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Zusammenfassung

In der alteren Bevolkerung sind ein Mangel an Vitamin D und B-Vitaminen weit verbreitet und
begilnstigen die Entstehung von Osteoporose und anderen altersassoziierten Erkrankungen.
Die Supplementation dieser Vitamine stellt eine vielversprechende Strategie der Pravention
dar. Das Augenmerk unserer Studie richtete sich auf den Effekt, den eine Supplementation
von B-Vitaminen zusatzlich zu einer Supplementation von Vitamin D und Kalzium auf den

Knochenstoffwechsel und weiteren Metabolismus bei alteren Menschen erzielt.

Fir die doppelblinde Studie wurden 111 Probanden (54-85 Jahre) auf zwei Gruppen rando-
misiert verteilt. Eine Gruppe erhielt taglich Vitamin D (1200 IE) und Kalziumkarbonat (456
mg) (Gruppe B), die andere Gruppe erhielt taglich Vitamin D (1200 IE), Kalziumkarbonat
(456 mg), Vitamin B2 (0,5 mg), Vitamin Bg (50 mg) und Folsaure (0,5 mg) (Gruppe A) in Tab-
lettenform. Nichternblut und Morgenurin wurden zu Beginn der Studie, nach 6 und nach 12

Monaten gesammelt, um den Vitaminstatus, Metabolite und Knochenmarker zu messen.

Zu Studienbeginn wies das Mittel der Probanden einen Vitamin D-Mangel auf. Auferdem
waren die Werte fur Parathormon im Plasma erhdht. Wir konnten eine inverse Korrelation
zwischen Vitamin D und Parathormon feststellen. S-Adenosyl-Homocystein und S-Adenosyl-

Methionin korrelierten mit Parathormon, Sclerostin und Bone Alkaline Phosphatase.

In beiden Gruppen stiegen die Vitamin D-Spiegel im Mittel signifikant an (87,6% Gruppe A,
133,3% Gruppe B) und sanken die Parathormon-Spiegel signifikant ab (28,3% Gruppe A,
49,4% Gruppe B). Die Probanden wiesen zu Studienbeginn eine moderate Hyperhomo-
cysteindmie auf (12,6 pymol/l Gruppe A, 12,3 umol/l Gruppe B). In der Probandengruppe, die
B-Vitamine substituierte (A), sanken die Gesamthomocytein-Spiegel nach 12 Monaten signi-
fikant (p<0,001) um 29,4%. Weitere Knochenmarker sanken wie folgt: Osteocalcin um 37,5%
(A) und um 49,4% (B), knochenspezifischen Isoform der alkalischen Phosphatase um 2,8%
(A) und um 16,2% (B), Tartrat-resistente saure Phosphatase um 6,1% (A) und um 36% (B).

Die Supplementation von Vitamin D Uber ein Jahr bewirkte eine signifikante Verlangsamung
des Knochenstoffwechsels, vermittelt (ber eine Senkung der Parathormon-Spiegel und ist
langfristig zu empfehlen. Durch die Supplementation von B-Vitaminen konnte eine Hyperho-
mocysteinamie korrigiert werden. Wir konnten keine weiterfiihrende Beeinflussung des Kno-
chenstoffwechsels durch eine zusatzliche Vitamin-B-Supplementation feststellen. Es besteht
jedoch eine Tendenz, dass Individuen mit starker Hyperhomocysteinamie durch die Supple-
mentation von B-Vitaminen einen Nutzen haben. Sinkende Gesamthomocytein-Spiegel und
dadurch verminderter storender Einfluss auf das Kollagen-cross-linking, vermindern wahr-

scheinlich das Risiko des Individuums, eine Osteoporose zu entwickeln.



Abstract

In the elderly, deficiencies of vitamins D and B are widespread and contribute to the devel-
opment of osteoporosis and other age-associated diseases. Supplementation of these vita-
mins is a promising strategy for prevention. Our study focused on the effect of supplementa-
tion of B vitamins in addition to supplementation of vitamin D and calcium carbonate on bone

turnover and other metabolisms in the elderly.

In a double-blind study 111 subjects (54-85 years) were randomized into two groups. One
group (group B) received daily vitamin D (1200 IU) and calcium carbonate (456 mg), the
other group (group A) received daily vitamin D (1200 IU), calcium carbonate (456 mg), vita-
min B42 (0.5 mg), vitamin Bg (50 mg), and folic acid (0.5 mg) in tablet form. Fasting blood and
fresh morning urine were collected at baseline, after 6 months, and after 12 months for the

determination of the supplemented vitamins, their metabolites, and bone turnover markers.

At baseline, the median of the subjects had a vitamin D deficiency. In addition, the parathy-
roid hormone levels in plasma were increased. We found an inverse correlation between
vitamin D and parathyroid hormone. S-adenosyl-homocysteine and S-adenosyl-methionine

correlated with parathyroid hormone, sclerostin, and bone alkaline phosphatase.

In both groups levels of vitamin D increased significantly (87.6% in group A, 133.3 % in
group B) and parathyroid hormone levels decreased significantly (28.3% in group A, 49.4%
group B). At baseline, a moderate hyperhomocysteinemia was found in both groups (12.6
pmol/L in group A, 12.3 pmol/L in group B). In the group substituted with B vitamins (A) total
homocyteine levels were significantly decreased by 29.4% after 12 months (p<0.001). Other
bone markers decreased as follows: osteocalcin by 37.5 % (A) and 49.4 % (B), bone specific
isoform of alkaline phosphatase by 2.8 % (A) and 16.2% (B), tartrate resistant acid phos-
phatase by 6.1 % (A) and 36% (B).

Supplementation of vitamin D for one year caused a significant deceleration of bone metabo-
lism, mediated by a reduction in parathyroid hormone levels. Therefore, vitamin D supple-
mentation is recommended in the long term. By supplementing B vitamins we corrected hy-
perhomocysteinemia. We could not detect any further influence on bone metabolism by an
additional vitamin B supplementation. However, there is a tendency that the supplementation
of B vitamins has a benefit for individuals with severe hyperhomocysteinemia. Decreasing
total homocysteine levels and thereby reduced disruptive influence on the collagen cross-

linking probably reduces the risk of individuals to develop osteoporosis.



1. Einleitung
1.1 Osteoporose

Der Begriff Osteoporose (OSP) leitet sich ab von osteos=Knochen und poros=Tuffstein. OSP
stellt die haufigste Knochenerkrankungen im héheren Lebensalter (34;112) und die haufigste
metabolische Osteopathie dar (es sind ca. 10% der Bevdlkerung betroffen) (36). OSP ran-
giert bei Frauen auf Platz eins der chronischen Erkrankungen und bei Mannern, nach der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD), auf Platz zwei (132). Das Krankheitsbild
OSP ist charakterisiert durch eine Reduktion der Knochenmasse (Osteopenie), einer Veran-
derung in der Mikroarchitektur des Spongiosaanteils des Knochens (Abbildung 1). Klinisch
erscheint die OSP entweder asymptomatisch oder sie geht mit Korpergréfienverlust, ver-
starkter thorakaler Kyphose, radiologisch darstellbaren Wirbelkérperdeformitaten und belas-
tungsabhangigen Riickenschmerzen einher (24). Weiterhin wird ein hoheres Risiko flr das

Auftreten von Frakturen beschrieben, die schon durch ein sehr schwaches Trauma bedingt

werden und in einer erhohten Fragilitat des Knochens begriindet liegen (24;34;36;101;147).
Osteoporotische Frakturen sind signifikant haufig mit einer Erhéhung der Morbiditat, der Mor-
talitat und der Wahrscheinlichkeit weiterer Frakturen (16) und einem Verlust von Mobilitat
und Unabhangigkeit verbunden, was signifikant haufiger zu dauerhafter Hospitalisierung
fuhrt (101). Fur Schenkelhalsfrakturen wird eine 1-Jahres-Mortalitatsrate von 10-20% berich-
tet (71).

22 " us(uu)mulhtll =

Abbildung 1: Mikroarchitektur eines gesunden gegeniber eines osteoporotisch veranderten
Wirbelkorpers; auffallig ist die fehlende Quervernetzung der Spongiosabalkchen beim osteoporotisch

veranderten Wirbelkérper; Burrows et al. (24).



1.1.1 Formen

Man unterscheidet eine primare und eine sekundare Form der OSP. Die haufigere Form der
OSP ist die primare Form mit einem Anteil von 95%. Unter der primaren Form der OSP wer-
den die postmenopausale OSP (Typ | OSP), die senile OSP (Typ Il OSP) und die seltene
idiopathische OSP junger Menschen zusammengefasst (71) (Tabelle 1). Achzig Prozent aller
OSP betreffen postmenopausale Frauen (34). Drei3ig Prozent aller Frauen entwickeln nach
der Menopause eine klinisch relevante OSP. Der Altersgipfel fir das Auftreten einer postme-
nopausalen OSP Typ | liegt bei Frauen zwischen 50 und 60 Jahren. Die senile OSP nimmt
ab einem Alter von 70 Jahren bei beiden Geschlechtern stetig zu (71). Jede 3.—4. Frau von
70 Jahren hat mindestens eine osteoporotische Fraktur. Die Inzidenz nichtvertebraler Fraktu-
ren bei Frauen lber 65 Jahre betragt 3.500 pro 100.000/Jahr (34;199). Bei der selteneren
sekundaren OSP (5%) stehen die Behandlung mit Glucokortikoiden (Gko) (>5 mg Predniso-

lon/d) und Immobilisation als Ursachen im Vordergrund. In 2% der Falle einer sekundaren

OSP wird eine endokrine Ursache diagnostiziert, wobei Manner hier (mit 60%) als Betroffene
deutlich Uberreprasentiert sind. Endokrine Ursachen fir eine sekundare OSP sind: Hyperkor-
tisolismus, Hypogonadismus, Hyperthyreose u.a. Als weitere Ursache kommt auch ein Mal-
absorptionssyndrom mit verminderter Zufuhr von Kalzium (Ca®") und 25-Hydroxy-Vitamin Ds
(VitD) in Betracht (71).

Tabelle 1: Formen der Osteoporose(71)

Form Primare OSP Sekundare OSP mit OSP Hereditére
assoziierte Erkrankungen
Erkrankungen
Haufigkeit 94% 5% <1% <1%
Auspragung Postmenopausale Endokrine Ursachen: Rheumatoide Osteogenesis
OSP (Typ I); Hyperkortisolismus, Arthritis; imperfecta;
Senile OSP (Typ I); Hypogonadismus, Morbus Crohn  Ehlers-Danlos-
Idiopathische OSP Hyperthyreose, u.a.; Syndrom;
junger Menschen Malabsorptionssyndrom, Marfan-
(selten) Immobilisation; Syndrom;
latrogen/medikamentds Homocystinurie

(Glucokortikoid- (>5 mg
Prednisolon/d)
und/oder Heparin-

Langzeittherapie)

OSP: Osteoporose



1.1.2 Ursachen der Osteoporose

OSP ist eine Knochenstoffwechselerkrankung, die durch Stérungen der Knochengewebere-
modellierung gekennzeichnet ist. Es ist eine systemische Skeletterkrankung, die von einer
geringen Knochenmasse und einem mikrostrukturellen Abbau des Knochengewebes beglei-

tet ist (Abbildung 2), was zu einer erhdhten Frakturanfalligkeit fuhrt (103).

Abbildung 2: Histologischer Schnitt und schematische Darstellung jeweils eines gesunden (oben von
links nach rechts) und eines osteoporotisch veranderten (unten von links nach rechts) senilen
Wirbelkorpers (24)

1.1.2.1 Hormonmangel als Ursache fur Osteoporose

Der haufigste Typ der OSP tritt bei postmenopausalen Frauen auf und wird von einem, auf
dem Ausbleiben der Ovarialfunktion beruhenden, Ostrogenmangel verursacht. Die Ursache
der primaren Form Typ | liegt also in einer Veranderung der Steroidhormonkonzentration mit
Eintritt der Menopause bei der Frau und mit zunehmendem Alter beim Mann (71). Die Prava-
lenz der OSP [Dual-energy-X-Ray-Absorptiometrie (DXA) T-Wert < - 2,5 gemallt WHO Defini-

tion] belauft sich bei postmenopausalen Frauen in Deutschland auf ca. 7% fur 55-jahrige und
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auf 19% fur 80-jahrige (48). Durch die Wiederherstellung der pramenopausalen Ostrogen-
konzentration mittels Substitutionstherapie kann ein Fortschreiten des Abbaus von Knochen-
gewebe verlangsamt werden. Darlber hinaus verzdgert eine Ostrogensubstitution gleich
nach Einsetzen der Menopause die Skelettatrophie. Bei Ostradiolkonzentrationen <13 ng/I
findet bei Frauen eine gesteigerte Knochenresorption statt (35). Auch bei einem Drittel der
Manner, die von OSP betroffen sind, wurden Ostradiolkonzentrationen <13 ng/l gemessen.
Ein postmenopausal gesteigerter Knochenmasse- und Strukturverlust, vor allem am trabeku-
laren Knochen, liegt in einer Enthemmung der Knochenresorption durch gesunkene Ostro-
genspiegel begriindet. Man spricht hier von einer high-turnover-OSP. Der positive Einfluss
der Ostrogene auf differenzierte osteoblastére Zellfunktion (Wachstumsfaktor-, Kollagen-
Typ-1-Synthese) entfallt zunehmend und miindet in einer beeintrachtigten Knochenbildung
(172). Der osteoanabolische Effekt der Androgene resultiert aus einem starken stimulieren-
den Effekt auf die Knochenbildung und einem schwacheren, den Knochenabbau hemmen-
den Effekt (106). Dieser nimmt beim alternden Mann aufgrund einer verminderten Andro-
genproduktion ab. Besonders betroffen sind hiervon Manner mit einer niedrigen Ausgangs-
knochenmasse und einem, sich auf die Knochenarchitektur negativ auswirkenden Lebensstil

(Rauchen, Ca*-und VitD-arme Erndhrung, Bewegungsmangel) (28).

1.1.2.2 Behandlung mit Glukokortikoiden und/oder Substanzen zur Arthritis- bzw.

Krebstherapie als Ursache fur Osteoporose

Bei 20% der sekundaren OSP liegt die Ursache in einer Langzeittherapie (>3 Monate) mit
hochdosierten Gko (z.B. >5 mg Prednisolon/d). Gko bewirken bei Menschen jeden Alters
geschlechtsunabhangig einen gravierenden Verlust von trabekularer Knochenmasse (2).
Gko stéren die empfindliche Balance zwischen Osteoblasten und —klasten und verschieben
das Gleichgewicht langfristig in Richtung einer Uberwiegenden Knochenresorption. Die zwei
Haupteffekte von Gko am Knochen sind 1. die Induktion der Apoptose von Osteoblasten und
Osteozyten und 2. die Verlangerung der Lebensspanne von Osteoklasten (151). Darlber
hinaus verursachen Gko auch eine Veranderung der Knochenstoffwechselparameter in Se-
rum und Urin und induzieren im Tiermodell eine Erhdhung der Marker fur Autophagie von
Osteozyten (211). Signifikante Risikofaktoren flr das Auftreten von Frakturen nach einer
langfristigen Gko-Therapie sind: Alter >65 Jahre, positive Familienanamnese fur OSP und

geringer Ca®*-Konsum (151).

Fur Hochrisikopatienten bezlglich osteoporotischer Frakturen sollte vor einem Gko-

Therapieintervall eine Medikation mit antiosteoporotischen Medikamenten wie z.B.



Bisphosphonaten erfolgen. Ein Therapieintervall sollte die Dauer von 3 Monaten nicht Uber-
schreiten und zwischen den Intervallen sollten jeweils 3 Monate Karenzzeit liegen (151).
Studien zu Nichtsteroidalen Antirheumatika haben gezeigt, dass sowohl Cyclooxygenase-1-
als auch Cyclooxygenase-2-Hemmer die Knochenbildung, die Frakturheilung und das Ein-
wachsen von Knochen hemmen, wenn sie Kkontinuierlich eingenommen werden
(3;:59;193;201;205;210). Cyclosporin A ist ein zyklisches Pilz-Peptid, das die Aktivierung von

T-Lymphozyten vornehmlich Uber eine Hemmung der Transkription des Interleukin-2-Gens

verhindert. Bei transplantierten Patienten verursacht Cyclosporin A einen Knochenmassever-
lust, indem es den Serumspiegel des Osteocalcins (OC) erhoht (176;190). Bei weiblichen
Arthritis-Patientinnen zeigt Cyclosporin A in der Langzeitanwendung einen negativen Effekt
auf die Knochendichte (BMD) (138). Methotrexat (MTX) ist ein Folsaureantagonist und ver-
ursacht OSP und Knochenschmerzen, wenn es in sehr hohen Dosen zur Krebstherapie an-
gewendet wird. Im Tiermodell induzierte hochdosiertes MTX signifikant die Apoptose von
Chondrozyten und Osteozyten und reduziert ihre Proliferationsrate (212). MTX bewirkt in
niedrigerer Dosierung (ca. 10 mg/Woche), wie sie bei rheumatischen Patienten Ublich ist,
jedoch keine Abnahme der BMD (44) und keine Abnahme der Proliferation menschlicher

Osteoblasten (115;136;208). Interleukin-6-Ausschittung foérdert die Formation von Oste-

oklasten und die Knochenresorption. MTX zeigt sogar einen ,Knochen-sparenden® Effekt, da
durch inflammatorische Agonisten (Tumornekrosefaktor-alpha, Interleukin-1-alpha, u.a.)
vermittelte osteoblastare Interleukin-6 Ausschuttung supprimiert wird (214). Inflammation
stellte sich als groRerer Risikofaktor fiir eine niedrige BMD heraus, als z.B. Ubergewicht
(100).

1.1.2.3 Weitere Ursachen fir Osteoporose

Die Langzeitanwendung von Medikamenten, die zur Behandlung von psychiatrischen Er-
krankungen verschrieben werden, kann den Knochenstoffwechsel beeinflussen. Bei vielen
konventionellen (z.B. Haloperidol) aber auch bei neueren atypischen Antipsychotika (Rispe-
ridon, Clozapin) tritt als unerwiinschte Nebenwirkung eine Hyperprolaktinamie auf, die wie-
derum mit einer Abnahme der BMD verbunden, mit einem erhohten Frakturrisiko assoziiert

ist (95;97;118;158). Lithium fihrt zu einer vermehrten Ausschiittung von PTH, was den Kno-

chenabbau férdern kann. Bei der abschlieRenden Bewertung des Einflusses von Psycho-
pharmaka auf die BMD missen weitere, flr viele psychiatrische Patienten charakteristische,
Faktoren, die ebenfalls eine OSP férdern, mit berticksichtigt werden (Mangelerndhrung, Be-

wegungsarmut, Nikotinabusus, vornehmlicher Aufenthalt in geschlossenen Raumen) (150).



Die langfristige Behandlung epileptischer Erkrankungen mit antiepileptischen Medikamenten
geht laut einer Vielzahl von Studien mit einer schlechten Knochenqualitat einher. Patienten,
die mit antiepileptischen Medikamenten behandelt werden, weisen einen abnormen Kno-
chenstoffwechsel, eine niedrige BMD und ein deutlich erhéhtes Frakturrisiko auf (163). Das
erhdhte Frakturrisiko wird auch durch eine héhere Sturzinzidenz bei tonisch-klonischen An-
fallen, Immobilitdt, einer (genetischen Disposition zur) geringen BMD und einer ungentigen-
den Versorgung mit Ca®* und VitD begriindet. Autoren zeigten jedoch, dass in einer Hochri-
sikopopulation von Epileptikern, die schon unter OSP litten, die Zahl der aufgetretenen Kno-
chenbriiche signifikant mit der Héhe der Tagesdosis an Antiepileptika korrelierte (11). Stu-
dien zu einzelnen antiepileptischen Medikamenten zeigen hier ein gemischtes Bild. Pheny-
toin, Phenobarbital und Primidon zeigen den deutlichsten Zusammenhang mit einer Ver-
schlechterung der Knochenqualitat. Bei Carbamazepin und Valproat ist die Studienlage ge-
mischt. Lamotrigin zeigte in Studien keinen bzw. nur einen geringen negativen Einfluss auf

die Knochenqualitat (163).

Der Verdacht, dass die langfristige Einnahme von Statinen das Frakturrisiko beeinflusst, wird
in der Literatur kontrovers diskutiert. Einige Studien deuten auf eine Erniedrigung des Frak-
turrisikos, speziell in der synergistischen Kombination mit einer Hormontherapie, hin

(9:130;146). Weitere Studien mit Daten von zusammengenommen Uber 3000 Patienten kon-

nen einen signifikanten Unterschied/Zusammenhang in Bezug auf das Frakturrisiko bei Sta-

tinbehandlung im Vergleich mit Placebo jedoch nicht bestatigen (62;216). Cholesterin-

bindende Harze (Cholestyramin) fihren zu niedrigen VitD-Plasmaspiegeln. Durch die Re-
sorptionshemmung fettldslicher Vitamine im Magen-Darm-Trakt wird ein VitD-Mangel protra-
hiert (83). Protonenpumpeninhibitoren (PPIs) reduzieren die Magensaureproduktion und sind
ein gangiges Medikament zur Prophylaxe einer Schadigung des oberen Gastrointesti-
naltrakts. In den letzten 10 Jahren wuchs die Vermutung eines Zusammenhangs zwischen

einer PPI-Therapie und dem vermehrten Auftreten von Frakturen (39;107). Eine Analyse

vieler Studien der letzten Jahre ergab jedoch keinen signifikanten kausalen Zusammenhang
zwischen der indirekten Wirkung der PPls auf die Kalziumhomdostase und BMD bzw. den
direkten Mechanismen der PPIs in Bezug auf den Knochenmetabolismus und dem vermehr-
ten Auftreten von Frakturen (156;198). Im klinischen Alltag sollten PPIs trotzdem mit Bedacht
und nur bei deutlicher Indikation und hohem zu erwartendem Nutzen eingesetzt werden
(198).



1.1.3 Diagnostik der Osteoporose

Die Diagnostik der OSP beginnt mit allgemeinen Verfahren und geht dann Gber in speziell
osteologisch-diagnostische Verfahren. Zu den speziellen Verfahren gehéren die Messung
der BMD und die Bestimmung von sogenannten ,Knochenmarkern® im Serum respektive

Urin.

1.1.3.1 Basisdiagnostik

Zur Basisdiagnostik gehdren Anamnese (Erfassung von Risikofaktoren, KoérpergrofRe, Ge-
wicht, Beurteilung von Muskelkraft und Koordination mittels ,Timed up & go“-, ,Chair-rising“-
oder Tandemstandtest), klinischer Befund (Lokalisation und Ausmall von Schmerzen und
funktionellen Einschrankungen), bildgebende Verfahren (standardmaRig nur Rdntgen), Ba-
sislabor  [Serumkalzium und  -phosphat, Alkalische @ Phosphatase, Gamma-
Glutamyltransferase (y-GT), Kreatinin-Clearence, C-reaktives-Protein (CRP), Blutbild, Thyre-
oid-stimulierendes Hormon, 25-Hydroxy-Vitamin-D, gegebenfalls weitere Knochenstoffwech-

selparameter] und die Messung der BMD (48) (Tabelle 2).

Tabelle 2: Basisdiagnostik der Osteoporose

Anamnese Erfassung von Risikofaktoren, Lebensstil, familidren Vorbelas-

tungen, chronischen Krankheiten, Gewicht, KérpergréRe, Medi-

kation

Testung: Muskelkraft und Koordi- , Timed up & go“-, ,Chair-rising“- oder Tandemstandtest

nation

Klinische Untersuchung Lokalisation und Ausmal von Schmerzen und funktionellen
Einschrankungen

Bildgebung Réntgen (Wirbelsaule, Hifte)

Basislabor Serumkalzium und -phosphat, AP, y-GT, Kreatinin-Clearence,
CRP, Blutbild, Thyreoid-stimulierendes Hormon, VitD

BMD-Messung Osteodensitometrie mittels DXA

AP: Alkalische Phosphatase; BMD: Bone Mineral Density; CRP: C-reaktives Protein; DXA: Dual-

energie-X-ray-absorptiometrie; y-GT: Gamma-Glutamyltransferase; VitD: Vitamin D



1.1.3.2 Osteodensitometrie als diagnostisches Standardverfahren

Das Standardverfahren zur BMD-Messung ist die Osteodensitometrie mittels DXA an der
Lendenwirbelsaule und am proximalen Femur (48). Die DXA kann die momentane Dichte der
Knochenmatrix an Wirbelkérper, Femur, Hifte usw. zuverlassig und unter geringer Strahlen-

belastung messen (31;129). Der T-Wert ist z.B. der Mittelwert der Dichten der Lendenwirbel-

korper L1-L4. Fir die operationalisierte Definition einer OSP gilt die WHO-Definition eines T-
Wertes <-2,5 (Knochenmasseverlust 22,5 Standardabweichungen unter der maximalen Kno-
chenmasse des jungen Erwachsenen). Bei Vorliegen einer pertrochantaren Femurfraktur
oder bei Nachweis ein oder mehrerer typischer osteoporotischer Frakturen mittels Réntgen-
bild kann die Einleitung einer medikamentdésen Anti-OSP-Therapie auch ohne eine vorherige
DXA-Messung gerechtfertigt werden. Bei Hochrisikopatienten, bei denen die Durchfiihrung
einer DXA-Messung erschwert ist, kann als Vortest eine quantitative Ultraschallmessung zur
(Erst-) Diagnostik sinnvoll sein (48). Knochengewebe unterliegt einem Stoffwechselprozess,
der als prozesshafte Knochengeweberemodellierung beschrieben wird, welche in unter-
schiedlichen Phasen verlauft. Die Phasen eines Remodeling-Zyklus schlieBen Aktivierung,
Resorption durch Osteoklasten, Umkehrphase und Reformation durch Osteoblasten ein.
Diese standige Remodellierung ist zum Erhalt der Gesamtintegritdt der Knochenmatrix un-
verzichtbar. Die genau abgestimmte Kopplung zwischen Formations- und Resorptionsvor-
gangen steht in einem Gleichgewicht zueinander, das fein reguliert wird. Dieses Gleichge-
wicht wird durch viele, oben erwahnte Faktoren beeinflusst (55;102). Eine Stérung dieses
Gleichgewichts flhrt z.B. bei einem Ubergewicht an Knochenresorption zu ungunsten von
Formationsvorgangen zu einem zigigen Gesamtverlust an Knochenmatrix. Friihe Beein-
trachtigungen dieses Knochenstoffwechsels bzw. friihe Phasen einer Verbesserung der
BMD zeigt die DXA nur sehr trédge an (31;55;175).
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1.1.3.3 Knochenmarker: friihe Indikatoren des veranderten Knochenstoffwechsels

Die Knochenspezifische Isoform der alkalische Phosphatase als Indikator des veran-
derten Knochenstoffwechsels

Jingste Ergebnisse zeigen, dass eine frilhe und schnelle Anzeige eines gestorten Gleich-
gewichts im Knochenstoffwechsel durch die Bestimmung spezifischer Parameter in Serum
und Urin moglich ist (54). Bei der knochenspezifischen Isoform der alkalischen Phosphatase
(BAP) handelt es sich um ein tetramerisches Glykoprotein, das auf der Oberflache von Oste-
oblasten zu finden ist (171). BAP ist ein Indikator fur die Osteoblastenaktivitdt. Da Oste-
oblasten die Zellen sind, die fir die Bildung neuen Knochengewebes und dessen Mineralisa-
tion Verantwortung tragen, kann die Messung von BAP im Serum Aufschluss Uber den Um-
fang knochenaufbauender Prozesse im Kérper geben (113) (Tabelle 3). BAP bietet als quan-
titativer Marker des Knochenumsatzes wichtige Informationen zur Knochengewebe-

Remodellierung, was z.B. zur Kontrolle antiresorptiver Therapien dienlich ist (54;113).

