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1. Zusammenfassung

Anhand einer retrospektiven Datenanalyse von 4008 Routinelaboren von Patienten im Alter
von 2 60 Jahren wurde nach einem signifikanten Zusammenhang zwischen Anamie und dem
Vitamin D-Spiegel mittels parametrischer und nicht-parametrischer Verfahren in Abhangigkeit
und unabhangig von der Nierenfunktion gesucht.

Hintergrund zur Studienfrage war die hohe Rate an Anamien bei alteren Menschen sowie die
hohe Pravalenz des Vitamin D-Mangels (VDM) in dieser Klientel. Vorausgegangene inter-
nationale Studien konnten hier bereits Zusammenhange aufzeigen. Hypothese hierzu ist ein
durch VDM induzierter funktioneller Eisenmangel, welcher tUber die Hepcidin-Ferroportin-
Achse wirke. Es fehlen bislang jedoch reprasentative Daten flr Deutschland und fir altere
Menschen beider Geschlechter zur Prifung der Hypothese.

Zur Analyse standen fir das 25-Hydroxycholecalciferol (25D) 4008 und fir das 1,25-Dihydro-
xycholecalciferol (1,25D) 410 Labore zur Verfigung. 31 % der Personen in der Stichprobe
waren Manner, 69 % Frauen. Das durchschnittliche Alter betrug 75 Jahre (SD = 8,61) und
reichte von 60 bis 99 Jahren. Die mittlere glomerulare Filtrationsrate (GFR) betrug 62
ml/min/1,73 m? (SD = 22,74). Fast 20 % der Personen in der Stichprobe waren laut Definition
der Weltgesundheitsorganisation anamisch. Hierbei zeigte sich bei den Mannern (27 %) in
Relation zu den Frauen (16 %) eine signifikant hdhere Pravalenz; p < 0,001. Auflerdem waren
Manner mit Anamie signifikant jinger als anamische Frauen und bei beiden Geschlechtern
konnte festgestellt werden, dass Menschen mit Anamie signifikant alter waren als Personen
ohne Anamie; p < 0,001. Es liel3 sich im Weiteren bei beiden Geschlechtern eine deutliche
Zunahme der Anamiepravalenz Uber die Altersdekaden finden. Hierbei war der lUberwiegende
Anteil (57 %) der gefundenen Andmien normozytar und normochrom.

Rund 35 % wiesen einen 25D-Mangel mit Werten von < 50 nmol/l auf, wobei auch hier
signifikant mehr Manner (38 %) als Frauen (34 %) betroffen waren; p = 0,014. Ebenso zeigten
sich im Durchschnitt fir das 1,25D um 10 pg/ml niedrigere Werte bei den Mannern in Relation
zu den Frauen; p < 0,001.

Zur Assoziation von Anamie und 25D-Mangel konnte im Chi-Quadrat-Test fur 25D-Spiegel
unter 30 nmol/l bei Frauen, nicht aber bei Mannern, ein signifikanter Zusammenhang aufge-
zeigt werden; p < 0,001 vs. p = 0,104. Bei den Frauen zeigte sich, dass ein 25D-Spiegel von
< 30 nmol/l rund 11 % haufiger mit einer Anamie assoziiert war als ein Spiegel = 30 nmol/l. Fur
Manner konnte erst durch Ausschluss des Kidney Disease Outcome Quality Initiative-
Stadiums 5 (KDOQI) eine signifikante Assoziation belegt werden, welche bei zusatzlichem
Ausschluss des Stadiums 4 noch an Starke zunahm, sodass auch hier eine 10%ig hoéhere
Assoziation fir Anamie bei VDM < 30 nmol/l nachzuweisen war; p = 0,004. Im Weiteren konnte

ebenfalls mittels linearer Regression ein signifikanter Zusammenhang zwischen 25D und
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Hamoglobin fur 25D-Werte < 30 nmol/l bei Mannern und Frauen gefunden werden:
F (1; 165) = 6,461; R? = 0,038; p = 0,012 [Manner]; F (1; 357) = 45,386; R? = 0,113; p < 0,001
[Frauen]. Fur die Manner bestand jedoch die héchste Assoziation in den KDOQI-Stadien 3 bis
5: F(1; 94) = 11,843; R? = 0,112; p < 0,001. Fir die Frauen zeigte sich hingegen die héchste
Assoziation in den KDOQI-Stadien der ,besten® Nierenfunktion, 1 und 2: F (1; 178) = 25,287;
R? = 0,124; p < 0,001. Die Varianz des Zusammenhangs unter den KDOQI-Stadien war bei
den Frauen jedoch geringer ausgepragt als bei den Mannern, sodass fir die Manner, aber
nicht wesentlich fir die Frauen, ein Einfluss der Nierenfunktion auf die Assoziation initial
abzuleiten war. In einer multiplen Regression mit dem Alter und der GFR zeigten sich hingegen
bei den Mannern leicht héhere Effekte des 25Ds pro Anstieg um eine Einheit nmol/l auf das
Hamoglobin in Relation zu den Frauen (0,091 g/dl vs. 0,071 g/dl; p < 0,001). Dies liel3 in der
Gesamtschau auf einen divergenten Einfluss der Nierenfunktion unter den Geschlechtern in
der Stichprobe auf die Assoziation des 25Ds mit dem Hamoglobin bei 25D-Spiegeln < 30
nmol/l schlieRen. Insgesamt konnte somit in der Stichprobe bei beiden Geschlechtern ein hoch
signifikanter Einfluss des 25Ds auf das Hamoglobin auch unabhangig von der Nierenfunktion
im Sinne einer positiven Korrelation gefunden werden.

Far das 1,25D zeigte sich initial bei den Mannern und Frauen ebenfalls eine signifikante
positive Korrelation mit dem Hamoglobin: r = 0,376; p < 0,001 [Manner]; r = 0,342; p < 0,001
[Frauen]. Mittels partieller Korrelation mit der GFR reduzierte sich der gefundene Effekt bei
den Frauen jedoch deutlich wahrend bei den Mannern kein signifikanter Zusammenhang mehr
belegt werden konnte: r=0,171; p < 0,001 [Frauen]; r=0,157; p = 0,060 [Manner]. Zusammen-
fassend konnte fir beide Geschlechter fir das 1,25D unabhangig von der Nierenfunktion kein
statistisch aussagekraftiger Einfluss auf das Hamoglobin belegt werden.

Zur Herleitung einer mdglichen Ursache der gefundenen Assoziation des 25Ds mit dem
Hamoglobin konnte eine signifikante negative Korrelation des 25Ds mit der Erythrozyten-
verteilungsbreite ab 25D-Spiegel von < 75 nmol/l nachgewiesen werden (p < 0,001), deren
Starke mit abnehmendem mittlerem korpuskuldrem Volumen der Erythrozyten stetig zunahm.
Statistisch zeigten sich somit in der Stichprobe Hinweise auf einen Zusammenhang von VDM
und Eisenmangel gemal initialer Hypothese. Die Studienzahlen waren hier jedoch begrenzt.
Weitere Studien sind erforderlich, um zu analysieren, ob die Substitution von 25D den
Hamoglobinspiegel erhéhen kann. Ebenfalls bedarf es weiterer Daten zur weiterfihrenden

atiologischen Klarung des gefundenen Zusammenhangs.

2. Einleitung

Die weltweite Pravalenz der Anamie lag in den Jahren 1993 bis 2005 laut Welt Gesundheits-

organisation (World Health Organization; WHO) bei 24,8 %. Neben schwangeren Frauen und
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Vorschulkindern sind vor allem auch altere Menschen ab dem 60. Lebensjahr mit 23,9 %
betroffen.” Ab dem 50. Lebensjahr steigt hier die Pravalenz der Anamie stetig an 2. Studien
aus Industriestaaten beziffern im Mittel eine Pravalenz von 17 % ab dem 65. Lebensjahr,
30,7 % bzw. 37 % fur Patienten von > 80 und > 90 Jahren sowie 47 % fir Patienten aus
Pflegeheimen 4. Bei Patienten > 70 Jahren in stationarer Behandlung konnte in Deutschland
bei 54,2 % eine Anamie gefunden werden und in Italien bei Patienten = 65 Jahre betrug die
Pravalenz in diesem Klientel sogar 61 % °®. Die Zahlen verdeutlichen die Relevanz der
Thematik. Zudem steht die Andmie in einem direkten Zusammenhang mit der Hospitali-
sierungsrate und Mortalitat ’.

Als Ursache der hochpravalenten Anamie im hoheren Lebensalter wird eine multifaktorielle
Genese gesehen 48, Wahrend im jlingeren Lebensalter der Eisenmangel bei Kindern und
Schwangeren im Vordergrund steht, kommen im hdheren Alter zudem Faktoren wie
Niereninsuffizienz, chronische Erkrankungen und Entziindungen sowie (latente) hamato-
onkologische Krankheitsbilder entscheidend zum Tragen #%-1,

Auch die ethnische Zugehdrigkeit und das Geschlecht haben Einfluss auf die Pravalenz der
Anamie und die Mortalitatsrate. So zeigt sich, dass afroamerikanische Menschen dreimal
haufiger eine Anamie entwickeln als Kaukasier '2. Jedoch kommt es bei Afroamerikanern erst
bei héhergradiger Andmie auch zu einer Steigerung der Sterblichkeitsrate. Bei Kaukasiern
hingegen ist eine Zunahme der Mortalitatsrate schon bei milder Anamie signifikant erfassbar.
Multiple Faktoren, wie die unterschiedliche Haufigkeitsverteilung von interagierenden
Grunderkrankungen werden hierfur u.a. verantwortlich gemacht, wobei die Zusammenhange
noch nicht ganzlich geklart werden konnten 3.

Bei den Geschlechtern lasst sich im Altersverlauf eine Umkehr der Haufigkeiten ablesen. Ist
die Pravalenz bei erwachsenen, nicht schwangeren Frauen noch deutlich hoher als bei
gleichaltrigen Mannern (30,2 % vs. 12,7 %), entwickeln Manner im héheren Alter (= 90 Jahren)
haufiger eine Anamie als Frauen (41 % vs. 21 %), wobei der Scheitelpunkt unter den
Geschlechtern mit einer Pravalenz von 8,6 % zwischen 71-74 Jahren eruiert wurde 4. Als
eine der Ursachen hierflr wird bei Mannern das im Alter abfallende Testosteron gesehen,
welches positiv mit dem Hamoglobin korreliert und tber die Hemmung von Hepcidin die
Eisenresorption und die Mobilisation aus den Speichern fordert 1518,

Wahrend im jungeren Alter die Ursache einer Anamie meist geklart werden kann, bleibt diese
im hohen Alter zu 17-40,9 %, je nach Kohorte, unklar %'°. Aufgrund der Vielschichtigkeit der
Regelmechanismen der Erythropoese sind die Ursachen von Anamien noch nicht im Detail
geklart. Im Rahmen dessen rlckte in den letzten Jahren das Vitamin D als weiterer Faktor
zunehmend in den Fokus der Forschung. Eine Hypothese hierzu ist, dass Vitamin D Gber die
Hepcidin-Ferroportin-Achse aktiv in den Eisenstoffwechsel einwirkt sowie Einfluss auf die

Wirkung von Erythropoetin nimmt 2°2'. Da bei Niereninsuffizienz Vitamin D vermindert
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synthetisiert wird, besteht eine besondere Relevanz fur Patienten mit einer chronischen
Niereninsuffizienz, welche durch neue Therapieansatze zur renalen Anamie profitieren
konnten 2223,

Vorangegangene internationale Studien deuten bei Vitamin D-Mangel (VDM) auf ein erhdhtes
Risiko fir Anamien bei Erwachsenen mit und ohne chronischer Nierenerkrankung (chronic
kidney disease; CKD) hin 2425, Auch bei Kindern konnte ein ahnlicher Zusammenhang
gefunden werden. Hier zeigten sich ebenfalls deutliche Unterschiede unter den Ethnien. So
war der Effekt bei afroamerikanischen Kindern nur vermindert oder gar nicht nachweisbar 2627
Eine Studie mit ausschlielich alteren Mannern als Probanden zeigte hingegen nur partiell
einen Zusammenhang auf 28, Es fehlen jedoch reprasentative Daten fir altere Patienten beider
Geschlechter und fur Deutschland. Gerade diese Kohorte hat eine hohe Rate unklarer
Anamien in Kombination mit einem erhdhten Risiko und einer erhéhten Pravalenz von VDM
und CKD 182930 Zysatzlich besteht in Deutschland durch die in Nordeuropa vorliegende
geringe Sonneneinstrahlung tUber 6 Monate des Jahres ein besonders hohes Risiko flr einen
VDM. In Studien konnte bei einem Drittel der Bevolkerung in Deutschland ein VDM bzw. bei
zwei Dritteln eine suboptimale Vitamin D-Versorgung gefunden werden, wobei im hdheren
Alter die Tendenz anstieg *'.

Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde das Konzept flr die vorliegende Studie
entwickelt, in der es darum geht, mit Hilfe von Sekundardaten eines bundesweit agierenden
Laborunternehmens einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem Vitamin D-Spiegel und

dem Hamoglobinwert bei Personen = 60 Jahren zu untersuchen.

2.1 Anamie

2.1.1. Grundlagen
Erythropoese:

Ontogenese der Blutbildung: Die Hamatopoese nimmt ihren Anfang bereits in der Embryo-

nalphase. Ab dem 16. bis zum 20. Tag nach Konzeption findet im Mesoderm des Dottersacks
die erste Blutbildung statt. Ausgehend vom Hamangioblast, differenzieren sich unter Einfluss
von Wachstumsfaktoren Angioblasten und Hamozytoblasten. Aus den Hamozytoblasten ent-
stehen in der 4. bis 5. Woche grofe, kernhaltige Zellen mit embryonalem Hamoglobin (HbE).
Ab der 5. bis 6. Woche wandern die hamatopoetischen Stammzellen sukzessiv in die Leber
ein, sodass nach der 8. Woche die Blutbildung im Dottersack vollstandig zum Erliegen kommt.
Die Erythrozyten verfugen jetzt Gber fetales Hdmoglobin (HbF) und verlieren zunehmend ihren
Kern. Um die 12. Woche hat die Blutbildung in der Leber bereits ihr Maximum erreicht und wird

passager durch die Milz unterstutzt bis die Blutbildung im Knochenmark, welche ab dem 4.
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Fetalmonat einsetzt, die Leber vollstandig ablosen kann. Ab der 28. Woche dominiert die
medullare Hamatopoese, in welcher nun adultes Hamoglobin (HbA) gebildet wird. Die Leber
stellt die Blutbildung ein bis zwei Wochen nach der Geburt ein, kann aber, wie auch die Milz,
bei Erwachsenen z. B. im Rahmen verdrangender Prozesse im Knochenmark, wieder zur

Blutbildung reaktiviert werden.32-34

Zelldifferenzierung der Erythropoese: Aus der pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle

entwickelt sich im Knochenmark die oligopotente CFU-GEMM (colony forming unit-
granulocyte, erythrocyte, monocyte, megakaryocyte) als Vorlauferzeller der myeloischen
Reihe. Diese differenziert weiter zu den beiden Progenitorzellen der Erythrozyten. Zuerst bildet
sich die BFU-E (burst forming unit-erythrocyte) und danach die CFU-E (colony forming unit-
erythrocyte). Den beiden Vorlauferzellen folgt die erste Zelle der eigentlichen Erythropoese,
der Proerythroblast. Dieser exprimiert bereits den Transferrin-Rezeptor CD71. Im Fortlauf
verkleinern sich die Zellen, das Kernchromatin kondensiert und das Zytoplasma wechselt
durch den Verlust von Ribonukleinsdure (ribonucleic acid; RNA) und die Synthese von
Hamoglobin von basophil Uber polychromatisch zu orthochromatisch. Mit Ubergang zum
orthochromatischen Erythroblasten verlieren die Zellen ihre Teilungsfahigkeit, enthalten aber
noch einen maximal kondensierten Kern, welcher im letzten Schritt zum Retikulozyten
ausgestofien wird. Der Retikulozyt besitzt kein CD71 mehr, jedoch verfugt die Zelle seit dem
Stadium des polychromatischen Erythroblasten tber den CD235a-Marker als Trager von
Blutgruppenmerkmalen. Ein bis zwei Tage verweilen die Retikulozyten noch im Knochenmark,
bevor sie ins Blut ibergehen. Nach Verlust der letzten RNA schlieen sie dort nach weiteren
zwei bis drei Tagen die Reifung zum Erythrozyten ab. Bei Anamie tritt der sog.
Retikulozytenshift vom Knochenmark ins Blut friiher ein. Insgesamt dauert die Erythropoese
ab Proerythroblast acht Tage, wobei die des Retikulozyten vier betragt. Die reifen Erythrozyten
verweilen daraufhin physiologisch 120 Tage im Blut, bevor sie von der Milz abgebaut

werden. 3334

Steuerung der Erythropoese: Das zentrale Hormon zur Steuerung der Erythropoese ist

Erythropoetin (EPO). Dieses Zytokin wird in der Embryonalperiode in der Leber und im
Erwachsenenalter zu 85-90 % nur noch in den peritubuldren Fibroblasten der Niere
synthetisiert. Ein Absinken des Sauerstoffpartialdrucks (pO.) ist der Schliisselreiz zur Bildung
von EPO. Uber den Transkriptionsfaktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1 alpha) wird die
renale Expression von EPO eingeleitet, welches daraufhin ungebunden Uber die Blutbahn ins
Knochenmark gelangt. Nach Bindung am Erythropoetinrezeptoren (EpoR) der Zielzelle wird
Uber den JAK-STAT-Signalweg (Januskinase-Signal transducers and activators of

transcription-Signalweg) die Transkription verschiedenster Gene im Zellkern eingeleitet. Ein
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Protein, welches daraufhin vermehrt exprimiert wird, ist das Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra
large). Dieses wirkt auf die Zellen antiapoptotisch, indem es die Aktivierung von Caspase 3
supprimiert. Neben dem Proerythroblasten weist die CFU-E die héchste Dichte an EpoR auf,
welche unter Einfluss von EPO groflie Kolonien ausbildet. EPO wirkt somit antiapoptotisch als

auch proliferativ auf die Zellen der Hamatopoese ein.**-3¢

Erythrozytenstoffwechsel:

Mit Durchlaufen der verschiedenen Entwicklungsstufen missen die Erythrozyten ihre Zell-
organellen, wie die Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum, die Ribosomen sowie
ihren Kern, einbufen. Damit haben sie neben der Fahigkeit zur Zellteilung, Lipid- und Protein-

synthese auch die Mdglichkeit verloren, aus aeroben Prozessen Energie zu gewinnen.333¢

Energiestoffwechsel der Erythrozyten: Die einzige Methode Adenosintriphosphat (ATP) zu

generieren ist fur Erythrozyten die anaerobe Glykolyse. Hierbei gibt es in den Erythrozyten
eine Besonderheit im Ablauf. Bei niedrigem pO; wird ein Zwischenprodukt, das 2,3-Bisphos-
phoglycerat, gebildet. Dieses bindet an die p-Kette des desoxygenierten Hdmoglobins und
reduziert mittels allosterischen Effekts deren Affinitat zu Sauerstoff (O2), sodass dieser leichter
abgegeben werden kann. Bei ausreichendem pO. entfallt dieser Schritt und es wird Uber 1,3-
Bisphosphoglycerat die Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zu ATP vollzogen.
Die Energie bendtigt der Erythrozyt fur seine Natrium-Kalium- und Calcium-ATPase, welche
zum Erhalt des Membranpotentials und der Form der Erythrozyten erforderlich sind. Des

Weiteren wird ATP in der Glutathionsynthese bendétigt.333¢

Glutathion: Glutathion (GSH) wird in allen Zellen des Korpers gebildet und schitzt diese vor
oxidativem Stress. Aufgrund des hohen pO.s hat diese Funktion in den Erythrozyten eine
besondere Relevanz. Die Bildung wird enzymkatalysiert in zwei Schritten unter Wasser-
abspaltung und Verbrauch von zwei ATP im Zytosol des Erythrozyten durchgefuhrt. Das
Glutathion fungiert in reduzierter Form Uber seine Sulfhydrylgruppe als Reduktionsmittel fur
die Sulfhydrylgruppen anderer Proteine und wird hierbei selbst zu Glutathiondisulfid (GSSG)
oxidiert. Zur Elimination von Wasserstoffperoxid wird als Katalysator zudem die Glutathion-
Peroxidase oder die Katalyse bendétigt. Bei der standig spontan ablaufenden Oxidation des
zweiwertigen Eisens (Fe?*) vom Hamoglobin entsteht neben Methamoglobin das Super-
oxidradikal, welches zu Wasserstoffperoxid oder mit einem weiteren Superoxidradikal zum
Hydroxylradikal reagieren kann. Letzteres ist duRerst reaktiv und schadigt Lipide der
Zellmembran und kann somit zur Lyse flihren. Eine schnelle Beseitigung des Wasser-
stoffperoxids ist somit fur die Erythrozyten Uberlebenswichtig. Das Methamoglobin wird

enzymunabhangig ebenfalls durch GSH wieder zum funktionsfahigen Hamoglobin reduziert.
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Unterstutzung bekommt GSH von der Methamoglobin-Reduktase, welche in einer separaten
Reaktion unter Verbrauch von Nicotinamidadenindinukleotid und Nicotinamidadenindinukleo-
tidphosphat (NAD(P)H) ebenfalls die Reduktion des dreiwertigen Eisens (Fe®*) vollzieht.
AbschlieRend wird durch die Glutathion-Reduktase NADPH-abhangig das GSSG selbst
reduziert und steht somit funktionell der Zelle wieder als GSH zur Verfigung. Im Erythrozyten
muss flr die oben genannten Prozesse somit NAD(P)H bereitgestellt werden. Das bendétigte
NADH kommt hierfiir aus der Glykolyse und das NADPH wird durch den Pentosephosphatweg
bereitgestellt. 10 % der Glukose im Erythrozyten werden nicht in der Glykolyse verstoff-
wechselt, sondern gehen in den Pentosephosphatweg ein. Dieser dient im Erythrozyten allein
der Bereitstellung des NADPH/H* 3336

Erythrozytenalterung/-abbau: Mit zunehmendem Alter der Erythrozyten vermindert sich die

Enzymaktivitat sowohl in der Glykolyse als auch in den anderen genannten Prozessen. Es
kann somit nicht mehr genug ATP fur die Natrium-Kalium- und Calcium-ATPasen geliefert
werden. Dies flhrt dazu, dass das Membranpotential und die Membranstabilitdt nicht mehr
aufrechterhalten werden koénnen. Ebenfalls fallen intrazellular gehauft Superoxid- und
Hydroxylradikale an. Das Phosphatidylserin, welches sonst an der inneren Zellmembran sitzt,
wird an die Membranoberflache gekehrt und dort von den Phagozyten in der Milz erkannt.
Diese bauen den Erythrozyten daraufhin ab, falls er nicht vorher schon durch Radikal-
einwirkung im Blut zytolysiert worden ist.3%%"

Ein hereditarer Mangel an Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, Methamoglobin-Reduktase
oder Pyruvatkinase kann durch Mutationen entstehen und in Folge zu hamolytischen Anamien

fuhren.3436

Hamoglobin:

Die Aufgabe der Erythrozyten ist der Sauerstofftransport von der Lunge ins Gewebe sowie der
Abtransport des Kohlendioxids (CO2). AulRerdem sind die Erythrozyten entscheidend an der
Pufferung des Blutes beteiligt (s.u.).>® Der rote Blutfarbstoff, das Hamoglobin, hat fiir diese
Funktionen der roten Blutkdrperchen zentrale Bedeutung. Von den drei beim Menschen
vorkommenden Typen des Hadmoglobins haben das HbE und das HbF eine deutlich hdhere
Affinitat zu O, als das HbA. Dies gewabhrleistet eine ausreichende Sauerstoffversorgung des
Fotus Uber die Nabelschnur.3#

Das Hamoglobinmoleklil ist ein Tetramer aus je zwei identischen Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht von 64 kDa. Bei den Untereinheiten handelt es sich um Polypeptidketten
unterschiedlicher Aminosauresequenz, Uber welche sich die drei Typen des Hamoglobins
unterscheiden. HbA prasentiert sich im Blut erwachsener Personen in zwei Formen: Hamo-

globin A1 (HbA1) aus zwei alpha- und zwei beta-Ketten (a2f32) und Hamoglobin A, (HbAz) aus
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zwei alpha- und zwei delta-Ketten (a202). Das HbA1 macht hierbei 98 % des Hamoglobins aus.
Bei Knochenmarksdepression, z. B. nach aggressiver Chemotherapie, kénnen kompen-
satorisch erhohte Werte von HbF gefunden werden. Davon abzugrenzen sind hereditare
Hamoglobinopathien, wie die Thalassamie oder die HbS-, HbE- oder HbC-Erkrankung durch
Mutationen im Gen fiir die B-Globinkette.34

Die Untereinheiten bestehen hierbei jeweils aus einem Porphyrinteil, dem Ham, und einem
Proteinteil, der Polypeptidkette als Globin. Das Ham wird aus vier Pyrrolringen gebildet, welche
im Zentrum ein Eisen-lon komplexieren. Dieses bindet jeweils ein Sauerstoffmolekil, sodass
1 Mol Hamoglobin Uber seine vier Untereinheiten 4 Mol O, transportieren kann.3436

Die Synthese des Hamoglobins muss bereits in den roten Vorlauferzellen der Erythrozyten
stattfinden, welche noch Uber ihre Zellorganellen und den Zellkern verfigen. Reife Erythro-
zyten haben daher die Fahigkeit zur Hamoglobinsynthese verloren. Die Polypeptidkette des
Globinteils wird noch relativ einfach nach Transkription der messenger-RNA (mRNA) im
Zellkern an den Ribosomen im Zytosol mittels Translation synthetisiert. Die Herstellung des
Hams ist hingegen weitaus komplexer und bendtigt eine Reihe von Enzymen. Succinyl-
Coenzym A (-CoA) aus dem Citratzyklus der Mitochondrien wird mit Glycin von der
d-Aminolavulinsaure-Synthase unter Beteiligung von Vitamin Be als Coenzym kondensiert und
zu &-Aminolavulinsadure carboxyliert. Diese geht ins Zytosol Uber und wird mittels
o-Aminolavulinsaure-Dehydratase zu Porphobilinogen aus zwei Molekulen kondensiert. In
weiteren Reaktionsschritten entsteht im Zytosol aus vier Porphobilinogenmolekulen Uropor-
phyrinogen IlIl und schlussendlich Koproporphyrinogen Illl. Letzteres wird wieder ins Mito-
chondrium geschleust. Hier entsteht zuerst Protoporphyrinogen IX, welches zu Protoporphyrin
IX oxidiert wird und mittels Ferrochelatase das zentrale Eisen-lon abschlielend erhalt. Zur
Steuerung wird bei Sauerstoffmangel mehr Succinyl-CoA im Citratzyklus abgezweigt.
Andersherum wirkt das Ham selbst negativ rickkoppelnd und begrenzt somit seine eigene
Synthese. Nach Einbau des Eisens wird das Hdm wieder aus dem Mitochondrium ins Zytosol
entlassen und dort mit dem Globin verknUpft. Bei Mangel oder Defekten von Enzymen der
Hamsynthese kommt es zur Anhaufung von Ham-Vorstufen, welche sich in Geweben
ablagern. Je nachdem, welches Enzym betroffen ist, definiert die Form der Porphyrie, welche
sich klinisch teils unterschiedlich manifestieren. Ebenso fallt bei Eisenmangel erhoéht Zink-
protoporphyrin an, weil Zink statt Eisen eingebaut wird.3336.38

Nach 120 Tagen werden die Erythrozyten und somit auch das Hamoglobin in der Milz Uber
Makrophagen abgebaut. Globin und Hdm werden voneinander getrennt. Die Aminosauren der
Polypeptidketten des Globins werden fir die Neusynthese wieder zur Verfliigung gestellt. Das
Ham wird durch Hamoxigenase der Makrophagen unter Sauerstoffverbrauch zu Biliverdin
gespalten, wobei das Eisen frei wird. Biliverdin wird weiter mittels Biliverdin-Reduktase zu

Bilirubin reduziert. Beides wird aus den Makrophagen geschleust. Das Eisen wird an
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Transferrin gebunden und Uber das Blut ins Knochenmark transportiert, um dort erneut in der
Hamsynthese wiederverwertet zu werden. Das wasserunldsliche Bilirubin wird an Albumin
gebunden und als sog. indirektes Bilirubin zur Leber transportiert. Glukuronyltransferase
konjugiert das indirekte Bilirubin in der Leber mit zwei polaren Molekilen Uridindiphosphat-
Glukuronsaure zu Bilirubindiglukuronid. Dadurch wird das nun konjugierte, sog. direkte
Bilirubin, wasserl6slich und kann mittels aktiven Transports aus den Hepatozyten in die
Gallenkanalchen abgegeben werden. Uber die Galle gelangt das Bilirubindiglukuronid in den
Darm und wird dort durch Darmbakterien Uber deren B-Glukuronidase zu Bilirubin und
Glukuronsdure gespalten. Bilirubin wird weiter durch Bakterien zu Urobilinogen und
Stercobilinogen reduziert und mit dem Stuhl ausgeschieden. Durch Sauerstoffeinwirkung im
Darm wird ein Teil zuvor noch zu Urobilin und Stercobilin oxidiert. Ca. 15 % des Bilirubins,
Stercobilinogens und Urobilinogens werden jedoch vom Darm rlckresorbiert und treten in den
enterohepatischen Kreislauf ein. Uber das Blut gelangt ca. ein Prozent zu den Nieren und wird
als Urobilinogen tiber den Urin ausgeschieden.3337:39

Findet die Hdmolyse der Erythrozyten schon im Blut statt, wird das freiwerdende Hamoglobin
an Haptoglobin gebunden und zur Leber transportiert, wo es ebenfalls abgebaut wird. Bei
starker Hamolyse ist Haptoglobin schnell geséattigt. Das freie Hamoglobin dissoziiert im Blut
vom Globin und wird zu dreiwertigem Ham, dem sog. Hamatin, oxidiert. Dieses wird von
Hamopexin oder Albumin, dann als Methamalbumin, gebunden und zum Abbau der Leber

zugefihrt. 3740

Transport der Atemgase und das Blutpuffersystem:

Sauerstofftransport: Wie oben bereits geschildert, bindet das Hamoglobin an jedem seiner vier

zentralen Eisen-lonen ein Sauerstoffmolekul. Entscheidend fur die Bindungsaffinitat sind der
jeweilig herrschende Kohlendioxidpartialdruck (pCO>), der pH-Wert, die Temperatur und die
Konzentration des schon bekannten Bisphosphogycerats im Erythrozyten. Die Oxygenierung
des Hamoglobins fuhrt auRerdem zu einer Konformitatsénderung im Molekul, was durch eine
Affinitatssteigerung zur Aufnahme weiterer Sauerstoffmolekile fuhrt. Dieser allosterische
Effekt wird als kooperative Wechselwirkung beschrieben.3336

