Vitamin-D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen und
Knochenstoffwechsel bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus

und gesunden Kontrollpersonen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Humanmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von Katja Weismuller

aus Hadamar

GielRen 2002



Aus dem Medizinischen Zentrum fur Innere Medizin
Medizinische Klinik und Poliklinik I

des Universitatsklinikums Gielden

Leiter: Prof. Dr. med. R. Bretzel

Gutachter: Prof. Dr. Stracke

Gutachter: Prof. Dr. Dr. Katz

Tag der Disputation: 01.12.2003



Gewidmet meinen Eltern



EINLEITUNG

1.1 Typ 1-DIABETES MELLITUS (DM 1)

1.1.1 ALLGEMEINES

1.1.2 GENETISCHE FAKTOREN BEI TYP 1-DIABETES MELLITUS
1.1.3 AUTOIMMUNPROZESSE TYP 1-DIABETES MELLITUS

1.1.4 KNOCHENVERANDERUNGEN BEI TYP 1-DIABETES MELLITUS
1.2 KNOCHENSTOFFWECHSEL

1.2.1 KNOCHENSPEZIFISCHE ALKALISCHE PHOSPHATASE (BAP)
1.2.2 OSTEOCALCIN (OC)

1.2.3 PARATHORMON (PTH)

1.2.4 C-TERMINALES PROPEPTID DES TYP-1-KOLLAGENS (PICP)
1.2.5 DPD-CROSSLINKS

1.3 ViTAMIN D

1.3.1 KNOCHENEFFEKTE

1.3.2 IMMUNSUPPRESSIVE WIRKUNG

1.4 VITAMIN-D-REZEPTOR (VDR)

1.4.1 WIRKUNGSMECHANISMUS

1.4.2 VDR-GEN

1.4.3 VDR-GEN-POLYMORPHISMEN

1.4.3.1 VDR-GEN-POLYMORPHISMEN UND KNOCHENDICHTE
1.4.3.2 VDR-GEN-POLYMORPHISMEN UND KNOCHENSTOFFWECHSEL
1.4.3.3 VDR-GEN POLYMORPHISMEN UND TYP 1-DIABETES MELLITUS

2.FRAGESTELLUNG

3.MATERIAL UND METHODEN

3.1 PATIENTEN

3.2 VERGLEICHSKOLLEKTIV

3.3 KNOCHENSTOFFWECHSEL

3.3.1 KNOCHENSPEZIFISCHE ALKALISCHE PHOSPHATASE (BAP)
3.3.2 OSTEOCALCIN (OC)

3.3.3 PARATHORMON (PTH)

N

0 00 0O o o A b b

11
12
12
12
13
13
14
14
15
17
19

21

22

22
22
23
23
23
24



3.3.4 CARBOXYTERMINALES PROPEPTID DES TYP-1-KOLLAGENS (PICP)

3.3.5 DESOXYPYRIDINOLIN-CROSSLINKS (DPD-CROSSLINKS)

3.3.6 25-OH-ViTAmMIN D

3.4 KREATININ

3.5 HBAlC

3.6 GENOTYPISIERUNG

3.6.1 DNA-EXTRAKTION

3.6.2 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

3.6.3 BESTIMMUNG DER RESTRIKTIONSFRAGMENTPOLYMORPHISMEN (RFLPS)

3.7 STATISTISCHE AUSWERTUNG

4 ERGEBNISSE

4.1 HAUFIGKEIT DER VDR-GEN-ALLELE BEI TYP-1-DIABETIKERN UND
KONTROLLKOLLEKTIV

4.2 BIOCHEMISCHE MARKER DES KNOCHENSTOFFWECHSELS

4.3 METABOLISCHE KONTROLLE UND KNOCHENSTOFFWECHSEL

4.4 VDR-GEN-ALLELE UND KNOCHENSTOFFWECHSEL

4.5 KNOCHENSTOFFWECHSEL UND GESCHLECHT

4.6 KNOCHENSTOFFWECHSEL BEI TYP 1-DIABETIKERN UND KONTROLLKOLLEKTIV

5.DISKUSSION

5.1 DISKUSSION DER METHODIK

5.1.1 PROBENAUFBEREITUNG

5.1.2 AUSWAHL DER MESSPARAMETER

5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

5.2.1 VDR-POLYMORPHISMEN

5.2.2 PARAMETER DES KNOCHENSTOFFWECHSELS

6.ZUSAMMENFASSUNG

7.LITERATURVERZEICHNIS

8.ANHANG

24
25
25
25
26
26
26
27
30
33

34

34
38
40
40
44

50

50
50
51
53
53
57

63

65

74



8.1 ABBILDUNGSVERZEICHNIS
8.2 TABELLENVERZEICHNIS

8.3 ABKURZUNGEN

9 DANKSAGUNG

10 LEBENSLAUF

74
75
76

78

79



1 Einleitung

1.1 Typ 1-Diabetes mellitus (DM 1)

1.1.1 Allgemeines

Typ 1-Diabetes mellitus (DM 1) oder Insulin-Dependent Diabetes mellitus
(IDDM) ist eine chronische Erkrankung des Kohlenhydratstoffwechsels, der eine
durch Autoimmunprozesse ausgeloste Zerstérung der insulinproduzierenden (-
Zellen des Pankreas zugrunde liegt 3. Im Zuge einer Erkrankung an Typ 1-
Diabetes mellitus kénnen zahlreiche Folgeerkrankungen auftreten, wie z.B.
diabetische  Retinopathie, = Neuropathie, = Nephropathie, = Mikro-  und

Makroangiopathie.

Die Inzidenz der Erkrankung im Kindesalter betragt in Nordeuropa 20-30/100
000 Einwohner pro Jahr, in Grol3britannien und Irland 15-19/100 000 Einwohner
pro Jahr und in Mittel- und Stdeuropa erkranken z. T. weniger als 10/ 100 000
Einwohner pro Jahr neu. Bezlglich des Auftretens des Typ 1-Diabetes mellitus
besteht also ein deutliches Nord-Siid-Gefalle **. Die Erkrankung tritt vor allem
bei Kaukasiern und in Populationen mit einem gro3en Anteil an kaukasischem
Genmaterial auf *. Die Unterschiede beziiglich der Haufigkeit des Auftretens
der Erkrankung sind durch unterschiedliche genetische Dispositionen in den
jeweiligen Populationen zu erklaren, sowie auch durch
Ernahrungsgewohnheiten und andere Umweltfaktoren °.

Prinzipiell kann ein Typ 1-Diabetes mellitus auch in hdherem Lebensalter
auftreten, doch liegt der Hohepunkt der Inzidenz um das 12. Lebensjahr '8, was

den Typ 1-Diabetes mellitus oft zu einer quasi lebenslangen Erkrankung macht.

1.1.2 Genetische Faktoren bei Typ 1-Diabetes mellitus

Die Suszeptibilitat fir Typ 1-Diabetes mellitus ist erblich bedingt, was sich in
einem erhdhtem Erkrankungsrisiko innerhalb betroffener Familien, verglichen
mit dem Erkrankungsrisiko von Familien, in denen Typ 1-Diabetes mellitus bei

keinem Mitglied aufgetreten ist, ausdriickt 3.



Hauptsachlich ist der Major Histocompatibility Complex (MHC) auf Chromosom
6 mit einer genetischen Pradisposition zu Typ 1-Diabetes mellitus assoziiert.
Der MHC codiert Human Leucocyte Antigen (HLA), wobei MHC | HLA A, B, C
und MHC Il HLA DP, DQ und DR codiert. HL-Antigene finden sich auf allen
kernhaltigen Zellen des menschlichen Organismus, hierbei sind die einzelnen
Merkmale bestimmten Zelltypen zugeordnet. Bei Untersuchungen an
hellhautigen Typ 1-Diabetikern zeigte sich, dass bei 95% HLA DR3 oder HLA
DR4 vorlag, wahrend dies nur bei 45% der gesunden hellhautigen Bevodlkerung
der Fall war. HLA DR11 und HLA DR15 scheinen dagegen einen protektiven
Effekt gegeniiber Typ 1-Diabetes mellitus zu haben 8.

Weitere Genorte, die mit Typ 1-Diabetes mellitus in Verbindung gebracht
werden, sind Gene auf Chromosom 11, die in der Nahe der Gene, die fur

"% und Insulin-like Growth Factor Il (IGF 1l) kodieren, liegen, sowie

Insulin
Gene, die fur den ,Transporter Involved in Antigen Presentation® (TAP)
kodieren, einen Peptidtransporter .

Auch ein Genort auf Chromosom 2g31 und die Genregion, die fur humanes
Interleukin 1 (IL-1) kodiert, scheinen mit Typ 1-Diabetes mellitus assoziiert zu

sein '8

1.1.3 Autoimmunprozesse Typ 1-Diabetes mellitus

Histologische Untersuchungen der endokrinen Anteile des Pankreas
(Langerhans-Inseln) bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus zeigen eine
nahezu vollstandige Zerstérung der insulinsezernierenden Beta-Zellen,
wahrend alle anderen Zelltypen des endokrinen Pankreas (Alpha-, Delta- und
PP-Zellen) erhalten sind °. Ferner findet sich in den Langerhans-Inseln von Typ
1-Diabetikern ein entzindliches Infiltrat, das vorwiegend aus CD8-Zellen sowie
einer variablen Anzahl von CD4-Zellen, B-Lymphozyten, Makrophagen und
naturlichen Killer-Zellen besteht. Das histologische Bild der Langerhans-Inseln
bei Typ 1-Diabetes mellitus zeigt also eine Insulitis °. Die Erkrankung wird also
durch eine T-Zell-abhangige Autoimmuninsulitis hervorgerufen, die zu einer
Zerstorung der Langerhans-Inseln und im weiteren Verlauf zu einem
Insulinmangel fiihrt "°.

Bei einer grolRen Anzahl von Patienten, bei denen Typ 1-Diabetes mellitus

erstmals diagnostiziert wurde, sind Autoantikorper (Auto-Ak) gegen Insulin im



Serum feststellbar. Hierbei sind vor allem zwei Arten von Auto-Ak
hervorzuheben: zytoplasmatische Inselzell-Auto-Ak, die in 70-80% von neu
diagnostiziertem Typ 1-Diabetes mellitus zu finden sind, aber nur mit einer
Haufigkeit von 0,5% bei gesunden Personen, und Insulin Auto-Ak, die bei ca.
50% der neu diagnostizierten Typ-1-Diabetiker im Serum zu finden sind, bevor
eine Gabe exogenen Insulins erfolgte °.

In den Langerhans-Inseln von Patienten, die im Rahmen einer Ketoazidose
verstorben waren, fand sich Interferon a. Viren induzieren die Produktion von
Interferon a, welches die Expression von HLA-Molekilen stimuliert und
chemotaktisch auf Lymphozyten wirkt >.

Zur Autoimmunpathogenese des Typ 1-Diabetes mellitus existieren zwei
Hypothesen. Eine Hypothese geht von einer Immunantwort gegen virale
Proteine, die eine Aminosduresequenz mit Beta-Zell-Proteinen gemeinsam
haben, aus, was die Infiltration der Langerhans-Inseln mit CD8-Zellen erklaren
wurde. Die andere Hypothese postuliert eine Infektion der Beta-Zellen, die eine
Entzindungsreaktion mit Mediatorfreisetzung und entzindlicher Infiltration

hervorruft 3.

1.1.4 Knochenveranderungen bei Typ 1-Diabetes mellitus

Im Tiermodell fur lange bestehenden Diabetes mellitus, BB — Ratten (BB =
Biobreeding) mit spontanem Diabetes mellitus, zeigt sich ein vermindertes
trabekulares Knochenvolumen sowie eine gestorte Osteoblastenfunktion bzw. —
anzahl, was sich u.a. in erniedrigten Konzentrationen von Osteocalcin, einem
Osteoblastenprodukt, im Serum ausdriickt '°°. 1989 hatten Verhaeghe et al. '"°
bereits gezeigt, dass die Veranderungen bezuglich der Osteoblastenfunktion
bzw. der Osteoblastenanzahl nicht durch ein geringeres Korpergewicht von
diabetischen Ratten zu erklaren sind . Ferner konnte eine verminderte
Resistenz des Femurs von BB - Ratten gegen aulere Krafteinwirkung

demonstriert werden 1%,

Unter Insulintherapie verbesserten sich die
Knochenstoffwechselsituation, dabei u.a. auch die Werte fur Osteocalcin, bei
BB — Ratten """

Messungen der Knochendichte (Bone Mineral Density, BMD) bei Typ 1-
Diabetikern zeigen z.T. widerspruchliche Ergebnisse. Eine verminderte BMD

bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus im Vergleich zu gesunden



Kontrollpersonen fanden u.a. Miazgowski und Czekalski ®, Compston et al. ',
Krakauer et al. ®°, Hui et al. °® und Hampson et al. *°, wahrend Olmos et al. &
bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus eine normale BMD fanden. Allerdings
konnen Unterschiede bezuglich Vorhandensein oder Ausmal einer verringerten
BMD  durch unterschiedliche @ MeRBverfahren und  unterschiedliche
Patientenkollektive bedingt sein. Es gibt auch Hinweise darauf, dass eine
niedrige BMD bei Typ 1 — Diabetikern mit einem geringerem Lebensalter,
langerer Diabetesdauer und héherer Insulindosis einhergeht °°.

Auch bezuglich verschiedener Knochenstoffwechselparameter liegen z.T.
widerspriichliche Ergebnisse vor. Kayath et al. ®® fanden bei Typ 1-Diabetikern
Parathormon (PTH) im Normbereich und gesamten alkalischen Phosphatase
(gAP) oberhalb des Normbereichs. Eine Erh6hung der gAP bei Patientinnen mit
Typ 1-Diabetes mellitus im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv fanden
Gallacher et al. *°. Pedrazzoni et al. ®° fanden PTH und Osteocalcin (OC) bei
Typ 1-Diabetikern im Vergleich zu einem Normalkollektiv erniedrigt. Erniedrigte
Osteocalcinwerte fanden Pietschmann et al. ° lediglich bei Patienten mit Typ 1-
Diabetes mellitus, bei denen bereits eine Mikroangiopathie vorlag, wahrend bei
Typ 1-Diabetikern, die diese Komplikation nicht hatten, bezuglich der OC -
Werte kein Unterschied zu einem Kontrollkollektiv feststellbar war. Die PTH —
Werte von Patienten und Kontrollkollektiv zeigten keine Unterschiede. PTH im
Normbereich fanden auch Auwerx et al. * bei Typ 1-Diabetes mellitus. Die

Untersuchung von Olmos et al. %

ergab erhdohte Werte flr die gesamte
alkalische Phosphatase (gAp) und erniedrigte Werte fir OC bei Typ 1-
Diabetikern im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv. Bouillon et al. '® fanden
ebenfalls ein erniedrigtes OC bei Typ 1-Diabetes mellitus im Vergleich mit
gesunden Kontrollpersonen, und keine Unterschiede zwischen Erkrankten und
Gesunden hinsichtlich knochenspezifischer alkalischer Phosphatase (BAP) und
PICP (Carboxyterminal Extension Peptide of Procollagen). Hohere Werte fur
OC bei Typ 1-Diabetes mellitus fanden Miazgowski und Czekalski °.

