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1. Zusammenfassung

Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) ist eine der haufigsten Stoffwechselerkrankungen
mit weltweit steigender Inzidenz. Zur Reduktion wachsender Behandlungskosten
und Vermeidung von Folgeerkrankungen sind die Erforschung und
Weiterentwicklung wirksamer Therapiekonzepte und Praventionsstrategien

entscheidend.

Diverse Studien zeigen einen Einfluss des Vitamin D (VD) Status auf den
Bodymaliindex (BMI), die Glucosehomdostase, Insulinsekretion und -resistenz
sowie die B-Zellfunktion. Erniedrigte VD-Konzentrationen scheinen sich dabei
negativ auf Blutzuckerwerte und Insulinsensitivitat auszuwirken. Ein manifester
VD-Mangel ist mit einem erhdhten Risiko fir T2D assoziiert. Wahrend die
Wahrscheinlichkeit eines VD-Mangels durch eine VD-Einnahme reduzierbar ist,
unterliegen die individuellen Veranderungen der VD-Konzentration einer grof3en

Varianz.

Der Einfluss einer VD-Einnahme auf die Glucosehomdostase ist strittig. Unter
VD-Einnahme wurden sowohl positive, als auch negative Auswirkungen auf den
Blutzucker bei Gesunden, T2D Risikopatienten, oder Patienten mit manifestem
T2D beschrieben. Genetische Variationen koénnen einen Teil dieser
interindividuellen Streuung erkléren. In welchem Ausmal} der genetische
Hintergrund die Stoffwechselveranderungen durch eine VD-Einnahme bei

Patienten mit T2D beeinflusst wurde bislang wenig erforscht.

In dieser Arbeit wurde der genetische Einfluss von SNPs (Single nucleotide
polymorphisms) in Genen des VD-Stoffwechsels auf (1) Anfalligkeit far T2D, (2)
25(0OH)Ds- und 1,25(0OH)2Ds-Plasmakonzentrationen sowie (3) Anderungen in
der Stoffwechseleinstellung nicht insulinabhangiger Patienten mit T2D unter
Einnahme mit Cholecalciferol (VDs = Vigantol) untersucht. Zwolf SNPs in flnf
VD-Stoffwechselgenen (CYP2R1, CYP27B1, DBP, VDR und CYP24A1) wurden
analysiert. 553 Patienten mit T2D und 916 gesunde Kontrollpersonen wurden
mittels RFLP und rtPCR genotypisiert. Die VD-Plasmakonzentrationen
(25(0OH)D3 und 1,25(0H)2D3) wurden per '?%lod-Radioimmunoassay (RIA)

gemessen.



Die Allele VDR rs7975232 G, rs1544410 G und CYP2R1 rs10741657 A waren
bei Patienten mit T2D signifikant haufiger. Im Vergleich zu gesunden Kontrollen
zeigten T2D Patienten erniedrigte  25(OH)D3- und 1,25(OH)2Ds-
Plasmakonzentrationen. Ein VD-Mangel war mit einem 13,9fach erhdhten Risiko

fur T2D assoziiert.

Patienten mit T2D und den Genotypen CYP27B1 rs10877012 CC, DBP rs4588
CC, rs7041 GG, CYP24A1 rs2585426 CG oder rs2248137 CG wiesen im
Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant niedrigere 25(OH)Ds-
Plasmakonzentrationen auf. Patienten mit dem Genotyp DBP rs4588 CC hatten

zusatzlich niedrigere 1,25(OH)2Ds-Konzentrationen.

Die Analyse des genetischen Einflusses auf Stoffwechselanderungen durch eine
VD3 Substitution bei nicht insulinabhangigen Patienten mit T2D erfolgte tber eine
doppelt-verblindete randomisierte Interventionsstudie. 65 Patienten erhielten
Uber 6 Monate entweder 1904 1U Vigantol-Ol/d (VDs3) oder ein Placebo-Ol. Bis zu
einem 6-monatigen Follow-up  wurden die 25(OH)Ds und 1,25(OH)2Ds-
Konzentrationen, der HbA1c, die Parathormon-Konzentration (PTH) und das C-

Peptid dreimonatlich bestimmt.

Trager des Genotyps CYP24A1 rs2296241 GG zeigten trotz VD-Einnahme keine
signifikante Anderung der 25(OH)Ds3-Werte. Hingegen zeigten sich fiir die
Genotypen CYP27B1 rs10877012 CC, DBP 4588 CC, VDR rs7975232 AG und
VDR rs1544410 GG bis zum Studienende anhaltend signifikant erhohte
25(OH)Ds-Konzentrationen in der Verumgruppe. Eine PTH-Suppression zeigte
sich fur die Genotypen CYP2R1 rs10741657 AG, DBP rs4588 CC, VDR
rs2228570 TC und CYP24A1 rs2248137 GG. Weder das C-Peptid noch der
HbA1c zeigten genotypabhangige Veranderungen.

Diese Studie bestatigt VD-Mangel als Risikofaktor fur T2D. Sie zeigt deutlich,
dass genetische Varianten des VD-Systems flr T2D pradisponieren und anteilig
den VD-Stoffwechsel regulieren. Auch die Auswirkungen einer VD3 Einnahme,
messbar im Anstieg der 25(OH)Ds-Konzentration und der Suppression des PTH,

sind durch die Gene des VD-Systems beeinflusst.



2. Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2D) is one of the most important endocrinological
disorders with worldwide growing incidence. Research on prevention strategies

is needed to reduce secondary diseases and rising economic pressure.

Current studies on functions of vitamin D (VD) discovered its impact on body
mass index (BMI), glucose homeostasis, insulin secretion and resistance, and [3-
cell function. Most of them explore adverse metabolic effects (e.g. higher blood
glucose or BMI) by lower VD levels. VD insufficiency is associated with an
increased risk of T2D. VD supplementation has been shown to reduce the risk of
VD insufficiency, while the change in VD levels in response to VD

supplementation is highly variable between individuals.

The effects of VD on glucose metabolism are controversial. Nonetheless VD
supplementation for T2D prevention or in patients with T2D yielded results
ranging from improved metabolic control to worsening of T2D. Underlying genetic
effects are suspected, but the individual response to VD-supplementation with

regard to the individual genetic make-up is poorly been investigated.

This study investigated the impact of single nucleotide polymorphisms (SNPs)
within the VD metabolism genes on (1) susceptibility to T2D, (2) circulating
25(0OH)D3 and 1,25(0OH)2D3 concentrations and (3) the metabolic response to
Cholecalciferol (Vigantol = VD3) supplementation in non insulin-requiring patients
with T2D. 553 T2D patients and 916 healthy were genotyped for twelve single
nucleotide polymorphisms (SNPs) within five VD metabolism genes (CYP2R1,
CYP27B1, DBP, VDR, CYP24A1) using RFLP or rtPCR. 25(OH)Ds and

1,25(0H)2D3 concentrations were measured using '®®lod-radioimmunoassay.

T2D risk alleles are CYP2R1 rs10741657 A and VDR rs7975232 G and
rs1544410 G. Patients had overall lower 25(OH)Ds and 1,25(OH)2Ds than healthy
controls. In our cohort VD insufficient subjects had a 13.9 times higher T2D risk.

A genotype dependent 25(OH)Ds reduction in T2D was detected for the
genotypes CYP27B1 rs10877012 CC, DBP rs4588 CC, rs7041 GG, CYP24A1
rs2585426 CG and rs2248137 CG. The genotype rs4588 CC showed lower
1,25(OH)2Ds3 concentrations.



The impact of 25(0OH)D3 supplementation on metabolic control of patients with
non-insulin requiring T2D has been analyzed in a double-blind placebo controlled
randomized study with 65 patients receiving 1904 IU Vigantol-oil/d (VDs3) oil or
placebo oil during six months intervention. Up to six months follow-up 25(0OH)Ds3,
1,25(0OH)2D3, HbA1c, C-peptide, and parathyroid hormone (PTH) levels were

analyzed every three month.

VD supplementation did not change 25(OH)Ds concentrations in patients with the
genotype CPY24A1 rs2296241 GG while the genotypes DBP 4588 CC, VDR
rs7975232 AG and VDR rs1544410 GG were associated with higher 25(OH)D3
concentration up to the six month follow-up period. A significant PTH-
Suppression was found for CYP2R1 rs10741657 AG, DBP rs4588 CC, VDR
rs2228570 TC und CYP24A1 rs2248137 GG. Neither HbA1c nor C-Peptide

showed genotype associated changes.

This study validates VD insufficiency as a risk factor for T2D. We could show that
genetic variants of the VD system predispose to T2D and regulate - partially - VD
metabolism. The response to cholecalciferol supplementation, measurable as
25(0OH)D3 increment and PTH suppression, is regulated by genes of the VD

system.



3. Abkurzungsverzeichnis

A DNA Base Adenin

BMI Bodymaliindex

C DNA Base Cytosin

Cl Konfidenzintervall

CYP24A1 Cytochrom P 450 Familie 24, Subfamilie A1
CYP27B1 Cytochrom P 450 Familie 27, Subfamilie B1
CYP2R1 Cytochrom P 450 Familie 2, Subfamilie R1
DBP Vitamin D Bindeprotein

G DNA Base Guanin

GC Group-specific component

GWAS genomweite Assoziationsstudie

HbA1c Hamoglobin A1c

LD Linkage disequilibrium

OR Odds Ratio

Pc korrigierter p-Wert

PCR Polymerase Kettenreaktion

PTH Parathormon

RIA Radioimmunoassay

RFLP Restriktionsfragmentlangen Polymorphismus
rtPCR realtime PCR

SNP Einnukleotid Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism)
T DNA Base Thymin

T2D Diabetes mellitus Typ 2

VD Vitamin D

VD3 Cholecalciferol/ Vigantol

VDR Vitamin D Rezeptor

VDRE Vitamin D reguliertes Element



4. Ubergreifende Zusammenfassung

4.1 Einleitung

Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) gehort mit mehr als 537 Millionen Erkrankten und
ca. 6.700.000 Todesfallen im Jahr 2021, sowie prognostisch tber 794 Millionen
Erkrankten im Jahr 2045, zu den Erkrankungen mit der weltweit hochsten
Inzidenz. Etwa 10% der globalen Gesundheitsausgaben entfallen auf die
Behandlung von Diabetes mellitus und dessen Folgen [5]. Achtzig Prozent der
Betroffenen leben in Landern mit kleinen und mittleren Einkommen, in denen die
Therapiekosten zu einer enormen oOkonomischen Belastung werden. Die
Erforschung und Entwicklung wirksamer Therapie- und Praventionsstrategien

wird entsprechend von einem hohen wirtschaftlichen Interesse gestutzt.

