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Problemstellung

1 Problemstellung

Ein Mangel an Vitamin D (VD) korreliert nachgewiesenermafien mit zahlreichen Erkran-
kungen. Darunter fallen nicht nur Knochenerkrankungen, die diesbeziglich lange Zeit im
Fokus der Forschung standen, sondern beispielsweise auch Diabetes, verschiedene Infekti-
onen, einige Auspragungen von Depressionen und vieles mehr. Das dahin gehende For-
schungsinteresse wurde insbesondere geweckt, da durch die Entdeckung von VD-Rezepto-
ren im gesamten Korper und die Beobachtung von Korrelationen niedriger VD-Spiegel mit
zahlreichen Erkrankungen ein ganz praxisrelevanter Anhaltspunkt flr weitere Forschung
gegeben war. In den letzten 10 bis 15 Jahren ist nicht nur in der Populdrmedizin, sondern
auch im Bereich der wissenschaftlichen Publikationen ein regelrechter Boom des Themas
Vitamin D zu beobachten, der sich unter anderem in immer mehr Supplementationsstudien
widerspiegelt. Wie signifikant die Anzahl der Publikationen rund um das Thema Vitamin

D seit 2003 gestiegen ist, zeigt die nachfolgende Abbildung 1.
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Abbildung 1: Anzahl der Publikationen zu VD oder VD-Supplementierung von 2003 bis 2017 (Scragg, 2018)

Ein zentraler Gesichtspunkt dieser Studien ist dabei nicht nur der Zusammenhang zwi-
schen verabreichten VD-Dosierungen und den daraus resultierenden Effekten, sondern sind
auch die tatsachlich erreichten Plasmakonzentrationen, d. h. die Effektivitat und Wirksam-
keit von supplementiertem Vitamin D (Scragg, 2018). Hierfir sind reproduzierbare, exakte
und zuverlassige Messmethoden unabdingbar, die zudem effizient sein missen, d. h. giins-
tig, rasch und praktikabel in der Durchfiihrung. Diese Erfolgsfaktoren von Messmethoden

lassen sich auch auflRerhalb von wissenschaftlichen Studien fir den persénlichen Bedarf
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festhalten — auch wer den persénlichen VVD-Status (ob aus Interesse oder medizinischer
Notwendigkeit) regelmaRig tberprifen will, bendtigt daflr zuverlassige und praktikable
Losungen. Es stellt sich die Frage, wieso die Uberpriifung des VD-Spiegels tiberhaupt von
Bedeutung ist — hierauf l&sst sich schlicht entgegnen, dass dieser durchaus pharmakologi-
sche Aussagekraft besitzt, wie bereits angeklungen ist, weshalb die vorliegende Arbeit auch
auf Zusammenhange zwischen VD-Spiegel und pathologischen Zustdnden eingehen wird
(Kapitel 2.3).

In der Praxis stellen sich diesbeziigliche Untersuchungen als herausfordernd dar, weil
die Ermittlung der Plasmakonzentration alles andere als unkompliziert ist und grof3e Un-
terschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener Testmethoden bestehen. Die Hetero-
genitat der Methoden geht so weit, dass eine Vergleichbarkeit vieler Studien kaum gegeben
ist, was letztlich auch das Festlegen von Referenzwerten erschwert. Erfolgreiche Standar-
disierungen der Methoden waren lange Zeit nicht vorhanden, mittlerweile kdnnen erste
Fortschritte verzeichnet werden. Ein bedeutender Grund fiir unterschiedliche Testergeb-
nisse ist die Tatsache, dass der Begriff Vitamin D eigentlich keine spezifische Substanz,
sondern ein Gemisch aus zahlreichen Metaboliten bezeichnet, die sich zumeist nur in ge-
ringem Mafe unterscheiden. Dies fiihrt einerseits dazu, dass die Messung einer spezifi-
schen Substanz erschwert wird, andererseits wirft es die Frage auf, welche Metaboliten
eigentlich gemessen werden sollen. Zudem erschweren individuelle Unterschiede in der
Plasmaproteinbindung und andere Einflussfaktoren die VD-Analytik. Die heute gangigsten
Methoden ebendieser sind Immunoassays, gefolgt von massenspektroskopischen sowie
chromatografischen Methoden und Competitive Protein Binding Assays. Da die Testprin-
zipien sich wesentlich untereinander unterscheiden, stellt sich die Frage, ob daraus auch
Unterschiede in den Messergebnissen resultieren und was deren Ursachen sind. Unbestrit-
ten ist, dass, vermutlich nicht zuletzt aus finanziellem Interesse, zahlreiche Bemihungen
zur Verbesserung der Analytik bestehen.

Die vorliegende Arbeit mochte sich der Vielfalt der Messmethoden zur Bestimmung
der Plasmakonzentration widmen und herausarbeiten, wie sich diese verschiedenen Metho-
den voneinander unterscheiden. Ziel ist es, auf Grundlage theoretischer Abhandlungen dar-
zustellen, welche der Testmethoden am besten geeignet ist, um die Anforderungen an eine

zuverlassige Bestimmung der VD-Konzentration zu erfillen, indem die Vor- und Nachteile
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der einzelnen Methoden gegentibergestellt werden. Neben umsetzungspraktischen Aspek-
ten der einzelnen Testmethoden wird dabei auch auf die Kosten und die Durchsatzmenge
der einzelnen Methoden eingegangen. Als empirischer Beitrag zum bestehenden For-
schungsdesiderat wird zudem eine Testreihe initiiert, innerhalb derer verschiedene, in Apo-
theken frei erhéltliche Testmethoden geprift werden, wobei unter anderem deren Reprodu-
zierbarkeit von groRem Interesse ist. Um diesen forschungspraktischen Ausfiihrungen eine
fundierte theoretische Grundlage voranzustellen, wird die Arbeit sich zunachst der Physio-
logie von Vitamin D widmen und dessen Wirkung auf den menschlichen Koérper darstellen.
AuRerdem wird veranschaulicht, welche Folgen ein Mangel an Vitamin D fiir den mensch-
lichen Koérper hat, woraus sich letztlich die Relevanz einer ausreichenden VD-Versorgung

ergibt.
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2 Vitamin D

Das nachfolgende Kapitel soll zunachst das Vitamin D als solches darstellen sowie auf
dessen Physiologie eingehen. AnschlieRend wird die Wirkung von Vitamin D im mensch-
lichen Kdrper untersucht sowie dargestellt, welche pathologischen Entwicklungen aus ei-
nem Mangel an Vitamin D resultieren kénnen.

Was allgemeinsprachlich als Vitamin D bezeichnet wird, bezeichnet in der Biochemie
eine zu den Secosteroiden gehdrende Gruppe von fettléslichen Vitaminen. Diese spielen
vor allem fur den Calciumstoffwechsel eine bedeutende Rolle, sind jedoch auch in anderen
Kdrpervorgéngen ganz maRgeblich beteiligt (Yin et al., 2019). Ob Vitamin D tberhaupt als
Vitamin im traditionellen Sinne bezeichnet werden kann, ist zumindest der ganz Kklassi-
schen Definition nach umstritten — die Kategorisierung als Vitamin setzt voraus, dass der
menschliche Organismus den entsprechenden Stoff nicht in ausreichender Menge, also be-
darfsdeckend, selbst synthetisieren kann (Dilg, 2005). Die bedarfsdeckende Synthetisie-
rung von Vitamin D ist jedoch durchaus mdglich. So kénnen die physiologisch wirksams-
ten Vertreter Calcitriol (Vitamin D2) und Cholecalciferol (Vitamin D), deren Struktur in
der nachfolgenden Abbildung 2 dargestellt ist, unter Einfluss von UV-B-Strahlung synthe-

tisiert werden, worauf nachfolgend noch néher einzugehen sein wird.

2.1 Physiologie von Vitamin D

Hinsichtlich der Physiologie der D-Vitamine muss unterschieden werden zwischen Vita-
min D2, das vom menschlichen Organismus ausschlie3lich oral durch den Verzehr von
Pflanzen und Pilzen aufgenommen wird, und Vitamin D3, das in der Haut gebildet wird,
aber ebenfalls oral aufgenommen werden kann. Der Mensch deckt seinen Bedarf an Cal-
ciferol, also der Gesamtheit der D-Vitamine, hauptséachlich durch kutan gebildetes Vitamin

D3 mit einem Anteil von bis zu 95 %.
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Abbildung 2: Strukturen von 10,25-Dihydroxyvitamin D3 (1,25D3) und 1a¢,25-Dihydroxyvitamin D2 (1,25D2) (Nachliely et al., 2016)

2.1.1 Endogene Synthese

Die Synthese dieses kutan gebildeten Vitamin D3 wird in Gang gesetzt, indem UV-B-
Strahlung mit einer Wellenlange von 280 bis 320 nm auf die Haut trifft und die fotochemi-
sche Umwandlung von 7-Dehydrocholesterol, dem sogenannten Provitamin D3, in das che-
misch instabile Pravitamin D3 in Gang setzt. Dieses wiederum isomeriert in einer zeit- und
temperaturabhéngigen Reaktion zu Vitamin D3 (Holick, 2018). Die Umwandlung des 7-
Dehydrocholesterol in Pravitamin D3 ist stark davon abhangig, wie die Wellenlédnge der
UV-Strahlung ausgestaltet ist, beruht also auf externen und durch den Menschen nicht be-
einflussbaren Faktoren. Die nachfolgende Abbildung arbeitet die Fotochemie des Vitamin

D3 grafisch auf.
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Abbildung 3: Fotochemie von Vitamin D3 (Shah, 2018)

Fur die starke Abhangigkeit der Bildung des Pravitamin D3 von der Wellenlange des
UV-Lichts lassen sich grundsétzlich drei Einflussfaktoren herausarbeiten:

(i) Die Fotolyse des 7-Dehydrocholesterol sinkt mit steigender Wellenlange, da mit
ebendieser auch die durch die UV-Strahlung entstehende Energie sinkt.

(i)  Bei einer zu hohen Wellenlange von tber 300 nm findet sogar eine verminderte
Synthese des Vitamins statt, da das Pravitamin D3 stattdessen in Toxisterole
umgewandelt wird.

(iii)  Auch kann es bei héheren Wellenldngen zu einer verminderten Syntheserate
kommen, da hohe Wellenlangen die irreversible Fotolyse von Vitamin D3 zu
Suprasterol triggern.

Das Aktionsspektrum der Umwandlung weist dementsprechend ein maximales Poten-
zial im Bereich von etwa 298 nm auf, wie aus der nachfolgenden Abbildung zu entnehmen

ist.
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Abbildung 4: Abhangigkeit der Fotochemie von Vitamin D3 von der Wellenlange der UV-Strahlung (Lehmann 2012)

Neben den &ulReren Faktoren, die soeben bereits eingegrenzt wurden und die neben der
Auspragung der UV-Strahlung auch von der allgemeinen Wetterlage und der Bewdlkung,
dem Einfallswinkel der Sonne, dem Ozongehalt der Luft und etwaiger Luftverschmutzung
beeinflusst werden, lassen sich auch individuelle Faktoren eruieren, die darauf einwirken,
wie effizient die kutane Synthese von Vitamin D3 ablduft. Dazu gehéren etwa die Korper-
temperatur, der Hauttyp und das Alter, Korpergewicht und Kleidungsgewohnheit, der
(Nicht-)Gebrauch von Sonnenschutzmitteln, aber auch die kutan bereits vorhandene Kon-
zentration von 7-Dehydrocholesterol. Fraglich ist an dieser Stelle somit, woraus sich die
kutane Konzentration von 7-Dehydrocholesterol ergibt, das schliellich die Ausgangssub-
stanz fur die fotochemische Synthese darstellt und ohne das somit kein Vitamin D3 synthe-
tisiert werden kann. Dieses wird auf Grundlage einer mehrstufigen Synthese direkt kutan
gebildet.

Der gesamte Prozess findet in der Plasmamembran von Hautzellen statt, wovon das
entstandene Vitamin D3 schlieBlich in den extrazellularen Raum wandert und an VDBP
gebunden zur Leber transportiert wird und weiteren Reaktionen unterliegt (Karras et al.,

2018).



Vitamin D

Der Transport von 25(OH)VD im Blutplasma erfolgt groRtenteils gebunden an VDBP,
dem Vitamin-D-Binding-Protein. In weit geringerem MaRe ist 25(OH)VD an Albumin ge-
bunden. Nur 0,03 Prozent liegt in ungebundener Form vor. Das Protein hat auch Affinitat
zu 1,25-(OH)VD, die aber aufgrund der zweiten Hydroxy-Gruppe wesentlich geringer ist
(Tsuprykov et al., 2018).