Zu einer Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve und somit zu einer erleichterten
Sauerstoffabgabe flihren eine hohe Temperatur, ein niedriger pH-Wert, ein hoher pCO, und
eine hohe Konzentration von 2,3-Bisphosphoglycerat, zu welcher es aufgrund des niedrigen
pO2s gekommen ist. Dies alles liegt in den Endstromgebieten der Venen in Muskulatur und
Organen vor. Die Erythrozyten geben somit bereitwillig den Sauerstoff frei.336

Umgekehrt fihren ein hoher pH-Wert, ein niedriger pCO, eine niedrige Temperatur und
geringe Konzentration von 2,3-Bisphosphoglycertat zur Linksverschiebung der Sauerstoff-

bindungskurve und somit zu einer erleichterten Sauerstoffaufnahme. All diese Bedingungen
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sind in der Lunge fir die Erythrozyten vorzufinden. Der Einfluss von pH-Wert und CO- auf die
Sauerstoffbindungskurve ist auch unter dem Bohr-Effekt bekannt.33:36

Kohlenmonoxid (CO) hat eine 300mal hoéhere Affinitat zu Hamoglobin als O, somit verdrangt
es Oy aus seiner Bindung und verhindert durch eine gleichzeitige Linksverschiebung der

Bindungskurve die Sauerstoffabgaben im Gewebe.333¢

Kohlendioxidabgabe: Die Erythrozyten nehmen selbst nur einen kleinen Teil (10 %) des COzs

Uber das Hamoglobin auf. Hier bindet das CO- aber nicht an das Eisen, sondern an die NH.-
Gruppen der Globinketten und es entsteht Carbaminohdmoglobin. Weitere 10 % liegen in
physikalischer Lésung frei im Blut vor. Der grofte Teil (80 %) aber wird durch die Carboan-
hydrase der Erythrozyten zu Kohlensaure hydriert. Diese dissoziiert zu Hydrogencarbonat und
Protonen. Hydrogencarbonat wird gegen Chlorid-lonen aus den Erythrozyten geschleust. In
der Lunge wird dieser Prozess auch unter Anwendung der Carboanhydrase umgekehrt und

das CO, abgegeben.33%

Puffersystem des Blutes: Hdmoglobin selbst fungiert hier als wichtiger Protonendonator und

Protonenakzeptor. AuRerdem bilden die Erythrozyten mit ihrem hohen Gehalt an Carboan-
hydrase das Schlusselenzym im Kohlensaure-Bikarbonat-Puffer-System. Bei der Bindung von
CO;, an die Globinketten des Hamoglobins und der Dissoziation von Kohlensaure zu
Hydrogencarbonat werden jeweils Protonen frei. Desoxygeniertes Hamoglobin wirkt als
schwache Base und nimmt daher Protonen bereitwillig auf, somit bleibt der pH-Wert stabil.
Auch Protonen aus dem Blut kénnen hierzu in den Erythrozyten diffundieren. Das System
unterstitzt somit auch ubergreifend die Pufferung des Blutes. Umgekehrt werden Protonen bei
Sauerstoffaufnahme in der Lunge vom Hamoglobin abgegeben, da Oxyhamoglobin weniger
basisch wirkt als Desoxyhamoglobin. Die Protonen werden bei der Abgabe des COazs bendtigt,
um die Kohlensaure zu bilden, welche tber die Carboanhydrase wieder zu CO2 und Wasser
dehydratisiert wird. Die durch die Carboanhydrase katalysierte Reaktion findet auch sténdig
spontan im Blut statt, jedoch deutlich langsamer. Fir einen schnellen Gasaustausch in Lunge
und Gewebe ist daher die enzymkatalysierte Reaktion in den Erythrozyten obligat. Zellatmung
und Pufferung des Blutes greifen also ineinander Uber und die Prozesse sind hierbei syste-
matisch den Bedingungen der jeweiligen Gewebe angepasst.336

Der Kohlensaure-Hydrogencarbonat-Puffer nimmt hierbei 53 % der Gesamtpufferkapazitat
des Blutes ein. Der Hdmoglobin-Puffer 35 %. Die weiteren Puffer, der Protein- und Phosphat-
Puffer, nehmen jeweils nur noch die restlichen 7 % und 5 % der Gesamtpufferkapazitat ein.*!
In Abbildung 1 folgt eine Grafik des Kohlensaure-Hydrogencarbonat- und Hamoglobin-Puffers

zur genaueren Ubersicht der oben geschilderten Prozesse:
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Kohlensaure-Hydrogencarbonat-Puffer

spontan Carboanhydrase
HCOs + He tmtp HiCOs € VTS, 002 + HiO

Hamoglobin-Puffer

spontan
Hb H* + HO G——t 0" + HD

Cuelle: Eigene Darstellung

Abbildung 1: Puffersystem Blut

Eisenstoffwechsel:

Eisen hat eine zentrale Bedeutung fur den Sauerstofftransport der Erythrozyten. Manner
verfligen Uber ca. 50 mg/kgKG Eisen im Korper, Frauen Uber ca. 35 mg/kgkG. Uber 70 % des
Eisens im Korper sind als Hameisen angelegt. Ca. 18 % stehen dem Korper als Depoteisen in
Form von Ferritin und Hamosiderin zur Verfligung. Weitere ca. 12 % sind Funktionseisen, wie
das Myoglobin, Oxyreduktasen oder Cytochrome der Atmungskette. Der Rest von 0,1 % liegt
an Transferrin gebunden im Serum vor. Der tagliche Eisenumsatz liegt bei ca. 25 mg, wobei
20 mg auf die Erythropoese und den Abbau der roten Blutzellen entfallen. Das meiste Eisen
wird davon wiederverwendet, jedoch gehen durch Abschilferung von Darmzellen ca. 1 mg, bei
Frauen im gebarfahigen Alter durch die monatliche Regelblutung vermehrt insgesamt 2 mg
und in der Schwangerschaft sogar 3 mg taglich an Eisen verloren. Diese Verluste missen Uber

die Nahrungsaufnahme kompensiert werden.3336.38

Eisenresorption: Die Resorption von Eisen findet Uberwiegend im Duodenum statt und ist an

den Bedarf des Korpers gekoppelt. Sie kann von regular 3-15 % auf bis zu 40 % bei
Eisenmangel und in der Schwangerschaft gesteigert werden. Durch die Nahrung aufgenom-
menes zweiwertiges Hameisen wird hierfur Uber einen Hamtransporter (heme-carrier protein
1; HCP1) an der apikalen Enterozytenmembran ins Zelllumen aufgenommen. Im Zytosol
erfolgt mittels Hdmoxygenase die Abspaltung der Ham-Gruppe und die Oxidation zu Fe®*". Da
Eisen Uberwiegend nur in zweiwertiger Form absorbiert werden kann, muss freies Eisen aus
der Nahrung zuerst zu Fe?* reduziert werden. Dies geschieht durch Vitamin C (Ascorbat) und
eine Ferrireduktase, dem duodenalen Cytochrom b der Enterozytenmembran. Danach kann

das Fe?" im Austausch gegen ein Wasserstoff-lon Gber den Metalltransporter DMT1 (divalent
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metal transporter 1) sekundar-aktiv ins Lumen der Enterozyten aufgenommen werden.
Darlber hinaus ist noch ein weiterer Mechanismus bekannt, bei welchem auch anorganisches,
dreiwertiges Eisen in die Darmzellen aufgenommen werden kann. Die Resorption erfolgt hier
Uber Integrine mit Hilfe von Paraferrin und Mobilferrin. Mobilferrin hat im Enterozyten noch eine
weitere Funktion. Es bindet Fe** nach Resorption und schiitzt somit die Zelle vor schadlicher

Einwirkung des freien Eisens bis zum Weitertransport in den Speicher oder ins Blut.333942:43

Eisentransport: Bei Eisenbedarf wird das Fe?* mittels Membrantransportprotein Ferroportin-1,

(syn. iron-regulated transporter 1; IREG1), ins Blut abgegeben. Zum Transport im Blut ist zur
Bindung an Transferrin jedoch wieder die dreiwertige Form erforderlich. Hierfur befindet sich
an der basalen Membran der Enterozyten eine Ferroxidase, das Hephaestin. Kommt es hier
nicht zur Oxidation, wird Fe?* durch das kupferhaltige Coeruloplasmin im Blut zu Fe®* oxidiert.
Danach koénnen je zwei Fe3* von einem Apotransferrin aufgenommen und als Transferrin zu
den Zielzellen transportiert werden. Transferrin wird in der Leber gebildet und ist ein
glykolysiertes Plasmaprotein, welches in der der R-Fraktion der Elektrophorese den gréften
Anteil ausmacht. Angekommen an den Zielzellen bindet Transferrin an seinen Transferrin-
Rezeptor (TfR). Bei den Erythroblasten und den meisten anderen Zellen ist dies der Typ 1 des
TfRs, in der Leber liegt hingegen Typ 2 vor. Bendtigen Zellen mehr Eisen wird die Rezeptor-
dichte auf ihrer Membran hochreguliert. Nach Bindung von Transferrin am TfR wird der
gesamte Komplex als rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen. Im sauren
Milieu der Endosomen dissoziiert Eisen vom Komplex. Das nun wieder als Apotransferrin
bezeichnete Transferrin und der Rezeptor werden zurlick an die Zellmembran gebracht und
ins Blut entlassen. Im neutralen pH-Bereich des Blutes dissoziieren sie voneinander und
Apotransferrin steht erneut zum Eisentransport bereit. Der abgeldste TR ist als Marker fir den
aktuellen Eisenbedarf des Korpers als I6slicher TfR (sTfR) im Blut messbar. Das Fe® in den
Endosomen wird durch eine Ferrireduktase zu Fe?* reduziert und mittels DMT1 ins Zytosol

geschleust, wo es z. B. der Hamsynthese zur Verfligung steht.33:3942:44

Eisenspeicherung: Die Eisenspeicher in Form des Ferritins befinden sich in der Darmmukosa

sowie den Erythroblasten und Makrophagen von Leber, Knochenmark und Milz. Zudem sind
4 mg im Plasma, sodass sich insgesamt eine Reserve von ca. 5600 mg ergibt. Als Hamosiderin
gespeichertes Eisen macht ca. 250 mg aus und befindet sich v.a. in Makrophagen und
Parenchym von Leber, Milz und Knochenmark. Liegt genug Eisen im Kdrper vor, verbleibt das
an Mobilferrin gebundene Eisen im Enterozyten und wird zum Ferritin gebracht. An der
Oberflache des Ferritins wird es mittels eigener Ferroxidase zu Fe3* oxidiert und ins
Hohlprotein aufgenommen. Apoferritin besitzt 24 Untereinheiten und kann 4500 Mol Fe3* pro

Mol Ferritin speichern. Die Freisetzung bei Eisenbedarf erfolgt mittels einer eigenen Ferri-
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reduktase. Fe?* wird wieder ins Zytosol entlassen und kann ins Blut abgegeben werden. Wird
jedoch langer kein Eisen bendtigt, werden die Enterozyten ins Darmlumen abgeschilfert und
das Eisen wird mit dem Stuhl ausgeschieden. Kommt es zur Eisenuberladung in anderen
Eisenspeicherzellen, kdnnen diese nicht einfach mittels Desquamation abgestof3en werden.
Es bildet sich durch Autophagozytose des Ferritins vermehrt Hamosiderin in den Zellen.
Dieses ist in der Berliner-Blau-Farbung im Knochenmark, den Makrophagen oder bei
Hamochromatose in der Leber histologisch spezifisch darstellbar. Die Mobilisation des Eisens

aus Hamosiderin gestaltet sich deutlich schwieriger als aus dem Ferritin,33:36.38.39

Regulation: Liegt genug Eisen im Korper vor, hemmt Hepcidin die Eisenresorption im Darm
und die Freisetzung von Eisen aus den Speichern, indem es Ferroportin bindet. Hepcidin wird
bei Stimulation Gber Interleukin-6 (IL-6) und anderen Entziindungsmediatoren, wie Interleukin-
1 beta (IL-1R), Interferon-gamma (INF-y) und Tumornekrose-Faktor-alpha (TNF-a) in der
Leber gebildet. Dies erklart, wieso es sich bei Hepcidin um einen Akut-Phase-Parameter
handelt und dieser bei chronischen Erkrankungen oder fortgeschrittenen Tumorerkrankungen
vermehrt gebildet wird. Hepcidin bewirkt somit einen funktionellen Eisenmangel bei vollen
Eisenspeichern. Bei gesteigerter Erythropoese und somit einem erhdhten Eisenbedarf wird
hingegen die Hepcidinsynthese durch Erythroferron der Erythroblasten des Knochenmarks
supprimiert. Bei der hereditdren Hdmochromatose kommt es beim Typ 2B zu einer vermin-
derten Synthese von Hepcidin durch eine Mutation im HAMP-Gen (hepcidin antimicrobial
peptide-gene), welches fur Hepcidin kodiert. In 80 % liegt jedoch eine homozygote C28CY-
Mutation im HFE-Gen (human homeostatic iron regulator-gene) auf Chromosom 6 vor,
wodurch es zu einer Funktionsstérung des TfR-1 kommt sowie sekundar ebenfalls zu einer
verminderten Hepcidinsynthese. Des Weiteren kénnen Mutationen in IREG1, TfR-2 sowie in
Hamojuvelin, welches in der Hepcidinexpression interagiert, vorliegen. Demzufolge ist eine
Eisenuberladung mit Hamosiderinablagerungen in den Zellen, insbesondere der Leber, aber
auch in vielen weiteren Organen, wodurch deren Funktion eingeschrankt wird.3*

Ein weiterer Mechanismus zur Steuerung des Eisenstoffwechsels wird Uber die sog. iron
regulatory proteins 1 und 2 (IRP1/2) eingeleitet, welche die Translation von IREG1, DMT1,
Transferrin, TfR und Ferritin bedarfsgerecht modulieren. Zu den IRP gehdrt auch die
zytoplasmatische Aconitase-1. Bei Eisenmangel bindet Aconitase an die iron response
elements (IREs) der Ferritin-mRNA und blockt so dessen Translation. Auch kann durch IRPs
die Translation gesteigert werden, da sie den Abbau der RNA durch ihre Bindung verhindern.
Dieser Mechanismus greift beispielsweise fur die mMRNA des TfRs. Der Eisenspiegel steuert
hierbei die Bindungsaffinitat der IRPs zu ihren IREs.842

Speziell auf den Einfluss des Vitamin Ds im Eisenstoffwechsel wird im Kapitel 2.3 naher

eingegangen.
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Vitamin B12 und Folsaure:

Neben Eisen und dem Stimulus zur Proliferation durch EPO werden noch weitere Kofaktoren
bendtigt, um den enormen Zellturnover des Knochenmarks aufrecht erhalten zu kénnen. Allein
an Erythrozyten werden 2,4 Millionen Zellen pro Sekunde neu gebildet. Das Knochenmark
gehort somit zu den teilungsaktivsten Organen des Korpers. Ohne Desoxyribonukleinsaure
(desoxyribonucleic acid; DNA) und RNA ist keine Zellteilung moglich. Essenziell fir die
Synthese von Nukleinsauren bzw. deren Bausteinen, der Nukleotide, sind Vitamin B12 und die

Folsaure:8

Vitamin B+> (Cobalamin) kommt im menschlichen Kérper in den zwei Formen Methylcobalamin
und Adenosylcobalamin vor. Diese nehmen an zwei entscheidenden Reaktionen teil, welche
Grundlage fir multiple Prozesse im gesamten Stoffwechsel bilden. Vitamin B1> muss hierflr
Uber die Nahrung aufgenommen werden. Zuerst an Haptocorrin der Speicheldriisen gebunden
und so vor Zersetzung durch die Salzsaure des Magens geschiuitzt, erreicht Cobalamin das
Duodenum. Dort wird es an den Intrinsic-Faktor des Magensaftes gebunden. Dieser ermdglicht
im terminalen lleum die Resorption mittels rezeptorvermittelte Endozytose. Im Enterozyten
erfolgt die Trennung und Methylierung des Vitamin B12. Der Intrinsic-Faktor wird abgebaut und
das Cobalamin ins Blut abgegeben. Circa 20% des Vitamin B> werden im Blut an das
Transportprotein Transcobalamin (TC) gebunden. Dieser Komplex wird als Holotranscoba-
lamin (HTC) bezeichnet. Dieser stellt die biologisch aktive Form des Vitamin B4, dar. Der Rest
von rund 80 % ist inaktiv an Haptocorrin gebunden und steht somit dem Stoffwechsel nicht zur
Verfugung. Nach Bindung von HTC an den TC-Rezeptor der Zielzellen erfolgt durch
rezeptorvermittelter Endozytose die Aufnahme ins Zellinnere. Zielort sind die Mitochondrien,
wo es fir folgende Reaktionen bendétigt wird:33-3438

Adenosylcobalamin dient in den Mitochondrien der L-Methylmalonyl-CoA-Mutase als Kofaktor
bei der Umwandlung von L-Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA. Dies ist der dritte Schritt im
Abbau von Propionyl-CoA, welches bei Verstoffwechselung von mehreren Aminosauren und
ungeradzahligen Fettsduren im Koérper anfallt. Das Succinyl-CoA kann danach zur Energie-
gewinnung in den Citratzyklus eingeschleust oder Uber Oxalacetat zur Glukoneogenese
herangezogen werden. Bei Vitamin Bi>-Mangel kommt es zur Kumulation von L-Methyl-
malonyl-CoA, welches zu Methylmalonsaure (MMA) hydrolysiert wird und als Marker des
Vitamin-B1,-Status im Serum messbar ist.3334

In der zweiten Reaktion sind das Methylcobalamin und die Folsaure beteiligt: Aus der
essenziellen Aminosaure Methionin wird durch Reaktion mit einem ATP der wichtigste
Methylgruppendonator des Koérpers, das S-Adenosylmethionin (SAM). Dieses wird u.a. bei der
Synthese von Cholin, Kreatin, Melatonin und Adrenalin sowie zur Methylierung der gesamten

DNA benétigt. Nach Ubertragung der Methylgruppe wird SAM zu S-Adenosylhomocystein
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reduziert, welches unter Abspaltung von Adenosin zu Homocystein hydrolysiert. Um aus
Homocystein wieder Methionin zu erhalten, muss auf dieses nun wieder eine Methylgruppe
Ubertragen werden. Hier kommen nun das Cobalamin und die Folsaure bzw. deren Derivat,
die 5-Methyltetrahydrofolsaure (5-MTHF), ins Spiel. Folgende Reaktion ist in zweierlei Hinsicht
von Relevanz, denn nicht nur das Methionin wird resynthetisiert, sondern auch die 5-MTHF
kann durch Abgabe ihrer Methylgruppe wieder als reduzierte, biologisch aktive Form der
Tetrahydrofolsaure (THF) in den Folsaurezyklus eingehen. Katalysiert wird diese Reaktion
durch die Methionin-Synthase mit ihnrem Cofaktor Cobalamin. Im Rahmen eines Ringtausches
gibt die 5-MTHF ihre Methylgruppe auf das Cobalamin ab, welches dadurch zu Methyl-
cobalamin aktiviert wird. Dieses wiederum (bertragt die Methylgruppe weiter auf das
Homocystein und Methionin wird somit resynthetisiert. Homocystein kann auflerdem Vitamin
Bes-abhangig einen anderen Weg eingehen. Hierbei entsteht unter Umwandlung von Serin zu

Cystein aus Homocystein Homoserin.*?

Folsdure, auch als Vitamin Bg bezeichnet, wird Gber die Nahrung aufgenommen und Uber

einen aktiven Transport in die Darmzellen resorbiert. Dort erfolgt in den Mitochondrien bereits
die NADPH/H*-abhangige Reduktion in zwei Schritten Uber Dihydrofolsdure (DFH) zu der
biologisch aktiven Form Tetrahydrofolsdure. Auch die Methylierung zu 5-MTHF findet bei
einem grofen Teil schon im Enterozyten statt. THF und 5-MTHF werden daraufhin ins Blut
entlassen und Uber einen spezifischen Folsaurerezeptor in die Zielzellen aufgenommen. Die
Ausscheidung erfolgt schlussendlich tber die Galle, wobei sie im enterohepatischen Kreislauf
Uberwiegend rlickresorbiert wird.33-%6:38:39

In den Zellen kann Folsaure verschiedene Oxidationsstufen annehmen, indem sie C1-Ein-
heiten auf die Stickstoffatome an Position 5 und 10 aufnimmt und enzymkatalysiert auch
wieder Ubertragen kann. Die drei wichtigsten Oxidationsstufen sind die 10-Formyl-THF, die
5,10-Methylen-THF und die 5-Methyl-THF, wobei die ersten beiden reversibel sind und
5-MTHF nur noch uber die Vitamin Bi2-anhangige Reaktion mit Homocystein wieder zu THF
reduziert werden kann. Das hohe Gruppenubertragungspotential der Folsaure wird fur diverse
Reaktionen im Aminosaure- und Nukleinsaurestoffwechsel bendtigt und ist essenziell an der
Purin- und Pyrimidinsynthese beteiligt. Zudem spielt die Folsaure eine Rolle in der Synthese

von Phospholipiden, welche Bestandteil jeder Zellmembran sind.33

Ein Mangel an Vitamin B12 oder Folsaure fihrt zu DNA-Synthese- und Kernreifungsstérungen.
Diese fuhren in der Erythropoese zu einer Anamie mit verminderter Erythrozytenzahl bei
erhdéhtem mittlerem korpuskularem Volumen und Hamoglobin (main corpuscular volume; MCV
und mean corpuscular haemoglobin; MCH). Zudem lysieren die Zellen schneller, da ihre

Zellmembran durch die defizitare Phospholipidsynthese fragiler ist.333436
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2.1.2. Definition der Anamie

Die Anamie wird laut Pschyrembel, Auflage 260, 2004 definiert als eine “Verminderung von
Hamoglobinkonzentration, Erythrozytenzahl und/oder Hamatokrit unter die altersentsprechen-
den und geschlechtsspezifischen Referenzwerte” 4. Die Hamoglobingrenzwerte laut WHO zur

Definition einer Anamie sind in folgender Tabelle 1 angegeben:

Tabelle 1: Referenzwerte der Anamie n. WHO-Kriterien

Geschlecht/Gruppe: Alter in Jahren: Hamoglobin in g/dl:
Kleinkinder 05-<5 11,0

Kinder 5-<12 11,5

Jugendliche 12-<15 12,0

Frauen, nicht schwanger =15 12,0

Frauen, schwanger 11,0

Manner =15 13,0

WHO = World Health Organization 46

2.1.3. Einteilung der Anamie
Es gibt mehrere Mdglichkeiten die Anamie einzuteilen:

e Am gelaufigsten ist die Einteilung nach Morphologie und Hamoglobingehalt der
Erythrozyten. Entsprechend erfolgt anhand der Erythrozytenindices MCV und MCH die
Unterteilung in mikro-, normo- und makrozytare, hypo-, normo- und hyperchrome
Anamien.

o Mittels Retikulozytenproduktionsindex (RPI) lassen sich die Anamien in hypopro-
liferative und hyperproliferative bzw. hypo- und hyperregeneratorische Anamien unter-
teilen, was Riickschliisse auf deren Atiologie zulasst. Bei einem RPI > 2-3 liegt eine
Anamie mit adaquat gesteigerter Erythropoese vor. Der Zellturnover im Knochenmark
ist somit kompensatorisch erhoht. Dies ist beispielsweise nach akuten Blutungen,
Hamolyse oder nach begonnener Substitution bei einer Mangelanamie zu verzeichnen.
Im Gegensatz dazu sind die Ursachen bei einem RPI < 2 und somit einer inadaquaten
Erythropoese deutlich vielfaltiger. Kernreifestérungen, wie bei der Vitamin B12- oder
Folsauremangelanamie, fehlende Knochenmarkstimulation, wie bei der Anamie bei
chronischer Erkrankung (anaemia of chronic disease; ACD) oder der renalen Anamie,
zahlen z. B. hierzu. Aber auch primare Prozesse im Knochenmark, wie Leukamien, das
myelodysplastische Syndrom (MDS) oder die aplastische Anamie, zeigen einen
verminderten RPI.

e Die Einteilung nach dem zeitlichen Verlauf unterscheidet akute von chronischen

Anamien.
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o Weiter kann man Anamien in hereditdre und erworbene Anamien unterscheiden. Zu
den hereditaren zahlen u.a. Hamoglobinopathien oder Membran- und Enzymdefekt-
anamien. Zu den erworbenen Anamien zahlt z. B. die Eisenmangelanamie.

e Auch kann die Einteilung nach jeweiliger Atiopathogenese erfolgen. Hierbei
unterscheidet man Anamien bei Bildungsstérungen, Anamien durch einen gesteigerten
Erythrozytenabbau oder Erythrozytenverlust sowie Andmien bei Verteilungsstérungen.
Zu den Bildungsstdérungen zahlen u.a. die Vitamin-B+2- oder Folsduremangelanamie
aufgrund der DNA-Synthesestérung, die Eisenmangelandmie bei Stérung der
Hamoglobinsynthese, die renale Anamie durch Stérungen der EPO-Synthese, die
aplastischen Anamie bei Stérung der erythropoetischen Stammzelle sowie die Andmie
multifaktorieller Genese.

o Die korpuskularen und extrakorpuskuldren hamolytischen Anamien zahlen zu den
Anamien aufgrund eines gesteigerten Erythrozytenabbaus und die Blutungsanamie
definiert die Andmie bei erhéhtem Erythrozytenverlust. Zuletzt die Anémien bei Vertei-
lungsstorungen aufgrund z.B. eines Hyperslenismus oder bei Schwangerschaft. Diese
zahlen dann, wie auch die Sportleranamie, zu den Pseudanamien, da sie lediglich auf
einer relativen Verschiebung des Plasmaanteils beruhen.

e Zuletzt sei noch die Einteilung nach Begleitumstanden genannt, wo u.a. ebenfalls die
Anamie bei Schwangerschaft oder die ACD zu nennen ist.

o Hierbei handelt es sich im Weiteren um sekundare Anamien wohingegen z.B. die

Anamien bei Bildungsstérungen als primare Anamien bezeichnet werden 343845

2.1.4. Anamiediagnostik

Besteht die klinische Symptomatik einer Anamie mit Blasse, Dyspnoe und/oder allgemeiner
Leistungsminderung oder wurde nur durch Zufall im Rahmen einer Routinediagnostik im
Blutbild eine Anamie gefunden, stellt dies den Anfang einer jeden Anamiediagnostik dar. Erster
Fokus geht bei vermindertem Hamoglobin, Hamatokrit und/oder verminderter Erythrozyten-
zahl auf die Erythrozytenindices MCV und MCH, welche schon einen Hinweis auf die Ursache
geben koénnen. Die mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration (mean corpuscalar
haemoglobin concentration; MCHC) spiel hierbei in der Praxis meist nur eine untergeordnete
Rolle. Neben einer Erniedrigung beim Eisenmangel (s.u.) und einer Erhdhung bei der
Spharozytose werden Uber das MCHC vielmehr (pra-)analytische Stérfaktoren identifiziert. So
kommt es bei starker intravasaler oder invitro Hamolyse sowie bei Kalteagglutininen zu einer
deutlichen Erhdhung des MCHCs. Auch eine schwere Lipamie fuhrt hierzu. Das MCHC ist
somit primar ein Kontrollmarker fir die Validitat der Messung und Indikator fur das Vorliegen

von Storfaktoren.
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Mikrozytare Anamie:

Die haufigste Anamie ist die Eisenmangelandmie. Bei verminderten Werten von Hamoglobin,

der Erythrozytenzahl (anfangs oft noch normal!) und Hamatokrit sind die Erythrozyten
mikrozytar und hypochrom (MCV + MCH |). Die Retikulozytenzahl ist nicht erhéht und das
Retikulozyten-Hamoglobin (Ret-Hb) ist vermindert. Der RPI ist somit bei vorliegender
hyporegeneratorischer Anamie < 2. Im Blutausstrich zeigt sich ein breites Bild an Anomalien
der Erythrozytenmorphologie, welche von einer Poikilozytose und Anisozytose lber Mikro-
zyten und Anulozyten reichen kann. Demzufolge ist die Erythrozytenverteilungsbreite (red cell
distribution width; RDW) erhoht. Nebenbefundlich kann es zu einer Thrombopoetin-
vermittelten reaktiven Thrombozytose kommen. Zur Bestatigung der Verdachtsdiagnose
erfolgt die Bestimmung der Werte des Eisenstatus; Ferritin, Transferrin und Transferrin-
sattigung (TfS), fur dessen Berechnung das Serumeisen mitbestimmt werden muss. (Serum-
eisen [umol/l] / Transferrin [g/I] x 3,98 = TfS [%]) Das Serumeisen an sich eignet sich nicht zur
Beurteilung des Eisenstatus, da es starken zirkadianen Schwankungen unterliegt sowie bei
Hamolyse oder nach Nahrungsaufnahme erhoht vorliegen kann. Bei der Eisenmangelanamie
sind die Eisenspeicher leer, das Serumeisen ist somit auch erniedrigt und das Transferrin im
Gegenzug erhoht. Es ergibt sich die klassische Konstellation des Ferritins unter 15 ug/l und

eine erniedrigte TfS von < 16 %.3438

Stadien des Eisenmangels: 38

e Stadium |: Pralatenter Eisenmangel = Speichereisenmangel - nur Ferritin erniedrigt

e Stadium ll: Latenter Eisenmangel = eisendefizitare Erythropoese - zusatzlich Serum-
eisen erniedrigt, Transferrin erhdht, TfS erniedrigt, sTfR erhéht, Ret-Hb vermindert,
Zinkprotoporphyrin erhdht

e Stadium lll: Manifester Eisenmangel = Eisenmangelanamie - Blutbildveranderungen

Bei bestatigtem Eisenmangel aulierhalb der Schwangerschaft muss neben einer Mangel-
ernahrung und Malresorption an eine chronische Blutung gedacht werden. Hier ist die chron-
ische Darmblutung die haufigste Ursache einer Eisenmangelanamie, welche koloskopisch
oder Uber einen immunologischen Stuhltest auf Hamoglobin detektiert werden kann.343

Bei der Interpretation der Parameter des Eisenstatus ist jedoch einiges zu beachten: Ferritin
ist ein Akut-Phase-Parameter und Transferrin ein Anti-Akut-Phase-Parameter. Dies fuhrt dazu,
dass wahrend einer Infektion die Parameter normale Eisenverhaltnisse vorspiegeln und somit
einen manifesten Mangel bis zu einem Ferritin von 200 pg/l (in Einzelfallen bis 220 pg/l)
kaschieren konnen. Der Cut-off, ab wann eine Entzindung den Ferritinwert signifikant

beeinflusst, konnte durch systematische Untersuchungen fiir einen Wert des C-reaktiven
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Proteins (CRP) von 10 mg/l definiert werden. Dies bedeutet, dass bei Ferritinwerten im
Normalbereich bis 200 ug/l fir eine valide Einschatzung des Eisenspeichers das CRP
mitbestimmt werden muss. Liegt das CRP unter 10 mg/l kann ein Eisenmangel aus-
geschlossen werden. Liegt das CRP jedoch oberhalb von 10 mg/l, ist weiterhin ein
Eisenmangel bis zu einem Ferritin von 200 ug/l mdglich. Erst oberhalb von 200 ug/l kann initial
ein Speichereisenmangel trotz erhdhtem CRP ausgeschlossen werden. Liegen nun initial bei
einem Ferritin von > 16 bis 200 pg/l erhéhte Entziindungswerte vor, sollte die Bestimmung des
sTfR nachgezogen werden. Dieser unterliegt nicht der Akut-Phase-Reaktion. Ab Stadium Il
des Eisenmangels wird der TfR auf den Zellen hochreguliert und kontinuierlich ins Blut
abgegeben. Er gibt somit Auskunft iber den tatsachlichen intrazellularen Eisenbedarf. Erhohte
Werte vom sTfR bestatigen somit einen Eisenmangel, ob funktionell, als Eisenverteilungs-
stérung oder absolut, bei erschdpften Speichern. Bei normalen Werten mussen weitere

Differentialdiagnosen ins Auge gefasst werden, s.u.3*

Funktioneller Eisenmangel (und ACD): Die ACD oder auch Tumor-/Infektanamie ist in den

meisten Fallen initial noch normozytar und die RDW ist unauffallig. Sie wird erst im weiteren
Verlauf durch Hinzukommen eines funktionellen Eisenmangels auch mikrozytar und
hypochrom.3* Beim funktionellen Eisenmangel durch akute oder chronische Entziindungen
liegt das Serumeisen vermindert vor, weil dieses in die Speicher Uberfihrt wird. Demzufolge
liegt im Gegensatz zum primaren Eisenmangel das Ferritin normal oder erhdht vor. Es besteht
somit eine Eisenverteilungsstorung mit Verminderung des Funktionseisens bei vollen Eisen-
speichern. Lebererkrankungen flhren ebenfalls zu einem deutlich erhdéhten Ferritin. Der
Funktionseisenmangel unterscheidet sich von der isolierten ACD dadurch, dass Transferrin
normal oder erhéht vorliegt. Dadurch ist die TfS wie beim primaren Eisenmangel eher
erniedrigt. Hingegen wird bei der ACD und Lebererkrankungen Transferrin vermindert gebildet.
In Kombination mit dem auch erniedrigten Serumeisen kann dies je nach Grunderkrankung
der ACD zur unauffalligen bis sogar moderat erhdhten TfS fuhren. Die Diagnostik lasst sich
somit mit Ferritin und Transferrin nur unscharf gestalten und selbst der sTfR reicht hier in
bestimmten Konstellationen nicht mehr aus. Bei der isolierten ACD oder dem latenten
Eisenmangel ist der sTfR normwertig. Bei manifestem/absolutem und funktionellem
Eisenmangel steigt der sTfR, wie oben schon beschrieben, an. Bei der Kombination ACD mit
Eisenverteilungsstérung steigt er jedoch nicht immer regelhaft mit an. Um dennoch bei ACD
einen zusatzlichen funktionellen Eisenmangel ausschlie®en zu kdénnen, wird zusatzlich der
Ferritinindex berechnet:

Der Ferritinindex lasst Uber CRP-adaptierten Cut-off eine Abgrenzung zur isolierten ACD zu.

