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Einleitung

1 Einleitung

Erkrankungen des kardiovaskularen Systems sind in den westlichen
Industrienationen die haufigste Todesursache. Zahlen des statistischen
Bundesamtes zeigen, dass in Deutschland rund 39 % der Todesursachen auf
Krankheiten des Kreislaufsystem (ICD 10 100-199) zurlckzufihren sind
(Statistisches Bundesamt (Destatis) 2017). Ahnliche Zahlen gelten fir die
Europaische Union (36 %) (Eurostat 2018) und die Vereinigten Staaten von
Amerika (35 %) (Kochanek et al. 2017) Weltweit fuhrt die
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) 31% der Tode
auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen zurtck (World Health Organisation 2017).
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Abbildung 1: Anzahl der Sterbefdlle in Deutschland in den Jahren 2013-2015 gegliedert nach
Todesursache. (Statistisches Bundesamt und Statista 2018)

Neben den nicht beeinflussbaren Risikofaktoren Alter, Geschlecht und familiare
Vorbelastung, zahlen vorrangig Rauchen, Adipositas, Hypercholesterinamie
und Hypertonie zu den klassischen Risikofaktoren (He et al. 2001).
Experimentelle und epidemiologische Studien am Menschen legen nahe, dass

auch Vitamin D einen wichtigen Einfluss auf die kardiovaskulare Gesundheit
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besitzt. Aktuell stehen vor allem Daten aus epidemiologischen Studien zur
Verfugung, die allerdings ein sehr inhomogenes Bild prasentieren.
Metaanalysen haben gezeigt, dass ein niedriger 25-Hydroxycholecalciferol
(25(0OH)D) Spiegel mit einer hoheren kardiovaskularen Mortalitat assoziiert ist
(Chowdhury et al. 2014; Schottker et al. 2014). Kohortenstudien zeigten, dass
beim Vergleich von Probanden mit einem ausgepragten Vitamin D Mangel mit
optimal versorgten Probanden das Mangelkollektiv ein hoheres Risiko fur einen
Myokardinfarkt, einen Schlaganfall (Kuhn et al. 2013) oder eine Herzinsuffizienz
aufwiesen (Ford et al. 2014). Bei der Analyse des Gesamtkollektivs konnte
jedoch kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Plasmakonzentration an
25(0OH)D und kardiovaskularen Erkrankungen nachgewiesen werden. Eine
Analyse der Daten aus der Framingham Offspring Studie zeigte, dass
Probanden mittleren Alters ohne vorangegangene kardiovaskulare
Erkrankungen ein hoheres Risiko flr das Auftreten eines kardiovaskularen
Ereignisses innerhalb von funf Jahren aufweisen, wenn sie einen
25(0OH)D Spiegel von < 37,5 nmol/l aufwiesen (Wang et al. 2008). Eine
Metaanalyse randomisiert kontrollierter Studien zu den Effekten einer Vitamin D
Supplementierung (gekoppelt mit oder ohne Calcium Gabe) auf die Inzidenz
von Myokardinfarkten, Schlaganfallen, Krebs, Gesamtfrakturen,
Schenkelhalsfrakturen und Mortalitdt von Bolland et al. 2014a zeigte, laut
Definition der Autoren, keine kardioprotektive Wirkung von Vitamin D. Aufgrund
der von den Autoren konservativ gewahlten Grenze fir eine Risikoreduktion
wird die Studie sehr kontrovers diskutiert, zeigt allerdings wie inhomogen die
Datenlage im Bereich der Vitamin D Forschung und im Besonderen im Bereich
der kardiovaskularen Gesundheit ist (Bolland et al. 2014b). Eine jungst
veroffentlichte Studie zum Einfluss einer Vitamin D Supplementierung auf das
kardiovaskulare Risiko zeigte ebenfalls keine kardioprotektive Wirkung (Manson
et al. 2019). Zu dem fallt eine Beurteilung der kardioprotektiven Wirkung von
Vitamin D schwer, da es nur eine geringe Anzahl randomisierter
Interventionsstudien gibt. Zusatzlich ist es problematisch aus den bisher
gewonnenen Daten einen alleinigen Vitamin D Effekt zu extrahieren. Oftmals
geht ein guter Vitamin D Status mit dem Aufenthalt im Freien einher, dieser ist
wiederrum haufig mit einer korperlichen Aktivitat verbunden, von der bekannt

ist, dass sie das kardiovaskulare Risiko senkt (Bijnen et al. 1998; Brock et al.
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2010). Erschwerend kommt hinzu, dass Sonnenlicht mdoglicherweise eine von
Vitamin D unabhangig blutdrucksenkende Wirkung besitzt (Liu et al. 2014;
Rostand et al. 2016). Bisherige Assoziationen sind daher moglicherweise nicht
auf einen alleinigen Vitamin D Effekt zurlckzufuhren. Des Weiteren ist die
heterogene Datenlagen auch dem geschuldet, dass es grof3e Diskrepanzen
hinsichtlich der Stichprobengrolde, der eingesetzten Vitamin D Dosen und der
Ausgangsmerkmale der Probanden gibt (Jeong et al. 2017). Daruber hinaus
stammen viele Erkenntnisse zum Zusammenhang eines Vitamin D Mangels
und dem erhdhten Risiko fur Herz-Kreislauferkrankungen aus Studien mit
Probanden mit chronischer Niereninsuffizienz (chronic kidney disease, CKD).
Im Verlauf der CKD kommt es in den haufigsten Fallen zu einem starken
Vitamin D Mangel (Kim und Kim 2014; Ngai et al. 2014). Vitamin D, auch
Cholecalciferol genannt, muss vom Organismus zuerst in seine bioaktive Form
1a,25-Dihydroxycholecalciferol (1,25(0OH).D, Calcitriol) umgewandelt werden.
Dies geschieht Uber zwei Hydroxylierungsschitte in Leber und Niere. In der
Leber erfolgt die Hydroxylierung zu 25(OH)D (Calcidiol) mittels Vitamin D-25-
Hydroxylasen (z. B. CYP2R1) (Cheng et al. 2004). Von der mischfunktionelle
Monooxygenase 1a-Hydroxylase (CYP27B1) wird es anschlieRend in der Niere
zu Calcitriol umgesetzt. Bei CKD ist die Hydroxylierung in der Niere gestort, es
fehlt die bioaktive Form Calcitriol. Zusatzlich weisen viele CKD Patienten einen
25(0OH)D Spiegel unter < 75 nmol/l auf (Kim und Kim 2014; Ngai et al. 2014).
Laut dem Institute of Medicine ist eine Serumkonzentration von 50 nmol/l
25(0OH)D fur die Allgemeinbevdlkerung erstrebenswert (Ross et al. 2011). Die
International Osteoporosis Foundation fordert allerdings eine Konzentration von
75 nmol/l, um eine optimale Knochengesundheit, auch im hohen Alter,
gewahrleisten zu kénnen (Bischoff-Ferrari et al. 2006; Dawson-Hughes et al.
2010). Die hohe Pravalenz des Vitamin D Mangels bei CKD ist zum Teil der
gestorten Vitamin D Synthese in der Haut, Storungen des Vitamin D
Metabolismus in der Niere, sowie dem erhéhten Verlust an Vitamin D
Metaboliten im Urin geschuldet (Sato et al. 1982; Jacob et al. 1984; Takemoto
et al. 2003).

Nicht nur CKD Patienten weisen oftmals einen Vitamin D Mangel auf. Auch in
der allgemeinen Bevolkerung ist ein Mangel weit verbreitet. Es wird geschatzt,

dass etwa ein Drittel der Weltbevolkerungen einen 25(OH)D Spiegel unterhalb
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von 50 nmol/l aufweisen (Hilger et al. 2014). In Europa liegt der 25(0OH)D
Spiegel im Mittel bei nur 45 nmol/l (World Health Organisation 2008). Daten der
EPIC-Deutschland Kohorte verdeutlichen, dass fast 60 % der 35- bis
64-Jahrigen Studienteilnehmer einen 25(OH)D Spiegel unter 50 nmol/l
aufweisen. Da der Vitamin D Status zudem noch einer starken saisonalen
Abhangigkeit unterliegt, sind im Winterhalbjahr besonders viele Personen von

einer unzureichenden Vitamin D Versorgung betroffen (Kuhn et al. 2014).

Eine Vitamin D Bedarfsdeckung ist durch alimentare Zufuhr kaum zu erreichen.
Laut der Nationalen Verzehrsstudie Il macht die Aufnahme von Vitamin D aus
Lebensmitteln etwa einen Anteil von 13 % der Zufuhrempfehlung von 20 g/
Tag aus (Max Rubner-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Ernahrung und
Lebensmittel 2008; Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung (DGE) et al. 2015).
Als Vitamin D reiche Lebensmittel gelten vor allem Fische und Pilze (Deutsche
Gesellschaft fur Ernahrung (DGE) 2011). Es konnen zwei Formen von
Vitamin D unterschieden werden: das tierische Vitamin D3 (Windaus et al. 1936)
und das von Pilzen stammendem Vitamin D, (Askew et al. 1930). Vitamin Do,
auch Ergocalciferol genannt, unterliegt prinzipiell dem gleichen Stoffwechsel
wie Vitamin D3 (Tripkovic et al. 2012). Eine weitere Vitamin D3 Quelle stellt die
Eigensynthese in der Haut dar. Es kann unter dem Einfluss solarer Ultraviolett-
B-Strahlung (290-315nm) in der Epidermis aus 7-Dehydrocholesterol
synthetisiert werden. Die Wirkung von 1,25(OH),D wird durch Bindung an den
Vitamin D Rezeptor (Vdr) vermittelt. Der Vdr wird in vielen Geweben exprimiert.
Vorwiegend in Geweben, die an der Regulation der Calcium- und
Phosphorhomdostase beteiligt sind. Studien der letzten Dekaden haben jedoch
deutlich gemacht, dass der Vdr auch in einer Vielzahl anderer Gewebe
exprimiert wird. Dazu zahlen unter anderem das Gehirn (Eyles et al. 2005), das
Endothel (Merke et al. 1989; Ni et al. 2014), glatte Gefalimuskelzellen (Cardus
et al. 2006) und Kardiomyozyten (Tishkoff et al. 2008a). Auch konnte gezeigt
werden, dass glatte GefalRmuskelzellen die 1a-Hydroxylase exprimieren und so
in der Lage sind eigenstandig die bioaktive Form 1,25(OH),D zu bilden (Somjen
et al. 2005; Chanakul et al. 2013). In den Kardiomyozyten konnte zwar die
MmRNA der 1a-Hydroxylase nachgewiesen werden, jedoch keine

Proteinexpression (Anderson et al. 2008).
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Es wird vermutet, dass einige Effekte der kardialen Vitamin D Wirkung auf eine
Beteiligung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) zurlckzufuhren
sind (Resnick et al. 1986; Burgess et al. 1990). 1,25(0OH).D fungiert als ein
negativer Regulator des RAAS. Das RAAS ist einer der Hauptregulatoren des
Blutdrucks. Hinsichtlich der Wirkung von Vitamin D auf den Blutdruck existieren
sehr widerspruchliche Daten (Beveridge et al. 2015). So zeigen einige Studien,
dass eine Hypertonie durch Vitamin D Supplementation reduziert werden kann
(Toxqui et al. 2013; Carrara et al. 2014; Dalbeni et al. 2014). Wahrend andere
Studien keinen positiven Einfluss einer Vitamin D Supplementation feststellten
(Sollid et al. 2014; Strobel et al. 2014; Witham et al. 2014; Tomson et al. 2017).
Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2017 kommt zu dem Schluss, dass eine
Vitamin D Supplementation zur Behandlung eines Bluthochdrucks nicht
generalisiert empfohlen werden kann (Jeong et al. 2017). Angesichts dieser
Befunde und der inhomogenen Datenlage kommt der Aufklarung der Vitamin D

Wirkung auf das kardiovaskulare System eine besondere Bedeutung zu.

Ein gut geeignetes Tiermodell zur Untersuchung des Effektes eines Vitamin D
Mangels auf das kardiovaskuldre System sind Vdr defiziente Mause (Vdr”). Auf
Grund des knockouts kann bei diesen Mausen die Wirkung von 1,25(0OH),D
nicht mehr vermittelt werden (Li et al. 1997; Yoshizawa et al. 1997). Die Mause
zeigen Symptome, die typisch fur einen Vitamin D Mangel sind. Es kommt zu
einer eingeschrankten Aufnahme von Calcium aus dem Darm und einer daraus
resultierenden Hypocalcamie. Gleichzeitig  entwickeln  sie  einen
Hyperparathyreoidismus, welcher bei Fortschreiten in einer Hypophosphatamie
resultiert. Mit voranschreitendem Alter entwickeln sie eine Rachitis bzw.
Osteomalazie. Um dem entgegenzuwirken wird ihnen eine spezielle Diat, eine
sogenannte  Rescue Diet, verabreicht. Diese Diat enthalt erhohte
Konzentrationen an Calcium, Phosphor und Laktose und soll die Calcium,
Phosphat und PTH Spiegel im Serum normalisieren. In der Literatur wird
beschrieben, dass Vdr” Mduse mit normalisierten Calciumspiegeln einen
kardialen Phanotyp zeigen, der durch Myokardhypertrophie, erhohte
Kontraktilitat und beeintrachtigte systolische Funktion gekennzeichnet ist (Li et
al. 2002; Xiang et al. 2005; Simpson et al. 2007; Tishkoff et al. 2008a; Zhou et
al. 2008; Pilz et al. 2011). Zusatzlich konnten Studien an diesem Tiermodell

zeigen, dass die Mause bei Futterung einer Rescue Diet auf Basis einer
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Western Diet, mit erhdhten Saccharose- und Fettgehalten, eine erhohte
Kalzifizierung der Aortenklappe aufweisen. Es wird angenommen, dass diese
Kalzifizierung durch eine vermehrte Expression von Osteoblasten-
Differenzierungsfaktoren zustande kommt (Schmidt et al. 2012; Schmidt et al.
2014). Diese Beobachtungen decken sich mit Befunden bei Patienten mit CKD,
die aufgrund der gestorten Calcitriolsynthese haufig von einer ausgepragten
Kalzifizierung im Bereich der arteriellen Gefalde betroffen sind (Lee et al. 2012).
Auch eine 2008 publizierte Studie beschrieb eine inverse Beziehung zwischen
den 25(0OH)D Spiegeln und dem Auftreten von Kalzifizierungen im Bereich der
Aorta (Linhartova et al. 2008). Derzeit ist allerdings nicht klar, ob ein Vdr
knockout tatsachlich die Herzmorphologie und -funktion beeintrachtig. Vor allem
Kalzifizierungen im Bereich der Aortenklappe und dem aufsteigenden
Aortenbogen konnten zu einer eingeschrankten Herzfunktion flhren. Die
aufsteigende Aorta und der Aortenbogen bestehen hauptsachlich aus
elastischen Fasern, die sich wahrend der Systole dehnen und wahrend der
Diastole wieder zusammenziehen. Die Aorta kann so in der Systole Energie
speichern, die sie in der Diastole wieder freisetzen kann und unterstitzt so die
Pumpleistung des Herzens. Ein moglicher Verlust der Aortenwandelastizitat
durch Kalzifizierungen kann zu einer systolischen Hypertonie fuhren. Diese
wiederum zu einer linksventrikularen Hypertrophie (LVH), erhdhtem
Sauerstoffbedarf, diastolischer Dysfunktion und Herzklappeninsuffizienz
(Karwowski et al. 2012).

Neben Vitamin D wird in jungster Zeit auch Phosphor als modifizierender Faktor
in Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen gebracht. So zeigen
Daten, dass das Risiko fur eine kardiovaskulare Erkrankung mit einem erhdhten
Phosphorspiegel steigt (Dhingra et al. 2007). Es wird geschatzt, dass die
tagliche Phosphoraufnahme in den westlichen Industrienationen um das 2 bis
3 fache (Welch et al. 2009; Pietinen et al. 2010; Chang und Anderson 2017)
uber den empfohlenen Mengen von 700 mg/Tag fur Erwachsene liegt
(Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung (DGE) et al. 2015). In der Regel liegt
Phosphor als Phosphat, in anorganischen und organischen Verbindungen, vor.
Phosphate werden oft als Lebensmittelzusatzstoffe eingesetzt, beispielsweise
als Konservierungsmittel, Sauerungsmittel, Saureregulator, Trennmittel und

Emulgator. Die alimentare Aufnahme von Phosphor erfolgt vorwiegend aus
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tierischen Produkten wie Milch/-produkte (21,0 %) und Fleisch/-produkten
(25,2 %), aber auch Getreideprodukten (29,3%) (McClure et al. 2017). Eine
durch alimentare Phosphataufnahme erhdhte Serumkonzentration von
anorganischem  Phosphat fuhrt zur vermehrten  Freisetzung der
phosphaturetischen Hormone Fibroblasten Wachstumsfaktor 23  (fibroblast
growth factor 23, FGF23) und Parathormon (PTH). Diese fuhren zu einer
vermehrten renalen Phosphatausscheidung (Baum et al. 2005; Biber et al.
2009; Bergwitz und Juppner 2010). Der Phosphatstoffwechsel ist eng mit dem
Vitamin D Stoffwechsel verknUpft. Im Gegensatz zu PTH, das in der Niere die
Synthese von bioaktivem 1,25(0OH),D stimuliert, hemmt FGF23 diese (Yoshida
et al. 2002; Shimada et al. 2004; Murali et al. 2016). 1,25(0OH),D, PTH und
FGF23 beeinflussen sich gegenseitig stark Uber positive und negative
Ruckkopplung (siehe Abbildung 2). Daten von Studien im Tiermodell und in
vitro Experimenten zeigen, dass FGF23 die Synthese von PTH hemmt, ein
Nachweis aus humanen Studien fehlt jedoch (Ben-Dov et al. 2007; Krajisnik et
al. 2007).

Es wird angenommen, dass die kardiodestruktive Wirkung erhohter
Phosphatserumkonzentrationen zum Teil durch die erhdhten PTH und FGF23
Spiegel vermittelt wird. Beide werden mit einem erhohten Risiko fur Herz-
Kreislauf Erkrankungen assoziiert. Eine erhdhte Konzentration von PTH im Blut,
wie es bei einem primaren oder sekundaren Hyperparathyreoidismus auftritt, ist
mit einer hoheren Inzidenz von Hypertonie, LVH, Herzinsuffizienz,
Herzrhythmusstorungen und Herzklappenerkrankungen verbunden, die zu einer
hdheren kardialen Morbiditat und Mortalitat beitragen kénnen (Schliter und
Piper 1998; Andersson et al. 2004; Brown et al. 2017). Die Wirkung von PTH
wird Uber PTH Rezeptoren (PTHR) vermittelt. Es werden zwei Formen
unterschieden PTH1R und PTH2R. PTH1R ist auch in Kardiomyozyten zu
finden (Philbrick et al. 1996; Qian et al. 2003). Durch Bindung von PTH wird die
Calciumaufnahme in den Kardiomyozyten geférdert. Dies beeinflusst indirekt

die Kontraktilitat des Myokards (Smogorzewski et al. 1993).
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Abbildung 2: Die PTH-Vitamin D-FGF23-Achse.

Der von den Osteozyten sekretierte fibroblast growth factor 23 (FGF23) bindet zusammen mit seinem
Kofaktor Klotho an den fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) und hemmt so in den proximalen
Tubuluszellen die Expression der Natrium-Phosphat-Co-Transporter (NaPi2a/c). Dies induziert eine
vermehrte Ausscheidung von Phosphat (Phosphaturie), da die Rlckresorption von Phosphat aus dem Urin
reduziert wird. Das Parathormon (PTH) vermittelt seine phosphaturetische Wirkung Uber den gleichen
Mechanismus, bindet allerdings an den PTH-Rezeptor (PTH-R). Im Gegensatz zu PTH hemmt FGF23 die
1a-Hydroxylase. Dieses Enzym vermittelt die Hydroxylierung von Calcidiol zum bioaktiven 1,25-Dihydroxy-
Vitamin D (1,25-D). 1,25-D ist verantwortlich fiir eine erhdhte intestinale Calcium- (Ca”) und Phosphat-
(PO43') Absorption und férdert die Knochenmineralisierung. Es gibt Hinweise aus Tiermodell und in vitro
Studien darauf, dass FGF23 die PTH Sekretion aus der Nebenschilddriise hemmt. (modifiziert nach Blau
und Collins 2015)

Erhohte FGF23 Spiegel werden ebenfalls mit einer LVH, Myokardfibrose und
erhodhter kardiovaskularer Mortalitat assoziiert (Faul et al. 2011; Arnlév et al.
2013a, 2013b; Grabner et al. 2015; Hao et al. 2016). Besonders Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion und erhohten FGF23 Spiegeln im Blut weisen
verstarkt LVH auf (Gutiérrez et al. 2009). Studien zeigten zudem, dass hohe
FGF23 Spiegel auch das Risiko fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz
erhdhen (Di Giuseppe et al. 2015). Andererseits zeigen Patienten mit FGF23
assoziierter hypophosphatamischer Rachitis, die durch chronisch erhohte
FGF23 Spiegel charakterisiert ist, nur bedingt eine kardiale Dysfunktion und
Hypertrophie (Liu et al. 2014; Takashi et al. 2017). Ahnlich wie bei
Untersuchungen zu Vitamin D und dessen kardiovaskularer Wirkung basieren

viele Erkenntnisse zum Thema FGF23 auf Studien an Patienten mit CKD. Dies
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ist beispielsweise der deutlich héheren Pravalenz fur LVH bei CKD geschuldet
(Faul et al. 2011). Aufgrund der Verschlechterung der Nierenfunktion und der
dadurch reduzierten Phosphatausscheidung steigen die FGF23 Serumspiegel
bei CKD progressiv an (Gutierrez et al. 2005; Shimada et al. 2010; Isakova et
al. 2011). Die Pathophysiologie der CKD ist jedoch komplex und durch
zusatzliche Faktoren wie Elektrolytstorungen, Hypervolamie und Hypertonie

gekennzeichnet.

Eine Erkrankung, die ein besonderes Risiko fir die Entwicklung einer
Niereninsuffizienz darstellt, ist die Atherosklerose. Atherosklerose ist die am
haufigsten auftretende Form der Arteriosklerose. Als Arteriosklerose wird im
Allgemeinen eine Verhartung der Arterien, die Uber Jahre hinweg entsteht,
bezeichnet. Bei der Form Atherosklerose kommt es zusatzlich zur Bildung von
Ablagerungen, sogenannter Atherome, in den Arterien. Diese Lasionen sind auf
die Einlagerung von Cholesterol und Lipiden, sowie Calciumphosphaten und
Zellabbauprodukten in den Blutgefallwanden zurtickzufihren. Aufgrund dieser
Lasionen wird die Oberflache der inneren GefaRwand unregelmallig und die
Blutzirkulation wird erschwert. Zusatzlich wird die Elastizitat der Blutgefalle
herabgesetzt. Im Jahre 1958 definierte die WHO Atherosklerose als eine
,variable Kombination von Intimaveranderungen der Arterien [...], die aus
fokalen Anhaufungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutprodukten, fiborocsem Gewebe und Calciumablagerungen besteht und mit
medialen Veranderungen assoziiert ist." (World Health Organization 1958).
Kardiovaskulare Erkrankungen wie Herzinfarkt, Schlaganfall, Angina pectoris
und periphere arterielle Verschlusskrankheit sind oftmals eine Folge der
Atherosklerose. Von den 39 % der Todesfalle, die in Deutschland auf eine
kardiovaskulare Erkrankung zuruckzufuhren sind, ist der Herzinfarkt die

haufigste Todesursache (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2017).

