Lniversitat
wien

MASTERARBEIT / MASTER’S THESIS

Titel der Masterarbeit / Title of the Master's Thesis

»~Auswirkung einer Vitamin-D-Supplementierung bei alteren Per-
sonen auf das Entziindungsgeschehen im Darm vor und nach ei-
ner Krafttrainingsintervention, gemessen im Rahmen der NutriA-

ging D-Studie am Entziindungsmarker Calprotectin®

verfasst von / submitted by

Julia Dorninger BSc

angestrebter akademischer Grad / in partial fulfiiment of the requirements for the degree of

Master of Science (MSc)

Wien, 2022 / Vienna, 2022

Studienkennzahl It. Studienblatt / UA 066 838
degree programme code as it appears on
the student record sheet:

Studienrichtung It. Studienblatt / Masterstudium Erndhrungswissenschaften
degree programme as it appears on
the student record sheet:

Betreut von / Supervisor: Univ.-Prof. Mag. Dr. Karl-Heinz Wagner

Mitbetreut von / Co-Supervisor:






Danksagung

Hiermit mochte ich mich herzlichst bei meinem Betreuer, Herrn Uni.-Prof. Dr. Karl-Heinz
Wagner, und bei Herrn Ing. Patrick A. Zéhrer BSc BSc MSc fiir die kooperative und un-
komplizierte Zusammenarbeit im Rahmen der ,Nutri-Aging“-Studie, fiir die Bereitstel-
lung eines interessanten Themas sowie fiir die Betreuung wahrend des Verfassens mei-
ner Masterarbeit bedanken. Weiters mochte ich Herrn Ing. Patrick A. Zohrer BSc BSc
MSc nochmals einen ganz besonderen Dank aussprechen fiir die inspirierende und
freundliche Unterstiitzung und dafir, dass er stets ein offenes Ohr fiir alle Anliegen
hatte, was ich sehr schatze. Vielen Dank fiir die Erfahrungen, die ich im Zuge dieser For-
schungsarbeit sammeln konnte und fiir die wunderbare Zusammenarbeit in einem

hochmotivierten, inspirierenden und zugleich menschlichen Arbeitsklima!

Seite 1



Seite 2



Im Sinne einer besseren Lesbarkeit wurde in dieser Arbeit auf geschlechtsspezifische
Formulierungen verzichtet. Sofern nicht anders kenntlich gemacht, sind bei der Angabe
der mannlichen Formulierung stets beide Geschlechter gemeint. Ich habe mich bemiiht,
samtliche Inhaber der Bildrechte und die Bilder ausfindig zu machen und entsprechend
zu zitieren. Sollte dennoch eine Urheberrechtsverletzung bekannt werden, ersuche ich

um Meldung bei mir.

Seite 3



Seite 4



I. Inhaltsverzeichnis

L. INhaltSVErZEIChNIS . ..coiiiiie e 5
[I.  AbbildUuNgSVErzEIChNIS......ciiiiiiiicee e e 8
1. TabellenverzeiChnis. ..o 10
V.  AbKUIrZUNGSVEIZEICNIS. . .iiiiiiiiieieiiiee ettt e e e s e e e 11
R 3101 [T U o V- PRSP 13
2 LiteraturlbersiCht .....ooeeoiii e 15
2.1 VIEAMIN Dot e e 15
2.1.1  Versorgung in der Bevolkerung und Zufuhrempfehlungen...................... 16
2.1.2  SUPPIEMENTE ettt e e e e e ae e e 18
2.1.3  Faktoren welche die Resorption von Vitamin D beeinflussen.................. 19
2.1.4  Chemische StruKtUr.......cooviiiiiiiicee e 20
2.1.5 Biosynthese und MetaboliSMUS.........cccveiiiiiiiieiiiiiee e 21
2.1.6  Extrarenale Biosynthese von 1,25-Dihydroxycholecalciferol ................... 23
2.1.7  Genomischer Wirkmechanismus .........cccoceeiiinieiiieneneeee e 24
2.1.8 Nicht-genomischer Wirkmechanismus..........ccccceeeeevcciiiiveeeee e, 25

2.2  Potenzielle Wirkmechanismen von Vitamin D zur Senkung der intestinalen
INFIAMMALION ..t s 26

2.2.1 Immunregulatorische Mechanismen.........cccccccceeiiieicciiieeee e, 26

2.2.2 Einfluss von Vitamin D auf das Darm-Mikrobiom und die Darmbarriere.28

2.3 Vitamin D und entziindliche Darmerkrankungen ..........cccccovveeeeeiieiccnnieeeennnn. 30
2.3.1 Niedriger Serumspiegel und Erkrankungshaufigkeit ...........ccccoeevvrrennnnnn. 30
2.3.2  Vitamin D und Calprotectin.......cccceeeeeeeiiccciiieee e 32

N O o] o ] =Tt | o R 35
2.4.1 Diagnostische GreNZWEIE ........ccvviiiieeeee ettt e e e 36
2.4.2  Variabilitat der Konzentration von fakalem Calprotectin..........cccc.ueeee.... 37

Seite 5



2.4.3  Korpergewicht und Lebensstil.........ccovcvieiiiiiiiiiiniiieee e 41

S 1 -1 o VU o = S 42

D T TN o Yo ] o 43

3 Material und Methoden.......coouiiiiiiiiiee e e 44
3.1 NULF-AGING DY-StUAIE ...vveeiiiieee et 45
3.1 STUIENZIL e s 45
3.1.2  Ablauf der Probandenrekrutierung..........cccccouveeeeiiiieeeciieee e 45
3.1.3  Ein-und AusschlUSSKIIterien .......ccceiiiiiiiiiieeieeeeeeee e 46
I I S 0 T 1T oo LTy T o U 47
I S T o (o 1V VB 1 = = - ' oY U 49

3.2  Messung der fakalen Calprotectin-Konzentration mittels ELISA (enzyme linkes

0010 UL o T 1Y 1) ISR 51
3.2 1 T @SEPIINZIP eeueueieiiiiitieieitiett ettt ababnbaannnrnnnnes 51
3.2.2 Bestandteile der Calprotectin-ELISA-KitS.......ccccceeiivicciriieeeeeeeeecieeee, 52

3.3  Eingesetzte Materialien flr den MesSVOrgang ......ccccccoeveccvvereeeeeeeeieccnrveeeeeeen. 53

3.4  Durchfihrung des Calprotectin-ELISA ...t 54
3.4 1  Probenentnahme ... 54
I A A [To [0 Lo 1] U oY -SSR 55
3.4.3  Stuhlprobenextraktion & Probenverdinnung.......cccccovvveeveeeeeniccinneennnn.n. 55
3.4.4  Probeninkubation.........ccoooiiiiiiiiii e 56
3.4.5  Erster WasChVOrgang .....ceeee ittt e e 57
3.4.6  Enzymkonjugat-Inkubation .......cccceeeviiiiiiiiiiiieie e 57
3.4.7  Zweiter WasChVOrgang.......ccoovcuiiiiiiee ettt e e 57
3.4.8 Substrat-Inkubation & StOPPIOSUNG.....ccovvirrrireeieeiieireeeee e 58
3.4.9 Photometrische Messung & quantitative Auswertung .........ccceeevvvveeenn... 58
3.4.10 Statistische Auswertung der Messergebnisse .........ccccovveeeeeeeeeccciiieeeennn. 59

Seite 6



4

5
6
7

Ergebnisse & SchlussbetraChtung........ccvvviiiiiiiiiiiii e 59
4.1  Messwiederholungen — Calprotectin.....ccccceeeecciiiieeie e, 60
4.2 Deskriptive STatistiK.....cocoiiiiiiiiiei 61
4.3  Hypothesenprifung und Schlussbetrachtung.........cccccoveeeiniiieeiiiieee e, 66

ADSEIACT Lt ar e 74

ZUSAMMENTASSUNG ...eeviieeeciiiee ettt e e et e e e et e e e e e s aba e e e esanaaeesentaeeeeasnneeas 75

LiteraturverzeiChNiS. ......ei i 76

Seite 7



ll. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Wichtige Strukturen von Vitamin D (Barth, 2006) ..........ccccceeeeivveeeeenneenn. 20
Abbildung 2: Photolytische Umwandlung von 7-Dehydrocholesterin und Ergosterin in
Vitamin D3 und Vitamin D2 (Rehner and Daniel, 2010) .......cevvveeieiiirrveeeieeeeriiinrveeeneeen 22
Abbildung 3: Zellen die 1-Alphahydroxylase exprimieren. (*): geringe Produktion von
1,25(0OH)2D3, (****): hohe Produktion von 1,25(0OH)2D3. (Hewison et al., 2004)........ 23
Abbildung 4: Darstellung einer Osteocalcin-Genaktivierung durch den 1,25-
Dihydroxycholecalciferol-ligandierten VDR-RXT-Komplex. Die Nummerierung innerhalb
der Kreise gibt die Reihenfolge der Schritte wieder. (Haussler et al. 2011)................... 25
Abbildung 5: Die Assoziation zwischen einem Vitamin D-Mangel und dem Schweregrad

einer gastro-intestinalen Inflammation gemessen an Calprotectin sowie anhand einer

endoskopischen/histologischen Untersuchung. (Gubatan et al., 2019) ..........cccuen....... 33
Abbildung 6: Ablauf der "Nutri-Aging D"-Studi€.........ccovieeeiiiieeeccee e, 49
Abbildung 7: Flow-Diagramm der ,,Nutri-Aging D“-Studie .........ccccecvveeiviiieeeeniieee e, 50

Abbildung 8: Verteilung des Body-Mass-Index der Studienpopulation vor Beginn der
Intervention (TO) bei n =72 TeillnehmMern. .....coovcvveeeiiiiiiicee e 62
Abbildung 9: Verteilung des Alters der Studienpopulation (Zeitpunkt TO) bein =72
TRINENMEIN. i 62
Abbildung 10: Serum Vitamin D-Spiegel vor der Intervention (TO) bei n =72
TRINENMEIN. i 64
Abbildung 11: Serum Vitamin D-Spiegel nach der Intervention (T2) bein =72
TRINENMEIN. i 64
Abbildung 12: Balkendiagramm: Veranderung der fCal-Konzentration im Stuhl durch
die Intervention mit taglich 500 IE Vitamin D (DL) bei n = 24 Teilnehmern.................... 66
Abbildung 13: Balkendiagramm: Veranderung der fCal-Konzentration im Stuhl durch
die Intervention mit monatlich 50.000 IE Vitamin D (DH) bei n = 27 Teilnehmern........ 66
Abbildung 14: Veranderung der Serum Vitamin D-Spiegel durch die Intervention in der
DH(n=27,1-J=2,2ng/ml, r=2,2ng/ml, p=0,001%). ...ccrriviririirireerieeereeecree e 67
Abbildung 15: Korrelation (r = -0,093, p = 0,435) zwischen dem Vitamin D-Serumspiegel

und der fCal-Konzentration zum Zeitpunkt TO bei n = 72 Teilnehmern. ..........cccoeuuununee. 69

Seite 8


file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919454
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919456
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919456
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919457
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919457
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919457
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919458
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919458
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919458
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919459
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919460
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919461
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919461
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919462
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919462
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919463
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919463
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919464
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919464
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919465
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919465
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919466
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919466
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919467
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919467
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919468
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919468

Abbildung 16: Korrelation zwischen der Ballaststoffaufnahme und der fakalen
Calprotectin-Konzentration zum Zeitpunkt TO (n=72, p = 0,012*, r = -0,296)............... 71
Abbildung 17: Korrelation zwischen der Ballaststoffaufnahme und der fakalen
Calprotectin-Konzentration zum Zeitpunkt T2 (n=72, p = 0,004*, r = -0,335). .............. 72

Abbildung 18: Korrelation zwischen dem BMI und der fCal-Konzentration zum Zeit-
punkt TO (N =72, p=0,047%, 1 =10,235) ccoeoieeeeeeeeeeeeeeee et aer ettt ees et er s es e 72

Abbildung 19: Korrelation zwischen dem BMI und der fCal-Konzentration zum Zeit-
punkt TO (n =72, p=0,036*, r=0,248)

Seite 9


file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919470
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919470
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919471
file:///C:/Users/julia/Desktop/Masterarbeit%20adaptiert_final%20III.docx%23_Toc100919471

1. Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Grenzwerte fir Calprotectin nach Altersgruppen (adaptiert nach Manceau et

] 0 1 39
Tabelle 2: Das Pipettierschema der Calprotectin-ELISA-Immuno-Assays. .......ccccceeeee... 56
Tabelle 3: Testversuche der Calprotectin-ELISA-ImMMuUN0assays......cccccevvvveeeeriiveeeennnne 60

Tabelle 4: Merkmale der Studienpopulation (Alter, Altersgruppen, Geschlecht) zum
Zeitpunkt TO. DL = Gruppe "Vitamin D taglich", DH = Gruppe "Vitamin D monatlich", K =
Kontrollgruppe, N = alle GrupPEN. ......uviiiieeeee et e e 61
Tabelle 5: Body-Mass-Index und Ballaststoffaufnahme der Studienteilnehmer zu den
Zeitpunkten TO und T2. DL = Gruppe "Vitamin D taglich", DH = Gruppe "Vitamin D
monatlich"”, K = Kontrollgruppe, N = alle Gruppen. .....ccoovecciieeee e 62
Tabelle 6: Vitamin D im Serum und fCal-Konzentration im Stuhl der Studienteilnehmer
zu den Zeitpunkten TO und T2. DL = Gruppe "Vitamin D taglich", DH = Gruppe "Vitamin
D monatlich", K = Kontrollgruppe, N = alle Gruppen. .....ccccceevcvveeeiecieee e 63
Tabelle 7: Bewertung der Vitamin D-Versorgung und der Entziindung (fCal) der
Studienteilnehmer zum Zeitpunkt TO. ....coooeeiiiieieee e e e ee e 64
Tabelle 8: Bewertung der Vitamin D-Versorgung und der Entziindung (fCal) der
Studienteilnehmer zum Zeitpunkt Td. ..o 65
Tabelle 9: Bewertung der Vitamin D-Versorgung und der Entziindung (fCal) der

Studienteilnehmer zum Zeitpunkt T2, ..o 65

Seite 10



IV. Abklirzungsverzeichnis

CAMP-Gen — Cathelicidin-Gen

CCR8 - Chemokinrezeptor 8

CDED — Morbus Crohn Ausschlussdiat

CED — chronisch entzlindliche Darmerkrankung

CRP — C-reaktives Protein

ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay

fCal — fakales Calprotectin

IE — Internationale Einheiten

I-FABP —intestinales fettsdurebindendes Protein

IL-17 — Interleukin 17

IFN- y — Interferon Gamma

IL-4 — Interleukin 4

IL-10 — Interleukin 10

IU — Internationale Units (Synonym fiir |E = internationale Einheiten)
LCA - Lithocolsdure

LPS — Lipopolysaccharide

NF-kB — nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NOD 2 Gen - nucleotid oligomerization domain-containing protein
NSAID - non-steroidal anti-inflammatory drug

NSAR — nichtsteroidale Antiphlogistika/Antirheumatika

p38 MAP-Kinasen — p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen

Seite 11



RCT — randomisierte kontrollierte Studie
RM — Repetition Maximum

RXR — Retinoid X-Rezeptor

TLR — Toll-like-Rezeptor

VDREs — Vitamin D Responsive Element
DBP — Vitamin D-bindendes Protein
VDR —Vitamin D-Rezeptor

VDS — Vitamin D-Serumspiegel

VSDP — Vitamin D Standardization Programme

Seite 12



1 Einleitung

In den letzten 10 Jahren haben sich entziindliche Darmerkrankungen global zu einer
ernstzunehmenden Herausforderung fir die 6ffentliche Gesundheit entwickelt. In Nord-
amerika und Europa leiden Uber 1,5 Millionen beziehungsweise 2 Millionen Menschen
an entziindlichen Darmerkrankungen. (Burisch et al., 2013; Kaplan, 2015; Kaplan and Ng,
2017)

Gleichzeitig gibt es immer mehr Daten liber die Wirkung von Vitamin D und mittlerweile
steht fest, dass die Wirkung von Vitamin D weit tiber die Knochengesundheit hinausgeht.
Zahlreiche Studien deuten auf eine anti-entziindliche und immunmodulierende Wirkung
hin (Carlberg, 2014; Gubatan and Moss, 2018; Kahles, 2016). Dies eroffnet Frage, ob
Vitamin D tatsachlich Entziindungen im Darm senken kann, beziehungsweise als thera-

peutisches Adjuvans anerkannt werden kénnte.

Diese Arbeit ist Teil des EU-Co-finanzierten ,,SK-AT Interreg NutriAging“-Projekts, dessen
Projektziele mitunter die Verbesserung der Lebensqualitat im Alter und daher auch die
Reduktion der Inzidenz von altersbedingten Erkrankungen ist. Durch die gewonnenen
Erkenntnisse soll ein verbessertes Gesundheitsbewusstsein, sowohl fir Einzel- als auch
Fachpersonen ermoéglicht werden, um so einen Betrag fiir die zur Verringerung der al-
tersbedingten Kosten im Gesundheitssystem zu liefern. In diesem Projekt wurde die
Auswirkung verschiedenster Nahrstoffe auf Marker des physischen und psychischen Al-
terns untersucht. Die vorliegende Masterarbeit hat als Teil-Projekt das Ziel, den Zusam-
menhang der Vitamin D-Serumspiegel und Entziindungen im Darm von Probanden zu

untersuchen.

Fiir die Messung von entziindlichen Vorgdngen im Darm wurde die Konzentration des
Markers Calprotectin im Stuhl ermittelt. Der Vergleich von der fakalen Calprotectin-Kon-
zentration mit der H6he des Vitamin D im Serum soll die Frage liber einen moéglichen
Zusammenhang beantworten. Darliber hinaus sollten die Ergebnisse mit weiteren po-
tenziellen Einflussfaktoren auf die fCal-Konzentration verglichen werden (Alter, Body-

Mass-Index, Ballaststoffaufnahme), um einen moglichen Einfluss dieser Faktoren auf die

Seite 13



erhobenen fCal-Konzentrationen zu ermitteln und um nahere Erkenntnisse zur Bewer-
tung der therapeutischen Effektivitdt einer oralen Vitamin D-Gabe auf Entziindungen

(fCal) im Darm zu generieren. Folgende Punkte wurden statistisch ausgewertet:

Ist die fakale Calprotectin-Konzentration durch die Intervention verandert worden? Sind

die Serum Vitamin D-Spiegel durch die Intervention gestiegen?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen den Vitamin D-Spiegeln im Serum und der fa-
kalen Calprotectin-Konzentration? Gibt es unterschiedliche Zusammenhange hinsicht-
lich der Vitamin D-Serumspiegel und der fdkalen Calprotectin-Konzentration zwischen

den einzelnen Interventionsgruppen?

