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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Physiologische Bedeutung von Vitamin D fir den Menschen

Vitamin D bezeichnet eine Gruppe von Secosteroiden, dessen aktivem Metabolit Calcitriol
(1,25(0OH),D3) zahlreiche Funktionen im Organismus zukommen. Es wird vermutet, dass
bis zu 2.000 Gene durch 1,25(0OH),D; beeinflusst werden kénnen [Hossein-nezhad &
Holick 2013]. Bekannt ist Vitamin D insbesondere fir die zentrale Stellung in der
Homoostase von Calcium und Phosphat und dem damit verbundenen Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel. Im Zuge dieser Funktion wird neben der intestinalen Absorption
sowie der renalen Exkretion auch die ossare Mobilisierung von Calcium und Phosphat
gesteuert [DeLuca 2004, Fukumoto 2014]. Zur Sicherung konstanter Plasmaspiegel flhrt
eine unzureichende Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt zur Freisetzung von
Calcium und Phosphat aus den Knochen. Unter chronischem Vitamin D-Mangel
beobachtet man daher das vermehrte Auftreten von Erkrankungen, welche mit
demineralisierten Knochen einhergehen [Bischoff-Ferrari et al. 2006]. Durch intensive
Forschung in den vergangenen Jahren konnten Wirkungen fir Vitamin D beschrieben
werden, die weit Uber die klassischen Effekte im Knochenstoffwechsel hinausreichen.
Gezeigt wurde, dass ein Vitamin D-Mangel mit Krebserkrankungen [Feldman et al. 2014],
Diabetes mellitus Typ | [Nagpal et al. 2005], Veranderungen der Muskelmorphologie und
Muskelkraft [Visser et al. 2003, Bischoff-Ferrari et al. 2004, Sato et al. 2005, Max et al.
2014], kardiovaskularen Risikofaktoren [Grandi et al. 2010, Wang et al. 2012, Schmidt et
al. 2012, Schmidt et al. 2014] sowie neurologischen Erkrankungen [Garcion et al. 2002,
Balion et al. 2012] assoziiert ist. Ferner wird Vitamin D eine immunmodulierende und

antiproliferative Wirkung zugesprochen [Nagpal et al. 2005, Maruotti & Cantatore 2010].

Vitamin D wird, unter Einfluss ultravioletter Strahlung des Spektrums B (UVB,
290 - 315 nm), aus einem Provitamin gebildet. Als Provitamin kann entweder das tierische
7-Dehydrocholesterol (7-DHC) oder das aus Pilzen stammende Ergosterol fungieren. Es
handelt sich dabei um Sterolverbindungen, aus denen durch Offnung des B-Ringes
Vitamin D3 bzw. Vitamin D, entsteht. Vornehmlich in der Leber wird Vitamin D, unter
Bildung von 25-Hydroxy-Vitamin D3 (25(OH)D3), hydroxyliert. Gebunden an Vitamin D-
bindendes Protein wird 25(0OH)D; wieder in das Plasma sezerniert. Im Rahmen eines
weiteren Hydroxylierungsvorgangs entsteht in den Tubuluszellen der Nierenkdrperchen
aus 25(0OH)D; der aktive Vitamin D-Metabolit 1,25(OH),D;. Dieser Prozess unterliegt einer
strengen Homoostase und ist u. a. durch die Konzentration an 1,25(0OH),D; per se

reguliert. Die zahlreichen Wirkungen von Vitamin D werden tber den Vitamin D-Rezeptor
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(VDR) realisiert. Dabei handelt es sich um einen nuklearen Rezeptor, der seine Wirkung
als ligandenassoziierter Transkriptionsfaktor im Zellkern entfaltet (Abbildung 1-1). Diese
genomischen Wirkungen gelten als langsame Antworten auf eine Aktivierung des VDR.
Vermittelt Uber einen membranstandigen VDR (memVDR) kann die Bindung von
1,25(0OH),D; jedoch auch zur Initiierung von Signalkaskaden fihren und somit eine nicht-
genomische und schnelle Zellantwort generieren [Huhtakangas et al. 2004, Deeb et al.
2007] (Abbildung 1-1). Beispielsweise lauft der Transport von Calcium Uber die intestinale
Barriere unter Beteiligung eines solchen nicht-genomischen Prozesses ab [Vuolo et al.
2012].

1,25(0H),D,

Signal-
transduktion
Transkription/

Repression

Abbildung 1-1 Vereinfachte Darstellung der (a) genomischen und (b) nicht-genomischen
Wirkung von 1,25(0OH),D; in der Zielzelle. Anorganisches Phosphat (P),
Retinsaure-Rezeptor (RXR), Vitamin D-response element (VDRE). Modifiziert nach
Deeb et al. [2007] und Vuolo et al. [2012].

Die Bewertung des Vitamin D-Status erfolgt gemeinhin anhand der Bestimmung von
25(0OH)D;3; im Serum oder Plasma. Da die Synthese von 25(OH)D; keiner spezifischen
Regulation unterworfen ist, stellt dieser Metabolit ein Abbild der Summe aus endogen
gebildetem sowie Uber die Nahrung zugefihrtem Vitamin D dar. Des Weiteren weist
25(0OH)D; eine relativ lange Halbwertszeit auf und gibt somit Aufschluss Uber die

Versorgungsituation der vergangenen Wochen. Uneinigkeit besteht dartiber, ab welchem



Einleitung

Grenzwert eine adaquate Vitamin D-Versorgung besteht. Untersuchungen hierzu beruhen
haufig auf der inversen Beziehung zwischen der Konzentration an Parathormon und
25(0OH)D; im Plasma [Lips 2004]. Eine optimale Vitamin D-Versorgung ist demnach bis zu
der 25(0OH)Ds-Konzentration gesichert, die nicht mit einem Anstieg von Parathormon
einhergeht [Bischoff-Ferrari et al. 2006]. Mittels dieser Untersuchungen wurden
Grenzwerte von 50 - 78 nmol/l als optimaler Vitamin D-Status definiert [Chapuy et al.
1997, Thomas et al. 1998, Lips et al. 2001]. Bis heute konnte kein einheitlicher Grenzwert
festgelegt werden. Das Instiute of Medicine (IOM) erachtet Messwerte von 50 nmol/l als
wlnschenswert fur eine optimale Vitamin D-Versorgung [Ross et al. 2011]. Andere
Autoren sprechen ab einer Plasmakonzentration von 75 nmol/l von einem adéquaten
Vitamin D-Status [Holick et al. 2011].

Die Versorgung mit Vitamin D ist unzureichend. Die Daten zur Préavalenz fur Vitamin D-
Mangel schwanken jedoch in Anbetracht der Verwendung unterschiedlicher Grenzwerte.
Eine weltweite Auswertung von 168.000 Probandendaten ergab, dass die 25(OH)D;-
Konzentration im Plasma bei 88,1 % der Personen unter 75 nmol/l lagen, wahrend 37,3 %
der Personen Werte unter 50 nmol/l aufwiesen [Hilger et al. 2014]. Die hodchsten
Plasmagehalte wurden dabei in Nordamerika beobachtet [Hilger et al. 2014]. Auch eine
internationale Untersuchung postmenopausaler Frauen bestitigte eine bessere
Vitamin D-Versorgung in den USA und Kanada im Vergleich zu Europa [Lips et al. 2001].
Alters- und geschlechtsspezifische Unterschiede im Vitamin D-Status scheinen in Europa
nicht zu bestehen [Hilger et al. 2014]. Es ist davon auszugehen, dass im Mittel mehr als
50 % der Bevolkerung in der Bundesrepublik Deutschland 25(OH)Ds-Konzentrationen von

unter 50 nmol/l aufweisen [Hintzpeter et al. 2008, Ringe & Kipshoven 2012].

Bei ausreichender Bestrahlung mit UVB-Licht kénnte nahezu der gesamte Vitamin D-
Bedarf des Organismus mittels endogener Synthese gedeckt werden [Holick 2005].
Dieser Synthese liegt ein rein physikochemischer Prozess zugrunde: energiereiche UVB-
Photonen durchdringen die Epidermis und werden von membranstandigem 7-DHC
absorbiert. Resultierend wird aus 7-DHC das instabile Pravitamin D; gebildet, welches
temperaturabhangig zu Vitamin D3 isomerisiert. Vitamin D; wird im Folgenden an Vitamin
D-bindendes Protein gebunden und gelangt in den Blutkreislauf. Bei exzessiver UVB-
Exposition entstehen aus Pravitamin D; die biologisch inaktiven Photoisomere
Tachysterols, Lumisterol; sowie Suprasterole und Toxisterole [Holick et al 1981, Webb et
al. 1989, Chen et al. 2000]. Diese besitzen keine Affinitat zum Vitamin D-bindenden
Protein und werden im Zuge der kutanen Regeneration aus dem Korper entfernt. Eine

Vitamin D-Intoxikation durch UberméaRige Sonnenlicht- bzw. UVB-Exposition ist daher
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nicht moglich. Vielmehr ist der moderne Lebensstil jedoch mit verminderten endogenen
Vitamin D-Syntheseraten assoziiert, da durch Gebrauch von Sonnenschutzmitteln,
verstarktem Aufenthalt in geschlossenen Raumen sowie Kleidung der Kontakt von UV-
Strahlen mit der Haut verhindert wird [Matsuoka et al. 1987, Webb 2006]. Die Menge an
kutan gebildetem Vitamin D ist ferner abhangig von Jahreszeit, Breitengrad und
Witterung. Deutschland liegt nérdlich des Aquators auf dem 51. Breitengrad (51° N). In
dieser Region ist, bedingt durch den niedrigen Sonneneinfallswinkel, eine Vitamin D-
Synthese zwischen Oktober und Marz kaum mdglich [Webb et al. 1988, Engelsen et al.
2005]. Es wird angenommen, dass bei fehlender Sonnenbestrahlung eine tagliche
Aufnahme von 20 - 25 ug Vitamin D pro Tag nétig ist, um einen drastischen Abfall der
25(0OH)D3-Serumspiegel zu vermeiden [Holick & Chen 2008]. Infolge der schlechten
Versorgungslage haben zahlreiche Institutionen und Fachgesellschaften ihre
Zufuhrempfehlungen fur Vitamin D angepasst. Die Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung
(DGE) erhohte 2012 die empfohlene Zufuhrmenge fir Kinder und Erwachsene auf
20 pg/d [DGE 2013]. Es gestaltet sich problematisch, diesen Bedarf mittels nattrlicher
Nahrungsquellen zu decken, da der Vitamin D-Gehalt in vielen Lebensmitteln relativ
gering ist. Als gute Quelle gelten insbesondere Fettfische sowie Speisepilze [Teichmann
et al. 2007, Schmid & Walther 2013]. Weitere tierische Produkte tragen nur bedingt zur
alimentaren Vitamin D-Zufuhr bei (Tabelle 1-1). In der Bundesrepublik Deutschland liegt
die mediane Vitamin D-Aufnahme fur Frauen bei 2,2 pg/d und fur Manner bei 2,9 pg/d
[Max Rubner-Institut 2008]. Hauptquelle bilden dabei Fisch und Fischprodukte [Max
Rubner-Institut 2008, Jungert et al. 2012].

Tabelle 1-1 Gehalt an Vitamin D3 und 25(OH)D3 in ausgewabhlten tierischen Lebensmitteln.

Lebensmittel Vitamin D3 [ug/100 g] 25(OH)Ds [g/100 g] Literatur

Barsch 5,90 kA Mattila et al. [1999]
Regenbogenforelle 7,50 kA Mattila et al. [1999]
Huhnerfleisch 0,28 0,20 Mattila et al. [1995]
Schweinelende 0,15 0,09 Clausen et al. [2003]
Eigelb 3,20 0,86 Mattila et al. [1999]
Butter 0,20 0,10 Jakobsen & Saxholt [2009]
Edamer 0,06 <0,05 Mattila et al. [1995]
Schlagsahne 0,07 0,07 Mattila et al. [1995]

Keine Angabe (kA).



