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Kurzfassung

Die Zahl der Menschen, die an Osteoporose leiden, nimmt standig zu. Derzeit leben in
Osterreich etwa 740.000 Menschen im Alter von ber 50 Jahren mit einer
Osteoporoseerkrankung. Dies stellt nicht nur ein grofRes gesundheitliches, sondern
aufgrund der verursachten Kosten auch ein wirtschaftliches Problem dar. Viele
verschiedene Faktoren tragen zur Entstehung des klinischen Bildes der Osteoporose bei,
namlich verringerte Knochenmasse, pordse Knochenstruktur und daraus resultierende
Knochenfrakturen. Einer dieser Faktoren ist die Genetik. Die Knochendichte kann
maoglicherweise durch die kombinierten Effekte verschiedener Gene, gelegentlich aber
auch aufgrund einer Mutation eines einzelnen Gens beeinflusst werden. Vitamin D
spielt eine Schlusselrolle bei der Regulierung der Calciumhomdostase und des
Knochenstoffwechsels. Es bt seine Wirkung auf den Knochenmetabolismus durch
Regulation der Genexpression aus, vermittelt durch den Vitamin D-Rezeptor (VDR),
der als ligandenaktivierter, regulatorischer Transkriptionsfaktor fungiert. Daher ist es
naheliegend, eine Verbindung zwischen den Genvarianten des Vitamin D-Rezeptors
und dem Risiko fur Osteoporose zu vermuten. Nach der Aufklarung der genomischen
Struktur des VDR-Gens 1997 wurden zahlreiche Studien ber die Assoziation der
haufigsten VDR-Genpolymorphismen — Apal, Bsml, Taqgl, Fokl, Cdx2, poly(A) — mit
Osteoporose verdffentlicht. Die Ergebnisse dieser Studien sind allerdings sehr
widersprichlich und aufgrund der heterogenen Studienpopulationen auch schwer
miteinander zu vergleichen. Verschiedene ethnische Gruppen unterscheiden sich
auflerdem sehr stark hinsichtlich der Haufigkeit bestimmter Allele, Genotypen und
Haplotypen. Und auch die Interaktion des VDR-Gens mit anderen Genen und
Umweltfaktoren beeinflusst mdglicherweise das Risiko an Osteoporose zu erkranken

und erschwert die Interpretation vorliegender Studienergebnisse.

Dennoch liefern viele der Studien starke Hinweise darauf, dass VDR-Genvarianten
einen Einfluss auf bestimmte Merkmale der Osteoporose und anderer Krankheiten, wie
Prostata-, Brustkrebs oder Diabetes mellitus ausiiben, und dass weiterfihrende
Forschung notwendig ist, um neue Ansétze fur Prdavention und Behandlung dieser

Krankheiten zu finden.



Abstract

The number of people suffering from osteoporosis is constantly increasing. Currently
around 740.000 people are affected by this disease in Austria. This fact is not only a
matter of health but also a matter of economy, because osteoporosis is causing
tremendous costs.

Many different factors contribute to the development of the clinical outcome of
osteoporosis, which consists of low bone mass and porous bone structure resulting in
fractures. One of these factors is genetics. The bone mass density is possibly modified
by combined effects of several genes or occasionally due to a mutation of one single
gene. Vitamin D is essential for modulating calcium homeostasis and bone metabolism.
The vitamin D receptor functions as ligand-activated, regulatory transcription factor and
mediates the vitamin D dependent regulation of gene expression. Therefore, the vitamin
D receptor gene and its polymorphisms are supposed to influence the risk of
osteoporosis.

In 1997 the genomic structure of the VDR gene was decoded. Many publications about
the association between the most important VDR gene polymorphisms — Apal, Bsml,
Taql, Fokl, Cdx2, poly(A) — and the outcome of osteoporosis followed. The conflicting
results of these studies are difficult to interpret due to the heterogeneity of the
participants. The frequency of alleles, genotypes and haplotypes differs significantly
among different ethnic populations. Gene-gene-interactions as well as gene-
environment-interactions probably influence the risk of suffering from osteoporosis and

make it hard to interpret the results of available studies.

Nevertheless many studies suggest a strong association between VDR gene
polymporphisms and some endpoints of osteporosis and other diseases like prostate
cancer, breast cancer or diabetes. Further research will be required to find new

approaches to prevent and treat those diseases.
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1 Einleitung und Fragestellung

Auf 9,0 Millionen wurde im Jahr 2000 die Zahl der weltweit durch Osteoporose
erlittenen Frakturen geschatzt. In den USA litten im Jahr 2002 7,8 Millionen Frauen und
2,3 Millionen Ménner an Osteoporose, und bis zum Jahr 2020 wird die Zahl der
Betroffenen etwa auf 10,5 bzw. 3,3 Millionen ansteigen. Allein in Osterreich schatzt
man die Zahl der Betroffenen derzeit auf etwa 740.000 Menschen tiber 50 Jahren.

Diese Zahlen zeigen ganz deutlich, dass diese Erkrankung weltweit nicht nur ein
schwerwiegendes gesundheitliches, sondern aufgrund der verursachten Kosten auch ein
wirtschaftliches Problem darstellt.

Osteoporose zeichnet sich durch verringerte Knochenmasse, porése Knochenstruktur
und daraus resultierende Knochenbriiche aus. Sie wird zu den so genannten komplexen
Krankheiten gezéhlt, was bedeutet, dass viele verschiedene Faktoren zur Entstehung
dieser Erkrankung fuhren. In vielen Studien wurde den genetischen Ursachen eine
besondere Bedeutung in Bezug auf die Varianz der Knochenmasse zugeschrieben. Eine
niedrige Knochendichte resultiert hdufig aus kombinierten Effekten verschiedener Gene
und ihrer Interaktion mit Umweltfaktoren, gelegentlich aber auch aus der Mutation
eines einzelnen Gens.

In Betracht kommen dafiir hauptsachlich Gene, die bei der Regulierung des
Knochenmetabolismus eine Rolle spielen, wie z.B. die Gene der Sexualhormone und
ihrer Rezeptoren, der calciumregulierenden Hormone, der Wachstumsfaktoren und des
Kollagens.

Vitamin D ist besonders wichtig fur die Regulation der Calciumhomgostase und somit
fur den Knochenmetabolismus. Da es seine Wirkung vor allem Gber einen genomischen
Mechanismus durch die Bindung an den Vitamin D-Rezeptor in seinen Zielorganen
ausubt, rickte der Vitamin D-Rezeptor frih in den Mittelpunkt des Interesses bei der
Suche nach den mdglichen genetischen Ursachen fuir Osteoporose.

Diese Arbeit soll zuerst einen kurzen Uberblick tiber den Vitamin D-Metabolismus und
die Struktur und Funktionsweise des Vitamin D-Rezeptors geben. Im Anschluss folgt
eine Beschreibung der Lokalisierung des Vitamin D-Rezeptor-Gens und seiner
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strukturellen Organisation. Danach wird auf die bis heute am haufigsten beschriebenen
und untersuchten Polymorphismen dieses Gens und ihre unterschiedliche Prévalenz in
verschiedenen ethnischen Bevolkerungsgruppen eingegangen.

Nach einer Erlauterung des Krankheitsbildes, der Ursachen und der Epidemiologie der
Osteoporose liefert die Arbeit dann eine Ubersicht tber die Assoziationen diverser
Genpolymorphismen des Vitamin D-Rezeptors mit dieser Krankheit.

Da sich die Wirkungen von Vitamin D aber nicht nur auf den Knochenmetabolismus
beschranken und der Vitamin D-Rezeptor in ber 30 verschiedenen Geweben des
menschlichen Korpers vorkommt, wird abschlieBend auch kurz der mdgliche
Zusammenhang zwischen Genvarianten des Vitamin D-Rezeptors und anderen
Erkrankungen beschrieben.



2 Vitamin D-Metabolismus

Als Vitamin D wird eine Gruppe von Verbindungen bezeichnet, deren wichtigste
Vertreter das synthetische Ergocalciferol (Vitamin D;) und Cholecalciferol (Vitamin
D3) sind. Vitamin D kann einerseits tber die Nahrung aufgenommen werden, wobei es
nur sehr wenige naturliche Nahrungsquellen mit nennenswerten Mengen an Vitamin D,
und Vitamin D3 gibt. Viele Lebensmittel sind heutzutage aber auch angereichert mit
Vitamin D. Andererseits kann Vitamin D auch bei Sonnenexposition in der Haut
erzeugt werden.

Durch das UV-Licht kommt es zur Photolyse von 7-Dehydrocholesterol. Es entsteht
Provitamin Dj, das durch eine thermische Isomerisierung zu Cholecalciferol
umgewandelt wird (vgl. Abbildung 1). Der physiologisch wirksame Metabolit des
Vitamin D ist das Steroidhormon 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol (Calcitriol) [DUSSO
et al., 2005].

2.1 Biosynthese von 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol

Vitamin D3 selbst ist biologisch inert und muss daher in seine physiologisch aktive
Form umgewandelt werden [DELUCA, 2004]. Es wird, an ein Vitamin D-bindendes
Protein (DBP) gebunden, tber das Blut zur Leber transportiert und dort am C-25
hydroxyliert, was die Bildung von 25(0OH)D3 (25-Hydroxy-Vitamin D3) zur Folge hat.
25(0OH)D3; wird Uber das DBP weitertransportiert zur Niere, wo es im proximalen
Tubulus an der la-Position zu 1,25(0OH),D3; hydroxyliert wird (vgl. Abbildung 1)
[CHRISTAKOS et al., 2003].

Diese Reaktionen finden unter dem Einfluss zweier Cytochrom P-450 enthaltenden
Enzyme statt, ndmlich der Vitamin D3-25-Hydroxylase (CYP27) in den Leberzellen und
der 25-Hydroxy-Vitamin Ds-la-Hydroxylase (CYPla) in den Zellen des proximalen
Tubulus [JONES et al., 1998].
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Abbildung 1: Vitamin D3 — Synthese, Aktivierung und Katabolismus
[DUSSO et al., 2005]

Die 25-Hydroxyvitamin Ds-24-Hydroxylase (CYP 24), ein weiteres mitochondriales
Cytochrom P-450 enthaltendes Enzym, spielt eine wichtige Rolle im Vitamin D-
Katabolismus [JONES et al., 1998]. Dieses Enzym kann sowohl 25(OH)D3 als auch
1,25(0OH),D3 an der Position 24 hydroxylieren [CHRISTAKOQOS et al., 2003].

Es ist im ganzen Korper verbreitet und katalysiert einige Schritte des Abbaus von
1,25(0OH),Ds3, auch als C-24 Oxidationsweg bekannt, der letztendlich mit der Bildung
von Calcitronsdure endet (vgl. Abbildung 1) [JONES et al., 1998].

2.2 Wirkungsmechanismen von 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol

Man unterscheidet prinzipiell zwei verschiedene Mechanismen, tber die 1,25(0OH),D3;
seine Wirkung in den entsprechenden Zielgeweben austibt.



2.2.1 Genomischer Mechanismus

Die meisten biologischen Aktivitaten von 1,25(0OH),D3 werden tber den VDR (Vitamin
D-Rezeptor), der zur Familie der Steroidhormonrezeptoren gehort, vermittelt. Wie auch
die anderen Mitglieder dieser Rezeptorenfamilie fungiert der VDR als
ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor [BROWN et al., 1999].

Die Bindung von 1,25(0OH);D3 an den VDR I6st eine Kaskade von makromolekularen
Interaktionen aus, die letztendlich zur Transkription spezifischer Gene fiihren
[HAUSSLER et al., 1998; zitiert in SUTTON und MACDONALD, 2003].

2.2.2 Nicht-genomischer Mechanismus

1,25(0OH),D3 kann wie auch andere Steroidhormone Reaktionen hervorrufen, die
schneller eintreten als es durch Anderung der Genexpression erklarbar ware, und die
durch Oberflachenrezeptoren vermittelt werden [DUSSO et al., 2005].

Die nicht-genomischen Wirkungen von 1,25(0OH),D; umfassen zum Beispiel rasch
auftretende Anderungen des Phosphatidylinositolzyklus [LIEBERHERR et al., 1989],
Anstiege der intrazelluldaren Calciumkonzentration [MORELLI et al., 1993], eine sehr
rasche Stimulierung des intestinalen Calciumtransportes [BROWN et al., 1999], das
Anheben der Konzentration von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP)
[VESELY und JUAN, 1984; zitiert in DUSSO et al., 2005], die Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) [SYLVIA et al., 1996; zitiert in DUSSO et al., 2005], die
Stimulierung von mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP Kinasen) [BENO et al.,
1995] und das Offnen von Chloridkanalen [ZANELLO und NORMAN, 1996].

Voraussichtlich sind zumindest zwei verschiedene Rezeptoren in diese nicht-
genomischen Reaktionen eingebunden. Einerseits 1,25D3MARRS (membrane
associated rapid response steroid binding protein), das aus der intestinalen
Basolateralmembran von Huhnern isoliert wurde, und andererseits vermutet man, dass
auch der VDR eine wichtig Rolle bei diesen rasch eintretenden Wirkungen von
1,25(0H),Dj3 spielt [KOCHUPILLAI, 2008].
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2.3 Biologische Wirksamkeit von 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol

Die genomischen und nicht-genomischen Wirkungen von 1,25(0OH).Ds rufen eine
Vielzahl von Reaktionen in einer stdndig wachsenden Liste von Zielzellen hervor. Der
VDR wurde in den klassischen Zielorganen fur Vitamin D gefunden, dem Darm, den
Knochen, der Niere und der Nebenschilddriise. Der VDR kommt aber auch in Geweben
vor, die nicht in die Calciumhomd@ostase eingebunden sind, wie der Haut, den Muskeln,
der Bauchspeicheldriise, den Fortpflanzungsorganen, den blutbildenden Organen, dem
Immun- und dem Nervensystem [BERGER et al., 1988; zitiert in BROWN et al., 1999].

2.3.1 Funktionen von 1,25(OH),Ds in klassischen Zielgeweben

Das Vitamin D-Endokrinsystem hélt durch seine Wirkung in Darm, Knochen, Nieren
und Nebenschilddriise die extrazelluldre Calciumkonzentration aufrecht (vgl. Abbildung
2). Das im proximalen Tubulus der Niere produzierte 1,25(OH),D3 induziert die
intestinale Calciumaufnahme, regelt den Knochenumbau und unterdriickt die Wirkung
des Parathormons (PTH) [BOYLE et al., 2003].

Diese vier Organe sind besonders wichtig fur die Calciumhomdostase und somit die
Hauptzielorgane fur 1,25(0H),Ds,

1,25(0H),D3 PTH
— \>"
Intestine ﬁ T f%?KidrN
L o
_,_Y_V_V_Ltff ——_(| Abbildung 2: Schematische
Bone Darstellung der Rolle des
Vitamin D-Hormons und des
Plasma (| Parathormons (PTH) fur einen
Neuro Ca** & | Anstieg der
Muscular Mineralization | p|asmacalciumkonzentration
[DELUCA, 2004]




Darm:

Die wichtigste Aufgabe von 1,25(0OH),D3; im Mineralstoffwechsel ist es, die Calcium-
und Phosphatabsorption des Dunndarms zu verstérken [LI et al., 1998]. 1,25(OH),Ds
erhéht die Aufnahme von Calcium in die Enterozyten Uber die Plasmamembran, den
Transport durch das Cytoplasma und den Transfer von Calcium Uber die
Basolateralmembran in den Blutkreislauf [WASSERMAN und FULLMER, 1995].

Die Calciumaufnahme erfolgt tber die Calciumkandle TRPV6 (Transient receptor
potential cation channel, subfamily V, member 6, auch bekannt als CaT1 oder ECaC2)
und TRPV5 (ECaCl). Das zytosolische calciumbindende Protein Calbindin D (CaBP)
transportiert das Calcium durch die Zelle, und die Plasmamembran-Calcium-ATPase
(PMCALb) und der Natrium-Calcium-Austauscher (NCX1) sorgen fiir die Abgabe des
Calciums an den Blutkreislauf (vgl. Abbildung 3) [DUSSO et al., 2005].

Neben der Calciumaufnahme verstarkt 1,25(OH);D; im Darm auch den aktiven
Transport von Phosphat. Es stimuliert die Expression des Natrium-Phosphat-
Cotransporters [YAGCI et al, 1992] und verdndert die Zusammensetzung der
Enterozytenplasmamembran, was zu einer Zunahme des FlieBvermdgens und der
Phosphataufnahme fiihrt. [KURNIK und HRUSKA, 1985].

N _ ~ 1,25(0H),D;
— .;_ifDRX
TN ate |
TN am CA1—(Ca
Ca+ TRPVE=——(Ca) | (0 ca A°
- \q P /l-h ) 3 Na —
‘CaBp (NCX1)

\ —lea D ca

fuminat /_. \ basolateral

Abbildung 3: Regulierung des epithelialen Calciumtransports durch 1,25(0OH),D3
[DUSSO et al., 2005]
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Knochen:

Um herauszufinden, ob 1,25(0OH),Ds einen direkten Einfluss auf den Knochenbau hat
oder nur indirekt Uber die erhohte Calcium- und Phosphataufnahme im Darm wirkt,
wurden Studien mit VDR-Knock-out-Méausen (VDR-KO-Méuse) durchgeflhrt
[AMLING et al., 1999, LI et al., 1997, YOSHIZAWA et al., 1997].

Diese VDR-KO-Mause werden mit einem normalen Phé&notyp geboren, entwickeln
dann aber sekundéaren Hyperparathyreoidismus, Hypokalzamie und nach dem Abstillen
auch Rachitis und Osteomalazie. Wenn diese VDR-KO-M4ause mit einer Kost gefuttert
werden, die besonders reich an Calcium, Phosphor und Laktose ist, normalisieren sich
Calcium- und Parathormonkonzentration im Serum, und Rachitis und Osteomalazie
werden unterbunden [AMLING et al., 1999].

In-vitro-Studien [TAKEDA et al., 1999, YASUDA et al., 1998] zeigten aber auch eine
direkte Wirkung von 1,25(OH),D3 auf den Knochen, da 1,25(0OH),D3 die Bildung der
knochenabsorbierenden Osteoklasten stimuliert. Gestitzt wird diese Aussage auch
durch PANDA et al. (2004), die in einer Studie in vivo zu dem Ergebnis kamen, dass
sowohl die optimale intestinale Calciumaufnahme als auch der maximale Anstieg der
PTH-induzierten Osteoklastogenese und die Aufrechterhaltung der Osteoblastenbildung
auf das 1,25(OH),D3/VDR-System angewiesen zu sein scheinen [PANDA et al., 2004].

Nieren:

Die wichtigste Funktion von 1,25(OH),D3 in der Niere ist die strenge Kontrolle der
eigenen Homoostase durch die gleichzeitige Unterdriickung der 25-Hydroxy-Vitamin
Ds-la-Hydroxylase und die Stimulierung der 25-Hydroxyvitamin D3-24-Hydroxylase.
1,25(0OH),D3 verstéarkt auch die renale Calciumreabsorption und die Expression von
Calbindin, und es beschleunigt den PTH-abhangigen Calciumtransport in den distalen
Tubulus [DUSSO et al., 2005].

Ahnlich wie bei Untersuchungen im Darm wurde auch im distalen Tubulus ein apikaler
Calciumkanal TRPV5 (ECaC1 oder CaT2) gefunden [HOENDERORP et al., 1999], der
durch 1,25(0OH),D3 induziert wird [HOENDERORP et al., 2001].



Nebenschilddrise:

Eine wichtige Funktion von 1,25(0OH),Ds ist es, die Produktion des Preproparathyroid-
Gens zu kontrollieren bzw. zu unterdriicken [JONES et al., 1998].

1,25(0H);D3 verhindert auflerdem die Proliferation der Nebenschilddrusenzellen.
1,25(0OH),Ds ist also ndtig, um den Normalzustand der Nebenschilddrise beizubehalten.
Bei Patienten mit Niereninsuffizienz ist die Produktion von 1,25(OH),D; gestort und in
der Nebenschilddrise entsteht ein 1,25(OH),Ds-Mangel. Es kommt zu einer
Hyperproliferation der Nebenschilddriise und zu einer Gbermaiigen Sekretion von PTH,
was sekunddren Hyperparathyreoidismus zur Folge hat [SLATOPOLSKY et al., 2003,
zitiert in DELUCA, 2004].

2.3.2 Funktionen von 1,25(OH),Ds in nicht-klassischen Zielgeweben

Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass 1,25(OH),Dj3 nicht nur eine wichtige Rolle
in der Calciumhomdostase spielt, sondern auch zahlreiche wichtige Funktionen in den
so genannten nicht-klassischen Zielgeweben Gibernimmt.

Unterdriickung des Zellwachstums:

ABE et al. machten 1981 bahnbrechende Beobachtungen, die darauf hinwiesen, dass
1,25(0OH),D3 mdoglicherweise in der Behandlung von Leukdmie und anderen
myeloproliferativen Erkrankungen eingesetzt werden konnte. Sie entdeckten, dass
1,25(0OH),D3; die Proliferation verschiedener menschlicher Leukémie-Zelllinien
verhindert. Zugleich fordert es die Differenzierung von normalen und leuk&dmischen
myeloiden Vorlaufern zu reiferen, weniger aggressiven Phanotypen [ABE et al., 1981].