Korreliert das fakale Calprotectin mit anderen Faktoren wie dem Alter, dem Body-Mass-
Index und der Ballaststoffaufnahme und kdnnten diese Faktoren die fCal-Messwerte be-

einflussen?
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2 Literaturibersicht

2.1 Vitamin D

Heute ist Vitamin D ein allseits bekannter Begriff. In der Umgangssprache spricht man
auch oft vom ,,Sonnenvitamin®, weil es unter UV-Einfluss in der Haut des Menschen ge-
bildet wird. Die Erfolgsgeschichte von Vitamin D begann mit der Erkenntnis, dass es als
antirachitischer Faktor fungiert (Bartl, 2013). Rachitis ist eine Erkrankung, die durch eine
unzureichenden Mineralstoffversorgung der Knochen verursacht wird, was sich als De-
formation des Skelettapparates dauflert. Vitamin D ist in Wirbeltieren flr die Aufrechter-
haltung normaler Calcium- und Phosphatspiegel im Blut verantwortlich und somit so-
wohl essenziell fiir die Erhaltung eines normalen Skeletts als auch wesentlich fiir die

Muskelkontraktion sowie diverse Zellfunktionen im Korper. (Jones, 2018)

In den letzten Jahrzehnten erweiterten sich die Erkenntnisse tiber Vitamin D und seinen
Stoffwechsel stetig. Die Entdeckung, dass der Vitamin D-Rezeptor sowie seine aktivie-
renden Enzyme in vielen anderen Zelltypen vorkommen, welche nicht an der klassischen
Knochenhomoostase beteiligt sind, lasst eine weitaus differenziertere Rolle von Vitamin
D vermuten als bisher angenommen. Insbesondere die Erkenntnis, dass der aktive Me-
tabolit Calcitriol nicht nur in der Niere, sondern auch durch Zellen des Immunsystems
des peripheren Gewebes synthetisiert wird, legt immunmodulierende sowie auch anti-

inflammatorische Effekte des Vitamin D nahe. (Kahles, 2016)
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2.1.1 Versorgung in der Bevolkerung und Zufuhrempfehlungen

Die Vitamin D-Spiegel werden liblicherweise in 4 Stufen kategorisiert: <10 ng/ml (schwe-
rer Mangel), <20 ng/ml (Mangel), 20 bis 30 ng/ml (Suffizienz), = 30 bis 80 ng/ml (opti-
maler Status) (“Vitamin-D-Zufuhr und Vitamin-D-Status,” 2019). Daten zeigen, dass ein
Serum Vitamin D-Spiegel von bis zu 80 ng/ml noch im Normalbereich liegt (Haines and
Park, 2012). Es wird auch behauptet, dass Serumwerte bis zu 90 ng/ml in sonnigen Lan-
dern noch normal sein kénnen (Alshahrani and Aljohani, 2013). Ab einem Serum-Wert
von iiber 100 ng/ml spricht man von einem Vitamin D-Uberschuss, ab Serumwerten von
150 ng/ml wurden Vitamin D-Intoxikationen beobachtet (Alshahrani and Aljohani, 2013;
Galior et al., 2018; Lim and Thadhani, 2020). Die Symptome einer Vitamin D-Intoxikation
konnen vielfaltig sein und hangen weitgehend mit einer Hyperkalzamie zusammen. Neu-
ropsychiatrische, gastrointestinale, kardiovaskulare Beschwerden sowie Nierenkompli-

kationen kénnen bei einer Vitamin D-Intoxikation auftauchen (Lim and Thadhani, 2020).

Obwohl Vitamin D Uber das Sonnenlicht im Korper eigenstandig synthetisiert wird, ist
ein Mangel in der Bevoélkerung weit verbreitet. So zeigt beispielsweise eine Studie des
Robert-Koch-Institutes (n = 6.995 Personen), dass Gber 60 Prozent der deutschen Staats-
birger den wiinschenswerten Serumspiegel von 30 ng/ml nicht erreichen. Die Studie
wurde im Zeitraum von 2008 und 2011 durchgefiihrt. In den Sommermonaten hatten
50 Prozent der Probanden einen Serumspiegel von lber 30 ng/ml. In dieser Untersu-
chung wurden bei Mdnnern und bei Frauen Parameter wie eine niedrige sportliche Ak-
tivitat, ein hoher Body-Mass-Index sowie ein hoher Medienkonsum signifikant und un-

abhangig voneinander mit einem Vitamin D-Mangel assoziiert. (Rabenberg et al., 2015)

Eine europaische Studie verwendete VDSP-Protokolle (,Vitamin D Standardization Pro-
gramme”) von reprasentativen, europaischen Bevolkerungsgruppen im Kindes-/Jugend-
alter, Erwachsenenalter sowie Seniorenalter, um die Pravalenz eines Vitamin D-Mangels
in Europa zu quantifizieren. Die verwendeten Daten umfassten 55.844 europaische Pro-
banden von denen Uber 40 Prozent einen Serumspiegel von unter 30 ng/ml hatten. Im

Schnitt wiesen 17 Prozent der Population einen durchschnittlichen Wert von 12 ng/ml
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im Serum auf, was einem schweren Vitamin D-Mangel nahekommt. (Cashman et al.,

2016)

Eine US-amerikanische Studie ermittelte den Serum Vitamin D-Spiegel von 26.010 Er-
wachsenen (>18 Jahren) im Zeitraum 2001 — 2010. Dabei wurde eine Pravalenz eines
Vitamin D-Mangels bzw. einer Insuffizienz von 41 Prozent festgestellt. Eine hohere Pra-
valenz stellte man bei dunkelhdutigen Personen, bei sportlicher Inaktivitdt, einem nied-
rigerem Bildungslevel, einem niedrigeren durchschnittlichen Einkommen, Zigaretten-
konsum und einem geringerem Milchkonsum fest. Ubergewichtige Personen hatten in

der Studie ein ca. 3-mal hoheres Risiko fur einen Vitamin D-Mangel. (Liu et al., 2018)

Es gibt auch klinisch bedingte Risikofaktoren. Beispielsweise besitzen Patienten mit ei-
ner krankheitsbedingten Fettmalabsorption (welche auch durch ein Inflammationsge-
schehen im Darm hervorgerufen werden kann), einer bariatrischen Operation sowie
durch die Einnahme von gewissen Medikamenten ein erhohtes Risiko fiir einen Vitamin

D-Mangel. (Cashman, 2020; Gubatan et al., 2019)

Mit zunehmendem Alter sinkt auch die Vitamin D-Synthesefahigkeit der Haut und es
kommt auch zu einer eingeschrankten Umwandlung des Vitamin D in seine aktive Form
(Holick, 2020). Eine weitere Studie aus GroRRbritannien zeigt einen Zusammenhang eines
Vitamin D-Mangels mit einer krankheitsbedingten, nachlassenden Gehirnleistung im Al-

ter auf (Busse et al., 2013).

2.1.1.1 Wie viel Vitamin D braucht der Mensch?

Der Referenzwert fiir die Zufuhr von Vitamin D bei fehlender kdrpereigener Synthese
liegt bei 20 Mikrogramm (800 IE) pro Tag. Es handelt sich dabei um einen Schatzwert,
der aus diversen Studien abgeleitet wurde und dieser gilt fiir jede Altersgruppe ab einem
Lebensjahr. Diese Empfehlung bezieht sich jedoch nicht auf die Behebung eines Vitamin

D-Mangels. (DACH-Referenzwerte fiir die Nahrstoffzufuhr, 2021)
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2.1.2 Supplemente

Es existieren nur sehr wenige Studien tber die Effizienz der Vitamin D-Supplementierung
zur Behebung eines Mangels bei Kindern und Erwachsenen. Noch weniger Daten finden
sich Uber die Wirksamkeit verschiedener Vitamin D-Dosierungen. Dabei gibt es Daten,
die zeigen, dass niedrige Dosierungen von 200 — 600 IE beim GroRteil der Vitamin D-
Mangel-Patienten keinen signifikanten Anstieg des Serum Vitamin D-Spiegels bewirkt.

(Marwaha and Dabas, 2019)

Eine weitere Studie ermittelte den Einfluss von drei verschiedenen Dosierungen Vitamin
D (800 IE, 1.000 IE oder 2.000 IE pro Tag, sechs Monate lang) auf den Vitamin D-Spiegel
von ein- bis elf-jdhrigen Vitamin D-Mangelpatienten (n = 216). Dabei stellte sich eine
Dosis von taglich 1.000 IE als notwendig heraus, um nach 6 Monaten einen Vitamin D-
Spiegel von >20 ng/ml bei Gber 97 Prozent der Probanden zu erreichen. In der Gruppe
mit 2.000 IU erzielten 100 Prozent einen Serum Vitamin D-Spiegel von tber 20 ng/ml
(Marwaha et al., 2018). Eine tagliche Supplementierung von mindestens 1.500 IE, von
November bis April, sei laut Forschern ausreichend, um den Serum Vitamin D-Spiegel
bei Kindern, aus der Region Norditalien, tiber die Wintermonate aufrecht zu erhalten.
Dabei betonen die Forscher, dass héhere Dosierungen noch effizienter sein kénnten,
insbesondere bei Erwachsenen sowie dunkelhdutigeren Personen. (Mazzoleni et al.,

2019)

Eine Studie mit Kindern aus der nordlichen sowie der sidlichen Region Schwedens un-
tersuchte die Wirkung eines milchbasierten Vitamin D-Supplements (mit entweder 10
oder 25 Mikrogramm Vitamin D), welches Uber einen Zeitraum von 3 Monaten taglich
eingenommen wurde. Dabei legten die Forscher die Hautpigmentierung mittels Fitz-
patrick’s Definition fest und unterteilten diese in jeweils ,hell” und ,,dunkel”. Kinder mit
einem hellen Hautton bendtigten mindestens 20 Mikrogramm (600 IE) Vitamin D um
den Serumspiegel Uber die Wintermonate auf Gber 20 ng/ml zu halten. Wohingegen
Personen mit einer hoheren Hautpigmentierung 28 Mikrogramm (1120 IE) bendtigten.

(Ohlund et al., 2017)
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2.1.3 Faktoren welche die Resorption von Vitamin D beeinflussen

Es ist wichtig zu beachten, dass Vitamin D fettlslich ist, daher empfiehlt sich die Ein-
nahme von Vitamin D mit Gber einen fetthaltigen Carrier oder mit einer fetthaltigen
Nahrungsquelle. Eine Studie untersuchte den Anstieg des Serum Vitamin D-Spiegels bei
Schulmadchen, die ein Jahr lang monatlich 60.000 IE in Form von Tabletten mit Wasser
einnahmen. Dabei wurde nach einem Jahr ein minimaler Anstieg von 7,6 ng/ml verzeich-
net (Kuchay et al., 2016). Eine weitere Studie erzielte durch eine Vitamin D-Supplemen-
tierung lber einen fetthaltigen Carrier mit der gleichen Dosierung und Dauer bei Schul-

kindern einen Anstieg von 21,1 ng/ml sowie 23,7 ng/ml. (Marwaha et al., 2016)

Wahrend eine Fettzugabe die Bioverfligbarkeit von Vitamin D signifikant erhoht, ist die
Menge an Fett hierbei irrelevant. Auch die Essensmatrix scheint hinsichtlich der Biover-
flgbarkeit nur eine geringfligige Bedeutung zu haben (Borel et al., 2015). Sucrose-Poly-
ester, wie zum Beispiel der synthetische Fettersatzstoff ,Olestra“ sowie der Lipa-

sehemma Tetrahydrolipstatin (Orlistat) kdnnen die Vitamin D-Aufnahme hemmen.

Das Altern soll laut Borel et al. kein mindernder Faktor fir die Resorption sein ebenso
wenig wie die Art und die Menge der taglich aufgenommenen Ballaststoffe. (Borel et al.,

2015)

Eine chronisch-entziindliche Darmerkrankung (CED) ist ein Risikofaktor fir einen Vita-
min D-Mangel durch beispielsweise eine verminderte Fettresorption. In einer Studie
hatten 70 Prozent von 37 asymptomatischen CED-Patienten eine Vitamin D-Insuffizienz
oder einen Vitamin D-Mangel (Farraye et al., 2011). In weiteren Abschnitten befindet

sich nahere Literatur Gber diesen Zusammenhang.

In einer Untersuchung ermittelte man bei gesunden, (ibergewichtigen Probanden (BMI
> 25, Alter < 30) die subkutane Vitamin D-Synthese 24 Stunden nach UVB-Bestrahlung
und verglich diese mit den normalgewichtigen Kontrollen. Mittels Messung des Serum
Vitamin D-Spiegels vor und nach der Bestrahlung, fand man bei den (ibergewichtigen

Probanden einen um 57 Prozent reduzierten Anstieg von Vitamin D im Blut. Es war hie-
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bei jedoch kein Unterschied bei der subkutanen Vorstufe 7-Dehydrocholecalciferol so-
wie beim Pravitamin D zwischen den normalen und libergewichtigen Personen feststell-
bar. Einen Monat spater erhielten die Probanden 50.000 IE Vitamin D; als Einzeldosis.
Dabei war der Anstieg des aktiven Vitamin Ds-Spiegels mit dem BMI signifikant negativ
korreliert (r = 0.56, p = 0.007). Eine dhnliche Korrelation fand man einen Monat zuvor
nach der UVB-Bestrahlung (r = 0.55, p = 0.003) (Wortsman et al., 2000). Ubergewicht
wurde bereits in anderen Studien mit einem Vitamin D-Mangel assoziiert (Maurya and

Aggarwal, 2017).

2.1.4 Chemische Struktur

Unter dem Begriff Vitamin D finden sich eine Reihe von Seco-Steroiden, welche durch
einen gedffneten B-Ring charakterisiert sind. Insgesamt 947 dieser Vitamin D-Strukturen
werden im ,,Handbook Vitamin D“ von Milne und Delander (2007) beschrieben. Vitamin
D kann sowohl von pflanzlichen als auch tierischen Organismen synthetisiert werden.
Die wichtigsten Verbindungen sind in nachstehender Abbildung 1 angefihrt. (Vitamin D
Handbook, 2007)
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HO
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Abbildung 1: Wichtige Strukturen von Vitamin D (Barth, 2006) Seite 20



2.1.5 Biosynthese und Metabolismus

Die Vitamin D-Versorgung Uber die Nahrung spielt eine weitaus geringere Rolle als Ei-
gensynthese Uber die Haut. Schatzungen zufolge soll die Sonnenlicht-Exposition 70 bis
90 Prozent der Versorgung ausmachen (Holick, 1996). Fir die Produktion von Vitamin
D3 bendétigt der Mensch Cholesterin als Grundsubstanz. In der Leber wird daraus 7-De-
hydrocholesterin gebildet und dann im Anschluss zur Unterhaut transportiert. Durch
Warme und durch die UVB-Exposition der Haut geschieht die Umwandlung zu Cholecal-
ciferol — dem eigentlichen Vitamin Ds. In dieser photochemischen Reaktion wird der B-
Ring des 7-Dehydrocholesterols aufgebrochen und durch die anschlieende Verschie-
bung der Doppelbindung das Cholecalciferol gebildet. Hierflir muss die UBV-Strahlung
der Sonne im Wellenlangenbereich von 290 — 315 nm liegen. Die UVB-Strahlung ist je-
doch abhangig von der geographischen Lage, der Seehdhe sowie der Tages- und Jahres-
zeit und kann daher nicht immer erreicht werden. Weiters kann ein hoher Melaninge-
halt der Haut sowie die Verwendung von Sonnenschutzcremes die Vitamin D-Synthese-
rate deutlich reduzieren. (Heber et al.,, 2017; Macdonald, 2013; Rehner and Daniel,
2010)

Das in pflanzlichen Organismen vorkommende Vitamin D (Ergocalciferol) wird nicht von
den Pflanzen selbst sondern von Hefen gebildet. Als Grundsubstanz dient hierfiir Ergos-
terin, welches im Anschluss tiber die UVB-Strahlung zum Ergocalciferol umgebaut wird
(Barth, 2006; Rehner and Daniel, 2010). Trotz der strukturellen Unterschiede zum Vita-
min D3 zeigen beide eine qualitativ sehr dhnliche biologische VDR-vermittelte Aktivitat.

(Jones, 2018)

Abbildung 2 zeigt die photolytische Umwandlung von Provitamin Dz zu Vitamin Ds. Das
in der Unterhaut gebildete oder oral iber die Nahrung/Supplemente aufgenommene
Vitamin D3 (Cholecalciferol) ist biologisch noch nicht aktiv, es handelt sich um die haupt-
sachliche Speicherform. Erst durch weitere Hydroxylierungsschritte mittels sogenannter
Cytochrom-P450-Enzyme in der Leber und in der Niere, wird dieses in die aktive Form
Uberfihrt — dem Calcitriol (1,25-Dihydroxyvitamin Ds3). Der erste Schritt geschieht in den

Mikrosomen der Leber-Parenchymzellen am C25-Atom des Cholecalciferols durch die
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25-Hydroxylase (CYP2R1, CYP27A1) — es entsteht das Zwischenprodukt Calcidiol (25-
Hydroxycholecalciferol). Der zweite Hydroxylierungsschritt erfolgt in der Niere am C1-
Atom durch die 1-Alpha-Hydroxylase (CYP27B1) — dadurch entsteht das Calcitriol (1,25-
Dihydroxycholecalciferol). Diese biologisch aktive Form dient als Ligand des nuklearen
Vitamin D-Rezeptors (VDR). Der VDR kommt im gesamten Korper (in allen proliferativen

Zelltypen) vor (auRer in der Leber). (Bartl, 2013; Hewison et al., 2004; Jones, 2013)
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Abbildung 2: Photolytische Umwandlung von 7-Dehydrocholesterin und Ergosterin in Vitamin D3 und Vitamin D2 (Reh-
ner and Daniel, 2010)

Der Korper hat Mechanismen um unterwiinschtes Vitamin-D zu inaktivieren und es an-
schlieBend liber die Galle auszuscheiden. Sonnenlicht kann beispielsweise Pravitamin D
und Vitamin D inaktivieren. Eine Vitamin-D-Intoxikation durch verstarktes Sonnenbaden
ist daher nicht méglich. Eine Uberdosierung ist durch oral zugefiihrtes Vitamin D jedoch

moglich, allerdings ist hierbei der tolerierbare Rahmen grof3. (Macdonald, 2013)

Die Konzentration des biologisch aktiven Calcitriols (1,25-Dihydroxycholecalciferol) im
Serum ist Gber einen Rickkoppelungsmechanismus reguliert. Die Inaktivierung wird so-
wohl durch 1,25-Dihydroxycholecalciferol selbst induziert als auch Gber das Parathor-
mon, Kalzium und verschiedene Zytokine (wie das Interferon-y, Tumornekrosefak-
tor- a). Das inaktivierende Enzym ist die 24-Hydroxylase, welche das 1,25-Hydroxycho-

lecalciferol am C24-Atom hydroxyliert — es entsteht die 24,25-Dihydroxycholecalciferol
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sowie 1,24,25-Dihydroxycholecalciferol, welche biologisch nur schwach wirksam sind.
Aktuell wird davon ausgegangen, dass das 1,25-Dihydroxycholecalciferol eine 100-1000-
fach starkere Wirksamkeit hat, als seine Metaboliten. (Lehmann et al., 2004; Lépez-

Mufioz et al., 2019; Trémezaygues and Reichrath, 2010)

2.1.6 Extrarenale Biosynthese von 1,25-Dihydroxycholecalciferol

Lange Zeit herrschte die Meinung, dass 25-Hydroxycholecalciferol ausschlieBlich in der
Niere zum 1,25-Dihydroxycholecalciferol aktiviert werden kann. Diese Behauptung ist
nun als widerlegt anzusehen. In-vitro-Studien sowie Untersuchungen an nephrektomier-
ten Patienten zeigen, dass eine Vielzahl von Zellen aulRerhalb der Niere durch die Ex-
pression der la-Hydroxylase in der Lage sind, aus 25-Hydroxycholecalciferol das 1,25-
Dihydroxycholecalciferol zu synthetisieren. Darunter befinden sich unter anderem Kera-
tinozyten, Monozyten, Makrophagen, Prostata, Dickdarmzellen. (Trémezaygues and

Reichrath, 2010)

Laut Hewison et al. konnen la-Hydroxylase exprimierende Gewebezellen in vier breite
Kategorien unterteilt werden: 1) proximale Tubulusepithelzellen, 2) epitheliale Barriere-
zellen 3) Monozyten die ausschlieflich 1a-Hydroxylase produzieren, jedoch kaum 1,25-
Dihydroxycholecalciferol synthetisieren sowie 4) Antigenprasentierende Zellen. (Hewi-

son et al., 2004)

1 2 3 4
proxvimal tubule other m ey e antigen provenfing ocll
eplihelial el epithelisl cell {macrophage/DC)

VIR
loe= ¥ Hase
24-00Hlnse

VIR
Dix-CrH ase
240 Hase

To={hHase
TLR

LIS{OH),D, 1.2500H),D, 1,25 00H), D, 1,250V, D,
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Abbildung 3: Zellen die 1-Alphahydroxylase exprimieren. (*): geringe Produktion von
1,25(0OH)2D3, (****): hohe Produktion von 1,25(0H)2D3. (Hewison et al., 2004)
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Die obige Unterteilung wird von zwei weiteren Schllsselfaktoren bestimmt. Erstens, die
Co-Expression von 24-Hydroxylase, was die Epithelzellen und die Monozyten betrifft, um
die Synthese des 1,25-Dihydroxycholecalciferols einzugrenzen. Zweitens, die Fahigkeit
1,25-Dihydroxycholecalciferol als Reaktion einer TLR-vermittelte Immunantwort zu syn-

thetisieren. (Hewison et al., 2004)

Der aktuellen Erkenntnislage zufolge wird das extrarenal gebildete 1,25-Dihydroxycho-
lecalciferol weder in das Blut abgegeben noch fiir die Kalzium- und Knochenhomdostase
verwendet. Vielmehr fungiert dieses als lokaler Mediator fiir die Zellprofileration und
Differenzierung sowie fiir eine Vielzahl von gewebsspezifischen Mechanismen (Kno-
chenmark, Immunsystem, Haut, Prostata-Epithelzellen, Muskel und Darm).

