahrschein-
lichkeit hatten [62]. Zator et al. fanden Hinweise, dass erniedrigte Vitamin D-Spiegel das An-
sprechen auf anti-TNF-Therapien negativ beeinflussen, sodass sie Vitamin D-Supplementa-
tion als Unterstlitzung bei anti-TNF-Therapie empfahlen [156]. Zuletzt beschrieben Li et al. in
einer gro3en Metaanalyse von 18 interventionellen Studien eine signifikant niedrigere Rezidiv-
rate fur CED-Patienten unter Vitamin D-Therapie [24].

Diese Arbeiten stehen exemplarisch fir die breite Evidenz zu dieser Thematik. Es lasst sich

daraus eine Empfehlung fiir Vitamin D-Supplementation bei CED-Patienten ableiten.

Uneinig ist man sich jedoch Uber die Héhe der empfohlenen Vitamin D-Supplementationsdo-
sis. Bis heute gibt es keinen Konsens Uber einen optimalen Vitamin D-Spiegel. Viele Autoren
nennen 25-(OH)-Vitamin D-Serumspiegel > 30 ng/ml als unteren Zielbereich, verweisen aber
gleichzeitig darauf, dass fur extra-skelettale Funktionen wahrscheinlich héhere Spiegel not-
wendig sind [20, 58, 147]. Um 25(OH)D Serumspiegel > 30 ng/ml zu erreichen, sind, je nach
Studie, tagliche Supplementationsdosen von 1200, 2000 oder sogar 5000 IE notwendig [74,
75, 157]. Die offiziellen Empfehlungen der DGE oder des IOM liegen aktuell bei 600-800 IE/d
zur Pravention fir gesunden Erwachsenen oder maximal 2000 IE/d zur Therapie fur Vitamin
D-Defiziente [21, 29]. Um einen Effekt auf den Krankheitsverlauf von CED zu erzielen, werden

entsprechend héhere Dosierungen diskutiert [147].

Zuletzt wurden zwei interventionelle Studien mit hochdosierter Vitamin D-Gabe umgesetzt.
Smith et al. fiihrten eine randomisierte, Placebo-kontrollierte Doppelblindstudie an Intensivpa-
tienten unter mechanischer Beatmung durch. Dabei fanden sie signifikante Erhéhung des Ha-
moglobin-Spiegels unter Hochdosis-Vitamin D-Therapie von 500 000 IE/d Cholecalciferol GUber
5 Tage [158]. Zuvor konnte in einer anderen randomisierte, Placebo-kontrollierte Doppelblind-
studie an gesunden Erwachsenen eine signifikante Reduktion der Hepcidin-Spiegel nach ein-

maliger Gabe von 250.000 IE Vitamin D gezeigt werden [113]. Bei Dosierungen in dieser Hohe
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stellt sich die Frage nach Nebenwirkungen durch Uberdosierungen, hierzu wurden in beiden

Arbeiten jedoch keine Angaben gemacht.

Zu hohe Vitamin D-Spiegel kénnen nicht physiologisch entstehen, sondern sind immer einer
zu hohen Supplementationsdosis geschuldet. Symptome einer sogenannten Hypervitami-
nose D sind Ubelkeit, Erbrechen, Dehydration, Muskelschwéche, Midigkeit und Desorientie-
rung [159]. Jedoch mussen daflir 25(OH)D-Serumspiegel von 100 ng/ml oder sogar noch ho-
her erreicht werden, die nur ab Dosierungen von mindestens 40.000 IE/d mdglich sind [160].
Aktuell gilt allgemein die Empfehlung, 2000 IE als Tagesdosis ohne labormedizinische Kon-
trolle nicht zu Uberschreiten um die Gefahr einer Hypervitaminose D auszuschlief’en [161].
Jedoch kann unter Umstanden auch eine hohere Dosierung unter klinischer Kontrolle gerecht-

fertigt sein.