Die Atherogenese ist ein chronischer multifaktorieller Prozess, der sich uber
einen langen Zeitraum entwickelt. Es werden dabei sechs Stadien bzw.
Lasionstypen unterschieden. Zunachst kommt es zur endothelialen Dysfunktion
und einer erhdhten Permeabilitat fur Plasmabestandteile, wie Lipoproteine mit
geringer Dichte (low density lipoprotein, LDL). Das LDL wird durch Peroxidasen
zu oxLDL oxidiert. Dieses besitzt eine starke proinflammatorische Wirkung und
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es kommt zur vermehrten Akkumulation von Immunzellen, unter anderem auch
von Monozyten (Lasionstyp I). Die akkumulierten Monozyten differenzieren zu
Makrophagen, nehmen das oxLDL auf und speichern es. Durch eine massive
Aufnahme entwickeln sich die Makrophagen zu sogenannten Schaumzellen. Es
kommt zur fokalen Akkumulation von Lipiden (Lasionstyp Il, Fatty streaks).
Beim erstmaligen Auftreten von extrazellularen Lipidansammlungen wird von
einem Praatherom gesprochen (Lasionstyp Ill). Aus dem Praatherom entwickelt
sich durch weitere Akkumulation von Monozyten und Lipiden, Uber das
Zwischenstadium dem Atherom (Lasionstyp 1V), das Fibroatherom (Lasionstyp
V). Bei dem Fibroatherom kommt es zur Migration von glatten Muskelzellen in
den Subendothelialraum. Diese bilden eine fibrose Kappe. Durch weitere
Migration von Monozyten vergroRert sich die Lasion. Es kommt zusatzlich zu
einer VergrofRerung des nekrotischen Lipidkerns und der Druck auf die fibrose
Kappe steigt. Durch den zunehmenden Druck kann es zu Ruptur der Lasion
kommen (Lasionstyp VI - Fortgeschrittene, komplizierte Lasionen). Dies
wiederum kann einen Herzinfarkt oder Schlaganfall zur Folge haben. Eine
fortgeschrittene Atherosklerose wird oftmals von einer Kalzifizierung der
Arterien begleitet. Eine Kalzifizierung der Gefalde kann jedoch auch unabhangig
auftreten, beispielsweise bei Diabetes oder Nierenversagen (Block et al. 2005;
Budoff et al. 2005). In den letzten Jahren wurde intensiv an intrazellularen
Interaktionen und molekularen Prozessen, die der Kalzifizierung von Arterien
zugrunde liegen, geforscht. Studien implizieren, dass sowohl Vitamin D als
auch Phosphor einen Einfluss auf den Kalzifizierungsprozess der Gefalie
besitzen (Graciolli et al. 2009; Schmidt et al. 2014). In einer Studie zeigte sich,
dass Probanden der Allgemeinbevdolkerung mit einem  erhohten
Phosphorspiegel ein hdheres Risiko fur Kalzifizierungen der Koronararterien
besitzen (Kendrick et al. 2011; Kendrick und Chonchol 2011).

Um den Einfluss von Vitamin D und Phosphor auf die Atherogenese und die
Herzmorphologie untersuchen zu konnen, eignet sich ein Atherosklerose-
Mausmodell. Mause entwickeln wunter natirlichen Bedingungen keine
Atherosklerose. Erst durch Deletion spezifischer Gene des Lipidstoffwechsels
ist es maoglich geworden eine Atherosklerose, die mit der humanen
Atherosklerose vergleichbar ist, zu induzieren. Es haben sich vor allem zwei

Mauslinien bewahrt, Apolipoprotein E (ApoE"') und LDL Rezeptor defiziente
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(Ldir") Mause. LdIr" Mause sind durch eine Hypercholesterindmie
charakterisiert, welche durch die fehlende LDL Rezeptor vermittelte Aufnahme
von LDL Cholesterol in die Leber entsteht (Goldstein et al. 1985; Brown und
Goldstein 1986). Bei Futterung einer fett- und cholesterolreichen Diat
entwickeln diese Mause im Laufe mehrerer Wochen eine Atherosklerose,
beginnend an der Aortenwurzel und mit anhaltender Dauer der Fltterung die
Aorta voranschreitend. Sie werden daher in der kardiovaskularen Forschung
zur Untersuchung der Atherogenese und Hypercholesterinamie herangezogen.
Es ist hinreichend bekannt, dass eine Vitamin D Uberversorgung die
Entstehung einer Kalzifizierung im Rahmen der Atherosklerose beglnstigt
(Razzaque 2011; Drieke und Massy 2012; Cirillo et al. 2016). So konnte auch
bei Vorliegen eines Vitamin D Mangels in diesem Mausmodell nachgewiesen
werden, dass der Kalzifizierungsanteil in der Aortenklappe steigt (Awan et al.
2011; Schmidt et al. 2014). Der Einfluss von Phosphor auf die Atherogenese
wurde bisher lediglich bei ApoE™ Mausen untersucht (Shiota et al. 2011).
Bisher existieren keine Studien zum Einfluss von Phosphor und Vitamin D bzw.

deren Wechselwirkungen auf die Atherogenese und die Herzmorphologie.

Auf Grund der heterogenen Datenlage zum Einfluss von Vitamin D auf das
kardiovaskulare System und der fehlenden Studien zum Einfluss von Phosphor
und dessen Zusammenspiel mit Vitamin D, sollten im Rahmen der hier

vorliegenden Studien folgende Fragen geklart werden:

I. Ist ein Vitamin D Mangel im Sinne eines Vdr knockouts mit einem
veranderten Blutdruck, einer Einschrankung der Herzleistung oder der
Herzfunktion verbunden?

.  Welchen Einfluss besitzt alimentar zugefluhrter Phosphor auf das
kardiovaskulare System und ist ein mdglicher Effekt vom Vitamin D

Status abhangig?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden zwei Langzeitstudien an Modelltieren
durchgefuhrt, in denen das kardiovaskulare System in Abhangigkeit der
Intervention morphologisch und molekularbiologisch naher charakterisiert
wurde. Zur Simulation des Vitamin D Mangels wurden in Studie | Vdr”~ Mause
eingesetzt, bei denen die Wirkung des bioaktiven 1,25(OH),D nicht mehr

vermittelt werden kann. Der Vdr wird ubiquitar in Geweben exprimiert, unter
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anderem auch in der glatten Muskulatur der Gefalke, dem Endothel und den
Kardiomyozyten (Wu-Wong 2007; Chen et al. 2008; Tishkoff et al. 2008b). Die
zweite Studie unterlag einem zweifaktoriellen Versuchsdesign, um den Einfluss
der beiden Faktoren Phosphor und Vitamin D, sowie ihrer Wechselwirkungen,

auf die Atherogenese im LdIr”™ Tiermodell untersuchen zu kdénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studie | - Charakterisierung der Herzfunktion bei

Vitamin D Rezeptor Defizienz

2.1.1 Studiendesign und Versuchsdiaten

Die tierexperimentelle Langzeitstudie| diente der Untersuchung der

Herzfunktion von genetisch modifizierten Vdr’”™ Mausen im Vergleich zu deren

+/+

Wildtypaquivalent Vdr™".

Vdr/-RD 2,0% Ca; 1,25 % P; 20 % Lactose n=14 >
Vvdr*/* RD 2,0% Ca; 1,25 % P; 20 % Lactose n=14 >
vdr/* ND 0,5 % Ca; 0,30 % P; 20 % Lactose n=14 >
Blutdruck- Echokardio-
Alter der Tiere messung graphie
? 1|2 116 2|0 2|4 2|8 > —> 3|2 34 Wochen
I T I I I I I g
0 4 8 12 16 20 24 26 Wochen

Fltterungsperiode

Abbildung 3: Schema zum Versuchsaufbau der Langzeitstudie |

14 mannliche, 8 Wochen alte Vitamin D Rezeptor knockout Mause (Vdr'/') und 14 Kkorrespondierende
Vdr”* Mause erhielten Uber einen Zeitraum von 26 Wochen eine semi-synthetische Diat mit erhdhten
Calcium- (Ca 2,0 %) und Phosphor- (P 1,25 %) Konzentrationen (RD). Als Referenzgruppe erhielten
weitere 14 Vdr”* Mause eine Diat mit Calcium- (0,5 %) und Phosphat- (0,3 %) Konzentrationen
entsprechend den AIN-93G-Empfehlungen (ND). Jede Versuchsdiat enthielt zudem 20 % Lactose.
Zwischen der 16. und 22. Studienwoche erfolgte eine nicht-invasive Blutdruckmessung, daran schloss sich
eine transthorakale Echokardiographie in der 22. Studienwoche an.

Hierzu wurden 14 mannliche, 8 Wochen alte Vdr’™ sowie 28 korrespondierende
vdr”* Mause eingesetzt. Sie erhielten eine semi-synthetische Diat
entsprechend der AIN-93G-Empfehlungen (Reeves et al. 1993; Reeves 1997).
Die Diat der Vdr"Mause (Vdr’”RD) enthielt erhéhte Calcium- (2,0 %) und
Phosphor- (1,25 %) Gehalte (Rescue Diet), um einem Hyperparathyreoidismus
als Folge der Vdr Defizienz vorzubeugen (Li et al. 1998). Eine Kontrollgruppe
mit Vdr** Mausen (n = 14) erhielt ebenfalls diese Rescue Diet (Vdr** RD). Um
feststellen zu kdnnen ob die Rescue Diet einen Einfluss auf die untersuchten

+/+

Parameter besitzt wurde zusatzlich eine weitere Vdr™" Kontrollgruppe (n = 14)
in das Versuchsdesign aufgenommen, diese erhielt eine Diat mit normalen

Calcium- (0,5 %) und Phosphor- (0,3 %) Konzentrationen entsprechend den
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AIN-93G-Empfehlungen (Vdr** ND) (Reeves et al. 1993; Reeves 1997). Jede
Gruppe erhielt zudem 20 % Lactose uber die Diat um die intestinale
Calciumabsorption zu verbessern (Li et al. 1998). Die exakten
Zusammensetzungen der Diaten sind Tabelle 1 und Tabelle 2 zu entnehmen.
Die Diaten wurden insgesamt Uber einen Versuchszeitraum von 26 Wochen
ad libitum gefattert. Im Alter von 24 Wochen wurde bei allen Versuchstieren
eine Blutdruckmessung durchgefuhrt. Daran schloss sich im Alter von
30 Wochen eine transthorakale Echokardiografie Untersuchung zur

Bestimmung der Herzfunktion an.

Die homozygoten Vdr™ und Vdr* Mause stammen aus der Verpaarung
heterozygoter Mause der Linie B6.129S4-Vdr™ ™) (The Jackson Laboratory,
ME, USA). Bis zum Versuchsstart erhielten alle Mause eine kommerzielle
Rescue Diet (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland). Die Haltung der
Mause erfolgte paarweise, bei einer Temperatur von 22 +2 °C und einer
Luftfeuchte von 50-60 %, bei einem Lichtregime von 12 Stunden dunkel und 12
Stunden hell. Die Haltungsbedingungen, der Umgang mit Versuchstieren, sowie
alle angewandten Prozeduren, entsprachen dem geltenden Tierschutzrecht und
wurden vom Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt genehmigt (42502-2-1403
MLU).

Tabelle 1: Ubersicht der Diitkomponenten
der Versuchsdiat in Studie |

Didtkomponenten g/kg Diat
Starke 273
Casein 200
Lactose 200
Saccharose 100
Vitamin-Mineralstoffmix’ 105
Sojadl 70,0
Cellulose 50,0
DL-Methionin 2,00
Summe 1000

"Vitamine/Mineralien siehe Tabelle 2
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2.1.2 Bestimmung der Bruttoenergie in den Versuchsdiaten

Zur Bestimmung des Bruttoenergiegehaltes der semi-synthetischen Diat
erfolgte eine bombenkalorimetrische Untersuchung, in Dreifachbestimmung
(Calorimeter System C 7000 mit Cooler C 7002, Janke & Kunkel IKA
Analysentechnik, Staufen, Deutschland). Es wurde je 1 g Probe eingewogen
und im Bombenkalorimeter die freiwerdende Warmeenergie bei Initialzindung
unter 3000 kPa Druck gemessen. Anschliellend wurde der Mittelwert der drei
Einzelmessungen gebildet und zur Berechnung der Energieaufnahme der

Mause genutzt.

2.1.3 Blutdruckmessung und transthorakale Echokardiographie

Die nicht invasive Messung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz
erfolgte nach einer Futterungsperiode von 16 Wochen. Die systolischen
Blutdruckwerte wurden durch Schwanz-Manometrie mit Hilfe der sogenannten
tail cuff Methode bestimmt (NIBP System, ADlInstruments, Spechbach,
Germany). Wahrend der Untersuchung befanden sich die Mause in einer
Fixiereinheit, um unnodtige Bewegungen zu vermeiden (Restrainer ML5016,
ADInstruments, Spechbach, Germany). Die Blutdruckmanschette und der
Pulssensor wurden uUber den Mauseschwanz bis zu dessen proximalen Ende
gestulpt. Die Mause wurden anschlieffend in eine abgedunkelte Warmekammer
mit einer Arbeitstemperatur von 30 + 2°C gesetzt, um die Durchblutung des

Schwanzes anzuregen.

Die Blutdruckmessungen fanden immer im gleichen Zeitfenster von 8 bis 12 Uhr
statt, um den Einfluss der circadianen Rhythmik auf die Messung zu
minimieren. Da an einem Tag maximal 32 Mause untersucht werden konnten,
wurden die Mause in zwei Messgruppen unterteilt. Jede Messgruppe wurde
zunachst jeden zweiten Tag, ausgenommen an Wochenenden, fur 20 Messtage
an die Ablaufe gewdhnt, dabei wurde die Trainingsdauer in 5 min Intervallen
allmahlich von 5 min auf 30 min gesteigert. Im Anschluss erfolgte die
eigentliche Messung des Blutdruckes Uber 30 min an 10 Messtagen (siehe
Abbildung 4).
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_ Trainingszeitraum

[ Messdauerimin)] 5[ 10 |15 R/ I /17 /1
Messgruppe 1 2 1 / /BN 1 N1/ / 11l / /Nl e/ /
Messtag HEEEIEEEE / / RERSEENNY / / B ERESI RS / / HSIRaESiEo R /  /
Tag 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Analysezeitraum

-EI! I/

Messgruppe 131 B /! /Bl B! E T
Messtag N 2 23 21 25 / / 2627 28 29 30 2
Tag 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 /f | )\

Abbildung 4: Schema zur Durchfiihrung der manometrischen Blutdruckmessung mittels tail cuff.
14 mannllche 8 Wochen alte Vitamin D Rezeptor knockout Mause (Vdr ) und 14 korrespondierende
Vdr’* Mause erhielten Uber einen Zeitraum von 26 Wochen eine semi- synthetische Diat mit erhéhten
Calcium- (2,0 %) und Phosphor- (1,25 %) Konzentrationen (RD). Als Referenzgruppe erhielten weitere 14
Vdr”™* Mause eine Diat mit Calcium- (0,5 %) und Phosphat- (0,3 %) Konzentrationen entsprechend den
AIN-93G-Empfehlungen (ND). Jede Versuchsdiat enthielt zudem 20 % Lactose. Zwischen der 16. und 22.
Studienwoche erfolgte eine nicht-invasive Blutdruckmessung. Die insgesamt 42 Mause wurden in zwei
Messgruppen unterteilt. Die Blutdruckmessungen erfolgten jeden zweiten Tag, ausgenommen der
Wochenenden. Die Adaptationsphase betrug 20 Trainingstage, daran schlossen sich 10 Messtage an. Die
Messdauer wurde mit jedem neuen Messtag um 5 min gesteigert, bis die finale Messdauer von 30 min
erreicht wurde.

Nach Abschluss der Blutdruckmessungen erfolgte die transthorakale
Echokardiographie unter Verwendung eines hochauflosenden
Bildgebungssystems fur kleine Tiere (Vevo 2100, VisualSonics Inc., Kanada),
ausgestattet mit einer Hochfrequenz-Ultraschallsonde (MS 550D). Die
30 Wochen alten Mause wurden mit 2,0 % Isofluran (O, 1 I/min) anasthesiert.
Das Herz wurde zuerst in der parasternalen Langsachse (PLAX) im
zweidimensionalen Modus abgebildet. In dieser Ansicht erfolgte die
Positionierung des M-Modus-Cursor senkrecht zu dem Ventrikelseptum und der
linksventrikularen (LV) Hinterwand, im Anschluss daran wurden M-Modus-Bilder
aufgenommen wurden. Die LV Dimensionen und Wanddicken (interventrikulare
Septumdicke (IVS), LV Innendurchmesser (LVID), LV posteriore Wanddicke
(LVPW) jeweils in Systole (s) und Diastole (d) wurden aus parasternalen

Langachsen-M-Modus-Bildern bestimmt.

Die Berechnung der LV Ejektionsfraktion (ejection fraction, EF), der
LV Verkurzungsfraktion (fractional shortening, FS) und der LV Wandverdickung
(LV wall thickening, LVWT) fand mittels der Verwendung der Vevo2100
Software statt. Die Stromungsgeschwindigkeit und der Gradient in der auf- und
absteigenden Aorta wurden aus der Aortenbogenansicht (aortic arch view) im
gepulsten Doppler-Wellen-Modus bestimmt. Die Spitzengeschwindigkeit in der
auf- (Asc Ao V) und Aorta wurde ebenfalls mit der Software Vevo 2100
berechnet. Fur jeden Parameter sind mindestens funf Herzzyklen pro Tier

bestimmt worden.
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2.1.4 Probenentnahme

Nach der sechs monatigen Futterungsperiode erfolgte die Probenentnahme.
Die zuvor vier Stunden genuchterten Mause wurden im Alter von 33 Wochen
mit Ether betaubt und anschlieend dekapitiert. Das Vollblut wurde in Serum-
Roéhrchen (Probengefald 1,3 ml Z mit Gerinnungsaktivator, SARSTEDT AG &
Co. KG, Numbrecht, Deutschland) aufgefangen und nach 20 minutiger
Koagulation fur 10 min bei RT und 10.000 x g zentrifugiert. Anschlielend wurde
das Serum fur spatere Analysen in neue Reaktionsgefalle aliquotiert. Im
Rahmen dieses Versuchs wurde auflerdem von allen Mausen das Herz mit
dem  aufsteigenden  Teil der Aorta prapariert, mit  eiskalter
0,9 % iger NaCl Lésung gespult und im flissigen Stickstoff schockgefroren. Des
Weiteren ist die Tibia freigelegt und ihre Lange mit Hilfe eines Messschiebers
bestimmt worden. Alle Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C

gelagert.

2.1.5 Serumparameter

Im Serum wurden ionisches Calcium, anorganischen Phosphat, intaktes PTH
(iPTH), intaktes FGF23 (iFGF23), Renin und B-Typ natriuretisches Peptid (brain
natriuretic peptide, BNP) bestimmt. Die Durchfihrung der Testkits erfolgte
gemal den Angaben des Herstellers. Die Bezeichnung der Testkits, deren
Hersteller und ggf. vorgenommene Modifikationen sind Tabelle3 zu

entnehmen.
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2.1.6 Histomorphologische Charakterisierung

Zur histologischen Untersuchung der Aortenwurzel wurden 12 pm dicke
Gefrierschnitte (CM 1850 UV Mikrotom, Jung, Leica) angefertigt. Hierfir wurde
das Herz mit der Herzspitze mit Gefrierschnittmedium (Neg-50, Thermo
Scientific™ Richard-Allan Scientific™) bei -25°C auf einem Stempel
festgefroren. Um ein Antauen der Praparate zu verhindern wurde zur
Beschleunigung des Auffrierprozesses Gefrierspray (lce-It™ Gefrierspray,
Thermo Scientific™) eingesetzt. Das Herz wurde so platziert, dass die Schnitte
aus Richtung der aufsteigenden Aorta hin zur Aortenwurzel angefertigt wurden.
Als Startpunkt zur Aufnahme der Schnitte auf die Objekttrager wurde das
erstmalige Erscheinen aller drei Aortenklappentaschen definiert. Es wurden je
drei aufeinanderfolgende Gefrierschnitte auf einem Objekttrager platziert und

bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

2.1.6.1 Von Kossa Silberfdarbung

Zur Visualisierung der Kalzifizierungen in der Aortenklappe wurde eine
von Kossa Silberfarbung durchgeflhrt. Zunachst erfolgte die Fixierung der
Schnitt mit einer 10 % igen Formol in Ethanol (v/v) Losung. Darauf erfolgte eine
einstundige Inkubation mit einer 5 % igen wassrigen Silbernitrat Losung (w/v)
im dunklen. Nach dreimaligem Spulen in destilliertem Wasser (aqua dest.)
wurde das Silber mit einer 5 % igen Natriumcarbonat in 9,25 % igem
Formaldehydlésung (w/v) fur 2 min reduziert. Anschlieend wurden die Schnitte
10 min unter indirekt flieRendem Leitungswasser gespult und kurz in aqua dest.
getaucht. Zur Fixierung wurde danach eine 5 %ige wassrige
Natriumthiosulfat Lésung (w/v) fur 5 min aufgetragen. Nach letztmaligem
Waschen fir 10 min unter indirekt laufendem Wasser und kurzem Tauchen in
aqua dest. wurden die Schnitte mit 10 % Saurefuchsin-Ponceau (v/v)
(entspricht Goldner 1; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 2 min gegengefarbt.
Nach dem Lufttrocknen erfolgte das Eindecken der histologischen Schnitte mit
Eindeckmedium (Eukitt® quick-hardening mounting medium, Sigma-Aldrich,
Schelldorf, Deutschland).
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2.1.6.2 Aufnahme und Auswertung der histologischen Farbung

Die digitalen Aufnahmen zur Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte
mit Hilfe von computergesteuerter Videotechnik am Axiovert 200 Mikroskop
(Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Das Mikroskop war mit einem 10er Objektiv
und der Axiocam 503 color Kamera (Carl Zeiss) ausgestattet. Die
softwaregestutzte Auswertung erfolgte mit dem Programm AxioVision Rel. 4.9.1
Software und dem dort intrigierten Messprogramm AutoMess (Carl Zeiss).
Ausgewertet wurden die Aortenklappengesamtflache, die Lumenflache, sowie
die Kalzifizierungsflache. Die Differenz aus Aortenklappengesamtflache und
Lumenflache bildete die Aortenklappengewebeflache. Die Kalzifizierungen
wurden anschlieBend als prozentualer Anteil am Aortenklappengewebe
berechnet. FUr jedes Tier erfolgte die Berechnung des Mittelwertes aus den

Messwerten der drei ausgewerteten Gewebeschnitte.

2.1.7 Statistische Auswertung

Alle Daten aus Studiel wurden mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf
Normalverteilung und durch den Levene-Test auf Varianzhomogenitat getestet.
Bei vorliegender Normalverteilung und Varianzhomogenitat wurden die drei
Gruppen durch eine einfache Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit
anschlieBendem Post-hoc Tukey-Test verglichen. Eine Welch-ANOVA,
gekoppelt mit einem Post-hoc Games-Howell-Test, wurde eingesetzt, wenn
Normalverteilung, aber keine Varianzhomogenitat vorlag. Bei nicht
normalverteilten Daten wurde ein Kruskal-Wallis-Test gekoppelt mit einem
Mann-Whitney-U-Test mit Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. Als

Signikanzniveau wurde ein P-Wert von < 0,05 festgesetzt.
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2.2 Studiell — Einfluss von Phosphor und Vitamin D auf die

Atherogenese

2.2.1 Studiendesign und Versuchsdiaten

Die tierexperimentelle Langzeitstudie Il diente dem Ziel herauszufinden,
welchen Einfluss eine exzessive im Vergleich zu einer bedarfsgerechten
Phosphorversorgung auf die Atherogenese von LdIr”- Mausen besitzt und
inwiefern sich Vitamin D und Phosphor dabei wechselseitig beeinflussen. Dazu
wurde ein zweifaktorieller Versuch mit Ldir’” Mausen als Atherosklerosemodell
durchgefuhrt.