(Trémezaygues and Reichrath, 2010)

2.1.7 Genomischer Wirkmechanismus

Das genomische Wirkspektrum von 1,25-Dihydroxycholecalciferol beruht auf seiner
Rolle als Ligand des nuklearen Vitamin D-Rezeptors (VDR). Der VDR gehort zu den Ste-
roidhormon-Kernrezeptoren und ist ebenso ein Transkriptionsfaktor, der an die DNA
bindet. Er besteht aus drei Domanen: Erstens, der N-terminalen Bindungsdomane mit
zwei Zinkfingern, die an diskreten Stellen (VDREs) an die Rillen der DNA binden. Zwei-
tens, einer C-terminalen (Liganden)-Bindungsdomane, welche an 1,25-Dihydroxychole-
calciferol bindet und Drittens eine Gelenkregion, die diese zwei Doméanen verbindet. (Bi-

kle, 2014).

Bei der Genaktivierung durch den VDR sind co-regulatorische Einheiten involviert, wel-
che die genomische Aktivitat induzieren (Haussler et al., 2011). Diese co-regulatorischen
Einheiten konnen sowohl gen- als auch zellspezifisch sein, was den zellspezifischen Wirk-
mechanismus von 1,25-Dihydroxycholecalciferol ermoglicht. Das Profil der VDR-Bin-

dungsstellen variiert von Zelltyp zu Zelltyp (Bikle, 2014).
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Der mit 1,25-Dihydroxycholecalciferol besetze VDR ist an der Regulation von Genen be-
teiligt, die einer hormonellen Kontrolle unterliegen. Tausende VDREs und hunderte

VDR-regulierte Gene wurden bisher identifiziert. (Haussler et al., 2011)

PIC Stabilization
by TFIIB
Delivery

D] 0
EAANN
Mon-specific DNA

DR3 VDRE (osteocalcin)

Abbildung 4: Darstellung einer Osteocalcin-Genaktivierung durch den 1,25-Dihydroxycholecalciferol-ligandierten VDR-
RXT-Komplex. Die Nummerierung innerhalb der Kreise gibt die Reihenfolge der Schritte wieder. (Haussler et al. 2011)

Durch neuere Microarray-Techniken konnte gezeigt werden, dass sich die Zahl der VDR-
Bindungsstellen durch die Gabe von Vitamin D bzw. 1,25-Dihydroxycholecalciferol er-
hoht werden kann. Beispielsweise stiegen VDR-Bindungsstellen in Osteoblasten von
Mausen von basal 1.200 VDR-Bindungsstellen auf 8000 (Bikle, 2014; Meyer et al., 2010).
Bei Lymphoblasten fand man nach der Zugabe von 1,25-Dihydroxycholecalciferol insge-
samt 2.776 VDR-Bindungsstellen, die fiir die Regulation von 229 Genen zustandig sind.

(Ramagopalan et al., 2010)

VDR wurden in lber 38 verschiedenen Geweben gefunden. Im Fachgebiet der Endokri-
nologie geht man davon aus, dass wenn eine Zelle einen Rezeptor fir einen Liganden
besitzt, diese auch die Mechanismen besitzt, bei Rezeptorbesetzung, eine entspre-

chende biologische Antwort zu generieren. (Haussler et al., 2011)

2.1.8 Nicht-genomischer Wirkmechanismus

Um einen besseren Einblick tiber das Wirkpotential von Vitamin D zu erhalten, wird eine

kurze Einflihrung Uber die nicht-genomischen Eigenschaften von Vitamin D erlautert.
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Vitamin D besitzt, neben seiner genregulatorischen Wirkung, auch sogenannte ,Rapid-
Response-Mechanismen”. Diese laufen, im Gegensatz zu den genomischen Mechanis-

men, relativ schnell ab (Sekunden bis Minuten). (Bikle, 2014)

Zu den Rapid-Response-Mechanismen zahlt die Aktivierung von Signalmolekiilen, Se-
cond-Messenger und Proteinkinasen (Hii and Ferrante, 2016). Bereits im Jahr 1994
wurde fir die nicht-genomische Wirkung ein alternativer, membranstandiger Vitamin
D-Rezeptor an der Basalmebran von Hiihner-Epithelzellen postuliert, auch ,,MARRS-bin-
dendes Protein“ (,membrane associated rapid response binding protein“) genannt (Ne-
mere et al., 1994). Allerdings sind kaum Daten {iber Vitamin D und sein nicht-genomi-

sches Wirkspektrum verfiigbar.

2.2 Potenzielle Wirkmechanismen von Vitamin D zur Senkung der

intestinalen Inflammation

Obwohl bereits zahlreiche Daten zu Vitamin D und seiner anti-inflammatorischen Wir-
kung existieren sind die exakten Wirkmechanismen noch nicht vollstandig aufgeklart. Es
finden sich ausschlieflich Hinweise dartber, die sich womdglich eines Tages alle Hypo-
thesen zu einem Gesamtbild zusammenfligen werden. Einige dieser Hinweise werden

im Nachstehenden beleuchtet.

2.2.1 Immunregulatorische Mechanismen

Es konnte bereits in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass Vitamin D wichtige regu-
latorische Eigenschaften im angeborenen und erworbenen Immunsystem besitzt. Wie
bereits erwadhnt, entfaltet Vitamin D seine regulatorische Wirkung durch seine Bindung
an den sogenannten Vitamin D-Rezeptor, der in einer Vielzahl von Geweben vorkommt,
wie beispielsweise in der Darmschleimhaut und den Immunzellen (auch T-Zellen). (Jung

and Park, 2020)
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Es wurde bereits gezeigt, dass Vitamin D in Monozyten die Ausschiittung von entzindli-
chen Zytokinen, wie IL-6 vermindert, indem es die p38 MAP-Kinase hemmt (Miodovnik
et al., 2012). Ebenso kann Vitamin D antiinflammatorische T-Zell-Signalwege fordern,
um eine antimikrobielle Wirkung von Makrophagen zu stimulieren (Cantorna et al.,
2015). Cantorna et al. zeigten, dass Vitamin D liber anti-inflammatorische Mechanis-
men, wie die Reduktion von IL-17, IFN- y bei gleichzeitiger Erhéhung von IL-4 und IL-10,
die Erkrankungsschwere bei Patienten mit einer chronisch entziindlichen Darmerkran-

kung mildern kann. (Cantorna et al., 2015)

D’Ambrosio et al. zeigten, dass Vitamin D die Produktion des inflammatorisch Wirksa-
men Zytokins IL-12 senken kann, indem es NF-kB herunterreguliert. IL-12 ist ein zentra-
les Interleukin fiir die Entwicklung einer Thl-spezifschen Immunantwort. (D’Ambrosio

et al., 1998)

Sloka et al. untersuchten die Wirkung von Vitamin D auf die Immunverschiebung von
Zellkulturen (mononuklearen Zellen aus menschlichem Blut sowie Splenozyten und
Lymphknotenzellen von Mausen). Vitamin D konnte Uber die Beeinflussung spezieller
Transkriptionsfaktoren (GATA-3 und STATA-6) Entziindungen durch eine Th2-Verschie-

bung des Immunsystems vermindern. (Sloka et al., 2011)

Boonstra et al. entdeckten bei Maus-Zellkulturen ebenfalls eine Th2-Verschiebung und
eine Hochregulierung des Th2-induzierenden Transkriptionsfaktors GATA-3 durch Vita-
min D. Die von Vitamin D induzierte Th2-Verschiebung wurde grofStenteils Gber IL-4 ver-
mittelt, die Neutralisation von IL-4 hob die vermehrte Th2-Zellentwicklung nach Vitamin

D-Gabe fast vollstandig auf. (Boonstra et al., 2001)

Eine im Mai 2021 veroffentlichte Studie an humanen Zellkulturen zeigte, dass Vitamin D
in Kombination mit Prostaglandin E2 eine Th2-ahnliche Reaktion mit dem Chemokinre-
zeptor CCR8-Expression fordert. Zwar modulierte Prostaglandin E2 ebenfalls die CCR8-
Expression, in Kombination mit Vitamin D wurde jedoch die entsprechende Zytokinpro-
duktion gehemmt (Fraga et al., 2021). Beim Menschen befindet sich CCR8 auf kutanen

Gedachtnis-T-Zellen und auf wenigen zirkulierenden Gedachtniszellen. Es wurde auch
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gezeigt, dass langlebige T-Gedachtniszellen von CCR8 definiert werden kdnnen. (McCully

et al., 2018)

Vitamin D beglinstigt auch die Produktion von antimikrobiellen Peptiden, welche mikro-
biozide und chemotaxis-induzierende Wirkungen auf entziindlichen Immunzellen ausi-

ben (Talsness et al., 2017).

Der VDR-Komplex stimuliert in Makrophagen (liber das NOD2-Gen) die Produktion des
antimikrobiellen Beta-Defensin-2 (Gisbert-Ferrandiz et al., 2018). In Darmkrebszellen
und anderen Geweben bewirkte Vitamin D eine erhohte Expression des humanen
Cathelicidin-Genes (CAMP-Gen). Cathelicidine sind antimikrobiell wirksame Peptide.
(Gombart et al., 2005; Wang et al., 2004)

Fritsche et al. zeigten, dass Vitamin D die Toll-like-Rezeptoren von Monozyten herunter-
regulieren und die durch LPS induzierte Fehlregulation des Immunsystems verringern
kann (Fritsche et al., 2003). TLRs fungieren zur Bekdmpfung von unerwiinschten Mikro-
ben durch die Auslosung einer entziindlichen Immunreaktion. Immer mehr Daten zei-
gen, das eine Dysregulation der TLRs an der Entstehung und Pathogenese von entziind-

lichen Darmerkrankungen beteiligt ist. (Lu et al., 2018)

Eine systematische Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2019 zeigt, dass eine Supplementie-
rung mit Vitamin D die Zahl und die Funktion von regulatorischen T-Zellen erhéhen kann.
Die Autoren betonen jedoch den weiteren Forschungsbedarf auf diesem Gebiet (Fisher
et al., 2019). Regulatorische T-Zellen sind eine Untergruppe der T-Lymphozyten (meist
CD4+ Zellen). Sie wirken einer (ibermaRigen Aktivierung des Immunsystems entgegen
und Erhohen die immunologische Selbsttoleranz, was einer Entstehung von Autoim-

munkrankheiten vorbeugen kann (Sasidharan Nair and Elkord, 2018).

2.2.2 Einfluss von Vitamin D auf das Darm-Mikrobiom und die Darmbarriere

Mittlerweile gibt es einige Daten, die einen Zusammenhang zwischen der Vitamin D-

Zufuhr und dem menschlichen Darm-Mikrobiom aufzeigen. Es ist bereits bekannt, dass
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gewisse Darmbakterien in der Lage sind die Darmbarriere zu schiitzen und so Entzlin-

dungen der Darmschleimhaut entgegenwirken. (Luthold et al., 2017)

Eine verminderte Anzahl von Vitamin D-Rezeptoren sowie ein Mangel an Vitamin D wird
mit einer intestinalen Dysbiose und einer erhéhten Anfalligkeit fir entziindliche Darmer-

krankungen assoziiert. (Bashir et al., 2016; Kong et al., 2008; Ooi et al., 2013)

Bei CED-Patienten stellten Forscher eine Abnahme wichtiger Bakterienstimme (Bacte-
riodetes und/oder Firmicutes) und eine Zunahme von pathogenen Proteobakterien fest.

(Fakhoury et al., 2020)

Wang et al. zeigten bei Mausen, dass sich durch zwei Polymorphismen am VDR die Zahl

der pathogenen Parabacteroides stark erhéhte. (Wang et al., 2014)

In einer prospektiven Langzeitstudie wurde gezeigt, dass die Gabe von Vitamin D bereits
nach einer Woche die Konzentration von gesundheitsférdernden Darmbakterien (wie
Alistipes and Roseburia) bei CED-Patienten erhéhte. Bei den gesunden Kontrollen stellte

sich keine Verdanderung ein. (Schaffler et al., 2018)

Alistipes finegoldii wurde bei Mausen, bei denen kiinstlich eine Colitis induziert wurde,
als schiitzender Faktor identifiziert. Roseburia genii sind Teil der kommensalen Bakte-
rien und diese Bakterien produzieren kurzkettige Fettsduren (insbesondere Butyrat).
Kurzkettige Fettsauren wirken positiv auf die Darm-Motilitat, sorgen fir die Aufrechter-
haltung der intestinalen Immunitdt und besitzen entziindungshemmende Eigenschaf-

ten. (Dziarski et al., 2016; Tamanai-Shacoori et al., 2017)

Vitamin D besitzt, neben seiner immunregulatorischen Funktion und seiner Wirkung auf
das Darm-Mikrobiom, auch schiitzende Eigenschaften fir die Darmbarriere (Gubatan
and Moss, 2018). Stio et al. fanden in-vitro bei humanen Zellkulturen, dass Vitamin D die
Expression von Claudin-2, Claudin-4, Claudin-7 und somit die Bildung von Tight-Junction-

Proteinen reguliert (Stio et al., 2016).
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Es gibt dhnliche Studien, die betonen, dass ein Mangel an VDR zu einer Uberfunktion
von Claudin-2 fiihrt. Eine Uberexpression von Claudin-2 begiinstigt eine I6chrige Darm-
barriere, was wiederum die das Risiko fiir eine chronisch-entziindliche Darmerkrankung

erhoht. (Zhang et al., 2019)

Wie bei Gombert et al. und Wang et al. zeigten auch Guo et al., dass Vitamin D die Ex-
pression des Cathelicidin-Genes (CAMP-Gen) induziert. CAMP wird von den Immun- und
Epithelzellen exprimiert und sorgt fiir eine verbesserte Darmbarrierefunktion. (Guo et

al., 2014)

Vitamin D bindet an Lithocholsaure (LCA), eine sekundare Gallensdure. LCA ist fir Darm-
zellen toxisch und kann unter Umstanden sogar Darmkrebs auslosen. Interessanter-
weise kann LCA an den VDR binden. Wenn Vitamin D den VDR aktiviert, induziert es die
Expression von Cytochrom CYP3A, welches an der Entgiftung von LCA in Darm und Leber

beteiligt ist. (Cheng et al., 2014; Makishima et al., 2002)

2.3 Vitamin D und entzUlndliche Darmerkrankungen

2.3.1 Niedriger Serumspiegel und Erkrankungshaufigkeit

Es gibt zahlreiche Studien und Meta-Analysen, die einen Zusammenhang zwischen ei-
nem niedrigen Vitamin D-Level und entziindlichen Darmerkrankungen aufzeigen. Eine
Meta-Analyse von Del Pinto et al. untersuchte die Haufigkeit von inflammatorischen
Darmerkrankungen und verglich dies mit den Vitamin D-Spiegel der Patienten. Es zeigte
sich eine signifikant positive Korrelation zwischen der Erkrankungsrate und einem Vita-
min D-Mangel. Diese Korrelation war bei den Patienten mit Colitis ulcerosa wesentlich
hoher (OR = 2,28) als bei den Patienten mit Morbus Crohn (OR = 1,63). Zu betonen ist,
dass sich diese Meta-Analyse rein auf Beobachtungsstudien bezieht, was die Aussage-
kraft entsprechend limitiert. Von insgesamt 14 Studien mit 1891 Patienten wurden elf
Studien mit erwachsenen Personen durchgefiihrt und 3 Studien mit Kindern. Bei den
Daten der Kinderstudien konnte man keinen signifikanten Zusammenhang nachweisen,

was womoglich durch die kleine Personenzahl bedingt sein kann. (Del Pinto et al., 2015)
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Eine im Jahr 2018 veroffentlichte Meta-Analyse von der Forschergruppe von Li et al.
analysierte RCTs, um die Effektivitat einer Vitamin D-Supplementation bei Patienten mit
entziindlichen Darmerkrankungen zu untersuchen. Diese Meta-Analyse basierte auf 18
RCTs mit insgesamt 908 Patienten. Es wurden die Vitamin D-Spiegel, der Inflammation-
sindex sowie entstehende Nebenwirkungen analysiert. Vitamin D bewirkte eine signifi-
kant starkere Reduktion der Erkrankungsriickfallrate, verglichen zur Kontrollgruppe.
Eine Reduktion des CRP sowie der Erythrozyten-Sedimentationsrate konnte nicht nach-

gewiesen werden. (Li et al., 2018)

Eine systematische Ubersichtsarbeit und Meta-Analyse von Gubatan et al. aus dem Jahr
2019 betont, dass Vitamin D moglicherweise eine therapeutische Wirkung bei entziind-
lichen Darmerkrankungen besitzen kdnnte. Insgesamt 27 Studien, mit 8316 IBD-Patien-
ten (3115 Patienten mit Colitis ulcerosa, 5201 Patienten mit Morbus Chron), wurden
hierflr analysiert. Die Qualitat der einbezogenen Studien wurde anhand des Newcastle-
Ottawa-Scores bewertet. Von den 27 Studien hatten 22 einen hohen Score (7-9) und 5

einen moderaten Score (4-6).

