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1  Einleitung

1.1 Hintergrund dieser Arbeit

Wahrend die Osteoporose durch einen Verlust von Knochenmasse, eine
gestorte Mikroarchitektur und gesteigerte Fragilitéat charakterisiert ist, handelt es
sich bei der Osteomalazie um die Folge einer unzureichenden Mineralisierung
der Extrazellularmatrix des Knochens durch eine gestorte Aufnahme,
Aktivierung und Rezeptorwirkung von Vitamin D oder einen Mangel der fur die
Mineralisierung erforderlichen Substrate Kalzium und Phosphat. Beide
Krankheiten sind somit systemische metabolische Knochenerkrankungen,
welche die Architektur und Funktion des Knochens beeintrachtigen. Als
Migrantenosteomalazie werden die Mineralisationsstorungen zumeist von
Frauen bezeichnet, die aus religibsen oder kulturellen Grinden eine
Verschleierung  (Kopftuch, Tschador, Burka) tragen, welche die
Sonnenlichtexposition der Haut und damit die Vitamin D-Synthese verhindert

bzw. beeintrachtigt.

Die Extrazellularmatrix des Knochens wird Vitamin D-abhangig mineralisiert,
wobei eine gestorte Aufnahme, Aktivierung und Rezeptoraktivierung von
Vitamin D, eine mangelhafte Aufnahme von Kalzium und Phosphat oder ein
Phosphatverlust zZu einer unzureichenden Mineralisierung der

Extrazellularmatrix fuhren.

In  der vorliegenden Dissertationsschrift galt das Interesse einer
Migrantenosteomalazie, osteologischen Markern mit Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel sowie maoglichen Polymorphismen des Vitamin D-

Rezeptor-Gens.

Zunachst erfolgt eine einleitende Darstellung 2zu den Bereichen
Knochenstoffwechsel und seine Regulation, Vitamin D-Stoffwechsel, Vitamin D-
Rezeptor und das Krankheitsbild Osteomalazie, gefolgt von der Fragestellung,

den Ergebnissen und einer Diskussion.
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1.2 Der Knochenstoffwechsel und seine Regulation

Der Knochen unterliegt einem stadndigen Remodellingprozess: einerseits kommt
es zu einer osteoklastenvermittelten Knochenresorption, andererseits wird
durch die Osteoblasten Knochen neu gebildet. Dieser Prozess wird unter

anderem durch Vitamin D reguliert.

Im Alter von 30-35 Jahren besitzt der Knochenaufbau seine maximale Masse
(,peak bone mass") gefolgt von einem physiologischen Abbau, welcher jahrlich
Werte um 0,5% einnimmt. Im Laufe eines Menschenlebens kann der Verlust
der Knochenmasse bei Mannern 20 bis 30%, bei Frauen sogar 30 bis 40%
betragen. Bei der weiblichen Bevdlkerung ist in den ersten 10 Jahren nach der
Menopause eine uUberdurchschnittlich hohe Reduktion der Knochenmasse von

Uber 2% jahrlich maoglich.

Das Knochengewebe ist so aufgebaut, dass es zu 15% aus zellularen
Bestandteilen, zu 40% aus organischer Matrix und zu 45% aus anorganischer
und mineralischer Phase besteht. Zunachst wird von den Osteoblasten das
weiche, unverkalkte Osteoid, also die organische Matrix, gebildet. Diese setzt
sich zu 10% aus Wasser, zu 20% aus organischen Materialien (z. B. Kollagen
und Proteoglycane) zu 70% aus anorganischen Stoffen zusammen. Hierzu
gehoren die Hydroxylapatitkristalle, welche in das Osteoid eingebaut werden.
Dieser Schritt wird auch ,Mineralisation® genannt. Durch nachfolgende
Einlagerungen von Kalziumphosphat wird der Knochen hart und gewinnt an
Stabilitat.

Liegt eine Stérung der Osteoid-Mineralisation vor, entsteht das Krankheitsbild
einer Vitamin D-Mangel induzierten Osteomalazie, wahrend bei der
Osteoporose eine verminderte Bildung der Knochenmasse im Vordergrund
steht (Herold et al. 2005).

1.2.1 Parathormon

In den Nebenschilddriisen (Glandulae Parathyroideae) wird zunachst das aus
115 Aminosauren bestehende PraProParathormon gebildet. Durch eine
proteolytische Modifikation entsteht schlie3lich Gber mehrere Schritte das
Parathormon (PTH), welches aus 84 Aminosauren zusammengesetzt ist. PTH

weist ein pulsatiles Sekretionsverhalten und einen zirkadianen Rhythmus mit
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hoheren Werten in den abendlichen und nachtlichen Stunden auf (Seibel &
Stracke 1997).

Die biologische Halbwertszeit dieses Polypeptidhormons ist relativ kurz und
betragt nur einige Minuten. Der proteolytische Abbau von PTH erfolgt in den
Epithelkoérperchen, in der Leber und auch in den Nieren. Aufgrund der
Tatsache, dass nur ein geringer Anteil des Hormons fur die biologische Aktivitat
verantwortlich ist, entstehen bei seinem Abbau Zwischenprodukte, welche noch

biologisch aktiv sind und im Blut nachgewiesen werden kénnen.

Die Hauptaufgabe des Parathormons besteht in der Aufrechterhaltung der
Kalziumhomadostase und unterliegt einem reziproken Regulationsmechanismus,
fur den ein G-Protein-gekoppelter kalziumsensitiver Rezeptor verantwortlich ist.
Sobald die Kalzium-Konzentration im Plasma (die ionisierte Fraktion) die engen
Grenzen des optimalen Bereiches unterschreitet, kommt es zu einer
verstarkten PTH-Sekretionsrate und nachfolgend durch Reifung und
Aktivierung der Osteoklasten zu einer Kalzium- und Phosphat-Mobilisation aus
dem Knochengewebe. Ein erhohter Kalzium-Spiegel wiederum fihrt zu einer
Hemmung der Parathormon-Produktion (negative Ruckkopplung) (Brown et al.
1993). Ferner hemmt das Parathormon im proximalen Tubulus der Niere die
Resorption von Phosphat, im distalen Tubulus hingegen fordert es die Kalzium-
Wiederaufnahme. Durch die verstarkte Phosphat-Ausscheidung mit dem Urin
sinkt der Phosphat-Spiegel im Blut. Dadurch wird vermieden, dass in der Niere
zu viele schwerldsliche Kalzium-Phosphat-Komplexe gebildet werden und diese
dann eventuell zu einer sogenannten ,Kalkniere® fihren. Aufl3erdem wird die
PTH-Sekretion durch den Vitamin Ds-Gehalt im Korper reguliert (Seibel &
Stracke 1997). Das Parathormon besitzt ferner die Fahigkeit, die 1,25(0OH),Ds-
Synthese anzuregen. Dadurch steigt der Kalziumspiegel im Serum an und
aufgrund der negativen Ruckkoppelungsschleife wird die Sekretion des

Parathormons wieder reduziert.

Zusammenfassend fuhrt PTH also zu einem Anstieg des Kalziumgehaltes tber
eine verminderte renale Ausscheidung, vermehrte enterale Kalziumaufnahme
und auch uber eine Kalziummobilisation aus dem Knochen (Seibel & Stracke
1997).
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1.2.2 Kalzium

Das Spurenelement Kalzium (Ca?") stellt den mengenmaRig am stérksten
vertretenen Mineralstoff im menschlichen Kérper dar. Es findet sich sowohl
extra- als auch intrazellular. Der Kalzium-Stoffwechsel wird durch die Hormone
Calcitriol, Calcitonin und Parathormon reguliert (Seibel & Stracke 1997, Brown
et al. 1993). Ca**-Rezeptoren sind spezifische Zellen, die in der Lage sind, bei
Abweichung eines optimalen Kalziumspiegels Gegenregulationsmechanismen

anzutreiben.

Uber 95 % des im Korper vorkommenden Kalziums befinden sich in Knochen
und Zahnen. Das Skelettsystem dient ferner als Speicher fur Kalzium, bei
einem Ca?*-Mangel kann ein Teil davon durch die PTH-Wirkung mobilisiert und
dem Organismus flur andere Aufgaben zur Verfliigung gestellt werden (Seibel &
Stracke 1997). Als das Schlisselorgan der Kalziumhomdostase gilt die Niere.
Zum einen ist sie Syntheseort von 1,25(0OH),D3 (dem biologisch aktiven Vitamin
D), zum anderen wichtigstes Regulativ der Kalzium- und Phosphatexkretion
bzw. -reabsorption. Bis zu 98% des in den Primarharn abgegebenen Kalziums

werden reabsorbiert.

Von dem Gesamt-Kalzium im Korper finden sich nur 0,1% extrazellulér. Hiervon
sind ca. 30 bis 50% an Proteine gebunden und 5 bis 15% liegen in Form von
Komplexen vor (z. B. Kalzium-Phosphat-Komplexe). 50% des extrazellularen
Kalziums (Cae®") liegt frei ionisiert in biologisch aktiver Form vor (Calvi &
Bushinsky 2008). Der Gehalt an diesen lonen wird in einem relativ engen
Rahmen gehalten, ndmlich bei etwa 2,1 bis 2,6 mmol/l im Blut (Seibel & Stracke
1997), so dass eine permanente Verflugbarkeit zur Erfillung verschiedener
Aufgaben gewahrleistet ist. Im Gegensatz hierzu wird der Gehalt an
intrazellularen Kalziumionen (Cai’*) in einem wesentlich gréReren Bereich

reguliert (Pozzan et al. 1994).

Ca**-lonen spielen u. a. eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion in
verschiedenen Zellen. Sie beeinflussen z. B. das Gerinnungssystem und die
Muskel- und Nervenerregung. Weiterhin sind sie an der Aufrechterhaltung der
Zellmembranen beteiligt. Hohe Cae®-Werte stimulieren Parameter
osteoblastischer Vorgange, fuhren zu einer gesteigerten Calcitonin-Sekretion
und hemmen die PTH-Sekretion (Doéren et al. 1997, Brown et al. 1993).
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Weiterhin unterdriicken sie (in in-vitro-Versuchen) die Aktivitat von Osteoklasten
(Kanatani et al. 1999).

1.2.3 Osteocalcin

Das im Jahre 1975 entdeckte Peptidhormon Osteocalcin (OC) wird vor allem in
Zahnen und Knochen gebildet und zwar von Odontoblasten bzw. Osteoblasten.
Es wird in der extrazellularen Matrix des Knochens gespeichert und stellt eines
der wichtigsten nicht-kollagenen Proteine des Knochens dar. Weiterhin
reprasentiert es als spezifischer Marker die Aktivitdt der Zellen, die fiur den
Knochenaufbau bzw. -umsatz verantwortlich sind (Delmas et al. 1985). OC ist

ebenfalls in der Lage, die Mineralisierung des Knochens zu hemmen.

Da das fertige Molekil drei Gamma-Carboxyglutamat-Reste (Gla) besitzt, wird
es auch ,bone y-carboxylglutamic acid-containing protein“ (BGP) genannt. Mit
Hilfe dieser Gla-Reste ist das Osteocalcin in der Lage, Kalzium und
Hydroxylapatit zu binden. Beim Menschen besteht das BGP aus insgesamt 40
Aminosauren und befindet sich auf dem Chromosom 1g25-g31. Seine Synthese
in den Osteoblasten wird durch das Vitamin D3 induziert und ist an das
Vorhandensein des Kofaktors Vitamin K und das Enzym y-Glutamylcarboxylase
gebunden (Houben et al. 1999). Bei Versuchen an Mausen, denen das
Osteocalcin-Gen fehlte, fand man heraus, dass die Knochenmineralisation
abnorm erhéht und die Knochensubstanz stark zunehmend war bei
gleichzeitiger Instabilitat in Form einer verminderten Bruchfestigkeit und
zusatzlicher Einengung des Markraums (Ducy et al. 1996, Wolf 1996).

Die biologische Halbwertszeit des OC liegt bei etwa 5 Minuten und ist somit als
kurz einzustufen ist. Der im Serum gemessene Osteocalcin-Wert spiegelt somit
lediglich die Neusynthese des Proteins wieder. Die Ausscheidung erfolgt Uber
die Nieren, so dass bei eingeschrankter Nierenfunktion ein erhohter OC-Wert
nur bedingt verwertbar ist. Allgemein findet man erhéhte Osteocalcin-Werte
z. B. bei primarem oder sekundarem Hyperparathyreoidismus, high-turnover-
Osteoporose mit einem beschleunigten Knochenstoffwechsel, Osteomalazie
und Niereninsuffizienz. Ein  reduzierter = Spiegel ist haufig bei
Hypoparathyreoidismus, einer langer andauernden systemischen Cortisol-
Therapie, rheumatoider Arthritis und low-turnover Osteoporose mit niedrigem

Knochenumsatz nachweisbar (Seibel & Stracke 1997).
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Neuere Studien geben weiterhin Hinweise darauf, dass das Osteocalcin sowohl
blutzuckersenkende Eigenschaften als auch fettabbauférdernde Eigenschaften
besitzt (Ferron et al. 2008, Lee et al. 2007).

1.2.4 Alkalische Phosphatase

Die alkalische Phosphatase (AP) ist ein Enzym und in der Lage, Phosphat-
Gruppen von Molekulen (z. B. von Proteinen oder Nukleotiden) zu entfernen.

Am effektivstes kann sie bei alkalischen ph-Werten dephosphorylisieren.

Beim menschlichen Organismus unterscheidet man 15 verschiedene
gewebespezifische Isoenzyme aus Leber, Knochen, Dinndarm oder Plazenta.
Eine Erhéhung der gesamt-AP (gAP) ist meistens auf einen Anstieg der Leber-
oder Knochen-AP zuriickzufuhren, also z. B. auf eine Erkrankung im
Skelettsystem, im Leberparenchym oder in den Gallenwegsepithelien. Diese
beiden Isoenzyme werden durch ein einziges Gen kodiert und unterscheiden
sich nur durch posttranslationale Modifikationen voneinander. Gesteigerte gAP-
Werte findet man u. a. bei Osteomalazie, Osteoporose, Knochenmetastasen
und Lebererkrankungen. Physiologisch hohere AP-Spiegel liegen bei Kindern
im Wachstum oder bei Schwangeren vor. Niedrige Werte hingegen sind haufig

bei einer Hypothyreose und einem Vitamin C-Mangel.

Da man bei alleiniger Messung der gAP aber nicht unbedingt auf die Ursache
bzw. den Ort der Erkrankung schlie3en kann, sollte man v. a. bei der Frage
nach osteoporotischen Veranderungen mit einem oft nur diskret veranderten
Knochenumsatz die Bestimmung der knochenspezifischen alkalischen
Phosphatase, welche als sensitiver Marker flr einen verstarkten
Knochenumsatz gilt, der gAP vorziehen. In der Praxis sollte also auf eine
Differenzierung der beiden AP-Formen geachtet werden (Hata et al. 1996,
Withold et al. 1996, van Hoof & de Broe 1994).

1.2.5 Phosphat

Phosphate sind definiert als Salze und Ester der Ortho-Phosphorséauren. Sie
entstehen, in dem ein, zwei oder drei Wasserstoffatome der Phosphorsaure

durch Metalle ersetzt werden.

Eine grof3e Rolle spielen Phosphate bei biochemischen Prozessen lebender

Organismen. So sind sie fur den Aufbau wichtiger Molekile wie die DNA
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zustandig. Aber auch am Knochenstoffwechsel sind sie beteiligt: Mit Kalzium
gehen sie eine Verbindung ein, wodurch das Kalziumapatit entsteht. Dieses

wird dann in das Skelettsystem eingebaut.

Weiterhin hat Phosphat die Eigenschaft, den PTH-Gehalt zu erhéhen.
Hierdurch kann indirekt der Kalziumgehalt erh6ht werden. Aul3erdem wird die
Vitamin D3-Synthese durch einen niedrigen Phosphatspiegel gefordert (Wu et
al. 1996, Henry 1979, Baxter & DelLuca 1976, Gray et al. 1972).

1.2.6 B-CrossLaps

CrossLinks verbinden und stabilisieren die kollagenen Fasern, welche einen
Anteil von bis zu 90% der organischen Knochenmatrix ausmachen. Sie werden
durch Osteoklasten freigesetzt und tber den Urin ausgeschieden (Seibel &
Stracke 1997). Die endstandigen Peptide (Telopeptide) der kollagenen Fasern,
an denen die CrossLinks haften, werden B-CrossLaps (B-CTx) genannt. Sie
werden ebenfalls von Osteoklasten freigesetzt. Diese Freisetzung erfolgt bei
beiden Markern verstéarkt in Zustanden gesteigerten Knochenab- und -umbaus.

Beim Anbau kndchernen Gewebes hingegen gehen die Marker wieder zurick.

Der Nachweis der B-CrossLaps erfolgt im Serum und eignet sich v. a. zum
Nachweis eines erhohten Kollagenabbaus, zur Risikoabschatzung des
kinftigen Knochenmasseverlustes von Unbehandelten und zum Monitoring

einer antiresorptiven Osteoporose-Therapie (Spanuth 2003, Okabe et al. 2001).

Bei eingeschréankter Nierenfunktion ist jedoch zu beachten, dass eine
verminderte Ausscheidung und konsekutiv h6here Serumkonzentrationen der
B-CTx mdglich sind. Ferner muss auch die zirkadiane Rhythmik bertcksichtigt
werden: die hochsten Werte sind in den frihen Morgenstunden, die niedrigsten
mittags zu verzeichnen (Okabe et al. 2001, Wichers et al. 1999).

1.3 Vitamin D

Die Entdeckung von Vitamin D oder auch Calciferol geht mit der Suche nach
einem Heilmittel fir die Rachitis einher (Rajakumar 2003). In den Jahren 1919
und 1921 konnte gezeigt werden, dass diese Erkrankung durch Bestrahlung mit
kinstlich erzeugtem UV-Licht und durch Bestrahlung mit normalem Sonnenlicht

(Hess et al. 1921) geheilt werden kann. McCollum und Howland fanden heraus,
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dass der heute als Vitamin D bekannte Stoff fur diesen Effekt verantwortlich war
(Rajakumar 2003). Die Namensgebung ,Vitamin D“ erfolgte dann nach der
Reihenfolge der Entdeckung als viertes Vitamin hinter den Vitaminen A, B und
C.

Vitamin D liegt in zwei Varianten vor: zum einen gibt es das pflanzliche Vitamin
D, (Ergocalciferol) und zum anderen das Vitamin D3 (Cholecalciferol) tierischen
Ursprungs. Beide Formen kdnnen entweder mit der Nahrung aufgenommen
und im Dinndarm resorbiert oder zum Uberwiegenden Teil (etwa zu 85 %) in
der Epidermis unter dem Einfluss von UV-Strahlen photosynthetisch gebildet
werden (Holick et al. 1980, Milde 1991).

Ferner gehdort 1,25(0OH),D3; nach seiner chemischen Struktur der Gruppe der
Steroide an: es besitzt eine gemeinsame Vorstufe mit dem Cholesterin und

zeichnet sich durch einen offenen B-Ring und eine Seitenkette aus (Abb. 1).

CH,
- 1] CH

HO ¥

Abb. 1: Strukturformel von 1 a,25(OH),Vitamin D 3

Der aktive Metabolit von Vitamin D3 wird in Form des Calcitriols (1a,25(0OH)-
Dihydroxy-Vitamin D3; 1,25(0OH),D3) dargestellt (Issa et al. 1998).