50 I.E./kg Diat n=14 >
. — 5 ~ 2 -
L |52 5 £ 1000 I.E./kg Diat n=14 >
©
2 |z 8 B E 50 I.E./kg Dit n=14 >
1000 I.E./kg Diat n=14 >
: : : —
0 4 8 12 16 17 Wochen
Flitterungsperiode

Abbildung 5: Schema zum Versuchsaufbau von Langzeitstudie II.

In diesem zweifaktoriellen Versuchsdesign wurden 56 mannliche, 9 Wochen alte low density lipoprotein
receptor knockout (Ldlr'/') Mausen Uber einen Zeitraum von 17 Wochen mit einer semi-synthetische
Western Diet mit adaquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5%) Mengen Phosphor gekoppelt mit
bedarfsgerechten (1000 I.E.) oder defizienten (50 I.E.) Mengen Vitamin D gefiittert.

In der zweiten Studie wurden 56 mannliche, 9 Wochen alte LdIr” (B6.129S7-
Ldir™"e"/J: The Jackson Laboratory, ME, USA) eingesetzt. In dieser Studie
erhielten die Mause uber einen Zeitraum von 17 Wochen entweder eine semi-
synthetische Diat mit bedarfsgerechten (1000 I.E.) oder defizienten (50 I.E.)
Vitamin D Mengen, gekoppelt mit adaquaten (0,3 % P Diat) oder
bedarfsuberschreitenden (1,5 % P Diat) Mengen Phosphor. Um die
Atheroskleroseentwicklung zu unterstitzen erhielten alle Tiere eine
semisynthetische Western Diet mit erhohten Mengen an Saccharose,
gesattigten Fetten und Cholesterol. Phosphor wurde der Diat in Form von
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat zugesetzt. Durch den erhohten Anteil
von Phosphor in den 1,5 % P Diaten erhdhte sich gleichfalls der Anteil an
Natrium. Um dies in den 0,3 % P Diaten auszugleichen wurden diesen Diaten

Natriumcarbonat Decahydrat zugesetzt, so dass der Anteil von Natrium in allen
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Diaten 1 % betrug. Die weiteren Vitamine (bis auf Vitamin D) und Mineralstoffe
wurden entsprechend der AIN-93G-Empfehlungen (Reeves et al. 1993; Reeves
1997) zugesetzt. Vitamin D wurde in Sojadl geldst und den Diaten zugegeben.
Hierzu wurden zwei Stammldsungen in den Konzentrationen 50 |.E./g Sojadl
und 1000 |.E./g Sojadl angesetzt und jeweils 1 g/kg Diat zugesetzt. Die exakte
Zusammensetzung der Diaten ist Tabelle 4 und Tabelle 5 zu entnehmen. Die
Diaten wurden ad libitum geflttert. Die Mause wurden paarweise gehalten, die
Raumtemperatur lag bei 22 £ 2°C, die Luftfeuchte betrug 50 — 60 % und es
herrschte ein Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden am Tag. Die
Haltungsbedingungen, der Umgang mit Versuchstieren, sowie alle
angewandten Prozeduren, entsprachen dem geltenden Tierschutzrecht und
wurden vom Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt genehmigt (42502-2-
1403 MLU).

Tabelle 4: Ubersicht der Didtkomponenten der Versuchsdiit aus
Studie Il

Diatkomponenten g/kg Diat

50 L.E. Vitamin D3 1000 L.E. Vitamin D3

Vitamin D in Sojadl geldst  _ g ’I(.)I(E)./g ol c= 10(]60|(.)E./g ol
Sojadl 4,00
Schweineschmalz 210
Casein 200
Saccharose 200
Mineralstoff-Vitamin-Mix' 90,0
Cellulose 50,0
DL-Methionin 2,00
Cholesterol 1,50
Starke 241,5
Summe 1000

"Mineralstoff-Vitamin-Mix siehe Tabelle 5; Konzentration (c)
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2.2.2 Probenentnahme

Im Alter von 26 Wochen wurden die Mause nach vierstundigem Nuchtern unter
Etherbetaubung dekapitiert. Serum wurde gemaf der Beschreibung in Studie |
(Absatz 2.1.4) gewonnen. Zur Praparation des Herzens und der Aorta wurde
zunachst eiskalte 0,9 % igen NaCl Ldsung solange in den linken Ventrikel
injiziert, bis die Aorta und das Herz von Blut befreit waren. Anschliefend wurde
das Herz mit der angrenzenden Aorta enthommen, von anhaftendem Gewebe
befreit, gewogen, die Herzspitze abgetrennt und in Stickstoff schockgefroren.
Die Aorta wurde zwischen der Brachiozephalarterie und der Aortenbifurkation
freiprapariert und von angrenzendem Fettgewebe befreit. Aus jeder Gruppe
wurden sieben Aorten fur 20 h in 4 % Paraformaldehyde (PFA) in Phosphat-
gepufferter Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS; 0,137 M NaCl, 0,01 M
Na;HPO,4, 2,68 mM KCI, 1,76 mM KH,PO,) fixiert und die andere Halfte in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Desweitern wurde die Tibia freigelegt und
ihre Lange mit Hilfe eines Messschiebers bestimmt. Zusatzlich erfolgte die
Entnahme der Leber, diese wurde aliquotiert und ebenfalls schockgefroren. Alle

Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

2.2.3 Serumparameter

Im Serum der Mause wurden ionisches Calcium, anorganisches Phosphat,
iPTH, iFGF23, 1,25(0OH),D, knochenmorphogenetisches Protein 2 (bone
morphogenetic protein 2, BMP2), insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1 (insulin-
like growth factor 1; IGF1), Insulin, C-Peptid, Glucose, Hamoglobin, Hamoglobin
A1c (HbA1c) und Fructosamin bestimmt. Die Durchfuhrung der Testkits erfolgte
gemal den Angaben der Hersteller. Die Bezeichnung der Testkits, deren
Hersteller und ggf. vorgenommene Modifikationen, sind Tabelle 3 zu

entnehmen.

Da das Serum trotz des vierstindigen Nuchterns lipamisch war wurde es zum
Einsatz flir photometrische Messungen fur 10 min bei 10.000 x g und 0°C
zentrifugiert. Das klare Serum wurde in neue Reaktionsgefal3e aliquotiert und

anschlie3end bei -80°C gelagert.
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2.2.4 Histomorphologische Charakterisierung

Die Anfertigung der histologischen Schnitte erfolgte gemal} der Beschreibung in
Studie |, siehe Absatz 2.1.6.

2.2.4.1 Lipidfdrbung der en face eréffneten Aorten

Aus jeder Gruppe wurde die abdominale Aorta von 7 Tieren fur 20 h in 4 % PFA
in 1x PBS (w/v) fixiert. Die Aorten wurden anschlieBend dreimalig mit
78 % igem Methanol gewaschen. Im Anschluss daran wurden die
atherosklerotischen Lé&sionen der Aorten mit 0,2 % Olrot O geldst in einem
Methanol-Natronlaugen-Gemisch (v/v; 1 mM Methanol, 35 mM NaOH) fur
50 min  gefarbt. AnschlieRend wurden die Aorten dreimalig mit
78 % igem Methanol gewaschen. Mit Hilfe eines Auflicht-Stereo-Mikroskops
(Stemi 305 trino Body, Carl Zeiss) wurden aul3en an der Aorta haftende rot
gefarbte Lipidreste entfernt, die Aorta longitudinal eroffnet und zwischen zwei
Objekttragern fixiert. Zur Bildaufnahme wurden die Objekttrager so auf einem
Dokumentenscanner platziert, dass die Aorteninnenseite in Richtung Detektor
gerichtet war und eine Ablichtung mit 600 dpi erstellt. Die Bestimmung der
Aorteninnenflache und der atherosklerotischen La&sionen erfolgte mit dem
Messprogramm AutoMess der AxioVision Rel. 4.9.1 Software (Carl Zeiss). Die
Flache der atherosklerotischen L&sionen wurde anschlieRend auf die

Aorteninnenflache rechnerisch normalisiert.

2.2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Fdrbung der Aortenklappe

Eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung diente der Ubersichtsfarbung. Zunachst
erfolgte die Fixierung der Schnitte mit einer 10 % igen Formol in Ethanol
Losung (v/v). Bei dieser Farbung wurden alle sauren, beziehungsweise
basophilen Strukturen, vor allem Zellkerne mit Hdmalaun nach Harris (Dr. K.
Hollborn & Séhne GmbH & Co. KG, Leipzig, Deutschland), 15 min angefarbt.
Zur Differenzierung erfolgte anschlieRend ein 10 minttiger Waschschritt unter
indirekt laufendem Leitungswasser. Nach kurzem Spulen in aqua dest. wurde
die acidophilen bzw. basischen Strukturen, wie Zellplasmaproteine,
Mitochondrien etc., mit einer 0,1 % igen Eosin in aqua dest. Losung (w/v) (Dr.
Hollborn & Séhne GmbH & Co.KG., Leipzig, Deutschland) 2 min gefarbt. Die

Schnitte wurden anschlieRend ein weiteres Mal in aqua dest. gespult und nach
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kurzem Lufttrocknen mit Eindeckmedium (Eukitt® quick-hardening mounting

medium, Sigma-Aldrich) eingedeckt.

2.2.4.3 Lipidfarbung der Aortenklappe

Die Praparate wurden zunachst fir 10 min in einer 10 % igen Formalin in
1x PBS LoOsung fixiert und anschlieRend dreimal in 1x PBS gewaschen. Zur
Visualisierung der neutralen Lipide (Cholesterolester und Triacylglycerole)
wurden die Schnitte mit 0,3 % Olrot O (w/v) (Sigma) gelést in einem
Isopropanol-Wassergemisch (v/v, 3:2) fur 20 min gefarbt. Die Objekttrager
wurden anschlieRend in aqua dest. gespult und mittels Hamalaun (Dr. Hollborn
& Sohne GmbH & Co.KG.) 5 min gegengefarbt. Das Blauen erfolgte fur 10 min
unter indirekt flieRendem Leitungswasser. Nach kurzem Equilibrieren in aqua
dest. wurden die Praparate an der Luft getrocknet und anschlieRend unter
Verwendung von Glycerol-Gelatine eingedeckt. (Dr. Hollborn & S6hne GmbH &
Co.KG).

2.2.4.4 Von Kossa Silberfdarbung der Aortenklappe

Die von Kossa Silberfarbung zur Visualisierung der Kalzifizierungen in der
Aortenklappe erfolgte adaquat zu der Beschreibung in Studie I, siehe Absatz
2.1.6.1.

2.2.4.5 Aufnahme und Auswertung der histologischen Farbungen

Die Aufnahme der Bilder der histologischen Schnitte erfolgte gemaly der
Beschreibung aus Studie I, siehe Absatz 2.1.6.2. Die Auswertung erfolgte in
Abhangigkeit der Farbemethode. Es wurde immer die
Aortenklappengesamtflache und Lumenflache bestimmt. Die Differenz aus
Aortenklappengesamtflache und Lumenflache bildete die
Aortenklappengewebeflache. In den von Kossa gefarbten Schnitten wurde
zusatzlich die Kalzifizierungsflache bestimmt. Die Kalzifizierungen wurden
anschlielend als prozentualer Anteil am Aortenklappengewebe berechnet. Bei
der OI-Rot-O Farbung wurde zum einen der Lasionsanteil vermessen und der

Anteil der OI-Rot-O gefarbten Lipide im Aortenklappenquerschnitt bestimmt.

Fir jedes Tier erfolgte die Berechnung des Mittelwertes aus den Messwerten

der drei ausgewerteten Gewebeschnitte.
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2.2.5 Analysen im Herzmuskelhomogenat

2.2.5.1 Erstellen des Proteinlysats

Die Halfte einer Herzspitze wurde mit 250 pl radioimmunoprecipitation assay
buffer (RIPA)-Puffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 1 % Trition-X-100, 0,5 %
Natriumdesoxycholat, 0,1 % Natriumdodecylsulfat) versetzt. Dem RIPA-Puffer
wurde ein Protease Inhibitor Cocktail (100X) #5871 (Cell Signaling Technology,
MA, USA) in einer finalen Konzentration von 1x zugesetzt. Der Aufschluss
erfolgte in einer Schwingmuhle (MM 400 Retsch GmbH, Haan, Deutschland)
mit einer Stahlkugel bei 17,5Hz fir 3 min. AnschlieBend erfolgte die
Zentrifugation der Proben bei 16.000 x g und 4°C fiir 10 min. Der Uberstand

wurde in neue Reaktionsgefalie aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) nach den Vorgaben des
Herstellers fur die Mikrotiterplattenprozedur. Die Lysate wurden fur die Analyse

1:75 mit Reinstwasser verdinnt.

2.2.5.3 Bestimmung der IGF1 Konzentration

Die Bestimmung der IGF1 Konzentration im Proteinlysat der Herzspitze erfolgt
mittels Quantikine® ELISA Mouse/Rat IGF-I Immunoassay #MG100 (R&D
Systems, Inc. MN, USA) gemald den Angaben des Herstellers fur
Gewebehomogenate. Eine Kreuzreaktion mit RIPA wurde durch vorherige
Tests ausgeschlossen. Die Proben wurden zur Analyse 1:8 verdinnt. Die
ermittelten Konzentrationen wurden auf die eingesetzte Proteinmenge

normalisiert.
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2.2.5.4 Analyse mittels Western Blot

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970). Dazu
wurde eine adaquate Menge der Probe mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei
95°C denaturiert. Anschlieend wurden die Proben in Abhangigkeit der
Proteingrofle im 10-12 % SDS-Gel bei 130 V aufgetrennt (Zusammensetzung
SDS-Gel, siehe Tabelle 7). Als Proteinstandard diente der PageRuler™
Prestained Protein Ladder, 10 to 170 kDa #26616 (Thermo Scientific™,
Waltham, Massachusetts, USA).

Tabelle 7: Zusammensetzung des 10 %igen SDS-Gels

Reagenz in pl Trenngel 10 % Sammelgel 5 %
Acrylamid 40 % 3000 375
Puffer 2500 75,0
SDS 10 % 100 30,0
Aqua dest. 4296 1811
TEMED 4,00 4,00
APS 10 % 100 30,0
Summe 10000 3000

Ammoniumpersulfat (APS), Natriumdodecylsulfat (SDS),
N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

FUr den Nachweis der spezifischen Proteine mittels entsprechender Antikorper
wurden die aufgetrennten Proteine Uber das Wet-Blot-Verfahren auf eine
Nitrozellulose-Membran  (Amersham Protran 0.45 NC nitrocellulose
Western Blotting membranes (0,45 ym PorengroRe) GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg, Deutschland) transferiert. Die Stromstarke und Zeit waren
abhangig vom untersuchten Protein. Zur Visualisierung der Proteine wurde die
Membran mit PonceauS (Carl Roth GmbH) angefarbt und die Nitrocellulose
Membran oberhalb der 72kDa und unterhalb der 55 kDa Markierung
geschnitten, und zusatzlich oberhalb der 50 kDa und unterhalb der 35 kDa
Markierung. AnschlieRend wurde die Membran zum Entfarben mit Wasser und
1x Tris-buffered saline with Tween20 (TBST-Puffer) gewaschen. Um
unspezifische Bindungen der Antikorper zu vermeiden, wurden die Membranen
fur 30 min bei RT mit 3-5 % Milchpulver (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)
oder 3-5% BSA (Sigma) in 1x TBST-Puffer geblockt. Im Anschluss daran

erfolgte die Inkubation mit den spezifischen primaren Antikérpern. Nach
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dreimaligem Waschen (fir 5, 10 und 5 min) in 1x TBST-Puffer erfolgte die
Inkubation der Membranen mit den Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase; HRP) gekoppelten sekundaren Antikdrpern. Daran schloss sich
wiederum ein dreimaliges Waschen der Membranen an. Die verwendeten
Antikérper und Modifikationen des Western Blots sind Tabelle 6 zu entnehmen,

alle verwendeten Losungen Tabelle 8.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die in Studie Il verwendeten Puffer in der Western Blot Detektion

Puffer

Zusammensetzung

RIPA-Puffer (pH 7,5)

Trenngelpuffer (pH 8,8)

Sammelgelpuffer (pH 6,8)

Probenpuffer

Laufpuffer fur SDS-PAGE (pH 8,3)

Transferpuffer (pH 8,3)

PonceauS-Lésungen

TBST-Puffer (pH 7,5)

150 mM NaCl

50,0 mM Tris-HCI

1,00 % Triton X-100 (w/v)

0,50 % Natriumdesoxycholat (w/v)
0,10 % Natriumdodecylsulfat (w/v)

1,50 M Tris-HCI

1,00 M Tris-HCI

4,00 % Glycerin (w/v)

2,30 % Natriumdodecylsulfat (w/v)
12,5 % Sammelgelpuffer (v/v)
5,00 % Mercaptoethanol (v/v)
0,04% Bromphenolblau (w/v)

25,0 mM Tris-HCI
150 mM Glycin
1,00 % SDS (w/v)

25,0 mM Tris-HCI
150 mM Glycin
10,0 % Methanol (v/v)

0,10 % PonceauS (w/v)
5,00 % Essigsaure (v/v)

1,00 mM Tris-HCI
200 mM NacCl
0,10 % Tween 20 (w/v)

Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA), Tris-buffered saline with Tween20 (TBST)

31



Material und Methoden

Zur Detektion der Zielproteine wurden die Membranen mit dem GE Healthcare
Amersham™ ECL™ Prime Western-Blot-Detektionsreagenz (Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, Deutschland) behandelt und mit einer Chemilumineszenz-
Imager-Kamera (G:BOX Chemi XT4, Syngene, Cambridge, UK) belichtet und
die Aufnahmen mit der Software GeneSys image acquisition software
angefertigt. Die relativen Proteinexpressionen wurden mit Hilfe des Programms
GeneTools analysis software (Syngene) ermittelt und mit dem Referenzprotein

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert.

2.2.6 Analysen des Lebergewebes

2.2.6.1 Durchfiihrung der Lipidextraktion

Die Extraktion der Lipide aus dem Lebergewebe erfolgte nach der Methode von
Hara und Radin, modifiziert nach Eder und Kirchgessner (Hara und Radin 1978;
Eder und Kirchgessner 1994). Die Lipide wurden aus 80 mg Leber fur 18 h bei
RT mit 800 ul einer Hexan-lsopropanol-Lésung (v/v, 3:2) extrahiert. Im
Anschluss daran erfolgte eine Zentrifugation bei RT mit 1000 x g fur 10 min und
der lipidhaltige Uberstand (Lipidextrakt) separiert.

2.2.6.2 Bestimmung des Gesamtlipidanteils

FiUr die Bestimmung der Gesamtlipide wurden 400 pl des Lipidextraktes in ein
zuvor eingewogenes 1,5 ml Reaktionsgefall gegeben und das Hexan-
Isopropanol-Extraktionsmittel bis  zur Gewichtskonstanz  verdampft.
AnschlieBend wurden die ReaktionsgefalRe rickgewogen und die Differenz

entsprach dem Gesamtlipidgehalt.

2.2.6.3 Bestimmung der Triacylglycerol- und Cholesterolkonzentration im
Leberlipidextrakt
Fir die Bestimmung der Triacylglycerolkonzentration wurden 30 ul des
Lipidextraktes eingesetzt und flr die Bestimmung des Cholesterolgehaltes
25 pul. Das Hexan-Isopropanol-Lésungsmittel wurde abgedampft und 20 pl eines
Triton X-100-Chloroform-Gemisches (w/v, 1:1) dem Lipidpellet der Proben bzw.
einem entsprechenden Standard zugegeben. Nach Resuspension wurde das
Chloroform wiederum verdampft. Der Triacylglycerol- und Cholesterolgehalt
wurde mit Hilfe kommerzieller Testkits (Triglyceride FS bzw. Cholesterin FS,

DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Deutschland) bestimmt. Als
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Standards dienten in Hexan geléstes Cholesterol mit einer Konzentration von
25 pg/Ansatz oder Sonnenblumendl mit einer Konzentration von 50 pg/Ansatz.
Den Proben bzw. Standards wurden jeweils 1000 pl des Arbeitsreagenz
zugesetzt. Nach einer entsprechenden Inkubationsphase wurden jeweils 200 pl
auf eine Mikrotiterplatte Uberfuhrt und die Extinktion bei 492 nm gemessen. Die

Analytenkonzentrationen wurden gemaf folgender Formeln berechnet.

_ AEProbe
Ccholesterol = AE " Cstandard
Standard
_ AEProbe
CTriacylglycerole - AES dard " Cstandard
tandar

¢ = Konzentration, E = Extinktion

2.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mit der Software SPSS 24 (IBM, Armonk, NY,
USA). Alle Parameter wurden zunachst auf Normalverteilung mittels Shapiro-
Wilk getestet und =zusatzlich die Quantil-Quantil-Diagramm (QQ-Plots)
herangezogen, um die Verteilung auf Normalverteilung zu prufen. Eine
zweifaktorielle Varianzanalyse wurde angewandt, um die Auswirkungen der
alimentaren Phosphoraufnahme (0,3 % vs. 1,5 %), der Vitamin D Aufnahme
(50 ILE. vs. 1000 L.LE.) und ihre Wechselwirkungen zu vergleichen. Die
Signifikanzgrenze wurde bei P <0,05 gesetzt. Sofern eine signifikante
Interaktion zwischen den beiden Faktoren auftrat wurde geprift, ob es sich um
eine ordinale, semidisordinale oder disordinale Wechselwirkung handelte. Bei
einer ordinalen Interaktion sind die Haupteffekte beider Faktoren global
interpretierbar. Beide Effekte weisen in der jeweilig anderen Faktorstufe den
gleichen Trend der Mittelwertdifferenz zu ihrem Haupteffekt auf. Die

Wechselwirkung wirkt demnach ,verstarkend” auf die Haupteffekte ein.

