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Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung auf biochemische Indikatoren der Herzinsuffizienz

Kurzauszug

Hintergrund: Basierend auf Ergebnissen einer fritheren Untersuchung, die gezeigt hat, dass
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI) erheblich niedrigere Plasmaspiegel der
Vitamin D-Metabolite 25(OH)D und Calcitriol aufweisen als gesunde Personen gleichen
Alters, resultierte die Hypothese, dass ein niedriger Vitamin D-Status zur Pathogenese

und/oder Symptomatik der CHI beitragen kann.

Studienziel: Im Rahmen einer placebo-kontrollierten, randomisierten Doppelblind-Studie
wurde der Frage nachgegangen, wie sich eine Vitamin D-Supplementierung auf die
Mortalitétsrate sowie auf verschiedene biochemische und klinische Parameter bei Patienten

mit CHI auswirkt.

Material und Methoden: 123 Patienten mit Herzinsuffizienz erhielten randomisiert taglich
50 pg Cholecalciferol und 500 mg Calcium (Vitamin D-Gruppe, n=61) oder ein Placebo-
Préaparat und 500 mg Calcium (Placebo-Gruppe, n=62) iiber einen Zeitraum von 9 Monaten.

Biochemische und klinische Parameter wurden zu Studienbeginn und nach 9 Monaten erfasst.

Ergebnisse: 93 Patienten konnten die Studie beenden. Signifikante Behandlungseffekte
ergaben sich beziiglich der logarithmisch transformierten Plasmaspiegel an 25(OH)D
(P=0,001), sowie der Serumkonzentration an Parathormon (PTH) (P=0,007), Tumor-Nekrose-
Faktor alpha (TNF-a) (P=0,007) und Interleukin 10 (IL-10) (P=0,042).

Die 25(0OH)D-Konzentrationen im Plasma stiegen in der Vitamin D-Gruppe um 67 nmol/L
signifikant an, wéhrend es in der Placebo-Gruppe hingegen nur zu einem Anstieg von 9
nmol/L kam. Am Ende der Studie wiesen die Patienten der Vitamin D-Gruppe nach 9-
monatiger Vitamin D-Supplementation niedrigere PTH-Konzentrationen und hoéhere 1L-10-
Konzentrationen im Serum auf als am Anfang der Studie. Des Weiteren kam es bei den
Patienten, die ein Placebo erhielten, zu einem signifikanten Anstieg der TNF-a-
Serumkonzentration, wihrend der TNF-a-Spiegel in der Vitamin D-Gruppe konstant blieb.
Die Mortalitédtsrate unterschied sich wihrend eines Follow-Up von 15 Monaten in beiden

Behandlungsgruppen nicht voneinander (P>0,05).

Fazit: Vitamin D konnte das Zytokinprofil bei Patienten mit CHI verbessern und scheint
somit eine anti-inflammatorische Wirkung zu haben. Dies konnte fiir die Zukunft neue
therapeutische Moglichkeiten erdffnen. Ebenfalls kann angenommen werden, dass eine

gestorte Vitamin D/PTH/Calcium-Achse zur Progression der CHI beitragt.



Impact of a vitamin D supplementation on biochemical parameters of congestive heart failure

Abstract

Background: Based on a previous study, which has shown, that patients with congestive
heart failure (CHF) have considerably lower concentrations of the vitamin D metabolites 25-
hydroxyvitamin D (25(OH)D) and calcitriol than age-matched healthy controls, it was
hypothesized that low vitamin D status may contribute to the pathogenesis and/or

symptomatology of CHF.

Objective: This double-blind, randomized, placebo-controlled trial was designed to evaluate
the effect of vitamin D supplementation on survival rate and different biochemical and

clinical parameters in patients with CHF.

Methods: One-hundred-twenty-three patients with CHF randomly received 50 pg vitamin
Ds/d plus 500 mg calcium/d (vitamin D group, n=61) or a placebo plus 500 mg calcium/d
(placebo group, n=62) for 9 months. Biochemical parameters were assessed at baseline and

after 9 months.

Results: Ninety-three patients completed the study. Significant treatment effects were
observed on the logarithmic transformed serum concentrations of 25(OH)D (P=0.001),
parathyroid hormone (PTH) (P=0.007), tumor necrosis factor-a. (P=0.006), and interleukin-10
(P=0.042). In detail, 25(OH)D increased by 67 nmol/L in the vitamin D group, but increased
only by 9 nmol/L in the placebo group. Parathyroid hormone was lower and the anti-
inflammatory cytokine interleukin-10 was higher in the vitamin D group after 9 months of
vitamin D supplementation compared with baseline values. During that time interval, tumor
necrosis factor-o increased in the placebo group but remained constant in the vitamin D
group. Survival rate did not differ between the study groups during a follow-up period of 15
months (P>0.05).

Conclusions: Vitamin Dj reduces the inflammatory milieu in CHF patients and might serve
as a new anti-inflammatory agent for future treatment of the disease. Our data provide
evidence for the involvement of an impaired vitamin D/PTH/calcium axis in the progression

of CHF.
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1 Einleitung

Die Herzinsuffizienz ist hinsichtlich Morbiditit und Mortalitit eine der bedeutendsten
Krankheiten in den Industriestaaten, unter der 1,5-3,5% der westlichen Bevdlkerung leiden.
Ungefdhr 10 Millionen EuropéderInnen und 5 Millionen Amerikanerlnnen sind von einer
chronischen Herzinsuffizienz betroffen [1, 2]. Da die Herzinsuffizienz eine Erkrankung mit
stetig ansteigender Bedeutung ist, die mit zunehmendem Alter gehduft auftritt [3, 4], zeichnet
sich entsprechend des demographischen Wandels eine grofere Ausweitung der
,Herzinsuffizienz-Epidemie* ab [5]. Die groe medizinische und soziale Bedeutung der
Herzinsuffizienz erwéchst sowohl aus ihrer Hiufigkeit als auch aus einer schlechten
Prognose. Denn trotz Evidenz-basierter Fortschritte in der Behandlung der Herzinsuffizienz in
den letzten 15 Jahren [1], konnten groBe Beobachtungsstudien keine grundlegende
Verbesserung der Prognose bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz aufzeigen. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate nach Erstdiagnose einer chronischen Herzinsuffizienz liegt lediglich
bei 35-50% [6-8]. Damit liegt die Mortalititsrate hoher als bei den meisten malignen
Tumoren. Obgleich in den vergangenen Jahren ein Wandel in der medikamentdsen Therapie
stattgefunden hat und auch immer neue apparative oder operative Verfahren zur Behandlung
dieser Erkrankung entwickelt werden, bleibt die Sterblichkeit hoch. Anhand Tabelle 1 wird
veranschaulicht, dass die Anzahl der Sterbefille an Herzinsuffizienz im Vergleich zu der

Gesamtzahl aller Todesfdlle mit zunehmendem Alter iiberproportional angestiegen ist.

Tabelle 1: Sterbefalle insgesamt sowie Sterbefélle an Herzinsuffizienz bei 45-65jahrigen
und bei Senioren Uber 75 Jahren in absoluten Zahlen im Jahre 2004 in Deutschland [9]

Manner Manner Frauen Frauen
45-65 Jahre > 75 Jahre 45-65 Jahre > 75 Jahre
Sterbefalle 80.206 178.339 40.452 323.660
msgesamt
Sterbefélle 1.239 11.036 614 30.663

Herzinsuffizienz

Quelle: Statistisches Jahrbuch 2005 fiir die Bundesrepublik Deutschland.
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1.1 Ziel der Studie

Im Rahmen einer doppelblinden, placebo-kontrollierten, randomisierten, klinischen
Interventionsstudie wird primdr der Frage nachgegangen, inwieweit eine Vitamin D-
Supplementierung biochemische Indikatoren der Herzinsuffizienz beeinflusst. Als Anlass fiir
diese Studie werden frilhere Ergebnisse einer kiirzlich durchgefiihrten Untersuchung
genommen, die gezeigt haben, dass Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI)
erheblich niedrigere Plasmaspiegel der Vitamin D-Metabolite 25-Hydroxyvitamin D
(25(OH)D) und Calcitriol aufweisen als gesunde Kontrollpersonen gleichen Alters, sodass die
Hypothese aufgestellt wurde, dass ein niedriger Vitamin D-Status zur Pathogenese und/oder

der Symptomatik der CHI beitragen kann [10].

Das Ziel dieser Studie ist die Verfolgung folgender Fragestellungen:

- Ist es moglich, durch eine Supplementierung mit Vitamin D biochemische Parameter
der Herzinsuffizienz (z.B. natriuretische Peptide, Zytokine, Parathormon) zu

verbessern?

- Kann eine Vitamin D-Supplementierung klinische Parameter (z.B. linksventrikulédre
Ejektionsfraktion, linksventrikuldrer enddiastolischer Diameter, Herz-Thorax-

Quotient) bei Patienten mit Herzinsuffizienz verbessern?

- Lasst sich die Mortalitdtsrate bei herzinsuffizienten Patienten durch eine Vitamin D-

Supplementierung vermindern?
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2 Theoretischer Teil

2.1 Chronische Herzinsuffizienz

Pathophysiologisch ist das Herz bei der Herzinsuffizienz nicht mehr in der Lage, die Gewebe
mit geniigend Blut und damit geniigend Sauerstoff zu versorgen, um den Gewebestoffwechsel
in Ruhe oder unter Belastung sicherzustellen. Charakteristisch fiir die Herzinsuffizienz ist
eine Abnahme der linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF), d.h. des Verhéltnisses von
Schlagvolumen zu enddiastolischem Volumen. Klinisch liegt dann eine Herzinsuffizienz vor,
wenn typische Symptome (Dyspnoe, Miidigkeit, Fliissigkeitsretention) bestehen, denen

ursdchlich eine kardiale Funktionsstérung zugrunde liegt.

Aufgrund der Minderdurchblutung des Herzens und der dadurch bedingten geringeren
Sauerstoffversorgung kommt es zu Zyanosen, und die kdrperliche Leistungsfdhigkeit nimmt
ab. Ebenso kann es infolge eingeschrinkter Fahigkeit der Niere, Wasser und Natrium in
adiquater Menge auszuscheiden, zur Bildung von Odemen kommen. Nachts versucht der
Korper, die angesammelte Fliissigkeit durch erhohte Urinausscheidung abzubauen, was sich
in dem Symptom der Nykturie duBlert. Gleichzeitig entsteht ein Riickstau des Blutes in der

Lunge, der zur Dyspnoe fiihrt.

Anhand dieser klinischen Symptomatik wird die Herzinsuffizienz seit 1928 nach den
Richtlinien der New York Heart Association (NYHA) in vier Schweregrade eingeteilt, je nach
der Anstrengung, die ndtig ist, um bei einem Patienten Symptome hervorzurufen. Je schwerer

die Herzinsuffizienz und je hoher das NYHA-Stadium, desto hoher die Mortalitét.

Tabelle 2: NYHA-KIlassifikation

Stadium I:  Herzerkrankung ohne Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit.
Dyspnoe oder ungewohnliche Erschopfung werden nur durch grofe
Belastungen wie Bergsteigen, nicht aber durch alltigliche korperliche
Belastungen verursacht.

Stadium Il:  Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leistungs-
fahigkeit. Normale alltdgliche korperliche Belastungen (Treppensteigen,
Einkaufen) verursachen Dyspnoe oder ungewo6hnliche Erschopfung.

Stadium I11: Herzerkrankung mit hohergradiger Einschrinkung der korperlichen
Leistungsfahigkeit. Geringe korperliche Belastungen (Gehen in der Ebene,
Einkaufen) verursachen Dyspnoe oder ungewohnliche Erschopfung.

Stadium IV: Herzerkrankung mit Atemnot in Ruhe oder bei minimaler Aktivitat
(Sprechdyspnoe, Zéhneputzen).




2 Theoretischer Teil 4

Die Arbeitsgruppe fiir Herzinsuffizienz des American College of Cardiology (ACC) und der
American Heart Association (AHA) legte Ende 2001 eine neue Stadieneinteilung der
Herzinsuffizienz vor, die als Ergéinzung der funktionellen NYHA-Stadieneinteilung gedacht
ist [11]. Ziel der neuen Einteilung in vier Stadien ist es, die Entstehungsmechanismen und das
Fortschreiten der Erkrankung hervorzuheben. Es wird damit ein Konzept aufgegriffen, das an

dieser Stelle schon seit ldngerem propagiert wurde, um die Moglichkeit zur Prophylaxe der

Herzinsuffizienz hervorzuheben.

Tabelle 3: Neue Stadieneinteilung der ACC/AHA

Stadium | Beschreibung Strukturelle/ Symptome/ Beispiele
funktionelle Zeichen der CHI
Herzerkrankung

A Asymptomatische Nein Nein Arterielle Hypertonie, KHK,
Hochrisikopatienten fiir die Diabetes mellitus, Alkohol-
Entwicklung einer CHI abusus, kardiotoxische

Chemotherapie

B Asymptomatische Patienten Ja Nein LVH, LV Dilatation oder
mit struktureller Herzer- Dysfunktion, alte Infarkt-
krankung narbe, Klappeninsuffizienz

C Symptomatische (aktuell Ja Ja Dyspnoe oder Miidigkeit
oder frither) Patienten mit wegen eingeschrankter LV-
struktureller Herzerkran- Funktion; unter CHI-
kung Therapie beschwerdefrei

gewordene Patienten

D Patienten mit fortgeschritte- ja ja Haufige Rehospitalisation,
ner struktureller Herzer- Warteliste fiir HTX, LV-
krankung und ausgepragter Assist Device, intravendse
Ruhe-CHI trotz maximaler Vasoaktiva
medikamentdser Therapie

KHK: Koronare Herzerkrankungen; LVH: Linksventrikuldre Hypertrophie; HTX: Herztransplantation

Atiologie

Die Atiologie der Herzinsuffizienz ist noch weitgehend unklar. Eine CHI kann entstehen
durch: (1) die chronische Druckbelastung des Herzens mit konsekutiver Myokardhyper-
trophie; (2) tiber den ,,Umweg® einer koronaren Herzerkrankung mit Myokardinfarkt und
Ausfall der kontraktilen Reserve. Die haufigste Ursache einer Herzinsuffizienz in westlichen
Lindern ist die koronare Herzerkrankung (54-70%), die bei 35-52% dieser Patienten von
einer arteriellen Hypertonie begleitet ist [12-16]. Deutlich seltener sind primére oder
sekunddre  Kardiomyopathien mit globaler Einschrinkung der Pumpfunktion,
Herzklappenerkrankungen sowie entziindliche oder toxische Ursachen der kardialen

Dysfunktion (Abb. 1).
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Hypertonie |~ * | Koronare Herzkrankheit Fardiomyopathie Myokarditis
. Abnahme von Abnahme intakter
Zellhyperrophie My okardzelen My okardzellen

I

Swstolizche Funktionsstdrung

Diastolizche Funktionsstéeung

\

Herzinsuffizienz

Abbildung 1: Ursachen der Herzinsuffizienz

Pathophysiologie und Kompensationsmechanismen

Die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz ist komplex. Lange wurde die CHI als ein rein
myokardiales Problem betrachtet, das durch Symptome infolge einer gestdrten Pumpleistung
charakterisiert ist. Im Verlauf zeigte sich jedoch, dass die Symptomatik und die peripheren
Storungen iliberwiegend auf neuroendokrinen Mechanismen beruhen [17-19]. Daher ist die
CHI nicht ausschlieBlich eine Erkrankung des Herzens, sondern gleichzeitig eine schwere
Systemerkrankung, sodass es nicht nur zu lokalen, sondern auch zu systemischen
Adaptationsmechanismen kommt. Die oft erst spdt oder anfangs nur unter Belastung

auftretenden Symptome sind Ausdruck der bereits angelaufenen Adaptationsmechanismen.

Nach einer initialen myokardialen Schiadigung (Druck-/Volumeniiberlastung, Gewebeverlust)
kommt es — mit dem Ziel der Aufrechterhaltung eines bedarfsgerechten Schlagvolumens —
kompensatorisch zu einer ventrikuldren Dilatation und einem ventrikuldren Remodeling mit

Myozytenhypertrophie [20]. Die ventrikuldre Dilatation fiihrt iiber einen dehnungsinduzierten
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programmierten Zelltod (Apoptose) zu einer weiteren Dilatation und somit zu einer
progredienten Myokardschiadigung [21]. Zur Kompensation der reduzierten kardialen
Pumpleistung und als Folge der Minderperfusion lebenswichtiger Organe entsteht zudem
systemisch eine neuroendokrine Aktivierung, d.h. Aktivierung des sympathischen
Nervensystems und Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), erhohte Freisetzung
von Stickstoffmonoxid (NO), natriuretischen Peptiden, Vasopressin und Zytokinen, erhohter
Plasmaendothelspiegel [22-26]. Aus dieser neuroendokrinen Aktivierung resultieren periphere
Vasokonstriktion, Fliissigkeitsretention, Arrhythmieneigung und Katecholaminrefraktaritét
des Herzens sowie klinisch eine Zunahme der Symptomatik des Patienten [27]. Dariiber
hinaus beglinstigen Angiotensin II und eine Adrenozeptorenstimulation weiterhin einen

Zelltod durch Apoptose und Nekrose [28, 29].

Die CHI stellt somit einen dynamischen Prozess dar, bei dem die initial giinstigen
Kompensationsmechanismen langfristig in einem ,,Circulus vitiosus® zu einer weiteren
kardialen Funktionsverschlechterung und damit Progression der Erkrankung beitragen [30,

317 (Abb. 2).

hypertensiv

Herzinsuffizienz

valvular

Dekomp ensation Kompensation

Neurohumorale
/ Stimulation

Proinflammation

genetisch

ischamisch

toxisch Zelltod T Hypertrophie

metabolisch

immunolagisch

Genexpression

Abbildung 2: Schematische Darstellung des ,,Circulus vitiosus* bei der chronischen
Herzinsuffizienz [32]
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In den vergangenen Jahren ist das pathophysiologische Verstindnis um die Erkenntnis
bereichert worden, dass neben der Himodynamik und der neurohumoralen Uberstimulation
eine Aktivierung des Immunsystems mit iiberschieBender Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine, v.a. Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a), ebenfalls moglicherweise den Progress
der CHI ungiinstig zu beeinflussen scheint [7, 33-36]. Des Weiteren zeigen die Ergebnisse
jingerer Zeit, dass es im Verlauf der Herzinsuffizienz zur Entwicklung einer chronischen
Entziindung kommt. So konnten Entziindungszellen im Myokard gefunden sowie deren
Mediatoren lokal im Myokard und zirkulierend im Blut nachgewiesen werden. Damit konnten
entzlindliche Komponenten moglicherweise eine ursidchliche Rolle bei den funktionellen und
strukturellen Verdnderungen spielen, die im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz mit
zunehmender Einschrinkung der kardialen Funktion und Voranschreiten der Symptome

einhergehen, und fiir den Verlauf mit entscheidend sein.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass die CHI nicht mehr nur eine himodynamische Erkrankung
ist, sondern sich als komplexes Bild neurohumoraler, immunologischer und metabolischer
Verdnderungen présentiert. Dabei ist die neurohumorale Aktivierung die derzeitige

Grundsiule im pathophysiologischen Verstindnis der CHI.

2.2 Therapeutische Konzepte

Ziel therapeutischer Maflnahmen ist es, die Symptomatik und die Prognose zu verbessern, die
Progression der Herzinsuffizienz zu hemmen, die Hospitalisationsrate abzusenken und die
Mortalitdt zu reduzieren. Eine ganze Reihe systemischer wie auch gewebsstindiger
neurohumoraler Systeme sind bei der CHI abnormal aktiviert — sowohl unter
Ruhebedingungen als auch unter Belastung. Entscheidende Fortschritte in der Therapie wie
die Einfiihrung von Betablockern, ACE (Angiotensin-Converting Enzyme)-Inhibitoren und
AT, (Angiotensin II)-Antagonisten basieren auf dieser Erkenntnis der neurohumoralen
Aktivierung und bilden die Grundsdulen der heutigen CHI-Therapie. Daneben zdhlen auch
Diuretika und Digitalis-Glykoside im Rahmen der symptomatischen Behandlung zur
Basistherapie. Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt an der neuroendokrinen Achse ist die
Therapie mit Aldosteronantagonisten. Da auch inflammatorische Prozesse kausal zur
Progression der Herzinsuffizienz beitragen konnen, zielt ein neues Therapiekonzept auf die

Inhibition pro-inflammatorischer Zytokine, wie TNF-a, ab. Obwohl erste grofle klinische
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Studien mit einer gezielten Antagonisierung des TNF-a bisher keinen signifikanten Erfolg
zeigten [37, 38], ist das Konzept der immunmodulierenden Therapie der CHI weiterhin von
hochstem Interesse. So ist auch eine Verdnderung des inflammatorischen Milieus im Gewebe
derzeit Gegenstand klinischer Studien. Bisher abgeschlossene Untersuchungen konnten durch
eine Immunmodulation zu einer Verminderung pro-inflammatorischer Zytokine, wie
Interleukin 1B (IL-18), und Steigerung anti-inflammatorischer Zytokine, wie Interleukin 10

(IL-10), fiihren [39] sowie die Mortalidt und Hospitalisierung verringern [40].

2.3 Biochemische Indikatoren der Herzinsuffizienz

Im Rahmen dieser Studie wird der Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung auf folgende
biochemische Indikatoren, die mit der Herzinsuffizienz im Zusammenhang stehen,

untersucht:

- Natriuretische Peptide (NT-proANP, NT-proBNP)
- C-reaktives Protein

- Zytokine (TNF a, IL-10)

- Vitamin D-Metabolite (25(OH)D, Calcitriol)

- Calcium

- Parathormon (PTH)

Daher werden im folgenden die entsprechenden, einzelnen biochemischen Parameter, die

durch die Verabreichung von Vitamin D beeinflusst werden kdnnten, néher erlautert.

Natriuretische Peptide

Die mit einer Herzinsuffizienz einhergehende Uberdehnung des Myokards als Folge einer
Volumenexpansion veranlasst die Kardiomyozyten zur Synthese und Ausschiittung
verschiedener strukturell und funktionell homologer Peptidhormone in den Kreislauf [41-43].
Hierzu zdhlen insbesondere das atriale natriuretische Peptid (ANP) und das brain
natriuretische Peptid (BNP). Die strukturell sehr dhnlichen, relativ kleinen natriuretischen
Peptide (22-32 Aminosduren) werden von verschiedenen Genen kodiert. Sie enthalten C-
terminal alle einen Peptidring aus 17 Aminoséduren, der mit einer Disulfidbriicke verbunden

ist und fiir ihre Hormonwirkung essentiell ist. Uber diesen Peptidring binden sie an
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spezifische Zellrezeptoren, um entweder ihre physiologischen Effekte auszuldsen oder aber
intrazelluldr abgebaut zu werden. Es sind zurzeit insgesamt drei verschiedene natriuretische
Peptidrezeptoren (NPR) charakterisiert. NPR-A, der hauptsédchlich in den Endothelien der
groBen Gefille sowie in Nebenniere und Niere vorkommt und {iber den ANP und BNP
spezifisch gebunden werden sowie NPR-B, der vorwiegend im Gehirn lokalisiert ist und der
hauptsdchlich in der Niere gefundene NPR-C [44]. Die Rezeptoren NPR-A und NPR-B sind
transmembranire Proteine mit einer extrazelluldren Bindungsstelle fiir die natriuretischen
Peptide und einer intrazelluliren Guanylatzyklase, die nach Ligandbindung aktiviert wird.
Dies fiihrt zu einer vermehrten Bildung von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) als
second messenger, was wiederum eine cGMP-abhédngige Proteinkinase (PKG) aktiviert, die
dann die Aktivitit spezifischer Proteine durch Phosphorylierung am Serin oder Threonin

reguliert.