2.1.2 Aufnahme Uber die Nahrung

Wie bereits angeklungen ist, unterscheidet sich die Physiologie der D-Vitamine dahin ge-
hend, dass Vitamin D3 kutan gebildet werden kann und dementsprechend nicht (ausschliel3-
lich) Gber die Nahrung zugefiihrt werden muss. Anders gestaltet es sich jedoch bei Vitamin
D2, das vom menschlichen Organismus ausschlielich oral durch den Verzehr von Pflan-
zen und Pilzen aufgenommen wird.

Damit diese orale Aufnahme tberhaupt maoglich ist, muss nattrlich zunéchst Vitamin
D2 in den zu verzehrenden Pflanzen und Pilzen enthalten sein. Die Vitamin-D2-Produktion
funktioniert dort &hnlich wie beim Menschen, indem aus Ergosterol unter der Einwirkung
von UV-B-Strahlung der Sonne das Vitamin gebildet wird. Wie bei der Bildung von Vita-
min D3 wird erst der B-Ring des Ergosterols durch UV-Strahlung aufgebrochen, die — wie
in Kapitel 2.1.1 bereits dargelegt — in einem bestimmten La&ngenbereich zu verorten sein
muss. Das so entstandene Pravitamin D2 isomeriert unter Warmeeinwirkung schlieRlich zu
Vitamin D2 und wird vom Menschen (ber die Nahrung aufgenommen (Bikle, 2014).

Die nachfolgenden Erlauterungen beziehen sich sowohl auf Vitamin D3 als auch auf
Vitamin D2, da diese sich hinsichtlich der Aufnahme Uber die Nahrung nur unwesentlich
unterscheiden, insbesondere zunédchst dadurch, dass Vitamin D2 eben nur tber die Nahrung
aufgenommen werden kann, Vitamin D3 jedoch nur supplementiert werden muss, wenn
beispielsweise die in der Sonne verbrachte Zeit nicht ausreichend war fir eine optimale
Vitamin-D3-Synthese (Bikle, 2014).

Als Empfehlung fir die Menge an oral aufgenommenem Vitamin D werden 10 bis 15
pg taglich fur einen Erwachsenen veranschlagt, wobei diese Werte ,,auf der Annahme mi-
nimaler Sonneneinstrahlung und folglich begrenzter Mengen an vom Korper selbst gebil-
detem Vitamin D* (efsa, 2016) basieren und anzupassend sind, sofern die entsprechende

Person regelméfRig Zugang zu optimalen Sonnenbedingungen hat.
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Die nachfolgende Tabelle gibt zun4chst einleitend einen Uberblick dartiber, in welchen

Lebensmitteln welche Menge an Vitamin D gefunden und aufgenommen werden kann.

Tabelle 1 vitamin-D-Gehalt verschiedener Lebensmittel (Souci, 2016)

Nahrungsmittel Vitamin-D-Gehalt in Mikrogramm
pro 100 g
Hering 7,8-25
Lachs 16
Hihnereigelb 5,6
Makrele 4
Margarine 2,5-7,5
Pfifferlinge 2,5-7,5
Eierschwammerl 2,1
Champignons 1,9
Rinderleber 1,2
Lebertran 170

Die der Tabelle zu entnehmenden Daten machen deutlich, dass die Menge an Vitamin
D in den einzelnen Lebensmitteln erheblich schwankt, je nach Ernahrungsweise also kei-
neswegs automatisch eine gute Versorgung mit ebendiesen Vitaminkomplexen sicherge-
stellt ist — mit verheerenden Folgen fir die Gesundheit, wie spater noch dargestellt werden
wird. So zeigt sich unter anderem, dass besonders Lebensmittel, die eben gerade nicht in
grofRen Mengen verzehrt werden, hervorragende Vitamin-D-Lieferanten sind. So kann als
idealtypischer Vitamin-D-Lieferant Lebertran angefuhrt werden — dieser wird aber Ubli-
cherweise nicht in groReren Mengen verzehrt, sodass sich die praktische Bedeutung dieses
verhaltnismaRig hohen Vitamin-D-Haushalts in Grenzen halt. Insbesondere Fisch, vor al-
lem Arten, die sich durch einen hohen Fettgehalt auszeichnen, und vereinzelte Milchpro-

dukte sowie Pilze sind dementsprechend Bestandteil einer Erndhrung, die eine ausrei-
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chende Versorgung mit Vitamin D sicherzustellen versucht. In den modernen Industrie-
staaten wird einem Vitamin-D-Mangel, der sich unter anderem durch vermehrten Aufent-
halt in geschlossenen Raumen ergibt, aber auch durch supplementierte Lebensmittel be-
gegnet. So gibt es beispielsweise Margarine oder verschiedene Milchgetrénke, denen Vita-

min D zugesetzt wird.

2.1.3 Vitamin D und Knochen

Im menschlichen Organismus spielt Vitamin D insbesondere eine Rolle fiir den Knochen-
stoffwechsel. In diesem kann beobachtet werden, dass bei einer sinkenden Calcium-Plas-
makonzentration durch die Nebenschilddriise Parathormon freigesetzt wird. Dieses Neben-
schilddrisenhormon ist vorrangig fur die Verteilung bzw. Verlagerung von Calcium zu-
standig und kontrolliert die Calciumausscheidung. Eine Regulierung des Calciumhaushalts
nach oben und unten findet also stets unter Einbezug von Parathormon statt. Sinkt die Cal-
ciumproduktion, stimuliert es die renale VD-Hydroxylase, was zu einer vermehrten
1,25(0OH)2-Produktion fiihrt und den Calciumhaushalt wieder auf einem moglichst optima-
len Niveau stabilisiert (Gallieni et al., 2009).

1,25(0OH)2VD flhrt durch Bindung in Intestinalzellen zur Expression von Calcium-
Binding-Protein, das wiederum den Transport von Calcium aus dem Intestinalraum durch
die Zelle Richtung Extrazellularraum reguliert und somit die Versorgung des Organismus
mit Calcium verbessert (Audran, 1985). In den Osteoblasten stimuliert Vitamin D die Pro-
duktion von RANKL (Receptor Activator Nuclear Factor-kB Ligand), welcher an den
RANK-Rezeptor bindet und dadurch einerseits die Produktion von Osteoklasten, anderer-
seits die Aktivierung von ruhenden Osteoklasten aktiviert. Diese sind wiederum gemein-
sam mit Parathormon fir die Bereitstellung von Calcium aus dem Knochen zustandig (Aud-
ran, 1985).

Ein funktionaler Knochenstoffwechsel ist im menschlichen Organismus insbesondere
in den Wachstumsphasen der Kindheit und Jugend von hoher Bedeutung — funktioniert
dieser nicht optimal, sind beispielsweise rachitische Knochenverformungen die Folge. Der
Prozess des Aufbaus und Wachstums des menschlichen Skeletts bis ins Erwachsenenalter
wird als Modeling bezeichnet. Dariiber hinaus ist aber auch im Erwachsenenalter ein Kno-
chenstoffwechsel aktiv, der sich nun dem Remodeling widmet, indem er etwa den Kno-

chenmasseverlust verhindert, Briiche ausheilt und Ahnliches. Auch wenn Calcium als zent-
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rales Mineral des menschlichen Korpers gewissermalien die Hauptrolle im Knochenstoff-
wechsel spielt, wird ebendieser erst durch eine optimale Versorgung mit VVitamin D ermdg-
licht (Gallieni et al., 2009).

2.1.4 Extraskelettale Wirkungen von Vitamin D
Doch auch aufRerhalb des Knochen- bzw. Calciumstoffwechsels spielt Vitamin D eine ent-
scheidende Rolle im menschlichen Organismus, was unter anderem die Vielzahl der toxi-
kologischen Phédnomene zeigt, die bei einem Vitamin-D-Mangel zu beobachten sind. Da
auf diese in Kapitel 2.2 noch im Detail einzugehen sein wird, soll an dieser Stelle nur ein
knapper Einblick in die extraskelettalen Wirkungen von Vitamin D gegeben werden.

Die nachfolgende Abbildung zeigt einen an DNA gebundenen Vitamin-D-Rezeptor,

wobei die magentafarbene Struktur das Vitamin D darstellt.

Abbildung 5: Vitamin-D-Rezeptor gebunden an DNA (Goodsell, 2012)

Die DNA dient als Tréger aller Informationen im menschlichen Organismus — dass
Vitamin-D-Rezeptoren an ebendiese gebunden sind, verdeutlicht dementsprechend, dass
sie ubiquitér in den verschiedensten Geweben aufzufinden sind und keineswegs nur im
Knochenstoffwechsel eine Rolle spielen. So lieRen sich beispielsweise Wirkungen auf die
Funktionsweise und das Gesunderhalten des Herzmuskels, die Immunzellen sowie Zellen,
die fur die kardiovaskuldre Homoostase mitverantwortlich sind, beobachten und auch in-
nerhalb von Zellen, die an der sexuellen Produktion beteiligt sind, lieR sich die Einfluss-

nahme von Vitamin D mittlerweile belegen (Bouillon, 2018).
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Zudem konnte belegt werden, dass Vitamin D die Proliferation und Differenzierung
der meisten Zellen des menschlichen Organismus beeinflusst. Ebendiese Mechanismen der
Beeinflussung werden oftmals herangezogen, um einen kausalen Zusammenhang zwischen
dem Status der Vitamin-D-Versorgung und der Entstehung verschiedener Krankheitsbilder
abzuleiten, wie es auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch unternommen werden
soll (Bouillon, 2018).

2.2 VD-Mangel und Toxikologie

Nach diesem ersten Einblick in die Wirkweisen von Vitamin D im menschlichen Organis-
mus soll nachfolgend darauf eingegangen werden, was in ebendiesem Organismus passiert,
wenn eine ausreichende Versorgung mit Vitamin D eben gerade nicht gegeben ist — was
absolut keine Ausnahme darstellt. Es kann davon ausgegangen werden, dass etwa die Halfte
der gesamten Weltbevolkerung die Zielwerte fur eine ausreichende Versorgung mit Vita-
min D nicht erreicht, wie der nachfolgenden Abbildung zu entnehmen ist (Palacios & Gon-
zalez, 2014).
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Abbildung 6: Globale Ubersicht tber den Status der Vitamin-D-(Mangel)-Versorgung (Palacios & Gonzalez, 2014)
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Ohne auf die dargestellten Werte im Detail eingehen zu wollen, sei zunéchst erwahnt, dass
ein Vitamin-D-Wert von unter 50 nmol/l als Vitamin-D-Mangel bezeichnet werden kann —
Né&heres zu den Grenzwerten kann Kapitel 2.4 entnommen werden. In der Grafik ist dieser
Bereich durch die schwarzen und dunkelgrauen Felder gekennzeichnet, deren prozentualer
Anteil in nahezu jedem Land besorgniserregend hoch ist. Eine Unterversorgung kann bis
zu einem Wert von 80 nmol/l angenommen werden, weshalb sich die Grafik dahin gehend
als ungenau erweist — so kénnen die hier als unproblematisch markierten hellgrauen Berei-
che weiterhin Stichprobenanteile mit einer (leichten) Vitamin-D-Unterversorgung enthal-
ten. Die Normal- und Optimalwerte sind im Bereich von 80 bis 150 nmol/l zu verorten,
erlauben also schon eine relativ groRe Spannbreite an Werten, die dennoch von einem ho-
hen Anteil der globalen Bevolkerung nicht erreicht wird (Palacios & Gonzalez, 2014).

Deutlich wird bei Betrachtung der Grafik auch, dass es insbesondere westliche Indust-
riestaaten sind, deren Stichproben auf eine (drastische) Mangelversorgung mit Vitamin D
hindeuten. Dies kann unter anderem damit begriindet werden, dass viele Menschen in der
modernen Arbeits- und Lebenswelt nicht mehr ausreichend Zeit im Freien verbringen, um
ausreichend Vitamin D unter UV-B-Strahlung zu synthetisieren (Nair & Maseeh, 2012).
Auch Sonnenstunden in den jeweiligen klimatischen Bedingungen spielen selbstverstand-
lich eine Rolle. So wurde beispielsweise im Rahmen einer Studie in Deutschland gemessen,
dass im Sommer ein Anteil von 8 % der Gesamtbevdlkerung eine Vitamin-D-Konzentra-
tion im Blut von unter 12 ng/ml aufweist, was einer absoluten Mangelversorgung entspricht
und, Bezug nehmend auf die Grafik, dem Bereich von unter 50 nmol/l zuzuordnen ist. Im
Winter stieg der Anteil der drastisch mangelversorgten Personen jedoch auf 52 %, da eine
ausreichende Sonneneinstrahlung nicht mehr gegeben ist und der Stellenwert einer ausge-
wogenen und Vitamin-D-reichen Erndhrung dementsprechend zunimmt — wird diese Ver-
anderung im Umfeld nicht in eine Veranderung der Erndhrungsgewohnheiten tberfiihrt,
tritt eine Mangelversorgung ein (Smollich, 2019).