In einer Verlaufsstudie von Bonfanti et al. ® mit Kindern, die an Typ 1-Diabetes
mellitus erkrankt sind, zeigte sich 3 Monate nach Manifestation der Krankheit
ein signifikanter Anstieg des PICP verglichen mit dem Ausgangswert, sowie 3
und 12 Monate nach Manifestation erhdohte PICP — Werte im Vergleich zu

gesunden Kontrollpersonen. Guarneri et al. *’ fanden erniedrigte Werte fiir OC



bei Kindern und Jugendlichen zum Zeitpunkt der Manifestation von Typ 1-
Diabetes mellitus im Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen. Nach 15 —
tagiger Insulintherapie konnten diesbezuglich keine Unterschiede mehr
zwischen den Gruppen festgestellt werden. OC und PTH waren bei den Kindern
mit Typ 1-Diabetes mellitus nach 15 Tagen Therapie signifikant hoher als zum

Zeitpunkt der Krankheitsmanifestation.

1.2  Knochenstoffwechsel

1.2.1 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP)

Die im Serum mefRbare alkalische Phosphatase (AP) ist kein einheitliches
Enzym, sondern es handelt sich vielmehr um gewebespezifische Isoenzyme
aus Leber, Knochen, Dinndarm oder Plazenta. Die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase steigt bei alternden Patienten an, v.a. bei postmenopausalen
Frauen '°, sie ist dabei aber wenig sensitiv und spezifisch. Daher ist es gerade
beim alteren Patienten oft schwierig zu entscheiden, ob der Anstieg der gAP auf
hepatobiliare Erkrankungen, Medikamenteneinnahme oder Osteomalazie
zurtckzuflhren ist.

Bei einer Erhohung der gAP ist hierfur meistens ein Anstieg der Leber- oder
Knochen-AP verantwortlich. Die beiden Isoenzyme werden durch ein einziges
Gen codiert und unterscheiden sich nur durch posttranslationale Modifikationen.
Die knochenspezifische alkalische Phosphatase ist ein sensitiver Marker fur
einen verstarkten Knochenumsatz. Die Bestimmung der knochenspezifischen
alkalischen Phosphatase ist deshalb gerade bei der Frage nach
osteoporotischen Veranderungen mit einem oft nur diskret veranderten
Knochenumsatz der gAP vorzuziehen. Deshalb spielt in der Praxis die

Differenzierung zwischen diesen beiden Formen der AP die grofite Rolle
51,107,114

1.2.2 Osteocalcin (OC)

Osteocalcin ist ein Peptid, das aus 49 Aminosauren besteht. Es ist eines der

wichtigsten nicht-kollagenen Proteine des Knochens. An den Positionen 17, 21



und 24 besitzt es drei Gamma-Carboxyglutamat-Reste und wird deswegen
auch als Bone Gla-Protein oder BGP bezeichnet.

Die OC-Biosynthese wird durch Vitamin D3 stimuliert und ist ohne Vitamin K
nicht moglich. OC wird von Osteoblasten wahrend des Knochenanbaus gebildet
und primar in die Knochenmatrix eingebaut, jedoch gelangt auch ein Teil des
gebildeten Osteocalcin in das periphere Blut. Das zirkulierende Osteocalcin
besteht zu einem wesentlichen Anteil aus einem N-terminalen Fragment, das
bei Spaltung des intakten Molekuls entsteht, und intaktem OC. Da die
Halbwertszeit im Blut relativ kurz ist, ca. 5 Minuten, reflektiert der OC-Spiegel
im Serum die Neusynthese des Proteins, wodurch die Osteocalcin-Bestimmung
ein wertvolles Werkzeug zur Abschatzung des Knochenstoffwechsels ist. Da
Osteocalcin ausschlieBlich durch Osteoblasten gebildet wird, reprasentiert es
die Aktivitat der Zellen, die fur die Knochenneubildung verantwortlich sind
41.76.2229 Histomorphometrische Untersuchungen belegen, daR Osteocalcin ein
valider Marker des Knochenumsatzes ist 2.

Ca. 30% der Patienten mit postmenopausaler Osteoporose zeigen einen
beschleunigten Knochenstoffwechsel (sog. high-turnover-Osteoporose), wobei
hier in der Regel hochnormale bis erhdhte OC-Spiegel gemessen werden. Bei
Patienten mit niedrigem Knochenumsatz (sog. low-turnover-Osteoporose)

finden sich normale bis leicht erniedrigte Osteocalcinwerte %,

1.2.3 Parathormon (PTH)

Intaktes und biologisch aktives Parathormon ist ein Polypeptid bestehend aus
84 Aminosauren. Es wird gebildet in den Glandulae Parathyroideae als
grolReres Vorlaufermolekll, das aus 115 Aminosauren besteht und als
Praproparathormon bezeichnet wird. Daraus entsteht ein Zwischenprodukt, das
Proparathormon aus 90 Aminosauren. Durch weitere proteolytische
Modifikation entsteht hieraus schlieBlich das Parathormon. Die Halbwertszeit
des intakten PTH liegt im peripheren Blut im Bereich von wenigen Minuten,
wodurch es zu einem geeigneten Parameter fur die metabolisch aktiven PTH-
Mengen wird. Durch hepatische Degradation entstehen mehrere Fragmente,

wobei sich in der Zirkulation das carboxyterminale (C-terminale) Fragment
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findet, das aminoterminale (N-terminale) Teilstlick ist nur in sehr geringer
Konzentration nachweisbar .

PTH spielt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Kalziumhomodostase. Unterschreitet der Serumkalziumspiegel die engen
Grenzen des optimalen Bereichs, wird durch PTH Kalzium aus dem Knochen
mobilisiert, vermehrt im Dinndarm aufgenommen und vermindert renal
ausgeschieden %#2%*_AuRerdem wird die Sekretion von PTH auch durch 1,25-
(OH)-Vitamin D reguliert %.

PTH weist ein pulsatiles Sekretionsmuster auf. Daruber hinaus besteht ein

zirkadianer Rhythmus mit hoheren Werten am Abend und nachts .

1.2.4 C-terminales Propeptid des Typ-1-Kollagens (PICP)

Die von den Osteoblasten gebildete Knochenmatrix besteht aus Kollagen Typ
1. Dieses wird als hochmolekulares, 16sliches Vorlaufermolekul Prokollagen von
den Osteoblasten sezerniert. Extrazellular erfolgt die proteolytische Spaltung
der amino- und carboxyterminalen Propeptide dieses Vorlaufermolekuls. Diese
Extensionspeptide, auch C- und N-terminale Propeptide genannt, stehen in
einem stochiometrischen Verhaltnis zum gebildeten Kollagen.

Aufgrund unterschiedlicher ~ immunochemischer  Eigenschaften der
verschiedenen Kollagentypen koénnen Propeptide des Typ-I-Kollagens von
Propeptiden anderer Kollagenarten unterschieden werden .

Das PICP ist ein trimeres Glykoprotein mit einer MolekulgroRe von mehr als
100 kD. Das Peptid wird durch Disulfidbricken zwischen den Ketten stabilisiert.
Das PICP, das bei der Bildung der Knochenmatrix abgespalten wird, ist im
Serum nachweisbar und spiegelt die Osteoblastenaktivitdt wieder. Auch hier
liegt wie bei anderen Parametern des Knochenstoffwechsels ein zirkadianer
Rhythmus vor. In der Nacht werden hohe PICP-Spiegel gemessen, am
Nachmittag hingegen niedrige *. Die Hohe des PICP-Spiegels korreliert sowohl
mit  histomorphometrischen Anbauparametern als auch mit anderen
biochemischen Markern des Knochenanbaus, wie Osteocalcin und

88,99.79.2329  Dennoch ist die

knochenspezifische alkalische Phosphatase
Wertigkeit des PICP hinsichtlich der Diagnostik und Verlaufsbeurteilung noch

nicht abschlieRend geklart %.
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1.2.5 DPD-Crosslinks

Ungefahr 90% der organischen Knochenmatrix bestehen aus Typ-I-Kollagen.
Dieses wird durch spezifische Molekule quervernetzt, wodurch die Stabilitat des
extrazellularen Kollagenfasernetzes gewahrleistet wird. Die spezifischen
Molekile sind beim reifen Typ-I-Kollagen Pyridinium-Crosslinks, wozu
Pyridinolin (PYR) und Deoxypyridinolin (DPD) zahlen. PYR kommt im Knochen
und Knorpel sowie weiteren Bindegeweben vor, wahrend DPD ausschliellich
im Knochen in relevanten Mengen zu finden ist. Wahrend der
Knochenresorption wird Kollagen abgebaut und DPD entsteht auf
enzymatischem Wege durch Wirkung der Lysyloxidase an der Aminosaure
Lysin. Bei resorptiven Vorgdngen am Knochen fallt DPD an, gelangt in die
Zirkulation und wird unverandert renal ausgeschieden. Die Werte fur DPD, die
im Urin gemessen werden, mussen entsprechend dem Kreatininwert im Urin
korrigiert werden. DPD-Crosslinks fallen ausschlieRlich beim Prozel3 der
Kollagenresorption an und finden sich fast ausschlieRlich im Knochen . Die
Ausscheidung von DPD-Crosslinks korreliert gut mit der Kalziumkinetik des
Knochenumsatzes und mit der Histomorphometrie des Knochens . Die
Tatsache, dal3 die Ausscheidung von DPD im Urin nicht durch
Ernahrungsgewohnheiten beeinflult wird, macht es zu einem Parameter, der es
erlaubt, resorptive Knochenumbauvorgénge abzuschatzen 23,

Bei Gesunden liegt die DPD-Ausscheidung innerhalb relativ enger Grenzen. Bei
postmenopausalen Frauen und Mannern im hoheren Lebensalter sind
steigende DPD-Konzentrationen im Urin zu messen. Die Ausscheidung der
DPD-Crosslinks unterliegt einer zirkadianen Rhythmik mit héheren Werten in
den fruhen Morgenstunden und niedrigeren Werten am Nachmittag. Bei
Knochenerkrankungen mit einem high-turnover ist die DPD-Ausscheidung
deutlich gesteigert, wahrend bei Osteopathien mit niedrigem Knochenumsatz

die Exkretion normal oder sogar erniedrigt sein kann .
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1.3 Vitamin D

1.3.1 Knocheneffekte

Vitamin D3 ist wichtig fur eine normale Knochenstruktur und fir die
homdostatische Kontrolle des Serumkalziumspiegels. Calcitriol (1,25-
Dihydroxy-Vitamin D3) ist der aktive Metabolit von Vitamin D3 2,

Vitamin D3 entsteht zum grof3ten Teil in der Haut durch den Einfluf3 ultravioletter
Strahlung aus 7-Dehydrocholesterol, wodurch Pravitamin D3 (Calciol) entsteht,
welches durch Hydroxylierung in Leber und Niere in Calcitriol umgewandelt
wird.

In vitro wurde gezeigt, dall Calcitriol auch an der Regulation von
Differenzierung und Funktion spezialisierter Zellen, wie Knochenzellen, beteiligt
ist %2,

Es konnte gezeigt werden, dal} der Transkriptionsfaktor Cbfa1 ein spezifischer
Faktor der Osteoblastendifferenzierung ist, dessen Expression durch
Behandlung mit Calcitriol gesteigert werden kann 2.

Skjodt et al. '® konnten an kultivierten Knochenzellen eine durch Calcitriol
stimulierte Zellproliferation nachweisen. Durch héhere Dosen Calcitriol wurde
die Osteocalcinsynthese der Knochenzellen, die spontan kein Osteocalcin
produzierten, stimuliert. Die Proliferation der kultivierten Knochenzellen wurde
durch die héheren Calcitrioldosen gehemmt.

Wahrend die Serumspiegel des 25-OH-Vitamin D Aufschluly Gber die
Versorgungslage des Organismus mit Vitamin D geben, erfolgt mit Bestimmung

des 1,25-(OH)-Vitamin D der Nachweis des metabolisch aktiven Metaboliten *.

1.3.2 Immunsuppressive Wirkung

AulRer seinem EinfluR auf den Knochenstoffwechsel hat Calcitriol auch

62 \Von

antiinflammatorische und immunmodulatorische Eigenschaften
entscheidender Rolle sind hier die Expression von Vitamin-D-Rezeptoren (VDR)
auf der Oberflache von Monozyten und aktivierten T-Lymphozyten im
peripheren Blut, sowie die Inhibierung der Proliferation von T- und B-
Lymphozyten und die Hemmung der IL-2- und IFN-y-Sekretion von T-

Lymphozyten durch Calcitriol 2.
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Bereits 1986 konnte durch Manolagas et al. ° gezeigt werden, daR aktivierte
mononukleare Zellen des peripheren Blutes 1,25(OH),Vitamin-Ds;-Rezeptoren
exprimieren und dal} die Zellproliferation durch Calcitriol inhibiert werden kann.

Vanham et al. '

zeigten die calcitriolinduzierte Unterdrickung der Proliferation
von stimulierten unseparierten T-Lymphozyten und CD4-Zellen. Dieser Effekt
trat bei Inkubation der Zellen mit Calcitriol und IL-2 nicht auf.

IL-12, das von myelomonozytischen Zellen produziert wird, spielt eine zentrale
Rolle in der Entwicklung von T-Helfer-1-Zellen, die an der Pathogenese von
chronischen entzindlichen Autoimmunkrankheiten beteiligt sind. Calcitriol
hemmt die IL-12-Produktion durch aktivierte Makrophagen und dendritische
Zellen, was sich in einer verminderten Produktion von mRNA und einer
herabgesetzten Transkriptionsrate zeigt 2"

Lemire und Archer "2

zeigten an einem Mausmodell fur T-zell-vermittelte
Autoimmunitatsreaktionen (murine experimentelle Autoimmun-
Enzephalomyelitis, EAE), dall die Gabe von 1,25-Dihydroxyvitamin D3 die
Entstehung dieser Erkrankung bei immunisierten Mausen verhindert.

Ebenso konnte in vivo bei NOD-Mausen, die spontan eine autoimmune Insulitis
entwickeln, in deren Verlauf ein autoimmuner Diabetes mellitus auftritt, ein
praventiver Effekt der Langzeitbehandlung mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3 in

Bezug auf die Entwicklung der Erkrankung nachgewiesen werden .

1.4 Vitamin-D-Rezeptor (VDR)

1.4.1 Wirkungsmechanismus

Der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) gehort zur Familie der nuklearen
Hormonrezeptoren. Er reguliert die Gentranskription positiv und negativ durch
Bindung an hexamere kernbindende Strukturen in der Promotor-Region von
Zielgenen, sogenannte Vitamin-D-responsive-Elemente (VREs). Der VDR
besitzt, wie alle Mitglieder dieser Rezeptor-Familie, funf funktionelle Domanen,
von denen DBD (DNA-bindende Domanen) und verschiedene Regionen von
LBD (Liganden-bindende Domanen) einschlieRlich der C-terminalen AF-2-

Domaéne gut untersucht sind %%,



14

Calcitriol passiert die Zellmembran nach Bindung an Vitamin-D-bindendes-
Protein (DBP). Durch schnelle nicht-genomische Wirkungen von Calcitriol
kommt es zur Offnung von Ca*-Kandlen und Aktivierung von Second-
Messenger-Systemen, die in Interaktion mit dem Zellkern treten.
Ligandenaktivierung flhrt zu Phosphorylierung des VDR und nuklearem
Transport. Dort homodimerisiert der VDR oder er heterodimerisiert mit einem
RXR (Retinoid X — Rezeptor) genannten Faktor, um mit VREs in Promotoren
bestimmter Gene interagieren zu konnen. Die ligandeninduzierte
Heterodimerisierung von VDR und RXR scheint die Wechselwirkung mit DNA
zu verstarken, wahrend die funktionelle Bedeutung des VDR-Homodimers noch
unklar scheint 2.