Er ist bei jeglichen Eisenmangelzustdanden erhoht. Bei absolutem und funktionellem Eisen-

mangel ist er deutlich erhéht, bei der Kombination von ACD und funktionellem Eisenmangel
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liegt er im normalen bis moderat erhéhten Bereich. Lediglich bei der isolierten ACD liegt der
Ferritinindex erniedrigt vor [Ferritin-Index = ¢(sTfR) / logo c(Ferritin)].343844

Der Eisen-Plot nach Thomas ist eine Erweiterung des Ferritinindex. Hier flieRt zusatzlich das

Ret-Hb mit in die Bewertung ein. In einem Koordinatensystem werden der Ferritin-Index als
Abszisse und das Ret-Hb als Ordinate aufgetragen und vier Quadranten gebildet, deren Cut-
off CRP-adaptiert festgelegt wird. Der Quadrant, in welchem der Schnittpunkt liegt, gibt
entweder kein Eisenmangel/ACD (1. Quadrant), latenter Eisenmangel (2. Quadrant), mani-
fester Eisenmangel (3. Quadrant) oder die Kombination ACD mit funktionellem Eisenmangel
(4. Quadrant) als Interpretation vor.*

Die Retikulozyten und der RPI rlicken vor allem bei normozytaren Anamien in den Fokus des
Interesses, kdénnen aber auch beim Verdacht auf Eisenmangel zur Abgrenzung von der
wichtigen Differentialdiagnose, der Thalasséamie sowie zur Kontrolle des Therapieerfolges
unter Eisensubstitution nitzlich sein. Der RPI liegt bei Eisenmangel initial vermindert vor und
schiel3t nach Eisensubstitution innerhalb einer Woche hoch. Auch das Ret-Hb spiegelt die
suffiziente Substitution bereits nach wenigen Tagen wider (ab 48 h), wobei Hadmoglobin und
Hamatokrit deutlich langer bendtigen (10-20 Tage), um eine Tendenz erahnen zu lassen. Stellt
sich die Anamie jedoch als eisenrefraktar dar, muss bei mikrozytarer hypochromer Anamie an
eine Hamoglobinopathie, vor allem an die Thalassamie, gedacht werden. Aullerdem sollte

eine Eisenresorptionsstérung mittels Eisenresorptionstest ausgeschlossen werden. 343844

Thalassamie: Bei der Thalassamie kommt es meist nicht zu einer Verminderung der Erythro-
zytenzahl. Es stellt sich hingegen eine ausgepragte Mikrozytose bei nur moderater Hypo-
chromie dar. Im Blutausstrich kdnnen Targetzellen gefunden werden, das Zellbild ist aber
einheitlicher als beim Eisenmangel und die RDW somit meist unauffallig. Ferritin und Serum-
eisen kénnen normal oder haufig auch erhdht sein. Das Transferrin ist meist normal oder
vermindert und die TfS je nach Hamolyseanteil normal oder erhdht. Alle Standardparameter
sind somit wenig spezifisch. Wenn der umsichtige Arzt nun den sTfR bestimmt, welcher bei
Thalassamie haufig erhoht vorliegt, kann schnell der Trugschluss auf Eisenmangel erfolgen.
Eine Eisensubstitution kann hier jedoch zu schweren Schaden flihren, zumal der Fehler ggf.
erst deutlich verspatet auffallt. Da die Thalassamie oft mit einer chronischen Hamolyse bei
gesteigerter, aber defizitarer Erythropoese einhergeht, ist der RPI im Gegensatz zur
Eisenmangelanamie meist erhéht. Der Umstand der gesteigerten Erythropoese begrindet
auch den erhdhten sTfR. Wird der RPI im Verlauf zur Therapiekontrolle das erste Mal erhoben,
kann dies ein Therapieansprechen vortduschen. Somit ist man gut beraten, bei unklarem Bild
auch die Retikulozyten schon initial mit zu bestimmen. Gewissheit kann bei Verdacht auf

Thalassamie jedoch nur die Hamoglobinelektrophorese bzw. die Molekulargenetik bringen.
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Initial kann jedoch Uber den Mentzer-Index und den M/H-Quotienten die Verdachtsdiagnose
und eine Abgrenzung zum Eisenmangel bereits gefestigt werden. 343844

Der Mentzer-Index gibt den Quotienten des MCV mit der Erythrozytenzahl an und hat seinen

Cut-off bei einem Wert von 13. Werte oberhalb sprechen fir einen Eisenmangel, Werte da-
runter fUr eine B-Thalassamie.*

Der M/H-Quotient macht sich das nur marginal verminderte MCH bei der Thalassamie in

Relation zur deutlichen Verminderung bei Eisenmangelanamie zunutze. Es wird der Quotient
des prozentualen Anteils mikrozytarer Erythrozyten mit dem Prozentsatz von hypochromen
Erythrozyten gebildet. Der Cut-off hangt hier stark vom angewandten Analysesystem ab und
liegt um 0,9, wobei niedrige Werte fiir eine Thalassamie und erhéhte flir einen Eisenmangel

sprechen.*

Normozytare Anamie:

Liegt eine normozytare Anamie vor, sollten die Hamolyseparameter und obligat initial auch
schon die Retikulozyten inkl. des RPIs erhoben werden. Zudem sollte Uberpruft werden, ob
ein lkterus besteht oder Hinweise auf eine Blutung oder auf ein statthaftes Trauma vorliegen.

Bei erhdhtem RPI gibt es nur zwei Ursachen fur eine Anamie; eine Blutung oder die Hamolyse,

wobei letztere durch eine erhdhte Laktatdehydrogenase und erhéhtes indirektes Bilirubin
sowie erniedrigtes Haptoglobin im Blut und erhdhtes Urobilinogen im Harn Bestatigung findet.
Als weitere Hamolyseparameter stehen zudem das Hamopexin und das freie Hamoglobin im
Serum zur Verlaufskontrolle bei maximal supprimiertem Haptoglobin zur Verfugung. Auch
sollte bei erhéhtem CRP das Hamopexin dem Haptoglobin, welches auch ein Akut-Phase-
Parameter ist, vorgezogen werden. Dieses ist jedoch weniger sensibel und wird erst bei
héhergradiger Hamolyse erniedrigt messbar. Bei positiven Befunden muss nach der Ursache
der Hamolyse gesucht werden. Diese sind oft sehr vielfaltig und reichen von Autoantikérpern,
Hamoglobinopathien, hereditaren Enzym- oder Zellmembrandefekten der Erythrozyten bis zu
Malaria, Medikamentennebenwirkungen und mechanischen Ursachen wie kinstlichen
Herzklappen, sodass sich die Folgediagnostik ggf. differenziert gestaltet und es einer
ausfuhrlichen Anamnese bedarf. Auch der Blutausstrich kann hier weiterhelfen. Sichelzellen,
Spharozyten oder Fragmentozyten kénnen wichtige Hinweise auf die Ursache einer Hamolyse
liefern. Die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (PNH) nimmt hier eine besondere Stellung
ein, da es die einzige hamolytische Anamie ist, bei welcher es Uber den Harn zu einem
Eisenverlust kommt und sich somit eine mikrozytare, hypochrome Anamie im Verlauf zeigen
kann. Bei unauffalligen Hamolyseparametern muss hingegen nach akuten Blutungsquellen

gesucht werden.3438
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Renale Anamie (und ACD): Ist hingegen der RPI bei normozytarer Anamie nicht erhoht, sind

wieder diverse Ursachen mdglich. Abgesehen von der ACD kommt eine renale Anamie in
Betracht. Neben den Nierenparametern stehen der Entziindungsstatus sowie die Anamnese
zu chronischen Erkrankungen und die Tumorsuche im Fokus zur differentialdiagnostischen
Abklarung. Das EPO ist bei der renalen Anamie durch die reduzierte Synthese in den Nieren
vermindert, liegt aber auch bei der ACD ofter reduziert vor, da Uiber die vermehrte Bildung von
Entziindungsmediatoren die Produktion gedrosselt wird. Auch bei der renalen Anamie kann
es zur Kombination mit der ACD kommen, da es durch die permanent erhéhten Nierenreten-
tionsparameter zu multiplen latenten Entziindungsreaktionen im gesamten Kérper kommt. Wie
bei ACD werden somit vermehrt proinflammatorische Zytokine wie IL-13, IL-6 und TNF-a
gebildet, welche die Expression von Hepcidin steigern und so zu einer Eisenverteilungsstérung
fuhren sowie direkt die Erythropoese inhibieren kénnen. Ebenfalls nimmt die Empfindlichkeit
des Knochenmarks durch den Zytokineinfluss fir EPO ab. Bei renaler Anamie steht die
verminderte Synthese von Vitamin D zusatzlich im Raum, welchem entziindungsmodulierende
Eigenschaften zugesprochen werden. Als Folge entwickelt sich sekundar zur renalen Anamie
oft auch ein funktioneller Eisenmangel. Dies kann ein vermindertes Ansprechen auf eine EPO-
Therapie erklaren und sollte daher immer bedacht werden. Die Messung des Hepcidins zur
Abgrenzung kann hier in Betracht gezogen werden, ist aber in der Routinediagnostik noch
nicht angekommen. Valide Assays sind zudem noch nicht auf dem Markt verfugbar. Dieses
koénnte aber auch die komplexe Diagnostik zur Differenzierung von ACD und Eisenmangel-
anamie entzerren. Erste Studien liegen hierzu bereits vor.23:34.38,44.47.48

Als weitere Ursachen einer normozytaren Anamie kommen u.a. eine toxische Knochenmark-
schadigung wie auch die aplastische Anamie oder Frihstadien einer hamatoonkologischen
Erkrankung in Betracht. Oftmals fallen diese initial nur durch eine unklare Anamie auf.
Gegebenfalls zeigen sich jedoch Auffalligkeiten in anderen Zellreihen, welche somit Indikator
sein konnen, wie erhdohte Basophile oder Eosinophile bei myelodysplastischen,
myeloproliferativen Erkrankungen (MDS/MPN). Bei MDS wird jedoch auch oft ein erhohtes
MCV beobachtet. Bei primarer Myelofibrose (PMF) liegt meist eine verbreiterte RDW vor. Im
Gegensatz ware die RDW bei isolierter renaler Anamie und ACD eher normal. Insgesamt
kénnten hamoto-onkologische Erkrankungen sich je nach genauer Ursache jedoch sehr
variabel darstellen. Bei hyporegeneratorischen Andmien und Ausschluss renaler und
entzindlicher Ursachen kommt man daher oft nicht an einer Knochenmarkpunktion vorbei.
Mittels durchflusszytometrischer sowie molekulargenetischer Untersuchungen erfolgt

daraufhin die Sicherung der Verdachtsdiagnose.3*
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Makrozytare Anamie:
Liegt im Blutbild ein erhéhtes MCV vor und/oder besteht eine makrozytare Anamie, missen

Parameter fir den Vitamin Bi2 und Folsdurestoffwechsel erhoben werden. Differential-

diagnostisch sollte ein Alkoholabusus ausgeschlossen werden. Die alleinige Bestimmung des
Vitamin B+2-Spiegels ist oftmals nur unzureichend. Liegt dieser noch im Referenzbereich, kann
jedoch schon ein latenter Mangel vorliegen. Ebenso kann das Vorliegen von Intrinsic-Faktor-
Antikérpern in den gangig angewandten Assays die Werte in den Normbereich bzw. weit
daruber verfalschen. Daher sollte das Holotranscobalamin zur sicheren Diagnostik mitbe-
stimmt werden. Ist der Wert < 50 pmol/l, ist ein Mangel wahrscheinlich. Ist der Wert > 50 pmol/l,
ist ein Mangel als unwahrscheinlich anzusehen. Liegt es im Graubereich, sollte die MMA
nachgezogen werden. Des Weiteren kann die Bestimmung des Homocysteins erfolgen.
Dieses ist jedoch weniger spezifisch und der MMA in der diagnostischen Aussage somit
unterlegen. Erhéhte MMA oder Homocysteinwerte wirden fir einen Vitamin Bi>-Mangel
sprechen. Bei refraktarer Anamie ist auch stets ein Folsaure- oder ein Vitamin Bs-Mangel
auszuschlieBen. Letzterer fihrt ebenfalls zu einem Anstieg von Homocystein. Bei Bestimmung
der Folsaure sollte auf eine hamolysefreie Blutabnahme geachtet werden, um keine falsch
erhdhten Werte zu erhalten. Ist bei schwierigen Venenverhaltnissen dies nicht zu vermeiden,
kann der Folsaurewert im Erythrozyten bestimmt werden. Dieser Wert ist weniger nutritiven
Schwankungen unterworfen, jedoch ist er weniger sensibel fir einen latenten Mangel in
Relation zur Serumbestimmung und es gehen gréRere Messunsicherheiten mit diesem
Messverfahren einher. Limitation zur Interpretation besteht bei Niereninsuffizienz, wo es durch
die reduzierte renale Elimination zu einem Anstieg von HTC, MMA und Homocystein kommen
kann und somit der Diagnostikpfad nicht anwendbar ist. Alternativ kann hier die Bestimmung
der MMA aus Urin auf Kreatinin bezogen erfolgen oder mittels probatorischer Substitution
durch ein Ansprechen nach zwei Wochen die Verdachtsdiagnose gesichert werden. Neben
Mangelernahrung, Alkoholismus und Veganismus ist ein Intrinsic-Faktor-Mangel nach Magen-
resektion oder durch Autoantikdrper die Hauptursache fir einen Vitamin Bi>-Mangel. Zur
Ursachenklarung sind neben Intrinsic- auch Parietalzell-Autoantikérper zu bestimmen. Fir
einen Folsauremangel kommen ebenfalls die ersten drei Ursachen in Betracht.343844

Die Genese der makrozytaren Anamie bei Alkoholismus ist multifaktoriell bedingt.
Mangelernahrung und die toxische Wirkung von Alkohol auf das Knochenmark spielen hier
eine Rolle. Daneben wird vor allem der Folsduremetabolismus durch Alkohol gestdrt, wodurch
es zur Beeintrachtigung der Phospholipidsynthese der Zellmembranen der Erythrozyten
kommt. Auch nach einer Hamolyse kann es passager zu einer makrozytaren Anamie kommen.
Dann ist jedoch der RPI erhéht, wahrend er beim Vitamin B12- und Folsduremangel erniedrigt
vorliegt. Zuletzt sei noch das oben schon kurz erwahnte MDS zu nennen, welches sich in der

Frihphase meist nur in Form einer milden makrozytaren Anamie prasentiert.3
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2.1.5. Anamie im Alter

Wie einleitend schon beschrieben, besteht weltweit bei 23,9 % der Menschen ab dem 60.
Lebensjahr eine Anamie, wobei die Pravalenz ab dem 50. Lebensjahr stetig ansteigt und je
nach Kohorte bspw. flr Patienten im Alter von > 70 Jahren in stationarer Behandlung in
Deutschland mit bis zu 54,2 % beziffert wird '%5. Eine italienische Studie fand sogar noch
hohere Werte von 62 % bei Mannern und 60,1 % bei Frauen im Alter von = 65 Jahren im
gleichen Klientel ©.

Als Ursache der Anamie im Alter wird eine multifaktorielle Genese genannt 348, Der Uiberwie-
gende Anteil der Anamien manifestiert sich bei alteren Menschen normozytar und in milder
Auspragung 3%, Vier hauptsachliche Ursachen konnten fiir die Anamie im hohen Alter definiert
werden, welche sich jedoch oft Uberschneiden: Der Eisen-, Vitamin-B12- oder Folsauremangel,
die Niereninsuffizienz, chronische Entziindungen/Erkrankungen (ACI/ACD) und hamatolo-
gische Malignome inkl. dem MDS. Zudem kommt ein grof3er Anteil unklarer Anamien im Alter
(unexplained anemia of the elderly; UAE) hinzu 249-51,

Ungefahr ein Drittel der Anamien im Alter resultieren aufgrund eines Nahrstoffmangels. Ein
weiteres Drittel kann chronischen Entzindungen/Erkrankungen inkl. der Niereninsuffizienz
zugesprochen werden. Das letzte Drittel entfallt jedoch auf die UAE, wobei auch undiag-
nostizierte hamotoonkologische Erkrankungen hier mit eingeschlossen sind .

Wahrend die Anamie aufgrund von Nahrstoffmangel in den Entwicklungslandern vorwiegend
auf Mangelernahrung zurickzufihren ist, steht in Industrielandern die Malabsorption sowie
okkulte GI-Blutungen fiir den Eisenmangel im Vordergrund ®2. Hierbei stellt sich die Eisen-
mangelanamie (iron deficiency anemia; IDA) bei Alteren nicht immer klassisch als mikrozytar
dar, sondern kann auch normozytér in Erscheinung treten °. Die hohe Pravalenz der
atrophischen Gastritis, von Helicobacter pylori-Infektionen und chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen (CED) sowie die Polypharmazie im Alter von u.a. Antazida und Metformin sind
Hauptursachen fir eine Malabsorption %'%*, Im Weiteren kénnen auch ein Kupfer- und Selen-
mangel zu einer Anamie flhren °'.

Das zweite Drittel umfasst die ACI und ACD. Hierzu zahlen eine Reihe von Erkrankungen:
Tumore, Diabetes mellitus, Herz-Kreislauferkrankungen wie Herzinsuffizienz und Arterio-
sklerose, chronische Lungenerkrankungen oder Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide
Arthritis sind exemplarisch aufgrund der hohen Pravalenz unter alteren Menschen hier zu
erwahnen. Drei Pathomechanismen konnten bislang identifiziert werden, welche bei ACI/ACD
die Anamie bedingen sollen: Der erste Weg beschreibt eine direkte Hemmung der Erythro-
poese durch erhdhte Zytokinspiegel von TNF-a, IL-1R und INF-y, welche bei systemischen
Entzindungen gehauft freigesetzt werden und die Expression und Wirkung von EPO hemmen.
Im zweiten Weg kommt es Uber den Zytokineinfluss -hier ist v.a. das IL-6 zu nennen- zu einer

erhohten Bildung von Hepcidin, welches als Akut-Phase-Protein Uber Inaktivierung von
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Ferroportin zur vermehrten Sequestrierung von Eisen flihrt und somit einen funktionellen
Eisenmangel bedingt. Der dritte Weg beschreibt eine verminderte Uberlebenszeit der Erythro-
zyten durch Einwirkung von Caspasen und Prostaglandinen. Dessen Bildung wird durch freie
Radikale getriggert, welche im Zustand von Infektionen gehauft anfallen. Ebenfalls flhren
Ablagerungen von Komplementfaktoren und Antikérpern zu einer vermehrten Phagozytose
der Erythrozyten. Bei renaler Andmie kommt es durch die erhdhten Retentionsparameter
ebenfalls zu einer chronischen Entziindungsreaktion. Aufierdem ist die EPO-Produktion
pathophysiologisch bedingt reduziert, sodass diese Anamie zu dem Formenkreis der ACD/ACI
zahlt bzw. sich diese hier Uberschneiden.5!%5:5

Die UAE umfasst das letzte Drittel der Anamien im Alter. Hier wird eine multikausale Atiologie
als ursachlich betrachtet. Androgenmangel, Frihstadien klonaler hamatopoetischer Stérun-
gen, okkulte Infektionen und/oder eine milde Niereninsuffizienz sowie der Vitamin D-Mangel
und eine verminderte Knochenmarkreserve im hohen Alter stehen u.a. zur Diskussion, jeweils
anteilig an der Entstehung der UAE beteiligt zu sein.>0-%¢

Allen Formen gemein ist, dass die Anamie mit kdrperlichen und kognitiven Einschrankungen
einhergeht. Durch die verminderte Sauerstoffversorgung der Gewebe kommt es u.a. zu Midig-
keit, Tachykardie, Dyspnoe, Schwindel und einem dadurch erhéhten Sturzrisiko. Zudem wird
das Fortschreiten von pulmonalen, kardio- und zerebrovaskularen Erkrankungen begunstigt.
Auch ohne Grunderkrankungen ist die Anamie mit einem erhéhten Risiko fur kognitiven Verfall,
Demenz und Depressionen assoziiert. All dies fihrt zu einer signifikanten Steigerung der
Hospitalisierungsrate und Mortalitat anamischer Personen.87:%6-5°

Bemerkenswert ist, dass die aus der Anamie resultierenden Risiken nicht mit der Schwere der
Anamie korrelieren, sondern bereits ab einem niedrig-normalen Hamoglobinwert zu beob-
achten sind %2. Daher muss vor allem dem hohen Anteil unklarer Anamien vermehrt Aufmerk-
samkeit gewidmet werden, um deren Ursachen zu klaren und diese schlussendlich auch
behandeln zu kénnen 85095760,

Vorliegende Studie soll hierzu beitragen den Einfluss des Vitamin Ds auf die Pathogenese der

Anamie bei alteren Menschen als moglichen weiteren Faktor naher zu beleuchten.

2.2 VitaminD
Das Vitamin D bzw. die Calciferole sind steroidahnliche Hormone, welchen eine Beteiligung
an multiplen Prozessen im Koérper zugeschrieben werden. Die Hauptaufgabe besteht in der

Regulation des Calcium- und Phosphathaushaltes 3°.
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2.2.1. Synthese

Es gibt zwei mdgliche Startpunkte der Vitamin D-Synthese, welche in einer gemeinsamen End-
strecke munden: Der erste Weg geht Uber die enterale Resorption von Ergocalciferol (Vitamin
D2) und Cholecalciferol (Vitamin D3, Calciol), welche Gber die Nahrung aufgenommen werden.
Ergocalciferol stammt aus pflanzlichen, Cholecalciferol aus tierischen Quellen, wobei Ergo-
calciferol weniger Potenz als Cholecalciferol besitzt. Dementsprechend muss bei Substitution
mit Do-Praparaten die Dosis erhoht werden. Die Resorption der lipophilen Substanzen aus
dem Darm erfolgt Uber Mizellen, welche dann als Chylomikronen uber die Lymphe ins Blut
abgegeben werden. Im Blut sind die Calciferole an Transcalciferin, auch als Vitamin D-
bindendes Protein (DBP) bezeichnet, gebunden und erreichen so die Leber. Der zweite Weg
startet dort. Cholesterin wird in der Leber mittels Cholesterin-Dehydrogenase zum Provitamin
7-Dehydrocholesterin umgewandelt und an DBP gebunden in die Haut transportiert. Durch
UV-B-Strahlung erfolgt die Spaltung des B-Rings des Steranskeletts zum Pravitamin, welches
spontan zu Cholecalciferol isomerisiert. Ein Teil des Pravitamin D verbleibt als Kurzspeicher
in der Haut. Cholecalciferol wird hingegen wieder zur Leber transportiert. Synonym lauft der
UV-abhangige Weg flr das Ergocalciferol ab, deren Provitamin Ergosterol ist. Dieses kann
jedoch nicht, wie das 7-Dehydrocholesterin, synthetisiert werden, sondern muss Uber die
Nahrung aufgenommen werden. Ergo- und Cholecalciferol haben eine Halbwertszeit (HWZ)
von ca. 24 Stunden. In der Leber beginnt auch die gemeinsame Endstrecke der exogenen und
endogenen Calciferole aus Nahrung und UV-Synthese. Zuerst wird NADPH-abhangig Vitamin
D2 und D3 zu 25-Hydroxyergocalciferol (25(OH)D.) bzw. 25-Hydroxycholecalciferol (25(OH)D3)
hydroxyliert. Dies erfolgt durch die 25-Hydroxylase der Leber, welche zu den Cytochromen
P450 (CYP450) gehoért. An DBP oder Albumin gebunden werden beide Formen des 25-
Hydroxyvitamin Ds (fortlaufend als 25D oder Calcidiol bezeichnet) ins Blut abgegeben. Uber
95 % sind hierbei 25(0OH)Ds. 25(OH)D2 wird zumeist nur unter Substitution gemessen. 25D ist
im Serum mit einer HWZ von zwei bis drei Wochen die Hauptspeicherform des Vitamin Ds. Es
ist jedoch wenig biologisch aktiv. Daher wird bei Bedarf Calcidiol in den Nieren einer weiteren
Hydroxylierung am C1-Atom durch die 1-a-Hydroxylase unterzogen. Hierflr wird der 25D-
DBP-Komplex am Megalin-Rezeptor mittels rezeptor-vermittelter Endozytose aus dem
Glomerulusfiltrat in die Zellen des proximalen Tubulus reabsorbiert. In den Endosomen erfolgt
die Abspaltung vom DBP und D25 wird zu 1,25-Dihydroergocholecalciferol (1,25(0OH).D-) und
1,25-Dihydroxycholecalciferol (1,25(0OH).D3) hydroxyliert. Beide Formen des 1,25-Dihydroxy-
vitamin Ds (fortlaufend als 1,25D oder Calcitriol bezeichnet) haben nur noch eine HWZ von
drei bis funf Stunden, jedoch weisen sie nun eine deutlich héhere Affinitdt zum Vitamin D-
Rezeptor (VDR) im Zytosol der Zielzellen auf. Das Parathormon (PTH) sowie niedrige Spiegel
an Calcium und Phosphat und Prolactin bei Laktation erhéhen die Aktivitdt der 1-a-

Hydroxylase der Nieren. Hohe Calcium- und Phosphat-Spiegel sowie das Calcitriol selbst
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hingegen hemmen reziprok die Aktivitat des Enzyms. Im Weiteren aktiviert Phosphat die
24-Hydroxylase, welche Calcitriol abbaut. Die Ausscheidung erfolgt Uber die Galle, wobei

Vitamin D dem enterohepatischen Kreislauf unterliegt und Uberwiegend riickresorbiert
Wird.33’36’38’39’44’61’62

2.2.2. Funktion

Calcium- und Knochenstoffwechsel:

Hauptaufgabe des Vitamin Ds ist, wie eingangs schon kurz angeschnitten, die Regulation des
Calcium- und Phosphathaushaltes. Dies wird vor allem Uber eine Modulation der Resorption
im Darm erreicht. 85 % der Vitamin D-Metabolite sind im Blut an DBP gebunden, 15 % an
Albumin. Die Aufnahme der lipophilen Hormone soll an den Zielzellen jedoch frei durch
Diffusion erfolgen. Intrazelluldr binden die Vitamin D-Metabolite an den VDR. Calcitriol hat hier
im Vergleich zum Calcidiol eine 500-1000-fach héhere Affinitdt zum Rezeptor. Nach Bindung
am VDR dimerisiert dieses mit dem Retinoid X-Rezeptor und der Komplex geht in den Zellkern,
wo er an die Vitamin D-response elements (VDRE) bindet und so die Transkription von Genen
unterdriickt oder férdert. Im Darm wird die Expression vom Calcium-bindenden-Protein und
der Calcium-ATPase gesteigert, sodass es zur vermehrten Resorption von Calcium kommt.
Auch Phosphat wird unter Einfluss von aktivem Vitamin D vermehrt im Darm resorbiert. In den
Nieren hemmt Calcitriol mit Hilfe von PTH die Ausscheidung von Calcium und Phosphat und
im Knochen aktiviert es die Osteoblasten und bewirkt eine verstarkte Mineralisierung des
Knochens. Ein Mangel fuhrt Gber den Abfall des Calciums zu einer erhdhten Sekretion von
PTH. Dieser sekundare Hyperparathyreoidismus (sHPT) bedingt eine PTH induzierte osséare
Mobilisation von Calcium tUber Osteoklastenaktivierung. Da durch das erhéhte PTH gleich-
zeitig die Hydroxylase der Nieren vermehrt aktiviert wird, bleibt der Spiegel von 1,25D lange
Zeit noch normal bei schon reduzierten 25D-Spiegeln. Erst nach Erschdpfen von 25D fallt auch
1,25D ab, was am Knochen schlussendlich zu Osteomalazie bei Erwachsenen und Rachitis

bei Kindern flhrt.33:39:44.62

Extraossare Wirkung:

Vitamin D-Rezeptoren sind in fast jeder Korperzelle zu finden. So hat Vitamin D Einfluss in der
Immunregulation und Differenzierung von epidermalen und hamatopoetischen Zellen. Es
sollen dartiber hinaus positive Effekte fur das Herz-Kreislauf-System, den Blutdruck und den
Zuckerstoffwechsel abzuleiten sein. Ebenso soll eine Assoziation zwischen niedrigen Vitamin
D-Spiegeln und der Haufigkeit von kognitiver Dysfunktion, Demenz und Depression bestehen.
Studien zum Beleg eines sicheren Kausalzusammenhangs fehlen hierzu jedoch. In rando-

misierten Studien mit Testung von Vitamin D vs. Placebo konnte kein Nutzen fir Vitamin D zur
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Reduktion der Inzidenz von Depressionen gefunden werden. Auch konnte ein Effekt von
Vitamin D auf Mortalitdt oder kardiovaskulare Ereignisse in Metaanalysen nicht bestatigt
Werden.36'38'63‘67

Die Funktion des Vitamin Ds im Eisenstoffwechsel soll Thema dieser Arbeit sein und wird unter
Punkt 2.3 naher erlautert.