Ahnlich erschreckende Werte zeigte auch eine rezente Studie im Osterreichischen
Raum, bei der herausgefunden wurde, dass 14 % der erwachsenen Bevélkerung eine Vita-
min-D-Konzentration im Blut von unter 10 ng/ml aufweisen und weitere immerhin 24 %
bei einem Wert von bis zu 20 ng/ml zu verorten sind. Unter Seniorinnen und Senioren
steigerten sich diese Werte sogar noch auf 22 bzw. 44 % (Empfehlungen Vorsorgeuntersu-
chung, 2019).
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2.2.1 Einflussfaktoren auf den VD-Spiegel

Welche Faktoren den Vitamin-D-Spiegel im menschlichen Organismus beeinflussen, ist im
Rahmen der Arbeit bereits angeklungen, soll an dieser Stelle jedoch noch einmal zusam-
mengefasst werden, um anschliefend zu moglichen Folgen einer Mangelernahrung tber-
leiten zu konnen.

Zum einen ist die Quantitat der UV-B-Exposition als zentraler Einflussfaktor auf den
Vitamin-D-Spiegel zu benennen. Auch diese lasst sich wieder auf eine Vielzahl verschie-
dener Faktoren zurtickfiihren, bei denen an erster Stelle die personlichen Lebensgewohn-
heiten des Individuums zu nennen sind, also etwa die Ernéhrung, eine weitgehende Ver-
hillung der Haut bei Aufenthalt im Freien, die Art der gewéahlten Kleidung (z. B. engma-
schige Stoffe oder dunkle Kleidung, die UV-B-Strahlung in besonders hohem Male blo-
ckiert) oder schlicht die Dauer des Aufenthalts im Freien. Auch Umweltfaktoren wie eine
Hohenlage oder die klimatischen Bedingungen vor Ort nehmen Einfluss darauf, welchen
Mengen an UV-B-Strahlung ein Mensch ausgesetzt ist (Azrielant & Shoenfeld, 2017).

Auch korperliche Eigenschaften beeinflussen den Vitamin-D-Spiegel signifikant. So
korreliert etwa eine hdhere Kdrpertemperatur mit einer erhdhten subkutanen Vitamin-D-
Produktion. Ein hoher Korperfettanteil geht hingegen mit einem verringerten Versorgungs-
status einher. Auch diverse genetische Dispositionen, die vorliegend nicht im Detail aus-
gefiihrt werden kdnnen, vor allem aber Nieren- und Lebererkrankungen sowie granulomat-
0se Erkrankungen bedingen einen verringerten Vitamin-D-Status, da sie meist zu einer Ma-
labsorption fuhren. Auch Alter und Geschlecht spielen eine zentrale Rolle bei der Vitamin-
D-Versorgung (Tsiaras & Weinstock, 2011) — so tendieren etwa postmenopausale Frauen
zu einem niedrigeren Status der Vitamin-D-Versorgung, ebenso wie Menschen wahrend
der Schwangerschaft (Grober & Kisters, 2012). Nicht zuletzt konnte auch fir eine dunklere
Hautfarbe bewiesen werden, dass sie mit einer verminderten Vitamin-D-Korrelation korre-
liert (Azrielant & Shoenfeld, 2017).

2.2.2 Kritik an Studien zu Vitamin D

Der theoretische Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen einer Literaturdurch-
sicht erarbeitet, beruht also ausschlielich auf fremder Forschung. Umso wichtiger er-
scheint es, ebendiese kritisch einzuordnen. Im nachfolgenden Kapitel 2.2.3 soll darauf ein-
gegangen werden, welche Folgeerkrankungen sich aus einer Mangelversorgung mit Vita-

min D ergeben kénnen. Um ebendiese Wechselwirkungen zwischen Vitamin-D-Haushalt
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und dem Gesundheitszustand bewerten zu konnen, soll zunéchst kurz dargestellt werden,
welchen Limitationen Studien zur Vitamin-D-Versorgung und ihren Auswirkungen oft-
mals unterworfen sind.

So kann zundchst festgehalten werden, dass Studien Uber die Effekte einer Supplemen-
tierung mit Vitamin D zumeist von Beobachtungen hinsichtlich einer Korrelation eines ver-
minderten Vitamin-D-Spiegels mit verschiedenen Erkrankungen inspiriert sind. Oft nur
mangelhaft betrachtet wird dabei der Unterschied zwischen Kausalitat und Korrelation
(Jorde et al., 2016). Es ist beispielsweise moglich, dass gesunde Menschen nicht wegen des
hohen Vitamin-D-Spiegels gesund sind, sondern wegen ihres gesunden Lebensstils einen
hohen VVD-Spiegel haben: Sportliche Menschen verbringen oft mehr Zeit in der Sonne, eine
gesunde Ernahrung enthélt tendenziell mehr Vitamin D (Jorde et al., 2016). In umgekehrter
Betrachtung gilt analog: Bei krankheitsbedingten Entziindungsprozessen kann es durch
diese ebenso zur Abnahme der Vitamin-D-Werte kommen und dadurch der Eindruck eines
kausalen Zusammenhangs zwischen VD und verschiedenen Erkrankungen entstehen, der
jedoch nicht tatsachlich kausal sein muss (Autier et al., 2014; Macdonald et al., 2018).
Letztlich zeigt diese Limitation auf, in welches komplexe Zusammenspiel im menschlichen
Organismus sich Vitamin D einfigt.

Amrein (2019) beklagt auch die mangelnde Aussagekraft vieler Studien zu Vitamin-
D-Mangel und Supplementierung und die dadurch sehr uneinheitlichen Schlisse, die aus
ebendiesen gezogen werden: Viele Studien seien Beobachtungsstudien und kénnten daher
keinen kausalen Zusammenhang feststellen. Ein Grof3teil der Interventionsstudien sei me-
thodisch unzureichend und héatte zu wenige Menschen mit tatsdchlichem Vitamin-D-Man-
gel eingeschlossen, oder die Studienteilnehmer waren nicht représentativ. Ebenso waren
teilweise die Vitamin-D-Spiegel nicht ausreichend gemessen worden (Amrein, 2019). Zu-
dem ware zu bedenken, dass die verabreichten VD-Dosen oder die zeitliche Lange der Stu-
dien zu gering sein kdnnten, um tatséchlich legitime Schliisse zu ziehen (Jorde et al., 2016).
Nicht zuletzt kann eine mangelhafte Standardisierung der Vitamin-D-Testmethoden zu ho-
hen Variationen fuhren (Macdonald et al., 2018).

2.2.3 Folgeerkrankungen
Nach dieser kritischen Einordnung der Studienlage zum Vitamin-D-Mangel soll nachfol-
gend auf die moglichen Folgeerkrankungen, die ein solcher nach sich ziehen kann, einge-

gangen werden. Vitamin-D-Mangel ist als solcher oft asymptomatisch, kann bei langeren

15



Vitamin D

Mangelzustédnden aber anhand einer typischen Symptomatik vermutet werden. Dazu zéhlen
etwa Knochenbeschwerden, Muskelschmerzen, chronische Abgeschlagenheit, Arthritisnei-
gung, Muskelschwache und, vor allem bei alteren Frauen, Schmerzen im unteren Riicken
(Bordelon, Ghetu, & Langan, 2009). Um die signifikanten Auswirkungen eines mangelhaf-
ten Vitamin-D-Status auf den menschlichen Korper zu verdeutlichen, werden die bekann-
ten Symptompakete nachfolgend naher ausgefiihrt.

2.2.3.1 Knochenerkrankungen

Die Korrelation zwischen Vitamin-D-Status und muskuloskelettalen Beschwerden ist evi-
dent. Studien belegen den positiven Effekt einer Vitamin-D-Supplementierung auf Kno-
chendichte und Osteomalazie bei Menschen mit einem klaren Vitamin-D-Mangel mit Wer-
ten bis zu 12 ng/ml. Die Sinnhaftigkeit einer Supplementierung bei héheren Werten ist
umstritten (Macdonald et al., 2018).

Eine gangige Empfehlung zur Pravention von Sturzen und Huftfrakturen ist die Gabe
von 800 bis 1.000 IU pro Tag. Bei einer kritischen Betrachtung von vier Metaanalysen zum
Thema wird festgestellt, dass diese Supplementierung bei alteren Personen ab einem Alter
von 65 Jahren mit einem erhéhten Risiko fir Vitamin-D-Mangel und Frakturen zu empfeh-
len ist. Diese kann auch per wochentliche oder monatliche Bolusgabe erfolgen. Vor einer
einmal jahrlich gegebenen, hohen Bolusgabe wird gewarnt, da diese vermutlich das Frak-
tur- und Sturzrisiko sogar erhoht und keine gleichbleibend ausreichende Versorgung mit
Vitamin D gewidbhrleistet (Bischoff-Ferrari, 2019).

2.2.3.2 Kardiovaskulare Ereignisse
Vitamin D leistet einen Beitrag zur kardiovaskuldren Gesundheit: Es dampft das Renin-
Angiotensin-System, fordert die Freisetzung von endothelialem NO und senkt das Auf-
kommen von Entzindungsmarkern (Riek, Rajagopal, & Bernal-Mizrachi, 2018).
Vitamin-D-Mangel korreliert dementsprechend auch mit kardiovaskuléren Risikofak-
toren. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2018 sieht eine Verbesserung von Faktoren wie Blut-
hochdruck, Hypercholesterindmie etc. bei ausreichender Versorgung mit Vitamin D und
empfiehlt eine Tagesdosis von mindestens 4.000 IU, respektive einen Serumspiegel von
mindestens 86 nmol/L (34,4 ng/ml), um kardiovaskuldren Vorféllen vorzubeugen
(Mirhosseini, Rainsbury, & Kimball, 2018).
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Eine Studie mit Gber 25.000 Teilnehmern, die tber 5 Jahre verfolgt wurden, konnte
hingegen keinen Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Supplementierung und dem Eintre-
ten von drastischen kardiovaskularen Ereignissen wie Herzinfarkt, Schlaganfall und Herz-
tod finden. Eine Metastudie, die 21 RCTs (inklusive der letztgenannten) mit tber 83.000
Teilnehmern beurteilte, konnte ebenso keinen Effekt auf kardiovaskulare Outcomes fest-
stellen (Barbarawi et al., 2019). Auch hier muss dementsprechend zweifelsohne kritisch
festgehalten werden, dass ein ausreichender Vitamin-D-Status zwar unterstutzend auf die
kardiovaskulare Gesundheit einwirken kann bzw. Voraussetzung fur ebendiese ist, ihm

aber keine ,Allheilwirkung‘ zugesprochen werden darf.

2.2.3.3 Infektionen

Ahnlich verhalt es sich beim Zusammenspiel von Infektionen und einem ausgeglichenen
Vitamin-D-Spiegel. Epidemiologische Beobachtungen zeigen einen Zusammenhang zwi-
schen einem zu geringen Vitamin-D-Spiegel und Infektionen, insbesondere solchen des
respiratorischen Systems. Dies l&sst sich darauf zurlckfihren, dass Vitamin D sowohl fur
das angeborene als auch das erworbene Immunsystem eine zentrale Rolle spielt: Es verbes-
sert die Effektorzellantwort von T-Lymphozyten, hat immunsuppressive Effekte auf B-
Lymphozyten, induziert eine Erregerelimination in den Makrophagen und hemmt NF-kB
(Kamen & Tangpricha, 2010).

Eine vietnamesische Studie konnte keinen Effekt von Vitamin-D-Supplementierung
mit 14.000 IU pro Woche fur 8 Monate auf die Inzidenz von Influenza, aber eine leichte
Reduktion anderer viraler Infektionen bei Kindern feststellen. Der Anteil an Teilnehmern
mit einem Vitamin-D-Spiegel unter 20 ng/ml lag jedoch bei unter 17 %, was Zweifel an
der sinnvollen Zusammensetzung der Studiengruppe aufkommen l&sst (Loeb et al., 2019).

In einer Metastudie von 25 RCTs wurde festgestellt, dass die Supplementierung mit
20 bis 50 pg/d Vitamin D taglich oder entsprechend wochentlich die Anfalligkeit fiir akute
Infektionen des Respirationstraktes abhangig von der anfanglich gemessenen 25-Hydro-
xyvitamin D-Konzentration signifikant verringert. Der deutlichste Effekt konnte bei der
Gruppe beobachtet werden, die zu Beginn eine Vitamin-D-Konzentration von unter 10
ng/mL aufwies (NNT = 4). Bei Ausgangskonzentrationen von 10 bis 28 ng/ml wurde eine
NNT von 15 festgestellt. Bei hoheren Ausgangswerten konnte kein weiterer Effekt beo-
bachtet werden (Martineau et al., 2017).
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Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2019 arbeitete einen signifikant positiven Effekt von
Vitamin-D-Supplementation auf Anfélligkeit und Schwere von akuten Infektionen des Re-
spirationstrakts heraus. Der groite Effekt trete dabei bei Menschen mit einer Vitamin-D-
Ausgangskonzentration von bis zu 15 ng/ml auf. Bei Ausgangskonzentrationen bis 24
ng/ml sei ein geringerer Effekt zu beobachten. Die Autoren beklagen eine hohe Heteroge-
nitadt der miteinbezogenen Studien, auch aufgrund der Ungenauigkeit der verschiedenen
Messmethoden, wie in Kapitel 2.2.2 bereits angeklungen ist (Pham et al., 2019).