Die VDR-Aktivitat hangt jedoch nicht nur von dem Vorhandensein eines
optimalen Liganden ab, sondern auch von verschiedenen Second-Messenger-
Systemen, welche die Phosphorylierung oder Stabilitdit des Rezeptors

beeinflussen .

1.4.2 VDR-Gen

Das VDR-Gen befindet sich auf Chromosom 12 und neuere Arbeiten deuten auf
eine zentromerische Lage des VDR-Gens auf diesem Chromosom hin "%,

Das VDR-Gen besteht aus 1281 Nukleotiden, die das VDR-Protein codieren,
das aus 427 Aminosauren besteht. Diesem Abschnitt geht eine nicht-
codierende Sequenz aus 115 Basenpaaren voran. Ferner besteht das VDR-
Gen noch aus einer 3,2 kb grolen Region am 3°-Ende, die nicht translatiert
wird (UTR = untranslated region). Das VDR-Gen verflgt Uber 11 Exons, die
zusammen mit den dazwischenliegenden Introns mehr als 75 kb umspannen.
Die nicht-codierende Region am 5°-Ende beinhaltet drei Exons, 1A, 1B und 1C,

wahrend die verbleibenden Exons das Translationsprodukt codieren ©2.

1.4.3 VDR-Gen-Polymorphismen

Fir das VDR-Gen sind verschiedene Langen-Polymorphismen von
Restriktionsfragmenten (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)
bekannt. Hierbei sind im Bereich der Introns am 3°-Ende die polymorphen

Abschnitte gelegen, die durch die Restriktionsenzyme Bsml, Taql und Apal
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gespalten werden, wobei die Polymorphismen Bsml und Apal in Intron 8 und
Taql in Exon 9 gelegen sind %°". Ein weiterer Polymorphismus, der mittels
Spaltung durch das Restriktionsenzym Fokl am 5°-Ende identifiziert wird,
befindet sich im Bereich der Translationsinitiation (Startcodon), weshalb dieser

Polymorphismus auch als Startcodon-Polymorphismus (SCP) bezeichnet wird
5,2,50,46

1.4.3.1 VDR-Gen-Polymorphismen und Knochendichte

Um den EinfluR von genetischen und umweltbedingten Faktoren auf die
Knochendichte abzuschatzen, sind eine Vielzahl von Studien mit monozygoten
und dizygoten Zwillingen durchgefuhrt worden. Hierbei wird davon
ausgegangen, dal® Unterschiede in der Knochendichte bei monozygoten
Zwillingen allein auf umweltbedingte Faktoren zurickzuflhren sind, da eine
100%ige genetische Identitat besteht, wahrend Unterschiede bei dizygoten
Zwillingspaaren durch genetische und umweltbedingte Faktoren hervorgerufen

67

sein kénnen °'. Zwillingsstudien von mehreren Untersuchern zeigen einen

ausgepragten Effekt genetischer Faktoren auf die Knochendichte sowohl an
peripheren als auch an axialen Anteilen des Skeletts %726:91.101,

Da die Osteocalcinproduktion und Kollagensynthese durch Calcitriol Uber den
VDR reguliert werden, ist die Struktur des VDR-Gens moglicherweise an den
genetischen Einflissen auf die Knochendichte beteiligt. Auf dieser Hypothese
basieren die zahlreichen Untersuchungen bezlglich des Zusammenhangs
zwischen VDR-Gen-Polymorphismen und Knochendichte ©’.

Morrison et al. 8" beschreiben fiir den Bsml-Polymorphismus, daR dizygote
Zwilinge mit dem gleichen VDR-Genotyp fast genauso ahnliche
Knochendichten haben wie monozygote Zwillinge, wahrend die Knochendichte
sich bei den dizygoten Zwillingspaaren um bis zu 20% unterschied, wenn
verschiedene Genotypen vorlagen. Es zeigte sich hier eine Assoziation des
Genotyps BB (Abwesenheit der Schnittstelle flr die Restriktionsendonuklease
Bsml) mit niedriger Knochendichte, was auch bei den dizygoten Zwillingspaaren
Ausdruck fand.

Zu einem &hnlichen Ergebnis kommt eine Studie von Fleet et al. *

mit
pramenopausalen weillen und schwarzen amerikanischen Frauen. Es zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit der einzelnen Bsml-
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Genotypen bei den beiden Rassen. In der Gesamtgruppe war die
Knochendichte bei Probanden mit dem Genotyp BB geringer als bei Probanden
mit den Genotypen Bb und bb.

Hingegen konnten Looney et al. ™ bei einer Population mit ausgepragter
Osteoporose keine Haufung des Genotyps BB im Vergleich mit einer gesunden
Kontrollgruppe finden.

Salamone et al. * fanden bei pramenopausalen Frauen einen Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein des bb-Genotyps und niedriger Knochendichte,
wahrend der BB- und Bb-Genotyp mit hdherer Knochendichte einhergingen.
Ferrari et al. 32 untersuchten ebenso den Bsml-Polymorphismus und fanden
hier bei prapubertaren und adoleszenten Madchen eine niedrigere
Knochendichte bei Vorliegen des Genotyps BB als bei den Genotypen Bb und
bb. Bei pramenopausalen Frauen konnten hingegen keine Unterschiede
bezlglich Knochendichte und verschiedenen VDR-Genotypen gesehen werden.
In einer Studie mit postmenopausalen monozygoten und dizygoten Zwillingen
192 Zeigt sich ein Zusammenhang des Genotyps tt (Vorhandensein der
Schnittstelle fur die Endonuklease Taql) des Taql-Polymorphismus mit niedriger
Knochendichte.

Riggs et al. %

sahen in einem Kollektiv aus jungen gesunden Frauen und
postmenopausalen osteoporotischen Frauen eine altersabhangige Assoziation
zwischen VDR-Gen-Polymorphismen und Knochendichte, und zwar
dahingehend, dal® der Effekt des Genotyps bei jungen Frauen ausgepragter
war, wahrend bei den osteoporotischen postmenopausalen Frauen keine
Unterschiede hinsichtlich bestimmter Genotypen zu erkennen waren. Hohe
Knochendichte war bei den jungen Frauen mit dem Genotyp TT (oder aa oder
bb) und niedrige Knochendichte im Bereich des Femurhalses war mit dem
Genotyp tt (oder AA oder BB) assoziiert. Hustmeyer et al. *® hingegen konnten
bei einer Studie mit nordamerikanischen monozygoten und dizygoten
Zwillingspaaren keinen Zusammenhang zwischen Knochendichte und VDR-
Gen-Polymorphismen (Bsml und Taql, sowie Apal) sehen.

Ebenso analysierten Garnero et al.

ein Kollektiv aus gesunden,
pramenopausalen Frauen hinsichtlich VDR-Gen-Polymorphismen mittels der

Restriktionsendonukleasen Bsml, Taqgl und Apal. Auch hier konnte keine
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Assoziation zwischen dem VDR-Genotyp und der Knochendichte
nachgewiesen werden.

2 einen

Bei pramenopausalen japanischen Frauen konnten Arai et al.
Zusammenhang zwischen dem Fokl-VDR-Polymorphismus und der
Knochendichte zeigen. Hierbei ging der Genotyp ff mit geringerer
Knochendichte als der Genotyp FF einher.

Ahnliche Ergebnisse erbrachte eine Studie von Gross et al. % mit
postmenopausalen Frauen aus einer mexikanisch-amerikanisch-kaukasischen
Population. Auch hier ging der Genotyp ff mit deutlich verringerter
Knochendichte einher.

In einer Studie mit pramenopausalen weil3en und schwarzen amerikanischen
Frauen konnten Harris et al. *° keinen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen Rasse und Fokl-Genotyp einerseits und Knochendichte andererseits
entdecken. Allenfalls konnte eine Tendenz bei Frauen mit dem Genotyp ff zu
einer geringeren Knochendichte festgestellt werden, sofern die Gruppe als
Ganzes betrachtet wurde.

In der OFELY-Studie mit pramenopausalen franzésischen Frauen zeigte sich
hingegen kein Zusammenhang zwischen Fokl-Polymorphismen und der
Knochendichte ?. Ferner zeigte sich der Fokl-Genotyp auch unabhingig vom
Bsml-Genotyp.

Auch Ferrari et al. *' konnten keinen Zusammenhang zwischen Fokl-VDR-Gen-
Polymorphismen und Knochendichte finden, weder fur prapubertdre Madchen
noch flr pramenopausale Frauen.

Zusammenfassend sind die Aussagen bezuglich des Zusammenhangs
zwischen VDR-Genotypen und Knochendichte bisher widerspruchlich. Der
Grund hierfur kdonnte in der Tatsache liegen, dal® zumindest der Einflu} des
Bsml-Polymorphismus offenbar altersabhangig zu sein scheint und vorwiegend
bei pramenopausalen Frauen zu signifikanten Unterschieden in der
Knochendichte fuhrt. Weiterhin scheint der Einflu® der VDR-Polymorphismen

von der Kalziumaufnahme mit der Nahrung abhéngig zu sein .

1.4.3.2 VDR-Gen-Polymorphismen und Knochenstoffwechsel

Die Knochendichte ist das Ergebnis von Auf- und Abbauvorgangen am

Knochen. Der Umfang dieser Veranderungen des dynamischen Systems
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Knochen kann mit bestimmten Parametern des Knochenstoffwechsels erfal3t
werden °’.

Der genetische Einflu auf den Knochenstoffwechsel wurde, wie auch schon
bei der Knochendichte, durch Zwillingsstudien mit monozygoten und dizygoten
Zwillingspaaren gezeigt. Hervorzuheben ist hier eine Studie von Kelly et al.
mit australischen Zwillingspaaren. Hierbei zeigte sich, dal® die Héhe der Werte
fur Osteocalcin, ein Osteoblastenprodukt, im Serum stark durch genetische
Einflusse bestimmt wird.

Garnero et al.

zeigten in einer Studie mit monozygoten und dizygoten
postmenopausalen Zwillingspaaren, dal® ein ausgepragter genetischer Einfluss
auf verschiedene Marker des Knochenstoffwechsels besteht. Dies gilt v.a. fur
Osteocalcin, die knochenspezifische alkalische Phosphatase und PICP. Ein
Trend konnte hier auch fur die Crosslinks gezeigt werden.

Morrison et al. %2 zeigten, dass die VDR-Genotypen BB und AA mit signifikant
héheren Osteocalcinwerten bei knochengesunden australischen Probanden
einhergingen, wahrend bei den VDR-Genotypen bb und aa niedrigere
Osteocalcinspiegel vorlagen.

In einer Studie mit postmenopausalen Frauen konnten Garnero et al. *° keinen
Zusammenhang zwischen VDR-Gen-Polymorphismen und dem
Knochenstoffwechsel zeigen. Es wurden die Polymorphismen Bsml, Apal und
Taqgl sowie als Knochenstoffwechselparameter Osteocalcin und PICP als
Aufbauparameter und NTX, CTX wund Pyrilink-D als Abbauparameter
untersucht. Ebenso bestand kein Zusammenhang zwischen VDR-Genotyp und
Knochendichte.

Garnero et al. *° fanden ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen VDR-
Genotypen und Knochenstoffwechsel bei gesunden pramenopausalen
franzésischen Frauen. Die untersuchten Polymorphismen waren Bsml, Taql
und Apal, die untersuchten Knochenstoffwechselparameter waren Osteocalcin,
PICP, knochenspezifische alkalische Phosphatase, NTX und Crosslaps.
Ebenso fand sich im Rahmen dieser Studie keine Assoziation zwischen VDR-

Polymorphismen und Knochendichte.
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1.4.3.3 VDR-Gen Polymorphismen und Typ 1-Diabetes mellitus

Vitamin D hat immunmodulatorische Eigenschaften, was sich in Versuchen mit
NOD-Mausen, einem Tiermodell fur Typ 1-Diabetes mellitus, gezeigt hat.
Mathieu et al. ”” konnten zeigen, daR die Gabe von Vitamin D bei diesen Tieren
die Entwicklung einer Autoimmuninsulitis und die konsekutive Entstehung eines
Typ 1-Diabetes mellitus verhinderte.

Boucher et al. ° zeigten in einer Studie mit in England lebenden Bangladeschi,
dass bei Personen mit hohem Risiko, einen Typ 1-Diabetes mellitus zu
entwickeln, die Vitamin-D-Spiegel im Serum erniedrigt waren.

Ebenfalls in einer Studie mit in London lebenden Bangladeschi mit Risiko zur
Entwicklung eines Typ 2-Diabetes mellitus konnte ein Zusammenhang
zwischen Insulinsekretion und VDR-Genotypen gesehen werden. Hitman et al.
> untersuchten VDR-Polymorphismen fiir die Restriktionsendonukleasen Bsml,
Apal und Taql. Nur fir den Apal-Polymorphismus wurde ein Effekt auf die
Insulinsekretion bei den untersuchten Personen gesehen, und zwar ging der
Genotyp aa mit niedriger Insulinsekretion einher, wahren sich fur den Genotyp
AA eine hohe und flr den Genotyp Aa eine mittlere Insulinsekretion fanden.

In einer Studie mit in London lebenden Indern, die an Typ 1-Diabetes mellitus

erkrankt waren, und deren Eltern, konnten McDermott et al. 8

zeigen, dass die
VDR-Genotypen Bb und bb gehauft bei den erkrankten Studienteilnehmern
vorlagen. Fir die Polymorphismen Taql und Apal konnte kein gehauftes
Auftreten bestimmter Genotypen bei Typ 1-Diabetikern nachgewiesen werden.

Hauache et al. %2

untersuchten in einer Studie mit brasilianischen Typ-1-
Diabetikern die Haufigkeit bestimmter VDR-Genotypen mit Hilfe des Bsmi-
Polymorphismus sowie die Knochendichte bei diesen Patienten. Hierbei zeigte
sich, dal} bei den Typ 1-Diabetikern eine niedrigere Knochendichte vorlag als
bei der gesunden Kontrollgruppe. Die Verteilung der VDR-Genotypen nach dem
Bsml-Polymorphismus unterschied sich bei den Diabetikern nicht von der bei
den Gesunden. Es zeigte sich allerdings, dass innerhalb der Diabetikergruppe
der Genotyp BB mit niedrigerer Knochendichte und kiirzerer Erkrankungsdauer
einherging als die Genotypen Bb und bb.

In einer Studie mit taiwanesischen Typ 1-Diabetikern '

, zeigte sich eine
Assoziation bestimmter VDR-Gen-Polymorphismen mit Typ 1-Diabetes mellitus.

Hierzu wurde die Haufigkeit der einzelnen VDR-Genotypen fir die
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Polymorphismen Bsml, Apal und Taql bei Typ 1-Diabetikern mit der Haufigkeit
bei einer Kontrollgruppe aus gesunden Personen verglichen. Hierbei traten die
Genotypen BB und Bb signifikant haufiger bei Patienten mit Typ 1-Diabetes
mellitus auf als bei den gesunden Kontrollpersonen. Ebenso bestand ein Trend,
wenn auch keine Signifikanz erreicht wurde, fur ein haufigeres Auftreten der
Genotypen AA und Aa bei Typ 1-Diabetikern.