Auf eine protektive Rolle von 1,25(0OH),D3; im Bezug auf Krebserkrankungen deuteten
starke epidemiologische Zusammenhénge von Prostata-, Brust- und Dickdarmkrebs mit
Vitamin D-Mangel hin. Dies wurde in Fall-Kontroll-Studien fir Prostata- und
Dickdarmkrebs auch bestétigt [ZITTERMANN, 2003]. Das 1,25(0OH),D3/VDR-System
stoppt dabei den Krebszellzyklus durch verschiedene Mechanismen [DUSSO et al.,
2005].
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Modulation der Immunreaktionen:

Die Fahigkeit des Vitamin D-Endokrinsystems Infektionen, Autoimmunerkrankungen
und die Vertraglichkeit wvon Transplantaten zu beeinflussen, ist auf die
prodifferenzierende Wirkung von 1,25(0OH);D; auf Monozyten/Makrophagen,
antigenprésentierende Zellen, dendritische Zellen und Lymphozyten zurtickzufiihren
[DUSSO et al., 2005].

Die CD4-Zellen der T-Lymphozyten sind das bevorzugte Ziel von 1,25(0OH),Ds. Die
zwei unterschiedlichen funktionellen Typen der CD4-Zellen werden als Thl und Th2
bezeichnet. Die Thl-Zellen produzieren bevorzugt IL-2, IFN-y und TNF-a und
stimulieren das zelluldre Immunsystem. Th2-Zellen sezernieren hauptséchlich IL-4 und
IL-10 und hemmen die Wirkung der Th1-Zellen, die die Haupteffektorzellen bei einer
Vielzahl von Autoimmunerkrankungen und bei Organabsto3ung darstellen [LIBLAU et
al., 1995]. 1,25(OH),D3 hemmt die Th1-Zellen und somit auch die Produktion der Thl-
Zytokine IL-2, IFN- y und TNF-o [LEMIRE und ARCHER, 1991] und fordert die
Produktion von IL-4 [CANTORNA et al., 1998]. Weiters verhindert 1,25(0OH),D; die
Differenzierung und das Uberleben von dendritischen Zellen, was eine verminderte
alloreaktive T-Zellen-Aktivierung zur Folge hat [PENNA und ADORINI, 2000].

HAYES et al. weisen in einem Review auf Studien hin, die zeigen, dass 1,25(0OH),D3
den Krankheitsausbruch von experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE),
Thyreoiditis ~ (Schilddriisenentziindung), insulinabhdngigem  Diabetes  mellitus,
entziindlichen Darmerkrankungen, systemischem Lupus erythematodes sowie von
kollageninduzierter Arthritis und Lyme-Arthritis verhindert [HAYES et al., 2003].

Funktionen in der Haut:

Bereits in den 30er Jahren behandelte man verschiedene Hautkrankheiten, unter anderen
auch Psoriasis, mit Vitamin D. Aber erst in den 80er Jahren wurde das Potential von
Vitamin D fiir den therapeutischen Einsatz bei Hautkrankheiten wiederentdeckt. Bei
einem Patienten mit schwerer Osteoporose, dem 1a-Hydroxyvitamin D3 oral verabreicht
wurde, stellte man immense Verbesserungen der psoriatischen Lésionen fest
[MORIMOTO und KUMAHARA, 1985; zitiert in DUSSO et al., 2005].

Die Ursache dafir liegt moglicherweise in der antiproliferativen und
prodifferenzierenden Wirkung von 1,25(0OH),D; in Keratinozyten, Melanozyten und
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Fibroblasten [CORDERO et al., 2002]. Es konnten aber auch die immunsuppressiven
Eigenschaften von 1,25(0OH),D3 auf die Langerhans-Zellen, die antigenprésentierenden
Zellen der Epidermis, fur die Wirksamkeit bei der Behandlung von Psoriasis,
Melanomen und Sklerodermie verantwortlich sein [DUSSO et al., 2005].

Der 1,25(0OH),D3s/VDR-Komplex ist aber auch fir die normale Entwicklung von Haaren
und Haut essenziell [LI et al., 1998].

Kontrolle des Renin-Angiotensin-Systems:

Das Renin-Angiotensin-System nimmt eine zentrale Rolle bei der Regulation des
Blutdrucks, des Elektrolythaushaltes und des Blutvolumens ein. Man nimmt an, dass ein
Zusammenhang besteht zwischen zu geringer Sonnenexposition bzw. niedrigem
Serumlevel an 1,25(OH),Ds; und hohem Blutdruck und/oder hoher Plasma-Renin-
Aktivitat. 1,25(0OH),Ds; wirkt als negativer endokriner Regulator des Renin-
Angiotensin-Systems. In VDR-KO-Mé&usen waren die Reninexpression und die
Produktion von Plasma-Angiotensin-2 deutlich erhdht, was zu Hypertonie, kardialer
Hypertrophie und vermehrter Wasseraufnahme fiihrte [LI et al., 2002].

Kontrolle der Insulinsekretion:

Bei Tierversuchen wurde ein Zusammenhang zwischen Vitamin D-Mangel und einem
friheren und aggressiveren Ausbruch von Diabetes mellitus festgestellt. Verbunden war
dies auch mit Abnormitaten der Immunfunktion und einer Stérung der glucose-
vermittelten Insulinsekretion, die durch 1,25(0OH),Ds-Séttigung behoben werden kann
[CHERTOW et al., 1983; zitiert in DUSSO et al., 2005].

Aullerdem kontrolliert 1,25(0OH),D3 durch eine VDR-vermittelte Calbindin-Expression
den intrazellularen Einstrom von Calcium in die Inselzellen, was wiederum die
Insulinfreisetzung beeinflusst [CHRISTAKOS et al., 1979; zitiert in BROWN et al.,
1999].

Kontrolle der Muskelfunktion:

Vitamin D-Mangel kann Schwache und Atrophie der Skelettmuskeln, begleitet von
elektrophysiologischen Abnormitéten der Muskelkontraktion und -relaxation, zur Folge
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haben. Diese Defekte wurden urspriinglich auf einen zu niedrigen Calciumspiegel
zurlickgefihrt, aber Studien mit VDR-KO-Mausen bewiesen, dass auch 1,25(0OH),D3
eine direkte Wirkung auf Wachstum und Differenzierung des Skelettmuskels ausubt
[ENDO et al., 2003].

Im Herzen fiihrt Vitamin D-Mangel zu Kardiomegalie, wohingegen 1,25(OH),Ds die
Hypertrophie der Herzmuskelzellen kontrolliert [WU et al., 1996].

Bei terminaler Niereninsuffizienz verbessert die Therapie mit 25(OH)D3; oder
1,25(0H),D3 sowohl die linksventrikuldre Funktion bei Patienten mit Kardiomyopathie
als auch die Schwaéche der Skelettmuskeln [SELLES et al., 1997].

Funktionen in weiteren nicht-klassischen Zielgeweben:

1,25(0H),Ds (bt noch in vielen weiteren nicht-klassischen Zielgeweben eine grofie
Bandbreite an biologischen Wirkungen aus. Zu diesen Geweben zdhlen neben den
bereits ndher beschriebenen auch die h&matopoetischen Organe (Thymus, Milz,
Knochenmark), die Nebennieren, das Gehirn, die Hypophyse, das Nervensystem, das
Knorpelgewebe, die weiblichen und méannlichen Reproduktionsorgane, die Leber, die
Lunge und die Schilddriise. Die Funktionen von 1,25(0OH),D3; in diesen Geweben
umfassen die Kontrolle von Wachstum und Differenzierung von normalen Zellen und
Krebszellen, die Modulierung der Hormonsekretion endokriner Drisen, die Regulierung
der reproduktiven Funktion und den Schutz spezifischer Neuronen vor degenerativen
Prozessen [BROWN et al., 1999].



13

3 Struktur und Funktion des Vitamin D-Rezeptors

Wie andere Hormone auch, wirkt 1,25(OH),D3 durch die Regulation der Genexpression
[JONES et al., 1998]. Dies wird durch den Vitamin D-Rezeptor vermittelt, der zur
Familie der nukledren Rezeptoren gehort und als ligandenaktivierter, regulatorischer
Transkriptionsfaktor fungiert [BROWN et al., 1999].

3.1 Struktur nukledrer Rezeptoren

Nukledre Hormonrezeptoren, einschlieflich des VDR, weisen eine modulare Struktur,
bestehend aus sechs funktionellen Doménen (A-F), auf (vgl. Abbildung 4). Dazu
gehdren eine sehr variable N-terminale Region (A/B), eine meist hochkonservierte
DNA-Bindungsdomane (C), eine variable Hinge-Region (D), eine maRig konservierte
Ligandenbindungsdoméane (E) und eine variable C-terminale Region (F)
[MANGELSDOREF et al., 1995].

coactivator

isoform-specific corepressor  and mediator
& binding binding
A/B C D E
DBD | LBD
AF-1 AF-2
(ligand-independent, (ligand-dependent,
promoter- and promoter- and
cell-specific) cell-specific)
dimerization dimerization
(weak) (strong)

Abbildung 4: Modulare Struktur nuklearer Rezeptoren [RENAUD und MORAS, 2000]
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3.1.1 N-terminale Region

Die N-terminale Region (A/B) ist hochvariabel und beinhaltet eine autonome
transkriptionelle ~ Aktivierungsfunktion (AF-1). Die AF-1-Region st an der
ligandenunabhédngigen Aktivierung des Rezeptors durch Phosphorylierung beteiligt.
A/B-Domanen variieren in der L&nge von weniger als 50 bis zu mehr als 500
Aminoséauren [TREMBLAY et al., 1999].

3.1.2 DNA-Bindungsdomane

Die DBD (C) ist hochkonserviert und weist eine L&nge von etwa 66-70 Aminoséauren
auf. Sie erkennt Uber zwei Zinkfinger so genannte response elements (RE) in der
Promotorregion von Zielgenen [RENAUD und MORAS, 2000]. Uber diese zwei
Zinkfinger, in denen jeweils vier Cysteinreste ein Zink-lon (Zn®*) komplexieren, bindet
der Rezeptor an die DNA [FREEDMAN et al., 1988].
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Abbildung 5: Hochaufgeléste NMR-Struktur der DBD eines Ostrogenrezeptors
[RENAUD und MORAS, 2000]
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Jedes der beiden Zinkfingermotive enthélt eine amphipatische a-Helix. Die beiden
Helices stehen senkrecht zueinander und werden durch hydrophobe Seitenketten fixiert
(vgl. Abbildung 5).

Das Zinkfingermotiv 1 mit der N-terminalen Helix wird als Proximale Box (P-Box)
bezeichnet. Sie ist verantwortlich fir die Selektion spezifischer Response-Elemente der
DNA. Das Motiv 2 bildet die Distale Box (D-Box), die an der Dimerisierung von
Rezeptoren beteiligt ist. An das 2. Motiv schlieit sich dann noch die C-terminale
Extension (CTE) an, die fur die Dimerisierung auf der DNA und das Erkennen von
Adenin-Thymidin-Bereichen der Response-Elemente benétigt wird (vgl. Abbildung 6)
[RENAUD und MORAS, 2000].

Q
8
(% PBox  DBox 8
0@ /Y \ 419 CTE
{z:-:' ©) ) fm\ @0
- @-..,
Helix 1 Helix 2 Helix 3

/

Abbildung 6: DNA-Bindungsdoméne nukleérer Rezeptoren
[ARANDA und PASCUAL, 2001]

3.1.3 Hinge-Region

Die Hinge-Region (D) verhalt sich wie ein flexibles Gelenk zwischen den Doménen C
und E und variiert stark in Lange und Sequenz. Sie beinhaltet Kernlokalisierungssignale
(nuclear localization signals, NLS) [ROBINSON-RECHAVI et al., 2003].
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3.1.4 Ligandenbindungsdoméne

Die maRig konservierte LBD (E) ist die grofite Domadne und besteht aus etwa 250
hauptséachlich hydrophoben Aminosauren [MORAS und GRONEMEYER, 1998].

Sie umfasst eine transkriptionelle Aktivierungsfunktion 2 (AF-2), die fur die
ligandenabhéangige Transkription verantwortlich ist. Die LBD stellt somit jenen Bereich
des Rezeptors dar, an den der Ligand bindet, und sie beinhaltet auch Bindungsstellen flr
die Interaktion mit Homo- bzw. Heterodimerisierungspartnern und Kofaktoren
[STEINMETZ et al., 2001].

Die Struktur der LBD von nukledren Rezeptoren wird in Abbildung 7 am Beispiel des
apo (= ohne Ligand) RXR (vgl. Abbildung 7a) und des holo (= gebunden an einen
Agonisten) RAR (vgl. Abbildung 7b) dargestellt [BOURGUET et al., 2000].

(a) Apo-LBD (b) Holo-LBD

Abbildung 7: Schematische Darstellung verschiedener Konformationszustande von
NR-LBDs [modifiziert nach BOURGUET et al., 2000]

Die LBD der meisten NRs besteht aus 10-13 a-Helices (H1-H12, in Abbildung 7 als
Zylinder dargestellt) und einem kurzen B-turn (B-Strdnge s1 und s2, in Abbildung 7 als
Pfeile dargestellt). Die Helices und der B-turn sind sandwichartig in drei Schichten
angeordnet: H1, H2 und H3 bilden die erste Oberflache der LBD, H4, H5, s1-s2, H8
und H9 stellen die Mittelschicht dar, und H6, H7 und H10 formen die zweite Oberflache



17

(vgl. Abbildung 7a). Die B-Strange s1 und s2 sind zwischen H5 und H6 angeordnet und
stellen einen wichtigen Part der Ligandenbindungstasche (LBP, ligand binding pocket)
dar [BOURGUET et al., 2000, WURTZ et al., 1996].

Der grofite Unterschied zwischen der Struktur der apo-RXR- und der holo-RAR-LBD
besteht in der veranderten Positionierung der C-terminalen Helices (H11, H12). Bei der
apo-LBD steht H11 beinahe senkrecht zu H10 und zeigt in die Richtung der LBP.
Einige der hydrophoben Reste von H11 fillen teilweise die LBP und stabilisieren diese
somit. H12, die die AF-2 beinhaltet, zeigt von der LBD weg (vgl. Abbildung 7a). Bei
der holo-LBD hingegen ist H11 in der Verlangerung von H10 positioniert, und H12
Klappt zurlck uber die LBP (vgl. Abbildung 7b). Durch die Bindung eines Liganden
wird also eine Konformationsanderung des Proteins bewirkt.

Ist dieser Ligand ein Agonist, werden durch die Konformationsdnderung
Bindungsstellen fur Koaktivatoren generiert, was schlieBlich zu einer Aktivierung der
Transkriptionsmaschinerie fuhrt. Die durch Antagonisten ausgeloste
Konformationsédnderung hingegen verhindert die Bindung von Koaktivatoren an H12
und unterdriickt somit die Aktivierung der Transkription [BOURGUET et al., 2000].

3.1.5 C-terminale Region

Die Funktion der C-terminalen Region (F) ist bisweilen unbekannt [STEINMETZ et al.,
2001].

3.2 Hormone Response Elements

Nukledre Rezeptoren regulieren die Transkription, indem sie an spezifische Sequenzen
der DNA von Zielgenen binden, die als HREs (hormone response elements) bezeichnet
werden. Eine Sequenz von sechs Basenpaaren bildet das Kernerkennungsmotiv fur NRs.
Zwei Motive wurden identifiziert: die Sequenz AGAACA wird bevorzugt von
Steroidrezeptoren der Klasse 1ll erkannt, wohingegen AG(G/T)TCA als
Erkennungsmotiv fir die tbrigen Nuklearrezeptoren dient. Bei diesen Motiven handelt
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es sich allerdings um idealisierte Sequenzen, von denen natirlich auftretende HREs
abweichen kénnen [ARANDA und PASCUAL, 2001, BEATO et al., 1995].

Obwohl einige monomere Rezeptoren an ein einzelnes Hexamer binden kdnnen, binden
die meisten NRs als Homo- oder Heterodimere an HREs, die typischerweise aus zwei
hexameren Motiven zusammengesetzt sind. Diese Motive kdnnen konfiguriert sein als
Palindrome (Pal), invertierte Palindrome (IPs) oder als direkte Wiederholung (DR,
direct repeats). [ARANDA und PASCUAL, 2001].

Abbildung 8 zeigt die verschiedenen Varianten der Bindung von nukledren Rezeptoren
an HREs.

Monomer- Homodimer- oder Heterodimer-Bindung

"R

AGGTCA-X-ACTGGA ACTGGA-X-AGGTCA
(AT)s-AGGTCA AGGTCA-X-ACTGGA AGGTCA-X-AGGTCA
Einfaches Palindromische Invertiertes Direkte
Motiv Wiederholung Palindrom Wiederholung
—_— — — — —p — —
ROR Steroid- Als RXR- Als RXR- Als RXR-
NGFI-Rez. Rezeptoren: Heterodimer; Heterodimer: Heterodimer:
GR, MR, AR, RAR RAR PPAR (DR1)
PR, ER TR TR RAR (DR2)
VDR (DR3)
TR (DR4)

Abbildung 8: Hormone Response Elements nukleédrer Rezeptoren [SYHA, 2005]
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3.3 Prinzip der Signaltransduktion durch nukledre Rezeptoren

In Abbildung 9 wird der duBerst komplexe Vorgang der Signaltransduktion durch
nukledre Rezeptoren vereinfacht dargestellt. Am Beispiel des VDR wird darauf in
Kapitel 3.5 genauer eingegangen.

NRs werden durch ihre Liganden aktiviert und wirken im Zellkern als
Transkriptionsfaktoren [BROWN et al., 1999].

Der apo-Rezeptor kann im Zellkern oder im Cytoplasma lokalisiert sein. Einige
Steroidrezeptoren sind in Abwesenheit eines Liganden im Cytoplasma lokalisiert und
mit einem grofRen Multiproteinkomplex assoziiert. Erst die Bindung eines Liganden
induziert die Dissoziation dieses Komplexes und ermdglicht eine Translokation in den
Zellkern. Dort bindet der Ligand-Rezeptor-Komplex (meist als Dimer) an HREs der
DNA von Zielgenen und initiiert durch Bindung von Koaktivatoren und Bildung des
Transkriptionsinitiationskomplexes die Transkription [ARANDA und PASCUAL,
2001, SYHA, 2005].

Cytoplasm

Transcription
regulation

mRNA
?\/K
./\.}NR,,NR,'/\)
&/\4/ \'{k}_/

_03%5
HRE HRE

Abbildung 9: Ligandenabhangige Expression von Genen durch nukleédre Rezeptoren
[KISHIMOTO et al., 2006]
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3.4 Struktur des Vitamin D-Rezeptors

Der VDR gehort innerhalo der nukledren Rezeptoren der Superfamilie der
Steroidrezeptoren an. Dazu gehdren neben dem VDR auch die Rezeptoren flr
Glukokortikoide (GR), Ostrogen (ER), Androgen (AR), Progesteron (PR),
Thyroidhormon (T3R), Retinsédure (RAR), Retinoid X (RXR) und uber 150 weitere
orphane Rezeptoren [MANGELSDOREF et al., 1995].

Innerhalb dieser Familie gehdrt der VDR, ebenso wie der RAR und der RXR zur
Subfamilie (Klasse I1) der Schilddriisenhormonrezeptoren [BAKER et al., 1988]. Diese
Abgrenzung basiert hauptsachlich auf der Beobachtung, dass Hormonrezeptoren wie
GR, ER und PR in erster Linie als Homodimere fungieren. Die Mitglieder der
Subfamilie (VDR, T3R, RAR) dimerisieren hauptsachlich mit RXR und fungieren vor
allem als Heterodimere [MANGELSDORF et al., 1995].

Der VDR besteht aus 427 Aminosauren und weist beziglich der Aminosauresequenz
eine signifikante Homologie zu den anderen nukledren Hormonrezeptoren auf [ISSA et
al., 1998].

Die modulare Struktur des VDR entspricht im Wesentlichen der in Kapitel 3.1
beschriebenen Struktur der NRs und umfasst ebenfalls die Domanen A-F (vgl.
Abbildung 10).

transactivation
cofactor interaction

DNA binding ligand binding
TFIIB
ah 2 E1 E2 E3 AF-2
[
A N N
N Cc D N C
B N 1 EH BN
22 (p) 114 166 (p)244263 294 ap5 381 402 427
Ser51 Ser208
] - T S - T ]
ol o2 o3 od o5 P1/206 o7 wB 09 ol0allel2

Abbildung 10: Modulare Struktur des Vitamin D-Rezeptors [ISSA et al., 1998]
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3.4.1 N-terminale Region

Die aminoterminale A/B-Domdne variiert innerhalb der Familie der nukleéren
Rezeptoren sehr stark in Ladnge und Aminosduresequenz. Der VDR weist eine sehr
kurze A/B-Domane von etwa 20 Aminosauren auf im Vergleich zu 421, 185, 135, 102
und 88 Aminosduren bei GR, ER, RXRa, T3R und RARa. Bei ER, RAR und RXR
umfasst die  A/B-Doméne  eine  ligandenunabhéngige  transkriptionelle
Aktivierungsfunktion (AF-1) [ISSA et al., 1998].

Das Vorhandensein dieser AF-1 in der A/B-Doméne des VDR ist hingegen nicht
gesichert, da eine Entfernung der A/B-Doméne des VDR keinen Einfluss auf
Ligandenbindung, DNA-Bindung oder Transaktivierungsfunktion zu haben scheint
[SONE et al., 1991].