Tabelle 3: Referenzwerte fur BAP
BAP Serum M 15,0-41,3 U/l
F >45 Jahre 14,2-42,7 U/I

BAP: knochenspezifische Isoform der alkalischen Phosphatase; M: Manner; F: Frauen

OC als Indikator des veranderten Knochenstoffwechsels

OC ist ein extrahepatisches, Vitamin K abhangiges Protein. OC hat ein Molekulargewicht von
5800 Dalton, wird weitgehend von Osteoblasten gebildet, ein kleiner Anteil auch von Mega-

karyozyten und Thrombozyten (108:;119). OC enthalt drei y-Carboxy-glutaminsaurereste, von

denen man annimmt, dass sie an der Bindung von Ca®"-lonen und Hydroxylapatit beteiligt
sind (119). Die in vivo Funktion von OC ist noch nicht endgliltig geklart. OC macht aber etwa
10-12% aller nicht kollagenen Proteine im Knochen aus und die Affinitdt von OC bezuglich
mineralischer Bestandteile des Knochens lasst darauf schliefen, dass es am Knochenauf-
bau beteiligt ist (40). Aktuelle Studien beschreiben eine Regulation des Insulin-vermittelten
Energie-Metabolismus, eine Regulation der Glukose-Homdostase des Korpers durch Oste-

oblasten im Knochengewebe, die durch OC vermittelt wird (32).

Erhéhte OC-Spiegel konnen ein Hinweis auf eine vermehrte Knochenumsatztatigkeit darstel-
len, wie sie beim Hyperparathyreoidismus oder der high-turnover OSP vorkommen
11



(40;184:215). Reduzierte Konzentrationen von OC konnten bei Hypoparathyreoidismus und

langerer Gko-therapie beobachtet werden (40). Hohe Plasmaspiegel des Gesamthomo-

cysteins (tHcy) korrelieren mit hohen OC-Plasmaspiegeln (183).

Die OC-Konzentrationen sind abhangig von der renalen Kapazitat und unterliegen einer zir-
kadianen Rhythmik mit hohen Werten in den frihen Morgenstunden. Die Referenzwerte fur

OC im Serum liegen fur Manner und Frauen bei 3,7-10,0 ng/ml.

Die Isoform 5b der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase als Indikator des veran-

derten Knochenstoffwechsels

Die Isoform 5b der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAPSb) befindet sich intrazel-
lulér in Lysosomen und ist ein Marker fur Makrophagen, dendritische Zellen und Oste-
oklasten (125). TRAP5b wird typischerweise im Verhaltnis zur Osteoklastenaktivitat expri-
miert und in den Blutkreislauf sezerniert. Deshalb ist TRAP5b, ein 35-37 kDa schweres Gly-
koprotein, ein potentiell nGtzlicher Marker flr die Knochenresorption (66:125;126) (Tabelle
4). TRAP5b zirkuliert im Serum als Komplex mit a-2-Makroglobulin und Ca®* (213). Erhéhte

Konzentrationen konnen wahrend des normalen Knochenwachstums bei Kindern oder auch

bei bestimmten Krankheiten, die durch eine verstarkte Knochenresorption gekennzeichnet
sind, beobachtet werden (65). Beispiele hierflr sind: primarer Hyperparathyreoidismus, Pa-

get-Krankheit, metastasierende Malignome, OSP (67;121). Postmenopausale Frauen, die

eine Ostrogenersatztherapie erhalten, weisen niedrigere TRAP5b-Serumkonzentrationen

auf, als unbehandelte postmenopausale Frauen (65).

Tabelle 4: Referenzwerte fiir TRAP5b
TRAPS5b Serum M 2,6-5,4 U/l
F >50 Jahre 2,8-5,8 U/l

TRAPSb: Isoform 5b der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase; M: Manner; F: Frauen

Desoxypyridinolin als Indikator des veranderten Knochenstoffwechsels

Desoxypyridinolin (DPD) gehoért gemeinsam mit Pyridinolin und Pyridinium-Crosslinks zu den

Crosslinks des Typ-I-Kollagens des Knochens (40;204). Dies bedeutet, dass das Typ-I-

Kollagen im Knochen mit einigen spezifischen Molekilen vernetzt ist, die ihm Steifigkeit und

Festigkeit verleihen. Typ-I-Kollagen selbst ist ein Protein in Form einer Tripelhelix, welches
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90% der Knochenmatrix darstellt (204). DPD wird durch Lysyloxidase enzymatisch aus der
Aminosaure Lysin gebildet (187). Bei der Knochenresorption wird DPD dann freigesetzt und
im nicht metabolisierten Zustand erndhrungsunabhangig (33) mit dem Urin ausgeschieden
(187;204) (Tabelle 5).

Tabelle 5: Referenzwerte fir DPD
DPD Urin M 22-55 Jahre 2,3-5,4 nmol/mmol Kreatinin
F 25-44 Jahre 3,0-7,4 nmol/mmol Kreatinin

DPD: Desoxypyridinolin; M: Manner; F: Frauen

Sclerostin als Indikator des veranderten Knochenstoffwechsels

Sclerostin (SCL) wird von der SOST-Genregion (17g12-21) codiert (206). SCL ist ein Gly-
koprotein, das hochgradig von Osteozyten sezerniert wird (Tabelle 6). SCL ist Mitglied der
DAN Familie (differential screening-selected aberrative in neuroblastoma). SCL antagonisiert
das Bone Morphogenetic Protein und/oder Wingless Protein (8). SCL bindet an den
Wingless-Int-1-Corezeptor und blockiert die Wingless-Int-1-Signalkaskade (152;191). Diese

Blockade hat z.B. Auswirkungen auf die Differenzierung von Osteoblasten. SCL reguliert die
Osteoblastenfunktion indem es die Knochenformationsrate vermindert und gleichzeitig die
Apoptose von Osteoblasten fordert (8). Aktuelle Studien untersuchen die Mdglichkeit einer
Hemmung von SCL durch monoklonale Antikérper und den daraus resultierenden positiven
Effekt auf Knochenheilung und BMD (56;159;192). Eine mechanische Stimulation des Kno-

chengewebes, freies Ostrogen und auch PTH hemmen die Expression von SCL, wie Studien

an postmenopausalen Frauen zeigten (149;167;192).

Tabelle 6: Referenzwerte fiir SCL
SCL Serum M 0,47-1,01 ng/ml
F postmenopausal 0,49-0,89 ng/ml

SCL: Sclerostin; M: Manner; F: Frauen
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Parathormon als Indikator des veranderten Knochenstoffwechsels

PTH wird in den Nebenschilddriisen als Prapro-PTH, einem Molekll aus 115 Aminosauren,
synthetisiert. Durch sequenzielle intrazellulare Spaltung und weitere proteolytische Prozesse
wird das Prapro-PTH erst in die Hormonvorstufe Pro-PTH (ein Polypeptid aus 90 Aminosau-
ren) und schlief3lich in PTH (ein Polypeptid aus 84 Aminosauren) umgewandelt. Bei Gesun-
den erfolgt die Regulation der PTH-Sekretion Uber eine negative Riickkopplung des Ca?-
spiegels im Serum auf die Nebenschilddriisen (Abbildung 3). Das biologisch aktive intakte
PTH wird mit einer Halbwertszeit von 4 Minuten rasch aus dem Kreislauf eliminiert (186). Der
Abbau von PTH geschieht hauptsachlich peripher in Leber, Nieren, Knochen und im geringe-
ren Umfang in den Nebenschilddriisen durch proteolytische Spaltung. Bei diesem Abbau von
PTH entstehen N-terminale und langlebige C-terminale und mittregionale Fragmente, deren

Spiegel bei eingeschrankter renaler Clearance und Niereninsuffizienz erhoht sind.

Die Messung des intakten PTH ist zur Abgrenzung des primaren Hyperparathyreoidismus
von anderen (nicht durch die Nebenschilddrisen bedingten) Ursachen der Hyperkalzamie
(Hyperthyreose, bdsartige Neubildungen, Sarkoidose u.a.) das spezifischste Verfahren. Die
Referenzwerte fur PTH im Serum liegen bei Mannern und Frauen bei 10,4-66,5 ng/ml. Die

Marker der Knochenformation bzw. —resorption sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Marker der Knochenformation bzw. —resorption

Marker der Knochenformation Marker der Knochenresorption

Knochenspezifische Isoform der alkalische Isoform 5b der Tartrat-resistenten sauren
Phosphatase (BAP) im Serum Phosphatase (TRAP5b) im Plasma oder Serum
Osteocalcin (OC) im Plasma oder Serum Sclerostin (SCL) im Serum
intaktes Parathormon (PTH) im Plasma oder
Serum

Deoxypyridinolin-(DPD)-Crosslinks im Urin
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1.1.4 Therapie der Osteoporose

Als Basistherapie werden generelle Mallnahmen zur Sturzprophylaxe empfohlen. Training
von Muskelkraft und Koordination bilden das Fundament dieser generellen Malinahmen zur
Sturzprophylaxe. Diese ,Bewegungstherapie” sollte die anderen Therapien immer erganzen,
da Belastung der Knochensubstanz grundsatzlich einen Knochenaufbau férdert (172).
Schmerzen schranken Bewegung ein, wodurch sich die negative Spirale aus mangelnder
Bewegung, erhéhtem Knochenabbau und noch mehr Schmerzen weiter dramatisiert. Des-
halb sollte die Bewegungstherapie von einer adaquat angepassten Schmerztherapie beglei-

tet werden.

Ein weiterer Standpfeiler der Sturzprophylaxe ist die psychosoziale Betreuung. Durch psy-
chosoziale Betreuung soll die Angst vor weiteren Sturzereignissen und Frakturen Gberwun-
den werden, die zu fortschreitender Immobilitat fihren kann. Bei Patienten mit Gko-therapie
wird eine Einsparung von Gko durch Einsatz von Immunsuppressiva und bei Frauen mit Gli-

tazontherapie eine Therapieumstellung empfohlen (48).

1.1.4.1 Therapie der Osteoporose durch Kalzium- und Vitamin-D-Supplementation

In den sechziger Jahren wurde ein niedriger Ca?*-Konsum mit der Entstehung einer OSP in
Verbindung gebracht (194). Heute empfiehlt der ,Dachverband Osteologie e.V.” (DVO) in
seinen Leitlinien eine tagliche Zufuhr von 1000 mg Ca®" mit der Nahrung. Es sollte nur
supplementiert werden, wenn die Zufuhr Uber die Nahrung nicht gewahrleistet werden kann.
Die taglich Ca*-Aufnahme sollte dann auf 1200-1500 mg pro Tag optimiert werden. Die
Menge an Nahrungs-Ca?* und Supplementierung sollte zusammen 1500 mg nicht {ber-
schreiten (48). Die individuelle Anamnese bezlglich Nierensteinen oder kardiovaskularem
Risiko muss berlcksichtigt werden (41). Der Verdacht, eine leitliniengerechte Supplementa-
tion mit Ca** und VitD wiirde die Bildung kalzifizierter Plaques in KoronargefaRen begiinsti-
gen, konnte in einer doppelblinden, randomisierten Placebostudie an rund 750 postmeno-
pausalen Frauen nicht bestatigt werden (137). Kalziumphosphat und Kalziumkarbonat unter-
stiitzen den Knochenaufbau vergleichbar effektiv. Kalziumphosphatsalz ist bei Patienten mit
phosphatrestriktiver Diat zu bevorzugen (69). Aktuelle Studien zeigen eine Uberlegenheit
pflanzlicher Ca®*-Quellen. Oxidativer Stress an Osteoblasten war in vitro bei Supplementati-

#* signifikant geringer als bei Supplementation von Ca*-Karbonat bzw.

on von ,Algen-Ca
Ca*-Zitrat (1). In den DVO-Leitlinien wird empfohlen, eine Serum-25-Hydroxy-VitD-

Konzentration von 20 ng/ml und héher anzustreben. Durch die Gabe von 800-2000 IE VitD

15



pro Tag wird bei den meisten Menschen dieser von den DVO-Leitlinien empfohlene Serum-
spiegel erreicht (48). In Bezug auf die Knochengesundheit ist ein VitD-Serumspiegel von 20
ng/ml zufriedenstellend. Unter dem Blickwinkel der protektiven Effekte in Bezug auf zahlrei-
che andere Erkrankungen ist jedoch ein VitD-Serumspiegel von >40 ng/ml anzustreben (25).
Die Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung e.V. empfiehlt, Serumspiegel von 50 nmol/l als op-

timalen VitD-Versorgungsstatus (58).

1.1.4.2 Behandlung der Osteoporose durch Hormonersatztherapie

Ostrogene wirken antiresorptiv und haben eine fraktursenkende Wirkung. Ausschlaggebend
fur ihre hemmende Wirkung auf die osteoklastare Knochenresorption ist die Blockade der
Entwicklung osteoklastarer Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten sowie die Induktion einer
frihzeitigen Apoptose aktiver Osteoklasten (71). Wegen eines erhohten Risikos fiir Herzin-
farkt, Schlaganfall, tiefe Venenthrombose und Mamma-Karzinom wird heute jedoch von einer
kombinierten Ostrogen-Gestagen Therapie abgeraten. Schon in den Fiinfziger Jahren war
bekannt, dass eine OSP symptomatisch mit Substitution von Hormonen (Ostrogenen) be-
handelt werden kann. In vielen Fallen trat eine sofortige Schmerzfreiheit ein, eine spinale

Rekalzifizierung konnte langfristig festgestellt werden (135;145;209). Autoren zeigten, dass

die Behandlung geringer BMD postmenopausaler Frauen mit gymnastischen Ubungen, Ca®*-
Supplementation und Ostrogen-Progesteron-Ersatztherapie zu einer signifikanten Verlang-
samung des Knochenmasseverlusts flhrt. Hierbei zeigte die Gruppe, die mit gymnastischen
Ubungen und Ostrogen-Progesteron-Ersatztherapie behandelt wurde, gegeniiber der Grup-
pe, die mit gymnastischen Ubungen und Ca?*-Supplementation behandelt wurde, einen aus-
gepragteren positiven Effekt, dem jedoch eine hohere Rate an Nebenwirkungen entgegen-
steht (172).

1.1.4.3 Behandlung der Osteoporose mit selektiven Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren

Heute sind selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren wie Raloxifene und Tamoxifen fester
Bestandteil der Therapie der postmenopausalen OSP. Selektive Ostrogen-Rezeptor-
Modulatoren wirken auf Knochen und Lipidstoffwechsel wie Ostrogene. Die Ostrogenwirkung
an Mamma und Uterus wird jedoch aufgehoben. Das Risiko fur gynakologische Blutungen

und Mamma-Karzinom wird gemindert (93).
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1.1.4.4 Behandlung der Osteoporose mit Antiresorptiva

Bisphosphonate binden an Knochenmatrix, die sich im aktiven Umbau befindet, hemmen die
Osteoklastenaktivitat und reduzieren so den Knochenabbau (139). In einer nationalen Studie
in Finnland wurde gezeigt, dass Patienten mit einer Huftfraktur einen Uberlebensvorteil von
einer antiosteoporotische Therapie haben. Ein tendenzieller Uberlebensvorteil zeigte sich bei

simultaner Gabe von Ca?* und VitD oder VitD und Antiresorptiva (157).

1.1.4.5 Behandlung der Osteoporose mit Anabolika und Teilanabolika

Die Behandlung postmenopausaler Frauen mit Nebenschilddrisenhormon schwacht das
Risiko von Wirbelsaulen- und peripheren Frakturen, lasst die BMD ansteigen und ist gut ver-
traglich (155). In einer Studie mit Hochrisikopatienten bezuglich Knochenbriichen aufgrund
Gko induzierten OSP konnte gezeigt werden, dass die BMD bei Patienten, die mit Teriparatid
behandelt wurden, weit starker zunahm, als bei Patienten, die mit Alendronat behandelt wur-
den (179).

1.1.4.6 Behandlung der Osteoporose mit Antikdrpern

Neuste Studien belegen die Wirksamkeit monoklonaler Antikorper auf die Osteoklastendiffe-
renzierung. Der monoklonale Antikérper Denosumab bindet an Liganden des Rezeptor-
Aktivator-NF-Kappa-B und wirkt der Knochenresorption durch Hemmung der Osteoklasten-
differenzierung entgegen. Einige Autoren beschreiben, dass Denosumab in postmenopausa-
len Frauen mit geringer Knochenmasse zu einer Erhéhung der BMD (im lumbalen Wirbel-
korper um 3-6%, in der Hifte um 3-4%) und einer Reduktion der Knochenresorption (in posi-
tiver Korrelation zur Dosis) fihrt und sich damit als potenzielles Therapeutikum gegen OSP
erweist (140). In der DECIDE-Studie (23) mit 1189 postmenopausalen Frauen ohne Vorthe-
rapie wurde unter Therapie mit Denosumab gegenliber Alendronat eine signifikant starkere
Zunahme (+3,5% vs. +2,6%, p<0,0001) der BMD der Hufte dokumentiert. Diese Beobach-

tungen wurden durch weitere Studien bestatigt (20;160). Wurde Denosumab postmenopau-

salen Frauen mit OSP zweimal jahrlich als subkutane Injektion verabreicht, reduzierte es das
Risiko vertebraler, nichtvertebraler und Huftfrakturen signifikant (2,3% neue Frakturen in der
Denosumab Gruppe vs. 7,2% in der Placebo Gruppe, p<0,001) (21:;37). Die nur halbjahrlich

noétigen subkutanen Injektionen des Wirkstoffes Denosumab sind Spitzenreiter bezliglich
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Akzeptanz und Compliance von Seiten der Patienten (109). Odanacatib hemmt Cathepsin K.
Cathepsin K spielt bei den zwei Phasen der Knochenresorption (L6sung mineralischer Be-

standteile und Aufldsung der zellularen Matrixstruktur) eine entscheidende Rolle (165).

1.1.5 Kosten, die durch Osteoporose fiur das Gesundheitssystem entstehen

In Deutschland wurden die direkten und indirekten Kosten fiir die Behandlung von OSP und
osteoporotisch bedingter Huftfrakturen im Jahr 2002 auf insgesamt 265 Millionen Euro ge-

schatzt. Sie werden sich voraussichtlich bis zum Jahr 2050 verdoppeln (68;120). Allein die

.screen-and-treat-strategy”, die in Deutschland laut Empfehlungen der DVO zur sekundaren
Pravention osteoporotischer Frakturen etabliert werden soll, wird zu 175 Millionen jahrlichen
Kosten allein fur Frauen im Alter von 50-90 Jahren fihren (0,14% des Budgets im Gesund-
heitssystem) (153). In den USA wurden flr das Jahr 2008 nationale Kosten von 22 Milliarden
Dollar fir die Behandlung von OSP und daraus resultierter Frakturen geschatzt (17;30). Die-
se Zahlen untermauern die Notwendigkeit der Identifikation und Modifikation von Risikofakto-

ren und einer Weiterentwicklung prophylaktischer Mallnahmen gegen OSP.

1.1.6 Pravention der Osteoporose

Empfohlen werden regelmaRige korperliche Aktivitaten zur Férderung von Koordination und
Muskelkraft und zur Vermeidung einer Immobilisation. Ab ca. 70 Jahren sollte eine jahrliche
Sturzanamnese erfolgen, um ein erhéhtes Sturzrisiko diagnostisch abzuklaren (134). Ein
VitD-Mangel beglinstigt Stlirze. Der Ausgleich eines VitD-Defizits vermindert die Sturzrate
(41) und beugt dem Knochenabbau vor. Untergewicht durch Mangelernahrung sollte verhin-
dert werden, da ein Body-mass-index (BMI) <20 kg/m? einen starken Risikofaktor fiir osteo-
porotische Frakturen darstellt. Ein Diabetes mellitus (DM) Typ 2 gilt als Risikofaktor fiir eine
Verschlechterung der BMD bei nicht-adipdsen postmenopausalen Frauen. Der Entstehung
eines DM Typ 2 sollte besonders bei nhormalgewichtigen postmenopausalen Frauen praven-
tiv entgegengewirkt werden, da diese im Vergleich zu adipdsen Frauen mit DM Typ 2 eine
niedrigeres BMD-Level und eine starker ausgepragte OSP aufweisen (217). Weiterhin sollten
Personen der Risikogruppe eine ausreichende Zufuhr von Ca?* und B-Vitaminen gewahrleis-

ten und auf den Einsatz OSP férdernder Medikamente verzichten (48;134).
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1.2 Die Rolle von Vitaminen und Mineralien bei Osteoporose

1.2.1 Vitamin D

Bei dem lipophilen VitD handelt es sich nicht um ein Vitamin im klassischen Sinne. Es hat im
Korper die Funktion einer Hormonvorstufe bei der Bildung des Hormons Calcitriol. 25-
Hydroxy-Vitamin D; stellt die Speicherform dar, welche Ruckschlisse auf die Versorgung mit
VitD der letzten Wochen und Monate zulasst. Der gréfte Teil des vom Menschen benétigten
VitD wird Uber verschiedene Zwischenschritte durch den Einfluss von ultraviolettem Licht

(UVB) in der Epidermis synthetisiert (70;96:177). Eine ungenugende Sonnenlichtexposition

der Haut z.B. bei alten und bettlagrigen Menschen, durch Kleidung (203), durch Sonnencre-
mes mit sehr hohen Lichtschutzfaktoren oder generell in den Wintermonaten fiihrt fast un-
umganglich zu Mangelzustéanden. Bei Personen in sonnenreichen Gegenden wurden natr-

lich regulierte VitD-Serumlevel von 40-70 ng/ml gemessen (25).

Ein Mangel fiihrt mittelfristig bei Kindern zu Rachitis und bei Erwachsenen zu Osteomalazie.
Weitere Erkrankungen, die mit einem VitD-Mangel assoziiert wurden, sind: erhéhtes kardio-
vaskulares Risiko (13;45;105;114;168), erhohter systolischer Blutdruck (104), Autoimmuner-

krankungen (Multiple Sklerose, Systemischer Lupus erythematosus, Rheumatoide Arthritis,

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen) (5;7;197), metabolisches Syndrom (105), Ko-
lonkarzinom bei Mannern (164), einer Zahl anderer bésartiger Neubildungen, wie z.B. Brust-
krebs, Nierenkrebs, Leukdmie, Pankreas-/Ovarialkarzinom und Karzinomen des Kopf-
/Halsbereiches (166:;202), sekundarer Hyperparathyreoidismus (erhéhter PTH-Spiegel bei
niedrigem Serumkalzium) (99) und Hashimoto-Thyreoiditis (131). Neuste Studie legen nahe,
dass niedrige VitD-Serumwerte die Pathogenese des DM Typ 1 bemerkenswert beeinflussen
(15).

Altere Personen und Langzeitpflegebedurftige zéhlen zu den Personengruppen, die ein ho-
hes Risiko fur ein VitD-Defizit haben. VitD spielt eine wichtige Rolle fiir die neuromuskulare
Koordination. Altere Menschen mit VitD-Defizit haben ein hoheres Risiko zu stiirzen oder
Frakturen zu erleiden, weshalb eine Substitution dieses Vitamins ratsam ist. Die Dosis wird
Ublicherweise in Internationaler Einheit (IE) angegeben (1 IE = 0,025 pg Vitamin D). Die tag-
liche Supplementation von 700-1000 IE VitD flhrte bei alteren Menschen zu einer Reduktion
des Sturzrisikos um 19%. Eine Dosis unter 700 IE VitD pro Tag erzielte keinen Effekt auf das
Sturzrisiko (13;41). Eine Supplementation mit 2000-3000 IE/d VitD ermdglicht eine relevante
Erhéhung der VitD-Serumspiegel auf klinisch wiinschenswerte Serumspiegel (30-50 nmol/l)
und normalisieren den PTH-Spiegel (127). Die Referenzwert fiir die tagliche Supplementati-
on bei fehlender Eigensynthese wurden 2012 von der ,Deutschen Gesellschaft flir Ernah-

rung“ e.V. modifiziert (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Empfehlungen fir die Supplementation von VitD (58)

Alter VitD bei fehlender endogener Synthese
in ug/d
Sauglinge (0 bis unter 12 Monate) 10
Kinder (1 bis unter 15 Jahre) 20
Jugendliche/Erwachsene (15 bis <65 Jahre) 20
Erwachsene ab 65 Jahre 20
Schwangere/Stillende 20

VitD: Vitamin D (1 pg=40 IE); d: Tag.