Der Rezeptor NPR-C fungiert als Clearance-Rezeptor, der die natriuretischen Peptide
endozytiert und dem lysosomalen Abbau zufiihrt, wobei er selbst wieder zur Zellmembran
zuriick transportiert wird [45]. Neben dem rezeptorvermittelten Abbau werden die
natriuretischen Peptide auch durch die membrangebundene, extrazelluldr ausgerichtete, Zink-
abhingige neutrale Endopeptidase (NEP) abgebaut, die hauptséichlich in Niere, Lunge und
GefiBendothelzellen vorhanden ist [46]. Uber diese beiden Mechanismen erfolgt eine relativ
schnelle Elimination der natriuretischen Peptide aus dem Plasma. Wegen unterschiedlicher
Affinitdten zum Clearance-Rezeptor und zur NEP ist allerdings die biologische Halbwertszeit
(HWZ) der N-terminalen (NT) Peptide mit einer HWZ von 60-120 Minuten hoher als die von
BNP (20 Minuten) und ANP (3 Minuten) (NT-proBNP>NT-proANP>BNP>ANP). Deswegen
liegen die Plasmakonzentrationen von NT-proBNP und NT-proANP um das 10-50fache iiber
denen der physiologisch aktiven Hormone [47, 48].

Die natriuretischen Peptide sind die natiirlichen Gegenspieler des RAAS und der adrenergen
Stimulation bei Patienten mit Herzinsuffizienz. Sie wirken vasodilatierend, natriuretisch und
diuretisch [25, 48, 49]. In Abhingigkeit von den Zielzellen resultiert eine verstirkte
Natriurese (Hemmung der tubuldren Natrium-Riickresorption durch Hemmung der apikalen
Natriumkanédle und der basolateralen Natrium-/Kalium-ATPase), eine Erhohung der
glomeruldren Filtrationsrate (Dilatation der afferenten und Konstriktion der efferenten
Gefille), eine Hemmung der Aldosteronfreisetzung in der Nebennierenrinde, eine Hemmung
der Renin-Sekretion und eine allgemeine Vasodilatation (Hemmung der Endothelin-

Freisetzung) [50, 51]. Da ANP und BNP beide am NPR-A-Rezeptor binden und den gleichen
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cGMP-PKG-Signaltransduktionsweg nutzen, ist ihre natriuretische Potenz vergleichbar.
Dartiber hinaus iiben die natriuretischen Peptide eine antiproliferative, antihypertrophe und

antimitogene Aktivitit auf das kardiovaskuldre System aus [52, 53].

Die natriuretischen Peptide spielen eine wichtige Rolle fiir die Aufrechterhaltung des
kompensierten Zustandes bei Herzinsuffizienz und sind deshalb auch bei asymptomatischer
Herzinsuffizienz im Plasma erhoht. Im Laufe der Herzinsuffizienz verlieren die natriure-
tischen Peptide trotz hoher Plasmaspiegel wegen einer sich entwickelnden Resistenz des
Zielgewebes (Nierentubuli) ihre Wirkung. Die Resistenz ist wahrscheinlich das Resultat einer

Downregulation der Rezeptoren und einer erhdhten cGMP-Phosphodiesterase-Aktivitit [54].

NT-proANP

ANP wird fast ausschlieBlich von den Kardiomyozyten des Atriums synthetisiert und in
Abhéngigkeit des intraatrialen Volumens freigesetzt [55]. Die Biosynthese erfolgt aus einem
Prohormon (proANP), das nach Abspaltung eines Signalpeptids aus dem pra-proANP entsteht
und in Granulae gespeichert wird (Abb. 3). Widhrend der Freisetzung aus den
Sekretionsvesikeln wird das proANP proteolytisch wahrscheinlich durch die Serinprotease
Corin zu gleichen Teilen in das C-terminale, physiologisch aktive Hormon (ANP) und das N-
terminale Peptid (NT-proANP) gespalten und freigesetzt [56]. NT-proANP bewirkt eine
Stimulierung der Natriurese iiber eine Prostaglandin-E, (PGE,)-vermittelte Hemmung der

basolateralen Na'/K -ATPase.

pri-proANP
(151 &3)

ProANP

Signalpeptid
(@5 AS) (1-126;136 AS)
Hat [ FCOCH
Kardiomyozyt Niere
. T Wandspannung x \ .
NT-proANP ANP Urodilatin

(1-68; 98 A5) (09126 28 AS) (©3-126, 32 AS)

Prﬂm]_m pmANP3l_57 pl’OkhANPw_gg
=LAMP =VD =KP
hysiologisch aktiv siologisch altiv
physiologisch aktiv Physiologt phy ¢

Abbildung 3: Synthese des NT-proANP
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Bei Volumenexpansion sowie Drucksteigerungen im Vorhof und Ventrikel steigen die
Plasmaspiegel an proANP an. Patienten mit verdnderter linksventrikuldrer Himodynamik
weisen deutlich hohere Plasmaspiegel an allen proANP-Fragmenten auf [57, 58] als Patienten

mit normaler Herzfunktion [59].

Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass NT-proANP signifikant mit
echokardiographischen Messungen der linksventrikuldren Struktur und der Leistung sowie
der Funktion von Aorten-und Mitralklappen korreliert [60-62]. Des weiteren stellte sich
sowohl bei Patienten mit kardiovaskuldren Storungen als auch bei der gesamten Bevolkerung
eine Korrelation zwischen proANP und der Mortalitit heraus [63-66]. Basierend auf diesen
Befunden dient proANP daher der Identifikation von Patienten mit einer asymptomatischen
Herzinsuffizienz [67], als Marker zur Objektivierung des Schweregrades und zur

Risikostratifikation bei der CHI [68-72].

NT-proBNP

NT-proBNP wird in Folge von Dehnungsreizen und neurohumoraler Stimulierung
hauptsdchlich von Kardiomyozyten im linken Ventrikel synthetisiert und in die Blutbahn
sezerniert [73, 74]. Im Gegensatz zu proANP wird proBNP erst bei ldnger andauernder
Volumenexpansion des Ventrikel aktiviert [75]. Die Biosynthese erfolgt dhnlich wie beim
ANP durch proteolytische Spaltung des Prohormons proBNP in das C-terminale,
physiologisch aktive BNP und das inaktive N-terminale proBNP (NT-proBNP), die beide in
dquimolaren Mengen in die Blutzirkulation abgegeben werden (Abb. 4). Im Gegensatz zum
proANP ist das proBNP aber nur in geringerem Umfang in Sekretionsvesikeln gespeichert.
Die Regulation der BNP-Synthese und Sekretion findet hauptsidchlich auf transkriptionaler
und posttranskriptionaler (Beeinflussung der BNP-mRNA-Stabilitidt) Ebene statt. Kiirzlich
konnte auch gezeigt werden, dass auch Herzfibroblasten in der Lage sind, BNP zu

produzieren [76].



2 Theoretischer Teil 12

pri-proBNP
(134 A
NCOW
Signal peptid proBNP
(26 45 (1-108;108 A)
1 CO0H HN COOH
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Kardiomyozyt (Cotinhy
/ T Wandspannung \
NT-proBNP BNP
(1-76,76 AS; 9 kDa) (77-102, 32 43,3 kDg)
physiologisch inaldtiv physiologisch aldiv

Abbildung 4: Synthese des NT-proBNP

Die physiologsichen Effekte des BNP sind konzentrationsabhingig. In geringeren
Konzentrationen (1,5-3fache der normalen Serumkonzentration) stimuliert BNP hauptsédchlich
die Natriurese und wirkt dhnlich wie das ANP, wihrend bei hoheren Konzentrationen
(20fache der normalen Serumkonzentration) eine Stimulierung des renalen Blutflusses und

der glomerulédren Filtrationsrate im Vordergrund steht.

Die Bestimmung der Plasmakonzentration von NT-proBNP erlaubt eine Indentifikation
herzinsuffizienter Patienten bereits schon im asymptomatischen Stadium NYHA I [77-80],
eine Objektivierung des Schweregrades der kardialen Funktionseinschrinkung [81], ein
Monitoring des Krankheitsverlaufes mit prognostischer Aussagekraft [82-84] und eine
Risikostratifikation [83-86]. Die NT-proBNP-Spiegel sind bei herzinsuffizienten Patienten
mit stark eingeschrinkter linksventrikuldrer Funktion gegeniiber gesunden Personen deutlich
erhoht [87, 88] und steigen mit zunehmendem Schweregrad und sinkender linksventrikulérer
Ejektionsfraktion teilweise liberproportional stark an [89-91]. Somit fungiert NT-proBNP als
wichtiger diagnostischer und prognostischer Parameter bei CHI-Patienten [92]. Ein erhohter
NT-proBNP-Spiegel stellt eine unabhingige Einflussgroe auf die Mortalititsrate bei
Patienten mit linksventrikuldrer Dyfunktion dar [72, 84, 93-95]. In zahlreichen Studien konnte
festgestellt werden, dass NT-proBNP ein starker prognostischer Pradiktor sowohl der 1-
Jahres-Mortalitdt [84, 93, 96] als auch des plotzlichen Herztodes [97] bei herzinsuffizienten

Patienten ist, unabhidngig von der systolischen Funktion, NYHA-Stadium, Alter und
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Geschlecht [98]. Ebenso dient NT-proBNP als unabhédngiger Pradiktor fiir das
Rehospitalisierungsrisiko [99, 100] bei CHI-Patienten.

Eine weitere Indikation zur NT-proBNP-Bestimmung ist die Uberpriifung der Effektivitit
eines medikamentdsen Therapieschemas mit Reduktion der NT-proBNP-Konzentration bei

Verbesserung der Myokardfunktion [101-104].

Vergleich der natiuretischen Peptide

Die natriuretischen Peptide wurden in die aktuellen Empfehlungen der Europdischen
Gesellschaft fiir Kardiologie zur Diagnose der Herzinsuffizienz aufgenommen [2]. Sie dienen
ebenfalls als aussagekriftige Prognosemarker, unabhidngig von echokardiographischen
Messungen [68, 89]. Die zirkulierende Konzentration von NT-proANP reflektiert primir die
Vorhofbelastung und muss nicht zwangsldufig auf eine linksventrikuldre Dysfunktion
hinweisen [105], wihrend NT-proBNP nahezu ausschlieBlich aus dem linken Ventrikel in die
Blutbahn freigesetzt wird und die ventrikuldre Wandspannung widerspiegelt. Somit scheint
NT-proBNP als Herzinsuffizienz-Marker fiir die Beurteilung und Risikostratifizierung einer
linksventrikuldren Funktionsstorung, der quantitativ bedeutendsten Ursache einer

Herzinsuffizienz, dem NT-proANP {iberlegen [42, 82, 89, 106-108].

AulBerdem ist NT-proBNP sensitiver und stabiler, zeigt keine zirkadiane Rhythmik und weist
eine wesentlich lingere Halbwertszeit im Vergleich zum NT-proANP auf, welches fiir den
Einsatz in der klinischen Routine vorteilhaft ist [25, 47, 48, 109]. Daher scheint NT-proBNP

besser als NT-proANP zur Prognoseeinschétzung geeignet zu sein.

C-reaktives Protein

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein aus fiinf identischen Untereinheiten zusammengesetztes
nichtglykolisiertes polymeres Protein und zdhlt zu den so genannten Akut-Phase-Proteinen.
Darunter versteht man eine Gruppe von Proteinen, deren Plasma- bzw- Serumkonzentration
wiahrend entziindlicher Erkrankungen um mindestens 25% zu- bzw. abnimmt. Die
Serumkonzentration von CRP stellt ein verldssliches MaB fiir Entziindungsreaktionen dar. Die
Synthese und Sekretion von CRP in der Leber wird durch die pro-inflammatorischen
Zytokine TNF-a und IL-6 induziert. Es ist bekannt, dass CRP spezifisch Phosphocholin, die

hydrophile Komponente von Phosphatidcholinen in der Zellmembran erkennen kann. Die
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Bindung von CRP an die Zellwand aktiviert Komplement {iber den klassischen Mechanismus

und stimuliert Makrophagen und andere Zellen zu phagozytieren.

CRP hat als Entziindungsmarker im Rahmen kardiovaskuldrer Erkrankungen eine hohe
klinische Relevanz erlangt. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass das Risiko
fiir zukiinftige kardiovaskuldre Ereignisse mit der Hohe des zirkulierenden CRP assoziiert ist
[110-114]. Dabei liegen die ,,erhohten* CRP-Spiegel im Bereich der Referenzwerte von 1-10
mg/L und damit bei weitem unter den CRP-Erhéhungen, die sich bei akuten entziindlichen
Erkrankungen messen lassen. Des Weiteren sind erhdhte CRP-Spiegel mit einer erhohten
Mortalitdtsrate assoziiert und ebenso mit einer verminderten therapeutischen Ansprechbarkeit

[115].

Zytokine

Zytokine sind regulatorische Peptide/Proteine bzw. Glykoproteine, die von Leukozyten oder
anderen Korperzellen sezerniert werden und iiber autokrine oder parakrine Mechanismen
Zellwachstum, Differenzierung oder Funktionen verschiedener Zellpopulationen beeinflussen.
Es werden pro-inflammatorische und anti-inflammatorische Zytokine unterschieden, die sich

normalerweise im Gleichgewicht befinden.

In Abhingigkeit von einem Stimulus oder einer speziellen Erkrankung werden Zytokine nicht
isoliert produziert, sondern befinden sich in einem Zusammenspiel zahlreicher freigesetzter
Mediatoren. Diese konnen mit der Immunreaktion positiv und negativ interagieren bzw.

andere Zytokine induzieren und deren Produktion inhibieren [116].

Auch bei verschiedenen kardialen Erkankungen besitzen Zytokine als wichtige Mediatoren
des Immunsystems eine pathophysiologische Bedeutung, so nicht nur bei der Myokarditis als
offensichtlich entziindliche Erkrankung, sondern auch bei der Herzinsuffizienz. Sie wirken
dabei direkt oder indirekt auf das Herz. So konnen sie zum Zelluntergang (Nekrose,
Apoptose) oder auch zu Reparationsvorgéngen fiihren. Zytokine haben in den letzten Jahren
zunehmend das wissenschaftliche Interesse im Rahmen der Herzinsuffizienz geweckt [117,
118]. Verschiedenste Beobachtungen lassen vermuten, dass diese Immunmodulatoren nicht
nur Folge der Herzinsuffizienz sind, sondern ursdchlich eine groBe Rolle bei deren

Pathogenese spielen.
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Bei Patienten mit Herzinsuffizienz werden erhohte Zytokinkonzentrationen nicht nur im
Myokard, sondern ebenfalls hdufig im Serum beobachtet [33, 118, 119]. Im Rahmen erhohter
Serumkonzentrationen an pro-inflammatorischen Zytokinen trdgt vor allem TNF-a zur

Pathogenese und Progression der CHI bei [7, 34, 120, 121].

Zahlreiche Aspekte des Syndroms Herzinsuffizienz sind durch die bekannten biologischen
Effekte von Zytokinen erkldrbar: Pro-inflammatorische Zytokine verschlimmern das
himodynamische Ungleichgewicht, wirken teilweise negativ inotrop, fiihren zur
linksventrikuldren Hypertrophie, verursachen eine Zerstérung von Kardiomyozyten und
dadurch die myokardiale Fibrose und fordern die Produktion von wiederum mehr Zytokinen,
die diesen Teufelskreis dann fortsetzen. Daher scheint bei der CHI das Gleichgewicht
zwischen pro- und anti-inflammtorischen Zytokinen zu Ungunsten der anti-inflammatorischen
Zytokine zerstdrt zu sein [122]. Die Orte der Zytokinproduktion sowie die Rolle und
Bedeutung, die ihnen jeweils im Gesamtbild der Herzinsuffizienz zukommen, sind dabei noch

nicht eindeutig geklért.

In diesem Zusammenhang verdichten sich die Hinweise, dass MaBBnahmen, die die negativen
Auswirkungen pro-inflammatorischer Zytokine auf die Progression der Herzinsuffizienz
vermindern konnen, derzeit potentielle neue, therapeutische Optionen in der Behandlung der
CHI darstellen konnten. In den letzten Jahren haben Zytokine daher nicht nur enorm an
klinischer, sondern vor allem auch an therapeutischer Bedeutung gewonnen. In diesem
Rahmen wird durch Verabreichung von speziellen Zytokinen bzw. Zytokin-Antagonisten
versucht, eine bestehende Zytokin-Disbalance, die zur Progression der Herzinsuffizienz
beitrdgt, auszugleichen und damit die Erkrankung zu therapieren. So fiihrten die im Rahmen
der Herzinsuffizienz erhohten Spiegel von TNF-a und dessen langfristig schidigende
Wirkung auf das Myokard zu dem Versuch, TNF-a-Rezeptor-Antagonisten in der
Behandlung der Herzinsuffizienz einzusetzen [123, 124]. Eine Verbesserung der kardialen
Funktion bei herzinsuffizienten Patienten fiihrte gleichzeitig zu einer deutlichen Reduktion
der TNF-a-Serumspiegel [125]. Auch in einer kleineren Phase-I-Studie zeigte sich zwar ein
positiver Effekt der Therapie mit TNF-a-Antagonisten auf die Symptome von Patienten mit
Herzinsuffizienz [124]; zwei grofe Studien mit TNF-o-Antagonisten bei Patienten mit
NYHA I-IV wurden jedoch wegen eines fehlenden giinstigen Effektes abgebrochen [126].
Moglicherweise ist dies auf eine unbalancierte Blockade von pro-inflammatorischen Signalen
zuriickzufiihren, die zwar Bedeutung fiir das Fortschreiten der Herzinsuffizienz haben, die

aber andererseits auch wirksame Kompensationsmechanismen steuern kénnen.
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Das komplexe Interaktionsmuster von Zytokinen und die Induktion von Zytokinkaskaden mit
agonistischen und antagonistischen Mediatoren lassen daher die therapeutische Effizienz von
Zytokinen bzw. Zytokinantagonisten im klinischen Einsatz allerdings héufig nur schwer

voraussagen; das gleiche gilt fiir das Nebenwirkungsprofil.

Tumor-Nekrose-Faktor-a

TNF-a ist ein pro-inflammatorisches Molekiil, welches primér in Makrophagen gebildet wird,
und dadurch nahezu in jedem Organ freigesetzt werden kann [127]. Dariliber hinaus wurde
nachgewiesen, dass das Myokard selbst in der Lage ist, TNF-a zu synthetisieren [128, 129].
Wiahrend TNF-a im gesunden Myokard nicht exprimiert wird [34, 130], wird seine Bildung
akut durch eine Reihe von Stressfaktoren induziert, die moglicherweise zur Entstehung der
CHI beitragen: Druckbelastung des Myokards und Dehnung von Kardiomyozyten [130],
oxidativer Stress [131] und myokardiale Ischdmie oder Infarzierung [132] (Abb. 5).

Cruckbelastung \ ,/’/ Entzindung

Ischamies

Reperfusion Infektion

Hyperrophie Fibrose Apoptose  |Kontraktile Dysfunktdion

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Stimuli, die im Herzen zu einer gesteigerten
TNF-a-Synthese fuhren, sowie der nachgewiesenen myokardialen Effekte von TNF-a..

Die kardiale Freisetzung von TNF-o ist nach dieser Hypothese eine Ursache fiir die

nachgewiesene Erhohung zirkulierender TNF-o-Serumspiegel bei Patienten mit CHI [33].
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Dabei besteht eine Korrelation zwischen den zirkulierenden TNF-a-Serumkonzentrationen
und der Herzinsuffizienz [128]. Da TNF-a eine Reihe von phinotypischen Veridnderungen
induziert, wie sie fir die Herzinsuffizienz charakteristisch sind, darunter linksventrikuldre
kontraktile Dysfunktion, linksventrikuldres Remodeling, Lungenddem und Kardiomyopathie
[133-135], ist es naheliegend, dass TNF-a eine Schliisselposition in der Pathogenese der

Herzinsuffizienz zukommt.

Die Bedeutung von TNF-a fiir die Ausbildung einer Myokardhypertrophie wurde durch
Experimente an isolierten adulten Katzenkardiomyozyten herausgestellt, in denen TNF-a
konzentrationsabhingig zu einer Zunahme der Proteinsyntheserate und zu einer Zunahme von
B-Aktin- und a-Myosinschwerkettenprotein fiithrte [136]. Transgene Mausmodelle mit einer
myokardspezifischen Uberexpression von TNF-o. zeigten dariiber hinaus, dass eine
chronische TNF-o-Uberexpression zu einer linksventrikuliren Dilatation und Dysfunktion
sowie zur Herzinsuffizienz fiihrt [35, 137-140]. Dabei waren das Ausmal} und der Progress
der Dysfunktion abhéngig vom Grad der Uberexpression [140]. Ebenso wurde eine durch
TNF-a induzierte Apoptose in einer Reihe von Zelltypen nachgewiesen [141], darunter an
isolierten Rattenkardiomyozyten [142]. Weiter konnten fiir TNF-o u.a. eine suppressive
Wirkung auf die Kontraktilitit [143], eine B-Rezeptoren-Desensibilisierung [144] und

Verdnderungen im myokardialen Calciumstoffwechsel gezeigt werden [135].

Der Zusammenhang zwischen der Prognose fiir das Uberleben bei Herzinsuffizienz und der
Hohe zirkulierender pro-inflammatorischer Zytokine konnte nachgewiesen werden. So konnte
gezeigt werden, dass die Hohe des zirkulierenden TNF-a eine hértere und genauere
prognostische Aussagekraft besitzt als die bisher zur Prognoseabschétzung genutzten
konventionellen himodynamischen und klinischen Parameter [7]. Die zirkulierenden Spiegel
der Immunmodulatoren und der Grad deren Expression korrelieren dabei eng mit dem
Schweregrad der Herzinsuffizienz. Dabei werden die Zytokine in fritheren Stadien der
Herzinsuffizienz aktiviert als die klassischen neurohumoralen Faktoren, wie z.B. Angiotensin
[145]. Erhohte TNF-o Spiegel bei herzinsuffizienten Patienten (> 6,6 pg/ml) gelten als
unabhéngige Priadiktoren der Mortalitit [128, 146].
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Interleukin-10

IL-10 wird von aktivierten Makrophagen und Lymphozyten sezerniert und besitzt sowohl
anti-inflammatorische, als auch immunosuppressive Eigenschaften [147]. Es inhibiert den
nukledren Faktor-(NF-)xB, den zentralen Transkriptionsfaktor in der Entziindungskaskade,
und supprimiert die Zytokinproduktion in Monozyten [148]. Ebenso hemmt IL-10 auch die
zytotoxische Potenz von Makrophagen, insbesondere die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und die zellvermittelte Immunreaktion [149]. Daher

werden dem IL-10 kardioprotektive Eigenschaften zugesprochen [149, 150].