Eine zusétzliche Funktion dieser Region kdnnte moglicherweise darin bestehen, Inputs
anderer Signaltransduktionswege an die AF-2-Doméne weiterzugeben, wie es beim ER
der Fall ist [KATO et al., 1995; zitiert in ISSA et al., 1998].

Durch welche Proteinmodifikation der AF-1-Region die ligandenabhéngige Funktion
der AF-2-Region veréndert wird, ist aber ungeklart [ISSA et al., 1998].

3.4.2 DNA-Bindungsdomane

Die DBD (C) des VDR umfasst die Aminosdauren 22-114 (vgl. Abbildung 10) und
entspricht der in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Struktur der NRs.

Die VDR-DBD und die Hinge-Region beinhalten Sequenzen, die den NLS anderer
nukledarer Hormonrezeptoren entsprechen. Diese liegen zwischen den Aminosauren 49
und 58 (nuclear import region 1, N1) und 102-111 (N2), also in einem Bereich zwischen
den zwei Zinkfingern der DBD [ISSA et al., 1998].

3.4.3 Hinge-Region

Wie bei allen NRs stellt die Hinge-Region (D) auch beim VDR das Verbindungsstiick
zwischen DBD und LBD dar. Es ermdglicht Flexibilitat des Proteins und strukturelle
Konformationsédnderungen bei Aktivierung durch den Liganden [ISSA et al., 1998].
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3.4.4 Ligandenbindungsdoméne

Die LBD (E) kann zwischen den nukledren Hormonrezeptoren variieren. Subdoménen
der LBD scheinen in Signalisierung des nukledren Imports, Dimerisierung,
transkriptionelle  Hemmung,  Transaktivierung und Interaktion mit  der
Transkriptionsmaschinerie involviert zu sein [ISSA et al., 1998].

Durch Mutationsanalysen fand man heraus, dass der N-terminale Grenzbereich der LBD
zwischen den Aminosdureresten 114 und 166 liegen muss. Ein Al-114-Mutant
(Aminosauren 1-114 wurden eliminiert) band 1,25(OH),D; mit normaler Affinitat,
wohingegen ein  Al-166-Mutant  keine  Ligandenbindungskapazitdt  zeigte
[MCDONNELL et al., 1989]. Eine weitere Studie zeigte, dass fir die Bindung von
1,25(0OH);D3 mit hoher Affinitdt die Aminosauren 382-402 erforderlich sind. Das
Eliminieren der Aminoséuren 382-427 verhinderte die Ligandenbindung, wahrend bei
einem A403-427-Mutant 1/10 der Affinitat des wild-type-Rezeptors erhalten blieb, ohne
die Fahigkeit mit RXR zu dimerisieren zu beeinflussen [NAKAJIMA et al., 1994].

Diese C-terminale Region ist hochvariabel und scheint an der ligandenspezifischen
Interaktion mit nukledren Kofaktoren beteiligt zu sein [ISSA et al., 1998].

Kristallstruktur der VDR-LBD:

Die Kristallstruktur der VDR-LBD konnte im Gegensatz zu der LBD anderer NRs lange
Zeit nicht aufgeklart werden. Der Grund dafir ist, dass die VDR-LBD einen langen,
flexiblen Loop zwischen H1 und H3 (Loop 1-3) besitzt, der die Bildung stabiler
Kristalle verhindert [YAMADA et al., 2003].

ROCHEL et al. klarten 2000 erfolgreich die Kristallstruktur der VDR-LBD auf, indem
sie ein Molekil erzeugten, bei dem sie einen Teil dieses Loops (Aminosauren 165-215)
eliminierten (vgl. Abbildung 11) [ROCHEL et al., 2000].

Die gleichen Autoren verglichen die biologischen und strukturellen Eigenschaften des
VDRwt (VDR wild type) und des VDRdI (VDR ohne Aminosauren 165-215) und
kamen zu dem Schluss, dass der eliminierte Loop 1-3 nicht in die wichtigsten
biologischen  Funktionen (Ligandenbindung, Dimerisierung mit RXR und
ligandenabhangige Transaktivierung) involviert ist [ROCHEL et al., 2001].
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HE Abbildung 11: Kristallstruktur von
1,25(0OH),D3 gebunden an die LBD des
VDR [ROCHEL et al., 2000]

HS
H4

nas Die Gesamttopologie der VDR-LBD
entsprichnt  der anderer  nukleérer

. Rezeptoren. Wie in Abbildung 11
dargestellt, besteht die VDR-LBD aus
13 a-Helices, die sandwichartig in drei

H3

H12

H11 "7 Schichten angeordnet sind, und drei -

H5 Strangen. Helices H1 und H3 werden

durch die zwei kleinen Helices H2 und

H3n verbunden. Kurz vor der Helix

-~ H3n ist in Abbildung 11 in griin der

,’ , \ Bereich dargestellt (A165-215), der

220BLIVS21G e 164 GEAND] G eliminiert wurde. Dieser Bereich ist

relativ weit entfernt vom Liganden, was

darauf schliefen lasst, dass es unwahrscheinlich ist, dass er die Ligandenbindung
beeinflusst [ROCHEL et al., 2000].

Die Ligandenbindungstasche des VDR ist groRer als die anderer NRs. Der Ligand
1,25(0OH),D3 nimmt 56% des Volumens der LBP ein. Die Tasche ist breit bei Helix 11,
wo die Seitenkette von 1,25(0OH),D3 untergebracht wird, und sehr eng an der Stelle des
B-Turns, wo der A-Ring des 1,25(0OH),D3 lokalisiert ist. Diese Eigenschaften der LBP
erklaren die Beobachtung, dass eine grofle Vielfalt von Modifikationen in der
Seitenkette den Effekt von 1,25(0OH),D3 potenzieren kann, wohingegen Modifikationen
am A-Ring die Aktivitat senken. Die LBP ist ausgekleidet mit 27 Aminoséureresten: 16
hydrophoben und elf hydrophilen Resten [YAMADA et al., 2003].

Die Position von Helix 12 ist entscheidend fir die Bindung von Koaktivatoren und fir
die Transaktivierung. H12 geht zwei Van-der-Waals-Bindungen mit Methylgruppen des
Liganden ein, was auf eine Modulation der Konformation und der Position von H12
durch den Liganden schlieRen lasst (vgl. Abbildung 12) [ROCHEL et al., 2000].
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Abbildung 12: Intramolekulare Interaktionen von Helix 12 im Vitamin D-Rezeptor
[ROCHEL et al., 2000]

Aktivierungsfunktion AF-2:

Die AF-2-Doméne bietet eine interaktive Oberflache fir transkriptionelle Korepressoren
und Koaktivatoren, die die Nuklearrezeptoraktivitdt mit dem Prdinitiationskomplex
(P1C) verbinden. Die AF-2-Domane des VDR liegt im dufRRersten C-terminalen Bereich
des VDR zwischen den Aminosauren 402-423 [JURUTKA et al., 1997].

Das Eliminieren der Aminosduren 403-427 brachte einen transkriptionell inaktiven
Rezeptor hervor, der die Fahigkeit, mit RXR Heterodimere zu bilden, beibehielt und
eine etwas reduzierte Ligandenbindungskapazitdt aufwies. Das fuhrte zu dem Schluss,
dass sich die Aktivierungsfunktion in dieser Region befindet [NAKAJIMA et al., 1994].

Durch Sequenzanalysen und Vergleiche mit den AF-2-Domanen anderer nukledrer
Rezeptoren hat sich herausgestellt, dass die AF-2-Doméne hochkonservierte
Aminosdaurereste beinhaltet, die fur die Transaktivierungsfunktion verantwortlich sein
konnten [JURUTKA et al., 1997].

Doppelte Punktmutationen der Reste Leu-417 und Glu-420 zu Alaninresten erzeugten
einen Rezeptor, der die Ligandenbindungskapazitat, die DNA-Bindungskapazitat und
die Fahigkeit zur Heterodimerisierung mit RXR beibehielt, der aber nicht zur
Transaktivierung fahig war. Daraus schloss man, dass die transkriptionelle
Aktivierungsfunktion des VDR unabhéngig von seinen anderen Aktivitaten ist [ISSA et
al., 1998].
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3.5 Signaltbertragung durch den Vitamin D-Rezeptor

3.5.1 Genomische Wirkungsweise des Vitamin D-Rezeptors

In Abbildung 13 wird schematisch die Signaltibertragung durch den VDR dargestellt,
die im Wesentlichen dem in Kapitel 3.3 allgemeinen Prinzip der Signaltransduktion

durch nukleédre Rezeptoren entspricht.

Abbildung 13: Uber den Vitamin D-Rezeptor vermittelter Wirkungsmechanismus von
1,25 (OH),D3 [YAMADA et al., 2003]

In der Abwesenheit eines Liganden befindet sich der Grof3teil an VDRs vermutlich im
Cytoplasma [BARSONY et al., 1990].

Durch die Ligandenbindung kommt es zu einer Repositionierung der Helix 12 am C-
terminalen Ende der VDR-LBD (AF-2), was zu einer Konformationsanderung der
dreidimensionalen Struktur des VDR filhrt. Dieser Aktivierungsschritt scheint
notwendig zu sein fiir eine rasche Translokation des zytoplasmatischen VDR in den
Nukleus [RACZ und BARSONY, 1999]. Weiters induziert die Bindung des Liganden
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die Heterodimerisierung mit RXR. Das VDR-RXR-Heterodimer bindet an spezifische
DNA-Sequenzen, so genannte Vitamin D Responsive Elements (VDRE), in der
Promotorregion von Zielgenen [YAMADA et al., 2003].

Der héufigste VDRE-Typ, DR3 genannt, besteht aus zwei variablen Hexameren der
Sequenz AGGTCA, die durch einen Spacer von drei Nukleotiden getrennt werden
[HAUSSLER et al., 1998]. Es kommt zur Rekrutierung von Koaktivatoren, was
komplexe Vorgange einleitet, die zur Transaktivierung filhren [YAMADA et al., 2003].

3.5.2 Kofaktoren

Die Ligandenbindung erhoht die Affinitat des VDR zu verschiedenen Proteinen, den so
genannten Kofaktoren. Diese fungieren als Briicke zwischen dem VDR-RXR-
Heterodimer und der RNA-Polymerase-l1-Transkriptionsmaschinerie.  Mithilfe
genetischer und biochemischer Methoden konnte eine Vielzahl an Kofaktoren
identifiziert werden, die ligandenabhéngig mit dem VDR interagieren (vgl. Tabelle 1)
[NAGPAL et al., 2005].

Cofactor Funetionfactivity

Coactivators

SRC/p160 family Chromatin modification

SRC-1 (SRC-1/NCoA-1)

SRC-2 (GRIPVTIFZ/NCoA-2)

SRC3 (pCIP/RACHACTR/AIBLTRAM-1/NeoA-3)

DRIP205/TRAP220/FPBF/TRIP2 Mediator complex recruitment

TRIP1/SUGL DNA helicase
Transcriptional mediator
Proteasome-dependent proteclysis

CBF/p300 Chromatin modification
RIP 140 Not known
TIF1 Protein kinase
NCoA-G2/SKIP Chromatin modification
TAF135 Basal tranzcription factor
TAF 55 Basal tranacription factor
TAF 28 Basal transcription factor
Corepressors
NeoR-1/RIP13 Chromatin remodeling
NeoR-Z/SMET/TRAC2 Chromatin remodeling
Hairless/TRIPE/KIAA1380 Chromatin remodeling

Tabelle 1: Kofaktoren, die mit dem Vitamin D-Rezeptor interagieren

[NAGPAL et al., 2005]
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Die Kofaktoren umfassen zwei funktionelle Familien von Proteinen, néamlich die
Koaktivatoren und die Korepressoren. Die Koaktivatoren vermitteln die Induktion der
Transkription, wahrend die Korepressoren an den ligandenfreien  oder
antagonistengebundenen Rezeptor binden und die Expression von Genen unterdriicken
[HERMANSON et al., 2002].

Koaktivatoren:

Wie in den Kapiteln 3.1.4 und 3.4.4 beschrieben, kommt es durch die Bindung eines
Liganden zu einer Repositionierung von Helix 12. Durch diese Konformationsanderung
der LBD entsteht eine hydrophobe Spalte, gebildet von den Helices 3, 4, 5 und 12
[FENG et al., 1998]. Sie dient als Andockstelle fur viele Koaktivatoren, indem sie mit
einer komplementéren, hydrophoben Domane des Koaktivators, die das LXXLL-Motiv
enthélt (L = Leucin, X= beliebige Aminosaure), interagiert [HEERY et al., 1997].

Die SRC (steroid receptor coactivator) Familie der Kofaktoren umfasst drei Mitglieder,
namlich SRC-1, SRC-2 und SRC-3 (vgl. Tabelle 1). Die Mitglieder der SRC-Familie
sind ebenso wie CBP (CAMP response element binding protein)/p300 und pCAF
(p300/CBP-associated factor) Histon-Acetyl-Transferasen (HAT). Sie destabilisieren
den nucleosomal core, indem sie die Acetylierung von Lysinresten der N-terminalen
Enden der Histone katalysieren [HERMANSON et al., 2002]. SRCs verandern also die
Struktur des Chromatins und rekrutieren auch andere histonmodifizierende
Koakivatoren. Sie machen dadurch wahrscheinlich die Promotorregionen besser
zuganglich, damit sich der Transkriptionskomplex anlagern und die Transkription der
Zielgene initiieren kann (vgl. Abbildung 14) [SUTTON und MACDONALD, 2003].

Ein grolRer Multiproteinkomplex, DRIP (VDR-interacting proteins) genannt, der mit
dem VDR, anderen nukledren Rezeptoren und mit Transkriptionsfaktoren wechselwirkt,
wurde von RACHEZ et al. (1998) beschrieben. Die biochemische Eliminierung des
DRIP-Komplexes in azellularen Transkriptionsversuchen zeigte, dass dieser fir die
VDR-aktivierte Transkription in vitro essenziell ist [RACHEZ et al., 1998]. Bei der
VDR-vermittelten  Transkription fungiert DRIP205/TRAP220 als verankernde
Untereinheit des Komplexes, da sie Uber eines der zwei LXXLL-Motive direkt mit dem
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VDR-RXR-Heterodimer interagiert. Da der DRIP-Komplex keine SRCs beinhaltet und
selbst UGber keine HAT-Aktivitat verfugt, ist es wahrscheinlich, dass DRIPs und SRCs
die transkriptionelle Aktivitat des VDR durch verschiedene Mechanismen erhtéhen. Es
wird vermutet, dass die Rekrutierung von VDR-SRC und VDR-DRIP zu VDREs
nacheinander erfolgen [RACHEZ et al., 2000].

Der erste Schritt scheint die Rekrutierung von SRCs oder eines HAT-Komplexes zum
Promotor zu sein, um die Destabilisierung des nukleosomalen Kerns zu ermdglichen.
Wéhrend der SRC-Komplex dissoziiert, wird die entspiralisierte DNA zum Ziel fir den
DRIP-Komplex (vgl. Abbildung 14) [NAGPAL et al., 2005], der dann die RNA-
Polymerase Il rekrutiert [CHIBA et al., 2000].

Abbildung 14: Temporale Bindung
von Koaktivatoren wahrend der
VDR-vermittelten Transkription
[SUTTON und MACDONALD,
2003]

Ein weiteres wichtiges Protein, das
die VDR-vermittelte Transkription
 d / fordert, ist NCoA-62 (nuclear

“RNA Pol II
receptor coactivator)/SKIP  (ski-

k interacting protein). Dieser

@
Bc ‘ Koaktivator ist nicht verwandt mit

DRIPs, SRCs oder anderen
Koaktivatoren mit LXXLL-Motiv
[BAUDINO et al., 1998]. NCoA-62/SKIP besitzt selbst kein LXXLL-Motiv und bindet
ausschlieBlich an das VDR-RXR-Heterodimer ber die LBD, allerdings nicht an die von
H3-H5 und H12 gebildete hydrophobe Doméne. NCoA-62/SKIP bindet zugleich mit
SRC-1 an den VDR, wodurch ein trindrer Komplex gebildet wird, der auf synergistische
Weise die VDR-stimulierte Transkription verstarkt [ZHANG et al., 2001].
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Korepressoren:

Drei verschiedene Korepressoren wurden gefunden, die mit dem VDR interagieren,
namlich NCoR-1 (nuclear receptor corepressor), NCoR-2 und hairless (vgl. Tabelle 1)
[HERMANSON et al., 2002]. Diese Korepressoren rekrutieren Proteine mit Histon-
Deacetylase-Aktivitat, die die Lysinreste an den N-terminalen Enden der Histone
deacetylieren. Dies fiihrt zu einer Verdichtung des Chromatins und somit zu einer
Hemmung der Transaktivierung von Genen. Ahnlich dem LXXLL-Motiv (NR-Box) der
Koaktivatoren, gibt es bei den Korepressoren eine CoRNR-Box mit dem Motiv
I/LXXI/VI (I = Isoleucin, L = Leucin, X = beliebige Aminosaure, V = Valin), die
essentiell fir die Interaktion der Korepressoren mit dem ligandenfreien Rezeptor ist
[HU et al., 2001, WEBB et al., 2000].

Koaktivatoren und Korepressoren verhalten sich wie ,,yin“ und ,,yang® und sind
erforderlich fiir eine strenge Kontrolle der Transkription. Die Vielzahl von Kofaktoren
lasst vermuten, dass auch kombinatorisch und parallel interagierende Komplexe
existieren. Durch die Entdeckung dieser Fulle an Koaktivatoren wurde das Bild der
Transkription noch komplizierter, bietet aber auch die Mdglichkeit eines besseren
Verstandnisses der gewebs- und genselektiven Transkription durch naturliche und
synthetische Liganden [NAGPAL et al., 2005].

3.5.3 Zielgene des Vitamin D-Rezeptors

Der VDR kann die Expression von Genen auf drei Arten beeinflussen (vgl. Abbildung
15):

1. Positive Regulierung der Expression von Genen durch Bindung an VDRES in
deren Promotorregion [SUTTON und MACDONALD, 2003].

2. Negative Regulierung der Expression anderer Gene durch Bindung an so
genannte negative VDRES [DONG et al., 2003].

3. Verhinderung der Expression mancher Gene durch Wirkung entgegen
bestimmter Trankskriptionsfaktoren, wie etwa NF-AT (nuclear factor of
activated T cells) und NF-xB (nuclear factor kB) [HARANT et al., 1997,
TAKEUCHI et al., 1998].
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In Abbildung 15 sind Gene, deren Expression durch VDR-Liganden induziert wird und
deren Promotorregion ein VDRE aufweist, gemeinsam mit ihrer Funktion aufgelistet.

VDR Agonist
/ L
RXR w VDR

(Anli-NF-AT, Anti-NF-KEB)

+ - —
Gene Protein function Anti- Anti- aVDRE

Osiencalein Bone matrix protein Inflammation Proliferation

Ostenpontin Bone matrix protein

RANKL Bone remodeling IL-2 EGF-R FTH

CaAall Bone remodeling IL-12 c-amyc Frier

Calbindin-9k caleium binding TNF-o K16 Rel B

24-hydroxylase Metabolism IFN-y

mCYP3ALL Metabolism GM-CSF

rCYP3IAL Metabolism

hCYP3A4 Metabolism

B3 integrin Adhesion

rzi Anti-proliferation

Involucrin Differentiation

PLC vl DifTerentiation

IGFRP-3 Anti-nroliferation

Abbildung 15: Schematische Darstellung der VDR-vermittelten Regulation der
Genexpression [NAGPAL et al., 2005]

Von den Genen, die durch den VDR positiv reguliert werden, sind besonders
Osteocalcin, Osteopontin, RANKL (receptor activator of NF-xB ligand), CA II
(carbonic anhydrase Il) und Calbindin-9K hervorzuheben, da sie in den Knochen- bzw.
Calciumstoffwechsel involviert sind [NAGPAL et al., 2005].

Ebenfalls in Abbildung 15 aufgelistet sind jene Gene, die durch Bindung des VDR
negativ reguliert werden. Die hyperproliferativen und entziindungsférdernden
Funktionen vieler dieser Genprodukte indizieren, dass viele therapeutische Effekte von
1,25(0OH);D3; und seiner Analoga von dieser negativen Genregulierung herriihren
konnten [NAGPAL et al., 2005].

PIKE et al. (2007) wiesen unter anderem auch VDRESs im VDR-Gen selbst und auch im
TRPV6-Gen (Calciumkanal) nach [PIKE et al., 2007].
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4 VDR-Gen: Lokalisation und strukturelle
Organisation

Nachdem es BAKER et al. 1988 gelungen war, die menschliche cDNA des VDR zu
klonen, dauerte es nahezu zehn Jahre bis die wesentlichen Teile der genomischen
Struktur des humanen VDR-Gens von MIYAMOTO et al. (1997) beschrieben wurden
[BAKER et al., 1988, MIYAMOTO et al., 1997]. MIYAMOTO et al. (1997)
beschrieben die strukturelle Organisation des humanen VDR-Gens wie in Abbildung 16
dargestellt. Das Gen erstreckt sich tber mehr als 75 kb der genomischen DNA und
umfasst elf Exons (1A, 1B, 1C und 2-9). Drei Exons bilden die 5’-noncoding Region,
die anderen acht kodieren fur die strukturellen Komponenten des VDR. Der Promotor
wird charakterisiert durch das Fehlen einer TATA-Box und durch seinen GC-Reichtum.
Somit war die generelle Organisation des hVDR-Gens durchaus vergleichbar mit der
bereits bekannten Struktur anderer Gene von Steroidrezeptoren wie etwa dem
Thyroidrezeptor, dem  Progesteronrezeptor, dem  Ostrogenrezeptor, dem
Androgenrezeptor und dem Glukokortikoidrezeptor [MIYAMOTO et al., 1997].