Der internationalen Diabetesfoderation zufolge zahlen eine positive
Familienanamnese, Ubergewicht, ungesunde Erndhrung, Bewegungsmangel,
steigendes Lebensalter, Bluthochdruck und eine beeintrachtigte Glucosetoleranz
neben der ethnischen Zugehorigkeit, der Anamnese fur einen
Schwangerschaftsdiabetes sowie schlechter mutterlicher Ernahrung wahrend
der Schwangerschaft zu den Risikofaktoren fur T2D [6]. Nachdem diverse
Studien negative Einflusse eines Vitamin D (VD)-Mangels (25(OH)Ds < 20 ng/ml)
[7] auf die Insulinresistenz [8] und die Glukosehomdostase sowie inverse
Assoziationen zwischen VD-Konzentration und der Inzidenz fur T2D [9-15]
zeigen, wird auch VD als madgliche Variable fur die Entwicklung eines T2D
diskutiert. Song et al. beschreiben in ihrer 2018 publizierten Metaanalyse eine
4%ige Risikoreduktion fur T2D fur je 10nmol/L Anstieg der 25(OH)Ds
Konzentration [16]. Eine Anhebung der VD-Konzentration reduziert das Risiko
eines metabolischen Syndroms [17] und der Ausgleich eines VD-Mangels kann
zu einer Verbesserung der Insulinsensitivitat fuhren [18]. Dabei herrscht eine
grol3e Heterogenitat in den Studienergebnissen und weder Uber die Kausalitat
dieser Assoziationen, noch deren Auspragung herrscht wissenschaftlicher
Konsens [19-25].

Das fettlosliche VD, korrekter Weise eigentlich als Prohormon zu bezeichnen
[26], kann Uber die Nahrung aufgenommen oder unter UVB-

Strahlungseinwirkung in der Haut gebildet werden. Pravitamin D3 isomerisiert
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spontan zu Vitamin D3 und wird durch die 25-Hydroxylase (CYP2R1 - Cytochrom
P450 Familie 2, Subfamilie R1) in der Leber zu 25(OH)Ds hydroxyliert. Dieser
Schritt ist nur geringflgig reguliert, so dass 25(0OH)Ds die Hauptvariante des im
Blut zirkulierenden VD und Indikator der VD-Versorgung ist [7,27]. Im Blut werden
die VD-Metaboliten hauptsachlich an das VD-Bindeprotein (DBP, auch GC
(group-specific component)) gebunden transportiert. Das stoffwechselaktivste
1,25(0OH)2Ds3 entsteht Uber die Ds-1a-Hydroxylase (CYP27B1 - Cytochrom P450
Familie 27, Subfamilie B1) hauptsachlich in der Niere [28]. Dieser Schritt
unterliegt einer engen Regulation durch das Parathormon (PTH) und das Produkt
1,25(0OH)2Ds3 selbst [29]. Nach Bindung an den VD-Rezeptor (VDR) verbindet
sich dieser zu einem Heterodimer mit dem Retinoid X Rezeptor alpha (RXRa).
Dieser VDR-RXRa Komplex reguliert die Expression von Genen durch Bindung
VD-regulierter Elemente (VDRE) [29]. Die erste Inaktivierungsreaktion wird durch
die 25-Hydroxyvitamin-D-24-Hydroxylase (CYP24A1 - CYP24A1 Cytochrom
P450 Familie 24, Subfamilie A1) katalysiert, deren Endprodukt die biliar

eliminierte Calcitroinsaure ist [30].

Neben Ernahrungsfaktoren, BMI und UVB-Exposition ist die adaquate VD-
Versorgung von genetischen Varianten, unter anderem  Einzelnukleotid-
polymorphismen (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms), der im VD-
Stoffwechsel beteiligten Gene abhangig [31-46]. Im Fokus der Forschung stehen
SNPs der auf- und abbauenden Enzyme (CYP2R1, CYP27B1 und CYP24A1)
sowie der Transport- (DBP) und Effektorproteine (VDR). SNPs dieser Gene
werden mit der Kontrolle des Glukosestoffwechsels und dem Risiko flr T2D in
Verbindung gebracht [12,47-50]. Das Ausmal} des genetischen Einflusses sowie
die Kausalitat der beobachteten Assoziationen sind noch nicht abschlieRend
geklart.

Auch die Varianz in individuellen Veranderungen der VD-Konzentration wahrend
einer oralen VD-Einnahme unterliegt genetischen Einflissen [51-58]. Inwieweit
diese Assoziationen auch bei Patienten mit T2D relevant sind wurde bisher kaum
untersucht. Lediglich eine Arbeitsgruppe um Neyestani et al. beschrieben einen
signifikant hoheren Anstieg der 25(OH)Ds Konzentration fur den Genotyp VDR
rs2228570 CC bei Patienten mit T2D [59].
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Zur Erganzung der lickenhaften und kontroversen Datenlage wurde in dieser
Arbeit der Einfluss von zwolf SNPs in finf Genen des VD-Stoffwechsels, zu

folgenden drei Aspekten analysiert:
(1) Risiko an T2D zu erkranken
(2) 25(0OH)Ds und 1,25(0OH)2D3 Konzentrationen bei Patienten mit T2D

(3) Genetischer Einfluss auf 25(OH)Ds, 1,25(0OH)2D3, PTH, C-Peptid und HbA1c
auf die Wirkung einer Nahrungserganzung mit VDs bei nicht

insulinabhangigen T2D Patienten.

Die SNPs waren im Einzelnen: CYP2R1 (rs10741657), CYP27B1 (rs10877012),
DBP (rs4588, rs7041), VDR (rs7975232, rs731236, rs2228570, rs1544410) und
CYP24A1 (rs2582426, rs927650, rs2296241, rs2248137).
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4.2 Ubersicht des zur Verdffentlichung angenommenen Manuskripts
bzw. Publikation: ,Vitamin D in Type 2 Diabetes: Genetic

Susceptibility and the Response to Supplementation®

Varianten von VD-Stoffwechselgenen koénnen die VD-Konzentrationen
beeinflussen und zu T2D pradisponieren. Diese Studie untersuchte die
Auswirkungen dieser Varianten auf die Krankheitsanfalligkeit, die VD-
Konzentration sowie Anderungen der VD-, PTH-, C-Peptid- und HbA1c-
Konzentrationen nach Cholecalciferol Einnahme bei Patienten mit T2D.
Insgesamt wurden 12 Polymorphismen der VD-Stoffwechselgene untersucht:
CYP2R1 (rs10741657), CYP27B1 (rs10877012), DBP (rs4588, rs7041), VDR
(rs7975232, rs731236, rs2228570, rs1544410) und CYP24A1 (rs2582426,
rs927650, rs2296241, rs2248137).

Verglichen mit gesunden Kontrollen fanden sich bei Patienten mit T2D haufiger
die Allele CYP2R1 rs10741657 A, VDR rs7975232 G und rs1544410 G
(Tabelle 2). In unserer Studienpopulation war ein VD-Mangel mit einem
13,9-fachen Risiko fur T2D assoziiert (Cl [4,8 - 39,2], pc < 0,001). Die Genotypen
CYP27B1 rs10877012 CC, DBP rs4588 CC, rs7041 GG, CYP24A1 rs2585426
CG und rs2248137 CG zeigten eine Assoziation zu niedrigeren 25(OH)Ds
Konzentrationen bei Patienten mit T2D (Tabelle 3). Signifikant niedrigere
1,25(0OH)2D3 Konzentrationen ergaben sich fur den Genotyp DBP rs4588 CC
(Tabelle 3).

Der Einfluss des genetischen Hintergrundes auf Stoffwechselanderungen
wahrend einer VD-Einnahme wurde im Rahmen einer doppelt-verblindeten,
Placebo-kontrollierten Interventionsstudie untersucht. Finfundsechzig Patienten
erhielten tGber 6 Monate entweder Cholecalciferol- oder Placebo-Ol. Bis zu einem
6 monatigen Follow-up wurden alle drei Monate die 25(OH)Ds, 1,25(0OH)2Ds3,
PTH-, C-Peptid- und HbAic-Konzentrationen gemessen. Ein zum Ende des
Beobachtungszeitraums signifikanter Anstieg oder Trend (p < 0,1) der 25(0OH)D3
Konzentration in der Therapie- verglichen mit der Placebogruppe wurde als
,gutes Ansprechen” definiert und fur die Genotypen CYP27B1 rs10877012 AC,
DBP rs4588 CC, VDR rs7975323 AG und rs1544410 GG beobachtet. Trotz
Substitution zeigten Patienten mit dem Genotyp CYP24A1 rs2296241 GG keine

13



signifikante Anderung der VD-Konzentration wahrend des Studienzeitraums
(Tabelle 4). Eine signifikante PTH-Absenkung nach sechs Monaten Intervention
zeigte sich die Genotypen CYP2R1 rs10741657 AG, DBP rs4588 CC, VDR
rs2228570 CT und CYP24A1 rs2248137 GG (Tabelle 5).

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass genetische
Varianten des VD-Stoffwechsels fur T2D pradisponieren. Zudem ergeben sich
Hinweise fur eine genetische Regulation des VD-Stoffwechsels. Als einer der
Ersten zeigen wir, dass sowohl 25(OH)Ds-, als auch PTH-
Konzentrationsanderungen wahrend einer Cholecalciferol-Einnahme bei
Patienten mit T2D genetischen Einflissen durch die VD-Stoffwechselgene

unterliegen.
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4.3 Diskussion

Eine Assoziation von niedrigen VD-Konzentrationen und T2D wurde schon vor
mehr als 25 Jahren beschrieben [60] und in diversen Folgestudien bestatigt
[13,16,61]. Die Kausalitat wurde in den vergangenen Jahren, bislang ohne
abschlieBenden Konsens, intensiv diskutiert [15,17,26,62]. In ihrem Review
fassen Szymczak-Pajor et al. die molekularen Verknupfungen zwischen
Insulinresistenz, Adipozytenstoffwechsel und VD zusammen [8]. Die Lokalisation
eines VDRE in den Promotorregionen des Insulingens und am pankreatischen [3-
Zellwachstum beteiligter Gene, legen einen direkten Einfluss von VD auf die
Insulinsekretion und B-Zellfunktion nahe. Auch nicht genomische Effekte, wie die
Anderungen der intrazelluldren Kalziumkonzentration und eine konsekutive
Stimulation der Insulinsekretion in pankreatischen 3-Zellen, sowie die Aktivierung
diverser kalziumabhangiger Signalkaskaden spielen hier eine Rolle [8]. In vivo
lasst sich dieser Zusammenhang nicht eindeutig reproduzieren, so dass eine
Kausalitat bezweifelt wird [19,25,62]. Die Uberschneidung von Risikofaktoren fiir
einen VD-Mangel und einen T2D wie hoher BMI, geringe korperliche Aktivitat und
ungesunde Ernahrung, erschweren den klinischen Nachweis eines kausalen

Zusammenhangs.