Die Hemmung der TNF-a-Produktion und der Immunreaktion vom verzdgerten Typ erdffnet
fiir IL-10 neue therapeutische Optionen fiir die Suppression von zytokinassoziierten

Nebenwirkungen und fiir die zukiinftige Behandlung der Herzinsuffizienz.

Beteiligung von Vitamin D bei der Herzinsuffizienz

Neben der Aufrechterhaltung der systemischen Calciumhomdostase spielt der aktive Vitamin
D-Metabolit Calcitriol auch fiir die intrazellulire Calciumhomdoostase im Herzmuskel eine
wichtige Rolle. Dabei wird die zelluldire Wirkung von Calcitriol analog zur Wirkungsweise
anderer Steroidhormone entweder {iber eine genomischen Wirkmechanismus durch Bindung
an ein nukledres Rezeptorprotein, den Vitamin D-Rezeptor, vermittelt, wobei dieser Hormon-
Rezeptor-Komplex iiber Bindung an spezifische DNS-Sequenzen Transkription und
Translation der Zielzelle beeinflusst, oder iiber einen nicht-genomischen Mechanismus durch
Bindung an ein membransténdiges Rezeptorprotein unter Aktivierung von Secondmessenger-
Mechanismen [151-154]. Sekundér konnen die nicht-genomischen Effekte wiederum in die
genomisch wirksame Signaltransduktion einflieBen [155]. So wird beispielsweise der
Calcium-Einstrom in den Herz- und Skelettmuskel durch Calcitriol sowohl {iber den
genomischen [156, 157] als auch iiber den nicht-genomischen Mechanismus stimuliert [158,

159].

Seit den achtziger Jahren ist bekannt, dass sich in ca. 30 Zielorganen, darunter auch im
Herzmuskel, sowohl zytosolische oder nukledre als auch membranstindige Vitamin D-
Rezeptoren finden und Calcitriol spezifisch binden kdnnen, was auf zahlreiche physiologische
Funktionen von Vitamin D hinweist [160-163]. Studien zu Dosis-Wirkungs-Beziehungen

haben ergeben, dass die molare Potenz von Calcitriol im Verhiltnis zum 25(OH)D mit 125:1
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bis 400:1 zwar hoher liegt, aber da die Plasmakonzentrationen an 25(OH)D 500-1000 mal
hoher liegen als die an Calcitriol, kann angenommen werden, dass 55-90% der Vitamin D-

Aktivitit von 25(OH)D ausgeht [164].

Die physiologische Bedeutung von Vitamin D als Steroidhormon geht jedoch weit {iber die
Regulation des Calciumstoffwechsels hinaus und seine Bedeutung als pathogenetischer
Faktor bei der Entwicklung zahlreicher Erkrankungen wird durch eine Vielzahl von Studien
belegt [165-168]. Daher fokussierte sich die Vitamin D-Forschung in den letzten 10 Jahren
zunehmend auf die nicht-calciotropen Wirkungen von Vitamin D, insbesondere auf die
antiproliferativen/zelldifferenzierenden [169, 170] und immunmodulatorischen [171-173]
Eigenschaften von Calcitriol. Anhand dieser nicht-calciotropen Eigenschaften stehen die
Vitamin D-Metabolite im Rahmen der CHI im wissenschaftlichen Interesse [10, 174-178]. In
einer kiirzlich durchgefiihrten Untersuchung wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein
niedriger Vitamin D-Status zur Pathogenese und/oder der Symptomatik der CHI beitragen
kann [10]. Patienten mit CHI haben erheblich niedrigere Plasmaspiegel der Vitamin D-
Metabolite 25(OH)D und Calcitriol als gesunde Kontrollpersonen gleichen Alters [10]; und
ein Grofteil von Patienten weist auch biochemische Anzeichen eines Hyperparathyreodismus

auf [10, 179].

Dartiberhinaus beeinflusst Calcitriol auch andere Faktoren, die mit der Pathogenese der
Herzinsuffizienz assoziiert sind. So werden durch Calcitriol Gene reguliert, die fiir die
Produktion von Zytokinen und somit fiir den zelluldren Stoffwechsel verantwortlich sind
[171]. Experimentellen Daten zufolge verdichten sich die Hinweise, dass der Zytokin-
Metabolismus von TNF-a und IL-10 durch Vitamin D beeinflusst werden kann. So konnten
experimentelle Studien zeigen, dass das Vitamin D-Hormon Calcitriol in der Lage ist, die
Freisetzung des pro-inflammatorischen TNF-a zu unterdriicken [180]. Des Weiteren vermag
Calcitriol die Synthese des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 zu steigern [181] sowie die
IL-10 Rezeptorexpression in vitro zu induzieren [182]. Auch hohe 25(OH)D-Spiegel im
Plasma gehen epidemiologischen und experimentellen Daten zufolge mit erhohten IL-10-

Konzentrationen einher [183, 184].

Ein weiterer Ansatzpunkt von Calcitriol besteht in der Hemmung des RAAS und somit in der
Regulation des Blutdrucks [185]. Dabei wird die Stimulation der Reninsekretion entweder
indirekt durch einen Anstieg des intrazelluldren zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)
und/oder einer verminderten intrazelluldren Calciumkonzentration [186] oder direkt durch

Calcitriol, unabhingig vom Calcium-Metabolismus, vermittelt [185]. Unterstiitzend dazu
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liegen Daten tierexperimenteller Studien vor, die zeigen konnten, dass es durch die genetische
Abspaltung des Vitamin D-Rezeptors zu einer Uberaktivierung des RAAS, zu einem erhdhten
Blutdruck, zu erhohten Plasmakonzentrationen an atrial natriuretischen Peptiden sowie zur

kardialen Hypertrophie kam [187].

Eine defizitdre Vitamin D-Versorgung verschlechtert die intestinale Calciumausnutzung, fiihrt
damit zu niedrigen Calciumspiegeln im Serum und kann zu einem Defizit des fiir die
Kontraktion des Herzmuskels erforderlichen Calciums fithren. Es kommt zur vermehrten
Freisetzung von Parathormon, wodurch die Aktivitit der renalen 1a-Hydroxylase und damit
die Bildung von Calcitriol induziert wird [188, 189]. Daher sind die Calcitriolspiegel bei einer
insuffizienten Vitamin D-Versorgung im Normbereich oder auch erhoht [190, 191]. Erst
wenn die 25(OH)D-Konzentrationen im Plasma aufgrund eines schweren Vitamin D-Mangels
fast nicht mehr nachweisbar sind, liegen die Calcitriol-Spiegel im unteren Normbereich oder
darunter. Aus diesem Grund ist die Calcitriolkonzentration im Plasma zur Beurteilung der
Vitamin D-Versorgung nicht geeignet. Im Gegensatz zur 25(OH)D-Konzentration im Plasma

unterliegen die Calcitriolkonzentrationen keinen saisonalen Schwankungen [192, 193].

Daher gilt der Plasmaspiegel an 25(OH)D als bester Indikator, um einen Vitamin D-Mangel,
eine Vitamin D-Insuffizienz, Hypovitaminose, eine optimale Vitamin D-Versorgung sowie
toxisch wirkende Vitamin D-Spiegel zu klassifizieren [194, 195] (Tab. 4) und die Auswirkung

einer Vitamin D-Supplementierung auf die Vitamin D-Versorgungslage zu ermitteln.

Dabei ist es jedoch schwierig, welche Grenzwerte fiir die einzelnen Bereiche definiert
werden, da es keine allgemein giiltige Begriffsabgrenzung gibt. Um eine Abgrenzung einer
defizitiren von einer addquaten Versorgung vorzunchmen, werden haufig biologische Effekte,
insbesondere der Anstieg der PTH-Konzentration [196-201] und die Umwandlung von

25(0OH)D zum Calcitriol [202] zur Definition herangezogen.



2 Theoretischer Teil 21

Tabelle 4: Stadien der Vitamin D-Versorgung gemaf der Plasmaspiegel an 25(OH)D
[10, 203, 204]

Versorgungslage 25(0OH)D Biochemisch/klinische Veranderungen
(nmol/L)
defizitér 0-25 Calciummalabsorption, Rachitis, Osteomalazie, Myopathie,
ausgepragter sek. Hyperparathyreodismus
insuffizient >25-50 sek. Hyperparathyreodismus, reduzierte Calcium-Absorptionsrate,
Osteoporoserisiko T, subklinische Myopathie
suboptimal >50-70 bis 100 | Entleerte Vitamin D-Speicher, leicht erhdhte Parathormonspiegel
addquat 70-100 bis 250 Keine Beeintriachtigung Vitamin D-abhéngiger Korperfunktionen
toxisch > 250 Hyperabsorption von Calcium, erhohte Calciumauslagerung aus

Knochen, Hypercalcdmie, Verkalkung der Weichteile

sek. = sekunddrer; T = erhoht

Ein Vitamin D-Mangel kann iiber das Auftreten einer Rachitis bei Kindern und einer
Osteomalazie bei Erwachsenen [205, 206] und wahrscheinlich auch einer subklinischen
Myopathie [207] definiert werden und duBlert sich gewo6hnlich bei 25(OH)D-Plasmawerten <
12,5 nmol/L. Doch auch 25(OH)D-Werte unter 25 nmol/L kénnen langfristig zur Rachitis
bzw. Osteomalazie fithren [208]. Eine Vitamin D-Insuffizienz kann bei 25(OH)D-
Plasmakonzentrationen definiert werden, unter denen es zur Beeintrichtigung der
Calciumhomoostase und des Knochenstoffwechsels kommen kann. Dieser Bereich umfasst
Plasmaspiegel zwischen 25 und 50 nmol/L [202, 209, 210]. Als eine Hypovitaminose D kann
eine suboptimale 25(OH)D-Plasmakonzentration (50-100 nmol/L) beschrieben werden, die
fiir Beeintriachtigungen des Stoffwechsels pradisponiert ist und dazu neigt, in einen Vitamin
D-Mangel iiberzugehen, jedoch reversibel ist. Bereits eine suboptimale Vitamin D-
Versorgung kann zu erhohten PTH-Werten im Serum fithren [199, 211]. Ein Vitamin D-
Spiegel von mindestens 50 nmol/L ist notwendig, um minimal die Vitamin D-abhéngigen

Korperfunktionen zu gewéhrleisten [209, 212]

Auch wenn zurzeit noch kein einheitlicher Konsens iiber optimale 25(OH)D-Spiegel fiir einen
maximalen Gesundheitsnutzen besteht, werden 25(OH)D-Plasmakonzentrationen zwischen
80 und 225 nmol/L derzeit als wiinschenwert angesehen [165, 205, 213-215], da bei diesen
25(OH)D-Werten PTH auf ein Minimum reduziert wird [199, 200, 216, 217] und keine
Storungen Vitamin D-abhédngiger Korperfunktionen beobachtet werden [218]. Das basiert
auch auf der Tatsache, dass bei Personen, die in Aquatornihe leben mit einer konstant hohen

UVB-Exposition durchschnittliche Vitamin D-Spiegel von 107 nmol/L wéhrend des Jahres




2 Theoretischer Teil 22

aufweisen mit einem Maximum von 163 nmol/L [219]. Auch bei amerikanischen
Bademeistern werden Vitamin D-Spiegel von bis zu 160 nmol/L beobachtet [220].
Gelegentlich werden sogar Vitamin D-Spiegel von liber 200 nmol/L bei Personen beobachtet,

die hdufig der UVB-Strahlung ausgesetzt sind [205].

Eine insuffiziente Versorgungslage mit Vitamin D (> 25-50 nmol/L) ist weltweit sehr
verbreitet. Sowohl in Europa [195] als auch in Amerika [221-224], Asien [225, 226] und
Australien [227, 228] liegt eine hohe Privalenz einer Vitamin D-Insuffizienz vor. Selbst in
sonnenreichen Liandern, wie Italien, Spanien, Griechenland und Libanon, in denen eine
ausreichende Vitamin D-Versorgung gewihrleistet sein sollte, ist eine insuffiziente Vitamin
D-Versorgung iiberraschender Weise sowohl bei &lteren [229, 230] als auch bei jiingeren
Personen [198, 229, 231, 232] weit verbreitet. Es wird geschétzt, dass mehr als 40% der
jungen Erwachsenen in Europa wéhrend der Winterzeit eine Hypovitaminose D aufweisen,
wiahrend der Anteil einer Hyopvitaminose D bei den Senioren zwischen 70% und 100% liegt
[195]. Durchschnittliche 25(OH)D-Serumkonzentrationen von 25,6 nmol/L und 67,2 nmol/L

konnten im Winter und Sommer beobachtet werden [195].

Besonders éltere Personen sind gefdhrdet, da sie sowohl eine geringe Sonnenexposition
aufweisen als auch eine reduzierte Wirksamkeit der Photokonversion von 7-
Dehydrocholesterol zu Vitamin D [233]. Verglichen mit einem jungen Erwachsenen,
produziert ein 70-Jdhriger weniger als 30% Vitamin D, trotz gleicher Menge an UVB-
Exposition [233, 234]. Jedoch nicht nur &ltere Personen sind von einer defizitdren Vitamin D-
Versorgung betroffen [167, 235], sondern auch junge Erwachsene [10, 183, 204, 236, 237].
Tangpricha et al. demonstrierte ebenfalls, dass selbst junge, aktive Personen (25 von 69, 36%)
zwischen 18 und 29 Jahren insuffiziente Vitamin D-Spiegel (< 50 nmol/L) nach der
Winterzeit vorweisen [222]. Der gegenwirtige Lebensstil und die Arbeitsbedingungen in
Industrieldndern tragen zu einem vermehrten Auftreten einer defizitdren Versorgungslage mit
Vitamin D, besonders in den Wintermonaten, bei [228]. Wenn aufgrund solcher
Lebensbedingungen keine oder nur eine unzureichende UVB-Exposition mdoglich ist, reicht
die derzeit von der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE) empfohlene téigliche
Vitamin D-Zufuhr von 5 pg nicht aus, um eine Vitamin D-Versorgung im defizitidren Bereich
zu kompensieren [211]. Aufgrund der derzeitigen Datenlage wird fiir Personen mit geringer
UVB-Exposition eine tdgliche Vitamin D-Zufuhr zwischen 50-100 pg als erforderlich
angesehen, um adidquate 25(OH)D-Spiegel im Serum zu gewihrleisten [213, 215, 216, 238];
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eine Menge, die nur duch Supplementation oder Lebensmittelanreicherung erreicht werden

kann.

Calcium

Die myokardiale kontraktile Dysfunktion ist der Endzustand einer Reihe
pathophysiologischer Prozesse, in deren Mittelpunkt die gestorte intrazelluldre
Calciumhomoostase steht. Sie ist gekennzeichnet durch eine verminderte systolische
Kontraktion und eine pathologisch verzogerte diastolische Relaxation. Bei einer schweren
Herzinsuffizienz findet sich ein deutlich verminderter Calcium-Anstieg wéhrend der Systole,
ein verzogerter Abfall wiahrend der Diastole und eine erhdhte Ruhe-Calciumkonzentration.
Diese Verdnderungen der intrazelluldren Calcium-Homdostase bei der Herzinsuffizienz
vermdgen die wesentlichen klinischen Phdnomene, verminderte Kontraktilitdt und verzogerte

Relaxation zumindest teilweise zu erklaren.

Daher weist Calcium fiir den Kontraktionsablauf in der Herzmuskelzelle eine zentrale
Bedeutung auf. Die Ca*'-Konzentration im Herzmuskel betrigt etwa 2,5 mmol/L H,O, wobei
fiir die Aktivierung der Zelle eine um den Faktor 100 niedrigere Konzentration als
ausreichend gilt [239]. Dabei kommt dem Ca®" eine wichtige Rolle als ,,second messenger
zu; es koppelt die Erregung hormoneller und neuronaler Rezeptoren an zelluldre
Stoffwechselvorgénge. Die zur Signalauslosung notwendige Erhohung des intrazelluldren
freien Ca®* wird nicht nur durch den vermehrten extrazelluldren Calcium-Einstrom iiber
spezielle Calciumkanéle erreicht, sondern auch durch die gesteuerte Ca-Freisetzung aus
intrazelluldren Puffern. Ein Anstieg der freien Ca’’-Konzentration von 107 auf 10°-107
mmol/L hebt durch Bindung an Troponin die Hemmung der Aktin-Myosinbindung auf und
fiihrt zur Kontraktion der Muskulatur. Gleichzeitig sorgt die Ca-Calmodulin-Bindung iiber
eine Kaskade fiir die Energiebereitstellung. In den Herzmuskelzellen wird Ca®" durch eine
Ca’"-ATPase und einen Na'/Ca®"-Austauscher rasch wieder aus der Zelle entfernt und
ermoglicht so den raschen Wechsel zwischen Kontraktion und Entspannung der

Herzmuskelfasern.
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Parathormon

PTH kann das Herz-Kreislauf-System direkt oder indirekt vielschichtig beeinflussen. Die
Wirkung erfolgt iiber Bindung an einen membranstindigen Rezeptor im Herzmuskel und
Aktivierung intrazelluldrer Botensysteme (z.B. cAMP-vermittelt). Dabei wird durch ein
Guanidintriphosphatbindungsprotein die membrangebundene Adenylatzyklase aktiviert, die
Adenosintriphosphat (ATP) in cAMP {iberfilhrt und damit eine Kaskade intrazelluldrer
Phosphorylierungsreaktionen hervorruft [240]. PTH beeinflusst u.a. auch den Einstrom von
Calcium in einzelne Zellen und wirkt positiv chronotrop und inotrop [241]. Bei Patienten mit
CHI werden jedoch nicht selten erhohte PTH-Spiegel im Serum beobachtet [179, 242], die
mit einer gehduften Inzidenz an Hyperkontraktilitit des Herzmuskels und konsekutiver
linksventrikuldrer Hypertrophie [243-245] sowie einer erhohten Mortalitdt [242, 246-248]

einhergehen konnen.

Bei der Kontrolle der PTH-Synthese sind zwei Faktoren von erheblicher Bedeutung. Sowohl
Calcitriol als auch ein Anstieg des Serumcalcium wirken inhibitorisch auf die PTH-

Produktion, indem sie in die Transkription und Translation des PTH-Gens eingreifen.

2.4 Klinische Parameter zur Erfassung der Herzfunktion

Die wihrend der ambulanten Routineuntersuchungen erhobenen klinischen Parameter der
herzinsuffizienten Patienten wurden zur Beurteilung des Krankheitsbildes wihrend der Studie
teilweise mit erfasst. Die studienrelevanten klinischen Parameter werden zum besseren

Verstindnis im Anschluss ausfiihrlicher dargestellt.

Echokardiographie (Ejektionsfraktion, enddiastolischer Diameter)

Der objektive Nachweis einer kardialen Dysfunktion in Ruhe ist eines der Diagnosekriterien
fiir das Vorliegen einer Herzinsuffizienz. Die Echokardiographie ist dazu die Methode der
Wahl. Die echokardiographische Untersuchung liefert wertvolle Parameter zur Erfassung
einer diastolischen Funktionsstorung. Sie erlaubt Aussagen iiber die Morphologie und
Funktion des Herzens und ermdglicht so die dtiologische Abklarung valvuldrer, myokardialer

oder perikardialer Ursachen. Die Echokardiographie stellt die Dimension und die Wanddicke,
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sowie die systolische und diastolische Funktion beider Ventrikel dar. Der charakteristische
Befund der systolischen linksventrikuldren Dysfunktion ist ein vergrofertes Kammervolumen

mit deutlich reduzierter Auswurffraktion.

Die Ermittlung der linksventrikuliren Ejektionsfraktion (LVEF) dient als guter klinischer
Indikator zur Beurteilung der linksventrikuldren systolischen Funktion und gehdrt zu den
etablierten Prognoseparametern [249]. Gemill der Richtlinien zur Organtransplantation/§16
Transplantationsgesetz (Stand: Februar 2003) gilt eine LVEF < 20% als Indikation fiir eine

Herztransplantation. Die LVEF wird folgendermaflen berechnet:

Enddiastolisches Volumen — Endsystolisches VVolumen

LVEF = Enddiastolisches VVolumen

Als linksventrikuldren enddiastolischen Diameter (LVEDD) wird die Lange des linken
Ventrikels am Ende der Diastole (maximale Dilatation des Ventrikels) bezeichnet. Ist der
LVEDD > 75 mm, ist nach den Richtlinien zur Organtransplantation/§16 Transplantations-

gesetz (Stand: Februar 2003) eine Herztransplantation indiziert.

S

b ‘\‘
g n"/
i

Dipstule

Abbildung 6: Systole und Diastole des Ventrikels

Spiroergometrie (maximale Sauerstoffaufnahme (VO,max))

Eine Ausbelastung auf dem Fahrradergometer mit gleichzeitiger Registrierung des
Gasaustausches hat im wesentlichen zwei Indikationen. Zum einen erlaubt die
Spiroergometrie die Bestimmung der ventilatorischen Schwelle (Trainingszustand) und der
maximalen Sauerstoffaufnahme als prognostischer Parameter (VOmax < 10 ml/kg KG/min:
hohes Risiko; VOomax > 18 ml/kg KG/min: niedriges Risiko) [250, 251]. Zum anderen ist sie
hilfreich zur Differenzierung von kardialer und pulmonaler Belastungsdyspnoe. Bei Patienten

mit schwerer myokardialer Schiddigung, insbesondere zur optimalen Terminierung des
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Transplantationszeitpunktes, hat sich die Spiroergometrie als nicht-invasives Verfahren

.‘“/\'r'

bewéhrt. o

Abbildung 7: Spiroergometrie

Réntgenthorax (Herz-Thorax-Quotient (HTQ))

Neben der Beurteilung von HerzgroBe und —form bietet das konventionelle Rontgenbild der
Thoraxorgane die Mdglichkeit, die Himodynamik zu beriicksichtigen durch Beurteilung der
Lungendurchblutung und des Lungenblutvolumens. Die Bestimmung des HTQ zur Diagnose
einer Hypertrophie wurde wiederholt als unabhéngiger Risikopridiktor bei CHI beschrieben
[249, 252]. Die Diagnose einer linksventrikuldren Hypertrophie beinhaltet ein erhohtes Risiko
fir das Eintreten einer kardiovaskuldren Morbiditdt oder Letalitdt, selbst nachdem andere
wesentliche Risikofaktoren (Alter, Blutdruck, Nikotinabusus, Diabetes, Ubergewicht,
Cholesterin) beriicksichtigt wurden [253, 254]. Eine linksventrikulire Hypertrophie geht

ebenfalls mit einem erhdhten Risiko fiir einen plotzlichen Herztod einher.

Das von Groedel [255] eingefiihrte MaB, das das Verhéltnis des Herztransversal-
durchmessers zum Thoraxdurchmesser beinhaltet (betrdgt in der Regel 1:2) (Abb. 8), ergibt
einen oberen Normwert von etwa 0,5. Eine Hypertrophie (HTQ > 0,5) im Thoraxrdntgen
spricht relativ spezifisch fiir eine Einschrankung der linksventrikuldren Pumpfunktion und

muss in jedem Fall echokardiographisch abgeklért werden.