2.2.3. Vitamin D-Bestimmung und Referenzwerte

Indikation zur Bestimmung:

Zur Bestimmung der Versorgungssituation des Korpers mit Vitamin D wird der Spiegel an 25D
bestimmt. Indikation hierzu besteht bei reduzierter Sonnenlichtexposition bei z.B. bettlagerigen
Personen oder bei einer Fettmalabsorption, welche u.a. bei Zéliakie, Pankreasinsuffizienz oder
bilidrer Zirrhose vorliegt. AuRerdem sollte der 25D-Spiegel bei Dialysepatienten oder nephro-
tischem Syndrom, bei welchem es zu einem vermehrten renalen Verlust von Vitamin D und
DBP kommt, erhoben werden. Bei Auffalligkeiten in der Knochenstruktur im Réntgen oder der
laborchemischen Parameter des Knochenstoffwechsels Calcium, Phosphat, PTH und
alkalischer Phosphatase ist eine Bestimmung ebenfalls indiziert. Zudem muss die Bestimmung
des 25Ds bei Verdacht auf eine supplementare Vitamin D-Intoxikation erfolgen, bei welcher
die 1,25D-Spiegel durch das supprimierte PTH bei Hyperkalzidamie normal vorzufinden sind.
Weitere Indikationen sind Konstellationen eines erhdhten Vitamin D-Stoffwechsels unter
Therapie mit CYP450-induzierenden Medikamenten, wie Barbiturate oder Antiepileptika.
Lebererkrankungen hingegen fuhren selbst im hohen Stadium noch nicht zu einer relevanten
Verminderung der 25-Hydroxylaseleistung.*

Die Bestimmung des 1,25Ds ist nur zur Abklarung von unklaren Hyper- und Hypokalzidmien
z. B. im Rahmen eines Hyperparathyreoidismus, einer Tuberkulose oder Sarkoidose sowie bei
Verdacht auf seltene Erkrankungen, wie dem Vitamin D-Rezeptor-Mangel oder dem 1-o-
Hydroxylase-Mangel, indiziert. Im Weiteren kann die Bestimmung zur Therapiekontrolle unter
Substitution von Calcitriol-Praparaten und bei Dialysepatienten erfolgen. Zur Diagnostik eines
Vitamin D-Mangels bei Patienten ohne 0.g. Vorerkrankungen eignet sich der Parameter nicht,
da er substratunabhangig gebildet wird und somit auch noch bei deutlicher Unterversorgung
von Vitamin D normale Spiegel des aktiven Metaboliten gehalten werden.*

Neben des 25Ds zur initialen Diagnostik eines Vitamin D-Mangels stellt die Bestimmung des
intakten PTH im Serum einen wichtigen akzessorischen Parameter zur Einschatzung der
Beeintrachtigung der Stoffwechselprozesse dar und unterstitzt die Risikobewertung und
Therapiekontrolle unter Substitution. Ein erhéhtes Risiko fur einen sHPT besteht bei 25D-
Werten von unter 50 nmol/l. PTH-Werte von unter 45 ng/l (4,5 pmol/l) zeigen eine adaquate

Versorgung mit Vitamin D an.**
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Referenzwerte 25-Hydroxyvitamin D:

Die Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung e. V. (DGE) gibt in ihrer aktuell noch giltigen Em-
pfehlung aus 2012 fir das 25D einen Serumspiegel von mindestens 50 nmol/l vor . Das
Robert-Koch-Institut (RKI) verweist in seiner Empfehlung aus 2019 weiterfihrend auf die
Klassifikation des US-amerikanischen Institut of Medicine (IOM), welches in Tabelle 2

aufgeflihrte Werte beziglich der Knochengesundheit vorgibt:

Tabelle 2: 25D-Referenzwerte n. IOM

25D 25D Interpretation
(nmolll) (ng/ml)

Mangelhafte Versorgung mit einem erhdhten Risiko fur Krankheiten

<30 <12 : " .
wie Rachitis, Osteomalazie und Osteoporose.

Suboptimale Versorgung mit mdglichen Folgen fir die
30-<50 12-<20 Knochengesundheit.

Ausreichende Versorgung in Bezug auf die Knochengesundheit.
50-<75 20-<30

Ausreichende Versorgung in Bezug auf die Knochengesundheit
75-<125 30-<50 ohne weiteren Zusatznutzen fiir die Gesundheit.

Mégliche Uberversorgung, die fiir den Kérper negative

=125 =50 gesundheitliche Folgen haben kann, zum Beispiel Hyperkalzamien,
die zu Herzrhythmusstérungen oder Nierensteinen fihren kénnen.
25D = Calcidiol; IOM = Institut of Medicine 69

Bestimmungsmethoden:

Kritisch zu sehen ist, dass die Bestimmung des Calcidiols bislang noch nicht standardisiert
ist. So kommt es je nach verwendeter Methode zu deutlich abweichenden Werten. Die
Messung mit LC-MS hat die hdchste Prazision inne und stellt somit die Referenzmethode dar.
Auch ist mittels LC-MS-Verfahren eine differenzierte quantitative Bestimmung von 25-
Hydroxyergocalciferol und 25-Hydroxycholecalciferol maoglich. Unter Anwendung von
Immunoassays kommt es hier oft zu einer Kreuzreaktivitat, sodass keine Aussage zu den
Fraktionen an 25(0OH)D, oder 25(0OH)Ds getroffen werden kann. Manche Assays hingegen
erfassen auch nur eines der beiden Metabolite. Zudem bestehen Kreuzreaktivitaten mit
Vitamin D2, Vitamin D3 und anderen Vitamin D-Metaboliten, sodass die zusatzliche Erfassung
dieser zu falsch erhéhten Werten des 25Ds fuhren. Darlber muss man sich bei der Wahl der
Methode und Wertung der Ergebnisse im Vorfeld bewusst sein. Ein weiterer Nachteil der

Bestimmung mittels Immunoassays ist, dass je nach Testsystem deutliche Interferenzen mit
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dem DBP auftreten kdnnen. Diese beruhen auf einer unvollstdndigen Lyse des 25Ds aus der
Proteinbindung, sodass falsch erniedrigte Werte gemessen werden.*+5° (Weiteres hierzu unter
Punkt 3.1.2.) Im Allgemeinen sollte die Blutentnahme morgens und nichtern erfolgen. Als
Material ist Serum und Plasma geeignet. Die Probe sollte lichtgeschitzt transportiert werden

und ist bei Raumtemperatur drei Tage stabil 4.

2.2.4. Vitamin D-Mangel

Pravalenz in Deutschland:

Um eine ausreichende Versorgung des Kérpers mit Vitamin D gewahrleisten zu kbénnen,
sollten die Serumspiegel vom Calcidiol laut o.g. aktuellen Empfehlungen zwischen 50-75
nmol/l gehalten werden. Die Spiegel schwanken jedoch stark in Anhangigkeit von der
Jahreszeit und deren UV-B-Strahlung. Anfang Herbst sind somit die héchsten und im Frihjahr
die niedrigsten Werte zu messen 3'. Eine Studie aus dem Jahr 2008, welche im Auftrag des
RKI erhoben wurde, zeigte eine deutliche Vitamin D-Unterversorgung unter Erwachsenen in
Deutschland auf: “Insgesamt hatten 57 % der Manner und 58 % der Frauen einen Vitamin-
25D-Spiegel unter 50 nmol/l. Bei den 65- bis 79-jahrigen Frauen betrug der Anteil selbst in der
sonnigeren Jahreshalfte 75 %" 3°. Die Daten der Studie hierfiir stammten aus dem Jahr 1998
und umfassten Frauen und Manner im Alter von 18-79 Jahren. Eine weitere Studie des RKils
aus dem Jahr 2015 baute hierauf auf. Sie analysierte Datensatze aus den Jahren 2008 bis
2011 und kam zu ahnlichen Ergebnissen: “Der mittlere Serum-25D-Spiegel betrug 45,6 nmol/I
ohne signifikante Geschlechtsunterschiede (p = 0,47). 61,6 % der Teilnehmer hatten
Serumspiegel < 50 nmol/l, 30,2 % hatten Spiegel < 30 nmol/I* 3'. Insofern hat sich in rund 10
Jahren trotz erhdhten Interesses am Vitamin D in Wissenschaft als auch Medien nicht viel an

der Vitamin D-Versorgungssituation in Deutschland verbessert.

Vitamin D-Mangel im Alter:

Vor allem die o0.g. Daten bei alteren Menschen sind alarmierend. Mehrere Faktoren kommen
hier zum Tragen, welche die hohe Pravalenz des Vitamin D-Mangels bei alteren Menschen
begriinden kdénnen. Zum einen nimmt im Alter die Pravalenz von Multimorbiditat zu, was
einhergehend mit ebenfalls zunehmenden Mobilitdtseinschrankungen dazu fihrt, dass altere
Menschen sich weniger im Freien bewegen. Insbesondere Personen in Pflegeheimen sind
hiervon gehauft betroffen.”® Hinzu kommen soziokonomische Faktoren, wie Vereinsamung
und Altersarmut, sodass ebenfalls weniger Aktivitdten im Freien vollzogen werden. Auch
frieren altere Personen eher und bekleiden sich deshalb mehr. Die Beschaffenheit der Haut
verandert sich zudem im Alter, wodurch die Synthesefahigkeit fir Vitamin D abnimmt ™. Im

Weiteren steigt die Pravalenz von schwerer Niereninsuffizienz und Hypertonie, sodass
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vermehrt Diuretika verabreicht werden, was zu erhdhten renalen DBP- und 25D-Verlusten
fihrt 272, Ebenfalls nimmt mit steigender Multimorbiditat die Verschreibung von CYP450-
induzierenden Medikamenten zu, sodass es zu einem gesteigerten Abbau von Vitamin D in
der Leber und somit einer vermehrten bilidren Vitamin-D-Ausscheidung kommt #4. Hauptspei-
cherorte des Vitamin Ds sind die Muskeln und das Fettgewebe. Auch diese Fraktionen nehmen
im Alter ab 73. Dies sind nur einige Bespiele, welche jedoch verdeutlichen, wieso altere Perso-
nen ein solch erhdhtes Risiko flr einen Vitamin D-Mangel haben und erklaren die hohe

Pravalenz des Vitamin D-Mangels im Alter.

2.3 Einfluss von Vitamin D im Eisenstoffwechsel

Zum Verstandnis der Rolle des Vitamin Ds im Eisenstoffwechsel muss die Funktion des
Vitamins in der Immunregulation vorab beleuchtet werden. Vitamin D-Rezeptoren konnten auf
diversen Immunzellen identifiziert werden. So verfigen u.a. Monozyten, Makrophagen,
dendritische Zellen sowie T- und B-Zellen uber VDR. Bei Aktivierung der T-Zellen regulieren
diese unter Einfluss von Zytokinen ihre Rezeptordichte hoch. Zusétzlich konnten Vitamin-D-
metabolisierende Enzyme in Immunzellen nachgewiesen werden, sodass diese autonom den
lokalen Vitamin D-Stoffwechsel modulieren kénnen. Vitamin D scheint somit eine wichtige
Rolle im angeborenen und adaptiven Immunsystem zu spielen.5®

Bekannt ist, dass die Anamie bei Patienten mit CKD ein grofRes Problem darstellt 4. Ebenfalls
besteht bei CKD eine erhohte Pravalenz von Vitamin D-Mangel 2. Eine Assoziation der drei
Faktoren CKD, Anamie und Vitamin D-Mangel konnte in Studien belegt werden. So zeigte sich
bei Dialysepatienten, dass der 25D-Spiegel signifikant mit dem Hamoglobinwert und dem
EPO-Resistenz-Index korreliert 2. In einer Fall-Kontroll-Studie konnte das bessere Anspre-
chen auf EPO und dem damit verbundenen Hamoglobinanstieg auf einen Rickgang der Ent-
zlindungswerte unter Vitamin D-Supplementation zurlickgefiihrt werden 7°.

Die EPO-Resistenz korreliert mit der Gesamtmortalitat bei Dialysepatienten und nimmt somit
eine grof3e Bedeutung im Therapiemanagement ein. Chronisch entzindliche Prozesse sind
die Hauptursache fiir das verminderte Ansprechen auf EPO. Eine Aktivierung der Vitamin D-
Rezeptoren soll die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen hemmen, wodurch
wiederum die Hepcidininduktion unterdrickt wird. Im Weiteren soll die Freisetzung von
Interleukin 10 (IL-10) durch Vitamin D gesteigert werden, welches sich direkt proliferativ auf
die Zellen der Erythropoese auswirke.?!

In einer Tierstudie an Ratten konnten weitere Effekte durch die Kombination von EPO mit
Vitamin D auf das Outcome der CKD abgeleitet werden. Durch Vitamin D-Gaben konnte die
glomerulare Filtrationsrate (GFR) gesteigert werden, indem die entziindlich bedingte Infiltration

der Nieren durch Makrophagen reduziert wurde. Dies lie3 sich auf einen Riickgang des pro-
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apoptotischen Proteins Bax sowie eine Steigerung des antiapoptotischen Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) zurlckfihren. Es kam zudem zu einer verminderten Expression der Makropha-
genoberflachenmarker F4/80*- und CD68*.76

In einer weiteren Studie konnte darliber hinaus ebenfalls in vitro an Monozyten eine
verminderte Ausschuttung der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1f3 unter Vitamin D-
Einfluss sowie eine dosisabhangige vermehrte Expression von NRAMP1-mRNA (natural
resistance-associated macrophage protein 1) nachgewiesen werden. Diese kodiert fiir einen
weiteren Transporter, den endosomalen Eisen-Mangan-Transporter. Der Transport von Eisen
aus den Speichern wird durch Vitamin D in Entzlindungskonstellationen somit erleichtert und
dem Entstehen eines funktionellen Eisenmangels entgegengesteuert.””

Vor allem die gesteigerte Hepcidinsynthese im Rahmen einer erhéhten Entzindungsreaktion
scheint ein entscheidender Kofaktor im Pathomechanismus der renalen Andmie zu sein.
Hepcidin kann in allen Stadien der Niereninsuffizienz erhdht nachgewiesen werden und
korreliert mit erhéhtem Ferritin und hochreguliertem sTfR als Zeichen eines funktionellen
Eisenmangels. Vitamin D scheint hier aber nicht nur indirekt Uber eine antiinflammatorische
Wirkung die Synthese von Hepcidin zu hemmen, sondern auch direkt Einfluss auf dessen
Expression zu nehmen. In einer Studie konnte in vitro in Leberzellen und Monozyten unter
Behandlung mit 25D und 1,25D eine Reduktion der Expression von Hepcidin-mRNA nach-
gewiesen werden. Gleichzeitig wurde die Expression von Ferroportin erhéht und Ferritin nahm
in den Zellen ab. In einer darauf aufbauenden Pilotstudie an gesunden Probanden konnte
durch einmalige orale Gabe von 100.000 IE D: eine 34%ige Reduktion des Hepcidinspiegels
nach 24 Stunden belegt werden.?023

Weitere Bestatigung vom Einfluss des Vitamin Ds im Eisenstoffwechsel lasst sich tber eine
Assoziation mit der RDW nachweisen. In einer Stichprobe von 15.162 Personen konnte eine
inverse Assoziation des 25D-Spiegels mit der RDW aufgezeigt werden, wobei der Cut-off bei

einem Spiegel von < 75 nmol/l 25D lag.”®

2.4 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die geplante Studie basiert auf der Hypothese, dass eine altersphysiologisch bedingte
Einschrankung der Nierenfunktion Uber einen Vitamin-D-Mangel einen Anstieg von Hepcidin
begunstigt, welcher Gber die Hepcidin-Ferroportin-Achse zu einem funktionellen Eisenmangel
fuhrt und somit eine Anamie bewirkt. Ebenfalls soll der Einfluss von Vitamin D unabhangig von
der Nierenfunktion auf das Risiko der Entstehung einer Anamie untersucht werden. Basierend
auf der oben genannten Hypothese deuten vorangegangene Studien bei Vitamin D-Mangel
auf ein erhohtes Risiko fiir Anamien bei Erwachsenen mit und ohne CKD hin 2425, Auch konnte

bei Kindern ein ahnlicher Zusammenhang gefunden werden 26", Studienergebnisse isoliert
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bei alteren Mannern zeigten hingegen nur partiell eine Assoziation mit dem 1,25D, nicht aber
mit 25D, auf 2%, Reprasentative Daten aus Deutschland fir altere Personen beider Ge-
schlechter stehen hingegen noch aus. Diese Studie soll hierflir einen Anfang erbringen.
Lasst sich Uber die Bestimmung des Vitamin D Spiegels ein prognostischer Wert flr das Risiko
oder gar die Ursache einer Anamie ableiten? Kann ggf. praventiv durch Vitamin D Substitution
der Manifestation einer Anamie entgegengewirkt werden?

Anhand einer Sekundardatenanalyse mittels parametrischer und nicht-parametrischer Tests
soll ein Zusammenhang flur Patienten im Alter = 60 Jahre zwischen einem VDM und dem
Auftreten einer Anamie in Abhangigkeit und unabhangig von der Nierenfunktion nachgewiesen

sowie die Korrelation der RDW mit dem Vitamin D beleuchtet werden.

3. Material und Methoden

3.1 Datenerhebung

Im Rahmen einer retrospektiven Datenanalyse wurden 4008 Routinelabore von Patienten im
Alter von = 60 Jahren entsprechend der Ein- und Ausschlusskriterien (s.u. Tabelle 3) pseudo-
anonymisiert erhoben und anschlieRend gemal’ Fragestellung statistisch ausgewertet. Hierfur
wurden in erster Instanz > 20.000 Laboranforderungen auf Calcidiol des amedes Standortes
MVZ Halle/Leipzig aus dem Jahre 2019 herangezogen und nach den obligaten Einschluss-
kriterien gefiltert. (Erster Wert: 01.01.2019; letzter Wert: 31.12.2019.) Da sich Uberproportional
mehr weibliche Individuen in der Studienpopulation abzeichneten, wurden zum Erreichen einer
aussagekraftigen mannlichen Stichprobengrofie aus den ersten drei Monaten des Jahres 2019
noch weitere Labordaten vom Standort amedes MVZ Géttingen herangezogen. (Erster Wert:
01.01.2019: letzter Wert: 31.03.2019.) Als obligate Einschlusskriterien zahlte ein Alter von
= 60 Jahren sowie mussten im Laborbefund neben des Calcidiols, ein kleines Blutbild (KBB)
und das Kreatinin im Serum mit Berechnung der GFR n. CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) vorhanden sein. Erhoben wurden im Weiteren das Geburts-
datum und das Geschlecht sowie optional das CRP, das Calcitriol und die RDW als Varia-
tionskoeffizient (red cell distribution width-coefficient of variation; RDW-CV). Alle Datensatze
wurden pseudoanonymisiert in Microsoft Excel Version 2004 manuell eingepflegt. Um eine
hamatoonkologische Grunderkrankung oder akute/chronische entzindliche Prozesse als
Ursachen einer Anamie weitgehend rauszufiltern, wurden als Ausschlusskriterien eine
pathologische Erhéhung des CRPs, der Leukozyten, der Thrombozyten sowie eine signifikante
Verminderung der Leukozyten- und Thrombozytenzahlen definiert und die erhobenen Daten-
satze um Labore, welche die Ausschlusskriterien Gberschritten, bereinigt. Zur statistischen
Auswertung wurden die Datensatze in IBM SPSS Statistics 28.0.0.0 Uberfiihrt. Die Studie
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wurde im Vorfeld von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Koln (EK-Nr.: 20-1284),
Deutschland, genehmigt. In Tabelle 3 zur Ubersicht sind die Ein- und Ausschlusskriterien

nochmals aufgefihrt:

Tabelle 3: Ein- und Ausschlusskriterien

Obligate Einschlusskriterien: Ausschlusskriterien:

Alter = 60 Jahre Fehlen obligater Einschlusskriterien

Calcidiol Leukozyten < 4,0 G/l und > 9,0 G/I

Kleines Blutbild Erythrozyten > 5,9 T/I (Manner)

Kreatinin im Serum mit GFR n. CKD-EPI Erythrozyten > 5,3 T/l (Frauen)

Fakultative Einschlusskriterien: Hamoglobin > 18 g/dl / 11,2 mmol/l (Manner)
Calcitriol Hamoglobin > 16 g/dl / 9,9 mmol/l (Frauen)
CRP Thrombozyten < 100 und > 400 G/I
RDW-CV CRP 25,0 mg/l

CKD-EPI = Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration;, CRP = C-reaktives Protein; GFR = glomerulare
Filtrationsrate; RDW-CV = red cell distribution width-coefficient of variation

3.1.1. Referenzbereiche

Untenstehend in Tabelle 4 sind die Referenzbereiche der verarbeiteten Parameter gelistet.
Diese sind entweder methodenspezifisch und wurden durch den Testhersteller des Testkits,
welches zur Analyse angewandt wurde, vorgegeben oder es handelt sich um allgemeingultige
Referenzbereiche, welche auf dem aktuellen Stand der Wissenschaft oder auf aktuellen

Leitlinien basieren.

Tabelle 4: Referenzbereiche

Parameter Referenzbereich

Calcidiol 20 - 30 ng/ml /50 - 75 nmol/l

Cacitriol 19,9 - 79,3 pg/mi

Leukozyten 4,0-9,0 G/l

Erythrozyten 3,9 - 5,3 T/l (Frauen); 4,3 - 5,9 T/l (Manner)

Hamoglobin 12 - 16 g/dl / 7,5 - 9,9 mmol/l (Frauen); 14 - 18 g/dl / 8,7 -
11,2 mmol/l (Ma&nner)

Hamatokrit 0,36 - 0,47 I/l / 36 - 47 % (Frauen); 0,40 - 0,50 I/l / 40 - 50 %
(Manner)

MCV 80 - 96 fi

MCH 28-32pg /1,74 - 1,98 fmol

MCHC 30-36 g/dl / 19 - 22 mmol/l

Thrombozyten 150 - 400 G/I
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RDW-CV 11,7 - 14,4 % (Frauen); 11,6 - 14,4 % (Manner)

Kreatinin < 0,9 mg/dl / < 80 ymol/l (Frauen); < 1,2 mg/dl / 106 pmol/l
(Manner)

GFR n. CKD-EPI > 60 ml/min/1,73gm

CRP < 5,0 mgl/l

CKD-EPI = Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration;, CRP = C-reaktives Protein; GFR = glomerulére
Filtrationsrate; MCH = mean corpuscular haemoglobin; MCHC = mean corpuscalar haemoglobin concentration;
MCV = main corpuscular volume; RDW-CV = red cell distribution width-coefficient of variation

3.1.2. Labormethoden

Die erhobenen Laborparameter wurden im Rahmen der Routinediagnostik von niedergelas-

senen Praxen und vereinzelt auch Krankenhausern der amedes GmbH zur Analytik in Auftrag

gegeben. Die Analytik erfolgte an den Standorten amedes MVZ Halle/Leipzig und amedes

MVZ Géttingen. In folgender Tabelle 5 sind die angewandten Analysemethoden der jeweiligen

Parameter gelistet:

Tabelle 5: Analysemethoden

Parameter Gerat Methode Material
Calcidiol Roche, Cobas® 8000 Photometrie / Serum /
Analyzer auf cobas e 801 Elektrochemilumineszenz- Plasma
Modul mit cobas® “Elecsys Proteinbindungstest in
Vitamin D total II” Testkit Kompetitionsprinzip
Calcitriol Shimadzu Nexera X2 LC-MS Inhouse-Methode Serum
UHPLC mit SCIEX Triple
Quad 6500+
Massenspektrometer
Kleines Blutbild Sysmex, XN-1000 /-2000 (siehe Einzelparameter) EDTA
Leukozyten Sysmex, XN-1000 /-2000 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie S.0.
Erythrozyten Sysmex, XN-1000 /-2000 Hydrodynamisch fokussierte S.0.
Impedanztechnologie
Hamoglobin Sysmex, XN-1000 /-2000 SLS-Hamoglobin-Methode S.0.
Hamatokrit Sysmex, XN-1000 /-2000 Kumulative S.0.
Impulshéhensummierung
MCV Sysmex, XN-1000 /-2000 Rechnerisch*? /
MCH Sysmex, XN-1000 /-2000 Rechnerisch*? /
MCHC Sysmex, XN-1000 /-2000 Rechnerisch*3 /
Thrombozyten | Sysmex, XN-1000 /-2000 Hydrodynamisch fokussierte S.0.
Impedanztechnologie
RDW-CV Sysmex, XN-1000 /-2000 Rechnerisch* /
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Kreatinin Roche, Cobas® 8000 Photometrie / Kinetischer Farbtest Serum /
Analyzer auf cobas c 701 auf Jaffé-Methode basierend Plasma
Modul mit cobas® “CREJ2“
Testkit

GFR MOLIS Laborsystem Rechnerisch n. CKD-EPI*® /

CRP Roche, Cobas® 8000 Turbidimetrie / Partikel-verstarkter Serum /
Analyzer auf cobac ¢ 701 immunologischer Tribungstest Plasma
Modul mit cobas® “CRPL3“
Testkit

CRP = C-reaktives Protein; EDTA = Ethylendiamintetraacetat; GFR = glomerulare Filtrationsrate; MCH = mean

corpuscular haemoglobin; MCHC = mean corpuscalar haemoglobin concentration; MCV = main corpuscular
volume; RDW-CV = red cell distribution width-coefficient of variation; SLS = Sodiumlaurylsulfat;

*1 )79
*2)79
*3)79

*4)80

*5)81

MCV [fl] = Hamatokrit/Erythozyten

MCH [pg] = Hamoglobin/Erythrozyten

MCHC [g/dl] = Hdmoglobin/Hamatokrit

RDW — CV [%] = (RDW —SD) * 100/MCV

Die RDW-SD (RDW- standard deviation;, RDW-Standardabweichung) wird durch
Messung der Breite der Erythrozytenverteilungskurve im Erythrozyten-Histogramm
maschinell ermittelt und stellt die Standardabweichung der ErythrozytengréRe (MCV)
dar; die RDW-CV den Variationskoeffizienten dieser.

Berechnung der GFR nach CKD-EPI [ml/min/1,73m?]

weiblich:

Kreatinin im Serum < 0,7 mg/dl (62 ymol/l):

GFR = 144 * (Kreatinin [mg/dl]/0,7)-0329 x (0,993 )Alter
Kreatinin im Serum > 0,7 mg/dl (62 pmol/l):

GFR = 144 * (Kreatinin [mg/dl]/0,7)-1209 x (0,993 )Alter
mannlich:

Kreatinin im Serum < 0,9 mg/dl (80 ymol/l):

GFR = 141 * (Kreatinin [mg/dl]/0,9)-0411 x (0,993 )Alter

Kreatinin im Serum > 0,9 mg/dl (80 pmol/l):

GFR = 141 * (Kreatinin [mg/dl]/0,9)-1209 x (0,993 )Alter

Den Wert fur die ethnische Zugehdrigkeit mit schwarzer Hautfarbe jeweils mit 1,159
multiplizieren.

Die CKD-EPI-Formel bertcksichtigt das Kreatinin im Serum, das Geschlecht, die

Hautfarbe und das Alter und gibt die errechnete glomeruléare Filtrationsrate pro Minute
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und pro normierter Kérperoberflache an. Im Vergleich zur MDRD-Formel (Modification
of Diet in Renal Disease) ist sie bei beginnenden Nierenfunktionseinschrankungen

praziser.

Bestimmung vom 25-Hydroxyvitamin D:
Immunologisches Verfahren: Die Bestimmung erfolgte mit dem Roche Testkit “Elecsys Vitamin
D total II” und wurden auf dem Roche Cobas e 801 Modul des Cobas® 8000 Analyzer durch-

gefuhrt. Mittels Elektrochemilumineszens-Immunoassay (ECLIA) erfolgte die Bestimmung der

Gesamtkonzentration von 25D aus Serum und Plasma.?2

Testprinzip: Die Testung erfolgte nach dem Kompetitionsprinzip. Kompetitive Assays basieren
auf einer konkurrenten Bindung eines Analyten nachzuweisender Konzentration (hier 25D) mit
einem markierten Antigen (hier Ruthenium-markiertes VDBP) bekannter Konzentration, indem
ein gleicher, aber markierter Analyt im Uberschuss (hier biotinyliertes 25D) der Probenlésung

hinzugegeben wird.®2 In Abbildung 2 folgt eine Grafik zum Testprinzip:

Testprinzip 25D: ECLIA - Kompetitiver Proteinbindungsassay

Matiidiches VDEP Denaturiertes VOBP Ruthenyliertes VOBP

mit 25D beladen gibt 250 frei Zugabe von ,
biotinylierten 250.
Zugabe von Dieses besetzt die noch
ruthenylierten VOBP frefen ruthenylierten
Vorbehandlung der und einem VDEPs. Der Komplex

Probe mit Reagenzien monoklonalen

bindet an die
' Hemmungvon Mikropartkel. Durch
Kreuzreaktionen mit

diesem Metaboliten. Anlegen von Spannung
wird das Messignal
erzeugt.