Pani et al. &

untersuchten Haplotypen der VDR-Polymorphismen bei Familien,
in denen mindestens ein Mitglied an Typ 1-Diabetes mellitus erkrankt war.
Hierbei zeigte sich, dal} die Haplotypen At und Bt mit einem erhdhten Risiko an
Typ 1-Diabetes mellitus zu erkranken einhergingen, wahrend die Haplotypen
AT und at protektiv gegenuber der Erkrankung zu wirken scheinen. Die starkste

Suszeptibilitat fur die Erkrankung zeigte sich flr den Haplotypen Bat.
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2.Fragestellung

Hinsichtlich des Auftretens bestimmter VDR-Gen-Polymorphismen und einem
veranderten Knochenstoffwechsel sowie der Assoziation mit Typ 1-Diabetes

mellitus zeigen die vorhandenen Untersuchungen widersprichliche Ergebnisse.

Fir die vorliegende Arbeit wurden Parameter des Knochenstoffwechsels und
VDR-Gen-Polymorphismen an einem Kollektiv von 75 Typ 1-Diabetikern und 57

gesunden Kontrollpersonen untersucht.

Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit Typ 1-
Diabetes mellitus und gesunden Kontrollpersonen bezlglich der Verteilung von

VDR-Gen-Polymorphismen?

2. Besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit Typ 1-
Diabetes mellitus und gesunden Kontrollpersonen hinsichtlich  der

Knochenstoffwechselparameter?

3. Korreliert die Hohe des HbA1c bei Typ 1-Diabetikern mit Parametern des

Knochenstoffwechsels?

4. Unterscheiden sich Knochenstoffwechselparameter bei Typ-1-Diabetikern
bei Betrachtung getrennt nach Mannern und Frauen im Vergleich mit den

Parametern des Knochenstoffwechsels bei gesunden Kontrollpersonen?

5. Unterscheiden sich die verschiedenen VDR-Genotypen hinsichtlich der

Hoéhe der biochemischen Parameter des Knochenstoffwechsels?
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3.Material und Methoden

3.1 Patienten

Einbezogen in die Studie wurden 75 Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus (32
Frauen, 43 Manner) mit einem mittlerem Alter von 33,6 + 10,8 Jahren. Der Typ
1-Diabetes mellitus wurde anhand der WHO-Kritierien diagnostiziert (Alberti und
Zimmet, 1998).

Bei den weiblichen Typ 1-Diabetikern wurde der menopausale Status
dokumentiert.

Die durchschnittliche Dauer des Typ 1-Diabetes mellitus betrug 126,2 + 125,7
Monate (Umfang 2 bis 596 Monate), das durchschnittliche Alter bei
Manifestation des Diabetes betrug 23,2 + 11,8 Jahre.

Es bestanden bei keinem Patienten zusatzliche Erkrankungen oder
Medikationen, die den Knochenumsatz beeinflussen.

Das Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Untersuchung wurde nach

Information von allen Teilnehmern eingeholt.

3.2 Vergleichskollektiv

Als Kontrollgruppe dienten 57 Personen, die bezuglich Alter und
Geschlechtsverteilung der Patientengruppe angepal’t waren. Bei den
Kontrollpersonen handelte es sich um Mitarbeiter der Klinik, sowie um
Patienten, die die Klinik wegen eines allgemeinen Gesundheits-Check-up
besuchten, aber letztendlich gesund waren und um Patienten, deren
Erkrankungen den Knochenstoffwechsel nicht beeinflussen und nicht zu den
Autoimmunerkrankungen gerechnet werden. Ferner wurden auch von keinem
Untersuchungsteilnehmer der Kontrollgruppe Medikamente eingenommen, die
den Knochenumsatz beeinflussen.

Das Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Untersuchung wurde nach

Information von allen Teilnehmern eingehoilt.
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3.3 Knochenstoffwechsel

3.3.1 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP)

Die Aktivitat der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase (BAP) im Serum
wurde mit einem Enzymimmunoassay (EIA) - Kit (Alkphase-B, Metra
Biosystems, Mountain View, CA, USA) bestimmt. Wahrend der Erstinkubation
bindet das in den Standards, Kontrollen bzw. in den Proben vorliegende BAP
an den in den Kavitaten auf der Mikrotiterplatte gebundenen monoklonalen
Maus-anti-BAP-Antikorper. Durch mehrmaliges Waschen wird ungebundenes
BAP aus den Proben entfernt.

Nach Zugabe von p-Nitrophenyl-Phosphat als Substrat wird das an den
Antikorper gebundene BAP wahrend einer 30-minutigen Inkubation zu einem
farbigen Endprodukt umgesetzt. Nach Abbruch der enzymatischen Reaktion
durch Zugabe von Stopplésung (1 M NaOH) erfolgt die Messung der
Enzymaktivitat im Enzymimmunoassay-Reader bei einer Wellenlange von 405
nm, wobei die gemessene optische Dichte (OD) zur BAP-Aktivitat direkt
proportional ist.

Die Kreuzreaktivitat dieses Kits mit der in der Leber gebildeten alkalischen
Phosphatase wurde von verschiedenen Autoren untersucht, und umfaldt in

diesen Studien einen Bereich zwischen 3-20% %2:4351.107.114.113

3.3.2 Osteocalcin (OC)

Intaktes Osteocalcin  im Serum wurde mittels eines zweiseitigen
immunoradiometrischen Assay (IRMA) — Kit (Nichols Institute Diagnostics, San
Juan Capistrano, CA, USA) und durch eine immunoluminometrische Methode
(Immulite — Diagnostic Products Corporation, CA, USA) bestimmt *°. Da beide
Methoden eine hohe Konkordanz zeigten, wurden fur die Auswertung nur die
mit der immunoradiometrischen Methode, die auch in der gangigen Literatur
beschrieben wird 41'76%22° ermittelten Werte herangezogen. Hierbei wird eine
Serumprobe gleichzeitig mit einem biotinbeladenen Antikorper, dem radioaktiv
markierten Antikorper und einem avidinummantelten Kunststoffkligelchen
inkubiert. Das in der Probe enthaltene Osteocalcin bindet an die beiden
Antikérper und wird von ihnen wie in einem Sandwich eingeschlossen. Dieses

,>andwich“ bindet dann an das Kunststoffkigelchen. Nach dem Ende der
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Inkubationszeit wird die Probe gewaschen, um ungebundene Antikoérper und
andere Partikel zu entfernen. Mittels eines Gamma-Counters wird dann die
Radioaktivitat der  Kugelchen gemessen. Die Radioaktivitat des
Antikdrperkomplexes ist der Menge an Osteocalcin in der Probe direkt

proportional.

3.3.3 Parathormon (PTH)

Intaktes parathyreoidales Hormon (Parathormon, PTH) wurde mit einem
immunoradiometrischen Assay (Nichols Institute, San Juan Capistrano, CA,
USA) bestimmt. Es handelt sich hierbei um eine Methode, die bereits von
mehreren Autoren beschrieben wurde %45 Hierbei wird die Probe gleichzeitig
mit zwei Antikdrpern inkubiert, der eine Antikdrper befindet sich auf
Kunststoffkiigelchen und bindet am PTH-Molekil C-terminal und in einer
Mitteregion, der andere Antikorper bindet ausschlieRlich N-terminal und ist
radioaktiv markiert. Die Antikorper und das PTH bilden einen ,Sandwich®-
Komplex. Nach dem Ende der Inkubationszeit folgt ein Waschschritt, um
uberflissige Antikorper und eventuell vorhandene andere Partikel zu entfernen.
Die Radioaktivitat des an die Kunststoffkiigelchen gebundenen Komplexes wir
mit Hilfe eines Gamma-Counters gemessen. Die gemessene Radioaktivitat ist

dem Gehalt der Probe an intaktem PTH direkt proportional.

3.3.4 Carboxyterminales Propeptid des Typ-1-Kollagens (PICP)

PICP wurde im Serum mittels eines Sandwich-Immunoassay quantitativ
bestimmt (Prolagen-C-IEMA, Metra Biosystems, Palo Alto, CA, USA). Die
Proben werden in mit Anti-PICP-beschichtete (Maus, monoklonal) Kavitaten
von Mikrotiterplatten pipettiert und dort inkubiert. AnschlieBRend werden
ungebundene Reaktionspartner in einem Waschschritt entfernt. Dann erfolgt ein
zweiter Inkubationsschritt mit einem polyklonalen Anti-PICP-
Kaninchenantikorper. Auch hier folgt wieder ein Waschschritt. An den
Kaninchenantikorper bindet das Enzymkonjugat (Anti-Kaninchen-IgG gekoppelt
an alkalische Phosphatase). Ein erneutes Waschen folgt. Anschlieend wird als
Substrat p-Nitrophenyl-Phosphat hinzugefligt, das durch das gebundene Enzym

in einer 30minutigen Inkubationszeit zu einem farbigen Endprodukt umgesetzt
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wird, dessen optische Dichte bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen wird,

die der Konzentration von PICP in der Probe direkt proportional ist 2.

3.3.5 Desoxypyridinolin-Crosslinks (DPD-Crosslinks)

Um die resorptiven Vorgange am Knochen abzuschatzen, wurde
Deoxypyridinolin ~ (DPD) im  Urin  bestimmt. Hierbei wurde eine
immunoluminometrische Methode, die auf einem kompetitiven Immunoassay
basiert ¥, verwendet (Immulite Pyrilinks-D™, Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA, USA). Dabei wurde das im Urin gemessene DPD auf den

Kreatininwert im Urin bezogen.

3.3.6 25-OH-Vitamin D

25-OH-Vitamin D (25-OH-D) wurde mit einem kompetitiven Protein-Bindungs-
Assay (ImmunDiagnostik, Bensheim, Deutschland) mit der modifizierten
Methode nach Haddad et al. *® bestimmt. Dieser Testkit arbeitet nach dem
Prinzip eines kompetitiven Proteinbindungsassay. Das 25-OH-Vitamin D der
Probe konkurriert mit dem zugesetzten Tracer (*H 25-OH-Vitamin D um die
Bindung an das Vitamin D-bindende Protein (VDBP, Gc-Globulin). Da in vivo
das gesamte zirkulierende 25-OH-Vitamin D an VDBP gebunden vorliegt,
mussen die Proben mit Acetonitril prazipitiert werden, um den Analyt
freizusetzen. Der Uberstand kann dann ohne weitere Vorbehandlung im Test
eingesetzt werden. Im ersten Schritt werden Tracer und Probe bzw. Standard
pipettiert. Im zweiten Schritt wird dann das Vitamin D Bindungsprotein
hinzugegeben. Das 25-OH- Vitamin D der Probe kompetitiert mit dem Tracer
um die spezifische Bindung an das VDBP. Mit steigender Analyt-Konzentration
in der Probe wird weniger VDBP Uber den Tracer gebunden. Ungebundener
Tracer wird Uber Aktivkohle gebunden und abzentrifugiert. Die verbliebene

Radioaktivitat des Uberstandes wird im Beta-Counter gezahlt.

3.4 Kreatinin

Kreatinin-Werte im Serum und im Urin wurde mittels eines kinetischen

Farbtests (Jaffé-Methode) ermittelt. Hierbei wird der Probe zunachst
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Natronlauge hinzugeflgt, in einem zweiten Schritt dann Pikrinsaure. Kreatinin
bildet in alkalischer Losung mit Pikrat einen gelb-orange gefarbten Komplex,
dessen Farbintensitat, die direkt proportional der Kreatininkonzentration ist,

photometrisch gemessen wird.

3.5 HbA1c

HbA1c wurde mittels HPLC bestimmt, wobei ein HbA1c.-Recorder-Pack flr
Diamat™- Analyzer verwendet wurde (BIO-RAD Laboratories GmbH Munchen,
Deutschland).

3.6 Genotypisierung

3.6.1 DNA-Extraktion

Die Extraktion der genomischen DNA wurde mit Standardmethoden aus
peripheren Leukozyten des Blutes durchgefihrt. Die Erythrozyten wurden durch
Zugabe von 9 ml Solution A (0,32 M Saccharose, 0,01 M Tris-Puffer, 5 mM
MgCl und 1% Triton X) zu 3 ml EDTA-Blut lysiert. Diese Mischung wurde 10
Minuten lang auf Eis gekuhlt und dabei vermischt, anschlielend 15 Minuten bei
3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und
das verbleibende Pellet mit 3 ml Solution A gewaschen. Auch hier wurde der
Uberstand wieder vorsichtig abgesaugt. Das Pellet ist in diesem Zustand bei —
80°C lagerbar oder kann sofort weiter verarbeitet werden.

Zur Proteolyse wurde das Pellet in 1,5 ml SE-Puffer (Sodium-EDTA-Puffer, 25
nM EDTA, 75 mM NaCl, pH 8) geldst. Hierzu wurden 10 ul Proteinase K
(Konzentration 10mg/ml) und 200 ul SDS 10% gegeben. Dies wurde dann uber
Nacht, mindestens jedoch 1,5 h, bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Nach beendeter Inkubationszeit wurde das Proteolyseergebnis mit 500 ul NaCl
(6 M) gemischt und diese Lésung 15 s lang mit dem Vortexgerat gemischt.
Anschlieend erfolgte die Zentrifugation mit 4000 rpm fir 15 Minuten bei 20°C.
Der hierbei entstandene Uberstand (Volumen ca. 5 ml) wurde in ein neues
Tube dekantiert und mit 10 ml 100%igem Ethanol mit der Temperatur —20°C
durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Das hierbei sichtbar werdende DNA-

Knauel wurde vorsichtig mit Hilfe einer Pipette in ein Cap gegeben und einem
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weiteren Waschschritt mit 70%igem Ethanol, ebenfalls mit der Temperatur —
20°C, unterzogen. Es folgte eine erneute Zentrifugierung. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgeschuttet und Ethanolreste abpipettiert. Die im Cap verbliebene
DNA wurde in 200 ul Tris-Puffer (10mM, pH 8) bei 37°C im Wasserbad
entspiralisiert und die Losung dann bei —20°C im Gefrierschrank aufbewahrt.
Diese DNA-Stammldsung wurde dann zum Einsatz bei der PCR im Verhaltnis
1:10 mit destillietem Wasser verdinnt, auch diese verdinnten Ldsungen

wurden bei —20°C aufbewahrt.

3.6.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine in vitro-Technik, mit der man gezielt
DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden,
vervielfaltigen kann.

Um DNA mit Hilfe einer PCR amplifizieren zu kdnnen, bendtigt man als
Starthilfe Oligonukleotidprimer, sogenannte Amplimer. Dabei handelt es sich
um kurze einstrangige DNA-Molekule, die komplementar zu den Enden einer
definierten Sequenz der DNA-Matrize (Template) sind. Eine DNA-Polymerase
verlangert unter den richtigen Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von
Desoxynucleosidtriphosphaten (ANTPs) die Primer entlang der einzelstrangigen
denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert so neue DNA-Strange, deren
Sequenz komplementar zur Matrize ist. Alle diese DNA-Molekuile liegen am
Ende der Reaktion als Doppelstrange vor. Um diese Synthese zu wiederholen,
mufd man die doppelstrangige DNA erneut durch Hitze aufschmelzen und nach
dem Abkuhlen der Mischung die Primer wieder binden lassen. Sobald die
richtige Temperatur fur die Enzymreaktion erreicht ist, verlangert die DNA-
Polymerase die Primer. Jede zusatzliche Strangsynthese bedeutet eine neue
Vermehrungsrunde. Dabei dienen auch die neu synthetisierten DNA-Strange
als Matrize und tragen so dazu bei, dal® bei jedem neuen Zyklus die
Konzentration der vervielfaltigten Zielsequenzen ansteigt.