Der Versuch auf genetischer Ebene Ursachen flur klinische Assoziationen zu
finden, hat zu einer Vielfalt an Publikationen mit sehr heterogenen
Studienprotokollen und ebenso vielfaltigen Ergebnissen gefuhrt. In der
vorliegenden Studie wurde dem Einfluss von zwolf SNPs in funf unmittelbar dem
VD-Stoffwechsel zugehoérigen Genen auf die Krankheitsanfalligkeit fur T2D, die
VD-Konzentrationen von Patienten mit T2D wund den Einfluss auf
Stoffwechselveranderungen von Patienten wahrend und nach einer oralen VD-

Einnahme nachgegangen.

Das Genprodukt des CYP2R1 Gens ist das Schlusselenzym der ersten
Hydroxylierungsreaktion des VD-Stoffwechsels [63]. Viele Studien zeigen einen
Einfluss von SNPs des CYP2R1 Gens, unter anderem rs10741657, auf die VD-
Konzentration [1,32,34,39,41,64-66]. In unserer Studienkohorte zeigte sich ein
Trend fUr erniedrigte VD-Konzentrationen bei Patienten mit dem Genotyp GG

verglichen mit gesunden Kontrollen. Diese Assoziation zeigt sich auch in
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verschiedenen, nicht T2D spezifischen Studien [19,38,43,45,51,66-68], wobei
die Effekte zum Teil jahreszeitspezifisch beobachtet wurden [1]. Obwohl der SNP
in vielen Publikationen beschrieben wird und diverse Assoziationen bekannt sind,
steht eine differenzierte Betrachtung der genetischen Veranderung und
Auswirkungen auf molekularer Ebene noch aus. Der SNP rs10741657 liegt in der
Promotorregion des CYP2R1 Gens und ist durch einen G zu A Basenaustausch
gekennzeichnet. Fur das G-Allel wird eine reduzierte Enzymaktivitat und somit
eine verringerte Konversionsrate des Vitamin Ds zu 25(OH)Ds vermutet [1],
welche entsprechend zu reduzierten 25(OH)D3 Konzentrationen fihren wirde.
Bezuglich einer Beeinflussung der VD-Konzentrationen bei T2D Patienten
fanden sich in unserer Studie jedoch keine Hinweise. Yuan et el. zeigen, dass
genetisch beeinflusste VD-Konzentrationen in Abhangigkeit des rs10741657
SNPs mit dem Risiko fur T2D assoziiert sind [12]. In unserer Kohorte war das A-
Allel mit einem erhohten T2D Risiko assoziiert, wahrend weitere Publikationen
keinen Einfluss dieses SNPs auf das Risiko fur T2D beschreiben [64,69]. Diese
Diskrepanz ergibt sich mdglicher Weise aus einem unterschiedlichen Umgang
mit moglichen Confoundern, welche zu einem Fehler erster Art gefuhrt haben

konnten.

Fir den CYP27B1 rs10877012-SNP finden sich in der sparlichen Datenbasis
keine Auswirkungen auf das Krankheitsrisiko von T2D [69]. Bezuglich 25(OH)Ds
zeigten zwei Studien signifikante, jedoch entgegengesetzte Ergebnisse [78,79],
wahrend in den meisten Analysen kein Zusammenhang gefunden wurde [32-
34,65]. Wir fanden bei Patienten mit T2D und dem CC-Genotyp signifikant
niedrigere 25(OH)D3 Konzentrationen als bei gesunden Kontrollen, welches nach
unserem Wissen die derzeit einzige Beschreibung einer T2D bezogenen
Betrachtung der VD-Konzentrationen in Verbindung mit diesen SNP ist. Der
beschriebene SNP befindet sich in der Promotor-Region des CYP27B1-Gens.
Grundsatzlich kdnnte eine reduzierte mMRNA Konzentration Uber Veranderungen
der Proteinkonzentration den beobachtbaren Prozessen zu Grunde liegen [80].
Hypponen et. al beschreiben in ihrer Studie eine jahreszeitliche Abhangigkeit der
beobachteten Assoziation [79]. Entsprechend ware eine Adjustierung der

Ergebnisse nach Jahreszeit der Blutabnahme zu bedenken.
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T2D Patienten wiesen signifikant haufiger die G-Allele der VDR rs7975232 und
rs1544410-SNPs auf (In vielen Publikationen nach den Restriktionsenzymen des
Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP) auch unter Apal
(rs7975232), Taql (rs731236), Fokl (rs2228570) und Bsml (rs1544410)
beschrieben). Zwar gibt es einzelne Studien, die Assoziationen dieser SNPs mit
der Entwicklung eines T2D in Verbindung bringen [47,70-72], in groer
angelegten Meta-Analysen und GWAS konnte dies jedoch nicht bestatigt werden
[49,69,73-76].

In unserer Studienkohorte zeigte sich auch einen Einfluss auf die Anderung der
VD-Konzentration unter VD-Einnahme durch VDR-SNPs. Die Genotypen
rs7975232 AG und rs1544410 GG zeigten am Studienende erhdhte VD-
Konzentrationen in der Verumgruppe. Gaffney-Stomberg et al. zeigen in ihrer
Studie einen positiven Einfluss des rs1544410 GG-Genotyps auf die VD-
Konzentration [57] und Serrano et al. berichteten einen positiven Einfluss auf die
Lipidwerte, jedoch keine Auswirkungen auf 25(OH)D3s Konzentrationen, wahrend
VD-Einnahme Uber angereicherte Lebensmittel (48). Der Zusammenhang
zwischen VDR-SNPs und VD-Einnahme in Bezug auf T2D wurde bisher kaum
untersucht. Neyestani et al. zeigen ein schlechtes Ansprechen des Genotyps
VDR rs2228570 TT, welches in unserer Studie nicht reproduzierbar war.
Uitterlinden et. al beschreiben in ihrem Review ein hohes LD der VDR rs7975232,
rs731236 und rs1544410 Polymorphismen. Die beiden haufigsten Haplotypen
sind mit 48% GGT (=baT, entsprechend der Nomenklatur der
Restriktionsenzyme) und mit 40% AAC (=Bat), welche wiederum mit einem Poly-
A-Schwanz in LD stehen [77]. Eine haplotypenbasierte Analyse ware
entsprechend fur diesen VDR-Genabschnitt sinnvoll. Zudem sind phanotypsiche
Auspragungen nicht ohne weiteres durch Varianten zweier intronischer
(rs7975232 und rs1544410) und eines synonymen (rs731236) SNPs zu erklaren.
Hier sind komplexe genetische Analysen sind notwendig, um entsprechende
Konstellationen zu detektieren und schlieRlich mit klinisch relevanten Risiken in
Verbindung zu bringen. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen VDR-SNPs
ist fir rs2228570 kein bekanntes LD beschrieben. Die C zu T Mutation fuhrt Gber
einen Aminosaureaustausch Lysin zu Methionin zu einem zweiten Startcodon

und einem um drei Aminosauren verlangertes VDR Protein. Dieses zeichnet sich
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durch eine niedrigere Transkriptionsaktivitat aus, welche phanotypischen

Veranderungen zu Grunde liegen kdnnte [77].

Patienten mit T2D und den Genotypen DBP rs4588 CC und rs7041 GG zeigten
in der vorliegenden Studie erniedrigte 25(OH)Ds Konzentrationen. In der Literatur
finden sich interessanter Weise Uberwiegend entgegengesetzte Assoziationen
[31,37,38,66,81-85]. Der Basenaustausch (C zu A fur rs4588 und T zu G fur
rs7041) fuhrt Gber eine Veranderung der Aminosauresequenz (Threonin zu Lysin
fur rs4588 und Asparagin zu Glutamin fur rs7041) zu einer reduzierten 25(OH)Ds
Bindungsaffinitat [86]. Die Mutation rs4588 geht mit dem Verlust einer O-
Glycosylierungs-Stelle des Threonins einher, welches zu einem veranderten
Glycosylierungsmuster des DBP fuhrt [87-89]. GlcNac-Acetylierungen kénnen
bei diversen Proteinen auftreten und spielen eine zentrale Rolle in der Regulation
wichtiger Signalwege, des Zellzyklus, von Protein-Protein-Interaktionen und der
Transkriptionsregulation. Hyperinsulinamie, Hyperlipidamie und Hyperglykamie
sind assoziiert mit vermehrter GlcNac-Acetylierung  verschiedener
Signalmolekule, welche ihrerseits die Insulinsignalkaskade regulieren und so zu
einer Insulinresistenz  beitragen konnen [90,91]. Das vordergrundig
widersprichlich erscheinende Ergebnis der vorgelegten Studie kann
verschiedene Hintergrinde haben. Die sehr niedrige Pravalenz der Minor-Allele
konnte zu einem Fehler erster Art gefihrt haben. Des Weiteren sind die
Studienpopulationen der genannten Publikationen sehr heterogen und keine
andere Studie bezieht sich auf T2D. Wenn Glykosylierungsmuster uUber einen
hohen Blutzucker verandert werden kdnnen oder umgekehrt Veranderungen im
Glykosylierungsverhalten verschiedener Proteine zu einer Blutzuckererhdhung
fuhren, ist moglicherweise der pathologisch veranderte Metabolismus bei T2D
der Grund fur die hier beobachteten genetischen Effekte und deren Abweichung

von bisher beschriebenen Assoziationen.

Das gute Ansprechen auf eine VD-Einnahme, welches flr den DBP rs4588 CC-
Genotyp beobachtet wurde, ist auch bei gesunden Probanden beschrieben
worden und moglicher Weise Ausdruck von Anderungen im VD-DBP
Bindeverhalten [52]. Dieser- war zudem als einziger auch mit erniedrigten
1,25(0OH)2D3 bei T2D-Patienten assoziiert und zeigte zusatzlich eine signifikante
PTH Reduktion unter VD-Einnahme. Daher scheinen weitere genetische,
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epigenetische und molekularbiologische Untersuchungen dieses SNP

vielversprechend zu sein.

Auch im letzten Stoffwechselprozess, dem Abbau des D-Vitamins, sind
genetische Einflisse auf den VD-Stoffwechsel evident. Verschiedene SNPs des
CYP24A1 Gens sind mit erniedrigten 25(0OH)Ds Konzentrationen assoziiert [27].
Far CYP24A1 rs2582426 CG und rs2248137 CG fanden sich erniedrigte VD-
Konzentrationen in unserer Studienpopulation. Fur den Genotyp rs2582426 GG
zeigte sich ein Trend zu ebenfalls niedrigen VD-Konzentrationen (pc = 0,087),
weshalb das G-Allel das Risiko codieren kdénnte und sich durch die limitierte
Probandenzahl nicht in dieser Form in unseren Daten wiederfindet. T2D
Patienten mit dem CYP24A1 rs2296241 GG-Genotyp unterschieden sich zu
keinem Zeitpunkt in den VD-Konzentrationen zwischen Verum- und
Placebogruppe. Die Datenlage bezlglich der untersuchten SNPs ist dinn. Es
werden vereinzelte Assoziationen mit Multiple Sklerose [92] oder Asthma
bronchiale [93], nicht alkoholischer Steatosis hepatis oder Mundhdhlenkrebs
erwahnt [94,95]. Metaanalysen, umfassende Reviews oder Positivbefunde in
GWAS fehlen jedoch. Zwei SNPs liegen intronisch (rs927650 und rs2248137),
der dritte SNP 2kb upstream des Transkripts (rs2585426) und bei dem vierten
SNP handelt es sich um eine stille Mutation (rs2296241). Kausale und klinische
relevante Auspragungen sind damit eher unwahrscheinlich und madgliche
Beobachtungen nur Uber ein LD oder epigenetische, bislang unbekannte Effekte,
erklarbar. Veranderungen der Abbaugeschwindigkeit von VD konnten
grundsatzlich klinisch relevante Folgen haben, fur die untersuchten SNPs wurde

diese bisher nicht beschrieben.