I =T5kb on C12q - |
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—1—— rm I 11— s ' |
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Abbildung 16: Strukturelle Organisation des menschlichen VDR-Gens
[MIYAMOTO et al., 1997]
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Die Lage des VDR-Gens auf der physikalischen Karte von Chromosom 12 wurde zuerst
anndhernd durch Linkage Mapping von LABUDA et al. (1992) und spater etwas
praziser durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und Radiation Hybrid
Mapping durch TAYMANS et al. (1999) bestimmt. Diese Studien beschreiben die
Position des VDR-Gens allerdings sehr allgemein mit einer Auflésung von > 100 kb,
was nicht ausreicht, um die Rolle von VDR-Polymorphismen bei Krankheiten verstehen
zu kdnnen [LABUDA et al., 1992, TAYMANS et al., 1999].

UITTERLINDEN et al. (2004) erstellten eine physikalische Karte héherer Auflésung
der chromosomalen 12g13-Region, wo das VDR-Gen lokalisiert ist. Dafur setzten sie
eine umfassende Analyse aller verfugbaren Datenbanken genomischer Sequenzen ein
und verwendeten Pulsed-Field-Gelelektrophorese, um die exakte Position und Abfolge
des VDR-Gens und seiner benachbarten Gene zu bestimmen. Die Analyse des VDR-
Genortes auf Chromosom 12q13.1 zeigte, dass das VDR-Gen selbst sich tber 100 kb
erstreckt, eine sehr ausgedehnte Promotorregion besitzt und strangabwarts neben dem
COL2A1-Gen (Typ-ll-Kollagen-alpha-1) liegt (vgl. Abbildung 17) [UITTERLINDEN
et al., 2004].

e TELOMERE CENTROMERE sy
PAC 228P16 PAGC 1057120
0 30 B0 90 120 150  Kbp
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
PFK VATPase SENP1 COL2A1 VDR HDACT
nl [ 1 ] ] | |
>

Abbildung 17: Genomische Struktur des VDR-COL2A1-Lokus auf Chromosom 12q13.1
[UITTERLINDEN et al., 2004]

Abbildung 17 zeigt die vollstandige physikalische Karte der Region um das VDR-Gen
mit den bereits identifizierten Genen PFK (Phosphofruktokinase), VATPase (Vacuolar
ATPase), SENP1 (sentrin/SUMO-specific protease) und HDAC7 (Histondeacetylase 7).
Zwischen COL2A1 und VDR gibt es allerdings immer noch eine Liicke in der Sequenz.
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Es ist wichtig, die umliegenden Gene und ihre Entfernungen zum VDR-Gen zu kennen,
da bei genetischen Assoziationsstudien der beobachtete Zusammenhang nicht immer
durch das VDR-Gen selbst erklarbar ist, sondern eventuell auch durch ein anderes nahe
gelegenes Gen [UITTERLINDEN et al., 2004].

ATG TGA
1 1
11D-like 23 4 567 B8910
1 L1l L LLL Ll
mVDR
H I
ATG AT TGA
1 ! 1
1F 1E1D 1B 1C 2 3 456 FE9
24 89 232 427 aa
| | | |
5 mamm  F
DBD Hinge LED

Abbildung 18: Struktur des VDR-Gens von Maus und Mensch [ZELLA et al., 2006]

Abbildung 18 veranschaulicht die heute bekannte Struktur des VDR-Gens von Mensch
und Maus (lokalisiert auf Chromosom 15) im Vergleich. Beide Gene besitzen acht
kodierende Exons mit eindeutigen Start-Codons in Exon 2 des menschlichen Gens und
in Exon 3 des Mé&use-Gens. Es entstehen Proteine von 423 Aminoséuren bei der Maus
und 427 Aminosauren beim Menschen. Trotz dieser Ahnlichkeiten unterscheiden sich
die beiden Gene signifikant in der Anzahl der nicht-kodierenden Exons, die sich
strangaufwaérts des Start-Codons befinden. Wahrend im Mause-Gen zwei nicht-
kodierende Exons gefunden wurden (Exon 1 und Exon 2), gibt es zumindest sechs im
menschlichen VDR-Gen (Exons 1a-1f). Ein weiterer Unterschied ist das VVorhandensein
von zumindest zwei Promotoren im menschlichen Gen (vgl. Abbildung 18) [ZELLA et
al., 2006].
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5 Polymorphismen des Vitamin D-Rezeptor-Gens

Um das Vitamin D-Endokrinsystem besser verstehen zu konnen, versucht man den
Einfluss der Variationen in der DNA-Sequenz auf wichtige Proteine dieses Systems zu
erforschen. Mutationen im VDR-Gen verursachen zum Beispiel Vitamin D-resistente
Rachitis, eine sehr seltene monogenetische Erkrankung. Subtilere Variationen der
Sequenz (Polymorphismen) des VDR-Gens treten viel h&ufiger auf, aber ihre
Auswirkungen sind nur wenig erforscht. lhr Einfluss auf das Endokrinsystem wird
derzeit genau untersucht, vor allem im Zusammenhang mit einer Vielzahl von so
genannten komplexen Erkrankungen wie Osteoporose [UITTERLINDEN et al., 2002].

5.1 Bestimmung der VDR-Genpolymorphismen

Informationen Uber die Existenz von Polymorphismen des VDR-Gens erhielt man bis
jetzt durch die Analyse von begrenzten Bereichen des Gens. Man wendete dafir
ziemlich unempfindliche Techniken an, wie etwa die Behandlung der DNA mit
verschiedenen Restriktionsenzymen in Southern-Blot-Hybridisierungs-Versuchen (vgl.
Kapitel 5.1.1). Apal [FARACO et al., 1989], EcoRV [MORRISON et al., 1992], Bsml
[MORRISON et al., 1992], Tagl [MORRISON et al., 1994], Fokl [ARAI et al., 1997]
und Tru9l [YE et al., 2000] sind RFLPs (restriction fragment length polymorphisms),
die durch diese Methode am 3’-Ende des VDR-Gens in den friihen 90ern entdeckt
wurden [UITTERLINDEN et al., 2004].

Eine aufschlussreichere Methode, Polymorphismen zu finden, ist die Bestimmung der
Basenpaarabfolge des gleichen VDR-Genabschnitts bei einer Reihe verschiedener
Individuen.

MORRISON et al. (1994) bedienten sich dieser Methode, als sie in der 3’-UTR
(untranslated region) des Gens nach weiteren Polymorphismen suchten. Sie berichteten
uber 13 Polymorphismen in diesem 3,2 kb langen Abschnitt, darunter auch der poly(A)-
Polymorphismus [MORRISON et al., 1994].
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Mit einer ahnlichen Methode analysierten BROWN et al. (2000) die kodierende Region
des VDR-Gens in 59 Tumoren der Nebenschilddruse, um Mutationen zu finden. Neben
den bereits zuvor entdeckten Taql- und Fokl-Polymorphismen fanden sie keine weiteren
Polymorphismen in der kodierenden Region, jedoch zwei Intron-Polymorphismen in der
Néhe der Exons 2 und 8 (vgl. Abbildung 19) [BROWN et al, 2000]. Durch
Sequenzanalysen wurde auch der so genannte Cdx2-Polymorphismus in der le-
Promotorregion gefunden (vgl. Abbildung 19) [ARAI et al., 2001].

100 kb

| CODING EXONS | | 3' REGULATORY |
1
! f ead b
11 HH—

Cdx2

RFLP: Bsml Trudl EcoRV Apal Tagl'
bp: AIG GIA G/A GT TIC

Abbildung 19: Exon-Intron-Struktur des VDR-Gens und Position der bekannten
Polymorphismen [UITTERLINDEN et al., 2004]

5.1.1 Restriktions-Fragment-Léangen-Polymorphismus (RFLP)

Die RFLP-Analyse ermdglicht es, mit Hilfe von Restriktionsenzymen Veranderungen
eines Gen-Abschnittes festzustellen und anschliefend durch Gel-Elektrophorese
sichtbar zu machen. Bei diesem Verfahren wird ein Amplikon mit einem
Restriktionsenzym (Endonuklease) versetzt und bei einer fir dieses Enzym geeigneten
Temperatur inkubiert. Wenn innerhalb eines Allels eine fur diese Endonuklease
spezifische Stelle vorhanden ist, so spaltet das Enzym den Gen-Abschnitt an genau
dieser Stelle. Wenn eine solche Schnittstelle fir das Enzym (z.B. Bsml-Endonuklease)
vorhanden ist, wird das mit einem Kleinbuchstaben (b) bezeichnet, wenn keine
Schnittstelle vorhanden ist, mit einem GrolRbuchstaben (B). Eine Schnittstelle fur Taql-
bzw. Fokl-Enzyme wird dementsprechend mit (t) bzw. (f) und die Abwesenheit einer
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solchen spezifischen Schnittstelle mit (T) bzw. (F) bezeichnet. Fir die diversen

Polymorphismen gibt es also jeweils drei mdgliche Genotypen:

1. (bb), (tt) und (ff) bedeuten, dass eine Restriktionsstelle auf beiden Allelen

vorliegt.

2. (Bb), (Tt) und (Ff) weisen einen heterozygoten Genotyp auf.

3. (BB), (TT) und

zeigen eine homozygote Abwesenheit der

Restriktionsstelle. [BAYER, 2007].

el K822 bp
bl — 650 bp

I — 265 bp
e 196 bp

69 bp

Abbildung 20: PCR-RFLP-Analyse der VDR-
Genpolymorphismen Bsml, Fokl und Tagl
[VUPPUTURI et al., 2006]

Abbildung 20 zeigt das Ergebnis einer solchen
RFLP-Analyse fir die Polymorphismen Bsml,
Fokl und Taql:

Bsml: Bei homozygoten Genotypen des Typs BB
erhdlt man eine intakte Bande von 822 bp
(Streifen 3 und 4), bei bb erhdlt man zwei Banden
von 650 bp und 172 bp (Streifen 2), und bei einem
heterozygoten Genotyp Bb entstehen drei Banden
von 822, 650 und 172 bp (Streifen 5).

Fokl: Der homozygote Genotyp FF lasst eine
intakte Bande von 265 bp entstehen (Streifen 2
und 5), bei ff zeigen sich zwei Banden von 196 bp
und 69 bp (Streifen 3), und bei dem heterozygoten

Genotyp Ff erhélt man drei Banden von 265, 196 und 69 bp (Streifen 4).

Tagl: TT erzeugt eine erzeugt eine Bande von 454 bp (Streifen 4 und 5), tt zwei

Banden von 293 bp und 161 bp (Streifen 6), und bei dem heterozygoten Genotyp Tt
entstehen drei Banden von 454, 293 und 161 bp (Streifen 2, 3 und 7) [VUPPUTURI

et al., 2006].
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5.2 Bedeutendste Polymorphismen des VDR-Gens

5.2.1 Fokl-Polymorphismus

Auf der urspriinglichen Baker-Sequenz der VDR-cDNA [BAKER et al., 1988] wurden
zwei  potenzielle  Translationsstartpunkte  (ATG) gefunden.  Nachfolgende
Sequenzvergleiche haben gezeigt, dass ein T/C-Polymorphismus (ATG zu ACG) am
ersten Translationsstartpunkt existiert [GROSS et al., 1996], weshalb dieser
Polymorphismus auch SCP (Startcodon-Polymorphismus) genannt wurde [ARAI et al.,
1997].

Dieser SNP (single nucleotide polymorphism), eine T/C-Substitution am zweiten
Nukleotid von Exon 2 des VDR-Gens, hat die Entstehung einer Fokl-
Restriktionsschnittstelle zur Folge [VUPPUTURI et al., 2006].

Den zwei moglichen Startpunkten fiir die Translation entsprechend kdnnen zwei
Proteinvarianten entstehen:

1. Die lange Version des VDR-Proteins mit 427 Aminosauren (T- oder f-Allel).

2. Die kurzere Variante des VDR-Proteins mit 424 Aminoséuren (C- oder F-Allel)
[ARAI et al., 1997].

Die Ergebnisse diverser Studien [ARAI et al., 1997, COLIN et al., 2000, GROSS et al.,
1998, JURUTKA et al., 2000] lassen darauf schlieBen, dass der Fokl-Polymorphismus
ein funktioneller Polymorphismus ist, und dass die VDR-Variante mit 424 Aminoséauren
aktiver ist als jene mit 427 Aminosduren, was ihre Transaktivierungskapazitat als
Transkriptionsfaktor betrifft [UITTERLINDEN et al., 2004].

5.2.2 Bsml-, Apal-, Tagl- und 3’ UTR-Polymorphismen

Die RFLPs Bsml und Apal sind im Intron 8 (zwischen Exon 8 und 9) lokalisiert und
Uben weder einen Einfluss auf Splicing-Stellen noch auf Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren aus (vgl. Abbildung 19) [UITTERLINDEN et al., 2002].
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Der RFLP Tagl befindet sich in Exon 9 und ist ein so genannter synonymer
Polymorphismus. Das bedeutet, dass der T/C-Polymorphismus (ATT zu ATC) zwar im
kodierenden Bereich des Gens liegt, dass aber die Aminosduresequenz des Proteins
dadurch nicht veréndert wird. Beide Basentripletts kodieren fir die gleiche Aminoséure
(Isoleucin). Man geht daher davon aus, dass Bsml-, Apal- und Taql-RFLPs im
Gegensatz  zum  Fokl-RFLP  keine  funktionellen ~ Polymorphismen  sind
[UITTERLINDEN et al., 2002].

bp 1285 2085 2885 3685 4485
] ] ] ]
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-] | T | 1 ] —> | |
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Poly[A] n= 13-24*

Haplotype 1 = baT A 1824

c insT c
] ] ]

Haplotype 2 = BAt

A delT A | T
] ] ]

Abbildung 21: Struktur und Position der Polymorphismen in der 3°-UTR und die
haufigsten Bsm-Apa-Tag-Haplotypen [UITTERLINDEN et al., 2004]

Mehr als zehn Sequenzdnderungen wurden in der 3’-UTR gefunden (vgl. Abbildung
21), darunter auch der poly(A)-Polymorphismus. Dieser Mononukleotid-Repeat-
Polymorphismus [(A)n] variiert in seiner Ladnge von 13 bis zu 24 Adenosinen (12
Allele). Klassifiziert wird als ,,short* (S-Allel) bei 13 bis 17 Adenosinen und als ,,long*
(L-Allel) bei 18 bis 24 Adenosinen [INGLES et al., 1997].

5.2.3 Cdx2-Polymorphismus

Der Cdx2-Polymorphismus wurde durch Studien von ARAI et al. (2001) und
YAMAMOTO et al. (1999) beschrieben [ARAI et al.,, 2001, YAMAMOTO et al.,
1999].
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Dieser G/A-Polymorphismus befindet sich an einer Cdx2-Bindungsstelle in der
Promotorregion. Diese Bindungsstelle scheint eine wichtige Rolle bei der
darmspezifischen Transkription des VDR-Gens zu spielen. Da der Darm der wichtigste
Ort der Calciumabsorption ist, nimmt man an, dass die Cdx2-Bindungsstelle die
Vitamin D-abhé&ngige Regulierung der Calciumaufnahme beeinflusst. Das A-Allel ist
waktiver® als das G-Allel, indem es den Cdx2-Transkriptionsfaktor starker bindet und
eine hohere transkriptionelle Aktivitat besitzt. Dementsprechend geht man davon aus,
dass das A-Allel eine verstarkte VDR-Expression im Darm auslost und dadurch die
Transkription von Calcium-Transportproteinen (wie Calbindin-9K und -28K, TRPV5,
TRPVG6) steigert. Das konnte folglich die intestinale Absorption von Calcium verstarken
und so zu einer htheren BMD (bone mineral density) fihren [ARAI et al., 2001].

5.3 Linkage Disequilibrium

Linkage Disequilibrium (LD) bezeichnet die Assoziation bzw. das gemeinsame
Auftreten von Allelen benachbarter Polymorphismen [WALL und PRITCHARD,
2003].

Das bedeutet, dass ein Polymorphismus den anderen ,,verlinkten” Polymorphismus
voraussagen kann, weil zwischen ihnen im Laufe der Evolution sehr wenig
Rekombination stattgefunden hat. Liegt in einem bestimmten Bereich ein hoher Grad an
LD vor, bedeutet das, dass es in diesem Bereich eine sehr begrenzte Anzahl von
Haplotypen gibt. Haplotypen sind Bldcke verlinkter Allele von benachbarten
Polymorphismen. Die Grol3e dieser Blocke kann von flnf bis zu ber 50 kb variieren
und betragt im Mittel ungefahr 10-20 kb. Das internationale HapMap-Projekt
[http://www.hapmap.org, Stand 27.09.2009] hat sich zur Aufgabe gemacht, die
Haplotypen des menschlichen Genoms zu beschreiben [GABRIEL et al., 2002].

LD wund die Struktur von Haplotypen bestimmter Gene sind wichtig fir
Assoziationsstudien, um besser verstehen zu kdnnen, wie polymorphe Verdnderungen
zu erhohten Krankheitsrisiken beitragen. Wenn ein bestimmtes Allel eines
Polymorphismus mit einem erhéhten Risiko fur eine Krankheit assoziiert wird, so kann
dies durch die Wirkung dieses einen Allels erklart werden, genauso aber (aufgrund des
LD und der Haplotyp-Struktur) durch ein oder mehrere andere Allele, die mit diesem
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bestimmten Allel innerhalb eines Haplotyps verlinkt sind. Weill man also welcher
Haplotyp das Risikoallel beinhaltet, kann man durch zellbiologische und
molekularbiologische Funktionsanalysen bestimmen, welche Variante des Allels den
beobachteten Effekt wirklich verursacht [UITTERLINDEN et al., 2004].

Basierend auf einigen bekannten Polymorphismen (vgl. Abbildung 19) hat man in
mehreren Studien das Ausmal des LD im VDR-Gen analysiert. Aufgrund der geringen
Anzahl an Polymorphismen, die dafiir verwendet wurden, sind die Informationen tber
LD und Haplotypen bis jetzt sehr begrenzt. Ein starkes LD wurde am 3’-Ende des
VDR-Gens beobachtet fiir die Polymorphismen Bsml, Apal, EcoRV und Tagql
[MORRISON et al., 1994, MORRISON et al., 1992].

UITTERLINDEN et al. (1996) identifizierten dann funf Haplotypen, von denen der
Haplotyp baT (48%) und der Haplotyp Bat (40%) am hdufigsten waren und auch mit
den von MORRISON et al. (1994) entdeckten tbereinstimmten [MORRISON et al.,
1994, UITTERLINDEN et al., 1996]. Ein starkes LD wurde auch zwischen BsmI-RFLP
und poly(A)-VNTR (variable number of tandem repeats) in der 3’-UTR beobachtet.
INGLES et al. (1997) berichteten tber eine starke Kopplung zwischen b-Allel und
einem langen poly(A)-Stuck und zwischen B-Allel und einem kurzen poly(A)-Stick
[INGLES et al., 1997].

Kombiniert mit den Ergebnissen von MORRISON et al. (1994), DURRIN et al. (1999)
und UITTERLINDEN et al. (1996) lasst sich daraus schlussfolgern, dass der Haplotyp
baT eng verknupft ist mit einer groRen Anzahl von ,,A*“s (n = 18-24) und der Haplotyp
Bat mit einer kleineren Anzahl von ,,A“s (n = 13-17) (vgl. Abbildung 20). In den
Studien wurde keine Verbindung zwischen dem FokI-RFLP und irgendeinem der
anderen VDR-Genpolymorphismen gefunden [DURRIN et al., 1999, INGLES et al.,
1997, MORRISON et al., 1994, UITTERLINDEN et al., 1996].



41

6 Pravalenz der haufigsten VDR-Genpolymorphismen
in unterschiedlichen ethnischen Bevélkerungsgruppen

Die VDR-Genpolymorphismen wurden am hdufigsten bei Kaukasiern entdeckt und
analysiert. Bei den am besten untersuchten Polymorphismen des VDR-Gens gibt es
allerdings erhebliche Unterschiede zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen
(vgl. Tabelle 2) [ZMUDA et al., 2000].