Abbildung 8: Die Bestimmung des Herz-Thorax-Quotienten =
Herztransversaldurchmesser (C) : Thoraxtransversaldurchmesser (T)
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3 Material und Methoden

3.1 Probanden

Im Rahmen dieser Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie wurden im Herz- und
Diabeteszentrum NRW insgesamt 123 Patienten mit diagnostizierter Herzinsuffizienz
(NYHA-Stadium > II) im Zeitraum von Mérz 2002 bis April 2003 rekrutiert. Dabei lagen

folgende Ein- und Ausschlusskriterien zugrunde (Tab. 5):

Tabelle 5: Ein- und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
e Patienten mit Herzinsuffizienz (NYHA > II) e Senile Demenz
e  Alter: 40-70 Jahre e Akute Herzinsuffizienz sowie Dekompensation

innerhalb der letzten 3 Monate
e Einverstindniserkldrung
e Parallele Teilnahme an einer anderen Studie

e Anderung der relevanten Medikation innerhalb
der letzten 4 Wochen

e  Hyperkalzdmie
e  Serumkreatinin > 2 mg/dl

e Einnahme von Vitamin D- und
Calciumpriparaten

e  Schwangerschaft und Stillzeit
e  Sarkoidose
e Nephrolithiasis

e  Biventrikuldrer Schrittmacher

Die Studienteilnehmer, 102 Ménner und 21 Frauen, wurden randomisiert (4-er Block) zwei

Behandlungsgruppen zugeteilt.

Vitamin D-Gruppe: 61 Patienten erhielten taglich ein Vitamin D-Préparat mit einer Dosierung
von 50 pg Cholecalciferol (= 2.000 LE.) sowie ein Calcium-Supplement in Héhe von 500
mg/Tag (= 1.250 mg Calciumcarbonat).

Placebo-Gruppe: 62 Patienten erhielten tdglich ein entsprechendes Placebo-Priparat sowie

ein Calcium-Supplement in einer Hohe von 500 mg/Tag (= 1.250 mg Calciumcarbonat).
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3.2 Prufpraparat

Als Priifpriparat wurde das Vigantol® Ol mit dem Wirkstoff Cholecalciferol der Firma
Merck KgaA, Darmstadt, eingesetzt. Als Placebo diente ein ebenfalls von der Firma Merck
KgaA, Darmstadt, zur Verfiigung gestelltes Vitamin D-freies Migliol-Ol. Dieses wurde in

Flidschchen abgefiillt, die mit denen des Vigantol® Ols identisch waren.

Die urspriinglichen Etiketten der Flaschchen wurden mit einem studienspezifischen Aufdruck
tiberklebt, der mit einer 4-stelligen Probandennummer versehen war. Des Weiteren erhielt
jeder Aufdruck in Klammern eine arabische Zahl zwischen 1 und 4, da jeder Patient im
Verlauf der Studie insgesamt 3-4 Flischchen bekam. Jeden Tag sollten 3 Tropfen des Ols ( 50
ug Cholecalciferol) entnommen werden, sodass ein Flaschchen fiir einen Supplementierungs-
zeitraum von ca. 3 Monaten ausreichte. Durch Uberpriifung des Studienpriiparates (Anzahl
der verbrauchten Fldschchen/Inhalt der Fldschchen) sowie durch Analyse der 25(OH)D-

Plasmaspiegel wurde die Compliance der Patienten dokumentiert.

Das Calcium-Praparat mit dem Wirkstoff Calciumcarbonat wurde den Patienten in Form von

Kautabletten verabreicht.

3.3 Studiendesign

Die Studien- und Supplementierungsdauer betrug 9 Monate und umfasste 2
Untersuchungszeitpunkte. Im Rahmen der Routineuntersuchungen erfolgten Niichtern-
Blutentnahmen von jeweils ca. 15 ml bei Studienbeginn und am Studienende nach 9 Monaten.
Direkt nach der Blutentnahme wurden sowohl Serum- als auch Plasmaproben der Patienten
abzentrifugiert und bei —80°C bis zum Zeitpunkt der biochemischen/klinischen Analytik
jeweils ca. 10-12 Monate gelagert. Da die 25(OH)D-Plasmakonzentration saisonalen
Schwankungen unterliegt, erfolgte die Rekrutierung der Patienten und damit die

Blutgewinnung zu verschiedenen Zeitpunkten eines Jahres.

Dartiber hinaus wurden die Patienten mittels Fragebogen zur Krankheitsgeschichte und zur
korperlichen Befindlichkeit sowie zur korperlichen Leistungsfahigkeit im Alltag befragt. Mit
Hilfe von Erndhrungsprotokollen, die den Patienten nach einer miindlichen Einweisung
zusammen mit einem Anleitungsformular, das die wichtigsten Informationen zur Fiihrung
eines Erndhrungsprotokolls enthielt, ausgeteilt wurden, war es moglich, die durchschnittliche

tdgliche Vitamin D- und Calciumzufuhr der Patienten zu erfassen. Die Protokolle wurden von
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den Patienten an 3 verschiedenen Tagen wéhrend des Untersuchungszeitraums zuhause

ausgefiillt, ohne dass sie eine vorherige Beratung zur Erndhrungsweise bekamen.

Die aktuelle Medikation sowie relevante Ergebnisse medizintechnischer Untersuchungen, wie
Echokardiographie, Spiroergometrie, Rontgen und Blutdruck wurden der Patientenakte

entnommen. Ebenfalls wurden Korpergrofe und —gewicht erfasst.

3.4 Ethikkommission

Der Studienplan wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Westfalen-Lippe und der

Medizinischen Fakultit der Westfilischen Wilhelms-Universitit Miinster bewilligt.

Vor Studienbeginn wurden die Probanden iiber die Zielsetzung und Versuchsdurchfiihrung
der Studie informiert. Jeder Patient gab sein schriftliches Einverstindnis zur Durchfithrung
der Untersuchungen und bestétigte damit, dass er iiber Sinn, Zweck und Nutzen-Risiko-
Relation umfassend aufgeklart wurde und jederzeit ohne Angabe von Griinden die Studie

beenden kann.

3.5 Zielparameter

Folgende Tabelle enthidlt die fiir die Studie relevanten primidren und sekundéren
Zielparameter. Die Vorgehensweise der analytischen Methoden zur Erfassung der
biochemischen Parameter wird im folgenden Kapitel detailliert beschrieben. Die Namen und
Symbole der hier benutzten Groflen erfolgen entsprechend der Empfehlungen nach TUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Die aufgefiihrten klinischen Parameter
wurden bei den wihrend der Studie erfolgten ambulanten Routineuntersuchungen der

Patienten lediglich miterfasst, waren aber nicht primédr Gegenstand der Studie.
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Tabelle 6: Zielparameter der Studie

Primare Endpunkte Sekundéare Endpunkte
Biochemische Parameter: Klinische Parameter:
Natriuretische Peptide: NT-proANP, NT-proBNP (Plasma) e LVEF

Zytokine: TNF-a, IL-10 (Serum) e LVEDD

Vitamin D-Metabolite: 25(OH)D, Calcitriol (Plasma) e VO,max.

CRP (Serum) e HTQ

Calcium (Serum) Sonstige Parameter:
Parathormon (Serum) e Mortalitdtsrate

o Korperliche Leistungsfahigkeit

3.6 Analytische Methoden

Die analytischen Bestimmungen erfolgten je nach Testsatz-Bedingungen entweder im Serum
oder im Plasma. Die Variationskoeffizienten, die im Rahmen der Prizisionskontrolle zur
Reproduzierbarkeit der Methode von den jeweiligen Herstellern sowohl innerhalb als auch
zwischen verschiedenen Testreihen ermittelt wurden, basierten auf der Verwendung von

Probenmaterial in unterschiedlichen Analytkonzentrationen.

NT-proBNP

Die quantitative Bestimmung des NT-proBNP im Plasma erfolgte mittels
Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (ECLIA) an dem Analyseautomaten Elecsys® 2010
der Firma Roche. Der NT-proBNP Elecsys Test enthélt polyklonale Antikdrper vom Schaf,
die Epitope erkennen, die im N-terminalen Teil (1-76) des proBNP (1-108) liegen.

Im ersten Inkubationsschritt bilden das Antigen in der Plasmaprobe (20ul), ein biotinylierter
polyklonaler Nt-proBNP spezifischer Antikdrper und ein mit Ruthenium-Komplex markierter
polyklonaler NT-proBNP spezifischer Antikodrper einen Sandwich-Komplex.

Dieser Komplex wird nach Zugabe von Streptavidin beschichteten Mikropartikeln iiber
Biotin-Streptavidin  Wechselwirkung an die Festphase gebunden. Danach wird das
Reaktionsgemisch in die Messzelle iiberfiihrt, wo die Mikropartikel durch magnetische
Wirkung auf die Oberfldche der Elektrode fixiert werden. AnschlieBend werden mit ProCell



3 Material und Methoden 31

die ungebundenen Substanzen entfernt. Durch Anlegen einer Spannung wird die
Chemilumineszenzemission induziert und mit dem Photomultiplier gemessen. Anhand einer

Kalibrationskurve werden abschlieend die Ergebnisse ermittelt.

Tabelle 7 enthilt die von der Firma Roche angefiihrten Daten fiir die Reproduzierbarkeit

dieser Methode.

Tabelle 7: Prazision der NT-proBNP-Bestimmung innerhalb und zwischen Testreihen

Préazision innerhalb einer Serie Gesamt-Prazision

Probe Mittelwert Standard- Variations- Standard- Variations-
[pg/ml] abweichung koeffizient abweichung koeffizient

[pg/ml] [7o] [pg/ml] [7o]

1 175 4,67 2,7 5,6 32

2 355 8,68 2,4 10,4 2,9

3 1068 20,5 1,9 27,6 2,6

4 4962 86,9 1,8 114 2,3

5 434 7,69 1,8 10,3 2.4

6 6781 118 1,8 146 2,2

NT-proANP

Die Plasmakonzentration an NT-proANP wurde mittels kompetitivem Radioimmunoassay
(RIA) der Firma Biotop Oy bestimmt. Im ersten Schritt werden jeweils 25ul der Standards,
Kontrollen und der Plasmaproben in die mit anti-NT-proANP beschichteten Wells gegeben.
Die Zugabe eines Tracers (‘I NT-proANP) und eines Anti-NT-proANP-Serums bewirkt,
dass eine konstante Menge an '’I-Peptid in Anwesenheit dieser Antikérpern durch eine
variable Menge von zugesetztem Peptid (Standard, Proben) verdringt wird. Wahrend der
folgenden Inkubation konkurriert das radioaktiv markierte '*’I-Peptid mit NT-proANP um
eine bestimmte Anzahl von Antikorpern. Steigt die Menge des NT-proANP in der zu
untersuchenden Probe bzw. in den Standards an, so verringert sich die Menge an gebundenem
2]-Peptid und umgekehrt. Durch die Messung des gebundenen '*’I-Peptids in den
angefertigten Standardproben ist es moglich, eine Standardkurve herzustellen, aus der die

Quantitdt des NT-proANP in den Proben berechnet werden kann.
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Die Genauigkeit wird folgendermaflen angegeben:

Tabelle 8: Variationskoeffizient (VK) der NT-proANP-Bestimmung innerhalb und
zwischen Testreihen

VK [%0]
Innerhalb einer Testreihe (n=19) 5,3
Zwischen verschiedenen Testreihen (n=20) 11,2

C-reaktives Protein

Ein Sandwich-Enzymimmunoassay der Firma DRG diente der direkten quantitativen
Bestimmung von hochsensitivem C-reaktivem Protein (hs-CRP) im Serum. Die Wells der
Mikrotiterstreifen sind mit monoklonalen Antikérpern von Médusen beschichtet, die gegen

eine definierte Bindungsstelle des Antigens gerichtet sind.

Zunichst werden jeweils Spg der Kontrollseren und der Serumproben 1:5 mit 0,9%iger NaCl
verdlinnt. Eine weitere Verdiinnung erfolgt im Verhéltnis 1:101 mit einer Phosphat-Puffer-
Losung (BSA). Im Anschluss werden Standards, verdiinnte Kontrollen und verdiinnte Proben
in die beschichteten Wells gegeben und mit enzymmarkierten Antikdrpern (Anti-CRP-
Antikdrper von der Ziege gekoppelt mit Meerrettichperoxidase) 45 Minuten inkubiert. Dabei
ist dieser enzymmarkierte Antikorper gegen ein anderes Epitop des Antigens gerichtet und
bildet mit bereits gebundenem Antigen einen Sandwichkomplex. Nichtgebundene Antikdrper
werden im nachfolgenden Waschschritt entfernt. AnschlieBend wird eine Substratlosung
(TMB) hinzugegeben. Die durch diese enzymatische Reaktion hevorgerufene
Farbentwicklung wird durch Zugabe einer Stoplosung (1 N HCL) nach 20 Minuten gestoppt.
Die Extinktionen werden mit einem Mikrotiterplatten-Reader bei 450 nm gemessen, wobei

die Intensitit der gebildeten Farbe proportional zur Antigen-Konzentration der Probe ist.

Die Variationskoeffizienten, die von der Firma DRG ermittelt wurden, sind in folgenden

Tabellen aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Variationskoeffzienten (VK) der hsCRP-Bestimmung innerhalb einer

Testreihe

Panel Mittelwert [mg/L]  Standardabweichung [mg/L] VK [%]
1(n=22) 0,546 0,041 7,5
2(n=22) 0,894 0,037 4,1
3(n=22) 2,021 0,085 4,2

4 (n=22) 3,492 0,146 4,1

5 (n=20) 17,549 0,397 2,3
Tabelle 10: Variationskoeffzienten (VK) der hsCRP-Bestimmung zwischen
verschiedenen Testreihen

Panel Mittelwert [mg/L]  Standardabweichung [mg/L] VK [%0]
1(n=20) 0,490 0,020 4,1

2 (n=20) 0,890 0,023 2,5
3(n=20) 1,925 0,078 4,1

4 (n=20) 3,529 0,114 3,2

5 (n=20) 17,435 0,438 2,5

Tumor-Nekrose-Faktor-a

Fiir die quantitative Bestimmung von TNF-a diente der ELISA-Testsatz der Firma DRG. Im

ersten Schritt wird ein Inkubationspuffer in die mit anti-TNF-a beschichteten Wells gegeben,

gefolgt von jeweils 200ul der Standards, Kontrollen und Serumproben. In der darauf

folgenden 2-stiindigen Inkubationszeit reagiert das TNF-a der Standards, Kontrollen und

Proben mit den monoklonalen Antikérpern der Wells. Im anschlieBenden Waschvorgang

werden Antigen-Uberschiisse eliminiert. Durch Zugabe eines Enzymkonjugats aus Anti-TNF-

a-Antikdrpern, gekoppelt mit Meerrettichperoxidase, bindet sich dieses an die gebundenen

TNF-a-Antikorper und bildet einen Sandwichkomplex. Ein weiterer Waschvorgang mit

verdiinnter Waschlosung entfernt ungebundene Komponenten.
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Im néchsten Schritt wird eine Farbentwicklungslosung (Tetramethylbenzidin und
Wasserstoffperoxid) in alle Wells pipettiert, wobei die dadurch ausgeldste enzymatische
Reaktion nach 30 Minuten durch Zugabe einer Stopp-Reagenz (H,SO,) beendet wird und zu
einer Farbédnderung fiihrt. Die Farbintensitét ist dabei direkt proportional zu der Konzentration
von TNF-a in der Probe. Die Extinktion wird bei einer Wellenlénge von 450 nm im ELISA-

Reader gemessen.

Die Prézision des Enzymimmunoassays ist in folgenden Tabellen angegeben.

Tabelle 11: Variationskoeffizienten (VK) der TNF-a-Bestimmung innerhalb einer
Testreihe

Panel Mittelwert [pg/ml] Standardabweichung [pg/ml] VK [%]
1(n=20) 86,7 4.4 52
2 (n=20) 591 22 3,7

Tabelle 12: Variationskoeffizienten (VK) der TNF-a-Bestimmung zwischen
verschiedenen Testreihen

Panel Mittelwert [pg/ml] Standardabweichung [pg/ml] VK [%]
1(n=13) 162 13 8
2 (n=10) 664 66 9,9

Interleukin-10

Die quantitative Bestimmung von hochsensitivem IL-10 erfolgte durch einen

Enzymimmunoassay der Firma R&D Systems.

Jeweils 200ul der Standards und Serumproben werden in die mit anti-IL-10 Antikdrpern
beschichteten Wells pipettiert und reagieren wiahrend einer 2-stiindigen Inkubation mit dem
ersten Antikérper. Nachdem ungebundene Komponenten durch einen Waschvorgang
eliminiert wurden, wird ein enzymmarkierter Anti-IL-10-Antikérper hinzugefiigt, der mit dem
bereits gebundenen Antigen wiahrend einer 2-stiindigen Inkubationszeit einen
Sandwichkomplex bildet. AnschlieBend wird nach einem weiteren Waschschritt eine

Substratlosung (Lyophilisiertes NADPH) dazugegeben. In der nachfolgenden 1-stiindigen
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Inkubation erfolgt eine Dephosphorylierung von NADPH zu NADH. Durch Zugabe einer
weiteren enzymatischen Losung (Alkoholdehydrogenase+Diaphorase+iodonitrotetrazolium
violett) reduziert NADH das Tetrazoliumsalz, wodurch ein Farbstoff entsteht. Die
Farbintensitdt ist dabei direkt proportional zur Konzentration in der Probe. Nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde wird die Farbentwicklung durch Schwefelsdure beendet. Bei
einer Wellenldinge von 490 nm werden die Extinktionen im Mikrotiterplatten-Reader

gemessen.

Zur Reproduzierbarkeit und Prdzision des Tests werden von der Firma R&D Systems

folgende Angaben gemacht.

Tabelle 13: Variationskoeffizienten (VK) der IL-10-Bestimmung innerhalb einer
Testreihe

Panel Mittelwert [pg/ml] Standardabweichung [pg/ml] VK [%]
1 (n = 20) 4,14 0,34 8,2
2 (n=20) 17,7 1,5 8,5
3(n=20) 35 2,31 6,6

Tabelle 14: Variationskoeffizienten (VK) der IL-10-Bestimmung zwischen
verschiedenen Testreihen

Panel Mittelwert [pg/ml] Standardabweichung [pg/ml] VK [%]
1 (n=20) 2,62 0,41 15,6
2 (n=20) 6,28 0,64 10,2
3(n=20) 23,9 1,94 8,1

25-Hydroxyvitamin D
Die quantitative Bestimmung von 25(OH)D erfolgte im Plasma durch einen 25(OH)D RIA-

Kit der Firma DiaSorin.

Im ersten Schritt wird 25(OH)D aus jeweils 50ul der Standards, Kontrollen und
Plasmaproben mit Hilfe von Azetonitril extrahiert. Nach der Extraktion werden die

behandelten Proben im kompetitiven RIA-Verfahren getestet. Die Zugabe eines Tracers
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("I 25(0OH)D) und eines Ziegen-Anti-25(0OH)D-Serum bewirkt in der 90-miniitigen
Inkubationszeit die Einstellung eines Gleichgewichtes. Dabei konkurrieren in der Probe

enthaltenes und radioaktiv markiertes Antigen um die Bindungsstellen an den Antikdrpern.

Nach der Inkubation entspricht das Verhiltnis von unmarkiertem zu markiertem freien
Antigen demjenigen zwischen den insgesamt gebildeten und den markierten Antigen-
Antikorper-Komplexen. Basierend auf dem Massenwirkungsgesetz kommt es dazu, dass bei
hohem Antigengehalt der Probe wenig markiertes Antigen an den vorhandenen Antikorper

gebunden ist und umgekehrt.

Mit einem zweiten, antikorperausfallendem Komplex (Esel-Antiziegen-Serum) wird nach 20
Minuten Inkubation eine Phasentrennung bewirkt. Danach wird ein NSB/Zusatzpuffer
hinzugefiigt, um nicht spezifische Bindungen zu reduzieren, bevor die Proben zentrifugiert

werden.

Anschlieffend wird die radioaktive Abstrahlung der Antigen-Antikdrper-Komplexe in einem
Gammaszintillationszdhler gemessen. Je hoher die gemessene Radioaktivitdt ist, desto
weniger Antigen ist in der Probe enthalten und umgekehrt. Die Auswertung erfolgt iiber eine

Standardkurve.

Die Genauigkeit des Versuchs wird laut DiaSorin folgendermalien angefiihrt:

Tabelle 15: Variationskoeffizienten (VK) der 25(OH)D-Bestimmung innerhalb und
zwischen Testreihen

Panel Mittelwert [ng/ml] VK innerhalb einer Testreihe [%] Gesamt-VK [%]
1(n=40) 8,6 11,7 9.4

2 (n = 40) 22,7 10,5 8,2

3 (n=40) 33 8,6 9,1

4 (n = 40) 49 12,5 11,0
Calcitriol

Der Testkit (Immundiagnostik) fiir die quantitative Bestimmung von Calcitriol im Plasma

arbeitet nach dem Prinzip eines kompetitiven Enzymimmunoassay.

Die Testdurchfiihrung beginnt mit der Extraktion von Calcitriol aus dem Probenmaterial

(1000pul) durch Diisopropylether auf einer Kieselgursidule (Extrelut/Chromabond), welches
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anschlieBend  mittels  Kieselgelmaterial ~ (Silica-Kartuschen) und  verschiedenen
Isopropanol/Hexan-Verdiinnungen von den anderen Vitamin D-Metaboliten (hauptsdchlich
dem 25(OH)D und dem 24,25(OH),D) abgetrennt wird. Die eluierten Plasmaproben werden
dann unter leichtem Stickstoffstrom bei 37°C eingetrocknet. Danach findet eine 1-stiindige
Vorinkubation der in Ethanol geldsten Proben, Standards und Kontrollen mit einem

spezifischen monoklonalen Antikérper (Maus-anti-Calcitriol) statt.

Im nachfolgenden Schritt werden diese in die Wells pipettiert. Wéahrend der 16-18-stiindigen
Inkubation kompetitiert das Calcitriol der Proben und Standards mit dem Tracer
(immobilisiert auf der Platte) um die spezifische Bindung an den Antikdrper, wobei mit
steigender Analyt-Konzentration in den Proben und Standards weniger Antikorper liber den
Tracer auf der Platte immobilisiert wird. Ungebundene Reaktionspartner werden im
anschlieBenden Waschvorgang entfernt. Nach Zugabe eines Peroxidase-Konjugats folgt eine
weitere Inkubation von 1 Stunde, in der sich das Konjugat an die gebundenen Calcitriol-

Antikorper bindet. Es folgt ein Waschschritt, der nicht gebundenes Enzym-Konjugat entfernt.

Durch das Hinzufiigen einer Substrat-Losung (Tetramethylbenzidin) wird wéihrend der 20 bis
30-miniitigen Inkubationszeit eine enzymkatalysierte Farbreaktion eingeleitet, welche durch

Zugabe einer Stop-Losung beendet wird.