2.2.3.4 Autoimmunerkrankungen

Ein Mangel an Vitamin D wird h&ufig bei Menschen mit verschiedenen Autoimmunerkran-
kungen festgestellt, etwa beim Eintreten und Fortschreiten von Multipler Sklerose, Typ-1-
Diabetes und rheumatoider Arthritis. Es werden verschiedene pathophysiologische Mecha-
nismen postuliert, der genaue Zusammenhang ist letzten Endes unklar (Azrielant & Shoen-
feld, 2017). Wie bereits erwéhnt, ist das Herausarbeiten des Ursache-Wirkung-Zusammen-
hangs oft schwierig und es bleibt zumeist unklar, ob Vitamin-D-Mangel eine Folge der
Autoimmunerkrankungen ist, weil diese etwa mit einer Malabsorption einhergeht, oder
eine andersgeartete Korrelation oder Kausalitat vorliegt.

So erschweren etwa Variationen der Multiplen Sklerose (MS) die Beurteilung der
genauen Rolle von Vitamin D bei MS. Es gibt Studien, die einen positiven Effekt von Vi-
tamin-D-Supplementation auf Symptome der MS zeigen, aber auch solche, die keinen po-
sitiven Effekt belegen konnten (Harrison, Li, Jeffery, Karim Raza, & Hewison, 2019). Eine
Cochrane-Metastudie kommt diesbeztiglich zum Schluss, dass trotz einiger epidemiologi-
scher Studien, die einen Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Spiegel und MS sehen, die
Datenlage keine eindeutigen Indizien fur die Wirksamkeit einer Supplementierung zeigt.
Ob eine Supplementierung bei Vitamin-D-Mangel fur Personen mit Autoimmunerkran-
kung sinnvoll (bzw. sinnvoller als ohnehin bei gesunden Personen schon) ist, konnte auf-
grund unzureichender Studien nicht beurteilt werden (Jagannath et al., 2018).

Ahnlich gestaltet sich die Studienlage hinsichtlich entztindlicher Darmerkrankun-
gen: Trotz einiger Studien, die sich mit dem Zusammenhang dieser mit der Vitamin-D-
Versorgung widmen, ist nicht klar, ob nur eine Korrelation oder ein kausaler Zusammen-
hang von vermindertem Vitamin-D-Status und dem Auftreten von entziindlichen Darmer-

krankungen besteht (Harrison et al., 2019).
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Etwas eindeutigere Ergebnisse scheint es hinsichtlich der Diabetes Typ 1 zu geben. So

konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass eine Supplementierung im ersten Lebens-
jahr das Risiko flr ein spateres Auftreten von Typ-1-Diabetes verringern kann (Harris,
2004).
Auch bei rheumatoider Arthritis konnte festgestellt werden, dass diese mit einem Vitamin-
D-Mangel zu korrelieren scheint. Unklar ist jedoch, inwiefern sich eine Supplementierung
auf die Auftretenswahrscheinlichkeit oder eine potenzielle Verbesserung auswirkt (Harri-
son et al., 2019).

Grundsétzlich l&sst sich hierzu anfuhren, dass insbesondere die Wirksamkeit einer Vi-
tamin-D-Supplementierung bei Autoimmunkrankheiten an vielen Stellen bisher unklar ist.
Da jedoch Vitamin D erst bei sehr hohen Konzentrationen gesundheitsschadliche Folgen
fir den menschlichen Kdérper haben kann und ansonsten einfach ohne Folgen abgebaut
wird, wird die Supplementierung mit 800 bis 1.000 1U/d fur Patienten mit Autoimmuner-
krankungen aufgrund bestehender Hinweise auf die mdgliche Wirksamkeit empfohlen (Az-
rielant & Shoenfeld, 2017).

2.2.3.5 Schwangerschaft

Die Korrelation zwischen Komplikationsrisiken wéahrend der Schwangerschaft und Entbin-
dung und einem zu niedrigen Vitamin-D-Spiegel ist bereits langer bekannt. So kann eine
Vitamin-D-Supplementierung bei mangelversorgten Personen die Wahrscheinlichkeit fur
Préaeklampsie und Schwangerschaftsdiabetes signifikant verringern. Auch ein verringertes
Risiko fir starke Blutungen und ein geringes Geburtsgewicht des Kindes wird angenom-
men. Die Evidenzlage fur genannte Wirkungen ist nicht hoch, aufgrund der hohen thera-
peutischen Breite von Vitamin D ist eine Supplementierung jedoch der sicherste Weg. Ub-
lich ist in der Schwangerschaft eine Supplementierung mit 4.000 1U/d. Ein Nutzen von

hoheren Dosen ist nicht belegt (Palacios et al., 2019).

2.2.3.6 Depression
In einer Metaanalyse aus dem Jahr 2013 wird ein inverser Zusammenhang zwischen dem

Vitamin-D-Spiegel und dem Risiko, (wieder) an einer Depression zu erkranken, festge-
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stellt. Dieser Zusammenhang zeigte sich verstarkt bei alteren Menschen mit friiherer diag-
nostizierter Depression (Ju, Lee & Jeong, 2013). Auch Gu et al. (2018) konnten einen sol-
chen Zusammenhang mit besonderer Schwerpunktsetzung auf Post-Schlaganfall-Depressi-

onen nachweisen, wie der nachfolgenden Abbildung zu entnehmen ist.
r=-0.406, p<0.001
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Abbildung 7: Inverse Relation zwischen VVD-Status und Hamilton-Depressions-Skala bei Menschen mit Post-Schlaganfall-Depression
(Guetal., 2018)

In einer weiteren Studie, die den Zusammenhang zwischen VD-Status und der Inzi-
denz von Depressionen untersuchte, wurde eine Gruppe von annéhernd 4.000 (ber 50-j&h-
rigen (selbststandig lebenden) Menschen uberprift und je nach ihrem Vitamin-D-Status in
Gruppen eingeteilt. Als Mangel galt ein Vitamin-D-Spiegel von unter 12 ng/mL. Flr die
Mangel-Gruppe konnte ein signifikant hdheres Risiko fur Depression beobachtet werden
(Briggs et al., 2019).

2.2.3.7 Diabetes mellitus Typ 2

Die inverse Korrelation zwischen Vitamin-D-Spiegel und Diabetes ist unumstritten. Als
weniger gesichert gilt jedoch der diesbezugliche kausale Zusammenhang, obgleich es meh-
rere biochemische Mechanismen gibt, die diesen erklaren konnten. Insbesondere die Hem-
mung oben genannter VVorgange wirkt plausibel. Eine Schwierigkeit bei der Interpretation
vieler Studien ist die Exklusion anderer Risikofaktoren, die selbst mit einem verringerten
Vitamin-D-Spiegel einhergehen. Beispielsweise kann nicht immer ausgeschlossen werden,
dass gewisse Erndhrungsgewohnheiten sowohl der Grund flr Diabetes als auch fir Vita-
min-D-Mangel sein konnten (Mathieu, 2015).
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In den Insulin-produzierenden Beta-Zellen des Pankreas werden intrazellular sowohl
Vitamin-D-Rezeptoren als auch die 1-alpha-Hydroxylase exprimiert, wodurch sich ein di-
rekter Effekt von Vitamin D auf die Zellen und ein indirekter Effekt durch die Hydroxylie-
rung der Vorstufen dessen ergibt (Szymczak-Pajor & Sliwinska, 2019).

Vitamin D kann von der Blutbahn in die Beta-Zelle eindringen und dort den sogenann-
ten VDR-RXR-Komplex (vitamin D receptor-retinoic acid x-receptor) aktivieren. Dies
flhrt zu einer Verstarkung der transkriptionalen Aktivierung des Insulin-Gens und schliel3-
lich zur vermehrten Insulinsynthese. Des Weiteren scheint Vitamin D den Abbau von Beta-
Zellen Gber die Hemmung apoptotischer Prozesse einzubremsen. Dies geschieht durch die
Inaktivierung von Zytokinen und Hemmung der Zytokinbildung durch NF-kB. Auch die
Regulation des intra- und extrazelluldren Calciumspiegels und -austausches unterliegt dem
Einfluss von Vitamin D, was flr die calciumabhéngige Depolarisation der Zelle und somit
fir die Insulin-Sekretion eine wichtige Rolle spielt (Szymczak-Pajor & Sliwinska, 2019).

Hinsichtlich der Frage, ob eine Diabetes-Pravention durch Vitamin-D-Supplementie-
rung maoglich ist, konnte eine Studie aus dem Jahr 2016 keine solche Wirkung feststellen.
Verabreicht wurden im Rahmen der Studie 20.000 IU Cholecalciferol pro Woche (ber 5
Jahre. Die Studie bezog sich primar auf nicht defiziente Personen und forderte weitere Un-
tersuchungen zur Wirkung der VD-Supplementierung bei Menschen mit VD-Mangel.
GroRe Hoffnung setzten die Autoren dabei auf die folgende sogenannte D2D-Studie, von
der sie sich aufgrund der hohen Teilnehmerzahl einen sichtbaren Effekt auf Patienten mit
Vitamin-D-Mangel erhofften (Jorde et al., 2016).

Diese 2019 veroffentlichte US-amerikanische Studie mit 2.423 Teilnehmern ging der
Frage nach, ob Vitamin-D-Supplementierung bei Hochrisikopatienten die Wahrscheinlich-
keit der Entwicklung von Typ-2-Diabetes verringert. Die Verabreichung von 4.000 IU Vi-
tamin D3 taglich nach einer medianen Beobachtungszeit von 2,5 Jahren zeigte keine pro-
tektive Wirkung. Dabei muss beachtet werden, dass 8 von 10 Studienteilnehmern zu Be-
ginn der Studie einen Vitamin-D-Blutspiegel von tber 20 ng/ml hatten, welcher im Prinzip
als ausreichend erachtet werden kann (Pittas et al., 2019).

Die protektive Wirkung in der Gruppe, die zu Beginn bei einem Vitamin-D-Wert von
unter 12 ng/ml lag und damit als stark unterversorgt gelten konnte, war zwar vorhanden,

aber letztlich zu gering, um signifikant zu sein. Studien mit deutlich mehr Teilnehmern in
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dieser Gruppe waren erforderlich, um gegebenenfalls signifikante positive Effekte festzu-
stellen. Insgesamt kann der potenzielle Nutzen einer Vitamin-D-Supplementierung in der

Diabetes-Pravention damit als gering eingeschétzt werden (Wallace et al., 2019).

2.2.3.8 Krebs

Eine Anfang 2019 publizierte Metastudie besché&ftigt sich mit Beziehung zwischen dem
Vitamin-D-Status und der Entstehung und Progression verschiedener Krebserkrankungen.
Festgestellt werden konnte, dass Vitamin D vermutlich eher bei der Progression als bei der
Entstehung von Krebs von Bedeutung ist. Moglicherweise gibt es einen inversen Zusam-
menhang zwischen der Entstehung und Entwicklung von Kolorektaltumoren und Vitamin-
D-Status. Dieser Zusammenhang wurde jedoch nur bei Frauen festgestellt. Bei anderen
Krebsarten wurde beobachtet, dass ein erhdhter Vitamin-D-Spiegel einen positiven Ein-
fluss auf die Uberlebenschancen hatte. Darunter fallen Kolorektalkrebs, Prostatakrebs,
Brustkrebs, Bauchspeicheldriusenkrebs und hématologische Malignome (Heath et al.,
2019). In einer weiteren Studie konnte ein protektiver Effekt von Vitamin D gegen Mela-
nome festgestellt werden (Cattaruzza et al., 2019).

Auf zellularer Ebene wurde beobachtet, dass Vitamin D in mehreren potenziell anti-
cancerogenen Prozessen beteiligt ist. So konnten mehrere Mechanismen fiir den tumorpro-
tektiven Effekt von Vitamin D verantwortlich gemacht werden: Es fordert die Zelldifferen-
zierung oder Zellspezialisierung sowie die Apoptose und den programmierten Zelltod. Zu-
dem hemmt es die Zellproliferation und die Angiogenese. Auch fordert es die Expression
DNS-reparierender Gene und hemmt dementsprechend Entziindungsprozesse (Cattaruzza
etal., 2019).