Die semidisordinale Interaktion ist eine Form der Interaktion, in welcher nur

einer der beiden Haupteffekte global interpretierbar ist. Ein Effekt weist in der
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anderen Faktorstufe einen entgegengesetzten Trend der Mittelwertdifferenz zu
seinem Haupteffekt auf. Der disordinale Faktor darf nicht mehr interpretiert
werden, da es keinen Haupteffekt gibt. Es kommt in diesem Fall auf die
Kombination der Faktorstufen an. Der Haupteffekt des ordinale Faktors darf
weiterhin global interpretiert werden. Die disordinale Interaktion hat zur Folge,
dass keiner der Haupteffekte der beiden Faktoren global interpretierbar ist.
Beide Effekte weisen in der jeweilig anderen Faktorstufe einen
entgegengesetzten Trend der Mittelwertdifferenz zu ihrem Haupteffekt auf.
Beide Haupteffekte durfen nicht interpretiert werden, da es keinen Haupteffekt

gibt. Relevant sind nur die Faktorenstufen in Kombination.
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3 Ergebnisse

3.1 Studie | - Charakterisierung der Herzfunktion bei

Vitamin D Rezeptor Defizienz

3.1.1 Korperwachstum und Futteraufnahme
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Woche des Experiments

Abbildung 6: Korpermassenentwicklung 8 Wochen alter mannlicher Vitamin D Rezeptor knockout
(Vdr”) und Vdr** Mause iiber die Studiendauer von 26 Wochen.
Die Mause erhielten entweder eine Rescue Diet (RD) mit 2,0 % Calcium, 1,25 % Phosphor und 20 %
Lactose oder eine Normo Diat (ND) mit 0,5 % Calcium, 0,3 % Phosphor und 20 % Lactose. Gezeigt sind
Mittelwerte + Standardabweichung (STABW) (n = 14), zur besseren Ubersicht wurden fiir die Gruppen
vdr” RD und Vdr”* ND nur die negative STABW abgebildet und fiir Vdr'”* RD nur der positive Wert. Die

statistische  Auswertung erfolgte mittels einfacher Varianzanalyse (1-WA). Unterschiedliche
Hochbuchstaben indizieren signifikante Unterschiede (P < 0,05).

Die Gruppen wiesen zu Versuchsbeginn keinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich ihrer Korpermasse auf. Trotz der vergleichbaren Bruttoenergiezufuhr
(siehe Tabelle 9) war die Kérpermasse in der Vdr’- Gruppe bereits nach der
ersten Versuchswoche signifikant verschieden von den beiden vdr Gruppen.
Dieser signifikante Unterschied blieb Uber den gesamten Fltterungszeitraum
bestehen. Zu Versuchsende war die Vdr’ Gruppe mit 30,8 g rund 16 % leichter
als die Vdr** Gruppen mit 37,1 g (Vdr”* RD) und 36,5g (Vdr* ND). Beide
vdr Gruppen wiesen Uber den gesamten Zeitraum keine unterschiedlichen
Korpermassen auf (siehe Abbildung 6). Die Futteraufnahme der Vdr’ Mause
war im Mittel Uber den gesamten Studienzeitraum signifikant hoher als in der
Vdr*”* ND Gruppe. Die Vdr** RD Gruppe unterschied sich nicht signifikant von

den beiden anderen Versuchsgruppen. Der Bruttoenergiegehalt der Diaten war
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unterschiedlich (Rescue Diet: 16,7 kJ/100 g; Normo Diat: 18,6 kJ/100 g), daher
war die Bruttoenergieaufnahme trotz unterschiedlicher Futteraufnahme
vergleichbar (siehe Tabelle 9). Neben der Korpermasse war auch die
Tibialange, als Indikator des Korperwachstums, der Vdr’-Mause signifikant
niedriger als die der Vdr”* Mause (Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(STABW) in mm: Vdr” RD: 1,72 +0,04" Vdr** RD: 1,82 +0,03% Vdr"”* ND:
1,82 £ 0,02% P < 0,01).

Tabelle 9: Mittlere Futter- und Energieaufnahme 34 Wochen alter ménnlicher
Vitamin D Rezeptor knockout (Vdr"') und Vdr* Miuse am Ende der Studiendauer von 26 Wochen.
- +/+ ++ 1-WA
Parameter Vdr™ RD Vdr™" RD Vdr™" ND P-Wert
Mittlere Futteraufnahme a ab b
in g/Tag pro Tier 3,16 + 0,16 3,09 + 0,31 2,76 + 0,31 < 0,05
Mittlere Energieaufnahme
52,7 £ 2,7 51,7 = 51 51,4 £ 58 ns

in kJ/Tag pro Tier

Die Mause erhielten entweder eine Rescue Diet (RD) mit 2,0 % Calcium, 1,25 % Phosphor und 20 %
Lactose oder eine Normo Diat (ND) mit 0,5 % Calcium, 0,3 % Phosphor und 20 % Lactose. Gezeigt sind
Mittelwerte + Standardabweichung (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfacher
Varianzanalyse (1-WA). Unterschiedliche Hochbuchstaben indizieren signifikante Unterschiede
(P < 0,05). Nicht signifikant (ns).

3.1.2 Ausgewahlte Serumparameter der Calcium- und Phosphor-

homoostase

Die Analyse ausgewahlter = Serumparameter des Calcium- und
Phosphorhaushaltes zeigt, dass der Calciumspiegel der Vdr”” Mduse um fast
20 % niedriger war als der der Vdr** Mause, wahrend die Konzentrationen von
iPTH im Vergleich zu beiden Vdr** Gruppen um den Faktor 8 (Vdr*”* RD) bzw.
11 (Vdr'* ND) hoher waren. Die Serumkonzentration an anorganischem

+/+

Phosphat war in der Vdr"" RD Gruppe um 7 % erhoht im Vergleich zur
Vdr™ RD bzw. Vdr'* ND Gruppe. Hier filhrte die Rescue Diet im Vergleich zur
Normo Diat zu einem Anstieg der Serumkonzentration im vdr”* Modell. Die
iIFGF23 Serumkonzentration war in den zwei Gruppen, die die Rescue Diet mit
hohem Phosphorgehalt erhielten, um rund 65 % (Vdr”* RD) bzw. 50 %
(Vdr’” RD) im Vergleich zur Vdr** ND Gruppe reduziert, wobei die iFGF23
Konzentration im Serum der Vdr™ Mause im Vergleich zu den beiden vdr*”*
Gruppen am geringsten war. Ein signifikanter Unterschied trat auch zwischen
den beiden Gruppen auf, die eine Rescue Diet erhielten (siehe Abbildung 7).

Auch der Parameter iIFGF23 wurde im Vdr”* Modell durch die Rescue Diet im
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Vergleich zur Normo Diat signifikant reduziert. Bei den Parametern

anorganisches Phosphat und iFGF23 zeigt die Rescue Diet im Vergleich zu

+/+

Normo Diat einen signifikanten Einfluss im Vdr™™ Tiermodell.
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Abbildung 7: Serumkonzentrationen von (A) ionischem Calcium, (B) anorganischem Phosphat, (C)
intaktem Parathormon (iPTH) und (D) intaktem Fibroblasten Wachstumsfaktor 23 (iFGF23)
34 Wochen alter mannlicher Vitamin D Rezeptor knockout (Vdr"') und Vdr'”* Miuse am Ende der
Studiendauer von 26 Wochen.

Die Mause erhielten entweder eine Rescue Diet (RD) mit 2,0 % Calcium, 1,25 % Phosphor und 20 %
Lactose oder eine Normo Diat (ND) mit 0,5 % Calcium, 0,3 % Phosphor und 20 % Lactose. Dargestellt
sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—) (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer einfachen
Varianzanalyse (1-WA). Unterschiedliche Hochbuchstaben indizieren signifikante Unterschiede (P < 0,05).
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3.1.3 Serumparameter Renin und BNP, sowie systolischer Blutdruck und

Pulsfrequenz

Die Bestimmung des Serumparameters Renin zeigte fur die Vdr”- RD Gruppe

+/+

signifikant erhdhte Konzentrationen im Vergleich zu den beiden Vdr™™ Gruppen.
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Abbildung 8: (A) Reninkonzentration und (B) klassierte Konzentration des B-natriuretisches
Peptids (BNP) im Serum 34 Wochen alter méannlicher Vitamin D Rezeptor knockout (Vdr"') und
Vdr'* Mduse am Ende der Studiendauer von 26 Wochen, sowie deren (D) Pulsfrequenz und (D)
systolischer Blutdruck (RRsys) im Alter von 28 Wochen.

Die Mause erhielten entweder eine Rescue Diet (RD) mit 2,0 % Calcium, 1,25 % Phosphor und 20 %
Lactose oder eine Normo Diat (ND) mit 0,5 % Calcium, 0,3 % Phosphor und 20 % Lactose. Dargestellt
sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—) (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer einfachen
Varianzanalyse (1-WA). Unterschiedliche Hochbuchstaben indizieren signifikante Unterschiede (P < 0,05).

Aufgrund der teilweisen sehr hohen Konzentrationen an BNP, war die
Spannweite der Standardreihe des Analyseverfahrens nicht ausreichend und
die Daten liel3en sich nur klassiert darstellen. Es wird jedoch deutlich, dass der
Anteil mit BNP Spiegeln > 1000 pg/ml in der vdr”* ND Gruppe verglichen mit
Vdr™ RD und Vdr** RD mit iber 50 % am hochsten ist. In der Vdr”” RD Gruppe

hingegen wiesen lediglich 15 % der Mause Werte auf die > 1000 pg/ml waren.
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Der Anteil mit Werten <600 pg/ml war in dieser Gruppe mit rund 50 % am
héchsten. In der Vdr”* RD Gruppe waren die Messwerte in den Klassen
600-749 pg/ml, 750-1000 pg/ml und > 1000 pg/ml gleichmalRig verteilt. Lediglich
7 % dieser Gruppe wiesen eine Serumkonzentration < 600 pg/ml auf. Keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen lieRen sich beziglich des
systolischen Blutdrucks und der Pulsfrequenz feststellen (siehe Abbildung 8).
Der Blutdruck lag bei allen Versuchsgruppen bei etwa 100 mmHg und die

Pulsfrequenz bei 638 Schlagen pro Minute.

3.1.4 Herzmorphologie und —funktion

Die Untersuchung des Herz- und Lungengewichts normalisiert auf die
Tibialange zeigte, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
untersuchen Gruppen gab. Lediglich das Herzgewicht normalisiert auf das
Koérpergewicht war in der Vdr"'Gruppe im Vergleich zu den beiden
vdr’* Gruppen signifikant hoher. Auch die Analyse der Herzmorphologie mittels
transthorakaler Echokardiographie hat ergeben, dass sich die Vdr’ Mause nicht
von den Vdr**
Herzfunktion: FS, EF und LVWT, auch hierin war die Vdr” Gruppe mit beiden

Vdr** Gruppen vergleichbar. Bei der Analyse der gerichteten Blutstréme in der

Mausen unterschieden. Gleiches gilt fur die Parameter der

auf- und absteigenden Aorta zeigte sich gleichfalls kein Einfluss des Vdr

+/+

knockouts im Vergleich zu den Vdr™™ Gruppen. Auf alle genannten Parameter
zeigte auch die Rescue Diet im Vergleich zur Normo Diat keinen Einfluss (siehe

Tabelle 10).
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Tabelle 10: Normalisiertes Herz- und Lungengewicht 34 Wochen alter maénnlicher
Vitamin D Rezeptor knockout (Vdr"') und Vdr** Miuse am Ende der Studiendauer von 26 Wochen,
sowie echokardiographische Parameter der Herzdimensionen und der Herzfunktion im Alter von
30 Wochen.

Parameter vdr” RD vdr™* RD vdr™* ND ;_wgt
in mg/g

Herz-/Korpergewicht 443 + 0,36 ° 383 + 042 ° 3,70 + 043 ° <0,001
in mg/mm

Herzgewicht/Tibialange 7,87 + 0,30 7,76 + 0,95 7,37 + 0,54 ns

Lungengewicht/Tibialange 8,31 + 0,59 8,27 + 0,66 7,88 + 0,54 ns
inmm

IVS;d 0,99 + 0,31 1,03 + 0,20 1,01 + 0,18 ns

IVS;s 1,34 + 0,29 1,40 + 0,29 141 + 023 ns

LVID:d 3,49 + 044 3,47 + 0,48 3,40 + 0,44 ns

LVID;s 2,29 + 0,42 2,19 + 0,52 2,14 + 0,41 ns

LVPW;d 1,00 + 0,38 111 + 0,34 1,05 + 0,39 ns

LVPW:;s 1,38 + 0,36 1,49 + 0,31 140 + 0,36 ns
in %

FS 346 + 7,2 377 + 7,7 374 + 6,7 ns

EF 64,1 + 9,3 68,1 + 97 68,1 + 8,2 ns

LVWT 457 + 19,0 37,7 + 15,1 41,0 £ 19,2 ns
in mm/s

Asc Ao V 1410 + 331 1273 + 308 1167 + 398 ns

Desc Ao V 730 + 173 771 + 246 689 + 182 ns

Die Mause erhielten entweder eine Rescue Diet (RD) mit 2,0 % Calcium, 1,25 % Phosphor und 20 %
Lactose oder eine Normo Diat (ND) mit 0,5 % Calcium, 0,3 % Phosphor und 20 % Lactose. Angaben
sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer
einfachen Varianzanalyse (1-WA) mit einem Signifikanzniveau von P <0,05. Unterschiedliche
Hochbuchstaben indizieren signifikante Unterschiede. Nicht signifikant (ns), interventrikulare
Septumdicke (IVS), linksventrikularer Innendurchmesser (LVID), linksventrikulare posteriore Wanddicke
(LVPW) jeweils in Systole (s) und Diastole (d), Verkirzungsfraktion (FS), Auswurffraktion (EF),
linkventrikulare Wandverdickung (LVWT); Pulswellengeschwindigkeit in auf- (Asc Ao V) und
absteigenden (Desc Ao V) Aorta.
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3.1.5 Kalzifizierungen der Aortenklappe

Die histologische Untersuchung der Aortenklappe auf Kalzifizierungen zeigte,
dass der Kalzifizierungsanteil im Aortenklappengewebe in der vdr” RD Gruppe

+/+

im Vergleich zu den beiden Vdr™™ Gruppen nicht signifikant verschieden war.
Auch die unterschiedlichen gefutterten Diaten in den beiden Kontrollgruppen
zeigten keinen Einfluss auf den Kalzifizierungsanteil (siehe Abbildung 9). Der

Kalzifizierungsanteil lag im Mittel fur alle Versuchsgruppen bei 1 %.
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Abbildung 9: (A) Kalzifizierungsanteil der Aortenklappen, sowie (B) reprasentative Bilder der
histologischen Préaparate der Aortenklappen, die mittels von Kossa Silberfarbung gefarbt wurden,
34 Wochen alter mannlicher Vitamin D Rezeptor knockout (Vdr’) und Vdr'”* Miuse am Ende der
Studiendauer von 26 Wochen.

Die Mause erhielten entweder eine Rescue Diet (RD) mit 2,0 % Calcium, 1,25 % Phosphor und 20 %
Lactose oder eine Normo Diat (ND) mit 0,5 % Calcium, 0,3 % Phosphor und 20 % Lactose. Dargestellt
sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—) (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer einfachen

Varianzanalyse (1-WA) mit einem Signifikanzniveau von P < 0,05.
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3.2 Studiell - Einfluss von Vitamin D und Phosphor auf die
Atherogenese

3.2.1 Futter-, Energieaufnahme und Entwicklung der Kérpermasse

Die 17 wochige Futterung mit einer Western Diet mit bedarfsgerechten
(1000 I.LE.) oder defizienten (50 I.E.) Vitamin D Mengen gekoppelt mit
adaquaten (0,3 %) oder bedarfsiberschreitenden (1,5 %) Mengen Phosphor
fuhrte in den exzessiv mit Phosphor versorgten Gruppen zu einem signifikant

niedrigeren Korpergewicht ab der 11. Futterungswoche (siehe Abbildung 10).
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Woche des Experiments

Abbildung 10: Entwicklung der Korpermasse 9 Wochen alter low density lipoprotein receptor
knockout (Ldlr"') Mause unter dem Einfluss der Gabe einer Western Diet mit bedarfsgerechten
(1000 I.E.) oder defizienten (50 L.E.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt mit addquaten (0,3 %) oder
exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) iiber einen Zeitraum von 17 Wochen.

Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung (STABW), zur besseren Ubersicht sind fiir die 0,3 %
Phosphor Gruppen nur die positive STABW abgebildet und fur die 1,5 % Phosphor Gruppen nur die
negative STABW (n=14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (2-WA) mit den Klassifikationsfaktoren Phosphor und Vitamin D sowie ihrer
Wechselwirkung, mit einem Signifikanzniveau von P < 0,05.

Die Tibialange als Indikator flr das Kérperwachstum unterschied sich zwischen
den untersuchten Gruppen nicht signifikant (MW + STABW in mm: 0,3 %:
17,8 £ 0,3 (50 I.E.); 17,9 £ 0,3 (1000 I.E.); 1,5 %: 18,0 £ 0,3 (50 I.E.); 18,0 £ 0,3
(1000 I.E.)). Die mittlere Futteraufnahme war Uber den Zeitraum von
17 Wochen bezogen auf den Faktor Phosphor in den 1,5 % P Gruppen
signifikant niedriger als in der 0,3 % P Gruppen. Da der Phosphorgehalt in der
Diat einen starken Einfluss auf die Konsistenz hatte, wurden in den letzten drei

Studienwochen zusatzlich die Diatrickstande in der Einstreu ermittelt und die
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mittlere Futteraufnahme um die Rickstande in der Einstreu korrigiert. Die
Differenz in der mittleren Futteraufnahme fur den Faktor Phosphor sinkt
dadurch von 0,83 g auf 0,35 g/Tag pro Maus, bleibt aber weiterhin signifikant

verschieden.

Tabelle 11: Mittlere Futteraufnahme 9 Wochen alter low density lipoprotein receptor knockout
(LdiIr™) M3use unter dem Einfluss der Gabe einer Western Diet mit bedarfsgerechten (1000 I.E.)
oder defizienten (50 l.E.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt mit adadquaten (0,3 %) oder
exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) iiber einen Zeitraum von 17 Wochen.

Phosphor 2.WA
N 0,3 % 1,5 % P-Wert
arameter =
Vitamin D Vit. D
Phos. Vit.D X
50 I.E. 1000 L.E. 50 I.E. 1000 L.E. Phos.

Mittlere Futteraufnahme

. ; 340+0,19 329+0,11 2,53 +0,10 2,51 £ 0,06 <0,001 ns ns
in g/Tag pro Tier

Korrigierte mittlere

Futteraufnahme 281 +031 284 +052 246 +0,41 2,49 + 050 <0,01 ns ns
in g/Tag pro Tier

Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 7). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (2-WA) (Signifikanzniveau P < 0,05) mit den Klassifikationsfaktoren
Phosphor und Vitamin D sowie ihrer Wechselwirkung. nicht signifikant (ns).

3.2.2 Ausgewahlte Serumparameter der Calcium- und

Phosphorhomoostase

Hinsichtlich der Serumparameter der Calcium- und Phosphorhomdostase
konnten deutlich signifikante Unterschiede fur iPTH und iFGF23 nachgewiesen
werden. Die iPTH Spiegel waren in den 1,5 % P Gruppen etwa dreifach héher
als in den adaquat mit Phosphor versorgten Gruppen. Ahnliches gilt fir die
Serumkonzentration von iFGF23. Diese wurde durch die Futterung der
1,5 % P Diaten im Vergleich zur Futterung der 0,3 % P Diaten auf das 6,5 fache
erhdoht. Im Gegenzug wurde der Calciumspiegel durch die Futterung der
1,5 % P Diaten signifikant reduziert. Unbeeinflusst blieben die
Serumkonzentrationen des anorganischen Phosphats der Versuchstiere, hier
lagen die Serumkonzentrationen im Mittel bei rund 2,00 mmol/l (siehe
Abbildung 11).
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Abbildung 11: Serumkonzentrationen  ausgewdhlter  Parameter der  Calcium- und

Phosphorhoméostase 25 Wochen alter low density lipoprotein receptor knockout (LdIr"') Mause
unter dem Einfluss der Gabe einer Western Diet mit bedarfsgerechten (1000 L.E.) oder defizienten
(50 L.E.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt mit addaquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5 %) Mengen
Phosphor (Phos.) iiber einen Zeitraum von 17 Wochen.

Gezeigt sind (A) ionisches Calcium, (B) anorganisches Phosphat, (C) intaktes Parathormon (iPTH) und (D)
intakter Fibroblasten Wachstumsfaktor 23 (iFGF23). Dargestellt sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—)
(n=14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (2-WA)
(Signifikanzniveau P <0,05) mit den Klassifikationsfaktoren Phosphor und Vitamin D sowie ihrer
Wechselwirkung.

Da sowohl PTH als auch FGF23 die Bildung von biologisch aktivem Vitamin D
beeinflussen, wurde die Serumkonzentration von 1,25(OH);D3; bestimmt. Es
konnten sowohl signifikante Effekte der Faktoren Phosphor und Vitamin D
nachgewiesen werden wie auch einen ordinale Wechselwirkung beider
Faktoren. Die defizitdre im Vergleich zur bedarfsbedeckenden Vitamin D
Versorgung fuhrte zu einem signifikant niedrigeren 1,25(0OH).D3 Spiegel sowohl
bei der Futterung der 0,3 % P Diat wie auch bei der Futterung der 1,5 % P Diat.
Eine exzessive Futterung von Phosphor fluhrte insgesamt zu hoéheren

1,25(0OH),D3 Serumkonzentrationen als bei Futterung der 0,3 % P Diat. Auch
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wurde der 1,25(0OH),Ds; erhdéhende Effekt der bedarfsdeckenden Vitamin D
Fatterung durch die 1,5% P Diat deutlich  verstarkt. In  der
1000 I.E. Vit. D/1,5 % P Gruppe stiegen die Serumkonzentrationen auf das 2,4
fache der 1000 I.E. Vit. D.-0,3 % P Gruppe an (siehe Abbildung 12).

1000 1 2-WA: Phos.: P < 0,001; Vit. D: P < 0,001 Abbildung 12: 1,25-Dihydroxycholecalciferol

2-WA: Phos. x Vit D: P < 0,001, ordinal ~ (1,25(0H):D3)  Konzentration im  Serum
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5 ‘é‘ % Mengen Phosphor (Phos.) uber einen
n 200 - -@- Zeitraum von 17 Wochen.

:. Dargestellt sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—)

(n=14). Die statistische Auswertung erfolgte

01 mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse

' ' ' ' (Signifikanzniveau P <0,05) mit den

Vit. D 50 LE. 1000 LE. 50LE. 1000 LE Klassifikationsfaktoren Phosphor und Vitamin D
. .E. .E. .E. .E. ‘e ihrer Wechselwirkuna.
Phos. 0.3 % 5% sowie ihrer Wechselwirkung

3.2.3 Ausgewahlte Parameter des Lipidstoffwechsels

Die Analyse der unterschiedlichen Parameter des Lipidstoffwechsels in der
Leber zeigte, dass die 1,5 % P Diat im Vergleich zur 0,3 % P Diat den Anteil der
Lipide in der Leber im Mittel um 13 % reduzierte. Die Reduktion der
Triacylglycerole betrug im Mittel fur den Faktor Phosphor rund 50 %. Bei beiden
dieser Parameter kam es zu einer semidisordinalen Interaktion mit dem Faktor
Vitamin D. Da der Phosphoreffekt hierbei unabhangig von der Stufe des Faktors
Vitamin D immer zu einer Reduktion des Lipid- bzw. Triacylglycerolanteils in der
Leber fuhrte, bleibt der Haupteffekt von Phosphor interpretierbar. Der Effekt von
Vitamin D ist jedoch abhangig von der Faktorstufe Phosphor. Vergliechen mit
der bedarfsdeckenden Diat, fuhrt die Vitamin D defizitare Diat in Kombination
mit der 0,3 % igen Phosphorfaktorstufe zu einer Reduktion des Lipidanteils in
der Leber. In Kombination mit der 1,5 % igen Phosphorfaktorstufe fuhrte die
Vitamin D defizitdre Diat zu einer Erhdhung des Lipidanteils. Der Haupteffekt
von Vitamin D ist somit statistisch nicht mehr interpretierbar, da er Abhangig

vom Faktor Phosphor ist.