AbschlielRend bestatigt diese Arbeit einen ausgepragt pravalenten VD-Mangel
bei Patienten mit T2D. Zudem ergeben sich Anhaltspunkte flr einen Einfluss der
genetischen Varianten auf das Risiko zur Entwicklung eines T2D und die VD-
Konzentration bei Erkrankten. Als eine der Ersten beschreiben wir in dieser
Studie jedoch T2D spezifische Assoziationen von Genen der VD-Kaskade mit
relevanten Stoffwechselparametern. Die Ursache-Wirkungs-Frage bleibt
mangels bilateraler Signifikanzen Uberwiegend ungeklart. Grundsatzlich konnte
diese Studie aber zeigen, dass das Ansprechen auf eine VD-Substitution
genetisch beeinflusst ist.

19



Es besteht noch grol3er Bedarf, das Prohormon VD genauer zu charakterisieren,
um es als Therapieoption oder zur Pravention eines T2D sinnvoll einzusetzen.
Hervorzuheben ist der DBP rs4588 Genotyp CC. Er zeigt eine Assoziation mit
sowohl erniedrigten 25(0OH)Ds-, als auch 1,25(0OH)2D3-Konzentrationen und ein
sehr gutes Ansprechen auf die VD-Einnahme inklusive einer signifikanten PTH-
Suppression, so dass hier weitere Studien vielversprechend erscheinen. Zur
Bestatigung dieser Ergebnisse sollten insbesondere Studien mit verschiedenen
VD-Dosierungen, langeren Einnahmeintervallen und einer deutlich grofieren

Anzahl von Probanden folgen.
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ABSTRACT

Variants of vitamin D metabolism-genes may predispose to
type 2 diabetes (T2D). This study investigated the impact of
these variants on disease susceptibility, Vitamin D, parathyroid
hormone, C-peptide and HbA1c¢ levels before and after chole-
calciferol supplementation in patients with T2D. Twelve poly-
morphisms within CYP2R1, CYP27B1, DBP, VDR and CYP24A1
were genotyped in 553 T2D patients and 916 controls. In ad-
dition 65 patients receiving either cholecalciferol or placebo
were analyzed during 6 months intervention and 6 months
follow-up. T2D risk alleles are VDR rs7975232 “G” (p.=0.031),
11544410 “G” (p,=0.027) and CYP2R1 rs10741657 “A”
(pc=0.016). Patients with genotypes CYP27B1 rs10877012 “CC”
(pc=4x105), DBP rs7041 “GGC” (p.=0.003), rs4588 “CC" (p.=
3x104), CYP24A1 152585426 “CG” (p.=0.006) and rs2248137
“CG”" (p.=0.001) showed lower 25(OH)D; and DBP rs4588 “CC”
lower 1,25(0H),D3 levels (p,=0.005). Whereas DBP rs4588 “CC”
(p.=0.009), CYP27B1 rs10877012 “AC” (p.=0.059), VDR
rs7975323 “AG” (p,=0.033) and rs1544410 “GG” (p.=0.013)
are associated with higher 25(0OH)Ds levels at 6 months’
follow-up. Significant PTH suppression was detected for
CYP2R1 “AG*“ (p.=0.002), DBP rs4588 “CC” (p.<0.001), VDR
rs110735810 “CT” (p<0.001) and CYP24A1 152248137 “GG”
(pc=0.021). Genetic variants of the vitamin D system predis-
pose to type 2 diabetes and regulate — partially - vitamin D
metabolism, concentrations and the vitamin D status. Vitamin
Dinsufficiency is a T2D risk factor. The response to cholecalcif-
erol supplementation can be measured as 25(0H)Ds increment
and PTH suppression. This process is requlated by genes of the
vitamin D system conferring modest T2D risk.



Introduction

Vitamin D (VD) insufficiency impairs glucose homeostasis and con-
fers susceptibility to type 2 diabetes (T2D) [1]. The VD status re-
flects endogenous synthesis via UVB irradiation, dietary intake, and
genetic background [2]. The liver enzyme CYP2R1 25-hydroxylase
converts vitamin Ds, obtained from previtamin D; isomerization,
into 25(0H)D3, which is the major circulating VD metabolite and
indicates the VD status [3]. Circulating VD metabolites are mainly
bound to vitamin D binding protein (DBP, also known as GC -
group-specific component). The D3-1a-hydroxylase (CYP27B1)
catalyzes the activation to 1,25(0H);Ds in the kidney and mac-
rophages [4]. 1,25(0H);Ds, activates the vitamin D receptor (VDR),
which regulates the expression of genes with a vitamin D response
element [5]. Finally, VD is degraded via 24-hydroxylation catalyz-
ed by 25-hydroxyvitamin D 24-hydroxylase (CYP24A1) [6].

Besides environmental factors also genetic variation in the VD
system as defined by single nucleotide polymorphisms (SNPs) in-
fluences VD serum levels [7].

The purpose of this study was to investigate VD system SNPs in
T2D patients, whether they specifically requlate the basal VD status
and its response to supplementation. Twelve SNPs of the VD system
genes CYP2R1 (rs10741657), CYP27B1(rs10877012), DBP (rs4588,
rs7041), VDR (rs7975232, rs731236, rs2228570, rs1544410),
CYP24A1 (rs2582426,rs927650, 152296241, 152248137) were ana-
lyzed in a case-control design. These SNPs were correlated with
25(0H)D3, 1,25(0H);D3, parathyroid hormone (PTH), C-Peptide,
and HbA1c concentrations in an interventional trial where patients
with T2D had been supplemented with VDs.

Patients and Methods

SNPs of the VD system: T2D susceptibility and the
VD status

A case-control cohort study was conducted to investigate an asso-
ciation of VD system SNPs with T2D. Data from up to 553 T2D pa-
tients and 916 healthy controls were available, but sufficient DNA
for genotype analysis only in 464 patients (209 women and 255
men) and 292 (138 women and 154 men) controls.

Patients were recruited from the Endocrine & Diabetes Clinic,
healthy controls from the Occupational Health service of the Uni-
versity Hospital in Frankfurt/Main and the Blood Donor Service.
25(0H)D3 and 1,25(0H);D; concentrations were available for 62
(31 women and 31 men) patients and 73 (38 women and 35 men)
healthy controls.

VD intervention study

This preliminary pharmacogenetic analysis was conducted on sam-
ples from a recently published randomized trial [8], which investi-
gated the effects of VD5 treatmentin T2D. Sixty-seven patients had
been recruited (15 women, 18 menin therapy group and 16 women,
18 menin placebo group) to receive either Vigantol (VD3, 20 drops/
week, 1904 1U/d) or placebo oil for @ months and were followed for
6 months.
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Clinical parameters

Parameters were analyzed initially and after every three months
until the trial’s observational end at 12 months. 25(0OH)D3 (ng/ml)
and 1,25(0H),D5 (pg/ml) concentrations were measured by radi-
oimmunoassay (RIA), PTH (pg/ml) and C-Peptide (ng/ml) by solid
phase chemiluminescence assay (CLIA), and HbA1c (mmol/mol) by
spectrophotometric method.

Vitamin D system genes and SNPs

Twelve SNPs in five genes were investigated: CYP2R1 (rs10741657),
CYP27B1 (rs10877012), DBP (rs4588, rs7041), VDR (157975232,
rs731236, rs2228570, rs1544410), and CYP24A1 (rs285426,
1s927659, 152296241, rs2248137).

Genomic DNA was extracted from whole blood by salting out
[9]. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) and re-
al-time polymerase chain reaction (rtPCR) were used for genotyp-
ing. Restriction enzymes were used according to the manufactur-
er'sinstructions (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Germany).
Digestions products were separated on 3 % agarose gel and visual-
ized by ethidium bromide staining. RtPCR analysis was conducted
in Tagman (ABI7300 system) under manufacturer’s conditions (Ap-
plied Biosystems, Darmstadt, Germany). To confirm accuracy, ran-
dom samples of all SNPs were genotyped twice with a concordance
of 100 %.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using Bias for Windows
10.01. Non parametric testing was chosen for the metabolic pa-
rameters due to a non-Gaussian distribution (p £10-4in Shapiro—
Wilk-test). Statistical significance was defined as p <0.05.

SNPs within the VD system genes and VD status

Kruskal-Wallis-test was applied for the genetic effects on 25(0OH)
D3 and 1,25(0H);D; concentrations. For each SNP a global test,
comparing patients and controls, was conducted first. In case of a
significant result each genotype of this SNP was compared sepa-
rately. Additionally the tests for a higher risk of VD insufficiency and
the SNPs were performed by Chi2-test comparing the frequency of
VD insufficient individuals between patients an healthy controls.
Bonferroni correction considered the number of SNPs in this gene
(CYP2R1:1,CYP27B1: 1, DBP: 2, VDR: 4, CYP24A1: 4), genotypes
within one gene (3) and the amount of analyzed parameters (2).

VD system SNPs and T2D susceptibility

Tests for the impact of VD insufficiency on T2D risk was performed
by Chi2-test comparing the frequency of VD insufficient and VD suf-
ficient individuals in our cohort study according to the status of dis-
ease. T2D susceptibility was investigated using Chi2-test compar-
ing the SNP distribution between patients and healthy controls. To
allow multiple testing, all p-values were Bonferroni corrected (p.)
considering the number of genotypes (3) or alleles (2) and the
amount of analyzed genes (12).

VD intervention trial

Changes in 25(0H)D;, 1,25(0H),D5, PTH, C-Peptide, and HbATc
concentrations during VD3 supplementation were examined by
Kruskal-Wallis-test comparing therapy and placebo group for each
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genotype and study visit. For analysis of intervention associated
changes of metabolic parameters within one genotype Fried-
mann-test was used. Bonferroni-correction was performed consid-
ering the parameters (5), genotypes (3) and number of study visits
during intervention/ follow-up (4).