Vitamin D- - - - vidin .
; ! Calcidiol i . ) monakionaler anti-24,25- biotinyliertes Stepta Chemilumineszenz
. Bindungsprotein 250) 2425 Dinydroxy. Ruthenium Dihydroxycholecalciferol Calcidiol beschichiete Emiasion
(VDBP) cholecalciferol f Mikronartikel
(anti-24,25-D-AK) ikropal

Quelle: Eigene Darstellung nach Quelle 83

Abbildung 2: Testprinzip 25D-Assay %

Messbereiche: Der Messbereich mittels angewandtem Testkit lag bei 7,5 - 250 nmol/l (3 - 100
ng/ml). Die Erfassungsgrenze lag bei 5 nmol/l (2 ng/ml), die Nachweisgrenze bei 7,5 nmol/l
(3 ng/ml) und die untere Bestimmungsgrenze bei 12,5 nmol/l (5 ng/ml). Die obere Bestim-
mungsgrenze lag bei 250 nmol/l (100 ng/ml) und nach erlaubter 1:2 Verdinnung entsprechend
bei 500 nmol/l (200 ng/ml).82

Interferenzen: In Tabelle 6 sind die biogenen Substanzen aufgefuhrt, fur welche eine Inter-

ferenz im angegebenen Konzentrationsbereich ausgeschlossen werden konnte:
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Tabelle 6: Interferenzen 25D-Assay

Verbindung Getestete Konzentration
Bilirubin <1129 ymol/l oder < 66 mg/dl
Hamoglobin < 0.373 mmol/l oder < 600 mg/dl
Intralipid < 300 mg/dI

Biotin <123 nmol/l oder < 30 ng/ml

Kriterium: + 2,0 ng/ml des Ausgangswerts fiir Proben < 20 ng/ml und innerhalb von + 10 % des Ausgangswerts flr
Proben > 20 ng/ml

Tabelle ibernommen vom Methodenblatt ,Elecsys Vitamin D total II¥; Roche Diagnostics; Quelle 82

Demzufolge sollten Patienten, welche Biotinpraparate mit einer Dosis von > 5 mg/Tag einneh-
men, zur Blutentnahme einen Abstand von mindestens acht Stunden zur letzten Einnahme

einhalten.®

Kreuzreaktivitat: Trotz Anwendung eines monoklonalen Fangerantikdrpers konnte eine Kreuz-
reaktivitdt mit 24,25-Dihydroxyvitamin D nicht véllig vermieden werden. Bei dem 3-epi-25-
Hydroxyvitamin D handelt es sich um den verwendeten analytischen Standard des Testkits.??

Naheres hierzu wird folgend in Tabelle 7 aufgefuhrt:

Tabelle 7: Kreuzreaktivitdt 25D-Assay

Kreutzreaktant Konz. in ng/ml / nmol/l Kreuzreaktivitat in %
25-Hydroxyvitamin D3 50/125 100
25-Hydroxyvitamin D> 50/125 93,3
24,25-Dihydroxyvitamin D3 100/ 250 13,7
3-epi-25-Hydroxyvitamin D3 | 50/ 125 112,8
3-epi-25-Hydroxyvitamin D2 | 50/ 125 91,4
1,25-Dihydroxyvitamin D3 100/ 250 n.n.*
1,25-Dihydroxyvitamin D> 100 / 250 n.n.*

Vitamin D3 1000 / 2500 0,7

Vitamin D, 1000 / 2500 0,3

*n.n. = nicht nachweisbar
Tabelle ibernommen vom Methodenblatt ,Elecsys Vitamin D total II“; Roche Diagnostics; Quelle 82

3.2  Statistische Auswertung
Die Datensatze wurden zur Analyse in SPSS Version 28.0.0.0 Gberflhrt.
Im ersten, deskriptiven Teil der Auswertung wurde die Geschlechter- und Altersverteilung der

Studienpopulation beschrieben und es erfolgte die Ermittlung der Pravalenz von Anamie. Im
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Anschluss wurde der Zusammenhang vom Hamoglobin mit dem Alter untersucht. Danach
folgten Analysen zur Untersuchung des Vitamin D-Status fir das 25D und 1,25D sowie der
Nierenfunktion in der Population flr jeweils Manner und Frauen sowie im Vergleich
untereinander.

Im zweiten Teil erfolgten die Analysen zur Untersuchung der Studienfrage, einer Assoziation
vom Vitamin D, 25D und im Weiteren auch dem 1,25D, mit dem Hamoglobinwert in
Abhangigkeit und unabhangig von der Nierenfunktion. Hierbei wurden ebenfalls die
Geschlechter getrennt voneinander getestet.

AbschlieRend wurde der Zusammenhang der RDW mit dem 25D untersucht. Je nach
Verteilung der zu untersuchenden Subpopulation kamen nicht-parametrische als auch

parametrische Verfahren zur Anwendung:

o Zum Vergleich zentraler Tendenzen wurde je nach Verteilungsform der Mann-Whitney-
U-/Kruskal-Wallis-Test oder ein t-Test/eine (Welch)-ANOVA durchgefuhrt.

e Zur Prifung von Haufigkeitsverteilungen wurde der Pearson-Chi?-Test angewandt. Da
bei keinem Test die erwarteten Zellhaufigkeiten kleiner als 5 waren, brauchte nicht auf
den exakten Test nach Fischer zurtickgegriffen werden.

¢ Mehrfachtestungen wurden unter Bonferroni-Korrektur durchgeftihrt.

¢ Die Beurteilung der Verteilung aller (abhangiger) Variablen/Residuen wurde graphisch
mittels Histogramm und Q-Q-Diagramm durchgefihrt, da aufgrund der zumeist hohen
Stichprobengrof’e die gangigen Normalverteilungstests, Kolmogorov-Smirnov und
Shapiro-Wilk-Test, unabhangig von der tatsachlich vorliegenden Verteilung, als
signifikant ausfielen und somit Gberwiegend nicht bewertet werden konnten.

o Beifehlender Normalverteilung wurde Datentransformation angewandt.

o Mittels Kurvenanpassung wurde nach nicht linearen Zusammenhangen gesucht.

e Zur Prifung der Varianzhomogenitat wurde ein Levene-Test durchgefihrt.

e Ausreil3er wurden graphisch im Boxplot detektiert.

e Im Vorfeld zur linearen Regression wurde Homoskesdastizitdt und normalverteilte
Residuen grafisch bestatigt sowie Autokorrelation der Residuen grafisch und mittels
Durban-Whatson-Test ausgeschlossen.

e Bei multipler Regression wurde Multikollinearitat mittels VIF-/Toleranz-Testung ausge-

schlossen.

Weitere Besonderheiten bei den jeweiligen Testungen wurden aufgrund der Vielzahl an

Analysen im Ergebnispart direkt beschrieben.
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4. Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

Die Stichprobengrdfie der Studienpopulation betrug 4008. Darunter waren 1227 Manner
(30,6 %) und 2781 (69,4 %) Frauen. Das durchschnittliche Alter der Stichprobe lag bei 75
Jahren (M = 74,62; SD = 8,61) und reichte von 60 bis 99 Jahre.

Unter den Geschlechtern zeigte sich fir das Alter eine nahezu identische Verteilung beztiglich
der zentralen Tendenzen: M =74,44; SD = 8,34; Mdn = 75,00; P25/75 = 67,00/81,00 [Manner];
M =74,70; SD = 8,73; Mdn = 75,00; P25/75 = 67,00/81,00 [Frauen]. Mittels Mann-Whitney-U-
Test konnte ein signifikanter Altersunterschied zwischen den Geschlechtern in der Stichprobe

ebenfalls ausgeschlossen werden; p = 0,563.

Da die Variable Alter verteilungsfrei in der Stichprobe vorlag, wurde der Mann-Whitney- und
kein parametrischer Test, wie beispielsweise ein t-Test, durchgefiihrt. Die fehlende Normal-
verteilung lasst sich primar auf das obligate Einschlusskriterium des Alters ab 60 Jahren
zurtckfihren, was zu einer deutlich linkssteilen/rechtsschiefen Verteilung flhrte.

Die Altersverteilung unter den Geschlechtern ist mittels Saulendiagramm in Abbildung 3 noch

einmal grafisch dargestellt:

Altersverteilung Gesamtstichprobe

Geschlecht
0=m 1=w

mo
L}

250,0

200,0 0
Wittelwert = 74 44
St -Abw. = 8,337
N=1.227

1

Mittelwert =74 7

Stdl.-Abw. = 8727
=273

150,0

Héaufigkeit

100,0

50,0

0,0
50 80 70 80 a0 100

Alter in Jahren

Abbildung 3: Altersverteilung Gesamtstichprobe, Geschlechter
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4.1.1. Hamoglobin und Anamie
Durchschnittlich lag der Hamoglobinwert bei den Mannern bei 13,9 g/dl (M = 13,86; SD =1,70)
und bei den Frauen bei 13,2 g/dl (M = 13,19; SD = 1,27).

Bei 19,2 % (n = 768 von 4008) lag nach WHO-Kriterien in der Stichprobe eine Anamie vor.
Unter den Geschlechtern zeigten sich hier deutliche Unterschiede: Unter den 1227 Mannern
wiesen 333 einen Hamoglobinwert von unter 13 g/dl auf. Dies entspricht einer Pravalenz von
27,1 % unter der mannlichen Stichprobenpopulation. Unter den 2781 Frauen waren es
hingegen nur 435, welche einen Hamoglobinwert von unter 12 g/dl hatten. Dies ergibt eine

Pravalenz der Anamie von 15,6 % unter der weiblichen Studienpopulation It. WHO.

Diese Haufung von Anamie unter den Mannern in Relation zu den Frauen konnte mittels

Pearson-Chi-Quadrat-Test als signifikant bestatigt werden; p < 0,001.

Eine grafische Darstellung der Hamoglobinkonzentrationen fur Manner und Frauen ist folgend
in Abbildung 44 und Abbildung 55 hinterlegt:

Manner

Mittelwert = 13 863
Std-Abw. = 16955
2000 N=1227

Unterer Referenzbereich (14 g/fdl)

Grenze Anamie . WHO (13g4dl)

1500

Haufigkeit

100,0

500

0o
72 100 125 1320 175 200

Hamoglobin in gidl (Referenzbereich: 14-18)

Abbildung 4: Verteilung Hdmoglobin, Mdnner
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Frauen

Mittelwert =1319
Stel.-Abw. =1 2682
250,0 N=2781

Urterer Referenzhereich und

Grenze Andmie . WHO (12 gldl)

200,0

150,0

Haufigkeit

100,0

50,0

0,0
60 80 100 120 140 16,0 180

Hamoglobin in g/dl (Referenzbereich: 12-16)

Abbildung 5: Verteilung Hamoglobin, Frauen

Im Weiteren waren Manner mit einer Andmie durchschnittlich 77 Jahre alt (M = 77,44;
SD = 8,29). Anamische Frauen hatten hingegen ein durchschnittliches Alter von 80 Jahren
(M =80,32; SD = 8,52). Bei graphisch ermittelter, sich gleichender Verteilungsform zeigte sich
im Mann-Whitney-U-Test ein um drei Jahre signifikant niedrigerer Median des Alters bei den
anamischen Mannern (Mdn = 78,00; P25/75 = 71,00/83,00) im Vergleich zu den Frauen mit
Anamie (Mdn = 81,00; P25/75 = 75,00/86,00); p < 0,001.

Im Vergleich zum Durchschnittsalter der Gesamtstichprobe fallt bei beiden Geschlechtern auf,
dass das durchschnittliche Alter von anamischen Personen uber diesem liegt. Vergleicht man
explizit in der Stichprobe das Alter von Personen mit Andmie mit dem Alter von Personen ohne
Anamie, so erhalt man folgende Werte: Das Alter von Personen mit Anamie betrug im Mittel
79 Jahre (M = 79,07; SD = 8,54; Mdn = 80,00; P25/75 = 74,00/85,00) und ohne Anédmie rund
74 Jahre (M = 73,57; SD = 8,29; Mdn = 74,00; P25/75 = 66,25/79,00). Auch diese
Altersdifferenz stellte sich im Mann-Whitney-U-Test als signifikant dar; p < 0,001.

Dies lieR auf eine Zunahme der Pravalenz von Anamie im Alter schlieRen. Zur Uberprifung

wurde die jeweilige prozentuale Haufigkeit von Anamie pro Altersdekade (und Geschlecht) in

der Stichprobe ermittelt und in folgender Tabelle 8 aufgetragen:
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Tabelle 8: Andmie-Geschlecht-Dekaden

Alter in Jahren 60 - 69 70 -79 80 - 89 290
Geschlecht M w M w M W M w
Anzahl 390 | 886 | 482 1048 | 319 708 36 139
davon Anamie 70 56 120 127 119 192 24 60
% Anamie 1795| 6,3 | 24,90 | 1212 | 37,30 | 27,12 | 66,67 | 43,17
Summe 1276 1530 1027 175
davon Anamie 126 247 311 84

% Anamie 9,88 16,14 30,28 48,00

Es bestatigte sich, dass der Prozentsatz an anamischen Individuen pro Altersdekade bei
beiden Geschlechtern deutlich zunahm. Ebenfalls zeigte sich, wie oben schon fir die gesamte
Stichprobe beschrieben, auch in den unterschiedlichen Dekaden jeweils eine hoéhere
Pravalenz von Anamie unter den Mannern in Relation zu den Frauen. Dies konnte ebenfalls
mittels Pearson-Chi-Quadrat-Test statistisch fir jede Dekade als signifikant bestatigt werden.

In folgender Tabelle 9 sind die ermittelten Testwerte zu entnehmen:

Tabelle 9: Chi?-Test Andmie-Geschlechter in den Dekaden

Alter 60 - 69 70 -79 80 - 89 290
X2 (1) 41,144* 39,820* 10,806* 6,327*
p-Wert*' < 0,001 < 0,001 0,0010 0,0119

* Keine der erwarteten Zellhaufigkeiten war kleiner als 5; *!' Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Zur ndheren Untersuchung der Hypothese eines Zusammenhangs zwischen dem Hamoglobin
und dem Alter wurde sich die Verteilung der Variable Hdmoglobin in den Dekaden fir beide
Geschlechter angesehen. Das Hamoglobin lag in allen Dekaden anndhernd* normalverteilt
vor. Dies konnte grafisch mittels Q-Q-Diagramm und fur die Dekade 4 unter den Mannern auch
mittels Kolmogorov-Smirnov- (p = 0,088) und Shapiro-Wilk-Test (p = 0,159) nachgewiesen
werden. Bei allen anderen Subgruppen war die StichprobengréRe zu hoch, wie eingangs
schon kritisch zu den Tests erwahnt, sodass diese falschlich signifikant wurden, obwohl die
grafische Testung in diesen Subgruppen eine Normalverteilung noch deutlicher als fur Dekade
4 der Manner durch eben die hdhere Stichprobe belegen konnte. Zuletzt erfolge auch die
Testung der Residuen auf Normalverteilung fur die Manner- und die Frauenstichprobe, wobei
sich ebenfalls im Histogramm und im Q-Q-Diagramm eine anndhernde Normalverteilung
grafisch abbildete. *(Durch das obligate Ausschlusskriterium von Hamoglobinwerten gréRer

des oberen Referenzbereichs kam es zu einer minimal rechtssteilen Verteilung.)
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Im Weiteren konnten vier kritische Ausrei3er in den acht Subgruppen - vier Dekaden pro
Geschlecht - gefunden werden, jeweils im unteren Wertebereich. Bei den Mannern befanden
sich zwei der kritischen Werte in Dekade 1 und bei den Frauen je einer der Werte in Dekade
1 und 4. Da es sich um echte Ausreiller handelte, die der Studienfrage dienen und diese in
Relation zur jeweiligen Stichprobengréfie nur in einer sehr geringen Anzahl vorlagen, war mit
keiner signifikanten Verzerrung der Testaussage zu rechnen und sie wurden daher im
Datensatz belassen. Zur parametrischen Testung eines Zusammenhangs des Hamoglobins
Uber die Altersdekaden erfolgte eine einfaktorielle ANOVA. Diese stitzt sich auf einen
Mittelwertvergleich. Varianzhomogenitat wurde daher im Vorfeld getestet und konnte fir die
Stichprobe der Manner im Levene-Test bestatigt werden; p = 0,642.

Mittels durchgefuhrter ANOVA konnte Uber die Dekaden bei den Mannern ein signifikanter
Mittelwertunterschied des Hamoglobins belegt werden; p < 0,001. In folgender Tabelle 10 sind

die Mittelwertunterschiede und die weiteren KenngréRen aufgefihrt:

Tabelle 10: ANOVA Hamoglobin-Dekaden, Ménner

Dekade n M SD 95%-KI

1 390 14,348 1,6403 14,184; 14,511
2 482 13,961 1,5996 13,817; 14,104
3 319 13,300 1,6356 13,120; 13,480
4 36 12,289 1,7728 11,689; 12,889

M = Mittelwert; n = Stichprobenanzahl KI = Konfidenzintervall; SD = Standardabweichung

Im Folgenden wurden zur Prifung der Signifikanz zwischen allen Dekaden untereinander die
Kontraste paarweise getestet. Es zeigte sich hier unter allen Dekaden ein signifikanter
Unterschied der Mittelwerte des Hamoglobins. Gemaf Hypothese nahmen die Mittelwerte des

Hamoglobins von Dekade 1 bis 4 ab. Naheres ist der Tabelle 11 zu entnehmen:

Tabelle 11: Kontraste ANOVA Hiémoglobin-Dekaden, Mdnner

Zw. Dekade Mobiss. p-Wert* 95%-KI

1und 2 - 0,387 < 0,001 - 0,606; - 0,170
1und 3 - 1,047 < 0,001 -1,288; - 0,806
1 und 4 - 2,059 < 0,001 -2,615; - 1,503
2und 3 - 0,660 < 0,001 -0,891; - 0,430
2und 4 -1,672 < 0,001 -2,223;-1,120
3und 4 -1,011 < 0,001 -1,573; - 0,450

*zweiseitig; Kl = Konfidenzintervall, Mpi#. = Mittelwertdifferenz
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Bei den Frauen lag jedoch Varianzheterogenitat vor; p < 0,001. Es erfolgte daher die
Auswertung anhand Welch-ANOVA flr unterschiedliche Varianzen. Auch hier konnte ein
signifikanter Unterschied der Mediane des Hamoglobins Uber die Dekaden nachgewiesen
werden; p < 0,001. In folgender Tabelle 12 sind die Mittelwertunterschiede und weitere

KenngréRen aufgefihrt:

Tabelle 12: ANOVA Hémoglobin-Dekaden, Frauen

Dekade n M SD 95%-KI

1 886 13,553 1,0696 13,483; 13,624
2 1048 13,292 1,1778 13,220; 13,363
3 708 12,780 1,3603 12,679; 12,880
4 139 12,186 1,5014 11,934; 12,437

Kl = Konfidenzintervall; M = Mittelwert; n = Stichprobenanzahl; SD = Standardabweichung

Auch flr die Frauen wurden im Anschluss die Kontraste, jedoch flr ungleiche Varianzen,
berechnet. Es zeigten sich auch hier signifikante Mittelwertunterschiede unter allen Dekaden,
siehe folgende Tabelle 13:

Tabelle 13: Kontraste ANOVA Hdémoglobin-Dekaden, Frauen

Zw. Dekade Mobis. p-Wert* 95%-KI

1und 2 - 0,261 < 0,001 -0,362; - 0,161
1und 3 -0,773 < 0,001 - 0,896; - 0,651
1und 4 - 1,368 < 0,001 -1,629; - 1,106
2und 3 -0,512 < 0,001 - 0,635; - 0,389
2und 4 -1,106 < 0,001 - 1,368; - 0,845
3und 4 - 0,594 < 0,001 - 0,865; - 0,323

*zweiseitig; Mpirr. = Mittelwertdifferenz; KI = Konfidenzintervall

Somit konnte statistisch signifikant nachgewiesen werden, dass die mittlere
Hamoglobinkonzentration pro Altersdekade bei beiden Geschlechtern abnimmt, was auf einen

linearen Zusammenhang vom Hamoglobin mit dem Alter schlieRen lief3.
Zur abschlielenden Testung erfolgte daher die Durchflhrung einer Pearson-Produkt-Moment-

Korrelation fur jedes Geschlecht mit dem Alter direkt als metrische Variable. Alle Werte sind

folgender Tabelle 14 zu entnehmen:
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Tabelle 14: Korrelation Himoglobin-Alter

Manner Hb-Alter Koeffizient r p-Wert* 95%-KI
Pearson-R - 0,284 < 0,001 - 0,335; - 0,232
Frauen Hb-Alter Koeffizient r p-Wert* 95%-KI
Pearson-R - 0,300 < 0,001 - 0,333; - 0,266

*zweiseitig; Hb = Hamoglobin; Kl = Konfidenzintervall

Es konnte somit fir beide Geschlechter eine signifikante Korrelation des Hamoglobins mit dem

Alter nachgewiesen werden.

Um Hinweise zu den Ursachen, der in der Stichprobe gefundenen Anamien, ableiten zu
kénnen, wurde das MCV und MCH der 768 Labore naher betrachtet. Folgende Tabelle 15

zeigt deren jeweilige Zuordnung:

Tabelle 15: Erythrozytenindices der Anamien

MCH < 28 pg MCH 28 -32 pg | MCH > 32 pg Summe
MCV < 80 fl 23 0 0 23
MCV 80-96fl |89 436 28 553
MCYV > 96 fl 0 83 109 192
Summe 112 519 137 768

MCH = mean corpuscular haemoglobin; MCV = main corpuscular volume

Unter den 768 Fallen mit Anamie stellten sich 23 Falle (rund drei Prozent) mit einer
mikrozytaren hypochromen Anamie dar, z. B. als klassische Konstellation bei Eisenmangel.
109 Falle (14,2 %) prasentierten sich makrozytar hyperchrom wie z. B. bei der Vitamin B2~/
Folsdureanamie. Der Grofdteil der gefundenen Anamien war jedoch normozytar und
normochrom bei einer Fallzahl von 436 (56,7 %). 200 Falle (26,0 %) lassen sich keiner
klassischen Konstellation zuordnen. Hierbei waren 89 normozytar hypochrome Anamien, 28
normozytar hyperchrome und 83 Falle normochrome makrozytare Anamien. Die hohe Anzahl
normozytarer und nicht klassisch zuordenbarer Anamien kdénnte die Annahme zur
multifaktoriellen Genese der Anamie im Alter unterstitzen, indem bei diesen Fallen ggf. eine
Kombination von Eisen- und Vitaminmangel bzw. mit anderen Faktoren, wie einer renalen

Anamie oder ACD, vorgelegen haben kdnnte.

Zusammenfassung: In der Stichprobe lag bei 19,2 % aller Personen laut WHO eine Anamie

vor. Bei den Mannern hatten 27,1 %, bei den Frauen nur 15,6 % in der Stichprobe eine Anamie.

Hierbei waren Manner mit Anamie signifikant junger als anamische Frauen und bei beiden
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Geschlechtern konnte festgestellt werden, dass Menschen mit Anamie signifikant alter waren
als Personen ohne Anamie. Es lie® sich im Weiteren bei beiden Geschlechtern eine Zunahme
der Anamiepravalenz Uber die Altersdekaden feststellen und es zeigte sich sowohl fir Manner
als auch fir Frauen eine signifikante Abnahme des Hamoglobins mit zunehmendem Alter. Der

Uberwiegende Anteil (56,7 %) der gefundenen Anamien war normozytar, normochrom.

4.1.2. Nierenfunktion

In der Stichprobe lag im Mittel eine GFR von 62 ml/min/1,73 m? (M = 62,19; SD = 22,74,
Mdn = 65,00; P25/75 = 47,00/80,00) vor; bei Mannern von 59 ml/min/173 m? (M = 59,11;
SD = 24,87) und bei den Frauen von 64 ml/min/173 m? (M = 63,55; SD = 21,60). Dieser
Unterschied unter den Geschlechtern stellte sich im Mann-Whitney-U-Test bei sich
gleichender Verteilung als signifikant dar: Manner (Mdn = 63,00; P25/75 = 41,00/80,00) hatten
gegenuber Frauen (Mdn = 66,00; P25/75 = 49,00/80,00) einen signifikant niedrigeren Median
der GFR; p < 0,001. Die GFR lag in der Stichprobe verteilungsfrei vor, sodass auf einen nicht-
parametrischen Test zurlckgegriffen werden musste.

Eine genaue Auswertung der geschlechtlichen Verteilung der GFR nach allgemein gultigen
Stadien gemal’ Kidney Disease Outcome Quality Initiative (KDOQI) ist in der folgenden
Tabelle 16 abgebildet:

Tabelle 16: KDOQI-Stadien-Geschlechter-Alter

KDOQI* St. 1 St. 2 St. 3 St. 4 St.5
Geschlecht M w M w M w M w M w
Anzahl 122 | 356 | 550 | 1330 | 388 | 878 90 160 77 57
% 9,94 | 12,80 |44,83|47,83|31,62 31,57 | 7,34 | 5,75 | 6,28 | 2,05
@ Alter 65,44 | 65,20 | 73,29 | 73,44 | 78,11 | 79,00 | 78,19 | 81,69 | 74,06 | 77,67
Summe 478 1880 1266 250 134
Ges. % 11,93 46,91 30,59 6,24 3,34

*Stadien der GFR [ml/min/1,73m?] n. KDOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative): 1 = = 90; 2 = 60 - 89;
3=30-59;4=15-29;5=<15

Somit hatten ca. 58,8 % der Studienpopulation eine normale bis moderat eingeschrankte
Nierenfunktion mit einer GFR von = 60 ml/min/173m2. 41,2 % hingegen wiesen eine
signifikante Einschrankung ihrer Nierenfunktion mit einer GFR von < 60 ml/min/173 m? auf,
wovon 3,3 % ins Stadium der terminalen Niereninsuffizienz fielen. In den Stadien der schweren
Einschrankung der Nierenfunktion 4 und 5 stellte sich prozentual eine hdhere Pravalenz unter
den Mannern dar, im Gegenzug dominieren im Stadium 1 und 2 leicht die Frauen und im

Stadium 3 liegt der Scheitelpunkt mit einem ungefahr ausgeglichenen Geschlechterverhaltnis.
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Die unterschiedliche Haufigkeitsverteilung der Geschlechter Uber die Stadien stellte sich im
Chi-Quadrat-Test als signifikant dar; p <0,001. Jedoch konnte im Post-hoc-Test unter
Bonferroni-Korrektur nachgewiesen werden, dass die Uber den Chi-Quadrat-Test als
signifikant ermittelte Abhangigkeit nur auf der Differenz im Stadium 5 basiert (grin
hervorgehoben). Nur hier wurde das bei Mehrfachtestung auf 0,01 korrigierte a-Fehlerniveau
unterschritten. Nur flr Stadium 5 sind somit statistisch signifikant weniger Frauen und
gleichzeitig mehr Manner in der Stichprobe vertreten gewesen als in den anderen Stadien,
siehe Tabelle 17:

Tabelle 17: Post-hoc Chi?-Test KDOQI-Geschlecht

KDOQI-Stadium* |1 2 3 4 5
Manner Anzahl 122 550 388 90 77
Erwartete Anzahl | 146 575 387 76 41
Frauen Anzahl 356 1330 878 160 57
Erwartete Anzahl | 331 1304 878 174 93
p-Wert 0,0100 0,0794 0,9747 0,0563

*Stadien der GFR [ml/min/1,73m?] n. KDOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative): 1 = = 90; 2 = 60 - 89;
3=30-59,4=15-29;5=<15

Unter den Geschlechtern lasst sich aus Tabelle 16 keine unterschiedliche Altersverteilung
innerhalb der Stadien erkennen. Uber die Stadien I4sst sich fiir beide Geschlechter von
Stadium 1 bis 4 eine stete Zunahme des Durchschnittsalters erkennen. Bis dahin ist eine
inverse Korrelation der Nierenfunktion mit dem Alter abzuleiten. Im Stadium 5 hingegen fallt
das Durchschnittsalter wieder ab. Dies wurde statistisch folgendermafien untersucht: In einem
Kruskal-Wallis-Test ist simultan zum in Tabelle 16 aufgezeigten Mittelwert auch anhand der
Rangzahlen und des Medians ein Anstieg des Alters je KDOQI-Stadium 1 bis 4 sowie ein Abfall
vom Stadium 4 auf 5 zu erkennen. Im Boxplot Abbildung 6 ist dies auch grafisch dargestellt.
Der Abfall im Stadium 5 kénnte daflirsprechen, dass Personen im Stadium 5 eine geringere
Lebenserwartung haben und daher im Durchschnitt nur ein niedrigeres Alter erreichen. Jedoch
wird ggf. die Aussage durch die relativ geringe Stichprobengrofle in dem Stadium limitiert.
Uber die Stadien konnte im Kruskal-Wallis-Test eine signifikante Differenz der zentralen
Tendenz des Alters insgesamt und zwischen jedem einzelnen Stadium mittels Post-hoc-
Testung nachgewiesen werden; p < 0,001. Lediglich zwischen Stadium 3 und 4 konnte nach
Bonferroni-Korrektur keine Signifikanz mehr belegt werden; p = 0,131. Die Testwerte zur Post-

hoc-Testung sind der Tabelle 18 zu entnehmen:
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Alter in Jahren

Kruskal-Wallis-Test bei unabhangigen Stichproben
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Abbildung 6: Boxplot Alter-KDOQI
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Tabelle 18: Post-hoc Kruskal-Wallis-Test Alter-KDOQI

5.00

Zw. KDOQI-Stadium* | n z-Wert p-Wert*!
1-2 2358 - 18,630 < 0,001
1-5 612 -12,573 < 0,001
1-3 1704 -29.272 < 0,001
1-4 728 - 22,332 < 0,001
2-5 2014 - 3,072 0,021
2-3 3106 - 16,974 < 0,001
2-4 2130 - 11,717 < 0,001
5-3 1360 3,770 0,002
5-4 384 4,802 < 0,001
3-4 1516 - 2,480 0,131

*Stadien der GFR [ml/min/1,73m?] n. KDOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative): 1 = 2 90; 2 = 60 - 89;
3=30-59; 4 =15-29; 5 = < 15; *'asymptotische Signifikanz, zweiseitig; n = Stichprobenanzahl
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Der Altersabfall im Stadium 5 nimmt dem Zusammenhang leicht die Linearitat. Somit wurden
die héchsten Zusammenhangsmale auch im sigmoidalen Modell gefunden. Es wurden daher
nicht-parametrische Korrelationen nach Spearman und Kendall berechnet, welche keine
linearen Zusammenhange voraussetzen. Hier stellte sich eine signifikante Korrelation des
Alters mit den KDOQI-Stadien fur die Gesamtstichprobe als auch fur Manner und Frauen

getrennt betrachtet dar; p < 0,001. In folgender Tabelle 19 die ermittelten Daten:

Tabelle 19: Korrelation KDOQI-Alter

Gesamt KDOQI-Alter Koeffizient 1/ p | p-Wert* 95%-KI
Kendall-Tau-b 0,370 < 0,001 0,352; 0,387
Spearman-Rho 0,462 < 0,001 0,437; 0,487
Manner KDOQI-Alter Koeffizient 1/ p | p-Wert* 95%-KI
Kendall-Tau-b 0,285 < 0,001 0,251; 0,319
Spearman-Rho 0,362 < 0,001 0,311; 0,411
Frauen KDOQI-Alter Koeffizient 7/ p | p-Wert* 95%-KI
Kendall-Tau-b 0,410 < 0,001 0,389; 0,430
Spearman-Rho 0,508 < 0,001 0,479; 0,536

*zweiseitig; KDOQI = Kidney Disease Outcome Quality Initiative; KI = Konfidenzintervall

Zusammenfassung: Rund 60 % der Studienpopulation hatten eine normale bis moderat

eingeschrankte Nierenfunktion mit einer GFR von = 60 ml/min/173m?2. Die durchschnittliche
GFR der Stichprobe lag bei 62 ml/min/1,73m? (SD = 22,74). Der Unterschied zwischen den
Mannern und den Frauen war zwar signifikant, betrug aber fur den Median nur 66 vs. 63
ml/min/1,73m?2. Unter den Geschlechtern zeigten sich fiir die Verteilung in den KDOQI-Stadien
nur fur das Stadium 5 signifikant mehr Manner als Frauen. In der Stichprobe lie} sich eine
signifikante Zunahme des Alters mit ansteigenden KDOQI-Stadien fur beide Geschlechter
belegen, jedoch fiel das Durchschnittsalter im KDOQI-Stadium 5 bei beiden Geschlechtern
wieder ab. Dennoch lief3 sich eine signifikante Korrelation des Alters mit den KDOQI-Stadien

belegen.