Im ersten Zyklus werden zuerst entlang der urspriinglichen Matrize neue DNA-
Strange gebildet. Sie haben noch keine definierte Lange, da die DNA-
Polymerase so lange DNA synthetisiert, bis sie entweder von alleine anhalt
oder vom Beginn einer neuen Vermehrungsrunde unterbrochen wird. Auch im

zweiten Zyklus ist die Lange der Negativkopien noch nicht festgelegt. Doch ab
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der dritten Runde wird dann nur noch die Zielsequenz gebildet, die durch die
Position der Primer in der Originalmatrize vorgegeben ist. Ab dem vierten
Zyklus vermehrt sich die Zielsequenz exponentiell. lhre Kopienzahl nach
AbschluR der Reaktion laRt sich nach der Gleichung (2"-2n)x berechnen.
Hierbei bedeutet n = Anzahl der Vermehrungszyklen, 2n = Produkte der ersten
zwei Vermehrungszyklen, deren Lange nicht definiert ist und x = Anzahl der
Kopien der ursprunglichen DNA-Matrize.

Nach 20 PCR-Runden sollte sich die gesuchte DNA 2?°fach vermehrt haben,
vorausgesetzt, dal} die Ausbeute in jeder Runde 100-prozentig ist. Wie effizient
eine PCR ist, ist jedoch von Matrize zu Matrize unterschiedlich. Die Effizienz
hangt auRerdem davon ab, inwieweit man die Methode optimiert hat. Letztlich
ist bei Uberschul® von DNA die Enzymmenge der begrenzende Faktor fir die
Reaktion. Die Aktivitat des Enzyms nimmt ab, da auch die hitzestabilen DNA-
Polymerasen im Laufe mehrerer Zyklen durch die Hitze denaturiert werden. Mit
zunehmender Konzentration der gewlinschten Strange vermindert auch deren
Hybridisierung untereinander die Effizienz der Vervielfaltigung, da diese
Reaktion mit der Anlagerung der Primer konkurriert (Beschreibung aus: Newton
& Graham 1994 %°).

Fur die vorliegende Untersuchung wurde ein Thermocycler der Firma Hybaid-
AGS (Hybaid PCR Sprint, Hybaid-AGS, Heidelberg) verwendet. Bei der
verwendeten Tag-Polymerase handelt es sich um AmpliTag Gold™ und bei
dem entsprechendem Puffer um GeneAmp® 10x PCR Gold Buffer (beide
Produkte von P.E. Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Der fur den Bsml-Polymorphismus verwendete Primer hat in sense-Richtung
die Sequenz 5 -CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG CGT CAG TGA-3'und in
antisense-Richtung die Sequenz 5'-AAC CAG CGG GAA GAG GTC AAG GG-
3" 8. Das bei der PCR mit diesen Primern entstehende PCR-Produkt umfaft
800 bp (bp = Basenpaare).

FUr den Taql-Polymorphismus wurde ein Primer mit der Sequenz 5-CAG AGC
ATG GAC AGG GAG CAA-3'in sense-Richtung und der Sequenz 5-GCA ACT
CT CAT GGC TGA GGT CTC-3'in antisense-Richtung verwendet '*. Hierbei
entstand ein PCR-Produkt mit der Lange von 740 bp.

Die PCR zur Bestimmung des Fokl-Polymorphismus wurde mit Primern
durchgefihrt, die in sense-Richtung die Sequenz 5-AGC TGG CCC TGG CAC
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TGA CTC TGC TCT-3'und in antisense-Richtung die Sequenz 5-ATG GAA
ACA CCT TGC TTC TTC TCC TCC CTC-3" haben *. Das hierbei entstandene
PCR-Produkt hatte eine Lange von 265 bp.

Die verwendeten Primer werden hergestellt von der Firma MWG-Biotech AG,
Ebersberg.

Ferner wurde eine handelsubliche Mischung von dNTPs verwendet (Fisher
Scientific GmbH, Nidderau).

Pro PCR-Durchlauf wurden maximal 18 Proben untersucht sowie eine
Leerkontrolle, um sicherzustellen, dass keine Kontamination der Reagenzien
mit Fremd-DNA vorlag.

Der PCR-Ablauf bestand aus einer Aktivation der Tag-Polymerase bei 94°C fur
5 Minuten, dann folgte der zyklische Ablauf mit einem DNA-
Denaturierungsschritt bei 94°C fur 1 Minute, Anlagerung der Primer (58°C flr 1
Minute bei Bsml, 60°C fur 1 Minute bei Taqgl und Fokl) und Verlangerung der
Primer zur Zielsequenz bei 72°C fur 1 Minute und 30 Sekunden. Dieser Schritt
wurde 45 Mal wiederholt. Abschlielend folgte noch ein Extensionsschritt bei
72°C fur 10 Minuten.

Der Ansatz fur die PCR bestand pro Probe jeweils aus 5 ul 10x konzentrierter
Puffer, je 12,5 umol dATP, dCTP, dTTP und dGTP, 10 pmol Primer in sense-
Richtung, 10 pmol Primer in antisense-Richtung, 1 Einheit Tag-Polymerase, 1 pl
DNA-L6sung (1:20 verdinnt aus der Stammlosung) und 36,8 ul dH,0.

Das PCR-Produkt wurde mittels einer Gelelektrophorese uberpruft. Hierfur
wurde ein 2%iges Agarosegel hergestellt und mit Ethidiumbromid angefarbt.
Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert und
diese unter UV-Bestrahlung - in diesem Fall wurde ein UV-Transilluminator der
Firma AGS, Heidelberg, verwendet - sichtbar macht. Eine Polaroid®—Fotografie
des Gels dokumentierte das PCR-Ergebnis.

Um die GroRe der sichtbarwerdenden Banden beurteilen zu kdnnen, wurde ein
Marker, der Markierungen an definierten Stellen (z.B. 100bp, 200bp, etc.)
enthalt, aufgetragen. Bei der PCR zum Bsml-Polymorphismus zeigte sich ein
PCR-Produkt mit der Lange 800 bp, bei der PCR zum Tagql-Polymorphismus ein
PCR-Produkt mit 740 bp und bei der PCR zum Fokl-Polymorphismus ein PCR-
Produkt mit 265 bp.
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3.6.3 Bestimmung der Restriktionsfragmentpolymorphismen (RFLPs)

Restriktionsendonukleasen spalten DNA an ganz bestimmten Sequenzen. Wird
durch Mutation eine Base in einer solchen Erkennungssequenz verandert,
spaltet das betreffende Restriktionsenzym an dieser Stelle nicht mehr.
Umgekehrt kdnnen durch Mutationen auch neue Restriktionsstellen entstehen.
Je nach Vorhandensein der jeweiligen fur dieses Restriktionsenzym
spezifischen Schnittstelle entstehen also unterschiedlich lange
Restriktionsfragmente nach Inkubation der DNA mit dem entsprechenden
Enzym. Dieser Effekt wird als Langenpolymorphismus von
Restriktionsfragmenten bezeichnet. Mittels Gelelektrophorese kann man dann
diese Fragmente sichtbar machen.

Die PCR-Produkte zur Bestimmung des Bsml-Polymorphismus wurden Uber
Nacht bei 65°C im Wasserbad mit dem Restriktionsenzym Bsml (Hybaid AGS,
Heidelberg, Germany), dessen Schnittsequenz 5...G A AT G C N...3" bzw.
3...CTTAC G N...5 lautet, inkubiert. In einem Ansatz befanden sich hierbei
5 ul des mitgelieferten 10x konzentrierten Puffers, 2 ul Enzym (10 Units), 33 pl
dH20 und 10 pl PCR-Produkt. Zur Beurteilung des Restriktionsenzymverdaus
erfolgte eine Elektrophorese wie bereits oben beschrieben. Bei homozygoten
Proben ergaben sich bei Vorhandensein der Schnittstelle (bb) in der
Gelelektrophorese zwei Banden, eine mit der Lange von 650 bp und eine mit
150 bp, bei Abwesenheit (BB) der Schnittstelle zeigte sich eine Bande mit 800
bp Lange, entsprechend dem unverdautem PCR-Produkt. Proben von
heterozygoten Individuen (bB) zeigten in der Gelelektrophorese drei Banden,
und zwar bei der Lange von 800 bp, 650 bp und 150 bp.

Fir den Tagl-Polymorphismus wurden die entsprechenden PCR-Produkte mit
dem Restriktionsenzym Taql (Hybaid AGS, Heidelberg, Germany) Uber Nacht
bei 70°C im Wasserbad inkubiert. In einem Ansatz befanden sich hierbei 5 pl
des mitgelieferten 10x konzentrierten Puffers, 2 ul Enzym (10 Units), 33 ul dH,0
und 10 ul PCR-Produkt. Die Schnittsequenz von Taqgl wird mit5°... TCA G...3
bzw. 3°...A G T C...5 beschrieben. Bei Proben von homozygoten Individuen
waren in der Gelelektrophorese bei Anwesenheit der Schnittstelle (tt) drei
Banden mit der Lange 245 bp, 290 bp und 205 bp zu erkennen. Bei
homozygoter Abwesenheit der Schnittstelle (TT) waren zwei Banden mit der



31

Lange 495 bp und 245 bp zu sehen. Die Proben heterozygoter Individuen (tT)
zeigten vier Banden mit einer Lange von 495 bp, 290 bp, 245 bp und 205 bp.

Zur Bestimmung des FoklI-Polymorphismus wurde das Restriktionsenzym Fokl
(New England Biolabs, Frankfurt/Main, Germany) fur 2 h mit dem
entsprechenden PCR-Produkt bei 37°C im Wasserbad inkubiert. In einem
Ansatz befanden sich hierbei 5 ul Puffer, 2,5 ul Enzym (10 Units), 32,5 ul dH,0
und 10 ul PCR-Produkt. Die Schnittstelle fur Fokl lautet 5°...G G AT G (N)o...3"
bzw., 3"...C CT C (N)s...5". Bei Proben von Individuen, bei denen fir das
Vorhandensein der betreffenden Schnittstelle Homozygotie (ff) vorlag, zeigten
sich in der Gelelektrophorese zwei banden mit der Lange 196 bp und 69 bp. Bei
den fur die Abwesenheit der Schnittstelle homozygoten Individuen (FF) zeigte
sich eine Bande bei 265 bp. Heterozygotie (fF) war demnach durch das

Erscheinen von drei Banden mit 265 bp, 196 bp und 69 bp gekennzeichnet.
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3.7 Statistische Auswertung

Es wurde eine explorative Analyse vom Institut fur medizinische Informatik der
Justus-Liebig-Universitat Gielten unter Verwendung von SPSS 6.1.3
durchgefuhrt. Eine deskriptive statistische Analyse (Mittelwert +
Standardabweichung) wurde in beiden Patientengruppen mit allen klinischen
und biochemischen Parametern durchgefuhrt. Die Verteilung von Alter, BMI und
Geschlecht bei Patienten und Kontrollen wurde mittels Wilcoxon-Rang-
Summen-Test fir unverbundene Stichproben und Chi®-Test verglichen. Ebenso
wurde der Vergleich der Parameter des Knochenstoffwechsels zwischen
Patienten und Kontrollpersonen sowie zwischen Mannern und Frauen mittels
Wilcoxon-Rang-Summen-Test fur unverbundene Stichproben durchgefuhrt;
Assoziationen  zwischen individuellem VDR-Genotyp und Genotyp-
Kombinationen mit klinischen und laborchemischen Daten wurden durch den
Kruskal-Wallis-Test abgeschatzt. Korrelationen zwischen biochemischen
Parametern des Knochenstoffwechsels in der gesamten untersuchten Gruppe
sowie getrennt fur Manner und Frauen wurden durch Spearman-Rang-
Korrelations-Test abgeschatzt, ebenso die Korrelationen zwischen HbA1c,
Krankheitsdauer und Knochenstoffwechselparametern. Unterschiede in der
Verteilung von VDR-Genotypen und Kombinationen von Bsml- und Taql-
Genotypen zwischen Patienten und Kontrollen und zwischen Mannern und
Frauen sowie Konkordanz zwischen Genotypen wurden mittels Chi*-Test
ermittelt. Da die vorgenommene statistische Analyse explorativen Charakter
besitzt, wurden keine Korrekturen fur multiples Testen vorgenommen.

Signifikanzniveaus von p > 0,05 wurden als nicht signifikant, p < 0,05 als

signifikant und p < 0,01 als hochsignifikant bezeichnet.
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4 Ergebnisse

In der Verteilung von Alter (Man-Whitney-U-Test) und Geschlecht (Chi*-Test)
bei Patienten- und Kontrollkollektiv wurde statistisch kein Unterschied zwischen

den beiden Gruppen gefunden.

Typ 1-Diabetes

mellitus Kontrollen
Anzahl Frauen (%) 33 (44%) 30 (53%)
Alter Frauen (Jahre) (34,1 + 11,1 34,8+11,3
Anzahl Manner (%) 42 (56%) 27 (47%)
Alter Manner (Jahre) |33,6 +10,4 32,0+10,5

Tabelle 1: Altersverteilung bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und gesunden
Kontrollpersonen

Der mittlere Body Mass Index (BMI) betrug bei Typ-1-Diabetikern 24,0 + 3,3
kg/m? und zeigte keinen signifikanten Unterschied (Man-Whitney-U-Test) zum
mittleren BMI von 25,3 + 5,3 kg/m? bei gesunden Kontrollpersonen.

10 Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus zeigten eine Mikroalbuminurie mit
einer Albuminexkretion von > 20 mg/l Urin. Die Kreatininwerte im Serum waren
bei diesen Patienten jedoch normal und die Knochenstoffwechselparameter
zeigten keinen Unterschied zu denen der Typ-1-Diabetiker ohne
Mikroalbuminurie. Aus diesem Grund wurden Patienten mit Typ 1-Diabetes
mellitus sowohl mit als auch ohne diese Art von diabetischer Nephropathie zu

einer Gruppe zusammengefalit.

4.1 Haufigkeit der VDR-Gen-Allele bei Typ-1-Diabetikern und Kontrollkollektiv

Die Verteilung der Haufigkeiten des Taql-Gen-Polymorphismus war mit p =
0,037 in den beiden untersuchten Gruppen signifikant unterschiedlich (Chi?-
Test), und zwar mit einer groReren Haufigkeit des TT-Genotyps und einem
seltenerem Vorkommen des tt-Genotyps bei Typ-1-Diabetikern im Vergleich

zum Kontrollkollektiv.
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Abbildung 1: Verteilung der Taqgl-Genotypen bei gesunden Kontrollpersonen
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Abbildung 2: Verteilung der Taql-Genotypen bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus

Bsml - und Fokl — Genotypen =zeigten keinen statistisch signifikanten
Unterschied bezuglich ihrer Verteilung in den beiden untersuchten Gruppen

(Bsml-Polymorphismus p = 0,185 und Fokl-Polymorphismus p = 0,279),

allerdings war ein Trend zu einem gehauftem Vorkommen der Genotypen bb
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und FF sowie einer selteneren Inzidenz der Genotypen BB und fF bei Patienten

mit Diabetes mellitus Typ 1 erkennbar.