1.3.1 Physiologie des Vitamin D-Stoffwechsels

Vitamine sind definitionsgemald lebensnotwendige Substanzen, welche vom
Korper nicht selbstéandig hergestellt werden konnen und daher zugefiuhrt
werden mussen. Da aber die Vorstufen des Vitamin D in der Haut des
Menschen selbst hergestellt werden kénnen, und zwar mit Hilfe von UV-B-
Strahlen (290 - 315 nm) aus dem Sonnenlicht (MacLaughlin et al. 1982), hat es
die Funktion eines Pro-Hormons. Somit wird der Begriff ,Vitamin® far

1a,25(0OH),Dj3 nicht korrekt angewendet.
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Der Ausgangsstoff flr die endogene Vitamin D-Synthese ist das vor allem im
Stratum basale und Stratum spinosum der Epidermis vorhandene, als Pro-
Vitamin D3 bezeichnete 7-Dehydrocholesterol bzw. 7-DHC (Holick et al. 1980).
Hierbei handelt es sich um ein chromophores Molekil, welches in den
Hepatozyten aus Cholesterol durch das Enzym Cholesterol-Dehydrogenase
entsteht und unter dem Einfluss von Photoenergie Isomere bildet. Durch die
Energie der UV-Strahlen wird der B-Ring des Pro-Vitamins gedffnet. Aus
7-DHC entsteht dann das Pro-Vitamin D (Abb. 2) (Esvelt et al. 1978, Windaus
et al. 1936), welches durch Verschiebung der Doppelbindungen zum stabilen
Vitamin D isomerisiert (Velluz & Amirad 1949). Diese Gleichgewichtsreaktion
lauft solange ab, wie das Vitamin D aus der Zelle geschleust wird (Haddad et al.
1993). In der Leber folgt dann die Hydroxylierung durch eine Cytochrom P-450
abhangige mitochondriale Hydroxylase an den Kohlenstoffatomen der Position
Czs. In den Mitochondrien der Zellen des proximalen Tubulus der Nieren wird
dann das 25(OH)Vitamin D3 durch die 1a-Hydroxylase zum biologisch aktiven
1,25(0OH),Vitamin D3 (Calcitriol) weiter hydroxyliert. Das Vitamin D3 und seine
Metabolite werden dann im Blut Uber in der Leber gebildete Vitamin Ds-
Bindeproteine (DBP) transportiert (Braun et al. 1992, Haddad 1992 und 1987,
Cooke & Haddad 1989).

Der Abbau des Calcitriols erfolgt ebenfalls in den Nieren durch die
gegensatzlich regulierte 24-Hydroxylase zum inaktiven 24R,25(0OH),Vitamin D3
(Issa et al. 1998, Okuda et al. 1995, Andersson et al. 1989). Das Endprodukt
des Vitamin D-Stoffwechsels ist die Calcitronsdure, welche in der Leber in die

Gallenflissigkeit sezerniert wird (Jones 1999).

Die Aufgabe der verschiedenen Regulationsmechanismen des Calcitriol-
Stoffwechsels besteht letztendlich darin, dass nur soviel Vitamin D synthetisiert
wird wie der Korper benétigt, um in seiner aktuellen Situation seinen Phosphat-

und Kalziumbedarf decken zu kénnen.

Durch einen erhéhten Parathormon-Gehalt, erniedrigte Kalzium- oder
Phosphatspiegel kommt es zu einer Aktivierung der la-Hydroxylase und somit
zu einer Forderung der 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds-Synthese (Wu et al. 1996,
Henry 1979, Baxter & Deluca 1976, Gray et al. 1972). Aber auch Ostrogen,
Glucocorticoide, Calcitonin, Somatotropin und Prolactin haben einen Einfluss

auf den Vitamin D-Stoffwechsel. Calcitriol selbst hat ebenfalls eine regulierende
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Funktion: Es ist in der Lage, die 1la-Hydroxylase zu hemmen und somit die 24-
Hydroxylase zu aktivieren (Ohyama et al. 1994, Zierold et al. 1994). Ebenso
aktiviert es seinen eigenen zellularen Rezeptor (VDR) (Dusso et al. 2005). Die
Konzentration von freiem 1,25(0OH),D3; korreliert also weitgehend mit seiner

eigenen Aktivitat.

Y

i, /\/\l/
ﬁ -
HO skin

7,8-dehydrocholesterol pre-vitamin D, vitamin D,

HO

liver
25-hydroxylase

3 H i
t«]/\lro MOH
I target tissues kidney |
| i i ——— ———— |
24-hydroxylase 1a-hydroxylase
H 'OH HO™
calcitroic acid 1,25-dihydroxyvitamin D, 25-hydroxyvitamin D,

Abb. 2: Syntheseweg von 1,25(0OH) ,Ds; (modifiziert nach Dusso et al. 2005)

1.3.2 Wirkungen

Calcitriol hat in seinen Zielzellen die Wirkungsweise eines Steroidhormons: Es
wird an ein intrazellulares Vitamin D-Rezeptorprotein gebunden und in den
Zellkern transportiert. Dort wir dann die Transkription verschiedener Gene

reguliert.

Die Hauptfunktion vom Vitamin D liegt in der Forderung der intestinalen
Kalzium- und Phosphat-Aufnahme, was wiederum eine ausreichende
Konzentration dieser beiden Stoffe im Serum erméglicht und so eine
genugende Menge an Kalzium fur die notwendige Knochenformation
bereitgestellt werden kann (Walters 1992). Ferner Ubt das Vitamin D, unter
anderem durch seine autokrinen Funktionen, einen Einfluss auf die Entwicklung
und Funktion des Nerven- und Muskelsystems, aber auch auf die Zell-
Differenzierung, -Proliferation, Apoptose und Immunmodulation aus (Carlberg et
al. 1998).
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Ein Mangel an Vitamin D fuhrt u. a. zur Beeinflussung der Zahnentwicklung und
des Knochenaufbaus. Im Kindesalter entsteht bei einem Mangel das Bild einer
Rachitis, bei Erwachsenen spricht man von einer Osteomalazie (Parfitt 1997).
Des Weiteren kann sich durch einen geringen Vitamin D-Gehalt im Organismus

eine Osteoporose mit verminderter Knochenstabilitat entwickeln.

Ferner besteht eine allgemein erhthte Sterblichkeit (Dobnig et al. 2008) und ein
groReres Risiko fur die Entstehung von Autoimmunkrankheiten (wie z. B.
Diabetes mellitus Typ 1 oder Multiple Sklerose) und  kardiovaskularen
Erkrankungen (Valdivielso & Fernandez 2006). Ein erhdhter Gehalt an Vitamin
D dagegen fuhrt zur Hyperkalziurie und Hyperkalzidmie (Vieth 1990).

Neuere Studien haben gezeigt, dass Vitamin D zusatzlich protektiv bezuglich
verschiedener Karzinome wirkt (Park et al. 2007). Ferner werden Vitamin D-
Analoga als effektive Proliferationshemmer angesehen (van Leeuwen et al.
1999, Halline et al. 1994, Colston et al. 1981). So konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass 1,25(0OH),D; die Proliferation von myeloiden Maus-
Leukdmiezellen hemmt und die Differenzierung zu Makrophagen induziert (Abe
et al. 1981). Zudem wurde in verschiedenen in-vitro- und Tiermodell-Studien
bewiesen, dass Calcitriol und seine Analoga die Proliferation von
Mammakarzinomzelllinien hemmen konnen (Vandewalle et al. 1995, Hansen et
al. 1994, Colston et al. 1989, Simpson & Arnold 1986, Frampton et al. 1983).
Arguello et al. wiesen mit einer im Jahre 1988 durchgefuhrten Studie an
Nacktmausen nach, dass das Vitamin D-Analogon EB 1089 eine préaventive
Wirkung gegen Knochenmetastasierungen besitzt. Des Weiteren habe das

Calcitriol einen allgemein lebensverlangernden Effekt (EI Abdaimi et al. 2000).

Parathormon hat einen gro3en Einfluss auf die Vitamin D-Synthese. So wird
durch einen verminderten Kalziumgehalt im Blut reaktiv vermehrt PTH
sezerniert (Brown et al. 1993). Gleichzeitig kommt es zu einer Stimulation der
renalen la-Hydroxylase-Synthese und Hemmung der 24-Hydroxylase-Bildung.
Dies hat wiederum zur Folge, dass vermehrt 1,25(OH),Ds-synthetisiert wird.
Durch dessen kalzdmischen Effekt im Darm und in den Nieren wird dann der

Kalziumspiegel im Serum wieder angehoben.
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1.3.3 Vitamin D 3 und Knochenstoffwechsel

Neben dem Parathormon und Calcitonin gilt das Vitamin D3 als einer der
wichtigsten Regulatoren der Kalziumhomoostase und des
Knochenstoffwechsels. Seine Hauptaufgabe besteht darin, gemeinsam mit dem
Parathormon die intestinale Resorption, renale Exkretion und Mobilisation des
Kalziums aus dem Knochengewebe zu regulieren. Das Vitamin D bewirkt

hierbei eine Bereitstellung des Kalziums.

Bei einem verminderten Vitamin D-Gehalt bzw. einer fehlenden Wirkung von
Calcitriol entsteht aufgrund einer eingeschrankten enteralen Aufnahme und
renalen Rulckresorption des Kalziums wie auch einer verminderten
Kalziummobilisation aus dem Knochen eine Hypokalzamie. Dieser Zustand
wiederum bewirkt eine verstarkte Synthese und Sekretion des Parathormons
und kann letztendlich auch zu einer Hyperplasie der Nebenschilddriise fihren
(sekundarer Hyperparathyreoidismus). Erhéhte PTH-Spiegel steigern den
Kalziumgehalt im Serum wie auch die renale Phosphat-Clearance mit der
maoglichen Folge einer Hypophosphatamie. Durch dieses Missverhaltnis der
Konzentrationen von Kalzium und Phosphat im Serum resultiert eine Stérung im
Knochenstoffwechsel: der Kalziummangel, die fehlregulierte Mineralisierung der
Knochenmatrix und die durch PTH induzierte verstarkte Knochen-Abbaurate
fuhren zu einer verminderten Mineralisierung des Knochengewebes mit
einhergehender mechanischer Instabilitat. Das sich hieraus entwickelnde

Krankheitsbild ist unter dem Namen ,Osteomalazie” bekannt.

1.4 Vitamin D-Rezeptor

Um eine hormonale Wirkung in den Zielzellen entfalten zu kbnnen, benotigt
Calcitriol den Vitamin D-Rezeptor. Dieser wurde erstmals 1969 entdeckt und
beschrieben (Haussler & Norman 1969). Er hat ein nahezu ubiquitares
Vorkommen im Kérper (Provvedine et al. 1986, Tsoukas et al. 1984, Stumpf et
al. 1984, 1983, 1979, Kim et al. 1983, Bhalla et al. 1983) und gehoért zu der
Familie der Steroidrezeptoren. Somit stellt der VDR mit seinen insgesamt flnf
funktionelle Domé&nen einen Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktor dar,
welcher die Transkription bestimmter Zielgene aktiviert bzw. hemmt (je nach
Gen) und somit Einfluss auf den Stoffwechsel ausibt. Dies geschieht durch die
Bindung an eine spezifische DNA-Erkennungssequenz (VDRE, Vitamin D
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responsive element). Der bevorzugte Ligand des Vitamin D-Rezeptors ist das
1,25(OH),D3 (Brown et al. 1999).

1.4.1 VDR-Gen

Das VDR-Gen ist auf dem Chromosom 12q13-14 lokalisiert (Labuda et al.
1992) und hat eine Lénge von 1281 Nukleotiden, welche das aus 427
Aminosauren bestehende VDR-Protein mit der Molekilmasse von 48.000 Da
kodieren (Baker et al. 1988). Diesem Gen geht eine nicht-kodierende Sequenz
aus insgesamt 115 Basenpaaren voraus. Des Weiteren findet man am 3’-Ende
eine 3,2 kb groRe Region, welche nicht translatiert wird (UTR = untranslated
region). Das VDR-Gen verfuigt aul3erdem Uber 11 Exons, die zusammen mit
den dazwischen liegenden Introns eine Lange von etwa 75 kb umspannen
(Szpirer et al. 1991). Die nicht-kodierende Region am 5’-Ende beherbergt die
drei Exone 1A, 1B und 1C. Die verbleibenden Exone kodieren das

Translationsprodukt (Issa et al. 1998).

1.4.2 VDR-Gen-Polymorphismus

Verschiedene Langenpolymorphismen von Restriktionsfragmenten (Restriction
Fragment Length Polymorphism, RFLP), also allele Varianten, sind fiur das
menschliche VDR-Gen bekannt. Diese gehen mit Unterschieden in der
Knochendichte und Neigung zum Hyperparathyreoidismus, Resistenz auf eine
Vitamin-D-Therapie, Empfanglichkeit fur Infekte und Neigung fir bestimmte

Autoimmunkrankheiten und Krebserkrankungen einher.

Die Restriktionsenzyme Bsml, Tagl und Apal spalten polymorphe Abschnitte,
die im Bereich des Introns am 3’-Ende des VDR-Gens liegen. Auf dem Intron 8
sind die Polymorphismen Bsml und Apal zu finden (Morrison et al. 1994,
Hustmeyer et al. 1994). Ein weiterer Polymorphismus liegt am 5’-Ende auf dem
sog. Startcodon, also im Bereich der Translations-Initiationsstelle. Dieser wird
durch das Restriktionsenzym Fokl gespalten und ist aufgrund seiner Lage auch
als Startcodon-Polymorphismus (SCP) bekannt (Baker et al. 1998, Gross et al.
1998, Arai et al. 1997, Harris et al. 1997) (siehe Abbildung 3).
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Vitamin D-Rezeptor-Gen
Bsml- und Fokl-Polymorphismen

5" UTR 3'UTR

Ex || Ex || Ex Ex || Ex || Ex || Ex || Ex || Ex || Ex Ex
la || 1b || 1c 2 B 4 5 6 7 8 9

ACG/ATG Intron 8 Microsat

Codon 1 Tru9-RFLP cT Poly(A)

Fokl-RFLP Apal-RFLP Codon 352 | | Repeats
BsmI-RFLP | | Fokl RFLP

Abb. 3: Struktur des Vitamin D-Rezeptor-Gens

1.4.3 VDR-Gen-Polymorphismus und Knochenstoffwechsel

In der Literatur finden sich viele Studien, die sich mit dem Zusammenhang
zwischen bestimmten VDR-Gen-Polymorphismen und der Knochendichte

befasst haben.

So fuhrte die Tatsache, dass die Osteocalcin- und Kollagensynthese einer
Regulation durch 1,25-Dihydroxyvitamin-D3 unterliegt, zu der Hypothese uber
einen Einfluss von VDR-Gen-Polymorphismen auf die Knochendichte. Kelly et
al. (1995) fanden heraus, dass bei monozygoten Zwillingen mdgliche
Unterschiede bei der Knochendichte auf Umweltfaktoren zuriickzufiihren waren.
Bei dizygoten Zwilingen hingegen waren solche Unterschiede sowohl
umweltbedingt als auch genetisch zu erklaren. Auch andere Untersuchungen
an Zwillingen zeigten einen ausgepragten Effekt genetischer Faktoren auf die
BMD-Werte (Slemenda et al. 1991, Pocock et al. 1987).

Eine Studie an prapubertaren Madchen bis hin zu pramenopausalen Frauen
fuhrte zu dem Ergebnis, dass bei Vorliegen eines BB-Genotyps (= homozygote
Abwesenheit der Schnittstellen fur die Restriktionsendonuklease Bsml) die
Knochendichte der jungen Probandinnen niedriger war als beim Bb-
(= heterozygoter Genotyp) und bb-Genotyp (= homozygote Anwesenheit der
Restriktionsstellen) (Ferrari et al. 1998). 1995 wurde von Fleet et al. eine Studie
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an pramenopausalen amerikanischen Frauen weil3er und schwarzer Hautfarbe
durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Haufigkeit der einzelnen Bsml Genotypen zwischen den beiden ,Typen‘.
Jedoch war in der Gesamtgruppe mit dem Genotyp BB eine signifikant
niedrigere Knochendichte zu beobachten als bei den Bb- oder bb-Genotypen.
Morrison et al. (1994) stellten mit ihrer Studie an dizygoten Zwillingspaaren
ahnliche Zusammenhange fest, ebenso eine Untersuchung an Kaukasierinnen
aus Nord Californien (McClure et al. 1997) und an 105 gesunden Indern
(Vupputuri et al. 2006). Letztere Studie zeigte, dass die Préavalenz eines Vitamin
D-Mangels hoch angesiedelt war. Durch die zuséatzliche Untersuchung der
VDR-Gen-Polymorphismen Tagl und Bsml konnte weiterhin erkannt werden,
dass Probanden mit dem Genotyp TT oder bb insgesamt eine ho6here
Knochendichte hatten als Tt, BB oder Bb (Vupputuri et al. 2006). Salamone et
al. (1996) hingegen kamen zu einem gegenteiligen Ergebnis: Die untersuchten
pramenopausalen Frauen zeigten einen signifikanten Zusammenhang des
Genotyps bb mit einem reduzierten BMD wohingegen bei den beiden
Genotypen BB und Bb die Knochendichte-Werte hoher lagen. Ferner zeigen die
Studien an postmenopausalen Frauen von Mitra et al. (2006) und Duman et al.
(2004), dass die T-Allele des Tagl-Polymorphismus einen positiven Effekt auf
BMD-Werte haben, wohingegen die Allele tt, ff und BB mit einer niedrigeren
Knochendichte einhergehen.

Keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des BB-
Genotyps und einer verminderten Knochendichte ergab die Untersuchung an
Probanden mit ausgepragter Osteoporose im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe (Looney et al. 1995). Auch in einem Kollektiv von
nordamerikanischen di- und monozygoten Zwillingspaaren fehlte eine
signifikante Beziehung zwischen den VDR-Gen-Polymorphismen Bsml, Apal
und Tagl (Hustemeyer et al. 1994). Garnero et al. (1995) kamen mit ihrer
Untersuchungsreihe an gesunden pramenopausalen Frauen zu &hnlichen

Resultaten.

In weiteren Studien mit einem Kollektiv aus postmenopausalen Frauen mit
Osteoporose und jungen gesunden Frauen wurde eine altersabhangige
Assoziation zwischen der BMD und VDR-Gen-Polymorphismen diskutiert. Hier

konnten bei den osteoporotischen Frauen keine Unterschiede hinsichtlich
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bestimmter Genotypen nachgewiesen werden, wahrend der Effekt des
Genotyps bei den jungen Frauen ausgepragter war (Riggs et al. 1995). In den
Untersuchungen von Ak et al. (2005) und Kahraman et al. (2004) konnten auch
keine Zusammenhange zwischen einer verminderten Knochendichte bzw. einer
Osteomalazie und VDR-Gen-Polymorphismen (Apal, Tagl, Bsml) nachgewiesen

werden.

Weiterhin beschaftigten sich auch mehrere Studiengruppen mit einem
maoglichen Zusammenhang zwischen Fokl-Genotypen und der Knochendichte.
Hierbei kam es ebenfalls zu teilweise widerspriichlichen Resultaten (Arai et al.
2000, Obermayer-Pietsch et al. 2000 & 2003, Eccleshall et al. 1998, Ferrari et
al. 1998, Harris et al. 1997, Gross et al. 1996).

So ergab eine Untersuchung an postmenopausalen Frauen mit und ohne
Hyperthyreose keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Fokl-Genotyp und Knochendichtewerten (Obermayer-Pietsch et al. 2000). Zu
dem gleichen Resultat flihrte die Studie von Harris et al. (1997) mit
pramenopausalen weil3en und schwarzen amerikanischen Frauen. Ferrari et al.
(1998) konnten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen Fokl-
Polymorphismen und der BMD finden, weder flr prAmenopausale Frauen noch
fur préapubertare Madchen. In der OFELY-Studie mit pramenopausalen
Franzosinnen zeigte sich ebenfalls keine Beziehung zwischen Fokl-VDR-

Genpolymorphismen und der Knochendichte (Eccleshall et al. 1998).