Die optische Dichte wird im Elisa-Reader bei 450 nm gemessen, wobei die Farbentwicklung

zur nachgewiesenen Analytmenge (Probe bzw. Standard) umgekehrt proportional ist.

Es sind folgende Variationskoeffizienten von Immundiagnostik ermittelt worden.

Tabelle 16: Variationskoeffizienten (VK) der Calcitriol-Bestimmung innerhalb und
zwischen Testreihen

Mittelwert [pg/ml)] VK [%]

Innerhalb einer Testreihe (n = 20) 55,3 6,6
Zwischen verschiedenen Testreihen (n = 20) 39 9,0
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Calcium

Der quantitative Nachweis von Calcium erfolgte im Serum mittels Flammen-
Atomabsorptionsspektrometriec  (AAS 3030, Perkin Elmer). Die Atomabsorptions-
spektrometrie beruht generell auf der Absorption von ultraviolettem oder sichtbarem Licht

durch neutrale, nicht angeregte, gasformige Atome.

Zundchst werden jeweils Sul der Serumproben im Verhédltnis 1:101 mit einer
Strontiumchlorid-Lésung  verdiinnt. Das Einsprithen der verdiinnten Proben in eine
Pressluft/Acetylen-Flamme ldsst das Losungsmittel verdampfen und die in den Proben
enthaltenen Molekiile in Atome zerfallen. Die Calcium-Atome werden in dieser Flamme
exakt bei der von einer Lichtquelle (Hohlkathodenlampe, deren Kathode aus Calcium besteht)
ausgestrahlten Wellenldnge (422,7 nm) absorbiert. Durch die Lichtabsorption bei dieser
Wellenldnge gelangen die Calcium-Atome voriibergehend in einen thermisch angeregten
Zustand. Je mehr Atome in der zu messenden Probe vorhanden sind, desto hoher ist das

Ausmal der Lichtschwéchung [256].

Die Konzentration an Calcium in den Proben wird anhand einer Standardgeraden ermittelt.
Fiir die Richtigkeits- und Prizisionskontrolle diente Precinorm U (Boehringer, Mannheim).

Der VK liegt < 2,5%.

Parathormon

Die quantitative Bestimmung von intaktem PTH im Serum erfolgte mittels ELISA-Testsatz

der Firma DRG.
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Im ersten Schritt wird ein Inkubationspuffer in die mit anti-PTH beschichteten Wells
gegeben, gefolgt von jeweils 200ul der Standards, Kontrollen und Serumproben. In der darauf
folgenden 2-stiindigen Inkubationszeit binden die anti-PTH-Antikorper sowohl die mittleren
als auch die C-terminalen Fragmente des PTH 39-84, jedoch bildet nur die intakte Form PTH
1-84 einen Sandwichkomplex. Ein anschlieBender Waschvorgang mit verdiinnter

Waschlosung dient der Eliminierung ungebundener Komponenten.

Die Zugabe eines Inkubationsserums (lyophilisiert) und Enzymkonjugats, bestehend aus PTH
Antiserum konjugiert mit Meerrettichperoxidase in Tris-HCL-Puffer mit bovinem Serum-
Albumin, bewirken wihrend der nachfolgenden 30-miniitigen Inkubation, dass auch das N-
terminale PTH 1-34 gebunden wird. Nach einem weiteren Waschschritt wird eine
Farbentwicklungslosung (Tetramethylbenzidin) in alle Wells pipettiert, wobei die dadurch
ausgeloste enzymatische Reaktion nach 30 Minuten durch Zugabe einer Stopp-Reagenz
(H2SO4) beendet wird und zu einer Farbénderung fiihrt. Die Farbintensitdt ist dabei direkt
proportional zu der Konzentration von intaktem PTH in der Probe. Die Extinktion wird bei

einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.

Die Prézision und Reproduzierbarkeit dieses Testkits wird von DRG wie folgt kalkuliert.

Tabelle 17: Variationskoeffizienten (VK) der PTH-Bestimmung innerhalb einer
Testreihe

Panel Mittelwert [pg/ml] Standardabweichung [pg/ml] VK [%]
1(n=10) 41 0,5 1,1
2 (n=10) 594 12 2,0

Tabelle 18: Variationskoeffizienten (VK) der PTH-Bestimmung zwischen verschiedenen
Testreihen

Panel Mittelwert [pg/ml] Standardabweichung [pg/ml] VK [%]

1 (n = 20) 45,7 3,3 7,1
2 (n = 20) 381 11,1 2,9
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Phosphat

Zur Bestimmung von anorganischem Phosphat in den Serumproben (7ul) diente ein
photometrischer Farbtest der Firma Wako. Dabei bildet Phosphat mit Ammoniummolybdat in
saurer Losung (Schwefelsdure) Ammoniumphosphomolybdat, einen Farbkomplex, dessen
Absorption bei 340 nm der Phosphatkonzentration in der Probe proportional ist. Die
Berechnung der Phosphatkonzentration aus der Extinktion der Proben erfolgt mit Hilfe der

Extinktion der mitgefiihrten Standards nach folgender Formel:

Berechnung: E; (S)-E; (S)  x Cal-Konzentration (mg/dl) = Phosphatkonzentration
E (Cal) - E, (Cal)

Fiir die Richtigkeits- und Prizisionskontrolle wurde Precinorm U (Boehringer, Mannheim)

eingesetzt. Die Prizision des UV-Tests wird folgendermallen angegeben:

Tabelle 19: Variationskoeffizienten (VK) der Phosphat-Bestimmung innerhalb einer
Testreihe

Panel Mittelwert [mg/dl]  Standardabweichung [mg/dl] VK [%]
1(n=21) 3,99 0,04 1,09
2 (n=21) 1,73 0,06 3,84

Tabelle 20: Variationskoeffizienten (VK) der Phosphat-Bestimmung zwischen
verschiedenen Testreihen

Panel Mittelwert [mg/dl]  Standardabweichung [mg/dl] VK [%]
1(n=20) 5,11 0,09 1,93

2 (n=20) 6,02 0,11 1,85
Albumin

Albumin wurde in den Serumproben (10ul) mit Hilfe eines photometrischen Farbtests der

Firma bioMérieux bestimmt.

Durch die Reaktion von Albumin mit Bromkresolgriin (Farbreagenz) im sauren Milieu (pH

4,2) entsteht ein Farbkomplex, dessen Intensitit gegen einen Reagenzien-Leerwert bei 628nm
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bestimmt wird. Die Albuminkonzentration der Serumproben wurde liber die Extinktion der

Proben und Standards nach folgender Formel ermittelt:
Berechnung: Eprobe / Estandara X 5 (724,5) = g/dl (umol/l)

Als Qualitdtskontrolle diente Precinorm U (Boehringer, Mannheim).

Creatinin

Die Creatinin-Bestimmung erfolgte enzymatisch in den Serumproben (5ul) mittels Testsatz

der Firma Wako nach folgendem Reaktionsschema:

Creatinin + 2 H,O —Creatininase Creatin
Creatin + H,O Creatinase Sarcosin + Harnstoff
- >
) Sarcosinoxid )
Sarcosin + H,O + O, M) Glycin + Formaldehyd + H,0,
Peroxidase

H,0; + 4-Aminoantipyrin + F-DAOS N blauer Farbstoff + 2 H,O

Der erste Schritt der enzymatischen Reaktion beginnt mit der Umwandlung von Creatinin in
Creatin durch Creatininase, welches dann durch Creatinase zu Sarcosin und Harnstoff
gespalten wird. Durch die anschlieBende Oxidation des Sarcosin durch Sarcosinoxidase
entsteht eine der Creatininkonzentration dquivalente Menge Wasserstoffperoxid, das unter
Einwirkung von Peroxidase mit 4-Aminoantipyrin und N-Ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-
3,5-dimethoxy-4-fluoroanilin, Natriumsalz (F-DAOS) einen blauen Farbstoff erzeugt. Dessen
Extinktion wird bei 600 nm im Photometer gegen einen Blindwert bestimmt. Dabei verhélt

sich die Menge des gebildeten Farbstoffes proportional zu der Creatininkonzentration.

Die Berechnung der Creatininkonzentration in der Probe ergibt sich aus folgender Formel:

Berechnung: E, (S) - E1 (S)  x Cal-Konzentration (mg/dl) = Creatininkonzentration
E, (Cal) - E; (Cal)

Zur Kontrolle von Prézision und Richtigkeit wurde Precinorm U (Boehringer, Mannheim)

verwendet.
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3.7 Statistik

Die ermittelten Daten wurden mit Hilfe des statistischen Software-Programms SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences; Chicago, Illinois), Version 11.0 fiir Windows,
analysiert. Da es sich bei den meisten biochemischen Parameter nach dem Kolmogorov-
Smirnov-Test um nicht-normalverteilte Daten handelte, kamen verteilungsunabhédngige
(nicht-parametrische) Verfahren zum Einsatz. Um Verdnderungen zwischen den beiden
Untersuchungszeitpunkten innerhalb der Studiengruppen zu erfassen, wurde der Wilcoxon-
Test verwendet. Mit dem U-Test nach Mann und Whitney wurden die einzelnen Gruppen
untereinander zu Studienbeginn und am Ende der Studie verglichen. Die Ergebnisse nach
neun Monaten sind als Differenz zu den Basisdaten dargestellt. Um beide Gruppen
diesbeziiglich zu vergleichen, wurden zunidchst die Daten durch eine logarithmische
Transformation normalverteilt, da ein Grofiteil der Parameter nicht normalverteilt war. Der
Vergleich zwischen beiden Gruppen beziiglich der Differenz zu den Basisdaten erfolgte dann
mittels ANCOVA, wobei die Basisdaten als Kovariate in die Analyse mit einbezogen wurden.
Korrelationen zwischen den ermittelten Daten wurden nach Spearman-Rho berechnet. Alle
Analysedaten werden als Median und Interquartile angegeben. Uberlebensraten wurden nach
der Kaplan-Meier-Methode ermittelt. Da erst nach mindestens 3-6 Monaten ein Plateau der
zitkulierenden = 25(OH)D-Plasmakonzentrationen  erreicht wird [213], wurde die
Uberlebensrate in beiden Behandlungsgruppen withrend eines Follow-Up von 15 Monaten
berechnet. Der log-rank-Test diente dabei der Bestimmung moglicher Unterschiede beziiglich

der Uberlebenskurven zwischen beiden Gruppen.

Bei allen statistischen Testverfahren gelten die folgenden Signifikanzniveaus fiir die

Irrtumswahrscheinlichkeit:
p>0,05 nicht signifikant (NS)

p<0,05 signifikant
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4 Ergebnisse

4.1 Basis-Charakteristika

Die Basis-Charakteristika der 123 eingeschlossenen Patienten sind in Tabelle 21 aufgefiihrt.
Durch die Randomisierung wurden 61 Patienten der Vitamin D-Gruppe und 62 Patienten der

Placebo-Gruppe zugeteilt.

Tabelle 21: Basis-Charakteristika der Studienteilnehmer [Median und Interquartile]

Charakteristika Vitamin D-Gruppe Placebo-Gruppe P-Wert
(n=61) (n=62)
Manner (n) 52 50 0,500
Durchschnittsalter (in Jahren) 57 (53-63) 54 (50-62) 0,217
Grof3e (m) 1,76 (1,69-1,82) 1,76 (1,68-1,82) 0,693
Gewicht (kg) 83 (72-91) 79 (71-89) 0,404
Body Mass Index (BMI) (kg/m?) 26,0 (23,9-29,0) 25,4 (24,3-28,4) 0,756
Raucher (n) 9 7 0,570

Erkrankungen (%)

Koronare Herzkrankheiten (KHK) 47 40 0,422
Dilatative Kardiomyopathie (DCM) 53 60 0,422
Hypertonie 38 32 0,528
Diabetes 20 23 0,694

Medikamenteneinnahme (%)

Diuretika 97 100 0,152
Schleifendiuretika 84 84 0,968
Thiazide 26 31 0,589
Aldosteronantagonisten 61 68 0,414

Antihypertonika 93 95 0,682
ACE-Hemmer 72 86 0,071

Digitalisglykoside 71 81 0,192

Beta-Blocker 92 87 0,398

Koronartherapeutika 51 37 0,127

Kaliumsupplemente 25 23 0,794

Magnesiumsupplemente 23 21 0,791

Urikostatika 39 36 0,660

Lipidsenker 53 42 0,244

Antikoagulantien 79 61 0,036
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Mit Ausnahme der Einnahme von Antikoagulantien waren beide Gruppen hinsichtlich aller
erfassten Parameter vergleichbar. Die Basistherapie umfasste wihrend der Studie
konventionell die Gabe von Diuretika, ACE-Hemmern, B-Blockern, Digitalis und
Antikoagulantien.  Zusétzlich wurde die Erkrankung mit dem Einsatz von
Koronartherapeutika, Urikostatika und Lipidsenker behandelt. Zur Verminderung der durch
Diuretika bedingten Hypokalidmie und Hypomagnesidmie wurde bei ca. 23% der Patienten
Kalium und Magnesium medikamentds zugefiihrt. Die Medikation wurde wéhrend des
Studienzeitraums nicht verdndert. Beide Gruppen waren beziiglich Grofle, Gewicht,

begleitende Erkrankungen sowie hinsichtlich der medikamentdsen Einstellung vergleichbar.

4.2 Drop-out - Rate

Von den 123 Patienten haben 30 Patienten (28 Méanner und 2 Frauen) die Studie nicht beendet
(Abb. 10). Davon befanden sich 19 Patienten in der Vitamin D-Gruppe und 11 in der Placebo-
Gruppe. Die Anzahl der Drop-outs in beiden Gruppen unterschied sich statistisch nicht
signifikant (P>0,05). 5 Patienten beendeten die Studie vorzeitig aufgrund fehlender
Compliance, d.h. die Einnahme des Studienpriparates erfolgte nicht vorschriftsgemif: bei
einem Patienten aufgrund von Vergesslichkeit, 2 Patienten wurde die Supplementation
zusétzlich zu den anderen erforderlichen Medikamenten zu viel und weitere 2 Patienten waren
mit ihrer Erkrankung so beschiftigt, dass sie sich durch die zusétzliche Teilnahme an dieser

Studie tiberfordert fiihlten.

Bei den restlichen 25 Patienten, die die Studie nicht beendet haben, waren klinische Griinde
die Ursache fiir das frilhere Ausscheiden aus der Studie. Dabei entwickelte 1 Patient aus der
Placebo-Gruppe eine Nephrolithiasis, 7 Studienteilnehmer konnten die Studie nicht beenden
infolge eines zu stark eingeschriankten Gesundheitszustandes, zum Teil verbunden mit
Schlaganfillen, = Reanimationspflichtigkeit =~ und  sehr  hdufigen @ und  langen
Krankenhausaufenthalten, bei 3 Patienten war die Implantation eines biventrikuldren
Schrittmachers erforderlich, 5 Patienten mussten transplantiert werden und 9 Patienten sind

verstorben.
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123 Patienten mit Herzinsuffizienz (NYHA > 1I)
(102 Ménner, 21 Frauen)

Aandomisiemm

Vitamin D-Gruppe (n=61) Placebo-Gruppe (n=62)

| Alter (J): 57 (53-63) Alter (J): 54 (50-62)

19 Patienten ausgeschieden 11 Patienten ausgeschieden
Tod (n=9)

Gesundheitszustand (n=7)
Transplantation (n=5)
Hiehlende Compliance (n=5)
LK Schrittmacher (n=3)

Vitamin D-Gruppe ontraindikation (n=1 Placebo-Gruppe
(n=42) (n=51)

9 Monate Follow-up
dn-mof[o,] 918UOIN 6

Abbildung 10: Flussdiagramm der Studienteilnehmer

4.3 Basisdaten der ausgeschiedenen Patienten

Wie in Tabelle 22 dargestellt, wiesen die 25 Patienten, die aufgrund klinischer Ursachen
ausgeschieden sind, zu Beginn der Studie im Vergleich mit den in der Studie verbliebenen
Patienten beider Gruppen signifikant hohere Plasmaspiegel der natriuretischen Peptide NT-
proBNP und NT-proANP auf. Die Konzentrationen an CRP, PTH und Calcium im Serum
lagen bei diesen Patienten ebenfalls deutlich hoher als bei den Studienteilnehmern. Die
25(OH)D-Plasmaspiegel lagen bei den ausgeschiedenen Patienten tendenziell niedriger.
AuBerdem zeigten sich bei diesen drop-out Patienten die schlechtesten Werte beziiglich der

LVEF, LVEDD und des HTQ, verglichen mit den Patienten, die die Studie beendet haben.
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Tabelle 22: Biochemische und klinische Parameter der Studiengruppen und der

ausgeschiedenen Patienten zu Studienbeginn [Median und Interquartile]

Parameter

Beide Behandlungsgruppen

(n=93)

Drop-out Patienten

(n=25)

P-Wert

NT-proBNP (pg/ml)
NT-proANP (nmol/L)

25(0OH)D (nmol/L)
Calcitriol (pmol/L)
Calcium (mmol/L)
PTH (pg/ml)
TNF-a (pg/ml)
CRP (mg/L)

IL-10 (pg/ml)
Phosphat (mg/dl)
Creatinin (mg/dl)
Albumin (g/dl)
LVEF (%)
LVEDD (mm)
HTQ

VO;max. (ml/’kg KG/min)

835 (231-1524)
1,00 (0,43-1,83)
38,0 (30,0-55.3)
55,7 (36,7-91,0)
2,40 (2,32-2,50)
37,0 (27,2-53,0)
22,4 (15,8 31,1)
2,88 (1,16-7,27)
0,74 (0,38-1,28)
3,84 (3,50-4,00)
0,87 (0,64-1,18)
4,69 (4,46-5,02)
33,0 (29,0-40,0)
69,0 (62,0-74,3)
0,53 (0,48-0,56)
15,7 (13,1-17,6)

1719 (928-2564)
1,93 (1,25-2,77)
28,0 (22,0-48.5)
63,4 (43,2-74.9)
2,50 (2,46-2,63)
45,7 (33,2-74,7)
21,3 (16,1-24,7)
7,58 (2,53-21,2)
0,56 (0,30-1,70)
3,47 (2,98-4,12)
0,94 (0,68-1,22)
4,81 (4,55-5,04)
29,0 (26,0-32.5)
73,0 (69,5-81,0)
0,55 (0,51-0,61)
14,3 (12,3-16,4)

0,003
0,002
0,050
0,340
0,000
0,029
0,443
0,014
0,694
0,077
0,573
0,498
0,015
0,020
0,026
0,824

4.4 Zielparameter im Gruppenvergleich

Nachfolgende Tabelle zeigt die ermittelten biochemischen und klinischen Parameter der 93

Studienteilnehmer beider Behandlungsgruppen im Studienverlauf.
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Primare Zielparameter

Biochemische Parameter

Mit Ausnahme der IL-10 Serumkonzentration unterschieden sich die Baseline-Werte dieser

Parameter in beiden Behandlungsgruppen nicht voneinander.

Wiéhrend des Studienverlaufs ergaben sich durch die Vitamin D-Supplementierung
signifikante Behandlungseffekte beziiglich der 25(OH)D-Spiegel im Plasma sowie der
Serumkonzentrationen an TNF-a, IL-10 und PTH zwischen beiden Gruppen. Die anderen
biochemischen Parameter zeigten durch die Vitamin D-Supplementierung wihrend der Studie

keine Verdnderungen.

Die zirkulierenden Konzentrationen an 25(OH)D im Plasma stiegen im Studienzeitraum bei
den Patienten, die ein Vitamin D-Priparat einnahmen, um 67 nmol/L (185%) signifikant an
(P=0,000). In der Placebo-Gruppe kam es hingegen nur zu einem Anstieg von 9 nmol/L
(23,5%) (P=0,055). Damit konnte die 25(OH)D-Konzentration im Plasma durch die Vitamin
D-Supplementation verdreifacht werden und stieg auf 25(OH)D-Werte von 103 nmol/L an.

Zu Beginn der Studie zeigte sich in jeweils 69% der Fille sowohl bei den Patienten der
Vitamin D-Gruppe als auch bei denen der Placebo-Gruppe eine insuffiziente Vitamin D-
Versorgung (25(OH)D<50 nmol/L) (Abb. 11). Am Studienende lag der Anteil der Patienten,
die eine insuffiziente Vitamin D-Versorgung aufweisen, in der Placebo-Gruppe bei 57%,
wohingegen in der Vitamin D-Gruppe nur noch 10% der Patienten einen 25(OH)D-Spiegel
unter 50 nmol/L aufwiesen (Abb. 12). Mehr als die Hilfte der Patienten aus der Vitamin D-
Gruppe wiesen am Studienende eine adidquate Vitamin D-Versorgung (25(OH)D>100
nmol/L) auf, wobei zu Beginn der Studie bei keinem einzigen Patienten der Vitamin D-

Gruppe 25(OH)D-Werte >100 nmol/L beobachtet werden konnten.
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Abbildung 11: Klassifizierung des Vitamin D-Status in der Vitamin D-Gruppe und der
Placebo-Gruppe zu Studienbeginn

B vitamin D-Gruppe B Placebo-Gruppe
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Abbildung 12: Klassifizierung des Vitamin D-Status in der Vitamin D-Gruppe und der
Placebo-Gruppe zum Studienende
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Wird in diesem Rahmen die Jahreszeit der Patienten-Rekrutierung mitberiicksichtigt, zeigte
sich, dass die 25(OH)D-Plasmakonzentrationen der Patienten, die imWinter/Friihling
rekrutiert wurden, mit durchschnittlich 33,4 nmol/L deutlich niedriger lagen als die der
Patienten, die im Sommer/Herbst in die Studie eingeschlossen wurden mit durchschnittlich
48,2 nmol/L (Tab. 24). Die Privalenz einer Vitamin D-Insuffizienz lag dabei in den

Wintermonaten (73,4%) deutlich héher als in den Sommermonaten (26,6%).

Tabelle 24: Saisonale Unterschiede der 25(OH)D-Plasmakonzentration bei allen CHI-
Patienten zu Studienbeginn [Median und Interquartile]

Winter/Friihling” 25(OH)D (nmol/L) (n = 64) 33,4 (25,8-53,2)
Sommer/Herbst” 25(OH)D (nmol/L) (n =29) 48,2 (34,2-64,5)
Signifikanz (p) 0,006

*November bis April inklusive
®Mai bis Oktober inklusive

Anhand folgender Tabelle ldsst sich erkennen, dass durch die Vitamin D-Supplementation
eine insuffiziente Vitamin D-Versorgung im Winter vermieden werden konnte. Die
25(OH)D-Spiegel lagen in der Vitamin D-Gruppe sowohl bei den Patienten, die die Studie in
den Wintermonaten beendeten als auch bei denen, die die Studie in den Sommermonaten
abgeschlossen haben, jeweils etwa doppelt so hoch wie bei den Patienten in der Placebo-
Gruppe. Die saisonalen Unterschiede, die zu Studienbeginn noch bei allen Studienteilnehmern

vorhanden waren, existierten am Ende der Studie nicht mehr.