In einer 2019 aktualisierten Metaanalyse, in die zehn verschiedene Studien einbezogen
wurden, wurde kein Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Supplementierung und Krebsin-
zidenz gefunden, sehr wohl aber eine Verringerung der Sterblichkeitsrate der an Krebs er-
krankten Patienten. Diese Metastudie beinhaltete auch die grofl3 angelegte VITAL-Studie,
in der beobachtet wurde, dass die Einnahme von téglich 2.000 1U VD (ber mehrere Jahre
die Krebssterblichkeit verringert (Keum et al., 2019).

Deutlich zdgerlicher sind Studien, die einen Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Sta-
tus und der Prévention von Krebserkrankungen herstellen wollten. So kénnen bisher keine

klaren Empfehlungen diesbezuglich gegeben werden (Amrein, 2019).
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2.2.3.9 Gesamtsterblichkeit

Eine 2017 veroffentlichte Metaanalyse untersuchte 9 Studien mit insgesamt 26.916 Teil-
nehmern auf einen Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Plasmaspiegel und Gesamtmor-
talitat. Die Autoren kamen zum Schluss, dass niedrige Vitamin-D-Konzentrationen mit er-
hohter Gesamt- sowie kardiovaskular bedingter Mortalitat korrelieren, fanden aber keine
Korrelation mit Krebsmortalitat — diesbezlglich steht die Studie also im Widerspruch mit
der von Keum et al. (2019). Beobachtbar war ein negativer Effekt vor allem bei der Gruppe
mit einem Vitamin-D-Status von unter 16 ng/ml (Gaksch et al., 2017). Eine weitere Studie
aus dem Jahr 2019 kommt zu dem Schluss, dass kein Zusammenhang zwischen Ge-
samtsterblichkeit und Vitamin-D-Supplementierung besteht, die Wahrscheinlichkeit, an

Krebs zu versterben, aber um 16 Prozent verringert werden kann (Zhang et al., 2019).

2.2.4 Toxizitat

Bereits angeklungen ist, dass Vitamin D im Prinzip fiir den menschlichen Korper ein zu
vernachlassigendes Risiko birgt. Erst eine massive Uberdosierung kann sich gesundheitlich
nachteilig auswirken — Ublicherweise wird nicht benétigtes Vitamin D einfach verstoff-
wechselt und ausgeschieden. Nichtsdestotrotz soll in knapper Form auf die Toxizitat von
Vitamin D eingegangen werden.

Problematisch kann Vitamin D fir den menschlichen Organismus insbesondere wer-
den, da es die Aufnahme von Calcium aus der Nahrung ermdglicht und beftrdert. Zu hohe,
also toxische Dosen an Vitamin D kdénnen dementsprechend eine Hypervitaminose D aus-
bilden, aus der letztlich eine Hypercalcdmie erwachsen kann. Als Grenze wird hierbei oft-
mals ein Wert von 150 ng/ml angegeben — in der Praxis tritt ein toxischer Vitamin-D-Status
jedoch meist erst bei noch héheren Werten auf (Kumar Gupta, Jamwal & Malhotra, 2014).

Gefahrliche Falle von Hypervitaminose D sind sehr selten, kénnen aber tédlich sein.
Sowohl exogene als auch endogene Formen dieser kdnnen auftreten. Ab welchem Plasma-
spiegel eine gefahrliche Hypervitaminose D auftreten kann, ist nicht genau bekannt. Grund
fur einen gefahrlich hohen Vitamin-D-Spiegel kann im Prinzip nur eine starke Uberdosie-
rung von Vitamin-D-Supplementen sein — die nétige Menge an Vitamin D Uber die Nah-
rung aufzunehmen, ist nicht moglich. Andere Risikofaktoren, die zu einer endogenen Uber-

produktion von 1,25(0OH)2VD fuhren kdnnen, sind auch granulomattse Erkrankungen, wie
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Sarkoidose, Tuberkulose oder Lymphome, sowie eine verringerte Aktivitat der 24-Hydro-
xylase oder eine vermehrte Aktivitat der 1-alpha-Hydroxylase (Marcinowska-Sucho-
wierska et al., 2018).

Genau wie eine nahrungsbedingte Aufnahme von Vitamin D in toxischen Mengen ist
auch die Erlangung eines toxischen Vitamin-D-Spiegels durch Sonnenstrahlung ausge-
schlossen (Holick, 1995). Laut Kumar Gupta et al. (2014) wurde die hochste jemals durch
Sonnenstrahlung erreichte Vitamin-D-Plasmakonzentration bei einem puerto-ricanischen
Bauern attestiert — diese betrug 225 nmol/g, also 90 ng/ml. Toxische Spiegel durch Supp-
lementierung treten wahrscheinlich ab einer chronischen Supplementierung von 40.000 1U
pro Tag auf. In welcher Menge eine einzige Gabe von Vitamin D bereits toxisch sein kann,
ist nicht klar (Kumar Gupta et al., 2014).

2.3 Therapie des VD-Mangels

Nach dieser Darstellung der moglichen Folgen einer Vitamin-D-Unterversorgung und der
Tatsache, dass eine ausreichende Versorgung mit Vitamin D Uber die Nahrung und den
Aufenthalt im Freien eben gerade nicht erreicht werden kann (Kapitel 2.2), stellt sich die
Frage, wie einem Vitamin-D-Mangel vorgebeugt werden kann. Hierfiir bietet sich eine
Supplementierung an, die ebenfalls bereits mehrfach angeklungen ist. Um diese im Detail
zu besprechen, sollen nachfolgend zundchst noch einmal die Zielwerte des Vitamin-D-
Spiegels aufgezeigt werden, um anschlieBend auf mdgliche Praparate einzugehen und die

Frage zu beantworten, wie diese anzuwenden sind.

2.3.1 Zielwerte

Dem Vitamin-D-Mangel werden heute oft epidemische Ausmale zugesprochen — nicht
ganz einheitlich ist jedoch die Definition dessen, was tberhaupt als Vitamin-D-Mangel be-
zeichnet werden kann. Eine ausfihrliche Diskussion der verschiedenen Ansétze zur Zie-
hung von Grenzwerten wird an dieser Stelle nicht als zielfuhrend erachtet. Ein Beispiel fir

gangige Referenzwerte bietet folgende Tabelle.
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Tabelle 2: Grenzwerte der Vitamin-D-Versorgung (Schilling, 2012)

Referenzbereiche 25-OH Vitamin D-Serumkonzentration
in ng/mL

toxisch >100

optimal 31-60

suboptimal 21-30

méRiger Mangel 11-20

schwerer Mangel <10

Die meisten Richtlinien erachten einen Vitamin-D-Spiegel von etwa 30 ng/ml als ausrei-
chend bzw. optimal. gBeachtet werden muss bei Betrachtung der Werte, dass die schwan-
kenden Grenzen auch darauf zurtickzufiihren sind, dass die Mangeldefinition jeweils eine
andere sein kann — so reichen beispielsweise 10 bis 12 ng/ml bereits, um eine schwere
Rachitis zu verhindern, kdnnen aber dennoch nicht als Optimum an Vitamin D bezeichnet
werden (Chakhtoura et al., 2019).

Recht einig ist die Forschung sich dahin gehend, dass eine praventive Vitamin-D-
Supplementierung nicht zielfithrend und dementsprechend nicht notwendig ist. Eine Uber-
supplementierung, die zum Zeitpunkt der Einnahme vom menschlichen Organismus nicht
tatsachlich nachgefragt wird, wird schlicht ausgeschieden, kann demnach also nicht fur
spatere Mangelzustiande gespeichert werden (Smollich, 2019). Dass eine (massive) Uber-
supplementierung dariiber hinaus sogar schédlich sein kann, wurde in Kapitel 2.3 ange-

sprochen.

2.3.2 Dosierungsschemata

AbschlieRend stellt sich die Frage, wie die soeben dargestellten Préparate dosiert werden
mussen, um durch die Supplementierung einen ausreichend hohen Vitamin-D-Spiegel zu
erzeugen. Um die notwendige Konzentration von Vitamin D im Blut zu berechnen, werden
(je nach Einheit) folgende Formeln herangezogen:

A 25-Hydroxyvitamin D = 0,025 X (Dosis pro kg Kdrpergewicht) fir nmol/L

A 25-Hydroxyvitamin D = 0,01 X (Dosis pro kg Kérpergewicht) fiir ng/mi

Die entsprechende Tagesdosis kann ermittelt werden, indem durch die Zahl der Tage divi-

diert wird, die zur Aufdosierung erwiinscht sind (Ebeling et al., 2018).
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Um den gewiinschten Zielwert zu erreichen, kann durchaus zunéchst auch mit hohen Initi-
aldosen gearbeitet werden. Sinnvoll ist beispielsweise die Einnahme von 25.000 1U pro
Woche, da die Einnahme zu geringer Mengen bei unterversorgten Personen dazu fiihren

wirde, dass der Zielwert erst nach Monaten erreicht wird (Van Groningen et al., 2010).
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3 Analytik

Nach diesem theoretischen Einblick in die Thematik der Vitamin-D-Versorgung und der
mdglichen Folgen einer Mangelversorgung soll sich der nachste Abschnitt der vorliegen-

den Arbeit mit der fur das Projekt durchgefiihrten Analytik beschéaftigen.

3.1 Was wird gemessen und warum?

Heute sind mehr als 40 verschiedene Metaboliten von Vitamin D bekannt. Darunter sind
drei, deren Messung sich als am Kklinisch relevantesten erwiesen hat: 25(OH)VD,
1,25(0OH)VD und 24,25(0OH)VD. Die Messung der durch Nahrung aufgenommenen oder
mithilfe von UV-B-Strahlung hergestellten Vorstufen von Vitamin D2 und Vitamin D3
ergibt wenig Sinn, da diese entweder in den Adipozyten gespeichert oder rasch in die hyd-
roxylierten Metaboliten umgewandelt werden und starken Konzentrationsschwankungen
unterliegen (Galior et al., 2018).

Obwohl der wirksamste Vitamin-D-Metabolit das 1,25-Dihydroxyvitamin D ist, basie-
ren gangige Vitamin-D-Tests meistens auf der Blutkonzentration von 25-Hydroxyvitamin
D, welches als zuverlassigster Indikator flr die Erfassung eines Vitamin-D-Mangels und
die Uberwachung des Therapieerfolgs einer Supplementierung gilt (Van den Ouweland,
2016). Dieses besitzt eine Halbwertszeit von etwa drei Wochen, wahrend diese bei Calci-
triol nur etwa einen Tag betragt. 25(OH)VD wird in der Leber hydroxyliert, wohingegen
1,25(0OH)2VD zusatzlich in der Niere hydroxyliert wird und mehreren anderen korpereige-
nen Regulationsmechanismen unterliegt. Daher kann die dem Kérper zur Verfligung ste-
hende Vitamin-D-Konzentration besser tber den 25(OH)VD-Wert bestimmt werden
(Gaksch et al., 2017).

Fur eine Bevorzugung des 25(OH)VD spricht auch, dass dieses bereits bei minimalen
Konzentrationen in 1,25-Dihydroxyvitamin D umgewandelt wird. Fiir gewohnlich verrin-
gert sich die Serumkonzentration von 1,25(OH)2VD erst ab einer 25(0OH)VD-Konzentra-
tion von unter 4 ng/ml. Dartber steht der 1,25(OH)2VD-Spiegel normalerweise bei 22 bis
65 ng/ml und zeigt wenig Fluktuation (Galior et al., 2018).

Zu beachten ist allerdings, dass die Tatsache, dass 25(OH)VD im Gegensatz zu
1,25(0OH)VD weitaus weniger durch Feedback-Regulationen beeinflusst ist, auch bedeutet,
dass durch die 25(OH)VD-Bestimmung nicht mit letzter Sicherheit beurteilt werden kann,

wie viele der wirksamen 1,25(OH)-Metaboliten zur Verfuigung stehen (Kraenzlin & Meier,
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2015). Sollte daher Verdacht auf eine von der Norm abweichende Umwandlung von
25(0OH)VD in 1,25(0OH)2VD bestehen, ist ein Test auf Letzteres angezeigt.

Fur eine solche Abweichung kdnnen mehrere Faktoren verantwortlich sein: Einer ist
das Bestehen eines CYP24A1-Mangels. Da 25(OH)VD von der durch CYP24A1 kataly-
sierten Hydroxylase zu 24,25(0OH)2VD metabolisiert wird, lasst sich durch Bestimmung
beider Metaboliten ein Verhaltnis zueinander errechnen, welches Auskunft Gber das Vor-
handensein eines CYP24A1-Mangels gibt. Von diesem wird bei einem Verhéltnis von
25(0OH)VD/24,25(0OH) von uber 99 ausgegangen (Galior et al., 2018). Die Messung von
25(0OH)VD bedeutet fir gewohnlich die vollstandige Messung von gebundenem und unge-
bundenem 25(OH)VD aus dem Serum. Dies betrifft nicht nur den freien und Albumin-
gebundenen, sondern auch den an VDBP-gebundenen Anteil.