Aber es gibt auch Studien, die das Gegenteil behaupten und sehr wohl einen
signifikanten Zusammenhang von Fokl-Genotypen und der Knochendichte
sehen. Hierzu gehdren Arai et al. (1997), welche Untersuchungen an
pramenopausalen Japanerinnen durchfiihrten. Das Ergebnis lautete hierbei,
dass die Probandinnen mit dem Genotyp ff geringere BMD-Werte aufwiesen als
mit dem Genotyp FF. Ahnliche Resultate erbrachte eine Studie von Gross et al.
(1996) mit postmenopausalen Frauen aus einer mexikanisch-amerikanisch-
kaukasischen Population. Lu et al. (2003) kamen mit ihren Untersuchungen an
rachitischen Kinder zu dem Resultat, dass F-Allele haufiger mit dieser

Knochenmineralisationsstorung assoziiert waren als f-Allele.
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Insgesamt lassen sich also aufgrund der derzeit vorliegenden, teilweise sehr
widerspruchlichen Studienergebnisse keine eindeutigen Aussagen Uber einen
Zusammenhang zwischen VDR-Genpolymorphismen und der Knochendichte

machen.

1.4.4 VDR-Gen-Polymorphismen und das Auftreten verschiedener
Krankheiten

Nicht nur Studien Uber VDR-Gen-Polymorphismen und einen moglichen

Zusammenhang zu Verdnderungen der Knochendichte wurden bisher

veroffentlicht. Auch das Auftreten verschiedener Erkrankungen und die Frage

Uber eine signifikante Assoziation zu den Polymorphismen wurden in neueren

Studien diskutiert.

Eine aktuelle Meta-Analyse flihrte zu dem Ergebnis, dass die VDR-Gen-
Polymorphismen Bsml, Apal und Tagl keinen Einfluss auf die Entstehung eines
Mamma-Karzinoms bei der Europaischen Bevolkerung haben. Der Fokl-
Polymorphismus hingegen schien signifikant haufiger bei Brustkrebs
vorzuliegen und koénnte somit als Biomarker fir das Mamma-Karzinom

fungieren (Tang et al. 2009).

Auch Zusammenhénge zum Morbus Crohn und der Colitis ulcerosa wurden
diskutiert. Naderi et al. (2008) bewiesen mit ihren Untersuchungen an 230
Patienten mit den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen und 150
gesunden Probanden aus dem lIran, dass der Fokl-Polymorphismus (im
Gegensatz zu Bsml, Taqgl und Apal) haufiger bei den kranken Patienten vorlag.

Eine weitere wissenschaftliche Arbeit in Bezug zum kolorektalen Karzinom in
der chinesischen Bevdlkerung erlaubt die Aussage, dass der BB-Genotyp des
Bsml-Polymorphismus mit einer Senkung des Risikos fur die Entstehung des
Malignoms einhergeht, wohingegen der Fokl-Polymorphismus keinen Einfluss
hat (Li et al. 2008). Ferner scheint das B-Allel mit einem héheren Risiko fur die

Entstehung einer Sarkoidose behaftet zu sein (Takashi et al. 1999).

Li et al. (2007) fanden heraus, dass das t-Allel des Tagl-Gen-Polymorphismus
protektiv auf die Entwicklung eines malignen Melanoms wirkt, wohingegen das
Fokl-f-Allel als Risikofaktor gilt. Das Vorhandensein des ff-Allels scheint
weiterhin einen Zusammenhang mit dem Auftreten einer Lungen-Tuberkulose
bei Chinesen zu haben (Liu et al. 2003).
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In einer Dissertationsschrift zeigte sich, dass TT-Genotypen signifikant haufiger,
tt-Genotypen hingegen seltener bei Patientien mit einem Typ 1 Diabetes
mellitus im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe auftreten. Die
Polymorphismen Fokl und Bsml hingegen hatten keinen Einfluss auf diese
Stoffwechselkrankheit (Weissmiller 2002). Chang et al. (2000) hingegen kamen
zu dem Resultat, dass die Genotypen BB und Bb signifikant haufiger bei Typ 1

Diabetikern zu finden waren.

Weitere Studien wiesen einen immunmodulierenden Effekt des Vitamin D bei
Patienten mit ankylosierender Spondylitis (Lange et al. 2001, Lange 2000) und
einen Fokl-Polymorphismus in  Assoziation zur Knochendichte nach
(Obermayer-Pietsch et al. 2003).

1.5 Osteomalazie

Bei den beiden Erkrankungen ,Osteomalazie” und ,Rachitis* handelt es sich um
systemische  Knochenleiden, die zu einer Beeintrachtigung des
Knochengewebes bezlglich seiner Funktion, Zusammensetzung und
Architektur fahren. In Deutschland wird heutzutage das Krankheitsbild
.Osteomalazie* mit Hilfe von Nachweisverfahren steigender Sensitivitat
zunehmend haufiger diagnostiziert. Betroffen sind Uberwiegend die altere
Bevolkerung oder Menschen mit chronischen Erkrankungen.

Der Begriff der ,Migrantenosteomalazie* wurde erstmals in den 70er Jahren
benutzt. Bei pakistanischen und indischen Migranten in England konnte eine
erhohte Prévalenz eines sekundaren Hyperparathyreoidismus und eines
Vitamin D-Mangels nachgewiesen werden (Clark et al. 1972, Ford et al. 1972).
1978 fuhrte Offermann eine Aahnliche Studie an tdrkischen Migranten in
Deutschland durch. Erkal (2006) konnte mit einer Arbeit an 994 Probanden (566
turkische Migranten in Deutschland, 327 tirkische und 101 deutsche in ihrem
jeweiligen Heimatland lebende Probanden) beweisen, dass ein Calcitriol-
Mangel und sekundarer Hyperparathyreoidismus signifikant haufiger bei den
turkischen Probanden vorlag — unabhangig davon, ob sie in der Tirkei oder in
Deutschland lebten. Des Weiteren fiel auf, dass vor allem die turkischen Frauen
— und zwar vor allem die, die ein Kopftuch trugen — besonders stark betroffen
waren. Aber nicht nur das Anlegen einer Kopfbedeckung war ausschlaggebend,

sondern auch der geographische Wohnsitz (,Breitengrad”) schien Einfluss auf
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ein mogliches Vitamin D-Defizit zu haben: die Turken, die weiter im Siuden
lebten, wiesen generell hbhere 1,25(0OH),Ds-Werte auf.

1.5.1 Definition

Ein Mangel an Vitamin D fuahrt mittelfristig zu einer Mineralisationsstérung des
Knochens: Bei Kindern entsteht das klinische Bild einer Rachitis, bei
Erwachsenen spricht man von einer Osteomalazie (Parfitt 1997).
Typischerweise sind biochemisch nachweisbare Veranderungen wie eine
verminderte Konzentration der Kalzium- und Phosphat-Spiegel wie auch eine

verstarkte Aktivitat der alkalischen Phosphatase erkennbar (Herold et al. 2005).

Ein verminderter Vitamin D-Wert ist laborchemisch durch die Messung des
25-Hydroxy-Vitamin D-Spiegels im Serum diagnostizierbar (Kruse et al. 1994).
Das Calcitriol ist aufgrund seiner hohen Bindungsaffinitat zum Vitamin D-
bindenden Protein (DBP) der Hauptmetabolit im Serum und reprasentiert die
Speicherform vom Vitamin D. Bei Patienten mit Osteomalazie findet man in der

Regel Calcitriol-Werte unterhalb von 5 ng/ml.

1.5.2 Pathophysiologie

Fur die Knochenmineralisation sind ausreichende Mengen an Kalzium und
Phosphat Voraussetzung. Ferner sind in ihrer Funktion intakte Osteoblasten
und Chrondozyten wie auch eine adéquate Kollagenmatrix notwendig.
Hemmende Substanzen wie Proteoglykanaggregate oder anorganische
Phosphate sollten dagegen nur in niedrigen Konzentrationen vorliegen. Wenn
die Osteoblasten nicht-mineralisierte Matrixkomponenten produzieren, entsteht
das klinische Bild der Rachitis bzw. der Osteomalazie (Parfitt 1997).

Bei zunehmendem Schweregrad der Osteomalazie kann sich aufgrund des
abfallenden Kalziumspiegels im Serum mit nachfolgend gesteigerter
Knochenresorption  zusatzlich ein  sekundarer  Hyperparathyroidismus

entwickeln. Die Knochenneubildung ist insgesamt reduziert.

Bei noch im Wachstum befindlichen Skelettsystemen fallen Symptome wie eine
Wachstumsretardierung, = Knochendeformationen, eine  Uberschiel3ende
Produktion der Knochenmatrix an Epiphysenfugen (im Bereich der Rippen
spricht man von dem sog. ,Rosenkranz*), unzureichende Zahnbildung und eine

verminderte Muskelkraft auf. Ferner liegen haufig auch Knochenschmerzen,
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eine Hypokalzamie und -phosphatamie sowie ein sekundarer (reaktiver)
Hyperparathyreoidismus vor (Lu et al. 2003). Bei Adulten lasst sich haufig eine
verstarkte Frakturanfalligkeit beobachten. Im Vordergrund jedoch stehen eher
uncharakteristische Symptome wie eine allgemeine Muskelschwache und
diffuse Beschwerden und Schmerzen im Bereich der Gelenke und Knochen
(Schott et al. 1976) — man spricht auch von einem sogenannten
.Pseudorheumatismus”. Aufgrund dieser Symptome, die eher ,normalen
Altersbeschwerden® &hneln, stellen sich an Osteomalazie leidende Altere

Menschen erst recht spat beim Arzt vor.

1.5.3 Risikofaktoren

Insgesamt gilt fir die Osteomalazie, dass man durch verschiedene praventive
Maflnahmen ihren Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann (Darr et al.
2008). Diese Erkrankung kann vor allem durch einen Calcitriol-Mangel und eine

Vitamin D-Stoffwechselstérung hervorgerufen werden.

Da wie bereits erwéhnt die Calcitriol-Synthese stark von der Nierenfunktion
abhangt, konnen Erkrankungen, die in den Nieren lokalisiert sind und hier zu
einer Funktionseinschrankung fuhren, mit einer Stdérung des Vitamin D-
Haushaltes einhergehen (Holick et al. 1972). Auch die Tatsache, dass wahrend
der kompletten UV-Exposition laufend Vitamin D gebildet werden kann, erklart,
dass unter Bedingungen limitierter Sonneneinstrahlung (wie z. B. bestimmte
Jahres- und Tageszeiten, SonnenschutzmalRhahmen, Hautpigmentierung und
geographische Lage) der Vitamin D-Gehalt vermindert ist (Lu et al. 1992,
Matsuoku et al. 1992, Webb et al. 1988). Weiterhin fluhren auch
Stoffwechselerkrankungen auf Leberebene wie auch Malassimilationssyndrome
zu einem Vitamin D-Mangel. Hierzu gehdren u. a. eine Leberzirrhose, ein
Laktasemangel, eine exokrine Pankreasinsuffizienz und ein Zustand nach einer
Magenresektion (Seibel & Stracke 1997, Herold et al. 2005). Aber auch ein
Defekt auf Ebene des Vitamin D-Rezeptors und in selteneren Fallen eine
Storung des Phosphatstoffwechsels kdnnen ein 25(0OH)D3-Defizit hervorrufen.

Dies bedeutet also, dass Menschen mit bestimmten Nieren- und
Lebererkrankungen, vor allem auch bei chronischen Verlaufen, wie auch
Patienten mit Malassimilationssyndromen vorbeugend stoffwechselaktive
Vitamin D-Metabolite wie z. B. 1,25(0OH),D3; einnehmen sollten, um einem
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Vitamin D-Mangel entgegenzuwirken. Ebenso ist darauf zu achten, in
Wintermonaten oder bei einem Wohnsitz in ndrdlichen Breitengraden auf eine
ausreichende Sonnenexposition zu achten. Es ist auch notwendig, dass vor
allem Kinder tGber die Nahrung ausreichend Vitamin D zugefiihrt bekommen. In
der EsKiMo-Studie wurde in den Jahren 2003 bis 2006 das
Ernahrungsverhalten von 2500 deutschen Kindern im Alter von 6 bis 11 Jahren
untersucht. Das Ergebnis war, dass durchschnittlich gerade einmal 30% der
eigentlich empfohlenen DGE-Empfehlung (Deutsche Gesellschaft fir
Ernahrung) fur Vitamin D aufgenommen wurden. Aufgrund dieser mangelnden
Calcitriol-Zufuhr wurde gefolgert, dass bei Kindern, die sich nur sehr wenig im
Freien aufhielten und somit einer nur sehr geringen Sonnenexposition
ausgeliefert waren, langfristig mit negativen Folgen fir die Knochengesundheit
zu rechnen ist (Mensink 2007). Die nur ein Jahr spéater vertffentlichte DONALD-
Studie mit 598 Teilnehmern im Alter von 1 bis 12 Jahren bestatigte die Vitamin

Ds-Unterversorgung bei Kindern (Kersting & Bergmann 2008).

1.6 Osteoporose

Die  Systemerkrankung  Osteoprose gehtrt zu den  haufigsten
Knochenerkrankungen und wird definiert als eine lokal begrenzte oder
allgemeine Reduktion von Knochenmasse, -struktur und -funktion. Betroffen
sind sowohl organische als auch anorganische Anteile des Knochengewebes.
Klinisch wird differenziert zwischen einer Osteopenie ohne Knochenfrakturen
und einer Osteoporose ohne oder mit bestehender Fraktur, also der klinisch-
manifesten Form. Diese wird in eine primére und eine sekundare Form
unterteilt. Der primaren Osteoporose liegen metabolische Stérungen des
Knochens zugrunde, sie entstehen v. a. durch postmenopausale Anderungen
des Hormonhaushaltes. Sekundare Osteoporoseformen machen insgesamt
einen Anteil von weniger als 10% aus und betreffen beide Geschlechter
anndhernd gleichermaf3en. Verursacht wird diese Form z. B. durch fehlende
Mobilisation, medikamentdse Therapien (z. B. Corticoide und Zytostatika),
Mangelerndhrung (z. B. durch Malabsorptionsstérungen oder zystische Fibrose)
und endokrine Stdrungen (z. B. Hyperthyreodismus oder -cortisolismus).

Obwohl das Osteoporoserisiko entscheidend durch endokrine und genetische

Faktoren beeinflusst wird, spielen auch Lebensstilfaktoren wie korperliche
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Aktivitat und Ern&hrung eine wichtige Rolle bei der Knochengesundheit (llich &
Kerstetter 2000).

Abb. 4: Wirbelkorper
links: mit gesundem trabekularen Knochen rechts __: mit Osteoporose (unten: _ vergrof3ert)
(Quelle: Prof. Dr. med. U. Lange, Bad Nauheim)
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2  Fragestellung

Als Determinante einer Knochendichteminderung spielen epigenetische (im
Laufe des Lebens erworbene) und genetische Risikofaktoren eine
entscheidende Rolle. Insbesondere Mutter-Tochter- und Zwillingsstudien
untermauern den genetischen Hintergrund, wobei eine 60%ige erbliche
Komponente neben Umwelteinflissen, verschiedenen Erkrankungen und
Medikamenten diskutiert wird (Lange & Schulz 2005, Obermayer-Pietsch et al.
2002, 1999, 1997).

Eine Minderung der Knochendichte mit dem Endstadium einer Osteoporose
kann zu Frakturen fihren und damit auch zu einer deutlichen Einschréankung
der Lebensqualitdt. Erstmals wurde 1994 dariber berichtet, dass ein
Polymorphismus des auf Chromosom 12 kodierten Vitamin D-Rezeptors (VDR)
die Knochendichte und damit letztendlich osteoporotische Frakturen
voraussagen konnte (Morrison et al. 1994). Aber auch andere Kandidatengene
(u. a. Ostrogen-Rezeptor-Gen, Collagen-l-alpha-1-Gen) wurden in der
Zwischenzeit als weitere mogliche genetische Basis bei der
Osteoporoseentwicklung detektiert (Cordes et al. 1998, Grant et al. 1996).

Ein Knochenverlust im Sinne der Osteoporose verlauft i. d. R. symptomlos und
erst eine manifeste Fraktur stellt fir die Betroffenen einen Krankheitswert dar.
Zudem sind osteoporotische Frakturen allgemein einer suffizienten

Schmerztherapie nur wenig zuganglich.

In Bezug auf die Migrantenosteomalazie ist ein Polymorphismus des VDR von
weiterem Interesse. Vitamin D kann nur nach Bindung an seinen VDR
biologisch aktiv werden. Bei entsprechenden Polymorphismen des VDR waére
somit eine Alteration der Vitamin D-Wirkung denkbar, wenn zudem noch ein
zusatzliches Vitamin D-Defizit vorliegt, waren die Auswirkungen moéglicherweise

umso ausgepragter.
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In der vorliegenden Arbeit waren daher folgende Fragestellungen von Interesse:

1. Lassen sich zwischen den beiden Kollektiven hinsichtlich der
Knochendichteminderung (Osteopenie und Osteoporose) signifikante

Unterschiede feststellen?

2. Zeigen turkische Migranten im Vergleich zu altersentsprechenden

Deutschen signifikant haufiger ein Vitamin D-Defizit?

3. Zeigen sich signifikante Unterschiede bei beiden Kollektiven beziglich
biochemischer Marker mit Einfluss auf den Knochenstoffwechsel
(Parathormon, Kalzium, Osteocalcin, alkalische Phosphatase, Phosphat

und B-CrossLaps)?

4. Lassen sich zwischen den beiden Nationalitaiten Unterschiede in der
Verteilung der VDR-Polymorphismen erkennen?

5. Zeigen detektierbare Polymorphismen des VDR Zusammenhange mit
einer Knochendichteminderung und den laborchemischen Parametern?
Sind  hier insbesondere  geschlechtsspezifische  Unterschiede

objektivierbar?
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3 Methodik und Statistik

3.1 Studienaufbau

An der vorliegenden Studie nahmen insgesamt 229 Probanden im Alter von 21
bis 70 Jahren teil. Sie wurden nach ihrem Herkunftsland in zwei Gruppen
eingeteilt: Deutsche und Turken. Die Gesamtzahl der tirkischen Migranten
betragt 183 (98 Manner, 85 Frauen), die der Deutschen 46 (13 Manner, 33

Frauen).

Die teilnehmenden Personen mussten mind. 18 Jahre alt sein, bei Frauen war
das Vorhandensein der Menopause ein Ausschlusskriterium. Weiterhin wurde
sichergestellt, dass kein Proband an einer chronischen Erkrankung leidet,
ferner keine Medikamente eingenommen werden, die den Knochenumsatz
beeinflussen konnten (Glukokortikoide, Diuretika, Heparin, Antiepileptika,
Antazida). Zu den Ausschlusskriterien z&hlten weiter: ein Alter von Uber 70
Jahren, die Einnahme von Multivitamin- und / oder Ca®*- / Vitamin D-
Praparaten, schwere Allgemeinerkrankungen, Malabsorptionsstérungen und

bekannte Knochenerkrankungen.

Von jedem einzelnen Probanden wurde die Knochendichte im LWS-Bereich
und am rechten gesamten Schenkelhals osteodensitometrisch gemessen.
Weiterhin wurden folgende Laborparameter bestimmt: Parathormon, Kalizum,
Osteocalcin, Phosphat, alkalische Phosphatase, B-CrossLaps und 25-Vitamin
Ds. Ferner wurde eine molekularbiologische Untersuchung der beiden Vitamin
D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen Bsml und Fokl durchgefuhrt. Hierfir wurde
die DNA aus den peripheren Leukozyten gewonnen. Ein Fehlen bzw.
Vorhandensein der Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen wurde

definiert als ,B“, ,F* bzw. ,b", f.