O bb
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Abbildung 3: Verteilung der Bsml-Genotypen bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus
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Abbildung 4: Verteilung der Bsml-Genotypen bei gesunden Kontrollpersonen
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Abbildung 5: Verteilung der Fokl-Genotypen bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus
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Abbildung 6: Verteilung der Fokl-Genotypen bei gesunden Kontrollpersonen
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Es wurde eine haufige Assoziation der Allele b und T sowie der Allele B und t
beobachtet (Chi® = 105,9; p = 0,0001). Bei Betrachtung von Patienten und
gesunden Kontrollpersonen als Gesamtheit zeigte sich, dald 66% der Personen,
die homozygot flr das T-Allel waren auch homozygot in Bezug auf das b-Allel
waren, wahrend umgekehrt 75% der untersuchten Personen, die homozygot
bezuglich des t-Allels waren auch Homozygotie hinsichtlich des B-Allels

aufwiesen.

Genotyp  Anzahl Diabetes Typ 1 Anzahl Kontrollen  p-Wert

(%) (%)
bb 26 (34,7) 14 (24.6)
bB 35 (46,7) 25 (43,9) 0,185
BB 14 (18,7) 8 (31,6)
it 10 (13,3) 18 (31,6)
{T 31 (41,3) 20 (35,1) 0,037
TT 34 (45,3) 19 (33,3)
ff 10 (13,3) 8 (14,0)
fF 30 (40,0) 30 (52,6) 0,279
FF 35 (46,7) 19 (33,3)

Tabelle 2: Verteilung der VDR-Genotypen bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und gesunden
Kontrollpersonen

4.2 Biochemische Marker des Knochenstoffwechsels

Im Gesamtkollektiv zeigte sich eine reziproke Korrelation zwischen Lebensalter
und der Hohe der Werte fir knochenspezifischen alkalischen Phosphatase (r =
- 0,309; p < 0,001), d.h. jiungere Patienten hatten hdhere Werte bezlglich
dieses Parameters. Die anderen gemessenen Parameter wiesen keinen
signifikanten Unterschied bezuglich der geschlechtlichen und altersspezifischen
Verteilung bei gemeinsamer Betrachtung von Typ 1-Diabetikern und

Kontrollpersonen auf.
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Abbildung 7: Korrelation von BAP und Lebensalter der untersuchten Personen (r = - 0,309; p <
0,001)

Als hochsignifikant erwies sich die Korrelation zwischen PICP und
knochenspezifischer alkalischer Phosphatase (r = 0,5283; p < 0,001) sowie
zwischen Osteocalcin und knochenspezifischer alkalischer Phosphatase (r =
0,5298; p < 0,001).
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Abbildung 8: Korrelation von BAP und PICP im Gesamtkollektiv (r = 0,5283; p < 0,001)
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Abbildung 9: Korrelation von BAP und OC im Gesamtkollektiv (r = 0,5298; p < 0,001)

4.3 Metabolische Kontrolle und Knochenstoffwechsel

Der mittlere Wert fir HbA1c betrug bei den diabetischen Patienten (Manner und
Frauen insgesamt) 7,6 + 1,6 %. Eine Korrelation dieses Wertes mit der
knochenspezifischen alkalischen Phosphatase, PICP, Osteocalcin, 25-OH-
Vitamin D, PTH, DPD-Exkretion im Urin und Diabetesdauer konnte nicht

festgestellt werd

4.4 VDR-Gen-Al

en.

lele und Knochenstoffwechsel

Der Vergleich der verschiedenen VDR-Genotypen mit den Parametern des

Knochenstoffwechsels ergab keine Assoziation bestimmter Genotypen mit

Veranderungen des Knochenmetabolismus.
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Abbildung 10: BAP bei Fokl-, Bsml-, und Taql-Polymorphismen
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Abbildung 11: PICP bei Fokl-, Bsml-, und Taql-Polymorphismen
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Abbildung 12: OC bei Fokl-, Bsml- und Tagl-Polymorphismen
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Abbildung 13: 25-OH-Vitamin D bei Fokl-, Bsml- und Tagl-Polymorphismen
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Abbildung 14: PTH bei Fokl-, Bsml- und Tagl-Polymorphismen
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Abbildung 15: DPD-Crosslinks bei Fokl-, Bsml- und Taql-Polymorphismen
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4.5 Knochenstoffwechsel und Geschlecht

Beim Vergleich der Geschlechter untereinander fiel auf, dass Manner, innerhalb
der Grenzen des Normbereichs, einen signifikant héheren Knochenstoffwechsel
hatten als Frauen. Dies zeigte sich fur die knochenspezifische alkalische
Phosphatase (26,8 + 15,5 U/l bei Mannern vs. 21,6 + 7,3 U/l bei Frauen, p <
0.01), PICP (105,0 £+ 45,0 ng/ml bei Mannern vs. 90,7 + 46,1 ng/ml bei Frauen,
p < 0,05) und Osteocalcin (27,1 £+ 16,8 ng/ml bei Mannern vs. 21, 4 + 11,7
ng/ml bei Frauen, p < 0,05).

B Manner

BAP (U/)
N
(@)]

O Frauen

Abbildung 16: BAP im Geschlechtervergleich des Gesamtkollektivs, signifikant hohere Werte bei
den untersuchten Mannern (p < 0,001)
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Abbildung 17: OICP im Geschlechtervergleich des Gesamtkollektivs, signifikant héhere Werte bei
den untersuchten Mannern (p < 0,05)
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Abbildung 18: OC im Geschlechtervergleich des Gesamtkollektivs, signifikant hdhere Werte bei
den untersuchten Ménnern (p < 0,05)

In der Gruppe der Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus zeigten sich fur die
Parameter PICP (p < 0,01), BAP (p < 0,05), und Osteocalcin (p=0,05)
signifikant hohere Werte bei den mannlichen Patienten im Vergleich zu den
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weiblichen Patienten. Bei den weiblichen Typ-1-Diabetikern zeigten sich
hingegen signifikant hoéhere Werte fir DPD-Crosslinks (p < 0,05) und 25-OH-
Vitamin D (p < 0,05) im Vergleich mit den Mannern. Bei den gesunden
Kontrollpersonen zeigten sich signifikant hdhere Werte bei den Mannern nur bei
dem Parameter BAP (p < 0,05) und signifikant hdhere Werte bei den weiblichen

Kontrollpersonen fir die Pyridinium-Crosslinks (p < 0,01).
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Abbildung 19: BAP im Geschlechtervergleich bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und
gesunden Kontrollpersonen
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Abbildung 20: DPD-Crosslinks im Geschlechtervergleich bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus
und gesunden Kontrollpersonen
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Abbildung 21: PICP im Geschlechtervergleich bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und
gesunden Kontrollpersonen
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Abbildung 22: 25-OH-Vitamin D im Geschlechtervergleich bei Patienten mit Typ 1-Diabetes
mellitus und gesunden Kontrollpersonen
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Abbildung 23: OC im Geschlechtervergleich bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und
gesunden Kontrollpersonen

Fur das Parathormon konnten weder in der Gruppe mit Typ-1-Diabetikern noch
in der Kontroligruppe Unterschiede zwischen den beiden Geschlechtern

bezuglich der Héhe der PTH-Spiegel nachgewiesen werden.
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4.6 Knochenstoffwechsel bei Typ 1-Diabetikern und Kontrollkollektiv

Bei den Patienten, die an Typ 1-Diabetes mellitus litten, zeigte sich ein Trend zu
etwas erhohten Werten der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase im
Serum im Vergleich zum Kontrollkollektiv. Jedoch lagen auch die BAP-Werte
der Typ-1-Diabetiker noch im Bereich der Norm. Der mittlere Wert fur Patienten
mit der Diagnose Typ 1-Diabetes mellitus betrug 26,30 + 15,61 U/l und bei den
Kontrollpersonen 21,71 + 6,02 U/I.

50
40
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% 20
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Abbildung 24: BAP bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und gesunden Kontrollpersonen

Hinsichtlich der anderen Knochenstoffwechselparameter konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Typ 1-Diabetes mellitus und
Veranderungen im Knochenmetabolismus im Vergleich mit dem gesunden

Kontrollkollektiv gesehen werden.
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5.Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Probenaufbereitung

Die Materialien, aus denen DNA fiur die PCR gewonnen werden kann, sind
vielfaltig. Am haufigsten, wie auch fur die vorliegende Arbeit, wird die DNA
jedoch aus Blut extrahiert. Die Koagulation des Blutes wird verhindert, indem
man das Blut in Réhrchen mit EDTA-Zusatz sammelt. Heparin ist bei der
Probengewinnung fur eine PCR als Mittel zur Antikoagulation wegen seiner
Hemmung der DNA-Amplifizierung nicht geeignet. Auch Porphyrinverbindungen
hemmen die PCR deutlich, daher mussen sie durch Lyse der Erythrozyten und
anschlielende Abzentrifugation der Leukozyten aus dem Probenansatz entfernt
werden.

Bei der DNA-Extraktion werden verschiedene Substanzen zur Zellyse und
Denaturierung verwandt. Diese Substanzen haben den Nachteil, dass sie
konzentrationsabhangig die PCR inhibieren konnen. Nichtionische Detergentien
(z.B. Triton X 100) hemmen die PCR bis zu einer Konzentration von 5% im
Allgemeinen nicht. lonische Detergentien (z.B. SDS) werden von der PCR nur
in extrem niedriger Konzentration toleriert. SDS wird in einer Konzentration von
1-2% eingesetzt um seine gewunschten Wirkungen zu zeigen, inhibiert die PCR
aber schon ab einer Konzentration von 0,01%. Deshalb muissen ionische
Detergentien mittels Phenolextraktion und anschlielender Ethanolfallung
wieder aus dem Probenansatz entfernt werden.

Wird DNA mittels Detergentien extrahiert, wird in der Regel Proteinase K
verwendet. Dieses Enzym baut denaturierte Proteine ab. Da aber die Tag-DNA-
Polymerase empfindlich gegen Proteinase K ist, muss vor der eigentlichen PCR
Proteinase K entweder aus dem Probenansatz entfernt oder wenigstens
inaktiviert werden. Die Inaktivierung ist durch Denaturierung der Proteinase K
bei 95°C maoglich. Eine anschlieliende Phenolextraktion zerstort die Proteinase
K ebenfalls. Durch anschlielende Zentrifugation trennt man die in der

organischen Phenolphase verbleibende Proteinase K von der DNA in der
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wassrigen Phase ab. Restliche Phenolspuren werden aus dem Probenansatz
mittels Ethanolfallung eliminiert 5°.

Die Bestimmung von knochenspezifischer alkalischen Phosphatase und PICP
muss aus Serum erfolgen. EDTA-, Heparin- und Zitratplasma sind hierfur nicht
geeignet, dies gilt auch fiir hAmolytische Proben ''2%8,

Intaktes PTH und Osteocalcin sollten idealerweise auch aus Serumproben
bestimmt werden, wie auch bei der vorliegenden Arbeit ausgefuhrt. Es sind
jedoch auch akzeptable Bestimmungen aus EDTA-Plasma méglich #%6+7¢.
25-OH-Vitamin D kann sowohl aus Plasma als auch aus Serum bestimmt
werden, eine Bestimmung aus Vollblut ist allerdings nicht moglich. Hamolyse
stért das Ergebnis nicht. UbermaRig lipAmisches Probenmaterial kann die
Messergebnisse jedoch beeinflussen, daher mussen solche Proben von den
Lipiden befreit werden, z.B. durch scharfes Abzentrifugieren (Quelle: Immun
Diagnostik, Bensheim).

Die Probengewinnung fur die Bestimmung der Knochenstoffwechselparameter
umfasste jeweils das Abzentrifugieren der zellularen Blutbestandteile und die
Lagerung der Proben bei —20°C.

Die Urinproben zur Bestimmung der DPD-Crosslinks und des Kreatinins wurden

ebenfalls abzentrifugiert und bei —20°C gelagert.

5.1.2 Auswahl der Messparameter

Da Osteocalcinproduktion und Kollagensynthese durch Calcitriol Uber den VDR
reguliert werden, ist die Struktur des VDR-Gens modglicherweise an den
genetischen Einflissen auf die Knochendichte beteiligt. Auf dieser Hypothese
basieren die zahlreichen Untersuchungen bezuglich des Zusammenhangs

67 Da auch im

zwischen VDR-Gen-Polymorphismen und Knochendichte
Rahmen eines Typ 1-Diabetes mellitus eine so genannte diabetische
Osteopathie auftreten kann, die mit verminderter Knochendichte und

t 80,17,69,56,49,65,36,89,90,86,10,8 wurde in

verandertem Knochenstoffwechsel einhergeh
der vorliegenden Studie untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen VDR-
Gen-Polymorphismen und dem Knochenstoffwechsel bei Patienten mit Typ 1-
Diabetes mellitus besteht.

Da es sich bei Typ 1-Diabetes mellitus um eine Erkrankung mit

Autoimmunpathogenese und einer hereditdren Komponente handelt *, ist unter



52

diesen Voraussetzungen sowohl die Betrachtung der VDR-Gen-
Polymorphismen als auch des Vitamin-D-Spiegels relevant, weil Calcitriol an

der Regulation von Differenzierung und Funktion der Osteoblasten beteiligt ist ®2

und eine immunsuppressive Wirkung aufweist 27°217277,

Bei den Messparametern des Knochenstoffwechsels handelt es sich um
Parameter des Knochenanbaus (BAP, OC, PICP) und des Knochenabbaus
(PTH, DPD).

Die Knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP) ist ein Isoenzym der
gesamten alkalischen Phosphatase °197114,

Osteocalcin (OC) wird ausschlie3lich von Osteoblasten und Odontoblasten
wahrend des Knochenanbaus gebildet und primar in die Knochenmatrix
eingebaut, jedoch gelangt auch ein Teil des gebildeten OC in das periphere Blut
und kann dort quantitativ erfasst werden *176:2229,

C-terminales Propeptid des Typ-1-Kollagens (PICP) wird von Osteoblasten bei
der Bildung von Kollagen Typ 1 freigesetzt und steht im stéchiometrischen
Verhaltnis zur Menge des gebildeten Typ-1-Kollagens, das in die
Knochenmatrix eingebaut wird 38:997923.29,

Parathormon (PTH) spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung
der Kalziumhomoostase. Unterschreitet der Serumkalziumwert die engen
Grenzen des optimalen Bereichs, wird durch PTH Kalzium aus dem Knochen
mobilisiert, vermehrt im Dunndarm aufgenommen und vermindert renal
ausgeschieden #4204,

Deoxypyridinolin (DPD) entsteht auf enzymatischem Weg bei resorptiven
Vorgangen am Knochen, gelangt in die Zirkulation und wird unverandert renal
ausgeschieden. Die Ausscheidung von DPD wird durch
Ernahrungsgewohnheiten nicht beeinflusst %",

Die Bestimmung verschiedener Parameter des Knochenstoffwechsels soll
dabei helfen, auch minimale Veranderungen des Knochenmetabolismus bei
Typ-1-Diabetikern zu erfassen. Ebenso  soll mit Hilfe  der
Knochenstoffwechselparameter die klinische Relevanz der VDR-Gen-

Polymorphismen herausgestellt werden.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 VDR-Polymorphismen

Da Osteocalcinproduktion und Kollagensynthese durch Calcitriol Uber den
Vitamin-D-Rezeptor reguliert werden, ist die Struktur des VDR-Gens
moglicherweise an den genetischen Einflissen auf die Knochendichte und den
Knochenmetabolismus beteiligt. Diese Hypothese ist die Basis zahlreicher
Untersuchungen des Zusammenhangs zwischen VDR-Gen-Polymorphismen
und Knochendichte sowie Knochenstoffwechsel ®'.