Wie beschrieben, zéhlt Letzterer nicht zum bioverflgbaren Anteil, kann aber von
Mensch zu Mensch und unter bestimmten Bedingungen variieren, wodurch diese Messun-
gen an Aussagekraft verlieren konnen (Chun, 2012). Insbesondere Menschen mit Leber-,
Nieren-, Tumor- und allergischen Erkrankungen sowie Schwangere tendieren zu deutlichen
Abweichungen von den Normwerten des VDBP, weswegen eine Messung des bioverfig-
baren 25(0OH)VD sinnvoll ware, aber aktuell noch kein Standardvorgang ist und mit ana-

lytischen Herausforderungen einhergeht (Tsuprykov et al., 2018).

3.2 Verschiedene Testmethoden

In Verwendung befinden sich derzeit chromatografische und massenspektrometrische Me-
thoden sowie Immunoassays und Competitive Protein Binding Assays. Unter dem Begriff
der Immunoassays sind meistens automatisierte Methoden zu verstehen. Biosensoren sind
aktuell noch ein eher randstandiges Thema, da sie zur Vitamin-D-Bestimmung nicht pra-
xistauglich sind. Die Messmethoden werden teilweise auch in Gruppen wie chromatogra-
fische und nicht chromatografische Methoden eingeteilt (Garg, 2018). Im Folgenden soll
ein Uberblick uiber die Gruppen der Messmethoden und Beispiele fiir diese gegeben wer-
den. Darauf folgt ein Vergleich der Methoden, der mit einer kritischen Bewertung ihrer

Tauglichkeit einhergeht.
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3.2.1 Competitive Protein Binding Assays

In den 1970er-Jahren wurde der erste Competitive Protein Binding Assay (CPBA) zur Mes-
sung des Vitamin-D-Status entwickelt. Diesem wurde nach der Extraktion und Vorreini-
gung der Probe per High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) eine bekannte Menge
Tritium-markiertes 25(OHD)2 zugefligt, welches mit dem extrahierten 25(OH)D2 um Bin-
dungsstellen am Vitamin-D-Binding-Protein (aus Rattenserum) konkurrierte. Nach mehre-
ren Tagen konnte durch die Detektion der gebundenen Tritium-Metaboliten die Vitamin-
D-Konzentration berechnet werden (Fraser & Milan, 2013). Das Ziel war es, die Methode
zu vereinfachen und die aufwendige Aufreinigung per HPLC zu umgehen, was letztlich
auch gelang. Jedoch fiihrte die mangelnde Spezifitat der Methode zur Uberschétzung der
Resultate, was letztlich dafur sorgte, dass die Durchfiihrung der Methode eingestellt wurde
(Shah et al., 2018).

Zurzeit sind CPBA zur VD-Analytik die Ausnahme. Mit dem Elecsys Vitamin D Total
Il Assay bietet die Firma Roche seit 2017 einen neuen entwickelten CPBA-Assay an (Car-
ter & Card, 2019). Das vom natirlichen VDBP befreite 25(OH)VD bindet hier an einem
mit einem Rutheniumkomplex-markierten VDBP. Die VDB-Proteine, die nicht vom aus
dem Serum stammenden 25(OH)VD besetzt werden, werden von biotinylierten 25(OH)VD
besetzt und interagieren mit hinzugefigten Streptavidin-umhullten Mikrokapseln. Diese
werden dann magnetisch zu einer Elektrodenoberflache gezogen. Durch Anlegung einer
Spannung entstehen schlielich Chemilumineszenz-Emissionen, die gemessen werden
kdnnen (Asif et al., 2019).

Im Vergleich zur Referenzmethode der Liquid Chromatography Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) wurde festgestellt, dass bei Werten bis zu 10 ng/ml (n = 9) eine
mittlere positive Abweichung von 2,6 ng/ml bestand. Eine solche Abweichung wiirde dazu
flihren, dass bei einem Schwellenwert von 12 ng/ml eine Person mit einem tatséachlichen
Wert von 10 ng/ml nicht mehr als schwer defizitér eingestuft werden wiirde. Das bei einem
géangigen unteren Referenzwert zum schweren VD-Mangel dazu fuhren kann, dass Test-
personen irrtiimlicherweise aus der Risikogruppe ausscheiden. In dieser Studie befanden
sich unter 79 Proben nur zwei, die zu einer unrichtigen Einschéatzung fihrten: Bei einer
handelte es sich um eine Abweichung von 17 ng/ml (MS) gegeniiber 24 ng/ml und einmal
von 27 ng/ml (MS) gegenuber 18 ng/ml. Es ist anzumerken, dass sich die Abweichungen
gegenuber LC-MS/MS in der Praxis erhohten (Asif et al., 2019).
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Zusammenfassend lassen sich als Vorteile der CPBA-Methode ein hoher Durchsatz an
Tests sowie eine recht simple Durchfiihrung im Vergleich zu anderen Methoden festhalten.
Als Nachteil kann benannt werden, dass eine hohe Kreuzreaktivitat zu anderen Metaboliten

festgestellt wurde (Rezayi et al., 2018).

3.2.2 High Pressure Liquid Chromatography

Die High Pressure Liquid Chromatography galt fur einige Jahre als Goldstandard fur die
Messung des Vitamin-D-Status (Serteser, 2012). Erstmals publiziert wurde Gber HPLC als
Methode zur Vitamin-D-Bestimmung bereits im Jahr 1977 (Eisman, Shepard & Del uca,
1977). Seitdem wurden zahlreiche Variationen mit verschiedenen Standards und unter-
schiedlichen Abldufen der einzelnen Extraktionsschritte entwickelt. Die Detektion erfolgt
meistens per UV-VIS, es wurden jedoch auch HPLC-Verfahren mit coulometrischem
Elektroden-Array-Detektor entwickelt (Nurmi et al., 2013).

Grundsatzlich ist Vitamin D aufgrund der vorhandenen Trien-Struktur photospektro-
metrisch gut detektierbar, allerdings ist ebendiese in mehreren Vitamin-D-Metaboliten vor-
handen, was eine genaue Zuordnung der Messergebnisse erschwert (Heureux, 2017). Zu-
dem kann der sogenannte Matrixeffekt bei der HPLC die Prézision der Ergebnisse negativ
beeinflussen, weswegen intensive VVorbehandlungen der Probe vonndéten sind. Die Sensiti-
vitat der Methode flr Vitamin-D-Metaboliten ist im Vergleich zur massenspektrometri-
schen Auswertung gering, weswegen die Methode eher fir die Vitamin-D-Detektion in
Arzneimitteln, Supplementen oder Nahrungsmitteln verwendet wird (Yin et al., 2019).

Zusammenfassend lassen sich als Vorteile von HPLC-Verfahren die gute Korrelation
mit LC-MS/MS sowie eine relativ geringe Anfalligkeit fur Matrixeffekte bei korrekter VVor-
behandlung anfiihren. Auch kann recht gut zwischen Metaboliten unterschieden werden
und eine hohe Reproduzierbarkeit ist gegeben. Als nachteilig erweist sich, dass recht groRRe
Mengen an Probenmaterial notwendig sind und die Vermeidung von Matrixeffekten die
bereits angesprochene intensive Vorbehandlung der Proben voraussetzt. Auch ist vergli-
chen mit automatisierten Immunoassays bei der HPLC ein hoher Grad an Expertise vonno-

ten (Vazquez-Lorente et al., 2019).
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3.2.3 Massenspektrometrie

Unter den massenspektrometrischen Methoden zur Vitamin-D-Bestimmung finden sich ei-
nige Variationen, die an dieser Stelle nicht in ihrer Gesamtheit dargestellt werden kénnen,
aber zumindest Erwahnung finden sollen. Zumeist werden zur lonisation die Methoden der
chemischen lonisation bei Atmospharendruck (APCI) oder der Elektrospray-lonisation
(ESI) verwendet (Yin et al., 2019). Mit APCI ist es mdglich, niedrigere Konzentrationen
von Vitamin D als mit der ESI zu detektieren. Zudem besitzt die ESI eine héhere Stéran-

falligkeit fir Matrixeffekte.
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Abbildung 8: LC-MS/MS-Plot wichtiger VD-Metaboliten (Van den Ouweland, 2016)

Ein Nachteil, welcher der Massenspektrometrie inhdrent ist, ist die mangelnde Unter-
scheidung zwischen isobaren Molekdilen, spezifisch 3-epi-25-OHVD3 und 25(OH)VD3.
Um zu vermeiden, dass dadurch eine Uberschatzung des 25(OH)VD stattfindet, muss eine
zeitaufwendige chromatografische Trennung in Kauf genommen werden (Carter & Card,

2019).

31



Analytik

CHy

HO

250HD, 250HD, 3-epi-250HD;

Abbildung 9: Aufbau des 25-Hydroxyvitamins D2/D3(Van den Ouweland, 2016)

Vor der Entwicklung besserer Methoden wurde fir einige Jahre GC-MS zur Vitamin-
D-Bestimmung genutzt (Rezayi et al., 2018), heute wird daflr stattdessen die LC-MS/MS
verwendet. Aufgrund ihrer hohen Spezifitat, Empfindlichkeit und Aufldsung gilt die Mes-
sung des Vitamin-D-Spiegels per LC-MS/MS heute als Goldstandard in Laboratorien
(Avenell, Bolland, & Grey, 2019; Lee et al., 2015). Hier werden zuerst gewiinschte Analy-
ten ausgewahlt und gemessen, woraufhin eine Fragmentierung stattfindet und die entstan-
denen Fragmente erneut gemessen werden. Mit dieser Methode kénnen gleichzeitig viele
Arten von 25-Hydroxy-VD sowie andere Vitamin-D-Metaboliten parallel detektiert wer-
den. Dies kann in relativ kurzer Zeit erfolgen, wenn auch nicht so schnell wie mit Immu-
noassays (Le Goff et al., 2015). Zu beachten ist, dass Methoden der LC-MS/MS offiziellen
Referenzmethoden entsprechen missen, d. h., dass verwendete Reagenzien und Gerét-
schaften ubereinstimmen miissen. Ansonsten kénnen auch hier deutliche Unterschiede zwi-
schen Ergebnissen entstehen (Erdman et al., 2019).

Zusammenfassend lassen sich als Vorteile massenspektrometrischer Methoden fest-
halten, dass es sich hierbei um die akkurateste Testmethode handelt und diverse Metaboli-
ten damit messbar sind. Die Genauigkeit der Methode bedingt eine hohe Empfindlichkeit,
zudem kann ihr eine hohe Reproduzierbarkeit attestiert wird. Die Nachteile lassen sich ins-
besondere in 6konomischer Hinsicht finden. Die Massenspektrometrie fordert hohe Be-
schaffungskosten, ist auch in der Wartung der nétigen Gerate jetzt kostenintensiv und ge-
neriert zudem hohe Personalkosten aufgrund der komplexeren Bedienung des Verfahrens.
Aulerdem ist, wie auch schon fiir die HPLC festgehalten, auch hier eine Vorbehandlung

der Probe noétig, die erneut als Kostentreiber gesehen werden kann (Heureux, 2017).
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3.2.4 Immunoassays

Obwonhl die LC-MS/MS, wie bereits erwahnt, als Goldstandard gilt, sind Immunoassays
weit hdufiger in Verwendung und stellen etwa 90 % der Routinetests dar. Dies liegt nicht
nur in den geringeren Beschaffungs- und Wartungskosten, sondern auch im hohen Auto-
matisierungsgrad und dem hohen Durchsatz begrindet (Galior et al., 2018).

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Reihe von Immunoassays zur Vitamin-D-Bestim-
mung entwickelt. Diese spielen in der Praxis die grofite Rolle der Testmethoden zur Vita-
min-D-Bestimmung. Dazu gehdren Radioimmunoassays (RIA), Chemoluminiszenzimmu-
noassays (CLIA), Chemiluminescentmicroparticle-Immunoassays (CMIA) sowie Enzyme-
linked-Immunoassays (ELISA) (Arneson & Arneson, 2013).

Lange Zeit waren RIA die hdufigste Methode zur Vitamin-D-Bestimmung. Diese wa-
ren jedoch verhéaltnisméaRig aufwendig und der steigende Bedarf an Vitamin-D-Tests, auch
aufgrund der Absenkung der Referenzwerte, flihrte zur Entwicklung von weniger aufwen-
digen, automatisierten Immunoassays, welche ohne nennenswerte VVorbehandlung funktio-
nierten. Erwahnt werden muss hierbei jedoch, dass die fehlende VVorbehandlung auch damit
einhergeht, dass eine erhdhte Anfélligkeit fur Matrixeffekte gegeben ist (Yin et al., 2019).