Alle Probanden meldeten sich freiwillig zur Teilnahme an der Studie und gaben

nach ausfiuhrlichen Informationen ihr schriftliches Einverstandnis.
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3.2 Laborbestimmungen

Nach erfolgter Blutenthahme wurden Proben mit jeweils 20 ml zehn Minuten
lang bei 3600 Umdrehungen/min zentrifugiert. Fir die weiteren Schritte wurden
die Proben in kleinere Portionen verteilt. Es wurde mit dem Serum der

Probanden gearbeitet.

Sofern die Laborparameter nicht sofort bestimmt werden konnten, wurden die
Blutproben bei -20C eingefroren und zum nachstmdglichen Zeitpunkt wieder
aufgetaut und bearbeitet. Alle Parameter wurden durch Doppelbestimmung

parallel ermittelt.

3.2.1 Parathormon intakt

Das Parathormon besteht bekanntlich aus 84 Aminosduren. Fir seine
Bestimmung wurde ein ELISA (Enzyme-linked Immuno-Sorbent Assay)
angewendet (PTH intact ELISA von DRG Instruments GmbH, Marburg,

Germany).

Zwei  polyklonale  Ziege-Antikorper gegen  humanes PTH  sind
affinitditschtomatografisch gereinigt worden. Sie sind fur hinreichend definierte
Regionen des PTH-Molekils spezifisch. Einer von den beiden AK ist biotinyliert
und spezifisch gegen die mittregionale und C-terminale AS-Sequenz 39-84. Der
andere AK, der als Detektions-AK mit Meerrettich-Peroxidase markiert wurde,

ist nur regionsspezifisch gegen die N-terminale AS-Sequenz 1-34.

In dem Assay werden Kalibratoren, Kontrollen und Probandenproben
gleichzeitig mit dem enzymgekoppelten und einem Biotin-gekoppelten
Antikdrper in Streptavidin-beschichteten Vertiefungen der Mikroplatte inkubiert.
Anschlie3end erfolgen mehrere Waschungen. Dies erlaubt das Entfernen nicht-
gebundener Komponenten. Die an die feste Phase gebundenen Enzyme mit
Tetramethylbenzidin inkubiert. Um die Reaktion aufzuhalten, muss eine saure
Stopplésung hinzugefugt werden. Dadurch kommt es zu einem Farbumschlag
nach gelb und die zum Nachweis erforderlichen Sandwich-Komplexe werden
photometrisch messbar.

Die entstehende Farbintensitat ist direkt proportional zu der in der Probe

nachgewiesenen iPTH-Konzentration.

Der Normbereich liegt fur beide Geschlechter bei 8,3 bis 68 pg/ml.
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3.2.2 Kalzium

Der Kalzium-Gehalt in den Proben wurde mit dem Farbtest CA von Roche mit
Hilfe eines Hitachi 917-Gerétes ermittelt (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Nach mehreren Reaktionsschritten entsteht ein violetter Kalzium-o-
Kresolphthalein-Komplex. Seine Farbintensitat ist photometrische messbar und

direkt proportional zu der Ca**-Konzentration in der Probe.

Die Normwerte liegen bei 2,15-2,55 mmol/l bzw. 8,6-10,2 mg/dl.

3.2.3 Osteocalcin

Das Osteocalcin wird von Osteoblasten synthetisiert und gilt daher als
spezifischer Marker des Knochenumbaus. Aufgrund seiner geringen
praanalytischen Stabilitat muss es jedoch rasch nach der Blutprobenentnahme

gemessen werden.

Fur die quantitative Bestimmung diente ein direkter Two-Site-Chemi-
Lumineszenz-Immunoassay (CLIA) nach der Sandwich-Methode (,LIAISON®
Osteocalcin®, DiaSorin Inc., Stillwater, MN, USA).

Als erstes erfolgt die Auftragung eines affinitditschromatografisch gereinigten
Maus-Antikorpers gegen synthetisches humanes Osteocalcin auf die feste
Phase. Der zweite, ebenfalls affinitatschromatografisch gereinigte Maus-AK
wird mit einem Isoluminolderivat konjugiert. Wahrend der Inkubation bindet sich
das Osteocalcin an die feste Phase und wird daraufhin durch den Isoluminol-
konjugierten AK gebunden. In einem weiteren Schritt muss das ungebundene
Material durch einen Spulzyklus entfernt werden. AnschlieRend werden die
Starter-Reagenzien  hinzugefiigt.  Hierdurch  wird eine  Blitz-Chemi-
Lumineszenzreaktion ausgeldst. Das entstehende Lichtsignal wird durch einen
Fotovervielfacher als relative Lichteinheiten (RLU) gemessen und ist
proportional zur Konzentration von Osteocalcin. Diese wird durch den

LIAISON® Analyzer automatisch berechnet und wird in ng/ml angeben.

Der Referenzwert liegt bei Mannern zwischen 12,0 und 51,1 ng/ml. Bei den
Frauen vor der Menopause gilt eine Konzentration von 6,5 bis 42,3 ng/ml als

normwertig.
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3.2.4 Alkalische Phosphatase

Die Konzentration der alkalischen Phosphatase wurde photometrisch mit dem
Test ALP flussig nach IFCC von Roche mit Hilfe eines Hitachi 917-Gerates
ermittelt (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Der Referenzbereich reicht von 40-129 U/l bei Mannern und von 35-104 U/l bei

Frauen.

3.2.5 Phosphat

Auch fur die Messung des Phosphat-Gehaltes wurde ein Test von Roche und
das Hitachi 917-Gerat benétigt (PHOS von Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). Bei diesem Verfahren bildet das anorganische Phosphat
mit Ammoniummolybdat in saure Losung einen Ammoniumphosphomolybdat-
Komplex. Dieser wird im ultravioletten Bereich, bei etwa 340 nm, photometrisch

gemessen.

Die Normwerte liegen fir beide Geschlechter bei 0,87-1,45 mmol/l bzw. 2,7-4,5
mg/dl.

3.2.6 B-CrossLaps

Die B-CrossLaps-Werte wurden immunologisch durch ECLIA (Elektro-Chemi-
Lumineszenz-Immunoassay) nach dem Sandwichprinzip bestimmt (-

CrossLaps/serum von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Zunachst miussen 50 pl der Probe und ein biotinylierter monoklonaler [-
CrossLaps-AK  inkubiert  werden. Hierbei werden Antigene von
Serumbestandteilen  freigesetzt. AnschlieBend wird ein  spezifischer
monoklonaler [-CrossLaps-AK, welcher mit einem Ruthenium-Komplex
markiert wurde, hinzugegeben. Daraufhin entsteht ein Sandwichkomplex, der
mit Hilfe von Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln an die feste Phase
gebunden wird. Dieses Reaktionsgemisch wird schliel3lich in die Messzelle
uberfuhrt. Hier werden die Mikropartikel durch magnetische Wirkung auf die
Oberflache der Elektrode fixiert. Danach erfolgt die Entfernung der
ungebundenen Substanzen. Durch das Anlegen einer Spannung wird die
Chemi-Lumineszenz-Emmission induziert und mit einem Fotomultiplier

gemessen.
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Folgende Tabelle gibt die Normwerte wieder:

Manner 30-50 Jahre < 0,548 ng/ml
50-70 Jahre < 0,704 ng/ml
> 70 Jahre < 0,854 ng/ml

Frauen pramenopausal < 0,573 ng/ml

Tab. 1: B-CrossLaps-Normwerte

3.2.7 25(0OH)-Vitamin D 3

Fur die quantitative Bestimmung der 25(OH)Vitamin D3 wurde ein Enzym-
Immuno-Assay (EIA) von der Firma Immundiagnostik (Bensheim, Germany)
verwendet. Der Kit arbeitet nach dem Prinzip eines kompetetiven Protein-
Bindungs-Assay. Hierbei konkurriert das 25(OH)Vitamin D3 aus der Probe mit
dem des Tracers um die Bindung an das Vitamin D-bindende Protein (VDBP).
Am Ende aller Reaktionsschritte, namlich nach Zugabe einer Stoplosung,
wechselt die Farbe von blau nach gelb. Diese Farbentwicklung ist umgekehrt
proportional zur in der Probe nachgewiesenen 25(OH)Vitamin Ds-Menge.

Die Normwerte liegen, flr beide Geschlechter, bei 10 bis 50 mg/ml.

3.3 Knochendichtemessung

Fur die Messung der Knochendichte wurde das nicht-invasiven Verfahrens der
Osteodensitometrie (DEXA, Dual Energy X-Ray Absorptiometrie) angewendet.
Hierfir wurde ein Lunar DPX Gerat benutzt (LUNAR Radiation Corporation,
West Beltline Highway, Madison, Wisconsin 53713, USA). Der Vorteil dieser
Methode liegt in der Friherkennung des qualitativ noch normalen, quantitativ
aber bereits osteopenischen Knochens (Hagiwara et al. 1994).

Fur die Studie wurden immer folgende zwei Stellen gemessen: einmal die
Lendenwirbelkdrperregion LWK 1 bis 4 in antero-posteriorer Projektion und
einmal der gesamte rechte Oberschenkelhals. Die Ergebnisse wurden in
Prozent oder als T-Score angegeben. Der altersentsprechende Prozentwert
vergleicht die BMD des Probanden mit den erwarteten BMD-Werten einer

Referenzpopulation desselben Alters und des gleichen Geschlechtes. Dieser
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Vergleich ist notwendig um erkennen zu kénnen, ob eine Person in Bezug auf
ihr Alter und Geschlecht von den Normwerten abweicht. Der T-Score hingegen
ist definiert als eine Abweichung des gemessenen Wertes von dem Mittelwert
eines Referenzkollektivs von gesunden Personen um das 30. Lebensjahr. Die
WHO definiert eine normale Knochendichte bei einer Abweichung von weniger
als -1 Standardabweichungen. Eine Osteopenie, also eine reduzierte
Knochenmasse, liegt vor bei Abweichungen zwischen -1 und -2,5
Standardabweichungen. Von einer Osteoporose ist auszugehen ab einem Wert,

der grofRer als -2,5 Standardabweichungen ist.

Um die Knochendichte der LWS bestimmen zu kdnnen, muissen sich die
Probanden in Rickenlage befinden. Weiterhin ist eine Flexion der Knie in 45%
Stellung notwendig, hierfir wurde ein quadratisches Kissen als Hilfestellung
benutzt. Um den BMD-Wert des Schenkelhalses zu ermitteln, mussten die
Probanden wieder auf dem Rucken liegen und die Knie etwa 25° nach innen
rotieren (Hagiwara et al. 1994). Die gesamte Prozedur nahm einen Zeitaufwand

von etwa 10 Minuten in Anspruch.

Die DEXA-Methode basiert auf einer Messung der Strahlungstransmission von
zwei separaten Photonen-Energien (38 KeV und 70 KeV) durch ein Medium,
das aus zwei unterschiedlichen Komponenten zusammengesetzt ist, namlich
Knochen und Weichteilgewebe. Mit Hilfe der ermittelten abgeschwéachten
Photonenflussrate beider Energieniveaus, der unabgeschwéchten
Photonenflussrate und dem linearen Schwachungskoeffizienten kann dann der
Mineralgehalt des Knochens, also seine Dichte, errechnet werden. Die Angabe
erfolgt in g/cm? (Knochenmasse / Knochendichte) (aus: LUNAR® Handbook of

Operator Manual).

Fur die Messung der Femur- und der LWK-Region betragt die mittlere
Hauteingangsdosis innerhalb des Scanbereichs im 3000puA-Modus etwa 2,4
mrem. Die effektive Dosis fur DEXA-Messungen ist mit 1-3 uSv angegeben
(Hagiwara et al. 1994).
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Abb. 5: Osteodensitometrie  (Quelle: Prof. Dr. med. U. Lange, Bad Nauheim)

normale Knochendichte >-1,0SD
Osteopenie -1,0 bis -2,5 SD
Osteoporose <-2,5SD

Knochendichte (BMD in g/cm?)

A4
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
er

Abb. 6: T-Score einer Knochendichtemessung
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AP Wirbelsaule Knochendichte
-

Referenz: L2-L4

BMD (g/cm?) YA T-Wert
1,44

1,32

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Alter (Jahre)

1 2 3
BMD Junge Erw. Altersvergl.

Bereich (glem?) T-Wert Z-Wert

L1 0,833 -2,5 -1,9

L2 0,811 -3,2 2,7

L3 0,909 -2,4 -1,9

L4 0,956 -2,0 -1,5

L1-L2 0,821 -2,7 -2,2

L1-L3 0,854 -2,6 -2,1

L1-L4 0,884 -2,5 -1,9

L2-L3 0,863 -2,8 -2,3

L2-L4 0,897 -2,5 -2,0

L3-L4 0,933 -2,2 -1,7

Abb. 7: Knochendichtemessung, LWS (LWK 1-4)

Abb. 8: Knochendichtemessung, Schenkelhals

3.3.1 Statistik

Zunachst erfolgte die probandenweise Auflistung der einzelnen Messwerte.
Anschliel3end wurden diese Messparameter den Gruppen zugeordnet und der
Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt. Die Auswertung erfolgte unter
der Anwendung von SSPS 7.5 fur Windows (SSPS Advanced Statistic 6.1, Inc.
Chicago, 1994).

Der Mann-Whitney-U-Test diente zur Gleichheit der Mittelwerte der Range.
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Mittels Fishers-Exact-Test wurden Unterschiede zwischen den beiden
Nationalitditengruppen berechnet.

Bei allen erhobenen Parametern wurden die Mittelwerte mit dem T-Test auf
Signifikanz geprift, hierbei wurde p<0,05 als signifikant angenommen. Die
Korrelationsberechnungen erfolgten durch die Bestimmung des Pearson
Korrelationskoeffizienten (r).

3.4 Molekularbiologische Analysen

Die fur die molekularanalytische Genotypisierung benétigte DNA wurde aus den
peripheren Leukozyten der Probanden gewonnen. Die entnommenen
Blutproben (EDTA-antikoaguliertes Vollblut) mussten fir 10 Minuten bei 3000g
zentrifugiert werden, so dass eine Dreischichtung der Blutsédule entstand. Die
mittlere Schicht zwischen dem Blutplasma und den sedimentierten Erythrozyten
wird Buffy coat coat genannt. Es handelt sich also um eine Mischung aus
Leukozyten und Thrombozyten. Dieser Buffy coat wie auch das Blutplasma

wurden abpipettiert und weiter bearbeitet.

3.4.1 DNA-Extraktion

Um die DNA aus den peripheren Leukozyten zu isolieren, kam der QiaAmp-
Blood-Kit (Quiagen Ltd., Hilden, Germany) zum Einsatz. Buffy coat und Plasma
der Probanden wurden abpipettiert und in ein 1,5 ml Tube tberfuhrt. 100 pl
wurden mit 20 pl Proteinkinase K und 180 pl Puffer ATL versetzt. Unter
Zuhilfenahme einer sterilen Spritze mit 20G Nadel und vier- bis funfmaligem
Aufziehen wurde die Zellsuspension homogenisiert und anschlie3end zehn
Minuten bei 55T in einem Thermozykler (Fa. Eppendo rf) inkubiert. Zur
Inaktivierung der Proteinkinase K folgte hiernach eine zehnminitige Erhitzung

des Lysats in einem auf 99T erwarmten Wasserbad.

Nach Zusatz von 200 pl Puffer AL und 210 pl Ethanol (96-100%) wurde der
Ansatz fur weitere zehn Minuten bei 70T inkubiert. Hiernach folgten zwei
Waschungen: Das Gemisch wurde in ein mitgeliefertes Filtertube pipettiert, 500
ul Puffer AW1 wurden hinzugefugt und fur eine Minute bei 6000g zentrifugiert,
Das entstehende Ultrazentrifugat wurde verworfen. Dem oberen Reservoir des

Filtertubes wurden in einem weiteren Arbeitsschritt 500 pl Puffer AW2
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hinzugeflgt und erneut fur eine Minute bei 6000g zentrifugiert. Die DNA wurde
durch Zentrifugation bei 20.000g mit 200 pl Aqua dest. aus dem Filtertube

eluiert und in einem sterilen 1,5 ml Tube aufgefangen.

3.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in-vitro-Technik mit der es maoglich ist,
einen definierten DNA-Abschnitt innerhalb eines Genoms, welcher zwischen
zwei bekannten DNA-Sequenzen liegt, zu amplifizieren (= vervielfaltigen).
Dieser bestimmte zu vervielfaltigende Teil kann ein Gen, nur ein Teil eines
Gens oder auch eine nicht-kodierende DNA-Sequenz sein. Der Begriff
.Kettenreaktion® bedeutet, dass die Produkte der vorherigen Zyklen als
Ausgangstoffe fur den folgenden Zyklus dienen und somit eine exponentielle

Amplifikation méglich machen.

Die PCR besteht insgesamt aus 12 bis 50 Zyklen und wird in einem
Thermocycler durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um ein Gerat, welches die
in ihr befindlichen ReaktionsgefalRe prazise auf die Temperatur erhitzt und

khlt, die fur den jeweiligen Schritt benotigt wird.

Fur die Reaktion werden Oligonukleotidprimer (= Amplimere) ben6étigt, also
kurze einstrangige DNA-Molekdle, die zu den Enden einer definierten Sequenz
der DNA-Matrize (= Template) komplementér sind. Wichtig ist auch eine in allen
Lebewesen vorkommenden Polymerase, die den denaturierten DNA-
Einzelstrang in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (= dNTP’s)
durch Verlangerung der angelagerten Primer mittels Einbau von Nukleosiden
kopiert. Diese Primer legen auf den Einzelstrangen der DNA jeweils den
Startpunkt der Neu-Synthese fest. Der neu produzierte DNA-Strang ist dann
komplementér zur Matrize. Ferner sind fir eine PCR auch Mg*-lonen und
Pufferlosungen notwendig, damit die DNA-Polymerase seiner Funktion

nachgehen kann.
Jeder Zyklus besteht aus folgenden drei Schritten:

1. Denaturierung (melting): In diesem Schritt wird die doppelstrangige DNA auf
etwa 95C erhitzt. Durch die hohen Temperaturen werden die
Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden DNA-Strange zusammenhalten,

aufgebrochen.
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2. Im né&chsten Schritt der Primerhybridisierung (primer annealing) wird die
Temperatur ca. 30 Sekunden lang so hoch gehalten, dass der Primer an die
DNA anlagern kann, und zwar am 5- und am 3’-Ende. Meist liegt diese
Temperatur 2 bis 3T unterhalb des Schmelzpunktes d er Primersequenz, also
bei etwa 55 bis 65T.

3. Beim letzten Schritt kommt es zur Elongation (polymerisation): die DNA-
Polymerase flllt die Strange mit Nukleotiden (ANTP’s) auf. Dabei fangt sie am
3’-Ende des angelagerten Primers an und arbeitet sich weiter an dem Strang
vor. Der Primer wird nicht wieder abgelOst, sondern bildet den Anfang eines
neuen Einzelstranges. Thermocycler werden benutzt, um die Reaktionsansatze
nach Vollendung aller Zyklen auf Werte um 6C abzuk Gihlen (MTA Praxis 2002).