Die Ergebnisse von Gubatan et al. zeigen folgende Zusammenhange: Erstens, ein Vita-
min D Mangel erhoht das Risiko von Patienten eine aktive Erkrankungsphase durchma-
chen zu missen. Zweitens, ein niedriger Vitamin D-Level erhoht bei Morbus-Chron-Pa-
tienten (n = 1089) das Risiko fiir eine intestinale Inflammation. Drittens, niedrige Vitamin
D-Level erhéhen das Risiko fiir einen klinischen Erkrankungsriickfall bei allen Patienten.
Die Forscher kamen in ihrer Arbeit zum Fazit, dass ein niedriger Vitamin D-Level ein Bi-

omarker und Pradikator fiir die Krankheitsaktivitat sein kann. (Gubatan et al., 2019)

Gubatan et al. wiesen allerdings noch darauf hin, dass der Vitamin D-Mangel bei den
Patienten durch die krankheitsbedingte Mangelerndahrung und Malresorption bedingt
sein kann. Als weiteren Grund nannten die Forscher, dass Patienten mit einem aktiven
Inflammationsgeschehen im Darm, moéglicherweise weniger Zeit im Outdoor-Bereich
verbringen und durch die daraus resultierende verminderte UV-Strahlung es verstarkt

zu einem Vitamin D-Mangel kommen kann. Da die Meta-Analyse hauptsachlich aus Be-
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obachtungsstudien besteht, kann keine direkte Kausalitatsbeziehung hergestellt wer-
den. Subgruppenanalysen bezogen auf rein prospektive Studien, zeigen allerdings den
Zusammenhang zwischen einem erniedrigten Vitamin D-Level (Ausgangswert) und ei-
nem erhohten Risiko flr einen aktiven Krankheitsverlauf sowie fiir einen Erkrankungs-

rickfall. (Gubatan et al., 2019)

Im Jahr 2020 wurde eine weitere Meta-Analyse veréffentlicht. Insgesamt 12 RCTs (n =
611) und vier Beobachtungsstudien (n = 359) wurden miteinbezogen. Durch die Gabe
von Vitamin D wurde der Harvey Bradshaw Index um 1,49 Punkte verbessert (p = 0,004).
Bei diesem Index handelt es sich um einen simplen Fragebogen, der die Schwere ent-
ztiindlichen Darmerkrankungen erfasst. Das CRP-Level sank im Schnitt um 1,58 mg/L, die-

ser Wert war jedoch nicht signifikant (p = 0,02). (Guzman-Prado et al., 2020)

Alle zuvor genannten Meta-Analysen haben die mit Vitamin D zusammenhangende Re-
duktion der Erkrankungsriickfallrate sowie die Reduktion von subjektiv wahrgenomme-
nen Erkrankungssymptomen gemeinsam. Allerdings gibt es hierbei keinen eindeutigen
Nachweis einer Reduktion weiterer inflammatorischer Marker, wie beispielsweise CRP

oder TNF-Alpha.

2.3.2 Vitamin D und Calprotectin

Die Meta-Analyse von Gubatan et al. ermittelte, Gber die Messung des fakalen Biomar-
kers Calprotectin, das Risiko einer entziindeten Darmschleimhaut durch einen Vitamin
D-Mangel. Die Subanalyse zeigte, je hoher der Vitamin D-Spiegel der Patienten war,
desto niedriger waren die fakalen Calprotectin-Spiegel. Drei weitere Studien ermittelten
die intestinale Inflammation anhand endoskopischer/histologischer Untersuchung, hier
war ebenfalls eine signifikant negative Korrelation gegeben. Im Vergleich der beiden Un-
tersuchungsmethoden (Calprotectin vs. endoskopische/histologische Untersuchung) ist
hinsichtlich der Studienergebnisse kein signifikanter Unterschied feststellbar (p =0,96).
(Gubatan et al., 2019)
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(B) Odds ratio Qdds ratio

Study or subgroup log[Odds ratio] SE Weight 1V, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
1.3.1 Inflammation by Calprotectin (N = 725 patients)

Frigstad et al (2017) CD 0.22 0.334 6.2% 1.25 [0.65, 2.40] —
Frifstad et al (2017) UC 0.346 0.37 5.1% 1.41 [0.68, 2.92] 1=
Raftery et al (2015) CS 0697 0.485 3.0% 2.01[0.78,5.19] S———
Scolaro et al (2018) 0.526 0.565 2.2% 1.69[0.56, 5.12] I
Garg et al (2013) CD 0.406 0.733 1.3% 1.50 [0.36, 6.31] ==

Garg et al (2013) UC 0.858 0.956 0.8% 2.36 [0.36, 15.36] —

Subtotal (95% CI) 18.5% 1.50 [1.03, 2.19] -

Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi? = 0.97, df =5 (P=.97); 1= 0%
Test for overall effect: Z=2.09 (P = .04)

1.3.2 Endoscopic/Histologic Inflammation (N = 431 patients)

Gubatan et al (2017) 0.146  0.11 57.4% 1.16[0.93, 1.44] 3

Ye et al (2017) 0.294 0.182 21.0% 1.34 [0.94, 1.92] o

Meckel et al (2016) 0.053 0.467 3.2% 1.05[0.42, 2.63] - T

Subtotal (95% Cl) 81.5% 1.20 [1.00, 1.44] »

Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi? = 0.56, df = 2 (P = .76); 2 = 0%

Test for overall effect: Z=1.96 (P = .05)

Total (95% CI) 100.0% 1.25[1.06, 1.47] *

Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi? = 2.63, df = 8 (P = .96); 12 = 0% 1 } } }
Test for overall effect: Z= 2.67 (P = .008) 0.01 0.1 1 10 100
Test for subgroup differences: ChiZ = 1.10, df = 1 (P= 29), /2 =9.5% Favours Low 25(CH)D  Favours Normal 25(0H)D

Abbildung 5: Die Assoziation zwischen einem Vitamin D-Mangel und dem Schweregrad einer gastro-intestinalen Inflamma-

tion gemessen an Calprotectin sowie anhand einer endoskopischen/histologischen Untersuchung. (Gubatan et al., 2019)
In einer Untersuchung von Garg et al. erhielten jeweils finf Patienten mit Colitis ulcerosa
und jeweils finf Patienten mit Morbus Crohn in einer 12-wdchigen Zeitperiode ein ora-
les Vitamin D-Supplement (10.000 U/Woche). In der Studie lieR sich feststellen, dass die
Krankheitsaktivitat signifikant abnahm, allerdings waren Calprotectin-Werte sowie an-
dere Marker unverandert (Garg et al., 2018). Wenn man jeweils den Durchschnitt der
Ausgangs- und Endwerte der Serumkonzentration ausrechnet, so ergibt sich, dass die

Vitamin D-Konzentration der Patienten von 52,2 nmol/l auf 99,4 nmol/I gestiegen ist.

In einer friheren Untersuchung von Garg et al. wurden insgesamt 25 Patienten unter-
sucht — 8 Patienten in der Kontrollgruppe, 9 Patienten mit inaktiver Colitis ulcerosa, 8
Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa. Die Konzentration des fdkalen Calprotectins
konnte in der aktiven Colitis-ulcerosa-Gruppe von 275 auf 111 pg/g gesenkt werden (p
=0,02), jedoch war keine signifikante Reduktion in der Gruppe mit inaktiver Colitis ulce-

rosa (p = 0,34) sowie in der Kontrollgruppe (p = 0,19) bemerkbar. (Garg et al., 2017)

Im Jahr 2017 veroffentlichte das Forscherteam Bufatto et al. eine placebo-kontrollierte,
prospektive Doppelblindstudie mit 42 teilnehmenden Personen, die in der Vergangen-
heit bereits mild oder moderat an Morbus Crohn erkrankt waren. In einem 8-wdchigen

Interventionszeitraum erhielten Gruppe 1 2.000 IU, Gruppe 2 10.000 IU und Gruppe 3
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50.000 IU Vitamin D pro Woche. In allen Interventionsgruppen stiegen nach 8 Wochen
die Serumspiegel an, jedoch unterschiedlich stark. In Gruppe 1 stieg der Vitamin D-Spie-
gelvon 19,5 + 5 auf 26 £ 6,7 nmol/l, in Gruppe 2 von 19,1 £ 4,1 auf 26 + 6,7 nmol/l und
in Gruppe 3 von 19,5 + 6,4 auf 46,4 + 12,7 nmol/l. AusschlieBlich die Gruppe 3 erzielte
eine signifikante Reduktion von fCal (von 1014 + 850 auf 483 + 564; p =0.04), verglichen
mit Gruppe 2 (von 767 £ 751 auf 823 + 535; p = 0.2) und Gruppe 1 (von 1101 + 744 auf
1357 + 819; p = 0.4). (Bafutto et al., 2017)

Eine retrospektive Langzeitstudie von Lopez-Mufioz et al. zeigte ebenfalls einen Zusam-
menhang zwischen der Vitamin D-Versorgung und der Schwere der Erkrankung bei Pa-
tienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa feststellen. Die Teilnehmenden wurden
anhand ihrer Vitamin D-Versorgung in drei Subgruppen unterteilt: ,,ausreichend ver-
sorgt” (S) >30 ng/ml, ,mittelschwerer Mangel“(MD) = 15-30 ng/ml und ,,schwerer Man-
gel” (SD) <15 ng/ml. Zwischen den erwahnten Gruppen war der Unterschied der fakalen
Calprotectin-Konzentration signifikant (p < 0.001): S (30 pg/g), MD (46 pg/g) und SD (345

ug/g). (Lopez-Mufioz et al., 2019)

Interessant ist, dass bei den oben erwdhnten Untersuchungen der Vitamin D-Spiegel
entscheidend sein kénnte. Vergleicht man beispielsweise die beiden Studien von Garg
et al. so lasst sich erkennen, dass die Studie mit dem geringeren Anstieg des Vitamin D-
Serumspiegels (von 52,2 auf 99,4 nmol/l) keine signifikante Reduktion des Calprotectin-
Wertes erreichte. In der vorhergehenden Studie (2017) von Garg et al. war die Reduk-
tion des Biomarkers Calprotectin jedoch signifikant, gleichzeitig ist auch ein starker An-

stieg der Vitamin D-Serumkonzentration feststellbar (von 34 auf 111 nmol/I).

Unterstreicht wird diese Vermutung durch die Ergebnisse der Studie von Buffato et al.,
welche lediglich in der hochst-supplementierten Gruppe (50.000 Units/Woche) einen

signifikanten Riickgang des Calprotectin-Wertes feststellte.
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2.4 Calprotectin

Das Calprotectin ist ein (36-kDa schweres) calcium- und zinkbindendes Protein und zahlt
zur Familie der S100-Proteine. Es befindet sich hauptsachlich in neutrophilen Granulozy-
ten, welche ungefahr 60 Prozent der zytosolischen Proteine ausmachen. Calprotectin
kommt auch in Monozyten, Makrophagen und Epithelzellen vor (Caviglia et al., 2018).

Ill

Im obigen Kapitel ,,Extrarenale Biosynthese von 1,25-Dihydroxycholeclciferol” wird da-
rauf eingegangen, dass in diesen Zellen 1,25-Dihydroxycholecalciferol exprimiert wird

(siehe auch Abbildung 3).

Die antimikrobielle Aktivitdt von Calprotectin beinhaltet eine Zn2+-Sequestrierung, die
zu einer Beeintrachtigung von zinkabhangigen Enzymen mit nachfolgender Hemmung
des Bakterienwachstums fihrt. Calprotectin hat eine antimikrobielle Wirkung gegen E-
scherichia coli, Klebsiella sp., Staphylococcus aureus sowie eine fungistatische Wirkung.

(Manceau et al., 2017)

Verschiedene pathologische Einfliisse kdnnen eine Infektion und eine Lasionierung der
Darmbarriere verursachen. Das flhrt zu einer verstarkten Ansammlung von Neutrophi-
len in der Darmschleimhaut. Diese Akkumulation ist ein Merkmal flir eine Inflammation
und flhrt zur Freisetzung von fakalem Calprotectin. Insofern steht die fakale Calprotec-
tin-Konzentration (fCal) in einer direkten Relation zum intestinalen Inflammationsgrad

(Caviglia et al., 2018; Johne et al., 1997)

Das Besondere am fakalen Calprotectin ist, dass die Hohe der intestinalen Konzentration
unabhadngig von der systemischen Inflammation ist. Insofern eignet sich die Messung
der fakalen Calprotectin-Konzentration besonders zur lokalen Diagnose oder zum Aus-
schluss einer entziindlichen Darmerkrankung. (Ayling and Kok, 2018; Caviglia et al.,

2018)

Die Messung von fakalem Calprotectin kann ebenfalls nitzlich sein, um eine Therapie
entsprechend dem intestinalen Inflammationsgrad der Patienten anzupassen, da die

fCal-Konzentration einen Erkrankungsriickfall oder auch eine Heilung der Darmschleim-
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haut nachweisen kann. In der Praxis erfolgt die Messung via ELISA (enzyme linked im-
muno assay), die erste Extraktions- und Quantifizierungsmethode wurde bereits im Jahr

1992 von Rgseth et al. entwickelt. (Ayling and Kok, 2018; Caviglia et al., 2018)

2.4.1 Diagnostische Grenzwerte

Die meisten Labore arbeiten mit einem Calprotectin-Grenzwert von 50 pg/g, Stuhl, um
eine Entziindung zu diagnostizieren. Es existieren Annahmen, dass der Grenzwert von
100 pg/g eine bessere diagnostische Effizienz haben konnte als der gangige Grenzwert
von 50 ug/g. Studien zeigen, dass bei ein und demselben Grenzwert die Sensitivitat und
Spezifitat zwischen den Tests variiert. Es wurde auch gezeigt, dass die optimalen Grenz-
werte sich zwischen den verschiedenen Immuno-Assays unterscheiden. (Pathirana et

al., 2018)

Es sind eine Reihe von Calprotectin-Assays erhaltlich mit deutlichen Leistungsunter-
schieden, derzeit existiert kein standardisiertes Referenzmaterial. (Ayling and Kok, 2018;
Pathirana et al., 2018). Sofern es noch keine standardisierte Methodik und Tests gibt, ist
es naheliegend sich an die Grenzwertangaben der jeweiligen Hersteller der Calprotectin-

Assays zu halten.

Im Zuge dieser Arbeit wurden die Calprotectin-Assays von EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG verwendet und die von diesem Anbieter empfohlenen Grenzwerte

zur Beurteilung der gastro-intestinalen Inflammation herangezogen:
e <50 pg/g = negativ
e 50-120 pg/g = grenzwertig
e >120 ug/g = positiv

(“Calprotectin-ELISA Arbeitsanleitung,” 2019)
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2.4.2 Variabilitat der Konzentration von fakalem Calprotectin

Fakales Calprotectin ist sehr resistent gegeniiber dem bakteriellen und enzymatischen
Abbau und man geht davon aus, dass sich seine Konzentration homogen im Stuhl ver-

teilt. (Rgseth et al., 1992)

Fakales Calprotectin ist bis zu sieben Tage in Anwesenheit von Calcium stabil (Abraham
and Kane, 2012; Kopylov et al., 2014; Lin et al., 2014). Jedoch kdnnen mehrere Faktoren
dazu beitragen, dass die fCal-Konzentration erheblich variiert. Bekannte Einflussfakto-
ren sind die Tagesvariabilitat, das Alter, die Erndahrung sowie die Einnahme von Medika-
menten. (Ayling and Kok, 2018; Joshi et al., 2010; Kolho et al., 2012; Lasson et al., 2014;
Moum et al., 2010; Poullis et al., 2004)

2.4.2.1 Tagesvariabilitat von Calprotectin

Die gemessene Konzentration im Stuhl kann sich innerhalb eines Tages verandern, ab-
hangig vom Zeitpunkt der Defdkation (Lasson et al., 2014). Signifikant unterschiedliche
Werte wurden ebenfalls von Tag zu Tag festgestellt (Moum et al., 2010; Naismith et al.,

2013).

Der Zeitpunkt der Stuhlprobenentnahme scheint auch kein Garant fiir die Erzielung der
hochsten und niedrigsten Tageswerte zu sein, das zeigt eine Untersuchung an 18 CED-
Patienten. In der Friih hatten 33,3 Prozent der Probanden die hochste und 38,9 Prozent
die niedrigste fCal-Konzentration im Stuhl (Calafat et al., 2015). Zu einem &dhnlichen Er-
gebnis kommt eine weitere Studie (Kristensen et al.) mit 50 Patienten, in welcher die
Forscher die Zuverlassigkeit der morgendlichen Probenentnahme mit der Zuverlassig-
keit der Probenentnahme von verschiedenen Stuhlgangen innerhalb eines Tages gleich-
stellen. Diese intraindividuelle Variabilitat konnte unter Umstanden Interpretationen,
die auf einzelnen Messungen basieren, fehlleiten. Daher ware es glinstig die intraindivi-
duelle Variabilitat besser zu erfassen, beispielsweise durch die Erhebung zu mehreren
Tageszeitpunkten. (Kristensen et al., 2016). Die meisten Studien die fCal erheben mes-

sen zu einem einzigen Tageszeitpunkt.
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2.4.2.2 Variabilitdt innerhalb einer Stuhlprobe

Obwohl einige Autoren zeigen, dass fCal homogen (iber den Stuhl verteilt ist, beschrei-
ben andere Studien betrachtliche Konzentrationsunterschiede innerhalb einer einzel-
nen Stuhlprobe. Forscher hegen die Vermutung, dass dies auf eine Erndhrungsumstel-
lung oder aufgrund von korperlicher Aktivitat zurlckflhrbar sei. (Gisbert and McNicholl,

2009)

Eine Studie mit 50 erwachsenen CED-Patienten zeigt eine Variabilitat von 8 bis 23 Pro-
zent des fCal innerhalb einer Stuhlprobe, abhangig vom Tageszeitpunkt und dem fest-
gelegten Grenzwert (Du et al., 2018). Die Entnahme der morgendlichen Stuhlprobe
scheint jedoch bei Einzelmessungen am geeignetsten zu sein, da der fCal-Wert mit der

Zeit zwischen zwei Stuhlgdngen steigt. (Lasson et al., 2015)

2.4.2.3 Lagerung der Stuhlproben

Die Stabilitat von fakalem Calprotectin aus unverarbeiteten Stuhlproben betragt bei
Raumtemperatur mindestens drei Tage. In einer Untersuchung fand man, dass fCal
selbst nach sieben Tagen Lagerung bei Raumtemperatur noch stabil war (R@seth et al.,
1992). Es gilt jedoch, dass die entnommenen Proben nicht langer als 3 Tage bei Raum-

temperatur lagern sollen (Haisma et al., 2020; Tgn et al., 2000).

Die Studie von Ton et al. ermittelte die Stabilitat von Calprotectin aus Stuhlproben, die
Aufbereitung der Stuhlproben erfolgte anhand der Herstellerangaben (PhiCal ELISA). Fa-
kales Calprotectin aus Stuhlextrakten war 24 Stunden lange stabil. Die Konzentration
von fakalem Calprotectin in aufbereiteten Stuhlproben (50 — 100 mg Stuhl) war bei einer
Lagerung von -20 Grad Celsius flir 6 Monate stabil. Bei gréReren Stuhlproben (10 —-20 g)
erhohte sich die Stabilitat auf ein Jahr. Die Konzentration dnderte sich vor und nach dem
Auftauen nicht. Sogar bei den Stuhlextrakt-Proben, die bis zu viermal eingefroren und
wieder aufgetaut wurden, war das fakale Calprotectin sechs Monate lang stabil. (Tgn et

al., 2000)
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2.4.2.4 Altersbedingte Variabilitat

Eine im Jahr 2017 veroffentlichte Studie zeigte, dass gesunde Kinder im Alter zwischen
0 bis 1 Jahren wesentlich héhere Konzentrationen an fakalem Calprotectin hatten als
gleichaltrige Kinder mit zystischer Fibrose. Dieser Trend blieb bis zum vierten Lebensjahr
aufrecht. Bei den Kindern, im Alter zwischen 4 und 10 Jahren, war dieser Trend umge-

kehrt. (Garg et al., 2017)

Eine weitere Studie aus dem Jahr 2020 zeigte bei Kindern eine héhere Konzentration
von fakalem Calprotectin im Stuhl als bei Erwachsenen. (Velasco Rodriguez-Belvis et al.,

2020)

Von alteren Probanden sind derzeit nur wenige Daten Uber die fakale Calprotectin-Kon-
zentration verflgbar. Mindemark et al. haben gezeigt, dass das die Konzentration des
fakalen Calprotectins von tiber 65-jahrigen Patienten meist tiber 100 ug/g betragt (Min-
demark and Larsson, 2012). Poullis et al. zeigten in einer Studie mit 50- bis 70-jahrigen
Probanden, dass das fakale Calprotectin bei Gber 25 Prozent der Proben groRRer als 65
ug/g waren. Die Forscher untermauern, dass der Referenzwert fiir diese Alterskategorie

bei 100 pg/g oder sogar hoher liegen kdnne. (Poullis et al., 2004)

Da die Konzentration von fakalem Calprotectin altersabhangig ist, wurden It. Manceau

et al. folgende altersspezifische Grenzwerte festgelegt:

Alter Normale Calprotectin-Konzentration, ug/g

1 bis 6 Monate <538

7 Monate bis 3 Jahre <214

3 bis 4 Jahre <75

4-49 Jahre <50

50 bis 70 Jahre >65

Uber 70 Jahre Keine Daten verfligbar — voraussichtlich héher als 100

Tabelle 1 Grenzwerte fiir Calprotectin nach Altersgruppen (adaptiert nach Manceau et al, 2017)
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2.4.2.5 Einnahme von Medikamenten

Daten zeigen, dass die Einnahme von nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) — auch
nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAP) oder NSAID (,non-steroidal anti-inflammatory
drug”) die Konzentration des fakalen Calprotectins erhéhen kann, durch die potenzielle

Beeintrachtigung der Diinndarm-Mukosa.