45



Ergebnisse

Tabelle 12: Parameter des Lipidstoffwechsels in der Leber 25 Wochen alter low density lipoprotein
receptor knockout (LdIr"') Mause unter dem Einfluss der Gabe einer Western Diet mit
bedarfsgerechten (1000 I.E.) oder defizienten (50 I.LE.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt mit
addquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) iiber einen Zeitraum von
17 Wochen.

Phosphor 2.WA
Parameter 0,3 % 1,5 % P-Wert
in mg/g Leber Vitamin D Vit D
Phos. Vit.D X
50 I.E. 1000 I.E. 50 I.E. 1000 I.E. Phos.
Lipide 105 + 21 126 + 30 104 + 18 97 +8 <001 ns 23631
Triacylglycerole 29,56+285 524 +399 251+174 17073 < 0,05 ns 22625
Cholesterol 139+7,5 14,3 +5,3 96+2,0 8,7+1,8 < 0,01 ns ns

Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (2-WA) (Signifikanzniveau P < 0,05) mit den Klassifikationsfaktoren
Phosphor (Phos.) und Vitamin D (Vit D.) sowie ihrer Wechselwirkung. Nicht signifikant (ns), semidisordinal
(semi)

3.2.4 Atherosklerotische Lasionen in der Aorta und Aortenklappe

Die Untersuchungen der atherosklerotischen L&sionen in der abdominalen
Aorta und der Aortenklappe zeigten einen deutlichen Effekt von Phosphor auf
die Entwicklung der Atherosklerose. Der Anteil an atherosklerotischen Lasionen
in den en face eréffneten Aorten ist in den Gruppen, die exzessiv mit Phosphor
versorgt wurden signifikant niedriger (6,3 % bzw. 5,5 %) als in den beiden
Gruppen, die bedarfsdeckend mit Phosphor versorgte wurden (13,2 % bzw.
11,2 %).

Ein ahnlicher Effekt kann auch im histologischen Schnitt der Aortenklappen
nachgewiesen werden. Es tritt jedoch zusatzlich zum Phosphoreffekt eine
disordinale Interaktion von Vitamin D und Phosphor auf. Im Vergleich zu einer
Vitamin D defizienten Versorgung flihrt eine adaquate Vitamin D Versorgung in
Kombination mit einer adaquaten Phosphorversorgung zu einem hoheren
Lasionsanteil in der Aortenklappe, in  Kombination mit einer
Phosphoruberversorgung jedoch zu einem verringerten Lasionsanteil. Daher
kann der Haupteffekt von Phosphor nicht mehr statistisch interpretiert werden.
Ahnliches gilt fir die Fitterung der Diat mit 50 I.E. Vitamin D, hier fuhrte die
50 I.LE. Vitamin D Diat in Kombination mit einer adaquaten Phosphor
Versorgung zu einem geringeren Lasionsanteil und in Kombination mit einer

Phosphoruberversorgung zu einer leichten Erhohung des Lasionsanteils in der

46



Ergebnisse

Aortenklappe. Daher ist auch hier der Haupteffekt von Vitamin D nicht mehr

statistisch interpretierbar.

Auch die Betrachtung der absoluten Lasionsflache zeigte eine Wechselwirkung
zwischen den Faktoren Phosphor und Vitamin D. Es handelt sich jedoch um
eine semidisordinale Wechselwirkung, bei der Phosphoreffekt global
interpretierbar  bleibt, da die 1,5% ige P Diat unabhangig von der
Vitamin D Faktorstufe immer zu einer Reduktion der Lasionsflache in der
Aortenklappe fuhrt. Die Vitamin D Effekt ist jedoch global nicht interpretierbar,
da dieser von der Faktorstufe von Phosphor abhangig ist (MW £ STABW in
mm: 0,3 %: 0,39+0,14 (50I.E.); 0,47 £0,15 (1000 IL.E.); 1,5 %: 0,31 + 0,96
(50 I.E.); 0,22 £ 0,10 (1000 I.E.)); Phosphor: P < 0,001; Phosphor x Vitamin D:
P < 0,01, semidisordinal). Der Lipidanteil der atherosklerotischen Lasionen
wurde weder durch alimentar zugefuhrten Phosphor noch durch Vitamin D
beeinflusst und lag bei allen Gruppen bei fast 60 % (siehe Abbildung 13).

47



Ergebnisse

A B
40 7 2-WA: Phosphor: P < 0,05 Wi A
W '

w
o
[

@]
(@) y

N
o
[

o
g ©— 8 .'
° 8

T T {

Lasionsanteil
Aortengewebe in %

-
o
L

Vvit. D 501.LE. 10001.E. 50I1.E. 1000 I.E. vit.D S50LE. 10001.E. 50LE. 1000 LE.

Phos. 0,3 % 1,5% Phos. 0,3 % 1,5%
C D
1009 5.WA: Phosphor: P < 0,01 100 1
= Phos. x Vit. D: P < 0,01;
c i i -
= 80 - disordinal e 80 o ®
= § ® - @ 2 o
3604 o © 2 % 60 © _:_
©
52 _é ¢ st | o § T q
8= 0 o 3
[ = e) . (_5
£ 20 - o 90
2 )
0 L) v 1 ) L} O L) L) 1 L}
Vit.D 50.E. 10001.E. 50LE. 1000 IE. Vit.D 50 LE. 1000 LE. 50LE. 1000 LE.
Phos. 0,3% 1,5 % Phos. 0,3% 1,5 %
E
VitD ____ 50LE. 1000 LE._  50LE. 1000 LE.
Phos. 0,3 % 5%

Abbildung 13: Atherosklerotische Ldsionen 25 Wochen alter low density lipoprotein receptor
knockout (Ldlr"') Mause unter dem Einfluss der Gabe einer Western Diet mit bedarfsgerechten
(1000 I.E.) oder defizienten (50 I.E.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt mit adaquaten (0,3 %) oder
exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) iiber einen Zeitraum von 17 Wochen.

Gezeigt sind (A) der Lasionsanteil des Aortengewebes en face erdffneter Aorten, (B) reprasentative Bilder
en face erdffneter Aorten, deren Lasionen mittels Olrot O angefarbt wurden, (C) L&sionsanteil des
Aortenklappengewebes, (D) Lipidanteil der Lasionen innerhalb der Aortenklappe und (E) reprasentative
Bilder der histologischen Schnitte in der Aortenklappenebene, die mittels Olrot O gefarbt wurden.
Dargestellt sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—) (n = 14 bzw. n =7 fir (A)). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einer zweifaktorieller Varianzanalyse (Signifikanzniveau P <0,05) mit den
Klassifikationsfaktoren Phosphor und Vitamin D sowie ihrer Wechselwirkung.
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3.2.5 Kalzifizierungen der Aortenklappe

In der weiteren histologischen Untersuchung auf Kalzifizierungen der
Aortenklappe konnte nachgewiesen werden, dass der Kalzifizierungsanteil im
Aortenklappengewebe durch die alimentare Gabe von 1,5 % Phosphor im
Vergleich zu 0,3 % Phosphor im Mittel verdoppelt wurde. Dies geht mit einer
erhohten Anzahl der Kalzifizierungsspots < 100 um? einher, nicht jedoch mit
einem erhohten Anteil von Kalzifizierungsspots > 500 um2.  Die
Serumkonzentration des mit Kalzifizierungsprozessen assoziierten BMP2 wurde
durch die alimentare Futterung unterschiedlicher Phosphorkonzentrationen

nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 14: Kalzifizierungsanteil der Aortenklappen 25 Wochen alter low density lipoprotein
receptor knockout (LdIr")Miuse unter dem Einfluss der Gabe einer Western Diet mit
bedarfsgerechten (1000 I.E.) oder defizienten (50 I.LE.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt mit
adaquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) liber einen Zeitraum von
17 Wochen.

Gezeigt sind (A) der Kalzifizierungsanteil des Aortenklappengewebes, (B) Anzahl der Kalzifizierungsspots
gruppiert nach GréRBe und (C) reprasentative Bilder der histologischen Schnitte in der
Aortenklappenebene, die mittels von Kossa Silberfarbung gefarbt wurden. Dargestellt sind Einzel- (o) und
Mittelwerte (—) (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer zweifaktorieller Varianzanalyse
(Signifikanzniveau P < 0,05) mit den Klassifikationsfaktoren Phosphor und Vitamin D sowie ihrer
Wechselwirkung.
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Auch die Futterungen unterschiedlicher Vitamin D Konzentrationen uber die
Diat hatte keinen signifikanten Einfluss auf BMP2 im Serum. Es zeigte sich
jedoch eine statistische Tendenz (P = 0,07) dahingehend, dass eine adaquate
Vitamin D Versorgung im Vergleich zur defizitaren Versorgung die

Serumkonzentration von BMP2 reduziert (siehe Abbildung 15).

1000 - o Abbildung 15:  Serumkonzentration an Bone
morphogenetic protein 2 (BMP2) 25 Wochen alter
800 - low /density lipoprotein receptor knockout
_ (@) (LdIr™) Mause unter dem Einfluss der Gabe einer
£ o Western Diet mit bedarfsgerechten (1000 L.E.)
2 600 - ® oder defizienten (501.E.) VitaminD (Vit. D)
€ o ° P Mengen gekoppelt mit adaquaten (0,3 %) oder
~ 8 exzessiven (1,5%) Mengen Phosphor (Phos.)
S 400 - el 6 - iiber einen Zeitraum von 17 Wochen.
m o % Dargestellt sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—)
200 4 g '@' T (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
einer zweifaktorieller Varianzanalyse
(Signifikanzniveau P <0,05) mit den
0 . . . . Klassifikationsfaktoren Phosphor und Vitamin D
Vit. D 50 LE. 10001.E. 50LE. 1000 1.E. Sowie ihrer Wechselwirkung.
Phos. 0,3 % 1,5%

3.2.6 Herzmorphologie

Die Analyse der Herzdimensionen zeigte, dass der Faktor Phosphor auch hier
einen deutlich signifikanten Einfluss besitzt. Die Bestimmung des Herzgewichts
hat ergeben, dass die Herzen in den Gruppen, die 1,5 % Phosphor erhielten um
rund 16 % leichter waren als die der Gruppen, die 0,3 % Phosphor Uber die Diat
erhielten. Dieser Effekt bleibt auch nach der Normalisierung des Herzgewichtes
auf die Tibialange bestehen (siehe Abbildung 16). Ein vergleichbarer Effekt
konnte auch fir die Aortenklappenquerschnittsflache nachgewiesen werden,
hier zeigt sich eine signifikante Abnahme der Flache um knapp 28 % in den
1,5 % P Gruppen im Vergleich zu den beiden 0,3 % P Gruppen. Der Parameter
Vitamin D zeigte keine signifikanten Einflisse auf die Herz- oder die
Aortenklappenmorphologie. Auch konnte keine Wechselwirkung zwischen den

beiden Faktoren nachgewiesen werden.
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C . . .

2,5 = Abbildung 16: Parameter der Herzdimensionen
~ 2:WA: Phosphor: P < 0,001 25 Wochen alter Jow densrty lipoprotein
E B receptor knockout (Ldlr ) Mause unter dem
c 201 Einfluss der Gabe einer Western Diet mit
° o bedarfsgerechten (1000 l.LE.) oder defizienten
5 15 - § (50 LLE.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt
- S 6] mit addquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5 %)
. 'é’ -@- -é— Mengen Phosphor (Phos.) liber einen Zeitraum
S 1,0 4 _I_ von 17 Wochen.

o Gezeigt sind (A) das Herzgewicht, (B) das
- Herzgewicht-Tibialangen-Verhaltnis und (E) die
g 0,5 - Aortenklappenquerschnittsflache. Dargestellt sind
g Einzel- (o) und Mittelwerte (—) (n=14). Die

statistische Auswertung erfolgte mittels einer

0,0 d ' v ' zweifaktorieller Varianzanalyse (Signifikanzniveau

Vit. D 501.E. 10001.E. 50I1.E. 1000 I.E. P < 0,05 mit den Klassifikationsfaktoren

Phos. 0,3 % 1,5% Phosphor und Vitamin D sowie ihrer

Wechselwirkung.

3.2.7 Ausgewahlte Parameter des Glucosestoffwechsels

Auch die Analysen verschiedener Serumparameter des Glucosestoffwechsels

ergaben,

beeinflusst wurden.

dass diese durch alimentar zugefuhrten Phosphor signifikant

Im Vergleich zu einer bedarfsgerechten Versorgung mit

Phosphor wurden die Serumspiegel von Insulin und dem Spaltprodukt der

Insulinsynthese, das C-Peptid beide durch eine exzessive Zufuhr von Phosphor

im Mittel um Uber 50 % reduziert.
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Abbildung 17: Serumkonzentrationen ausgewdhlter Parameter des Glucosestoffwechsels
25 Wochen alter low density lipoprotein receptor knockout (LdIr"') Mause unter dem Einfluss der
Gabe einer Western Diet mit bedarfsgerechten (1000 I.E.) oder defizienten (50 I.E.) Vitamin D (Vit. D)
Mengen gekoppelt mit addquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) iiber
einen Zeitraum von 17 Wochen.

Gezeigt sind (A) Insulin, (B) C-Peptid, (C) Fructosamin, und (D) Insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1
(IGF1). Dargestellt sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—) (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (Signifikanzniveau P < 0,05) mit den Klassifikationsfaktoren
Phosphor und Vitamin D sowie ihrer Wechselwirkung.

Umgekehrt verhalt es sich mit dem Fructosamingehalt im Serum, dieser stieg
bei einer Futterung der 1,5 % P Diaten im Vergleich zu den 0,3 % P Diaten im
Mittel um 17 % an. Wahrend Vitamin D auf die zuvor genannten Parameter
keinen signifikanten Einfluss hatte, zeigte sich bei der Serumanalyse von IGF1
eine deutliche Reduktion der Serumkonzentrationen unter Futterung einer
Vitamin D bedarfsdeckenden Diat im Vergleich zu einer Vitamin D defizitaren
Diat. Signifikante Wechselwirkungen von alimentar verabreichtem Vitamin D

und Phosphor konnten fur keinen dieser Parameter nachgewiesen werden.
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3.2.8 Proteinexpression ausgewahlter Proteine der Insulin-IGF1-Kaskade

im Herzgewebe

Zusatzlich zu Insulin und IGF1 im Serum wurden im Herzgewebe aul3erdem
Proteine der Insulin- bzw. IGF1-Kaskade mittels Western Blot analysiert. Es
zeigten sich deutlich signifikante Einflisse der exzessiven Phosphorzufuhr Gber
die Nahrung. Vor allem die Proteinexpression der phosphorylierten Formen des
Insulinrezeptors  (pIR), des IGF1 Rezeptors (pIGF1R) und der
Proteinkinase B alpha, auch bekannt als Akt1, (pAkt1) wurde durch die
Fatterung der 1,5 % P Diat gegenuber der 0,3 % P Diat signifikant reduziert. Auf
die Phosphorylierungen hatte das alimentar zugefihrte Vitamin D keinen
signifikanten Einfluss. Auf die unphosphorylierten Formen des Insulinrezeptors
IR, IGF1R und Akt1 hatte werde das alimentar zugeflihrte Phosphor noch
Vitamin D einen signifikanten Effekt (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Proteinexpression ausgewahlter Proteine der Insulinkaskade 25 Wochen alter low
density lipoprotein receptor knockout (LdIr'/') Mause unter dem Einfluss der Gabe einer
Western Diet mit bedarfsgerechten (1000 L.E.) oder defizienten (50 I.E.) Vitamin D (Vit. D) Mengen
gekoppelt mit adaquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) liber einen
Zeitraum von 17 Wochen.

| o] Phosphor 2-WA
yeL rotom: 0,3 % 1,5 % P-Wert
expression -
normalisiert Vitamin D - Vit b Vit. D
0sS. it. X
ELIE 50 IL.E. 1000 L.E. 50 I.E. 1000 L.E. Phos.
IR 092+0,17 1,00£024 1,06+022 1,11 £0,27 ns ns ns
IGF1R 099+025 1,01+024 1,01+039 1,08 +0,33 ns ns ns
IR+IGF1R 1,01 £+ 0,37 201036 207+048 2192 0,49 ns ns ns

pIR-IGF1R 1,24 + 0,37 1,29 + 0,47 0,82 + 0,44 0,73+0,28 <0,001 ns ns

Akt1 1,00 £ 0,13 0,95 £ 0,20 1,05 £ 0,12 1,06 = 0,15 ns ns ns
pAkt1 1,27 £ 0,55 1,26 = 0,68 0,77 £ 0,32 0,68 £0,29 <0,001 ns ns

Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 14). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (2-WA) (Signifikanzniveau P < 0,05) mit den Klassifikationsfaktoren
Phosphor (Phos.) und Vitamin D (Vit. D) sowie ihrer Wechselwirkung. nicht signifikant (ns), Insulinrezeptor
(IR), insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1 Rezeptor (IGF1R), phosphoryliert (p).

IR und IGF1R gehoéren beide zur Unterklasse |l der Tyrosinkinaserezeptor-
Superfamilie. Sie besitzen eine sehr homologe Form und sind als vorgeformte
Dimere an der Zelloberflache lokalisiert. Die Bildung der Liganden fuhrt zu
Aktivierung und somit phosphorylieten Form pIR und pIGF1R, diese
unterscheiden sich in der phosphorylierten Domane nicht, so dass der

Antikorper nicht spezifisch fur pIR oder plGF1R detektiert, sondern beides
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gleichermal3en bindet. Daher wurde statt des Verhaltnisses von pIR/IR bzw.
pIGF1R/IGF1R lediglich die Summe des Signals fur IR und IGF1R mit dem
Signal von pIR-IGF1R verrechnet.
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Abbildung 18: Relative Proteinexpression ausgewdhlter Proteine der Insulinkaskade 25 Wochen
alter low density lipoprotein receptor knockout (LdIr’") Miuse unter dem Einfluss der Gabe einer
Western Diet mit bedarfsgerechten (1000 L.E.) oder defizienten (50 I.E.) Vitamin D (Vit. D) Mengen
gekoppelt mit adaquaten (0,3 %) oder exzessiven (1,5 %) Mengen Phosphor (Phos.) tiber einen
Zeitraum von 17 Wochen.

Gezeigt sind (A) das Verhaltnis der Proteinexpression des phosphorylierten (p) Insulinrezeptors (IR) bzw.
Insulindhnlichen Wachstumsfaktor Rezeptors (IGF1R) zur Summe des IR und IGF1R, (B) reprasentative
Bilder der Western Blot Detektion der Proteine IR, IGF1R, pIR-IGF1R und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), (C) das Verhaltnis der Expression der phosphorylierten Proteinkinase B
(pAkt1) zur Akt1 Expression, sowie (D) reprasentative Bilder der Western Blot Detektion der Proteine Akt,
pAkt1 und GAPDH. Dargestellt sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—) (n = 14). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (Signifikanzniveau P <0,05) mit den
Klassifikationsfaktoren Phosphor und Vitamin D sowie ihrer Wechselwirkung.
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Die Betrachtung des Verhaltnisse der phosphorylierten Form zur
unphosphorylierten Form verdeutlicht, dass sowohl das pIR-IGF1R/IR+IGF1R
als auch das pAkt1/Akt1 Verhaltnis durch die alimentare Zufuhr der
1,5 % P Diat gegenuber der 0,3 %P Diat um tber 50 % reduziert wurden (siehe

Abbildung 18).

Zusatzlich wurde im Herzgewebe mittels ELISA auch IGF1 bestimmt. Der
Gehalt von IGF1 im Herzgewebe wurde durch die Futterung der 1,5 % P Diat im
Vergleich zur adaquaten Phosphor Versorgung deutlich reduziert (siehe

Abbildung 19.). Vitamin D hatte in diesem Fall keinen signifikanten Einfluss.

2-WA: Phosphor: P < 0,001 Abbildung 19: Konzentration des
Insulindhnliche Wachstumsfaktoren 1 (IGF1) im
Herzgewebe 25 Wochen alter Jow density
3 lipoprotein receptor knockout (Ldlr"') Mause
unter dem Einfluss der Gabe einer Western Diet

% mit bedarfsgerechten (1000 I.E.) oder defizienten
2 < (@] (50 L.E.) Vitamin D (Vit. D) Mengen gekoppelt mit
8
6 o

(¢ addquaten (0,3%) oder exzessiven (1,5%)
0 Mengen Phosphor (Phos.) liber einen Zeitraum
von 17 Wochen.
T Dargestellt sind Einzel- (o) und Mittelwerte (—)
(n=14). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels  einer  zweifaktoriellen  Varianzanalyse
0 T T T T (Signifikanzniveau P < 0,05) mit den
Vit. D 50 .E. 10001.E. 501.E. 1000 I.E. Klas'sif.ikationsfaktorer? Phosphor und Vitamin D
Phos. 0.3 % 15 % sowie ihrer Wechselwirkung.

IGF1 in pg/mg Protein
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4 Diskussion

4.1 Studiel - Charakterisierung der Herzfunktion bei Vitamin D-

Rezeptor-Defizienz

Die kardioprotektive Wirkung von Vitamin D wird in letzten Jahren kontrovers
diskutiert. Epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass Vitamin D eine
wichtige Rolle im Erhalt der kardiovaskularen Gesundheit spielt (Kuhn et al.
2013; Chowdhury et al. 2014). Im Gegenzug zeigen einige Interventionsstudien
mit einer Vitamin D Supplementierung keinen kardiovaskularen Vorteil (Bolland
et al. 2014a; Manson et al. 2019). Studie | wurde durchgefuhrt, um mogliche
kausale Wirkungen von Vitamin D auf Blutdruck und Herzfunktion aufzuklaren.
Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde eine tierexperimentelle
Langzeitstudie mit Vdr” M&usen durchgefuhrt. Vvdr’” Mause stellen ein gangiges

Tiermodell zur Untersuchung eines Vitamin D Mangels dar.

4.1.1 Phanotypische Auspragungen des Vitamin D Rezeptor knockouts

Zu den phanotypischen Auspragungen des Vdr knockouts gehort eine gestorte
Calcium- und Phosphorhomoéostase. Um dem entgegenzuwirken erhielten die
Vdr™ Méause eine Rescue Diet mit erhdhten Calcium- und Phosphorgehalten.
Einer korrespondierenden Vdr** Gruppen wurde ebenfalls diese Rescue Diet
gefuttert. Um mdgliche Effekte der Rescue Diet nachweisen zu kdnnen erhielt

+/+

eine weitere Vdr Kontrollgruppe eine Normo Diat mit Calcium- und
Phosphorgehalten gemal der AIN-93G Empfehlungen (Reeves et al. 1993;
Reeves 1997). Trotz der Futterung der Rescue Diet konnten die Calciumspiegel

+/+

im Serum der Vdr’™ Mause nicht auf die der Vdr'’* Mause normalisiert werden.
Der gestorte Calciumhaushalt der Vdr” Méuse hatte einen deutlichen Anstieg
der PTH Serumkonzentrationen zur Folge. Eine Studie an Vdr’” Mausen konnte
zeigen, dass die Rescue Diet mit 2,0 % Calcium im Vergleich zu einer Diat
gemal den AIN-93G Empfehlungen mit 0,3 % Calcium (Reeves et al. 1993;
Reeves 1997) nicht effektiver ist die PTH Spiegel zu normalisieren. Erst ein
deutlich erhdhter Calciumgehalt von 4,0 % in der Diat kann die PTH
++

Serumkonzentration auf das Niveau der Vdr
Jedoch fuhrte die 4,0 %ige Calciumdiat zu stark erhohten FGF23

Vergleichsgruppe reduzieren.
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Serumkonzentrationen (Grundmann et al. 2017). Da sowohl PTH als auch
FGF23 weitreichende Wirkungen auf den Metabolismus besitzen, wurde in der
hier vorliegenden Studie auf die Erhdhung des Calciumgehaltes auf 4,0 %
verzichtet und die Rescue Diet mit 2,0 % Calcium eingesetzt. Zumal in den
verfugbaren Studien zu kardiovaskularen Untersuchungen im vdr’ Tiermodell
standardmalig die klassische Rescue Diet eingesetzt wird und so die

Vergleichbarkeit gewahrleistet werden kann.