Results

VD and T2D risk

Patients showed overall lower 25(0OH)D3 and 1,25(0OH),;D3 concen-
trations compared to healthy controls [25(OH)D4: 18.00vs. 12.25
ng/ml, p=7x10"%1,25(0H);D3: 51.00 vs. 44,95 pg/ml p=0.001].
25(0OH)D; concentration is the standard parameter representing
the individual VD status [10]. In our cohort study, VD insufficiency
[25(0H)D3<20 ng/ml]increases the risk of T2D by odds ratio (OR)
13.9 (confidence interval (Cl) 4.8-39.2, p<0.001).

VD system genes predispose to T2D

All genotyping data were in Hardy-Weinberg Equilibrium (p>0.05)
for each SNP. VDR 57975232 allele “G" [40.6 % vs. 47.0 %; OR: 1.30,
Cl:1.05-1.60, p.=0.034] was more frequentin T2D and there was
atrend for VDR 151544410 allele “G” (52.6 % vs. 57.9%; OR: 1.24,
Cl: 1.01-1.53, p.=0.098). These results were validated testing all
samples available for that gene (VDR rs7975232 “G": 43.2% vs.
48.0%; 0R:1.21,95% Cl: 1.04-1.41,p.=0.031,and VDR 11544410
“G"53.9%vs. 58.7%; OR: 1.12, C1: 1.04-1.41, p=0.027). Further-
more, the “A” allele of CYP2R1 rs10741657 (36.3 % vs.42.1%; OR:
1.28,C1: 1.07-1.53, p.=0.016) was more frequent among patients
(»Table 1).

VD system genes affect the VD metabolism in
patients with T2D

VD status and SNPs

VDinsufficiency was observed in 101 and VD sufficiency in 34 indi-
viduals. None of the analyzed SNPs showed a significant associa-
tion to the individual’s VD status (» Table 1).

VD status and T2D associated SNPs

The VDR rs7975232 “G”, VDR rs1544410 “G”, and CYP2R1
rs10741657 “A” were associated with a higher T2D risk. The SNP
dependent risk for T2D was analyzed in relation to VD insufficiency.
This analysis did not reveal any significant impact of the three SNPs
on T2D riskin this subgroup (Supplement » Table 15).

Vitamin D level and T2D

Analyses of VD status allow a risk-calculation but to quantify the
difference of VD levels between T2D and controls a testing based
on VD concentrations is necessary. To screen for SNPs that are spe-
cifically associated with lower VD concentrations in T2D patients a
lower p-value was applied (p<0.01). That way the specificity is
raised and the perse lower VD concentrations in patients compared
to controls are taken into account.

Lower 25(0OH)Dj; concentrations were detected for the geno-
types CYP27B1 1510877012 “CC” (p.=4=107%), DBP rs7041 “GG”
(pc=0.0003), rs4588 “CC” (pc=3%1074), CYP24A1 12585426 “CG"
(pc=0.006), and rs2248137 “CG" (p.=0.001). Additionally, the DBP

494

genotype rs4588 “CC” showed lower 1,25(0H),D; concentrations
(pc=0.005) (> Table 2).

VD system genes affect the response to Vitamin D;
supplementation

Sixty-five participants in the interventional study were genotyped
and - with an exploratory intention - analyzed for changes in
25(0H)Ds, 1,25(0H);D3, PTH, C-Peptide, and HbATc. The follow-
ing genotypes showed continuously higher 25(0OH)D; concentra-
tions till 6 months’ follow-up compared to placebo (significant/
trend): CYP27B1 rs10877012 “AC” (18.80 vs. 13.85, p.=0.059),
DBPrs4588 “CC” (18.80vs. 10.50, p.=0.086), VDR 157975232 “AG”
(20.00 vs. 10.90, p.=0.034) and VDR r51544410 “GG” (21.10 vs.
9.90, p.=0.013) whereas the genotype CYP24A1 152296241 “GG”
did not show any significant difference for the response to VD3 sup-
plementation any time (Supplement » Table 2S).

PTH was significantly suppressed during intervention in carriers
of the genotypes CYP2R1 “AG” (median difference (MD) 12.0, Cl
5.0-21.0, p.=0.002), DBP rs4588 “CC” (MD 14.5, CI 8.0-24.0,
pc<0.001), VDR rs2228570 “TC™ (MD 13.5, C17.0-20.5, pc<0.001),
CYP24A1 rs927650 “TT” (MD 13.6, C1 5.0-23.0, p.=0.045),
CYP24A1 152296241 “AG™ (MD13.03, C17.00-20.50, p.=0.005)
and CYP24A1 152248137 “CC" (MD 14.5, C16.3-25.0, p.=0.021).

For changes in 1,25(0H),D;, C-Peptide or HbA, there was no
significant association to any investigated SNP (data not shown).

Discussion and Conclusions

In our cohort study. we find a higher risk for T2D conferred by
CYP2R1rs10741657 “A”, VDR 157975232 “G”, and VDR rs 1544410
“G”. These two loci control VD synthesis (CYP2R1) and VD action
(VDR). A recently published GWAS identified 143 risk variants for
T2D in Europeans but none of the VD pathway [11] and a study
from Norway did not find any association of CYP2R1 SNPs with T2D
[12]. However a recently published Mendelian randomization study
on more than 890 000 individuals including the CYP2R1 SNP
showed that genetically predicted higher 25(0OH)Dj; levels con-
ferred significant protection from T2D [13]. Since genetic associa-
tions do not explain a cause-effect relation, the functional expla-
nation for the observed effects might be due to linkage of the ana-
lyzed SNPs with other causal genes. The detection of such genes
would guide to pathways of interest.

For 25(0OH)D;s levels associations with CYP2R1 genotypes were
established by GWAS and large scale population studies [14,15]
while there was no effect on VD concentrations in our small amount
of patients with T2D. The CYP2R1 gene codes for the key enzyme
in the vitamin D metabolism for the 25-hydroxylation. How a var-
iant of this gene, which is located near the 3'UTR affects a different
function remains unclear. Potential explanations include changes
in enzyme activity resulting in lower 25(0H)D; synthesis, altered
transcription rate, mRNA stability, substrate affinity and proteinin-
stability [ 16]. Linkage disequilibrium and more complex gene-gene
or gene-environment interactions may affect the gene “s requla-
tion and warrant further investigations.

For the three intronic SNPs of the VDR genes, rs1544410,
1s7975232, and rs731236 (also known as Bsml, Apal, and Taql, re-
spectively), associations with the VD status and also with T2D risk
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have been described [17- 20] whereas other studies did not find
this [21-25]. The prevalence of T2D was found higher for carriers
of the rs1544410 “A” allele in an Indian [19] and German cohorts
[17] butforthe “G” allele in East Asians [20]. The heterogeneity of
previous study results indicates a high variability of the geneticim-
pact. Our study results present VDR 7975232 “G” VDR 151544410
“G” as a risk factor for T2D but none of them was associated with
significant changes neither of VD status nor VD concentrations.

In contrast, we found lower 25(OH)D3 concentrations associat-
ed with the genotypes CYP27B1rs10877012 “CC", DBP rs4588
“CC", DBPrs7041 “GG”, CYP24A1rs2585426 “CG™ and CYP24A1
rs2248137 “CG” in patients. This confirms previous findings for
CYP27B1 [26-29]. Since the analyzed SNP is in the promotor re-
gion of the CYP27B1 gene lower mRNA concentrations may explain
the associations as this has been reported for the genotype “CC”
in patients with type 1 diabetes mellitus [30] also leading to lower
protein and enzyme activity. For DBP rs4588 “A” allele and “AA”
genotype and rs7041 “T” allele and genotype “TT” lower VD con-
centrations have been reported [7,31-36]. The rs4588 Cto A mu-
tation corresponds with a deprivation of the O-glycosylation side
of threonine [37] it can be hypothesized that hyperglycemia chang-
es 0-glycosydic modifications which might lower VD concentra-
tionsin T2D due to alterations in VD binding affinity [38,39]. Here-
by VD supplementation improves VD concentrations in patients
particularly with the rs4588 “CC” genotype, indicating a better VD
binding capacity in case of high substrate availability. Also in
healthy subjects the “CC” genotype is associated with higher
25(0OH)D; levelin response to VD supplementation [40]. Other gen-
otypes have been found such as the VDR rs1544410 “GG” to be
better responders to VD supplementation. Serrano et al. reported
the same effect in healthy individuals after VD supplementation
with retinol fortified soybean for two month [41].

Alsa SNPs of the CYP24A1 gene, coding for the VD degrading
24-hydroxylase [42] are associated with lower 25(0H)D; concentra-
tions. We find lower 25(0H)D; concentrations for the genotypes
52585426 “CG” and rs2248137 “CG”. Since the genotype rs2585426
“GG” showed atrend for lower 25(0OH)D; concentrations (p.=0.087)
the “G” allele can be assumed to mediate this effect presumably via
degradation.

None of the analyzed SNPs showed an association with the VD
status. Combining the SNP analysis with the VD status also did not
detect a significant T2D risk. In our cohort study the potential
cause-effect relation leading to associations cannot be clarified. It
is possible, that the impact of SNPs and VD insufficiency on T2D risk
isindependent of each other and not directly linked to the genetic
loci that we investigated.

The odds ratio in our cohort study reveals that VD insufficiency
has a modestimpacton T2D risk and the impact of the SNPs s also
relatively small. In conclusion the limited sample size for the VD-
SNP analysis cannot detect a geneticimpact of the VD status in re-
lation to T2D risk. Therefore our results neither prove nor exclude
a functional role of VD in T2D risk.

Nimitphong et al. analyzed the effect of DBP SNPs rs4588 on D3
or D, supplementation in healthy subjects and showed a higher in-
crease for the “CC” genotype compared to “AA” and “CA” which is
congruent with our findings [40]. However, this effect was limited
to D3 supplementation. Two further studies confirm these results,

1.000
0.304
0.066

1,25(0H),0; (pg/ml)
Pglobal
0.048

Median
51.00
43.90
51.50

44.95

47.50
54.50

Pe

0.919
0.001
1.000

25(0H)D; (ng/ml)
Pglabal
<0.001

Median
9.10
13.10
12.10
20.20
13.50
17.95

n
10
14
30
29
22
30

Group
CYP24A1 152248137

T2D

Co

12D

Co

T2D

Co

SNP
GG
GC
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0.123
.944
1.000

Pc
0

1,25(0H),D; (pg/mi)
Pglobal
0.017

Median
41.80
50.50
44.35
48.00
46.80
60.50

Pec

0.999
0.011
0.289

25(0H)D; (ng/ml)
Palobal
0.002

Median
11.90
16.20
12.45
12.60
22.05

20.20

n
21
30
32
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9

8

T2D
T2D
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T2D
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»Table 2 Continued.
Group
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Significant results are highlighted in bold letters. Significance: pgjopa<0.05, p<0.01. p.; p corrected for multiple testing; T2D: Diabetes mellitus type 2; Co: Control.
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but showed a higher relative increase for the genotype DBP rs4588
“AA”" [43,44]. One supplementation trialin T2D including VDR SNPs
detected a low response for the VDR “TT” genotype [25]. This ef-
fect was not confirmed in our study which might be due to the lim-
ited sample size. Moreover only a modest dose for VD supplemen-
tation was used and possible confounding variables like age, bio-
physical activity, diet, and sun exposure were not addressed.

still, our results provide preliminary evidence for a genetic con-
trol of the response to VD supplementation resulting in variable
suppression of PTH in patients with T2D. Until today there is only
limited knowledge about the role of VD metabolism genes on the
response to VD supplementation in general and in patients with
T2D in particular. The PTH plateau threshold for rising 25(0H)D3
levels appears to be fixed and to differ between white and black
women [45] and from Chinese [46] implying a genetic mechanism
in the parathyroid response to vitamin D.