Die empfohlene Menge VitD kann zwar theoretisch Gber die Nahrung gedeckt werden, dies
gelingt aber nur Menschen, die grofle Mengen Fisch (Hering, Sardinen) und Fischfette (z.B.
Lebertran) zu sich nehmen. Da die VitD-Aufnahme im Darm Uber Transporter fir fettldsliche
Vitamine im Duodenum geschieht, kdnnen Darmerkrankungen wie Zéliakie oder chronisch

entziindliche Darmerkrankungen einen VitD-Mangel weiter aggravieren.

1.2.2 Kalzium

Ca”" liegt im Koérper zu 99% in der Knochenmatrix gespeichert vor. Von dem restlichen 1%
sind im Serum 45% des Ca*" an Albumin oder Globulin gebunden, 5% liegen komplexge-
bunden an Anionen vor und 50% sind als freie lonen vorhanden. Das freie, ionisierte Ca?*
stellt die biologisch aktive Fraktion dar und wird durch pH-Wert Veranderungen beeinflusst
(eine Verschiebung des pH von 0,1 bewirkt eine gegensinnige Verschiebung des ionisierten
Ca* von 0,05 mmol/l) (71).

Nahrungsmittel mit einem hohen Gehalt gut verstoffwechselbaren Ca®" sind: Milch und
Milchprodukte (vor allem Hartkase), Meeresalgen (1), Gemise (vor allem Griinkohl, Petersi-

lie, Rucola), Trockenfriichte, Sojamilch, Vollkornbrot und Olsaaten.

Im extrazellularen Raum wird der Ca?*-Spiegel in eng gefassten Grenzen konstant gehalten,
damit Prozesse an (Herz-) Muskel- und Nervenzellen funktionsfahig bleiben. Bei Hyperkal-
zamie (Serum-Ca®* >3,5 mmol/l) kénnen Polyurie, Polydipsie, Erbrechen, Exsikkose mit Hy-
perpyrexie, psychotische Erscheinungen und Somnolenz bis hin zum Koma auftreten. Bei
Hypokalzamie (Serum-Ca** <2,2 mmol/l) drohen klinische Symptome wie Tetanie, Par-
asthesien, Pfotchenstellung der Hande, Stimmritzenkrampf und QT-Zeit Verlangerungen im

Elektrokardiogramm (71).
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Abbildung 3: Ca®*-Homdostase (71)

Der Regelkreis der Ca*-Homdostase (Abbildung 3) wird durch Hormone und Vitamine in
Balance gehalten. Der Regelkreis umfasst die Resorption und Ausscheidung von Ca*" im
Darm, in der Niere und Mobilisierung bzw. Einbau von Ca** in Knochen. Sinkt z.B. der Ca?*-
Spiegel im Blut ab, wird aus einer inaktiven Stufe von VitD der aktive Metabolit 1,25-Vitamin-
Ds (Calcitriol) gebildet. Im Zusammenspiel mit PTH aus den Nebenschilddrisen fordert es
die Freisetzung von Ca®" aus der Knochenmatrix und erhéht die Aufnahme von Ca*" im
Darm. Der Ca*-Wert im Blut steigt wieder an und die Bildung von Calcitriol wird gedrosselt.
Wird z.B. zu viel PTH im Korper gebildet, kann es zu einem empfindlichen Verlust an Ca?*
aus der Knochenmatrix und zu einer Abnahme der BMD kommen. Erhéhte PTH-Spiegel fin-
det man, wenn VitD als Vermittler der intestinalen Caz"-Resorption fehlt, bei malignen Pro-
zessen der (Neben-) Schilddriise und wahrend der Laktation (71). Gko hemmen die Ca?*-
Aufnahme aus dem Darm und fordern die Ca2+-Ausscheidung Uber die Nieren, was auch den
PTH-Spiegel erhéhen kann (Abbildung 3). Hormonelle Gegenspieler des PTH sind Calcitonin

und (")strogen, die den Einbau von Ca?* in die Knochenmatrix fordern.
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1.2.3 Weitere ernahrungsbedingte Faktoren mit klinischer Relevanz fur

den Knochenstoffwechsel

In den letzten Jahren richtete sich der Fokus der Forschung auf weitere erndhrungsbedingte
Faktoren mit klinischer Relevanz fur den Knochenstoffwechsel. Hier rickten vor allem Ge-
samthomocystein (tHcy), B-Vitamine und ihre Metabolite in das Licht der Aufmerksamkeit.
Bereits vor 50 Jahren wurde von McKusick et al. ein Zusammenhang zwischen pathologi-
schen Knochenveranderungen und Hyperhomocysteinurie bei Patienten vermutet. tHcy wur-
de verdachtigt, den Stoffwechsel saurer Mucopolysaccharide zu beeinflussen, der in der Kol-
lagensynthese zum Tragen kommt. Eine weitere Hypothese bestand in der Annahme, dass
tHcy das Kollagen-cross-linking stort (142). Aktuelle Daten, basierend auf gro3en Populatio-
nen, beobachteten essentielle Zunahmen von Frakturen bei steigenden tHcy-Werten

(143;185;207). Die placebo-kontrollierte Studie von Sato et al. untermauerte die klinische

Relevanz von Folat, Vitamin B4, (VitB12) und Vitamin Bg (VitBg) fur die Knochengesundheit.
Die Frakturrate der supplementierten Patienten erwies sich als enorm reduziert (185). Eine
Studie an 96 Vegetariern zeigte einen Zusammenhang zwischen niedrigem VitB4,-Status und
gesteigertem Knochenumsatz unabhangig vom VitD-Status (84). Folat, VitB1, und VitBs spie-
len eine tragende Rolle bei der Regulation der zirkulierenden tHcy-Werte. Ein Mangel an
diesen Vitaminen Ubt also, vermutlich Uber tHcy, eine negative Wirkung auf den Knochen

aus.

1.2.4 Homocystein

Hcy ist eine nicht proteinbildende schwefelhaltige Aminosadure und ist mit einem
Molekulargewicht von 135 Dalton ein eher kleines Molekul. Hcy wird nicht Gber die Nahrung
zugefuhrt, sondern tritt nur als Intermediarprodukt im Stoffwechsel von Methionin (Meth) auf
(Abbildung 4) (148).
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1.2.4.1 Homocysteinmetabolismus
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Abbildung 4: Homocystein-Metabolismus

BHMT: Betain-Homocystein-Methyltransferase; CBS: Cystathionin-B-synthase; DHF: Dihydrofolat;
DMG: Dimethylglycin; dTMP: Desoxythymidin-Monophosphat; dUMP: Desoxyuridine-Monophosphat;
Gly: Glycin; Hey: Homocystein; MS: Methionin-Synthase; MAT: Methionin-Adenosyltransferase; MCM:
L-Methylmalonyl-CoA-Mutase; Met: Methionin; MMA: Methylmalonsdure; MTHFR: Methylen-
Tetrahydrofolat-Reduktase; SAH: S-Adenosyl-Homocystein; SAHH: S-Adenosyl-Homocystein-

Hydrolase; SAM: S-Adenosyl-Methionine; Ser: Serin; SHMT: Serin-Hydroxy-Methyltransferase; THF:
Tetrahydrofolat; TS: Thymidylat-Synthase.

Aus Hcy kann Meth durch einen Remethylierungsweg zurtickgewonnen werden (Salvage-
Pathway). Beim Abbau von Hcy durch Kondensation von Hcy mit Serin
(Transsulfurierungsweg) entsteht Cystathionin als Nebenprodukt (Abbildung 4).
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1.2.4.2 S-Adenosyl-Methionin und S-Adenosyl-Homocystein

Meth aus der Nahrung wird unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP) aktiviert. Dabei
entsteht energiereiches S-Adenosyl-Methionin (SAM). SAM ist wichtigster Methylgruppen-
donator zellularer Reaktionen in lebenden Organismen. Zu den wichtigsten Abnehmern der
Methylgruppen von SAM gehoéren die Kreatin-Synthese (liefert bis zu 75% des im
Organismus anfallenden Hcy) und die Methylierung von Nukleinsauren (Cytosin) der DNA.
SAM Ubertragt seine Methylgruppe leicht (Transmethylierung) und wird zu S-Adenosyl-
Homocystein  (SAH) demethyliert. SAH stellt einen effektiven  kompetitiven
Methyltransferasenhibitor dar. Unter physiologischen Bedingungen wird SAH, katalysiert
durch SAH-Hydrolase, reversibel zu Hcy hydrolysiert (Abbildung 4). Der SAM/SAH-Quotient
ist ein Indikator fir die zellulare Methylierungskapazitat und wird als ,Methylierungs-Index*
bezeichnet. SAM reguliert die Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase-(MTHFR)-Aktivitat, indem
es an das aktive Zentrum des Enzyms bindet (124). SAH kann diese Hemmung des Enzyms
rickgangig machen (52). SAM aktiviert die Cystathionin-R-Synthase (CBS) (189). Niedrige
SAM-Serumspiegel beeintrachtigen die Produktion von Tetrahydrofolat (THF) nicht, hohe
SAM-Serumspiegel hingegen verschieben die Gewichtung der Reaktionen in Richtung

Transsulfurierung von Hecy zu Cys (49). Referenzwerte sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Referenzwerte fir SAM und SAH (116)
SAM Plasma 74,4-96,6 nmol/l
SAH Plasma 8,3-18,3 nmol/l
SAM: S-Adenosyl-Methionin; SAH: S-Adenosyl-Homocystein

Hcy ist stark zelltoxisch und wird in seiner intrazellularen Konzentration niedrig gehalten.
Neben dem Export aus der Zelle kann Hcy durch Remethylierung zu Meth aufgebaut oder,
wie oben schon erwahnt, durch Transsulfurierung abgebaut werden (144). Bei der
Remethylierung wird ein von der 5-Methyl-THF bereitgestellte Methylgruppe durch das VitB,
abhangige Enzym Methionin-Synthase (MS) auf Hcy Ubertragen. Der Co-Faktor VitB,, wird
hier in seiner aktivierten Form (Methylcobalamin) bendtigt. 5-Methyl-THF wird dann zu THF
umgewandelt. Durch die Serinhydroxymethyltransferase, die Serin zu Glycin umwandelt,
wird THF zu 5,10-Methylen-THF aufgebaut. MTHFR reduziert 5,10-Methylen-THF zu 5-
Methyl-THF, welches nun wieder fir den Remethylierungsweg zur Verfliigung steht
(Abbildung 4) (144). Dieser Schritt wird von SAM gehemmt (123).

Durch Transsulfurierung kann Hcy abgebaut werden. Die Transsulfurierung findet im

Vergleich mit der Remethylierung jedoch nicht ubiquitér, sondern nur in den Nieren, dem
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Dunndarm, der Leber und dem Pankreas statt (51). Cys wird bei diesem Vorgang durch die
CBS aus Serin und Hcy gebildet. Die CBS bendtigt Pyridoxalphosphat (PLP) als Co-Enzym.
SAM verstarkt diese Transsulfurierung (50:188). Durch die Abspaltung von a-Ketobutyrat

wird Cys zu Cystein. Dies geschieht durch die y-Cystathionase, die auch VitBs als Coenzym
bendtigt (Abbildung 4). Greifen diese Mechanismen nicht oder nicht mehr, entsteht eine
Hyperhomocysteindmie (HHcy). In den letzten Jahren wurde umfassend Uber tHcy-

Konzentrationen und die Griinde fiir HHcy diskutiert (Tabelle 10).

Tabelle 10: tHcy-Konzentrationen und Wirkung (83)

tHey Konzentrationsbereich indikativ far

Normales tHcy <10-12 ymol/l --

Moderate HHcy 12-30 pmol/l B-Vitaminmangel; MTHFR-Mutation; renale
Dysfunktion

Intermediare HHcy >30-100 pmol/l Heterozygote Enzymutation (z.B. CBS); schwe-

rer Vitaminmangel

Schwere HHcy >100 umol/l Homozygote Enzymmutation (z.B. CBS, MS)

tHcy: Gesamthomocystein; HHcy: Hyperhomocysteinamie; MTHFR: Methylen-Tetrahydrofolat-
Reduktase; CBS: Cysthathionin-p-Synthase; MS: Methionin-Synthase

Ein bis zwei Prozent des tHcy zirkulieren als freies Hcy im Blut, 70-90% des Hcy ist an
Proteine gebunden, 5-10% liegen als Homocystin vor und 5-10% als Cystein-Homocystein.
Zur Messung des tHcy im Blut ist es deshalb notwendig, die Proteinbindungen des Hcy zu
I6sen und in einem Reduktionsschritt Homocystin zu Hcy zu reduzieren. Die Messung der

tHcy-Konzentration im Serum sollte bei bestimmten Risikogruppen zum Standard gehoren.

Die Zielgruppen fiir eine tHcy-Bestimmung sind folgende: Manifeste GefalRerkrankungen wie
Myokardinfarkt, koronare Herzerkrankung, zerebraler |Insult, periphere arterielle
Verschlusskrankheit, weiterhin Risikogruppen fir Herz-Kreislauferkrankungen (arterieller
Hypertonus, Diabetiker, Raucher, Patienten mit Niereninsuffizienz oder Adipositas), andere
Risikogruppen (Demenzkranke, Schwangere mit Praeklampsie oder HELLP-Syndrom,
Rheumatiker, Menschen mit OSP) und schlie8lich Risikogruppen fur Vitaminmangel (altere
Menschen, Vegetarier, Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen oder
Nierenerkrankungen) (6:85;86). Neben der, im Alter zunehmenden, Nierenfunktionsein-
schrankung und den eher selten vorkommenden Enzym-Mutationen, ist ein Vitaminmangel
die mit Abstand bedeutendste Ursache einer HHcy. Der haufigste Vitaminmangel in Europa
ist der Folatmangel. Der Folatmangel wird begulnstigt durch einen Mangel an frischem Obst

und Gemuse und die Verarbeitungmethoden von Getreideprodukten (83). Die effektiv sen-
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kende Wirkung verschiedener Folsduredosierungen wurde Uber ein halbes Jahr hinweg un-
tersucht (200). Das Ausmald der Senkung hing jeweils von den Ausgangskonzentrationen
von tHcy im Serum ab. Bei Probanden mit hohen Ausgangswerten, wurde der tHcy-Spiegel
besonders effektiv gesenkt: bei einer Supplementation von 0,8 mg Folsaure pro Tag um fast
30%. Bei niedrigeren Basalwerten fur tHcy fallt die Senkung durch Folsauresupplementation
geringer aus. So kann mit taglichen Folsauregaben von 0,2-5 mg eine Senkung von 16-39%

erzielt werden (200).

1.2.5 Folat

Das Grundskelett der Folatformen (Pteroylmonoglutaminsaurederivate) bilden: L-Glutamat
(mit Glutaminresten), Aminobenzoesaure und ein Pteridinrest. Von den naturlich vorkom-
menden Folaten (reduzierte Form) kann die kunstlich hergestellte Folsdure (oxidierte Form)

unterschieden werden.

1.2.5.1 Lebensmittel als Folatquellen

Metabolisch aktive Folate findet man in vielen Lebensmitteln, wie z.B.: Leber, Gemuse (vor
allem in Tomaten aber auch in Salat, Spinat, Spargel, Gurken, u.a.) oder Getreide. Bei der
Lagerung und Zubereitung der Nahrungsmittel sollte beachtet werden, dass Folate hitzeemp-
findlich und wasserl6slich sind. Naturliche Folate weisen eine 30-80% geringere Bioverflg-
barkeit auf als Folsaure. Aufgrund einer seit 1998 bestehenden Fortifikation von Getreide-
produkten in den USA unterscheiden sich die Mengen der tber die Nahrung aufgenomme-
nen Folsaure weltweit stark. Rund 50 Lander folgten seitdem diesem Beispiel der vorge-
schriebenen Fortifikation von Grundnahrungsmitteln. In Deutschland wird die verpflichtende

Fortifikation von Grundnahrungsmitteln noch kontrovers diskutiert (89).

Die von der Deutschen Gesellschaft fir Ernahrung e.V. empfohlene tagliche Zufuhr an Fola-
ten liegt (nach aktuellen Anderungen) bei 300 ug (42). In Mitteleuropa kann die derzeit emp-
fohlene tagliche Folatzufuhr von einem Grof3teil der Bevoélkerung nicht Gber die Nahrung ge-
deckt werden (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Uber Nahrung aufgenommenene Folate bei Mitteleuropédern (tatsichliche versus

empfohlene Menge) (38:53)

aus Nahrung/d empfohlen/d
Folate M 168-214 ug 300 g
F nicht schwanger 197-235 ug 300 g

M: Manner; F: Frauen; d: Tag

1.2.5.2 Resorption der Folate im Darm und Aufnahme in den Blutkreislauf

Die Uberwiegend in der Nahrung vorliegenden Polyglutamylfolate werden vor der Resorption
im Blrstensaum der Mukosazellen des Dlinndarms zu Monoglutamat hydrolysiert. FlUr den
aktiven Transport durch die Zellmembran ist ein pH-Wert von 6 optimal. Wichtige Transporter
fur Folate im Darm sind der Reduced-folate-carrier-1 (RFC1) und der Protonengekoppelte-
Folattransporter (PCFT/HCP1). Bis zu 30% der Folate diffundieren passiv in die Darmmuko-
sazellen. Nach Transport durch den portalen Kreislauf werden die Folate in der Leber methy-
liert. Im Blut findet sich hauptsachlich 5-Methyl-THF, das an Albumin, a-2-Makroglobulin und
Transferrin gebunden transportiert wird. Uber einen membranstandigen Carrier wird wahrend
der Erythropoese 5-Methyl-THF zur langfristigen Speicherung in den Erythrozyten aufge-

nommen (83).

1.2.5.3 Speicherformen der Folate im Korper

Man unterscheidet den Langzeitspeicher, der sich in den Erythrozyten befindet, vom aktuel-
len Folatspiegel im Serum. Der Langzeitspeicher reagiert auf kurzzeitige folatarme Diaten
unempfindlich, da die Folate in den Erythrozyten bis zum Absterben (circa 120 Tage)
verbleiben. Es besteht ein Folatmangel, wenn die Folatkonzentration im Serum <3,5 ug/l und
in den Erythrozyten <250 ug/l betragt (10) . Das Folat im Serum ist nur ein kurzfristiger Mar-

ker, der von der Nahrungsaufnahme der letzten 2-3 Wochen beeinflusst wird.

1.2.5.4 Klinische Symptome des Folatmangels

Bei einem Folatdefizit sinkt zuerst die Ausscheidung von Folaten Uber den Urin, gefolgt von

einer Abnahme der Serumspiegel. Ein Abfall der Folatkonzentrationen in den Erythrozyten
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erfolgt erst 3-4 Wochen spater. Eine Ubersegmentierung der neutrophilen Granulozyten
kann nach 10-12 Wochen beobachtet werden, gefolgt von Thrombopenie, Leukopenie und
makrozytarer Andmie. Die Diagnose einer klinisch bedeutsamen megaloblastaren Anamie ist
selten geworden. Sowohl Folatmangel als auch VitB4,-Mangel rufen das klinische Bild einer
megaloblastaren Anamie hervor. Vor einer Folsduresupplementation sollte wegen der Gefahr
der funikularen Myelose immer ein VitB4,-Mangel abgeklart werden (83). Ein Folatmangel der
schwangeren Frau kann Neuralrohrdefekte beim Ungeborenen beglnstigen. Die Deutsche
Gesellschaft fur Ernahrung hat ihre Empfehlungen fir die tagliche Zufuhr von Folat durch die
Nahrung im Januar 2013 modifiziert (Tabelle 12).

Tabelle 12: Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrung e.V. fur die tagliche Folatzufuhr
(42)

Alter Folat pg/d
Sauglinge (0-12 Monate) 60-85
Kinder (1-15 Jahre) 120-300
Jugendliche/Erwachsene (15->65 Jahre) 300
Schwangere 550
Stillende 450

d: Tag

1.2.6 Vitamin B>

Der Mensch bendtigt VitB4, als Koenzym (Abbildung 4) fur die MS (Remethylierung von Hcy
zu Meth) und die L-Methylmalonyl-CoA-Mutase (Isomerisierung von Methylmalonyl-CoA zu
Succinyl-CoA) (83).

1.2.6.1 Lebensmittel als Vitamin- B1,-Quellen

Wichtige VitB,>-Quellen flir den Menschen sind: Leber, Fleisch, Eier, Milchprodukte und
Fisch (83). Die enterale Synthese von VitB4, durch Mikroorganismen stellt fir den Menschen
keine bedarfsdeckende Quelle dar. Die Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung empfiehlt fur

Jugendliche und Erwachsene eine tagliche Zufuhr von 3 ug VitB1..
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1.2.6.2 Resorbtion von Vitamin B1, im Darm

Das Cobalamin (Cbl) liegt in der Nahrung an Proteine gebunden vor und wird im Magen und
Dunndarm zunéachst durch Pepsin vermittelte Proteolyse freigesetzt. Nach Bindung des Cbl
an Transcobalamin (TC) und Spaltung durch Trypsin kann Cbl an den Intrinsischen Faktor
(IF) binden. Der IF ist ein Glykoprotein, dass von den Belegzellen der Magenmukosa gebil-
det wird (122). 60-70% des Nahrungs-Cbl werden durch ein funktionsfahiges intrinsisches
System aufgenommen, lediglich 1% diffundieren passiv. Der Cbl/IF Komplex bindet im unte-
ren lleum an einen spezifischen Rezeptor und wird durch Endozytose in Enterozyten aufge-
nommen. Fiir die Bindung des Cbl/IF Komplexes wird am Rezeptor freies Ca?* benétigt
(122). Fehlt freies Ca®* (z.B. bei Metformintherapie, Pankreaserkrankungen) ist die Kom-
plexbindung am Rezeptor gestort (92). Die Stérung ist reversibel und kann durch Ca?*-Gabe
aufgehoben werden. Intrazellular wird das Cbl nach Trennung vom IF freigesetzt und an TC
gebunden. Dieser Komplex aus Cbl und TC wird Holotranscobalamin (holoTC) genannt und

stellt den aktiven Metaboliten von Cbl dar.

1.2.6.3 Bedeutung des Holotranscobalamin

In Bezug auf das gesamte zirkulierende Cbl bildet holoTC nur einen Anteil von 6-25%, stellt
aber den biologisch wichtigeren Anteil dar, weil nur diese Form von Zellen aufgenommen
wird. Der grofiere Anteil des Cbl ist an eine andere Form des TC gebunden, dessen Funktion
noch nicht bekannt ist und dem heutzutage kaum mehr Aufmerksamkeit geschenkt wird. Ho-
loTC hat eine Plasma-Halbwertszeit von 2 Stunden. Ein Absinken des Plasma-holoTC-

Spiegels gilt momentan als ein friihes Indiz fiir eine Resorptionsstérung.

1.2.6.4 Klinische Symptome des Vitamin-Bi,-Mangels

Neben Vegetariern (besonders Ovo-Lacto-Vegetarier) weisen vor allem Senioren und Pati-
enten mit Nierenerkrankungen eine hohe Pravalenz fur VitBs,-Mangel auf (91). Durch einen
VitB,,-Mangel verursachte metabolische Stérungen sind primar HHcy und Hypomethylierung.
Durch einen VitB4,-Mangel verursachte klinische Stérungen sind die megaloblastare Anamie
(Makrozytose, erhdhtes mittleres korpuskulares Volumen (MCV), erniedrigtes Hamoglobin,
Ubersegmentierung der Neutrophilen) und neuropsychiatrische Erkrankungen (88). Bei Ver-
dacht auf VitB4,-Mangel sollten die Werte fir Gesamt-VitB,,, Methylmalonsaure (MMA) und
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holoTC bestimmt werden, da ein erniedrigter holoTC- und ein erhéhter MMA-Spiegel sensiti-
ve (aber nicht vollig spezifische) Marker fur einen funktionellen VitBi,-Mangel sind (88;91).
Die Referenzwerte liegen fur MMA bei >271 nmol/l und fur holoTC bei 35 pmol/l (jeweils im
Serum). Der MMA-Spiegel steigt, wenn der Abbau von D-Methylmalonyl-CoA Uber L-
Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA mit Hilfe der VitB,, abhangigen Transferase aufgrund
einer mangelhaften Versorgung mit VitBs, gehemmt wird. In diesem Fall wird, durch den da-
mit einhergehenden Rickstau von L-Methylmalonyl-CoA, der alternative Abbauweg von D-

Methylmalonyl-CoA zu MMA begunstigt.

Fir die Diagnose eines klinisch manifesten Cbl-Mangels ist die Messung von holoTC ausrei-
chend und zufriedenstellend, fiir die Erkennung eines subklinischen Cbl-Mangels liefert die
Messung jedoch noch keine zufriedenstellend reliablen Daten. Weitere Untersuchungen sind
hier nétig (26).

1.2.7 Vitamin Bg

Unter VitBs werden die Substanzen Pyridoxin, Pyridoxal und Pyridoxamin zusammengefasst.
Die metabolisch aktive Form des VitBg ist PLP. Die de novo Synthese von VitB;s findet in
Pflanzen, Bakterien und Pilzen statt. Fir den Menschen ist das wasserldsliche VitBg ein es-

sentielles Vitamin und muss mit der Nahrung zugefuhrt werden.