Einleitung

Die Absorption von Vitamin D aus dem Gastrointestinaltrakt wird unter Beteiligung von
passiven Diffusionsprozessen und den Cholesteroltransportern Niemann-Pick C1 Like 1
(NPC1L1), Cluster of Differenciation 36 (CD36) und Scavenger Receptor Class B
Member 1 (SR-BI) realisiert [Reboul et al. 2011]. Oral verabreichtes Vitamin D weist eine
gute Bioverfugbarkeit auf [Whyte et al. 1979, Cipriani et al. 2013]. Durch Interaktionen mit
anderen Nahrungsbestandteilen kann die Bioverfigbarkeit jedoch beeinflusst werden
[Diarrassouba et al. 2015a, Diarrassouba et al. 2015b]. Tierische Nahrungsmittel
enthalten verhaltnismaRig hohe Mengen an 7-DHC [Ostermeyer & Schmidt 2006,
Seeburg 2014]. In Huhnereiern Ubersteigt 7-DHC den Vitamin Ds-Gehalt etwa um das
10-fache [Seeburg 2014]. Derzeit ist jedoch nicht bekannt, ob und inwiefern eine orale
Zufuhr von 7-DHC die Bioverfugbarkeit von Vitamin D beeinflusst. Es existieren Hinweise,
dass 7-DHC nach Cytochrom-P450-abhéngiger Transformation den Leber X-Rezeptor
(LXR) aktiviert [Endo-Umeda et al. 2014]. LXR wiederum fungiert als Kernrezeptor und
reguliert die Expression einer Vielzahl von Genen, darunter NPC1L1 und SR-BI [Hu et al.
2010a]. Im Gastrointestinaltrakt wird die Expression von NPC1L1 nach Aktivierung von
LXR vermindert [Duval et al. 2006, Alvaro et al. 2010]. Obwohl NPC1L1 an der Absorption
von Vitamin D beteiligt ist [Reboul et al. 2011], ist derzeit nicht bekannt, ob sich 7-DHC
und Vitamin D in der Bioverfuigbarkeit wechselseitig beeinflussen.

1.2 Vitamin D-Anreicherung von Lebensmitteln

Nur wenige Lebensmittel enthalten ausreichend hohe Mengen an Vitamin D, um den
taglichen Bedarf von 20 pg [DGE 2013] zu decken. Eine Steigerung der alimentaren
Vitamin D-Zufuhr kann im Wesentlichen durch drei Strategien erfolgen: die verstarkte
Auswahl Vitamin D-reicher Nahrungsmittel, die Einnahme von Supplementen oder die
gezielte Anreicherung von Lebensmitteln mit Vitamin D [Cashman 2012]. Der Vorteil einer
gezielten Steigerung des Vitamin D-Gehaltes in Lebensmitteln besteht darin, dass hierbei
breite Bevdlkerungsgruppen erreicht werden und zugleich eine ausgewogene
Ernahrungsweise ermdglicht wird. Im internationalen Vergleich bestehen jedoch grol3e
Unterschiede in der politischen Reglementierung zur Vitamin D-Anreicherung von
Lebensmitteln [Calvo et al. 2005]. In den USA und Kanada ist der Zusatz von Vitamin D,
zu bestimmten Grundnahrungsmitteln gesetzlich vorgeschrieben und ferner optional fur
ein breites Spektrum an Produkten wie z.B. Frihstickscerealien, Fruchtséften sowie
Milch- und Milcherzeugnissen [Calvo et al. 2004, Moore et al. 2004, Calvo & Whiting
2013]. Einige Lander, darunter Grol3britannien und Irland, verlangen keine verpflichtende

Vitamin D-Anreicherung, erlauben jedoch den Zusatz von Vitamin D zu bestimmten
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Grundnahrungsmitteln [Kiely & Black 2012, Carroll et al. 2014]. Hingegen wird bei der
Vitamin D-Anreicherung in Deutschland sehr restriktiv verfahren. Die Verordnung uUber
vitaminisierte Lebensmittel (LMvitV, Stand 2011) gestattet den Zusatz von Vitamin D
lediglich fur Margarine- und Mischfetterzeugnisse. Infolge der praktizierten Vitamin D-
Anreicherung wird somit in den USA und Kanada eine deutlich bessere Vitamin D-
Versorgung der Bevdlkerung ermdglicht [Calvo et al. 2005, Hilger et al. 2014]. Im
Allgemeinen ist die Anreicherung von Lebensmitteln ein geeignetes Verfahren um eine
Verbesserung des Vitamin D-Status in der Bevélkerung zu erreichen [O’Donnell et al.
2008]. Brown et al. [2013] entwickelten ein Modell zur Vitamin D-Anreicherung in
Deutschland unter Berlcksichtigung spezifischer Erndhrungsgewohnheiten und
natirlicher Vitamin D-Quellen. Demnach wirde ein Vitamin D-Zusatz von 9,20 ug/100 g
Brot bzw. 7,50 ug/100 g Milch eine Erhdhung der 25(OH)D;-Serumkonzentration auf
75 nmol/l bewirken [Brown et al. 2013]. Die Anreicherung eines einzelnen Lebensmittels
wirde jedoch das Risiko einer Hypervitaminose stark erhdhen, sodass eine geringer
dosierte Anreicherung verschiedener Grundnahrungsmittel sinnvoll erscheint [Kiely &
Black 2012, Brown et al. 2013].

Die Entwicklung sicherer und effektiver Anreicherungsstrategien ist Gegenstand der
aktuellen Forschung. Doch bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts war man bemiiht, den
Vitamin D-Gehalt in Lebensmitteln zu erhdhen [Holick 2006]. Hess & Weinstock [1924]
bestrahlten Ol mit UV-Licht und beobachteten, dass dieses ein antirachitisches Potential
aufweist. Auch heutzutage wird UVB-Licht eingesetzt, um Vitamin D in Lebensmitteln
anzureichern. So lasst sich der Vitamin D-Gehalt von Backwaren durch Verwendung von
UVB-bestrahlter Backerhefe steigern [European Food Safety Authority 2014]. Eine weitere
Moglichkeit zur Erhéhung des Vitamin D-Gehaltes in Lebensmitteln bieten Verfahren,
welche auf Bio-Addition basieren. Bio-Addition beschreibt dabei die gezielte Anreicherung
pflanzlicher und tierischer Lebensmittel wahrend der Primarproduktion [Calvo & Whiting
2013]. Folglich findet die Anreicherung von Vitamin D bereits vor der industriellen
Verarbeitung statt. So lasst sich die Vitamin D-Konzentration von Kuhmilch durch
Erhdhung des Vitamin D-Anteils im Tierfutter steigern [Hollis et al. 1981, Reeve et al.
1982]. Auch die UVB-Bestrahlung von Pilzen fihrt zu einer Erhéhung des Vitamin D-
Gehaltes und repréasentiert ein effektives Bio-Addition Verfahren [Ko et al. 2008, Kalaras
et al. 2012]. Problematisch ist dabei, dass selbst durch UVB-Expositionen von nur einer
Sekunde Vitamin D-Gehalte von 12,6 pg/g Trockenmasse (TM) erzielt werden [Kalaras et
al. 2012]. Insofern ware der Verzehr einer Pilz-Mahlzeit bereits mit der Uberschreitung
empfohlener Zufuhrmengen assoziiert und nicht mit den Grundziigen einer sicheren

Anreicherung vereinbar. Ein geeignetes Lebensmittel fir Bio-Addition basierte Vitamin D-
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Anreicherung ist das Huhnerei. Durch Zusatz von Vitamin D zum Legehennenfutter kann
eine effektive Erh6hung der Gehalte im Ei erzielt werden [Mattila et al. 1995, Mattila et al.
1999, Mattila et al. 2003, Yao et al. 2013, Browning & Cowieson 2014]. Zum Schutz der
Hennen vor Hypervitaminosen ist der Vitamin D-Zusatz zum Futter jedoch auf 80 pg/kg
limitiert. FUr eine effektive Erhéhung des Vitamin D-Gehaltes im Ei waren weitaus hohere
Mengen erforderlich. Nach vierwotchiger Gabe eines Futters, welches mit 260 ug
Vitamin D pro kg versetzt war, konnte der Gehalt an Vitamin D3 im Eigelb von 0,03 ug/g
auf 0,23 ug/g gesteigert werden [Mattila et al. 1999]. Obwohl dieses Verfahren der Bio-
Addition unter Berlicksichtigung der Rechtslage nicht praktikabel ist, bietet das Hihnerei
als Ziellebensmittel dennoch entscheidende Vorteile. So ist der Gehalt an 25(0OH)D; im Ei
weitaus grofRer als in anderen tierischen Lebensmitteln [Browning & Cowieson 2014, Liu
et al. 2014]. Dies ist von besonderem Interesse, da 25(OH)D; eine hohere biologische
Aktivitdt als Vitamin D; selbst hat [Ovesen et al. 2003, Cashman 2012]. Fir eine gute
Versorgung ist jedoch nicht nur die Menge an Vitamin D-Metaboliten im Ziellebensmittel,
sondern auch die Bioverfugbarkeit entscheidend. Die Absorption von Vitamin D ist
abhangig von der Zusammensetzung und Beschaffenheit weiterer Nahrungskomponenten
[Grossmann & Tangpricha 2010, Diarrassouba et al. 2015]. Da mit dem Verzehr eines
Eies auch Lipide aufgenommen werden, ist eine sehr gute Bioverfligbarkeit fir das
lipophile Vitamin D zu erwarten. Um einen Beitrag zur besseren Versorgung leisten zu
kénnen, muss eine ausreichende Stabilitéat der Vitamere gewahrleistet werden. Generell
haben haushaltsiibliche Zubereitungsverfahren wie Kochen und Braten einen geringen
Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt der Lebensmittel [Mattila et al. 1999, Clausen et al.
2003, Jakobsen & Knuthsen 2014]. Licht und Sauerstoff fordern jedoch dessen Abbau,
sodass der Vitamin D-Gehalt im Produkt vermindert wird [Renken & Warthesen 1993,
Murphy et al. 2001]. Fir das Vitamin D-haltige Eigelb ist durch Eiklar und Eischale ein
natiirlicher Schutz vor diesen physikalischen Umwelteinflissen gewahrleistet. Der Pro-
Kopf-Verbrauch von Huhnereiern liegt im bundesweiten Durchschnitt bei 217 Stiick
jahrlich [Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft 2013]. Diese Zahlen
belegen, dass das Ei ein haufig verzehrtes Nahrungsmittel darstellt. Durch Erhéhung der
Vitamin D-Gehalte konnten folglich breite Bevolkerungsgruppen kontinuierlich versorgt
werden. Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht ein neues und innovatives Verfahren zur
Anreicherung von Vitamin D im Huhnerei, welches auf der UVB-induzierten endogenen
Vitamin D-Synthese basiert. Es sollte getestet werden, ob und inwieweit der Vitamin D-

Gehalt im Ei durch UVB-Exposition der Legehennen gesteigert werden kann.
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1.3 Physiologische Bedeutung von Vitamin D fir die Legehenne

Im Rahmen der konventionellen Eiproduktion werden aufwendig geziichtete Legehybriden
eingesetzt, die sich durch eine besonders gute Legetatigkeit auszeichnen. Wéhrend einer
Legeperiode von 12 Monaten werden so bis zu 300 Eier produziert. Zur Ausbildung der
Kalkschale mussen grofze Mengen Calcium bereit gestellt werden, da diese im Mittel 2 g
des Minerals enthalt [KirchgelBner 2004]. Dem Vitamin D kommt deshalb fir die
Regulation der Calciumhomoostase eine besondere Bedeutung zu. Eine Reduktion der
Calciumkonzentration im Plasma wird durch calciumsensitive Rezeptoren erfasst [Hurwitz
1996, Ramasamy 2006] und fuhrt zur gesteigerten Calciumverwertung aus der Nahrung.
1,25(0OH),D; stimuliert dabei im Enterozyten den transzellularen Transport unter
Beteiligung luminaler und basolateraler Calciumkanale sowie dem Calbindin D,g [Yang et
al. 2011, Sugiyama et al. 2007]. Ferner kann eine rasche Mobilisierung von
Calciumreserven aus medullaren Knochen die Bereitstellung von extrazellularem Calcium
fur die Eischalenbildung gewéhrleisten. Eine erhdhte Verfigbarkeit von Calcium ist mit
einer gesteigerten Mineralisierung der medullaren Knochen assoziiert [Cufadar et al.
2011]. Fleming [2008] beobachtete eine erhdhte Festigkeit des Tibiotarsus infolge einer
UV-Exposition von Broilern, denen ein Vitamin D-armes Futter verabreicht wurde. Es wird
ersichtlich, dass Vitamin D einen entscheidenden Einfluss auf die Integritat der Knochen
und folglich auf die Gesundheit der Tiere hat. Auch die Qualitat der Eischale variiert in
Abhangigkeit vom Vitamin D-Status [Bar et al. 1999]. Eine intakte und stabile Eischale ist
fur die Vermarktung der Huhnereier sowie die Lebensmittelsicherheit von besonderer

Bedeutung.