Recently, a trial from Saudi Arabia recruited 204 T2D subjects
foranintervention using 2000 IU/d cholecalciferol and showed sig-
nificant improvements of several metabolic parameters of diabe-
tes and lipids that also were related to genotypic variation of the
VDR [47]. These findings imply, that in order to achieve optimal
cardiometabolic effects any vitamin D supplementation may need
to be dosed individually. Such VD effects on the glucometabolism
depend on interaction with VDR both in peripheral tissues but also
in the central nervous system where receptors and the activating
Ds-Ta-hydroxylase are expressed [48]. Furthermore VD action on
the hypothalamus and the arcuate nucleus appears to regulate glu-
cose homeostasis and body weightin animals [49].

Taken together the steroidal hormone vitamin D needs to be
further characterized as an adjunct in diabetes treatment. There-
fore, additional studies with higher VD doses for supplementation
and larger cohorts are desirable.

Our study confirms that vitamin D deficiency is highly prevalent
in type 2 diabetes and most patients are also functionally affected
by low levels of the active metabolite 1,25(0H),Ds. Furthermore
vitamin D system genes affect the risk of type 2 diabetes and
25(0OH)D5 concentration. But the cause-effect association remains
not clarified. The response to VD3 supplementation is influenced
by genotypes requlating their magnitude and persistence of a suf-
ficient vitamin D status and the parathyroid response. In order to
confirm these preliminary results follow-up trials are necessary as
well as functional studies to identify mechanisms how the VD sys-
tem affects T2D pathophysiology.

Funding Information
EU-FP7 program NAIMIT 241447

Conflict of Interest

The authors declare that they have no conflict of interest.

References

[1] Mezza T, Muscogiuri G, Sorice GP et al. Vitamin D deficiency: A new
risk factor for type 2 diabetes? Ann Nutr Metab 2012;61: 337-348

[2] Lopez ER, Requlla K, Pani MA et al. CYP27B1 polymorphisms variants
are associated with type 1 diabetes mellitus in Germans. | Steroid
Biochem Mol Biol. 2004; 89-90 155-157

[3] Cheng B, Levine MA, Bell NH et al. Genetic evidence that the human
CYP2R1 enzyme is a key vitamin D 25-hydroxylase. Proc Natl Acad Sci
USA 2004;101: 7711-7715

[4

Zehnder D, Bland R, Walker EA et al. Expression of 25-hydroxyvitamin
D3-1alpha-hydroxylase in the human kidney. | Am Soc Nephrol 1999;
10: 2465-2473

[5
[6

Lips P. Vitamin D physiology. Prog Biophys Mol Biol 2006; 92: 4-8

Sakaki T, Sawada N, Nonaka Y et al. Metabolic studies using recombi-
nant escherichia coli cells producing rat mitochondrial CYP24 CYP24
can convert 1alpha,25-dihydroxyvitamin D3 to calcitroic acid. Eur |
Biochem 1999; 262: 43-48

[7

Kurylowicz A, Ramos-Lopez E, Bednarczuk T et al. Vitamin D-binding
protein (DBP) gene polymorphism is associated with Graves' disease
and the vitamin D status in a Polish population study. Exp Clin
Endocrinol Diabetes 2006; 114: 329-335

[8

Strobel F, Reusch ], Penna-Martinez M et al. Effect of a randomised
controlled vitamin D trial on insulin resistance and glucose metabo-
lism in patients with type 2 diabetes mellitus. Horm Metab Res 2014;
46: 54-58

9

Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for
extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res 1988;
16: 1215

[10] Ross AC, Manson AE, Abrams SA et al. The 2011 report on dietary
reference intakes for calcium and vitamin D. Public Health Nutr 2011;
14:938-939

[11] Xue A, Wu Y, Zhu Z et al. Genome-wide association analyses identify
143 risk variants and putative requlatory mechanisms for type 2
diabetes. Nat Commun 2018; 9: 2941

[12] Jorde R, Schirmer H, Wilsgaard T et al. Polymorphisms related to the
serum 25-hydroxyvitamin D level and risk of myocardial infarction,
diabetes, cancer and mortality. The Tromso Study. PLoS One 2012; 7:
e37295

[13] Yuan S, Jiang X, Michaélsson K et al. Genetic prediction of serum
25-hydroxyvitamin D, calcium, and parathyroid hormone levels in
relation to development of type 2 diabetes: A mendelian randomiza-
tion study. Diabetes Care 2019; 42: 2197-2203

[14] Wang TJ, Zhang F, Richards |B et al. Common genetic determinants of
vitamin D insufficiency: A genome-wide association study. Lancet
2010; 376: 180-188

[15] Ye Z, Sharp 5], Burgess S et al. Association between circulating
25-hydroxyvitamin D and incident type 2 diabetes: A mendelian
randomisation study. Lancet Diabetes Endocrinol 2015; 3: 35-42

[16] Ramos-Lopez E, Bruck P, Jansen T et al. CYP2R1 (vitamin D 25-hydrox-
ylase) gene is associated with susceptibility to type 1 diabetes and
vitamin D levels in Germans. Diabetes Metab Res Rev 2007; 23:
631-636

[17] Ortlepp |R, Lauscher |, Hoffmann R et al. The vitamin D receptor gene
variant is associated with the prevalence of type 2 diabetes mellitus
and coronary artery disease. Diabet Med 2001; 18: 842-845

[18] Bid HK, Konwar R, Aggarwal CG et al Vitamin D receptor (Fokl, Bsml
and Tagl) gene polymorphisms and type 2 diabetes mellitus: a North
Indian study. Indian | Med Sci 2009; 63: 187-194

[19] Mukhopadhyaya PN, Acharya A, Chavan Y et al. Metagenomic study of
single-nucleotide polymorphism within candidate genes associated
with type 2 diabetes in an Indian population. Genet Mol Res 2010; 9:
2060-2068

498 Klahold E et al. Vitamin D Genetics and Type 2 Diabetes... Horm Metab Res 2020; 52: 492-499 | @ 2020. The Author(s).

28



[20] LiL, Wu B, Liu]Y et al. Vitamin D receptor gene polymorphisms and
type 2 diabetes: A meta-analysis. Arch Med Res 2013; 44: 235-241

Ogunkolade BW, Boucher B}, Prahl JM et al. Vitamin D receptor (VDR)
MRNA and VDR protein levels in relation to vitamin D status, insulin
secretory capacity, and VDR genotype in Bangladeshi Asians. Diabetes
2002;51: 2294-2300

[21

[22

Malecki MT, Frey ], Moczulski D et al. Vitamin D receptor gene
polymorphisms and association with type 2 diabetes mellitus in a
Polish population. Exp Clin Endocrinol Diabetes 2003; 111: 505-509

[23

Dilmec F, Uzer E, Akkafa F et al. Detection of VDR gene Apal and Tag!
polymorphisms in patients with type 2 diabetes mellitus using
PCR-RFLP method in a Turkish population. | Diabetes Complicat 2010;
24:186-191

[24

Wang Q, Xi B, Reilly KH et al. Quantitative assessment of the
associations between four polymorphisms (Fokl, Apal, Bsml, Tagl) of
vitamin D receptor gene and risk of diabetes mellitus. Mol Biol Rep
2012; 39: 9405-9414

Neyestani TR, Djazayery A, Shab-Bidar S et al. Vitamin D receptor Fok-I
polymorphism modulates diabetic host response to vitamin D intake:
Need for a nutrigenetic approach. Diabetes Care 2013; 36: 550-556

[25

[26

Ramos-Lopez E, Kahles H, Weber S et al. Cestational diabetes mellitus
and vitamin D deficiency: Genetic contribution of CYP27B1 and
CYP2R1 polymorphisms. Diabetes Obes Metab 2008; 10: 683-685

[27] Hypponen E, Berry D}, Wjst M et al. Serum 25-hydroxyvitamin D and
IgE - a significant but nonlinear relationship. Allergy 2009; 64:
613-620

[28

Signorello LB, Shi ], Cai Q et al. Commeon variation in vitamin D
pathway genes predicts circulating 25-hydroxyvitamin D Levels among
African Americans. PLoS One 2011; 6: 28623

Hussein AG, Mohamed RH, Alghobashy AA. Synergism of CYP2R1 and
CYP27B1 polymorphisms and susceptibility to type 1 diabetes in
Egyptian children. Cell Immunol 2012; 279: 42-45

[29

[30] Ramos-Lopez E, Bruck P, Jansen T et al. CYP2R1-, CYP27B1- and
CYP24-mRNA expression in German type 1 diabetes patients. | Steroid
Biochem Mol Biol 2007; 103: 807-810

[31

Simon KC, Munger KL, Kraft P et al. Genetic predictors of 25-hydrox-
yvitamin D levels and risk of multiple sclerosis. | Neural 2011; 258:
1676-1682

[32] LuL, Sheng H, Li H et al. Associations between common variants in GC
and DHCR7/NADSYN1 and vitamin D concentration in Chinese Hans.
Hum Genet 2012; 131: 505-512

[33

Azad AK, Bairati |, Qiu X et al. Genetic sequence variants in vitamin D
metabolism pathway genes, serum vitamin D level and outcome in
head and neck cancer patients. Int | Cancer 2013; 132: 2520-2527

[34

Carpenter TO, Zhang JH, Parra E et al. Vitamin D binding protein is a
key determinant of 25-hydroxyvitamin D levels in infants and toddlers.
| Bone Miner Res 2013; 28: 213-221

[35

Engelman CD, Mevyers K], lyengar SK et al. Vitamin D intake and season
modify the effects of the GC and CYP2R1 genes on 25-hydroxyvitamin
D concentrations. | Nutr 2013; 143: 17-26

Klahold E et al. Vitamin D Genetics and Type 2 Diabetes... Horm Metab Res 2020; 52: 492-499 |

29

[36] Santos BR, Mascarenhas LP, Boguszewski MC et al. Variations in the
vitamin D-binding protein (DBP) gene are related to lower 25-hydrox-
yvitamin D levels in healthy girls: A cross-sectional study. Horm Res
Paediatr 2013: 79: 162-168