Als VitBe-Quelle flir den Menschen dienen vor allem tierisches Eiweil3 (Innereien, Muskel-
fleisch, Makrelen, Sardinen), pflanzliche Kost (Kartoffeln, Getreide, Gemiise) und Milchpro-
dukte (83). Je nach Zubereitungsart kann sich der Gehalt an VitBg im Vergleich zum Rohpro-
dukt erheblich reduzieren. Beim Braten oder Kochen tierischer Produkte liegt der Verlust von

VitBs bei 30-40%, bei der Zubereitung pflanzlicher Kost ist der Verlust geringer (128).

Im Dinndarm, tGberwiegend im Jejunum, wird das VitBg Uber einen passiven, nicht sattigba-
ren, Carrier-vermittelten Prozess von den intestinalen Epithelzellen absorbiert (180). Nach
der Einschleusung in die Mukosazelle des Darms erfolgt dann eine Rephosphorylierung zu
PLP durch Pyridoxalkinase. Kurz vor der Ausschleusung aus der Zelle in den Blutkreislauf
erfolgt erneut eine Dephosphorylierung. Im Colon wird das von den Darmbakterien produ-
zierte VitBs absorbiert. Dieser, durch einen Carrier vermittelter, fein regulierbarer Transport
spielt jedoch aufgrund der sehr geringen aufgenommenen Mengen an VitBgs keine Rolle
(181). Im Blut liegt das VitBs zu etwa 60% als PLP, zu 15% als Pyridoxin und zu 14% als
Pyridoxal vor (128). Als Schutz vor Hydrolyse und zur Versorgung anderer Gewebe liegen
die Derivate, Uberwiegend an der Stelle Lys 190, an Albumin gebunden vor (18). In Erythro-

zyten ist die Konzentration des, hier an Hamoglobin gebundenen, PLP ca. 4-5 Mal héher als
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im Plasma (128). PLP ist Kofaktor fur uber 100 Enzyme, die zu 50% bei Reaktionen des
Aminosaurenstoffwechsels eine Rolle spielen. Insgesamt lassen sich drei Typen enzymati-
scher Reaktionen am a-, B- und y-Kohlenstoffatom der Aminosaure definieren. Zu den PLP-
abhangige Enzymen des Aminosaurenstoffwechsels gehéren z.B. die Aminotransferasen, L-
Aminosaure-Decarboxylasen und die Cystathionin-3-Synthase (Abbildung 4). Zu den klassi-
schen Symptomen eines VitBe-Mangels gehoéren periphere Neuropathie, Erbrechen, Depres-

sionen und Haut- und Schleimhautveranderungen (83).
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1.3 Fragestellung und Ziel der Studie

In der letzten Zeit hat sich ein erhéhter Spiegel von Plasma-tHcy als unabhangiger Risikofak-
tor flir OSP und osteoporotische Frakturen herauskristallisiert (80;143;207). Beobachtungs-
studien zeigten eine 2-4 fache Zunahme des Frakturrisikos bei erhéhten tHcy-
Konzentrationen (60;143;207). Zusatzlich zeigten einige Autoren einen Zusammenhang zwi-
schen hohem tHcy und steigenden Knochenresorptionsmarkern (43;57;73). Im Tiermodell
fihrte die gewebespezifische Akkumulation von tHcy im Knochen zu einer verringerten Me-

thylierungskapazitat der Knochenzellen (76).

Die haufigste Ursache fiir erhdhte tHcy-Spiegel bei Erwachsenen ist ein Mangel an Folat,
VitB1, und VitBs. Autoren haben gezeigt, dass durch Vitaminmangel bedingte HHcy, die Akti-
vitat von Osteoblasten in vitro nicht beeintrachtigt wird (79). Die Aktivitdt von Osteoklasten
wird durch B-Vitaminmangel bedingte HHcy jedoch signifikant gesteigert (72). Einen beein-
druckenden Beweis fur die klinische Relevanz der B-Vitamine lieferte die klinische Studie
von Sato et al., die Uber zwei Jahre doppelblind 600 Patienten mit B-Vitaminen behandelte

und eine Reduktion der Schenkelhalsfrakturrate um 75% beobachteten (185).

In unserer Studie wurden Probanden, zusatzlich zu einer Basistherapie mit Ca?* und VitD,
Uber 12 Monate mit B-Vitaminen supplementiert. Unsere Arbeitshypothese lautete, dass die
Supplementation von B-Vitaminen einen zusatzlichen positiven Effekt auf den Knochenstoff-
wechsel ausibt, verglichen mit einer ausschlief3lichen Einnahme von VitD und Ca?". Dafiir
haben wir zu Studienbeginn (teilweise nach 6 Monaten) und nach 12 Monaten die Werte flr
VitD, B-Vitamine, tHcy und verschiedene Knochenmarker des Knochenauf- und abbaus be-

stimmt.
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2. Material und Methodik

2.1 Studiendesign

Ziel der Studie war die Supplementation alterer Personen (>65 Jahre) mit VitBs, VitBs, und

Folsdure oder Placebo zusatzlich zur Basistherapie mit Ca?* und VitD ber 1 Jahr in einer

doppelblinden, randomisierten Studie (KnoViB-Studie von Knochengesundheit und Vitamin

B) (Abbildung 5).

Rekrutierung freiwilliger Probanden

Y

Randomisierung durch biometrisches Institut, n:111

A 4

Blutentnahme, Urinprobe, n: 96

A 4

Abbildung 5: KnoViB-Studienplan

Start der
n: 50 n: 46 Supplementierung
h 4 Y
Gruppe A: Gruppe B:
VitD, Ca 2*, Folsaure, VitD, Ca #*
VitB12, VitB6
Supplementierung fr
12 Monate
Y
n: 34 n: 31 Efide der ;
Supplementierung
Blutentnahme, Urinprobe, n: 65 [¢
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2.2 Probandenrekrutierung, Verlauf

Die Probanden wurden im Zeitraum zwischen August 2009 und Juni 2010 aus verschiede-

nen Kollektiven rekrutiert:
= 13 Probanden aus einer geriatrischen Klinik in St. Ingbert
= 7 Teilnehmer einer Chors
= 49 Teilnehmer einer Herzsportgruppe
= 22 Bewohner des Altenheims ,Pro Seniore*”
= 20 Teilnehmer Uber eine Anzeige im Homburger ,Wochenspiegel*

Alle Teilnehmer wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie randomisiert und
der Gruppe A oder B zugeordnet (siehe Randomisierungsbogen im Anhang). Sieben Teil-
nehmer wurden nicht randomisiert, um eine Verwechslung der Tabletten im gleichen Haus-
halt zu vermeiden. Mit jedem Teilnehmer wurde vor Beginn der Studienteilnahme ein stan-
dardisiertes Interview auf der Basis eines Fragebogens geflhrt (siehe Anhang). Die Teil-
nehmer erhielten sowohl ein Informationsblatt fur die eigenen Unterlagen, als auch ein In-
formationsschreiben fir den Hausarzt (siehe Anhang). Entsprechend seiner Gruppenzuge-
horigkeit erhielt jeder Teilnehmer zu Beginn seiner Studienteilnahme einen Vorrat an Vita-
mintabletten flr 4 Monate. In jedem Tertial wurde mindestens ein Mal telefonisch Kontakt
zum Teilnehmer aufgenommen. In dem Telefonat wurde nach dem Befinden, nach neu auf-
getretenen Erkrankungen, nach Krankenhausaufenthalten, nach neu verschriebenen Medi-
kamenten und der regelmaRigen Einnahme der Tabletten gefragt (siehe Telefonprotokoll im
Anhang). Nach Ablauf der 4 Monate wurden wieder neue Kapseln an die Teilnehmer verteilt
und im folgenden Tertial erfolgte wieder ein Anruf zur Sicherstellung der Compliance der
Teilnehmer oder gegebenenfalls zur Sammlung neuer Informationen, die den Studienverlauf

beeinflussen.
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2.2.1 Vitamintabletten

Die Firma ,Synervit” stellte die Vitaminpraparate fir die Gruppen A und B zur Verfigung. Die
Vitamine und das Ca?*-Karbonat wurden auf drei Kapseln verteilt (Tabelle 13). Durch die
Verteilung der Einnahme {iber den Tag wurde eine gleichmaRige Aufnahme z.B. des Ca?*-

Karbonats im Darm gewahrleistet.

Tabelle 13: Einnahmeschema und Zusammensetzung der Kapseln der Gruppen A und B

Kapseleinnahme Gruppe A Gruppe B
morgens 160 IE VitD; 160 IE VitD;
(grine Kapsel) 500 pg Folsaure

500 ug VitB4;

50 mg VitBg
mittags 228 mg Ca** 228 mg Ca**

(weil3e Kapsel)

abends 1040 IE VitD, 1040 IE VitD;
(braune Kapsel) 228 mg Ca** 228 mg Ca**
Gesamt 1200 IE VitDs 1200 IE VitD3
456 mg Ca*" 456 mg Ca**
500 pg Folsaure
500 pg VitB1,
50 mg VitBs

Ca”": Kalzium; VitDs: aktiver Metabolit des VitD; VitB+,: Vitamin Bi,; VitBg: Vitamin Bg
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2.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien fir Probanden

Einschlusskriterium war ein Alter >54 Jahre und die Bereitschaft, Gber ein Jahr hinweg zuver-
lassig die Studienmedikamente einzunehmen. Klinische Ausschluf3kriterien waren: kirzer als
ein Jahr zurlick liegende periphere Frakturen, die Notwendigkeit einer spezifischen osteolo-
gischen Therapie, Kontraindikationen fiir eine Therapie mit Ca®* und/oder VitD, Dauerthera-
pie mit Gko, isolierter VitBi, oder Folsduremangel, aktuelle Krebserkrankung, Antifolatbe-
handlung (MTX), lleumresektion, Demenz oder andere Erkrankung mit fehlender Einwilli-
gungsfahigkeit. Von laborchemischen Parametern ausgehend wurden Patienten ausge-
schlossen, die eine akute Entziindung aufwiesen (CRP >10 mg/l), niereninsuffizient waren
(Kreatinin >2 pmol/l; GFR <30 ml nach Cockcroft-Gault), oder bereits eine Vitamin B-

Supplementierung erhielten.

2.2.3 Materialgewinnung, Datenerhebung
Es wurde allen Probanden Nuchternblut entnommen und eine Probe frischer Morgenurin
(Mittelstrahl) gesammelt (Tabelle 14). Die Blutentnahmen erfolgten jeweils terminiert im Zent-
rallabor, bei den Teilnehmern zuhause oder im Altersheim. Bei der Blutenthahme wurden
folgende Roéhrchen gewonnen (Monovetten® der Fa. Sarstedt):

- Monovette mit Lithium-Heparin

- Monovette mit Ethylen-diamin-tetra-essigsaure (EDTA)

- trockene Monovette
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Tabelle 14: Zeitpunkte der Materialgewinnung und gemessene Marker

Blutentnahme

Urinprobe

gemessene Marker

Studienbeginn

6 Monate

12 Monate

+

Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozy-
ten, Kreatinin, Glukose, Albumin, ALAT, CRP, Ferritin, Choleste-
rin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Triglyceride, holoTC, tHcy,
SAM, SAH, MMA, VitB4,, Folat, VitD, PTH, BAP, OC, TRAP5b,
SCL, DPD

Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozy-
ten, Kreatinin, Glukose, Albumin, ALAT, CRP, Ferritin, Choleste-
rin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Triglyceride, holoTC, tHcy,
SAM, SAH, MMA, VitB,,, Folat, PTH, BAP, OC, TRAP5b, SCL,
DPD

Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozy-
ten, Kreatinin, Glukose, Albumin, ALAT, CRP, Ferritin, Choleste-
rin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Triglyceride, holoTC, tHcy,
SAM, SAH, MMA, VitB4,, Folat, VitD, PTH, BAP, OC, TRAP5b,
SCL, DPD

ALAT: Aminotransferase, CRP: C-reaktives-Protein, HDL: High-density-lipoprotein, LDL: Low-density-

lipoprotein, holoTC: Holotranscobalamin, tHcy: Gesamthomocystein, SAM: S-Adenosyl-Methionin;
SAH: S-Adenosyl-Homocystein; SAM/SAH-Quotient: Methylierungsindex; MMA: Methylmalonsaure;
VitB4,: Vitamin By,; VitD: 25-Hydroxy-Vitamin D

2.2.4 Praanalytik

Lithium-Heparin-Gel, EDTA-Blut und Serum-Gel wurden auf Eis gelagert und innerhalb von
30 Minuten weiterverarbeitet. Aus EDTA-Blut wurde Vollblut aliquotiert (3 x 500 pl). Lithium-
Heparin-Gel, EDTA-Blut und Serum-Gel wurden daraufhin abzentrifugiert (2000g/10 min).
EDTA-Plasma und ein Rohrchen Serum-Gel-Plasma wurden abgetrennt und aliquotiert. Ei-
ner EDTA-Plasma-Probe (500 ul) wurde fir die SAH/SAM-Messung 50 pl Essigsdure 1 N
zugeflugt. Alle Proben wurden anschlielend bei -70°C gelagert. Ein Teil Serum-Gel und Li-

thium-Heparin-Gel wurden zeitnah in die Routinediagnostik Gberstellt. Der Urin wurde inner-
halb von 45 Minuten aliquotiert (4 x 1000 pl).
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2.3 Laborchemische Methodik

2.3.1 Messung von Metaboliten

2.3.1.1 Messung von Homocystein, Cystathionin und Methylmalonylsaure

Bei der Messung von tHcy wird in einem Inkubationsschritt Homocystin zu Hcy reduziert,
weshalb schlussendlich tHcy gemessen wird. Die Bestimmung von tHcy, Cys und MMA wur-
de mit Hilfe der Gaschromatographie und Massenspektrometrie [Gas Chromatography —
Masspectrometry (GC/MS)] durchgefiihrt. Wir haben hierflir die Methode von Stabler et al.
(196) fur unsere Zwecke modifiziert. Nach der Herstellung gasformiger Derivate der Molekule
werden diese Derivate gaschromatographisch aufgetrennt. Die jeweilige Konzentration wird
dann massenspektrometrisch gemessen. tHcy und Cys kénnen mit dieser Methode gleich-
zeitig gemessen werden. In der Probe befinden sich deuterierte Formen von tHcy und Cys
bzw. MMA als Interne Standards (IS). Fur die lonisation nutzt diese Methode die Elektronen-
stoRRionisation (El, Electron Impact). Bei dieser Energielibertragung entstehen lonen oder
lonenfragmente, die jeweils einem substanzspezifischen Muster folgen. Diese lonen oder
lonenfragmente werden in einem Analysator aufgetrennt und ein Detektor erfasst die Anzahl.
Der Detektor setzt die Anzahl in ein Signal um, das der Gesamt-lonenzahl einer bestimmten
Masse proportional ist. Die Kurve des Massenspektrogramms entspricht dann der Funktion
Masse/Ladung. Die Konzentration des zu ermittelnden Stoffs in der Probe wird schlussend-

lich mit Hilfe der bekannten Konzentration der deuterierten Form in der Probe errechnet.

Geréate und Reagenzien:

- Gaschromatograph/Massenspektrometer der Firma Agilent Technologies® (Typ
6890N).

- Poly-Prep Chromatography Columns der Firma Bio-Rad®.

- Anionisches Resin der Firma Bio-Rad®.

- Derivatisierung: N-Methyl-Butyldimethylsilyl-Tri-Fluoroacetamid (MBDSTFA) der Fir-
ma Machery and Nagel®.

- Reduktionsmittel: 1,4-Dithiotritol (C4H1c02S,, DTT) der Firma Roth®
Arbeitskonzentration: 10 mg/ml in 1 N NaOH.

- Acetonitril, Methanol, Essigsaure und Chromatographenwasser (HPLC Grade)
der Firma Merck®.

- Concentrator (Typ 5301) der Firma Eppendorf®.
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Interne Standards:

- Hcy: DL-Homocystin(3,3,3’,3’,4,4,4’,4’,D-8) der Firma Cambridge Isotope® Laborato-
ries/Inc., Andover, USA
Arbeitskonzentration: 110,544 mg/l = 400 pmol/l.

- Cys: DL-(2-amino-2-carboxyethyl)-Homocystin = DL-Cystathionin der Firma CDN-
Isotopes®
Arbeitskonzentration: 1,78 mg/l = 7,86 umol/I.

- MMA: DL-Methylmalonylsaure der Firma CDN — Isotopes®

Arbeitskonzentration: 4 mg/l = 33,03 nmol/l.

Zur Vorbereitung der Messung von tHcy/Cys wurde anionisches Resin mit 1N HCI und Me-
thanol vorgewaschen und bei 60°C fiir 4 Stunden getrocknet, pro Sdule 100 mg Resin. 200
Ml Serum wurden mit 30 ul DTT (30 mg/1ml 1N NaOH), 30 pl IS Hey 1:3 und 30 pl IS Cys 1:2
versetzt und bei 42°C 30 Minuten zur Reduktion (Homocystin — Hcy) inkubiert. Vor dem
Auftragen der Probe wird die Festphase mit 1 ml Methanol und 3 ml Wasser gespiilt. Nach
dem Auftragen wird die Probe dreimal mit 3 ml Wasser gewaschen, anschlieRend einmal mit
3 ml Methanol. Die Elution erfolgt mit 1,1 ml 0,4 N Essigsaure/Methanol-Mischung. Getrock-
net werden die Proben fiir etwa 3 Stunden bei 60°C im Concentrator. Den getrockneten Pro-
ben wurden 30 pl Acetonitril und MBDSTFA im Verhaltnis 2:1 hinzugefugt und far funf Minu-
ten bei 440 Watt in die Mikrowelle gestellt. Danach konnte das GC/MS-Gerat beladen wer-
den. Autosampler, Chromatograph und Massenspektrometer fiihren die Analyse vollautoma-
tisch durch. Die MMA-Prozedur unterscheidet sich nur in der Zugabe von 25 pl IS MMA, das
Waschen wird einmal mit Wasser und dreimal mit 0,01 N Essigsaure/Methanol-Mischung
durchgefuhrt, die Elution mit 1,1 ml einer Mischung aus Essigsaure/Methanol und 1 N HCI im

Verhaltnis 9:1. Die Gerateeinstellungen werden abgeéandert.

Berechnet wird die Konzentration als Quotient aus dem Integral des Peaks der Probenkurve
und dem Integral des Peaks der Standardkurve, multipliziert mit folgenden Standardkonzen-

trationsfaktoren:

Einheit Standardfaktor:

- tHcy umol/l 39,2
- Cys umol/l 1000
- MMA nmol/l 4087,5
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Formel zur Konzentrationsbestimmung im Analyt:

Konzentration Analyt = [Peakintegral Analyt / Peakintegral Standard] x Konzentration Stan-
dard

Gerateeinstellung des Gaschromatographen:
- Ofentemperatur: Min: 80°C Max: 310°C
- Einlasstemperatur: 230°C
- Injektionsvolumen: 1 pl

- Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min

Retentionszeit:
- tHcy: 13,1 min
- Cys: 17,1 min
- MMA: 9 min

2.3.1.2 Messung von S-Adenosyl-Methionin und S-Adenosyl-Homocystein

SAH und SAM kénnen simultan mit einer Ultra Performance Flissigkeitschromatographie
(UPLC)-Tandem-Massenspektrometrie(MS)-Methode gemessen werden (116). Die Proben
enthalten [*Cs] -SAH und [?H3]-SAM als IS. Beide Stoffe werden iber eine Festphasenex-
traktion (solid phase extraction, SPE) aus der Probe (angesauertes EDTA-Plasma) extrahiert
und in geeignete Vials eluiert. Nach diesem Vorgang kann die vollautomatische Bearbeitung
im oben genannten UPLC-MS/MS-Verfahren gestartet werden. Die Molekile werden einzeln
chromatographisch aufgetrennt. Die Menge der einzelnen chromatographisch aufgetrennten
Moleklle wird danach massenspektrometrisch mit der Tandem-Massenspektrometrie-
Prozedur bestimmt. Zwei Massenanalysatoren werden hintereinander geschaltet. Zwischen
den beiden Massenanalysatoren wird den lonen in einer Kollisionskammer weitere Energie
zugefihrt, sodass diese in noch kleinere, typische lonen zerfallen, die wiederum vom Detek-
tor gemessen werden. Da die Referenzwerte der Internen Standards bekannt sind, kann nun
die Konzentration als Integral der Masse-Ladungs-Kurve des Massenspektrogramms im de-

finierten Bereich berechnet werden (116).
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Geréate und Reagenzien:

Eppendorf Zentrifuge 5810 R.

Saulen zur SPE: BondElut® PBA der Firma Varian®, an deren Kieselsaure-
Oberflache Phenylboronsdure kovalent gebunden ist.

Straight Barrel Cartridge, 100 mg 1 ml.

SAH und SAM der Firma Sigma®.

Waters Acquity UPLC der Firma Waters Corporation®, Milford, USA mit Acquity UPLC
BEH C4s Saule [50x2,1 mm (i.d.); 1,7 um Partikelgroflie; Waters Corporation®, Milford,
USA] mit Vorsaule: Acquity BEH C4s van Guard [5x2,1mm (i.d.) 1,7 ym Partikelgro-
Re].

Micro Mass Quattro Premier XE der Firma Waters Corporation®, Milford, USA
Analysesoftware MassLynx V4.1 und QuanLynx.

Pufferléosung: 20 mM Ammonium(NH,)-acetat-Lésung, pH 7,4

Mobile Phase: Acetat/H,O-Ldsung, pH 2,636

Probenneutralisierung: 1 M NH3-Losung.

Interner Standard:

S-Adenosyl-L-Methionin-d; (S-methyl-d;) Tetra(p-Toluensulfonat) (*H;-SAM) der
Firma CDN - Isotopes
S-(5’-Adenosyl)-L-Homocystein ('*Cs-SAH), Arbeitsgruppe von Henkjan Gellekink,

Radboud Universitat Nijmegen Medical Centre, Nijmegen, Niederlande

Die Saulen wurden funf Mal mit 1 ml mobiler Phase und dann funf Mal jeweils 1 Minute mit 1
ml Puffer bei 500 g konditioniert. Parallel dazu wurde der SAM-Stock 1:2 und der SAH-Stock
1:25 verdunnt und auf dieser Grundlage eine Kalibratorreihe erstellt. Der Ausgangskalibrator
(200/48) bestand aus 48 nmol/l SAH und 200 nmol/l SAM.

Kalibratoren:

0, 6, 12, 24 und 48 nmol/l SAH und 0, 25, 50, 100 und 200 nmol/l SAM in 20 mmol/ Ammo-
niumacetatpuffer, pH 7,4
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Qualitatskontrollen:

High Control: 32 nmol/l SAH
160 nmol/l SAM

Low Control: 8 nmol/l SAH
40 nmol/l SAM

400 pl der einzelnen Kalibratoren wurden in neue Reaktionsgefalie Ubertragen, ebenso 400

Ml der Proben (angesduertes EDTA-Plasma). Den Proben (angesauertes EDTA-Plasma)

wurde dann zur Neutralisierung 40 ul 1 M NH; hinzugefligt, der Kalibratorreihe jeweils die-

selbe Menge Puffer. AbschlieRend wurde der gesamten Messreihe noch je 25 pl 1IS-Mix bei-

gemischt. So vorbereitet wurden die Proben aufgetragen und bei 250 g fir 2 Minuten ab-

zentrifugiert, daran anschliefiend zweimal mit 1 ml Puffer fir eine Minute bei 500 g gespililt

und schlieBlich mit dreimal 350 pl mobiler Phase flir zwei Minuten bei 250 g eluiert. Die Vials

konnten dann bei -20°C eingefroren werden oder direkt mittels UPLC-MS/MS quantifiziert

werden (116). Variationskoeffizienten fir SAH und SAM sind in Tabelle 15 dargestellt.

Geréateeinstellung:

- Fluss: 0,3 ml/min

- Probenvolumen: 10 pl

- Retentionszeit: SAH 1,53 min
SAM 0,53 min

- Laufzeit/Probe: 3 min

Tabelle 15: Variationskoeffizienten fir SAH und SAM in Poolproben

Analyt und Variationskoeffizient  Konzentration
Intraassay (n=12) SAH: 3,9% 14,2 nmol/l

SAM: 3,3% 90,0 nmol/l
Interassay (n=15) SAH: 8,6% 13,7 nmol/l

SAM: 7,5% 92,3 nmol/l
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2.3.2 Messung von Vitaminen im Serum

2.3.2.1 Messung von Folat

Das Folat wurde mittels der UPLC-MS/MS- Methode gemessen (117). Die Probenaufberei-
tung wurde mittels Festphasenextraktion (Oasis MAX Saulen, Waters) durchgefiihrt. Die
Probentrennung verfolgt mittels Fllssigchromatographie (Saule Acquity HSS T3) und sau-
rem Methanolgradienten (mobile Phase A: Eisessigldsung, pH=2,6; mobile Phase B: Metha-
nol). Detektion erfolgte mittels positiver Elektrosprayionisation im Massenspektrometer. Hier-
bei werden die einzelnen Folatformen erfasst (5-MethylTHF, 5-FormylTHF, 5,10-

MethenylTHF, THF, Folsaure). Die Summe aus diesen Formen ergibt das Gesamtfolat.

2.3.2.2 Messung von Vitamin B

Mit dem ADVIA Centaur® System von Bayer wurde die Messung der Konzentration von
VitB,, automatisiert durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf dem Nachweis der Chemilumi-
neszenz markierter Antigene oder Antikdrper. Nach dem Herauslésen des VitB4, aus seiner
Proteinbindung, werden die Proteine durch Marker als Bindungspartner ersetzt. VitB4, bindet
durch eine begrenzte Menge Instrinsic Factor, der in der Festphase vorhanden ist, an mit
Acridiniumester markiertes VitB4,. Das markierte VitB, erzeugt eine Signalstarke, die zum

VitB4; in der Probe antiproportional ist.