Um den Effekt einer oralen Vitamin D-Substitution auf den nicht-anamischen Eisenmangel bei
CED-Patienten genauer zu analysieren, bedarf es weiterer Untersuchungen. Primar fehlt es
an Interventionsstudien zu dieser Fragestellung, die im besten Fall als prospektive randomi-

sierte, Placebo-kontrollierte Doppelblindstudien durchgeflihrt werden missten.

47



Zusammenfassung

8. Zusammenfassung

Sowohl Vitamin D-Mangel als auch Eisenmangel sind haufige Komorbiditadten bei Patienten
mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, die mit einer Verschlechterung der Lebens-
qualitat und des Krankheitsverlaufs einhergehen. In zahlreichen Studien konnte eine Assozia-
tion der Vitamin D-Defizienz mit einem Eisenmangel oder einer Andmie, sowohl bei Gesunden,
als auch bei Erkrankten beschrieben werden [77, 78, 105-109]. Fir CED fehlen entspre-
chende Daten bisher. In dieser Arbeit wurde daher ein moglicher Zusammenhang von Vitamin
D-Parametern und Parametern des Eisenmangels bei erwachsenen Patienten mit chronisch

entzindlichen Darmerkrankungen untersucht.

Es wurde dafur ein Probandenkollektiv aus 67 Morbus Crohn-Patienten, 37 Colitis ulcerosa-
Patienten und 57 gesunden Kontrollen rekrutiert, von denen einerseits klinische Daten erho-
ben und andererseits laborchemische Parameter des Vitamin D- und Eisenstoffwechsels un-
tersucht wurden. Die Studienpopulation wurde nach Vitamin D-Status in ,Defizient* und ,Suf-
fizient* aufgeteilt und die Untergruppen mittels nicht-parametrischer Tests verglichen. In einem
multivariaten Regressionsmodell wurde der Zusammenhang der Vitamin D-Parameter mit ver-
schiedenen Messwerten des Eisenmangels untersucht — unter Berticksichtigung folgender re-
levanter Kovariablen: Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus, Entziindungsaktivitat und CRP.
Die Vitamin D-Supplementation der Probanden stellte sich als nicht-signifikante Kovariable

heraus.

In den durchgefiihrten Analysen konnte fir CED-Patienten erstmals eine signifikante Erho-
hung der 1,25(0OH),D-Serumspiegel (p=0,00), zusammen mit einer ebenfalls signifikanten Er-
héhung der Ratio 1,25(0OH).D : 25(OH)D (p<0,0001) im Vergleich zu Gesunden nachgewiesen
werden. In direkter Korrelation zeigte sich fur 25(OH)D eine signifikante positive Assoziation
zu Hepcidin, Ferritin, Eisen und Transferrinsattigung (p<0,05), wahrend die Ratio 1,25(0OH).D
: 25(OH)D signifikant invers mit Hepcidin korrelierte. Erklarend hierfir kénnte ein entzindungs-
bedingter Shift durch vermehrte Hydroxylierung von 25(OH)D zu 1,25(OH).D sein. Darlber
hinaus liel sich erstmals fir CED-Patienten eine signifikante negative Assoziation von ernied-

rigten 25(OH)D-Serumspiegeln mit Eisenmangel belegen (p=0,029).

Die hier vorgestellten Ergebnisse sprechen in Anbetracht der aktuellen Studienlage fur eine
positive Wirkung von Vitamin D auf den Eisenstoffwechsel bei CED-Patienten. In-vitro-Studien
konnten bereits eine direkte supprimierende Wirkung von Vitamin D auf Hepcidin zeigen. Zu-
sammen mit Daten anderer Arbeiten konnten die hier vorgelegten Ergebnisse eine Vitamin D-
Supplementation auch als Therapie bei leichtem Eisenmangel fiir CED-Patienten rechtferti-
gen. Es fehlen bisher jedoch prospektive Studien, die den Effekt einer Vitamin D-Supplemen-

tation in der Therapie des Eisenmangels bei CED quantifizieren.
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