Im Vergleich zu den S&ugetieren ergeben sich im Vitamin D-Metabolismus der
Legehennen einige Besonderheiten. Die Regulation der renalen 25(OH)Ds-1a-
Hydroxylase (CYP27B1) unterliegt bei den Vogeln einer zusatzlichen Kontrolle durch die
Geschlechtshormone Testosteron und Estradiol [Tanaka et al. 1976, Tanaka et al. 1978].
Die 1,25(0OH),Ds;-Konzentration im Plasma der Hennen wird somit beim einsetzen der
Legereife erhtht [Bar & Norman 1981]. Daher wird der 1,25(OH),Ds-Konzentration zur
Bewertung des Vitamin D-Status eine grof3ere Bedeutung als beim Sauger zugemessen.
Ein weiterer Unterschied besteht im Transport der Vitamin D-Metaboliten. Huahner
scheinen zwei Isoformen des Vitamin D-bindenden Proteins zu exprimieren, wobei jeweils
eine Isoform Vitamin Dz bzw. 25(0OH)D; transportiert [Edelstein et al. 1973]. In das Eigelb
wird Uberwiegend das Vitamin Dz-bindende Protein transferiert [Fraser & Emtage 1976].
Obwohl grof3e Teile der Haut beim Geflugel mit Federn bedeckt sind, sind auch Huhner

imstande Vitamin D endogen zu bilden. MalRgeblich scheinen hieran die Haut der
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unbefiederten Stander beteiligt zu sein [Tian et al. 1994]. Diese unterscheidet sich jedoch
von der humanen Haut. Die Standerhaut ist beim Huhn fest mit dem darunter liegenden
Knochen verwachsen und besteht Uberwiegend aus Korneozyten. Tian et al. [1993]
fuhrten eine UV-Exposition humaner Haut und avidrer Standerhaut durch. Die relative
Vitamin Ds-Ausbeute unterschied sich dabei nicht zwischen beiden Spezies. Folglich
scheinen die strukturellen Unterschiede zur humanen Haut keine Auswirkung auf die

endogene Vitamin D-Synthese beim Huhn zu haben.

Die Calcium-Homoostase wird insbesondere durch den Vitamin D-Status der Legehenne
bestimmt. Die Gesellschaft fir Erndhrungsphysiologie [1999] empfiehlt eine alimentére
Vitamin Ds-Zufuhr von 11,3 ug/kg Alleinfuttermittel. Die Empfehlungen anderer Experten
reichen bis zu einem Vitamin Ds-Gehalt von 87,5 pg/kg [Jeroch et al. 2011]. In der
Europdischen Union ist der Zusatz von Vitamin D in Form von Vitamin D; oder 25(0OH)D;
zum Legehennenfutter jedoch auf 80 pg/kg limitiert (Verordnung (EG) Nr. 1443/2006).
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2 Zielstellung

Bio-Addition beschreibt eine innovative Methode zur Erhéhung des Nahrstoffgehalts in
Lebensmitteln wahrend der Primarproduktion. Gegenstand dieser Arbeit war es, ein auf
UVB-Exposition basierendes Verfahren zur Steigerung des Vitamin D-Gehaltes im
Huhnerei zu entwickeln sowie weitere Nutzen- und Risikoparameter fir Tiere und
Konsumenten abzuschatzen. Da Huhnereier hohe Mengen an 7-DHC enthalten, sollte
auch der Einfluss einer 7-DHC-reichen Nahrung auf die Bioverfligbarkeit von Vitamin D
untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Fragestellungen

adressiert:

) Inwieweit lasst sich der Vitamin D-Gehalt im HUhnerei durch eine UVB-
Exposition von Legehennen erhéhen? Der Vitamin D-Gehalt der Eier sollte
soweit gesteigert werden, dass diese malgeblich zur besseren Versorgung
beitragen kénnen, ohne jedoch den gesamten Tagesbedarf an Vitamin D zu decken.
Die Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Beziehung stellt dabei ein wichtiges Instrument
dar. Zudem sollte getestet werden, ob sich durch die UVB-Exposition der 7-DHC-
Gehalt der Haut vermindert und somit die Effizienz der Vitamin D-Synthese
nachlasst.

) Hat eine Exposition mit UVB-Licht Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt im
Muskelfleisch? Da eine Erhéhung der Vitamin D-Synthese méglicherweise zur
Anreicherung von Vitamin D in Geweben fihrt, kénnte dieses Bio-Addition-
Verfahren auch im Rahmen der Fleischerzeugung Anwendung finden.

ll)  Welchen Einfluss hat das Haltungssystem der Legehennen auf den Vitamin D-
Gehalt im Huhnerei? Legehennen in Freilandhaltung sind natirlichem UVB-Licht
ausgesetzt. Es sollte gepriuft werden, ob Eier aus Freilandhaltung einen héheren
Vitamin D-Gehalt aufweisen als Eier aus Bodenhaltung.

IV) Ist eine UVB-Exposition von Legehennen mit einer Verbesserung der
Eischalenqualitat assoziiert? Eine stabile Eischale ist fiir die Vermarktung von
Eiern von entscheidender Bedeutung. Die Qualitdt der Eischale wird dabei
mafgeblich durch die Verwertung von alimentér zugefuhrtem Calcium bestimmt.
Eine Verbesserung der Calciumabsorption infolge UVB-induzierter Vitamin D-
Synthese wirde mit einer gesteigerten Eischalenmineralisierung einhergehen.

V) Ergeben sich durch die UVB-Exposition gesundheitliche Folgen fir die
Legehenne? Im Hinblick auf diese Fragestellung sollte geklart werden, ob eine
UVB-Exposition mit einer Verbesserung des Vitamin D-Status der Tiere einhergeht.

Ferner wurde der Einfluss auf die Stabilitdt eines medullaren Knochens untersucht.
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Um eine UVB-induzierte Schadigung der DNA auszuschlie3en, sollte der
Folsaurestatus der Tiere Uberprift werden.

VI) Sinkt der Cholesterolgehalt im Huhnerei infolge einer UVB-Exposition der
Hennen? Sowohl Vitamin D als auch Cholesterol entstehen aus 7-DHC. Folglich
konnte eine UVB-induzierte Vitamin D-Synthese mit einem verminderten Transport
von Cholesterol in das Huhnerei assoziiert sein.

VIlI) Beeinflusst eine alimentare Zufuhr von 7-DHC die Bioverfugbarkeit von
Vitamin D? Diese Fragestellung ist von besonderem Interesse, da Huhnereier
einen hohen Gehalt an 7-DHC aufweisen. Bislang fehlen jedoch Untersuchungen zu

mdglichen Interaktionen zwischen 7-DHC und Vitamin D.

Die vorliegende Arbeit basiert auf vier tierexperimentellen Studien, die sich mit den obigen
Fragestellungen auseinandersetzen (Tabelle 2-1). Die Studien 1, 2 und 3 wurden in
Fachzeitschriften mit Peer-Review Verfahren publiziert und sind in dieser Form
Bestandteil der vorliegenden Arbeit. Die Daten der Studie 4 wurden auf einem

Fachkongress prasentiert.

Tabelle 2-1 Ubersicht tiber die tierexperimentellen Studien und Untersuchungsparameter der

vorliegenden Arbeit.

Studie Fragestellung  Bestimmte Parameter
Studie 1 1) Haut: 7-DHC
Eigelb: Vitamin D3, 25(0OH)D5
1)) Oberschenkelmuskel: Vitamin D3, 25(0OH)D3
V) Eischale: Bruchfestigkeit, Dicke
V) Plasma: 25(0OH)Ds, 1,25(0OH),D3, Calcium, P, Folsaure

Leber: Folsaure

Knochen: Bruchfestigekit

Studie 2 1) Haut: Vitamin D3, 25(OH)D3, 7-DHC, Tachysterol;, Lumisterol;
Eigelb: Vitamin D3, 25(0OH)D5
V) Eischale: Bruchfestigkeit, Dicke
V) Plasma: 25(0OH)Ds, 1,25(0H),D3
VI) Eigelb: Cholesterol
Studie 3 1)) Eigelb: Vitamin D3, 25(0OH)Ds
V) Eischale: Bruchfestigkeit, Dicke
Studie 4 VII) Plasma: 25(0OH)D3, 7-DHC

Leber: Vitamin D3, 25(OH)D3, 7-DHC, relative mRNA-Expression
Fettgewebe: Vitamin D3, 25(OH)D3, 7-DHC
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Introduction such as salmon and mackerel, and fish liver oils [11], most natural
foods contain very low amounts of vitamin D3 and are not capable
of improving vitamin Dj status or fulfilling the recommendations
for diet intake of vitamin Djs. Based on a report of the U.S.
Institute of Medicine, vitamin Dj is recommended in daily
amounts of 15 ng for people younger than 71 years in the USA
and Canada [12]. Recommendations for vitamin Dj intake in
different European countries range between 5 and 20 pg daily for
adult men and women [13]. In most of the European countries,
the recommended amounts of vitamin Dj; were not met by the
intake of natural foods [14]. Therefore, food-based strategies need
to be developed to improve vitamin Dy status. In the United States
and in Canada, a series of industrial produced foods were fortified
with vitamin D [15]. In Europe, vitamin D fortification of food is
highly regulated and critically discussed. A novel approach to
enrich foods with specific nutrients is the “bio-addition”; thereby,
foods are fortified through the addition of nutrients to animal feed
during livestock farming production, or manipulation of post-
harvest food processes. Eggs are widely and regularly consumed,
and offer an interesting target for vitamin Ds fortification.
However, with respect to vitamin D, it is not allowed to fortify
animal feed with vitamin D beyond a defined maximum. We
therefore came up with the idea that UVB exposure of farm
animals such as laying hens might become a promising option to
further improve the vitamin D content of foods from animal

Vitamin Dj deficiency is a global health problem that has
considerable impact on health [1,2,3]. It is suggested that up to
50% of young adults suffer from vitamin D insufficiency
worldwide [4]. Vitamin D3 promotes calcium and phosphate
absorption in the intestine, decreases the clearance of these
minerals from the kidney and is needed for bone mineralization
and bone growth [35,6]. In the last years, more attention has been
paid to vitamin D3 due to its multiple health benefits. More than
220 genes are identified that significantly changed in expression in
response to vitamin D3 [3], particularly those that are involved in
cell proliferation, cell differentiation, and immune function [5,7,8],
and vitamin D deficiency is associated with several diseases such as
cancer and autoimmune disorders [3,7,9]. Thus, the maintenance
of an adequate vitamin Dj status seems to provide a great
preventive health potential. The main source (80-90%) of vitamin
Dj is the endogenous synthesis of vitamin Djs in the skin by
exposure to natural sunlight, whereas nutrition contributes to only
10-20% of the vitamin D3 supply [6,10]. Failing outdoor activities,
seasonal variations, air pollution, pigmented skin, and the use of
sunscreens affect the efficacy of UVB radiation for cutaneous
vitamin Ds synthesis. Therefore, an increasing number of people
depend on dietary sources of vitamin D3 to prevent vitamin Ds
deficiency or inadequacy. With the exception of fatty fish species,
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origin. In an initial experiment we could show that chickens whose
upper part of their body was exposed to UVB did not produce
vitamin D-enriched eggs [16]. Current analysis from our research
group showed that most of the 7-dehydrocholesterol (7-DHC), the
pre-cursor and limiting factor for vitamin D3 synthesis, was located
in the unfeathered skin of the chicken legs. Based on this finding,
we hypothesized that an UVB exposure which ensured irradiation
of the whole chicken body, including legs, should increase the
vitamin D content of eggs and meat. In order to assess the
effectiveness of a whole body irradiation of chickens in producing
vitamin D-enriched eggs and meat, we analyzed the vitamin D
content of eggs and meat in response to UVB treatment of
chickens that were fed either a vitamin Ds-deficient diet or a diet
that contained the maximum permissible amount of dietary
vitamin D. Besides vitamin D3 metabolites in plasma, eggs, and
meat, the laying performance, and also egg shell quality and bone
stability were analyzed. We further investigated the folate status of
the animals to rule out pronounced side effects of the UVB
treatment, since solar radiation is supposed to affect the folic acid
levels [17,18,19].