4.1.3. 25-Hydroxyvitamin D

Der durchschnittliche 25D-Spiegel in der Stichprobe lag bei 64 nmol/l (M = 63,90; SD = 31,76;
Mdn = 61,00; P25/75 = 41,03/81,40. Bei den Mannern lag er im Schnitt bei 61 nmol/l
(M =61,13; SD = 30,03), bei den Frauen bei 65 nmol/l (M = 65,12; SD = 32,42) und somit
leicht Gber dem der mannlichen Studienpopulation. Die Verteilung des Parameters lag bei

beiden Geschlechtern deutlich rechtsschief mit vielen signifikanten echten Ausreil’ern im
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hohen Referenzwertbereich vor. Es wurde daher ein nicht-parametrischer Test angewandt: Im
Mann-Whitney-U-Test war der Median der Manner (Mdn = 57,80, P25/75 = 39,00/76,80) des
25D-Spiegels signifikant niedriger als der der Frauen (Mdn = 62,40, P25/75 = 41,85/83,50);
p < 0,001. In folgender Tabelle 20 sind die 25D-Spiegel von Mannern und Frauen nach |IOM-

Kriterien sowie das durchschnittliche Alter je Gruppe aufgefihrt:

Tabelle 20: 25D-Spiegel-Geschlechter

25D nmol/l <30 30-<50 50-<75 75-<125 2125
Geschlecht M w M w M w M w M w
Anzahl 167 | 359 | 299 | 585 | 430 | 895 | 284 | 827 47 115
% 13,61 | 12,90 | 24,37 | 21,04 | 35,05 | 32,18 | 23,15 | 29,74 | 3,83 | 4,14
@ Alter 74,83 | 77,44 | 73,70 | 73,97 | 74,23 | 73,46 | 75,31 | 75,10 | 74,51 | 76,69
Summe 526 884 1325 1111 162
Ges. % 13,12 22,06 33,06 27,72 4,04

25D = Calcidiol

Das durchschnittliche Alter lie3 keine signifikante Tendenz einer Zunahme des 25D-Mangels
im Alter erkennen und verhielt sich unter den Geschlechtern ahnlich. Rund 35,2 % wiesen in
der Gesamtstichprobe einen Mangel an 25D von < 50 nmol/l auf. Ein weiteres Drittel hatte eine
ausreichende 25D-Versorgung von 50 bis > 75 nmol/l und ein weiteres Drittel wies einen
optimalen 25D-Spiegel fur die Knochengesundheit mit 75 bis < 125 nmol/l auf. Bei knapp Uber
4 % liel3 sich eine Hypervitaminose mit einem Spiegel von = 125 nmol/l nachweisen. Unter den
Geschlechtern zeigten sich bei Spiegeln von < 75 nmol/l prozentual mehr Manner und = 75
nmol/l mehr Frauen in der Stichprobe. Mittels Chi-Quadrat-Test konnte zudem belegt werden,
dass Manner in der Stichprobe signifikant haufiger als Frauen einen medizinisch relevanten

25D-Mangel von < 50 nmol/l aufwiesen; p = 0,014 (asymptotische Signifikanz 2-seitig).

4.1.4. 1,25-Dihydroxyvitamin D

In Bezug auf den 1,25D-Status der Studienpopulation lagen nur 410 Werte vor. Hier zeigte
sich ein Mittelwert fir das 1,25D von 40 pg/ml (M = 39,58; SD = 19,58; Mdn = 37,05; P25/75
= 26,05/49,43). Bei den 145 Mannern in der Stichprobe war der durchschnittliche 1,25D-
Spiegel bei 33 pg/ml (M = 32,49; SD = 14,34; Mdn = 29,10, P25/75 = 22,15/41,25) und bei den
265 Frauen bei 44 pg/ml (M = 43,46; SD = 20,96; Mdn = 41,30; P25/75 = 29,60/51,50). Wie
bei dem 25D wiesen die Frauen ebenfalls beim 1,25D eine im Durchschnitt bessere

Versorgungssituation auf als die Manner in der Stichprobe. Naheres in folgender Tabelle 21:
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Tabelle 21: 1,25D-Spiegel-Geschlechter

1,25D pg/ml <19,9 19,9 -79,3 >79,3
Geschlecht M w M w M w
Anzahl 27 18 117 234 1 13
% 18,62 6,79 80,69 88,30 0,69 4,91
Summe 45 351 14

Ges. % 10,98 85,61 3,42

1,25D = Calcitriol

Der Uberwiegende Anteil von fast 90 % zeigte einen in der Norm oder oberhalb der Norm
liegenden 1,25D-Spiegel. Nur rund 11 % wiesen einen Mangel auf. Hier zeigte sich prozentual
ein héherer Manneranteil. Im Normbereich und in der Kategorie Uber 79,3 pg/ml hingegen

dominierten prozentual die Frauen.

Zur statistischen Bestatigung der oben geschilderten Tendenzen wurde ein t-Test durch-
geflhrt. Es lagen zwei signifikante Ausrei3er unter den Frauen im Datensatz mit Werten von
162 und 174 pg/ml vor. Der Datensatz wurde um diese zwei Parameter bereinigt, um keine
Verzerrung der zentralen Tendenzen zu provozieren. Die zu klarende Fragestellung wurde
dadurch nicht beeinflusst. Da weiterhin eine linkssteile Verteilung vorlag, wurde eine
Transformation mittels Ziehens der Quadratwurzel durchgefihrt. Es zeigte sich danach eine
Normalverteilung im Datensatz, sowohl gesamt als auch isoliert fur jedes Geschlecht, was
statistisch durch den Shapiro-Wilk- und Kolmogorov-Smirnov-Test (p > 0,05) sowie auch
graphisch mittels Histogramms und Q-Q-Diagramm belegt werden konnte. Zur Prifung der
Varianzhomogenitat unter den Stichproben wurde ein Levene-Test durchgefuhrt, welcher
Varianzheterogenitat ausschlief3en konnte; p = 0,706. Im Anschluss wurde zum Vergleich der
Mittelwerte des 1,25D-Spiegels unter den Geschlechtern ein t-Test durchgefiihrt: Dieser ergab
einen statistisch signifikant niedrigeren Mittelwert des 1,25D-Spiegels bei den Mannern
(M =5,56; SD = 1,25) in Relation zu den Frauen (M = 6,38; SD = 1,37); p < 0,001.

Jedoch konnten durch die Transformation die Testdaten nicht ohne Ruckrechnung auf die
Mittelwerte Ubertragen werden. Laut Rasch & Guiard, 2004; Pagano, 2010; Stone, 2010 und
Wilcox, 2012 sei der t-Test gegenuber leichten Verletzungen der Normalitat ab Stichproben-
groRen Uber 30 recht robust 8-87. Dies war hier gegeben. Im Levene-Test konnte mit den
untransformierten Daten ebenfalls Varianzhomogenitat bestatigt werden; p = 0,072. Auch in
dieser Durchfihrung konnte ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte des 1,25D-Spiegels
zwischen den Mannern (M = 32,49; SD = 14,34) und den Frauen (M = 42,51; SD = 17,97)
attestiert werden, wobei die Manner im Durchschnitt einen um 10,03 pg/ml (95%-KI [- 13,44;

- 6,62]) niedrigeren Spiegel als die Frauen aufwiesen; p < 0,001.
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Um einem Veto bei unterschiedlichen StichprobengréRen als Verletzung der Voraussetzungen

fur einen t-Test vorzubeugen sei der Vollstandigkeit halber erwahnt, dass sowohl bei dem

transformierten als auch dem Rohdatensatz im Welch-Test Signifikanz nachgewiesen werden
konnte; p < 0,001 [SqrtD125/Cacitriol].

Zusammenfassung: Ahnlich wie bei dem 25D wiesen auch bei dem 1,25D die Frauen eine

bessere Versorgungssituation auf. Die Manner hatten im Durchschnitt einen statistisch

signifikant um rund 10 pg/ml niedrigeren 1,25D-Spiegel als die Frauen.

4.1.5. Ergebnisiibersicht der deskriptiven Statistik

Tabelle 22: Ergebnisiibersicht deskriptive Statistik

Parameter % M +/- SD Mdn; P25/75 p-Wert
Alter in Jahren (4008) 74,62 +/- 8,61

Manner (1227) 30,6 74,44 +/- 8,34 75,00; 67,00/81,00

Frauen (2781) 69,4 74,70 +/- 8,73 75,00; 67,00/81,00 | 0,563
Hamoglobin in g/dI

Manner (1227) 30,6 13,86 +/- 1,70

Frauen (2781) 69,4 13,19 +/- 1,27

Anamie n. WHO (768/4008) | 19,2

Manner (<13 g/dl) (333/1227) | 27,1

Frauen (<12 g/dl) (435/2781) | 15,6 <0,001
GFR in ml/min/1,73m? (4008) 62,19 +/- 22,74 | 65,00; 47,00/80,00

Manner (1227) 30,6 59,11 +/- 24,87 | 63,00; 41,00/80,00

Frauen (2781) 69,4 63,55 +/- 21,60 | 66,00; 49,00/80,00 | <0,001
25D in nmol/l (4008) 63,90 +/- 31,76 | 61,00; 41,03/81,40

Méanner (1227) 30,6 61,13 +/- 30,03 | 57,80; 39,00/76,80

Frauen (2781) 69,4 65,12 +/- 32,42 | 62,40; 41,85/83,50 | <0,001
1,25D in pg/ml (410/4008) 10,23 | 39,58 +/- 19,68 | 37,05; 26,05/49,43

Méanner (145) 35,37 | 32,49 +/- 14,34 | 29,10; 22,15/41,25

Frauen (265) 64,63 | 43,46 +/- 20,96 | 41,30; 29,60/51,50 | <0,001

1,25D = Calcitriol; 25D = Calcidiol; GFR = glomerulare Filtrationsrate; M = Mittelwert; Mdn = Median; P25/75 =
25-/75-igstes Perzentil; SD = Standardabweichung; WHO = World Health Organisation
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4.2 Studienfrage — Vitamin D und Hamoglobin

4.2.1. Assoziation Calcidiol und Hamoglobin

Initial lie® sich auch nach Datentransformation (Logarithmieren, Quadrieren sowie Johnson-
und Box-Cox-Transformation) flir die Gesamtstichprobe zwischen dem Calcidiol und dem
H&moglobin kein linearer Zusammenhang darstellen. Es folgte auch fur verschiedene
Subgruppen (Altersklassen/Dekaden, KDOQI-Stadien, GFR < und 2= 60/ 30 /15 ml/min/173m?
insgesamt und jeweils fir Manner und Frauen getrennt) die Analyse des untransformierten
Datensatzes auf einen linearen sowie mittels Kurvenanpassung auch auf einen anders-
férmigen Zusammenhang zwischen Hdmoglobin und Calcidiol mit jedoch gleichem negativen
Ergebnis. Im Streudiagramm Abbildung 7 ist dies exemplarisch fur die Gesamtstichprobe
(ohne Transformation) dargestellt:

Streudiagramm von Hamoglobin in gidl mit Calcidiol in nmolil
R Linear = 0,002

Hamoglobin in gidl

0 500 100,0 1500 2000 2500

Calcidiol in nmolil

Abbildung 7: Streudiagramm Hamoglobin-Calcidiol

Daraufhin wurden bindre logistische Regressionen fir die gesamte Stichprobe und
geschlechtergetrennt mit dem 25D und der dichotomen abhangigen Variablen Anamie und im
Weiteren auch fir die Untergruppen GFR < 60, = 60, < 30, = 30 und = 15 jeweils fir jedes
Geschlecht durchgefiihrt. Im Vorfeld wurde hierfir bei fehlender Linearitat, welche mit dem
Box-Tidwell-Verfahren Gberpruft wurde, der metrische Pradiktor Calcidiol in funf Stufen geman

IOM-Einteilung in ein ordinales Skalenniveau Uberfiihrt. Somit konnte ebenfalls der Einfluss
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von Ausreil3ern ausgeschlossen werden. Jedoch konnte auch hier mit keiner Untersuchung
ein Einfluss des Calcidiols auf das Outcome Anamie belegt werden.

Daher wurde das Skalenniveau weiter zuriickgefahren und mittels nicht-parametrischer
Verfahren nach signifikanten Haufigkeitsverteilungen gesucht. Hier stellte sich bei der Gesamt-
stichprobe in einem Chi-Quadrat-Test eine signifikante Assoziation des Auftretens von Anamie
bei 25D-Spiegeln von unter 40 nmol/l dar; p < 0,001. Somit hatten Personen mit einem 25D-
Spiegel unter 40 nmol/l um 4,9 % haufiger eine Anamie als Personen mit Spiegeln Uber 40
nmol/l (22,9 vs. 18,0 %). Betrachtet man Manner und Frauen getrennt, kann jedoch der
Zusammenhang nur bei den Frauen nachgewiesen werden (19,9 vs. 14,4 % - 5,5 % haufiger
Anamie bei VDM); p < 0,001 [Frauen] vs. p = 0,442 [Manner]. Auch durch Herabsetzen der
Schwelle auf unter 30 nmol/l konnte bei den Mannern keine signifikante Assoziation nach-
gewiesen werden; p = 0,104. Bei den Frauen hingegen stieg der Effekt deutlich an (24,8 % vs.
14,3 %); p < 0,001. Jedoch konnte bei den Frauen beim Heraufsetzen der Schwelle kein
signifikanter Zusammenhang mehr ab einem Spiegel von unter 50 nmol/l gefunden werden,;
p = 0,072. Den gréften Einfluss scheint somit ein Mangel von 25D ab Spiegeln von unter 30
nmol/l auf das Auftreten einer Anamie bei Frauen zu haben. Hier ist ein Mangel von 25D unter

30 nmol um 10,5 % haufiger mit einer Anamie assoziiert als bei Spiegeln tber 30 nmol/l.

Zur Untersuchung des Niereneinflusses auf die zu untersuchenden Parameter wurden sich die
zentralen Tendenzen des 25D-Vitamin-Spiegels und des Hamoglobins in den KDOQI-Stadien

fur Manner und Frauen herangezogen und folgend in der Tabelle 23 aufgetragen:

Tabelle 23: Zentrale Tendenzen 25D/Hb in den KDOQI-Stadien

KDoQl* | St.1 | St.2 | St.3 | St.4 | St. 5 St.1 | St.2 | St.3 | St.4 | St.5
25D m M m m M Mdn | Mdn | Mdn | Mdn | Mdn
Méanner | 60,61 | 60,32 | 57,87 | 62,00 | 83,18 56,70 | 57,00 | 54,60 | 59,90 | 81,60
Frauen | 62,59 | 65,05 | 64,37 | 67,11 | 88,45 58,00 | 63,00 | 62,50 | 58,75 | 90,60
Hb M M m m M Mdn | Mdn | Mdn | Mdn | Mdn
Ménner | 14,97 | 14,48 | 13,49 | 12,01 | 11,72 15,10 | 14,60 | 13,60 | 11,85 | 11,60
Frauen | 13,57 | 13,49 | 12,99 | 11,66 | 11,19 13,60 | 13,60 | 13,10 | 11,70 | 11,20

*Stadien der glomerularen Filtrationsrate [ml/min/1,73m?] n. KDOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative):
1=290;2=60-89;3=30-59;4=15-29;5=<15; 25D = Calcidiol in nmol/l; Hb = Hamoglobin in g/dl; M =
Mittelwert; Mdn = Median

Es zeigte sich fur das Calcidiol von Stadium 1 bis 3 fur beide Geschlechter kein eindeutiger
Trend der zentralen Tendenzen des Calcidiol-Spiegels Uber die KDOQI-Stadien. Ab Stadium
4 stellt sich jedoch fur Manner ein Anstieg von Mittelwert und Median dar, mit einem noch

deutlicheren Anstieg auch bei den Frauen zum Stadium 5 hin. Fir das Hamoglobin hingegen
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ist ein fast kontinuierlicher Abfall vom Mittelwert und Median bei Mannern von Stadium 1 und
ab Stadium 2 bei den Frauen bis hin zum Stadium 5 zu erkennen.

Zur statistischen Verifizierung, der anhand Tabelle 23 festgestellten Tendenzen, erfolgte zur
Untersuchung des Verdachtes eines linearen Zusammenhangs vom Hamoglobin mit der
Nierenfunktion flr jedes Geschlecht eine Kendall-Tau- und Spearman-Korrelation mit den

KDOQI-Stadien und dem Hamoglobin, welche jeweils eine signifikante Korrelation belegen

konnten; p < 0,001. Die Testwerte sind folgender Tabelle 24 zu enthehmen:

Tabelle 24: Korrelation Himoglobin-KDOQI

Hb-KDOQI Méanner Hb-KDOQI Frauen
Kendall-Tau-b -0,412 - 0,249
p-Wert* < 0,001 < 0,001
95%-KI -0,442, - 0,380 -0,272; - 0,226
Spearman-Rho - 0,522 -0,319
p-Wert* < 0,001 < 0,001
95%-KI - 0,563; - 0,479 - 0,353; - 0,284

*zweiseitig; Hb = Hamoglobin; KDOQI = Kidney Disease Outcome Quality Initiative; KI = Konfidenzintervall

Im Anschluss wurde fir beide Geschlechter eine Regression berechnet, welche jeweils hoch-
signifikant ausfiel; p < 0,001. Im Vorfeld wurden Homoskesdastizitdt und normalverteilte
Residuen grafisch bestatigt sowie Autokorrelation der Residuen grafisch und mittels Durban-
Whatson-Test ausgeschlossen. An echten Ausrei3ern gab es bei den Frauen zwei und bei
den Mannern einen, jeweils im unteren Wertebereich des Hamoglobins, welche aber bei der
groRen Stichprobe nicht ins Gewicht fielen und somit im Modell belassen wurden. Bei den
Mannern konnten Uber 30 % und bei den Frauen zumindest rund 16 % der Varianz des Hamo-
globins auf die GFR im Modell zuriickgefiihrt werden; R? = 0,311 [Ménner], R?= 0,157 [Frauen].

In folgenden Tabellen 25 und 26 sind die weiteren Ergebnisse der Analysen hinterlegt:

Tabelle 25: Regression Hamoglobin-GFR, Mdnner

Variable Unstandardisiert Standardisiert Standardfehler
Konstante 11,616*

GFR 0,038* 0,558* 0,002

R? 0,311

Korr. R? 0,310

F (1; 1225) 552,599*

*p < 0,001; GFR = glomerulare Filtrationsrate

65



Tabelle 26: Regression Hamoglobin-GFR, Frauen

Variable Unstandardisiert Standardisiert Standardfehler
Konstante 11,711*

GFR 0,023* 0,396* 0,001

R? 0,157

Korr. R? 0,157

F (1;2779) 517,440*

*p < 0,001; GFR = glomerulére Filtrationsrate

Da bei den Frauen erst ab Stadium 2 der Abfall des Hamoglobins zu sehen war, entsprach
das Modell eher einer kubischen Verteilung, in welcher mittels Modellanpassung ermittelt ein
R? von 0,206 zu erreichen ware. Insgesamt zeigte sich sowohl bei den Korrelationen als auch
bei der Regression der Einfluss der Nierenfunktion bei den Mannern starker auf das
Hamoglobin wirkend als bei den Frauen. So steigt pro eine Einheit GFR das Hamoglobin bei

den Mannern um 0,038 g/dl und bei den Frauen um 0,023 g/dl an.

Fir das Calcidiol konnte tUber die KDOQI-Stadien anhand Tabelle 23 hingegen kein linearer
Zusammenhang angenommen werden. Hier zeigte sich flr beide Geschlechter lediglich zum
Stadium 5 hin ein deutlicher Anstieg der 25D-Spiegel, welcher darauf zurlick zu flihren sein
konnte, dass die Vitamin-D-Substitution zur Standardtherapie bei Niereninsuffizienz gehort.
Dieser Faktor verzerrt jedoch die zentralen Tendenzen zur Ermittlung der Studienfrage, einer
Assoziation vom Calcidiol mit dem Hamoglobin. Daher wurde fur die unterschiedlichen
Nierenstadien gesondert die Haufigkeitsverteilung mittels Chi-Quadrat-Test fir Anamie und
25D-Mangel fur beide Geschlechter erneut fir die 25D-Cut-offs 30, 40 und 50 nmol/l gepruft.

Durch das Ziehen der Cut-offs < 30/40/50 nmol/l werden die unter Vitamin-D-Substitution
stehenden, niereninsuffizienten Individuen herausgefiltert, sodass der verzerrende Effekt nicht
mehr greifen kann. Die Werte aller Tests inklusive die der Prafung mit allen KDOQI-Stadien
wurden in folgender Tabelle 27 je Geschlecht aufgetragen. Griin hinterlegt sind die jeweils als
signifikant ermittelten Tests, rot, welche die keine Signifikanz erbrachten, fett hervorgehoben

sind die jeweiligen Testwerte mit der héchsten Signifikanz in der jeweiligen Rubrik:

Tabelle 27: Chi?-Test Andmie-25D-Rubriken

Manner Stadien 1 -5 Stadien 1 -4 Stadien 1 -3 Stadien 1 - 2
uU3oD25 X%(1)*

p*1
u40D25 X%(1)*
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uU50D25

Frauen W Stadien 1 - 4 Stadien 1 - 3 W

U30D25

U40D25

uU50D25

*keine der erwarteten Zellhaufigkeiten war kleiner 5; *'asymptotische Signifikanz, zweiseitig; Stadien = Stadien der
glomerularen Filtrationsrate n. KDOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative): 1 =2>90; 2 =60 - 89; 3 = 30 -
59; 4 =15 -29; 5 = < 15; U30/40/50D25 = Rubrik Calcidiol < 30/40/50 nmol/l

Es zeigte sich, dass bei beiden Geschlechtern durch Entfernen des Stadiums 5 hdhere
Signifikanzen hervorgebracht werden konnten als in der Testung mit allen Stadien. Bei den
Mannern konnte durch zusatzliches Entfernen des Stadiums 4 ein noch leicht héherer Wert
erzielt werden. Bei den Frauen war dies nicht der Fall. Bei beiden Geschlechtern waren die
héchsten Signifikanzen fur die Testungen mit dem Cut-off 25D unter 30 nmol/l zu erzielen.
Stufenweise fiel bei den Mannern und Frauen die Signifikanz beim Heraufsetzen auf 40 und
50 nmol/l ab. Ausgenommen hiervon waren die ersten beiden KDOQI-Stadien; hier wurden
bei beiden Geschlechtern die besten Signifikanzwerte in der Rubrik < 40 nmol/l erzielt.

Der hochste Effekt konnte somit bei den Mannern fir die KDOQOI-Stadien 1 bis 3 festgestellt
werden, in welchen ein 25D-Mangel unter 30 nmol/l um 10,2 % haufiger mit einer Anamie
assoziiert war als Vitamin D-Spiegel dartber. Bei den Frauen betrug die hochste Assoziation
10,6 % fir Spiegel ebenfalls unter 30 nmol/l, jedoch in den KDOQI-Stadien 1 bis 4. Der

Unterschied zur Testung aller Stadien war hier somit kaum nennenswert (10,5 %).

Es wurden daraufhin die Punkt-/Streudiagramme der im Chi-Quadrat-Test durchgefihrten
Tests betrachtet. Zusatzlich wurde fur die KDOQI-Stadien 2 und 3 bis 5 untersucht. Deren
Bestimmtheitsmalie sind in folgender Tabelle 28 aufgefihrt. Die Untersuchungen fir Spiegel

< 50 nmol/l wurden eingestellt, da sie in den vorherigen Testungen keinen Wert erbrachten:

Tabelle 28: R? Himoglobin-Calcidiol in KDOQI-Stadien

Ménner R’ st.1-5 |st1-4 |St.1-3 |St.1-2 |St.3-5 |St.2-5
Hb mit 25D < 30 | 0,038 0,044 0,052 0,023 0,112 0,057
Hb mit 25D <40 | 0,023 0,034 0,035 0,003 0,040 0,028
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Frauen R? St.1-5 |St.1-4 |St.1-3 St.1-2 St.3-5 |St.2-5
Hb mit 25D <30 | 0,113 0,110 0,098 0,124 0,077 0,110

Hb mit 25D <40 | 0,065 0,062 0,050 0,021 0,076 0,068
25D = Calcidiol in nmol/l; Hb = Hamoglobin; KDOQI = Kidney Disease Outcome Quality Initiative

In folgender Abbildung 8 ist das Punktstreudiagramm des Zusammenhangs exemplarisch
anhand der Untersuchung der Frauen fur die KDOQI-St. 1-5 dargestellt:

Streudiagramm von Hamoglobin in gl/dl (14-18 [ 12-16) Schritt: Calcidiol in nmolil (Zielwert: >75; Mangel: <50,
Hypervit.: >240)

R? Linear = 0,113
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Calcidiol in nmolil (Zielwert: >75; Mangel: <50, Hypervit.: >240)

Abbildung 8: Streudiagramm Hb-25D < 30nmol/l, Frauen, KDOQI-St. 1-5

Bei beiden Geschlechtern konnten die hdchsten Bestimmtheitsmalie in den Testen unter der
25D-Schwelle von 30 nmol/l gefunden werden. Bei den Mannern liel} sich der starkste
Zusammenhang in den KDOQI-Stadien 3 bis 5 finden, wohingegen die Frauen in den Stadien
der ,besseren” Nierenfunktion die hdchste Assoziation zeigten. Im Allgemeinen schien der

Einfluss der Niere bei den Frauen aber geringer auszufallen.

AnschlieBend wurde auch noch mittels Kurvenanpassung nach nicht linearen
Zusammenhangen in den gesamten Kategorien gesucht, jedoch konnten im kubischen und
sigmoidalen Modell nur minimal héhere Effekte gesehen werden, sodass man beim linearen
Modell verblieb. Es wurde alleinig mit der Rubrik < 30 nmol/l 25D fir beide Geschlechter weiter
verfahren und jeweils eine Pearson-Korrelation und anschlieend eine lineare Regression fur

die KDOQI-Stadien 1 bis 5 berechnet. Des Weiteren erfolgten die Berechnungen fir die
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jeweilige Kategorie mit dem héchsten Bestimmtheitsmal fir jedes Geschlecht. Fir die Frauen
wurden somit die Stadien 1 bis 2 und fur die Manner die Stadien 3 bis 5 analysiert.

Im Vorfeld wurden Homoskesdastizitat und normalverteilte Residuen grafisch bestatigt sowie
Autokorrelation der Residuen grafisch und mittels Durban-Whatson-Test ausgeschlossen.
Ausreil}er gab es nur einen einzigen bei den Frauen im unteren Wertebereich fir die Testung

unter den Stadien 1 bis 2. Da dieser nicht ins Gewicht fiel, wurde er im Datensatz belassen.