Die Einnahme von dreimal taglich 50 mg Diclofenac erhdhte bei 30 gesunden Erwachse-
nen kurzfristig die fakale Calprotectin-Konzentration. Das Arzneimittel wurde insgesamt
14 Tage verabreicht. Nach der Einnahmeperiode normalisierte sich die fdkale Calprotec-
tin-Konzentration wieder bei den meisten Probanden. Zwei Wochen nach Ende der Dic-
lofenac-Medikation war die fakale Calprotectin-Konzentration bei allen Teilnehmern

wieder im Normalbereich. (Rendek et al., 2016)

Indomethacin und Naproxen, beide Arzneimittel zdhlen zu den NSAR, erhohten bei 18
Probanden nach sieben Tagen die fakale Calprotectin-Konzentration. Lornoxicam hatte
keinen Effekt auf die Konzentration der fakalen Calprotectin-Konzentration (insgesamt

14 Patienten). (Meling et al., 1996)

In einer weiteren Studie erhielten 40 gesunde Probanden 14 Tage lange zweimal taglich
75 mg Diclofenac und 20 mg Omeprazol (ein Protonenpumpenhemmer zum Schutz des
Magen-Darmtraktes). Diclofenac erhohte bei 30 Teilnehmenden (75 Prozent der Teil-
nehmer) die fakale Calprotectin-Konzentration tiber den normalen Grenzwert. Anhand
einer endoskopischen Untersuchung stellte man bei 27 Teilnehmern (68 Prozent der
Teilnehmer) neue pathologische Erscheinungen der Diinndarmschleimhaut fest. (Mai-

den et al., 2005)

Aspirin (Wirkstoff: Acetylsalicylsdure) hatte keinen signifikanten Effekt auf die fakale Cal-
protectin-Konzentration bei n = 22 Patienten (verglichen zur Kontrollgruppe) (Montalto
et al., 2006). In einer anderen Studie wurde bei zwanzig Probanden durch eine 14-tégige
Gabe von einmal taglich 100 mg magensaftresistenter Acetylsalicylsaure die Konzentra-

tion des fakalen Calprotectins signifikant erhoht (Smecuol et al., 2009).
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Die oben genannten Daten zeigen, dass bei Erhebungen des fCal die Medikation der je-

weiligen Teilnehmenden berticksichtigt werden muss.

2.4.3 Korpergewicht und Lebensstil

Ein Body-Mass-Index zwischen 18,5 und 24,9 kg/m? gilt fir Erwachsene als normalge-
wichtig. Bei dlteren Personen geht man davon aus, dass ein BMI zwischen 23 — 30 kg/m?
im Normalbereich liegt. Eine Uberschreitung der oberen Werte wird als Ubergewicht
klassifiziert bzw. eine Unterschreitung der unteren Werte als Untergewicht. (Matsuo et

al., 2008; Spahillari et al., 2016)

Ubergewicht und mangelnde Bewegung korrelierten signifikant mit der Erhéhung des
fakalen Calprotectins in einer Studie mit insgesamt 320 Darmkrebs-Risikopatienten

(Poullis et al., 2004).

Eine weitere Studie verglich die fakale Calprotectin-Konzentration zwischen normalge-
wichtigen Erwachsenen (n=20), Gbergewichtigen Erwachsenen (n=27), normalgewichti-
gen Kindern (n=14) und (ibergewichtigen Kindern (n=13). Die Forscher fanden lediglich
eine signifikante Erhohung der fakalen Calprotectin-Konzentration bei den tGbergewich-
tigen Erwachsenen, verglichen mit den Gibergewichtigen Kindern. Im Vergleich zwischen
allen weiteren Gruppen konnte war kein signifikanter Unterschied festzustellen. (Park

and Kim, 2018)

Eine mogliche Erklarung fiir unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der Korrelation des
Koérpergewichts mit der fakalen Calprotectin-Konzentration kdnnte folgende Studie auf-
zeigen. Verdam et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen der mikrobiellen
Darmbesiedelung und Calprotectin bei 28 Probanden welche einen BMI zwischen 18,6
und 60,3 kg/m? hatten. Dabei fanden die Forscher, dass eine erhdhte fikale Calprotec-
tin-Konzentration nur in Gbergewichtigen Probanden feststellbar war, sofern diese Pro-
banden ein gewisses bakterielles Besiedelungsmuster im Darm aufwiesen, das mit Uber-

gewicht assoziiert ist. (Verdam et al., 2013)
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Ob die oben genannten Korrelationen tatsachlich durch das Darm-Mikrobiom erklart
werden kdnnen, muss in weiteren Studien geklart werden. Genauso wie die Fragen, ob
die fiakale Calprotectin-Konzentration durch Ubergewicht erhéht wird oder durch tber-
gewichtsférdernde Faktoren, wie beispielsweise durch ein mit Ubergewicht assoziiertes

Darm-Mikrobiom.

2.4.4 Ernahrung

Um die intestinale Entziindung im Darm zu senken, wurde eine Morbus-Crohn-Aus-
schlussdidt (CDED) formuliert. Diese Diat besteht aus einer reduzierten Aufnahme von
tierischem Fett bzw. gesattigtem Fett, Gluten, Emulgatoren und einer gesteigerten Auf-
nahme von Obst, Gemise und Starke (Schreiner et al., 2020). In einer weiteren Studie
konnte sowohl die CDED in Kombination mit einer enteralen Erndhrung, als auch die
enterale Erndhrung alleine die Konzentration des fakalen Calprotectins senken (Levine

et al.,, 2019)

In der systematischen Ubersichtsarbeit fanden Forscher, dass ein hoher Fettanteil sowie
eine hohe Aufnahme an PUFAs, Omega-6-Fettsauren und Fleisch (aber nicht Protein al-
lein) in der Erndhrung mit einem erhdhten Risiko fir chronische entziindliche Darmer-
krankungen in Verbindung gebracht wird. Wohingegen eine erhohte Aufnahme von
Obst und Gemiise sowie Ballaststoffe mit einem verminderten Risiko assoziiert ist. (Hou

et al.,, 2011)

Eine mediterrane Erndahrung wurde bei 153 mannlichen Pouchitis-Patienten mit einer
signifikanten Reduktion des fakalen Calprotectins in Verbindung gebracht. Die Patienten
in der mediterranen Gruppe hatten eine deutlich héhere Ballaststoff- und Antioxidan-
tien-Aufnahme. Zudem fanden die Forscher nach einem 8-jahrigen Follow-up in einer
Subanalyse, dass je konsequenter die Didt weiterhin eingehalten wurde, desto geringer

war das Pouchitis-Risiko. (Godny et al., 2020)
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2.4.5 Sport

In einer Studie brachte man 17 Laufer dazu, 90 Minuten an ihrer Leistungsgrenze zu
trainieren. Dabei ermittelte man eine mogliche Auswirkung der sportlichen Belastung
auf die fakalen Calprotectin-Konzentrationen Uber die Messung mittels ELISA. Man fand
keine Auswirkung des Trainings auf die fakale Calprotectin-Konzentration. Allerdings
nahm die intestinale Permeabilitat der Probanden zu. Das I-FABP erhohte sich und bei
den Laufern mit gastro-intestinalen Beschwerden war auch ein erhéhter LPS-Spiegel

nachweisbar. (Karhu et al., 2017)

Eine prospektive Kohortenstudie (n = 12) untersuchte die Auswirkung eines intensiven
Trainings auf den die fakale Calprotectin-Konzentration. Die Konzentration des fakalen
Calprotectins wurde 24 Stunden vor, 24 Stunden nach sowie 1 Woche nach dem Training
gemessen. In der Untersuchung wurde kein signifikanter Effekt auf fCal festgestellt.

(Hassid et al., 2016)

Patienten mit einer inaktiven chronischen-entziindlichen Darmerkrankung (fCal < 100
ug/g) erhielten in einer Untersuchung ein personalisiertes Trainingsprogramm. Es wurde
kein signifikanter Effekt des Trainingsprogrammes auf die fakale Calprotectin-Konzent-
ration gefunden. Das Training wirkte sich jedoch positiv auf die Lebensqualitdt und auf

die Reduktion der Midigkeit aus. (van Erp et al., 2021)

26 Personen mit Gberwiegend sitzender Tatigkeit erhielten in einer Studie entweder ein
moderates Trainingsprogramm oder ein Sprint-Trainingsprogramm. In beiden Gruppen
war das fakale Calprotectin unverdndert, wohingegen TNF-Alpha (systemisch) und das
intestinale LPS zurlick gingen. Der Sport konnte in beiden Gruppen eine Verbesserung
der bakteriellen Besiedelung des Darmes erzielen. Wahrend sich die essenziellen Bacte-

roidetes-Stamme vermehrten, gingen Firmicutes zurick. (Motiani et al., 2020)

In Summe zeigen die oben erwahnten Studien keinen direkten Effekt auf die fCal-Kon-
zentrationen durch Sport. Moderater Sport oder ein personalisiertes Trainingspro-

gramm scheint sich laut den Ergebnissen jedoch positiv auf die Lebensqualitdat und die

Seite 43



Reduktion anderer inflammatorischer Marker auszuwirken und konnte laut Motiani et

al. sogar einen positiven Einfluss auf die bakterielle Besiedelung des Darmes erzielen.

3 Material und Methoden

Diese Masterarbeit wurde im Zuge des EU-Co-finanzierten ,SK-AT Interreg NutriAging“-
Projekts verfasst. Die Durchfiihrung der ,,Nutri-Aging“-Studie fand Uber die Forschungs-
plattform ,Active Aging“ statt. Teilprojekte untersuchten die Wirkung von Makro- und
Mikronahrstoffen, wie Protein, Vitamin D und Omega-3-Fettsdauren einzeln sowie in
Kombination mit einer Krafttrainingsintervention auf Seniorinnen und Senioren. Dieses
Forschungsprojekt fand im Zeitraum 2017 — 2021 statt und geschah in Zusammenarbeit
mit der Fakultat fir Lebenswissenschaften, dem Zentrum fir Sportwissenschaft, der
Comenius Universitdt (Slowakei) sowie dem Kuratorium Wiener Pensionisten-Wohn-

hauser.

Ziel des ,,SK-AT Interreg NutriAging“-Projekts ist mitunter die Verbesserung der Lebens-
qualitat im Alter und daher auch die Reduktion der Inzidenz von altersbedingten Erkran-
kungen. Durch die gewonnenen Erkenntnisse soll ein verbessertes Gesundheitsbewusst-
sein, sowohl fir Einzel- als auch Fachpersonen ermdglicht werden, um so einen Betrag
fir die zur Verringerung der altersbedingten Kosten im Gesundheitssystem zu schaffen.
In diesem Projekt wurde die Auswirkung verschiedenster Nadhrstoffe und Marker des
physischen und psychischen Alterns untersucht. Die vorliegende Masterarbeit erhebt
einen moglichen Zusammenhang der Vitamin D-Serumspiegel und der Entziindung im

Darm bei Probanden der , Nutri-Aging D“-Studie.
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3.1 ,Nutri-Aging D“-Studie
3.1.1 Studienziel

Die ,Nutri-Aging D“-Studie untersuchte die Auswirkung einer optimierten Ernahrung,
inklusive der Gabe von Vitamin D, mit und ohne Krafttraining, auf die Muskelmasse, die

Leistungsfahigkeit sowie die allgemeine Gesundheit.

Verglichen wurde die monatliche Gabe von 50.000 IU Vitamin D mit der den allgemeinen
Empfehlungen entsprechenden Gabe von taglich 800 IU und das entweder allein (4 Wo-
chen) oder in Kombination mit 10 Wochen progressivem Krafttraining. Alle Interventi-
onsgruppen (Kontrolle, Vitamin D taglich und Vitamin D monatlich) erhielten zusatzlich

400 mg Calcium taglich.

In der , Nutri-Aging D“-Studie wurden zahlreiche Parameter erhoben. Diese Masterar-
beit beschrankt sich auf die Untersuchung, ob die fakalen Calprotectin-Spiegel mit den
Serum Vitamin-D-Spiegel der Studienteilnehmenden korrelieren und ob die Interventi-
onsgruppe einen Einfluss hatte. Des Weiteren werden potenzielle Einflussfaktoren wie
die Ballaststoffaufnahme (Erndhrungsgewohnheiten — MNA, Erndhrungsprotokoll), der

Body-Mass-Index sowie das Alter analysiert.

3.1.2 Ablauf der Probandenrekrutierung

Im Rekrutierungszeitraum (Janner 2019 bis Marz 2019) wurden Informationsunterlagen
aufbereitet, Zeitungsinserate geschalten, Informationsveranstaltungen in den Einrich-
tungen der Universitat Wien gehalten sowie direkte Gesprache in Einrichtungen des ge-
meinnitzigen Vereins Kuratorium Wiener Pensionisten-Wohnhauser (KWP) aufgesucht.
Die rekrutierten Personen stammen zu einem grol3en Teil aus Wien und Niederdster-

reich.
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3.1.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Fir die Studie wurden gesunde Frauen und Manner, im Alter zwischen 65 und 85 Jahren
gesucht. Dabei durften keine schwerwiegenden Krankheiten vorhanden sein. Proban-
den, die Vitamin D bereits oral Einnahmen und/oder regelmaRig Krafttraining betrieben
(z.B. im Fitnesscenter) wurden von der Studie ausgeschlossen, da diese Faktoren die Er-

gebnisse beeinflussen kdnnen.

Einschluss- sowie Ausschlusskriterien werden im nachstehenden zusammengefasst. So-
fern nicht alle Einschlusskriterien erfillt waren und bzw. oder mindestens ein Aus-
schlusskriterium zutraf, durfte die Interessentin bzw. der Interessent nicht an der Studie
teilnehmen. Die Untersuchung dieser Kriterien wurde Arztinnen und Arzten der Karl-

Landsteiner-Gesellschaft tbernommen.

Einschlusskriterien:

alter zwischen 65 und 85,1 Jahren

gesunder korperlicher und geistiger Zustand

Mini-Mental-Status-Test mit mindestens 23 Punkten

unabhangig, im privaten Haushalt lebend

arztliche Freigabe nach erfolgtem Vorgesprach
Ausschlusskriterien:
e Antibiotika-Einnahme in den letzten sechs Monaten
e regelmaiRiges Krafttraining, >1 x pro/Woche, seit mindestens sechs Monaten

e Vorhandensein von chronischen Erkrankungen, die mit einer medizinischen Trai-

ningstherapie kontraindiziert sind

e manifestierte Osteoporose oder Osteopenie mit Vitamin D und oder Calciumsub-

stitution

e diabetische Retinopathie
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e Vitamin D-Serumspiegel von > 50 nmol/L

Zusatzlich wurde in dieser Masterarbeit folgende Bedingung erganzt: Die fCal-Konzent-
ration durfte zu keinen der genannten Messzeitpunkte den Wert von > 329 pg/g Stuhl

Ubersteigen. Dieser wurde im Zuge der Ausreilleranalyse ermittelt.

3.1.4 Studiendesign

Die ,Nutri-Aging D“-Studie ist eine prospektive, randomisierte, einfach-blinde und kon-

trollierte Interventionsstudie.

Vor Beginn der Studie erhielten die Probanden zunachst eine Eingangsuntersuchung, die

mit dem Zeitpunkt TO definiert wurde und folgendes beinhaltete:

e anthropometrische Parameter wie Kérpergewicht —und GrofRe sowie Hift- und

Bauchumfang)
e Bioelektrische-Impedanz-Analyse (BIA)
e Abnahme von Serum, Stuhl und Harn
e Sportdiagnostische Testungen zur Feststellung der Leistungsfahigkeit

e Fragebogen zur Evaluierung der korperlichen Aktivitdt und des Gesundheitszu-

standes

Nach der Eingangstestung (TO) wurden die Probanden computerunterstiitzt zufallig in
drei Gruppen eingeteilt: Kontrollgruppe (K), ,,Vitamin D taglich“ (DL) und ,,Vitamin D mo-
natlich” (DH). Alle drei Gruppen erhielten ein Calcium-Supplement zur taglichen Ein-
nahme. Die Gruppe ,,DL" erhielt, entsprechend den Empfehlungen, eine tagliche Vitamin
D-Dosierung von 800 IU. Die Gruppe ,,DH” erhielt eine Dosierung von monatlich bis zu
50.000 IU. Die Zuteilung der Gruppen erfolgte randomisiert und stratifiziert nach Alter

und Geschlecht. Die Studie dauerte insgesamt 17 Wochen.

In den ersten vier Wochen erfolgte die Calcium-Einnahme (400 mg taglich) in allen Grup-

pen und die Vitamin D-Zufuhr in den zwei Interventionsgruppen ,,DL“ und DH”. Nach
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Ende der vierwochigen Interventionsperiode erfolgte in der flinften Woche eine Zwi-
schentestung, die mit dem Zeitpunkt T1 definiert wurde. Bei dieser Testung wurde Blut,
Faeces abgenommen und anthropometrische Daten erhoben und die Auswirkung der
unterschiedlichen Vitamin D-Aufnahme untersucht. In den darauffolgenden 12 Wochen
erhielten alle Gruppen (K, DL, DH), zusatzlich zur Supplementationsintervention, eine
Trainingsintervention (Krafttraining), welche 2-mal wdchentlich unter sportwissen-

schaftlicher Betreuung durchgefiihrt wurde.

Die Inhalte des Trainingsprogrammes waren an die korperliche Verfassung der Teilneh-
menden angepasst. Einem kurzen Aufwarmprogramm (10 min) folgten 35-40 Minuten

Krafttraining. Beendet wurde die Trainingseinheit mit einem 10-mindtigen Stretching.