Tabelle 25: Saisonale Unterschiede der 25(OH)D-Plasmakonzentration, getrennt nach
Behandlungsgruppen am Studienende [Median und Interquartile]

25(OH)D (nmol/L)
Winter/Frihling? Sommer/Herbst”  Signifikanz (p)
Placebo-Gruppe 45,5 (31,0-56,0) 58,0 (33,6-78,2) NS
(n=31) (n=20)
Vitamin D-Gruppe 95,6 (69,8-125,6) 116,1 (73,7-142,3) NS
(n=26) (n=16)
Signifikanz (p) 0,000 0,001

*November bis April inklusive
®Mai bis Oktober inklusive
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Die Serumkonzentrationen an TNF-a lagen in beiden Behandlungsgruppen deutlich héher als
bei gesunden Personen generell im Durchschnitt erwartet wird (64 pg/ml) (DRG
Diagnostics). Bei den Patienten, die Vitamin D supplementierten, blieb der TNF-a-Spiegel
konstant (-10%, P=0,812), wihrend die TNF-a-Serumkonzentrationen in der Placebo-Gruppe
um 12% signifikant anstiegen (P=0,017).

Des Weiteren kam es durch die Vitamin D-Supplementierung in der Vitamin D-Gruppe zu
einem signifikanten Anstieg der IL-10-Serumkonzentration um 43% (P=0,035), wéhrend die
IL-10-Werte bei den Patienten der Placebo-Gruppe unverdndert blieben (-22%, P=0,579).
Trotz der zu Studienbeginn noch signifikant niedrigeren IL-10-Serumspiegel in der Vitamin
D-Gruppe, verglichen mit der Placebo-Gruppe, konnte am Ende der Studie ein signifikanter

Behandlungseffekt durch die Vitamin D-Supplementierung erzielt werden.

Hinsichtlich der PTH-Werte im Serum konnte in der Vitamin D-Gruppe durch die
Supplementierung des Vitamin D-Préparates ein deutlicher Riickgang um 14% verzeichnet
werden (P=0,034), wihrend sich in der Placebo-Gruppe keine signifikanten Verdnderungen

ergaben (-11%, P=0,582).

Nachfolgende Tabelle zeigt die PTH-Spiegel aller Patienten bei verschiedenen Stadien der
Vitamin D-Versorgung und verdeutlicht die inverse Assoziation zwischen den Vitamin D-

Klassen und den dazugehdrigen PTH-Konzentrationen im Serum (rs=-1,000; P<0,01).

Tabelle 26: PTH-Serumkonzentrationen aller Patienten [Median und Interquartile)] bei
verschiedenen 25(OH)D-Konzentrationen

25(OH)D (nmol/L) PTH (pg/ml)

<25 45,8 (29,6-73,7)
25-<50 38,1 (30,1-55,1)
50-<75 33,8 (26,7-48,0)
75-<100 32,7 (27,3-48,1)
>100 29,9 (25,9-48.9)
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Am Ende der Studie wiesen die mit Vitamin D-behandelten Patienten signifikant hohere
Vitamin D-Spiegel und signifikant niedrigere Serumkonzentrationen an TNF-a und PTH auf

als die Patienten der Placebo-Gruppe.

Sekundare Zielparameter

Klinische Parameter

Hinsichtlich klinischer Untersuchungsergebnisse der Echokardiographie, Blutdruckmessung,
Rontgenthorax und Spiroergometrie unterschieden sich beide Behandlungsgruppen zu
Studienbeginn nicht voneinander. Wéhrend des Studienverlaufs konnte ein signifikanter
Anstieg der LVEF und eine signifikante Abnahme des LVEDD sowohl in der Vitamin D-
Gruppe (P=0,018 bzw. P=0,025) als auch in der Placebo-Gruppe (P=0,003 bzw. P=0,005)
erzielt werden. Das Ausmal} der Differenz zu den Basisdaten unterschied sich jedoch nicht
zwischen beiden Gruppen, sodass ein behandlungsspezifischer Effekt ausblieb. Die anderen

klinischen Parameter blieben wihrend des Studienzeitraums unverandert.

Mortalitatsrate

Die Mortalitétsrate unterschied sich in beiden Behandlungsgruppen nicht voneinander (Abb.
13). Wihrend eines Follow-ups von 15 Monaten verstarben insgesamt 13 Patienten, davon 7
aus der Vitamin D-Gruppe und 6 aus der Placebo-Gruppe. Die Uberlebensraten der Vitamin

D-Gruppe und der Placebo-Gruppe lagen bei 85,7% bzw. bei 88,2% (P=0,836).
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der CHI-Patienten, getrennt nach
Behandlungsgruppe

Korperliche Leistungsfahigkeit

Die Auswertung des Fragebogens zur korperlichen Leistungsfahigkeit hat keine signifkanten
Verdnderungen innerhalb der Gruppen im Studienverlauf ergeben (Tab. 27). Auch zwischen
den Gruppen konnte weder zu Studienbeginn noch am Ende der Studie ein Unterschied

festgestellt werden (P>0,05).
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Tabelle 27: Auswertung des Fragebogens (siehe Anlage)

Messpunkte

Korperliches Befinden:
Sehr schlecht

Eher schlecht
MittelmaBig

Gut

Sehr gut

Maximale Gehstrecke ohne Atemnot:

Bis 100 m
Bis 500 m
Bis 2 km
Unbegrenzt

Maximale Anzahl an Treppenstufen
ohne Atemnot:

Keine

Bis 6 Stufen

Bis 12 Stufen
Mehr als eine Etage

Schlafposition:
Flach

Mit zusétzlichem Kissen
In Oberkorperhochlage

Nahezu sitzend

Nykturieh&ufigkeit:
Kein Mal

1-2 mal

2-3 mal

Mehr als 3 mal

Vitamin D-Gruppe (%)

Placebo-Gruppe (%)

Beginn

2,4
19,0
33,3
38,1
7,1

21,4
33,3
28,6
16,7

2.4
9,5

40,4
47,6

28,6
16,7
47,6
7,1

9,5

64,3
11,9
10,0

Ende

2,4
19,0
35,7
38,1
4,8

28,6
26,2
214
23,8

2,4
7,1
47,6
42,9

214
14,3
54,8
9,5

14,3
57,1
16,7
11,9

P-Wert Beginn Ende

0,851

1,000

0,819

0,129

0,617

21,6
35,3
35,3
7,8

19,6
31,4
25,5
23,5

0,0

13,7
39,2
47,1

27,5
13,7
49,0
9,8

29,4
45,1
13,7
11,8

5.9
15,7
39,2
37,3
2,0

25,5
21,6
27,5
25,5

5.9
5,9
39,2
49,0

25,5
9,8

52,9
11,8

294
47,1
9,8

13,7

P-Wert

0,308

0,987

0,984

0,380

1,000
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Der iiberwiegende Teil der Patienten in der Vitamin D-Gruppe (33-38%) sowie der Placebo-
Gruppe (35-39%) stufte sein korperliches Befinden am Anfang und am Ende der Studie als
,mittelméBig™ und ,,gut” ein. Bei der Frage nach der maximalen Gehstrecke ohne Anzeichen
von Atemnot verteilte sich der prozentuale Anteil der Patienten beider Gruppen beziiglich der
Angaben von ,,bis zu 100 m* {iber ,,bis zu 500 m* und ,,bis 2 km* bis hin zu ,,unbegrenzt*
sowohl zu Studienbeginn als auch am Ende der Studie anndhernd gleichmédBig. Die meisten
Patienten der Vitamin D-Gruppe (40-48%) und auch der Placebo-Gruppe (39-49%) gaben zu
beiden Untersuchungszeitpunkten an, 12 Treppenstufen oder auch mehr gehen zu koénnen,
ohne dass Atemnot eintritt. Ungefdhr die Hélfte aller Patienten konnen aufgrund von Atemnot
nur noch in Oberkdrperhochlage schlafen und miissen nachts 1-2 mal die Toilette aufsuchen,
um die vermehrte Fliissigkeitsansammlung im Korper, die infolge der eingeschrénkten

renalen Funktion auftritt, durch erhohte Urinausscheidung wieder abzubauen.

Auswertung der Ernahrungsprotokolle

Die Erndhrungsprotokolle wurden von den Patienten wéhrend des Studienverlaufs ohne
vorherige Beratung zuhause ausgefiillt und umfassten daher eine traditionelle Kost. Die
Auswertung der Erndhrungsprotokolle ergab wihrend des Studienzeitraums im Durchschnitt
eine tigliche, alimentire Vitamin D-Aufnahme von 1,9 pg + 2,1 pug bei der Vitamin D-
Gruppe und 2,2 pg + 3,0 ug bei der Placebo-Gruppe sowie eine durchschnittliche
Calciumzufuhr mit der Nahrung von 1029 mg + 355 mg bzw. 940 mg £+ 376 mg pro Tag.
Beide Gruppen unterschieden sich weder im Hinblick auf die Vitamin D-Aufnahme noch auf

die Calcium-Zufuhr mit der Nahrung voneinander (P>0,05).
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5 Diskussion

Studiendesign/Methodik

Im Rahmen dieser randomisierten, doppelblinden, placebo-kontrollierten Studie wurde
erstmals der Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung auf biochemische Indikatoren der
Herzinsuffizienz untersucht. Die Vitamin D-Supplementierung erfolgte in einer Héhe von 50
ug Cholecalciferol (2.000 IE) pro Tag. Diese Menge gilt derzeit als hochste tigliche Dosis,
die nach Angaben des Food and Nutrition Board der USA und der D.A.CH.-Arbeitsguppe als
unbedenklich anzusehen ist und somit ohne Risiko einer Hypercalcimie eingenommen
werden kann [194, 257]. Die Hohe der Dosierung basiert auf einer Reihe von Studien, die
gezeigt haben, dass eine geringe tigliche Vitamin D-Zufuhr von beispielsweise 5-15 pg nicht
ausreicht, um einer insuffizienten Vitamin D-Versorgung (25(OH)D<50 nmol/L) bei
mangelnder UVB-Exposition vorzubeugen [210, 258, 259]. Im allgemeinen wird davon
ausgegangen, dass 25(OH)D-Spiegel von mindestens 50 nmol/L notwendig sind, um die
Vitamin D-abhingigen Korperfunktionen in ausreichendem Malle zu gewéhrleisten [165, 209,
238]. Bereits zur Erhaltung von 25(OH)D-Spiegeln von mindestens 40 nmol/L scheint eine
tagliche Aufnahme von mindestens 20-25 pg (800-1000 IE) Vitamin D erforderlich zu sein
[260]. Daher erfolgte die Supplementierung bei den CHI-Patienten in einer Hohe von 50
ug/Tag, welches zu addquaten 25(OH)D-Plasmaspiegeln von >100 nmol/L fiihrte.

Da es studienzufolge bekannt ist, dass 1 pg Cholecalciferol pro Tag die 25(OH)D-
Plasmaspiegel im Durchschnitt um 0,7-1 nmol/L erhdht [238, 260], ist davon auszugehen,
dass die im Rahmen der Studie taglich aufgenommene, alimentére Zufuhr von Vitamin D in
einer Hohe von lediglich 1,9 pg (Vitamin D-Gruppe) bzw. 2,2 pg (Placebo-Gruppe) im
Hinblick auf die 25(OH)D-Plasmaspiegel keinen Einfluss gehabt hat.

Die Compliance der Patienten wurde durch Uberpriifung des Studienpriiparates (Anzahl der
verbrauchten Flidschchen/Inhalt der Fldschchen) sowie durch Analyse der 25(OH)D-Spiegel
im Plasma kontrolliert. Der Anstieg der 25(OH)D-Konzentration bei den Patienten, die
Vitamin D supplementierten, gegeniiber dem der Placebo-Gruppe zeigte den gemél

Studienanforderungen ordnungsgeméfBen Umgang mit den Priifpraparaten.
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Da die Rekrutierung und damit die Gewinnung der Blutproben zu verschiedenen Zeitpunkten
iber das ganze Jahr erfolgte, kann davon ausgegangen werden, dass die gewonnenen Daten
dieser Studie die Auswirkungen der Intervention reflektieren und nicht der Jahreszeit. Jedoch
liegt im Rahmen einer Interventions-Studie mit Vitamin D die einzigartige Problematik vor,
dass eine solche Studie, trotz der Durchfiihrung unter doppelblinden, placebo-kontrollierten
Bedingungen, immer durch die kutane Vitamin D-Synthese, die 80-90% der jdhrlichen
Vitamin D-Versorgung bestreitet, beinflusst wird. Daher ldsst sich der einzelne Effekt des
Vitamin D-Priparates, unabhidngig von der korpereigenen Vitamin D-Synthese, nur schwer
herauskristallisieren. Auflerdem kam es dadurch auch in der vorliegenden Studie dazu, dass
selbst in der Placebo-Gruppe, die kein Vitamin D-Prdparat erhalten hatte, ebenfalls ein
Anstieg der 25(OH)D-Plasmakonzentration um fast 24% zu verzeichnen war. Ohne diesen
Einfluss der kutanen Vitamin D-Synthese wiren die Auswirkungen der Vitamin D-

Supplementierung moglicherweise groBer und deutlicher gewesen.

Beiden Gruppen wurde zusétzlich téglich ein Calciumpréparat in einer Dosierung von 500 mg
Calcium verabreicht. Daher kann ein unabhéngiger Einfluss des Calciumpriparats auf die
myokardiale Funktion wéhrend des Studienverlaufs nicht ausgeschlossen werden (s. Kap.
2.3). Dies konnte die Ergebnisse beider Studiengruppen beeinflussen. Da aber die
Calciumzufuhr in westlichen Landern oftmals unter den Zufuhrempfehlungen von 1000-1200
mg/Tag liegt [261, 262] und dies ebenso der Fall bei einem Teil der Patienten dieser Studie
war (s. Kap. 4.4), schien es unethisch zu sein, nicht beiden Gruppen auch ein

Calciumsupplement zu verabreichen.

Die Drop-out-Rate lag bei dem Patientenkollektiv dieser Studie relativ hoch. In dem
Zusammenhang muss bedacht werden, dass es sich dabei um sehr kranke Patienten handelte.
Die hohe Anzahl an ausgeschiedenen Patienten spiegelt generelle Beobachtungen wider, dass
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (NYHAX>II) hohe Komplikations- und

Mortalitatsraten aufweisen.

Neben den selbst analysierten biochemischen Parametern wurden auch klinische Parameter
miterhoben, die im Rahmen der ambulanten Routineuntersuchungen erfasst wurden. Sie
waren somit nicht primdr Gegenstand der Studie. Die hohen Anforderungen im Rahmen
wissenschaftlicher Studien an die Prizision der eingesetzten Methoden war somit nicht a
priori gegeben. So konnen beispielsweise untersucherabhingige Schwankungen bei der

Bestimmung klinischer Parameter nicht ausgeschlossen werden.
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Primére Zielparameter

Signifikante Behandlungseffekte durch die Vitamin D-Supplementierung ergaben sich
zwischen beiden Gruppen wihrend des Studienverlaufs beziiglich der 25(OH)D-Spiegel im

Plasma sowie im Hinblick auf die Serumkonzentrationen an TNF-a., IL-10 und PTH.

Es konnte gezeigt werden, dass eine tdgliche Vitamin D-Supplementierung von 50 pg (2000
IE) tiber 9 Monate die Plasmakonzentration an 25(OH)D verdreifacht und dabei zu Spiegeln
von 103 nmol/L fiihrt. 25(OH)D-Werte zwischen 80 und 225 nmol/L werden derzeit generell
sowohl fiir Gesunde als auch beispielsweise fiir Patienten mit endokrinen Erkrankungen als
wiinschenswert erachtet [165, 205, 213-215]. Auch in der Placebo-Gruppe konnte ein
geringfiigiger Anstieg der 25(OH)D-Plasmakonzentration auf 47 nmol/L beobachtet werden,
was durch eine UVB-bedingte Vitamin D-Synthese in der Haut nach Sonneneinstrahlung
erklarbar ist. Dennoch war die kutane Vitamin D-Synthese in der Placebo-Gruppe
offensichtlich nicht ausreichend, da die Werte insgesamt auf eine insuffiziente Vitamin D-
Versorgung (< 50 nmol/L) hindeuten [202, 209, 210]. Wahrend zu Beginn der Studie bei
jeweils 69% der Patienten sowohl aus der Vitamin D-Gruppe als auch aus der Placebo-
Gruppe eine insuffiziente Vitamin D-Versorgung vorlag, lag am Ende der Studie der Anteil
der Patienten, die insuffiziente 25(OH)D-Plasmakonzentrationen aufwiesen, in der Placebo-
Gruppe bei 57%, wohingegen in der Vitamin D-Gruppe nur noch 10% der Patienten einen
25(OH)D-Spiegel unter 50 nmol/L. aufwiesen. Allgemein wird davon ausgegangen, dass
25(OH)D-Spiegel von mindestens 50 nmol/L notwendig sind, um die Vitamin D-abhéngigen
Korperfunktionen in ausreichendem Malle zu gewihrleisten [165, 209, 238]. Wie weiter oben
ausgeflihrt, sind jedoch deutlich hohere Plasmaspiegel an 25(OH)D wiinschenswert, um alle

Vitamin D-abhéngigen Korperfunktionen tatsdchlich zu optimieren.

Anhand der vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass eine Vitamin D-
Supplementierung in vivo zu einem signifikanten Anstieg der im Blut zirkulierenden
Konzentrationen an IL-10 fiihrt und einen in der Placebo-Gruppe beobachteten Anstieg der
zirkulierenden Spiegel an TNF-a unterdriicken kann (siehe Tabelle 23). Damit stimmen die
Ergebnisse mit in vitro Untersuchungen an humanen Monozyten [181] sowie mit
tierexperimentellen Studien an Mausen iiberein [180], die gezeigt haben, dass Vitamin D in
der Lage ist, die Freisetzung von TNF-a zu unterdriicken sowie die IL-10-Synthese zu

steigern [180, 181]. Auch andere experimentelle Studien zeigten, dass die durch eine UVB-
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Bestrahlung bewirkte Erhohung der 25(OH)D-Spiegel im Plasma zum Anstieg der IL-10-
Konzentration fiihrt [184]. AuBBerdem liefern epidemiologische Daten an gesunden Personen
den Hinweis, dass hohe 25(OH)D-Plasmaspiegel mit hohen IL-10-Konzentrationen im Serum
assoziiert sind [183]. Da IL-10 in der Lage ist, die Produktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen, die u.a. zur Progression der Herzinsuffizienz beitragen, zu supprimieren, wird
diesem Zytokin auch eine wichtige kardioprotektive Rolle zugesprochen [263-265]. Es liegen
ebenfalls Hinweise aus experimentellen Daten vor, dass es durch einen IL-10-Mangel zu
schwerer Atheriosklerose kommen [147] kann und umgekehrt experimenteller Gentransfer

von IL-10 in der Lage ist, Atheriosklerose im Tiermodell zu vermindern [266-268].

Im Gegensatz zu den protektiven Wirkungen von IL-10 verdichten sich die Hinweise, dass
hohe TNF-a-Konzentrationen zur Pathogenese und Progression der Herzinsuffizienz
beitragen [118, 269]. Der mogliche Nutzen einer Anti-TNF-o-Therapie in der Behandlung der
Herzinsuffizienz erweckt daher zur Zeit gro3es Interesse [123, 124]. So werden derzeit auch
auf experimenteller Ebene therapeutische Maflnahmen erforscht, um dem erh6hten Spiegel an

TNF-o im Blut von herzinsuffizienten Patienten entgegenzuwirken [123].

Eine Untersuchung von Stumpf et al. zeigte, dass die Serumspiegel des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 bei Patienten mit CHI und NYHA Stadium >II im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen signifikant niedriger sind, wihrend umgekehrt die
Serumspiegel des pro-inflammatorischen Zytokins TNF-a signifikant hoher sind (Stumpf et
al. 2003). In Ubereinstimmung damit konnten auch in unserer Studie niedrigere IL-10-Werte
und hohere TNF-a-Konzentrationen im Serum beobachtet werden. Andere Studien hingegen
zeigten jedoch, dass auch anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 bei Patienten mit CHI
erhoht sind [122, 270, 271]. Es liegen Hinweise vor, dass die Synthese von IL-10 als
Immunmodulator bei inflammatorischen Prozessen erhoht ist [35, 272, 273]. Moglicherweise
wird die Produktion von IL-10 bei herzinsuffizienten Patienten im Sinne eines Feedback-
Mechanismus hochreguliert, sodass die gesteigerte Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNF-o reduziert wird. Da die IL-10-Spiegel in der Placebo-Gruppe der
vorliegenden Studie nicht parallel zu den erhohten TNF-o-Werten angestiegenen sind,
reprisentieren die IL-10-Konzentrationen moglicherweise eine Verschlechterung der Zytokin-

vermittelten kardioprotektiven Wirkung bei diesen Patienten.

Der genaue Mechanismus der Zytokinproduktion im Rahmen der Herzinsuffizienz ist noch

unklar. Bei gesunden Personen greift TNF-a in die Regulation der IL-10-Synthese mit ein
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[274]: IL-10 unterdriickt die TNF-o-Synthese und umgekehrt stimulieren erhohte TNF-o-
Werte bei CHI-Patienten die IL-10-Sekretion [275]. Auch wenn die Interpretation der
Zytokine aufgrund des komplexen Zytokinnetzwerks schwierig ist, ist anzunehmen, dass eine
Dysregulation des Zytokin-Netzwerkes zur Entstehung und Progression der Herzinsuffizienz

beitréagt.

Es konnte gezeigt werden, dass hohe TNF-a-Serumwerte auch zu niedrigen Calcitriol-
Spiegeln im Plasma fithren [276], eine Konstellation, die auch bei den Patienten der
vorliegenden Studie beobachtet werden konnte. Umgekehrt vermag Calcitriol die Sekretion
von TNF-a dosisabhdngig zu unterdriicken [277, 278]. Die mittleren Calcitriolspiegel der
Patienten der vorliegenden Studie in H6he von 55-57 pmol/L lagen in beiden Gruppen
dhnlich niedrig wie in einer mit gleicher Analysenmethodik durchgefiihrten Vorlduferstudie
bei Patienten mit CHI [10]. Somit lagen auch bei dieser aktuellen Studie die Plasma-
Calcitriolspiegel deutlich niedriger als fiir ein gesundes Vergleichskollektiv zu erwarten wire
[10]. Verschiedene epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass bei gesunden
Erwachsenen erhdhte Plasmaspiegel an 25(OH)D auch mit signifikant erhéhten Werten an
Calcitriol im Plasma einhergehen [279-282]. In einer Interventionsstudie bei Frauen mittleren
Alters konnte gezeigt werden, dass eine Vitamin D-Supplementierung nicht nur zu einem
signifikanten Anstieg der Plasmaspiegel an 25(OH)D, sondern auch an Calcitriol fiihrt [279].
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung kdnnen diese Daten nicht bestdtigen. In
Ubereinstimmung mit anderen Studien [204, 283] konnte in dieser Studie die Calcitriol-
Konzentration durch die Supplementierung mit Vitamin D nicht signifikant verdndert werden,
sodass ein positiver Effekt der Vitamin D-Supplementierung auf die Plasmaspiegel an
Calcitriol ausgeblieben zu sein scheint. Mdglicherweise ist eine linger als neun Monate
andauernde Intervention mit Vitamin D bei eventuell hoherer Dosierung (>50 pg Chole-
calciferol) notwendig, um eine stirkere Suppression der TNF-a-Spiegel zu bewirken. Vor
dem Hintergrund, dass erhohte TNF-a-Konzentrationen zu einer ausgepragten Supprimierung
der Calcitriolsysnthese fiihren [276], ist es auch denkbar, dass die erhohten TNF-o-Werte
einem signifikanten Anstieg der Calcitriolkonzentration im Wege standen. In diesem
Zusammenhang ist auBerdem von Bedeutung, dass der durchschnittliche 25(OH)D-Spiegel in
der Vitamin D-Gruppe nach der Vitamin D-Intervention bei 103 nmol/L lag, wéhrend einige
Vitamin D-Forscher einen Plasmaspiegel an 25(OH)D von bis zu 225 nmol/L und eine orale

Vitamin D-Aufnahme von 75-125 pg (3.000-5.000 IE) pro Tag bei mangelnder UV-
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Lichtexposition als notwendig erachten, um alle Vitamin D-abhéngigen Korperfunktionen zu
optimieren [165, 205, 213], vor allem im Hinblick auf den Einfluss von Vitamin D auf diverse

chronische Erkrankungen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie beziiglich der Serumkonzentrationen an TNF-o und
IL-10 kénnen demnach so interpretiert werden, dass das Vitamin D-Prédparat in der Lage ist,
das Zytokinprofil bei Patienten mit CHI zu verbessern. Vor dem Hintergrund, dass IL-10 als
anti-inflammatorisches Zytokin die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine hemmen kann,
scheint der in der Vitamin D-Gruppe beobachtete Anstieg der IL-10-Serumkonzentration das
inflammatorische Milieu bei der CHI zu reduzieren. Insofern kdnnen diese gewonnenen
Ergebnisse von groBer praktischer Bedeutung im Hinblick neuer Therapieoptionen fiir
Erkrankungen, wie die CHI sein, die mit erhdhten Konzentrationen an pro-inflammatorischen

Zytokinen einhergehen.