2.3.2.3 Messung von Holotranscobalamin

Holo-TC ist der sensitivste Marker fiir einen Mangelzustand im VitB1>-Stoffwechsel (90). Die
Konzentration von holo-TC im Serum wurde mit einem immunologischen Verfahren (Mikro-
partikel-Enzym-lmmunoassay, MEIA®) nach Brady et al. (22) mit dem AxSYM Analyzer der
Fa. Abbott® durchgefiihrt. Holo-TC spezifische Antikérper, die an Latex-Mikropartikeln fixiert
sind, bilden Antigen-Antikbrper-Komplexe mit dem holo-TC in der Probe. In einem zweiten
Schritt erfolgt die farbliche Markierung der Antigen-Antikorper-Komplexe. Die Intensitat der

Fluoreszenz ist proportional zur Konzentration des holo-TC in der Probe.
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2.3.2.4 Messung von Vitamin D (25-Hydroxy-Vitamin D)

Die Quantifizierung von 25-Hydroxy-VitD zu Studienbeginn und nach 12 Monaten Supple-
mentation erfolgte mit dem Immun-Liaison-System (DiaSorin Deutschland GmbH, Dietzen-
bach, Germany). Das Immun-Liaison-System basiert auf einem kompetitiven immunolumi-
nometrischen direkten Assay, das direkt beschichtete magnetische Mikropartikel benutzt und
25-Hydroxy-VitD, und 25-Hydroxy-VitD3 in einer 25 pl Probe misst. Assay-Komponenten (Ka-
librator, 2 Kontrollen, magnetische Partikel, Puffer) und Proben werden im Reaktionsmodul
verteilt. Wahrend der zehnminitigen Inkubationszeit dissoziiert das 25-Hydroxy-VitD von
seinem Bindungsprotein und bindet an den spezifischen Antikorper der soliden Phase. Dann
wird der Indikator (VitD gebunden an Isoluminol-Derivat) im System verteilt. Nach einer wei-
teren zehnminutigen Inkubationszeit wird ungebundenes Material durch einen Waschschritt
entfernt. Startreagenzien werden hinzugefligt und das daraus resultierende Lichtsignal wird
gemessen. Das Lichtsignal ist umgekehrt proportional zur 25-Hydroxy-VitD-Konzentration.
Das Assay hat einen Messbereich von 4,0 (9,89 nmol/l) bis 150 ng/ml (374,4 nmol/l), mit ei-

ner funktionalen Sensitivitat von <4,0 ng/ml.

2.3.3 Messung von Knochenmarkern im Serum und Urin

2.3.3.1 Messung der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase

Das, auf der Oberflache von Osteoblasten befindliche, Glykoprotein BAP ist ein Indikator der
Osteoblastenaktivitdt und Marker der Skelettmineralisation. Die Serumkonzentration von
BAP wird mit Hilfe des MicroVue™ BAP Enzym-Immunoassay(EIA) der Firma Quidel® be-
stimmt. Monoklonale Anti-BAP-Antikorper sind auf Mikrotiterstreifen gebunden, an die die in
der Probe vorhandene BAP bindet und Antigen-Antikorper-Komplexe bildet. Anschlielend
wird durch Zugabe einer Substratldsung eine Enzymreaktion des gebundenen BAP ausge-
I6st. Nach Zugabe einer Stopplosung kann man innerhalb von 15 Minuten die optische Dich-
te bei 405 nm abgelesen. Die gemessene optische Dichte ist proportional zur Konzentration
des BAP in der Probe.

44



2.3.3.2 Messung von Osteocalcin

Das durch Osteoblasten gebildete Protein OC macht 10-20% der nicht-kollagenen Proteine
im Knochen aus. Intaktes OC kann als biochemischer Marker des Knochenumsatzes dienen.
Die Bestimmung der OC-Konzentration im Serum wird mit einem Enzym-Immunoassay (EIA)
nach Gomez et al. (61) der Firma Quidel® durchgefiihrt. Dabei werden jeweils 25 ul Patien-
tenserum und 125 pl Antiosteocalcin-Antikérper von Mausen auf Teststreifen gegeben, die
mit OC beschichtet sind.

Es entsteht eine Konkurrenzsituation zwischen dem OC im Serum und dem Teststreifen-
Osteoclacin um den Anti-OC-Antikérper. Nach Herauswaschen der freien Serum-OC-
Antikérper-Komplexe wird ein anti-Maus-IgG-Antikorper zugefligt, der an die am Teststreifen-
OC gebundenen Antikérper bindet. Nach Auslésen der Enzymreaktion wird die Extinktion bei
405 nm gemessen. Die Extinktion ist umso niedriger, je mehr Anti-OC-Antikoérper vom in der

Probe befindlichen OC gebunden wurden.

2.3.3.3 Messung der Isoform 5b der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase

Osteoklasten sezernieren das Glykoprotein TRAP5b in positiver Korrelation mit ihrer Aktivi-
tat. Die Menge an TRAP5b im Serum lasst also, als Indikator flr die Osteoklastenaktivitat,
Ruckschlisse auf die Knochenresorption zu. Die Bestimmung des TRAP5b im Serum erfolgt
mit einem Immunocapture-Enzymassay. Im MicroVue TRAP5b-Assay der Firma Quidel® wird
der monoklonale Antikérper Trk62 als Capture-Antikorper flr aktives TRAPS5b genutzt.
TRAPS5b bildet einen Antigen-Antikérper-Komplex mit dem an die Mikrotiterplatten gebunde-
nen spezifischen Antikorper Trk62. Die Enzymaktivitat des TRAP5b kann nach Zugabe einer
Substratlésung gemessen werden. Die Extinktion wird bei 405 nm gemessen. Die Starke der

Farbung ist direkt proportional zur TRAP5b-Konzentration in der Probe.

2.3.3.4 Messung von Sclerostin

Osteozyten sezernieren SCL. SCL greift regulierend in die Osteoblastenfunktion ein und ist
ein Marker fiir die Knochenresorption. Zur Bestimmung des SCL im Serum wird das Teco®
SCL EIA Kit verwendet. Das Teco® SCL EIA Kit beruht auf dem Prinzip des Immunocapture-
ELISA. Die Serumproben werden mit einem Biotin-markierten polyklonalen Antikérper und
einem Peroxidase-markierten monoklonalen Antikérper in einer Streptavidin-beschichteten

Mikrotiterplatte 22-26 Stunden inkubiert. Zwischen dem Peroxidase-markierte monoklonale
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Antikérper und dem in der Probe befindlichen SCL bildet sich ein Antigen-Antikorper-
Komplex. Dieser Komplex wird tUber den Biotin-markierten Antikérper durch Bindung an
Sreptavidin fixiert. Nach Einhaltung der vorgeschriebenen Inkubationszeit folgt ein Wasch-
schritt zum Entfernen des ungebundenen Materials. Die Enzmyaktivitat der Peroxidase wird
danach durch Hinzufiigen eine Substratlésung gestartet. Die Starke der Farbreaktion kann
als Extinktion bei 450 nm abgelesen werden und ist proportional zur Menge des in der Probe
befindlichen SCL.

2.3.3.5 Messung von Deoxypyridinolin-Crosslinks im Urin

Im Rahmen der Knochenresorption werden DPD-Crosslinks in den Blutkreislauf freigesetzt.
Die Ausscheidung erhohter Mengen DPD-Crosslinks im Urin kann als Hinweis auf verstarkte
Knochenresorption gewertet werden. Zur Messung der DPD-Crosslinks wird ein kompetitiver
Enzym-lmmunoassay, das MicroVue DPD Assay der Firma Quidel®, verwendet. Die Mes-
sungen sollten an Proben des zweiten Morgenurins durchgefihrt werden. Beim oben ge-
nannten Enzym-Immunoassay konkurriert das in der Probe befindliche DPD mit alkalischer
DPD-Phosphatase um die Bindung der am Teststreifen fixierten Anti-DPD-Antikérper. Nach
Zugabe der Substratldsung wird die Starke der Enzymreaktion bei 405 nm abgelesen. Die
Menge der in der Probe enthaltenen DPD-Crosslinks ist umgekehrt proportional zur Starke
der Enzymreaktion. Eine Korrektur der ,urindren“ Konzentration durch Kreatinin ist notwen-

dig.

2.3.4 Messung weiterer Routineparameter im Blut

Messung von Kreatinin

Kreatinin bildet in alkalischen Medien mit Pikrinsaure eine gelb-orangene Verbindung (Jaffé-
Reaktion). Die farbliche Intensitat des Komplexes kann photometrisch gemessen werden
und ist proportional zur Konzentration des Kreatinins in der Probe. Die Analyse wurde mit

Geraten und Material der Firma Roche Diagnostics® durchgefiihrt.
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Messung von ALAT

Die Bestimmung des Leberenzyms Alanin-Aminotransferase (ALAT) wurde nach den aktuel-
len Empfehlungen der International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) bei 37°C mit
Pyridoxalphosphat-Zusatz vorgenommen. Das Prinzip der Messmethode ist kinetisch-

photometrisch, es wird vom Umsatz NAD*/NADH auf das vorhanden Enzyme geschlossen.

Messung von CRP

CRP wird mittels immunologischer Turbidimetrie/Nephelometrie bestimmt. Nach einer Anti-
gen-Anitkérper-Reaktion des CRP kommt es zu einer typischen Veranderung der Absorption
(Turbidimetrie) bzw. des Streulichts (Nephelometrie) eines Licht- oder Laserstrahls in einer

Suspension.

Blutbild

Das Blutbild beinhaltete Hamoglobinwert, Hamatokrit, Erythrozyten, Leukozyten und Throm-
bozyten und wurde mithilfe des SYMEX SF 3000 oder SYMEX XE 5000 angefertigt.

2.3.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS 19.0 (SPSS Inc.Chicago,
IL, USA). Soweit nicht anders angegeben, sind die Ergebnisse als Mediane (10.-90. Perzen-
tile) dargestellt. Der Vergleich der Mittelwerte mehrerer Gruppen erfolgte mit dem ANOVA-
Test und den post-hoc Tamhane-Tests. Fir Tests, die Normalverteilung erfordern, wurden
die Daten logarithmisch transformiert. Um die Mediane zwischen zwei Gruppen zu verglei-
chen wurde der Mann-Whitney-U Test herangezogen. Um die Ergebnisse innerhalb einer
Gruppe Uber die Zeit zu vergleichen, wurde der paired-T-Test verwendet. Korrelationen zwi-
schen verschiedenen Variablen wurden mit dem Spearman-Test Uberprift. Als signifikant

wurden p-Werte unter 0,05 erachtet.
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3. Ergebnisse

Ein Teil der Ergebnisse ist schon von der Arbeitsgruppe Herrmann et al. verdffentlicht wor-
den (87). Die Daten der wenigen Parameter, die wir nach 6 Monaten testeten, sind aus
Griinden der Relevanz und Ubersichtlichkeit nur eingeschrankt dargestellt, liegen dem Ver-

fasser dieser Arbeit jedoch vollstandig vor.

3.1 Allgemeine Charakteristik der Teilnehmerpopulation

Den in Tabelle 16 dargestellten Daten kann enthommen werden, dass in Gruppe A mehr als
doppelt so viele Frauen (69%) wie Manner ware, wahrend in Gruppe B das Verhaltnis zwi-
schen Mannern und Frauen fast ausgeglichen war. Teilnehmer, die Alkohol konsumierten,
gab es in beiden Gruppen gleichermalRen (Gruppe A n=21 gegenlber Gruppe B n=16). In
der Anzahl der Teilnehmer, die eine Statintherapie bendtigten, unterschieden sich Gruppe A
und B nahezu nicht (n=9 gegeniber n=10). Das mediane Alter beider Gruppen war ver-
gleichbar. Die Teilnehmer der Gruppe B waren im Vergleich 2,5 Jahre alter, als die Teilneh-
mer der Gruppe A (Gruppe A 68 Jahre gegenuber Gruppe B 70,5 Jahre). Beziglich ihres

BMI unterschieden sich die Teilnehmer beider Gruppen im Mittel kaum.

Tabelle 16: Allgemeine Charakteristik der Teilnehmerpopulation zu Studienbeginn

Variable Gruppe A Gruppe B p-Wert

456 mg Calcium, 1200 IE VitD, 500 pg 456 mg Calcium, 1200 IE VitD

B2, 500 pg Folsaure, 50 mg Bs

n=48 n=45
Alter, Jahre 68,0 (54,2-82,8) 70,5 (58,0-85,6) 0,089
Frauen, n (%) 33 (69%) 21 (47%) 0,037*
Alkoholkonsum, n (%) 21 (44%) 16 (35%) 0,530
Statintherapie, n (%) 9 (19%) 10 (24%) 0,616*
Gewicht, kg 76,0 (59,0-96,6) 70,0 (56,0-98,0) 0,720
BMI, kg/(m?) 26,3 (23-31,5) 26,2 (21,8-32) 0,383

Daten sind Median (10.-90. Perzentile). P-Werte gemal Mann-Whitney-U Test.
*. p-Werte entsprechend des Chi-Quadrat-Tests
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3.2 Charakteristik der Teilnehmerpopulation

Die Serum-Konzentrationen von Hamoglobin, Erythrozyten, Kreatinin, Glukose, CRP, Ferri-
tin, Cholesterin, HDL, LDL und Triglyzeriden, sowie der Hamatokrit, sind in Tabelle 17 dar-
gestellt. Die Erythrozytenkonzentration war in Gruppe A signifikant hoher als in Gruppe B
(p<0,05). Die Ferritinkonzentration war in Gruppe B signifikant hoher als in Gruppe A
(p<0,05). Die Glukosekonzentration war in beiden Gruppen, der Cholesterin-Serumspiegel
lediglich in Gruppe A leicht erhoht. Die holoTC-Konzentrationen (Referenzwert: holoTC im

Serum 235 pmol/l) schlieRen bei allen Probanden einen manifesten VitBi,-Mangel aus.

Tabelle 17: Konzentrationen ausgesuchter Blutparameter, Studienbeginn

Variable Gruppe A Gruppe B
1200 IE VitD, 456 mg Kalzi- 1200 IE VitD, 456 mg Kalzium
um, 500 ug B2, 500 ug
Folsaure, 50 mg Bg

n n p-Wert
Hamoglobin, g/dI 14,4 (12,6-16,1) 39 14,2 (12,4-15,4) 39 0,121
Hamatokrit, % 42,5 (39,3-47,5) 39 41,9 (36,9-45,2) 39 0,079
Erythrozyten, x 10"/l 4,87 (4,26-5,32) 39 4,66 (4,07-5,10) 39 0,010
Kreatinin, mg/dI 0,80 (0,60-1,28) 41 0,90 (0,60-1,29) 40 0,867
Glukose, mg/dl 104 (94-125) 41 106 (88-137) 40 0,590
Albumin, g/l 44,0 (41,0-46,8) 41 44,0 (40,9-47,0) 38 0,589
ALAT, U/l 22,0 (14,2-44,4) 41 23,5 (14,1-40,5) 40 0,917
CRP, mg/l 1,50 (0,60-5,28) 41 1,05 (0,60-4,78) 40 0,211
Ferritin, ng/ml 104 (35-346) 41 227 (42-440) 40 0,027
Cholesterin, mg/dl 208 (149-254) 41 200 (142-261) 40 0,688
HDL-Cholesterin, mg/dI 56 (37-84) 41 55 (33-94) 40 0,561
LDL-Cholesterin, mg/dI 131 (94-168) 27 126 (69-173) 31 0,668
Triglyzeride, mg/dl 101 (60-165) 41 116 (64-281) 40 0,279
holoTC, pmol/l 53 (35-79) 41 47 (26-85) 36 0,288

Daten sind Median (10.-90. Perzentile). P-Werte gemal Mann-Whitney-U Test.
ALAT: Aminotransferase, CRP: C-reaktives-Protein, HDL: High-density-lipoprotein, LDL: Low-

density-lipoprotein, holoTC: Holotranscobalamin.
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3.3 Charakteristik der Metabolite und Vitamine

Tabelle 18: Konzentrationen der Vitamine und Metabolite zu Studienbeginn und nach 12 Monaten in

Gruppe A und B

Variable

tHcy, umol/l

SAM, nmol/l

SAH, nmol/l
SAM/SAH-Quotient
MMA, nmol/l
VitB4,, pg/ml
Gesamtfolat, nmol/l

VitD, ng/ml

Variable

tHey, ymol/l

SAM, nmol/l

SAH, nmol/l
SAM/SAH-Quotient
MMA, nmol/l
VitB4,, pg/ml
Gesamtfolat, nmol/l

VitD, ng/ml

Gruppe A

1200 IE VitD, 456 mg Kalzium,

500 pg Folsaure, 500 ug B+,, 50 mg Be

n

33

32

32

32

34

29

34

22

30

30

30

31

24

31

18

Studienbeginn
12,6 (7,4-19,0)
121 (88-179)
17,7 (11,3-24,7)
7,1(5,5-9,7)
222 (132-440)
394 (235-724)
16,8 (7,2-37)
14,8 (4,5-26,6)

Gruppe B

1200 IE VitD, 456 mg Kalzium

Studienbeginn
12,5 (8,5-21,1)
116 (94-158)
18,3 (11,3-32,3)
6,3 (4,0-8,5)
212 (120-407)
397 (225-618)
20,0 (7,2-50)

13,8 (4,3-27,4)

12 M
9,1 (6,0-14,0)
119 (91-194)
17,7 (11,4-39,5)
7,0 (4,2-9,5)
212 (146-303)
592 (441-996)
50,5 (21,7-74)

31,6 (17-43)

12 M
14,9 (8,7-28,5)
120 (78-160)
18,9 (11,3-42)
5,6 (3,3-8,8)
237 (143-478)
360 (217-535)
15,5 (6,7-38)

28,3 (22,2-39)

p-Wert
<0,001
0,533
0,086
0,562
0,089
<0,001
<0,001

<0,001

p-Wert
0,093
0,007
0,006
0,105
0,053
0,106
0,068

<0,001

Daten sind als Mediane angegeben (10.-90. Perzentile); p-Werte gemal paired T-Test; pmol/l = 0,74 x

pg/ml; M: Monate; tHcy: Gesamthomocystein; SAM: S-Adenosyl-Methionin; SAH: S-Adenosyl-

Homocystein; SAM/SAH-Quotient: Methylierungsindex; MMA: Methylmalonsaure; VitB4,: Vitamin Byy;

VitD: 25-Hydroxy-Vitamin Ds
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Die Blutwerte der Vitamine und Metabolite beider Gruppen zu Studienbeginn und nach 12
Monaten sind in Tabelle 15 dargestellt. Nach 12 Monaten waren zwischen den Gruppen A
und B Die Serumspiegel fur VitB, (p<0,001), tHey (p<0,001) und Cys (p<0,005) signifikant
unterschiedlich. Kein Studienteilnehmer wies zu Studienbeginn einen VitB ,-Serumspiegel
auf, der aulRerhalb des Normbereichs lag (Tabelle 18). Nach 12 Monaten war in Gruppe A
der VitB,o-Serumspiegel um 53% des Ausgangswertes angestiegen, in Gruppe B sank er
binnen 12 Monaten leicht ab. In beiden Gruppen starteten die Teilnehmer durchschnittlich
mit einer moderaten HHcy (Tabelle 18). In Gruppe A beobachteten wir nach 12 Monaten ein
Absinken des tHcy-Serumspiegels um 25%. In Gruppe B stieg der tHcy-Serumspiegel leicht

an.
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3.3.1 Gesamt-Homocystein-Konzentration und Gesamt-Folat-Konzentration zu

Studienbeginn und nach 12 Monaten

In beiden Gruppen beobachteten wir zu Studienbeginn einen hochnormalen bis moderat
erhéhten tHcy-Serumspiegel (Abbildung 6). Die Serumkonzentrationen von tHcy sanken in-
nerhalb von 12 Monaten in Gruppe A im Mittel um 29% (von 12,6 auf 9,1 ymol/l) (p<0,001).
In Gruppe B stiegen die tHcy-Serumspiegel innerhalb von 12 Monaten um 12% des Aus-
gangswerts (von 12,5 auf 14,9 umol/l). Im Vergleich beider Gruppen war der Unterschied der
Konzentrationen nach 12 Monaten hochsignifikant (p<0,001). Die Gesamt-Folat-

Konzentration erhéhte sich in Gruppe A signifikant (p<0,001), in Gruppe B sank sie leicht ab.

Gesamt-Homocystein-Konzentration (umol/l)
zu Studienbeginn und nach 12 Monaten

p < 0,001 I
30 - I Studienbeginn
p < 0,001 |:| 12 Monate
20 7
14,9
. 12,
1 12,6
9‘—1‘7
10 T
| i
0 B | 1
Gruppe A Gruppe B
(VitB,Ca2* VitD) (Ca?* VitD)
n=33 n=31
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Gesamt-Folat-Konzentration (nmol/l) zu
Studienbeginn und nach 12 Monaten

100 < 0,001
,_P_._‘ 1T
807
* o
50,5
60
n —
16,8 20,0
15,5
20
o-
| |
Gruppe A Gruppe B
(VitB, Ca?", VitD) (Ca?, VitD)
n=34 n=31

Abbildung 6: Gesamthomocystein-Konzentration (tHcy) (umol/l) (1) und

Gesamt-Folat-

Serumkonzentration (nmol/l) (II) zu Studienbeginn und nach 12 Monaten, Werte sind Mediane (10.-90.

Perzentile), p-Werte nach paired T-Test
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3.3.2 S-Adenosyl-Methionin- und S-Adenosyl-Homocystein-

Konzentration zu Studienbeginn und nach 12 Monaten

Die mediane SAM-Konzentration im Serum sank in Gruppe A innerhalb von 12 Monaten ge-
ringfigig um 2 nmol/l und stieg in Gruppe B innerhalb von 12 Monaten geringfligig um knapp
3 nmol/l an. Die SAH-Konzentration im Serum stieg in Gruppe A innerhalb von 12 Monaten
um 2,5 nmol/l und stieg in Gruppe B innerhalb von 12 Monaten um 2,4 nmol/l an (Abbil-
dungAbbildung 7 7). Weder der Anstieg innerhalb einer Gruppe noch die Konzentrationsun-

terschiede im Gruppenvergleich waren signifikant.
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SAH-Konzentration (nmol/l) zu

Studienbeginn und nach 12 Monaten
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Abbildung 7: SAM- (1) und SAH-Konzentration (Il) (nmol/l) zu Studienbeginn und nach 12 Monaten,
Werte sind Mediane (10.-90. Perzentile)
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3.3.3 Methylmalonsaure-Konzentration und Vitamin-Bi,-Konzentration im

Serum zu Studienbeginn und nach 12 Monaten

Im Vergleich zwischen Studienbeginn und Studienende sank in Gruppe A die MMA-

Konzentration leicht ab, in Gruppe B stieg die MMA-Konzentration binnen 12 Monaten deut-

lich an (p = 0,053) (Tabelle 18). Nach 12 Monaten waren die medianen Serumkonzentratio-

nen von VitBy,, im Vergleich zum Ausgangswert, in Gruppe A um 64% signifikant gestiegen

(p<0,001). Nach 12 Monaten war zwischen den Gruppen A und B die Serumspiegel flr
VitB;, signifikant (p<0,001) unterschiedlich (Abbildung 8).
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Vitamin B4, (pg/ml)
zu Studienbeginn und nach 12 Monaten
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Abbildung 8: Die Konzentration von MMA (nmol/l) (1) und VitB4, (pg/ml) (l) zu Studienbeginn und nach
12 Monaten; Werte sind Mediane (10.-90. Perzentile), p-Werte nach paired T-Test bzw. Mann-

Whitney-U Test
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3.3.4 Vitamin-D-Konzentration zu Studienbeginn und nach 12 Monaten

Die medianen VitD-Spiegel zeigten zu Studienbeginn in beiden Gruppen einen ausgepragten
VitD-Mangel (<20 ng/ml). Nach 12 Monaten waren die VitD-Spiegel in beiden Gruppen signi-
fikant angestiegen (Abbildung 9).