In dieser Studie stellte die in H,O geloste DNA der Leukozyten das
Ausgangsmaterial flr die molekularbiologische Genotypisierung dar. Das
Vitamin D-Rezeptor-Gen ist bekanntlich auf dem Chromosom 12g13-14
lokalisiert (Labuda et al. 1992). Fur die Vervielfaltigung der zwei untersuchten
Regionen des VDR (ndmlich Bsml und Fokl) wurden die Primer entsprechend
den Untersuchungen von Gross et al. (1996) und Morrison et al. (1994)

verwendet.

Pipettiert wurden folgende Anséatze:

4 ul extrahierte DNA, 5 ul 10x Puffer (Fa. Perkin Elmer), 1 pl 3’-Primer (20
pmol/ pl), 1 pl 5’-Primer (20 pmol/ pl), 0,5 pl dNTP (Eurobio), 0,3 yul AmpliTaq
Gold (Fa. Perkin Elmer); ad 50 ul H,O. Jeder Ansatz wurde in einem PCR-

Gerat (Trio-Block, Biometra) unter den folgenden Bedingungen amplifiziert:
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Ansatz 1:

B1 und B 2 Amplifikation

Ansatz 2:

F1 und F2 Amplifikation

1x 94 T, 5 Minuten 1x 94 C, 5 Minuten

40x 94<TC, 1 Minute 40x 94T, 1 Minute

60<C, 1 Minute 60%C, 1 Minute
60<C, 1 Minute 60<C, 1 Minute
1x 72<C, 5 Minuten 1x 72<C, 5 Minuten

Tab. 2: PCR-Bedingungen

3.4.3 Agarose-Gel-Elektrophorese

Von den PCR-Produkten wurden 8 pl mit jeweils 2 pl Ladepuffer vermischt und
auf die Slots verteilt. Nachdem eine Spannung von 100 mV bei 1000 mA
angelegt wurde, kam es zu einer Wanderung der negativ geladenen DNA von
der Kathode in Richtung Anode. Durch gleichzeitiges Auftragen eines
genormten Langenmarkers parallel zu einem Slot war es mdoglich, unter
Betrachtung des Gels im 300nm-UV-Transluminatorlicht GroRenunterschiede
der einzelnen Fragmente zu erkennen. Dies erlaubte eine semiquantitative

Beurteilung der Lange der einzelnen Amplikons.

Die Gele wurden zur Dokumentation fotografiert und archiviert.

3.4.4 Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)

Die Methode des Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus ermdglicht
es, magliche Mutationen innerhalb eines Gen-Abschnitts zu analysieren und mit
Hilfe der Gel-Elektrophorese sichtbar zu machen. Hierfir muss ein Amplikon
einer bestimmten Lange mit einer Endonuklease vermischt und dann bei der flr
die Endonuklease optimalen Temperatur T inkubiert werden. Das Enzym spaltet
einen Gen-Abschnitt an einer fir die Endonuklease spezifischen Stelle. Die
Schnittstellen innerhalb eines Allels der in dieser Arbeit verwendeten
Restriktions-Endonuklease zeigt folgende Tabelle:
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Bsml Fokl

5'...GAATGCN/...3’ 5..GGATG(N)o~....3’

3'...CTTAC/GN...5’ 3'...CCTAC(N) 13_...5’

Tab. 3: Schnittstellen der verwendeten Restriktions-Endonukleasen

Mit den Buchstaben (b) bzw. (f) wird die Anwesenheit einer Schnittstelle fur die
Bsml- bzw. Fokl-Endonuklease gekennzeichnet, eine Abwesenheit hingegen
stellen die Buchstaben (B) und (F) dar. Somit ergeben sich fur die untersuchten
Polymorphismen  jeweils drei  Mdglichkeiten:  (bb) und (ff) mit
Restriktionsschnittstellen auf beiden Allelen, (BB) und (FF) als Ausdruck einer
homozygoten Abwesenheit der Restriktionsstellen und (Bb) und (Ff), welche

einen heterozygoten Genotyp zeigen.

Im Anschluss an die PCR erfolgte die Analyse der Allel-Genloci. Hierflr wurden
in sterile 1500 ul Tubes folgende Ansatze pipettiert: 8 ul PCR-Puffer, 2 pl 10x
Puffer (10 mM Tris-HCI, 20 mM MgCl,, 100 mM KCI, 100 ul/ml BSA), 1 pl Bsml-
bzw. Fokl-Endonukelase (10* U/ml), Hybaid-AGS, Heidelberg, 9 pl H0.
Daraufhin wurden diese Ansatze fur insgesamt 10 Stunden inkubiert: flr die
Bsml-Endonuklease bei 37T und fir die Fokl-Endonuk lease bei 31T. Danach
folgte eine erneute Auftragung auf ein 2% Agarose-TAE-Gel mit
einhergehender Betrachtung unter dem UV-Licht (300 nm). Die Abbildungen 9
und 10 zeigen die entsprechenden Bandenmuster fur den Bsml- und Fokl-

Polymorphismus.
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Abb. 9: Gel-Foto zum Bsml-Bandenmuster

Fok I - Polymorphismen

Ff FF ff  Marker

Abb. 10: Gel-Foto zum Fokl-Bandenmuster
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3.4.5 Statistik

Entsprechend dem Ergebnis der VDR-Genotypisierung wurden die Probanden /
-innen in die Subgruppen BB, Bb, bb und FF, Ff, ff unterteilt. Die deskriptive
Darstellung der Parameter erfolgt in tabellarischer Form mit Mittelwert,
Standardabweichung und der jeweiligen Fallzahl. Im Rahmen der statistischen
Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) fur die Parameter
von Interesse durchgefiihrt. Als multipler Anschlusstest an die Varianzanalyse
wurde aufgrund des ungleichen Stichprobenumfangs der zwei Gruppen der
Scheffé-Test verwandt (Sachs 1997). Waren die Voraussetzungen fur die
Durchfiihrung einer einfaktoriellen Varianzanalyse nicht erfallt
(Normalverteiltheit, Varianzhomogenitat), wurde der nichtparametrische
Kruskal-Wallis Test mit anschlieendem Dunn-Test fir multiple Vergleiche
durchgefihrt (Kruskal et al. 1952 & 1953, Dunn 1964).

Das Signifikanzniveau dieser Studie liegt bei a = 0,05.
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4  Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 229 Probanden untersucht.
Davon gehorten 183 in die Gruppe der turkischen Migranten, die restlichen 46
Probanden deutscher Herkunft dienten als Kontrollgruppe.

Die exakten Daten des Gesamtkollektivs enthélt die folgende Tabelle.

Parameter Kontrolle Migranten p-Wert*
Alter 39,67 £ 14,74 40,96 + 10,39 0,339
Gewicht 75,79+ 14,74 75,57 £ 13,32 0,779
Grolie 172,84 + 8,66 163,81 £ 8,70 <0,0005
BMI 25,29 +4,54 28,16 £4,53 <0,0005
LWS BMD 1,17+£0,14 1,16 £ 0,17 0,581
LWS T-Score -0,15+1,14 -0,34 +£1,45 0,363
LWS Z-Score -0,27 £1,16 -0,37 +£1,38 0,486
RF BMD 1,03+0,14 1,04 £0,12 0,626
RF T-Score 0,05 +1,07 -0,04 + 0,99 0,837
RF Z-Score 0,01 +£0,96 0,07 £ 0,89 0,728
Vitamin D 21,86 + 24,25 8,85+ 9,90 <0,0005
iPTH 109,48 £40,75 109,44 £42,54 0,875
AP 59,74 + 16,65 64,81 + 19,78 0,098
Phosphat 1,20+0,16 1,10+0,18 <0,0005
Kalzium 2,39+0,14 2,33+0,14 0,005
B-CrossLaps 0,41 +0,21 0,35+0,18 0,071
Osteocalcin 16,91+ 7,89 14,25 + 4,86 0,034

* p-Wert des Mann-Whitney-U-Tests auf Gleichheit der Mittelwert der Réange. Signifikante Werte (p < 0,05) sind fett und
kursiv markiert.

Tab. 4: Gesamtkollektiv

Die Migranten unterschieden sich in ihrem Alter nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Bedeutende Unterschiede bei den Phosphat-, Kalzium- und
Osteocalcin-Konzentrationen waren zwar statistisch gegeben, die Werte lagen
aber samtlich im Normbereich (Tab. 4). Die Migranten zeigten aul3erdem

signifikant hohere BMI-Werte und eine geringere KérpergréRe auf.
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Die folgende Tabelle gibt zusammenfassend die Haufigkeitsverteilung der
jeweiligen Labortwertkonzentrationen bei den turkischen Migranten und der

deutschen Kontrollgruppe wieder:

Deutsche ca* Phosphat AP PTH Vit Dg Osteocalcin  B-CrossLaps
1 30-50 J.
(2,15-2,55 (0,87-1,45  (m:40-129U/l,  (8,3-68pg/ml)  (10-50mg/ml)  (m:12-51,1 <(31 548 ng/ml
mmol/l) mmol/L) w: 35-104) ng/ml, w: 6,5-  53.70 J< 0704
42,3) i

und w: < 0,573)

im Normbereich

auBerhalb der

38 (82,6%)

44 (95,7%)

43 (93,5%)

9 (19,6%)

19 (41,3%)

42 (91,3%)

38 (82,6%)

Norm 8 (17,4%) 2 (4,3%) 3 (6,5%) 37 (80,4%) 27 (58,7%) 4 (8,7%) 8 (17,4%)

unter dem

unter dem 3 (6,5%) 0 3 (6,5%) 0 21 (45,7%) 3 (6,5%) 0

m?rz]%zfpeich 5 (10,9 %) 2 (4,3%) 0 37(80,4%) 6 (13,0%) 1(2,2%) 8 (17,4%)

tirkische ca” Phosphat AP PTH Vit Dg Osteocalcin  B-CrossLaps
; :30-50 J.

Mlgranten (2,15-2,55 (0,87-1,45 (m: 40-129 U/, (8,3-68 pg/ml) (10-50mg/ml) (m:12-51,1 <((T,548 ng/ml,

mmol/l) mmol/L) w: 35-104) ng/ml, w: 6,5-  50.70 J.< 0,704
42,3) :

und w: < 0,573)

im Normbereich

auBerhalb der

165 (90,2%)

161 (88,0%)

171 (93,4%)

33 (18,0%)

30 (16,4%)

161 (88,5%)

157 (87,2%)

23 (12,8%)

Norm 18 (19,8%)  22(12,0%)  12(6,6%)  150(82,0%) 153 (83,6%) 21 (11,5%)

unter dem

Normbereich 14 (7,7%) 17 (9,3%) 10 (5,5%) 0 152 (83,1%) 21 (11,5%) 0
tber dem 4 (2,2%) 5 (2,7%) 2(1,1%)  150(82,0%)  1(0,5%) 0

Normbereich

23 (12,8%)

Tab. 5: Laborwerte

Zwischen den beiden Nationalitdtengruppen lagen hinsichtlich der Verteilung
der Anteile der Osteoporosegrade keine signifikanten Unterschiede vor (Linear-
by-Linear Association mit p=0,115, Tab. 6). Auch zwischen den beiden
Geschlechtergruppen der Migranten konnte hinsichtlich dieser Verteilung keine
bedeutende Differenz nachgewiesen werden (Linear-by-Linear Association mit
p=0,284, Tab. 7). Messtechnisch zeigte sich gemal den WHO-Kriterien mittels
DXA-Messung eine Osteopenie bei 32,2% der turkischen Migranten und bei
32,6% der Deutschen. Eine Osteoporose war bei 8,2% der Migranten
ermittelbar, die restlichen 59,6% wiesen normale Knochendichtewerte auf. Bei
den Deutschen konnte kein einziger Proband mit Osteoporose gefunden

werden, 67,4% waren in Bezug auf inre BMD-Werte normwertig (Tab. 6).
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Anhand der Tabelle 8 lasst sich erkennen, dass zwischen den beiden
Nationalitdtengruppen hinsichtlich der Verteilung der Anteile der Vitamin D-
Normbereiche signifikante Unterschiede vorlagen (Fishers-Exact-Test mit
p<0,0005). Eine Vitamin D-Hypovitaminose konnte bei 45,7% der Deutschen
und 83,1% der Migranten nachgewiesen werden. Der Anteil der Probanden
innerhalb des Normbereichs war bei den Deutschen signifikant héher. Zwischen
den Geschlechtern gab es hingegen weder bei den Deutschen (Fishers-Exact-
Test mit p=0,746) noch bei den turkischen Migranten (Fishers-Exact-Test mit
p=0,113) signifikante Differenzen (Tab. 9 und 10).

Bezuglich der Parameter Parathormon (Fishers-Exact-Test mit p=0,832),
Kalzium (Fishers-Exact-Test mit p=0,191), Osteocalcin (Fishers-Exact-Test mit
p=0,088), alkalische Phosphatase (Fishers-Exact-Test mit p=1,000), Phosphat
(Fishers-Exact-Test mit p=0,179) und [-CrossLaps (Fishers-Exact-Test mit
p=0,471) konnten hinsichtlich der Verteilung der Normwert-Anteile zwischen
den beiden Nationalitatengruppen keine signifikanten Unterschiede detektiert
werden (Tab. 11 bis 16). Ein erh6htes PTH war bei 82% der Migranten
objektivierbar und 6,6 % zeigten die klassische laborchemische Konstellation

eines sekundaren Hyperparathyreoidismus (Tab. 11 und 17).

Bezogen auf die Verteilung der Bsml-Polymorphismen lassen sich zwischen
den tlurkischen Migranten und den Deutschen als Kontrollkollektiv keine
signifikanten Unterschiede nachweisen (Linear-by-Linear Association mit
p=0,180, Tab. 18).

Bei der Verteilung der Fokl-Polymorphismen hingegen sind signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Nationalitdtengruppen vorhanden (Linear-
by-Linear Association mit p=0,009). In der Gruppe der tirkischen Migranten

findet man eine signifikant hohere Anzahl an FF-Genotypen (Tab. 19).

Aul3erdem zeigten Frauen aus der Gruppe der Migranten, bei denen ein Ff-
Genotyp nachgewiesen werden konnte, sowohl im LWS-Bereich als auch am
rechten Schenkelhals verminderte BMD- und T-Score-Werte (p<0,046).
Bezeichnende Assoziationen zu den untersuchten Laborparametern waren
nicht erkennbar. Die Manner aus der Gruppe der Turken wiesen keine
Assoziation zwischen BMD-Werten und Fokl-Genotypen auf (Tab. 22 und 23).
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Bei den Probanden mit Bsml-Genpolymorphismen lieRen sich keine
Zusammenhange mit einer Knochendichteminderung erkennen (Tab. 20 und
21).

Deutsche Migranten gesamt
Osteoporose Anzahl 0 15 15
% 0,0% 8,2% 6,6%
Osteopenie Anzahl 15 59 74
% 32,6% 32,2% 32,3%
normale KD Anzahl 31 109 140
% 67,4% 59,6% 61,1%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 6: Verteilung der Knochendichte bei Deutschen und tirkischen Migranten

%
100 1

30 -

60 1

A Deutsche

40 1 @ Migranten

20 1

Osteoporose Osteopenie normale KD

Abb. 11: grafische Verteilung der Knochendichte bei Deutschen und turkischen
Migranten
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Migranten weiblich mannlich gesamt
Osteoporose Anzahl 7 8 15
% 7,1% 9,4% 8,2%
Osteopenie Anzahl 29 30 59
% 29,6% 35,3% 32,3%
normale KD Anzahl 62 47 109
% 63,,3% 55,3% 59,5%
gesamt Anzahl 98 85 183
% 100,0% 100,0% 100,0%
Tab. 7: Verteilung der Knochendichte bei tirkischen Frauen und Mannern
25-Vitamin D 3 Deutsche Migranten gesamt
innerhalb des Anzahl 19 30 49
Normbereichs % 41,3% 16,4% 21,4%
unterhalb des Anzahl 21 152 173
Normbereichs % 45,7% 83,1% 75,5%
oberhalb des Anzahl 6 1 7
Normbereichs % 13,0% 0,5% 3,1%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 8: Verteilung von 25-Vitamin D 3 bei Deutschen und turkischen Migranten
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Abb. 12: grafische Verteilung von 25-Vitamin D 3 bei Deutschen und tiirkischen Migranten
Deutsche
25-Vitamin D 3 Weiblich mannlich gesamt
innerhalb des Anzahl 13 6 19
Normbereichs % 39,4% 46,3% 41,3%
unterhalb des Anzahl 15 6 21
Normbereichs % 45,5% 46,2% 45,7%
oberhalb des Anzahl 5 1 6
Normbereichs % 15,1% 7,6% 13,0%
gesamt Anzahl 33 13 46
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 9: Verteilung von 25-Vitamin D 3 bei deutschen Frauen und Mannern
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Migranten
25-Vitamin D 3 weiblich mannlich gesamt
innerhalb des Anzahl 12 18 30
Normbereichs % 12,2% 21,2% 16,4%
unterhalb des Anzahl 86 66 152
Normbereichs % 87,8% 77,6% 83,1%
oberhalb des Anzahl 0 1 1
Normbereichs % 0,0% 1,2% 0,5%
gesamt Anzahl 98 85 183
% 100,0% 100,0% 100,0%
Tab. 10: Verteilung von 25-Vitamin D 3 bei tiirkischen Frauen und Mannern
PTH Deutsche Migranten gesamt
innerhalb des Anzahl 9 33 42
Normbereichs % 19,6% 18,0% 18,3%
oberhalb des Anzahl 37 150 187
Normbereichs % 80,4% 82,0% 81,7%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%
Tab. 11: Verteilung von Parathormon bei Deutschen und turkischen Migranten
Kalzium Deutsche Migranten gesamt
innerhalb des Anzahl 38 165 203
Normbereichs % 82,6% 90,2% 88,6%
unterhalb des Anzahl 3 14 17
Normbereichs % 6,5% 7,7% 7,4%
oberhalb des Anzahl 5 4 9
Normbereichs % 10,9% 2,2% 4,0%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 12: Verteilung von Kalzium bei Deutschen und tirkischen Migranten
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Osteocalcin Deutsche Migranten gesamt
innerhalb des Anzahl 42 161 203
Normbereichs % 91,3% 88,5% 89,0%

unterhalb des Anzahl 3 21 24
Normbereichs % 6,5% 11,5% 10,5%
oberhalb des Anzahl 1 0 1
Normbereichs % 2,2% 0,0% 0,5%
gesamt Anzahl 46 182 228
% 100,0% 100,0% 100,0%
Tab. 13: Verteilung von Osteocalcin bei Deutschen und tirkschen Migranten
AP Deutsche Migranten gesamt
innerhalb des Anzahl 43 171 214
Normbereichs % 93,5% 93,4% 93,4%
unterhalb des Anzahl 3 10 13
Normbereichs % 6,5% 5,5% 5,7%
oberhalb des Anzahl 0 2 2
Normbereichs % 0,0% 1,1% 0,9%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%
Tab. 14: Verteilung von Alkalischer Phosphatase bei Deutschen und tirkischen
Migranten
Phosphat Deutsche Migranten gesamt
innerhalb des Anzahl 44 161 205
Normbereichs % 95,7% 88,0% 89,5%
unterhalb des Anzahl 0 5 5
Normbereichs % 0,0% 2,7% 2,2%
oberhalb des Anzahl 2 17 19
Normbereichs % 4,3% 9,3% 8,3%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 15: Verteilung von Phosphat bei Deutschen und turkischen Migranten
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B-CrossLaps Deutsche Migranten gesamt
innerhalb des Anzahl 38 157 195
Normbereichs % 82,6% 87,2% 86,3%
oberhalb des Anzahl 8 23 31
Normbereichs % 17,4% 12,8%% 13,7%%
gesamt Anzahl 46 180 226
% 100,0% 100,0% 100,0%
Tab. 16: Verteilung von B-CrossLaps bei Deutschen und turkischen Migranten
Ca’* vermindert,
Phosphat normal,
PTH erhéht SHPT Deutsche Migranten gesamt
ja Anzahl 3 12 15
% 6,5% 6,6% 6,6%
nein Anzahl 43 171 214
% 93,5% 93,4% 93,4%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 17: Haufigkeit einer laborchemischen Konstellation eines sek.
Hyperparathyreoidismus
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VDR
Bsml-Genotyp Deutsche Migranten gesamt
BB Anzahl 10 49 59
% 21, 7% 26,8% 25,8%
Bb Anzahl 12 62 74
% 26,1% 33,9% 32,3%
bb Anzahl 24 72 96
% 52,2% 39,3% 41,9%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 18: Verteilung der Bsml-Genotypen bei Deutschen und tirkischen Migranten
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Abb. 13: grafische Verteilung der Bsml-Genotypen bei Deutschen und turkischen
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VDR
Fokl-Genotyp Deutsche Migranten gesamt
Anzahl 16 99 115
% 34,8% 54,1% 50,2%
Anzahl 22 69 91
% 47,8% 37, 7% 39,7%
Anzahl 8 15 26
% 17,4% 8,2% 10,0%
gesamt Anzahl 46 183 229
% 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 19: Verteilung der Fokl-Genotypen bei Deutschen und tirkischen Migranten