BekanntermalRen besitzt Vitamin D immunomodulatorische Eigenschaften

8315161059421 " qarunter auch die Fahigkeit Autoimmunerkrankungen zu

unterdriicken 843473.72,

Kilrzlich wurde Uber ein gehauftes Vorkommen des b-Allels bei Patienten, die
an multipler Sklerose erkrankt sind, berichtet 35, und der Einfluss der
verschiedenen VDR-Genotypen auf das Osteoporoserisiko ist in den letzten
Jahren ausfuhrlich diskutiert worden. Letztendlich werden die funktionellen
Konsequenzen der VDR-Gen-Polymorphismen jedoch immer noch nicht
ausreichend verstanden.

Obwonhl die Apal- und Bsml-Polymorphismen nicht in codierenden Genregionen
beheimatet sind, wird angenommen, dass eine hohere Transkriptionsrate
und/oder hohere RNA-Stabilitdt beim BAt-Haplotyp verglichen mit dem baT-

t ®. Dies konnte auf eine Verbindung dieses Genotyps zu

Haplotyp vorlieg
Variationen in der untranslatierten 3'-Region, die moglicherweise den RNA-
Abbau beeinflusst, zurlickzufiihren sein °*°. Weitere Untersuchungen deuten
darauf hin, dass Unterschiede hinsichtlich der Transkriptionsregulation durch
VDR-Allele bedingt sind und dass die mRNA-Stabilitat nicht so sehr durch VDR-
Allele bestimmt wird '%%27,

In einigen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen dem Genotyp BB und
erniedrigter Knochendichte bei Frauen verschiedener Altersgruppen und
verschiedener ethnischer Herkunft gesehen 81339232,

Zu dem Ergebnis, dass der bb-Genotyp bei pramenopausalen Frauen mit

erniedrigter Knochendichte einhergeht, kamen Salamone et al. %.
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In anderen Untersuchungen war hingegen keine Haufung bestimmter Bsml-
Genotypen bei osteoporotischen Frauen bzw. keine Assoziation mit erniedrigter
Knochendichte zu sehen 79°:°839,

Morrison et al. 8 hingegen fanden héhere Osteocalcinwerte bei Probanden mit
dem BB-Genotyp, wahrend der bb-Genotyp mit niedrigen Osteocalcinwerten
einherging.

Hitman et al. >

untersuchten in London lebende Bangladeschi mit Risiko zur
Entwicklung eines Typ 2-Diabetes mellitus. Hierbei konnte kein Zusammenhang
zwischen Ausmal} der Insulinsekretion und den Bsml-Genotypen gesehen
werden.

In einer Studie mit in Grol3britannien lebenden Indern, die an Typ 1-Diabetes
mellitus erkrankt waren, und deren Eltern, konnten McDermott et al. "® sehen,
dass die Genotypen Bb und bb gehauft bei den erkrankten Studienteilnehmern
vorkamen.

Hauache et al. %2

untersuchten brasilianische Typ 1-Diabetiker und ein
gesundes  Kontrollkollektiv ~ hinsichtlich ~ Knochendichte und  Bsml-
Polymorphismus. Die Verteilung der VDR-Genotypen bei Gesunden und
Diabetikern zeigte keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Jedoch
zeigte sich eine niedrigere Knochendichte bei der Diabetikergruppe als bei den
gesunden Kontrollpersonen, sowie innerhalb der Diabetiker Gruppe eine
Assoziation des BB-Genotyps mit niedrigerer Knochendichte.

Bei dem Vergleich taiwanesischer Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus mit
einem gesunden Kontrollkollektiv zeigte sich, dass die Genotypen BB und Bb
haufiger bei Typ 1-Diabetikern auftraten .

Insgesamt zeigt sich also ein stark heterogenes Bild hinsichtlich der Ergebnisse
von Untersuchungen, die sich mit dem Zusammenhang zwischen Bsml-
Polymorphismus und Knochendichte sowie Knochenumsatz beschaftigen.

In unserer Studie mit kaukasischen Typ 1-Diabetikern und einem
Kontrollkollektiv aus gesunden Personen wurde hinsichtlich der Verteilung der
Bsml-Genotypen kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
offenbar (p = 0,054). Es zeigte sich lediglich eine Tendenz zu einem haufigeren
Vorkommen des Bb-Genotyps und einer selteneren Pravalenz des BB-

Genotyps bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus.
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Die Tatsache, dass die Tendenz, die von dieser Studie hinsichtlich des Bsml-
Polymorphismus aufgezeigt wird, dem Ergebnis der Studie von Chang et al. ™
widerspricht, konnte darauf zurtckzufuhren sein, dass die Untersuchungen an
zwei verschiedenen Populationen durchgefuhrt worden sind, namlich einer
taiwanesischen und einer kaukasischen Population. Es ist durchaus denkbar,
dass der Bsml-Polymorphismus, wie andere genetische Merkmale auch, bei
verschiedenen Rassen eine unterschiedliche Verteilung aufweist.

Mit dem Ergebnis der Studie von Hauache et al. *

steht unser Ergebnis zwar in
Einklang, aber hierbei muss bedacht werden, dass die Bevdlkerung Brasiliens
sehr gemischten Ursprungs ist und moglicherweise deshalb kein Unterschied
zwischen Typ 1-Diabetikern und gesunden Kontrollpersonen in einem an sich
heterogenen Kontrollkollektiv gefunden werden konnte.

Im Gegensatz zu Morrison et al. ¥ konnten wir auch keine Assoziation
bestimmter Bsml-Genotypen mit Erhdhung oder Erniedrigung von
Knochenstoffwechselparametern (BAP, PICP, OC, 25-OH-Vitamin D, PTH,
DPD) finden, was jedoch mit den Ergebnissen von Garnero et al. 3%

Ubereinstimmt.

In einer Studie mit postmenopausalen monozygoten und dizygoten Zwillingen

| 102

sahen Spector et a einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp tt des

Taql-Polymorphismus und niedriger Knochendichte.

Riggs et al. %

untersuchten postmenopausale osteoporotische Frauen und
junge Frauen hinsichtlich des Tagql-Polymorphismus. Hierbei konnte kein
Unterschied der Knochendichte bei verschiedenen Tagl-Genotypen bei den
postmenopausalen Patientinnen mit Osteoporose gesehen werden, aber bei
den jungen Frauen war eine niedrige Knochendichte mit dem Genotyp tt und
eine hohe Knochendichte mit dem Genotyp TT assoziiert.

% in einer Studie mit nordamerikanischen

|39

Sowohl Hustmeyer et al.
monozygoten und dizygoten Zwillingen als auch Garnero et a in einer Studie
mit gesunden pramenopausalen Frauen konnten hingegen keinen
Zusammenhang zwischen erniedrigter oder erhohter Knochendichte und

bestimmten Genotypen des Taql-Polymorphismus sehen.
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Ebenso konnten Garnero et al. weder fiir postmenopausale Frauen “° noch fiir

gesunde pramenopausale Frauen %

einen Zusammenhang fur Taql-
Polymorphismen und Parameter des Knochenstoffwechsels zeigen.

Hitman et al. > konnten hinsichtlich der Insulinsekretion bei Typ 2-Diabetikern,
die in London leben aber aus Bangladesch stammen, und der Taql-
Polymorphismen keinen Zusammenhang erkennen.

Ebenso konnten McDermott et al. '8

in einer Studie mit an Typ 1-Diabetes
mellitus erkrankten in London lebenden Indern und deren Eltern kein gehauftes
Vorkommen bestimmter Genotypen des Taql-Polymorphismus zeigen.

In unserer Untersuchung mit kaukasischen Typ 1-Diabetikern und einem
gesunden Kontrollkollektiv zeigte sich eine signifikant unterschiedliche (p =
0,037) Verteilung der Taql-Polymorphismen in den beiden Gruppen. Der TT-
Genotyp trat hierbei haufiger und der tt-Genotyp seltener bei Patienten mit Typ
1-Diabetes mellitus auf als bei den gesunden Kontrollpersonen. Der

Widerspruch zu der Studie von McDermott et al. "®

ist moglicherweise durch die
verschiedene Herkunft der Probanden zu erklaren und damit, dass in dermafen
unterschiedlichen Populationen deutliche Unterschiede hinsichtlich der
Verteilung und Haufigkeit genetischer Merkmale vorliegen kénnen.

Die Betrachtung der Taql-Genotypen in Zusammenhang mit den Parametern
des Knochenstoffwechsels ergab keine Assoziation bestimmter Genotypen mit
Veranderungen des Knochenmetabolismus. Dies ist eine Beobachtung, die mit
einigen bereits vorliegenden Studien an pra- und postmenopausalen

franzosischen Frauen 3%4°

in Einklang zu bringen ist.

Insgesamt konnten wir bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und gesunden
Kontrollpersonen haufiger die Assoziation der Allele b und T sowie B und t
beobachten (p = 0,0001), ohne hierbei jedoch einen Unterschied in der
Verteilung zwischen den beiden Gruppen zu beobachten. Dies steht in
Widerspruch zu dem Ergebnis von Pani et al. ¥, das ein hohes Risiko zur
Entwicklung eines Typ 1-Diabetes mellitus bei Probanden mit dem Haplotypen
BAt beschreibt.

2

An pramenopausalen japanischen Frauen konnten Arai et al. einen

Zusammenhang zwischen dem Fokl-Polymorphismus und der Knochendichte
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sehen. Hierbei zeigte sich eine Assoziation des Genotyps ff mit geringerer
Knochendichte.

Zu diesem Ergebnis kamen auch Gross et al. *° bei einer Studie mit
postmenopausalen Frauen aus einer mexikanisch-amerikanisch-kaukasischen
Population.

Harris et al. °® konnten keinen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein des Genotypen ff und niedriger Knochendichte
bei pramenopausalen weillen und schwarzen Amerikanerinnen sehen.
Allerdings war bei Betrachtung der Gruppe als Gesamtheit eine deutliche
Tendenz zur Assoziation des Genotyps ff mit niedriger Knochendichte zu
erkennen.

Eccleshall et al. 28

konnten hingegen in der OFELY-Studie bei
pramenopausalen franzosischen Frauen kein gehauftes Auftreten niedriger
Knochendichte bei Vorhandensein des Genotyps ff feststellen.

Zu dem gleichen Ergebnis kam auch eine Studie von Ferrari et al. *' an
pramenopausalen italienischen Frauen sowie prapubertaren Madchen.

In zwei weiteren Studien """ konnte kein Zusammenhang zwischen bestimmten
Fokl-Genotypen und dem Knochenmetabolismus oder dem Auftreten
osteoporotischer Frakturen gesehen werden.

Obwohl eine Assoziation zwischen Knochendichte und Fokl-Genotypen
postuliert worden ist *°2, haben sich bei funktionellen Untersuchungen der Fokl-
Varianten widerspriichliche Ergebnisse gezeigt *¢%%>11°,

In unserer Untersuchung konnten wir keinen Unterschied in der Verteilung der
einzelnen  Fokl-Genotypen bei Typ 1-Diabetikern und gesunden
Kontrollpersonen nachweisen (p = 0,279). Auch zeigte keiner der drei Fokl-
Genotypen einen Einfluss auf den Knochenmetabolismus bei Patienten mit Typ
1-Diabetes mellitus und gesunden Kontrollpersonen. Dieses Ergebnis ist
durchaus in Einklang mit den bis dahin ohnehin widersprichlichen Ergebnissen

bezuglich des Fokl-Polymorphismus zu sehen.

5.2.2 Parameter des Knochenstoffwechsels

In unserer Untersuchung zeigte sich eine gute Korrelation der Parameter des
Knochenstoffwechsels untereinander, wobei ein hochsignifikantes Ergebnis fur

PICP und knochenspezifische alkalische Phosphatase sowie flir Osteocalcin
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und knochenspezifische alkalische Phosphatase gezeigt werden konnte. Dies

88,99,79,23,29 und

steht in Einklang mit Ergebnissen aus friiheren Untersuchungen
erklart sich daruber, dass es sich bei diesen Parametern um Marker des
Knochenanbaus handelt, wobei sowohl PICP als auch Osteocalcin Marker der
Kollagensynthese bzw. Osteoblastenaktivitat darstellen.

Eine signifikante Altersabhangigkeit zeigte sich lediglich fir die
knochenspezifische alkalische Phosphatase. Hierbei hatten jingere Probanden
signifikant hohere Werte als altere, Unterschiede zwischen Typ 1-Diabetikern
und gesunden Kontrollpersonen zeigten sich nicht. Hata et al. ®' sahen diesen
altersabhangigen Effekt lediglich bei mannlichen gesunden Probanden (Alter
24-42 Jahre) mit einem Peak im Alter von 20-30 Jahren und dem dann
kontinuierlichen Abfall der BAP-Werte. Bei gesunden Frauen (Alter 23-40
Jahre) wurde in dieser Studie hingegen ein signifikanter Anstieg der

knochenspezifischen alkalischen Phosphatase gesehen.

Hinsichtlich der Parameter des Knochenstoffwechsels konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und gesunden
Kontrollpersonen in unserer Untersuchung gesehen werden. Lediglich flr die
knochenspezifische alkalische Phosphatase zeigte sich ein Trend zu etwas
hoheren Werten bei Typ 1-Diabetikern, es konnte jedoch kein Signifikanzniveau
erreicht werden und die Werte fir BAP lagen auch im angegebenen

Referenzbereich. Kayath et al.

fanden in ihrer Untersuchung die
knochenspezifische alkalische Phosphatase bei Patienten mit Typ 1-Diabetes
mellitus sogar signifikant erhoht. Allerdings konnten Bouillon et al. 1% keinen
Unterschied zwischen Typ 1-Diabetikern und Gesunden hinsichtlich der
knochenspezifischen alkalischen Phosphatase sehen.