Im Gegensatz zu den Calciumserumkonzentrationen konnten die
Serumkonzentrationen von anorganischem Phosphat in der Vdr™ RD Gruppe

+/+

durch die Futterung der Rescue Diet auf die der Vdr'™ ND Referenzgruppe
normalisiert werden. Allerdings wies die vdrt Gruppe, die die Rescue Diet
erhielt, signifikant héhere Werte auf. Die Vdr” Mause besitzen eine reduzierte
Phosphorabsorption, so dass die erhdhte Zulage in der Diat lediglich dazu fuhrt
die Spiegel zu normalisieren. Die Vdr** Mause hingegen haben eine ungestérte
Phosphorabsorption daher kann die erhohte Phosphorzulage in der
Rescue Diet zu den leicht erhdhten Phosphatspiegeln fuhren, die allerdings
noch im physiologisch unbedenklichen Bereich von 2 mmol/l liegen (Otto et al.
2016). Die Serumkonzentrationen des FGF23, welches stark mit der
Phosphorhoméostase verkniipft ist, war in der Vdr”™ Gruppe am geringsten.

+/+

Vdr™ Mause weisen generell niedrigere FGF23 Serumspiegel als Vdr'’* Mause

auf, auch bei Futterung einer Normo Diat (Grundmann et al. 2017). Auf die

+/+

Serumkonzentrationen von FGF23 der Vdr'"Mause besal} die Rescue Diet im

Vergleich zur Normo Diat einen reduzierenden Effekt.

4.1.2 Einfluss des Vitamin D Rezeptor Defizites auf den Blutdruck

Ein Fokus von Studie | lag darauf welchen Einfluss der Vdr knockout auf den
Blutdruck der Mause ausubt. Etliche Parameter beeinflussen das Herz-
Kreislaufsystem. Ein besonders wichtiger Faktor ist das RAAS, welches eine
zentrale Rolle in der Blutdruckregulation einnimmt. Das hormonahnliche Enzym
Renin wird in den juxtaglomerularen Zellen der Niere produziert und setzt
Angiotensinogen zu Angiotensin| um. Durch das Enzym angiotensin-
converting-enzyme, wird es anschlieBend in Angiotensin Il Uberflhrt.

Angiotensin Il besitzt eine vasokonstriktive Wirkung und regt die Ausschuttung
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von Aldosteron aus der Nebenniere an. Aldosteron férdert wiederum die
Retention von Natrium und Wasser in der Niere. Durch das Zusammenspiel
dieser Faktoren kommt es zu einer Blutdruckerhéhung. Es ist bekannt, dass
Vitamin D negativ mit der Reninkonzentration im Blut korreliert und als Inhibitor
des RAAS fungiert (Resnick et al. 1986; Burgess et al. 1990; Li 2011).
1,25(0OH),D hemmt rezeptorvermittelt die Synthese von Renin. Bei
Vdr” Mausen kann die hemmende Wirkung von 1,25(0OH),D nicht mehr
vermittelt werden, daher ist die Reninkonzentration im Serum bei diesen
Mausen erhoht (Li et al. 2002; Simpson et al. 2007). In der hier vorliegenden
Studie konnte die beschriebene Wirkung eines Vdr knockouts auf die
Reninsynthese bestatigt werden. Die Vdr™ Mause wiesen deutlich erhdhte

Reninkonzentrationen im Serum auf.

Zusatzlich zeigte eine Studie neben der erhohten Reninkonzentration im Blut
von Vdr’- Mausen auch eine Erhdhung des Blutdrucks um rund 20 mmHg (Li et
al. 2002). Auch 1a-Hydroxylase knockout Mause, bei denen die Aktivierung von
25(0OH)D zu 1,25(0OH).D gehemmt ist, zeigten eine erhdéhte Reninkonzentration
im Serum und einen erhohten systolischen Blutdruck (Zhou et al. 2008).
Simpson et al. 2007 konnten ebenfalls eine erhdhte Reninaktivitat bei
Vdr” Mausen nachweisen. Im Gegensatz zu Li et al. konnte die Arbeitsgruppe
allerdings keinen erhohten Blutdruck nachweisen. Viel mehr zeigte sich bei
Vdr” Mausen ein signifikant geringerer systolischer Blutdruck. Dieser Effekt trat
jedoch erst bei neun Monate alten Mausen auf. Bei drei Monate alten Mausen
zeigte sich kein Effekt des knockouts. In einem Alter von sechs Monaten zeigte
sich bereits eine Tendenz zu einem niedrigeren Blutdruck. Auch in der hier
vorliegenden Studie wurde der systolische Blutdruck von neun Monate alten
Vdr™ Mausen erhoben. Es konnte jedoch weder eine blutdrucksenkende noch
eine blutdruckerhohende Wirkung eines Vitamin D Mangels, im Sinne eines Vdr
knockouts nachgewiesen werden. Die Vdr™ Mause zeigten keinerlei
Unterschiede im systolischen Blutdruck im Vergleich zu den beiden

vdr* Gruppen.

Die Diskrepanz zwischen den Studien von Li et al. und Simpson et al., sowie
der hier vorliegenden Studie, kdnnen auf Veranderungen der Blutgefal’e oder

der Aortenklappe zuruckzufuhren sein. So fuhren vaskulare Kalzifizierungen zu
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einem Elastizitatsverlust der Gefalle und eine Kalzifizierung der Aortenklappe
zu einer Einschrankung der mechanischen Bewegung. Eine starke
Kalzifizierung der Aortenklappe kann zu einer Aortenklappenstenose oder
Aortenklappeninsuffizienz fuhren. Bei der Aortenklappenstenose gelangt durch
die Verengung der Aortenklappe weniger Blut in den Koérper (Jackson et al.
2000). Es kann zu einer Hypotonie kommen, wie sie Simpson et al. beobachtet
haben. Die Untersuchungen in Studie | zum Anteil der Kalzifizierungen in der
Aortenklappe konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen vdr™ und
Vdr** Mausen nachweisen. Das Fehlen einer vermehrten
Aortenklappenkalzifizierung der Vdr™ Mause kann somit ein Grund fir die
fehlende Veranderung im systolischen Blutdruck dieser Tiere darstellen. Bei
einer eingeschrankten Aortenklappenfunktion kann es aullerdem zu einer
erhdhten Schlagrate des Herzens kommen, da hierriber die Arbeit des
Herzmuskels gegen den konstant erhohten Widerstand kompensiert werden
soll (Jackson et al. 2000). Die Pulsfrequenz war bei den Vdr’ Mausen im

+/+

Vergleich zu den Vdr'™ Mausen in der hier vorliegenden Studie jedoch
ebenfalls unbeeinflusst. Bei der Aortenklappeninsuffizienz kommt es zu einem
Ruckfluss des Blutes in den linken Ventrikel nach der Auswurfphase. Die
echokardiographischen Untersuchungen lieferten jedoch keine Hinweise auf

einen solchen Rickfluss in den linken Ventrikel.

Ein weiterer moglicher Einflussparameter, der die Entwicklung einer Hypertonie
bei Vdr” Mausen beeinflusst, ist der Calciumspiegel im Serum. Bei
hypocalcamischen Vdr’™ Mausen konnten Aihara et al. 2003 einen erhdhten
Blutdruck nachweisen, wahrend sie diesen Effekt bei normocalcamischen
Vdr” M&usen nicht nachweisen konnten. Auch in der hier vorliegenden Studie
konnte der Calciumspiegel trotz Futterung der Rescue Diet nicht auf den

+/+

Spiegel der Vdr™" Mause angehoben werden. Es ist jedoch unwahrscheinlich,
dass bei Werten von 2,16 mmol/l von einer physiologisch relevanten
Hypocalcamie gesprochen werden kann. Aus der Literatur sind Werte von
gesunden Mausen zwischen 1,2 und 2,7 mmol/l bekannt (Stringham et al. 1967;
Tordoff et al. 2007; Lieben et al. 2012). Daher ist es mdoglich, dass der
unveranderte Blutdruck der Vdr’- Mause auf das Fehlen einer Hypocalciamie

zurlckzufUhren ist.
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Relevant fir Veranderungen des Blutdrucks, kann zudem eine unterschiedlich
lange Adaptationsphase bei den Blutdruckmessungen sein. Der Blutdruck ist
ein Parameter, der sehr stark durch aul3ere Einflisse beeinflusst werden kann.
Auch Simpson et al. haben den systolischen Blutdruck mittels tail cuff Methode
bestimmt. Die Arbeitsgruppe Simpson et al. 2007 beschreibt, dass die Mause
an drei Tagen fur jeweils 10-20 min an die Messung gewohnt wurden. In der
hier vorliegenden Studie wurden die Mause uber einen Zeitraum von
20 Messtagen und unter streng kontrollierten Bedingungen an das Verfahren
gewohnt und die aulleren Einflisse auf den Blutdruck so gering wie mdglich
gehalten. Im Besonderen wurde darauf geachtet, dass die Mause immer von
den gleichen Personen untersucht wurden und die olfaktorischen, sowie
auditiven Einflisse wurden moglichst geringgehalten. Auch wurden die Mause
schrittweise an die 30 minutige Messdauer gewohnt. Es konnte wahrend der
gesamten Untersuchungsdauer, an knapp 30 Messtagen, deutlich beobachtet
werden, dass die Mause fast 20 Messtage bendtigten, um sich an die Prozedur
zu gewohnen. Zu Beginn der Messungen konnten kaum auswertbare
Messwerte gewonnen werden, auch war die intraindividuelle Schwankung, von
bis zu 17 %, (gemessen am Mittel des Variationskoeffizienten pro
Messtag/Tier), an den ersten Trainingstagen sehr hoch. Erst gegen Ende der
Trainingsphase konnten vergleichbare intraindividuelle Schwankungen
verzeichnet werden. In die Analysen flossen daher nur die Daten aus diesem
Zeitraum. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen war in der hier
vorliegenden Studie die Anzahl der untersuchten Tiere mit n=14
verhaltnismaRig hoch (Simpson et al. 2007 (n = 6), Li et al. 2002 (n = 8)).

4.1.3 Einfluss des Vitamin D Rezeptor Defizites auf die Herzmorphologie

Die Kombination eines Vitamin D Mangels und eines erhdhten PTH Spiegels,
wie sie in Studiel vorliegen, wird oftmals mit Hypertension und
Herzhypertrophie assoziiert (Saleh 2003; Taylor et al. 2008; Wang et al. 2008;
Anderson et al. 2011; Kestenbaum et al. 2011). Studien an Vdr"- Mausen
konnten zeigen, dass diese eine Herzhypertrophie aufweisen (Li et al. 2002;
Simpson et al. 2007). Diese Studien nutzen unter anderem das Herz-zu-
Korpergewicht-Verhaltnis (HG/KG) als Indikator fur eine Herzhypertrophie. Auch

in der hier vorliegenden Studie war das HG/KG bei den Vdr’ Mausen signifikant
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erhoht. Das HG/KG ist jedoch nicht robust gegenuber
Korpergewichtsschwankungen. Klassische phanotypische Auspragungen des
Vdr knockouts sind ein geringeres Korperwachstum bzw. ein geringeres
Kdérpergewicht, sowie ein geringerer Anteil an Korperfett im Vergleich zu
vdr”* Mausen (Yoshizawa et al. 1997; Song et al. 2003; Schutkowski et al.
2018). Auch in der hier vorliegenden Studie war das Korpergewicht der
Vdr™ Mause zu Versuchsende signifikant niedriger als das der

+/+

korrespondierenden Vdr™" Mause. Besonders der geringere Korperfettanteil der
Vdr™ Mause macht es notwendig das Herzgewicht auf die Tibialange zu
beziehen, da diese bei adulten Tieren konstant bleibt (Yin et al. 1982). Anders
als in den bereits diskutierten Studien, wurde in der hier vorliegenden Studie zur
Beurteilung des Vorliegens einer Herzhypertrophie daher das Herzgewicht-zu-
Tibialangen-Verhaltnis (HG/TL) herangezogen. Die Analyse des HG/TLs zeigte,
dass dieses zwischen den untersuchten Gruppen nicht verschieden war und
weist somit nicht auf das Vorliegen einer Herzhypertrophie hin. Diese
Beobachtung wird durch die Ergebnisse der transthorakalen Echokardiographie
gestutzt. Um die Herzmorphologie naher untersuchen zu kdénnen wurde
erstmals im Vdr knockout Mausmodell eine transthorakale Echokardiographie
durchgefuhrt. Bei dieser Untersuchung konnte kein Effekt des Vdr knockouts
auf die Herzdimensionen nachgewiesen werden. Weder das LV Septum, der LV
Innendurchmesser noch die LV posteriore Wanddicke waren in der Systole oder
Diastole bei den Vdr’ Mausen im Vergleich zu den vdr”* Mausen verandert.
Alle diese Parameter lagen im physiologischen Bereich fur adulte Mause
(Vinhas et al. 2013).

4.1.4 Einfluss des Vitamin D Rezeptor Defizites auf die Herzfunktion

Ein Vitamin D Mangel wird zusatzlich zu den bereits genannten
kardiovaskularen Erkrankungen, wie Herzhypertrophie oder Hypertension mit
einer eingeschrankten Herzfunktion in Verbindung gebracht (Ameri et al. 2010;
Fall et al. 2012). Um Uberprifen zu koénnen, ob ein Vdr knockout
madglicherweise zu einer eingeschrankten Herzfunktion fuhrt, wurden die EF, FS
und die gerichteten Strome in der auf- und absteigenden Aorta bestimmt. Die
EF gibt an wie viel Prozent des Blutvolumens, bei einem Herzschlag, in die

Blutbahn gepumpt wird. Eine EF von etwa 60 % wird als physiologische normal
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angesehen. Bei Werten von unter 55 % kann bereits von einer leichten
Herzinsuffizienz gesprochen werden. Eine schwere Einschrankung der
Herzfunktion liegt bei Werten kleiner 30 % vor. Die FS bezeichnet die
prozentuale Verklrzung des Herzens wahrend des Pumpvorganges, sie liegt im
Regelfall bei rund 35 % (Stypmann 2007; Gao et al. 2011; Vinhas et al. 2013;
Schnelle et al. 2018). Keiner dieser Parameter war bei Vorliegen eines Vdr
knockouts verandert oder gab einen Hinweis darauf, dass eine gestorte
Herzfunktion vorlag. Gestutzt werden diese Befunde durch die zusatzlich
erhobenen Parameter Lungengewicht-zu-Tibialangen-Verhaltnis (LG/TL) und
die BNP Konzentration im Serum. Bei einer systolischen Herzinsuffizienz ist das
LG/TL erhoht (Chen et al. 2002; van Nierop et al. 2013). Der Vdr knockout
zeigte jedoch keinen Einfluss auf das LG/TL. Auch die BNP Serumspiegel sind
bei Vorliegen einer Herzinsuffizienz erhdht. BNP wird in Kardiomyozyten aus
ProBNP unter Abspaltung von NT-proBNP gebildet. Die Sekretion von BNP
wird durch die Dehnung des Ventrikels angeregt und wirkt vasodilatierend
(Palazzuoli et al. 2010). Ein Vitamin D Mangel wird in starken Zusammenhang
mit dem Auftreten einer Herzinsuffizienz gebracht. Jedoch sind die in der
Literatur gezeigten Daten sehr inhomogen. So zeigt eine randomisierte Studie,
dass bei Patienten mit Herzinsuffizienz die BNP Serumspiegel mittels
Vitamin D Supplementation gesenkt werden konnten (Witham et al. 2010),
wahrend andere Studien keinen Zusammenhang zwischen Vitamin D und BNP
oder dessen Spaltnebenprodukt NT-ProBNP nachweisen konnten (Wetmore et
al. 2011; Nunes 2013; Seirafian et al. 2014). Wiederum andere Studien konnten
eine starke Korrelation von BNP und Vitamin D bei Patienten mit einer
eingeschrankten Nierenfunktion (Obineche et al. 2008; van Ballegooijen et al.
2012) beobachten. Die in Studie | ermittelten Daten machen deutlich, dass der
Anteil mit Tieren, die einen BNP Spiegel < 600 pg/ml aufweisen in der
Vdr’”” Gruppe mit rund 50 % am hochsten war. Wahrend der Anteil in den
Vdr*™* Gruppen bei weniger als 15 % lag. Der hohe Anteil an Tieren mit
niedrigen BNP Konzentration in der vdr” Gruppe weist darauf hin, dass keine

Herzinsuffizienz vorliegt.

Die Studie | konnte deutlich zeigen, dass trotz groRRer Veranderungen von
Parametern, wie PTH oder Renin im Serum, die laut Literatur die Entstehung

von Herz-Kreislauf-Erkrankungen begunstigen, ein Vitamin D Mangel im Sinne
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eines Vdr knockouts keinen nachweisbaren Effekt auf den systolischen
Blutdruck, die Pulsfrequenz, die Herzmorphologie oder die Herzfunktion besitzt.
Wichtig fur Untersuchungen zum Herz-Kreislauf-System im Vdr knockout
Modell, ist es die phanotypischen Unterschiede zwischen vdr™ und
vdr”* Mausen zu berucksichtigen. Insbesondere bei der Beurteilung einer
mdglichen Herzhypertrophie, muss beriicksichtigt werden, dass Vdr™ Mause

+/+

einen deutlich geringeren Korperfettanteil aufweisen als Vdr™™ Mause und somit

das HG/KG verzerrte Ergebnisse liefert. Auch muss beachtet werden, dass

+/+

Vdr” Mause andere Verhaltensmuster als Vdr** Tiere aufweisen (Kalueff et al.
2004; Kalueff et al. 2005; Kalueff et al. 2006) und somit eine ausreichende

Adaptation an Blutdruckmessungen im wachen Zustand besonders relevant ist.

4.2 Studiell - Einfluss von Phosphor und Vitamin D auf die

Herzmorphologie und Atherogenese

Neben Vitamin D wird auch Phosphor in den letzten Jahren zunehmend als
Einflussfaktor auf die kardiovaskulare Gesundheit diskutiert. Phosphor besitzt
ein sehr weitreichendes Wirkungsspektrum. Um der Frage nachgehen zu
konnen, in wie fern Phosphor und Vitamin D die kardiovaskulare Gesundheit bei
Vorliegen eines kardiovaskularen Risikos beeinflussen, wurde eine zweite
tierexperimentelle Langzeitstudie durchgeflhrt. In dieser Studie wurde
LdIr"- Mausen eine Versuchsdiat mit einem defizienten oder bedarfsdeckenden
Vitamin D Gehalt gekoppelt mit einer adaquaten oder exzessiven Menge an
Phosphor gefuttert.

4.2.1 Einfluss einer exzessiven, alimentiaren Phosphorzufuhr auf

Parameter der Calcium- und Phosphorhomoostase

Einen sehr deutlichen Effekt hatten die Hochphosphordiaten auf die Parameter
der Calcium- und Phosphorhomdostase, hier vor allem auf PTH und FGF23.
Beide Parameter sind durch die Futterung der Hochphosphordiaten gemaf
ihrer physiologischen Funktion stark angestiegen. Als phosphaturetische
Hormone reduzieren sie die Expression der Phosphattransporter NPT2a und
NPT2c in den proximalen Nierentubuli und verringern so die
Phosphatresorption und erhohen die Exkretion (Gattineni et al. 2009; Bergwitz
und Juappner 2010; Juppner 2011). Gleichzeitig reduziert FGF23 die
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1,25(0OH);D Synthese und in der Konsequenz die Phosphorabsorption im
Gastrointestinaltrakt. Im Gegenzug wiederum erhoht PTH die 1,25(0OH).D
Spiegel, um die Calciumabsorption im Intestinum zu foérdern und das
Missverhaltnis von Calcium zu Phosphor im Serum auszugleichen (Calvo et al.
1988; Kemi et al. 2010). In der hiervorliegenden Studie war die 1,25(0OH),D
Serumkonzentration bei Futterung einer Hochphosphordiat gekoppelt mit einer
adaquaten Menge Vitamin D am hochsten. Dies zeigt, dass die stimulierende
Wirkung von PTH auf die 1-alpha-Hydroxylase, die hemmende Wirkung von

FGF23 Uberlagert, sofern eine adaquate Menge Vitamin D verabreicht wird.

PTH, FGF23 und Vitamin D interagieren sehr stark miteinander und regulieren
sich gegenseitig Uber positive oder negative Riuckkopplung (Blau und Collins
2015). In den letzten Jahren ist deutlich geworden, dass PTH, FGF23 und
Vitamin D eine zentrale Rolle auf das Herz-Kreislaufsystem ausuben. Vor allem
Patienten mit CKD weisen eine deutliche Stérung des Mineralstoffhaushaltes
auf und zeigen einen veranderten PTH, FGF23 und Vitamin D Metabolismus
(Kestenbaum und Belozeroff 2007). Besonders auffallig ist, dass CKD oft mit
Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems einhergeht. In vorangeschritten
Stadien der CKD weisen die Patienten oftmals eine Herzhypertrophie auf und
das Risiko fur das Auftreten einer Herzinsuffizienz steigt (Harnett et al. 1995;
Go et al. 2004). Assoziationsstudien konnten zeigen, dass sowohl PTH, FGF23
und Vitamin D Risikofaktoren fir eine kardiovaskulare Erkrankung bei CKD
darstellen. In der Literatur werden hohe PTH Serumkonzentrationen oftmals mit
Herzhypertrophie, Bluthochdruck und Herzinsuffizienz assoziiert (Khouzam et
al. 2006; Gruson et al. 2014; Tomaschitz et al. 2014; Wannamethee et al.
2014). Ahnliches gilt fur FGF23. Patienten mit einer CKD weilRen in der Regel
deutlich erhdhte FGF23 Serumspiegel auf, diese konnten in mehreren Studien
mit dem Vorliegen einer linksventrikularen Hypertrophie in Verbindung gebracht
werden (Shimada et al. 2010; Faul et al. 2011; Smith et al. 2013). Auch in vivo
und in vitro Studien zeigen, dass FGF23 die linksventrikulare Hypertrophie
fordert (Faul et al. 2011). Qin et al. 2017 konnten zeigen, dass FGF23 als
Pradikator fur kardiovaskulare Sterblichkeit dienen kann. Im Gegensatz dazu
besagen jungste Daten, dass ein erhdhter FGF23 Serumspiegel nur mit einem
erhohten kardiovaskularen Risiko assoziiert ist, wenn gleichzeitig die

Nierenfunktion eingeschrankt ist (Pastor-Arroyo et al. 2018). Weitere

64



Diskussion

Untersuchungen an Mausen konnten ebenfalls keine elementare Rolle von
FGF23 im Zusammenhang mit der Pathophysiologie einer durch
Druckuberlastung hervorgerufenen Herzhypertrophie herstellen (Slavic et al.
2017).