VitD-Konzentration (ng/ml)
zu Studienbeginn und nach 12 Monaten
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Abbildung 9: VitD-Konzentration (ng/ml) zu Studienbeginn und nach 12 Monaten, Werte sind
Mediane (10.-90. Perzentile), p-Werte gemal paired T-Test
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Tabelle 19: Knochenmarker aller Studienteilnehmer im Verlauf

p-Wert p-Wert
n Start n 6 M n 12 M
(Start-6M) (Start-12 M)
Gruppe A
PTH, pg/ml 43 64 (29,9-133) 35 46 (35,3-79,6) <0,001 34 46 (23,4-71,5) <0,001
BAP, U/l 34 24,8 (17,2-51) 35 22,9 (15,3-42) 0,001 34 24,1 (14,3-43) 0,040
OC, ng/ml 34 8,8 (5,7-12,1) 35 7,7 (3,8-12,2) 0,139 34 5,5 (2,7-10) 0,002
TRAP5b, U/l 32 2,13 (1,18-4,9) 34 2,39 (1,02-3,84) 0,627 34 2,00 (0,86-3,39) 0,189
SCL, ng/ml 34 0,56 (0,35-0,84) 35 0,65 (0,37-1,07) <0,001 33 0,68 (0,48-1,28) <0,001
DPD, nmol/mmol Kreatinin 33 6,8 (3,8-10,4) 32 6,4 (4,0-9,9) 0,200 31 7,0 (4,1-11,1) 0,149
Gruppe B
PTH, pg/ml 42 78 (38-157) 31 44 (29,5-87) <0,001 31 45 (24,2-113) <0,001
BAP, U/l 35 29,6 (18,7-42) 31 22,4 (16,4-40) 0,018 30 24,8 (16,5-39) 0,019
OC, ng/ml 34 8,3 (5,5-12,3) 31 7,3 (3,4-14,7) 0,419 31 4,2 (2,7-11,9) <0,001
TRAPS5b, U/l 30 2,42 (1,47-5,11) 31 2,17 (1,41-5,0) 0,604 30 1,55 (0,87-3,18) <0,001
SCL, ng/ml 34 0,53 (0,39-0,92) 30 0,64 (0,46-1,09) <0,001 31 0,73 (0,46-1,18) 0,002
DPD, nmol/mmol Kreatinin 32 5,8 (3,7-8,4) 29 6,6 (3,8-10,5) 0,142 31 5,6 (3,9-10,5) 0,959

Alle Daten sind Mediane (10.-90. Perzentile). P-Werte wurden entsprechend des paired-t-Tests berechnet. Gruppe A: 500 ug Folsaure, 500 pg VitB4,, 50 mg

VitBs, 456 mg Ca®* und 1200 IE VitD; /d. Gruppe B: 456 mg Ca und 1200 IE VitD; /d; M: Monate; PTH: Parathormon; BAP: Bone Alkaline Phosphatase; OC:

Osteocalcin; TRAP5b: Tartrat-Resistant-Alkaline-Phosphatase 5b; SCL: Sclerostin; DPD: Desoxypyridinolin



3.3.5 Konzentration der Knochenmarker zu Studienbeginn und nach 12

Monaten

Die BAP-Konzentration sank in Gruppe A innerhalb des Studienzeitraums um 3,2%
(p=0,040) und in Gruppe B um 9,5% (p=0,019). Die OC-Konzentration sank im Zeitraum
von 12 Monaten in der Gruppe A um 45,1% (p<0,002) und in der Gruppe B um 35,6%
(p<0,001). Die Serumkonzentration von TRAPS5b sank innerhalb von 12 Monaten in
Gruppe A um 34,8% und in Gruppe B um 21,7% (p<0,001). Die Serumkonzentration von
SCL stieg im Beobachtungszeitraum in Gruppe A um 28,7% (p<0,001) und in Gruppe B
um 32% (p=0,002) (Abbildung 10). Die Konzentration von DPD/Kreatinin stieg innerhalb
von 12 Monaten in Gruppe A um 1,6 % und in Gruppe B um 4,8%. Die PTH-Konzentration
sank im Zeitraum von 6 Monaten signifikant in der Gruppe A um 38,6% (p<0,001) und in
der Gruppe B um 39,3% (p<0,001) und zeigte in den folgenden 6 Monaten keine

nennenswerten Veranderungen mehr (Tabelle 16).
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Abbildung 10: Prozentuale Veranderung der Knochenmarker (Mean-Werte) von Studienbeginn bis

12 Monate; p-Werte nach Mann-Whitney-U Test (Gruppe A versus Gruppe B) (87).

60



3.4 Korrelation verschiedener Parameter

Wie von der Arbeitsgruppe Herrmann et al. (87) publiziert, fanden sich zu Studienbeginn
bei allen Studienteilnehmern inverse Korrelationen zwischen VitD und PTH (R = -0,486)
und zwischen PTH und DPD (R = -0,280). Die Konzentrationen der Knochenaufbaumar-
ker OC (R = 0,417) und BAP (R = 0,565) korrelierten signifikant (p<0,001) mit der

Konzentration des Knochenabbaumarkers TRAP5b.

Nach Abschluss des Studienzeitraums korrelierte in Gruppe A BAP signifikant mit dem
Knochenabbaumarker DPD (R = 0,450). Dartberhinaus korrelierten tHecy (Gruppe A; R =
0,366), SAH [Gruppe A (R = 0,352)] und SAM (Gruppe A; R = 0,386) mit SCL. In Gruppe
A korrelierte MMA mit VitB4, (R = 0,345; p = 0,046) (87).
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4. Diskussion

OSP ist eine ubiquitar verbreitete, altersassoziierte Erkrankung (36). Menschen mit OSP
weisen charakteristische Merkmale, wie z.B. eine reduzierte Knochenmasse und
Stérungen der ossaren Mikroarchitektur auf, welche zu einem deutlich erhdhten

Frakturrisiko fiihren (36:147). Als Pravention der OSP werden ausreichend Bewe-

gung/Sport und die Einnahme von VitD und Ca?* empfohlen (48;178). Aufgrund der nach

wie vor hohen Pravalenz der OSP und osteoporotisch bedingter Frakturen, die immense
Kosten flir das Gesundheitssystem produzieren (68;120), ist es sinnvoll, nach
zusatzlichen Moglichkeiten der Pravention zu suchen. In unserer Studie untersuchten wir
111 altere Teilnehmer zwischen 54 und 85 Jahren von denen 65 die Studie nach 12
Monaten abschlossen. Wir untersuchten, inwieweit eine Supplementation mit B-
Vitaminen, verbunden mit einer VitD- und Caz"-SuppIementation, einen zusatzlichen
positiven Effekt auf den Knochenstoffwechsel ausubt. Dafur haben wir zu Studienbeginn
und nach 12 Monaten allgemeine Parameter, VitD, PTH, B-Vitamine und verschiedene
Knochenmarker getestet. Die Daten der Parameter, die wir auch nach 6 Monaten

testeten, flieRen lediglich bei besonderer Relevanz in die Disskussion mit ein.

Zusammenspiel von Vitamin D, Kalzium und Parathormon

Uber den Zusammenhang zwischen niedrigen VitD-Spiegeln und einer Erhéhung des
Frakturrisikos herrscht mittlerweile Konsens (12;27). Ein chronischer VitD-Mangel hat
einen chronischen sekundaren Hyperparathyreoidismus zur Folge, der den Knochenab-
bau des alteren Menschen fordert (133;154). PTH wirkt systemisch und bewirkt
zusammen mit VitD eine rasche Anhebung der Ca?*-Spiegel im Plasma. PTH induziert
eine Steigerung der renalen Ca?*-Reabsorption, stimuliert die renale 25-Hydroxyvitamin
D-1-alpha-Hydroxylase und induziert die Knochenresorption. Die regelmafige Versorgung
mit VitD resultierte in friiheren Studien in einer Abnahme der PTH-Plasmaspiegel und
einer Zunahme der BMD (133). Die glinstigen Effekte einer VitD Supplementation auf den
Knochenstoffwvechsel werden der Unterdrickung des sekundaren Hyperpara-

thyreoidismus zugeordnet (14).

In unserer Studie lag der mediane VitD-Spiegel zu Studienbeginn unterhalb des optimalen

Serumwerts von >30 ng/ml. Bei den meisten Teilnehmern wurden die VitD-Spiegel im
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Verlauf unserer Studie duch Supplementation von 456 mg Ca** und 1200 IE VitD
signifikant gesteigert (p<0,001) (Tabelle 16).

Zahlreiche klinische Studien demonstrieren eine suffiziente Steigerung der VitD-Spiegel

durch orale Supplementation von VitD (25;178). Dies bestatigen auch Ooms et al., die in

einer placebokontrollierten randomisierten Studie 348 Frauen (Alter >70 Jahre) mit 400 IE
VitD pro Tag supplementierten und eine signifikante Steigerung der VitD-Spiegel auf
klinisch wiinschenswerte Spiegel beobachteten (161). Eine Supplementation von 456 mg
Ca® und 1200 IE VitD erscheint somit ausreichend, um die VitD-Spiegel effektiv bei den
meisten Probanden aus dem Mangelbereich in den Bereich der ausreichenden Werte

(VitD-Spiegel von >30 ng/ml) anzuheben.

Unsere Studie ergab auch eine Reversibilitat des sekundaren Hyperparathyreoidismus bei
taglicher Supplementation von 1200 IE VitD. Der Effekt des supplementierten VitD auf die
PTH-Plasmaspiegel war bereits nach 6 Monaten signifikant. Nach weiteren 6 Monaten
konnten wir kein weiteres nennenswertes Absinken der PTH-Plasmaspiegel beobachten.
Eine tagliche Supplementation von 1200 IE VitD fihrte dazu, dass die PTH-Spiegel bei
allen Probanden unserer Studie signifikant sanken (Tabelle 19), was auch schon Leidig-
Bruckner et al. und Bjorkman et al. in anderen Studien beschrieben haben (14;127).
McKane et al. (141) beobachtete bei alleiniger Gabe von hochdosiertem Ca®* (2400
mg/Tag) bei dlteren Frauen in einem Zeitraum von 3 Jahren eine signifikante Abnahme
der PTH-Serumspiegel. Eine Reversibilitdt des sekundaren Hyperparathyreoismus ist

durch Supplementation von VitD und Ca? méglich.

Zusammenspiel von Vitamin D, Parathormon und Knochenmarkern

Jingste Ergebnisse zeigen, dass eine frilhe und schnelle Anzeige eines gestorten
Gleichgewichts im Knochenstoffwechsel durch die Bestimmung spezifischer Parameter,
sogenannter Knochenmarker, in Serum und Urin mdglich ist (54). Ebenso kann auch eine
positive Beeinflussung des Knochenstoffwechsels (z.B. durch Supplementation von VitD)

durch die Messung diese Marker friih dargestellt werden.

Die Veranderungen der Knochenaufbaumarker waren in unserer Studie in beiden
Gruppen vergleichbar, unabhangig von der VitB Supplementation. Der Einfluss der VitD-
Supplementation auf den Knochenstoffwechsel war in unserer Studie bereits nach 6

Monaten signifikant.
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Die BAP-Konzentrationen sanken in unserer Studie in beiden Gruppen bereits nach 6
Monaten signifikant. In den weiteren 6 Monaten unserer Studie konnten wir kein

nennenswertes weiteres Absinken der BAP-Spiegel feststellen.

Unser Ergebnis ist kongruent mit den Beobachtungen von Spolidorio et al. (195), der eine
negative Korrelation von BAP in Bezug auf die Knochenqualitdt beschreibt. Durch die
Gabe von VitD wird die Knochenqualitat verbessert und die BAP-Werte sinken. In der
Studie von Spolidorio et al. (195) wurde allerdings zusatzlich zum VitD noch Calcitonin

supplementiert.

In unserer Studie beobachteten wir eine verzégerte Reaktion der OC-Konzentrationen bei
unseren Probanden. Ein signifikantes Absinken der Spiegel konnten wir noch nicht nach 6
Monaten, sondern erst nach 12 Monaten beobachten. Im Unterschied zu unserem
Ergebnis beobachteten andere Studien keine Beeinflussung der OC-Konzentrationen
durch VitD-Supplementation. In einer friiheren Studie an Kindern unter vegetarischer Diat
zeigte eine Supplementation von 400 IE VitD und 500 mg Ca?* liber einen Zeitraum von 4
Monaten keine signifikanten Veranderungen des Aufbaumarkers OC oder des
Abbaumarkers TRAP5b (4). Ooms et al. beobachteten in einer placebo-kontrollierten
Studie an 348 alteren Frauen mit einer VitD-Supplementation von 400 IE/d eine
signifikante Abnahme des PTH jedoch keine Veranderung des OC Serumspiegels nach 2
Jahren (161). Die taglich supplementierte Dosis VitD betrug in diesen Studien jedoch nur

rund ein Drittel der Menge, die wir substituierten (400 IE im Gegensatz zu 1200 IE).

Die Kombination von VitD mit Ca** hat méglicherweise auch einen noch héheren
suppressiven Effekt auf den Knochenstoffwechsel. Eine sechswdchige Kur mit 1000 IE
VitD und 1500 mg Ca®" pro Tag bewirkte bei &lteren Frauen eine Abnahme des OC
Serumspiegel um 20%, eine Abnahme des N-Telopeptid im Urin um 50% und eine
Abnahme des BAP um 10% (170). Dies deckt sich mit dem Ergebnis unserer Studie, in
der eine tagliche Supplementation von 1200 IE VitD und 456 mg Ca?" {iber ein Jahr eine
Abnahme der Spiegel des Knochenaufbaumarkers OC von 45,1% in Gruppe A und 35,6%
in Gruppe B bewirkte. Die Abnahme der Spiegel des Knochenaufbaumarkers OC deutet
auf eine generelle Verlangsamung des Knochenabbaus durch die Supplementationsmal}-
nahmen in unserer Studie hin, die dann auch eine Verlangsamung des Knochenaufbaus

nach sich zieht.

Die Knochenabbaumarker TRAP5b und DPD zeigten in unserer Studie nach 6 Monaten in
beiden Gruppen keine signifikanten Veranderungen. Lediglich TRAP5b zeigte sich nach
12 Monaten signifikant erniedrigt (Tabelle 19). Die Serumkonzentration von TRAP5b sank
innerhalb von 12 Monaten in Gruppe A um 2% und in Gruppe B um 31% (p<0,001)
(Abbildung 10).
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TRAP5b besitzt eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fir die Osteoklastenaktivitat. Irie et
al. (98) beschreibt TRAPSb als prognostischen Faktor fur die BMD postmenopausaler
Frauen und beobachtete eine positive Korrelation zwischen TRAPSb und BAP. Dies ist
kongruent zu unserer Beobachtung, dass zu Studienbeginn TRAP5b und BAP positiv
miteinander korrelierten. Spolidorio et al. beschreibt ebenso eine positive Korrelation
zwischen TRAPSb bzw. BAP in Bezug auf die Knochenqualitat. Durch die Gabe von VitD
(bei Spolidorio et al. auch zuziiglich Calcitonin) wurde die Knochenqualitat verbessert und
die TRAP5b- und BAP-Werte sanken (195). Dazu kongruent zeigt eine Studie von Reichel
et al. eine gute Korrelation zwischen intaktem PTH und TRAP5b (174).

Nur TRAP5b jedoch nicht DPD wurden in unserer Studie durch eine 12 monatige
Supplementation von VitD in Gruppe B signifikant gesenkt (87). McKane et al. (141)
beobachtete bei alleiniger Gabe von hochdosiertem Ca®* (2400 mg/Tag) bei &lteren
Frauen in einem Zeitraum von 3 Jahren eine signifikante Abnahme der PTH-

Serumspiegel und der Werte von DPD im Urin.

SCL wird von Osteozyten sezerniert und ist Mitglied der DAN Familie (differential
screening-selected aberrative in neuroblastoma). SCL antagonisiert das Bone
Morphogenetic Protein und/oder das Wingless-Protein, welche die Wingless-Int-1-
Signalkaskade blockieren (152). Die Osteoblasten werden in Aktivitdt und Differenzierung
gehemmt und in ihrer Apoptose geférdert. Die Serumkonzentration von SCL stieg im
Beobachtungszeitraum in Gruppe A um 37% (p<0,001) und in Gruppe B um 25%
(p=0,002). Die Beobachtung, dass SCL, ein Marker des Knochenabbaus, in beiden
Gruppen stieg, war flr uns Uberraschend, unterstitzt jedoch die Aussagen von Cejka et
al. (29), die, wider Erwarten, eine positive Korrelation zwischen SCL und BMD bzw.

Knochenvolumen beobachteten.

PTH hemmt die Sezernierung von SCL. Entsprechend bewirkte eine Senkung der PTH
Spiegel durch Supplementierung von VitD in unserer Studie eine Zunahme der SCL-
Plasmaspiegel. Studien, die den Einfluss einer VitD-Supplementierung auf SCL
beschreiben, sind derzeit nicht verfligbar. Lediglich Mirza et al. beschrieb eine negative
Korrelation zwischen SCL und PTH in einer Studie mit postmenopausalen Frauen (149).
Eine weitere Studie zeigte sinkende SCL-Spiegel nach einer 18 monatigen Behandlung
mit PTH (167). In einer anderen Studie an postmenopausalen Frauen berichtet Gatti et al.
von einer Abnahme des SCL um nahezu 30% nach 36 Monaten Behandlung mit
monoklonalen Antikérpern gegen den Liganden des Rezeptor-Aktivator-NF-Kappa-B (56).
Diese Ergebnisse legen gemeinsam den Schluss nahe, dass bei VitD-Mangel der anabole
Effekt durch das steigende PTH verstarkt wird, welches widerum den SCL-Spiegel senkt.
Im Kontrast dazu steht die Verlangsamung des Knochenstoffwechsels, die durch

supplementiertes VitD respektive sinkendes PTH vermittelt wird (133).
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Das AusmaR der PTH-Senkung scheint die nachfolgenden Anderungen der Knochenmar-
ker zu lenken. In einer Studie an alteren bettlagrigen Patienten mit VitD-Defizit resultierte
eine Supplementation von 400 oder 1200 IE VitD und 500 mg Ca?* iiber 6 Monate in einer
Zunahme der VitD-Serumkonzentration um 124-200%, lediglich 7-8% Abnahme des PTH
und nahezu keiner Veranderung des Knochenaufbaumarker PINP (amino-terminal
telopeptide of type | collagen) oder des Knochenabbaumarkers ICTP (carboxy-terminal
telopeptide of type | collagen) (14). Die Unterschiede zwischen den Studien sind
mdglicherweise in den verschiedenen Dosierungen des VitD, der Dauer der Supplemen-
tierung und spezifischen Unterschieden in Bezug auf Wachstumsphasen oder

osteoporotische Veranderungen bei alteren Menschen begriindet.

Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass der Effekt der VitD-Supplementation die
starkste EinflussgroRe in Bezug auf das Mall des Knochenaufbaus darstellt. Wo eine
Verlangsamung des Knochenstoffwechsels geschieht, geht damit zuerst eine Abnahme
der Knochenabbaumarker (PTH, TRAP5b), langfristig jedoch auch eine verzégerte und
weniger akzentuierte Abnahme der Knochenaufbaumarker (BAP und OC) einher. Unsere
Daten zeigen, dass die Supplementation von VitD mit oder ohne zusatzliche B-Vitamin-
Supplementation einen positiven Effekt auf den Knochenaufbau hat. Eine Supplementati-

on mit VitD und Ca** sollte man langfristig empfehlen.

B-Vitamine und ihr Zusammenspiel mit Knochenmarkern

Der Einfluss der B-Vitamine auf den Knochenstoffwechsel ist weniger offensichtlich. HHcy
und niedrige VitB-Spiegel beeinflussen den Knochenstoffwechsel direkt tber Stimulation
der Osteoklastenaktivitat wohingegen die Aktivitat der Osteoblasten kaum beeinflusst wird

(72;77;80;82;162). Interventionelle Langzeitstudien koénnen die Bedeutung einer

Supplementation mit B-Vitaminen auf den Knochenstoffwechsel erhellen. Nur wenige
Studien testeten bisher die Auswirkungen einer Supplementation mit B-Vitaminen auf
Marker des Knochenauf- und -abbaus (74). Die Messung des VitB,-Status gibt
Aufschluss darlber, ob ein VitBi>-Mangel vorliegt. Die Messung von holoTC und MMA
erlaubt die Unterscheidung, ob die Speicherung von VitBs, gestort ist oder ob ein

funktioneller Mangel vorliegt (90).

In unserer Gruppe A (mit B-Vitamin-Supplementation) stieg der VitB,-Spiegel im
Beobachtungszeitraum im Mittel signifikant an (p<0,001). Die MMA-Plasmakonzentration

sank in der Vitamingruppe deutlich, jedoch nicht signifikant. In Gruppe B konnten wir ein
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leichtes Absinken des VitBq,-Spiegels feststellen. Der MMA-Spiegel stieg in Gruppe B

deutlich, jedoch nicht signifikant.

In verschiedenen Studien wurde eine Supplementation von VitBs, in verschiedenen
Dosierungen untersucht. Bei einer Supplementation von 500 g VitB, wurde im Vergleich
verschiedener Studien im Mittel eine Erhéhung des VitB4,-Spiegels zwischen 91 und 170
pmol/l beobachtet (46). In unserer Studie beobachteten wir ebenfalls einen Anstieg der
VitB1,-Spiegel (148 pmol/l), bei der Supplementationsdosis von 500 pg und dem
Supplementationszeitraum von 12 Monaten ware jedoch ein starkerer Anstieg der VitB4,-
Spiegel zu erwarten gewesen. Durch den Ausgleich des VitB4,-Defizits konnte der Abbau
von D-Methylmalonyl-CoA Uber L-Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA mit Hilfe der
VitBi,-abhangigen Transferase wieder verstarkt ablaufen (Abbildung 4). Durch die
Begunstigung dieses Abbauwegs konnte der alternative Abbauweg des D-Methylmalonyl-
CoA zu MMA reduziert werden, was die sinkenden MMA-Spiegel in der Vitamingruppe
erklart. Fir die Gruppe B gilt im Umkehrschluss, dass durch Hemmung der VitB4,-
abhangigen Transferase, und einen damit einhergehenden Rickstau, D-Methylmalonyl-

CoA verstarkt zu MMA abgebaut wurde, weshalb die MMA-Spiegel in Gruppe B stiegen.

Wir vermuten, dass durch die Einnahme von Kalziumkarbonat die Resorption von VitBi»
gestort wird. Das Kalziumkarbonat bewirkt im Magen und Duodenum eine Erhdhung des
pH-Werts, welche die Resorption von VitBi;, hemmt. Die Tatsache, dass die MMA-
Serumspiegel in beiden Gruppen zwischen Studienbeginn und 6 Monaten schwach
stiegen, ist ein Hinweis auf diese gestorte Resorption. In Gruppe A wurde durch die
langfristige Einnahme von VitB,, jedoch zwischen Studienbeginn und 12 Monaten eine
Senkung der MMA-Serumspiegel erreicht (Tabelle 18). Diese Senkung war nicht
signifikant, wurde aber vermutlich durch die Einnahme von Kalziumkarbonat gebremst.
Quesada et al. beobachtet in einer Studie, dass die Resorption von Kalziumcitrat
effektiver ist im Vergleich zu Kalziumlactogluconat oder Kalziumkarbonat (173). Die
Auswirkungen einer Supplementation von VitBy, zusatzlich zu Kalziumcitrat oder

Kalziumlactogluconat muss in weiteren Studien untersucht werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Supplementation mit VitB,, zusatzlich zu VitD und
Ca?* zu einer signifikanten Erhohung der VitBi,-Spiegel bei den entsprechenden
Studienteilnehmern fiihrte. Als Koenzym der MS ist VitBs, entscheidend an einer
Umwandlung von Hcy in Meth beteiligt und eine gute VitB4,-Versorgung Vorraussetzung

fur sinkende tHcy-Spiegel (Abbildung 4).

Ein Folatmangel ist jedoch mit Abstand die bedeutendste Ursache einer HHcy. Der
haufigste Vitaminmangel in Europa ist der Folatmangel. Das Folat im Serum ist nur ein

kurzfristiger Marker, der von der Nahrungsaufnahme der letzten 2-3 Wochen beeinflusst
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wird. Der Folatmangel wird begunstigt durch einen Mangel an frischem Obst und Gemuse

und die Verarbeitungmethoden von Getreideprodukten (83).

In unserer Teilnehmerpopulation wies kein Teilnehmer einen Folatmangel auf. Die
Gesamtfolat-Konzentration erhéhte sich durch die Supplementation von 500 pg Folsaure
in unserer Studie in Gruppe A signifikant (p<0,001). In Gruppe B sank die Gesamtfolat-
Konzentration leicht ab. Die medianen Konzentrationen des tHcy in der Gruppe A sanken

innerhalb von 12 Monaten um 25%.

Eine Studie von Pizzolo et al. weist darauf hin, dass durch Folsduresupplementation eine
signifikante Senkung des tHcy-Spiegels (p<0,001) erreicht wurde (169). Eine Studie von
Tighe et al. untersuchte den Effekt verschiedener Folsauredosierungen auf die tHcy-
Konzentration Uber ein halbes Jahr hinweg. Das Ausmal der Senkung hing jeweils von
den Ausgangskonzentrationen von tHcy im Serum ab. Bei Probanden mit hohen
Ausgangswerten, wurde der tHcy-Spiegel besonders effektiv gesenkt: bei einer
Supplementation von 800 ug Folsaure pro Tag um fast 30%. Bei niedrigeren Basalwerten
fir tHcy fallt die Senkung durch Folsauresupplementation geringer aus. Bei taglicher
Folsaure-Supplementation von 20-500 ug ist im Mittel eine Senkung der tHcy-Spiegel von
16-39% zu erwarten (200). Unsere beobachtete Senkung des tHcy-Spiegels in der B-
Vitaminsupplementierten Gruppe lagen mit im Mittel 25% also im Rahmen der

Erwartungen.

Eine Supplementation von Folsdure zusatzlich zu VitD und Ca?*" fiihrte zu einer
signifikanten Erhohung der Gesamtfolat-Spiegel bei den entsprechenden Studienteilneh-
mern. Die Supplementation mit VitB;, und Folsadure fiihrte zu einem signifikanten

Absinken der tHcy-Spiegel.

SAM st wichtigster Methylgruppen-donator zelluldrer Reaktionen in lebenden
Organismen. Zu den wichtigsten Abnehmern der Methylgruppen von SAM gehdren die
Kreatin-Synthese (liefert bis zu 75% des im Organismus anfallenden tHcy) und die
Methylierung von Nukleinsduren (Cytosin) der DNA. SAM Ubertragt seine Methylgruppe
leicht (Transmethylierung) und wird zu SAH demethyliert. Interessanterweise korrelierte
nicht tHcy, sondern SAH und SAM zu Beginn unserer Studie signifikant mit BAP, SCL und
PTH. Bei SAH und SAM konnten wir weder innerhalb einer Gruppe A oder B Uber den
Zeitraum von 12 Monaten noch im Vergleich zwischen den Gruppen A und B eine
signifikante Anderung beschreiben. Dies lasst vermuten, dass SAH mehr noch als tHcy
mit dem aktiven Knochenstoffwechsel in Beziehung steht. Eine aktuelle Studie von
Enneman et al. untersucht den Einfluss von tHcy, SAH und SAM auf die Knochenstabilitat
Uber die Methylierungskapazitat (47). Eine Korrelation zwischen den SAM-, SAH-

Spiegeln, dem SAM/SAH-Quotienten und dem Frakturrisiko konnten Enneman et al. nicht
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beschreiben. Aktuelle Studien von Pizzolo et al. weisen darauf hin, dass durch
Folsauresupplementation eine Senkung des tHcy-Spiegels (p<0,001) und gleichzeitig eine
Steigerung der SAM-Spiegels und des SAM/SAH-Quotienten (p<0,05) erreicht werden
konnte (169). Green et al. hingegen beobachtet in einer Studie, dass SAH von einer B-
Vitamin-Supplementation und der damit einhergehenden tHcy Senkung ganzlich
unbeeinflusst bleibt ((64). Diese Beobachtungen untermauern die Annahme, dass SAH
eventuell vom Folatstatus unabhéangig ist. Diese Studienergebnisse passen zu unserer
Beobachtung, dass sich in unserer Studie selbst in der Vitamin-supplementierten Gruppe,
deren tHcy-Spiegel signifikant sanken (p<0,001), die SAH/SAM Werte kaum veranderten.
Studien zur Auswirkung hoher tHcy-Plasmaspiegel auf kardiovaskulare Ereignisse
bestatigen ebenfalls diese Beobachtung. Kerins et al. (110) zeigten, dass SAH ein
sensitiverer Marker fiir kardiovaskulare Ereignisse darstellt, als tHcy. Bonaa et al. (19)
zeigten, dass Patienten, die nach einem Myokardinfarkt durch B-Vitamine ihr tHcy
senkten, keine Risikoreduktion in Bezug auf ein erneutes Infarktgeschehen zu erwarten

hatten.