[37] Coppenhaver DH, Sollenne NP, Bowman BH. Post-translational
heterogeneity of the human vitamin D-binding protein (group-specific
component). Arch Biochem Biophys 1983; 226: 218-223

[38] Ravnsborg T, Olsen DT, Thysen AH et al. The glycosylation and
characterization of the candidate Gc macrophage activating factor.
Biochim Biophys Acta 2010; 1804: 909-917

[39] Testa R, vVanhooren V, Bonfigli AR et al. N-glycomic changes in serum
proteins in type 2 diabetes mellitus correlate with complications and
with metabolic syndrome parameters. PLoS One 2015; 10: e0119983

[40] Nimitphong H, Saetung S, Chanprasertyotin S et al. Changes in
circulating 25-hydroxyvitamin D according to vitamin D binding
protein genotypes after vitamin D(3) or D(2) supplementation. Nutr |
2013;12:39

[41] Serrano JC, De Lorenzo D, Cassanye A et al. Vitamin D receptor Bsml
polymorphism modulates soy intake and 25-hydroxyvitamin D
supplementation benefits in cardiovascular disease risk factors profile.
Genes Nutr 2013; 8: 561-569

[42] Jones G, Prosser DE, Kaufmann M. 25-Hydroxyvitamin D-24-hydroxy-
lase (CYP24A1): Its important role in the degradation of vitamin D.
Arch Biochem Biophys 2012; 523: 9-18

[43] Fu L, Yun F, Oczak M et al. Common genetic variants of the vitamin D
binding protein (DBP) predict differences in respanse of serum
25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] to vitamin D supplementation. Clin
Biochem 2009; 42: 1174-1177

[44] Muindi R, Adjei AA, Wu ZR et al. Serum vitamin D metabolites in
colorectal cancer patients receiving cholecalciferol supplementation:
Correlation with polymorphisms in the vitamin D genes. Horm Cancer
2013; 4: 242-250

[45] Aloia JF, Chen DG, Chen H. The 25(0OH)D/PTH threshold in black
women. | Clin Endocrinol Metab 2010; 95: 5069-5073

[46] Yao P, Sun L, Lu L et al. Effects of Genetic and nongenetic factors on
total and bioavailable 25(0OH)D responses to vitamin D supplementa-
tion. | Clin Endocrinol Metab 2017; 102: 100-110

[47] Al-Daghri NM, Mohammed AK, Al-Attas OS et al. Vitamin D receptor
gene polymorphisms modify cardiometabolic response to vitamin D
supplementation in T2DM Patients. Sci Rep 2017; 7: 8280

[48] Eyles DW, Smith S, Kinobe R et al. Distribution of the vitamin D
receptor and 1 alpha-hydroxylase in human brain. | Chem Neuroanat
2005; 29: 21-30

[49] Sisley SR, Arble DM, Chambers AP et al. Hypothalamic vitamin D
improves glucose homeostasis and reduces weight. Diabetes 2016; 65:
2732-2741

© 2020. The Author(s). 499



6. Darstellung des eigenen Anteils an der Publikation

1.

2.

Theoretische Konzeption/ Studienplanung: selbststandig

Analyse der SNPs:

Probenakquise: Die zu analysierenden Blutproben (DNA und Plasma)
lagen dem Labor bereits vor. Die Rekrutierung der Probanden und
Kontrollen erfolgte in der endokrinologischen Institutsambulanz der
Goethe Universitat Frankfurt und des Blutspendedienstes des deutschen

roten Kreuzes in Frankfurt.

Probenverarbeitung inklusive DNA-Extraktion von insgesamt 553

Patienten- und 916 Kontrollproben: selbststandig

Genotypisierung aller 1469 Proben mittel RFLP fir die Gene (SNPs)
CYP2R1 (rs10741657), DBP (rs4588, rs7041), VDR (rs7975232,
rs731236, rs2228570, rs1544410) und CYP24A1 (rs2582426, rs927650)
und rtPCR fur die Gene CYP27B1 (rs10877012), CYP24A1 (rs2582426,
rs927650) (erganzend s. Tabelle 1: Eigenschaften und Konditionen der
RFLP und rtPCR): selbststandig

Dokumentation und Datenbankpflege: selbststandig

Statistische Auswertung: selbststandig

Die Messung der Vitamin D Konzentrationen erfolgte im Hormonlabor am

Universitatsklinikum der Goethe Universitat Frankfurt.

Die Ubertragung der Daten in die Datenbank, sowie die vollstandige

statistische Auswertung erfolgten selbststandig.

Interventionsstudie

Die Patientenrekrutierung, Aufklarungsgesprache, Stellung des
Ethikantrages (s. Anhang) und Kklinische Durchfuhrung der Studie
erfolgte durch Frau Franziska Strobel in der Praxisgemeinschaft Dr.
med. B. Eckrich, A. Kischel, Dr. med. Ch. Klepzig, Dr. med. G. Nitzsche
und St. Kowallik in Offenbach am Main sowie am Klinikum der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main, Schwerpunkt

Endokrinologie, Diabetes und Stoffwechsel der Medizinischen Kilinik 1
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Messung der klinischen Parameter: Die Blutprobenanalyse erfolgte im
Zentral- und Hormonlabor des Universitatsklinikums Frankfurt am Main
und mit Medizin (25(OH)Ds, 1,25(0H)2D3, C-Peptid, PTH) sowie der
oben genannten Gemeinschaftspraxis (HbA1., Nuchternglucose im

Fluoridplasma), Ubertragung der Werte in die Datenbank: Selbststéndig
Experimenteller Studienanteil: selbststandig

DNA-Extraktion erfolgte mittels ,salting out Methode“ nach Miller und
Dykes von insgesamt 65 Patienten mit anschlieBender DNA-
Konzentrationsmessung mittels Photometrie und Genotypisierung der

Proben: selbststandig
Datenbankpflege: Selbststandig

Statistische Auswertung: selbststandig

Manuskripterstellung: selbststandig
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Gen/ SNP minor/  Position Primer/ realtime PCR Sonde Annealing- Verdau Referenz g_;|
Chromosom  maijor Allel Temperatur g
CYP2R1 rs10741657 nahe 3'UTR For: 5-GGG AAG AGC AAT GAC ATG GA-3 61°C Mnl | [1] C?
11p15.2 A/G Rev: 5-GCC CTG GAA GAC TCATTT TG-3 6h, 37°C N
CYP27B1 rs10877012 Promotor For 5-GGG AGT AAG GAG CAG AGA GAG GTA AA-3°  Assay by [2] m
12913.1-13.3 A/C Rev 5-AAC AGA GAG AGG GCC TGT CT-3’ design o)
DBP (=Gc) rs4588 Exon 11 For 5-GTT GCC TGT GTT CAC AGA CTC-3 58.8°C Sty | [3] c:,D
A/IC Rev 5’-GAT CTC GAA GAG GCATGT TTC-3’ 3h, 37°C 8

rs7041 Exon 11 For 5-GTT GCC TGT GTT CAC AGA CTC-3 58.8°C Hae llI [3] g:;-

T/G Rev 5°-GAT CTC GAA GAG GCA TGT TTC-3’ 3h, 37°C C_'T)hh

VDR rs7975232 Intron zwischen  For 5-AGT AAG AGT CTG GCA AAG ATA GC-3’ 58°C Apa | [4] >
12913-14 A/IC Exon 8 und 9 Rev 5-AAA CAC TTC GAG CAC AAG G-3 4h 25°C g
rs731236 Exon 9 For 5-AGT AAG AGT CTG GCA AAG ATA GC-3 58°C Taq | [4] Q

T/C Rev 5-AAA CAC TTC GAG CAC AAG G-3 4h, 65°C Cx>

rs2228570 Exon 2 For 5-ATG GAA ACA CCT TGC TTC TTC TCC CTC-3 60°C Fok I [4] 8_

T/IC Rev 5-AGC TGG CCC TGG CAC TGA CTC TGC TCT-3 4h, 37°C =

rs1544410 Intron zwischen  For 5-GGC AAC CTG AAG GGA GAC CTA-3 60°C Bsm | [4] 8

AIG Exon 8 und 9 Rev 5°-CTC TTT GGA CCT CAT CAC CGA C-3 4h, 65°C g

CYP24A1 rs2585426 Intron For 5-GTT TTATGT GCT GAC GGT GG-3’ 59°C BstU | [2] o
20913.2-13.3 C/G Rev 5-TTATTT CCT CTT CTC CTT GTG C-3 3h, 60°C C_Q
rs927650 Intron For 5-TGG TTG CAT AAC ACA AAC CTA-3 59°C Bgl I [2] A

CIT Rev 5°-CTG AAA GCC AGT AAC AAT GGT-3 3h, 37°C 2

rs2296241 Exon 4 C_1915656_30 [2] U

AIG S

rs2248137 Intron C_1915659 1 [2] g

G/C E%

rs10877012, rs22967241 und rs2248137: Real time PCR - Tagman assay Firma Life Technologies - entsprechend der Herstellerangaben Py



Ly

Kontrolle Patienten Erweiterte Analyse

Gene SNP allele (n=292) (n=464) OR (95% CI) Pc Kontrolle  Patienten OR (95% CI) Pc
A 212 (36,3%) 377 (40,6%) 1.20[0.97 - 1.49] 350 (36,3%) 455 (42,1%) 1.28 [1,07 - 1,53]

CYP2RT  rs10741657 5 1375 (63.7%) 551 (59.4%) 0,83 [0.67-1,03] 229° | 614 (63,7%) 625 (57,9%) 078 [0.66-0,94] 18
A | 201 (34,4%) 292 (31,6%) 0,87 [0.70 - 1,09] 303 (34,9%) 344 (31,5%) 0,86 [0.71 - 1,04]

CYP27B1 rs10877012 |383 (656%) 636 (68.5%) 1.14[0.92-1.42] 2212 | 565 (65,1%) 748 (68,5%) 1.17 [0.97 - 1,41] 2?4
A [172(29,5%) 257 (27,7%) 092[0.73 - 1,15] 223 (28,6%) 300 (27,2%) 0.93 [0.76 - 1,15]

DBP rs4588 C |412(705%) 671 (72,3%) 1,09[0.87-1,37] 2993 | 557 (71.4% 802 (72,8%) 1,07[0,87-1,31] 1000
T |265 (454%) 407 (43,9%) 094 [0.76 - 1,16] 353 (46,2%) 489 (44,7%) 1,06 [0.88 - 1,28]

DBP rs7041 G |319(546%) 521 (56,1%) 1,06[0.76-1,16] 990 | 411 (54.8% 605 (55,3%) 1,06 [0,88-1,28] +°°0
A 237 (40,6%) 436 (47,0%) 1,30 [1,05- 1,60] 746 (43,2%) 518 (48,0%) 1.21 [1,04 - 1.41]