Materials and Methods

Comparative Analysis of 7-DHC Concentrations in
Different Skin Areas of Chickens

To obtain information about the amounts and distribution of
cutancous 7-DHC in chickens, we analyzed the 7-DHC concen-
trations in skin of comb, wattles, unfeathered and feathered legs,
and wing of 8 vitamin Ds-adequately supplied Lohmann layers
with an age of 21 weeks. Prior to skin sample preparation feathers
were plucked and the skin was dissected free from underlying
muscle and fat. Skin samples (approximately 2 x 2 cm) were then
snap frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until 7-DHC
analysis. Sample treatment and analysis of the 7-DHC concen-
tration in skin is described below.

Animals and Treatment

The experiment was conducted with 36 Lohmann layers with
an initial age of 27 weeks and an average body weight of 1777 g
(£141 g). Before starting the experiment, hens were fed a standard
diet containing 2,500 IU vitamin Ds/kg for 2 weeks. Then, the
hens were randomly assigned into four groups of 9 hens each. The
hens were individually housed in an environmentally controlled
room at 16°C and light (30 Ix) from 6:00 a.m. to 8:00 p.m. All
hens were fed a diet that consisted of (g/kg diet) wheat (470),
extracted soy bean meal (220), corn (100), barley (68.2), calcium
carbonate (85), soybean oil (30), dicalcium phosphate (13), vitamin
and mineral mix (10), sodium chloride (2) and DL methionine
(1.8). Except vitamin Ds, vitamins and minerals were added
according to the recommendations of the GfE [20]. From the 36
layers, 18 hens received a diet without any vitamin Ds (0 IU
vitamin D3/kg; vitamin Ds-deficient diet, -Ds3), the other 18 hens
were fed a diet supplemented with 3,000 IU vitamin Djg
(Molekula, Gillingham, U.K.) per kg diet (vitamin Dj-adequate
diet, +Dj). The diets were calculated on the basis of GIE
recommendations for laying hens and contained 11.6 MJ/kg [20].
All diets were fed over a period of 4 weeks. Feed and water from
nipple drinkers were available ad libitum during the whole
experiment. The experimental procedure was performed accord-
ing to the established guidelines for care and handling of
laboratory animals and was approved by the council of Saxony-
Anhalt, Germany (No. 42502-3-656 MLU). The hens were
weighted once a week. Food intake, laying performance, egg
weight and shell quality were monitored weekly.
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UVB Treatment

Two groups of hens (-Ds/+UVB and +D3/+UVB) were
exposed to UVB for 3 h daily (from 8:00 to 8:30, from 11:00 to
12:00, from 14:00 to 15:00 and from 16:30 to 17:00). The 10 cm
long, 23 W UVB lamps (Hobby UV Kompakt Desert 8% UVB,
Dohse Aquaristik KG, Gelsdorf, Germany) with equipped heat
protection (Dohse Aquaristik KG) were placed near the cage doors
to ensure optimal UVB exposure of the hens’ legs. The lamps
emitted UVB in ranges of 280 to 310 nm. The UVB radiation
dosage at a distance of 20 cm was 76 WW/cm? (according to the
manufacturer’s specification). This UVB irradiation intensity
corresponds to that of natural sunlight during summer in the
Middle Europe (50° latitude) [21]. An UVB opaque board was
placed between the UVB-treated and the non-exposed groups to
block incidental irradiation. The UVB lamps had no influence on
the temperature inside the cages.

Sample Collection

Blood samples for analysis of vitamin D metabolites, minerals,
and folate from each hen were taken at the beginning and at the
end of the experiment. The blood was collected in heparinized
tubes (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) and centrifuged at 1,100 g
for 10 min at 4°C. Plasma samples were stored at —80°C pending
analysis. To determine egg weight and shell quality, eggs from
cach hen were collected at the beginning and after week 1, week 2,
week 3, and week 4 of the experiment. Egg yolk for analysis of
vitamin D3 and 25(OH)D3 was collected from eggs of each hen at
the beginning and at the end of the experiment. At the end of the
experimental period, the hens were killed by decapitation.
Fibularis longus muscle of each hen was removed for quantifica-
tion of vitamin D3 and 25(OH)Ds, tibiotarsus was excised to
measure bone stability, and liver was removed for analysis of
folate. All samples were stored at —80°C pending further analysis.

Analysis of 25(0OH)Ds and 1,25-dihydroxyvitamin Ds
(1,25(0OH),D3) in Plasma

The plasma concentration of 25(OH)Ds; was determined by
coupled liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS)
according to Higashi et al. [22]. In brief, plasma samples were
mixed with deuterated 25(OH)D3, which was solved in acetoni-
trile, (Chemaphor Incorporation, Ottawa, Canada) as an internal
standard and extracted with n-hexane. To the dried residue, 4-
phenyl-1,2 4-triazolin-3,5-dione (solved in acetonitrile) was added
for derivatization. Subsequently to the addition of ethanol and
salvation in the mobile phase, the samples were analyzed by
HPLC (Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Ger-
many) equipped with Hypersil ODS-column 100 x 2 mm?, 5 wm
(Agilent Technologies), coupled to a MS system (API 2000,
Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). The detection limit for
25(OH)D3 was 3.7 nmol/l. Between run precision data were
calculated from 2 control sera. The coeflicient of variation for
25(OH)D3 was 3.0%.

The plasma concentration of 1,25(OH),Ds was determined
using a commercially available ELISA kit (IDS, Boldon, U.K.)
according to the manufacturer’s protocol.

Analysis of Calcium and Inorganic Phosphate in Plasma

Calcium in plasma samples was quantified by a colorimetric
assay. The test system was based on the formation of a calcium-o-
kresolphtalein complex (Analyticon Biotechnologies AG, Lichten-
fels, Germany). Prior to analysis, plasma was diluted 1:4 with 0.9%
NaCl to avoid interferences with triglycerides in plasma.
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The plasma concentration of inorganic phosphate was mea-
sured spectrophotometrically according to the manufacturer’s
protocol (Analyticon Biotechnologies AG). The test system was
based on the measurement of ammonium molybdate which forms
a complex with inorganic phosphate.

Analysis of 7-DHC in Skin, and Vitamin D3, 25(0OH)Ds in
Egg Yolk and Meat

Vitamin Ds, 25(OH)Ds, and 7-DHC were determined by LC-
MS/MS. In brief, samples were homogenized, deuterated internal
standard (Ds-ds, 25(OH)Ds-ds, and ergosterol, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) was added and hydro-
lyzed under alkaline conditions and oxygen exclusion. Samples
were extracted with n-hexane and hexane phase was washed with
ultrapure water. The vitamin D metabolites were fractionated
using HPLC (Agilent 1100 HPLC, Agilent Technologies) accord-
ing to Mattila etal. [23]. Further analytical steps were in
accordance to those described for 25(OH)Dj3 in plasma. The
detection limit was 0.17 ug/100 g for vitamin Ds, and 0.1 pg/
100 g for 25(OH)Ds. The coeflicient of variation for vitamin Ds
was 3.9%, and 4.6% for 25(OH)Ds;.

Analysis of Egg Shell Thickness and Stability

Thickness of cach egg shell was measured by use of a
micrometer screw capable of 0.01 mm accuracy. Thickness of
three fragments from the equatorial region of each egg shell was
averaged. Prior to analysis, shell membranes were removed. The
stability of egg shells were determined by an electronically
controlled breaking strength tester (Messtechnik Gutsch, Nauen-
dorf, Germany). Values were expressed in Newton (N).

Analysis of Tibiotarsus Stability

Three-point bending tests were performed to determine the
fracture loads. The specimens were tested using a Zwick Z050
electro-mechanical testing machine (Zwick GmbH & Co KG,
Ulm, Germany). The loading rate was set to 80 mm/min, the span
(distance between the supports) to 80 mm and the radius of the
cylindrical supports and the cylindrical loading blocks to 5 mm.
The specimens were carried out at 23%2°C and a relative
humidity of 50%.

Analysis of Folate in Plasma and Liver

Folate in plasma and liver samples was quantified using a
microbiological test kit containing Lactobacillus rhamnosus coated
microtiter plates according to the manufacturer’s protocol (R-
Biopharm AG, Darmstadt, Germany). Prior to analysis, liver
samples were homogenized and enzymatically hydrolyzed using
pancreatin (R-Biopharm AG, Darmstadt Germany).

Statistical Analysis

Values are expressed as mean = SD. Statistical analyses were
performed using SPSS 20 (IBM, Armonk, NY, USA). Two-way
ANOVA was used to compare the effects of UVB irradiation (-
UVB vs. +UVB), dietary vitamin Dj (vitamin Ds-deficient diet vs.
vitamin Ds-adequate diet), and their interaction. When two-way
ANOVA revealed a significant interaction between UVB and
vitamin Ds, a post-hoc comparison was performed. In case of
variance homogeneity, means of the four groups were compared
by Tukey’s test, or in case of variance heterogeneity by Games-
Howell test. Significances of differences between basal and final
means were tested by the paired #test. Means were considered
significantly different at p<<0.05. Values under the detection limit
are represented by randomly assigned values.
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Results

Concentration of 7-DHC Varies Strongly in the Different
Skin Areas of Hens

7-DHC is the limiting factor for vitamin D5 synthesis. To figure
out which part of the chicken skin contains most of the vitamin Dj
precursor molecule and should be inevitably exposed to UVB
irradiation to increase vitamin D synthesis, we determined the
concentrations of 7-DHC in 5 different skin samples of 8 laying
hens by LC-MS/MS. Figure 1 shows large differences in 7-DHC
contents between the chosen skin parts. The cutaneous area of the
unfeathered legs contained the highest 7-DHC levels, which were
on average 190-fold higher than that of the comb. The lowest 7-
DHC concentrations were observed in the feathered parts of the
skin such as wings and feathered legs. These findings prompted us
to mount the UVB lamps in the experimental housing system in a
lateral position to ensure an adequate UVB irradiation of skin in
the leg area.

UVB Radiation and Dietary Vitamin D3 did not Influence
Food Intake and Body Weight

None of the hens showed behavioral peculiarities or symptoms
of erythema in response to UVB radiation. Two-way ANOVA did
not reveal main and interactive effects of UVB exposure and
dietary vitamin D3 on daily food intake (-D3/—UVB group,
114.1+12.8 g; +D3/—UVB group, 118.6%10.0 g; -D3/+UVB
group, 121.9%7.3 g; +D3/+UVB group, 117.3£8.1 g; mean *
SD) and body weight (-D3/—UVB group, 1734*151 g; +D3/
—UVB group, 1797%x187 g; -D3/+UVB group, 1952%+196 g;
+D3/+UVB group, 1810+97 g; mean * SDj; Table S1).