%
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Abb. 14: grafische Verteilung der Fokl-Genotypen bei Deutschen und turkischen Migranten

Bezuglich madglicher Assoziationen der Knochendichte und osteologischer

Marker zu den jeweiligen Bsml- und Fokl-Polymorphismen des VDR-Gens sei

auf die Tabellen 20 bis 23 verwiesen.
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Tab. 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der Bsml-Genotypen bei der deutschen

Kontrollgruppe

D / Frauen BB N Bb bb N p-Wert* gesamt N
Alter 39,14 +10,72 8 29,24 +10,49 9 37,31+ 13,57 16 0,196 35,56 + 12,45
Gewicht 73,96 + 20,98 8 71,08 £ 8,78 9 73,21 £ 14,42 16 0,916 72,81 + 14,64
GroRe 166,25 + 6,59 8 172,06 + 5,70 9 170,38 + 7,16 16 0,198 169,83 + 6,81
BMI 26,81 7,77 8 24,18 + 4,17 9 24,93 £ 3,50 16 0,539 25,18 £4,93
LWS BMD 1,09 +£0,17 8 1,24+0,11 9 1,16 £ 0,12 16 0,055 1,16 +0,14
LWS T-Score -0,53 +1,30 8 0,54 +1,02 9 -0,23 + 0,98 16 0,110 -0,09 +1,12
LWS Z-Score -0,86 + 1,54 8 0,42 +0,84 9 -0,26 + 0,91 16 0,063 -0,22+1,14

RF BMD 1,03 +0,15 8 1,05+0,14 9 0,98 +0,10 16 0,412 1,01 +0,12

RF T-Score 0,29 +1,20 8 0,39 +1,18 9 -0,15 + 0,84 16 0,394 0,10+1,03

RF Z-Score 0,23+1,14 8 0,29+1,10 9 -0,18 + 0,81 16 0,448 0,05+0,97
Vitamin D 12,16 + 8,99 8 29,01 £+ 20,57 9 27,35 + 34,57 16 0,364 24,12 + 27,04
iPTH 90,80 + 33,01 8 113,84 + 36,79 9 112,84 + 42,96 16 0,383 107,77 £ 39,21
AP 54,25 + 17,27 8 65,78 £ 17,94 9 54,56 + 12,96 16 0,190 57,55 + 15,83
Phosphat 1,23+0,10 8 1,36 +£0,08 9 1,19+0,17 16 0,013 1,24 +0,15 33
Kalzium 2,34 +£0,09 8 2,35+0,19 9 2,41+0,14 16 0,473 2,38 +0,15
B-CrossLaps 0,45+0,19 8 0,48+ 0,26 9 0,34+0,21 16 0,297 0,40 +0,22
Osteocalcin 14,08 +2,93 8 17,52 +5,17 9 16,76 + 10,11 16 0,631 16,32 +7,63

** Unterschiede in den Gruppen bb vs. Bb

Deutsche Frauen mit dem Genotyp bb wiesen im Vergleich zum Genotyp Bb signifikant niedrigere
Phosphat-Spiegel auf, wobei diese Werte samtlich im Normbereich lagen.

D / Manner BB N Bb bb N p-Wert* gesamt N

Alter 37,00 £12,73 2 34,53 +4,71 3 39,09 £17,15 8 37,72 £ 13,88 13
Gewicht 90,00 + 5,23 2 79,13 +9,56 3 83,24 + 14,78 8 83,33 +12,52 13
GrolRe 177,50 + 2,12 2 178,50 + 11,82 3 181,94 + 8,52 8 180,46 * 8,36 13
BMI 28,40 + 2,26 2 24,83 +0,57 3 25,15+4,20 8 25,58 + 3,51 13
LWS BMD 1,34 £ 0,16 2 1,24 +£0,18 3 1,14 £ 0,10 8 1,19+0,14 13
LWS T-Score 1,00 £1,13 2 0,10+1,61 3 -0,76 + 0,94 8 -0,29 +1,23 13
LWS Z-Score 0,45+ 1,20 2 0,03+1,50 3 -0,79 +1,15 8 -0,41+1,24 13
RF BMD 1,23+0,37 2 1,08 £ 0,04 3 1,03 +0,12 8 1,07 £0,16 13
RF T-Score 1,45+2,33 2 -0,10+ 0,30 3 -0,45 + 0,89 8 -0,08 +1,19 13
RF Z-Score 1,05+ 2,33 2 -0,03 + 0,55 3 -0,38 + 0,58 8 -0,08 + 0,98 13
Vitamin D 10,04 + 2,38 2 33,75+ 20,82 3 11,02 +7,37 8 16,12+ 14,34 13
iPTH 146,09 + 113,11 2 80,75 + 37,83 3 118,17 + 23,93 8 113,83 +45,81 13
AP 77,00 +12,73 2 72,33+ 25,38 3 59,75 + 15,92 8 65,31 + 18,01 13
Phosphat 1,08 £ 0,22 2 1,02 £ 0,06 3 1,12+0,14 8 1,09+0,14 13
Kalzium 2,46 + 0,02 2 2,44 +0,12 3 2,41+0,11 8 2,42 +0,10 13
B-CrossLaps 0,36 £ 0,08 2 0,38 + 0,04 3 0,44 0,20 8 0,41 +0,16 13
Osteocalcin 11,15 +5,87 2 16,97 + 9,57 3 20,76 + 8,67 8 18,41 + 8,66 13

Bei den deutschen Méannern lieRen sich keine signifikanten Assoziationen objektivieren.
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Tab. 21: Mittelwerte und Standardabweichungen der Bsml-Genotypen bei den tiirkischen
Migranten

TK / Frauen BB N Bb bb N p-Wert* gesamt N
Alter 41,27 £7,36 31 39,53+ 10,26 25 39,98+9,11 42 0,739 40,27 + 8,86
Gewicht 69,96 + 10,25 31 71,68 + 15,53 25 71,73 £ 13,65 42 0,831 71,16 £ 13,10
GroRe 156,48 + 5,93 31 160,02 + 7,02 25 158,87 + 5,70 42 0,087 158,41 + 6,23
BMI 28,52 + 3,99 31 27,89 £5,32 25 28,46 £ 5,67 42 0,881 28,33 £ 5,05
LWS BMD 1,16 +0,16 31 1,14+0,18 25 1,18 £0,17 42 0,677 1,16 £0,17
LWS T-Score -0,19+1,31 31 -0,40 +1,51 25 -0,11 £ 1,45 42 0,714 -0,21+1,42
LWS Z-Score -0,26 +1,29 31 -0,42 +1,45 25 -0,16 +1,33 42 0,748 -0,26 +1,34
RF BMD 1,03 +0,12 31 1,03 +0,15 25 1,01 +£0,13 42 0,743 1,02 £0,13

RF T-Score 0,26 +0,96 31 0,14 +1,12 25 0,03+1,04 42 0,645 0,13+1,03

RF Z-Score 0,27 £0,84 31 0,17 + 0,99 25 0,00 +0,92 42 0,438 0,13+0,91
Vitamin D 8,90 £ 7,77 31 8,92 +7,42 25 6,47 +2,78 42 0,145 7,86 6,09
iPTH 110,92 + 44,85 31 112,90 + 48,34 25 97,97 + 37,09 42 0,284 105,88 + 42,77
AP 56,39 + 13,43 31 63,04 + 18,66 25 58,43 £ 18,83 42 0,350 58,96 + 17,27
Phosphat 1,13+0,17 31 1,13+0,17 25 1,09+0,13 42 0,476 1,11+0,15
Kalzium 2,27 +£0,19 31 2,33+0,13 25 2,32+0,15 42 0,335 2,31+0,16
B-CrossLaps 0,24 +0,10 30 0,36 + 0,18 25 0,29+0,15 41 0,013** 0,29+0,15 96
Osteocalcin 13,29 + 5,05 31 14,77 + 5,05 25 13,31 + 5,03 42 0,457 13,68 + 5,03

** Unterschiede in den Gruppen BB vs.

Bb

Migrantinnen mit dem Genotyp Bb hatten signifikant hohere 3-CrossLaps-Werte als

mit dem Genotyp

BB.

TK / Manner BB N Bb bb N p-Wert* gesamt N
Alter 42,19 + 8,86 18 46,06 + 13,28 37 42,18 +10,73 30 0,316 43,87 + 11,62
Gewicht 83,26 £ 11,45 18 81,10 £ 11,76 37 78,52 +£11,84 30 0,384 80,65 + 11,72
GroRe 167,33+ 6,64 18 171,43 +6,59 37 169,93 + 6,83 30 0,108 170,04 + 6,78
BMI 29,75+ 3,31 18 27,66 + 4,00 37 27,25 +3,76 30 0,076 27,96 + 3,86
LWS BMD 1,18 +0,17 18 1,18 £0,16 37 1,12+0,19 30 0,424 1,16 £0,17
LWS T-Score -0,40 + 1,47 18 -0,36 + 1,37 37 -0,72 +£1,63 30 0,582 -0,50 + 1,48
LWS Z-Score -0,51 +1,42 18 -0,30 +1,34 37 -0,70 +1,54 30 0,528 -0,49 +1,42
RF BMD 1,06 £ 0,14 18 1,06 £ 0,11 37 1,04 £0,11 30 0,792 1,06 £0,12
RF T-Score -0,22 +1,12 18 -0,20 + 0,86 37 -0,29 + 0,90 30 0,919 -0,23 +0,92
RF Z-Score -0,11 + 0,99 18 0,09 + 0,85 37 -0,05+0,84 30 0,691 0,00 + 0,87
Vitamin D 8,15 +5,10 18 8,95 £ 6,20 37 12,35 + 20,29 30 0,453 9,98 +12,93
iPTH 117,56 + 39,53 18 109,41 + 38,40 37 116,23 + 48,58 30 0,730 113,54 + 42,15
AP 69,44 + 18,27 18 70,76 + 18,98 37 73,83 £ 23,60 30 0,737 71,56 + 20,43
Phosphat 1,05 +0,19 18 1,10 £ 0,22 37 1,09 £ 0,20 30 0,744 1,08 +£0,20
Kalzium 2,31+0,13 18 2,35+0,11 37 2,39 £ 0,09 30 0,079 2,35+0,11
B-CrossLaps 0,40+0,18 18 0,42 +0,20 36 0,41+0,17 30 0,947 0,41+0,18
Osteocalcin 15,39 + 4,68 18 15,18 + 5,19 36 14,34+ 3,75 30 0,675 14,93 +4,58

98

* p-Wert des F-Tests der Varianzanalyse (D/m: keine Tests, da N zu klein)

Bei den mannlichen turkischen Migranten konnten keine signifikanten Zusammenhange
nachgewiesen werden.
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Tab. 22: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fokl-Genotypen bei der deutschen
Kontrollgruppe

D / Frauen FF N Ff N ff N p-Wert* gesamt N

Alter 36,35 + 16,55 10 35,91+ 10,56 18 32,68+ 11,72 5 0,859 35,56 + 12,45 33
Gewicht 74,23 £ 11,49 10 71,99 £ 14,76 18 72,92 + 21,98 5 0,932 72,81 + 14,64 33
GroRe 171,20+ 6,17 10 169,03 + 6,57 18 170,00 9,72 5 0,732 169,83 + 6,81 33
BMI 25,54 £5,90 10 25,12 £ 4,77 18 24,68 + 4,33 5 0,951 25,18 £4,93 3B
LWS BMD 1,16 +0,14 10 1,20+0,14 18 1,04 +0,07 5 0,063 1,16 +0,14 3
LWS T-Score 0,03 +£0,90 10 0,15+1,18 18 -1,20 + 0,64 5 0,047** -0,09 +1,12 33

LWS Z-Score -0,13 +1,03 10 0,06 +1,15 18 -1,38 + 0,66 5 0,038 -0,22+1,14 3
RF BMD 1,02 + 0,09 10 1,03+0,14 18 0,95+ 0,13 5 0,522 1,01+0,12 3
RF T-Score 0,18 £0,74 10 0,19 +1,16 18 -0,36 + 1,07 5 0,564 0,10 +1,03 3
RF Z-Score 0,17 +0,80 10 0,13+1,05 18 -0,50 + 0,98 5 0,400 0,05+ 0,97 3
Vitamin D 21,22 £ 17,76 10 28,07 £ 33,13 18 15,68 + 17,21 5 0,625 24,12 + 27,04 33
iPTH 128,98 + 32,86 10 106,37 + 38,80 18 70,39 + 24,27 5 0,018*** 107,77 £ 39,21 33

AP 60,00 £ 16,75 10 55,67 + 15,05 18 59,40 + 19,37 5 0,766 57,55 + 15,83 33
Phosphat 1,26 +0,16 10 1,23+0,15 18 1,28+0,16 5 0,773 1,24+0,15 3
Kalzium 2,43 +0,15 10 2,34 +0,14 18 2,40 £0,16 5 0,268 2,38+0,15 3
B-CrossLaps 0,41+0,24 10 0,39+0,24 18 0,43+0,19 5 0,937 0,40 + 0,22 3
Osteocalcin 17,49 + 11,47 10 16,31+5,91 18 14,00 + 3,28 5 0,718 16,32+ 7,63 3B

** Unterschiede in den Gruppen Ff vs. ff, *** Unterschiede in den Gruppen FF vs. Ff

Deutsche Frauen mit dem Genotyp ff zeigten signifikant niedrigere T-Score-Werte im Bereich der
LWS als mit dem Genotyp Ff. Weitere Signifikanzen waren im Bereich der PTH-Konzentrationen
objektivierbar: FF-genotypische Frauen hatten hohere Werte als deutsche Frauen mit dem Ff-
Genotyp.

D / Manner FF N Ff N ff N p-Wert* gesamt N

Alter 37,15 £ 13,96 6 30,03 £4,19 4 49,10 + 18,13 3 37,72 £ 13,88 1
Gewicht 84,03 + 13,69 6 78,30 + 10,80 4 88,63 + 14,25 3 83,33+12,52 18
GrolRe 183,75 + 8,26 6 178,50 + 10,12 4 176,50 + 5,64 3 180,46 + 8,36 1B
BMI 24,77 +2,88 6 24,68 + 3,96 4 28,40 + 3,77 3 25,58 + 3,51 13
LWS BMD 1,23+0,11 6 1,26 £ 0,16 4 1,04 £ 0,06 3 1,19+0,14 13
LWS T-Score 0,00+ 1,03 6 0,33+1,22 4 -1,70+0,50 3 -0,29+1,23 13
LWS Z-Score -0,18 + 1,05 6 0,33+0,95 4 -1,83+0,93 3 -0,41+1,24 13
RF BMD 1,05 + 0,09 6 1,16 +0,24 4 1,00+0,12 3 1,07 +£0,16 13
RF T-Score -0,18 + 0,66 6 0,55 +1,87 4 -0,70 + 0,87 3 -0,08 +1,19 13
RF Z-Score -0,27 £ 0,41 6 0,53 +1,65 4 -0,50 + 0,46 3 -0,08 + 0,98 13
Vitamin D 14,52 + 8,63 6 12,42 +6,73 4 24,24 + 29,07 3 16,12 + 14,34 1
iPTH 111,04 + 29,68 6 126,26 + 70,55 4 102,83 + 49,05 3 113,83 +45,81 13
AP 67,17 + 20,11 6 66,00 + 20,12 4 60,67 + 16,86 3 65,31 + 18,01 18
Phosphat 1,04 £0,13 6 1,20 £ 0,15 4 1,03 £ 0,05 3 1,09+0,14 13
Kalzium 2,40 +0,07 6 2,43 +0,06 4 2,45+0,20 3 2,42 +0,10 13
B-CrossLaps 0,48 £ 0,20 6 0,36 +0,11 4 0,33 +0,06 3 0,41 +0,16 13
Osteocalcin 21,52 + 10,80 6 18,98 +5,79 4 11,43+2,31 3 18,41 + 8,66 13

Bei den deutschen Mannern gab es keine Signifikanzen.
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Tab. 23: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fokl-Genotypen bei den tirkischen
Migranten