4.2.2 Einfluss einer exzessiven, alimentaren Phosphorzufuhr auf die

HerzgrofRe unter Beteiligung der Insulin/IGF1-Kascade

Studie Il diente unter anderem der Uberpriifung der Hypothese, dass ein
erhohter Anteil von Phosphor in der Diat Uber erhdhte FGF23 und PTH
Serumspiegel zu einer Herzhypertrophie fuhrt. Trotz deutlich erhohter
Serumkonzentration von FGF23 und PTH kam es bei Futterung einer
Hochphosphordiat zu einer starken Reduktion des Herzgewichtes um rund
16 %. Laut Literatur gibt es keine Hinweise darauf, dass eine exzessive
Phosphoraufnahme zu geringeren Herzgewichten fuhren kann. Studien an
Ratten konnten zeigen, dass eine Hochphosphordiat tendenziell zu einem
erhohten HG/KG fuhrt (Mizuno et al. 2016). In der hier vorliegenden Studie war
jedoch sowohl das HG/KG, als auch das HG/TL durch die Hochphosphordiat
signifikant verringert. Dies verdeutlicht, dass der Unterschied im Herzgewicht
nicht auf ein verandertes Kérperwachstum zurtickzufihren ist. Zusatzlich war
auch die Flache des Aortenklappenquerschnitts durch die Futterung der
Hochphosphordiaten verringert. Dies deutet darauf hin, dass die Herzen
insgesamt geringer entwickelt waren. Aus Studien mit LdIr’” Mausen ist
bekannt, dass diese bei Futterung einer fettreichen Diat ein Herzgewicht bis zu
160 mg entwickeln (Drolet et al. 2006). Dies spricht dafur, dass in Studie Il das
Herzgewicht in den Hochphosphorgruppen verringert war und nicht das

Herzgewicht in den Normophosphorgruppen erhoht.
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Abbildung 20: Kardiale Effekte von Insulin.
(modifiziert nach lliadis et al. 2011), Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K), Proteinkinase B (PKB/Akt),
Sauerstoff (Oy)

Eine mogliche Ursache fir dieses Phanomen kann auf eine veranderte
Synthese von Parametern des Insulinstoffwechsels zurtckzufiihren sein. Neben
seinen klassischen Funktionen wie die Regulation des Blutglukosespiegels, die
Hemmung der Lipolyse, sowie die Regulation von Zellwachstum und
Proliferation, scheint Insulin auch einen Einfluss auf  den
Phosphormetabolismus auszulben (Stadie 1944; Allon 1992). Daruber hinaus
zeigt Insulin auch einen Einfluss auf das kardiovaskulare System. Zum einen
wird Insulin eine kardioprotektive Wirkung zugeschrieben, z.B. bei einer
Dysfunktion des Myokards (Klein und Visser 2010), zum anderen bestehen
Assoziationen zwischen Diabetes Mellitus Typ 2 und Herzinsuffizienz (Riehle
und Abel 2016). Es ist auch bekannt, dass Mause mit einem Kardiomyozyten-
selektiven Insulinrezeptor knockout ein geringeres Herzgewicht aufweisen
(Belke et al. 2002). Untersuchungen in der hier vorliegenden Studie ergaben,
dass Insulin durch die Futterung der Hochphosphordiaten deutlich reduziert
wurde. Auch das Spaltprodukt der Insulinsynthese, das C-Peptid wurde durch
die Hochphosphatdiaten stark verringert. Dies spricht daflir, dass die geringen

Insulinspiegel nicht auf einen vermehrten Abbau, sondern eine verringerte
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Synthese zurlckzufiihren sind. Diese Ergebnisse werden durch die Analyse
des Fructosamingehaltes im Serum gestutzt, der in den Gruppen erhoht war,
die eine Hochphosphordiat erhielten. Fructosamine sind Aminozucker der
Fructose, die vermehrt entstehen, wenn der Fructosegehalt im Blut steigt. Dies
ist eine Konsequenz der verringerten Insulinspiegel. Der Fructosaminspiegel

kann eine Aussage Uber den Blutzuckerspiegel der letzte 1-3 Wochen gegeben.

Die verringerten Insulinspiegel im Serum korrelierten positiv mit der HerzgroR3e.
Insulin vermittelt seine Wirkung durch binden an den IR, dieser wird
anschlielend durch Autophosphorylierung aktiviert und wirkt in dieser Form
unter anderem auf den Phosphoinositid-3-Kinasen/Proteinkinase B (Akt1)
Stoffwechselweg (Chitnis et al. 2008). Der Signalweg wird neben Insulin auch
von IGF1 beeinflusst. IGF1 besitzt eine zu 50 % homologe Struktur zu Insulin
und bindet an den IGF1R. Dieser wiederum stimuliert verschiedenen
Phosphorylierungskaskaden und reguliert so zahlreiche biologische Systeme
(LeRoith et al. 1995; Patti und Kahn 1998). Der IR und IGF1R liegen als Dimere
an der Zelloberflache vor (Butler und LeRoith 2001). Genau wie Insulin
stimuliert die Bindung von IGF1 an den IGF1R Uber verschiedene
Zwischenschritte die Phosphorylierung von Akt1 zu pAkt1 (Chitnis et al. 2008).
Dieser Signalweg ist stark mit dem Zellmetabolismus, Zellwachstum und
Apoptose verknupft. Fur Akt1 ist beschrieben, dass hohe Spiegel mit einer
Herzhypertrophie einhergehen (Matsui et al. 2003). Mause mit Akt1 Defizienz
weisen z.B. ein leicht reduziertes Korperwachstum auf (Chen et al. 2001).
DeBosch und Muslin 2008 konnten zeigen, dass Akt1 knockout Mause keine
Herzhypertrophie entwickeln. /n vivo und in vitro Studien zeigen, dass eine
Uberexpression von IGF1R zu einer Herzhypertrophie fihrt und dies ebenfalls
uber den Akt1 Stoffwechselweg vermittelt wird (Reiss et al. 1996; McMullen et
al. 2004). In dem hier vorliegenden Versuch war die IGF1 Konzentration durch
die Hochphosphordiaten im Herzgewebe unabhangig von dem Serumspiegel
reduziert. Die Reduktion von Insulin und IGF1 fuhrte im Herzgewebe dazu, dass
die Phosphorylierung des IR und IGF1R zu pIR-IGF1R reduziert war und in der
Konsequenz auch die Aktivierung von Akt1 zu pAkt1 zurlckging. Dies kann ein
Mechanismus sein der malgeblich an der Reduktion des Herzgewichtes

beteiligt ist.
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4.2.3 Einfluss einer exzessiven, alimentaren Phosphorzufuhr auf Insulin
und IGF1

Uber welchen Mechanismus Phosphor die Insulinsynthese beeinflusst ist zum
jetzigen Kenntnisstand unklar. Es ist jedoch erwiesen, dass Insulin die
Phosphatexkretion in der Niere hemmt bzw. ein Mangel an Insulin die
Ausscheidung von Phosphor erhoht (Ginsburg 1972; DeFronzo et al. 1975;
Corman et al. 1978; Roy und Seely 1981; Allon 1992). Es ist zudem bekannt,
dass bei CKD Patienten mit einer Hyperparathyreose die Insulinsekretion sinkt
und durch Korrektur der Hyperparathyreose die Insulinsekretion steigt (Mak et
al. 1983; Mak et al. 1985; Mak 2008). Eine hohe Phosphorzufuhr fuhrt zu einer
erhohten PTH  Sekretion. Es ist daher moglich, dass eine
Insulinsekretion-hnemmende Wirkung von Phosphor durch PTH vermittelt wird.
Zusatzlich ist beschrieben, dass eine Diat mit niedrigem Phosphatgehalt zu
einer erhdhten Insulinsensitivitdt und Reduktion der Blutglukosespiegel fuhrt
(Lin et al. 2018). Ob Phosphor einen direkten Einfluss auf die Insulinsekretion
besitzt ist bislang kaum untersucht. Eine in vitro Untersuchung von Nguyen et
al. 2015 zum Einfluss einer erhéhten extrazellularen Phosphatkonzentration auf
pankreatischen B-Zellen von Ratten zeigt, dass ein erhohter extrazellularer
Phosphatspiegel einen mitochondrialen oxidativen Stress verursacht. Ein
solcher Stress fuhrte zu einem verringerten Insulingehalt, einer fehlerhaften
Insulinsekretion und Zytotoxizitat. Zusatzlich kann auch eine Beteiligung von
FGF23 nicht ausgeschlossen werden. Studien zeigen, dass hohe FGF23
Spiegel mit niedrigen Insulinspiegeln einhergehen (Wojcik et al. 2012). Auch
konnte gezeigt werden, dass Insulin die Sekretion von FGF23 hemmt (Béar et al.
2018). Inwiefern es auch eine Regulation von FGF23 auf die Insulinsekretion

gibt, bleibt zu klaren.

Neben Insulin war auch IGF1 durch die Futterung der Hochphosphordiat
beeinflusst. Diese Wirkung von Phosphor auf IGF1 Konzentration im Herzen
kann ebenfalls PTH vermittelt sein. Die Freisetzung von IGF1 wird durch das
Wachstumshormon (growth hormon, GH) induziert. Es ist beschrieben, dass
GH die PTH Synthese beeinflusst und es besteht die Theorie, dass PTH

umgekehrt auch die GH Synthese im Sinne einer Hemmung beeinflusst (Coiro
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et al. 2004). Dies stellt einen mdglichen Mechanismus zur Reduktion der IGF1

Konzentrationen im Herzgewebe durch alimentar zugefihrten Phosphor dar.

4.2.1 Einfluss einer exzessiven, alimentaren Phosphorzufuhr auf die
Kalzifizierung der Aortenklappe

In Studie Il konnte ein weiterer Effekt des Phosphors festgestellt werden. Die
histologische Untersuchung der Aortenklappe der LdIr’” Mause hat ergeben,
dass der Kalzifizierungsanteil in der Aortenklappe durch die Futterung der
Hochphosphordiaten signifikant stieg. Dies ist nicht auf eine Zunahme in der
GrolRe der Kalzifizierungsspots zurtckzufuhren, sondern auf eine vermehrte
Anzahl an Kalzifizierungsspots. Die Assoziation von Phosphoraufnahme und
Kalzifizierung wird auch in der Literatur beschrieben (Roman-Garcia et al.
2010). Es wird angenommen, dass dieser Effekt sowohl direkt durch Phosphor
vermittelt wird, als auch indirekt z.B. durch die mit einer Hyperphosphatamie
assoziierten erhohten PTH Spiegel (Carrillo-Lépez et al. 2018). In vitro
Experimente mit glatten GefalRmuskelzellen konnten zeigen, dass
anorganisches Phosphat zudem in der Lage ist glatte GefaBmuskelzellen in
kalzifizierende osteoblasten-ahnliche Zellen umzuwandeln (Jono et al. 2000;
Giachelli et al. 2001; Chen et al. 2002).

4.2.1 Einfluss einer exzessiven, alimentaren Phosphorzufuhr auf die
Atherogenese

Die histologische Untersuchung der abdominellen Aorta hat ergeben, dass die
Futterung der Hochphosphordiaten den Anteil der atherosklerotischen Lasionen
in der gesamten Aorta reduzierte. Auch die weiteren Untersuchungen der
Aortenklappe haben ergeben, dass die absolute Lasionsflache durch die
Flatterung der Hochphosphordiaten signifikant kleiner wird. Lediglich eine
weitere Studie hat sich in einem Atherosklerose Mausmodell mit dem Einfluss
von Phosphor auf die Atherogenese beschaftigt (Shiota et al. 2011). Auch
Shiota et al. 2011 konnten feststellen, dass der Anteil der atherosklerotischen
Lasionen in der Aorta bei Futterung einer 1,8 % igen Phosphordiat bei
ApoE” Mausen um fast 30 % sinkt.
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Abbildung 21: Médogliche mechanistische Zusammenhinge zum Einfluss einer exzessiven
Phosphoraufnahme auf das Herzgewicht, die Atherosklerose und die Kalzifizierung der Vaskulatur.
Durch eine exzessive alimentare Phosphoraufnahme verringern sich das Herzgewicht und der Anteil der
atherosklerotischen Lasionen in der Vaskulatur, bei gleichzeitiger Erhdhung der Kalzifizierungen. Eine
exzessive alimentdre Phosphoraufnahme erhoht die phosphaturetischen Hormone Parathormon (PTH)
und Fibroblasten Wachstumsfaktor 23 (FGF23). Der auf die 1,25-Dihydroxycholecalciferol (1,25(0OH).D)
Synthese stimulierende Effekt von PTH Uberwiegt den hemmenden Effekt von FGF23, so dass die
1,25(0H).D Spiegel im Serum ansteigen. PTH, FGF23 und 1,25(0OH).D stimulieren die Kalzifizierung der
Vaskulatur. Gleichzeitig kommt es zu einer verringerten Insulinsekretion. Mdglicherweise wird die
Insulinsynthese durch die vermehrte Sekretion von PTH, FGF23 und eine exzessive alimentare
Phosphorzufuhr gehemmt. Auch die Konzentration des Insulindhnlichen Wachstumsfaktors 1 (IGF1) im
Herzgewebe sinkt durch die exzessive Phosphorzufuhr. Ein mdglicher Mechanismus ist eine durch die
hohen PTH Spiegel vermittelt Hemmung der Wachstumshormon (GH) Sekretion, die wiederum zu einer
Reduktion der IGF1 Konzentrationen fihrt. Insulin und IGF1 wirken beide auf den Phosphatidylinositol 3-
kinase/Proteinkinase B (Akt1) Weg. Dies deutet darauf hin, dass eine Hemmung dieses Signalweges
durch eine verringerte Phosphorylierung von Akt1 (pAkt1), in Konsequenz der geringeren Insulinrezeptor
(IR) und IGF1 Rezeptor (IGF1R) Aktivierung zu pIR-IGF1R, zur Reduktion des Herzgewichts fuhrt. Der
verringerte Atheroskleroseanteil ist maoglicherweise, einer durch die geringere Insulinsekretion
verursachten Reduktion der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A (HMG CoA) Reduktase geschuldet,
die zu Reduktion der Cholesterolsynthese flihrt.
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Sie konnten zudem zeigen, dass die Futterung zu einer Reduktion der
Makrophagen in der Peripherie fuhrt und vermuteten, dass es dadurch zu einer
geringeren Ausschuttung von inflammatorischen Faktoren wie Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor  Typ 1, monocyte  chemoattractant  protein-1  und
Tumornekrosefaktor-a kommt, die malgeblich an der Entstehung der
Atherosklerose beteiligt sind (Shiota et al. 2011). Neben dem von Shiota et al.
vermuteten Makrophagen-vermittelten Phosphoreffekt, konnte auch in diesem
Fall die Reduktion der Insulinserumspiegel einen Einfluss auf die Atherogenese
besitzen. Insulin erhdht die Expression der Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A
(HMG CoA) Synthase und die Aktivitat der HMG CoA Reduktase in Leberzellen
und Keratinozyten (Ingebritsen et al. 1979; Harris et al. 2000). HMG CoA
Synthase und Reduktase sind beide an der Synthese von Cholesterol beteiligt.
In der Medizin werden Statine eingesetzt, um die HMG CoA Reduktase zu
hemmen und so der Entstehung atherosklerotischer Lasionen
entgegenzuwirken. Ein moglicher Mechanismus fur die Reduktion der
atherosklerotischen Lasionen bei Futterung einer Hochphosphordiat konnte
demnach wie folgt funktionieren: Die Reduktion des Insulinspiegels fuhrt zu
einer geringeren Aktivitdt der HMG CoA Reduktase und somit zu einer
reduzierten Cholesterolsynthese. Die geringeren Cholesterolspiegel fuhren in
der Konsequenz zu einer verringerten Atherogenese. Fur eine Beeinflussung
der HMG CoA Reduktase spricht zu dem die Analyse der Leberlipide und im
Besonderen des Cholesterolgehaltes. Sowohl der Gesamtlipid-, Triacylglycerol-
und Cholesterolanteil des Lebergewebes wurden durch die Fuatterung der
Hochphosphordiaten deutlich reduziert. Besonders hervorzuheben ist die
Reduktion des Cholesterolanteils in der Leber, dieser wurde sogar um rund
35 % reduziert. Ein Einfluss von Phosphor auf den Cholesterolmetabolismus
wird auch in der Literatur beschrieben. Im Mausmodell konnte gezeigt werden,
dass eine Phosphatrestriktion zu einer Erhéhung der Leberlipide und des
Cholesterolanteils fuhrte (Tanaka et al. 2013). Dies soll auf einen
regulatorischen Effekt von Phosphor auf Gene des Lipidmetabolismus
zuruckzufuhren sein. Die Arbeitsgruppe schlie3t auch eine Beteiligung von
Vitamin D nicht aus. Sie vermuten, dass 1,25(OH),D aufgrund der Phosphor
Restriktion vermehrt synthetisiert wird und so die CYP7A1 Expression inhibiert

wird was zu einer cholesterolinduzierten Fettleber fiihren soll.
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Zusatzlich zum Phosphoreffekt trat eine disordinale Wechselwirkung mit dem
Faktor Vitamin D auf, jedoch nur wenn der Lasionsanteil auf die Gewebeflache
der Aortenklappe normalisiert wurde. In diesem Fall war der Haupteffekt von
Phosphor nicht mehr interpretierbar, denn er ist abhangig von der Faktorstufe
von Vitamin D. Die Daten machen jedoch deutlich, dass eine adaquate
Versorgung mit Vitamin D und Phosphor zum hochsten Anteil an
atherosklerotischen Lé&sionen in der Aortenklappe fiihrte. Ahnliche Effekte
konnten interessanterweise bei einigen Parametern, die mit dem
Lipidmetabolismus assoziiert sind, nachgewiesen werden. Es zeigt sich, dass
die Gruppe, die eine adaquate Menge Vitamin D und Phosphor erhielt, die
hochsten Konzentrationen an Lipiden und Triacylglycerolen in der Leber
aufwiesen. Dass Vitamin D den Lipidstoffwechsel beeinflusst ist bekannt. So ist
beispielsweise ein hdherer Lipidserumspiegel bei Madchen mit einem héheren
25(0OH)D Spiegel assoziiert, bei Jungen jedoch nicht (Delvin et al. 2010). Zum
anderen zeigten Studien, dass eine Vitamin D Supplementation die LDL
Serumkonzentrationen erhdhen kann wahrend der Gesamtcholesterolspiegel
unbeeinflusst blieb. Gleiches gilt flr die Triacylglycerole im Serum (Wang et al.
2012). Der VitaminD Effekt trat nur in Kombination mit der
Normophosphordiaten auf. Diese Diat unterschied sich von den
Hochphosphordiaten neben dem Phosphorgehalt auch durch einen deutlich
hoheren Anteil an Natriumcarbonat. Ein Carbonateffekt auf den Vitamin D
Metabolismus ist bisher nicht beschrieben, kann jedoch nicht mit absoluter

Sicherheit ausgeschlossen werden.

422 Wechselwirkungen zwischen alimentar  zugefuhrtem
Phosphor und Vitamin D

Die Ergebnisse der Studie Il zeigten ein sehr homogenes Bild. Die meisten der
gemessenen Parameter wurden deutlich durch alimentar zugefuhrten Phosphor
beeinflusst wahrend Vitamin D in dem meisten Fallen keine oder eine sehr
geringe Wirkung aufwies. Neben dem Anteil der atherosklerotischen Lasionen
in der Aortenklappe wurden nur die 1,25(OH)D Spiegel im Serum sowohl durch
Phosphor als auch durch Vitamin D beeinflusst. Eine alimentare Vitamin D
Depletion fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des 1,25(0OH)D Spiegels im
Serum. Dies entspricht der physiologischen Reaktion auf einen alimentaren

Vitamin D Mangel und ist bereits mehrfach in der Literatur beschrieben worden.
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Die Wechselwirkung mit dem Faktor Phosphor fuhrt dazu, dass die 1,25(0OH),D
Serumkonzentration bei Futterung einer Hochphosphordiat gekoppelt mit einer

adaquaten Menge Vitamin D am hdéchsten war.

4.2.1 Einfluss einer alimentaren Vitamin D Depletion

Ein alleiniger Einfluss des Faktors Vitamin D bestand lediglich in
Zusammenhang mit dem Parameter IGF1 im Serum der LdIr’” Mause. Anders
als im Herzen wurden die Serumspiegel von IGF1 durch die
Hochphosphordiaten nicht beeinflusst. Stattdessen bestand ein deutlicher
Vitamin D Effekt. Dieser steht jedoch im starken Kontrast zu den Daten, die in
der Literatur beschrieben werden. Literaturdaten besagen, dass eine
Supplementation mit Vitamin D den IGF1 Spiegel erhoht (Ameri et al. 2013a).
Auch wird gezeigt, dass 1,25(0OH),D Spiegel positiv mit dem IGF1 Spiegel
korrelieren (Trummer et al. 2017). Klinische Studien konnten zeigen, dass
Vitamin D die Synthese und Aktivitat von IGF1 beeinflusst (Ameri et al. 2013b).
In der hier vorliegenden Studie lie} sich dieser Effekt jedoch nicht bestatigen.
So wiesen die Tiere der Vitamin D defizienten Gruppe hohere |IGF1
Konzentrationen auf als die adaquat versorgten Gruppen. Zum jetzigen
Wissensstand gibt es keine Erklarung fir dieses Phanomen. Dass sich die
Konzentration von IGF1 im Serum von der Expression im Herzen unterscheidet,
ist hingegen darauf zuruckzufuhren, dass IGF1 nicht nur in der Leber
synthetisiert wird, sondern auch in anderen Geweben wie Lunge, Muskulatur,
Herz und Fettgewebe, so dass die Gewebeexpression unabhangig von den

Serumkonzentrationen verandert sein kann (D'Ercole et al. 1984).

Wie in Studie | konnte auch in Studie Il kein Effekt eines Vitamin D Defizites auf
die Kalzifizierung nachgewiesen werden. Auch BMP2, ein Faktor von dem
angenommen wird, dass er an Kalzifizierungsprozessen beteiligt ist, in dem er
die Umwandlung von glatten Gefalimuskelzellen zu Osteoblasten-ahnlichen
Zellen begunstigt (Hruska et al. 2005; Li et al. 2008; Schmidt et al. 2012),
wurden nicht durch Vitamin D beeinflusst. Es zeigt sich jedoch eine Tendenz zu
erhdhten Werten bei Fiatterung der Vitamin D defizienten Diat. Aufgrund der
groRen interindividuellen Schwankungen ist dieser Effekt jedoch nicht

signifikant.
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4.3 Mogliche  Abhangigkeit des Phosphoreffektes vom
Calciumgehalt der Diat
In Studie Il wurden keine Untersuchungen zu den funktionellen Parametern des
Herzens angestellt. Auch wenn die Studie | nicht darauf ausgelegt war
ermoglicht sie dennoch den Vergleich der Futterung einer Diat mit einem
Phosphorgehalt von 0,3 % (Normo Diat) versus 1,25 % (Rescue Diet) im Vdr*"
Tiermodell, die genomisch und physiologisch den klassischen C57BL/6 Mausen
entsprechen. Limitiert wird dieser Vergleich durch die zusatzlichen
Unterschiede in der Calciumkonzentration der Diaten (0,5 % vs. 2,0 %). Es
kann jedoch abgeleitet werden, dass eine 0,3 %ige Phosphordiat gekoppelt mit
0,5 % Calcium im Vergleich zu einer 1,25 % igen Phosphordiat gekoppelt mit
2,0 % Calcium, den Blutdruck, die Pulsfrequenz und die analysierten Parameter

der Herzfunktion, sowie die Herzdimension nicht beeinflusst.