In unserer Studie veranderten sich, selbst in der B-Vitaminsupplementierten Gruppe,
deren tHcy-Spiegel signifikant sanken (p<0,001), die SAH/SAM Werte kaum. Weitere
Studien sind nétig, um den Einfluss von SAM und SAH auf den Knochenstoffwechsel,

unabhangig vom tHcy-Status, zu erhellen.

Siebzig Prozent unserer Probanden startete mit einer moderaten HHcy (Tabelle 10) in
unsere Studie. Die medianen Konzentrationen des tHcy in der Gruppe A sanken innerhalb
von 12 Monaten von 12,6 auf 9,1 umol/l (Tabelle 18). Die medianen Konzentrationen des
tHcy in der Gruppe B (erhielt nur VitD und Ca?*) stiegen innerhalb von 12 Monaten im
Mittel von 12,5 auf 14,9 umol/l (Tabelle 18). In unserer Studie zeigten sich bei Gabe von
B-Vitaminen zusatzlich zur VitD- und Ca*'-Supplementation keine weiteren Anderungen

der von uns gemessenen Knochenmarker.

Studien beobachteten eine 2-4fache Zunahme osteoporotischer Frakturen bei Individuen

mit hohen Plasma-tHcy-Spiegeln (60;143:207). Hohe tHcy-Spiegel steigern in vitro die

Aktivitdt der Osteoklasten (80). Unsere Resultate sind kongruent mit denen friherer
klinischer Studien, in denen kein weiterer Effekt der B-Vitamine (1 bzw. 2,5 mg Folsaure,
0,5 mg VitB4, und 10 bzw. 25 mg VitBe) auf den Knochenstoffwechsel nach 1 bzw. 2
Jahren beobachtet werden konnte (63;78). Dies bestatigen auch die Ergebnisse von
Green et.al. (63), die 276 altere Personen Uber 2 Jahre mit B-Vitaminen behandelte und
im Vergleich zur Placebogruppe keine signifikante Anderung bei den Knochenmarkern
BAP und Knochenkollagenfragmenten fand. Der tHcy-Spiegel wurde in unserer Studie bei
der Vitamingruppe signifikant gesenkt, die BAP-Spiegel blieben unbeeinflusst. Dies

spricht gegen einen direkten Zusammenhang zwischen der Héhe des tHcy-Spiegels und
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dem Knochenmarker BAP. Einen direkten Zusammenhang zwischen der Héhe des tHcy-
Spiegels und Knochenstoffwechselparametern konnten wir in unserer Studie nicht zeigen.
Eine aktuelle Studie von Keser et al. aus Kroatien untersuchte die Entwicklung der HHcy
in bezug auf den Knochenstoffwechsel durch Supplementation von Folsaure und VitB;, an
31 postmenopausalen Frauen Uber einen Zeitraum von 4 Monaten und konnte keinen
Benefit flir den Knochenstoffwechsel feststellen (111). Die Studie war jedoch klein und der

Zeitraum kurz, weshalb die Aussagekraft in Frage zu stellen ist.

Einige Autoren berichten jedoch von signifikanten Korrelationen zwischen tHcy-Spiegeln

und Knochenresorptionsmarkern (43;57;73). Individuen mit tHcy Werten >15 pmol/l

zeigten nach Behandlung mit B-Vitaminen jedoch eine Zunahme der BMD der
Lendenwirbelsaule und eine Abnahme der OC- und PINP-Konzentration um fast 50%
(78). Darlberhinaus wurde festgestellt, dass tHcy im Knochen Uber Kollagenbindungen
kumuliert. HHcy scheint unglinstige Auswirkungen auf die extrazellulare Knochenmatrix
zu haben, indem es die Vernetzung der Kollagene stort (76;94). Es wird beschrieben,
dass ein Vitamin B-Defizit mit einer Verringerung der enzymatischen Vernetzung und
einer Vermehrung der nicht-enzymatischen Vernetzung im menschlichen Knochen in
Verbindung steht (182). Folglich suggerieren die existierenden Daten eine negative
Auswirkung von HHcy und Vitamin B-Mangel auf die Knochenqualitat vermittelt durch eine

Stimulation der Knochenresorption und eine Stérung der Kollagenvernetzung.

Eine grofe, doppelblinde und placebokontrollierte klinische Studie von Sato et al. an 628
Apoplexpatienten ergab nach zweijahriger Vitamin B-Supplementation eine Reduktion des
Frakturrisikos am Schenkelhals um 75% (185). Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu dem
Ergebnis unserer Studie, bei der die Supplementation mit VitD, Ca?* und B-Vit iber ein
Jahr keinen Benefit gegeniiber einer reinen Supplementation mit VitD und Ca®* ergab.
Allerdings wiesen die Probanden der Studie von Sato et al. zu Beginn der Studie hohe
tHcy-Spiegel auf (19,9 umol/l). Es mag hier einen Unterschied geben, ob das untersuchte
Subjekt zu Studienbeginn HHcy aufweist oder moderat erhdhte tHcy-Spiegel. Dafir

ergeben sich Hinweise aus den Studien von Green et al. (63) und Herrmann et al. (75).

In unserer Studie starteten die Teilnehmer zu Studienbeginn mit einem moderat erhéhten
tHcy-Spiegel. In der Gruppe A konnten durch B-Vitamin-Supplementation die tHcy-
Spiegel signifikant gesenkt werden. In jliingster Zeit wurde ein hoher tHcy-Spiegel als
unabhangiger Risikofaktor flir OSP und osteoporotische Frakturen entdeckt (81;143;207).
Eine positive Beeinflussung des Knochenstoffwechsels, reprasentiert durch die von uns
gemessenen Knochenmarker, durch diese Senkung der tHcy-Spiegel konnten wir nicht
feststellen. Da ein hoher tHcy-Spiegel mit Krankheiten wie Atherosklerose, kardiovaskula-
re Erkrankungen, kognitiven Dysfunktionen, Demenz und OSP assoziiert wird (83), ist

eine Senkung des tHcy-Spiegels jedoch in vielfaltiger Hinsicht positiv zu werten.
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Limitation der Studie

Da dber 45% unserer Teilnehmer die Studie vorzeitig abbrachen, war unsere
Studienstichprobe relativ klein, wodurch die statistische Power unserer Daten reduziert
wird. Deshalb missen alle Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden. Es ist fur folgende
Studien empfehlenswert, den Sachverhalt an einer deutlich gréeren Stichprobe zu
untersuchen. Wenn man die Studie langer hatte laufen lassen, hatten sich evitl.
deutlichere Tendenzen gezeigt, dass eine Senkung des tHcy-Spiegels durch Einnahme

von B-Vit auch positive Auswirkung auf den Knochenstoffwechsel hat.

Die regelmaflige Versorgung mit VitD resultierte in friiheren Studien in einer Abnahme der
PTH-Plasmaspiegel und einer Zunahme der BMD (133). Wir haben die BMD nicht
gemessen, da innerhalb eines Untersuchungszeitraums von nur 12 Monaten keine

Veranderungen des Knochens Uber die DXA-Methode messbar sind.
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Zusammenschau

1. Die Supplementation von VitD und Ca®" in Kombination mit B-Vitaminen (Gruppe
A) oder ohne B-Vitamine (Gruppe B) flhrte in beiden Gruppen zu einer signifikan-
ten und nahezu vergleichbaren Reduktion des Knochenstoffwechsels, sowohl in

Bezug auf den Knochenauf- als auch den Knochenabbau.

2. Desweiteren haben wir durch tagliche Supplementation von 1200 IE VitD die
Erhéhung des PTH und damit den sekundaren Hyperparathyreoidismus korrigiert.
Die Abnahme der PTH- und BAP-Konzentrationen konnten wir nach 6 Monaten,
die Abnahme der OC- und TRAPSb-Konzentration nach 12 Monaten beobachten.

3. In Bezug auf die Knochenmarker haben wir keine signifikanten Unterschiede

zwischen beiden Gruppen gefunden.

4. In unserer Studie haben wir die moderate HHcy unserer Probanden durch die

Supplementation von 500 ug Folsaure, 500 ug VitB4, und 50 mg VitBe korrigiert.

5. Die von uns beobachtete Senkung des tHcy durch B-Vitamin-Supplementation
zeigt, besonders bei Individuen mit starker HHcy, die Tendenz, das ,cross-linking*
des Knochenkollagens positiv zu beeinflussen und dadurch die Knochenfestigkeit

zu erhdhen. Dies zu untersuchen bleibt zukinftigen Studien Uberlassen.
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6. Anhang:
6.1 Informationen fir den Hausarzt
Sehr geehrte Frau Kollegin, sehr geehrter Herr Kollege,

lhre Patientin bzw. |hr Patient nimmt an

einer von der Ethikkommission genehmigten prospektiven, randomisierten,
doppelblinden und placebokontrollierten Studie teil. Diese wird von der Universitatsklinik

Homburg in Zusammenarbeit mit der Geriatrischen Rehaklinik St. Ingbert durchgefiihrt.

Ziel:

Es ist das Ziel, die in vitro beobachteten positiven Effekte von Vitamin B auf den
Knochenstoffwechsel auch prospektiv in vivo bei alteren Menschen nachzuweisen. Dies
konnte Auswirkungen auf die Erndhrungsempfehlungen einer groRen Bevolkerungs-

schicht haben.

Ablauf:

Jeder Patient erhalt als Basistherapie Vitamin D und Calcium. Zusatzlich erhalten die
Patienten entweder Vitamin Bg, Folsaure (=Bg) und Vitamin B, oder Placebo. Die
Verum- und Placebokapseln unterscheiden sich dufRerlich nicht. Die Vitamin B — Dosen
entsprechen denen, die zur Vorbeugung und Behandlung von Vitaminmangelerschei-
nungen empfohlen sind. Jeder Patient nimmt ein Jahr lang taglich morgens eine griine,
mittags eine weifle und abends eine braune Kapsel ein. Den Medikamentenvorrat
erhalten die Patienten von uns. Zu Beginn der Untersuchung und am Ende wird von uns
Blut und Urin abgenommen, um darin verschiedene Marker des Vitamin- und
Knochenstoffwechsels zu messen. Wir werden in regelmafRigen Absténden telefonisch

mit den Patienten oder den Angehdrigen in Kontakt bleiben.

Abbruchkriterien:

Selbstverstandlich hat jede medizinisch erforderliche Behandlung Vorrang vor der Studie.
Deshalb ergeben sich folgende Abbruchkriterien:

Medikamente: Corticosteroide, Methotrexat, spezifische osteologische Therapie,
zusatzliche Therapie mit Vitamin B1z, Folsaure, Vitamin Bg, Vitamin D oder Calcium.
Akute Erkrankungen: Herzinfarkt, Krebserkrankung, Apoplex oder ein operativer Eingriff

fihren ebenfalls zum Studienabbruch.

Ihre Aufgabe:

AuRer den Abbruchkriterien brauchen Sie nichts zu beachten. Sollten diese
eintreten, bitten wir um eine kurze Benachrichtigung.

Wenn Sie weitere Fragen haben oder Informationen wiinschen, kénnen Sie sich gerne
mit uns in Verbindung setzen:

Frau Prof. Dr. Obeid: Tel. 06841 - 1630711, CA Dr. Eckert: s.o.

Vielen Dank! Mit freundlichen kollegialen GriiRen

Dr. Eckert
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W
[=]

Das Kreiskrankenhaus
St. Ingbert

Gesundheitspark 1
66386 St. Ingbert

Telefon: 068 94 — 108 451
Telefax: 068 94 — 108 452
E-mail:  geriatrie@
kkh-geriatrie-igh.de
Internet:  www.kkh-geriatrie-igb.de

GERIATRISCHE REHAKLINIK

Zertifiziert nach DIN EN ISO 9001
Gem. Kr. nach § 4 Abs. 5 MB/KK

CA Dr. Rudolf Eckert

Ihr Ansprechpartner/-in:

Frau Ley

Unsere Zeichen: Eck /
Telefon: 0 68 94 / 108 - 451

Datum: August 2009

Wir behandeln altere
multimorbide Patienten,
deren Selbstandigkeit
eingeschrankt ist:

fachérztlich:
- Innere Medizin
- Physikalische und
Rehabilitative Medizin
- Allgemeinmedizin
- konsiliarisch u. a.
Chirurgie
Unfallchirurgie
Kardiologie
Neurologie
rehabilitativ:
- Ergotherapie
- Logopadie
- Pflegedienst
- Physiotherapie
- Physikalische Therapie
- Psychologie
- Sozialdienst

Geschaftsfiihrer:
Wolfgang Steil
Dipl.-Kfm. Frank F. Banowitz

Aufsichtsratsvorsitzender:

Clemens Lindemann

Amtsgericht Saarbriicken:
HRB 32799 88



6.2 Patienteninformation und Einwilligungserkléarung

Auswirkungen der Nahrungserganzung mit Vitamin Bg, Folsdure (= Vitamin Bg) und

Vitamin Bi, auf den Knochenstoffwechsel zusétzlich zur Therapie mit Vitamin D

und Kalzium

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,
wir mochten Sie bitten, an einer Studie der Universitatsklinik Homburg in Zusammenarbeit
mit der Geriatrischen Rehaklinik St. Ingbert teilzunehmen, mit der die Auswirkungen von

Vitaminpraparaten auf den Knochenstoffwechsel untersucht werden.

Grinde, Ablauf und Ziel der Untersuchung

Mit zunehmendem Alter wird der Knochen immer starker entkalkt. Dies fuhrt schlieRlich zu
OSP. Wir wollen untersuchen, ob die Vitamine Bg, Folsaure (= Vitamin Bg) und Vitamin
Bi,, die zusatzlich zu der Ublichen Therapie mit Vitamin D und Kalzium eingenommen
werden, eine positive Wirkung auf den Knochenaufbau haben.

Der Knochenstoffwechsel reagiert sehr langsam. Deshalb dauert die Therapie ein Jahr.
Sie nehmen in dieser Zeit taglich morgens eine grine, mittags eine weille und abends
eine braune Kapsel ein, die Vitamin D und Kalzium (mit schon nachgewiesener guter
Wirkung auf den Knochen) und ggf. zusatzlich die oben genannten B-Vitamine ein. Zu
Beginn der Untersuchung und nach einem Jahr wird der Urin untersucht und es wird
Ihnen Blut abgenommen, um darin die Konzentrationen der Vitamine und die der Marker
des Knochenstoffwechsels zu messen.

Die Einnahme der niedrig dosierten Vitaminpraparate ist unbedenklich, da die Dosen
offiziell zur Behandlung und Vorbeugung von Vitaminmangelerscheinungen empfohlen
sind und zuvor Gegenindikationen ausgeschlossen wurden. Sie werden alle 3 Monate
telefonisch nach lhrem Befinden gefragt und erhalten in diesem Intervall von uns
kostenlos die nachsten Kapseln. Die Blutentnahme aus einer Armvene erfolgt mit den im
Krankenhaus Ublichen Nadeln. Die damit verbundenen Risiken wie z. B. Bluterguss oder
Verletzung anderer Gewebe sind minimal.

Durch die Studie haben Sie praktisch keine zusatzlichen Belastungen. Sie sollten lediglich
darauf achten, dass Sie keine anderen Vitamine der B — Gruppe und nicht zusatzlich
Vitamin D und Kalzium einnehmen. Wenn die Einnahme von bestimmten Medikamenten,
die den Knochenaufbau oder den Knochenabbau beeinflussen, wahrend des
Studienzeitraumes notwendig wird, ist die weitere Teilnahme an dieser Untersuchung

nicht moglich. Ihr Hausarzt ist daruber informiert.

89



Diese Studie kann einen Beitrag zum effektiven und nebenwirkungsarmen Vorbeugen
oder zur Therapie mit Vitaminen liefern, um der Knochenentkalkung entgegenzuwirken.
Ihre Teilnahme hat damit Bedeutung fur die Weiterentwicklung der medizinischen

Therapie. Zusatzlich sparen Sie die Kosten der ohnehin sinnvollen Vitaminerganzung.

Einwilligungserklarung

Die Studienteilnahme ist freiwillig. Sie kdnnen jederzeit lhre Einwilligung widerrufen und
die in der Studie verwendete Blutprobe von der Untersuchung zurtckziehen. Versiche-
rungsschutz besteht im Rahmen einer allgemeinen Patientenversicherung der
Geriatrischen Rehaklinik St. Ingbert.

Datenschutz

1) Ich erklare mich damit einverstanden, dass die im Rahmen dieser klinischen Prufung
erhobene Daten, insbesondere Angaben Uber meine Gesundheit, in Papierform und auf
elektronischen Datentragern in der geriatrischen Rehaklinik St. Ingbert aufgezeichnet
werden. Soweit erforderlich, dirfen die erhobenen Daten pseudoanonymisiert
(verschlisselt) weitergegeben werden.

2) AuRerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass autorisierte und zur
Verschwiegenheit verpflichtete Beauftragte die zustandigen inlandischen und
auslandischen Uberwachungsbehérden in  meine beim Prifarzt vorhandenen
personenbezogenen Daten, insbesondere meine Gesundheitsdaten, Einsicht nehmen,
soweit dies fiir die Uberpriifung der ordnungsgeméfRen Durchfiihrung der Studie
notwendig ist. Fir diese MaRBnahme entbinde ich den Prifarzt von der arztlichen
Schweigepflicht.

3) Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen Daten,
insbesondere der Angaben Uber meine Gesundheit, ist unwiderruflich. Ich bin bereits
dariber aufgeklart worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an der klinischen Prifung
beenden kann. Im Fall eines solchen Widerrufs meiner Einwilligung, an der Studie
teilzunehmen, erklare ich mich damit einverstanden, dass die bis zu diesem Zeitpunkt
gespeicherten Daten ohne Namensnennung weiterhin verwendet werden durfen, soweit
dies erforderlich ist.

4) Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder
Abbruch der Prifung mindestens zehn Jahre aufbewahrt werden, wie es die Vorschriften
Uber die klinische Prifung von Arzneimitteln bestimmen. Danach werden meine
personenbezogenen Daten geldscht, soweit nicht gesetzliche, satzungsmaflige oder

vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.
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Einwilligungserklarung zu Studienteilnahme und Datenschutz

Mit Ihrer Unterschrift erklaren Sie, dass Sie diese Probandeninformation gelesen
und verstanden haben und freiwillig zur Teilnahme an der Untersuchung bereit

sind.

Ferner stimmen Sie mit Ihrer Unterschrift der Weitergabe der wéhrend der Studie

erhobenen Daten in anonymisierter Form an autorisierte Dritte zu.

Sie haben das Recht, jederzeit die Teilnahme an der Untersuchung ohne Nennung

von Grinden zu widerrufen.

Ort, Datum Name Patient Unterschrift Patient

aufklarender Arzt
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6.3 Randomisierungsbogen

1 Im Zentrallabor UKS zu erledigen:

Sr.: Aktuelles Datum: 20

Sr.: Interne Patienten-Nr.:

Sr.: Initialen Patient: Vorname, Name:

Sr.. Geschlecht: mannlich weiblich
Sr.: Geburtsdatum: . 1 9

CA: Handzeichen Zentrallabor (Obeid):

Sek: Fax an Biometrie:

(Bei Ruckfragen: Tel. 06841 — 16 22060)

2 In der Biometrie zu erledigen:

06841 — 16 22062

Zuordnung Therapiegruppe:
Patienten-Nr. in der Studie:
Handzeichen Biometrie:

Fax an Zentrallabor:
(Bei Ruckfragen: Tel. 06841 — 16 30711)

06841 — 16 30703

3 Therapiebeginn:

CA: Info an Station und Therapiebeginn:

CA: Handzeichen Zentrallabor (Obeid):

20
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6.4 Telefoncheckliste

Datum:

Guten Tag Frau/Herr !

Mein Name ist von der Universitatsklinik Homburg.

Sie / Ihre Angehdrige nehmen an einer Untersuchung Uber den Einfluss verschiedener
Vitamine auf den Knochenstoffwechsel teil. Die Untersuchung wurde in der geriatrischen
Rehaklinik St. Ingbert begonnen. Jetzt bin ich fir Sie zustandig. Haben Sie einen Moment
Zeit zur Beantwortung einiger Fragen? (Wenn nein: Wann kann ich Sie wieder anrufen
(Tag, Uhrzeit)?

. Wie geht es Ihnen? ] s. R.
. Haben Sie auRergewdhnliche gesundheitliche Beschwerden? [_] s.R.
. Wurden Sie in letzter Zeit operiert? [_] s. R.

. Waren Sie in letzter Zeit im Krankenhaus? [ ] s. R.

. Nehmen Sie noch regelmaRig die Vitamintabletten ein? [ ] s. R.
. Wann nehmen Sie die Tabletten ein? [ ] s. R.
. Wie viele Vitamintabletten haben Sie noch? [ ] s. R.

. Wir wiirden lhnen gerne den Bedarf fiir die nachsten 3 Monate per Post schicken! [] .

© 00 N O 0 B~ WDN -

. Haben Sie vom Arzt neue Medikamente oder Vitamine bekommen? [ ] s. R.
Wenn ja, welche? [ ] s. R.

10 Haben Sie lhren Hausarzt gewechselt oder sind Sie noch bei Dr. ?

[ ]s.R.

Das sind schon alle meine Fragen. Vielen Dank fir die Auskunft, Frau/Herr !
Ich wiinsche lhnen (auch weiterhin) alles Gute und werde mich in 3 Monaten wieder
telefonisch bei lhnen melden. Sollten Sie noch weitere Fragen haben, kdnnen Sie mich

gerne anrufen. Meine Telefonnummer ist

Auf Wiederhoren!

(s. R. = siehe Bemerkungen auf der Riickseite diese Blattes)
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One year B and D vitamins supplementation
improves metabolic bone markers

Abstract

Background: Vitamin D and vitamin B deficiency are com-
mon in elderly subjects and are important risk factors for
osteoporosis and age-related diseases. Supplementation
with these vitamins is a promising preventative strategy.
The objective of this study was to evaluate the effects of
vitamins D3 and B supplementation on bone turnover and
metabolism in elderly people.

Methods: Healthy subjects (n=93; >54 years) were ran-
domly assigned to receive either daily vitamin D3 (1200
IU), folic acid (0.5 mg), vitamin B12 (0.5 mg), vitamin
B6 (50 mg), and calcium carbonate (456 mg) (group A)
or only vitamin D3 plus calcium carbonate (group B) in
a double blind trial. We measured at baseline and after
6 and 12 months of supplementation vitamins, metabo-
lites, and bone turnover markers.

Results: At baseline mean plasma 25-hydroxy vitamin D
[25(0OH)D] was low (40 or 30 nmol/L) and parathormone
was high (63.7 or 779 pg/mL). 25(0H)D and parathor-
mone correlated inversely. S-Adenosyl homocysteine and
S-adenosyl methionine correlated with bone alkaline
phosphatase, sclerostin, and parathormone. One year
vitamin D3 or D3 and B supplementation increased plasma
25(0H)D by median 87.6% (group A) and 133.3% (group
B). Parathormone was lowered by median 28.3% (A) and
41.2% (B), bone alkaline phosphatase decreased by 2.8%
(A) and 16.2% (B), osteacalin by 37.5% (A) and 49.4% (B),
and tartrate-resistant-acid-phosphatase 5b by 6.1% (A)
and 36.0% (B). Median total homocysteine (tHcy) was
high at baseline (group A: 12.6, group B: 12.3 pmol/L) and
decreased by B vitamins (group A) to 8.9 pmol/L (29.4%).
tHcy lowering had no additional effect on bone turnover.
Conclusions: One year vitamin D3 supplementation with
or without B vitamins decreased the bone turnover signifi-
cantly. Vitamin D3 lowered parathormone. The additional
application of B vitamins did not further improve hone
turnover. The marked tHcy lowering by B vitamins may
modulate the osteoporotic risk.

Keywords: B vitamins; bone alkaline phosphatase;
deoxypyridoniline; homocysteine; osteocalcin; osteo-

porosis; parathormone; sclerostin; tartrate-resistant acid
phosphatase; vitamin D.
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Introduction

Osteoporosis is common in elderly individuals and can
cause serious disabilities and affected persons require
extensive health care [1, 2]. Vitamin D3 plays a central role
in bone mineralization by regulating calcium carbonate
(Ca) and phosphate metabolism [3]. Vitamin D deficiency
leads to secondary hyperparathyroidism, increased bone
turnover, rickets, osteoporosis, mild osteomalacia, and
increases fracture risk [4, 5]. Vitamin D deficiency also has
been linked to a broad variety of independent diseases
like colon-, prostate-, and breast cancer, autoimmune dis-
eases, infectious diseases, cardiovascular diseases, and
hypertension [6-8].