Insgesamt verlief die Trainingsintervention progressiv in drei Stufen. Die Stufe 1 um-
fasste ein Gewohnungstraining. Hierbei erfolgte das gezielte Erlernen der Trainingsbe-
wegung. Mit insgesamt zwei Satzen a 10-20 Wiederholungen trainierten die Probanden
bei einer Intensitat von 40 bis 60 Prozent des Maximalgewichtes (RM). Die Stufe 2 der
Trainingsintervention erzielte eine Intensivierung des Trainingsprogrammes, hierbei
trainierten die Probanden mit insgesamt zwei Satzen a 10-15 Wiederholungen bei einer
Intensitdt von 50 bis 70 Prozent des Maximalgewichtes (RM). Die Stufe 3 beinhaltete
eine erneute Intensivierung. Die Probanden trainierten hierbei mit drei Satzen a 8-12
Wiederholungen bei einer Trainingsintensitat von 60 bis 80 Prozent des Maximalgewich-
tes. Nach Abschluss der Trainingsintervention erfolgte zum Zeitpunkt , T2 die letzte Ab-
nahme von Blut, Fazes sowie anthropometrischen Daten, um die Auswirkung der Unter-
schiedlichen Vitamin D-Aufnahme zu untersuchen. Abbildung 6 zeigt einen Uberblick

des gesamten Studienablaufes, inklusive der jeweiligen Interventionsphasen.
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4 Wochen 2+10 Wochen

Keine Vitamin D Gabe 2-3x/Woche Krafttraining
Calcium

4 Wochen 2+10 Wochen

Vitamin D 1x/Monat Vitamin D 1x/Monat 50.000 IU + Ca tiglich
Bis zu 50.000 U/ Monat 2-3x/Woche Krafttraining
Calcium taglich
4 Wochen 2+10 Wochen
Vitamin D taglich 800 IU Vitamin D taglich 800 IU + Ca téglich
Calcium taglich 2-3x/Woche Krafttraining
Woche 4 .. 0 2 4 5 9 13 17
L 1 1 L L L 1 ]
I T T T T 1 1 1
Testung T t T 1
Blut Blut Blut Blut Blut Blut Blut
Anthro. Anthro. Anthro. Anthro.
Faeces Faeces Faeces
Urin Urin Urin

Abbildung 6: Ablauf der "Nutri-Aging D"-Studie.

3.1.5 Flow-Diagramm

Von insgesamt 378 Personen freiwilligen Personen, die an der Studienteilnahme inte-
ressiert waren, erhielten 231 Personen eine Eignungsuntersuchung. Von den 231 Inte-
ressenten wurden 131 Personen ausgeschlossen — 4 Personen lehnten eine weitere Teil-
nahme ab, 127 Personen mussten exkludiert werden, da sie die Teilnahmekriterien nicht
erfillten. Insofern wurden 100 Probanden randomisiert und den jeweiligen Gruppen (K,
DL, DH) zugeteilt. Zum Zeitpunkt TO wurden 33 Personen der Kontrollgruppe, 30 Perso-
nen der Gruppe ,,DL“ und 37 Personen der Gruppe ,,DH” zugeordnet. Die in dieser Phase
ermittelten Werte stellen die Basiswerte fir die darauffolgenden statistischen Auswer-
tungen dar. Die gesamte anschliefende Supplementationsphase erfolgte ohne Drop-

outs.

Das nachstehende Flow-Diagramm veranschaulicht den detaillierten Studienverlauf und
gibt einen Uberblick (iber die Probandenzahl inklusive der Drop-Outs wieder. Die im
Zuge der nachtraglich erfolgten AusreiBeranalyse exkludierten Personen sind in Abbil-
dung 7 nicht inkludiert. Nach dem AusschlieRen der Ausreil3er blieben in der Kontroll-

gruppe (K) 21 Personen, in der Gruppe ,,Vitamin D taglich“ (DL) 24 Personen und in der
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Gruppe ,,Vitamin D monatlich“ (DH) 27 Personen. Die Gesamtzahl der in dieser Master-

arbeit analysierten Probanden betragt daher 72 Teilnehmer.

| Interest expressed (n=378) |
1

| Assessed for eligibility (n=231) |

[ Enroliment ]—

I
| Randomized (n=100) |
1

Excluded (n=131)

Mot meeting inclusion criteria (n=127)
Declined to participate (n=4)

- Other reasons (n=0)

{ Allocation }

Allocated to Control (n=33)

I
| | Allocated to Vitamin D daily (n=30) | | Allocated to Vitamin D monthly (n=37)
1

[

Start of nutritional intervention

)

Control (n=33)
Drop-out (n=0):

- Medical reason (n=0)
- Loss of interest (n=0}
- No data (n=0)

Vitamin D low (n=30)
Drop-out (n=0):

- Medical reason (n=0)
- Loss of interest (n=0)
- No data (n=0)

Vitamin D high (n=37)

Drop-out (n=0):
Medical reason (n=0)
Loss of interest (n=0)
No data (n=0)

Start of training intervention (6 weeks)

)

Follow-up (n=32)
Drop-out (n=1):

- Medical reason (n=0)
- Loss of interest (n=1)
- No data (n=0)

Follow-up (n=30)
Drop-out (n=0):
Medical reason (n=0)
Loss of interest (n=0)
No data (n=0)

Follow-up [n=35)
Drop-out (n=2):
Medical reason (n=0)
Loss of interest (n=2)
No data (n=0)

End of intervention (17 weeks)

)

Analysed (n=27)
Drop-out (n=5):
Medical reason (n=5)
Loss of interest (n=0)
No data (n=0)

Analysed (n=27)
Drop-out (n=3):
Medical reason (n=3)
Loss of interest (n=0)
No data (n=0)

Analysed (n=31)
Drop-out (n=4):
Medical reason (n=4)
Loss of interest (n=0)
No data (n=0)

Abbildung 7: Flow-Diagramm der ,,Nutri-Aging D“-Studie

In der darauffolgenden sechswdchigen Trainingsintervention schieden mangels Interes-

ses eine Person aus der Kontrollgruppe und zwei Personen aus der ,,DH“-Gruppe aus. In

der Gruppe ,,DH“ wurden in dieser Phase keine Drop-outs verzeichnet.

Nach Ende der Intervention sind aus medizinischen Griinden weitere fiinf Personen aus

der Kontrollgruppe, drei Personen aus der Gruppe ,DL“ und vier Personen aus der
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Gruppe ,DH” ausgeschieden. Daher nahmen insgesamt 85 Personen bis zum Stu-
dienende teil, davon waren 27 Personen der Kontrollgruppe, 27 Personen der ,DL“-

Gruppe und 31 Personen der ,,DH“-Gruppe zugeordnet.

Im Zuge dieser Masterarbeit wurden vier weitere Personen exkludiert (in der Tabelle
nicht enthalten). Die Berechnung dieser Ausreiller erfolgte mit dem Statistik-Programm
IBM SPSS Statistics 26. Aus der Kontrollgruppe wurde eine Person und aus der Interven-

tionsgruppe ,,Vitamin D taglich” drei Personen exkludiert.

3.2 Messung der fakalen Calprotectin-Konzentration mittels ELISA

(enzyme linkes immuno assay)

Die Ermittlung des fakalen Calprotectins erfolgte mittels ELISA (enzyme linked immuno
assay) das lber die Firma EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG bezogen
wurde. Die verwendeten ELISA-Kits stammen aus der Charge E101220BY mit dem Ver-
fallsdatum 19.12.2019. Die Labordiagnostik fand im Zeitraum Juni — Oktober 2019 statt.

3.2.1 Testprinzip

Bei den verwendeten , Enzyme-Linked Immunosorbent Assays“ (ELISA) von EUROIM-
MUN handelt es sich um Polystyrol-Mikrotiterplatten, die 96 ReagenzgefaRe eingesetzt
haben, welche jeweils am Reagenzboden eine spezifische Antikdrperbeschichtung be-
sitzen. Mithilfe dieser Antikorper ldsst sich eine enzymatische Farbreaktion in den Pati-
entenproben nachweisen. Die Durchfiihrung von ELISA kann manuell, teil- und vollauto-
matisiert erfolgen. Im ersten Schritt erfolgt eine Verdiinnung bzw. Aufbereitung der Pa-
tientenproben gemaR Anleitung des ELISA-Herstellers. Im Anschluss werden die mit den
monospezifischen Antikdrpern beschichteten ReagenzgefiRe der Mikrotiterplatte mit
den verdiinnten Patientenproben inkubiert. Sofern eine Patientenprobe entsprechende

Antigene enthalt, binden diese an die Antikdrperbeschichtung mit ReagenzgefaR. In ei-
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nem weiteren Schritt erfolgt die Zugabe eines Peroxidase-markierten Antikorper-Konju-
gats, der an ein anderes Epitop des Antigens bindet. Diese Peroxidase katalysiert mit
dem daraufhin hinzugegebenen Peroxidase-Substrat , Tetramethyl-Benzidin“ (TMB)
eine Farbreaktion. Die Intensitat der entstehenden Farbe korreliert proportional zur An-
tigenkonzentration der Patientenprobe und kann mithilfe einer Kalibrationskurve, quan-

titativ bestimmt und somit in eine Konzentration umgerechnet werden.

(“EUROIMMUN-ELISA,” 2021)

3.2.2 Bestandteile der Calprotectin-ELISA-Kits

Im vom Hersteller zur Verfligung gestellten Testkit waren folgende Bestandteile enthal-

ten:

e Antikdrperbeschichtete Reagenzgefdlle (12 Mikrotiterstreifen zu je 8 vereinzel-
baren Reagenzgefillen im Rahmen, gebrauchsfertig)

e Kalibrator 1, 0 pug/g Calprotectin, gebrauchsfertig

e Kalibrator 2, 15 pg/g Calprotectin, gebrauchsfertig

e Kalibrator 3, 60 pg/g Calprotectin, gebrauchsfertig

e Kalibrator 4, 240 ug/g Calprotectin, gebrauchsfertig

e Kalibrator 5, 960 ug/g Calprotectin, gebrauchsfertig

e Kalibrator 6, 2100 pg/g Calprotectin, gebrauchsfertig

e Kontrolle 1, Calprotectin gebrauchsfertig

e Kontrolle 2, Calprotectin gebrauchsfertig

e Enzymkonjugat (Peroxidase-markierter Anti-Calprotectin-Antikorper, ge-
brauchsfertig)

e Extraktionspuffer, 5-fach konzentriert

e Probenpuffer, gebrauchsfertig

e Waschpuffer, 10-fach konzentriert

e Chromogen/Substratlésung TMB/H202, gebrauchsfertig

e Stopplésung 0,5 M Schwefelsaure, gebrauchsfertig
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Die Arbeitsanleitung mit weiteren Informationen des verwendeten Calprotectin-ELISA-

Kits befindet sich im Abschnitt Anlagen.

3.3 Eingesetzte Materialien fur den Messvorgang

Fir die Durchfiihrung des ELISA-Testverfahrens wurde folgendes Equipment verwendet.

Elektrisches Equipment & Zubehor:

Waage (Mettler AT201)

Vortex (Scientific Industries; Vortex-T Genie-2)

o Multi-Tube Halter (SI-V525 Vertikal, fir 50ml & 15 ml)

o Microtubes (Vortex Genie 2, Scientific Industries)

Zentrifuge: Heraeus Megafuge 40 Centrifuge

o Zentrifugenrohrchen (15 ml): Falcon Tube

Gefrierschrank zur Probenlagerung bei -70 Grad Celsius
Kihlschrank zur Zwischenlagerung der Proben (ca. 7 Grad Celsius)
Mikrotiterplatten-Lesegerat: FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech

PC inkl. OPTIMA-Software: Software Version 2.20R2, Firmware Version 1.26, Se-
rial Number 413-0513, © 2007-2008 BMG LABTECH

Pipetten & Pipettenzubehér:

Elektrische Pipette 100-5000 pl: BioHit Proline P94083

Elektrische Pipette: 1-50 ml Eppendorf Multipipette E3

Elektrissche Pipette BioHit Proline Single Channel Electronic Pipette 10-500 plL
Pipettenspitze Biohit: Extra Long Pipette Tip 5000

Finnpipette 200-1000pl: Labsystems, H98540 4500

Pipettenspitzen 1000 pl: TipOne, Blue, Graduated Tip

Pipettenspitzen 200ul: TipOne, Yellow Tip,

Finnpipette Fixed 100ul: Labsystems, J43029 4501

Finnpipette Fixed 20 pl: Thermo Labsystems, N48400 4501
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Weiteres Labor-Equipment:

e Handschuhe

e Mikroréhrchen: VWR North America Freestanding Micro Tube 1,5ml

e Kappe der Mikroréhrchen: VWR North America Universal Fit Screw Caps
e Kunststoff Zahnstocher: Healifty

e Becherglaser

e Vliespapier

e Messzylinder: Brand W-Germany Bistabil NS 29/32

e Becherglaser

e Entionisiertes Wasser: LaboStar, Evoqua Water Technologies

3.4 Durchfihrung des Calprotectin-ELISA

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere ELISAs durchgefihrt und insgesamt 160 (80
Teilnehmende, 3 Termine) Patientenproben im Doppelansatz analysiert. Sofern nicht
anders beschrieben, wurde der Testablauf gemal Herstellerangaben durchgefiihrt
(“Calprotectin-ELISA Arbeitsanleitung,” 2019). Mit einem Testdurchgang wurden 40 Pro-
ben untersucht. Die Durchfiihrung erfolgte manuell, wobei je nach Testschritt eine elekt-

rische oder eine manuelle Pipette verwendet wurde.

3.4.1 Probenentnahme

Die Probanden entnahmen ihre Stuhlproben (Morgenstuhl) selbstandig mithilfe eines
Stuhlfangers und lagerten diese in einem zur Verfligung gestellten Stuhlbehélter. Die
von den Probanden selbstidndige Entnahme und Ubermittlung der Proben erfolgte zu

den Zeitpunkten TO, T1 und T2.
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3.4.2 Aliquotierung

Die Stuhlproben wurden jeweils auf 100 mg in ein Zentrifugenréhrchen aliquotiert. Hier-
fur wurden Kunststoffzahnstocher verwendet, welche dann in der Probe blieben. In zu-
vor durchgefiihrten Messungen hatte das Beifligen des Zentrifugenrohrchens keinen

Einfluss auf die Calprotectin-Konzentration.

3.4.3 Stuhlprobenextraktion & Probenverdinnung

Die Reagenzien des verwendeten Calprotectin-Assay-Testkits von EUROIMMUN wurden
zunachst auf Raumtemperatur aufgewarmt. Von dem beiliegenden Extraktionspuffer-
Konzentrat (1:5) wurden 5 ml zu 20 ml destilliertem Wasser in einen Messzylinder hin-
zugefuigt. Daraufhin wurden mit einer elektrischen Pipette (100-5000 pl: Biohit Proline,
1-50 ml Eppendorf Multipipette E3) 4,9 ml des Extraktionspuffers zu jeweils einer Pati-
entenprobe hinzugefligt. Diese entspricht der Herstellerangabe von einer 1:50 Verdiin-
nung der Patientenprobe mit dem fertigen Extraktionspuffer. In dieser Berechnung ent-
spricht 1 Gramm Stuhl 1 ml. Aufgrund technischen Versagens der ersten elektrischen
Pipette (100-5000 pl: Biohit Proline) musste diese durch eine neue elektrische Pipette

ersetzt werden (1-50 ml Eppendorf Multipipette E3).

Im nachsten Schritt wurden die Patientenproben dreimal kraftig durchgeschiittelt und
mit einem Vortex eine Minute mit einer Geschwindigkeit von 10000 U/min homogeni-
siert. Sofern sich der Stuhl im Extraktionspuffer nicht vollstandig aufgeldst hatte, wurde
der Vorgang bei den entsprechenden Proben wiederholt. Neben der vollstandigen Auf-
I6sung des Stuhls, wurden die Stuhlproben auch auf mégliche Hartbestandteile (iber-
prift, die das Ergebnis beintrachtigen konnen. Im Anschluss wurden die Proben zehn
Minuten stehen gelassen, damit sich die festen Teilchen absetzen konnten. Daraufhin
erfolgte eine Trennung der fllissigen und festen Bestandteile mittels Zentrifugierung —
die homogenisierten Proben wurden 10 Minuten mit 2000 U/min zentrifugiert (Be-

schleunigung = 9, Bremsung = 9). Wahrend die Proben im Zentrifugierungsprogram wa-
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ren, erfolgte die Vorbereitung der darauffolgenden Probenverdiinnung. Mit einer Pi-
pette wurden 980 ul des im Testkit beiliegenden Probenpuffers entnommen und in je-
weils ein Verdiinnungsréhrchen (1,5 ml) (Finnpipette 200-1000ul) beigefligt. Nachdem
die Zentrifugierung abgeschlossen war, wurden vom daraus resultierenden Extraktions-
Uberstand 20 pl (Finnpipette Fixed 20 pl) entnommen und in jeweils ein Verdiinnungs-
réhrchen pipettiert. Das mehrmalige Auf- und Abziehen der Pipette gewahrleitete dabei

eine ordentliche Durchmischung des Uberstandes mit dem Puffer.

3.4.4 Probeninkubation

Entsprechend dem Pipettierschema des Calprotectin-Testkits von EUROIMMUN wurden
je 100 ul Kalibratoren, Kontrollen und die verdiinnten Stuhlproben innerhalb von 10 Mi-
nuten in die einzelnen Reagenzgefdlle im Doppelansatz pipettiert (Finnpipette Fixed 100
ul). Die Kontrollen dienten dabei als interne Prifung fir die Zuverlassigkeit des Testver-
laufes. Das Pipettieren der Proben in die Reagenzglaser nahm 10-15 Minuten Zeit in An-

spruch, im Schnitt wurden 12 Minuten gebraucht.

A K1 K1 P1 P1 P9 P9 P17 P17 P25 P25 P33 P33

B K2 K2 P2 P2 P10 P10 P18 P18 P26 P26 P34 P34

C K3 K3 P3 P3 P11 P11 P19 P19 P27 P27 P35 P35

D K4 K4 P4 P4 P12 P12 P20 P20 P28 P28 P36 P36

E K5 K5 P5 P5 P13 P13 P21 P21 P29 P29 P37 P37

F K6 K6 P6 P6 P14 P14 P22 P22 P30 P30 P38 P38

G C1 C1 P7 P7 P15 P15 P23 P23 P31 P31 P39 P39

H C2 C2 P8 P8 P16 P16 P24 P24 P32 P32 P40 P40

Tabelle 2: Das Pipettierschema der Calprotectin-ELISA-Immuno-Assays.
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Um eine bessere Genauigkeit zu erzielen, wurde dieser Schritt ab der Halfte der Test-
Assays mit einer elektrischen Pipette ausgefiihrt (BioHit Proline Single Channel Electro-
nic Pipette 10-500 pL). Im Anschluss erfolgte eine Inkubation der ReagenzgefaRRe mit den

Proben mit 30 Minuten bei Raumtemperatur.

3.4.5 Erster Waschvorgang

Die Herstellung des Waschpuffers erfolgte vor der Stuhlprobenextraktion. Im Testkit des
Herstellers befand sich eine 10-fach konzentrierte Waschlosung. Fiir die Herstellung der
Gebrauchsfertigen Waschlosung wurden 63 Milliliter destilliertes Wasser in einen Mess-
zylinder gefillt, 7 Milliliter des Waschkonzentrates beigegeben und durch vorsichtiges

Schwenken vermischt.

Ein Waschvorgang bestand aus drei Waschzyklen. Nach der Entleerung der Reagenzge-
fake wurden 300 pl Waschlosung (Finnpipette 200-1000ul, BioHit Proline Single Channel
Electronic Pipette 10-500 pL) in jedes Gefall mit einer elektrischen Pipette hinzugefiigt.
Die Einwirkzeit der Waschlosung betrug 60 Sekunden. Nach der Einwirkzeit wurden die

ReagenzgefilRe wieder entleert und derselbe Waschzyklus wiederholte sich zweimal.

3.4.6 Enzymkonjugat-Inkubation

Jeweils 100 pl Enzymkonjugat wurden pipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert.