VDR polymorphism  Minor alelle Ethnic group (%)

Caucasian  Asian  African

Individual polymorphisms

Cdx2 A 19 43 74
Fokl F—~T 34 51 24
Bsml B 42 7 36
Apal A 44 74 31
fagl T 43 5 31
polyA short n=13-17 41 12 29

Bsm-Apa-Tag haplotvpes

baT : haplotype 1 43 75 26
BAt : haplotype 2 39 7 16
bAT: haplotype 3 11 17 59

Tabelle 2: Haufigkeit verschiedener VDR-Genpolymorphismen in den drei wichtigsten
ethnischen Gruppen [UITTERLINDEN et al., 2004]

In Tabelle 2 sind die Daten verschiedener Quellen [ARAI et al., 1997, DURRIN et al.,
1999, FANG et al., 2003, FARACO et al., 1989, GROSS et al., 1996, INGLES et al.,
1997, MORRISON et al., 1994, MORRISON et al, 1992, SAIJO et al., 1991,
UITTERLINDEN et al., 1996, YE et al., 2000] tber die Haufigkeit der bestuntersuchten
VDR-Genpolymorphismen und -haplotypen in den drei wichtigsten ethnischen Gruppen
zusammengefasst. Das f-Allel des FokI-RFLP etwa, das mit der 427 Aminosauren
umfassenden VDR-Variante korrespondiert, und das A-Allel des Apal-RFLP kommen
bei Asiaten deutlich hdufiger vor als bei Kaukasier oder Afrikanern. Das B-Allel des
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BsmI-RFLP ebenso wie das T-Allel des Taql-RFLP hingegen findet man bei Asiaten
sehr selten im Vergleich zu den anderen beiden ethnischen Gruppen [UITTERLINDEN
et al., 2004]. INGLES et al. (1997) fanden groRe Unterschiede zwischen den ethnischen
Gruppen den poly(A)-Polymorphismus betreffend. Die kiirzere Variante des Allels (n =
13-17) fand man bei Kaukasier deutlich haufiger als bei Afrikanern und nur sehr selten
bei Asiaten [INGLES et al., 1997]. Massive Unterschiede gab es auch beim A-Allel des
Cdx2-Polymorphismus. Nur 19% der Kaukasier besalen dieses, jedoch 74% der
Afrikaner [FANG et al., 2003].

Wie Tabelle 2 zeigt, unterscheiden sich die Bsm-Apa-Tag-Haplotypen in ihrer
Héufigkeit zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen sehr deutlich. Man nimmt
an, dass diese Unterschiede in der Haufigkeit der Allele zwischen ethnischen Gruppen
hochstwahrscheinlich aus evolutiondren Prozessen resultieren. Das Gleiche gilt auch fir
LD zwischen Polymorphismen wund fir diverse Haplotypen. Diese lassen
maoglicherweise Ruckschlisse auf die Abstammung menschlicher Bevolkerungsgruppen
und auf Gen-Umwelt-Wechselwirkungen zu, bei denen bestimmte Genvarianten in der
Evolution Vorteile fir das Uberleben und/oder die Fortpflanzung brachten. Bei relativ
,alten Polymorphismen gibt es demnach nur geringe Variationen zwischen den
verschiedenen ethnischen Gruppen, wohingegen sich bei ,,neueren” Polymorphismen
groRere Unterschiede zeigen. Unter diesem Aspekt scheint der Cdx2-Polymorphismus
ein relativ neuer und der FokI-RFLP ein eher alter Polymorphismus zu sein
[UITTERLINDEN et al., 2004].

UITTERLINDEN et. al (2004) zeigten in ihrer Studie, dass es betrachtliche
Unterschiede zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen gibt und es wichtig ist,
Haplotypen zu definieren [UITTERLINDEN et al., 2004]. Es gibt allerdings nur sehr
wenige Daten bezuglich der Haufigkeit von Allelen und Haplotypen in heterogenen
Bevolkerungsgruppen [REZENDE et al., 2007].

REZENDE et al. (2007) haben in ihrer Studie nicht nur die Haufigkeit bestimmter
Allele, sondern auch verschiedener Genotypen untersucht. Sie analysierten schwarze
und weille Individuen der brasilianischen Bevdlkerung und verglichen die Ergebnisse
ihrer  Untersuchung auch mit den Resultaten des HapMap-Projektes
[http://www.hapmap.org, Stand 27.09.2009] (vgl. Tabelle 3). Die heutige heterogene
brasilianische Bevolkerung resultiert aus einer interethnischen Vermischung von
Menschen verschiedener Kontinente inklusive Européern, Afrikanern, Asiaten und
autochthoner Indianer. REZENDE et al. (2007) untersuchten 220 Personen im Alter von
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19 bis 56 Jahren. Diese wurden eingeteilt in 120 Personen, die sich selbst als schwarz
und 100 Personen, die sich selbst als weill bezeichneten. Personen, die sich
diesbeztiglich nicht eindeutig festlegten, wurden nicht in die Studie miteinbezogen
[REZENDE et al., 2007].

This study HapMap project
Blacks Whites Blacks Whates
Bsmd
Genotype (N=120) (N=100) (N=50) (N=60)
BE 14 15 14 23
B 46 51 32 42
hh 40 34 54 15
Allele (N=240) (=200 (N=118) (A=120)
B 36 40 30 44
b 64 60 T0 56
Apal
Genotype (N=120) (N=100) (N=060) (N=58)
AdA 23 27 37 40
Aa 57 41 51 ih
aa 20 32 12 24
Allele (N=240) (N=200) (N=120) (N=116)
A 49 47 62 58
a 51 53 38 42
Foki
Genotype (N=120} (=100} [(N=60) (AN=60)
FF 42 47 68 i5
i 46 41 30 42
i 12 12 2 23
Allele (N=240) (N=200) (N=120) (N=120)
F 65 67 83 56
i 35 33 17 44

Tabelle 3: Haufigkeit von Allelen und Genotypen (in %) in zwei verschiedenen
ethnischen Gruppen im Vergleich zu Daten des HapMap-Projektes
[REZENDE et al., 2007]

Far die Verteilung der VDR-Genotypen und -Allele der drei VDR-Genpolymorphismen
(Bsml, Apal, Fokl) ergaben sich bei den untersuchten Brasilianern keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den zwei ethnischen Gruppen. Signifikante Unterschiede zeigten
sich hingegen beim Apal-RFLP, als man die Genotypen der schwarzen brasilianischen
Bevolkerung mit der weien Studienpopulation des HapMap-Projektes verglich.
Gleiches beobachtete man fir den FokI-RFLP, bei dem es diese signifikanten
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Unterschiede sowohl fur die Genotypen als auch fur die Allele gab [REZENDE et al.,
20071].

Diese Ergebnisse zeigen, dass Ethnie einen signifikanten Effekt auf die Verteilung von
VDR-Genvarianten haben kann, aber nicht in allen Bevolkerungsgruppen haben muss.
Das f-Allel des Fokl-Polymorphismus etwa wurde sowohl von UITTERLINDEN et al.
(2004) [UITTERLINDEN et al., 2004] als auch bei den untersuchten Personen des
HapMap-Projektes bei Kaukasier deutlich haufiger gefunden als bei Afrikanern
[http://www.hapmap.org, Stand 27.09.2009]. Diese Ergebnisse konnten bei den
Untersuchungen in der ethnisch heterogenen brasilianischen Bevolkerung aber nicht
repliziert werden [REZENDE et al., 2007].

Haplotypes This study HapMap project
Bsml Apal Fokd Black White Black White

HI B A F [1.7 12.8 23.0 23.0

H2 B A f 6.2 0.1 21.0 6.0

H3 B a F 12.0 14.5 0 0

H4 B a f 6.3 7.0 0 0

H5 b A F 20.7 15.9 8.0 26.0

H6 b A f 11.0 9.1 5.0 7.6

H7 b a F 21.0 21.3 24.0 4.0

HE b a f [1.1 10.3 19.0 34

Tabelle 4: Haufigkeit von Haplotypen (in %) in zwei verschiedenen ethnischen Gruppen
im Vergleich zu Daten des HapMap-Projektes [REZENDE et al., 2007]

REZENDE et al. (2007) untersuchten auch die Haufigkeit, mit der verschiedene
Haplotypen in den zwei ethnischen Gruppen vorkommen (vgl. Tabelle 4). Die zwei
ethnischen Gruppen innerhalb der brasilianischen Bevdélkerung unterschieden sich
diesbeztglich nicht signifikant, sehr wohl jedoch die zwei Gruppen des HapMap-
Projektes. Signifikante Unterschiede zeigten sich auch jeweils zwischen den zwei
entsprechenden ethnischen Gruppen der Studie von REZENDE et al. (2007) und des
HapMap-Projektes. Die Haplotypen H3 und H4 wurden im HapMap-Projekt sogar
uberhaupt nicht gefunden, obwohl beide Haplotypen unter den Brasilianern relativ
verbreitet waren [REZENDE et al., 2007].
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Diese Ergebnisse unterstutzen auch die These von UITTERLINDEN et al. (2004), dass
zwischen verschiedenen Bevodlkerungsgruppen signifikante Unterschiede in der
Haplotyp-Struktur bestehen. Der Grund daftr liegt moglicherweise aber nicht nur in der
ethnisch heterogenen Bevolkerungsstruktur Brasiliens, sondern in der Evolution
[UITTERLINDEN et al., 2004].

MIMBACAS et al. (2007) analysierten in ihrer Studie die Haufigkeit von Allelen und
Genotypen der Bevolkerung Uruguays bei 500 Personen und verglichen die Ergebnisse
mit anderen ethnischen Gruppen (vgl. Tabellen 5 und 6).

Tabelle 5 veranschaulicht die Verteilung der Allele der VDR-Genpolymorphismen
Fokl, Bsml und Tagl in der uruguayanischen Bevolkerung, die das Resultat eines
Gemisches europdischer (86-96%), afrikanischer (4-11%) und indianischer (1-7%)
Vorfahren ist. Hier ergab sich folgende Prévalenz der VDR-Genpolymorphismen: Allel
F = 48%, B= 35% und T= 64% [MIMBACAS et al., 2007].

Polymorphism Alleles

Fokl F 0.48
f 0.52

Bsml B 0.35
b 0.65

Tugl T 0.64
t 0.36

Tabelle 5: Haufigkeit von Allelen in der Bevolkerung Uruguays
[MIMBACAS et al., 2007]

Die Allele f, b, T und die heterozygoten Genotypen wurden in der Bevolkerung
Uruguays am haufigsten gefunden. Die meist beobachteten Haplotypen waren FfBbTt
(26,5%) und FfbbTT (24,1%). Signifikante Unterschiede im Vergleich zu anderen
Bevolkerungsgruppen fand man beim Fokl-Polymorphismus. Bei Bsml und Tagl
ergaben sich &hnliche Haufigkeiten wie bei den franzdsischen und afroamerikanischen
Studiengruppen (vgl. Tabelle 6) [MIMBACAS et al., 2007].
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Ethnic groups Polymorphisms P value

FF Ff ff
Italian 37.0 51.7 11.3 <0.05
African-American 61.0 35.0 4.0 <0.05
White 40.0 45.0 15.0 <0.05
Japanese 33.0 55.0 12.0 <0.05
Uruguayan 17.0 64.0 19.0

BB Bb bb
Italian 248 49.6 25.6 <0.05
African-American 10.0 42.0 48.0 NS
White 19.0 46.0 35.0 <0.05
Japanese 2.4 31.0 66.6 <0.05
French 13.0 53.0 34.0 NS
Uruguayan 6.0 57.0 37.0

TT Tt tt
African-American 45.0 46.0 9.0 NS
White 36.0 46.0 18.0 NS
Japanese 77.0 224 0.6 <0.05
French 42.4 44.4 13.1 NS
Uruguayan 40.0 48.0 12.0

NS = not significant.

Tabelle 6: Verteilung der Genotypen in der Bevolkerung Uruguays und in anderen
ethnischen Gruppen [MIMBACAS et al., 2007]
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[/ Osteoporose

Osteoporose zeichnet sich durch eine verringerte Knochenmasse und eine porose
Knochenstruktur aus und fiihrt letztendlich zu Knochenbriichen. Diese systemische
Erkrankung des Skelettsystems ist weltweit ein schwerwiegendes gesundheitliches und
aufgrund der dadurch verursachten Kosten auch ein wirtschaftliches Problem
[CUMMINGS und MELTON, 2002].

Bei der Entstehung von Osteoporose spielen genetische Faktoren eine wichtige Rolle.
Zwillings- und Familienstudien flihrten zu der Annahme, dass 50-85% der Varianz der
Knochenmasse genetisch determiniert sind [POCOCK et al.,, 1987]. Aber auch
Umweltfaktoren wie Hormone, Erndhrung, korperliche Betdtigung und Lifestyle-
Faktoren beeinflussen die Knochendichte (BMD) und somit das Osteoporoserisiko
[BONJOUR et al., 1997].

7.1 Klassifikation

7.1.1 Begriffsdefinition: Osteoporose

Osteoporose wird laut ,,Consensus Development Conference on Osteoporosis (1993)“
folgendermallen definiert: ,,Systemische Erkrankung des Skelettsystems mit
Verringerung der Knochenmasse und Veranderung der Mikroarchitektur des
Knochengewebes, verbunden mit einer sich daraus ergebenden Abnahme der
Knochenfestigkeit und mit gesteigertem Risiko fur Frakturen an Pradilektionsstellen im
Bereich der Wirbelsaule und der Extremitatenknochen* [CDC, 1993].
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7.1.2 WHO-KTriterien fur Osteoporose

Die WHO (World Health Organization) hat Diagnosekriterien fur die Definition von
Osteoporose festgelegt (vgl. Tabelle 7). Diese Kriterien wurden aufgrund von
Knochendichtemessungen mittels DXA (Dual Energy X-Ray Absorptiometry)
festgelegt [WHO, 1994].

Befund T-Score* Fraktur(risiko)

Normal >1,0 Kein erhdhtes Frakturrisiko
Osteopenie -1,0 bis -2,5 M&Big erhdhtes Frakturrisiko
Osteoporose < -25 Hohes Frakturrisiko

Schwere Osteoporose < -25 Bereits Fraktur(en)

der -Wert beschreibt das AusmaB der Standardabweichung vom mittleren Normwert eines knochengesunden
Kollektivs junger Erwachsener kaukasischer Ethnizitat

Tabelle 7: WHO-Diagnosekriterien [WHO, 1994]

7.1.3 Primére und Sekundéare Osteoporose

Ausschlaggebend flr die Unterteilung in primére und sekundédre Osteoporose ist das
Kriterium einer ursdchlichen Krankheit, die fir die Entstehung der Osteoporose
verantwortlich ist. Existiert eine derartige die Knochen beeinflussende Erkrankung oder
kann eine langfristige Medikamenteneinnahme daflr verantwortlich gemacht werden,
spricht man von sekundérer Osteoporose. Solche ursdachlichen Krankheiten wéren zum
Beispiel Hypogonadismus, Hyperkortisolismus (Cushing-Syndrom),
Glukokortikoidbehandlung, Hyperparathyreoidismus, Hyperthyreose,
Hyperprolaktindmie, Rheumatische Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 1 oder
Alkoholmissbrauch. Entsteht die Osteoporose hingegen, wie bei den meisten Menschen,
durch altersbedingten Verlust von Knochenmasse, spricht man wvon primarer
Osteoporose. Diese wird héaufig auch als Typ-11-Osteoporose (friher auch senile
Osteoporose genannt) bezeichnet. Bei einem postmenopausalen Knochenmasseverlust
bei Frauen aufgrund eines Ostrogendefizits nach der Menopause spricht man hingegen
oft von der Typ-1-Osteoporose [WEICHSELBAUM et al., 2007].
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7.2 Risikofaktoren

Das Risiko, an Osteoporose zu erkranken, hangt von einer Vielzahl von Faktoren ab.
Manche dieser Risikofaktoren sind unbeeinflussbar wie etwa Alter, Geschlecht oder
genetische Pradisposition. Aber auch Hormone, Kodrpergewicht, Ernédhrung, korperliche
Aktivitat, Alkohol- und Nikotinkonsum und Medikamenteneinnahme haben
Auswirkungen auf die Knochengesundheit des Menschen (vgl. Tabelle 8)
[WEICHSELBAUM et al., 2007].

1. GENETISCHE URSACHEN:
* Ethnische Zugehérigkeit
¢ Geschlecht
* U a. graziler Kérperbau
¢ (steoporose der Eltern
* Genpolymorphismen

2. LEBENSSTIL:
* Rauchen
¢ UberméBiger Alkoholkonsum
* Niedriges Kérpergewicht
* Bewegungsarmut
* Langere Immobilisationsphasen (v. a. wahrend der Pubertat)
¢ Ernahrung (calciumarm)
* Vitamin-D-Mangel
¢ Mangelnde Sonnenlichtexposition
3. HORMONELLE VERANDERUNGEN:
s Primdre oder sekundére Oligoamenorrhoe
*  Friihzeitige Menopause
+ Hypogonadismus
»  Schilddriiseniiberfunktion

4. BEHANDLUNG MIT MEDIKAMENTEN, WELCHE DEN KNOCHENSTOFFWECHSEL NEGATIV BEEINFLUSSEN::
beispielsweise Glukokortikoide, LH-RH-Agonisten/Antagonisten, Aromataseinhibitoren, Antiandrogene, Antiepileptika
(Hydantoine cave Poromalazie), Heparin, Glithazone, Immunsuppressiva (z. B. Cyclosporine), Zytostatika

Tabelle 8: Risikofaktoren fir Osteoporose [WEICHSELBAUM et al., 2007]

7.3 Epidemiologie der Osteoporose

In den letzten Jahren ist die Prévalenz der Osteoporose und der damit verbundenen
Frakturen stark gestiegen. Die Grinde daflir sind einerseits die demographische
Verdanderung und andererseits die Zunahme von Risikofaktoren fir Osteoporose
[WEICHSELBAUM et al., 2007].
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7.3.1 International

Weltweit wurde die Zahl der durch Osteoporose erlittenen Frakturen, vor allem Huft-,
Unterarm- und Wirbelfrakturen, im Jahr 2000 auf 9,0 Millionen geschétzt [JOHNELL
und KANIS, 2006].

Da Huftfrakturen stark mit einer verringerten Knochendichte assoziiert sind, wurden sie
international zu einem guten Indikator fur Osteoporose. Sie ermdglichen einen
internationalen Vergleich, da sie fast immer im Krankenhaus behandelt und somit
dokumentiert werden [CUMMINGS und MELTON, 2002].
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Abbildung 22: Weltweite Haufigkeit von Huftfrakturen als Verhaltnis der Raten zu der
bei weilRen Frauen desselben Alters in den USA
[CUMMINGS und MELTON, 2002]

Wie in Abbildung 22 dargestellt gibt es weltweit sehr groRe Unterschiede bezlglich des
Auftretens von Huftfrakturen. So unterscheiden sich etwa die altersstandardisierten
Inzidenzraten zwischen weilRen Frauen aus Nordeuropa gravierend von denen weil3er
Frauen Amerikas oder Ozeaniens. Auch innerhalb Europas differieren die Zahlen bis
um das Siebenfache [CUMMINGS und MELTON, 2002].
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Die hochsten Inzidenzraten innerhalb Europas weisen Schweden, die Slowakei und
Osterreich auf, die niedrigsten die Mittelmeerlander Frankreich, Spanien und Portugal
[IOF, 2004]. Ebenso geht aus Abbildung 22 hervor, dass die Inzidenz von Hiftfrakturen
in Europa und den USA bei Frauen fast doppelt so hoch ist wie bei Mannern
[CUMMINGS und MELTON, 2002].

SAMBROOK und COOPER (2006) rechnen sogar mit einem Anstieg der Inzidenz von
Haftfrakturen von 1,7 Millionen im Jahr 1990 auf 6,3 Millionen im Jahr 2050
[SAMBROOK und COOPER, 2006].
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Abbildung 23: Projizierte Pravalenz von Osteoporose und/oder niedriger
Knochendichte (Low Bone Mass) bei amerikanischen Frauen und
Mannern im Alter von tber 50 Jahren (NOF, 2002)

Abbildung 23 zeigt die von der National Osteoporosis Foundation angestellten
Berechnungen zur Entwicklung der Osteoporosehaufigkeit in den USA. Sie
prognostizieren fiir das Jahr 2020 eine Steigerung der Osteoporosepréavalenz auf 10,5
Millionen Frauen und 3,3 Millionen Mannern im Vergleich zu 7,8 Millionen bzw. 2,3
Millionen im Jahr 2002 [NOF, 2002].



52

7.3.2 Osterreich

Die Daten zur Pravalenz von Osteoporose in Osterreich stiitzen sich hauptsachlich auf
Krankenhausentlassungsstatistiken und sind folglich nur Schatzungen. Daher werden
hdufig Daten der deutschen Bevolkerung, die der osterreichischen demographisch
ahnelt, herangezogen. Auf diese Weise erhédlt man eine Schatzung von etwa 740.000
Osteoporose-Betroffenen der Giber 50-jahrigen Menschen in Osterreich. Davon entfallen
617.000 Félle auf Frauen [WEICHSELBAUM und DORNER, 2007 HAUSSLER et al.,
2007].

BROLL et al. (2007) schatzen, dass bei einer Annahme der Osteoporosepravalenz von
30%, in Osterreich etwa 470.000 Frauen tiber 50 Jahren an Osteoporose leiden. In
arztlicher Behandlung befinden sich allerdings in Osterreich deswegen nur 200.000
Frauen [BROLL, et al., 2007].

1.382 Manner und 8.080 Frauen wurden im Jahr 2005 aus Osterreichischen
Krankenh&usern mit der Hauptdiagnose Osteoporose entlassen, 9.711 Ménner und
54.840 Frauen mit Osteoporose als Nebendiagnose.

Sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen wurde die Haupt- oder Nebendiagnose
Osteoporose am haufigsten in den Bundeslandern Steiermark, Wien, Salzburg, Karnten
und Oberdsterreich diagnostiziert, am seltensten in Vorarlberg und Tirol (vgl.
Abbildungen 24 und 25) [WEICHSELBAUM et al., 2007].
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Abbildung 24: Spitalsentlassungen von mannlichen Fallen mit Osteoporose als Haupt-
oder Nebendiagnose als Anteil an allen Krankenhausentlassungen nach
Bundesland [WEICHSELBAUM et al., 2007]



53

B eilamnd 3.50

firilen £.12
Micderfisterreich 196
Oherdsterreich 4.3

Saleburg | 4,04

Stetermark £
Tirol k|
Vorariberg 208
Wien 547
Osterreich | 4,48

] I 1 X 4 5 [
{ HELIHHY Eimwohner je Bundestand

Abbildung 25: Spitalsentlassungen von weiblichen Fallen mit Osteoporose als Haupt-
oder Nebendiagnose als Anteil an allen Krankenhausentlassungen nach
Bundesland [WEICHSELBAUM et al., 2007]

7.4 Osteoporose und Genetik

Die Entstehung von Osteoporose wird stark beeinflusst von genetischen Faktoren. Die
Knochendichte (BMD) wird bestimmt durch die peak bone mass (Maximalwert der
Knochenmineraldichte eines Menschen) und dem Ausmall des Knochenabbaus.
Zwillings- und Familienstudien deuten darauf hin, dass die Varianz der BMD zu 50-
85% von genetischen Faktoren bestimmt wird [POCOCK et al., 1987].

Eine niedrige BMD resultierte bei vielen Studien aus kombinierten Effekten
verschiedener Gene und ihrer Interaktion mit Umweltfaktoren. Gelegentlich war die
niedrige Knochendichte aber auch die Folge einer Mutation eines einzelnen Gens
[ALBAGHA und RALSTON, 2003].

Gene, die beim Menschen eine Rolle bei der Regulation der Knochenmasse spielen,
sind die Gene der Sexualhormone und ihrer Rezeptoren, der Zytokine und ihrer
Rezeptoren, der calciumregulierendne Hormone, der Wachstumsfaktoren und des
Kollagens [LAU et al., 2005].
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Es gibt verschiedene Mdglichkeiten Gene zu identifizieren, die mit der Entstehung von
Osteoporose assoziiert sind:

Linkage Studies:

LD beschreibt das Phdnomen, bei dem nahe beisammen liegende Gene gemeinsam
vererbt werden konnen (vgl. Kapitel 6.3). Linkage Studies sind eine gute Methode zur
Identifizierung von Genen, die flir monogenetische Erkrankungen verantwortlich sind.
Sie werden auch eingesetzt, um Chromosomenregionen mit bestimmten Genen zu
identifizieren, die quantitative Merkmale wie die Knochenmasse regulieren. Die
Vorteile der Linkage Studies bestehen einerseits darin, dass sie eine Chance bieten, neue
molekulare Mechanismen zu finden, die den Knochenmetabolismus steuern, und
andererseits darin, dass sie nicht durch Mischpopulationen beeinflusst werden. Ein
groRer Nachteil ist allerdings ihre geringe statistische Aussagekraft. Die Popularitét
dieses Studientyps nimmt aufgrund der Verfligharkeit von Genome Wide Association
Scans (GWAS) immer mehr ab [WILLIAMS und SPECTOR, 2006].

Candidate Gene Studies:

Candidate Gene Studies sind weit verbreitet, da sie leicht durchzuftihren sind und auch
geringfligige Effekte von Allelen feststellen kénnen. Nachteilig beeinflusst werden sie
durch genetische Heterogenitdt und Mischpopulationen. Dariiber hinaus bedeutet eine
Assoziation zwischen einem Kandidatengen und der BMD nicht notwendigerweise,
dass das Gen urséchlich verantwortlich fir den beobachteten Effekt ist, da auch LD mit
einem nahe liegenden Gen bestehen kénnte [WILLIAMS und SPECTOR, 2006].

Derartige Kandidatengene, die im Zusammenhang mit Osteoporose untersucht wurden,
sind:

e Gene, die Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflussen.
e Gene, die fir Komponenten der Knochenmatrix kodieren.

e Gene, die fir Rezeptoren der calciumregulierenden Hormone kodieren [LIU et
al., 2003].
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Gene Expression Studies:

Gewebe von Versuchspersonen mit und ohne ein bestimmtes Merkmal werden auf
Unterschiede in der Genexpression untersucht. Eine grofRere Aussagekraft erhédlt man
bei diesen Studien, wenn der genetische Background der Versuchspersonen mit und
ohne Merkmal &hnlich oder wie bei eineiigen Zwillingen sogar gleich ist [WILLIAMS
und SPECTOR, 2006].

Pooling Studies:

Eine weitere neuere Methode, mit Osteoporose assoziierte Gene zu finden, sind Pooling
Studies. Sie sollen die Aussagekraft der Studien erhdhen und die Kosteneffektivitat
verbessern. Bei dieser Art von Assoziationsstudie werden DNA-Pools von 200-300
Versuchspersonen mit und ohne Merkmal (z.B. BMD) gegenubergestellt und verglichen
[WILLIAMS und SPECTOR, 2006].

RENELAND et al. (2005) zogen fir ihre Studie zum Beispiel 25.000 SNPs von 16.000
Genen von Frauen heran, die sie nach dem Merkmal hohe oder niedrige BMD in
Gruppen einteilten. Diese Studie zeigt das grof’e Potential dieser Methode, aber es
besteht die dringende Notwendigkeit der Replikation [RENELAND et al., 2005].

Genome Wide Association Scans (GWAS)

Waéhrend die geschatzte Anzahl der menschlichen Gene kontinuierlich sinkt, steigt die
Zahl der bekannten SNPs stdndig. Mehr als 30.000 nicht-synonyme SNPs sind bereits
bekannt. Die Verwendung von Genome Wide Associaton Scans beginnt bereits neue
Gene fur andere komplexe genetische Merkmale zu liefern, wie etwa fiir Diabetes
[SLADEK et al., 2007].

Diese neue Technologie wird es ermdglichen, die steigende Zahl an Polymorphismen,
wie auch die Ebene der Genexpression und moglicherweise sogar Proteine und
metabolische Profile gleichzeitig zu untersuchen [WILLIAMS und SPECTOR, 2006].

Osteoporose ist ein perfektes Beispiel fur eine komplexe genetische Erkrankung. Die
mit dieser Erkrankung assoziierten Phanotypen sind moglicherweise zu 50-85% vererbt,
und eine Vielzahl an Genen ist hdchstwahrscheinlich in die Pathogenese involviert.
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Einige Kandidatengene wie etwa das VDR-Gen, das COLIA1-Gen und das ER-Gen
wurden identifiziert. Man fand heraus, dass sie eine Rolle bei der Regulation der BMD
spielen, moglicherweise aber in einem doch sehr geringen Ausmal [WILLIAMS und
SPECTOR, 2006].
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8 Assoziation diverser VDR-Genpolymorphismen mit
Knochenmetabolismus und Osteoporose

Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, ist Vitamin D in eine Vielzahl endokriner Wege
eingebunden, die unter anderem in Beziehung zum Calciummetabolismus, zur
Immunmodulation, zur Regulierung des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung
stehen [HAUSSLER et al., 1998].

Das VDR-Gen ist daher ein so genanntes pleiotropes ,,Master-Gen®, was bedeutet, dass
dieses eine Gen mit verschiedenen Eigenschaften und phénotypischen Merkmalen wie
zum Beispiel Osteoarthritis, Hyperparathyreoidismus oder Krebs assoziiert wird. Haufig
stellen aber verschiedene Allele dieses Gens die so genannten Risiko-Allele dar.
Daruber hinaus muss man beriicksichtigen, dass die mdglichen unterschiedlichen
Effekte, die aus dieser Pleiotropie hervorgehen, einen Einfluss auf die beobachteten
Assoziationen ausliben. So kdnnen etwa VDR-Genvarianten den Calciummetabolismus
durch verdanderte Absorption im Darm und zur gleichen Zeit aber auch den
Knochenumsatz oder das Auftreten von Osteophytose beeinflussen. Das Resultat davon
ist in der Folge mdglicherweise eine verdnderte BMD, gemessen an einer bestimmten
Stelle, bei einer Person bestimmten Alters und mit einer bestimmten Erndhrung
[UITTERLINDEN et al., 2002].

Die Interpretation von Studien beziiglich des VDR-Gens wird weiters gravierend
erschwert durch die Tatsache, dass die meisten dafiir herangezogenen Polymporphismen
anonym sind, ihre funktionelle Wirkung also nicht bekannt ist. Die plausibelste
Erklarung fur beobachtete Assoziationen ist daher eine Verbindung der Allele eines
solchen anonymen Polymorphismus mit tatsachlich funktionellen
Sequenzveranderungen an einer anderen Stelle des Gens. Durch die komplexe
Organisation des VDR-Gens wird es schwierig werden, diese funktionellen
Polymorphismen zukinftig zu identifizieren. Trotzdem wurden diese anonymen
Polymorphismen wie Fokl, Bsml, Apal, Tagl, Cdx2 und auch Bsm-Apa-Tag-
Haplotypen in zahlreichen Studien (In-Vitro-Zellstudien, molekularbiologische In-
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Vitro-Studien, In-Vivo-Messungen biochemischer Marker, In-Vivo-Messungen von
Reaktionen auf Behandlung mit Vitamin D, Calcium oder Bisphosphonaten) flr
Analysen herangezogen [UITTERLINDEN et al., 2002].

VDR BIORESPONSE PARAMETERS

Potential Effects of Functional DNA Polymorphisms

ORGANIZATIOMAL LEVEL PARAMETERS WHICH VDR POLYMORPHISMS MIGHT INFLUENCE

-mRNA Hevel, stability, splicing/isoforms,translation

-Protein Jevel, stability, isoforms (M1, M4, A, B, etc.),
protein-protein interaction (TFIIB, RXR)

-transcriptional activity (binding to VDREs)

-Cells -Cell growth inhibition

-Humans -Serum parameters: osteocalcin
AIntervention with vitamin D,

-Epidemiology of disease (OP, OA, etc.)

Abbildung 26: Funktionelle Wirkungen von VDR-Genpolymorphismen auf
verschiedenen Ebenen der biologischen Organisation [UITTERLINDEN et
al., 2002].

Abbildung 26 zeigt die verschiedenen Ebenen der biologischen Organisation, auf denen
funktionelle Effekte von VDR-Polymorphismen beobachtet und gemessen werden
konnen. Im Idealfall zeigt ein Allel eines funktionellen Polymorphismus durchgéangig
Effekte auf allen Organisationsebenen (vgl. Abbildung 26).

In bisher durchgefiihrten Studien war es nicht méglich zu zeigen, dass ein bestimmtes
Allel mit all diesen verschiedenen Paramatern assoziiert ist. Man verwendete in diesen
Studien allerdings verschiedene Zelltypen und Versuchsbedingungen und nutzte
anonyme anstatt funktioneller Polymorphismen, um Versuchspersonen bzw. Zellen
nach Genotypen einzuteilen und erhielt daher oft widersprichliche Ergebnisse. Um die
molekularen Mechanismen aufzukléren, die den beobachteten Assoziationen zwischen
VDR-Genpolymorphismen und diverser phanotypischer Merkmale zugrunde liegen,
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wird es notig sein, in weiteren Studien funktionelle Polymorphismen zu identifizieren
und Kklar definierte Zelltypen zu verwenden [UITTERLINDEN et al., 2004].

8.1 Erste Studie: Assoziation von VDR-Allelen mit Osteoporose

Da Vitamin D eine wesentliche Rolle in der Calcium- und Phosphathomdostase und im
Knochenmetabolismus spielt und der VDR die Wirkung seines Liganden vermittelt, war
das VDR-Gen das erste und naheliegendste Kandidatengen im Zusammenhang mit
Knochenmasse und Osteoporose [FANG et al., 2006].

MORRISON et al (1994) veroffentlichten eine der ersten Studien beziiglich der Genetik
komplexer Erkrankungen und untersuchten darin die Osteoporose. Sie stellten fest, dass
75% der genetischen Variabilitdit der BMD auf eine Allelvariante des VDR
zuruckzufuhren war. Allerdings war diese Studie relativ klein. Es wurden 125
Zwillingspaare und 311 postmenopausale Frauen, die nicht miteinander verwandt
waren, untersucht. Man konzentrierte sich auf den BsmI-RFLP in Intron 8 und es zeigte
sich eine signifikant verminderte BMD der Lendenwirbelsdule und des proximalen
Femurs (Oberschenkelknochen) in Verbindung mit dem B-Allel [MORRISON et al.,
1994].

Spéter wurden Fehler bei der Genotypisierung entdeckt, und die Ergebnisse mussten
modifiziert werden [UITTERLINDEN et al., 2006]. Dennoch folgten darauf hunderte
Studien, die die Verbindung zwischen VDR-Genpolymorphismen und Osteoporose
bzw. BMD und Knochenbrtichen untersuchten [FANG et al., 2006].

8.2 Fruhkindliches Wachstum und Skelettgrofe

Vitamin D reguliert unter anderem die Differenzierung und Proliferation der Zellen, die
fur das Skelettwachstum und generell fur das Koérperwachstum verantwortlich sind.
Mause, denen das VDR-Gen fehlt, zeigen ernste Wachstumsverzégerungen
[YOSHIZAWA et al., 1997].

Einige Studien belegen einen Zusammenhang von VDR-Genvarianten mit
frihkindlichem Wachstum und Skelettgrélle, aber diese Ergebnisse waren sehr
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unbestandig, hochstwahrscheinlich aufgrund der sehr Anzahl an

Versuchspersonen [ZMUDA et al., 2000].

geringen

TAO et al. (1998) untersuchten in ihrer Studie 114 australische Kinder (davon 68
Madchen) im Alter von sieben Jahren. Mé&dchen mit dem Genotyp TT waren 3,9 kg
schwerer (p = 0,03) und 4,1 cm groRer (p = 0,008) als jene Mé&dchen, die Genotyp tt
aufwiesen. Keine signifikanten Unterschiede wurden hingegen bei den Buben gefunden
(vgl. Tabelle 9) [TAO et al., 1998].

Genotype
T Tt it o value

Girls (n = 68)

n 24 33 11

Percentage 35.3 48.5 16.2

Age (years) 7.31 (0.03) 7.26 (0.02) 7.27 (0.04) 0.33

Weight (kg) 27.65 (0.95) 25.29 (0.79) 23.7 (11.04) 0.03

Height {cm) 126.72 (1.02) 123.31 (0.60) 122.64 (1.62) 0.008

Body mass index (kg/'m?) 17.47 (0.47) 16.59 (0.38) 15.26 (0.41) 0.10

Birth weight (kg) 3.43 (0.10) 3.22 (0.79) 3.28(1.29) 0.27

Birth length (cm) 49,71 (0.42) 49.07 (0.39) 49.04 (0.85) 0.51

Midparental height (cm) 163.79 (1.52) 164.31 (0.89) 163.35 (1.58) 0.89
Bovs (n = 46)

n 11 26 9

Percentage 2390 56.5 19.5

Age (years) 7.28 (0.03) 7.28 (0.01) 7.30 (0.01) 0.85

Weight ((kg) 26.07 (1.40) 26.65 (1.39) 27.27 (1.97) 0.91

Height {cm) 125.12 (2.00) 125.05 (1.38) 127.01 (2.86) 0.77

Body mass index (kg/m?) 16.58 (1.21) 16.83 (1.05) 16.80 (1.31) 0.97

Birth weight (kg) 3.78 (0.1%) 3.52 (0.10) 3.28(0.13) 0.10

Birth length {cm) 51.22 (0.91) 50.36 (0.43) 50.00 (0.89) 0.52

Midparental height (cm) 177.17 (2.02) 175.81 (1.07) 171.92(6.32) 0.38

Values are mean (SE). p value using ANOVA test.

Tabelle 9: Merkmale der Versuchspersonen [TAO et al., 1998]

KEEN et al. (1997) kamen zu einem anderen Ergebnis. In einer retrospektiven Studie
untersuchten sie 66 britische Frauen mit einem Durchschnittsalter von 65,5 Jahren, von
denen detaillierte Aufzeichnungen der Geburtsdaten verfiigbar waren. Sie stellten einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Tagl-RFLP und dem Gewicht der Frauen
im Alter von einem Jahr fest. Im Gegensatz zu der Studie von TAO et al. (1998) war
hier das Gewicht der Frauen mit dem Genotyp TT signifikant niedriger (vgl. Abbildung
27) [KEEN et al., 1997].



61

Weight at
one year in
women (kg)

1.00 —

Linear trend: F=4.22, p=0.04

10.50
10.00 P
8.50
|
g |
. l|
o.00 — I i) 0 ESSSANN
TT Tt t
n=25 n=27 n=13

VDR Genotype

Abbildung 27: Koérpergewicht britischer Frauen im Alter von einem Jahr
[KEEN et al., 1997]

Maoglicherweise sind die widerspriichlichen Ergebnisse dieser Studien durch die
Unterschiede in Alter und Herkunft zu erklaren [ZMUDA et al., 2000].

Den Bsml-RFLP untersuchten SUAREZ et al. (1997) im Bezug auf das frihkindliche
Wachstum. 589 gesunde Kinder aus Frankreich, die sich betreffend Alter, Erndhrung
und Vitamin D-Status glichen, wurden untersucht. Es wurden signifikante
Assoziationen zwischen anthropometrischen Daten und VDR-Genotypen gefunden. Bei
der Gruppe der zehn Monate alten Kinder wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt, mit Ausnahme des deutlich niedrigeren BMI (Body-Mass-Index) bei den
Madchen des bb-Genotyps im Vergleich zu den Madchen des BB-Genotyps. Deutliche
Unterschiede gab es allerdings in der Gruppe der zweijahrigen Kinder. Madchen des
BB-Genotyps wiesen signifikant hohere Werte fur die Korperlange und das
Kdrpergewicht im Vergleich zu Madchen des bb-Genotyps auf. Umgekehrt
verzeichneten die zweijahrigen Buben des BB-Genotyps signifikant niedrigere Werte
fir Korpergewicht und BMI im Vergleich zu den Buben mit Bb- oder bb-Genotyp.
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Geschlechtsbedingte Unterschiede bei Korpergrofle und —gewicht wurden nur fur
Kinder mit heterozygotem Genotyp (p < 0,003) und mit bb-Genotyp (p < 0,003)
festgestellt [SUAREZ et al., 1997].

Age (months) Length (cm) Weight (kg) BMI
10-month-old

Girls
BB 10.2 + 0.9(17) T70.8 = 2.8 9.0 =08 179+ 1.5
Bb 10.2 = 0.7 (36) T1.2+24 9.0 =07 17.7+1.2
bb 10.4 = 1.0(20) 723 =28 89 =08 17.0 = 1.2%4

Boys
BB 10.2 £ 0.4(15) T45 = 2.5 100 = 1.1 18.0 + 1.3
Bb 10.2 + 0.6 (40) T40=22 99=09 177+ 1.2
bb 10.2 £ 0.9(34) 733 =23 96 =08 179+ 16

2-year-old

Girls
BB 23.2+1.2(18) 86.7+ 3.0 125 = 1.7 166 +2.1
Bb 227+ 1.1(58) 854+ 28 12011 164 +13
bb 23.0 £ 1.2(43) 84.7 = 3.1° 11.5 = 1.1%# 16.1 = 1.3

Boys
BB 23.1+1.1(18) 864 = 2.7 11711 156 +14
Bb 231+ 14(67) 87130 12.7 = 1.5° 16.7 = 1.4°
bb 22,8+ 1.0(57) 868 + 3.4 128+ 17" 170 £ 1.4°

4P < 0.05.
PP <0.01

¢ P < 0.001 as compared with BB infants of same age and sex (unpaired Student's ¢ test).
4P < 0.05 and * P < 0.01 as compared with Bb infants of the same age and sex.
( ), Number of infants in each group.

Tabelle 10: Anthropometrie und BsmI-RFLP bei Kindern im Alter von zehn Monaten
bzw. zwei Jahren [modifiziert nach SUAREZ et al., 1997]

Eine geringere KorpergrolRe, verringertes Wachstum in der Jugend und eine Kleinere
Statur im Erwachsenenalter fir Buben des BB-Genotyps bestétigte auch eine weitere
Studie von LORENTZON et al. (2000) [LORENTZON et al., 2000].

All diese Daten deuten darauf hin, dass Variationen des VDR-Gens Auswirkungen auf
das intrauterine, das frihkindliche und das jugendliche Wachstum haben, und dass
dieser Effekt moglicherweise durch das Geschlecht des Kindes beeinflusst wird
[ZMUDA et al., 2000].
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8.3 Knochenmasse und Knochendichte

Der Studie von MORRISON et al. (1994) folgten zahlreiche Studien Uber den
Zusammenhang zwischen Bsml-RFLP und BMD mit sehr widersprichlichen
Ergebnissen. Einige bestatigten diese Assoziation und stellten Unterschiede in der BMD
von 4-13% zwischen BB- und bb-Genotyp fest [GENNARI et al., 1998, SPECTOR et
al., 1995, TAMAI et al., 1997, TOKITA et al., 1996, VANDEVYVER et al., 1997].

Einige Studien fanden hingegen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen VDR-
Allelen und BMD [GARNERO et al., 1996, GARNERO et al., 1995, HANSEN et al.,
1998, JORGENSEN et al., 1998]. Andere wiederum kamen zum exakt gegenteiligen
Ergebnis und berichteten tber eine hohere BMD bei Personen des BB-Genotyps im
Vergleich zu Personen des bb-Genotyps [HOUSTON et al., 1996, SALAMONE et al.,
1996, UITTERLINDEN et al., 1996].