Die Betrachtung der Serumparameter iPTH und iFGF23 in Studie | und Il
verdeutlicht, dass eine exzessive Phosphorzufuhr gekoppelt mit einer
exzessiven Calciumzufuhr nicht den gleichen Effekt besitzt wie eine alleinige
exzessive Phosphorzufuhr. Wahrend die iPTH Spiegel in Studie Il durch die
Hochphosphordiat im Mittel um rund 245pg/ml im Vergleich zu
Normophosphordiat angehoben wurden, so liegen sie in Studie | bei Fitterung
der Rescue Diet lediglich bei 32 pg/ml. Gravierender war dieser Effekt bezlglich
der iIFGF23 Serumkonzentrationen. In Studie | flhrte die Rescue Diet im
Vergleich zur Normo Diat zu einer signifikanten Reduktion der iFGF23 Spiegel
um rund 180 pg/ml, im Gegenzug flhrte in Studie ll die Futterung der
Hochphosphordiat zu einer Erhdhung der Serumkonzentration um fast
2000 pg/ml im Vergleich zur Normophosphordiat. Dieser Vergleich macht
deutlich, dass fur die iPTH- und iFGF23-erhdhende Wirkung einer
Hochphosphordiat auch der Gehalt an Calcium in der Diat relevant ist.
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4.4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse aus Studie | und Il verdeutlichen, dass die Wirkung von
Vitamin D auf das kardiovaskulare System in den hier durchgefuhrten Studien
sehr gering ist. Der Faktor mit den physiologisch weitreichenderen Effekten auf
das kardiovaskulare System war Phosphor. Studie | zeigte, dass ein Vitamin D
Mangel im Sinne eines Vdr knockouts keinen Effekt auf den Blutdruck, die
Herzdimensionen und die Herzfunktion hatte. Vorteile der Studie | waren die
lange Studiendauer von sechs Monaten, sowie eine adaquate Gruppengrolle.

+/+

Ebenso das Einbeziehen zweier Vdr™" Kontrollgruppen, um einen Effekt der
Rescue Diet im Vergleich zur Normo Diat ausschliellen zu konnen. Aul3erdem
die Reduktion der auf3eren Einflisse bei der Blutdruckmessung mittels tail cuff,
durch streng kontrollierte Bedingungen und eine ausreichend lange
Adaptationsphase. Nachteilig in Studie | war, dass die Rescue Diet nicht
effizient war die Serumkonzentrationen von Calcium und PTH auf die der
Kontrollgruppen zu normalisieren. Auch ist die Echokardiographie, eine
Methode die geringe Unterschiede nicht verifizieren kann. Eine
Magnetresonanztomografie mit einer hoheren Sensitivitat stellt eine mogliche
Methode dar, um morphologische Unterschiede des Herzens effizienter zu
verifizieren. Ob solche Unterschiede jedoch physiologische Auswirkungen
hatten bleibt zu klaren. Des Weiteren muss angemerkt werden, dass Studie |
lediglich ein Vdr Defizit untersuchte und nicht einen alimentar induzierten
Vitamin D Mangel. Es besteht der Verdacht, dass Vitamin D neben einer
rezeptorvermittelten ~ Wirkung auch ein  nicht rezeptorabhangiges
Wirkungsspektrum besitzt (Hii und Ferrante 2016). In der hier durchgefuhrten

Studie kann dies nicht ausgeschlossen werden.

Auch in Studie Il mit Ldir” Mausen, in der unter anderem ein alimentarer
Vitamin D Mangel untersucht wurde, besal’ der Faktor Vitamin D in den meisten
Fallen keine oder eine sehr geringe Wirkung, obgleich die LdIr” Mause
zusatzlich ein erhodhtes kardiovaskulares Risiko aufweisen. Einen relevanten
Einfluss hatte der Faktor Vitamin D auf die Atherogenese. Hier fuhrte eine
adaquate Vitamin D Versorgung zu einer Steigerung des Anteils an
atherosklerotischen Lasionen in der Aortenklappe, der physiologische
Mechanismus ist jedoch noch unklar. Die meisten der analysierten Parameter

wurden hingegen sehr stark durch den alimentar zugefuhrten Phosphor
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beeinflusst. Eine Wechselwirkung von Vitamin D und Phosphor trat lediglich im
Zusammenhang mit den atherosklerotischen Lasionen, dem Lipidmetabolismus
und 1,25(0OH),D auf. In Studie Il zeigte die exzessive Zufuhr von Phosphor
einen starken Einfluss auf die Herzmorphologie, die Atherogenese, sowie den
Lipid- und Mineralstoffwechsel. Eine exzessive Phosphorzufuhr flhrt trotz eines
enormen Anstiegs der phosphaturetischen Hormone PTH und FGF23, die beide
mit einer Herzhypertrophie assoziiert werden, zu einer Reduktion des
Herzgewichtes. Des Weiteren fuhrte die exzessive Phosphorzulage in den
Diaten zu einem geringen Anteil der atherosklerotischen Lasionen in der Aorta,
bei gleichzeitiger Erhéhung der Kalzifizierungen in der Aortenklappe. Auffallig
war, dass die PTH und FGF23 erhdhende Wirkung einer Hochphosphordiat
hochstwahrscheinlich auch vom Calciumgehalt der Diat abhangig ist. Sind
sowohl der Phosphor- als auch Calciumanteil in der Diat erhéht, ist der Anstieg
von PTH und FGF23 weniger extrem als bei alleiniger Erhéhung des
Phosphoranteils. Viele der Effekte von Phosphor werden indirekt durch PTH
und FGF23 vermittelt. Es ist anzunehmen, dass sowohl PTH, FGF23 und
vermutlich auch Phosphor direkt, Uber die verringerte Insulin- und IGF1
Sekretion, das Herzwachstum beeinflussen. Die hier gezeigten Daten lassen
den Schluss zu, dass dies auf die verminderte Aktivierung des IR und des
IGF1IR und der dadurch bedingten Inhibierung des Akt1 Signalweges
zuruckzufuhren ist. Dieser ist stark mit dem Wachstum des Herzens assoziiert.
Ferner konnte gezeigt werden, dass Phosphor einen deutlichen Effekt auf den
Lipidmetabolismus in der Leber besitzt. Auch in diesem Zusammenhang kann
dies auf die verringerten Insulinspiegel bei exzessiver Phosphorzufuhr
zurlckzufihren sein. Es ist anzunehmen, dass sich dieser Einfluss auf den
Lipid- bzw. Cholesterolmetabolismus auch in der Reduktion der

atherosklerotischen Lasionen wiederspiegelt.

Eine Herausforderung bei Untersuchungen mit Modifikationen der
Versuchsdiaten stellt das Ausbalancieren der Versuchsdiat mit der Kontrolldiat
dar. Ein Vorteil der hier durchgefuhrten Studien ist der Einsatz einer klar
charakterisierten und definierten Basaldiat. Ein besonderer Fokus, bei der
Erstellung der Versuchsdiaten in Studie Il lag darauf, dass sich die Diaten
maoglichst nicht in ihrer Zusammensetzung unterscheiden. Da durch den Zusatz

von Phosphor, in Form eines Phosphates, immer auch ein Kation mit in die Diat
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eingetragen wird, wurde dies in der Vergleichsdiat kompensiert. Zum Ausgleich
des Natriumphosphates ist Natriumcarbonat eingesetzt worden. Zwar
unterscheiden sich die Diaten dadurch in ihrem Carbonatgehalt, es ist jedoch
davon auszugehen, dass ein Unterschied im Carbonatgehalt geringere
kardiovaskulare Folgen besitzt als ein Unterschied im Natriumgehalt. Von
Natrium ist erweisen, dass es eine Rolle in der Regulation des kardiovaskularen
Systems spielt. Es ist jedoch nicht vollig auszuschlie®en, dass das Carbonat
einen Einfluss auf die untersuchten Parameter besitzt. So gibt es Hinweise aus
in vitro Studien, dass Bikarbonat einen Einfluss auf die Insulinfreisetzung in vitro
besitzt (Henquin und Lambert 1976). Ein Nachteil der eingesetzten Diaten, war
deren Unterschied hinsichtlich der Konsistenz. Ein moglicher Einflussfaktor auf
die Atherogenese kann daher auch die Futteraufnahme sein. Wahrend der
Versuchslaufzeit unterschied sich die Futteraufnahme im Mittel um 0,83 g/Tag
pro Tier signifikant zwischen den Hoch- und Normophosphorgruppen. Auf
Grund der unterschiedlichen Konsistenz der Diaten ist die Aussage dieses
Parameters jedoch limitiert. Eine Analyse des ausgesiebten Futteranteils der
Einstreu hat ergeben, dass rund 55 % der Differenz in der Futteraufnahme auf
den hdéheren Anteil von Futterresten in der Einstreu zurtickzufihren sind. Zwar
entwickelten die Normophosphorgruppen ab der 11. Futterungswoche ein
hdheres Kdrpergewicht als die Hochphosphorgruppen, es muss jedoch betont
werden, dass der Unterschied im Koérpergewicht flir den Faktor Phosphor im
Mittel lediglich 1,5 g betrug und die unterschiedliche Futteraufnahme keinen
Effekt auf das Korperwachstum hatte. Die Tibialange war zwischen den
untersuchten Gruppen nicht verschieden. Die unterschiedliche Futteraufnahme
als Einflussfaktor auf den Anteil der atherosklerotischen Lasionen ist somit sehr
unwahrscheinlich. Wie in Studiel gehoért auch in Studie ll die lange

Versuchsdauer und die Gruppengrolde zu den Starken des Studiendesigns.

Wie einleitend erwahnt zahlen Herz-Kreislauferkrankungen weltweit zu den
haufigsten Todesursachen. Die hier durchgeflihrten Studien machen deutlich,
dass alimentare Faktoren weitreichende Effekte auf die Entwicklung
kardiovaskularer Risikofaktoren besitzen kénnen. In den letzten Jahren hat
Phosphor in der kardiovaskularen Forschung an Bedeutung gewonnen. Die hier
gezeigten Ergebnisse veranschaulichen, dass Phosphor umfangreiche

physiologische Wirkungen besitzt. Insbesondere, die in Studie Il gezeigte
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Wirkung von Phosphor auf den Insulin- und Lipidstoffwechsel, das
Herzwachstum, sowie die Atherogenese veranschaulichen welche Relevanz
alimentar aufgenommener Phosphor bezuglich der kardialen Funktion besitzt.
Aullerdem veranschaulichen die Daten, dass der Einfluss von Phosphor weit
uber die Regulation der Mineralstoffhomdostase hinausgeht. Zum Teil ist noch
unklar uber welche Mechanismen die Phosphorwirkung genau vermittelt wird.
Daten der letzten Jahrzehnte und auch diese Studie zeigen jedoch eine starke
Verknupfung mit PTH und FGF23, die beide weitreichende physiologische
Eigenschaften besitzen. Daher ist weitere Forschung zur Aufklarung der
Wirkmechanismen besonders wichtig, zumal die Phosphorzufuhrempfehlung in
den westlichen Industiernationen um ein Vielfaches Uberschritten wird und es
noch unklar ist welche Konsequenzen dies fur den Organismus nach sich zieht.
Zu beriucksichtigen ist aulerdem, dass, ahnlich wie bei Vitamin D, die meisten
Erkenntnisse zu gesundheitlichen Risiken einer erhéhten Phosphoraufnahme
aus Untersuchungen mit CKD Patienten stammen. Bei diesen ist eine
Hyperphosphatamie mit kardiovaskularer Mortalitat und Gesamtmortalitat
verbunden. Wichtig fur eine Bewertung des Risikos einer exzessiven
Phosphoraufnahme ist, ob solche epidemiologischen Zusammenhange auch fur
die Allgemeinbevolkerung gelten. Akkurate Aussagen zu Assoziationen
zwischen der Phosphoraufnahme und Erkrankungen zu treffen ist beim
gesunden Menschen schwer, da es bei uneingeschrankter Nierenfunktion nicht
zu einer Hyperphosphatamie kommt (Uribarri und Calvo 2014). Dies macht
weitere Untersuchungen des Phosphorstoffwechsels damit assoziierter
Stoffwechselwege ausgesprochen wichtig, auch um aus Assoziationen

tatsachliche Kausalitaten ableiten zu konnen.

Gleiches gilt bezuglich des Untersuchten Faktors Vitamin D. Zwar besal}
Vitamin D in den hier durchgefuhrten Studien keine weitreichenden Effekte auf
das kardiovaskulare System, dennoch zeigen Daten aus epidemiologischen
Studien einen Zusammenhang zwischen einem Vitamin D Defizit und Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Die Daten hinsichtlich des Einflusses auf die
kardiovaskuldre Gesundheit sind und bleiben inkonsistent. Es muss
festgehalten werden, wie elementar es ist die tatsachlichen Vitamin D Effekte
nachweisen zu kdénnen. Daher mussen prospektive epidemiologische Studien

mit einer detaillierten Erfassung der Vitamin D Versorgung durchgefuhrt
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werden. Zusatzlich bedarf es weiterer tierexperimenteller Studien, um einen
isolierten Vitamin D Mangel untersuchen zu konnen. Diese sollten Tieren mit
und ohne kardiovaskulare Risikofaktoren einbeziehen. Wie Daten der CKD
Studien zeigen hat Vitamin D deutliche Effekte auf die kardiovaskulare
Gesundheit, wenn eine Vorerkrankung vorliegt. Im gesunden Organismus ist
der Vitamin D Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System unter Umstanden weniger

weitreichend.

Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass eine hohe Phosphoraufnahme aus
der Nahrung ein Einflussfaktor der kardiovaskularen Gesundheit darstellt. Der
erhohte kumulative Einsatz von Phosphor in der Lebensmittelverarbeitung
macht weitere Untersuchungen notwendig. Im Hinblick auf den Einfluss von
Vitamin D auf das kardiovaskulare Risiko liefert diese Studie Hinweise darauf,
dass die kardiovaskulare Wirkung von Phosphor weitestgehend unabhangig
von Vitamin D vermittelt wird. Aulerdem Iasst sich ableiten, dass ein Vitamin D
Mangel weniger weitreichende Kkardiale Effekte besitzt, als teilweise

angenommen.
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5 Zusammenfassung

Fast 40 % aller Todesfalle in Deutschland lassen sich auf eine Erkrankung des
kardiovaskularen Systems zuruckfuhren. Zu den klassischen Risikofaktoren
zahlen Alter, Geschlecht, Rauchen, Adipositas und Hypercholesterinamie.
Allerdings werden in den letzten Jahren auch Vitamin D und in jungster Zeit
auch Phosphor als solche diskutiert. Es wird geschatzt, dass etwa ein Drittel der
Weltbevdlkerung eine unzureichende Vitamin D Versorgung aufweist, wahrend
die Phosphoraufnahme meist um das 2 bis 3 fache Uberschritten wird. Ein
Vitamin D Mangel wird mit einer hoheren kardiovaskularen Mortalitat assoziiert.
Gleiches gilt fur einen erhohten Anteil von Phosphor im Serum. Dies wird
jedoch kontrovers diskutiert. Die Stoffwechselwege von Vitamin D und
Phosphor sind eng miteinander verknupft. 1,25(0OH),D, PTH und FGF23
beeinflussen sich gegenseitig Uber positive und negative Rickkopplung. Viele
der Vitamin D und Phosphor zugeschriebenen kardiovaskularen Effekte werden
durch PTH und FGF23 vermittelt. Beide werden mit einer hdheren Inzidenz von
Hypertonie, LVH, Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen und Herzklappen-
erkrankungen verbunden, die zu einer hoheren kardialen Morbiditat und
Mortalitat beitragen konnen. Zur naheren Untersuchung des kardialen
Einflusses von Vitamin D und Phosphor wurden zwei Langzeitstudien an
Modelltieren durchgefuhrt, in denen das kardiovaskulare System morphologisch
und molekularbiologisch naher charakterisiert wurde. Die erste Studie
untersucht den Einfluss einer Vdr Defizienz auf den Blutdruck, die Herzfunktion
und -morphologie. Die zweite Studie, an dem LdIr”~ Atherosklerose Mausmodell,

untersuchte den Einfluss von Vitamin D und Phosphor.

Beide Studien verdeutlichen, dass Vitamin D im Vergleich zu Phosphor nur
einen geringen Effekt auf die untersuchten Parameter besal3. Die Analysen zum
Einfluss des Vdr knockouts auf die Herzfunktion haben gezeigt, dass obwohl
der Vdr knockout die Parameter Renin und PTH im Serum stark erhoht, der
knockout keinen messbaren Einfluss auf den systolischen Blutdruck oder die
Pulsfrequenz besal’. Auch bezuglich der Herzdimensionen konnten keine
Unterschiede zwischen Vdr” und Vdr* Tieren nachgewiesen werden.
Untermauert werden diese Befunde durch die Ergebnisse der transthorakalen

Echokardiographie, auch hier konnte kein Einfluss des Vdr knockouts auf die
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Herzdimensionen oder die Herzfunktion nachgewiesen werden. In der zweiten
Studie hatte eine bedarfsdeckende Vitamin D Versorgung gegenuber einer
defizitaren Versorgung ebenfalls geringe Auswirkungen auf die gemessenen
Parameter. Zu relevanten Wechselwirkungen mit dem Faktor Phosphor kam es
kaum. Der alimentar zugefihrte Phosphor war der Faktor, der den weitaus
groReren Einfluss besall. In der zweifaktoriellen Langzeitstudie Il fuhrte die
exzessive Phosphorzufuhr zu einer deutlichen Erhdhung der phosphaturischen
Hormone PTH und FGF23. Diese werden beide positiv mit dem Auftreten einer
Herzhypertrophie assoziiert. Das Herzgewicht war bei Fitterung der
Hochphosphordiaten jedoch stark verringert und das trotz der deutlichen
Erhéhung von PTH und FGF23. Es ist jedoch mdglich, dass ein Effekt von
Phosphor auf den Insulin- und IGF1-Stoffwechsel die Effekte von PTH und
FGF23 konterkariert hat. Die Studie Il konnte einen deutlichen Zusammenhang
zwischen der exzessiven Futterung von Phosphor und einer Reduktion der
Insulinspiegel, der |IGF1 Konzentration im Herzgewebe, sowie der
Phosphorylierung des IR und des IGF1R nachweisen. In der Konsequenz kam
es zu einer reduzierten Phosphorylierung von Akt1. Der Akt1 Signalweg ist
malfgeblich an der Entwicklung der Muskulatur und dem Wachstum beteiligt.
Eine Hemmung dieses Stoffwechselweges im Herzen kann somit eine relevante
Ursache der Herzgewichtsreduktion sein. Des Weiteren flhrte die exzessive
Phosphorzufuhr zu einer Reduktion des Anteils der atherosklerotischen
Lasionen bei gleichzeitiger Erhéhung des Kalzifizierungsanteils in der Aorta
bzw. Aortenklappe. Ein weiterer Einfluss bestand in der Reduktion des Lipid-
und Cholesterolanteils in der Leber, dieser Effekt kann ebenfalls auf die
Modulation des Insulinstoffwechsels zurickzufuhren sein und kann

mitursachlich fiir die Reduktion der atherosklerotischen Lasionen sein.

Gerade die Ergebnisse aus der Langzeitstudie Il haben deutlich gemacht, dass
Phosphor eine weitreichende Wirkung auf das kardiovaskulare System besitzt
und viele hochinteressante Forschungsfragen eroffnet. Viele Mechanismen sind
noch nicht ausreichend untersucht und verstanden worden. Gerade die
Komplexitat des Zusammenwirkens von Phosphor, Vitamin D, PTH und FGF23
machen die Forschung auf diesem Gebiet besonders relevant, denn jeder
dieser Faktoren hat tiefgreifende Einflisse auf den Metabolismus und die

Gesundheit des Menschen.
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Almost 40% of deaths in Germany are attributed to a disease of the
cardiovascular system. The classic risk factors include age, gender, smoking,
obesity and hypercholesterolemia. In recent years, vitamin D and, more
recently, phosphorus have also been discussed in this context. It is estimated
that about one third of the world population has a vitamin D deficiency, while the
phosphorus uptake is usually exceeded by 2-3 times. Vitamin D deficiency is
associated with higher cardiovascular mortality. The same applies to an
increased concentration of phosphorus in the serum. There is, however, some
controversy surrounding this topic. The metabolic pathways of vitamin D and
phosphorus are closely linked. 1,25(0OH);D, PTH and FGF23 strongly influence
each other via positive and negative feedback. PTH and FGF23 mediate many
effects of vitamin D and phosphorus attributed to cardiovascular problems. Both
are associated with a higher incidence of hypertension, left ventricular
hypertrophy, cardiac insufficiency, cardiac arrhythmias and valvular heart
disease, which may contribute to higher cardiac morbidity and mortality. To
further investigate the cardiac effects of vitamin D and phosphorus, two long-
term animal studies were conducted. The cardiovascular system was
characterized more detailed morphologically and molecular biologically,
depending on the study. The first study investigated the influence of a Vdr
knockout on the blood pressure, the heart function and morphology using
Vdr” mice and their corresponding vdr”* mice. The second study on the
Ldir"™ atherosclerosis mouse model was carried out in a two-factorial

experimental design with the influencing factors vitamin D and phosphorus.

Both studies made clear that vitamin D had small effects on the investigated
parameters of the cardiovascular system compared to phosphorus. Analyses of
Vdr knockout effects on cardiac function have shown that although the Vdr
knockout significantly increases the serum renin and PTH concentrations, the
knockout had no measurable effect on systolic blood pressure or heart rate.
Also, with respect to the heart dimensions, no differences between Vdr” and
Vdr** animals could be detected. These findings are supported by the results of
the transthoracic echocardiography. Here, too, no influence of the Vdr knockout

on the cardiac dimensions or cardiac function could be demonstrated. In the
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second study too, a sufficient vitamin D supply had little effect on the measured
parameters compared to a deficient supply. Furthermore, there were hardly any
relevant interactions with the factor phosphorus. Alimentary phosphorus was
the factor of much stronger influence. In the long-term study II, excessive
phosphorus intake led to a marked increase in the phosphaturic hormones PTH
and FGF23, both positively associated with the onset of cardiac hypertrophy.
When high-phosphorus diets were fed, the heart weight was significantly
reduced, despite the marked increase in PTH and FGF23. However, it is
possible that another effect of phosphorus on the insulin and IGF1 metabolism
has counteracted the effect of PTH and FGF23. Study Il demonstrated a strong
association between excessive phosphorus feeding and a reduction in insulin
levels, IGF1 concentration in heart tissue, and phosphorylation of IR and
IGF1R. Therefore, a reduced phosphorylation of Akt1 occurred. The Akt1
signaling pathway is involved in muscle development and growth. Thus,
inhibition of this metabolic pathway in the heart may be a relevant cause of the
heart weight reduction. Furthermore, the excessive dietary intake of phosphorus
led to a reduction in the proportion of atherosclerotic lesions with a
simultaneous increase in the proportion of calcification in the aorta or aortic
valve. Another effect was the reduction of the lipid and cholesterol concentration
in the liver. This effect may also be due to the modulation of insulin metabolism

and may be responsible for the reduction of atherosclerotic lesions.

The unexpected results of the long-term study Il made clear that phosphorus
has a far-reaching effect on the cardiovascular system and opens up many
exciting research questions. Many mechanisms have not been sufficiently
investigated and understood. It is precisely the complexity of the interaction
between phosphorus, vitamin D, PTH and FGF23 that makes research in this
area particularly relevant, as each of these factors has a severe influence on

human metabolism and health.
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