Uber alle KDOQI-Stadien zeigte sich in der Pearson-Korrelation bei den Mannern (n = 167)
ein signifikanter Zusammenhang zwischen Hamoglobin und Calcidiol; r = 0,194 (95%-KI
[0,044; 0,336]); p = 0,012 (zweiseitig). Fur die Regression zeigten sich folgende Werte:
F (1; 165) = 6,461; R? = 0,038; p = 0,012. Firr die Frauen (n = 359) hingegen zeigten sich
deutlich aussagekraftige Werte in der Korrelation; r = 0,336 (95%-KI [0,241; 0,425]); p < 0,001
als auch in der Regression: F (1; 357) = 45,386; R? = 0,113; p < 0,001. Die weiteren Testwerte
beider Regressionen sind in folgender Tabelle 29 und 30 aufgefihrt:

Tabelle 29: Regression Hamoglobin-Calcidiol, Ménner, KDOQI-St. 1-5

Variable Unstandardisiert Standardisiert Standardfehler
Konstante 12,129*

Calcidiol 0,065** 0,194** 0,026

R? 0,038

Korr. R? 0,032

F (1; 165) 6,461**

*p < 0,001; **p = 0,012; KDOQI = Kidney Disease Outcome Quality Initiative

Tabelle 30: Regression Himoglobin-Calcidiol, Frauen, KDOQI-St. 1-5

Variable Unstandardisiert Standardisiert Standardfehler
Konstante 10,914*

Calcidiol 0,092* 0,336* 0,014

R? 0,113

Korr. R? 0,110

F (1; 357) 45,386*

*p < 0,001; KDOQI = Kidney Disease Outcome Quality Initiative

Far die Frauen wurde im Weiteren die Rubrik KDOQI-Stadium 1 und 2 (n = 180) untersucht.
Es zeigte sich in einer Pearson-Korrelation ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Calcidiol und Hamoglobin bei 25D-Spiegeln unter 30 nmol/l; r= 0,353 (95%-K1[0,218; 0,474));

p < 0,001. Im Anschluss erfolgte die Berechnung der linearen Regression. Es konnte ein
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signifikanter Einfluss des Calcidiols auf das Hamoglobin ab 25D-Spiegeln unter 30 nmol/l
belegt werden; F (1; 178) = 25,287; R? = 0,124; p < 0,001. Die weiteren Testwerte der

Regression sind in folgender Tabelle 31:

Tabelle 31: Regression Hamoglobin-Calcidiol, Frauen, KDOQI-St. 1-2

Variable Unstandardisiert Standardisiert Standardfehler
Konstante 11,650*

Calcidiol 0,084* 0,353* 0,017

R? 0,124

Korr. R? 0,119

F (1;178) 25,287

*p < 0,001; KDOQI = Kidney Disease Outcome Quality Initiative

Fir die Manner in den KDOQI-Stadien 3 - 5 konnte (n = 96) eine signifikante Korrelation des
Hamoglobins mit dem Calcidiol bei Spiegeln unter 30 nmol/l festgestellt werden; r = 0,334
(95%-KI [0,144; 0,501]); p < 0,001. In der Regression zeigte sich ebenfalls ein signifikanter
Einfluss des Calcidiols auf das Hamoglobin; F (1; 94) = 11,843; R? = 0,112; p < 0,001. In
folgender Tabelle 32 sind die Werte der Regression aufgefihrt:

Tabelle 32: Regression Himoglobin-Calcidiol, Ménner, KDOQI-St. 3-5

Variable Unstandardisiert Standardisiert Standardfehler
Konstante 10,663*

Calcidiol 0,101* 0,334* 0,029

R? 0,112

Korr. R? 0,102

F (1; 94) 11,843*

*p < 0,001; KDOQI = Kidney Disease Outcome Quality Initiative

Wie unter 4.1.1. beschrieben besteht eine schwache Assoziation in der Stichprobe vom Alter
mit dem Hamoglobinwert. Zudem korreliert das Hamoglobin deutlich mit der GFR, wobei eine
teils starke (Manner) bzw. mittlere (Frauen) Korrelation des Hamoglobins mit der GFR belegt
werden konnte. Abschlieflend wurde eine Rickwartsregression mit dem Alter, dem Calcidiol
mit Cut-off unter 30 nmol/l und der GFR als Pradiktoren flr das Hdmoglobin fir beide
Geschlechter  durchgefihrt.  Multikollinearitdt wurde mittels VIF-/Toleranz-Testung
ausgeschlossen, da unter 4.1.2 auch eine signifikante Korrelation des Alters mit der GFR
belegt werden konnte. Es zeigte sich, dass nur bei den Frauen das Alter noch knapp signifikant

blieb und dies auch nur mit einem minimalen Einfluss. Bei den Mannern hatte das Alter keinen
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signifikanten Einfluss, nur das Calcidiol und die GFR zeigten sich im Modell als signifikant.
Ohne Cut-off des 25Ds unter 30 nmol fallt hingegen das Calcidiol bei beiden Geschlechtern
aus der Signifikanz und nur die GFR und das Alter verbleiben im Modell. Somit kann man
zusammenfassen, dass dem Alter lediglich ein sehr geringer Einfluss auf das Hamoglobin in
der Stichprobe zugesprochen werden kann. Die GFR hat hingegen auch bei 25D-Spiegeln
unter 30 nmol/l einen signifikanten Einfluss auf den Hamoglobinwert. Das Calcidiol hatte im
Modell den héchsten Einfluss je Zunahme pro Einheit auf den Hamoglobinwert, jedoch nur ab
einem Mangel von < 30 nmol/l. In folgenden Tabellen 33 - 36 sind die Ergebnisse der

Regressionen im Detail aufgefihrt:

Tabelle 33: Regression-Riickwaérts Hiamoglobin-GFR/Alter/25D < 30 nmol/l, Mdnner

Modell 1 Modell 2
Variable Unstandard. | Standard. | SE Unstandard. | Standard. | SE
Konstante 10,192* 9,593*
Caicidiol 0,090* 0,267* 0,023 | 0,091* 0,270* 0,023
GFR 0,035* 0,475* 0,005 | 0,036* 0,487 0,005
Alter -0,007** -0,036** 0,014 | enft. entf. entf.
R? 0,270 0,269
Korr. R? 0,256 0,260
F (df1; df2) | 20,065*"" 30,110*/2

*p < 0,001; **p =0,617; 'F (3; 163); 2F (2; 164); 25D = Calcidiol; GFR = glomerulare Filtrationsrate; SE = standard
error

Tabelle 34: Regression-Riickwérts Himoglobin-GFR/ Alter/25D < 30 nmol/l, Frauen

Modell 1 Modell 2 entf.
Variable Unstandard. | Standard. | SE
Konstante 11,436*
Calcidiol 0,071* 0,259* 0,013
GFR 0,025* 0,364* 0,003
Alter -0,020** -0,109** 0,009
R? 0,286
Korr. R? 0,280
F (3; 355) 47,329*

*p < 0,001; **p = 0,032; 25D = Calcidiol; GFR = glomerulare Filtrationsrate; SE = standard error
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Tabelle 35: Riickwérts-Regression Himoglobin-GFR/Alter /25D ohne Cut-off, Mdnner

Modell 1 Modell 2
Variable Unstandard. | Standard. | SE Unstandard. | Standard. | SE
Konstante | 13,363* 13,341*
Calcidiol 0,000** -0,006** 0,001 entf. entf. entf.
GFR 0,036* 0,521* 0,002 | 0,036* 0,522* 0,002
Alter -0,021* -0,104* 0,005 |-0,021* -0,104* 0,005
R? 0,320 0,320
Korr. R? 0,319 0,319
F (df1; df2) | 192,272*"1 288,602* /2

*p < 0,001; **p =0,811; 'F (3; 1223); 2F (2; 1224), 25D = Calcidiol; GFR = glomerulére Filtrationsrate; SE =
standard error

Tabelle 36: Riickwiérts-Regression Himoglobin-GFR/Alter/25D ohne Cut-off, Frauen

Modell 1 Modell 2
Variable Unstandard. | Standard. | SE Unstandard. | Standard. | SE
Konstante 13,551* 13,512*
Calcidiol 0,000** -0,012** 0,001 entf. entf. entf.
GFR 0,019* 0,327* 0,001 0,019* 0,328* 0,001
Alter -0,021* -0,143* 0,003 |-0,021* -0,142* 0,003
R? 0,173 0,173
Korr. R? 0,172 0,172
F (df1; df2) | 193,269*' " 289,712* /2

*p < 0,001; **p = 0,485; 'F (3; 2777); 2F (2; 2778); 25D = Calcidiol; GFR = glomerulare Filtrationsrate; SE =
standard error

In der multiplen Regression lasst sich nun bei den Mannern in Relation zu den Frauen ein
leicht héherer Effekt des 25Ds ab Spiegeln unter 30 nmol/l auf das Hamoglobin ablesen. Auch
nahm in diesem Modell im Vergleich zur Testung unter allen KDOQI-Stadien die Signifikanz
deutlich zu. Dies lasst auf einen entgegengesetzten Einfluss unter den Geschlechtern von der
GFR auf die Assoziation des 25Ds bei Spiegeln unter 30 nmol/l auf das Hamoglobin in der
Stichprobe schlieRen, was auch die divergenten Hdhen der BestimmtheitsmalRe in den
KDOQI-Stadien schon zeigten.

Zusammenfassung: Im Chi-Quadrat-Test konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen

dem Auftreten von Anamie und einem 25D-Mangel fir ein Cut-off bei 40 nmol/l bei Frauen,
nicht aber bei Mannern nachgewiesen werden. Auch durch Herabsetzen der Schwelle auf

< 30 nmol/l konnte bei den Mannern keine Signifikanz gefunden werden. Bei den Frauen wurde
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der Effekt hingegen noch etwas starker und konnte eine Assoziation des 25D-Mangels mit
einer Anamie um 10,5 % in Relation zu 25D-Spiegeln Gber 30 nmol/l belegen. Fur die Manner
konnte erst durch Ausschluss des KDOQI-Stadiums 5 eine signifikante Assoziation belegt
werden, welche bei zusatzlichem Ausschluss des Stadiums 4 noch an Starke zunahm. Hier
konnte ebenfalls eine um 10,2 % hohere Anamierate bei 25D-Mangel im Gegensatz zu
Spiegeln Gber 30 nmol/l gefunden werden.

Wahrend kein linearer Zusammenhang zwischen 25D- und KDOQI-Stadien belegt werden
konnte, nahmen die Hamoglobinspiegel kontinuierlich mit steigenden KDOQI-Stadien ab
(Manner von KDOQI 1, Frauen von KDOQI 2) und es liel3 sich eine signifikante Assoziation
des Hamoglobins mit der GFR fir beide Geschlechter belegen.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 25D und dem Hamoglobin konnte fur 25D-
Werte < 30 nmol/l bei Mannern und Frauen gefunden werden; F (1; 165) = 6,461; R? = 0,038;
p =0,012; bzw. F (1; 357) = 45,386; R?=0,113; p < 0,001. Fiir die Manner bestand jedoch die
mit Abstand hdchste Assoziation in den KDOQI-Stadien 3 bis 5; F (1; 94) = 11,843; R?=0,112;
p < 0,001. Fir die Frauen konnte in dieser Subgruppe nur eine schlechtere Ubereinstimmung
belegt werden. Diese hingegen profitierten gerade durch Ausschluss der KDOQI-Stadien 3 bis
5 und hatten somit die hdchste Assoziation in den Stadien 1 bis 2; F (1; 178) = 25,287;
R? = 0,124; p < 0,001. Jedoch war hier der Effekt der Niere geringer ausgepragt als bei den
Mannern. Folglich war fir die Manner, aber nicht wesentlich fir die Frauen, ein Einfluss der
Nierenfunktion auf die Assoziation abzuleiten. Kontrolliert mit dem Alter und der GFR zeigten
sich hingegen bei den Mannern leicht hohere Effekte des 25Ds pro Anstieg um eine Einheit
auf das Hamoglobin in Relation zu den Frauen; p < 0,001 (0,091 g/dl vs. 0,071 g/dl). Dies lief3
auf einen gegenlaufigen Einfluss der Nierenfunktion unter den Geschlechtern in der Stichprobe
auf die Assoziation des 25Ds auf das Hamoglobin bei 25D-Spiegel < 30 nmol/l schlie3en.
Insgesamt konnte bei beiden Geschlechtern ein signifikanter Einfluss des 25Ds auf das

Hamoglobin auch unabhangig von der Nierenfunktion bestatigt werden.

4.2.2. Assoziation Calcitriol und Hamoglobin

Aufgrund des renalen Syntheseweges des 1,25Ds sollte eine Korrelation mit der GFR
bestehen. Ebenso konnte unter 4.2.1. bei beiden Geschlechtern ein signifikanter Einfluss der
GFR auf das Hamoglobin nachgewiesen werden, wobei dieser bei den Mannern starker als
bei den Frauen ausgepragt war. Dies kénnte eine Erklarung fir den hohen Anteil der
normozytar normochromen Anamien darstellen. Folglich sollte untersucht werden, inwieweit
das Calcitriol mit der Niere korreliert. Es erfolgte eine Pearson-Korrelation. Zuvor wurden die
zwei, aus vorherigen Analysen schon bekannten, Ausreil’er bei den Frauen im oberen

Wertebereich des Calcitriols entfernt. Es zeigt sich bei beiden Geschlechtern eine
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hochsignifikante Korrelation des Calcitriols mit der GFR. Die Werte sind folgend in Tabelle 37

aufgefihrt:

Tabelle 37: Korrelation 1,25D-GFR

1,25D-GFR Manner n=145| 1,25D-GFR Frauen n =263
Pearson-R 0,496 0,493
p-Wert* < 0,001 0,001
95%-KI 0,363; 0,610 0,396; 0,579

*zweiseitig; 1,25D = Calcitriol; GFR = glomerulare Filtrationsrate; Kl = Konfidenzintervall; n = Stichprobenanzahl

Da das Calcitriol mit der Nierenfunktion korreliert und diese wiederum mit dem Hamoglobin,
ist von einer Korrelation des Calcitriols mit dem Hamoglobin auszugehen, welche jedoch
primar auf einer renalen Anamie basieren sollte. Dies konnte auch in Folge statistisch
gefunden und Uberwiegend bestatigt werden. Es erfolgte initial die Pearson-Korrelation von
Calcitriol mit dem Hamoglobin und in zweiter Instanz die Durchflhrung einer partiellen
Korrelation mit der GFR als Kontrollvariable, in welcher der Effekt des Calcitriols deutlich
gemindert wurde. Bei den Mannern verlor das Modell sogar die Signifikanz. Die Werte sind in

folgender Tabelle 38 aufgefuhrt:

Tabelle 38: Korrelation Himoglobin-1,25D

GFR als Kontrollvariable

1,25D-Hb Manner n =145 | 1,25D-Hb Frauen n=263
Pearson-R 0,376 0,342
p-Wert* < 0,001 < 0,001
95%-KI 0,227; 0,508 0,230; 0,444
partielle Korrelation mit 1,25D-Hb Manner n =145 | 1,25D-Hb Frauen n=263

Pearson-R

0,157

0,171

p-Wert*

0,060

0,005

*zweiseitig; 1,25D = Calcitriol; Hb = Hamoglobin; Kl = Konfidenzintervall; n = Stichprobenanzahl

Zusammenfassung: Die initial gefundene signifikante Korrelation des 1,25Ds mit dem Hamo-
globin (Manner: r = 0,376; 95%-KI [0,227; 0,508]; p < 0,001; Frauen: r = 0,342; 95%-KI [0,230;
0,444]; p < 0,001) konnte in einer partiellen Korrelation mit der GFR nur bedingt bestehen. In

vorliegender Stichprobe konnte eine von der Nierenfunktion unabhangige Assoziation des
1,25Ds mit dem Hamoglobin bei den Frauen nur in einem deutlich reduzierten Umfang
gefunden werden. Bei den Mannern fiel ein signifikanter Effekt mit der GFR kontrolliert sogar

ganzlich weg.
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4.2.3. Assoziation Calcidiol mit der Erythrozyntenverteilungsbreite

Um zur Ursache der gefundenen Assoziation des 25Ds mit dem Hamoglobin Hinweise ableiten
zu kénnen, wurde eine Pearson-Korrelation mit dem Calcidiol und der RDW-CV durchgefiihrt.
Hier konnte in der Gesamtstichprobe (Manner und Frauen) schon ab Calcidiolspiegeln unter
75 nmol/l eine hoch signifikante Korrelation nachgewiesen werden, welche bei Spiegeln unter
50 nmol noch an Starke zunahm. In folgender Tabelle 39 sind die ermittelten Werte der

durchgefiihrten Pearson-Korrelationen fiir die verschiedenen Calcidiol-Cut-offs aufgefihrt:

Tabelle 39: Korrelation RDW-25D in 25D-Stufen

25D n Pearson-R p-Wert* 95%-KI

< 30 nmol/l 54 - 0,304 0,013 - 1,000; - 0,083
< 50 nmol/l 159 - 0,326 < 0,001 - 1,000; - 0,204
<75 nmoll/l 303 - 0,186 < 0,001 - 1,000; - 0,093
ohne Cut-off 433 - 0,012 0,404 - 0,100; 0,068

*einseitig; 25D = Calcidiol; KI = Konfidenzintervall; n = Stichprobenanzahl; RDW = red cell distribution width

Dies kénnte somit die Hypothese des durch einen Vitamin-D-Mangel induzierten funktionellen
Eisenmangels Uber die Hepcidin-Ferroportin-Achse stutzen. Hierfur sollte das MCV bei einem
Vitamin-D-Mangel abnehmen. Eine Anisozytose und somit verbreiterte RDW kommt jedoch
auch bei Hamolyse, einer Osteomyelofibrose oder einem Vitamin B12-/Folsduremangel neben
dem Eisenmangel vor. Bei den anderen genannten Optionen ist jedoch das MCV erhdht oder
normal. Es wurden daher fir den Cut-off 25D < 75 nmol/l jeweils fur verschiedene MCV-
Bereiche Pearson-Korrelationen durchgefuhrt. Hier konnte belegt werden, dass die Starke der
Korrelation zwischen der RDW und dem Calcidiol mit sinkendem MCV zunimmt. Die
Berechnungen werden in ihrer Aussagekraft durch die geringe Stichprobengréf’e in den
Subpopulationen begrenzt. Weitere Analysen sollten mit einem erweiterten Datensatz zur

Bestatigung erfolgen. In Tabelle 40 sind die Berechnungen zur Ubersicht aufgefiihrt:

Tabelle 40: Korrelation RDW-25D in MCV-Bereichen

MCV in fl n Pearson-R p-Wert* 95%-KI

> 88 259 -0,148 0,008 - 1,000; - 0,047
<88 43 - 0,292 0,029 - 1,000; - 0,041
< 87 26 - 0,375 0,030 - 1,000; - 0,051
< 86 17 - 0,549 0,011 -1,000; - 0,176
<85 10 -0,787 0,003 - 1,000; - 0,415

*einseitig; 25D = Calcidiol; KI = Konfidenzintervall; MCV = main corpuscular volume; n = Stichprobenanzahl;
RDW = red cell distribution width
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden retrospektiven Querschnittsstudie war die Analyse eines Zusam-
menhangs zwischen dem Vitamin D-Spiegel und dem Hamoglobinwert bei Patienten im Alter
von 2 60 Jahren unter Berucksichtigung der Nierenfunktion.

Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Anamie und einem
25D-Mangel fur Vitaminspiegel unter 30 nmol/l bei Frauen nachgewiesen werden. Ein Mangel
< 30 nmol/l war zu rund 11 % haufiger mit einer Andmie assoziiert als 25D-Spiegel tUber 30
nmol/l. Far Manner konnte erst durch Ausschluss des KDOQI-Stadiums 5 eine signifikante
Assoziation belegt werden, welche bei zusatzlichem Ausschluss des Stadiums 4 noch an
Starke zunahm, sodass auch bei Mannern 10 % haufiger eine Anamie bei einem 25D-Spiegel
von < 30 nmol/l nachgewiesen werden konnte als bei Spiegeln darlber. Fur die Frauen konnte
durch Ausschluss des letzten KDOQI-Stadiums hingegen nur eine marginale Verbesserung
erzielt werden. Bei weiterem Ausschluss des Stadiums 4 nahm der nachzuweisende Effekt
sogar wieder ab. Frauen profitierten somit nicht nennenswert von einer Selektion unter den
KDOQI-Stadien.

Im Weiteren konnte mittels linearer Regression ein signifikanter Zusammenhang zwischen
25D und Hamoglobin ebenfalls flir 25D-Werten < 30 nmol/l bei Mannern und Frauen gefunden
werden: F (1; 165) = 6,461; R? = 0,038; p = 0,012 bzw. F (1; 357) = 45,386; R? = 0,113; p <
0,001. Far die Frauen konnte mittels dieses Modells 11 % der Varianz des Hamoglobins dem
Effekt des 25Ds zugesprochen werden. Die Erhéhung des 25Ds um ein nmol/l fihrte so zu
einer Verbesserung des Hamoglobins um 0,092 g/dl. Bei den Mannern hingegen war der Effekt
deutlich geringer und betrug nur 0,065 g/dl. Das Modell erklarte nur knapp 4 % der Varianz
des Hamoglobins. Es wurden initial alle KDOQI-Stadien getestet. Unter Selektion zeigte sich
hingegen fir die Manner eine deutlich hdhere Assoziation in den KDOQI-Stadien 3 bis 5: F (1;
94) = 11,843; R? = 0,112; p < 0,001. Diese reichte nun an die Starke der Frauen heran und
Ubertraf im Effekt auf das Hamoglobin diese sogar mit nun 0,10 g/dl pro eine Einheit 25D. Die
Frauen zeigten in dieser Subgruppe hingegen das niedrigste Bestimmtheitsmal} aller
Testungen unter den KDOQI-Stadien. Diese profitierten gerade durch Ausschluss der KDOQI-
Stadien 3 bis 5 und hatten somit die hdchste Assoziation in den KDOQI-Stadien der besten
Nierenfunktion, KDOQI-Stadium 1 und 2: F (1; 178) = 25,287; R? = 0,124; p < 0,001. Der Effekt
war hier jedoch geringer ausgepragt als bei den Mannern und bemalf sich nur auf 0,84 g/dI
Hamoglobinsteigerung pro ein nmol/l 25D. Die Frauen zeigten in allen, bis auf eben genannte
Stadien 3 bis 5, durchweg nahezu identische gute Werte der Assoziation, sodass auch hier
wieder flr die Manner, aber nicht wesentlich fiir die Frauen, ein Einfluss der Nierenfunktion

auf die Assoziation abzuleiten war.
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Es erfolgte daher eine multiple Regression mit dem Alter und der GFR um den isolierten
Einfluss des 25Ds um die bekannten einflussnehmenden Faktoren kontrolliert bewerten zu
kénnen. Hier zeigten sich bei den Mannern leicht héhere Effekte des 25Ds pro Anstieg um
eine Einheit auf das Hamoglobin in Relation zu den Frauen, zudem nahm das Modell an
Signifikanz in Relation zur Testung unter allen KDOQI-Stadien deutlich zu; p < 0,001. Dies lief3
in der Gesamtschau aller Testungen auf einen divergenten Einfluss der Nierenfunktion unter
den Geschlechtern in der Stichprobe auf die Assoziation des 25Ds mit dem Hamoglobin bei
Spiegeln unter 30 nmol/l schlieen. Das Alter hingegen wurde bei den Mannern im Modell der
multiplen Regression nicht signifikant (o = 0,617) und bei den Frauen war der Einfluss zwar
noch signifikant, jedoch nur gering mit einer Abnahme des Hamoglobins von 0,02 g/dl pro Jahr
Zunahme des Alters; p = 0,032. Die GFR zeigte sich bei beiden Geschlechtern als signifikanter
Einflussfaktor auf das Hamoglobin; p < 0,001. Die Zunahme einer Einheit der GFR hatte im
Modell auf das Hamoglobin bei den Mannern den Effekt von 0,035 g/dl und bei den Frauen
0,025 g/dl. Der hochste Effekt im Modell konnte jedoch beim 25D bei Mannern als auch Frauen
gefunden werden. Die Zunahme eines nmol/ls 25D fuhrte bei Mannern zu einer Zunahme des
Hamoglobins von 0,091 g/dl und bei Frauen von 0,071 g/dl; p < 0,001. Insgesamt konnte somit
bei beiden Geschlechtern ein signifikanter und durchaus bemerkenswerter Einfluss des 25Ds
auf das Hamoglobin auch unabhangig von der Nierenfunktion fir Vitamin D-Spiegel < 30 nmol/l
bestatigt werden.

Inwiefern die unterschiedlichen Assoziationsstarken in den KDOQI-Stadien unter Mannern und
Frauen einem geschlechtsspezifisch fundierten physiologischen Korrelat begriindet sind oder
einer zufalligen Verteilung innerhalb der Stichprobe geschuldet war, kann anhand der Daten

nicht eruiert werden und obliegt weiterer Untersuchungen zur Klarung der Kausalitat.

Fir das 1,25D konnte bei den Mannern und Frauen initial eine signifikante Korrelation mit dem
Hamoglobin gefunden werden, bei partieller Korrelation mit der GFR reduzierte sich der
gefundene Effekt bei den Frauen deutlich und bei den Mannern konnte kein Zusammenhang
mehr signifikant belegt werden. Zusammenfassend war festzustellen, dass unabhangig von
der Nierenfunktion flr beide Geschlechter keine statistisch aussagekraftige Assoziation des
1,25Ds mit dem Hamoglobin belegt werden konnte.

Zur Klarung der Ursache der gefundenen Assoziation des 25Ds mit dem Hamoglobin erfolgten
Korrelationsanalysen mit der RDW. Es stellte sich eine signifikante negative Korrelation des
25Ds mit der RDW ab Spiegeln von < 75 nmol/l 25D heraus (p < 0,001), deren Starke mit
abnehmendem MCV zunahm. Dies kdnnte somit die Hypothese des durch einen Vitamin-D-
Mangel induzierten funktionellen Eisenmangels Uber die Hepcidin-Ferroportin-Achse stiitzen.
Die Studienzahlen waren hier jedoch begrenzt. Diese Ergebnisse sind aber mit einer

vorherigen Studie aus den USA vergleichbar. Im Rahmen einer Querschnittsstudie an tber
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15.000 nicht hospitalisierten Erwachsenen konnte in einer linearen Regression ein
umgekehrter Zusammenhang zwischen dem 25D und der RDW nachgewiesen werden.
Zudem wurde in einer logistischen Regression ebenfalls der Cut-off fir eine erhéhte RDW bei
< 75 nmol/l 25D gefunden 78. Dies lasst darauf schlieBen, dass unsere Ergebnisse, trotz der
begrenzten Stichprobe, welche fiir diese Analyse nur zur Verfigung stand, doch valide

Tendenzen wiedergaben.

Ahnliche Studien zur Assoziation zwischen dem Hamoglobinwert und dem Vitamin D in
Deutschland konnten hingegen nicht recherchiert werden, welche einen Zusammenhang vom
Vitamin D unter Berlicksichtigung der Nierenfunktion bei Menschen = 60 Jahre zum Thema
hatten. Es liegen bislang nur internationale Studien vor, welche jedoch jeweils eine andere
Kohorte untersuchten:

So war in einer US-amerikanischen Querschnittsanalyse von 5456 Personen mittels
multivariaten logistischen Regressionsmodell kontrolliert fur Alter, Geschlecht, Rasse, BMI,
CKD, CRP, Ferritin, Vitamin-B12, Folsaure und Serumeisen die Zunahme einer 25D-Einheit
(ng/ml) mit einer vier prozentigen Reduktion der Wahrscheinlichkeit einer Andmie verbunden.
Aulerdem war die Wahrscheinlichkeit flir eine Anamie beim Cut-off von < 50 nmol/l 25D
doppelt so hoch im Vergleich zu Spiegeln von = 50 nmol/l. Hier wurden jedoch Personen ab
17 Jahre untersucht, die Pravalenz von Anamie lag nur bei rund vier Prozent und die von CKD,
definiert Uber einen Albumin-Kreatinin-Quotienten = 30 mg/g, war unter zehn Prozent und
somit ebenso nicht vergleichbar mit Kohorten alterer Menschen.?®

In einer anderen Studie unter in einer Gemeinde lebenden australischen Mannern im Alter von
= 70 Jahren wurde in einer Quer- und Langsschnittstudie uber funf Jahre eine Assoziation des
1,25Ds mit Hamoglobin nachgewiesen. Eine initiale Assoziation zwischen dem 25D und dem
Hamoglobin verlor die Signifikanz nach Kontrolle mit u.a. der GFR. Die Pravalenz von Anamie,
ebenfalls nach WHO-Definition, betrug in dieser Studie 14,6 %. Diese Studie untersuchte somit
auch altere Menschen, jedoch nur Manner einer definierten Region in Australien, wo durch die
dort vorherrschende deutlich starkere Sonneneinstrahlung im Vergleich zu Nordeuropa deren
Vitamin D-Spiegel nicht mit Senioren aus Deutschland vergleichbar sein sollte.??

Des Weiteren gab es mehrere Studien aus Korea mit Erwachsenen, in welchen ein nicht
linearer Zusammenhang vom 25D mit Hdmoglobin und ein erhdhtes Risiko von Andmie bei
VDM , teilweise nur fur Frauen, gefunden werden konnte &-°'. Hier sind jedoch auch weder
die geografischen Gegebenheiten, die Kohorte, noch die untersuchte Ethnie mit einer Studie
basierend auf einer Population aus Deutschland vergleichbar. Weitere bekannte Studien zum
Thema erfolgten mit Sauglingen, Kindern mit und ohne Niereninsuffizienz und jungen

Erwachsenen bis einschlieRlich 20 Jahre in den USA und Korea 26:27.92.93
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Die Atiologie des gefundenen Zusammenhangs zwischen einem VDM und dem Hamoglobin
ist bislang noch nicht geklart. Es liegen verschiedene Erklarungsansatze in der Literatur vor.
Das Hepcidin, als Schlisselenzym der Eisenhamostase, steht hierbei im zentralen Fokus. So
wird der Aktivierung von Vitamin D-Rezeptoren die Hemmung der Expression von proinflam-
matorischen Zytokinen zugesprochen, welche wiederum die Hepcidininduktion unter Entziin-
dung unterdriicken. Andererseits soll die Freisetzung von IL-10 durch Vitamin D gesteigert
werden, was sich direkt proliferativ auf Zellen der Erythropoese auswirke.?!

In einer anderen Studie konnte an Monozyten eine verminderte Ausschittung der proinflam-
matorischen Zytokine IL-6 und IL-1B3 unter Vitamin D Einfluss sowie eine dosisabhangige
vermehrte Expression von NRAMP1-mRNA identifiziert werden. Dieses kodiert fur einen
weiteren Transporter, den endosomalen Eisen-Mangan-Transporter. Der Transport von Eisen
aus den Speichern wird durch Vitamin D in Entzindungskonstellationen somit erleichtert und
dem Entstehen eines funktionellen Eisenmangels entgegengesteuert.””

In einer Folgestudie konnte in vitro in Leberzellen und Monozyten unter Behandlung mit 25D
und 1,25D eine direkte Reduktion der Expression von Hepcidin-mRNA nachgewiesen werden.
Gleichzeitig wurde die Expression von Ferroportin erhdht und Ferritin nahm in den Zellen ab.
In einer darauf aufbauenden Pilotstudie an gesunden Probanden flhrte die einmalige orale
Gabe von 100.000 IE D2 zu einer 34 prozentigen Reduktion des Hepcidinspiegels nach 24
Stunden.?°

Da die Bestimmung des Hepcidins im Serum aktuell noch nicht fur die Routine zur Verfliigung
steht, lagen uns leider auch keine Daten zur naheren &atiologischen Klarung der Hypothese

vor, welche wir im Rahmen der Sekundardatenakquirierung miteinschlieRen hatten kénnen.

Trotz aller bislang vorliegenden Studienergebnisse, welche einen Einfluss von Vitamin D auf
den Eisenstoffwechsel nahelegen sowie einen VDM mit dem Auftreten von Anamie in
Assoziation bringen, konnte der angenommene Kausalzusammenhang bislang noch nicht
abschlielend bestatigt werden. Der Vitamin D-Status wird von diversen Faktoren beeinflusst.
Darunter sind u.a. die Nierenfunktion, der Ernahrungszustand, Grunderkrankungen und
Medikation sowie die Sonnenexposition, welche sowohl individuell durch Kleidung oder das
Aktivitatenprofil als auch durch die geografisch vorherrschenden Gegebenheiten flir die
gesamte Studienpopulation einer Region bestimmt wird. Dies kann ggf. fir die heterogene
Datenlage verantwortlich gemacht werden, die bisher keine generelle Erklarung fir die

wiederkehrenden Befunde eines VDMs im Zusammenhang mit einer Anamie zulasst.