Zwei groRRe Meta-Analysen [COOPER und UMBACH, 1996, GONG et al., 1999]
bestétigten die Beteiligung der Varianten des BsmI-RFLP an den BMD-Werten, wenn
auch in einem viel geringeren Ausmal als urspriinglich angenommen. COOPER und
UMBACH (1996) analysierten 16 Studien mit insgesamt mehr als 3.600
Versuchspersonen. Personen mit dem Genotyp BB wiesen im Vergleich zu jenen des
bb-Genotyps eine um 2,4% geringere Knochenmasse in der Hifte und eine um 2,5%
niedrigere in der Wirbelsaule auf [COOPER und UMBACH, 1996].

GONG et al. (1999) fassten in ihrer Analyse sogar 75 Studien mit mehr als 14.000
Personen zusammen. Sie kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die VDR-Allele B, A
und t mit einer niedrigeren Huft- und Wirbelsdulenknochenmasse zusammenhéngen.
Signifikante Assoziationen wurden haufiger bei pré- als bei postmenopausalen Frauen
gefunden [GONG et al., 1999].

Einige Studien untersuchten auch den Zusammenhang zwischen Fokl-RFLP und
Knochenmasse. GROSS et al. (1996) fanden bei 100 postmenopausalen mexikanisch-
amerikanischen Frauen des ff-Genotyps eine um 12,8% niedrigere BMD im Bereich der
Lendenwirbelsdule als bei jenen des FF-Genotyps (p = 0,01). Die BMD der
heterozygoten Studienpopulation lag dazwischen. Bei der Knochenmasse des
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Oberschenkelhalses bzw. des Unterarms konnten keine signifikanten Unterschiede im
Bezug auf den Genotyp der Versuchspersonen festgestellt werden [GROSS et al., 1996].

Der GroRteil der darauf folgenden Studien wurde mit pramenopausalen Frauen oder mit
Médchen verschiedener ethnischer Herkunft durchgefuhrt und kam zu dem Ergebnis,
dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem FokI-RFLP und der
Knochendichte besteht [CHENG und TSAI, 1999, ECCLESHALL et al., 1998,
FERRARI et al., 1998, SOWERS et al., 1999, TAO et al., 1998].

Im Gegensatz dazu stimmten drei Studien mit italienischen [GENNARI et al., 1999],
franzosischen [LUCOTTE et al.,, 1999] und koreanischen [CHOI et al., 2000]
postmenopausalen, weillen Frauen in ihren Ergebnissen tberein und bestatigten einen
Einfluss des FokI-RFLP auf die BMD der Lendenwirbelsdule.

GENNARI et al. (1999) untersuchten 400 postmenopausale Frauen italienischer
Herkunft und berichteten (iber einen schwachen Zusammenhang zwischen Fokl-RFLP
und der BMD in der Lendenwirbelséule. Interessanterweise war die Wirkung des Fokl-
RFLP auf die Knochendichte in den ersten funf Jahren nach der Menopause am
starksten und nahm danach schrittweise ab [GENNARI et al., 1999].

1 2 3 ANCOVA

Genotypes FF Ff ff p
Subjects [N)* 45 69 10

Age (years) 61.3+119 64.8+12.0 506486 0.22
Years since menopause 128+128 16.7 +13.3 104478 0.33
Height (cm) 157.3 £ 7.1 15741+ 68 1609 +64 0.29
Weight (kg) 580498 58.5+906 BBA14T7.7 0.52
Body mass index (g/cm?) 23.8+34 23.74+39 212421 0.1
Bone mineral density: lumbar spine (g/cm?) 0.807 +0.145 0.792 +0.142 0.801 £ 0.150 0.86
Bone mineral density: femoral neck (g/cm?) 0642 +0.124 0631 +0.124 0.603 +0.083 0.66

Tabelle 11:Grundlegende Charakteristika von 124 osteoporotischen Frauen
[LUCOTTE et al., 1999]

LUCOTTE et al. (1999) zogen fur ihre Studie 124 postmenopausale franzdésische
Frauen zwischen 45 und 90 Jahren mit Osteoporose heran. Zuerst fand man keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Fokl-Genotypen bezlglich Alter, GroRe,
Gewicht, BMI oder BMD (vgl. Tabelle 11) [LUCOTTE et al., 1999].
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In einer weiteren Analyse wurden dann nur jene Frauen untersucht, die unter 75 Jahren
waren, um Nebeneffekte, die durch das hohe Alter verursacht werden, zu eliminieren. In
dieser Subpopulation stellte man dann zwischen FF- und ff-Genotyp einen groRen
Unterschied beziiglich des BMI fest, der beinahe signifikant war (p = 0,06). AuBerdem
zeigte sich ein weiterer Trend, der sich einer statistischen Signifikanz naherte, im Bezug
auf die BMD des Oberschenkelhalsknochens. Bei Frauen des ff-Genotyps war die BMD
an dieser Stelle um 10,7% niedriger als bei jenen des FF-Genotyps (vgl. Tabelle 12)
[LUCOTTE et al., 1999].

Genotypes FF Ff ff ]

Subjects (N) 36 50 10

Age 56.4+6.9 584485 50.6+886 0.60

BMI 238433 2389+441 21.2+21 0.06

BMD Lumbar spine 0.808 + 0.143 0.810+0.133 0.801 +0.148 0.98
Femoral neck 0.67540.115 0.673+0.112 0.603 + 0.083 017

Tabelle 12: Alter, BMI und BMD von 96 Patienten unter 75 Jahren
[modifiziert nach LUCOTTE et al., 1999]

CHOI et al. (2000) untersuchten 174 koreanische Frauen im Alter von 43 — 71 Jahren.
Sie beobachteten eine signifikante Assoziation des FokI-RFLP mit der BMD der
Lendenwirbelsdule (p = 0,048), jedoch nicht mit der BMD des Oberschenkel-
halsknochens (p = 0,505). Frauen, die einen ff-Genotyp aufwiesen, hatten eine um
13,3% niedrigere Knochendichte der Lendenwirbelsdule als jene des FF-Genotyps
[CHOI et al., 2000].

Diese Ergebnisse von Studien mit weien Frauen europdischer oder asiatischer Herkunft
stehen im Gegensatz zu einer Studie mit afrikanisch-amerikanischen Frauen, bei der
keine Assoziation zwischen Fokl-Polymorphismus und BMD beobachtet werden
konnte. Man vermutet daher, dass auch die ethnische Herkunft eine Rolle spielt und
dass das hadufigere Vorkommen des glnstigeren FF-Genotyps die erhohte
Knochendichte bzw. das niedrigere Osteoporoserisiko afroamerikanischer Frauen im
Vergleich zu Kaukasier erklaren kénnte [ZMUDA et al., 1999].



66

8.3.1 Faktoren Calciumaufnahme und Calciumabsorption

Ein Faktor, der moglicherweise die Beziehung zwischen VDR-Genotypen und BMD
beeinflusst, ist die Calciumaufnahme. Obwohl bekannt ist, dass Calcium-Supplemente
bei Kindern im Wachstum den Gewinn an Knochenmasse verstarken und im Alter den
Verlust an Knochenmasse vermindern, konnte man bisher nur eine schwache
Korrelation zwischen Calciumaufnahme tber die Nahrung und BMD nachweisen. Das
zeigt, dass es groRe Unterschiede in der Resonanz des Skeletts auf Calciumzufuhr Gber
die Nahrung gibt, und dass dies womdglich auf genetische Faktoren zuriickzufuhren ist
[GENNARI et al., 2002].

FERRARI et al. (1995) konnten erstmals eine Verbindung zwischen BsmI-RFLP und
Calciumaufnahme nachweisen. Sie analysierten die Veranderung der BMD bei dlteren
Patienten, die Calcium- und Vitamin D-Supplemente erhielten. Es zeigten sich hdhere
Knochenmasseverluste im Bereich der Lendenwirbelsdule bei BB-Genotypen als bei
Bb- oder bb-Genotypen [FERRARI et al., 1995].

In einer Studie von FERRARI et al. (1998) fiihrte die Erh6hung der Calciumaufnahme
von 800 mg auf 1700 mg pro Tag zu keiner Verédnderung der BMD bei bb-Genotypen,
wohingegen ein signifikanter Anstieg der Knochenmasse bei Bb- und BB-Genotypen
verzeichnet wurde [FERRARI et al., 1998]. Dieses Zusammenspiel von VDR-
Genpolymorphismen und Calciumaufnahme fiihrt zu der Annahme, dass die
unterschiedliche Intensitidt der Calciumabsorption im Darm mit verschiedenen VDR-
Allelen bwz. —~Genotypen assoziiert sein konnte [GENNARI et al., 2002].

Eine Studie dazu wurde von DAWSON-HUGHES et al. (1995) veroffentlicht. Es
wurden postmenopausale, nordamerikanische Frauen untersucht, und es zeigte sich eine
verminderte Calciumabsorption bei BB-Genotypen im Vergleich zu bb-Genotypen,
insbesondere bei einer niedrigen Calciumaufnahme (ber die Nahrung. Diese
Unterschiede beziiglich der Calciumabsorption zwischen BB- und bb-Genotyp
verschwanden, als man den gleichen Frauen Nahrung mit hohem Calciumgehalt
verabreichte [DAWSON-HUGHES et al., 1995]. Weitere Studien bestatigten diesen
Zusammenhang zwischen VDR-Allelen und intestinaler Calciumabsorption [GENNARI
etal., 1997, WISHART et al., 1997, ZMUDA et al., 1997].

Keine Assoziation konnte hingegen zwischen VDR-Genotyp und der VDR-Dichte in
der Mukosa gefunden werden [BARGER-LUX et al., 1995, KINYAMU et al., 1997].
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8.4 Knochenabbau

Die Knochenmasse im Alter ist das Resultat aus der in den ersten drei Lebensdekaden
maximal aufgebauten Knochenmasse (peak bone mass) und dem nachfolgenden durch
Alter und Menopause bedingten Knochenabbau. Daher wurde in zahlreichen Studien
auch nach einem Zusammenhang zwischen Allelvarianten des VDR-Gens und dem
Grad des Knochenabbaus geforscht [ZMUDA et al., 2000].

In drei Studien war die postmenopausale Knochenabbaurate signifikant hoher in
Verbindung mit dem B-Allel [FERRARI et al., 1995, KIKUCHI et al., 1999, KRALL et
al., 1995].

In drei weiteren Studien untersuchte man die Assoziation zwischen Tagl-RFLP und
dem Verlust an Knochenmasse, fand jedoch keinen signifikanten Zusammenhang
[JORGENSEN et al., 1996, KEEN et al., 1995, MCCLURE et al., 1997]. ZMUDA et al.
(1997) untersuchten 101 afroamerikanische Frauen tber 65 Jahren und fanden einen
vermehrten Abbau des Hiftknochens bei Frauen des tt-Genotyps. Allerdings war dieses
Ergebnis nur bei den tUber 70-Jahrigen signifikant [ZMUDA et al., 1997].

GROSS et al. (1996) fanden einen signifikant hoheren Abbau des Huftknochens bei
postmenopausalen mexikanisch-amerikanischen Frauen mit dem Fokl-Genotyp ff
verglichen mit Frauen des FF- oder des Ff-Genotyps [GROSS et al., 1996]. Dieses
Ergebnis wurde in einer nachfolgenden Studie von SOWERS et al. (1999), in der weile,
amerikanische Frauen untersucht wurden, nicht bestatigt [SOWERS et al., 1999].

Viele Studien, die den Knochenabbau untersuchten, wurden mit weniger als 100
Versuchspersonen durchgefiihrt und hatten eine kirzere Follow-Up-Zeit als zwei Jahre.
Daher erreichten sie oftmals nicht die ausreichende statistische Aussagekraft, um
Unterschiede zwischen verschiedenen Genotypen aufzudecken [ZMUDA et al., 2000].

8.5 Osteoporotische Frakturen

In einer Analyse von 14 verdffentlichten Studien wiesen YOUNG et al. (1996) auf
einen Zusammenhang zwischen TT-Genotyp und einem niedrigeren altersadjustierten
Huftfrakturrisiko hin [YOUNG et al., 1996]. FESKANICH et al. (1998) stellten in einer
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Fall-Kontroll-Studie bei weilen amerikanischen Frauen zwischen 43 und 69 Jahren ein
2,4-fach hoheres Risiko fir eine Huftfraktur beim Genotyp BB im Vergleich zu Bb oder
bb fest [FESKANICH et al., 1998].

ENSRUD et al. (1999) untersuchten 9.704 weil3e, amerikanische Frauen ab 65 Jahren.
Sie konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen Taql- oder Apal-Polymorphismen,
weder einzeln noch in Kombination, und dem Auftreten von Huft-, Wirbelsdulen- oder
anderen Frakturen nachweisen. Auch Analysen geschichtet nach Alter, ethnischer
Herkunft, Knochenmasse, Einnahme von Vitamin D- oder Calcium-Supplementen und
oraler Ostrogeneinnahme fiihrten zu ahnlichen Resultaten [ENSRUD et al., 1999].

GENNARI et al. (1999) fanden den Genotyp ff Gberreprésentiert bei postmenopausalen
Frauen mit vertebralen Frakturen (25%) verglichen mit den Kontrollpersonen (11%)
[GENNARI et al., 1999].

Author Country Study design Mean age Gender Fracture Fracture Eligible Studied b-allele P value
(range), type definition subjects (#)  polymorphism frequency (HWE)*
years Case Control 00)*
Berg et al. [5] Norway Cohot 65 Women Any Self- 19 30 Bsml 54 0.15
reported
Houston et al. [18]  Scotland Case—control 60 (45-88) Women Vertebral Radiological 4 44 Bsml 55 044
Ramalho et al. [32] Brazilian Case—control ~ 32-T78 Women Hip Clinical 73 148 Bsml 66 0.78
and men
Feskanich et al. [11] USA Case—control 4369 Women Hip Selfreported ¥ 108 Bl 61 0.77
Women Forearm Selfseported 163 163 57 0.15
Gomez et al. [14] Spain Cohort 67+8 Men Vertebral Radiological 3% 114 Bsml 59 059
Women Vertebral Radiological 37122 63 024
Ensmud et al. [9] USA Cohort T2 (65-) Women Hip Clinical 181 693  Apal, Tagl 56 -
Women Vertebral Radiological 127 482 57 -
Women Other Clinical 223 368 56 -
Aerssens et al. [1]  Belgium Case—control 77 (60-95)  Women Hip Radiological 135 239 Baml 52 0.46
Langdahl et al. [26] Denmark Case—control 51 £ 16 Men Vertebral Clinical 3073 Fokl, Bsml, 60 067
Apal, Tagl
Women Vertebral Clinical 80 20 48 018
Valimaki et al. [37] Finland Case—control 53 (50-56) Women Low- Selfreported 57 315 Bsml 57 053
energy
80 (85-98) Women Hip Selfreported 64 108 66 025
Uitterlinden Nethedands Cohort 67 (55-80) Women Any Clinical 97 905  Haplotype (B-A-T) 59 0.09
et al. [36]
Alvarez-Hernandez ~ Spain Cohort [ ER Men Vertebral Radiological 20 134 Bsml, Apal, 59 0.69
etal. [2] Tagl, haplotype
Garnero et al. [12]  France Cohort 61 =8 Women Vertebral Radiological 34 589" Bsml 60 0.71
Women Non- Selfreported 86  589° 60 071
vertebral
Nguyen et al. [30]  Australia Cohort T0£7 Women Hip Radiological 69 608  Tagl 60 0.74
Total 1632 5323

Tabelle 13: Studien Uber die Assoziation von VDR-Genpolymorphismen mit
Frakturrisiken [FANG et al., 2006]
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FANG et al. (2006) fassten in einer Meta-Analyse zwischen 1996 und September 2005
veroffentlichte Studien zusammen und versuchten den genetischen Einfluss von VDR-
Genpolymorphismen auf das Risiko einer Knochenfraktur zu evaluieren. Die 13
Studien, die in Tabelle 11 zusammengefasst sind, umfassen 1.632 Falle und 5.323
Kontrollen von Frakturen mit den jeweiligen Genotypdaten. Das Durchschnittsalter fur
alle Studien lag zwischen 51 und 89 Jahren und die Stichprobengrol3e variierte von 49
bis zu 1.002 Versuchspersonen. Die Haufigkeit des B-Allels in der gesamten
Studienpopulation reichte von 34% bis zu 52%, wobei es hier hochstsignifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Studiengruppen gab (P < 0,001). Zehn
Studien untersuchten nur Kaukasier, bei drei Studien war zumindest der Grofiteil der
Studienpopulation kaukasischer Herkunft. Die meisten Versuchspersonen waren peri-
oder postmenopausale Frauen und nur drei Studien erfassten separate Daten fir Manner
(vgl. Tabelle 11) [FANG et al., 2006].

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Bsml-RFLP oder dem Taql-RFLP und
dem Risiko flr osteoporotische Frakturen beobachtet werden. Es ist allerdings
schwierig, die Bestimmung osteoporotischer Frakturen zu standardisieren, da sie auf
verschiedene Arten beeinflusst werden kann. Die Bestimmung ist abhdngig von der
Diagnose (klinisch oder durch Réntgenaufnahmen), Art des Traumas (low-energy oder
high-impact), die Entwicklung der Fraktur (pravalent oder inzident) und die Stelle der
Fraktur (Wirbelséule, Hiifte, Handgelenk) [FANG et al., 2006].

8.6 Interaktion des VDR-Gens mit anderen Genen und
Umweltfaktoren

Der Einfluss bestimmter VDR-Genvarianten auf das Risiko, an Osteoporose zu
erkranken, kodnnte auch durch Allelvarianten anderer Kandidatengene modifiziert
werden. WILLING et al. (1998) kamen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass der Bsml-
Polymorphismus an sich bei den untersuchten weilRen Frauen nicht signifikant mit der
Knochenmasse der Wirbelséule verknlpft war. Allerdings fand man signifikante Gen-
Gen-Wechselwirkungen zwischen VDR- und ER-Gen (p < 0,05), die die BMD-Werte
beeinflussten. Frauen mit der Variante (-/-) Pvull ER und dem bb-Genotyp besalRen im
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Durchschnitt eine sehr hohe Knochendichte, wahren Frauen mit der Kombination (-/-)
Pwvull ER und BB-Genotyp eine signifikant niedrigere BMD aufwiesen [WILLING et
al., 1998].

UITTERLINDEN et al. (2001) untersuchten bei 1.004 postmenopausalen Frauen den
gemeinsamen Einfluss von Polymorphismen des VDR- und des COLIA1-Gens auf das
Risiko fur osteoporotische Frakturen. Sie beobachteten eine signifikante
Wechselwirkung (p = 0,03) zwischen den beiden Genen. Bei Frauen des COLIAL-
Genotyps GG wurde das Frakturrisiko nicht durch den VDR-Genotyp beeinflusst. Bei
den COLIAL-, Risikogruppen (Genotypen GT und TT) hingegen gab es signifikante
Unterschiede zwischen den Frauen die heterozygot und jenen, die homozygot beztiglich
des VDR-baT-Haplotyps waren (p < 0,05) [UITTERLINDEN et al., 2001].

Auch mit Faktoren wie Alter, Erndhrung oder anderen Lifestylefaktoren kdnnte das
Osteoporoserisiko assoziiert sein. So stellten FESKANICH et al. (1998) fest, dass
Frauen des BB-Genotyps ein erhdhtes Frakturrisiko aufwiesen und dass dieses Risiko
am hochsten unter Frauen war, die &lter, schlanker und weniger aktiv waren und eine
niedrigere Calciumaufnahme hatten [FESKANICH et al., 1998]. Hinweise gibt es auch
darauf, dass Vitamin D-Supplemente einen Einfluss auf den Zusammenhang zwischen
VDR-Genotypen und Knochenmasse haben kénnten [GRAAFMANS et al., 1997].

Demnach konnte der Einfluss der VDR-Genotypen auf das Osteoporoserisiko unter
anderem auch von der An- bzw. Abwesenheit bestimmter Allelvarianten anderer Gene
oder verschiedener Umweltfaktoren abhdngen [ZMUDA et al., 2000].

8.7 GENOMOS-Projekt

Das GENOMOS-Projekt umfasst Studien (ber den Zusammenhang zwischen
verschiedenen Kandidatengenen bzw. deren Polymorphismen und Osteoporose bzw. mit
Merkmalen der Osteoporose. Von Uber 20.000 Personen acht teilnehmender
europaischer Zentren (Aarhus, Aberdeen, Barcelona, Cambridge, Florenz, Oxagen,
Rotterdam sowie der Danish Osteoporosis Study DOPS) wurden Informationen ber
Geschlecht,  Alter, KorpergroBe, Korpergewicht, Genotypen, BMD der
Lendenwirbelsdule und des Oberschenkelhalsknochens und Frakturen erhoben
[IOANNIDIS et al., 2004].
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UITTERLINDEN et al. (2006) verwendeten in ihrer Meta-Analyse [UITTERLINDEN
et al., 2006] die Daten von Aarhus, Aberdeen, Barcelona, Florenz, Oxagen und
Rotterdam, die IOANNIDIS et al. (2004) zuvor schon fur ihre Analyse beziglich des
ESR1-Genpolymorphismus heranzogen hatten [IOANNIDIS et al., 2004]. Zusétzlich
bezogen sie in die Analyse noch Daten von Teams aus Graz [KUDLACEK et al., 2003]
und Amsterdam [PLUIJM et al, 2004] und der EPOS (European Prospective
Osteoporosis  Study) [ISMAIL et al., 1998] mit ein. Letztendlich umfasste die
Studienpopulation 26.242 Personen aus neun europdischen Studien [UITTERLINDEN
et al., 2006].