TK / Frauen FF N Ff ff N p-Wert* gesamt N
Alter 40,18 + 8,81 53 40,43 £ 9,34 38 40,07 £ 7,53 7 0,989 40,27 + 8,86 D8
Gewicht 73,10 £ 13,07 53 67,89 £ 13,29 38 74,17 £ 9,60 7 0,142 71,16 £ 13,10 08
GroRRe 158,35 + 6,93 53 157,87 + 4,89 38 161,79 + 6,93 7 0,312 158,41 + 6,23 98
BMI 29,10 £4,90 53 27,20 £ 5,06 38 28,64 +£5,80 7 0,207 28,33 £ 5,05 D8
LWS BMD 1,19+ 0,17 53 1,11 +£0,16 38 1,23+0,14 7 0,046 1,16 £ 0,17 98
LWS T-Score 0,03+1,43 53 -0,65 + 1,36 38 0,34 +1,09 7 0,045 -0,21+1,42 98
LWS Z-Score -0,08 +1,34 53 -0,59 + 1,36 38 0,13+0,94 7 0,141 -0,26 £+ 1,34 98
RF BMD 1,05+0,13 53 0,98 +0,13 38 1,06 £ 0,11 7 0,033 1,02 £0,13 98
RF T-Score 0,31 £0,99 53 -0,19+1,04 38 0,47 £ 0,89 7 0,045 0,13 +1,03 98
RF Z-Score 0,28 £0,88 53 -0,12 + 0,95 38 0,34 +0,74 7 0,099 0,13+0,91 98
Vitamin D 7,96 £ 6,10 53 8,11 + 6,62 38 5,78 +0,47 7 0,643 7,86 + 6,09 98
iPTH 102,99 + 40,59 53 110,02 + 44,25 38 105,28 + 55,13 7 0,745 105,88 + 42,77 98
AP 59,91 £ 17,25 53 57,61 +17,72 38 59,14 + 17,03 7 0,824 58,96 + 17,27 98
Phosphat 1,10+ 0,16 53 1,12 £ 0,15 38 1,20+0,14 7 0,279 1,11 £0,15 98
Kalzium 2,32+0,18 53 2,29+0,14 38 2,34+£0,10 7 0,622 2,31+0,16 98
B-CrossLaps 0,31 +0,15 51 0,28 £ 0,16 38 0,25+ 0,08 7 0,372 0,29 £ 0,15 96
Osteocalcin 13,95 + 4,86 53 13,78 + 5,51 38 11,03 + 3,02 7 0,351 13,68 + 5,03 D8
Bei den tlrkischen Migrantinnen mit dem Genotyp Ff waren signifikant niedrige BMD- und T-Score-
Werte sowohl im Bereich der LWS als auch am rechten Schenkelhals gesamt erkennbar.
TK / Manner FF N Ff ff N p-Wert* gesamt N
Alter 43,20 £ 10,94 46 43,51 + 13,08 31 49,11 + 9,07 8 0,409 43,87 + 11,62 B5
Gewicht 80,37 £ 11,92 46 79,75 £ 11,79 31 85,74 + 10,30 8 0,429 80,65 + 11,72 85
Grolze 169,76 + 5,99 46 169,07 + 7,37 31 175,38 + 7,19 8 0,057 170,04 + 6,78 85
BMI 27,95+ 3,79 46 27,99 £ 4,24 31 27,88 £ 2,99 8 0,997 27,96 + 3,86 85
LWS BMD 1,15+0,17 46 1,18 £ 0,18 31 1,14 £0,16 8 0,640 1,16 £ 0,17 85
LWS T-Score -0,56 + 1,46 46 -0,33+1,55 31 -0,76 £1,41 8 0,692 -0,50 +1,48 85
LWS Z-Score -0,57 +1,38 46 -0,28+1,54 31 -0,83+1,23 8 0,533 -0,49 +1,42 85
RF BMD 1,05+0,12 46 1,08 £ 0,11 31 0,99 +0,11 8 0,139 1,06 £ 0,12 85
RF T-Score -0,29 + 0,95 46 0,00 + 0,86 31 -0,79 £ 0,82 8 0,075 -0,23 £ 0,92 g5
RF Z-Score -0,04 + 0,89 46 0,19+0,84 31 -0,53+0,73 8 0,108 0,00 + 0,87 85
Vitamin D 10,52 + 16,59 46 9,07 £ 6,99 31 10,43 + 4,48 8 0,888 9,98 £ 12,93 85
iPTH 112,19 + 39,22 46 112,90 + 44,29 31 123,81 + 53,78 8 0,772 113,54 + 42,15 85
AP 67,41 + 18,00 46 76,84 £ 23,88 31 75,00 + 15,20 8 0,123 71,56 + 20,43 85
Phosphat 1,07 £0,17 46 1,10 £ 0,26 31 1,07 £0,15 8 0,783 1,08 £ 0,20 85
Kalzium 2,33+£0,12 46 2,37 £0,10 31 2,39+£0,10 8 0,178 2,35+0,11 g5
B-CrossLaps 0,38 +0,13 45 0,43+0,23 31 0,47 £ 0,22 8 0,325 0,41+0,18 84
Osteocalcin 14,93 + 3,86 45 14,54 + 5,49 31 16,41 + 4,74 8 0,593 14,93 + 4,58 B4
* p-Wert des F-Tests der Varianzanalyse (D/m: keine Tests, da N zu klein)
Bei den mannlichen Migranten konnten keine signifikanten Assoziationen nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Probenaufbereitung

Zur DNA-Gewinnung fur eine PCR stehen mehrere Moglichkeiten zur
Verfigung. In der vorliegenden Arbeit kam es zur Extraktion der DNA aus
morgendlich gewonnenen Nichternblutproben. Um eine Koagulation des Blutes
zu verhindern, sind Rohrchen mit EDTA-Zusatz benutzt worden. Heparin-
Zusatze waren fur eine PCR-Probe ungeeignet, da sie auf die DNA-
Amplifizierung einen hemmenden Effekt austiben. Auch Porphyrinverbindungen
haben einen negativen Einfluss auf die PCR, so dass sie durch Lysieren der
Erythrozyten und nachfolgender Abzentrifugation der Leukozyten aus dem

Probenansatz entfernt werden missen.

Zur Extraktion der DNA mittels Detergentien ist die Zugabe von Proteinkinase K
notwendig. Dieses Enzym hat die Aufgabe, denaturierte Proteine abzubauen.
Da aber die DNA-Polymerase eine Empfindlichkeit gegenuber diesem Enzym
aufweist, muss die Proteinkinase K vor der Durchfihrung der PCR aus dem
Probenansatz entfernt oder inaktiviert werden. Die Inaktivierung ist durch eine
Denaturierung des Enzyms bei 95C moglich. Eine anschlieRende
Phenolextraktion dient ebenfalls seiner Zerstérung. Nach der Inaktivierung der
Proteinkinase K muss eine Zentrifugation erfolgen, wodurch in der wassrigen
Phase das in der organischen Phenolphase verbleibende Enzym von der DNA
getrennt wird. Durch Ethanolfallung werden dann die restlichen Phenolspuren
aus dem Probenansatz eliminiert (Newton et al. 1994).

Zur Bestimmung der Knochenstoffwechselparameter dienten Seren der
Probanden. Proben, die Prazipitate enthielten, mussten zur Vermeidung
falscher Ergebnisse vor der Testung zentrifugiert werden, so dass die zellularen
Bestandteile entfernt werden konnten.

Die Probenlagerung erfolgte bei -20C. Um ein mdglichst genaue Werte zu

erhalten, wurden die Parameter durch Doppelbestimmungen parallel ermittelt.
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5.1.2 Auswahl der Messparameter

Um eine hormonale Wirkung in den Zielzellen entfalten zu kénnen, benotigt
Calcitriol den Vitamin D-Rezeptor. Viele Studien beschéftigten sich mit der
Struktur des VDR-Gens und einer mdglichen Assoziation eines VDR-Gen-

Polymorphismus und Verénderungen in der Knochendichte.

Der Knochenumbau ist durch zwei antagonistische Mechanismen
charakterisiert: Die Formation neuen Knochens durch Osteoblasten und die
Resorption alteren Knochens durch Osteoklasten. Das Mald der Neubildung
bzw. des Abbaus der Knochenmatrix kann durch Messung der enzymatischen

Aktivitat der Knochenbildenden bzw. -abbauenden Zellen abgeschéatzt werden.

Bei den in dieser Arbeit bestimmten Laborwerten handelt es sich insgesamt um
Parameter, die Aussagen uber den aktuellen Knochenmetabolismus erlauben
und dabei helfen, Verdnderungen des Knochenstoffwechsels zu erfassen.
Hierzu gehéren die Werte von: Parathormon intakt, Kalzium, Osteocalcin,

alkalische Phosphatase, Phosphat, 3-Crosslaps und 25(OH)Vitamin Ds.

PTH dient hauptsachlich der Aufrechterhaltung der Kalziumhomdostase. Sobald
die Kalzium-Konzentration im Plasma (die ionisierte Fraktion) die engen
Grenzen des optimalen Bereiches unterschreitet, kommt es zu einer
verstarkten PTH-Sekretionsrate. Dies wiederum fihrt zu einem Anstieg des
Kalzium-Gehaltes lber eine verminderte renale Ausscheidung, vermehrte
enterale Kalzium-Aufnahme und auch tber eine Kalzium-Mobilisation aus dem
Knochen (Seibel & Stracke 1997).

Der Kalzium-Stoffwechsel unterliegt einer hormonellen Regulation durch
Calcitonin, Calcitriol und Parathormon (Seibel & Stracke 1997, Brown et al.
1993). Das Spurenelement findet sich sowohl extra- (Cae?") als auch
intrazellular (Cai®*). Hohe Cae®-Werte filhren zu einer gesteigerten Calcitonin-
Sekretion, hemmen die PTH-Sekretion und stimulieren Parameter
osteoblastischer Vorgange (Doren et al. 1997, Brown et al. 1993). Bei einem
Ca?*-Defizit kann ein Teil des im Skelettsystem gespeicherten Kalziums durch
die PTH-Wirkung mobilisiert und dem Organismus fir andere Aufgaben zur
Verfligung gestellt werden (Seibel & Stracke 1997).

Das von Odonto- und Osteoblasten synthetisierte Osteocalcin reprasentiert als

spezifischer Marker die Aktivitat der Zellen, die fur den Knochenaufbau bzw.
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-umsatz verantwortlich sind (Delmas et al. 1985). Ein Teil wird in die
Knochenmatrix eingebaut, jedoch gelangt auch ein Teil des gebildeten
Osteocalcins in das periphere Blut und kann dort quantitativ erfasst werden
(Garnero et al. 1995).

Die alkalische Phosphatase dient unter anderem als anaboler Marker fir einen
verstarkten Knochenumsatz. Die Serumaktivitdt der AP stammt zu etwa 50%
aus dem Knochen und zu 50% aus der Leber. Bei Ausschluss einer
hepatischen Erkrankung kann somit die gesamt-AP als Parameter der
Osteoblastenaktivierung angesehen werden. Obwohl Messungen der
alkalischen Phosphatase als biochemischer Marker  fur  den
Knochenmetabolismus oft verwendet werden, ist die Nutzlichkeit spezifischer

Parameter bei Knochenerkrankungen stark eingeschrankt.

Auch Phosphat hat eine Beteiligung am Knochenstoffwechsel: Es hat die
Eigenschaft, den PTH-Gehalt zu erh6hen. Hierdurch kann indirekt der
Kalziumgehalt gesteigert werden. Weiterhin wird durch einen reduzierten
Phosphatspiegel die Vitamin Ds-Synthese gefdrdert (Wu et al. 1996, Henry
1979, Baxter & DelLuca 1976, Gray et al. 1972).

Uber 90% der organischen Knochenmatrix besteht aus Typ | Kollagen, welches
bevorzugt im Knochen synthetisiert wird. Hier findet ein standiger Auf- und
Abbau statt. Mittels Bestimmung eines Knochenresorptionsmarkers lasst sich
die Aktivitdt / Dynamik des Knochenumbaus bestimmen. Bei erhohter
Resorption wird vermehrt Kollagen Typ | abgebaut, entsprechend steigt die
Konzentration von Kollagenbruchstiicken im Blut an. Ein relevantes Kollagen
Typ I-Bruchstick stellt das C-terminale isomerisierte Telopeptid (B-CTX = (-
CrossLaps) dar, welches spezifisch fir den Abbau von Kollagen Typ | ist. Die
Freisetzung von B-CrossLaps erfolgt durch Osteoklasten. Dies erfolgt verstarkt
in Zustanden gesteigerten Knochenab- und -umbaus. Der Nachweis der 3-CTX
erfolgt im Serum und eignet sich v. a. zum Nachweis eines erhohten
Kollagenabbaus, zum Monitoring einer antiresorptiven Osteoporose-Therapie
und zur Risikoabschatzung des kinftigen Knochenmasseverlustes von
Unbehandelten (Spanuth 2003, Okabe et al. 2001).

25-Vitamin D3 besitzt einen kalzamischen Effekt. Bei erhhten Konzentrationen

wird durch den kalzamischen Effekt in den Nieren und im Darm der
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Kalziumgehalt im Serum angehoben. Durch einen erhdhten PTH-Gehalt,
erniedrigte Kalzium- oder Phosphatspiegel kommt es zu einer Forderung der
1a,25(0H),D3-Synthese (Wu et al. 1996, Henry 1979, Baxter & DelLuca 1976,
Gray et al. 1972).

5.1.3 Knochendichtemessverfahren

Die in dieser Studie verwendete etablierte Standardmethode zur Messung der
Knochendichte ist die duale Rontgenabsorptiometrie (DEXA). Es handelt sich
hierbei um eine schmerzfreie, nicht-invasive Réntgenanalyse des Knochens,
mit der quantitativ der Knochenmineralgehalt bestimmt wird. Die Angabe erfolgt
in g/cm? (Knochenmasse/Knochendichte). Das Verfahren beruht auf einer
Abschwachung von Réntgenstrahlen beim Durchlaufen des Knochengewebes.
Die Patienten sind einer geringen Strahlenbelastung von 1 bis 3
puSievert/Aufnahme  ausgesetzt. Messfehler koénnen entstehen  durch
Uberlagerungen von Metallteilen oder degenerative Anbauten (Lange et al.
2005).

Eine weitere non-invasive Methode zur indirekten Messung des
Knochenmineralgehalts ist die digitale Radiografie. Der Nachteil dieses
Verfahrens besteht in der relativ hohen Strahlenbelastung des Patienten.
Zudem erfolgt hierbei nur eine Auswertung an den RoOntgenaufnahmen der
Hand und nicht an den Pradilektionsstellen der Osteoporose. Ferner wird
dieses Verfahren nicht in den Leitlinien des DVO zur Knochendichtemessung

empfohlen.

Die quantitative Computertomografie (QCT) stellt ein Schnittbildverfahren dar
und wird zur Evaluierung der Knochendichte und -geometrie benutzt. Durch
dieses Rontgenverfahren kdnnen transversale Schichten dargestellt und somit
Gewebe Uberlagerungsfrei zweidimensional prasentiert werden. Ferner
ermdglicht die qCT als einziges Knochendichtemessverfahren durch eine
Summation der einzelnen Schichten eine dreidimensionale Betrachtung des
untersuchten Gewebes (Reiser et al. 2006). Jedoch ist die Strahlenbelastung
viel hdher als bei den anderen Verfahren. Nicht zu vernachléassigen sind auch
die hoheren Kosten fiur diese Methode (Kolbeck et al. 1999). Allerdings lassen
sich mit dieser Methode der trabekuléare (spongiose) Knochen und die kortikale

Schicht getrennt messen (Lange et al. 2005).
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Auch sonografisch kann aufgrund der Laufzeiten und Reflexionen des Schalls
in den Extremitaten auf die Knochendichte geschlossen werden. Der Vorteil
dieser Methode liegt in der Wiederholbarkeit, Belastungs- und
Strahlungsfreiheit, guten Verfigbarkeit und den geringen Kosten (Kolbeck et al.
1999). Jedoch ist das Ergebnis des Ultraschalls von dem Koénnen des
Untersuchers abhangig und bisher nicht in dem Ausmal3 reproduzierbar wie die
anderen Knochendichtemessmethoden. Dieses Verfahren wird derzeit lediglich

als Screeningmethode vom Dachverband Osteologie empfohlen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Laborparamter

Hinsichtlich der gemessenen Laborparameter konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den turkischen Migranten und Deutschen nur beziglich
der Vitamin D-Werte ermittelt werden. So fand sich bei 83,1% der turkischen
Migranten ein 25(OH)Ds-Defizit, wohingegen dieser Zustand nur bei 45,7% der
Deutschen vorlag. Bezlglich der anderen bestimmten Laborparamter konnten

keine Signifikanzen errechnet werden.

Die B-CrossLaps als biochemische Marker der Knochenresorption waren bei
12,8% der turkischen Probanden erhoht. Indessen waren die Werte von
Osteocalcin, welches wie bereits erwéhnt als Marker des Knochenaufbaus
fungiert, bei 11,5% der Migranten und 6,5% der Deutschen vermindert.
Demzufolge veranschaulichen diese genannten biochemischen Marker eine
Verédnderung des generellen Knochenmetabolismus und weisen beziglich des
Knochenstoffwechsels auf einen verringerten Aufbau und einen verstarkten
Abbau hin. Dieser Zustand war bei den Migranten verstarkt vorhanden, was
auch das haufigere Auftreten einer Knochendichteminderung erklaren kdnnte.

Vitamin D3 und seine Metabolite regulieren u. a. den Knochenmetabolismus
und haben Einfluss auf die Muskelkraft. Bei einem Vitamin D-Defizit kann sich
ein sekundarer Hyperparathyreoidismus (sHPT) manifestieren. Dieser zeigt die
typische laborchemische Konstellation eines verminderten Kalzium-, erhéhten

PTH- und normalen bis erhéhten Phosphatspiegels.
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In dieser Studie zeigte sich bei 82% der Migranten ein erhéhtes PTH und 6,6%
imponierten mit der klassischen laborchemischen Konstellation eines sek.
Hyperparathyreoidismus. Ein 25(OH)D3-Defizit konnte bei 83,1% der Migranten

nachgewiesen werden.

BekanntermalRen fuhren sowohl ein Mangel an Vitamin D als auch ein sHPT zur
Knochendichteminderung / Osteomalazie (Kruse & Kuhlencordt 1994, Rao et al.
1983). Dies wiederum hat eine erhéhte Knochenresorptionsrate mit Minderung
der Knochendichte und erhéhtem Frakturrisiko zur Folge. Die bedeutende Rolle
des 25(OH)D; liegt folglich in der Pravention und Behandlung der durch
Knochenmineralisationsstorungen gekennzeichneten Erkrankungen

Osteomalazie und Rachitis.

Autoren verschiedener Studien definieren ein latentes Vitamin D-Defizit ab
Serum-25(OH)D3s-Werten unter 10-12 ng/ml (Chapuy 1994, McKenna 1992).
Vor allem in Landern des Nahen Ostens (Libanon, Jordanien, Iran und Turkei)
wird eine Calcitriol-Hypovitaminose beschrieben (Bartley 2008, Lips 2007).
Zahlreiche Studien belegen, dass auch é&ltere hospitalisierte Menschen in
Europa haufig an einem 25(OH)Ds-Defizit leiden (Sorva et al. 1991, Chapuy
1983, Oster et al. 1983, Offermann & Biehle 1978, Corless et al. 1975).

Der Vitamin D-Spiegel im Serum oder Plasma ist in hohem Mal3e von der
Sonnenlichtexposition und somit auch von der geografischen Breite, der
Hohenlage und Jahreszeit abhangig (reduzierte Spiegel in den Monaten
Oktober bis April). Aber auch soziale Faktoren und die Mobilitéat einer Person
haben Einfluss auf den 25(0OH)D3-Gehalt (Holick 1996). Die Hautpigmentierung,
also der Melaningehalt, spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle in der Calcitriol-
Bildung: Das Melanin absorbiert die fur die Pravitamin D-Synthese essentielle
Strahlung (Wémeau 1995). Eine verminderte alimentare 25(OH)Ds-Zufuhr kann
ebenfalls eine Hypovitaminose hervorrufen, dies kann z. B. bedingt sein durch
Konsum von in Cerealien vorhandenen Phytinsauren, welche zusatzlich noch
die Kalzium-Absorption vermindern kénnen (Selby 2003). Auch die Einnahme
von Antikonvulsiva und Erkrankungen wie Hypophosphatasien, intestinale
Resorptions- und Nierenfunktionsstorungen konnen ein Vitamin D-Defizit

verursachen.

Der Begriff der Migrantenosteomalazie ist erstmalig Anfang der 70er Jahre

beschrieben worden. Hierzu erfolgte eine Studie an in England lebenden
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indischen und pakistanischen Migranten. Diese Einwanderer waren haufiger
von einem Vitamin D-Defizit betroffen (Hodgkin et al. 1973, Preece et al. 1973,
Swan & Cooke 1971, Dunningan et al. 1962).

Soweit bekannt ist, handelt es sich bei der vorliegenden Arbeit um die erste, in
der die Vitamin D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen Bsml und Fokl und der
Knochenstoffwechsel bei einer gro3en Probandenzahl scheinbar gesunder

turkischer Migranten mit Deutschen verglichen wurde.

Die untersuchten 229 Personen hatten anamnestisch keine
Resorptionsstorungen und laborchemisch keinen Hinweis auf
Nierenfunktionsstérungen oder auf eine Hypophosphatasie. Ferner wurde
sichergestellt, dass die Probanden keine Medikamente wie Antikonvulsiva
einnahmen, welche ebenfalls den 25(0OH)Ds-Gehalt reduzieren kénnten. Ein

weiteres Ausschlusskriterium bei Frauen war das Vorliegen der Menopause.