Effects of UVB Exposure on Plasma Concentrations of
25(0OH)D5 and 1,25(0H),D5 of hens on a Vitamin Ds-
deficient and Vitamin Ds-adequate Diet

To examine the vitamin D status of hens in response to UVB
radiation and dietary vitamin Dsg, the plasma concentrations of
25(OH)Dg and 1,25(OH);D3 were analyzed. Figure 2A and 2B
show that the plasma concentration of 25(OH)D3 increased much

more in response to UVB radiation and dietary vitamin Dg than
the plasma level of 1,25(OH);D3. Two-way ANOVA data reveal a
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Figure 1. Cutaneous contents of 7-DHC to assess the capacity
of different areas of chicken skin to produce vitamin D;. Data
represent mean = SD of 7-DHC contents of comb, wattles, unfeathered
legs, feathered legs, and wing (n=8).
doi:10.1371/journal.pone.0069418.g001
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strong interactive effect of UVB exposure and dietary vitamin Dj
on the plasma concentration of 25(OH)Ds (p<<0.001, Figure 2A,
Table S1), and independent effects of UVB exposure (p<<0.01) and
dietary vitamin D3 (p<<0.001) without treatment factor interaction
on the circulating plasma level of 1,25(0OH)yDs (Figure 2B, Table
S1). By comparison of the 25(OH)D3 plasma levels in response to
the treatment factors it was noticeable that UVB treatment was
capable of increasing the 25(OH)D3 plasma levels in the group of
hens on a vitamin Ds-deficient diet ($<<0.001) but not in the hens
that received the vitamin Ds-adequate diet (Figure 2A). Supple-
mentation of dietary vitamin D3 markedly increased the plasma
level of 25(OH)Dj3 in the group which was non-exposed to UVB
radiation but not in the group exposed to UVB radiation
(»<<0.001, Figure 2A). Figure 2B shows that hens on a vitamin
Ds-deficient diet that were non-exposed to UVB had the lowest
plasma level of 1,25(0OH)sD3 compared to the other groups. Two-
way ANOVA data revealed that both treatment factors contrib-
uted to increase the 1,25(OH)yD3 plasma concentration (p<<0.01,
Table S1).

Plasma Concentrations of Calcium and Inorganic
Phosphate were not Affected by UVB Exposure and
Dietary Vitamin D3

Despite strong differences in vitamin D status, two-way
ANOVA did not reveal any significant effects of UVB exposure
or dietary vitamin D3 on plasma concentrations of calcium (-
UVB/—Dj3 group, 6.79%1.66 nmol/l; -UVB/+Ds; group,
8.11x1.65 nmol/l; +UVB/—Ds3 group, 7.50%1.96 nmol/l;
+UVB/+Ds3 group, 8.22*1.52 nmol/l; mean * SD) and
inorganic phosphate (-UVB/—Ds group, 1.73%=0.37 nmol/l; -
UVB/+Ds group, 1.89%0.39 nmol/l; +UVB/—Ds; group,
1.76+0.20 nmol/l; +UVB/+Dj3 group, 1.98£0.39 nmol/l; mean
*+ SD) (Table S1).

Effects of UVB Exposure on Vitamin D5 and 25(0H)Ds in
Egg Yolk of Hens on a Vitamin Ds-deficient and Vitamin
Ds-adequate Diet

Figures 3A and 3C show the changes (final - basal) and final
contents of vitamin D3 in egg yolk in response to UVB exposure of
hens on a vitamin Dj-deficient and vitamin Ds-adequate diet.
Two-way ANOVA revealed significant effects of UVB radiation
(»<<0.001), dietary vitamin D3 ($<<0.001) and an interaction
between these two factors (p<<0.05) on the vitamin D5 content of
the egg yolk (Table SI). The findings demonstrate that both
treatment factors were capable of increasing the vitamin Ds
content in eggs, even though the UVB irradiation was more
effective than the dietary vitamin Ds supplementation. Impor-
tantly, we found that dietary vitamin D3 could increase the vitamin
D5 content of egg yolk stronger in the group exposed to UVB than
in the group non-exposed to UVB radiation. Thus, by far the
highest content of vitamin D3 in eggs could be obtained with a
combination of UVB exposure and dietary vitamin Ds. Figures 3B
and 3D show the changes (final - basal) and final 25(OH)Ds
contents in egg yolk in response to the dietary vitamin D3 and
UVB treatment. An interactive effect of dietary vitamin D3 and
UVB exposure on 25(OH)D3 changes (p<<0.001) and the final
25(0OH)D3 (p<<0.001) content of egg yolk was confirmed by two-
way ANOVA (Table S1). Main effects for UVB exposure
(»p<<0.001) and dietary vitamin D5 ($<<0.001) were also significant
(Table S1). As expected, the 25(OH)Dj3 content of eggs decreased
compared to baseline if hens on a vitamin Ds-deficient diet were
non-exposed to UVB radiation (Figure 3B, p<<0.001). UVB
irradiation and dietary vitamin Ds improved the 25(OH)Ds

PLOS ONE | www.plosone.org

UVB Exposure and Vitamin D in Foods

(A) 2WA UVB x Ds:
p <0.001

100 -
Ec; 80 - dedek
5 !
a 60 -
5
ol 40 A
(o]

20 -

0 1 mim
.UVB +UVB -UVB +UVB
-D; +D,
() 2WA UVB x D
p>0.05

12 -
s I
S 10
=
5 081
T 0.6 -
o
& 0.4 -

0.2 1

0.0

.UVB +UVB -UVB +UVB

Figure 2. Vitamin D status of chickens in response to UVB
exposure and dietary vitamin Ds. (A) Data in the top panel
represent mean * SD (n=9) of plasma 25(0OH)Ds concentrations in non-
treated (-UVB) or UVB-treated (+UVB) hens that were fed either a
vitamin Ds-deficient (-D3) or vitamin Ds-adequate diet (+Ds), respec-
tively. Data were analyzed by two-way ANOVA with the classification
factors UVB exposure, vitamin Ds in the diet, and the interaction
between both factors. Effect of UVB: p<<0.001, vitamin D3: p<0.001, UVB
x vitamin Ds: p<<0.001. Individual means of the groups were compared
by post-hoc test. Asterisks within one diet (-D; and +Ds) indicate a
significant difference between -UVB and +UVB groups, ***p<0.001. (B)
Data in the bottom panel represent mean * SD (n=9) of plasma
1,25(0H),D3 concentrations in non-treated (-UVB) or UVB-treated
(+UVB) hens that were fed either a vitamin Ds-deficient (-Ds) or vitamin
Ds-adequate diet (+Ds), respectively. Data were analyzed by two-way
ANOVA with the classification factors UVB exposure, vitamin D3 in the
diet, and the interaction between both factors. Effect of UVB: p<<0.001,
vitamin D3: p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0069418.9002

content in egg yolk (two-way ANOVA, p<<0.001, Figure 3D,
Table S1), although the UVB irradiation was marginally more
effective than the dietary vitamin Dg in increasing the 25(OH)Ds
content in egg yolk. Interestingly, dietary vitamin Dg particularly
increased the 25(OH)Ds5 contents of egg yolk in UVB-non-exposed
hens on the vitamin Dj-deficient diet, and to a minor extent in
UVB-exposed animals (Figure 3D). Nevertheless, as shown for the
vitamin D3 content of eggs, the highest 25(OH)D3 contents in eggs
resulted from a combination of UVB radiation and dietary vitamin
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Figure 3. UVB exposure is an effective approach to fortify egg yolk with vitamin D3. Changes between basal and final vitamin D3 (A) and
25(0OH)Ds (B) contents in egg yolk dry matter (DM) and final contents of vitamin D5 (C) and 25(0H)Ds (D) in egg yolk DM and in in non-treated (-UVB)
or UVB-treated (+UVB) hens that were fed either a vitamin D3-deficient (-D3) or vitamin Ds-adequate diet (+D3), respectively. Data represent mean =
SD (n=9). Data were analyzed by two-way ANOVA with the classification factors were UVB exposure, vitamin Ds in the diet, and the interaction
between both factors. (A) Effect of UVB: p<<0.001, vitamin D3: p<<0.001, UVB x vitamin D3: p<<0.05. (B) Effect of UVB: p<<0.001, vitamin Ds: p<<0.001,
UVB x vitamin D3: p<0.001. When two-way ANOVA (2WA) revealed a significant interaction between UVB x vitamin D3 individual means of the
groups were compared by post-hoc test. Asterisks within one diet group (-D; and +Ds) indicate a significant difference between -UVB and +UVB
groups, *p<<0.05, **p<<0.01, ***p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0069418.9003

Djs. In all treatment groups, egg white did not show any detectable in their muscles. Supplementation with dietary vitamin Ds and
contents of vitamin Dy (detection limit 0.17 pg/100 g) and also UVB exposure slightly increased the muscle contents of
25(OH)Dy (0.1 png/100 g) (data not shown). 25(OH)Ds, whereby the UVB-exposed groups reached higher

contents in their muscles than the group fed the vitamin Ds-
Effects of UVB Exposure on Vitamin D; and 25(0H)D; in  adequate diet ($<<0.05).

Fibularis Longus Muscle of Hens on a Vitamin Ds- )
deficient and Vitamin Ds-adequate Diet Effect of UVB Exposure on Laying Performance, Egg

Irrespective of the vitamin Dj in the diet, hens non-exposed to Weight and Egg Shell Quality of Hens on a Vitamin Ds-
UVB radiation had no detectable vitamin D3 contents in their deficient and Vitamin Ds-adequate Diet

fibularis longus muscles (Figure 4A). UVB irradiation increased Mean egg production rate (number of eggs per hen and week)
the vitamin Dg content in the muscles of chickens to values that was not significantly influenced by the treatment factors, although
ranged between 0.16 and 0.96 pg/100 g. By comparison of both hens from the -UVB/—Ds3 group showed a slight drop in egg
UVB-exposed groups, the vitamin Dj content of muscle was production within the last experimental week compared to the

higher in the group that received the vitamin Ds-adequate diet other group (-UVB/—Dj group, 6.01.6 eggs/week; -UVB/+D;
than in the group that was fed the vitamin Ds-deficient diet group, 7.0£0.0 eggs/week; +UVB/—D3 group, 6.9+0.3 eggs/
(»<<0.05). Figure 4B demonstrates the 25(OH)Dj3 content in the week; +UVB/+Dg group, 7.0%0.0 eggs/week) (Table S1). Two-
muscles in response to UVB radiation in hens on a vitamin Ds- way ANOVA data show that the mean egg weights at defined
deficient and -adequate diet. Similar to the vitamin D3 data, hens times within the 4-week period of the experiment were not
of the -D3/—UVB group had undetectable contents of 25(OH)Ds significantly influenced by UVB exposure and dietary vitamin Ds,

PLOS ONE | www.plosone.org 5 July 2013 | Volume 8 | Issue 7 | €69418



(A)
0.8 -
S
8 06
>
k=
< 0.4
=
£
8 0.2 L
< # 4
o L _mim il
.UVB +UVB -UVB +UVB
D, +D,
(B)
0.3 ~ *
S
o
S
'-g 0.2 -
=t
I
O 0.1
el
o
#
o L
-UVB +UVB -UVB +UVB
-D,; +D,

Figure 4. UVB exposure increases vitamin D3 content in
skeletal muscle. (A) Data in the top panel represent mean = SD
(n=9) of vitamin D5 content in fibularis longus muscle of non-treated (-
UVB) or UVB-treated (+UVB) hens that were fed either a vitamin Ds-
deficient (-D3) or vitamin Dz-adequate diet (+D3), respectively. Values
below the detection limit of 0.17 pg/100g for vitamin D; are
represented by randomly assigned values (#). The detection limit is
marked by a dotted line (). UVB exposure, but not dietary vitamin D3
was capable of increasing the vitamin D3 content in muscle to values
above the detection limit. (B) Data in the bottom panel represent mean
+ SD (n=9) of 25(0H)Ds content in fibularis longus muscle of non-
treated (-UVB) or UVB-treated (+UVB) hens that were fed either a
vitamin Ds-deficient (-D3) or vitamin Ds-adequate diet (+Ds), respec-
tively. Values below the detection limit of 0.1 ug/100g for 25(0OH)D3 are
represented by randomly assigned values (#). The detection limit is
marked by a dotted line (). Individual means of the groups were
compared by post-hoc test. Asterisks within one diet group (-D3 and
+D3) indicate a significant difference between -UVB and +UVB groups,
*p<<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0069418.9g004

respectively (Figure 5A, Table S1). Data demonstrate higher egg
weights at the end of the 4-week experiment compared to baseline
in the groups that were UVB exposed and/or received vitamin D5
with their diets (<<0.05, paired #test), but not in the -UVB/—D4
group (Figure 5A).