Alle neun Teams stellten Daten ber Geschlecht, Alter, Kérpergrofie und —gewicht,
VDR-Genotypen der Polymorphismen Cdx2, Fokl, Bsml, Apal und Taql und die BMD
der Lendenwirbelsaule und des Oberschenkelhalsknochens zur Verfligung. Ebenfalls
erhoben  wurden Informationen  (ber den klimakterischen  Status und
Hormonersatztherapien bei Frauen mit Frakturen [UITTERLINDEN et al., 2006].

Sex Polymorphism Difference in Estimated Marginal Means of BMD (95% Cl), mg/cm?
Lumbar Spine P Value Femoral Neck P Value
Woment Cdx2
GG vs. GA 3(-4109) 038 3(-2108) 0.13
GG vs. AA -8(-23t08) -9(-19104)
GA vs. AA —10(-26t05) —11(-B 1o 1)
Fokl
CCws. CT 4(-3t011) 0.19 1(~4t06) 076
CCvs. TT 8(-1t018) -2(-9t05)
CTvs. TT 4(-5t013) -3(-10to4)
Ment Cdx2
GG vs. GA 0(-12t012) 0.48 3(-5t011) 0.74
GG vs. AA -19(-49t0 12) -2(-221019)
GA v, AA —18(-50t0 13) —-5(-261t0 16)
Fokl
CCvs. CT 2(-10to 14) 0.43 -5(-14t03) 0.02
CCvs. TT 11(-61029) 12 (0to 24)
CTws. TT 9(-81to26) 17 (510 29)

Tabelle 14: Vergleich der BMD-Werte fur die VDR-Genotypen von Cdx2 und Fokl
[UITTERLINDEN et al., 2006]

Die BMD-Werte ergaben fir die verschiedenen Genotypen von Cdx2 und Fokl keine
signifikanten Unterschiede. Einzige Ausnahme waren die Werte flr die Knochendichte
des Oberschenkelhalsknochens bei Fokl (vgl. Tabelle 14). Auch die Vergleiche
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zwischen den h&ufigsten Bsmi-Apal-Taqgl-Haplotypen ergaben keine signifikanten
Unterschiede beziglich der Knochendichte.

Bei der Analyse des Zusammenhanges zwischen VDR-Genotypen und Frakturen erhielt
man ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse. Nur das Cdx2 A-Allel zeigte einen
moglichen positiven Effekt im Bezug auf vertebrale Frakturen, aber auch hier konnte
keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden (p = 0,069).

UITTERLINDEN et al. (2006) kamen zu dem Schluss, dass weder der Fokl-
Polymorphismus noch die Bsml-Apal-Tagl-Haplotypen einen Effekt auf die BMD oder
das Frakturrisiko haben. Das Ergebnis dieser Studie widerspricht somit den
vorangegangenen Behauptungen, dass diese Polymorphismen als genetische
Determinanten fiir die Knochendichte fungieren. Man erhielt einzig einige Hinweise auf
einen schwachen Effekt des Cdx2-Polymorphismus auf das Risiko vertebraler Frakturen
[UITTERLINDEN et al., 2006].
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9 Weitere mit VDR-Genpolymorphismen assoziierte
Erkrankungen

Da Vitamin D nicht nur fir den Knochenmetabolismus, sondern auch fiir zahlreiche
andere Organe wie etwa Niere, Darm, Haut, Nerven- und Immunsystem eine wichtige
Funktion hat (vgl. Kapitel 2.3), und auch der VDR in tiber 30 Geweben entdeckt wurde,
geht man davon aus, dass Polymorphismen des VDR-Gens nicht nur mit Osteoporose,
sondern auch mit anderen Erkrankungen assoziiert sein konnten.

9.1 Krebs

Die meisten Studien (iber die Assoziation zwischen VDR und Krebs haben sich auf die
in Kapitel 6.2 beschriebenen Polymorphismen konzentriert und wurden vorwiegend in
der weillen Bevolkerung durchgefiihrt. Es wurden Zusammenhédnge zwischen VDR-
Genpolymorphismen und Prostata-, Brust- und Blasenkrebs, Melanomen und
kolorektalen Adenomen bzw. Karzinomen untersucht [SLATTERY, 2007].

9.1.1 Prostatakrebs

Eine der ersten Studien, die einen Zusammenhang von VDR-Genvarianten, in diesem
Fall dem poly(A)-Polymorphismus, mit Prostatakrebs belegte, wurde von INGLES et al.
(1997) veroffentlicht [INGLES et al., 1997].

Ein Jahr davor zeigte sich in einer Studie von TAYLOR et al. (1996), dass eine
Beziehung zwischen dem Taql-RFLP und dem Prostatakrebsrisiko besteht. Manner des
Genotyps tt hatten ein deutlich niedrigeres Risiko an Prostatakrebs zu erkranken (p <
0,01) als Méanner der Genotypen TT oder Tt und besaflen aufRerdem einen deutlich
héheren Serumspiegel an 1,25(0OH),;D; [TAYLOR et al.,, 1996]. Diese Ergebnisse
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wurden einige Jahre spater durch die Studie von CORREA-CERRO et al. (1999)
bestatigt, welche ebenfalls einen Zusammenhang von Prostatakrebs mit den
Polymorphismen Taqgl und poly(A) belegte [CORREA-CERRO et al., 1999]. Aber es
wurden auch zahlreiche Studien mit gegenteiligen Ergebnissen verdffentlicht, die
keinen Beleg fur einen derartigen Zusammenhang fanden [CHETERI et al., 2004,
GSUR et al., 2004, KIBEL et al., 1998].

XU et al. (2003) fanden eine Assoziation zwischen Fokl-RFLP und Prostatakrebs [XU
et al., 2003], andere Studien konnten keine Verbindung mit diesem Polymorphismus
belegen [CHETERI et al., 2004, CHOKKALINGAM et al., 2001, CORREA-CERRO et
al., 1999].

Ahnlich widersprichlich waren auch die Studienergebnisse fiir den Bsmi-
Polymorphismus. Wahrend man bei japanischen und afroamerikanischen
Studienpopulationen einen Zusammenhang fand [HABUCHI et al., 2000, INGLES et
al., 1998], konnte man keinen Einfluss des BsmI-RFLP auf das Risiko fiir Prostatakrebs
bei Nordamerikanern [CHETERI et al., 2004] oder Chinesen [CHOKKALINGAM et
al., 2001] finden.

NTAIS et al. (2003) untersuchten in einer Meta-Analyse 28 Studien zu diesem Thema,
konnten aber fiir keinen der vier Polymorphismen (poly (A), Bsml, Taql, Fokl) einen
signifikanten Zusammenhang mit dem Risiko fur Prostatakrebs nachweisen [NTAIS et
al., 2003].

9.1.2 Brustkrebs

Brustkrebs ist eine der hdufigsten bdsartigen Tumorerkrankungen bei Frauen. Daher
gibt es ein sehr grof3es Bestreben, mogliche genetische Risikofaktoren zu identifizieren.
Aber genau wie bei Prostatakrebs sind die Ergebnisse der Studien tber einen moglichen
Zusammenhang  zwischen  Brustkrebs und VDR-Genpolymorphismen  sehr
widersprichlich [VALDIVIELSO und FERNANDEZ, 2006].

Eine Studie fand einen starken Zusammenhang zwischen Brustkrebs und Taql-RFLP
[CURRAN et al., 1999], zwei stellten eine schwache Assoziation zwischen Taql und
dem Risiko fir Metastasen fest [LUNDIN et al., 1999, SCHONDOREF et al., 2003], der
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Groliteil der Studien konnte jedoch keinen Zusammenhang feststellen [DUNNING et
al., 1999, NEWCOMB et al., 2002].

Fur den Bsml-Polymorphismus fanden drei Studien eine Assoziation mit dem
Brustkrebsrisiko [BRETHERTON-WATT et al., 2001, GUY et al., 2004, RUGGIERO
et al, 1998], SCHONDORF et al. (2003) fanden keinerlei Zusammenhang
[SCHONDOREF et al., 2003].

Im Fall des Fokl-Polymorphismus konnte kaum eine Studie eine Assoziation mit einem
erhéhten Brustkrebsrisiko nachweisen [BRETHERTON-WATT et al., 2001, CURRAN
et al., 1999, GUY et al., 2004].

Die Studien jedoch, die die Polymorphismen Apal [CURRAN et al, 1999,
SCHONDOREF et al., 2003] und poly(A) [GUY et al., 2004, INGLES et al., 1997]
untersuchten, zeigten durchwegs eine Assoziation mit dem Risiko fir Brustkrebs.

9.1.3 Andere Malignome

Auch fur die Entstehung weiterer Krebsarten wie Darm-, Haut-, Blasen- oder
Lungenkrebs kdnnte mdoglicherweise ein Zusammenhang mit VDR-Polymorphismen
bestehen, allerdings gibt es dazu bis dato noch kaum Studien.

Der VDR scheint aber auf jeden Fall fir einige Krebsarten eine wichtige Rolle zu
spielen. Wichtig wird daher in Zukunft sein, die Beziehung zwischen weiteren
Polymorphismen des VDR-Gens und Krebs und auch die Assoziationen mit anderen
Umwelt- und Lifestylefaktoren zu untersuchen [SLATTERY, 2007].

9.2 Diabetes mellitus

Es ist naheliegend, dass Vitamin D sowohl in die Atiologie von Diabetes mellitus (DM)
Typ 1 als auch von DM Typ 2 involviert ist. DM Typ 1 ist eine durch T-Zellen
vermittelte Autoimmunerkrankung. Vitamin D-Verbindungen kénnen die T-Zellen-
Aktivierung unterdrticken, indem sie an den VDR binden. Daher ist es wahrscheinlich,
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dass VDR-Genpolymorphismen in Verbindung mit durch T-Zellen vermittelten
Autoimmerkrankungen stehen.

Weiters wurde in Tierversuchen entdeckt, dass Vitamin D essenziell fur die Erhaltung
der Glukosetoleranz und einer normalen Insulinabgabe ist, beides ist bei DM Typ 2
defekt. Auch in den Beta-Zellen des Pankreas wurden VDRs gefunden. Die
Insulinsekretion wird durch Vitamin D-Mangel beeintréchtigt, durch 1,25(0OH),D3
jedoch wiederhergestellt. Man kann also vermuten, dass VDR-Genpolymorphismen
auch in Zusammenhang mit DM Typ 2 stehen konnten [VALDIVIELSO und
FERNANDEZ, 2006].

Die Ergebnisse der Studien uber die Assoziation von VDR-Genpolymorphismen mit
DM Typ 1 und 2 variieren sehr stark.

Bei DM Typ 1 wurde eine Verbindung des Bsml-Polymorphismus mit dem Vorliegen
der Erkrankung bei Bewohnern Sudindiens [MCDERMOTT et al., 1997], Taiwanesen
[CHANG et al., 2000], Kroaten [SKRABIC et al., 2003] und Japanern [MOTOHASHI
et al., 2003] festgestellt. Diese Ergebnisse wurden in Studien bei Finnen [TURPEINEN
et al., 2003] und Chilenen nicht bestatigt [ANGEL et al., 2004]. Ahnlich kontrovers
waren die Ergebnisse fur die Polymorphismen Apal, Taql und Fokl. In einigen Studien
fand man eine Assoziation zu DM Typ 1 [CHANG et al., 2000, SKRABIC et al., 2003],
in anderen hingegen nicht [ANGEL et al., 2004, TURPEINEN et al., 2003].

NEJENTSEV et al. (2004) untersuchten in ihrer Studie den Zusammenhang zwischen
98 verschiedenen SNPs und DM Typl in mehr als 3.000 englischen Familien. Die
Resultate dieser Studie zeigten, dass kein einziger untersuchter Polymorphismus einen
Effekt auf DM Typ 1 hatte [NEJENTSEV et al., 2004].

Bei DM Typ 2 konnte ein Zusammenhang mit dem Bsml-Polymorphismus bei Ungarn
[SPEER et al., 2001] und Deutschen [ORTLEPP et al.,, 2001], jedoch nicht bei
Franzosen [YE et al., 2001], Bangladeschi [HITMAN et al., 1998] oder Polen
[MALECKI et al., 2003] festgestellt werden. Ahnlich kontroverse Ergebnisse erhielt
man auch fur die anderen Polymorphismen [HITMAN et al., 1998, MALECKI et al.,
2003, YE et al., 2001].



77

9.3 Niereninsuffizienz und sekundarer Hyperparathyreoidismus

Eine der Hauptkomplikationen bei Patienten mit Niereninsuffizienz ist das Auftreten
von sekunddrem Hyperparathyreoidismus (SHPT). Dabei kommt es zu einer vermehrten
Bildung von Parathormon als Reaktion auf einen niedrigen Serum-Calcium-Spiegel, der
durch eine verminderte Vitamin D-Aktivierung aufgrund der Nierenerkrankung
verursacht wird. Der Calcitriol-VDR-Komplex reguliert die Proliferation der
Nebenschilddrisenzellen und die Synthese von Parathormon (PTH) [PATEL et al.,
1994, SZABO et al., 1989].

Als der VDR auch in den Zellen der Nebenschilddrise gefunden wurde, begann man
Studien Uber den moglichen Zusammenhang von VDR-Genpolymorphismen und
Hyperparathyreoidismus durchzufuhren. CARLING et al. (1995) fanden eine
Assoziation zwischen Bsml-Polymorphismus und primérem Hyperparathyreoidismus
[CARLING et al., 1995], was zu der Hypothese fiihrte, dass es auch eine Verbindung zu
SHPT geben konnte. TSUKAMOTO et al. (1996) berichteten (ber ein hoheres
Vorkommen des B-Allels bei Hdmodialysepatienten mit SHPT [TSUKAMOTO et al.,
1996]. Man fand auBerdem heraus, dass Patienten des BB-Genotyps nach einer
einmaligen Gabe von Calcitriol eine gréRere Reduktion des PTH-Levels zeigten als
Patienten des bb-Genotyps [MARCO et al., 2001].

Trotz einiger Studien mit gegensatzlichen Ergebnissen [MCCAREY et al., 1998,
SCHMIDT et al, 1997] weisen die meisten veroffentlichten Studien auf einen
Zusammenhang von Bsml-Genotypen und sHPT hin.

Die restlichen Polymorphismen wurden nicht so intensiv im Zusammenhang mit
Nierenerkrankungen untersucht. Es gibt eine Studie, die einen héheren PTH-Spiegel bei
pradialytischen Patienten mit dem FF-Genotyp in Verbindung bringt [VIGO GAGO et
al., 2005]. Der aa-Genotyp des Apal-Polymorphismus wird ebenfalls mit einem héheren
PTH-Spiegel bei pradialytischen Patienten [YOKOYAMA et al., 1998] assoziiert sowie
mit einer hdheren Empfindlichkeit, Veranderungen des Calciumspiegels festzustellen
und die PTH-Sekretion zu regulieren [YOKOYAMA et al., 2001].
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9.4 Andere Erkrankungen

Aufgrund der zahlreichen unterschiedlichen Zielgewebe und Funktionen von Vitamin D
und der grofRen Verbreitung des VDR in den verschiedensten Geweben wurde der
Einfluss der VDR-Genpolymorphismen auf zahlreiche weitere Erkrankungen
untersucht. Allerdings oft nur in einer einzigen Studie und mit niedrigen
Probandenzahlen.

So wird etwa ein Zusammenhang zwischen Bsml-Polymorphismus und Bluthochdruck
und koronaren Herzkrankheiten vermutet. Weiters gibt es erste Untersuchungen zu
Autoimmunerkrankungen wie Lupus, Hepatitis, Zirrhose, Morbus Crohn, Morbus
Basedow und Multipler Sklerose. Aber auch fir Krankheiten wie Alzheimer und
Parkinson wird mittlerweile ein Zusammenhang mit VDR-Genpolymorphismen
diskutiert und in zukinftigen Studien genauer untersucht werden [VALDIVIELSO und
FERNANDEZ, 2006].
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10 Schlussbetrachtung

1,25(0H);,D3 ubt seine Wirkung auf den Knochenstoffwechsel durch Regulation der
Genexpression aus. Dies wird durch den Vitamin D-Rezeptor, der als
ligandenaktivierter, regulatorischer Transkriptionsfaktor fungiert, vermittelt.

1988 gelang es, die menschliche cDNA des VDR zu klonen, 1997 wurden die
wesentlichen Teile der genomischen Struktur des humanen VDR-Gens beschrieben.
Allerdings gibt es immer noch Liicken bei der Identifizierung der umliegenden Gene
und ihrer Entfernung zum VDR-Gen. Dies in Zukunft aufzukldren ist von grofer
Bedeutung, da bei genetischen Assoziationsstudien der beobachtete Zusammenhang
nicht immer zwangslaufig durch das VDR-Gen selbst, sondern eventuell durch ein
anderes nahe gelegenes Gen erklarbar ist. Auch die Kenntnisse tber die Strukturen von
Haplotypen und Linkage Disequilibrium innerhalb des VDR-Gens sind momentan noch
unzureichend. Dieses Wissen Uber die Verlinkung mehrerer Allele innerhalb eines Gens
muss in Zukunft ausgebaut werden, um Risikoallele fiir bestimmte Krankheiten
schneller und préziser identifizieren zu kénnen. Viele Polymorphismen sind anonym,
also ohne bekannte funktionelle Wirkung, daher nimmt man an, dass sich beobachtete
Assoziationen mit solchen Verlinkungen zu funktionellen Sequenzénderungen an
anderen Stellen des Gens erklaren lassen kdnnten.

Die wichtigsten Genpolymorphismen, die fir das VDR-Gen identifiziert und in der
Folge auch am besten im Zusammenhang mit Osteoporose und anderen Erkrankungen
untersucht wurden, sind Apal, Bsml, Taql, Fokl, Cdx2 und poly(A).

Diese Polymorphismen wurden in Studien am haufigsten in der weilen Bevdlkerung
entdeckt und analysiert. Allerdings hat sich gezeigt, dass es bezuglich der Haufigkeit
bestimmter Polymorphismen groRe Unterschiede zwischen den verschiedenen
ethnischen Gruppen gibt. Die Zahlen diesbezlglich differieren zwischen den Ethnien
sehr deutlich sowohl firr einzelne Allele als auch fiir Genotypen und Haplotypen.

1994 wurde erstmals eine Studie publiziert, die den Zusammenhang zwischen
Polymorphismen des VDR-Gens und Osteoporose untersuchte. In dieser wurde ein

eindeutiger Zusammenhang mit dem Bsml-Polymorphismus nachgewiesen, allerdings
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mussten die Ergebnisse aufgrund eines Fehlers bei der Genotypisierung spater korrigiert
werden. Dennoch folgten daraufhin hunderte Studien, die die Verbindung zwischen
VDR-Genpolymorphismen und Osteoporosepravalenz, Knochendichte, Knochenabbau,
Frakturen oder Wachstum analysierten. Gleichgiiltig welcher dieser Aspekte im
Zusammenhang mit Polymorphismen des VDR-Gens untersucht wurde, die Ergebnisse
der Studien waren durchwegs sehr kontrovers. Eine Erklarung dafur ist vermutlich, dass
sich die Studienpopulationen beziiglich GroRe, Alter, Herkunft, Erndhrung, Einnahme
von Supplementen oder menopausalem Status stark unterschieden und die Studien daher
schwer vergleichbar sind.

Im Rahmen des GENOMOS-Projektes wurde 2007 eine umfassende Meta-Analyse mit
Daten von Uber 26000 Studienteilnehmern aus neun grof3en européischen Studien
durchgefihrt. Es wurden keinerlei signifikante Zusammenhdnge zwischen den
verschiedenen VDR-Genpolymorphismen und Osteoporose gefunden. Einzig der Cdx2-
Polymorphismus scheint einen schwachen Effekt auf das Risiko vertebraler Frakturen
zu haben.

Allerdings gibt es starke Hinweise darauf, dass der Einfluss der VDR-Genvarianten auf
das Risiko, an Osteoporose zu erkranken, sehr stark durch Interaktionen zwischen dem
VDR-Gen und anderen Genen, wie dem ER- oder dem COLIA1-Gen, beeinflusst wird.
Dieser Aspekt und auch der Einfluss von Umweltfaktoren auf den Zusammenhang
zwischen VDR-Genpolymorphismen und Osteoporose sollte bei zukinftigen Studien
starker berucksichtigt werden.

Zusammenfassend kann man darauf schlieRen, dass VDR-Genvarianten durchaus einen
Einfluss auf bestimmte Merkmale der Osteoporose austben. Um einzelne
Polymorphismen in Zusammenhang mit einem erhdhten Osteoporoserisiko bringen zu
koénnen, mussen allerdings funktionelle Polymorphismen des VDR-Gens identifiziert
und mehr Informationen ber LD und Haplotypen innerhalb des VDR-Gens gesammelt
werden. Dartber hinaus missen die ethnischen Unterschiede und die Einfllisse anderer
Gene und Umweltfaktoren in zukilnftigen Studien stérker beriicksichtigt werden. Da es
auch Hinweise auf Assoziationen des VDR-Gens mit anderen Krankheiten wie
Prostatakrebs, Brustkrebs oder Diabetes mellitus gibt, kénnte die Identifikation neuer
funktioneller Polymorphismen nicht nur neue Praventions- und Therapieansatze fir

Osteoporose, sondern auch fir zahlreiche andere Krankheiten liefern.
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