Erniedrigte Osteocalcinwerte bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus sind von
mehreren Autoren beschrieben %1% Pietschmann et al. ® konnten erniedrigte
Osteocalcinwerte nur bei Typ 1-Diabetikern beobachten, bei denen als
Komplikation der Erkrankung bereits eine Mikroangiopathie aufgetreten war. Bei
Patienten ohne diese Komplikation zeigten sich keine erniedrigten OC-Werte.
Diese Beobachtung ruckt das Auftreten einer diabetischen Osteopathie in
Zusammenhang mit der diabetischen Mikroangiopathie bei diabetischen

12

Patienten mit Insulinmangel Im Gegensatz hierzu koénnten erhodhte
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Kortikoidspiegel bei nicht-insulinabhangigen Diabetikern zu Stdérungen des
Knochenstoffwechsels flhren, wie kirzlich an einem Tiermodell gezeigt wurde
1% Guarneri et al. *’ fanden bei Erstmanifestation eines Typ 1-Diabetes mellitus
bei Kindern und Jugendlichen erniedrigte Osteocalcinwerte, die sich jedoch
nach 15-tagiger Insulintherapie normalisiert hatten. Dies legt die Vermutung
nahe, dass ein Zusammenhang zwischen der metabolischen Kontrolle von Typ
1-Diabetikern und deren Knochenstoffwechsel besteht. Dass wir in unserer
Untersuchung keinen Unterschied hinsichtlich des Osteocalcinwertes zwischen
den beiden Gruppen sehen konnten, kénnte also damit zusammenhangen,
dass es sich um Patienten handelt, die alle bereits seit langerer Zeit suffizient
mit Insulin therapiert wurden. Es wurde kein Patient mit einer Erstmanifestation
eines Typ 1-Diabetes mellitus in die Untersuchung eingeschlossen. Unsere
Ergebnisse stehen auch in Einklang mit den Ergebnissen von Kemink et al. .
In dieser Untersuchung konnten ebenfalls keine Unterschiede bezlglich BAP
und OC zwischen Diabetikern und Kontrollen gezeigt werden. Eine andere
Untersuchung zeigt erniedrigte Serumspiegel von OC und 25-OH Vitamin D3
bei nicht-insulinabhangigen Diabetikern und erhohte Werte fur diese beiden
Parameter bei diabetischen Patienten mit proliferativer Retinopathie oder mit
Mikro- und Makroalbuminurie ®°. AuRerdem war der ganz (iberwiegende Teil der
Patienten gut metabolisch kontrolliert, was sich am HbA1c-Wert ablesen I3sst,
und schwerwiegende Komplikationen waren bei keinem in unsere
Untersuchung eingeschlossenen Patienten aufgetreten. Ferner ist es mdglich,
dass bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus eine Low-turnover-Osteoporose

auftritt 1°

und somit normale oder allenfalls leicht erniedrigte Osteocalcinwerte
zu erwarten sind ®. OC-Werte im Normbereich miissen also in diesem Fall
nicht gegen einen herabgesetzten Knochenstoffwechsel sprechen.

Keine Unterschiede zwischen Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und
gesunden Kontrollpersonen fanden die meisten Autoren bei Betrachtung der

Parathormonwerte 5%90*

. Lediglich Pedrazzoni et al. ® fanden bei Typ 1-
Diabetikern erniedrigte PTH-Werte. Das Ergebnis unserer Untersuchung steht
also im Einklang mit der Tendenz, die sich in den meisten Studien dieser Art
gezeigt hat.

Wir konnten bei unserer Untersuchung keine veranderten PICP-Werte bei Typ-

1-Diabetiker verglichen mit gesunden Kontrollpersonen feststellen. Zu diesem
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Ergebnis kamen auch Bouillon et al. '° in ihrer Studie. Bonfanti et al. ® fanden 3
und 12 Monate nach Erstmanifestation eines Typ 1-Diabetes mellitus einen
signifikanten Anstieg des PICP verglichen mit dem Ausgangswert bei
Erstmanifestation Diese Beobachtung legt wiederum nahe, dass die
metabolische Kontrolle eines Typ 1-Diabetes mellitus, also die adaquate
Insulintherapie, die Lage des Knochenstoffwechsels bei den Patienten
innerhalb kurzer Zeit verbessert. Da die von uns in die Untersuchung
eingeschlossenen Patienten alle bereits seit langerer Zeit therapiert wurden,
konnten an diesem Kollektiv folglich auch keine Auswirkungen eines
eingeschrankten Knochenstoffwechsels beobachtet werden.

Imura et al. ®' fanden bei Typ 1-Diabetiker signifikant erniedrigte Werte fiir 1,25-
Dihxdroxyvitamin D im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv, wahrend der Wert
fur 25-OH-Vitamin D in beiden Gruppen in dieser Untersuchung ahnlich war und
keine Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen zu sehen
waren. Dies entspricht auch unseren Ergebnissen hinsichtlich der 25-OH-
Vitamin-D-Werte bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und gesunden

Kontrollpersonen.

Das HbA1c als MaR fur die Gite der metabolischen Kontrolle bei Diabetikern
zeigte in unserer Studie keinen Zusammenhang zwischen seiner Hohe und den
Parametern des Knochenstoffwechsels. Dies ist moglicherweise darauf
zurlckzuflhren, dass bei den von uns untersuchten Patienten die HbA1c-Werte
nur Uber einen engen Bereich schwankten (7,6 £ 1,6 %) und deshalb keine
Unterschiede zwischen dem Knochenmetabolismus von Patienten mit guter und
verbesserungsfahiger Einstellung des Typ 1-Diabetes mellitus zu sehen waren.
Sowohl Bonfanti et al. 8 als auch Guarneri et al. *’ hatten eine Verbesserung der
Knochenstoffwechselsituation bei Typ 1-Diabetikern nach einigen Monaten
Insulintherapie beschrieben. In dieser Untersuchung waren Parameter des
Knochenstoffwechsels bei Erstmanifestation des Typ 1-Diabetes mellitus und
im Abstand von einigen Monaten unter Insulintherapie der Erkrankung bestimmt
worden. In unsere Untersuchung wurden jedoch nur Typ 1-Diabetiker
eingeschlossen, bei denen die Erkrankung schon seit mindestens einigen
Monaten diagnostiziert und therapiert war. Der Knochenstoffwechsel bei

Erstmanifestation und im Verlauf wurde nicht erfasst.
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Bei Betrachtung der beiden von uns untersuchten Gruppen als Gesamtheit
zeigt sich, dass bei den mannlichen Studienteiinehmern die
Knochenstoffwechselparameter knochenspezifische alkalische Phosphatase,
Osteocalcin und PICP im Vergleich zu den untersuchten Frauen signifikant
hohere Werte erreichten, dies ist auch bei anderen Untersuchungen
beschrieben **%. Jedoch waren die Werte der mannlichen Probanden fiir diese
Parameter noch im Normbereich. Dies spricht fur einen hoheren
Knochenumsatz bei Mannern der untersuchten Altersgruppe.

Auch bei getrennter Betrachtung der beiden untersuchten Gruppen zeigten sich
Unterschiede im Knochenstoffwechsel von Mannern und Frauen. In der Gruppe
von Patienten, die an Diabetes Typ 1-Diabetes mellitus erkrankt sind, zeigten
sich  bei den Mannern  signifikant  hohere @ Werte  fur  die
Knochenstoffwechselparameter PICP, BAP und Osteocalcin als bei den
weiblichen Patienten. Bei den gesunden Mannern war im Vergleich zu den
gesunden Frauen nur die knochenspezifische alkalische Phosphatase hoher.
Bei den weiblichen Typ-1-Diabetikern hingegen waren die Werte fur DPD-
Crosslinks und 25-OH-Vitamin D verglichen mit den Werten der mannlichen
Patienten signifikant hoher. Die gesunden weiblichen Kontrollpersonen wiesen
lediglich signifikant hohere Werte fur DPD-Crosslinks auf. Der Grund fur die
hdoheren 25-OH-Vitamin-D-Werte bei weiblichen Typ-1-Diabetikern konnte
eventuell bei den Ernahrungsgewohnheiten und dem Lebensstil der
untersuchten Personen zu suchen sein. Die Sammelperiode fir das
Probenmaterial erstreckte sich von August bis April, also zum groften Teil Uber
Herbst und Winter. Einige der weiblichen Probanden besuchten in dieser Zeit
regelmalig Solarien und kdnnten deswegen héhere Werte fur 25-OH-Vitamin D
haben.

Da sowohl bei gesunden Kontrollpersonen als auch bei Typ 1-Diabetikern in
verstarktem Malle bei den Mannern signifikant erhdohte Werte fur
Knochenanbauparameter und bei den Frauen signifikant erhdohte Werte fur
Knochenabbauparameter zu finden waren, ist es denkbar, dass die Diskrepanz
der beiden Geschlechter bezuglich des Knochenstoffwechsels durch das
Auftreten eines Typ 1-Diabetes mellitus noch verstarkt wird. Dies scheint auch

unter angemessener Therapie noch Einfluss zu haben. Wie bereits erwahnt,
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sind die Ergebnisse, die einige Autoren in ihren Untersuchungen sahen,
eventuell auch deswegen an unserem Kollektiv nicht nachzuvollziehen, weil alle
Typ 1-Diabetiker bereits seit langerer Zeit behandelt wurden und der
Knochenstoffwechsel zum Zeitpunkt der Erstmanifestation nicht erfasst wurde.
Es ist auch denkbar, dass die mannlichen Typ 1-Diabetiker den von einigen

Autoren 847

beschriebenen beeintrachtigten Knochenstoffwechsel bei
Erstmanifestation z.T. Uberkompensieren und deswegen erhdhte Werte fur die
Knochenanbauparameter zeigen. Bonfanti et al. ® fand diesen Effekt bei einer

Studie mit Kindern fiir den Parameter PICP.

Diese Ergebnisse passen in das widerspruchliche Bild, das in der Literatur zu

diesem Thema gezeichnet wird ©°:89904:86.1080

. Allerdings wurden bei den
genannten Studie die untersuchten Gruppen als Gesamtheit betrachtet und
nicht nach mannlichen und weiblichen Probanden unterschieden.

Moglicherweise war die Anzahl der untersuchten Probanden zu klein, um
weitere Unterschiede bezuglich der Verteilung von VDR-Gen-Polymorphismen
in den beiden untersuchten Gruppen zu zeigen. Widerspriche und
Ubereinstimmungen mit anderen Untersuchungen sind zum Teil dadurch zu
erklaren, dass jeweils verschiedene Populationen untersucht wurden. Hohere
Werte fur BAP, PICP und OC bei diabetischen Mannern und DPD-Crosslinks
sowie 25-OH-Vitamin D bei diabetischen Frauen deuten in Richtung eines
veranderten Knochenstoffwechsels bei Typ 1-Diabetikern, am ehesten im Sinne
einer low-turnover-Osteoporose. Zumal der Unterschied der Geschlechter im
Knochenstoffwechsel bei den gesunden Kontrollpersonen nicht so stark

ausgepragt war.
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6.Zusammenfassung

Es existieren Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der diabetischen
Osteopathie bei Typ 1- und Typ 2-Diabetes mellitus und Vitamin-D-Rezeptor-
Polymorphismen.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, an einem Kollektiv von kaukasischen
Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus und einem gesunden Kontrollkollektiv
Unterschiede hinsichtlich des Vorkommens bestimmter VDR-Genotypen zu
zeigen. Dies wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse)
durchgefuhrt. Ferner wurde bei beiden untersuchten Gruppen ein Status des
Knochenstoffwechsels erhoben. Hierzu wurden Osteocalcin,
knochenspezifische alkalische Phosphatase, Parathormon, C-terminales
Propeptid des Typ-1-Kollagens, Deoxypyridinium-Crosslinks und 25-OH-
Vitamin D untersucht.

Im Rahmen dieser Untersuchungen zeigte sich ein signifikant haufigeres
Vorkommen des TT-Genotyps sowie ein signifikant selteneres Auftreten des tt-
Genotyps bei Patienten mit Typ 1-Diabetes mellitus verglichen mit den
gesunden Kontrollpersonen. FUr die Uubrigen untersuchten VDR-Gen-
Polymorphismen zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der Verteilung in
den beiden untersuchten Gruppen. Die Knochenstoffwechselparameter lagen
bei allen untersuchten Personen im Normbereich. Beim Vergleich der Gruppen
untereinander ohne Unterscheidung zwischen mannlichen und weiblichen
Probanden konnten keine Unterschiede im Knochenstoffwechsel von Patienten
mit Typ 1-Diabetes mellitus und Kontrollpersonen gesehen werden. Die Werte
fur BAP, PICP und OC waren bei den Mannern signifikant hoher als bei den
Frauen, wenn alle untersuchten Personen insgesamt betrachtet wurden.
Insgesamt betrachtet hatten jingere Probanden signifikant héhere BAP-Werte
als altere. Bei isolierter Betrachtung der diabetischen Patienten zeigten sich bei
den Mannern signifikant héhere Werte fur BAP, PICP und OC, sowie signifikant
hohere Werte fur 25-OH-Vitamin-D und DPD-Crosslinks bei den Frauen. Bei
den gesunden Kontrollpersonen zeigten signifikant hohere Werte bei den
Mannern lediglich fur BAP, bei den gesunden Frauen waren signifikant hohere

Werte nur bei den DPD-Crosslinks zu sehen. Eine Korrelation des HbA1; mit
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Parametern des Knochenstoffwechsels konnte nicht festgestellt werden. Auch
konnte keine Assoziation bestimmter VDR-Gen-Polymorphismen mit
Veranderungen des Knochenstoffwechsels gefunden werden.

Widerspriiche und Ubereinstimmungen mit anderen Untersuchungen sind zum
Teil dadurch zu erklaren, dass jeweils verschiedene Populationen untersucht
wurden. Hohere Werte fir BAP, PICP und OC bei diabetischen Mannern und
DPD-Crosslinks sowie 25-OH-Vitamin D bei diabetischen Frauen deuten in
Richtung eines veranderten Knochenstoffwechsels bei Typ 1-Diabetikern, am

ehesten im Sinne einer low-turnover-Osteoporose.
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8.3 Abklrzungen

AP alkalische Phophatase

BAP knochenspezifische alkalische Phosphatase

BB biobreeding

BGP Bone Gla-Protein

BMD bone mineral density

BMI body mass index

Bp Basenpaare

CD cluster differentiation

CTX Abbauprodukt von C-Telopeptiden der Alpha-1-
Ketten von Kollagen Typ

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DBD DANN-bindende Doméne

DBP Vitamin-D-bindendes Protein

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

DPD Deoxypyridinolin

EAE murine experimentelle Autoimmunenzephalitis

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure

EIA Enzymimmunoassay

gAP gesamte alkalische Phosphatase

HbA1, glykosyliertes Hamoglobin

HLA human leucocyte antigen

HPLC Hochdruckflissigkeitschromatographie

IDDM insulin-dependent Diabetes mellitus

IFN Interferon

IGF insulin-like growth factor

IL Interleukin

Kb tausend Basen

Kbp tausend Basenpaare

LBD ligand-binding domain



MgCl
MHC
NaCl
NaOH
NOD
NTX
oC
oD
PCR
PICP
PTH
PYR
RFLP
Rpm
RXR
SCP
SDS
SE-Puffer
UTR
VDBP
VDR
VRE
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Magnesiumchlorid

major histocompatibility complex
Natriumchlorid

Natronlauge

non-obese diabetic

type | collagen cross-linked N-telopeptide
Osteocalcin

optische Dichte
Polymerasekettenreaktion

C-terminales Propeptid des Typ-1-Kollagens
Parathormon, parathyreoidales Hormon
Pyridinolin
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
Umdrehungen pro Minute
Retinoid-X-Rezeptor
Starcodon-Polymorphismus
Natriumdodecylsulfat
Sodium-EDTA-Puffer

untranslated region

Vitamin-D-bindendes Protein
Vitamin-D-Rezeptor

Vitamin-D-responsive Elemente
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