Viele Gewebe, u.a. auch Herzmuskelzellen, besitzen Rezeptoren fiir Calcitriol [172, 284], was
auf eine physiologische Funktion von Calcitriol im Herzmuskel hinweist. Da
Herzmuskelzellen offensichtlich keine 1-a-Hydroxylase-Aktivitit besitzen, um aus 25(OH)D
selbst Calcitriol zu synthetisieren [285, 286], ist das Herz in besonderem Mal3e auf das im
Blut zirkulierende Calcitriol angewiesen. In vitro-Studien haben gezeigt, dass Calcitriol in der
Lage ist, den bei CHI gestorten intrazelluldren Calciumstoffwechsel zu normalisieren [287,
288]. Des Weiteren vermag Calcitriol sowohl die Synthese als auch die Sekretion der atrial
natriuretischen Peptide in Kardiomyozyten zu unterdriicken [289]. Da es bei der vorliegenden
Studie nicht zu einem signifikanten Anstieg der Plasma-Calcitriolspiegel in der Vitamin D-
Gruppe kam, ist davon auszugehen, dass zumindest ein Teil der potentiell giinstigen
Wirkungen von Vitamin D auf die myokardiale Funktion ausblieb. Dies zeigt sich auch darin,
dass sich die Plasmaspiegel der natriuretischen Peptide, der biochemischen Indikatoren fiir
den Schweregrad der Herzinsuffizienz, durch die Vitamin D-Supplementierung nicht

veranderten.

Pro- und anti-inflammatorische Zytokine werden dagegen in wesentlichem Malle von
Immunzellen wie Monozyten und Makrophagen produziert, die im Gegensatz zum
Herzmuskel eine 1-a-Hydroxylase besitzen, sodass sie durch ein entsprechendes
Substratangebot an 25(OH)D im Plasma selbst in der Lage sind, die Calcitriolsynthese

anzuregen [290].
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Epidemiologische Studien weisen auf einen inversen Zusammenhang zwischen den PTH-
Werten im Serum und den zirkulierenden 25(OH)D-Spiegeln sowohl bei gesunden
Erwachsenen hin [204, 291-293], als auch bei Patienten mit CHI [10, 179]. Auch in dieser
Studie konnte der inverse Zusammenhang zwischen den PTH- und verschiedenen 25(OH)D-
Klassen bei den CHI-Patienten bestétigt werden (Tab. 26). Es ist bekannt, dass sowohl eine
Supplementation mit Vitamin D und Calcium [196, 294] als auch eine alleinige Calcium-
Supplementation [295, 296] die PTH-Konzentration im Serum vermindern kann. Die durch
die Vitamin D- und Calcium-Supplementation hervorgerufene Erhéhung der 25(OH)D-
Spiegel bewirkte eine Reduktion der PTH-Serumkonzentration um 14%. So lagen die PTH-
Werte bei den Patienten der Vitamin D-Gruppe am Ende der Studie deutlich niedriger als bei
denen der Placebo-Gruppe, sodass der Anteil der Patienten aus der Vitamin D-Gruppe, die zu
Studienbeginn PTH-Werte oberhalb des Normbereichs (10-60 pg/ml) aufwiesen, durch die
Intervention um 57% gesenkt werden konnte. Teilweise werden auch bereits PTH-
Konzentrationen von 10-46 pg/ml oder 9-34 pg/ml als Referenzbereiche genannt [297]. Durch
die alleinige Calcium-Supplementation in der Placebo-Gruppe kam es hingegen zu keinem

signifikanten Abfall der PTH-Konzentration (-11%, P>0,05) (Tab. 23).

In Bezug auf die natriuretischen Peptide NT-proBNP und NT-proANP konnten durch die
Vitamin D-Supplementierung keine Effekte erzielt werden. Obwohl sich die LVEF und der
LVEDD wihrend der Vitamin D- und/oder Calcium-Gabe in beiden Gruppen signifikant
verbesserten, zeigte weder NT-proBNP noch NT-proANP als Indikatoren fiir den
Schweregrad der Herzinsuffizienz entsprechende Verdnderungen. Die Griinde dafiir bleiben
unklar. Ein Einfluss der medikamentdsen Therapie mit ACE-Hemmern, Diuretika, 3-Blockern
und Vasodilatantien auf die Plasmakonzentration der natriuretischen Peptide ist nicht
auszuschlieBen [83, 298-300], wodurch die Aussagekraft dieser Marker beziiglich der
Uberpriifung der Effektivitit einer Vitamin D-Supplementierung und fiir das Monitoring des
Krankheitsverlaufs relativiert wird. In Bezug auf die Beurteilung der natriuretischen Peptide
liegen auBerdem Hinweise vor, die ausdriicken, dass durch die hohen intraindividuellen
Variationen der NT-proBNP-Plasmaspiegel eine addquate Interpretation von Verdnderungen
in Bezug auf die Diagnose, Prognose und vor allem zur Therapieoptimierung der CHI nicht
moglich ist [301]. Aufgrund der hohen intraindividuellen Variationen der NT-proBNP und
NT-proANP-Plasmaspiegel auch in dieser Studie, ist die Funktion dieser Marker beziiglich

einer Beurteilung der Effektivitit der Vitamin D-Supplementierung und der Verlaufskontrolle
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in Frage zu stellen. Des Weiteren konnen sich beispielsweise die Plasmaspiegel von NT-
proBNP bei CHI-Patienten unter leitliniengerechter Herzinsuffizienztherapie normalisieren
und sogar unterhalb der von den jeweiligen Anbietern vorgegebenen oberen Grenzwerte des
Normbereichs liegen [302]. So liegen die BNP-Plasmaspiegel mit akuter kardialer
Dekompensation durchschnittlich 2- bis 3-fach hoher als bei Patienten mit einer chronischen

Herzinsuftizienz [303].

Sekundére Zielparameter

Weder bei den klinischen Parametern noch im Hinblick auf die Mortalitdtsrate konnten
wihrend des Studienverlaufs behandlungsspezifische Effekte der Vitamin D-

Supplementierung erzielt werden.

Es konnten zwar signifikante Verbesserungen der LVEF sowie des LVEDD sowohl in der
Vitamin D-Gruppe (P=0,018 bzw. P=0,025) als auch in der Placebo-Gruppe (P=0,003 bzw.
P=0,005) beobachtet werden; das Ausmal} der Differenz zu den Basiswerten unterschied sich
jedoch nicht zwischen beiden Gruppen, sodass ein behandlungsspezifischer Effekt ausblieb.
Weshalb sich die Ejektionsfraktion des Herzens sowie der enddiastolische Durchmesser nicht
nur in der Vitamin D-Gruppe, sondern auch in der Placebo-Gruppe am Ende der Studie
signifikant verbessert hatten, kann nicht abschliefend beurteilt werden. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass dieser Effekt auf study bias zuriickzufiihren ist. Aufgrund der
Tatsache, dass Calcium die Menge an extrazellulirem Aktivator-Calcium erhéhen kann,
welches notwendig ist, um die myokardiale Kontraktion zu initiieren [10], ist es jedoch auch
denkbar, dass das Calcium-Priparat, welches von beiden Studiengruppen eingenommen
wurde, entweder direkt oder indirekt {iber einen leichten Abfall der PTH-Serumspiegel zu
einer Verbesserung der linksventrikuldren Funktion und des enddiastolischen Diameters

fuhrte.

Im Gegensatz zu tierexperimentellen Studien, die gezeigt haben, dass Vitamin D zur
Verhinderung einer myokardialen Hypertrophie beitragen kann [304] konnte in unserer Studie
kein Effekt der Vitamin D-Supplementierung auf den HTQ erzielt werden. Moglicherweise
wire eine ldngerandauernde Supplementierung von Vitamin D notwendig, bis der HTQ auf

Therapiemallnahmen anspricht und signifikante Verdnderungen zeigen wiirde.
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Eine Reihe epidemiologischer und klinischer Studien weisen auch auf einen inversen
Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metaboliten und Blutdruck und/oder Plasmarenin-
aktivitdt hin [185, 279, 305-308]. So konnte gezeigt werden, dass es zu einer
Blutdrucksenkung kommt, wenn die 25(OH)D-Spiegel durch UVB-Strahlen iiber 100 nmol/L
ansteigen [309, 310]. Als pathophysiologische Erklarungsansétze werden dabei die Reduktion
des Parathormonspiegels, die Relaxation glatter GefaBmuskulatur sowie die direkte Inhibition
des RAAS durch Vitamin D-Metabolite diskutiert [311], auch wenn der genaue
zugrundeliegende Mechanismus noch weitgehend unklar ist. Obwohl in der vorliegenden
Arbeit die 25(OH)D-Werte nach der Vitamin D-Supplementierung ebenfalls im Durchschnitt
auf 103 nmol/L anstiegen und auch die PTH-Serumkonzentration um 14% gesunken ist,
konnte kein Effekt des Vitamin D-Priparates auf den Blutdruck der Patienten erzielt werden.
Durch die Tatsache, dass 93% der Patienten in der Vitamin D-Gruppe mit Antihypertonika
behandelt wurden und 97% zusétzlich Diuretika mit ebenfalls antihypertensiver Wirkung
einnahmen, kann moglicherweise der fehlende Effekt einer Vitamin D-Supplementierung auf
die Blutdruckwerte erklart werden. Da der Blutdruck bei diesen Patienten zur Entlastung des
Herzens durch den medikamentdsen Einsatz bereits konstant sehr niedrig gehalten wird,
scheint ein additiver Nutzen des Vitamin D-Priparates im Sinne einer weiteren Senkung des

Blutdrucks nicht mehr moglich zu sein.

Drop-out - Patienten

Ein weiteres interessantes Ergebnis der vorliegenden Studie war, dass die Patienten, die
aufgrund einer massiven Verschlechterung ihres Gesundheitszustandes vorzeitig
ausgeschieden sind, die hochsten Plasmakonzentrationen an natriuretischen Peptiden sowie
die hochsten Serumkonzentrationen an CRP und PTH zu Studienbeginn aufwiesen und ihre
klinischen Parameter (LVEF, LVEDD, HTQ) ebenfalls deutlich schlechter waren im
Vergleich mit den Patienten, die die Studie beenden konnten (Tab. 22). Die erhéhten Spiegel
an natriuretischen Peptiden und CRP stimmen mit friiheren Ergebnissen iiberein, die eine
schlechte Prognose sowie eine hohe Mortalitédtsrate bei herzinsuffizienten Patienten mit hohen
NT-proBNP- [84] und NT-proANP-Konzentrationen im Plasma [71] und hohen CRP-
Serumkonzentrationen [115] festgestellt haben. Erwdhnenswert in diesem Zusammenhang ist
eine kiirzlich publizierte Studie, die gezeigt hat, dass durch eine hohe Vitamin D-Gabe die
CRP-Konzentrationen im Serum bei Patienten mit chronischen Erkrankungen deutlich starker

abfallen als bei einer gering-dosierten Vitamin D-Gabe [312]. Da in der vorliegenden Studie
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durch die Vitamin D-Supplementierung jedoch kein Effekt auf die CRP-Spiegel beobachtet
werden konnte, bedarf es hinsichtlich des potentiellen Zusammenhangs zwischen der CRP-
Serumkonzentration und der Dosis und Dauer einer Vitamin D-Supplementation noch

weiterer Untersuchungen.

Es ist bekannt, dass sich libermiBig hohe PTH-Spiegel negativ auf die kardiale Funktion im
Sinne einer linksventrikuldren Hypertrophie, linksventrikuldren Dysfunktion und
interstitiellen Fibrose auswirken [245, 313-316]. Interessanterweise lagen die PTH-
Serumkonzentrationen bei Méinnern mit linksventrikuldrer Hypertrophie bei 44,1 £ 26,2 pg/ml
verglichen mit PTH-Werten von 29,4 + 13,9 pg/ml bei Ménnern ohne linksventrikuldre
Hypertrophie [245]. Die linksventrikuldre Hypertrophie ist allgemein als Pradiktor fiir das
Auftreten von Komplikationen ebenso bekannt wie fiir eine schlechte Prognose bei bereits
bestehender Herzinsuffizienz [317, 318]. Vor diesem Hintergrund kann auch ein PTH-Wert
von 45,7 pg/ml, wie er bei den ausgeschiedenen Patienten in der vorliegenden Studie
festgestellt wurde, auf eine Verschlechterung der Myokardfunktion hindeuten. Es wurde
ebenfalls ein deutlicher Zusammenhang zwischen der PTH-Konzentration im Serum und der
Hypertrophie, verdeutlicht als HTQ, beobachtet. Bei PTH-Werten > 70 pg/ml lag der HTQ
um 6% hoher als bei Patienten mit niedrigeren PTH-Spiegeln (P<0,01); bei PTH-
Konzentration > 110 pg/ml war der HTQ bereits 13% hoher als bei niedrigeren PTH-Werten
(P<0,05). Diese Tatsache vermag die Hypothese von PTH in der Rolle als hypertropher

Faktor zunehmend zu untermauern.

Neben den negativen PTH-Wirkungen konnten jedoch auch giinstige Effekte von PTH auf die
Herzmuskelfunktion beschrieben werden, wie Steigerung der Herzrate, des myokardialen
Blutflusses sowie des kardialen Outputs [241]. Aus diesem Grund kann angenommen werden,
dass die hoheren PTH-Spiegel bei den ausgeschiedenen Patienten, verglichen mit denen, die
die Studie beendet haben, zumindest zum Teil als Resultat eines Adaptationsprozesses an die
Schwere der Erkrankung betrachtet werden konnen. Daher ist es auch denkbar, dass sich die
erhohten PTH-Werte im Sinne eines Kompensationsmechanismus der Herzinsuffizienz
entwickeln und nicht nur durch einen niedrigen Vitamin D-Status resultieren, obwohl die
pathophysiologischen Mechanismen fiir diesen Zusammenhang noch unklar sind. Die
erhohten PTH-Spiegel der ausgeschiedenen Patienten konnten zu einer Calciumfreisetzung
aus den Knochen gefiihrt haben und damit moglicherweise verantwortlich sein fiir die leicht

erhohten Calcium-Spiegel dieser Patienten bei Studienbeginn (Tab. 22).
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Fazit

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass vor allem die Ergebnisse zum Zytokinstoffwechsel
vielversprechend sind. Die gewonnenen Studiendaten bestdtigen in vitro Untersuchungen,
dass Vitamin D eine anti-inflammatorische Wirkung zu haben scheint. Dies konnte fiir die
Zukunft neue therapeutische Moglichkeiten eroffnen. Des Weiteren kénnen durch die
vorliegenden Daten Hinweise geliefert werden, dass erhohte PTH-Serumkonzentrationen mit
der Progression der Herzinsuffizienz zusammenhingen. Eine zusitzliche Calcium-
Supplementation vermag vielleicht klinische Parameter, wie die linkventrikuldre
Ejektionsfraktion und den enddiastolischen Diameter, zu verbessern. Zusammengefasst kann
angenommen werden, dass eine gestorte Vitamin D/PTH/Calcium-Achse moglicherweise zur

Progression der CHI beitrégt.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser placebo-kontrollierten, randomisierten, Doppelblind-Studie wurde erstmals
der Frage nachgegangen, wie sich eine Supplementierung mit Vitamin D auf die
Mortalitétsrate sowie auf verschiedene biochemische und klinische Parameter bei Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI) auswirkt. Als Anlass fiir diese Studie wurden frithere
Ergebnisse einer kiirzlich durchgefiihrten Untersuchung genommen, die gezeigt haben, dass
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz erheblich niedrigere Plasmaspiegel der Vitamin D-
Metabolite 25-Hydroxyvitamin D (25(OH)D) und Calcitriol aufweisen als gesunde Personen
gleichen Alters, sodass die Hypothese aufgestellt wurde, dass ein niedriger Vitamin D-Status

zur Pathogenese und/oder der Symptomatik der chronischen Herzinsuffizienz beitragen kann.

123 Patienten mit diagnostizierter Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium >II) wurden im
Zeitraum von Mirz 2002 bis April 2003 rekrutiert und randomisiert (4-er Block) zwei
Behandlungsgruppen zugeteilt; 61 Patienten erhielten tdglich 50 pg (2.000 LE.)
Cholecalciferol sowie ein Calcium-Préparat in Hohe von 500 mg (Vitamin D-Gruppe) und 62
Patienten erhielten téglich ein entsprechendes Placebo-Préiparat sowie ein Calcium-Préparat in
Hohe von 500 mg (Placebo-Gruppe) iiber einen Zeitraum von 9 Monaten. Biochemische und

klinische Parameter wurden zu Studienbeginn und nach 9 Monaten erfasst.

Von den 123 Patienten haben 30 Patienten (28 Ménner und 2 Frauen) die Studie nicht
beendet. 5 Patienten beendeten die Studie vorzeitig aufgrund fehlender Compliance und bei
den restlichen 25 Patienten, die die Studie nicht beendet haben, waren klinische Griinde (z.B.
sehr kritischer Gesundheitszustand, Transplantation, Tod) die Ursache fiir das friihere

Ausscheiden aus der Studie.

Die 25 Patienten, die aufgrund klinischer Ursachen ausgeschieden sind, wiesen zu Beginn der
Studie im Vergleich mit den in der Studie verbliebenen Patienten beider Gruppen signifikant
hohere Plasmaspiegel der natriuretischen Peptide NT-proBNP und NT-proANP sowie
deutlich hohere Konzentrationen an C-reaktivem Protein, Parathormon (PTH) und Calcium
im Serum auf, wihrend die 25(OH)D-Plasmaspiegel bei den ausgeschiedenen Patienten
tendenziell niedriger lagen. AufBlerdem zeigten sich bei diesen drop-out Patienten die
schlechtesten Werte beziiglich der linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF), dem
linksventrikuldren enddiastolischen Diameter (LVEDD) und des Herz-Thorax-Quotienten,

verglichen mit den Patienten, die die Studie beendet haben.
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Wiéhrend des Studienverlaufs ergaben sich durch die Vitamin D-Supplementierung
signifikante Behandlungseffekte beziiglich der 25(OH)D-Spiegel im Plasma sowie der
Serumkonzentrationen an Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a), Interleukin 10 (IL-10) und
PTH. Die anderen biochemischen Parameter zeigten durch die Vitamin D-Supplementierung

wihrend der Studie keine Verdnderungen.

Die zirkulierenden Konzentrationen an 25(OH)D im Plasma stiegen im Studienzeitraum bei
den Patienten, die ein Vitamin D-Priparat einnahmen, um 67 nmol/L (185%) signifikant an
(P=0,000). In der Placebo-Gruppe kam es hingegen nur zu einem Anstieg von 9 nmol/L
(23,5%) (P=0,05). Damit konnte die 25(OH)D-Konzentration im Plasma durch die Vitamin
D-Supplementation verdreifacht werden und stieg auf 25(OH)D-Werte von 103 nmol/L an.

Bei den Patienten, die Vitamin D supplementierten, blieb der TNF-a-Spiegel konstant (-10%,
P=0,812), wéhrend die TNF-a-Serumkonzentrationen in der Placebo-Gruppe um 12%
signifikant anstiegen (P=0,017). Des Weiteren kam es in der Vitamin D-Gruppe zu einem
signifikanten Anstieg der IL-10-Serumkonzentration um 43% (P=0,035), wéihrend die IL-10-
Werte bei den Patienten der Placebo-Gruppe unverdndert blieben (-22%, P=0,579).
Hinsichtlich der PTH-Werte im Serum konnte in der Vitamin D-Gruppe ein deutlicher
Riickgang um 14% verzeichnet werden (P=0,034), wéhrend sich in der Placebo-Gruppe keine
signifikanten Veridnderungen ergaben (-11%, P=0,582).

Am Ende der Studie wiesen die mit Vitamin D-behandelten Patienten signifikant hohere
Vitamin D-Spiegel und signifikant niedrigere Serumkonzentrationen an TNF-a und PTH auf

als die Patienten der Placebo-Gruppe.

Ein behandlungsspezifischer Effekt der Vitamin D-Supplementierung auf klinische Parameter
blieb aus. Auch wenn wéhrend des Studienverlaufs ein signifikanter Anstieg der LVEF und
eine signifikante Abnahme des LVEDD sowohl in der Vitamin D-Gruppe (P=0,018 bzw.
P=0,025) als auch in der Placebo-Gruppe (P=0,003 bzw. P=0,005) erzielt werden konnte,
unterschied sich das Ausmal der Differenz zu den Basisdaten jedoch nicht zwischen beiden
Gruppen. Die Mortalititsrate unterschied sich wéhrend eines Follow-Up von 15 Monaten in

beiden Behandlungsgruppen nicht voneinander.
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Es bleibt festzuhalten, dass vor allem die Ergebnisse zum Zytokinstoffwechsel
vielversprechend sind. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie beziiglich der
Serumkonzentrationen an TNF-a und IL-10 kénnen demnach so interpretiert werden, dass das
Vitamin D-Préparat in der Lage ist, das Zytokinprofil bei Patienten mit CHI zu verbessern.
Vor dem Hintergrund, dass IL-10 als anti-inflammatorisches Zytokin die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine hemmen kann, scheint der in der Vitamin D-Gruppe beobachtete
Anstieg der IL-10-Serumkonzentration das inflammatorische Milieu bei der CHI zu
reduzieren. Insofern kénnen diese gewonnenen Ergebnisse von groBer praktischer Bedeutung
im Hinblick neuer Therapieoptionen fiir Erkrankungen, wie die CHI sein, die mit erh6hten
Konzentrationen an pro-inflammatorischen Zytokinen einhergehen. Ebenfalls kann
angenommen werden, dass eine gestorte Vitamin D/PTH/Calcium-Achse zur Progression der

Herzinsuffizienz beitréagt.
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PATIENTENINFORMATION
zur Studie

Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung
auf biochemische Indikatoren der Herzinsuffizienz

Sehr geehrte(r) Patient(in),

Am Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen wird eine wissenschaftliche Studie
durchgefiihrt, bei der mogliche Ursachen der Herzschwiche erforscht werden. Im Rahmen der
Studie soll untersucht werden, inwieweit die Verabreichung von Vitamin D den
Krankheitsverlauf giinstig beeinflussen kann. Mit diesem Schreiben mdchten wir Thnen einige
Informationen zur Studie geben und Sie bitten, durch Ihre Teilnahme zum Gelingen
beizutragen.