Immunoassays bedienen sich der Tatsache, dass Antikorper die Fahigkeit besitzen,
spezifisch auf eine Testsubstanz zu reagieren. Dies befahigt diesen Test, mit kleinsten Men-
gen des Analyten quantitative Tests durchzuftihren. Bei gangigen Vitamin-D-Immunoas-
says handelt es sich fast ausschlielich um kompetitive Methoden (Galior et al., 2018).
Dabei konkurriert Vitamin D aus dem zu untersuchenden Medium mit markiertem Vitamin
D, dessen Menge bekannt ist. Die Serumkonzentration kann dann durch Konzentrations-
messung des markierten Vitamins D indirekt bestimmt werden. Im Gegensatz dazu korre-
liert der gemessene Wert bei nicht kompetitiven Immunoassays, auch Sandwich-Assay ge-
nannt, direkt proportional mit der Vitamin-D-Konzentration. Es reagiert 25(OH)VD mit
einem Antikdrper, wonach der entstandene Komplex an einem weiteren Antikorper bindet,
der schlie3lich gemessen wird, wie der nachfolgenden Abbildung zu entnehmen ist (Shah
etal., 2018).
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Abbildung 10: Schlisselschritte von kompetitiven und nicht kompetitiven-Vitamin D-Assays (Shah et al., 2018)

Probleme tauchen auf, wenn die Spezifitat der Antikdérper nicht im gewinschten Aus-
maf gegeben ist. Dies tritt bei A sehr haufig auf und ist der bedeutendste Grund fiir Ab-
weichungen im Ergebnis dieser Testmethoden (Sempos et al., 2018). Da verschiedene Im-
munoassays verschiedene Antikérper nutzen, fiihren auch die unterschiedlichen Eigen-
schaften dieser zu Abweichungen der Testergebnisse. Bei einem Vergleich gangiger Im-
munoassays und LC-MS/MS-Methoden wurde untersucht, ob diese den festgelegten An-
forderungen von einem Variationskoeffizienten (VK) von bis zu 10 Prozent und einem Bias
von bis zu 5 Prozent entsprachen. Nur die Hélfte der Immunoassays wies einen Variations-
koeffizient unter 10 % aus. AulRerdem erfiillten nur 3 von 8 Immunoassays die Anforderung
des maximalen Bias von 5 % (Galior et al., 2018).

Zusammenfassend kdnnen als Vorteile von Immunoassays insbesondere der hohe Durch-
lauf und die groRtenteils automatische Verarbeitung der Probe angefiihrt werden. Insgesamt

sind fir die Durchfiihrung kaum manuelle Téatigkeiten vonnoten, was sie zeit- und kosten-
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technisch sparsam gestaltet (Galior et al., 2018a). Zudem gibt es meist keine Kreuzreakti-
vitat mit 3-epi-25(OH)VD3, eine gute Korrelation mit Referenzmethoden bei Patienten mit
Werten im gesunden Normbereich (Dirks et al., 2018).

Demgegeniber stehen jedoch recht gewichtige Nachteile der Methode. So kommt es bei-
spielsweise oft zu einer Uber- oder Unterschatzung bei hohen bzw. niedrigen Werten sowie
zu einer hohen Varianz der Ergebnisse (Galior et al., 2018a). Zudem ist keine qualitative
Unterscheidung zwischen 25(OH)D3 und 25(0OH)D2 maglich (Zelzer et al., 2018). Bevor
die quantitative Bestimmung durchgefiihrt werden kann, muss das Vitamin D zudem vom
VDBP getrennt werden. Danach muss das Protein entweder aus der Probe entfernt oder
vollstandig inaktiviert werden. Bereits kleinste Konzentrationen von VDBP in der Probe
kdnnen die Ergebnisse verzerren (Ofenloch-Haehnle, 2012). Als signifikanter Nachteil
muss zudem Erwahnung finden, dass Immunoassays sich fur eine Vielzahl von Patienten
nicht als Testmethode eignen, da etwa bei Schwangeren oder Intensivpatienten, bei denen
ein Leberversagen vorliegt, keine genauen Ergebnisse verzeichnet werden kénnen. Ebenso

verhdlt es sich bei Hdmodialyse- und Osteoporosepatienten (Ofenloch-Haehnle, 2012).

3.2.5 Biosensoren

Biosensoren sind fir gewohnlich in der Lage, schnell und unkompliziert Werte abzuliefern.
Im Bereich der VD-Analytik steckt diese Technik noch in Kinderschuhen (Rezayi et al.,
2018). Seit einigen Jahren wird an der Entwicklung von Biosensoren zur VD-Bestimmung
gearbeitet. In der Literatur werden meistens elektrochemische (Chauhan, Kumar, Panda, &
Solanki, 2019), aber auch ein optischer Mikrokavitatssensor als Transducer genutzt (Chan
etal., 2015). Trotz dieser Bemiihungen stellen Biosensoren derzeit keinen vollwertigen Er-
satz fur gangige Testmethoden dar. Sie sind gekennzeichnet durch hohe Anfalligkeit fir
Interferenzen und schlechte Reproduzierbarkeit, mangelhafte Selektivitat und Sensitivitét
(Yinetal., 2019).

3.3 Abwagungen

Nach dieser Vorstellung der verschiedenen Messmethoden sollen diese nachfolgend noch
kritisch vergleichen und eingeordnet werden. Die gebrauchlichsten Methoden sind momen-
tan automatisierte Immunoassays, gefolgt von Methoden der LC-MS/MS. In weitaus ge-

ringerem Ausmal} werden manuelle Immunoassays und HPLC-Methoden verwendet. Pa-
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rallel zur Entwicklung verschiedener Methoden wurden in den letzten Jahren etliche Stu-
dien publiziert, die einerseits Vergleiche zwischen Immunoassays, andererseits Vergleiche
von IA insbesondere mit Referenzmethoden untersuchen. Das nachfolgende Kapitel be-
schaftigt sich dementsprechend damit, zu untersuchen, inwiefern diese quantitative Vertei-
lung bzw. ,Beliebtheit‘ der einzelnen Messmethoden gerechtfertigt ist bzw. womit sie sich

ggf. begriinden lasst.

3.3.1 Storfaktoren

Zunachst sei auf mégliche Storfaktoren bei der Messung eingegangen.

3.3.1.1 VDBP

Bevor die quantitative Bestimmung durchgefiihrt werden kann, muss das Vitamin D zu-
nachst vom VDBP getrennt werden. Danach muss das Protein entweder aus der Probe ent-
fernt oder vollstandig inaktiviert werden. Bereits kleinste Konzentrationen von VDBP in
der Probe konnen dabei jedoch die Ergebnisse verzerren (Ofenloch-Haehnle, 2012).
25(0OH)VD liegt durch seine Hydrophobie stark am Vitamin-D-Binding-Protein und in ei-
nem geringeren Malle an Albumin gebunden vor (Romagnoli, Pepe, Piemonte, Cipriani, &
Minisola, 2013). Dies kann zu falschen Einstufungen von Menschen mit hohen oder nied-
rigen Konzentrationen von VDBP flhren, besonders bei Schwangeren oder Personen mit
Leberversagen (Sempos et al., 2018). Die Trennung vom VDBP wird mit entsprechend
hoherem Aufwand per Losungsmittelextraktion vorgenommen und stellt danach etwa bei
der LC-MS/MS kein Problem dar (Kocak et al., 2015). In vielen automatisierten Immuno-
assays wird 25(OH)VD nicht ausreichend aus dem VDBP freigegeben, da hier keine star-
ken organischen Losungsmittel (wie Methanol oder Acetonitril) eingesetzt werden kdénnen
(Zelzer et al., 2018).

Die folgenden Ergebnisse einer Studie zeigen den Einfluss von VDBP auf Messergebnisse:
Vorgabe beruhend auf biologischer Variation: durchschnittlicher Bias unter 15,8, Impreci-
sion unter 9,1 % (verglichen mit 2 LC-MS/MS-Methoden)

Liaison: Al: bias: +6,4 %; CCC 0,95; Bias bei Werten unter 8 ng/ml: +35 %

Diasorin RIA: +10 %; 0,99; +10 %

IDS Al: +14 %; CCC 0,90 m; +1 7 %

Roche: -6.9 %; CCC 0,66 (schlechte CCC); +35 %

Abbot: +41 % (schlecht) CCC 0,85; 105 %
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Siemens: +27 (schlecht); 0,85 (unzureichend); 118 %

Der automatisierte Immunoassay von Liaison verwendete den gleichen Antikorper wie der
nicht automatisierte Diasorin-Radioimmunoassay. Bei diesem RIA fand eine intensive Ex-
traktion statt, die das gesamte an VDBP gebundene 250H freisetzte und weitere Storfak-
toren beseitigte, was wahrscheinlich stark dazu beigetragen hat, dass die Ergebnisse des
RIA starker mit jenen der LC-MS/MS korrelierten. Festgestellt wurde in dieser Studie auch,
dass die meisten der Immunoassays bei niedrigen VD-Werten eine prozentuell hohe syste-

matische Abweichung vorwiesen (Farrell et al., 2012).

3.3.1.2 Lipophilie

Aufgrund der hohen Lipophilie von VD (einem Cholesterin-Metaboliten) sind die in bio-
logischen Flussigkeiten vorkommenden Lipide potenzielle Storfaktoren fur die Messung.
Da die meisten Immunoassays VD im wassrigen Milieu bestimmen, kann es zu Unterschat-
zungen der Werte kommen, wenn es in starker lipophilem Serum oder Plasma vorliegt.
Chromatografischen Methoden steht eine effiziente Abtrennung durch organische Lo6-
sungsmittel zur Verflgung. Automatisierte Immunoassays mit hohem Durchsatz haben
diese Option nicht. Daher wird versucht, dem Problem mit verschiedenen Emulsionsbildern
entgegenzuwirken, um die Auftrennung in lipophile und hydrophile Phasen zu minimieren
(Saida, Yuan, & Yuan, n. d.).

Zudem muss bedacht werden, dass in der menschlichen Probe auch andere, endogene lip-
ophile Stoffe vorliegen, die die Tests potenziell verfalschen (sogenannte Matrixeffekte)
(Romagnoli et al., 2013).

3.3.2 Kreuzreaktivitaten

GroRe Schwierigkeiten in der VD-Analytik stellen neben diesen Storfaktoren auch Kreuz-
reaktivitaten der Messmethoden dar. Im Laufe der Jahre konnten durch Verbesserung der
Technologien deutliche Fortschritte verbucht werden, geldst ist das Problem aber nicht. Es
gibt einige VD-Metaboliten, die nur minimale strukturelle Unterschiede aufweisen, was es
insbesondere fiir die in Immunoassays benutzten Antikdrper schwierig macht, ausschliel3-
lich die gewinschten Metaboliten zu erfassen. In der VD-Analytik sind das meistens
25(0OH)D2 und 25(0OH)D3. Diese sollten im Idealfall gleichwertig erkannt werden, also
eine Kreuzreaktivitit von 100 Prozent aufweisen, ohne Stérungen durch andere Metaboli-
ten in Kauf nehmen zu missen. Dies ist meistens nicht der Fall (Garnett et al., 2019), demm
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3-epi-25(OH)D3 unterscheidet sich in seiner Masse nicht vom normalen 25(OH)D3. Folg-
lich sind diese massenspektrometrisch nicht unterscheidbar, wenn nicht zuvor eine ausrei-
chende chromatografische Trennung vorgenommen wird. Da die beiden Epimere eine ahn-
liche Affinitat zu den meisten LC-S&ulen haben, ist nicht jede gangige LC-MS/MS-Me-
thode geeignet, um diese korrekt zu unterscheiden. Letztlich verkompliziert die Anwesen-
heit von 3-epi-25(OH)D3 die Analyse per LC-MS/MS und kann zu langeren Analysezeiten
fihren. Verzichtet man auf den Trennungsschritt, flihrt dies potenziell zu erhéhten Mess-
werten bei MS-Verfahren (Dirks et al., 2018a).

Die bei Immunoassays verwendeten Antikorper weisen flr gewohnlich eine nur geringe
Kreuzreaktivitat mit 3-epi-25(OH)D3 auf (Carter & Card, 2019). Bei einem neueren Com-
petitive Protein Binding Assay wurde eine hohe Kreuzreaktivitat mit 3-epi-250HD3 fest-
gestellt (Lee, Choi, Kweon, & Park, 2015).