Approximately 1billion people worldwide are thought
to be vitamin D deficient or insufficient [9]. About 50% of
elderly individuals (=65 years) or young individuals [10,
11] in industrialized countries are vitamin D deficient or
insufficient. Additionally, elderly people also have a high
prevalence of B vitamin deficiency leading to hyperhomo-
cysteinemia (HHcy) which is also considered as important
risk factor for osteoporosis and bone fracture [12, 13].

At present, there is no agreement on the optimal
dietary intake and serum level of vitamin D required to
protect against diseases. Recent evidence suggests that
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a protective intake might be five-fold above the recom-
mended dietary allowance (RDA) for vitamin D that is
1000 IU daily [7 14]. Studies have used various biomark-
ers to define vitamin D sufficiency, such as changes
in parathormone (PTH) concentrations and effects on
bone metabolism [15, 16]. Since intestinal Ca absorption
increases when 25-hydroxy vitamin D [25(0H)D] levels rise
from 50 to 75 nmol/L, this range has been classified as rel-
ative vitamin D deficiency. Levels below <50 nmol/L are
considered as deficient, and those >75 nmol/L indicate a
sufficient vitamin D supply.

The National Health and Nutrition Examination Survey
IIT (NHANES I1I), which included 13,432 younger (20-49
years) and older (>50 years) persons reported an associa-
tion between vitamin D and bone mineral density (BMD)
[17]. Higher serum 25(0OH)D concentrations were associ-
ated with higher BMD. Other large epidemiologic studies
also have shown a significant association between serum
25(0H)D and hip fractures in elderly individuals [18, 19].
Vitamin D3 supplementation has been shown to decrease
PTH levels, to temper the elevations of biochemical bone
turnover markers, and to increase BMD [20]. The ben-
eficial effects of vitamin D3 supplementation have been
attributed to the suppression of secondary hyperpara-
thyroidism [21].

Recent studies have linked high concentrations of
plasma total homocysteine (tHcy) and low vitamin B12
to low BMD and fragility fractures, typical symptoms of
osteoporosis [22-25]. Experimental in vivo and in vitro
studies suggest direct effects of tHcy on bone and bone
metabolism [26-28]. HHcy increases the fracture risk, but
has minor effects on the BMD [12, 23, 25]. Biochemical
bone turnover markers indicated a shift of bone metabo-
lism towards bone resorption under HHcey [12, 22, 24, 29].
Studies on human osteoclasts revealed a distinct activa-
tion of osteoclasts with decreasing concentrations of
folate, vitamins B6, and B12 [26]. Carmel et al. [30] reported
lower concentrations of the bone formation markers: bone
specific alkaline phosphatase (BAP) and osteocalcin (OC)
in vitamin B12 deficient patients compared with controls.
tHecy has been found to accumulate in bone by collagen
binding [31]. Additionally, HHcy seems to have adverse
effects on extracellular bone matrix by disturbing colla-
gen cross-linking [31, 32]. Few in vivo studies tested the
effect of B vitamins supplementation on fracture risk,
BMD, and bone turnover [12]. The importance of B vita-
mins for bone health has been supported by studies on
patients with pernicious anemia who exhibited low BMD,
increased fracture rate, and accelerated bone turnover [33,
34]. Vegetarians are known for their low vitamin B12 status
and were reported to have higher plasma concentrations
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of the bone turnover markers [29]. Some studies reported
decreased BMD in vegetarians [34, 35] others did not [36].
Studies testing the combined effect of B and D vitamins on
bone metabolic markers are scarce. Sclerostin, a marker
of the recently identified bone metabolic pathways, has
not been tested after treatment with vitamin D or B. The
current study aims to investigate the effect of 1 year D
vitamin or D plus B vitamins supplementation on bone
metabolism in older individuals.

Materials and methods

Study design

The study was a randomized and double blind trial. The study was
performed between August 2009 and August 2010 at the Saarland
University Hospital, Homburg, Germany. The randomization was
performed by the institute of Medical Biometry using a computer
program. Inclusion criteria were: older adults (>50 years), males or
females. Exclusion criteria were: renal dysfunction, recent stroke
or coronary event within the last 3 months, current cancer, anti-
folate treatment, ileum resection, existing B vitamins supplemen-
tation, megaloblastic anemia, and osteoporotic patients treated
with pharmacological doses of vitamin D or antiosteoporotic drugs.
Termination criteria were: indication for a high-dose vitamin B sup-
plementation, coronary or vascular event, or surgical procedures
during the study.

A total of 111 subjects from a coronary rehabilitation sport
program, from the Geriatric Rehabilitation Center in St. Ingbert,
Germany, and from an announcement in a local newspaper were
recruited for the study out of which 93 were eligible to participate.
Group A consisted of 48 subjects [median age (10th-90th percen-
tiles): 68 (54-83) years, 15 males| and group B consisted of 45 subjects
[median age (10th-90th percentiles): 71 (58-86) years, 24 males]. A
total of 65 subjects completed the study.

The group A received daily 500 pg folic acid, plus 500 pg vitamin
B12, 50 mg vitamin B6, 456 mg Ca, and 1200 IU vitamin D3. Group B
received 456 mg Ca, and 1200 IU vitamin D3. Fasting blood and urine
samples were collected at baseline, after 6 and 12 months of supple-
mentation. The Local Ethics Commission of the Saarland approved
the study and all participants signed informed consent documents.

Blood sampling and analyte determination

Fasting blood samples were collected by venous puncture either in
tubes without anticoagulant or in tubes containing EDTA. Blood sam-
ples without anticoagulant were allowed to clot for 30 min at room
temperature and were centrifuged for 10 min at 2000 g and 4°C. Plas-
ma samples were centrifuged within 30 min for 10 min at 2000 g and
4°C. Serum and plasma were immediately separated and divided into
several aliquots. For S-adenosyl homocysteine (SAH) and S-adenosyl
methionine (SAM) measurements, 500 pL EDTA plasma was acidified
with 50 pL 1 N acetic acid and mixed thoroughly. A 10 mL second
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morning urine sample was also collected. All blood and urine sam-
ples were then immediately stored at -70°C until analysis.

The serum concentrations of OC, BAP, tartrate-resistant-acid-
phosphatase 5b (TRAP5b), and urinary concentrations of deoxypyri-
doniline (DPD) were quantified using the enzymatic immunoassays
from MicroVue (Quidel Corporation, San Diego, CA, USA). Concen-
tration of intact PTH in plasma was measured using an enzymatic
immunoassay (Biomerica Inc, Irvine, CA, USA). Serum concentration
of sclerostin was measured using the enzymatic immunoassay from
TECO (TECO medicals AG, Sissach, Switzerland). The quantification
of 25(0H)D at baseline and after 12 months of supplementation was
carried out using the Immun-Liaison system (DiaSorin Deutschland
GmbH, Dietzenbach, Germany). The quantification of tHcy and meth-
ylmalonic acid (MMA) was performed by a modified GC-MS method
according to Stabler et al. [37]. The quantification of total vitamin B12
was performed using a chemiluminescent immunoassay performed
on the ADVIA Centaur XP System platform. The determination of
holoTC was performed using a micro particle enzyme immunoassay
(Abbott Diagnostics, Vienna, Austria). SAH and SAM were quanti-
fied by ultra-performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry (UPLC-MS/MS) [38]. Serum 5-methyltetrahydrofolate
(5-methylTHF) was determined using UPLC-MS/MS method [39].
Creatinine in urine was determined using the Cobas system (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Urinary DPD concentra-
tions were cotrected for urinary creatinine.

Calculations and statistics

Statistical analyses were performed using SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences, version 19.0). Results are shown as median
(10th-90th percentile). The differences in continuous variables be-
tween two independent groups were tested by the Mann-Whitney
U-test, differences between categorical variables were tested by the
%*-test. The paired t-test was used for comparing differences between
two paired variables in one treatment group. The Spearman’s rho
test was used for testing the correlations between different variables.
p-Values <0.05 were considered statistically significant.

Herrmann et al.: One year B and D vitamins supplementation improves metabolic bone markers == 641

Results

The baseline characteristics of study subjects according
to treatment arms are shown in Table 1. Age and body
mass index (BMI) were comparable between the groups.
Four of the participants (two in group A, two in group B)
had diabetes mellitus type 2. The concentrations of vita-
mins and related metabolites at baseline and after 6 and
12 months are shown in Table 2. At baseline median con-
centrations of plasma tHcy was abnormally high while
25(0H)D was abnormally low. The effect of B vitamin
supplementation in group A is demonstrated in Table
2. Plasma tHcy remained unchanged in group B that
received no B vitamins. The concentrations of tHcy were
normalized in group A at 6 months and seemed to reach
a steady state, since no further lowering was achieved in
the following 6 months. Concentrations of vitamin B12
and folate significantly increased in group A at 6 and 12
months (Table 2). No significant changes in concentra-
tions of MMA or SAH and SAM were found in both study
arms (Table 2).

Concentrations of vitamin D, bone turnover markers,
and hormones before and after supplementation are
depicted in Table 3. There were no significant differences
in all of the measured biomarkers between the two study
groups at baseline. In both groups, median concentra-
tions of vitamin D were in the insufficiency range and
were associated with elevated PTH concentrations at
baseline. One year supplementation with 1200 IU vitamin
D3/day caused an increase of vitamin D concentrations in
group A (from 40 to 75 nmol/L) and in group B (from 30
to 70 nmol/L) (Table 2). PTH concentrations were lowered

Variable Group A Group B p-Value

(B, D, Ca) (D, Ca)

n=48 n=45
Age, years 68.0 (54.2-82.8) 70.5 (58.0-85.6) 0.089
Weight, kg 76.0(59.0-96.6) 70.0(56.0-98.0) 0.720
Females, n (%) 33 (69%) 21 (47%) 0.0372
Alcohol consumption, n (%) 21 (44%) 16 (35%) 0.530°
Statin therapy, n (%) 9(19%) 11 (24%) 0.616?
Serum creatinine, pmol/L 70.72(53.0-113.2) 79.6 (53.0-114.0) 0.867
Glucose, mmol/L 5.77 (5.22-6.88) 5.88 (4.88-7.60) 0.590
CRP, mg/L 1.50(0.60-5.28) 1.05(0.60-4.78) 0.211
Total cholesterol, mmol/L 5.38 (3.85-6.57) 5.17 (3.67-6.75) 0.688
HDL cholesterol, mmol/L 1.45(0.96-2.17) 1.42(0.85-2.43) 0.561
LDL cholesterol, mmol/L 3.39 (2.43-4.34) 3.26 (1.78-4.47) 0.668
Triglycerides, mmol/L 1.14(0.68-1.86) 1.31(0.72-3.17) 0.279

Table 1 Characteristics of all study participants according to treatment arm.

The data are medians (10th—90th percentiles). p-Values are according to the Mann-Whitney U-test.*p-Values are according to the

¥ *-test. Group A: 500 pg folic acid, 500 pgB12, 50 mg B6, 456 mg Ca, and 1200 U D3/day. Group B: 456 mg Ca and 1200 IU D3/day. CRP,
C-reactive protein; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein.
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Group A Group B
Compound p-Value
(B, D, Ca) (D, Ca)

Baseline concentrations, reference range
25(0H)D, nmol/L (>75) 40 (13-65) 30 (12-67) 0.813
Vitamin B12, pmol/L (156-672) 280 (176-495) 288 (190-425) 0.752
HoloTC, pmol/L (>35) 53(35-79) 47 (26-85) 0.288
MMA, nmol/L (<271) 212 (142-402) 212 (126-388) 0.916
tHey, pmol/L (<12.0) 12.9(8.7-20.4) 13.0(8.6-21.3) 0.968
5-MethylTHF, nmol/L (5.6-26.7) 14.0(5.0-36.9) 15.4 (3.4-47.8) 0.721
SAH, nmol/L (9.1-20) 17.6 (11.9-29.2) 18.3(10.8-33.1) 0.508
SAM, nmol/L (82-106) 121 (88-167) 116 (95-178) 0.821

After 6 months
Vitamin B12, pmol/L 405 (277-848) 260 (197-436) <0.001
HoloTC, pmol/L 150 (73-150) 77 (35-126) <0.001
MMA, nmol/L 275 (209-391) 285 (162-514) 0.869
tHey, pmol/L 8.9(7.1-14.1) 13.1(9.4-20.9) <0.001
5-MethylTHF, nmol/L 47.5 (29.4-73.6) 16.8 (7.4-36.7) <0.001
SAH, nmol/L 16.5 (10.6-34.1) 17.3(8.6-29.9) 0.662
SAM, nmol/L 126 (98-188) 115(91-151) 0.029

After 12 months
25(0H)D, nmol/L 75 (47-105) 70 (47-107) 0.844
Vitamin B12, pmol/L 459 (316-862) 261 (169-360) <0.001
MMA, nmol/L 212 (146-303) 237 (143-478) 0.203
tHey, pmol/L 9.1(6.0-14.1) 14.9 (8.7-28.5) <0.001
5-MethylTHF, nmol/L 46.1 (18.9-69.7) 13.9(5.5-35.5) <0.001
SAH, nmol/L 18.4(11.4-41.9) 18.9(11.3-41.2) 0.646
SAM, nmol/L 120(92-196) 120 (79-159) 0.250

Table 2 Vitamins and related metabolites at baseline, after 6 and after 12 months of supplementation (per protocol).

The data are medians (10th—90th percentiles). p-Values are according to the Mann-Whitney U-test. Significant p-values are shown in

bold. Group A: 500 pg folic acid, 500 pg B12, 50 mg B6, 456 mg Ca, and 1200 [U D3/day. Group A consisted of 48 subjects at baseline,

35 subjects after 6 months, and 34 subjects after 12 months. Group B: 456 mg Ca and 1200 U D3/day. Group B consisted of 45 subjects at
baseline and 31 subjects after 6 and 12 months. HoloTC, holotranscobalamin; MMA, methylmalonic acid; SAH, S-adenosyl homocysteine;

SAM, S-adenosyl methionine; tHcy, total homocysteine.

after 6 months of vitamin D supplementation, confirming
that PTH elevation was caused by vitamin D deficiency.
The bone resorption markers (TRAP5b, DPD), the
bone formation markers (OC, BAP), and sclerostin that
inhibits osteoblast activity showed significant and com-
parable changes in both treatment arms, suggesting that
this effect was caused by vitamin D3 (Figure 1and Table 3).
The bone formation marker OC decreased in both vitamin
treatment arms significantly by 45.1% in group A and
35.6% in group B (median changes compared to baseline
in group A=3.3 and in group B=4.1 ng/mL); BAP decreased
less by 2.8% (median 0.7 U/L) and 16.2% (4.8 U/L). The
bone resorption marker TRAP5b was significantly lowered
after 1 year vitamin therapy in both treatment groups by
median 0.13 U/L (6.1%) in group A and 0.87 U/L (36.0%)
in group B while DPD showed less changes. Sclerostin is a
delayed secreted product of osteocytes and inhibits bone
formation. Sclerostin concentrations increased after 1 year
vitamin D3 supplementation by median of 0.12 ng/mL
(21.4%) in group A and 0.20 ng/mL (37.7%) in group B.

The correlations of bone turnover markers, vitamins,
and metabolites at baseline are presented in Table 4.
Inverse correlations were found between plasma concen-
trations of PTH and 25(0H)D and between PTH and DPD.
Concentrations of the bone formation markers OC and
BAP correlated with that of the bone resorption marker
TRAP5b (p=0.001). Additionally, concentrations of OC
and DPD were directly correlated.

The vitamin markers also showed correlations with
some bone markers. For example, concentrations of
holoTC correlated with that of BAP and sclerostin. Further-
more, the bone formation markers OC and BAP as well as
sclerostin showed significant correlations with the vitamin
B12 markers holoTC or MMA. Interestingly, concentrations
of SAH and SAM showed significant correlations with con-
centrations of BAP, sclerostin (Figure 2), and PTH.

After 1 year of treatment with B and D vitamins, BAP
correlated significantly with the bone resorption marker
DPD in group A. Furthermore, plasma tHcy (group A),
SAH (groups A and B), and SAM (group A) correlated with
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Analyte

Baseline

After 6 months

p-Value
(Baseline vs. 6 M)

After 12 months
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p-Value
(Baselinevs. 12 M)

Group A (B, D, Ca)
PTH, pg/mL
BAP, U/L
0C, ng/mL
TRAPSb, U/L
Sclerostin, ng/mL
DPD, nmol/mmol creatinine
Group B (D, Ca)
PTH, pg/mL
BAP, U/L
0C, ng/mL
TRAPSb, U/L
Sclerostin, ng/mL

63.7 (29.9-133.5)
24.8(17.2-51.4)
8.8 (5.7-12.1)
2.13(1.18-4.9)
0.56 (0.35-0.84)
6.8 (3.8-10.4)

77.9 (37.9-156.9)
29.6 (18.7-41.9)
8.3(5.5-12.3)
2.42(1.47-5.11)
0.53(0.39-0.92)

46.1(35.3-79.6)
22.9(15.3-41.8)
7.7 (3.8-12.2)
2.39(1.02-3.84)
0.65 (0.37-1.07)
6.4 (4.0-9.9)

44,2 (29.5-87.4)
22.4 (16.4-40.1)
7.3(3.4-14.7)
2.17 (1.41-5.0)
0.64 (0.46-1.09)

DPD, nmol/mmol creatinine 5.8 (3.7-8.4)

6.6 (3.8-10.5)

<0.001  45.7 (23.4-71.5) <0.001
0.001  24.1(14.3-43.0) 0.040
0.139 5.5(2.7-9.8) 0.002
0.627  2.00(0.86-3.39) 0.189
<0.001  0.68(0.48-1.28) <0.001
0.200 7.0 (4.1-11.1) 0.149
<0.001  45.8 (24.2-112.9) <0.001
0.018  24.8(16.5-39.2) 0.019
0.419 4.2 (2.7-11.9) <0.001
0.604  1.55(0.87-3.18) <0.001
<0.001  0.73(0.46-1.18) 0.002
0.142 5.6 (3.9-10.5) 0.959

Table 3 Bone turnover markers of all study participants.

The data are presented as medians (10th—90th percentiles). p-Values were calculated according to the paired t-test. Significant p-values
are shown in bold. Group A: 500 g folic acid, 500 pg B12, 50 mg B6, 456 mg Ca, and 1200 1U D3/day. Group A consisted of 48 subjects at
baseline, 35 subjects after 6 months, and 34 subjects after 12 months. Group B: 456 mg Ca and 1200 |U D3/day. Group B consisted of 45

subjects at baseline and 31 subjects after 6 and 12 months.

sclerostin. SAM correlated also with the bone formation
marker BAP in group A.

Discussion

The relationship between low vitamin D levels and fracture
risk or BMD has been established [17, 18]. Observational

[ Group A (B, D, Ca)

studies showed also an association between HHcy and
bone fracture risk. Senile bone loss is accentuated by
subtle chronic secondary hyperparathyroidism resulting
from vitamin D deficiency [20, 40]. Vitamin D3 supplemen-
tation decreases PTH levels, influences bone turnover,
and increases BMD [20]. Vitamin D3 has also been shown
to protect against hip fractures [41]. The beneficial effects
of vitamin D3 supplementation have been attributed to
the suppression of secondary hyperparathyroidism [21].

32
I Group B (D, Ca) BAP, p=0.504 o5
45.1

OC, p=0.437

35.6

TRAPS5b, p=0.231 34.8
21.7
-28.7 Sclerostin, p=0.900
32,0
18] ppD/creatinine, p=0.544
438
38.6
PTH, p=0.332
39.3
40 -20 0 20 40

Increase

Decrease

Bone turnover marker mean difference (baseline—12 months/baselinex100), %

Figure1 Percentage changes of the mean bone turnover markers from baseline. p-Values were calculated using the Mann-Whitney U-test

(group A vs. group B).
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ocC BAP TRAP5b Sclerostin DPD PTH

PTH
0ocC 0.417
BAP 0.565
TRAPSb
SAH
SAM
25(0H)D
MMA
HoloTC

—-0.280
0.341

0.390
0.442
0.266

0.362
0.413

0.295

0.309
-0.486
0.262

0.302 0.270

Table 4 Correlations of bone markers at baseline in all participants.
Correlation analysis according to the Spearman’s rho test. Data are
correlation coefficients. Only significant correlations are shown.

The role of HHcy in bone metabolism is less clear and data
is available only from experimental HHcy. However, long-
term intervention studies showing the effect of vitamin
D or B supplements on bone metabolism can explain the
role of these vitamins in bone turnover.

In the current study we found that secondary hyper-
parathyroidism was reversible after supplementation of
daily 1200 IU vitamin D3. The effect of vitamin D on PTH
was significant after 6 months and no further decrease
in PTH was found in the following 6 months. A simul-
taneous response of BAP concentrations was evident
after 6 months in both groups. The response of OC con-
centrations was delayed and a significant reduction was
observed at 12 months, but not at 6 months. The changes

QO Group A (B, D, Ca)
A

1254 A Group B (D, Ca)
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Figure 2 Correlation of SAM and sclerostin at baseline.
p-Values were calculated using the Spearman’s rho test.
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of bone formation markers were comparable in both
study arms, independent of B vitamin supplementation
(Figure 1). The bone resorption markers TRAP5b and
DPD showed no significant changes in both groups after
6 months of supplementation. However, only TRAP5b
was significantly lowered after 12 months (Table 3). These
findings strongly suggest that the effect of vitamin D3
supplementation takes place first on the level of bone
formation. Enhancement of bone formation might be fol-
lowed by a delayed and less pronounced enhancement in
bone resorption markers. Only TRAP5b but not DPD was
significantly lowered by 1 year vitamin D3 supplementa-
tion in group B.

Sclerostin is a glycoprotein that is highly expressed
in osteocytes. Sclerostin is a member of the DAN family
(differential screening-selected aberrative in neuroblas-
toma) and antagonizes the activity of bone morphoge-
netic protein (BMP) and/or wingless proteins (Wnt) thus
blocking the Wnt-signaling cascade [42]. In that way
sclerostin inhibits differentiation and activity of osteo-
blasts and promotes their apoptosis. Sclerostin expres-
sion is inhibited by PTH. According to this, lowering PTH
after vitamin D supplementation in our study caused an
increase in sclerostin. Studies dealing with the effect of
vitamin D3 supplementation on sclerostin are not avail-
able. Recently, Mirza et al. reported an inverse correlation
between sclerostin and PTH in one study on postmeno-
pausal women [43]. Another recent study has shown that
sclerostin concentrations were lowered after 18 months
of treatment with PTH [44]. In another study on post-
menopausal osteoporotic women, Gatti et al. reported
an increase of sclerostin by approximately 30% after 36
months of treatment with monoclonal antibody against
RANKL (receptor activator of nuclear factor kB ligand)
[45]. These results collectively suggest that vitamin D
deficiency enhances the anabolic effect by increasing
PTH that in turn decreases sclerostin. In contrast, lower
PTH caused by vitamin D3 supplements is followed by a
decrease of bone turnover [20].

In a placebo controlled study on 330 elderly women,
avitamin D3 400 [U/day supplementation led to a signifi-
cant decrease in PTH, but almost no change in serum OC
after 2 years [46]. The combination of vitamin D3 and Ca
may have a greater suppressing effect on bone turnover. A
6 weeks’ course of vitamin D3 (1000 [U/day) and Ca (1500
mg/day) in older women caused a 20% decrease of serum
0C, a 50% decrease of urinary N-telopeptide, and a 10%
decrease of BAP [47]. This is in line with our study, where
1 year daily supplementation of 1200 IU vitamin D3 and
456 mg Ca decreased the bone formation marker OC by
45.1% in group A and 35.6% in group B.
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The extent of PTH lowering seems to drive the sub-
sequent changes in bone metabolic markers. In a study
on older bedridden patients with vitamin D deficiency,
vitamin D3 400 IU or 1200 IU plus 500 mg Ca supplemen-
tation over 6 months resulted in 124%-200% increase
in serum vitamin D concentrations, and only 7%-8%
decrease in PTH, but almost no change in bone formation
marker PINP (amino-terminal propeptide of type I colla-
gen) and bone resorption marker ICTP (carboxy-terminal
telopeptide of type I collagen) [21]. In a further study on
children on a vegetarian diet, supplementation of vitamin
D3 400 IU and Ca 500 mg/day over 4 months did not sig-
nificantly change the bone formation marker OC and the
bone resorption marker TRAP5b [48]. The differences
between the studies are probably related to the vitamin
D3 dose used, the duration of the supplement, and spe-
cific differences related to growth phases or osteoporotic
changes in elderly people. Our study on elderly subjects
has shown that 6 months were not sufficient to induce sig-
nificant changes in certain markers.

HHcy and low B vitamins influence bone metabo-
lism directly by stimulation of osteoclast activity while
osteoblast activity was less affected [26-28, 49, 50]. In the
current study, median concentration of tHcy was lowered
from 12.6 to 8.9 pmol/L in the group that received the B
vitamins. Few studies tested the effect of B vitamins on
bone formation and resorption markers [12]. In the current
study, compared to vitamin D and Ca adding B vitamins
had no additional effects in term of changing the bone
markers. Our results are in line with earlier clinical trials
where no effect of B vitamins supplementation (1 and 2.5
mg folic acid, 0.5 mg vitamin B12, and 10 or 25 mg vitamin
B6) on bone metabolism was found after 1 or 2 years
[51, 52]. However, subjects with tHcy concentrations >15
pmol/L showed an increase in BMD at the lumbar spine,
and a decrease in OC and PINP concentrations by approx-
imately 50% after B vitamins treatment [51]. Similarly, a
large scale double blind placebo controlled intervention
trial by Sato et al. demonstrated a 75% reduction of frac-
ture risk and an improvement of BMD in a 2-year supple-
mentation of folic acid and vitamin B12 in 628 hemiple-
gic stroke patients with plasma tHcy at baseline of 19.9
pmol/L [53]. Interestingly, SAH and SAM but not tHcy
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