Figures 5B and 5C show the egg shell thickness and the egg shell
stability in response to UVB radiation and dietary vitamin Ds
during the 4-week experiment. From the beginning of the second
experimental week, egg shell thickness was significantly influenced
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by dietary vitamin D3 (p<<0.05, two-way ANOVA, Figure 5B), and
there was a tendency of an interaction effect on egg shell thickness
at the end of the experiment (p =0.053, two-way ANOVA).
Although the -UVB/—Dj group showed a trend toward lower egg
shell thickness after 3 and 4 weeks of the experiment, paired ¢-test
data did not reveal differences compared to baseline. During the
experimental period an increasing influence of UVB and dietary
vitamin D3 on egg shell stability became evident. At the end of the
experiment, two-way ANOVA analysis revealed significant main
effects of UVB radiation ($<<0.01) and dietary vitamin D3 (p<<0.05)
and a significant interaction between these both factors (p<<0.05)
on egg shell stability (Figure 5C). Compared to baseline, the
stability of eggs from the -UVB/—Ds group was constantly
dropping during the experimental period, and reached a
minimum after 4 weeks which was significantly lower compared
to baseline (p<<0.03, paired #test, Figure 5C).

Effect of UVB Exposure on Tibiotarsus Stability and Folate
Status of Hens on a Vitamin Ds-deficient and Vitamin Ds-

adequate Diet

Hens non-exposed to UVB radiation that received the vitamin
Ds-deficient diet revealed a lower mechanical stability of
tibiotarsus than hens from the other groups (Figure 6, p<<0.01).
Two-way ANOVA data revealed an interactive effect of dietary
vitamin D3 and UVB exposure on tibiotarsus stability (p<<0.01,
Table S1). In order to investigate possible effects of UVB radiation
on folate status, the concentrations of folate in plasma and liver of
the hens were determined. Neither the concentration of folate in
plasma (-UVB/—Ds group, 49.8%=18.6 nmol/l; -UVB/+Ds
group, 45.5X17.4 nmol/l; +UVB/—Ds; group, 56.8%£21.5
nmol/l; +UVB/+D3 group, 41.5=10.4 nmol/l; mean * SD),
nor that in liver (-UVB/—=Dj group, 10.5*=1.1 pug/g; -UVB/+Ds
group, 9.8%2.3 ug/g; +UVB/—Ds3 group, 10.1*1.7 pg/g;
+UVB/+Dj3 group, 10.5*1.4 pug/g; mean * SD) was influenced
by dietary vitamin D3 and UVB exposure, respectively. This was
confirmed by the two-way ANOVA data (Table SI).

Discussion

Results from the current study reveal UVB exposure of hens
as an appropriate way and a highly effective approach to
increase the vitamin D content mainly in eggs and also in meat.
Data further show that an exposure to UVB is capable of
raising the vitamin D content in egg yolk and muscle much
stronger than feeding hens with diets that contain maximum
permissible dosages of vitamin Djs. UVB radiation was still
effective in increasing the vitamin D content of eggs and meat
even in the group that received 3,000 IU vitamin Ds/kg feed.
Previous studies that aimed to increase the vitamin D3 content
in eggs used vitamin Ds-enriched feeds. In these experiments
the transfer of vitamin D3 from the feed into eggs proved to be
very efficient and highly responsive [24,25,26]. In one of these
studies in which hens received diets with 9,700, 17,200, 24,700
and 102,200 IU vitamin Ds per kg diet, the peak vitamin Dj
contents of egg yolk were 22, 41, 60 and 870 pg/100 g (wet
basis), respectively [24]. In Europe, the maximum amount of
supplemented vitamin Dsj specified by the Council of the
European Communities (Council Directive 70/524/EEC) is set
to a quantitative limit of 3,000 IU per kg feed for laying hens.
This means that beyond this limit further diet-induced increases
of vitamin Dj content in eggs are not feasible. Our findings
show that exposure of chickens to UVB radiation or natural
sunlight seems to offer a promising alternative to fortify foods
with vitamin D. Assuming that an average-sized egg comprised
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Figure 5. Egg weight and egg shell quality in response to UVB exposure and dietary vitamin Ds. Effects of UVB exposure (UVB) and
dietary vitamin D5 (Ds) on egg weight (A), egg shell thickness (B), and egg shell stability (C) over 4 weeks. Data in the panels represented means
(n=9). Data were analyzed by two-way ANOVA with the classification factors UVB exposure, vitamin D3 in the diet, and the interaction between both
factors. (A) No significant difference. (B) Effect of vitamin D5 (week 2): p<<0.05, UVB x vitamin D3 (week 2): p<<0.05. Effect of vitamin Ds (week 3 and 4):
p<0.01, UVB x vitamin D3 (week 3 and 4): p<<0.10. (C) Effect of UVB (week 2): p<<0.05. Effect of UVB (week 3): p<<0.10, vitamin D3 (week 3): p<<0.10.
Effect of UVB (week 4): p<0.01, vitamin D3 (week 4): p<<0.05, UVB x vitamin D3 (week 4): p<<0.05. Data were additionally analyzed by paired t-test,
*significantly different from baseline.

doi:10.1371/journal.pone.0069418.9005

of 7 g yolk dry matter, an egg from an UVB exposed hen on a group contained 0.7 (g vitamin D/100 g compared to meat of
vitamin Ds-adequate diet would provide on average 2.5 g the +D3/—UVB group that contained 0.2 pg/100 g.

vitamin D (vitamin D3+25(OH)D3) compared to eggs from non- In 2008, Ko et al. already established UVB radiation as a
exposed hens on the same diet which contained 0.55 pug. method to increase the vitamin Dy content in sliced shiitake and
Vitamin Dgs analysis reveal that meat from the +D3/+UVB white button mushrooms [27]. In that study, an UVB radiation
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Figure 6. Bone stability in response to UVB exposure and
dietary vitamin Ds. Data in represent mean = SD (n =9) of tibiotarsus
stability of non-treated (-UVB) or UVB-treated (+UVB) hens that were fed
either a vitamin Ds-deficient (-Ds) or vitamin Ds-adequate diet (+Ds),
respectively. Data were analyzed by two-way ANOVA. Classification
factors were UVB exposure, vitamin D3 in the diet, and the interaction
between both factors. Effect of vitamin Ds: p<<0.10, vitamin D3 x UVB:
p<<0.01. Individual means between two groups were compared by the
unpaired Student’s t-test, **p<<0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0069418.9g006

dose of 75 kJ/m? increased the vitamin Dy contents in gill of
shiitake mushrooms from less than 500 pg/100 g in the non-
exposed mushrooms up to 6,000 pg/100 g in the radiated
mushrooms. Sliced button mushrooms exposed to UVB doses of
30 kJ/m? revealed a vitamin D, content of 3,500 ug/100 g.
Although irradiation of mushrooms seems to be highly efficient
in vitamin Dy fortification, it should be taken into consideration
that the final vitamin D contents per gram food were extremely
high and probably of hazardous In contrast to
mushrooms, the efficiency of vitamin Dj synthesis in the skin
of animals is not only influenced by UV intensity but also by
skin pigmentation and the thickness of hair coat, feathers or
horny scales. Currently, there are only few published data that
investigated the effectiveness of solar and UV irradiation in
raising the levels of vitamin D3 in animals and animal products
(see review [28]). For example, Ferguson et al. have shown that
vitamin D content of eggs from chameleons increased in a dose-
dependent manner in response to UVB exposure, and
Kurmann & Indyk demonstrated lower vitamin D concentra-
tions in bovine milk in winter (2.4 Ug per g milk fat) than in
summer (9.2 ug per g milk fat) [29,30]. We assume that the
body part which is exposed to UVB is an essential factor for the
cfficacy of vitamin D fortification. Data of the current study
reveal strong variations of 7-DHC concentrations in the
different skin areas of hens, with remarkably high 7-DHC
levels in the unfeathered skin of legs that were on average 190
times higher than that of comb skin. The important role of the
chicken legs for synthesis of vitamin Dj; has been already
reported by Tian and co-workers who found 30 times higher 7-
DHC concentrations in skin of the legs and feet of chickens
than in body skin [31]. Thus, we assume that “bio-addition” of
vitamin D in eggs via UVB radiation only works if the location
of the UVB lamps guarantees an irradiation of the feet skin.
An interesting finding of this study was that UVB exposure
could increase vitamin D3 and 25(OH)Ds concentrations in egg
yolk and muscle, whilst an oral administration of vitamin Ds
mainly increased 25(OH)Ds, but had minor impact on vitamin

nature.
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Ds in egg yolk and muscle. 25(OH)Ds is primarily synthesized
in liver by 25-hydroxylation of vitamin Dj from endogenous
synthesis or diet. The hepatic 25-hydroxylation is not strictly
feedback regulated and therefore mainly reflects vitamin Ds
status [32]. This relationship was confirmed by the observation
that the concentrations of 25(OH)Ds in plasma, egg yolk and
muscle increased significantly with dietary vitamin D5 and also
UVB exposure. Domestic fowls synthesize two vitamin Ds-
binding proteins, one that binds 25(OH)Dj, and the other
which mainly binds vitamin Dj [19]. It is suggested that the
selective mechanism that incorporates vitamin Dj into yolk gives
the chick embryo the opportunity to control its own 25(OH)Ds
supply [33]. UVB irradiation of farm animals seems to provide
a safe approach to increase vitamin D3 without running the risk
of vitamin D3 overdose. In the case of intense UV irradiation or
if animals are exposed to excessive or prolonged exposure to
sun, previtamin D3 and vitamin Dj photoisomerizes to
biologically inactive tachysterol and lumisterol, which are
desquamated with keratinocytes during normal skin turnover
[6,33,34]. Health and performance data further indicate no
symptoms of erythema, behavioral disorders or an impaired
folate status in consequence of the applied UV treatment. The
folate concentrations in plasma and liver of the hens were
analyzed since UV irradiation is known to be capable of
degrading folate in human blood and skin [35,36]. UVA
radiation (315400 nm) is suggested to be mainly responsible for
this effect because it has a greater dermal penetration depth,
and can degrade the biological form of folate, 5-methyltetrahy-
drofolate (5MTHYF), in dermal circulation by generation of
reactive oxygen species [37,38,39,40]. Other mechanisms such
as the direct degradation of folate in the blood by UVA may
also contribute to impact folate status [35,37]. In contrast, UVB
radiation (280-315 nm) is unable to penetrate into the dermal
circulation and has therefore presumably a lower potential to
impact blood levels of folate [35,38,39]. Plasma and liver folate
data of the current experiment confirm no adverse effect of
UVB radiation on folate status, although it should be considered
that the period of UVB exposure was relatively short.