3.4.7 Zweiter Waschvorgang

Der zweite Waschvorgang entsprach der Vorgangsweise wie beim ersten Waschvor-

gang.
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3.4.8 Substrat-Inkubation & Stopplosung

Jeweils 100 pl von einer Chromogen/Substratlosung wurde in die ReagenzgefalRe pipet-
tiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur (vor Licht mittels Abdeckung geschiitzt) inku-
biert. Im Anschluss wurde jeweils 100 ul der Stopplésung hinzugefiigt, in der gleichen
Reihenfolge und mit der gleichen Geschwindigkeit wie bei der Zugabe der Chromogen-
Substratlosung (Finnpipette 100 uL, BioHit Proline Single Channel Electronic Pipette 10-
500 pL).

3.4.9 Photometrische Messung & quantitative Auswertung

Die photometrische Auswertung wurde gleich im Anschluss ausgefuhrt. Laut Hersteller-
angaben sollte die Dauer zwischen der Zugabe der Stopplosung und der Messung nicht
langer als eine halbe Stunde andauern. Flinfzehn Minuten nach der ersten Messung er-
folgte eine Kontrollmessung. Der Photometer war bei allen Messungen auf eine Wellen-
lange von 450 nm und eine Referenzwellenlange zwischen 620 nm und 650 nm einge-

stellt.

Durch die Extinktions-Messung der sechs Kalibratoren gegen die entsprechenden Kon-
zentrationen (linear/log) wurde eine Standardkurve ermittelt, anhand welcher sich die
Calprotectin-Konzentration der einzelnen Proben berechnen lieR. Fiir die computerge-
stltzte Berechnung der Standardkurve wurde das Auswerteverfahren , 5-parameter-fit"
gewahlt. Aus den in Doppelbestimmung analysierten Proben errechnete sich jeweils ein
Mittelwert und ein Variationskoeffizient. Bei einem Variationskoeffizient von héher als
10 wurde die Probe wiederholt untersucht. Proben von Drop-out-Patienten sind in der

Datenanalyse nicht mitbericksichtigt worden.

Nach der photometrischen Erhebung der Messwerte erfolgte eine Korrektur durch die
notierte Einwaage der jeweiligen Patienten-Stuhlproben. Die photometrische Messung

berlicksichtigt eine Standardmenge der Einwaage von 100 mg pro Patienten-Probe. Ist
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die Einwaage beispielsweise kleiner als 100 mg, ist die tatsachliche Calprotectin-Kon-
zentration entsprechend grofRer. Die Korrektur der Messwerte erfolgte anhand nachste-

hender Formel:

Gemessener Calprotectingehalt (”—g)

ke £2 x100 (g)

Korrigierter Calprotectingehalt (E) =

Einwaage (g)

3.4.10 Statistische Auswertung der Messergebnisse

Die Daten wurden mithilfe einem Statistikprogramm (IBM SPSS Statistics 26) ausgewer-
tet. Der erste Schritt umfasst die Beschreibung der Studienpopulation sowie der Vitamin
D-Serumspiegel und die fakalen Calprotectin-Konzentrationen zu den Zeitpunkten TO,
T1 und T2 mittels deskriptiver Messmethoden, daneben wurde die Verteilung der Daten
ermittelt (Kolmogorow-Smirnow-Test). Die Signifikanz der Messwertveranderung von
fCal und Vitamin D Uber den Zeitraum TO-T2 wurde mittels des allgemeinen linearen
Models errechnet. Je nach Verteilung der jeweiligen Daten wurden die Korrelationsana-
lysen entweder mit der Pearson-Korrelation (normalverteilt) oder mit der Spearman-
Korrelation (nicht normalverteilt) errechnet. Analysiert wurde die Korrelation von fCal
und Vitamin D sowie von fCal und dem Alter, dem Body-Mass-Index und der Ballaststoff-
aufnahme. Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde die Verteilung von Vitamin D tber die fCal-
Entziindungskategorien (negativ, grenzwertig, positiv) ermittelt. Das Signifikanzniveau

wurde mit a <0,05 angenommen.

4 Ergebnisse & Schlussbetrachtung

Von insgesamt 101 Studienteilnehmern waren 21 Drop-out-Falle zu verzeichnen, acht
weitere Personen wurden aufgrund einer AusreiRer-Analyse exkludiert. In dieser Arbeit
werden daher die Messwerte von insgesamt 72 Teilnehmerinnen und Teilnehmer der

Studie analysiert.
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4.1 Messwiederholungen — Calprotectin

Im Zuge der fCal-Messungen waren Griinde vorhanden, die dazu fiihrten, dass sowohl

einzelne Proben als auch ganze Testreihen nochmals durchgefiihrt wurden.

Folgende Griinde flihrten zu erneuten Messungen:

e Der Variationskoeffizient einer im Doppelansatz erhobenen Probe war groRer als

10.

e Die Extinktionswerte der Kontrollen befanden sich nicht in dem vom Hersteller

angegebenen Bereich.

e Die Extinktionswerte der Standardgerade lber- oder unterschritt den vom Her-

steller festgesetzten Bereich.

Testlaufe Getestet am Wiederholt am
D001_T1 bis DO40_T1 13.06.2019 20.09.2019
D041_T1 bis DO80_T1 17.06.2019 -

DO81_T1 bis D101_T1 +|02.07.2019 01.10.2019
D001_T2 bis D020_T2

D021_T2 bis DO60_T2 19.07.2019 -

D061_T2 bis D101 T2 +|22.07.2019 03.10.2021
D002_T3 bis DO06__T3

D007_T3 bis DO57_T3 26.07.2019

D058 T3 bis D101_T3 23.08.2019*

Einzelne Messwiederholungen

(Kontrollen)

Getestet am

Wiederholt am

D085_T2 und D101_T2

23.08.2019*

*Die Messungen fanden im Zuge desselben Testlaufes statt.

Tabelle 3: Testversuche der Calprotectin-ELISA-Immunoassays
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Tabelle 3 enthilt die ausgefiihrten Testlaufe sowie Einzelprobenmessungen mit Proben-

bezeichnung, Messzeitpunkten und Wiederholungen.

4.2 Deskriptive Statistik

Im Folgenden werden mittels deskriptiver Statistik die Merkmale der Studienpopulation

sowie die Verteilung dieser Eigenschaften innerhalb der Interventionsgruppen erlautert.

DL DH K N

Probandenzahl (n) 24 27 21 72
Alter Mittel +SD | 70,8 +4,7 | 71+4,5 705 70,6 + 4,7
(Jahre) Median 69,5 69,3 68,2 68,9

Min-Max 65-80,9 65,2-79,2 64,9-84,9 | 64,9-84,9
Alterskategorien 65-69,9 13 15 14 42
(Haufigkeiten) Jahre

70-74,9 5 7 4 16

Jahre

75-79,9 6 3 2 11

Jahre

80-85 - 2 1 3

Jahre
Geschlecht Ménnlich 10 6 8 24
(Haufigkeiten) Weiblich 14 21 13 48

Tabelle 4: Merkmale der Studienpopulation (Alter, Altersgruppen, Geschlecht) zum Zeitpunkt TO. DL = Gruppe "Vita-
min D tdglich", DH = Gruppe "Vitamin D monatlich", K = Kontrollgruppe, N = alle Gruppen.

Tabelle 4 zeigt Geschlecht, Alter sowie die Haufigkeit in den Alterskategorien (Zeitpunkt
TO), unterteilt nach Interventionsgruppen. Die Studienpopulation bestand zu ca. zwei
Drittel aus mannlichen Teilnehmern, Ausfélle in der Studienpopulation betrafen ver-
mehrt bei Frauen. Der relative Manneranteil ist in der Interventionsgruppe ,Vitamin D
monatlich” mit 21 von 27 Teilnehmenden am hdchsten. Die Altersspanne reicht von 64,9
Jahre bis 84,9 Jahre. Wie in Abbildung 8 dargestellt, ist das Alter der Teilnehmenden
nicht normalverteilt, da Studienteilnehmer ab 65 Jahren gesucht worden sind. Im Schnitt
betrug das Alter 70,6 Jahre und der Median ca. 68,9 Jahre. Der BMI ist zum Zeitpunkt TO
aufgrund von AusreiBern im oberen BMI-Bereich nicht normalverteilt (Kolmogorow-
Smirnow-Test: p = 0,011) und hauft sich um den Normalbereich fiir Seniorinnen und
Senioren (24-29 km/m?). Die Hohe des Mittelwertes (26,8 km/m3) und des Medians

(26,4 kg/m?) sind insgesamt annahernd gleich.
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Haufigkeit

Verteilung des Alters in der Studienpopulation
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Abbildung 9: Verteilung des Alters in der Studienpopulation

(Zeitpunkt TO) bei n = 72 Teilnehmern.
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Abbildung 8: Verteilung des Body-Mass-Index in der Studienpopu-

lation vor Beginn der Intervention (TO) bei n = 72 Teilnehmern.

DL DH K N

Probandenzahl (n) 24 27 21 72
Body-Mass-Index TO 27,5+3,9 27 4,2 25,8+4,9 26,8+4,3
(kg/mz) (Mittel + SD)

Median 26,5 26,7 25,4 26,4

Min-Max 21,1-37 20,6-42,5 19,3-42,6 19,3-42,6

T2 24,4+3,9 26,9+4,3 25,8+4,8 26,7 £4,3

(Mittel + SD)

Median 26,6 26,8 25,5 26,1

Min-Max 20,8-36,6 20,3-42,8 19,5-42,1 19,5-42,8
Ballaststoff- T0 20+10,8 21,3+10,5 | 17,6+11,4 | 19,8+10,8
Aufnahme (MielESD)
(g/Tag) Median 16,5 21 14 17,5

Min-Max 9-39 2-44 4-57 2-58

T2 19,8+7,6 199+7,8 19,1+9,6 19,4 +8,2

(Mittel + SD)

Median 19 18 16 17

Min-Max 6-58 8-41 8-45 8-45

Tabelle 5: Body-Mass-Index und Ballaststoffaufnahme der Studienteilnehmer zu den Zeitpunkten TO und T2. DL =
Gruppe "Vitamin D tédglich", DH = Gruppe "Vitamin D monatlich", K = Kontrollgruppe, N = alle Gruppen.

Tabelle 5 zeigt den Body-Mass-Index (BMI) und die Ballaststoffaufnahme in den Inter-

ventionsgruppen zu den Zeitpunkten TO bis T2. In der Tabelle sind die Mittelwerte des

BMI in den Gruppen DL und DH zum Zeitpunkt T2 niedriger als zum Zeitpunkt TO, diese

Reduktion ist jedoch nicht signifikant. Der Body-Mass-Index ist, im Gegensatz zu TO, nach

der Intervention (T2) normalverteilt (Kolmogorow-Smirnow-Test: p = 0,200*). Eventuell

konnten Ausreiller im oberen BMI-Bereich zum Zeitpunkt TO der Grund hierfiir sein. Die

Ballaststoffaufnahme ist weder zum Zeitpunkt TO noch zum Zeitpunkt T2 normalverteilt
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(Kolmogorow-Smirnow-Test: TO: p = 0,010, T2: 0,004). Bei der Ballaststoffaufnahme las-

sen sich Schwankungen zwischen den einzelnen Studienteilnehmern erkennen (TO: 2-58

g/Tag, T2: 8-45 g/Tag).

DL DH K N
Probandenzahl (n) 24 27 21 72
Vitamin D im Serum | TO 24,3+5,1 23,4+4,6 22,5+5,5 23,45
(ng/ml) (Mittel + SD)
Median 25,7 23,1 23,5 24,9
Min-Max 11,9-30 13-29,8 11,8-29,3 11,8-30
T1 23,5+7,3 23,6 £9,3 20,5+5,7 22,7 +7,7
(Mittel £ SD)
Median 22,6 23,6 21,2 22,3
Min-Max 11,4-42,4 9,9-47 9,9-32,4 9,9-47
T2 25,1+5,8 25,6 £ 4,6 22+5,6 24,4+5,5
(Mittel + SD)
Median 26,2 24,4 22,1 24,3
Min-Max 13,55-36,3 15,7-32,8 11,9-34 11,9-36,3
Calprotectin- TO 53+54,4 55,2+63,7 | 58,2+64,1 | 55,4+60,1
Konzentration im (Mittel £ SD)
stuhl Median 33,1 34,6 38,8 35,2
g/l Min-Max | 10,8-193,85 | 2,71-322,2 7,45-271,9 2,71-322,2
vere T1 47,2+53,1 | 43+451 |48,2+56,7 | 45,9 £50,7
(Mittel + SD)
Median 25,8 23,3 23,1 24
Min-Max | 6,6-195,3 4,2-165,8 6,8-211,6 4,2-211,6
T2 65,9+85,2 | 49,3+48,6 | 44+51,7 53,3+63,7
(Mittel + SD)
Median 22,4 31,8 19,7 24,3
Min-Max 5,1-277 4,2-158,8 8,9-196,9 4,2-277

Tabelle 6: Vitamin D im Serum und fCal-Konzentration im Stuhl der Studienteilnehmer zu den Zeitpunkten TO und T2.
DL = Gruppe "Vitamin D tdglich", DH = Gruppe "Vitamin D monatlich", K = Kontrollgruppe, N = alle Gruppen.

Tabelle 6 zeigt die Konzentration von Vitamin D im Serum und von fCal im Stuhl der
Studienteilnehmer zu den Zeitpunkten TO, T1, und T2. Es lasst sich in der Tabelle erken-
nen, dass die Mittelwerte von Vitamin D bei den Gruppen DL und DH nach Ende der
Intervention groRRer geworden sind (im Gegensatz zur Kontrollgruppe). Nach der Anwen-
dung des Kolmogorow-Smirnow-Tests zeigt sich zum Zeitpunkt T2 bei Vitamin D eine
Normalverteilung (p = 0,200%*), jedoch nicht zu den Zeitpunkten TO (p = 0,004) und T1 (p
= 0,084). Bei den fCal-Konzentrationen ist zu keinem der Messzeitpunkte eine Normal-
verteilung feststellbar, der Kolmogorow-Smirnow-Test zeigt bei allen drei Messzeit-

punkten einen p-Value von p = 0,000. Zu erwahnen sind bei den fCal-Konzentrationen
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Hiaufigkeit

auch die hohen Standardabweichungen und die Spannweite der Messergebnisse (TO:

4,2-211,6 ug/g, T2: 4,2-277 pg/g).

Serum Vitamin D-Spiegel vor der Intervention (T0)

Serum Vitamin D-Spiegel nach Ende der Intervention (T2)
Mittelwert = 23
Std.-Abw. =5
N=72 Mittelwert = 24 38
Std -Abw._ = 5489
N=72

Haufigkeit

o oo
10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 10,00 15,00 20,00 2500 30,00 35,00 40,00

Vitamin D Spiegel bei der Voruntersuchung [ng/m] Vitamin D Spiegel bei T2 [ng/ml]
Abbildung 10: Serum Vitamin D-Spiegel vor der Interven- Abbildung 11: Serum Vitamin D-Spiegel nach der Inter-
tion (T0) bei n = 72 Teilnehmern. vention (T2) bei n = 72 Teilnehmern.

Die Tabellen 7-9 geben einen Uberblick tiber die Bewertung der Vitamin D-Versorgung
und dem fCal-Entzlindungsgrad der Studienteilnehmer zu den jeweiligen Zeitpunkten

(TO, T1, T2), unterteilt nach Interventionsgruppen.

Zeit- | Vitamin D Status Status fikales Calprotectin

punkt

T0
Interventions- 1 2 3 Alle Interventions- | 1 2 3 Alle
gruppe: gruppe:
Optimaler Staus: | 0 1 0 1 Negativ: 15 15 16 46
30 bis 80 ng/ml <50 ug/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Suffizienz: 16 18 20 | 54 Grenzwertig: 4 6 9 19
20 bis 30 ng/ml 50-120 pg/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Mangel: 5 5 7 17 Positiv: 2 3 2 7
<20 ng/ml >120 ug/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Schwerer Man- | 0 0 0 0 - -
gel: <10 ng/ml
(Haufigkeit)
Gesamt 21 24 27 |72 Gesamt 21 24 27 72
(Haufigkeit) (Haufigkeit)

1 =Kontrollgruppe (K); 2 =, Vitamin D taglich“ (DL); 3 =, Vitamin D monatlich” (DH)

Tabelle 7: Bewertung der Vitamin D-Versorgung und der Entziindung (fCal) der Studienteilnehmer zum Zeitpunkt TO.
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Zeit- | Vitamin D Status Status fakales Calprotectin

punkt

T1
Interventions- 1 2 3 Alle Interventions- | 1 2 3 Alle
gruppe: gruppe:
Optimaler Staus: 1 4 4 9 Negativ: 16 17 19 52
30 bis 80 ng/ml <50 ug/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Suffizienz: 12 12 13 | 37 Grenzwertig: 3 3 5 11
20 bis 30 ng/ml 50-120 pg/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Mangel: 8 8 10 | 26 Positiv: 2 4 3 9
<20 ng/ml >120 pg/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Schwerer Mangel: | 0 0 0 0 -
<10 ng/ml
(Haufigkeit)
Gesamt 21 24 27 | 72 Gesamt 21 24 27 72
(Haufigkeit) (Haufigkeit)

1 = Kontrollgruppe (K); 2 = ,Vitamin D taglich“ (DL); 3 =, Vitamin D monatlich (DH)

Tabelle 8: Bewertung der Vitamin D-Versorgung und der Entziindung (fCal) der Studienteilnehmer zum Zeitpunkt T1.

Zeit- | Vitamin D Status Status fakales Calprotectin

punk

tT2
Interventions- 1 2 3 Alle Interventions- | 1 2 3 Alle
gruppe: gruppe:
Optimaler Staus: 2 4 5 11 Negativ: 15 17 18 50
30 bis 80 ng/ml <50 ug/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Suffizienz: 11 16 20 | 47 Grenzwertig: 4 1 5 10
20 bis 30 ng/mll 50-120 pg/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Mangel: 8 4 2 14 Positiv: 2 6 4 12
<20 ng/ml >120 pg/g
(Haufigkeit) (Haufigkeit)
Schwerer Mangel: | 0 0 0 0 -
<10 ng/ml
(Haufigkeit)
Gesamt 21 24 27 | 72 Gesamt 21 24 27 72
(Haufigkeit) (Haufigkeit)

1 = Kontrollgruppe (K); 2 =, Vitamin D taglich“ (DL); 3 = ,Vitamin D monatlich” (DH)

Tabelle 9: Bewertung der Vitamin D-Versorgung und der Entziindung (fCal) der Studienteilnehmer zum Zeitpunkt T2.

Die Vitamin D-Versorgung der Studienteilnehmer hauft Grof3teiles im Bereich ,,Suffizi-

enz“ bis ,Mange

Ill

, schwere Mangel sowie ein optimaler Status (ab 30 ng/ml) kommt

relativ gesehen seltener vor. Die fakale Calprotectin-Konzentration befindet bei den

meisten Teilnehmern im negativen bis grenzwertigen Bereich.

Seite 65




4.3 Hypothesenprifung und Schlussbetrachtung

Fragestellung 1: Ist die fakale Calprotectin-Konzentration durch die Intervention signi-

fikant gesunken?

Mittels ANOVA (Messwiederholung) und paarweisem Vergleich wurde keine signifi-
kante Reduktion von Calprotectin durch die Intervention festgestellt. Die Mittlere Dif-
ferenz (I-J) betragt zwischen T2 (I) und TO (J) in der Gruppe DL (,,Vitamin D taglich) 12,9
ug/g (n =24, p =1,000), in der Gruppe DH (,,Vitamin D monatlich) -5,9 ug/g (n=27,p =
1,000) und in der Kontrollgruppe -14, 2 pg/g (n= 21, p = 0,950).