L2 [ST975232 ¢ 1347 (59.4%) 492 (53,0%) 0,77[0,63-0.95] 2934 | 980 (56,8% 562 (52,0%) 0,83 [0.71-096] 2031
T |226(38,7%) 373 (40,2%) 1,06 [0,86 - 1,32] 682 (39,2%, 418 (39,4%) 1,01[0,87 - 1,18]

VDR 5731236 ¢ |358(61,3%) 555 (59,8%) 0,94[0.76-1.16] 9% | 1060 (60,8% 642 (60,6%) 0,99 [0.85-1,16] 00°
T 1223 (38,2%) 355 (38,3%) 1,00 [0,81 - 1,24] 652 (38,5%) 412 (38,1%) 0,99 [0,84 - 1,15]

VDR 12228570 o 1351 (61,8%) 573 (61,7%) 1.00[0.81-123 0% 1042 (61,5% 668 (61,9%) 1.01[0.87 -1.19] *°00
A | 277 (47,4%) 319 (42,1%) 0.81[0.66 - 0.99] 844 (46,1%) 457 (41,3%) 0.82[0.7 1 0.96]

VDR 1544410 5 1307 (52,6%) 537 (57,9%) 1.24[1,01-153] V9% | 988 (53,9%) 649 (58,7%) 1,12[1,04-1,41] 2037
C 432 (74,0%) 676 (72,8%) 0,94[0.75-1,19] 957 (74,6% 759 (73,1%) 0,92 [0,77 - 1,11]

CYP24AT 152985426 | 152 (26,0%) 252 (27,2%) 1,06 [0,75-1,19] °°C | 325 (25.4%) 279 (26,9%) 1,08 [0,90 - 1,30] o0
C 291 (49,8%) 513 (55,3%) 1,24 [1,01-1,53] 736 (53,8% 607 (55,4%) 1,07 [0,91 - 1,25]

CYP24A1 15927650 1 1293 (502%) 415 (44,7%) 0,80[0,65-0,99] 0 | 632 (46,2%) 489 (44,6%) 094 [080-1,10] *1°
A |311(53.3%) 456 (49,1%) 0,85 [0,69 - 1,04] 366 (53,5% 544 (50,7%) 0,89 [0,74 - 1,08]

CYP24AT 152296241 5 1973 (46,7%) 472 (50,9%) 118[0.96- 145 2% | 318 (46,5%) 530 (49,3%) 112[0.93-1,36] °°2°

227 (38,99 49 3 2 % 41 9 i
CYPoant 2248137 g (389%) 356 (38.4%) 098[079-1.21] | (o | 260 238,34, 6 (36,6%) 0,93(0,76-1,13] | oo

357 (61,1%)

572 (61,6%)

1,02 [0,83 - 1,26]

418 (61,7%, 720 (63,4%)

1,08 [0,88 - 1,31]

pc — p korrigiert fur multiples Testen (Anzahl von: Genen insgesamt, mdgliche Genotypen, SNPs dieses Gens), Fett: signifikante Ergebnisse

Azl YW SINS-ueBwalsAs-QA Jop uone|zossy g ojjeqe L



Tabelle 3: Assoziation der VD-Systemgen-SNPs mit 25(OH)Ds und
1,25(0OH)2D3 Konzentrationen

25(0OH)D; (ng/ml)

1,25(0OH).Ds (pg/ml)

Genotyp Gruppe n Median  pgiobal Pc Median  pgiobal Pc
<5 AA TKZS 173 281’,5200 0,056 g?:gg 0,232
gg AG TKZOD 33 12;38 0,003 0,097 gg:gg 0,045 0,044
T B REE o |EE
I S e 1000 | &oo
gg AC TKZOD gg 12:28 <0,001 0,222 gg:gg 0,058
ST B B ER g 4
L [ 1000 | 3500 1,000
%% AC TKZOD ;g 12:28 <0,001 0,866 gg:gg 0,006 0,210
¢ o  as | 1020 <0001 | g0 0005
BTN BT a—
%% TG TKZOD 2; 13:28 <0,001 0,175 32:28 0,014 0,284
~ee s <0001 | 500 0015
e T 13 | 119 1000 | 3970 0.701
« & b a1 | 1230 4450
SE  Ae % | 1590 0001 0046 | goil 0036 0,117
Pl NS | e 0064 | 5100 1,000
e T o 30 |1620 0999 | g0's0 0123
§§ TC TKZCE) gg ;g:gg 0,002 0,011 jg:gg 0,017 0,944
e T EE BB
o I i 1000 | 4750 1,000
§§ TC TKZc? gg 1;:22 0,003 0,095 gi:gg 0,039 0,079
o BB ER o 5 ow
s M 0 |2 0153 | 550 1,000
ég AG TKZOD gg ;é:gg 0,002 0,014 gg:gg 0,034 0,534
o @ B EE wm BE o
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Fortsetzung:

Tabelle 3: Assoziation der VD-Systemgen-SNPs mit 25(OH)D3 und 1,25(0OH)2p3

Konzentrationen
25(0OH)D3 (ng/ml) 1,25(0H),D3 (pg/ml)
Genotyp Gruppe n Median pgiobal Pc Median  pgiobal  Pc
TR
g% GC Ko o3 20:90 <0,001 0,006 50:00 0,031 1,000
A A R
§§ TC TKZ% ?g 13’88 0,004 0,230 28’88 0,013 1,000
i Ko 25 18:90 0,505 56100 0,030
R e
g g GA Ko 32 18:05 0,006 0,041 49100 0,040 1,000
PE e e 1 | 1908 1000 | 535, 1,000
O O R TR G B

<

gg GC TKZCE) gg ;g:;g <0,001 0,001 gjzgg 0,048 0,304
o e oz mm o B2 oo

Fett: signifikante Ergebnisse; Signifikanzniveau: pgoba < 0,05; pc < 0,01 (pc - p korrigiert fir
multiples Testen); Ko — Kontrolle
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0§

N Vi V3 V5
Genotyp © med min max n Pc med min max n Pc med min max n Pc
T T e e mm | h iR Re i | By bw BR 1 o
HENE BN RO N R
5% oo N[ BB in wn  w| BB 40 £2 E aen| i B H2 L ow
T SR S e | o] B p e | | M mEoaw
8§ o V[ G5 th BR o[ By in B P ow| ik j2 ¥2 7 as
e E[BE iR ER N | mR sl M2 1 | 5% 12 5 1 om
PR I I R
£ o0 Uip 1w 40 @ oew[n ww 2 el nm o w1
IrR i R R T
e Y[ BE iR ER W o[ BE fo B2 w5 U9 42 o
HER N B R N
[ N[ GE 08 ED 2 [ G e | fw wmo %t o
NES! & mEni e ma mwmar
%é AG  p| 1280 360 1880 18 1000 | ‘g9 290 2540 15 <0001 | 4955 250 2720 14 1000
£ 166 o 1580 a0 o207 M000| T8 Sh0 o0 6 MO0 1070 W10 doko e 1000

Fett: signifikante Ergebnisse (pc < 0,05) und Trend (pc < 0,1); dunkelgrau — “gutes” oder “schlechtes Ansprechen; V1 — Studienbeginn; V3 — 6 Monate;

V5 — 12 Monate; Gr — Gruppe; V — Verum; P — Placebo; pc — p korrigiert fur multiples Testen; med — Median; min — Minimalwert, max —Maximalwert
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Tabelle 5: PTH-Konzentrationen (pg/ml) der Verumgruppe

V1 V3
Genotyp |Median min max | Median min max Pglobal Pc MD | 95% ClI
> @ AA np np np np np np |3
ggl\AG 46,5 19,0 69,0 270 16,1 64,0({12| 0,003 0,002 |12,0|5,0-21,0
O%w GG| 290 115 79,0| 21,0 11,7 67,0| 7 | 0,422
m é AA | 350 22,0 48,0 22,8 152 31,0| 4 | 0,297
N~
N §°AC 46,0 11,5 550| 28,0 17,1 440| 9 | 0,008 0,240
5 » CC| 330 19,0 790| 190 11,7 67,0|13| 0,053
L8 AA np np np np np np |1
g L AC| 445 11,5 790 330 11,7 67,012 0,271
(2]
= CC| 415 19,0 550| 21,5 154 44,0|10|<0,001 <0,001 |14,5|8,0-24,0
~ GG| 470 29,0 60,0 240 154 64,0| 5 | 0,037 0,074
o <
g 2 GT| 455 20,0 790 295 17,0 67,0(12| 0,081
w
= TT| 260 115 49,0 19,0 17,1 37,0| 6 | 0,166
% GG| 380 11,5 54,0| 24,0 16,1 55,0| 6 | 0,113
e
gg AG| 29,0 19,0 79,0| 19,0 11,7 67,011 0,042 0,119
E AA| 545 46,0 60,0 34,0 24,0 64,0 4 | 0,119
L TT| 380 11,5 69,0 240 154 77,0| 8 | 0,082
X
g 5 TC| 355 19,0 79,0| 245 11,7 67,0{12| 0,030 0,088
E CcC np np np np np np |3
v Sr\; TT np np np np np np |2
[ee]
O TC| 445 20,0 55,0 250 154 44,0|12|<0,001 <0,001 |13,5|7,0-20,5
>SN
@ cC| 415 115 79,0 235 11,7 67,0(10]| 0,320
v g AA np np np np np np |3
g 3«; AG| 415 19,0 79,0| 285 11,7 67,014 | 0,028 0,183
» GG| 380 115 69,0| 240 154 550/ 8 | 0,082
< § CC| 485 11,5 60,0 21,5 154 64,0| 8 | 0,024 0,088
AN
&?é CG| 470 19,0 79,0 30,0 18,3 67,0 7 | 0,097
O
o GG np np np np np np |1
<+ 3 CC| 470 20,0 690| 37,0 11,7 550| 7 | 0,422
AN ©
& N CT| 420 19,0 79,0 245 16,1 67,0 8 | 0,131
© % T | 375 11,5 550| 23,0 154 29,0| 8 | 0,011 0,045 |13,6|5,0-23,0
< g AA| 46,0 19,0 79,0| 37,0 11,7 77,0| 9 | 0,530
N
&§ AG| 355 23,0 550| 2555 19,0 44,0| 8 | 0,004 0,005 |13,0(7,0-20,5
© @ GG| 440 11,5 60,0| 195 154 64,0| 6 | 0,026 1,000
< » GG| 410 290 690| 380 11,7 550/| 4 | 0,648
N ~
&% CG| 455 11,6 79,0| 250 17,1 79,0(10]| 0,105
© ‘2: CC| 380 20,0 540 22,0 154 30,0|9 | 0,004 0,021 (126|7,2-21,0

Fett: signifikante Ergebnisse (pc < 0,05); V1 — Studienbeginn; V3 — 6 Monate; pc — p korrigiert fur
multiples Testen; MD — mittlere Differenz, np — nicht auswertbar; Cl — Konfidenzintervall
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