This study further reveals that UVB irradiation is capable of
optimizing laying performance, egg shell quality, and bone
stability in hens that received no vitamin D5 with their diet.
Although hens from the +D3/+UVB group had significantly
higher plasma levels of 25(OH)D3 and 1,25(OH);D5 then hens
from the +D3/—UVB group, laying performance, egg weight, egg
shell thickness, and egg shell stability could not be further
improved by the additional treatment with UVB radiation. This is
in accordance with previous data that did not show any additional
effect of UV radiation on laying performance and egg shell quality
in breeders supplemented with sufficient amount of vitamin Dj
[41].

Conclusions

In conclusion, the current study shows that UVB exposure of
chickens that ensures irradiation of the whole body, including legs,
is highly effective in increasing the vitamin D concentration in
eggs, and also meat. We therefore consider UVB treatment of
farmed animals as an effective and novel approach for “bio-
addition” of foods with vitamin D. Considering the option that
free-ranged chickens are still exposed to natural sun light, free-
range husbandry could become a cheap alternative to the artificial
UVB irradiation to produce vitamin Dj fortified eggs.
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Table S1 Two-way analysis of variance table for the chicken and
egg data.
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Table S1 Two-way analysis of variance table for the chicken and egg data.

Two-way ANOVA (p value)

UVB Ds; UVBx Dy
Food intake week 1 0.222 0.630 0.996
week 2 0.525 0.439 0.361
week 3 0.822 0.851 0.078
final 0.256 0.345 0.067
Body weight basal 0.078 0.219 0.117
week 1 0.079 0.118 0.145
week 2 0.072 0.121 0.162
week 3 0.074 0.421 0.048
final 0.051 0.518 0.063
Plasma 25(OH)D; basal 0.682 0.134 0.642
final 0.000 0.000 0.000
Plasma 1,25(0H),D; basal 0.513 0.120 0.912
final 0.009 0.000 0.390
Plasma calcium basal 0.714 0.481 0.175
final 0.482 0.089 0.607
Plasma inorganic phosphate basal 0.993 0.339 0.608
final 0.592 0.111 0.810
Vitamin D in egg volk basal 0.937 0.622 0.212
final 0.000 0.000 0.036
25(OH)D;in egg yolk basal 0.760 0.906 0.181
final 0.000 0.000 0.000
Vitamin D;in muscle final # # #
25(OH)D; in muscle final # # #
Egg weight basal 0.672 0.225 0.825
week 1 0.686 0.873 0.361
week 2 0.728 0.991 0.587
week 3 0918 0.807 0.220
final 0.395 0.730 0.385
Egg shell thickness basal 0.792 0.220 0.541
week 1 0.228 0.660 0.306
week 2 0.216 0.035 0.019
week 3 0.226 0.008 0.064
final 0.121 0.004 0.053
Egg shell stability basal 0.498 0.468 0.993
week 1 0.608 0.424 0.872
week 2 0.018 0.224 0.872
week 3 0.070 0.091 0.171
final 0.005 0.018 0.046
Bone stability final 0.146 0.062 0.003
Plasma folate basal 0.232 0.402 0.371
final 0.800 0.114 0.366
Liver folate final 0.997 0.663 0.441

"Two-way ANOVA analysis not possible because of non-detectable vitamin Ds; and
25(0OH)Ds3 in muscles of the -UVB/-D3 and —-UVB/+Dj3 group, respectively. Detection limit
was 0.17 ng/100 g for vitamin D3, and 0.1 ng/100 g for 25(0OH)Ds.
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ABSTRACT

Vitamin D fortified food can help to reduce the prevalence for vitamin D deficiency. Previous data
provided evidence that eggs from hens exposed to ultraviolet (UV) light contain large quantities of
vitamin D. In the current study, we assessed the efficacy of vitamin D enrichment in eggs upon increasing
daily UVB exposure times. We further addressed the question whether extended UVB irradiation affects
the skin content of 7-dehydrocholesterol.

To this end, 35 hens were assigned to 7 groups of 5 animals each and were exposed to UVB light
(76 wW/cm?) for 0, 15, 30, 60, 120, 180 and 300 min per day, respectively. Eggs from the treatment groups
were collected at baseline and after 2, 3 and 4 weeks of treatment, respectively. Skin samples were gained
at the end of 4 weeks. Vitamin D metabolites were quantified by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry.

The contents of vitamin D3 and 25(0H)Ds in egg yolk raised non-linear in response to increasing daily
UVB exposure times. The vitamin D5 content did not reach a clear-cut plateau within the chosen UVB
treatment times. A daily UVB exposure time of 300 min resulted in vitamin D3 contents of 28.6 j,g/100 g
egg yolk dry matter. In contrast to vitamin D3, the 25(0OH)D3 content in the egg yolk achieved a maximum
upon an UVB irradiation time of 60 min/d. The cutaneous 7-dehydrocholesterol contents were not altered
in response to the chosen UVB irradiation times.

In conclusion, the data show a distinct non-linear dose-response relationship of UVB exposure times on
the total vitamin D content in eggs.

This article is part of a special issue entitled ‘17th Vitamin D Workshop'.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The global prevalence of vitamin D insufficiency is very high
due to inadequate sun exposure and poor dietary intake [1,2]. Fatty
fish and mushrooms are valuable sources of vitamin D but they are
consumed in only small amounts [3,4]. To enrich foods with added
vitamin D is one option to improve vitamin D status. A novel
approach to fortify food with vitamin D is “bio-addition” in which
food staples are produced or processed in a way to obtain added
value. An example of bio-addition is the exposure of mushrooms to
ultraviolet (UV) light to increase vitamin D, [5,6]. Results from our
recent studies demonstrate quite clearly the improvement of
vitamin D3 content in eggs upon artificial UVB and sunlight
exposure of chicks [7,8]. Chicks seem to be capable of endogenous
vitamin D3 synthesis in skin after UV exposure, especially in their
unfeathered legs which, in comparison to other skin parts, contain
extremely high amounts of 7-dehydrocholesterol (7-DHC) [7,9].
Recent findings show that eggs from chicks that were exposed to
UVB light for three hours per day contained 4- to 5-fold higher
vitamin D contents than eggs from non-exposed, but dietary
adequate supplied chicks [7]. The vitamin D3 which is formed in
exposed skin and transferred to the circulation, seems to be
subsequently incorporated into the egg yolk as non-hydroxylated
vitamin D3 [7]. Currently, we lack information about the efficacy of
vitamin D enrichment in eggs upon different UVB exposure times,
and it has not yet been clarified whether vitamin D content in eggs
will reach a plateau within a maximum of 300 min UVB irradiation
per day. Since UVB induced vitamin D3 synthesis is associated with
a marked suppression of available 7-DHC and an increased
formation of photoisomers [10], we analysed the contents of 7-
DHC, tachysterols and lumisterols in skin.

2. Materials and methods
2.1. Animals and treatment

The experimental procedure was performed according to the
established guidelines for care and handling of laboratory animals
and was approved by the council of Saxony-Anhalt, Germany (No.
42502-3-688MLU).

The study was conducted with 35 laying hens (Lohmann brown)
with an initial age of 26 weeks. After a run-in period of 2 weeks, hens
were randomly assigned into 7 groups of 5 animals each. The hens
were housed individually and were daily UVB exposed for 0, 15, 30,
60, 120, 180 and 300 min, respectively, for 4 weeks. Longer UVB
exposure times were given to the animals in intervals with a
maximum time of 60 min. The UVB lamps (Hobby UV Kompakt
Desert 8% UVB, Dohse Aquaristik KG, Gelsdorf, Germany) were
placed in lower front part of the cages to ensure an irradiation of the
legs. Emitted UV lightranged inwavelengths from 280 to 310 nm. The
UV intensity was 76 uW/cm? at a distance of 20 cm (as specified by
the manufacturer). The lamps were shielded between the single
cagesto avoid an unintended irradiation of other hens. The room was
tempered at 18 °C with a 14 h light cycle. Feed and water from nipple

drinkers were available ad libitum during the whole experiment. All
hens received a standard diet (Deuka, Kénnern, Germany) that met
the nutrient recommendations for laying hens [11], and contained
25001U vitamin Ds/kg. Food intake and body weight was recorded
weekly.

2.2. Sample collection

Blood samples from each animal were drawn at the beginning
and at the end of the study. Blood was collected in heparin tubes
(Sarstedt, Niimbrecht, Germany) and centrifuged at 2000 x g for
10 min at 4 °C to obtain plasma. Eggs were weighed daily. The egg
shell thickness was assessed once a week and egg shell stability
was determined at baseline and after 4 weeks of the experiment.
Contents of vitamin D3, 25-hydroxyvitamin D3 (25(0OH)Ds3), and 7-
DHC were determined in freeze-dried egg yolks at the beginning of
the study and after 2, 3 and 4 weeks of the experiment. After 4
weeks of intervention, hens were killed by decapitation and skin
samples from the feathered and unfeathered parts of the legs were
removed for quantification of vitamin D metabolites and the
photoisomers tachysterol; and lumisterols. All samples were
stored at —80°C until further analyses.

2.3. Analysis of vitamin D metabolites in plasma

The concentrations of 25(OH)D3 and unesterified 7-DHC in
plasma were determined by coupled liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS/MS) as described elsewhere [7,12]. In brief,
samples were mixed with internal standard (deuterated 25(0OH)Ds,
Chemaphor Incorporation, Ottawa, Canada; ergosterol, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany), extracted with n-
hexane and washed with ultrapure water. Samples were further
derivatized with 4-phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dione (PTAD), solved
in the mobile phase, transferred into a HPLC vial and analysed by
HPLC (Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
equipped with a Hypersil ODS-column 100 x 2 mm?, 5 wm (Agilent
Technologies), coupled to a MS system (API 2000, Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany).

The plasma concentration of 1,25(0H),D3 was determined by
means of a commercial enzyme-linked immunoassay (Immunodi-
agnostic Systems GmbH, Frankfurt am Main, Germany) according
to manufacturer's protocol.

2.4. Analysis of vitamin D metabolites and photoisomers in egg yolk
and skin tissue

Egg yolk and skin samples were analysed for their contents of
vitamin D3, 25(0H)D3 and 7-DHC as described elsewhere [7,13]. Leg
skin was additionally analysed for the concentrations of tachys-
terols and lumisterols by LC-MS/MS. Sample preparation was the
same as described for the vitamin D metabolites. Deuterated
vitamin D3 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) was used as internal
standard for the quantification of tachysterols. An internal
reference for the quantification of lumisterol; was generated by
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exposing a solution of deuterated 7-DHC (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) to UV light to obtain deuterated lumisterol. Prepared
samples were injected to HPLC (Agilent 1100, Agilent Technolo-
gies) equipped with a Hypersil ODS-column 150 x 2 mm?, 5um
(VDS Optilab, Berlin, Germany), coupled to a MS system (API 2000,
Applied Biosystems). Data were recorded in the multiple reactions
monitoring (MRM) mode using following transitions: tachysterols
591 > 383, lumisterol; 591 >365.

2.5. Analysis of cholesterol content in egg yolk

Cholesterol was analysed using a commercial colorimetric
enzymatic test (Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Germany)
according to manufacturer's protocol. Before conducting the test
kit, freeze-dried egg yolk samples were extracted with n-hexane/
isopropyl alcohol (3/2, v/v) [14]. Aliquots of the extracts were
evaporated and subsequently resolved in chloroform/Triton X-100
(1/1, wiw).

2.6. Analysis of egg shell thickness and egg shell stability

Egg shell thickness was measured once a week using a
micrometer screw with an accuracy of 10 wm. Shell fragments
were collected from the equatorial area of each egg and the inner
amniotic membrane was removed. Egg shell stability was
determined by an electronically controlled breaking strength
tester (Messtechnik Gutsch, Nauendorf, Germany).