*  24,25-Dihydroxyvitamin D

Im Blut liegen auch andere Formen von VD vor: Das Derivat 24,25(0OH)2VD macht etwa
10-15 Prozent der VD-Metaboliten aus und muss bei vielen Immunoassays herausgerech-
net werden. Dieses Herausrechnen kann aber bei hohen oder niedrigen VD-Werten das Er-
gebnis verfalschen (Romagnoli et al., 2013). Die meisten Immunoassays konnen diesen
Metaboliten kaum von 25(OH)VD unterscheiden. Die Serumkonzentration dieses Metabo-
liten liegt zwischen 2 % und 20 % (woanders andere Werte!) der Gesamtkonzentration der
Hydroxy-VD-Metaboliten. Aufgrund der hohen Variation der 24,25(OH)VD-Serumwerte
zwischen verschiedenen Testpersonen ist es kaum mdglich, die tatsachliche Konzentration
von 25(0OH)VD durch rechnerische Korrekturen zu ermitteln (French, 2018).

»  25-Hydroxyvitamin D2 und 25-Hydroxyvitamin D3

Von hochster Bedeutung ist die mangelhafte Unterscheidung der Immunoassays zwischen
250HVD2 und 250HVD3. Das Verhéltnis der beiden Metaboliten kann aber stark schwan-
ken. Dies ist zum Beispiel bei Supplementierung mit einem der beiden der Fall. Folglich
kann es zu wesentlichen Unter- oder Uberschatzungen des Gesamtwertes der 25(0OH)VD
kommen (Couchman & Moniz, 2017).

Im Folgenden soll die Problematik der Kreuzreaktivitaten dargestellt werden: In einer Stu-
die wurden zwei IA (Immunoassays) und ein CPBA (Competitive Protein Binding Assay)
miteinander verglichen. Deren jeweilige Spezifitat auf drei VD-Metaboliten war bekannt:
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Tabelle 3: Kreuzreaktivitaten der Testmethoden im Vergleich (Lee 2015)

Metaboliten IA1 1A 2 CPBA
25(0OH)VD2 106,2 % 82 % 92,0 %
25(0OH)VD3 97,4 % 105,0 % 100 %
3-epi-25(OH)VD3 1,0% 2,7% 91,0 %

Zum Vergleich der 3 Vitamin D-Testmethoden wurden 4 zertifizierte Standards mit unter-

schiedlichen Anteilen der VD-Metaboliten verwendet, welche in folgender Tabelle ange-

geben sind.
Tabelle 4: Konzentrationen (ng/ml) der verschiedenen VD Metaboliten in 4 zertifizierten Standardldsungen (Lee 2015)
Standard | VD gesamt | VD2 VD3 EPI-VD
1 28,8 28,8 1,84
2 18,9 0,81 18,1 1,29
3 33,1 13,3 19,8
4 20.4 29,4 26,4

Diese 4 Standards wurden anhand der 3 verschiedenen Testmethoden auf die Gesamtkon-

zentration von VD getestet:

Tabelle 5: Vergleich der ermittelten VD-Gesamtkonzentration der 4 Standardlésungen durch 3 Methoden in ng/mL (Lee 2015)

Standard A1l 1A 2 CPBA
1 29 354 354

2 18,7 21,6 18,9

3 36,7 30,2 31,1

4 28,7 36,3 o1

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt interpretieren:

Immunoassay 1 nimmt VD3 schwéacher und VD2 stérker wahr als die beiden anderen Test-
methoden. Dies korreliert mit den Ergebnissen mit Standard 1 und 3.

Dies zeigt sich auch am Standard 4. Dieser unterscheidet sich aber von Standard 1 durch
den hohen Gehalt an 3-epi-25(OH)VD3. Der CPBA besitzt eine hohe Kreuzreaktivitat mit
3-epi-(OH)VD3 und detektiert daher wesentlich mehr 25(OH)VD (Lee et al., 2015).

39



Analytik

Man kann also sehen, dass die vorhandenen Kreuzreaktivitaten einen erheblichen Einfluss
auf die Messwerte haben.
Zu beachten ist auch, dass die vom Produzenten angegebenen Kreuzreaktivitaten in der

Praxis deutlich abweichen kénnen. Zu sehen ist das anhand zweier Immunoassays:

Tabelle 6: Vergleich der angegebenen und gemessenen mittleren Kreuzreaktivitaten zweier Immunoassays (Garnett et al., 2019)

25-OH-D2 25-OH-D2 25-OH-D3 | 25-OH-D3

angegeben gemessen angegeben  gemessen
Architect 82 % 37 % 105 % 85 %
Cobas 92 % 67 % 100 % 87 %

3.3.3 Standardisierungsversuche der Testmethoden

Bei einem Vergleich mehrerer Testmethoden wurden Abweichungen in den Serumkonzent-
rationen von bis zu 35 Prozent festgestellt (Kraenzlin & Meier, 2015). Die mangelhafte
Inter-Assay-Korrelation ist ein Grund fur widersprichliche Ergebnisse von VD-bezogenen
Studien. Das Festlegen allgemeingultiger Guidelines von Insuffizienz oder Toxizitat wird
heute auch durch die Abweichungen der Testergebnisse verschiedener Testmethoden er-
schwert. Auch wird Probanden irrtiimlich ein ausreichender oder mangelhafter VVD-Status
attestiert. Daher gibt es nationale und internationale Bemiihungen zur Standardisierung der
VD-Resultate (Binkley & Carter, 2017).

Die Alternative, in samtlichen Laboratorien einfach die Referenzmethode (LC-MS/MS)
einzufihren, ist meistens aus Kostengriinden keine Alternative. Zudem gibt es auch inner-
halb verschiedener LC-MS/MS-Methoden Unterschiede. 2010 wurde das Vitamin D Stan-
dardization Program (VDSP) eingefuihrt, welches auf internationaler Ebene operiert und
das Ziel hat, Genauigkeit und Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten (Sempos et al., 2017).
Daher nutzt man heute zertifizierte Referenzproben, deren Gehalt an verschiedenen VD-
Metaboliten bekannt ist (Lee et al., 2015). Laboratorien, die sich der LC-MS/MS bedienen,
konnen die Validitat der Messergebnisse durch Anwendung standardisierter Referenzpro-
ben ermitteln. Standardisierungsprogramme konnen heute schon Fortschritte verzeichnen.
Viele Laboratorien nahmen bisher jedoch nicht teil und unter den Teilnehmern sind weiter-
hin Verbesserungen maéglich (Carter et al., 2019).
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3.3.4 Qualitat der Messwerte

In einer Reihe von Studien wird LC-MS/MS-Verfahren die hochste Qualitat zugeschrieben.
Bei akkurater Anwendung sind sie den anderen uberlegen, sollten aber unbedingt standar-
disierten Regeln folgen. Ansonsten kann es auch innerhalb dieser Gruppe zu gro3en Ab-
weichungen kommen (Garg, 2018). Die LC-MS/MS ist der HPLC und anderen Methoden
in Sensitivitat und Spezifitat voraus (Dirks et al., 2018b). Insbesondere Immunoassays zei-
gen teilweise starke Abweichungen von Ergebnissen der Standardmethode LC-MS/MS.
Hé&ufig unterschatzen die 1A die 25(OHD)2-Konzentrationen und haben héhere Variations-
koeffizienten (Kaufmann, Sepiashvili, & Singh, 2018). Ein Nachteil der automatisierten
Immunoassays ist, dass sie teilweise irrefiihnrende Ergebnisse zeigen, da der systematische
Fehler von Probe zu Probe stéarker variiert als bei HPLC oder LC-MS/MS (Carter et al.,
2018)

3.3.5 Kosten

Hinsichtlich der Beschaffungs- und Erhaltungskosten sind automatisierte Immunoassays
und CBPA die gunstigsten Methoden. Die Kosten sind bei Radioimmunoassays und HPLC-
Verfahren weitaus hoher und werden von Verfahren der LC-MS/MS noch deutlich tber-

troffen.

3.3.6 Aufwand

NaturgemaR sind automatisierte Methoden nicht aufwendig. Radioimmunoassays verlan-
gen einen angemessenen Umgang mit radioaktiven Materialien. Auch HPLCs sind fir ge-
wohnlich aufwendiger als gangige automatisierte Methoden und verlangen geeignetes Per-
sonal. Die hochste Expertise wird fir die Bedienung der LC-MS/MS-Verfahren benétigt
(Keyfi et al., 2018).
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4 Zusammenfassung

Zentrales Thema der vorliegenden Arbeit ist die Vitamin-D-Analytik, wobei auch auf die
Abweichungen der Ergebnisse bei Anwendung verschiedener Methoden eingegangen wer-
den sollte. Deutlich wurde dabei, dass es Forschung und Praxis aktuell noch an nachvoll-
ziehbaren Standardisierungen mangelt: Es liegen etliche Standardisierungsprogramme vor,
die teilweise bereits Verbesserungen in der Korrelation zu Referenzmethoden brachten.
Zudem verringerten sie die systematischen Abweichungen der teilnehmenden Methoden.
Allerdings werden die Standardisierungsmethoden h&ufig nicht angewendet (Bjerg,
Halgreen, Hansen, Morris, & Jgrgensen, 2019).

Die bei Weitem am hé&ufigsten verwendete Gruppe sind automatisierte Immunoassays. Ih-
ren Vorteilen der unkomplizierten Handhabe, des hohen Durchsatzes und des geringen
Preises stehen die Nachteile der mangelhaften Vorreinigung und Probleme mit der Spezi-
fitat der verwendeten Antikdrper gegeniber (Bjerg et al., 2019). Sie haben den Vorteil,
viele Proben in kurzer Zeit abfertigen zu kdnnen. Jedoch gibt es Fortschritte in der Ent-
wicklung von voll automatisierten LC-MS/MS-Verfahren, welche zu erheblicher Beschleu-
nigung des Analyseprozesses fiihren (G. Carter & Card, 2019).

Es besteht heute Konsens, dass standardisierte LC-MS/MS-Methoden die leistungsfahigste
Alternative in der VD-Analytik darstellen. Diese kombinieren die Trennung der Analyten
durch vorgeschaltete chromatografische Prozeduren mit den Vorteilen der Massenspektro-
skopie und weisen die hochste Spezifitat und Sensitivitat auf (Dirks et al., 2018a).

Ein wesentlicher Vorteil der MS gegeniiber Ligandenbindungsassays ist die tadellose se-
parate Detektion von 25(OH)VD2 und 25(OH)VD3. Ein Nachteil der MS ist die fehlende
Unterscheidung von 3-epi-25-OHVD3 und 25(0OH)VD. Dem kann mithilfe aufwendigerer
Vortrennungen entgegengewirkt werden (Garg, 2018).

GroRte Nachteile der LC-MS/MS sind Beschaffungs- und Wartungskosten sowie die Not-
wendigkeit entsprechend qualifizierten Personals (Galunska, 2014)

Diese Arbeit bringt eine differenzierte Betrachtung der Analysemethoden von Vitamin D.
Entscheidend scheint fir die Wahl der Methode durch die Labore in der Praxis sind meist
der finanzielle Faktor und der Durchsatz der Methode. Sollte eine wissenschaftlich korrekte
Abbildung der Werte erforderlich sein, wird empfohlen, kommerzielle Kriterien zu ver-

nachlassigen.
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5 Abstract

The central topic of the present work is vitamin D analysis, whereby the deviations of the
results when using different methods should also be discussed. It became clear that research
and practice are currently still lacking comprehensible standardizations: There are a number
of standardization programs, some of which have already improved the correlation with
reference methods. In addition, they reduced the systematic deviations of the participating
methods. However, the standardization methods are often not used (Bjerg, Halgreen, Han-
sen, Morris, & Jgrgensen, 2019).

By far the most widely used group are automated immunoassays. Their advantages of un-
complicated handling, high throughput and low price are opposed by the disadvantages of
inadequate pre-cleaning and problems with the specificity of the antibodies used (Bjerg et
al., 2019). There ist the advantage of being able to process many samples in a short time.
However, there are advances in the development of fully automated LC-MS / MS methods,
which lead to a considerable acceleration of the analysis process (G. Carter & Card, 2019).
Today there is consensus that standardized LC-MS / MS methods represent the most pow-
erful alternative in VD analysis. These combine the separation of the analytes by upstream
chromatographic procedures with the advantages of mass spectroscopy and have the hig-
hest specificity and sensitivity (Dirks et al., 2018a).

A major advantage of MS over ligand binding assays is the flawless separate detection of
25 (OH) VD2 and 25 (OH) VD3. A disadvantage of MS is the lack of a distinction between
3-epi-25-OHVD3 and 25 (OH) VD. This can be counteracted with the help of more com-
plex pre-separations (Garg, 2018).

The greatest disadvantages of LC-MS / MS are procurement and maintenance costs as well
as the need for appropriately qualified personnel (Galunska, 2014)

This work brings a differentiated consideration of the analytical methods of vitamin D. The
decisive factors for the choice of the method by the laboratories in practice are mostly the
financial factor and the throughput of the method. If a scientifically correct representation

of the values is required, it is recommended to neglect commercial criteria.
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