Um jahreszeitliche Schwankungen der Vitamin D-Konzentrationen zu umgehen,
wurden alle Blutproben zum Ende des Winters / Beginn des Fruhlings (Méarz
und April 2007) gesammelt. Die Bestimmung des Vitamins zu einem Zeitpunkt
geringer Sonnenlichtexposition kénnte mit eine Ursache dafur sein, weshalb so
viele Probanden Werte unterhalb der Norm aufzeigten. Ein zusatzlicher Grund
fur die signifikant reduzierten 25(OH)Ds-Werte konnte in der dunkleren
Hautpigmentierung der Migranten liegen, aber auch traditionelle und kulturelle
Gewohnheiten wie ein bestimmter Kleidungsstil (verstarkte Bedeckung der
Haut, Tragen eines Kopftuches) und geringere korperliche Aktivitaten im Freien

kénnten eine D-Hypovitaminose hervorrufen.

Die vorliegende Arbeit bestétigt die in vergangenen Studien (Erkal et al. 2006,
McKenna 1992, Offermann 1978) nachgewiesene hohe Pravalenz eines
Vitamin D-Defizits bei tirkischen Migranten in Deutschland (mit 83,1%). Frauen
in der Migrantengruppe scheinen insgesamt einem hoheren Risiko fir einen
Vitamin D- Mangel ausgesetzt zu sein (Turkinnen n=87,8%, Turken n=78,8%).
Sehr wahrscheinlich liegt die Ursache der differenten Haufigkeitsverteilung
darin, dass es bestimmte Risikofaktoren gibt, die nur fir Frauen gelten. Zu
diesen geschlechtsspezifischen Faktoren gehoren z. B. die Anzahl der
Geburten (je mehr Kinder eine Frau gebart, desto niedriger ist der 25(OH)Ds-
Spiegel im Durchschnitt bei Mutter und Kind, auch ein mit steigenden Geburten

entstehender Vitamin D-Mangel in der Muttermilch wurde diskutiert) und das
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Tragen eines Kopftuches bzw. bedeckender Kleidung (Guler et al. 2007, Guizel
et al. 2001, el-Sonbaty & Abdul-Ghaffar 1996).

Uber den BMI wurden ebenfalls Arbeiten mit gegensatzlichen Ergebnissen
bezuglich méglicher Zusammenhange mit Vitamin D-Konzentrationen und /
oder der Knochendichte verdffentlicht. Auch in dieser Arbeit wurde der Body
Mass Index bestimmt und es resultierte, dass ein hoher BMI mit verminderten
25(0OH)D3; Werten in direkter Beziehung stand, was moglicherweise auf einer
Einlagerung des fettléslichen 25(OH)Ds; in das Fettgewebe und dadurch
verminderter Serumwerte beruht (Wortsman et al. 2000, Bell et al. 1985).

5.2.1.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Ein unzureichender Vitamin D-Status kann zu Knochenmineralisierungs-
storungen fuhren. Um deren moglichen Spatfolgen vermeiden zu kénnen, sollte
auch bei nur unvollstandigen klinischen Symptomen, die fur solch eine Stérung
sprechen kénnten, eine Untersuchung des Knochenstoffwechsels veranlasst
werden. Hierzu sollten idealerweise die Bestimmung der Laborparameter
Kalzium, PTH und 25-Vitamin D3 wie auch eine Knochendichtemessung
erfolgen. Sobald ein reduzierter BMD-Wert und ein Calcitriol-Mangel erkannt
werden, sollte eine adaquate osteoprotektive Vitamin D-Behandlung begonnen
werden. Nur so konnen belastende Komplikationen wie sekundarer
Hyperparathyreoidismus, Osteomalazie, Osteoporose, Frakturen, starke

Knochen- und Muskelschmerzen vermieden werden.

5.2.2 VDR-Gen-Polymorphismen

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine systemische Skeletterkrankung
mit  erniedrigter Knochenmasse und einhergehender Erhohung der
Knochenbrichigkeit. Aufgrund ihrer sozialokonomischen Bedeutung erfahrt sie
in den letzten Jahren an stark zunehmender Bedeutung. Um die Osteoporose
frihzeitig therapieren zu konnen, wére ein pradiktiver Faktor in der
Osteoporosediagnostik von groBem Wert. Hierbei muss auch bericksichtigt
werden, dass neben Mechanismen der ossaren Mineralisation auch eine intakte
Synthese der organischen Grundsubstanz fir die lokale Knochenarchitektur
essentiell ist. Denn in der Diagnostik der Osteoporose spielt nicht nur der
quantitative Mineralgehalt des Knochengewebes eine wichtige Rolle, sondern
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auch dessen strukturelle Zusammensetzung. Beide Faktoren bestimmen die
Festigkeit des Knochens und somit auch seine Frakturgeféahrdung.

Die Knochendichte als Pradiktor von Knochenfrakturen ist in hohem Mafl
genetisch determiniert. So belegen Familien- und Zwillingsstudien, dass das
Erreichen einer maximalen Knochenmasse (,peak bone mass®) und damit auch
ein biomechanisch kompetenter Knochen von genetischen Faktoren abhangt
(Krall & Dawson-Hughes 1993, Slemenda et al. 1991, Pocock et al. 1987). Der
genetische Hintergrund ist jedoch komplex und Faktoren wie Umwelt,
Ernahrung und Bewegungsverhalten haben einen nicht unerheblichen Einfluss

auf den Knochenmetabolismus.

In den letzten Jahren haben sich auf diesem Gebiet neue Wege der
molekularbiologischen  Forschung  etabliert. Zu den  sogenannten
Kandidatengenen, die als Steuergene des Knochenstoffwechsels mit diesem in
Verbindung gebracht werden, gehort unter anderem auch das Vitamin D-
Rezeptor-Gen. 1994 wurde erstmals beschrieben, dass ein Polymorphismus im
VDR-Gen die Knochendichte und somit auch osteoporotische Frakturen
voraussagen konnte (Morrison et al. 1994). In den letzten Jahren folgten eine
Reihe von Studien tUber den Zusammenhang zwischen der Knochendichte und
dem VDR-Gen. Hierfir wurden Untersuchungen an einer Vielzahl ethnischer
Populationen durchgefuhrt. Bisher sind mehrere ,single nucleotide®
Polymorphismen (SNP) in verschiedenen Regionen des Vitamin D-Rezeptor-
Gens gefunden worden, diese werde u. a. detektiert durch die

Restriktionsenzyme Bsml und Fokl.

Insgesamt entstanden bei den Untersuchungen unterschiedliche, teilweise
gegensatzliche Resultate. Unter anderem kdnnte man diese Diskrepanzen in
den Ergebnissen der bisher verotffentlichten Studien durch folgende Punkte
erklaren: (1) stark differierende Aufbauten der einzelnen Studien, (2) regional
differente externe Einflisse auf den Vitamin D-Haushalt, (3) Vorhandensein
einer stark ausgepragten geografischen Variabilitatt der VDR-Allele mit
unterschiedlichen migrationsbedingten genetischen Vermischungen und (4)
lassen sich aus biologischen Grinden nicht zwangslaufig statistisch lineare
Zusammenhange zwischen Mutationen in regulatorische Untereinheiten von
VDR-Gen-Polymorphismen und dem Phéanotyp der Erkrankung, also der

Osteoporose, erwarten.
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In Bezug auf die Migrantenosteomalazie ist ein Polymorphismus des Vitamin D-
Rezeptors von weiterem Interesse. Vitamin D kann nur nach Bindung an seinen
Rezeptor biologisch aktiv werden. Bei entsprechenden Polymorphismen des
VDR ware somit eine Alteration der Vitamin D-Wirkung denkbar. Bei
zusatzlichem Vorliegen eines Vitamin D-Defizit waren die Auswirkungen
maoglicherweise umso ausgepréagter. So deuten Untersuchungen zu dem Fokl-
Polymorphismus des VDR-Gens auf eine mogliche Assoziation einer
reduzierten Knochendichte wund einer genetischen Pradisposition bei
bestimmten Genotypen hin. Verschiedene Fokl-Genotypen bewirken in der
Translation der VDR unterschiedlich lange mRNA-Strange. Bei der Translation
des FF-Genotyps z. B. verkirzt sich der Vitamin D-Rezeptor um drei

Aminosauren, in den Kdrperzellen werden dann gednderte VDR exprimiert.

Die Arbeitsgruppe Baltzer et al. (1999) konnten zeigen, dass die BMD am
Achsenskelett mit Polymorphismen der VDR-Allele assoziiert ist. Diese besitzen
einen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und die Frakturrate. Obermayer-
Pietsch et al. (1999) konnten Hinweise auf Zusammenhange der Knochendichte
mit dem Translations-Initiations-Polymorphismus des Vitamin D-Rezeptors,
dem sog. Fokl-Polymorphismus aufzeigen. Weitere Untersuchungen zum Fokl-
Polymorphismus deuten ebenfalls auf einen moéglichen Zusammenhang einer
verminderten Knochendichte und einer genetischen Pradisposition bei
bestimmten Genotypen hin (Harris et al. 1997, Gross et al. 1996).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Assoziation der
Knochendichte mit dem Fokl-Polymorphismus aufgezeigt werden. Weibliche
Probanden aus der Gruppe der tirkischen Migranten mit dem Genotyp Ff
zeigten im Vergleich zu Migrantinnen mit den Genotypen FF oder ff signifikant
niedrigere BMD- und T-Score-Werte im Bereich der LWS und des
Schenkelhalses auf. Die Befunde weisen auf eine Geschlechtsabhangigkeit hin,
da bei den mannlichen Migranten keine signifikanten Assoziationen
nachgewiesen werden konnten. Dies kdnnte im Rahmen der geringen Fallzahl
zu werten sein, weitere Untersuchungen an einem groR3eren Kollektiv
erschienen daher sinnvoll. Keine Signifikanzen zeigten sich sowohl bei den
mannlichen als auch bei den weiblichen Migranten beziglich des Bsml-

Genpolymorphismus
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Bezlglich des Einflusses der  VDR-Polymorphismen auf den
Knochenmetabolismus ist anzumerken, dass das Osteocalcin-Gen das einzige
Gen darstellt, welches mit dem VDR-Gen interagiert. Das OC-Protein stellt
einen klinischen Indikator der Kochenformation dar (Delmas et al. 1985). In
Zellkulturen  konnte beobachtet werden, dass die Aktivitat eines
eingeschleusten OC-Gens vom Vorhandensein und der Rezeptoranzahl des
Vitamin D abhangt (28). Hierdurch liegt die Hypothese nahe, dass funktionell
verschiedene Allele des Vitamin D-Rezeptors Auswirkung auf die Osteocalcin-
Konzentration haben. Die Arbeitsgruppen von Howard (1995) und Morrison
(1992) konnten dies mit ihren Untersuchungen beweisen.

Als weiterer Marker der Knochenformation gilt die knochenspezifische
alkalische Phosphatase (Garnero & Delmas 1996). Jedoch konnte bisher kein
genetischer Effekt des VDR auf diesen Parameter nachgewiesen werden
(Murakami et al. 1998, Rauch et al. 1997).

Fazit bleibt, dass bei weiblichen turkischen Migranten der Fokl-Polymorphismus
des VDR-Gens ein interessanter genetischer Marker der Knochendichte zu sein
scheint. Die VDR-Allel-Analyse konnte zur frihzeitigen Erfassung einer
Knochendichteminderung bei Migranten ein brauchbares, wenn auch additives
Verfahren darstellen. In der taglichen Praxis stellen Genmutationen des VDR-
Gens zur Beurteilung des individuellen Risikos fur einen Knochenmasseverlust

jedoch noch keine realistische Option dar.

5.2.2.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Forschungen zur Aufdeckung genetisch bedingter Zusammenhange der
Knochendichteminderung / Osteoporose bzw. des Knochenstoffwechsels sind
generell noch in ihren Anfangen und trotz der Fille an Studien sind die
molekularen Zusammenhange zwischen den Polymorphismen des VDR-Gens
und dem Knochenstoffwechsel nach wie vor unklar.

Es werden immer mehr potentielle Gene und ihre Polymorphismen entdeckt,
die fur die oben genannte Systemerkrankung und die Regulation des
Knochenmetabolismus verantwortlich gemacht werden. Die Ergebnisse sind
aktuell eher von wissenschaftlichem Interesse und derzeit ohne Klinische
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Relevanz. In den nachsten Jahren jedoch sind entscheidende Impulse fir die
Erkrankungsvorhersage, Pravention, Diagnose, Prognose und

Therapiestrategien zu erwarten.

Zukunftige Arbeiten mussten vor allem die genetischen Faktoren und die Gen-
Umwelt-Interaktionen kritisch studieren und auch in unterschiedlichen
ethnischen Gruppen genetische Untersuchungen in Relation zur Knochendichte
und Frakturhaufigkeit durchftihren.
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6 Zusammenfassung — Summary

6.1 Zusammenfassung

An Osteoporose leidende Menschen weisen eine reduzierte Knochendichte
(BMD) mit einhergehender Risikoernbhung fur kndcherne Frakturen auf.
Weiterhin liegen eine gesteigerte Morbiditdt und Mortalitat vor. Eine erbliche
Komponente der Knochendichte konnte mit verschiedenen Zwillings- und
Familienstudien belegt werden, woraufhin im Laufe der Jahre ein grol3es
Interesse an einem molekulargenetischen Hintergrund der Knochendichte
entstand. Obwohl die fir die Regulation der Knochendichte verantwortlichen
Gene noch nicht vollstandig bekannt sind, findet man zahlreiche Publikationen
Uber verschiedene Kandidatengene, die einen mdglichen Einfluss haben
konnten. So liegen diverse Untersuchungen vor, die sich mit Assoziationen der
Knochendichte und dem Vitamin D-Rezeptor-(VDR-)Gen-Polymorphismus
auseinandersetzen. Hierbei findet man unterschiedliche und teilweise sogar

widerspruchliche Ergebnisse.

Das Ziel dieser Arbeit war die Beschreibung eines moglichen
Zusammenhanges zwischen einer verminderten Knochendichte in Form von
osteoporotischen Verhaltnissen und Vitamin-D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen
bei in Deutschland lebenden tlurkischen Migranten im Vergleich zu einer

gesunden deutschen Kontrollgruppe.

HierfGr wurden von insgesamt 183 tlurkischen Migranten (98 Manner, 46
Frauen) und 46 altersvergleichbaren Deutschen (13 Méanner, 33 Frauen) die
Knochendichte im Lendenwirbelsédulenbereich und am rechten Schenkelhals
gesamt mit der DEXA-Methode gemessen. Weiterhin sind folgende
Laborparameter bestimmt worden: Parathormon, Kalizum, Osteocalcin,
Phosphat, alkalische Phosphatase, 3-CrossLaps und 25-Vitamin Ds. Zusétzlich
erfolgte eine molekulargenetische Analyse durch Extraktion der DNA aus
peripheren Leukozyten zur Genotypisierung der beiden VDR-Gen-
Polymorphismen Bsml und Fokl. Das Fehlen bzw. Vorhandensein der
Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen wurde definiert als ,B*, ,F*
bzw. ,b“, f*.
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Insgesamt wiesen 83,1% der turkischen Migranten eine 25(OH)Ds-
Hypovitaminose auf, dieser Zustand war bei den Deutschen nur zu 45,7%
vorhanden. Weiterhin konnte bei 82% der Migranten ein erhéhter PTH-Spiegel
und bei 6,6% die klassische laborchemische Konstellation eines sek.
Hyperparathyreoidismus objektiviert werden.

Weder bei den Migranten noch bei den deutschen Probanden war es méglich,
bedeutende Abweichungen hinsichtlich der Verteilung fur einen Bsml-
Polymorphismus auszumachen. Bezlglich der Fokl-Allele hingegen waren sehr
wohl signifikante Unterschiede vorhanden. So lagen in der Gruppe der
turkischen Migranten haufiger die Genotypen ,FF* vor (p=0,009). AufRerdem
wiesen Frauen aus der Gruppe der Migranten, bei denen ein Ff-Genotyp
nachgewiesen werden konnte, verminderte BMD- und T-Score-Werte sowohl im
LWS-Bereich als auch am rechten Schenkelhals gesamt auf (p<0,046).
Bezeichnende Assoziationen zu den untersuchten Laborparametern waren

nicht erkennbar.

Die Manner aus der Gruppe der Turken wiesen keine Assoziation zwischen den

Knochendichte-Werten und den Fokl-Genotypen auf.

Aus den vorliegenden Daten lasst sich also ein Einfluss der Fokl-
Polymorphismen auf die Knochendichte bei tirkischen Migrantinnen annehmen.
Durch eine Analyse der Vitamin D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen kénnte man
bei diesen Personen ein mdgliches Osteopenie- bzw. Osteoporoserisiko
frihzeitig erfassen und eine individuelle Risikoeinschatzung beziglich einer
hohen Knochenbruchgefahr bestimmen. Bei einer ermittelten Risikoerh6hung
fur Frakturen wére es dann angebracht, eine osteoprotektive Medikation
einzuleiten und somit den Prozess der Knochendichtereduktion zu

verlangsamen.

Weitere, zukinftige Studien sind notwendig, um das genaue Ausmald des
Einflusses des VDR-Polymorphismus analysieren zu kdénnen. Hierbei muss
aber auch darauf geachtet werden, dass alle Faktoren eliminiert werden, die
einen Einfluss des VDR-Gen-Polymorphismus auf die Knochendichte

maskieren kdnnten.
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6.2 Summary

People with the systemic skeletal disease ,osteoporosis* have got a low bone
mass density (BMD) and this accompanies an increased risk for bone fractures.
It is also known that osteoporosis is linked up with increased morbidity and
mortality. As a result of several studies with twins and families, genetitic factors
seem to be involved in the pathogenesis of low BMD. Due to this fact, many
clinical trials are engaged in hereditarily facts influencing the bone mass.
Although the gene which regulates the BMD is not entirely defined, a couple of
publications suggest that several genes are involved. The vitamin D-receptor-
gene (VDR-gene) has been implicated as a factor affecting the bone mass.
However, associations of VDR-genotypes to bone mineral density in different

populations have brought contradictionary results.

The aim of the current study was to research a possible coherence between the
phenotypical expression of osteoporosis in Turkish migrants living in Germany
and the genetic background of polymorphisms of the VDR-gene, compared to
healthy Germans as a control. Exactly 183 Turkish migrants (98 males, 85
females) and 46 age-matched Germans (13 males, 33 females) were
investigated for their femoral and lumbar BMD by DEXA. Furthermore, the
following laboratory parameters were measured in parallel: parathormon,
calcium, osteocalcin, phosphatase, alkaline phosphate, B-crossLaps and 25-
vitamin D3. By using genomic DNA from peripheral leukocytes the Bsml- and
Fokl-polymorphisms of the VDR-gene were also genotyped. Absent or present

restriction sites were defined as “B”, “F” or “b”, “f".

Of note Turkish immigrants had a significant higher prevalence of 25(0OH),D3;
hypovitaminosis (in 83.1%), they also showed in 82% an elevated PTH and in
6,6% a secondary hyperparathyreoidism.

There was no difference in the disposition of the Bsml-VDR-gene-polymorphism
— neither at Turkish migrants nor at Germans. But the Turkish migrants showed
a significant disposition in Fokl-polymorphism (genotype FF in 54,1%, p=0,009).
Besides, Ff-genotyped Turkish women exhibit significantly decreased BMD and
T-Scores of their right femur and lumbar spine (p<0,046). Significant
associations with any laboratory parameters could not be demonstrated. Male
Turkish migrants did not show any compound between BMD and Fokl-

genotypes.
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The current study observed that Fokl-polymorphisms at the VDR gene are of
clinical value in identifying female Turkish migrants who are at risk for
decreased bone mineral density (osteopenia / osteoporosis). Further studies

should define diagnostic and possible therapeutic implications.
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