Verénderung der fCal-Konzentration im Stuhl durch die Intervention

Interventionsgruppe: VitaminD taglich

120,00

100,00

80,00

Mittelwert

80,00

40,00

20,00

Konzentration von fCal im Stuhl {(pg/g),

fCal TO (pag/g) fCal T1 (ug/g) fCal T2 (ug/a)
Fehlerbalken: 95% CI
Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 13: Verdinderung der fCal-Konzentration im Stuhl durch die Inter-
vention mit tdglich 500 IE Vitamin D (DL) bei n = 24 Teilnehmern.

Veranderung der fCal-Konzentration im Stuhl durch die Intervention

Interventionsgruppe: VitaminD monatlich

100,00

80,00

60,00

Mittelwert

40,00

20,00

Konzentration von fCal im Stuhl (uglg),

fCal TO (po/g) fCal T1 (pg/q) fCal T2 (pg/q)
Fehlerbalken: 95% CI
Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 12: Verédnderung der fCal-Konzentration im Stuhl durch die Intervention
mit monatlich 50.000 IE Vitamin D (DH) bei n = 27 Teilnehmern.
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Es ware interessant herauszufinden, ob ein Mindestwert von Vitamin D im Serum not-
wendig ist, um einen reduzierenden Effekt auf den Entziindungsmarker fCal zu erzielen,
hierfir war die Zahl innerhalb der einzelnen Vitamin D-Kategorien (schwerer Mangel,
Mangel, Suffizienz, optimaler Status) zu niedrig, um weitere Analysen durchzufiihren.
Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen keine Reduktion der fakalen Cal-

protectin-Konzentration durch die Intervention.

Fragestellung 2: Sind die Serum Vitamin D-Spiegel durch die Intervention signifikant

gestiegen?

Mittels ANOVA (Messwiederholung) und paarweisem Vergleich wurde eine signifikante
Erhohung der Serum Vitamin D-Spiegel in der Gruppe DH (,,Vitamin D monatlich”) ge-
funden (p = 0,001*), jedoch nicht in der Gruppe DL. Die Mittlere Differenz (I-J) betragt
zwischen T2 (1) und TO (J) in der Gruppe DL 0,8 ng/ml (n = 24, p = 1,000), in der Gruppe
DH von 2,2 ng/ml (n= 27, p = 0,001*) und in der Kontrollgruppe -0,5 ng/ml (n =21, p =
1,000).

Veranderung der Serum Vitamin D-Spiegel durch die Intervention

Inter ionsgruppe: VitaminD monatlich

30,00

p=0001"

20,00

10,00

Konzentration von Vitamin D im Serum
(ng/ml), Mittelwert

0,00

Vitamin D Spiegel bei der Vitamin D Spiegel bei T2 [ng/mi]
Voruntersuchung [na/mi]

Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 14: Verédnderung der Serum Vitamin D-Spiegel durch die Intervention in
der Gruppe DH (n =27, I-J = 2,2 ng/ml, p = 0,001*).
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Es gibt sehr wenige Studien liber die Effizienz verschiedener Dosierungen von Vitamin D
zur Steigerung der Serum Vitamin D-Spiegel. Daten zeigen, dass niedrige Dosierungen
(200 IE bis 600 IE taglich) bei einem Vitamin D-Mangel kaum einen Anstieg der Serumle-
vel bewirken (Marwaha and Dabas, 2019). Es zeigte sich in einer Studie, dass eine Do-
sierung von taglich 1.000 IE Vitamin D notwendig ist, um bei den Probanden nach 6 Mo-
naten einen Serumspiegel von tiber 20 ng/ml zu erreichen (Marwaha et al., 2018). Even-
tuell ware eine langere Dauer der Vitamin D-Supplementierung fiir einen starkeren An-
stieg der Serum Vitamin D-Spiegel notwendig gewesen. Vitamin D ist fettloslich und so-
mit ist ein gewisser Fettanteil in der umgebenden Matrix notwendig, damit dieses gut
aufgenommen wird. Die Praktikabilitdt monatlich einmal Vitamin D zu sich zu nehmen,
versus der taglichen Einnahme, kdnnte ebenso ein Einflussfaktor hinsichtlich der Com-

pliance sein.

Schlussfolgerung: Die Gabe einmal monatlich 50.000 IE Vitamin D war in der Lage die
Vitamin D-Serumspiegel der Probanden signifikant zu erhéhen, was verdeutlicht, dass
die Art der Dosierung ein Einflussfaktor fiir die Effektivitat der Supplementierung sein
kann. Obwohl dieses Ergebnis signifikant ist, sind Einflussfaktoren beispielsweise die
Compliance bei der taglichen Einnahme von Vitamin D zu berlicksichtigen. Weitere Un-

tersuchungen waren fir eine Bekraftigung dieser Ergebnisse notwendig.
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Fragestellung 3: Gibt es zum Zeitpunkt TO eine Korrelation zwischen dem Vitamin D-

Spiegel im Serum und der fakalen Calprotectin-Konzentration (n = 72)?

Zum Zeitpunkt TO konnte keine signifikante Korrelation zwischen dem Vitamin D-Spiegel

und dem fakalen Calprotectin (r = -0,093, p = 0,435) gefunden werden.

Korrelation von fCal und Vitamin D (TO)
R* Linear = 0,004
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® ®
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Vitamin D Spiegel bei der Voruntersuchung [ngimi]

Abbildung 15: Korrelation (r = -0,093, p = 0,435) zwischen dem Vitamin D-Serumspiegel
und der fCal-Konzentration zum Zeitpunkt TO bei n = 72 Teilnehmern.

Fragestellung 4: Gibt zum Zeitpunkt T2 eine Korrelation zwischen dem Vitamin D-Spie-
gel im Serum und der fakalen Calprotectin-Konzentration (n = 72)?

WederinDL(n=24,r=0,017, p=0,936), noch in DH (n=27,r=0,22, p=0,265) oder in
der Kontrollgruppe (n = 21, r = 0,081, p = 0,729) konnte eine signifikante Korrelation
zwischen der fakalen Calprotectin-Konzentration und den Serum Vitamin D-Spiegeln

nachgewiesen werden.

Bei der Erarbeitung der Ergebnisse ist aufgefallen, dass bei einzelnen Personen die fCal-
Konzentrationen zwischen den einzelnen Zeitpunkten erheblich schwanken. Zum einen
konnen Einflussfaktoren wie eine veranderte Erndhrung, Lebensstil oder eine Medika-
menten-Einnahme die Werte beeinflussen. Zum anderen vereinzelte Analyseprobleme
im Labor, trotz gewissenhafter Uberpriifung und Arbeit, nicht ausgeschlossen werden.

Gewisse Versuchsreihen mussten erneut durchgefiihrt werden, da die Extinktionswerte
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der Calprotectin-ELISA-Immuno-Assays nicht hoch genug waren (siehe 6.1. — Messwie-

derholungen Calprotectin).

Schlussfolgerung: In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen dem Vitamin D-
Serumspiegel und der fCal-Konzentration gefunden werden. Weitere Versuche sind not-
wendig, um die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse tiber den Zusammenhang zwi-

schen dem Vitamin D im Serum und der fCal-Konzentrationen zu bestatigen.

Fragestellung 5: Gibt es einen signifikanten Unterschied in der Verteilung der Vitamin
D-Serumspiegel iiber die fCal-Entziindungsgrade (negativ, grenzwertig, positiv) zwi-

schen den Interventionsgruppen (Zeitpunkt T2)?

Laut Kruskal-Wallis-Test gibt es zwischen den Interventionsgruppen keinen signifikanten
Unterschied in der Verteilung der Vitamin D-Serumspiegel (Zeitpunkt T2) innerhalb der
fCal-Entziindungsgrade (negativ, grenzwertig, positiv): DL (n =24, p =0,861), DH (n =27,
p =0,111) Kontrollgruppe (n =21, p=0,752).

Da die StichprobengrofRe der einzelnen Interventionsgruppen zu niedrig fir eine Vari-

anzanalyse ist, wurde der Kruskal-Wallis-Test flir die Berechnung herangezogen.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse bestatigen die vorherigen Korrelationsanalysen zu fCal
und Vitamin D in dieser Arbeit und zeigen, dass es keinen Zusammenhang zwischen fCal
und Vitamin D gefunden werden konnte und dass die Intervention (Vitamin D monatlich,

Vitamin D taglich) keinen Einfluss auf den Entziindungsgrad (fCal) hatte.

Fragestellung 6: Korreliert das Alter mit der fakalen Calprotectin-Konzentration?

Die Korrelationsanalyse nach Spearman hat ergeben, dass das Alter der Teilnehmer zum
Zeitpunkt TO nicht signifikant mit der fCal-Konzentration korreliert (n=72,r=0,077,p =
0,518). Zum Zeitpunkt T2 kann ebenso keine signifikante Korrelation (n =72, r = 0,260,

p = 0,130) zwischen der fCal-Konzentration und dem Alter gefunden werden.
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Ca. 58 Prozent der Teilnehmenden befinden sich in der jlingsten Altersklasse ,,65 bis 69.9
Jahre”. Die Verteilung in den anderen Alterskategorien ist wesentlich kleiner (,,70-74,9
Jahre” = 25 Prozent, ,, 75 — 79,9 Jahre” = 15 Prozent, 80 — 85 Jahre” = 4 Prozent). Mog-
licherweise ist die Verteilung in den héheren Alterskategorien zu klein, um die fCal-
Werte zu beeinflussen. Schlussfolgerung: In dieser Arbeit konnte nicht gezeigt werden,

dass das Alter die Konzentration des fakalen Calprotectins beeinflusst hat.

Fragestellung 7: Gibt es einen signifikanten Effekt der Ballaststoffaufnahme auf die

fakale Calprotectin-Konzentration?

Die Korrelationsanalyse nach Spearman hat ergeben, dass die Ballaststoffaufnahme zum
Zeitpunkt TO, mit einem von p = 0,012%*, signifikant negativ mit der fCal-Konzentration
korreliert (n = 72, r = -0,296). Zum Zeitpunkt T2 korreliert die Ballaststoffaufnahme

ebenso signifikant (n=72, p = 0,004*) negativ (r = -0,335) mit der fCal-Konzentration.

Korrelation zwischen der Ballaststoffaufnahme und Vitamin D (T0)
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Abbildung 16: Korrelation zwischen der Ballaststoffaufnahme und der fékalen
Calprotectin-Konzentration zum Zeitpunkt TO (n= 72, p = 0,012%*, r = -0,296)
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Korrelation zwischen der Ballaststoffaufnahme und fCal (T2)
R* Linear = 0,087
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Abbildung 17: Korrelation zwischen der Ballaststoffaufnahme und der féikalen

Calprotectin-Konzentration zum Zeitpunkt T2 (n=72, p = 0,004*, r = -0,335).

Die Hohe der Korrelationskoeffizienten zeigt einen schwachen bis maRig linearen Zu-
sammenhang zwischen der Ballaststoffaufnahme und der fCal-Konzentration. Es gibt
zahlreiche Daten, die eine reduzierende Wirkung der Ballaststoffe auf die Entzindung
im Darm belegen. Es finden sich zudem zahlreiche Studien, die einen positiven Effekt
der Ballaststoffaufnahme auf das Darm-Mikrobiom zeigen, und die Bedeutung eines ge-
sunden Darm-Mikrobioms auf die Reduktion von Entziindungen im Darm nahelegen (Liu
et al., n.d.; Zhang et al., 2021). Daher kdnnte die Ballaststoffaufnahme der Probanden
das Darm-Mikrobiom eventuell indirekt beeinflusst haben, dies wurde in dieser Arbeit
jedoch nicht gemessen. Interessant ist, dass ein Zusammenhang zwischen der Ballast-
stoffaufnahme und der fCal-Konzentration gefunden wurde und kein Zusammenhang
zwischen dem Vitamin D im Serum und der fCal-Konzentration ermittelt werden konnte.
Eine Erh6hung einer zu niedrigen Ballaststoffzufuhr zur Reduktion der fCal-Konzentra-

tion konnte daher empfehlenswerter sein als die orale Vitamin D-Therapie.

Schlussfolgerung: Es gibt einen Zusammenhang zwischen der Ballaststoffaufnahme und
der fCal-Konzentration der Probanden. Die Erh6hung der Ballaststoffaufnahme zur Re-
duktion der fCal-Konzentration kénnte als eine empfehlenswerte MalRnahme zur Reduk-

tion von fakalem Calprotectin betrachtet werden.
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Fragestellung 8: Korreliert der Body-Mass-Index signifikant mit der Konzentration des

fakalen Calprotectins?

Zum Zeitpunkt TO errechnet sich ein Korrelationskoeffizient von 0,235 mit einer Signifi-
kanz von p = 0,047*. Zum Zeitpunkt T2 errechnet sich ein Korrelationskoeffizient von
0,248 mit einer Signifikanz von p = 0,036*. Interessant ist, dass ein Zusammenhang zwi-
schen dem Body-Mass-Index und der fCal-Konzentration gefunden wurde und kein Zu-
sammenhang zwischen dem Vitamin D im Serum und der fCal-Konzentration ermittelt
werden konnte. Es gibt es Daten, die Ubergewicht als Risikofaktor fiir Entziindungen im
Darm und erhéhten fCal-Konzentrationen aufzeigen (Park and Kim, 2018; Poullis et al.,
2004). Daher scheint die Reduktion eines zu hohen BMI womodglich therapeutisch effek-
tiver sein, als die Einnahme eines Vitamin D-Supplements, um die die fCal-Konzentration

im Darm zu reduzieren.

Schlussfolgerung: Es gibt einen Zusammenhang zwischen dem Body-Mass-Index und
der Hohe der fCal-Konzentration. Eine Reduktion eines zu hohen BMI zur Reduktion der
fCal-Konzentration kénnte als eine empfehlenswerte MaRnahme zur Reduktion von fa-

kalem Calprotectin betrachtet werden.
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Abbildung 18: Korrelation zwischen dem BM|I und der fCal-Kon-
zentration zum Zeitpunkt TO (n =72, p = 0,047*, r = 0,235).

Abbildung 19: Korrelation zwischen dem BMI und der fCal-Kon-
zentration zum Zeitpunkt T2 (n =72, p = 0,036*, r = 0,248).
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5 Abstract

Inflammatory bowel diseases are a serious global public health challenge. At the same
time, there is increasing data showing that vitamin D has anti-inflammatory and im-
mune-modulating effects. The present work assesses whether there is a potential link
between serum vitamin D (VDS) and the intestinal, fecal inflammatory marker calpro-
tectin (fCal) and whether other factors (age, body mass index, fiber intake) might influ-
ence the concentration of fCal. In the course of the ,SK-AT Interreg NutriAging“-project
(co-financed by the EU), 72 seniors (65 - 85 years) received either 800 IU of vitamin D
(DL) per day, 50,000 IU of vitamin D (DH) per month or no vitamin D (K) for 15 weeks. In
addition to the nutritional intervention (TO - T1), the subjects completed a training pro-
gram (T1—T2). FCal was determined by ELISA and evaluated in respect to serum vitamin

D levels, age, body mass index (BMI) and dietary fiber intake.

No significant reduction of fCal through the intervention could be determined in DL (I-J
= 12,9 ug/g, p = 1,000), in DH (I-J =-5,9 pg/g, p = 1,000) and in K (I-J=-14,2 ug/g,
p = 0,950) and no correlation between VDS and fCal has been observed at TO (r =-0.093,
p=0.435)and atT2in DL (r =0,017, p =0,936), in DH (r = 0,220, p = 0,265) and in K (r =
0,081, p = 0,729). The association of VDS and fCal was not significantly different among
the groups DL (p =0.861), DH (p =0.752), and K (p =0.111). Only in the DH (I-J = 2.2
ng/mL*, p = 0.001) there was a significant increase in VDS (TO — T2) detectable. Age (TO:
r=-0.077, p=0.518; T2: r = 0,260, p = 0,130) did not significantly correlate with fCal.
Body mass index was positively correlated with fCal at TO (r = 0.235, p = 0.047%*) and at
T2 (r=0.248, p = 0.036*). Fiber intake was negatively correlated with fCal at TO (r = -
0.296, p = 0.012*) and at T2 (r = -0.335, p = 0.004*). Within this work, no association
was found between vitamin D and fCal (before and after the intervention). The oral ad-
ministration of Vitamin D could slightly increase serum Vitamin D with higher doses
(50.000 IU). FCal was negatively correlated with fiber intake and positively correlated
with BMI. Optimizing the BMI or increasing the intake of dietary fiber could be a better
recommendation for the prevention therapy of inflammatory bowel diseases than vita-

min D administration.
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6 Zusammenfassung

Entziindliche Darmerkrankungen stellen global eine ernstzunehmende Herausforderung
fur die o6ffentliche Gesundheit dar. Gleichzeitig gibt es immer mehr Daten, die eine anti-
entziindliche und immunmodulierende Wirkung von Vitamin D aufzeigen. Die vorlie-
gende Arbeit untersucht daher, ob es einen potenziellen Zusammenhang zwischen dem
Vitamin D im Serum (VDS) und dem intestinalen, fakalen Entziindungsmarker Calprotec-
tin (fCal) gibt und ob weitere Faktoren (Alter, Body-Mass-Index, Ballaststoffaufnahme)
mit der fCal-Konzentration im Zusammenhang stehen. Im Zuge des EU-Co-finanzierten
»,SK-AT Interreg NutriAging“-Projekts erhielten 72 Seniorinnen und Senioren (65 - 85
Jahre) 15 Wochen entweder taglich 800 IU Vitamin D (DL), monatlich 50.000 IU Vitamin
D (DH) oder kein Vitamin D (K) und neben der Erndhrungsintervention (TO—T1) auch ein
Trainingsprogramm (T1 — T2). FCal wurde mittels ELISA gemessen und hinsichtlich der

Serum Vitamin D-Spiegel, dem Alter, dem BMI und der Ballaststoffaufnahme bewertet.

Es konnte keine signifikante Reduktion von fCal durch die Intervention in DL (I-J = 12,9
ug/g, p = 1,000), in DH (I-J =-5,9 ug/g, p = 1,000) und in K (I-J =-14,2 ug/g, p = 0,950)
nachgewiesen werden. Weder zu TO (r = -0,093, p = 0,435) noch zu T2 wurde in DL (r =
0,017, p =0,936), in DH (r = 0,220, p = 0,265) und in K (r = 0,08, p = 0,729) eine signifi-
kante Korrelation zwischen den VDS und der fCal-Konzentration festgestellt. Der Zusam-
menhang von VDS mit fCal unterschied sich nicht signifikant zwischen DL (p = 0,861), DH
(p =0,752), und K (p = 0,111). Der Anstieg der VDS war nur in DH signifikant (I-J = 2,2
ng/ml, p=0,001%). Das Alter (TO:r=-0,077, p=0,518; T2: r=0,260, p = 0,130) korrelierte
nicht signifikant mit fCal. Der Body-Mass-Index war zum Zeitpunkt TO (r= 0,235, p =
0,047%*) und zum Zeitpunkt T2 (r = 0,248, p = 0,036*) positiv mit fCal korreliert. Die Bal-
laststoffaufnahme korrelierte zum Zeitpunkt TO (r = -0,296, p = 0,012*) und zum Zeit-
punkt T2 (r = - 0,335, p = 0,004*) negativ mit fCal. In dieser Arbeit wurde kein Zusam-
menhang zwischen Vitamin D und fCal gefunden (vor und nach der Intervention). In DH
zeigte sich ein geringer Effekt der oralen Vitamin D-Gabe auf die Serum Vitamin D-Spie-
gel. Das fCal ist negativ mit der Ballaststoffaufnahme und positiv mit dem BMI korreliert.
Die Optimierung des BMI oder die Erhéhung der Ballaststoffaufnahme, kénnten zur Pra-
vention bzw. zur begleitenden Therapie bei entziindlichen Darmerkrankungen, empfeh-

lenswerter sein als die Vitamin D-Erganzung.
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