Hintergrund der Studie: Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind bisher nicht vollstindig
bekannt. Bei herzinsuffizienten Patienten wird die eingeschrinkte Herzmuskelkontraktion
unter anderem auf einen gestorten Calcium-Stoffwechsel zuriickgefiihrt. Fiir die Einleitung
der Muskelkontraktion ist der Einstrom von Calcium in die Herzmuskelzellen erforderlich.
Durch Vitamin D kann dieser notwendige Calcium-Einstrom gefordert werden. Kiirzlich
wurde von uns eine Studie abgeschlossen, bei der erstmals eine verschlechterte Vitamin D-
Versorgung sowie eine geringe Calciumversorgung bei Patienten mit Herzinsuffizienz
festgestellt wurde. FEin niedriger Vitamin D-Status scheint ursdchlich an der
Krankheitsentstehung und am Krankheitsverlauf der Herzinsuffizienz beteiligt zu sein, sodass
niedrige Vitamin D-Konzentrationen im Blut mit der Schwere der Herzerkrankung in
Verbindung gebracht werden kdnnen.

Eine ergdnzende Therapie zur Medikamenteneinnahme mit Vitamin D und Calcium erscheint
daher sinnvoll, um die Kontraktionskraft des Herzens zu steigern, d.h. die Leistung der
»Pumpe* zu verbessern.

Studienablauf: Patienten, die sich zur Teilnahme an der Studie entschlieBen, sollen 9 Monate
lang taglich zusitzlich ein Calcium-Priparat einnehmen. Ein Teil der Gruppe erhélt ein
Vitamin D-Préparat, wiahrend der andere Teil der Gruppe zusitzlich ein Scheinpriparat
(Plazebo) erhilt. Die Einteilung in einer der beiden Gruppen erfolgt nach dem Zufallsprinzip.
Diese Vorgehensweise ist notwendig, um nachher bei der Auswertung eindeutig zeigen zu
konnen, ob moglicherweise auftretende Verbesserungen der Erkrankung tatsdchlich auf das

Vitamin D-Préparat zuriickzufiihren sind.
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Bisher ist nicht bekannt, ob durch zusitzliche Vitamin D-Gabe gilinstige Wirkungen auf Thre

Erkrankung erzielt werden konnen.

Wihrend jeder Kontrolluntersuchung, zu der Sie zum Herzzentrum in Bad Oeynhausen
kommen, erfolgt bei den Studienteilnehmern eine Blutentnahme. Die Blutentnahme erfolgt im
Rahmen der Routine-Blutabnahme und betrdgt ca. 15 ml. Dariiber hinaus werden
krankheitsbezogene Daten mittels EKG, Echokardiographie und Spiroergometrie wihrend der
Routineuntersuchung sowie Korpergrofle und —gewicht erfasst. Zusétzlich ist ein Fragebogen
von 5 Minuten Dauer zur Krankheitsgeschichte zu beantworten sowie ein

Erndhrungsprotokoll am Tag vor jeder Untersuchung zu fiihren.

Alle Untersuchungen werden von einem Arzt oder anderen wissenschaftlichen Fachkriften

durchgefiihrt und tiberwacht.

Risiken: Unerwiinschte Wirkungen sind durch die Einnahme des Priparates im Allgemeinen
nicht zu erwarten, da es sich bei der verabreichten Menge um empfohlene
Dosierungsempfehlungen handelt. Bei der gleichzeitigen Behandlung mit Herzglykosiden und
Thiaziddiuretika kann es zur Erhohung des Blutcalciumspiegels kommen. Sie werden daher in
der Klinik hinsichtlich EKG und Calciumspiegel tiberwacht Die Blutentnahmen beinhalten
die Tblichen Risiken, wie Héimatombildung (Bluterguss, blauer Fleck) oder

Venenentziindungen an der jeweiligen Einstichstelle der Kantile.

Versicherung: Das Auftreten unerwiinschter Wirkungen ist unwahrscheinlich. Als
Teilnehmer der Studie sind Sie dennoch gegen mogliche Gesundheitsschdden versichert bei:

Gerling-Versicherung (Firmen- und Privat-Service)
Versicherungsschein-Nummer: 70-005569305-6

Die Versicherungsbedingungen und Obliegenheiten, die fiir den Versicherungsschutz
erforderlich sind, werden IThnen ausgehéndigt.

Durch Thre Bereitschaft, an dieser Studie teilzunehmen, kénnen Sie dazu beitragen, dass die
Ursachen der Herzinsuffizienz besser verstanden werden. Die Ergebnisse konnen
moglicherweise fiir vorbeugende Mafinahmen sowie fiir die Behandlung der Erkrankung von
Bedeutung sein. Deshalb mochten wir uns vorab bei Thnen recht herzlich bedanken. Sollten

Sie weitere Fragen haben, konnen Sie sich jederzeit an uns wenden.
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Ansprechpartner fur Ruckfragen:

Dr. med. Gero Tenderich

Oberarzt der Klinik fiir Thorax- und Kardiovaskularchirurgie
Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen

Georgstr. 11

D-32545 Bad Oeynhausen

Tel.: +49-5731-972246

Fax.: +49-5731-972261

Email: gtenderich@hdz-nrw.de

PD Dr. oecotroph. A. Zittermann

Institut fiir Erndhrungswissenschaft der Universitdt Bonn
Endenicher Allee 11-13

53115 Bonn

Tel.: 0228 / 732016

Fax.: 0228 / 733217

Email: a.zittermann@uni-bonn.de
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Name:

Einverstandniserklarung

Geburtsdatum:

Das Original dieser Einwilligungserkldarung verbleibt bei den Unterlagen. Eine Kopie der
Einwilligungserkldrung wird dem Patienten ausgehindigt.

Ich erklére, dass ich die Patienteninformation zur wissenschaftlichen Untersuchung:

,»Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung
auf biochemische Indikatoren der Herzinsuffizienz*

und diese Einverstindniserklarung erhalten habe.

0

Ich wurde fiur mich ausreichend miundlich und schriftlich von Frau/Herrn Dr. med.
........................ iiber die wissenschaftliche Untersuchung informiert.

Ich erkldre, dass ich damit einverstanden bin, dass Blut, welches entnommen wird und
nicht fiir die Routineuntersuchung nétig ist, fiir die o.g. wissenschaftliche
Untersuchung genutzt werden kann.

Ich weiss, dass ich jederzeit meine Einwilligung, ohne Angaben von Griinden,
widerrufen kann, ohne dass dies fiir mich nachteilige Folgen hat.

Ich erkldre, dass ich mit der im Rahmen der klinischen Priifung erfolgenden
Aufzeichnung von Krankheitsdaten/ Studiendaten und ihrer anonymisierten
Weitergabe zur Uberpriifung an die zustindige Uberwachungsbehorde oder die
zustindige Bundesoberbehorde und, soweit es sich um personenbezogene Daten
handelt, mit deren Einsichtnahme durch zur Verschwiegenheit verpflichtete
Beauftragte der Behorde einverstanden bin.

Uber die Versicherungsbedingungen und Obliegenheiten im Rahmen der Studie bin
ich aufgeklart worden. Die Versicherungsbedingungen wurden mir ausgehéndigt.

Mit der vorstehend geschilderten Vorgehensweise bin ich einverstanden und bestétige
dies mit meiner Unterschrift.

(Datum) (Patient)
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Wie nehme ich das Prifpraparat ein?
Allgemeine Hinweise

e Es handelt sich um ein sehr konzentriertes Prdparat. Halten Sie die
Einnahmevorschriften deshalb bitte jeden Tag genau ein, da bei unsachgemalier
Anwendung Nebenwirkungen nicht ausgeschlossen werden kénnen.

e Wenn Sie versehentlich die Einnahme des Priparates vergessen haben, notieren Sie das
entsprechende Datum und fahren am nichsten Tag wie gewohnt mit der Einnahme fort.

e Bitte nehmen Sie jeden Tag einmal 3 Tropfen des Nahrstoffpraparates wahrend einer
fetthaltigen Mabhlzeit ein. Das Prédparat ist geschmackneutral, sodass Sie keine
Geschmacksverdnderungen bemerken werden.

e FEin Flidschchen reicht ungefahr fiir 100 Tage. Bringen Sie die Flaschen (auch, wenn Sie
noch nicht ganz leer sind) bitte beim ndchsten Untersuchungstermin wieder mit. Sie
werden regelméBig neue Flaschen fiir den nichsten Zeitraum erhalten.

Dosierungsanleitung:

» Bitte nechmen Sie taglich 3 Tropfen des Préparates ein. Achten Sie darauf, dass die
Einnahme immer mit einer fetthaltigen Mahlzeit verbunden ist.

Beispiel:

Sie geben 3 Tropfen auf eine Scheibe Brot mit Butter, Kése oder Wurst. Um Verluste zu
vermeiden, tropfen Sie die Fliissigkeit nur auf die Stelle, die Sie als nichstes verzehren.
Sie nehmen ein Stiick Fleisch oder Fisch auf eine Gabel und geben darauf die Tropfen.

Sie nehmen die Tropfen in einem Loffel fetthaltiger Suppe, Eintopf, Milch oder Joghurt
(mind.3,5%Fett) auf.

Tipp:

» Nehmen Sie das Vitamin D am besten immer zu einer bestimmten fetthaltigen Mahlzeit
am Tag ein, um die Gewdhnung an die tdgliche Einnahme zu erleichtern.

< Die Calciumtablette nehmen Sie bitte 1Xx am Tag ein.
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Fragebogen zur Krankheitsgeschichte
Alle Angaben unterliegen der Schweigepflicht

NAINIC et VOrName:.....cooeeveeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeenn
Geburtsdatum: ....../....../19...... GroBe: ............. cm Gewicht: .......... kg
Geschlecht: [1 weiblich [J minnlich [1 Raucher [ Nichtraucher

Checkliste ,,Klinische Charakteristika“

"1 Herz-/Kreislauferkrankungen (Koronare Herzerkrankung; Dilatative Kardiomyopathie;
Myokardinfarkt in der Vergangenheit; Bypass-Operationen) (wenn ja, welche?)

Dauer der Erkrankung: ........cccooooiiiiiieeeeeee e e
Tl Bluthochdruck (Hypertonie) (wenn ja, S€it WanN?).........c.cccueerueeriieneeeieeneeeireenieeeneesenesneens
T1 Nierenerkrankungen (wenn ja, WelChe?).........ccooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e
'] Lebererkrankungen (wenn ja, WelChe?)........c.ccooviiiiiiiiiiieceeee e
'] Thrombosen oder Blutgerinnungsstorungen (wenn ja, welche?)..........ccccevviviiiniiiiieninennen.
'] Zuckerkrankheit (Diabetes mellitus) (wenn ja, S€it Wann?).........cccveeeveeerieeenveeeseeeervee e
71 Schilddriisenerkrankung (wenn ja, WelChe?).........cccveriiiiiiiniieiieiieeiecee e
"1 Knochenbriiche (wenn ja, welche und wann?)............ccocceiiieiiiiiienienee e

71 Operationen (wenn ja, welche und Wann?)..........cccceevveeiiiiiieiieeiieee e

'] Medikamenteneinnahme (Diuretika, Vasodilatatoren inkl. ACE-Hemmer, Digitalis,
Antikoagulantien, 3-Blocker, Nitroglycerin, Weitere)...........ceevueerueeriierieenieeiienieeieesie e

'] Aufnahme von Vitamin D- und Calciumpréparaten in den letzten 4 Wochen (wenn ja,
welche und welche Dosierung pro Tag?).......occuieiieeiieiiieiece e
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Fragebogen
Name:
Nr.:
Datum:

1. Wie viele Tage sind Sie in der Woche drauf3en?

2.  Wie schéatzen Sie Ihre korperliche Befindlichkeit in den letzten Tagen ein?
"1 sehr schlecht 1 eher schlecht " mittelméBig [ gut ] sehr gut
3. Korperliche Leistungsféhigkeit im Alltag:
o Wie lange konnen Sie auf ebener Erde gehen ohne Schwierigkeiten (Atemnot,
Herzrasen, etc.)?
[ bis zu 100 m [ bis 500m [ bis 2 km ] unbegrenzt

(z.B. Einkauf, kurze Besorgungen) (z.B. Spaziergang)
e  Wie viele Treppenstufen konnen Sie ohne Probleme (Atemnot, Herzrasen, etc.) gehen?
"] gar nicht "l weniger als 6 "bis zu 12 1bis zu 30
e Angabe zur Schlafposition:

"1 flach I mit zusétzlichem Kissen [ in Oberkorperhochlage (Bett angewinkelt)

[l nahezu sitzende Position

e [Leiden Sie unter nachtlichem Wasserlassen?

"I nein [lja; wenn ja, wie haufig:
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Verzehr Uber 1 Tag

Probanden-Nr.:

Durchfihrung am:

Datum:

Brot

in Scheiben

Weillbrot, Toastbrot

Mischbrot, Graubrot, Roggenbrot

Vollkornbrot (z. B. Roggen-, Weizenvollkorn)

Mehrkornbrot (z. B. Sechskorn-, Vierkorn)

Knickebrot, Zwieback

Pumpernickel

Sonstiges Brot (z. B. Graham)

Brotchen

in Stuck

Roggenbrotchen

Vollkornbrotchen, Mehrkornbrotchen

Sonstige Brotchen (z. B. Rosinen-, Laugenbrotchen)

Hornchen, Croissant

Brotaufstrich, Butter, Margarine, Ol

in Teeloffeln

Marmelade, Konfitiire, Gelee

Honig

Nufnougatcreme

Butter (auch zum Kochen / Braten)
Sorte / Name

Margarine (auch zum Kochen / Braten)
Sorte / Name

Ol (zum Kochen / Braten)

Sorte / Name

Musli, Getreidebrel

in ERI6ffeln

Haferflocken (trocken)

Gemischtes Miisli (trocken)

Cornflakes (trocken)

Kuchen und Geback

in Stuck

Sahnetorte, Crémetorte

Kuchen ohne Fiillung/ohne Belag (z. B. Marmor-, Hefekuchen)

Kuchen mit Fiillung/mit Belag (z. B. Kisekuchen)

Obstkuchen (z. B. Apfelkuchen)

Stiickchen, Teilchen (z. B. Plunder, Blitterteiggebiick)

Kekse, Platzchen
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Kase, Milchprodukte, Milch in Essloffeln,
Scheiben, Portionen,
(eine Portion entspricht dem Belag einer Scheibe Brot) Bechern oder
Tassen

Fettgehalt in %

Quark, Frischkise (in Essloffeln) ...

Hartkése (z.B. Emmentaler, Gouda) (in Scheiben) — .................

Weichkidse (z.B. Camembert) (in Portionen) — .................

Joghurt, Kefir (imBechera150g) ...

Buttermilch (in Tassena150ml) ...

Milch (in Tassena150ml) ...

Saure Sahne, Dickmilch (im Becher a150g) .................

StiBe Sahne/Schlagsahne (im Bechera150g)  .................

Wurst in Portionen oder
(eine Portion entspricht dem Belag einer Scheibe Brot) Stuck

Fettreiche Wurst (z.B. Salami, Cervelatwurst) (in Scheiben)

Fettarme Wurst (z.B. Gefliigelwurst, Bierschinken), gekochter
Schinken (in Scheiben)

Roher Schinken, Lyoner, Gelbwurst (in Portionen)

Wienerle, Frankfurter, Fleischwurst (in Sttick)

Fleisch, Fisch, Eier in Portionen oder
Stiick

Zubereitung / Sorte

Rindfleisch, Kalbfleisch (in Portionen) .............c.......

Schweinefleisch (in Portionen) ...

Gefliigelfleisch (in Portionen)

Schaffleisch (in Portionen) ...

Wild (in Portionen)

Frikadelle (in Stiick)

Innereien (z. B. Leber, Niere) (in Portionen)  ..........cc.........

Fisch (in Portionen)

Eier (in Stlick)

Suppe, Eintopf in Tellern

Klare Suppe

Gebundene Suppe/Crémesuppe

Eintopf mit Fleisch/Wurst

Eintopf ohne Fleisch, Gemiiseeintopf




Stefanie Schulze Schleithoff e Herz- und Diabeteszentrum NRW e Georgstr. 11 e 32545 Bad Oeynhausen e Tel.: 05731 /973181

Kartoffeln, Nudeln, Reis, Pizza

in Portionen oder
Stick

Pellkartoffeln, Salzkartoffeln (in Portionen)

Kartoffelbrei (in Portionen)

Bratkartoffeln (in Portionen)

Kartoffelklofe (in Stuick)

Nudeln ohne Fiillung (in Portionen)

Nudeln mit Fiillung (z. B. Ravioli) (in Portionen)

Reis (in Portionen)

Getreide (z. B. Hirse, Polenta) (in Portionen)

Pfannkuchen (in Stuick)

Pizza (in Sttick)

Gemuse, Salat

in Portionen

Erbsen, Linsen, Bohnen ...

Griinkohl

Fenchel

Porree/Lauch

Spinat

Sonstiges Gemiise, gediinstet ...

Gemiiserohkost (z.B. Karotten, Tomaten, Gurke) ................

Griiner Salat/Blattsalat

Kartoffelsalat

Fleischsalat

Obst

in Stuck oder
Portionen

Apfel, Birne (inStack) ...

Banane (in Sttick)

Trauben, Beeren, Kirschen (in Portionen)  ..................

Zitrusfriichte (z.B. Orange) (in Stlick) ~ ........cceeee

Stidfriichte (z.B. Ananas, Mango) (in Stlck) — .......cc.ee......

Konservenobst (in Stick) L

Trockenobst (in Stick)

Sol3en, Salatsol3en

in Portionen

Bratensof3e

Hackfleischsofle

Tomatensol3e

SalatsoBe (Essig/Ol)
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SuRwaren, Knabbereien, Nachspeisen

in Stiick, Tassen,
ERI6ffeln oder
Portionen

Schokolade, Pralinen (in Stiick)

Sonstige SiiBwaren (Bonbons, Lakritz) (in Stlick)

Knabbergebéck (in Tassen a 150 ml)

Niisse, Pistazien (in ERloffeln)

Pudding (in Portionen)

Eis (in Portionen)

Kaffee, Tee, Kondensmilch, Kakao, Zucker

in Tassen a 150 ml
oder Teel6ffeln

Kaffee (coffeinhaltig) (in Tassen a 150 ml)

Kaffee (entcoffeiniert) (in Tassen a 150 ml)

Schwarzer Tee (in Tassen a 150 ml)

Krautertee, Friichtetee (in Tassen a 150 ml)

Kakao mit Milch (in Tassen a 150 ml)

Kakao mit Wasser (in Tassen a 150 ml)

Zucker (in Teeloffeln)

Kaffeesahne, Kondensmilch (in Teeloffeln)

Bier

in Flaschen a 500 ml

Bier (z. B. Pils, Alt, Kolsch)

Alkoholfreies Bier

Malzbier

Wein, Sekt, Spirituosen

in Glasern

WeiB3wein (in Glasern a 250 ml)

Rotwein (in Glasern a 250 ml)

Sekt (in Glasern a 100 ml)

Schnaps, Likor (in Glasern a 2 cl)

Safte, Wasser, sonstige Getranke

in Glasern a 200 ml

Fruchtsaft, 100 % Frucht

Fruchtnektar, 50 % Frucht ...

Gemusesaft

Multivitaminsaft

Erfrischungsgetrianke (z.B. Limonaden, Cola)

Diétgetrdanke (mit Siistof¥)

Mineralwasser

Leitungswasser

Calciumangereicherte Getrianke (z.B. Orangensaft mit Calcium)
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Probanden-Nr.:

Durchfihrung am:

Datum:

Lebensmittel, die nicht aufgefihrt sind Menge
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Wie wird das Ernahrungsprotokoll ausgeftllt?

Allgemeine Hinweise

o Bitte notieren Sie jeweils an dem Tag vor ihrem néchsten Termin bzw. der
Blutentnahme im Herzzentrum Bad Oeynhausen was und wie viel Sie gerade essen und
trinken.

o Halten Sie bitte diesen Tag genau ein, damit wir IThre Angaben mit denen der anderen
Studienteilnehmern vergleichen kénnen.

'@ Bitte essen und trinken Sie an diesem Tag genauso wie immer !l t
Wie soll notiert werden?

e  Tragen Sie grundsatzlich bitte alles ein, was Sie verzehren, d.h. alle Speisen und
Getrdanke (auch Wasser zur Einnahme von Medikamenten, Milch und Zucker fiir den
Kaffee oder Tee), Siiffigkeiten und auch Kleinigkeiten zwischendurch und auch
Préparate (z.B. Vitamin- und Mineralstoffpraparate).

o Suchen Sie ein verzehrtes Lebensmittel in der entsprechenden Lebensmittelgruppe
(z.B. Marmelade in der Gruppe Brotaufstrich).

o Schitzen Sie die Menge bitte gut ab und machen Sie in der Spalte Anzahl entweder fiir
jede Portion einen Strich oder notieren Sie eine Ziffer (z.B. fiir 3 Scheiben Mischbrot
entweder 3 Striche oder eine ,,3* eintragen).

. Fiir die einzelnen Lebensmittel sind jeweils die gewohnlichen MalBleinheiten angegeben.
So wird Brot in Scheiben angegeben, Kuchen in Stuck, Kaffee in Kaffeetassen.

e  Hat man eine kleinere Portion als angegeben gegessen bzw. getrunken (z.B. 2 Teller
Nudeln oder Y4 Apfel), tragt man einfach %2 oder ¥ ein.

e  Gerichte / Lebensmittel, die Sie nicht in der Liste finden kénnen (z.B. Pommes Frites),
tragen Sie bitte unter Lebensmittel, die nicht aufgefihrt sind mit moglichst genauer
Portionsangabe ein.

Tipps:

»  Notieren Sie am besten wahrend oder direkt nach der Mahlzeit.

»  Am Abend sollte man noch einmal tber den vergangenen Tag nachdenken — am
besten mit der Liste in der Hand — ob etwas vergessen wurde und sollte das dann noch
eintragen.

»  Wenn moglich, sollten Gerichte beim Notieren zerlegt werden, z.B. Spaghetti
Bolognese in Nudeln ohne Fillung (Spaghetti) und in Hackfleischsol3e.
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