Im Vergleich zu anderen Studien waren die durchschnittlichen 25D-Spiegel in unserer
Studienpopulation mit 63,9 nmol/l hdher als die in bislang erhobenen Daten fir Deutschland

mit 45,6 nmol/l. Auch stellten sich in unserer Studie fir Frauen im Vergleich zu den Mannern
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statistisch signifikant hohere Spiegel dar. In der Vergleichsstudie konnte hingegen kein
geschlechtsspezifischer Unterschied in der Versorgungssituation gefunden werden. 61,6 %
der Teilnehmer wiesen dort 25D-Spiegel von < 50 nmol/l sowie 30,2 % Werte von < 30 nmol/I
auf. Auch diese Rate an VDM war in unserer Population mit 35,2 % und 13,12 % deutlich
geringer 3'. Diese Unterschiede konnten auf die Datenauswahl zuriickzufiihren sein. Wahrend
in der Vergleichsstudie eine Bevolkerungsstichprobe gezogen wurde, wurden hier die Daten
aus ambulant abgenommenen Routinelaboren gezogen. Diesen Patienten ist somit zumindest
Uberwiegend eine Indikation zu unterstellen, weshalb liber eine Blutentnahme die Bestimmung
ihres Vitamin D-Spiegels zu erfolgen hatte. Dies kann im besten Fall nur eine Statuserhebung
gewesen sein, jedoch kann hier auch eine erfolgte Substitution zur Kontrolle gestanden haben.
Somit bringt die initiale Fokussierung zur Bestimmung des Parameters das Potential einer
etwaigen Verzerrung der Ergebnisse in Relation zu einer perfekt randomisierten Stichprobe
mit sich. Die Anamiepravalenz von rund 20 % war hingegen, trotz der oben genannten
mdglichen Einschrankungen zur Datenerhebung, in dieser Studie vergleichbar mit vorherigen

Studienlagen 34

Der Vorzug dieser Studie war die erstmalige Untersuchung einer Assoziation von Anamie und
VDM unter Berucksichtigung der Nierenfunktion bei Senioren im Alter von = 60 Jahren. Weder
fur Deutschland noch international konnte eine vergleichbare Studie eruiert werden.
Besondere Starke unserer Studie war zudem, dass zur Untersuchung ein sehr grof3es Kollektiv
von > 4000 Daten zur Analyse kam.

Jedoch wies diese Studie auch einige Limitationen auf, die mit Sekundardatenanalysen
einhergehen und zuvor teilweise bereits kurz angeschnitten wurden: Die Daten wurden im
Rahmen der Routinediagnostik vor allem aus Hausarztpraxen erhoben. Es konnte daher auch
weder fur Komorbiditaten noch Medikamente oder Lebensstilfaktoren kontrolliert werden. Auch
konnte keine ethnische Zugehdrigkeit bertcksichtigt werden; die Daten lieRen hierzu nur
MutmafRungen zu und konnten somit nicht valide mit einbezogen werden. Die mdglichen
Wirkungen von Hepcidin und EPO zum Beleg der Kausalitat der Hypothese konnten anhand
der Datensatze ebenfalls nicht analysiert werden, da diese Parameter aktuell nicht als
Routineparameter in Deutschland zur Verfligung stehen. Das 1,25D konnte nur bei einem
kleinen Teil der Studienpopulation erhoben werden, da dieses in einem nur engen
Indikationsbereich fiir Deutschland Gber die gesetzlichen Krankenkassen abrechenbar ist und
daher auch fur uns nur begrenzt zur Erhebung zur Verfugung stand. Es konnte ebenso nicht
retrospektiv nachvollzogen werden, ob eine Vitamin D-Substitution im Vorfeld erfolgte, welche
die Datenlage beeinflusst haben kdnnte. Ebenso schon kritisch erwahnt, die Einschrankung
der Randomisierung der Stichprobendaten durch die zumindest anzunehmende medizinische

Indikation zur Blutabnahme.
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5.1 Schlussfolgerung/Ausblick

Dies ist die erste bekannte Studie aus Deutschland, welche den Zusammenhang zwischen
einem VDM und einer Anamie unter Berlcksichtigung der Nierenfunktion bei Personen im
Alter von = 60 Jahren analysiert. Die Ergebnisse deuten auf einen Zusammenhang von
Anamie bei VDM hin und kénnten somit nahelegen, dass Menschen = 60 Jahre in Deutschland
ermutigt werden sollten, sich unabhangig von ihrer Nierenfunktion auf Anamie und VDM
untersuchen zu lassen. Diese Ergebnisse kdnnen die weitere Erforschung der Kausalitat
zwischen VDM und Anamie unterstitzen und klinische Studien zur protektiven Wirkung einer

Vitamin-D-Substitution auf Andmie bei alteren Patienten = 60 Jahre anregen.

Langsschnittanalysen mit definierten Einschlusskriterien sowie prospektive Fall-Kontroll-
Studien sind erforderlich, um zu analysieren, ob die Substitution von 25D den Hamoglo-
binspiegel erhéhen oder eine prophylaktische Gabe von Vitamin D einer Anamie vorbeugen
kann. Ebenfalls bedarf es weiterer Daten zur &tiologischen Klarung des gefundenen
Zusammenhangs und der gefundenen geschlechtsspezifischen Unterschiede in Bezug auf
den Einfluss der Nierenfunktion auf die Assoziation des 25Ds auf das Hamoglobin.

Zudem scheinen speziell Manner laut ermittelter Studienergebnisse ein besonders hohes
Risiko fur VDM und Anamie zu haben. Inwieweit dies auf geschlechtsspezifischen
pathophysiologischen oder sozio6konomischen Grinden basiert, obliegt ebenfalls weiterer

Forschung.
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8. Vorveroffentlichungen

8.1 Vortrag

Es wurde ein Vortrag zu den Ergebnissen dieser Studie auf dem Jahreskongress der
Deutschen Geriatrie Gesellschaft im Rahmen des Symposiums der Arbeitsgemeinschaft
Anamie in Frankfurt am 15.9.2023 um 16:25 - 16:45 im Horsaal 4 unter dem Titel ,Unter-

suchung zum Zusammenhang zwischen Vitamin D und Hamoglobin unter Senioren® gehalten.

8.2 Publikation
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deficiency in German seniors : A retrospective data analysis. Z Gerontol Geriatr. 2024
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Badkground: Anemia and deficiency of vitamin O (VDD are frequently seen in seniors
and an association is suspected. Appraximately one third of the German population is
affected by VDD, with a rising prevalence among seniors.

Aim: To analyze the association between anemia and VDD among German seniors
aged =60 years.

Methods: Retrospective cross-sectional data analysis (n = 4008) in a nationwide
working laboratory medical center (January-December 2019). Study parameters
included amongst others: hemoglobin (Hb), calcifediol (250) and calcitriol (1.250],
glomerular filtration rate (GFR) to assess the kidney disease outcomes quality initiative
(KDOQI) state. The inclusion criteria were age = 60 years, normal C-reactive protein
(CRP) and leucocyte lavels.

Results: The 250 was estimated in 4008 patients and 1.250 only in 411 patients. Mean
age 75 years [+ 851 years; 60—99 years) with 30.6% males; mean GFR 62 mlfmin/1.73 m*
{+ 22.74); 20% of patients were anemic, 35% were deficient for 250 (< 50 nmol/1), with
men > women (p=0.014). Linear regression analysis revealed a significant effect of 250
values < 30 nmol/l on hemoglobin in males of KDOQI 1-11l and femnales of KDOGQI 1-IV
(R2=0.052; p=0.005; and R2 = 0.124; p < 0.001, respectively). For 1.250 a weak but
significant effect on hemoglobin independent of KDOQI was only seen in women (R2 =
0.200; p=0.005).

Condlusion: In this cohort deficiency of 250 and 1.250 was significantly associated
with hemoglobin independent of renal function anly in women but notin men.
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Short introduction

Anemia and deficiency of vitamin D (VDD)
are frequently seen among older persons
and associated with negative health out-
comes. Growing evidence in the recent lit-
erature suggests an association between
anemia and VDD; however, the underlying

studies are mainly derived from younger
populations in Australia or the USA. Stud-
ies on geriatric populations in Germany
have been lacking until now. Therefore,
this retrospective data analysis of 4008 se-
niors 60 years of a nationwide working
German laboratory center was intended to
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Table 1 Descriptive analyses of numerical and nominal study parameters
Parameter (i) Males Females [
N (%) Mean value Median | N (%) Mean value Median
+ statistical deviation | value =statistical deviation | value
AQe In years (4008) 1227 (31} | 7a44 75 2781 (69) M0 5 0.363
+B34 xB.73
Hemoglobin in g/dl (4008) 122731} | 1386 14.10 2781 (69) 1309 13230 <0001
+1.70 1327
Glomerular filtration rate in 122731} | 59 63 2781069) | &4 66 <0.007
mlfmin1.73 e (4008} +24.87 2160
250 in nmaol/l (4008) 1273} | 6113 578 2781 (69) 6512 624 <0001
+30.03 +32.42
1250 im pgmd (4100 145 (35]) 3249 LA 265 (65) 4346 a3 <0001
+14.34 +20.96
Anemia according 1o WHO defini- | 333 (27 = . #351(14) N . woaT
thon
KO | (= 90ml mind1.73 m4 122 (10) = B 356(13) N = oo
KDOQI 1l (60-89 ml'mind1.73 m?) 530 (45) o . 1330 (48] N - 0.0&80
KDOQl lSD—sBrnl:'m'm."'l.J"im)] 388 (32) - - B781(32) - o 0.573
KDOGH IV (15-29mlimin/1.73mY | 90 - - 1&e0{5] - = 0.056
17
KDOQI ¥ = 15mliminf173mf 7 - . 7@ N - <0.001
16l
WHO World Health Ceganization definition of anemia: hemmoglobin < 139/l in males and hemoglobin < 12 gédlin f2males
italies significant findings
KDOGY Kidney Disease Outcomes Quality knitiative

study the suggested association between
anemia and VDD

Introduction

Anemia and VDD are frequent findings in
older persons and associated with neg-
ative health outcomes [4, 13]. At least
four types of anemia in the aged have
been identified so far, ameng which are
nutritional and supplementary deficien-
dies of iron, cobalamin or folic acid as
well as hematologic malignancies, such
as myelodysplastic syndromes or multi-
ple myeloma [13, 1E]. In some cases,
identification of causes even fail, which is
wiy this type is called unexplained anemia
[13]. The most common type of anemia
seen in seniors =60 years is anemia of
chironic inflammation (ACI) [29]. Asubclin-
ical state of systemic chronic inflammation
connected with immunosenescence (“in-
flammaging”) is held responsible for the
development of ACL. Althouwgh anemia in
the aged is mostly mild and normocytic it
is associated with functional impairment,
increasad morbidity and mortality [17, 26].

2 Zeitschrift fir Gerontalogie und Geriatrie

A poor status of vitamin D is frequently
found in Germany, affecting one third of
the population with increasing prevalence
among older people [6]. The synthesis of
vitamin D is dependent on the exposure
to sunlight, which is during the year only
sufficient in areas below the 35th latitude.
Therefore, Germany lacks sufficient solar
radiation particularly during the “darker”
manths between October and March, re-
sulting in seasonal fluctuations of VDD
prevalence rates of upto S0% during winter
and spring [23]. The important role of vita-
miin D for bone health, calcium absorption
and metabolism is widely acknowledged
and related to sufficient serum concentra-
tions of 25 hydroxyvitamin D {calcifediol,
250). its synthesis depends on sufficient
supply of ergocalciferal from nutritional
sources and the UV light-dependent avail-
ability of cholecalciferol [23]. The storage
and circulating form of vitamin D is 250,
which has to be converted by hydroxyla-
tion to the metabolically active form of
125 dihydroxyvitamin (calcitriol, 1.2509,
predominantly in the kidneys, but also in
other tissues [14]. Older people are for sev-
eral reasons at a particular risk for YDD:

besides reduced mobility with lack of sun
exposure, the age-related decline of vita-
min D synthesis and metabolism due to
chronic impairment of renal function are
key factors for the development of VDD
in the aged [9, 10].

In recent years a body of evidence
has been growing for an association be-
tween anemia and low levels of vitamin D.
The studies, howewver, focussed on differ-
ent kinds of populations, such as preg-
nant women [16, 19] healthy children
[1], patients with chronic kidney disease
and renal anemia [11, 15] or community
dwelling adults from the age of 17 years
[20]. Data on older patients are scarce
and are derived either from populations
in Australia or the USA [9, 22]. To the
best of the authors' knowledge there are
no studies on assodations between 250 or
1.250 and anemia among German seniors.
There are a number of potential reasons
which might explain the association be-
tween vitamin D and hemoglobin levels:
the enzymes responsible for hydroxylation
in tissues and kidneys are dependent on
iran, therefore iron deficiency may disturb
vitamin D synthesis [2]. Reverse effects
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Table 2  Levelsof 250according to Institute of Medicine |OM) reference values among men and women

250 nmoll | <30 30-<50 50-<75 75-<125 =125

M W M w M w M W M w M w

N (%) 167 (14) 359(13) 299 (24) SB5(21) 430 (35) 895 (32) 284 (23) B2T(30) | AT | 1154
Mean age, years 75 7 74 | 74 73 75 75 T4 e
Total N (%) 526(13) 884 (22) 1325(33) 1111 (28) 162 (4)

have been described in connection with
VDD hampering erythropoiesis by increas-
ing membrane permeability for calcium [2]
and VDD is associated with elevated hep-
ddin levels, a proinflammatory mediator
and key regulator of inon which is closely
involved in the pathogenesis of ACI [3].

The aim of the present study was to
see whether similar associations between
VDD and anemia could be shown among
German seniors aged =60 years.

The study was approved by the Ethics
Committee of the University Hospital
Cologne (EK-Nr.: 20-1284), Germany. The
study was conducted in accordance with
the Declaration of Helsinki and its amend-
ments.

Methods

A retrospective cross-sectional data anal-
ysis (m=4008) was performed with
pseudonymized patient data derived from
a nationwide working laboratory medical
center, collected between January and
December 20149,

Inclusion  criteria  comprised  age
260 years, estimated values for 250,
complete blood count (CBC), including
hemoglobin (Hb) and glomerular filtration
rate (GFR) according to the Chronic Kid-
ney Disease Epidemiclogy Collaboration
formula (CKD-EPI).

Exclusion criteria comprised lack of in-
dlusion criteria, and for awoiding inclusion
of hemato-oncologic and inflammatory
diseases we also excluded leucocytes
<406/ and >9.0GA, erythrocytes =59
TA (men) and >53 T/ (women), he-
moglobin > 18g/dl (men) and = 16g/dl
twomen), platelets <100 and >400G/,
CRP =5.0mg/l (B Table 1). Feritin values
serving as indicators for possible inflam-
matory diseases were hardly accessible in
this cohort. We therefore did not include
them.

Study parameters included age, sex,
CBC, 250 and 1.250, glomerular filtration

rate, presence of anemia and stage of renal
function based on CKD-EPL.

Anemiawas defined basad on WHO ref-
erence values with Hb < 12g/dl (women)
and Hb <13g/dl imen) [25]. Due to a
lack of data, analysis of anemia subtypes
referring, eq., either to inflammation or
iron deficiency was not possible. Red cell
distribution width (RDW) serving as an
additional marker for iron deficiency ane-
mia, was only accessiblein 10% (433/4008)
of the patients. Therefore, the predictive
value for iron deficiency anemia based on
a combination of RDOW and erythrocytic
markers could not be used.

Stages of renal function were de-
fined according to Kidney Disease Out-
comes Quality Initiative (KDOQIN) with I
>90mlmin/1.73m? , I 60-B9ml/min/
173m* , M 30-59mlimin/1.73m, IV
15-29ml/min/1.73 m* and V: < 15ml/min/
173 m’ [21]. VDD was defined according
to the recommendations by the Robert
Koch Institute (RKI) based on I1OM report
with deficient levels < 30nmol/l, insuf-
ficient levels between 30 and 50nmol
and sufficient bevels > 50nmol/| [24, 28]

For statistical evaluation data were
transferred to the database in IBM SPS5
Statistics 28 (IBM Corp, Armonk, NY).
Descriptive analysis was carried out to
assess distribution of age, sex and preva-
lence rates of anemia, VDD and KDOQI
stage. Study parameters were checked
for normal distribution before correlation
and regression analysis were performed
to analyze an association between 250,
1250, hemoglobin and GFR. Both sexes
were evaluated separately for levels of
250 and 125D according to the corre-
sponding KOO stage based on GFR
values [21] Pearson’s comelation analysis
between vitamin values and hemaoglobin
was followed by partial correlation anal-
ysis to control for effect of KDOQI stages
based on GFR. Linear regression analysis
was performed to study the linear asso-
dation between hemoglobin and either

250 or 1.250 according to KOG stages.
Additional backward regression analysis
was intended to exclude independent
variables.

Results

Patient characteristics

Among all study patients approximately
one third was male, with a mean age of
about 74 years in men and a mean age
of about 75 years in women (B Table 1).
Males were significantly more often ane-
mic and had significantly more often
impaired kidney function according to
KOG V (< 15mlimin/1.73m?) than fe-
males (@ Table 1).

Anemia prevalence

Anemia prevalence among all patients
was approximately 20% (0 Table 2). With
27% wersus 16%, significantly more men
(333/1227) than women (435/2781) were
anemic according to the World Health
Drganization (WHQ) reference values (p <
0.001) (@Table 1). Anemic men were
significantly younger with a mean age
of 77 years (£3.29 years) than anemic
women with a mean age of 80 years
(£8.52 years, p<0.001). Analysis of the
different age decade groups in this study
group revealed a rise of anemia preva-
lence over the age decade groups which
proved to be significant in Pearson’s -
test (o< 0.001). Further analysis of anemia
subtypes failed due to lack of data.

Prevalence of 25D deficiency

Mean levels of 250 based on I0M refer-
ence values are shown in @Table 2 Ap-
proximately one third (35%) of all patients
were deficient in25Daccording to 10 with
250 < 50nmol/l., one third showed suffi-
cient 250 levels between 50 bis > 75 nmali
and another third showed 25D levels be-
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Table3 Levelsof1.250 acconding to Institute of Medicine (M) reference values amang men
and women

D125 pafeml <M -193 =793

o " M L M L M W

N (%) 7N 1B(7) | 11781} | 234(z8) 1101 13(5)
Mean age/median (years) 74.95 77on 7399 T4.00 648.50 65.00
Total N (%) 45(11) - 357 (86} = 1443 | -

tween 75-125nmol/l which are regarded
as optimal for bone health according to
IOM (3 Table 2).

Prevalence of 1.25D deficiency

Mean levels of 1.250 of all study patients
are also shown in @Table 3. Similarly
to 250, data aleo reveal a better mean
125D supply among women than among
men. Only 11% of all patients showed
deficiency of 1250 according to IOM with
levels < 20pg/ml (B Table 3). The mean
1.25D level was significantly lower in men
than in women (H406) = -5779%; p< 0.001;
effect size Hedges' g = -0.597).

Association between eGFR, 250 and
hemoglobin

Bivariate correlation between 250 and he-
moglobin revealed significant results in
men [r=0.194; p = 0.012) and women [r=
0335; p<0001). Results remained sig-
nificant for both sexes after partial come-
lation analysis controlled for eGFR (men:
r=10.298; p- 0.001; women: r=0302, p<
0.001; supplementary tables 1).

Association between eGFR, 1.250
and hemoglobin

Bivariate correlation between 1250 and
hemeglobin revealed significant results in
men (r=0376; p < 0.001) and women [r=
0342 p<0001); however, after partial
correlation, analysis controlled for eGFR
results only remained significant in women
{men: r=0.157; p<0060; women: r=
0,171, p= 0,005, supplementary tables 1).

Association between 250 and
anemia

Pearson comelation analysis was per-

formed for both sewss separately, in-
duding 250 levels below 30nmol/l and
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hemaglobin in all KDDQI states. Results
revealed significant comelation between
25D and hemoglobin in KDOQI stages -1l
for men (r=10.229, 95% confidence inter-
val, C10.069-0377; p= 0.005). For women
Fearson cormelation analysis revealed sig-
nificant comelation between 250 and
hemeglobin in KDOQI stages |1-IV (r=
0331 (95% CI 0.235; 0421} p-<0.0017).
To further study the association between
250 levels <30nmol and hemoglobin
in men and women separately, linear
regression analysis was caried out for
men of KDOOQI stages -l and women
of KDOOH stages |-IV (supplementary ta-
bles 2). A significant effect of 250 levels
<30nmol on hemoglobin was seen in
women (F (1; 178)=25287; determina-
tion coefficient R2=0.124; p < 0.001; f2=
0.142) and with a lower effect size also
in men (F (1; 145] = BO0S; determination
coefficient R2=0.052; p=0.005; Cohen's
effect size {2=0,055).

Association between 1.250 and
anemia

For analysis of 1.25D only limited data
of 410 patients was accessible. A sig-
nificant correlation was seen in Pearson
correlation between 1.250 and hemoglo-
bin (men r=0374 O 0.227; 0508; p<
0.001; women r=0342 C1 0.230; D.444;
p<0.001). Subsequent partial correlation
analysis was intended to contral for GFR
>E0mlmin/1 73m?* and only revealed
a significant association between 1.250
and hemoglobin in women (p=0.006),
but not in men (p=0.06). Additional
backward linear regression analysis was
carried out to exclude independent vari-
ables. Thus, GFR, 1250 and hemoglobin
failed to reveal a significant effect of
1250 on hemeglobin independent of
GFRin men. Among women, a significant
but weaak effect of 1.25D on hemoglobin
independent of GFR remained (F-test (2;

260)=32.452; determination coefficient
R2 = 0.200; p=0.005).

Discussion

The aim of the present retrospective cross-
sectional study was the analysis of an asso-
ciation between VDD and anemia among
senior patients aged =60 years. it could
be revealed that 250 levels below the KM
recommended cut-off value of 30nmol/l
for VDD are associated with presence of
anemia in women, independent of kidney
function. Amang the literature reviewed,
the authors could not find a similar study
on the association between VDD and ane-
miia with respect to kidney function amaong
German seniors aged =60 years. Mon-
lezun et al. could show in their large USA
study of 5456 individuals based on multi-
variable regression analysis controlled for
presence of chronic kidney disease (CKD)
that an increase of 1 ng/ml 250 was asso-
ciated with a reduced likelihood of ane-
mia [15]; however, as age of inclusicn was
= 17 yearsin their study, prevalence of CKD
was small and below 10% and in contrast
to our study CKD was defined by wrine al-
bumin/creatinine ratio of =30mg/g. This
approach may possibly underestimate kid-
ney function due to the age dependent
loss of muscle mass and frequent malnu-
trition seen in seniors, resulting in bower
creatinine lewels with higher ratio values
[15].

Results of the cross-sectional study by
Hirani et al. on older Australian men
revealed an independent association for
serum 1250 concentrations with hemo-
globin but not for 250, after exclusion of
patients with GFR < 30ml/min. The au-
thors raised the question whether wvita-
min I metabolites can influence anemia
in this male cohort; however, an effect of
reduced renal function cannot be fully ex-
cluded. Mevertheless, comparability with
ouwr results is limited as they selected in-
dependent dwelling, noninstitutionalized
seniors from a defined urban region who
were invited for a clinic visit and excluded
if attendance failed for illness [8].

Reasons for the observed associations
between anemia and VDD are still unclear
and explanatory approaches remain het-
erogeneous. Some authors suggest a link
with hepcidin, the key requlator of iron
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homeostasis [5]. Hepcidin is responsible
for the inhibition of enteral iron uptake
and the sequestration of iren in the retic-
uloendothelial systemn, thus reducing iren
availability for erythropoiesis. In CKD pa-
tients, the sarum levels of hepcidin have
been shown to be elevated, which might
be partly due to the chronic inflammatory
state in CKD, but also partly due to im-
paired renal excretion [8, 27]. Somestudies
revealed an inverse association between
250 and hepcidin serum concentrations,
paositively associated with iron concentra-
tions and hemoglobin [30]. This finding
is based on a suppression of hepcidin ex-
pression in monocytes by vitamin D [3].

A further explanatory approach is the
rale of vitamin D in connection with the
immune system. Recant studies suggest
vitarnin D to be a key regulator of the in-
nate immune system [7]. In an infection,
immune cells, such as macrophages are as-
sumed to be prompted to express the 1a-
hydroxylase enzyme, which induces the
transformation from 250 to 1.250. The
latter form is then able to induce the
malecular genatic production of antimi-
crobial peptides [12]. This involvement
of vitamin D in immunomodulation has
led to the suggestion of protective effects
of vitamin D against cancer, chronic in-
flammatory or autoimmune diseases [5],
while VDD has been found to be associ-
ated with presence of anemia of chronic
inflammation in obder seniors [22]; how-
ever, despite growing evidence of VDD
being associated with the development
of anemia, available data are still too het-
erogeneous for a causal explanation. The
dependences of vitamin D metabolism on
sunlight exposure, nutritional factors and
kidney function can be made responsi-
ble for the heterogeneous data available,
which until now does not allow a general
explanation for the recurrent findings of
VDD being associated with presence of
anemia.

The potential role of iron deficiency
being a causal factor for VDD as supposed
by Azizi-Soleiman et al. [2] could not be
confirmed in this study population due
to too little data serving as markers for
iron deficiency. The studies induded in
the review of Azizi-Soleiman et al. mainky
referred to younger patients and patient
groups predestined for iron deficiency like

pregnant women and children [2]). The

mast common subtype of anemia seen in

senior patients is anemia of inflammation

[26]. Due to lack of sufficient determining

parameters in this study group, the role

of iron deficiency in connection with VDD

could not be conclusively answered.

Anemia prevalence seen in this senior
patient cohort was in line with previous
findings among independent dwelling se-
niors [28] and geriatric outpatients [29].
Prevalence of VDD for 250, however, was
lower in this patient cohort than among
previously reported data from geriatric
outpatients [29] and hospitalized frail se-
niors > 60 years [30]. This difference might
be due to data selection, including se-
niors =60 years but not explicity seniors
=G0 years.

Avithisrtue of gur study was its pioneer
character, being the first to study VDD and
anemia with respect to kidney function
amonyg German seniors aged =60 years.

There are, however, a number of limi-
tations of the study, typical for secondary
data analysis:

— There is no information about comaor-
bidities or medications in this patient
cohart.

— The retrospective character of the study
also denies a statement concerning
putative substitutional effects of
vitamin D on the presence of anemia in
this cohort.

Conclusions for clinical practice

This is the first study to analyze the as-

sociation between VDD and anemia also

considering kidney function among Ger-
man seniors aged =60 years. Findings
suggest that:

— Women =60 years living in Garmany
with VDD should be encouraged to
get checked for anemia and vice versa,
independent of renal function.

— These findings may foster further
research on the causality between
VDD and anemia and encourage
clinical trials on the curative effects of
vitamin Ot substitution on anemia in
senior patients = 60 years.
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Zusammenhang zwischen Anamie und Vitamin-D-Mangel bei
deutschen Senioren. Eine retrospektive Datenanalyse

Hintergrund: Angmie und Vitamin-D-Mangel (VitD-Mangel) kommen im Alter
hiufig var, weswegen ein Zusammenhang vermutat wird, Ein Drittel der deutschen
Bevilkerung ist von VitD-Mangel betroffen, mit steigender Pravalenz unter Alteren.
Ziel: Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Andmie und VitD-Mangel wnter
deutschen Senioren = 60 Jahre.

Material und Metheden: Retrospektive Querschnittsuntersuchung von 4008
Datensitzen eines bundesweit arbeitenden Labormedizinischen Zentrums (Januar
bis Dezember 2019). Die Studienparameter umfassten Hdmoglebin (Hb), Calcifedicl
1250 und Calcitriol (1,250}, glomeruldre Filtrationsrate (GFR) zur Einteilung der
Nierenfunktion gemall Kidney-Disease-Outcomes-Quality-Initiative(KD0QI - Stadiuwm;
Einschlusskriterien: Alter =60 Jahre, normale Werte fiir C-reaktives Protein (CRP) und
Leukozyten.

Ergebnisse: Ergebnisse fiir 250 lagen won allen 4008 Patienten var, Ergebnisse far
1,250 nur von 411. Mittleres Alter waren 75 Jahre (£8,61; 60-99) mit 30,6% Mannern;
mittlere GFR 62 ml/min/1,73m* (£22,74); Andmie lag bei 20% der Patienten vor, 35%
hatten einen Mangel an 250 (< 50 nmol/}, davon mehr Minner als Frauen {p = 0,014).
Die lineare Regressionsanalyse ergab einen signifikanten Zusammenhang von 250-
Werten < 30 nmol/| auf den Hamoglobinwert bei Mannern in KDOQI-Stadium | bis 1
und Frauen in KDOQI-5tadium | bis IV (R2 = 0,052; p = 0,005; R2 = 0,124; p < 0,001). Fiir
1,250 zeigte sich unabhingig vom KDOQI-Stadium nur bei Frauen ein schwacher aber
signifikanter Zusammenhang mit Himoglebinwerten (R2 = 0,200; p=0,005).
Schiussfolgerung: In dieser Kohorte zeigte sich unabhangig van der Nierenfunktion
nur bei den Frauen ein signifikanter Zusammenhang zwischen Mangel an 250 und
1,250 einerseits und Hamoglobin andererseits.

Schllisselwirter
Harmaglobin - Kalzifzrol - Metabalit - Cholekalziferol - Gariatrie

4. Robert Koch Institut (RK]) [2023) RK] - Navigation
= Wie wird der Vitamin-D-5tatus bestimmt und
beurteilt? hitps:fwww.rkideShared Docs/FADS

Endocringl 1:19-25.  hetps/idoi g/ 101016/
jete 201451 003

Vitamin_DVRAQOT.homl; (28 Mar 2023).

5. Rohng G, Becker |, Gutersohn K et al [2018) Red
blood cell counts and indices intheeldedy German
population. LaboratoriumsMedizin 42131-135.
hittps:/doioeg/10.1515/ abmed- 2017-0080

1 Riohrig G, Horter M. Becker | et al {2016) Anemia
prevalence and hematclogic findings in German
geniatsic ingatients—results of the prospective
croas-sectional multicenter study “Gerinssmis
B0 37 Eur Geviatr Med 7:128-332. hétps/fdol o/
10101 & erger. 201 6.02.008

7. Rohng G, Rappl G, Vahldick B et al [2014)
Serumbepcidin bei Esenmangelanamie wnd
Andmie chronischer Erbrankungen im gen-
atrischen Kollektiv, 2 Geromtol Geriat 47:01-54.
httpssdoioeg/ 0. 1007500351 - 0 3- 050E-6

X8 Ross AC, Manson JE, Abrams SA et a (2011)
The X011 report on dietary refesence intakes
for calcium and vitaman D from the bnstitute of
Medicine: what clinicians nesed fo know. | Cin
Endocrinol Metab %6c83-58 hitps:/‘dodong/ 10
1218/ jc 2 e 2704

3. Tavenier ), Leng 54 {2019) InAlammatoey Pathways
to Anemriis ini the Frail Bderdy. Clin Genatr Med
FEANG- T4 itk pac/doi ey 101018 cger 2019,
3008

30, Zughaier 58, Abvarez JA, Sloan M etal {2014) The
role of witamin D in reguiating the son-hepcidin-
feroportn axis in monocytes. ) Clin Transl

Publisher’s Mote. Soringer Natue remains neutral
‘with regard to jurisdictional claims in published
maps and institutional affiliations.

100