2.7. Statistical analysis

If not otherwise specified, data are presented as means +
standard error mean. Statistical analyses were performed by use of
SAS 9.4 (SAS Inst. Inc. Cary, USA). Data that were gathered twice
and more per animal, were analysed by two-way repeated
measures analysis of variance (ANOVA). The model included
sampling week (week), UVB exposure time (UVB) and the
interaction between week and UVB exposure time (week x UVB).
In the ANOVA, the repeated observations per animal were modeled
by correlated residuals effects. Different variance-covariance
structures were tested and the best was selected on the basis of
corrected Akaike Information Criteria (AICC). For estimation of the
model parameters, procedure MIXED was used. The F-test and
multiple comparison tests (least square means (LSM), Tukey
adjustment) were applied to identify differences between weeks,
groups and interaction terms. For parameters with significant
interaction terms, differences between weeks within the groups
were analysed (LSM, multiple t-test corrected by Bonferroni). In all
comparisons, Kenward-Rogers adjustment for degree of freedom

Table 1

was used. The studentized residuals of the linear models were
tested for normality (procedure UNIVARIATE).

Data that were gathered without repeated observations per
animal were analysed by one-way ANOVA. For selection between
models with and without homogeneous residual variances AICC-
values were used. We estimated upper asymptotic bounds for
vitamin D3 and 25(0OH)Ds of egg yolk in response to increasing
UVB exposure time by using exponential regression models. In
the regression model, the repeated measures were considered by
including random animal effects. The regression coefficients of
week 2, 3 and 4 were estimated simultaneously by using
procedure NLMIXED. Data were considered significantly different
at P<0.05.

3. Results
3.1. Food intake, body weight and laying performance

None of the treated chicks showed signs of impaired health or
developed an erythema upon UVB irradiation. Data show that the
food intake (P < 0.01) and body weight (P < 0.001) increased with
the sampling week, whereas the laying performance (number of
eggs per hen and week) remained unchanged over the experimen-
tal period. The UVB treatment displayed no impact on food intake
(Omin/d: 8624+53.9g, 15min/d: 891+41.5g, 30min/d:
798 +774¢, 60min/d: 899+20.4g, 120min/d: 891+479g,
180 min/d: 886423.3g, 300 min/d: 881+32.2¢g), body weight
(Omin/d: 1.73+£0.08kg, 15min/d: 1.754+0.07kg, 30min/d:
1.65 +£0.11 kg, 60 min/d: 1.72 +0.06 kg, 120 min/d: 1.78 +0.13 kg,
180 min/d: 1.69 4+ 0.08 kg, 300 min/d: 1.7140.05kg) and laying
performance (0 min/d: 6.75 4+ 0.14 eggs, 15 min/d: 6.55 4+ 0.34 eggs,
30 min/d: 6.15 £ 0.68 eggs, 60 min/d: 6.95 + 0.05 eggs, 120 min/d:
6.70+0.20 eggs, 180min/d: 6.85+0.10 eggs, 300min/d:
6.90+0.10 eggs).

3.2. Vitamin D metabolites in plasma

The vitamin D status of the laying hens was assessed by
analysing the concentrations of 25(OH)D3; and 1,25(0OH),Ds in
plasma at baseline and after 4 weeks of treatment. Data show that
the plasma levels of 25(0H)D5 increased from baseline to week 4 of
the experiment, whereas plasma 25(OH)D3 concentrations tended
to rise (P < 0.10) upon UVB treatment (Table 1).

The concentration of plasma 1,25(0OH),D3 was not altered from
baseline to week 4 (Table 1). The plasma concentration of 1,25
(OH),D3 did not increase in response to UVB treatment (Table 1). To
elucidate potential impact of UVB irradiation on the vitamin D
precursor molecule, the plasma concentration of 7-DHC was

Plasma vitamin D metabolite concentrations in response to increasing UVB exposure times.

UVB exposure time

P-values (two-way ANOVA)

Omin/d 15 min/d 30min/d 60 min/d 120 min/d 180 min/d 300 min/d Week UVB Week x UVB
25(0OH)D3 [nmol/l]
Baseline 41.0 + 7.59 40.8 + 4.66 52.5 + 4.57 38.1 +8.70 39.5 + 5.24 414 £+ 9.76 37.7 + 6.45 <0.001 Ns Ns
Week 4 52.3 + 1.66 713 £ 4.30 81.1 4+ 6.36 75.3 + 4.69 772 +9.47 76.6 + 7.47 79.2 £ 5.76
1,25(0H),D3 [nmol/l]
Baseline 1.07 + 0.28 1.40 + 0.40 138 £ 0.15 147 + 0.07 132 £ 031 0.94 + 0.17 1.00 £+ 0.17 Ns Ns Ns
Week 4 118 + 0.18 1.67 + 036 110 + 0.37 1.81 + 0.14 1.64 + 0.47 1.08 + 0.35 1.50 + 0.37
7-DHC [nmol/l]
Baseline 343 + 733 286 + 53.7 348 + 60.9 371 £ 724 256 + 60.3 303 + 61.5 315 + 27.8 <0.01 Ns Ns
Week 4 561 + 110 447 £+ 57.6 437 £ 98.1 425 + 144 359 + 110 469 + 119 383 + 67.1

Data are presented as means =+ standard error mean. Not significant (ns).
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Table 2

Vitamin D3 and 25(0OH)D3 egg yolk content for each week of sampling in response to increasing UVB exposure times.

UVB exposure time Vitamin D3 [pg/100g DM]'

25(0H)D; [p.g/100g DM]?

Baseline Week 2 Week 3 Week 4 Baseline Week 2 Week 3 Week 4

0min/d 2.44> 2.923P 3.46% 3.43% 2.10 214 3.02 2.52

15 min/d 1.95 5.55 7.09 6.79 1.89° 2.74% 3.64° 3.38%
30 min/d 2.91°¢ 8.60° 12.4° 11.87 2.38° 3.40° 4.25° 3.69%°
60 min/d 2.18° 11.1° 15.87 15.32 1.76° 3.28? 414° 3.96°
120 min/d 2.34° 15.7° 17.9° 20.0% 2.13P 4.022 4.042 3.99%
180 min/d 3.14¢ 24.4° 27.3% 25.9%° 1.98° 3.69% 3.84% 3.86%
300 min/d 2.40°¢ 23.2° 29.0° 28.6° 1.75° 3.80° 4.07° 4.35?
Se (0 min/d) 0.79 0.54 0.92 0.52 0.40 0.29 0.41 0.28

Se (>0 min/d) 0.58 1.75 219 243 0.40 0.29 0.41 0.28

Data are presented as least square means (LSM) and standard error of LSM (se). Different superscript letters indicate significant differences within a row (multiple t-test,

Bonferroni correction, P < 0.05). Dry matter (DM).

1 p-values (two-way ANOVA): week: <0.001; UVB: <0.001; week x UVB: <0.001.

2 P-values (two-way ANOVA): week: <0.001; UVB: <0.05; week x UVB: <0.05.

analysed. The 7-DHC concentration was affected by the sampling
week but not upon UVB exposure (Table 1).

3.3. Vitamin D metabolites in egg yolk

The contents of vitamin D3, 25(OH)D3 and 7-DHC were analysed
in egg yolk at baseline and after 2, 3 and 4 weeks of the experiment.
Vitamin D3 content in egg yolk was significantly affected by the
sampling week and the UVB treatment (Table 2). Compared to non-
exposed hens, an UVB exposure of at least 15 min/d was sufficient
to achieve a 2-fold higher vitamin Ds; content. Longer UVB
exposure times lead to a further increase of vitamin D3 content.
Fig. 1 demonstrates curves which represent the vitamin D3 content
in eggs that were collected after 2, 3 and 4 weeks from
UVB-exposed and non-exposed hens. The curves exponentially
converge to an asymptotic upper bound with increasing UVB
exposure time. At irradiation times of 180min/d the relative
increase of vitamin D3 became smaller, without reaching a clear-
cut plateau at 300 min/d. After 4 weeks of UVB treatment, 95% of
the putative maximum vitamin D content was achieved when hens
were exposed to UVB light for about 300 min/d. Our data indicate a
significant interaction between sampling week and UVB exposure
time for the vitamin D3 content in egg yolk (Table 2). Multiple t-test
analysis show that eggs from the UVB treatment groups which
were collected after two weeks of treatment had predominantly
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Fig. 1. Vitamin D5 egg yolk content in response to UVB exposure time. Data from
week 2 (solid line), week 3 (dashed line) and week 4 (short dashed line) are
presented as least square means (LSM). Data and upper asymptotic bounds for each
week were estimated by use of an exponential regression model. +26.4 j1g/100 g dry
matter (DM); *31.3 wg/100g DM; # 30.0 j.g/100 g DM.

lower vitamin D5 contents than those collected after 3 and 4 weeks
(Table 2). No differences in vitamin Ds; content were observed
between eggs collected after 3 and 4 weeks, respectively.

Table 2 and Fig. 2 show that the 25(OH)D3 content of egg yolk
was less influenced by UVB treatment than the vitamin D content
in egg yolk. Nevertheless, the egg yolk content of 25(OH)D5; was
affected by the sampling week and the UVB treatment (Table 2).
Data from the exponential regression model show a distinct
plateau beginning at an UVB exposure time of 30 min/d (Fig. 2).
After 4 weeks of treatment, 95% of the maximum response was
reached when hens were exposed to UVB for 47 min/d. The
alteration in 25(OH)D3 content was characterized by a significant
interaction between sampling week and UVB exposure time
(Table 2). Multiple t-test showed that, in contrast to vitamin Ds, the
maximum 25(OH)Ds contents in egg yolk were reached after 2
weeks of treatment (Table 2).

The content of 7-DHC in egg yolk showed pronounced inter-
individual variability and was significantly affected by sampling
week (P<0.001) but not by the UVB exposure time
(Omin/d: 925+254 wg/g DM, 15min/d: 1159+ 317 pg/g DM,
30min/d: 818 +£203 pg/g DM, 60min/d: 995+238 ug/g DM,
120 min/d: 769+159 wg/g DM, 180min/d: 1288 +393 pg/g
DM, 300 min/d: 1119 + 211 pg/g DM).

Cholesterol content in egg yolk was determined at baseline and
after week 4 of the experimental period. Data show a decrease of
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Fig. 2. 25(OH)D3 egg yolk content in response to UVB exposure time. Data from
week 2 (solid line), week 3 (dashed line) and week 4 (short dashed line) are
presented as least square means (LSM). Data and upper asymptotic bounds for each
week were estimated by use of an exponential regression model. +3.84 jvg/100 g dry
matter (DM); *4.06 wg/100g DM; # 4.09 jug/100 g DM.
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Table 3
Vitamin D metabolites and photoisomers in feathered and unfeathered leg skin.

UVB exposure time

P-values

0min/d 180 min/d 300 min/d (One-way ANOVA)
Feathered leg skin
Vitamin D5 [ng/g] 143 +428 18.3 + 4.28 18.1 + 4.28 Ns
25(0H)D; [ng/g]" 5.79 + 2.12 6.67 + 1.64 521 + 0.19 Ns
7-DHC [pg/g] 031 +0.07 0.30 + 0.07 0.33 + 0.07 Ns
Tachysterols Not detectable
Lumisterols Not detectable
Unfeathered leg skin
Vitamin D5 [pg/g] 0.21 + 0.05° 14.5 + 2.03? 174 £+ 2.30° <0.001
25(0H)Ds [ng/g] 1.84 + 030" 457 + 0.30% 4.84 + 0.30° <0.001
7-DHC [mg/g] 0.93 + 0.08 0.79 + 0.08 0.71 + 0.08 Ns
Tachysterols [ng/g]’ 0.98 + 0.31° 368 + 151° 1844 + 11467 <0.001
Lumisterol; [ug/g] 712 +2.33° 197 + 63.4° 209 + 57.7° <0.05

Data are presented as least square means (LSM) =+ standard error of LSM. Different superscript letters indicate significant differences within a row (Tukey test, P < 0.05). Not

significant (ns).
! Data were log transformed (base = 10) for statistical analyses.

the cholesterol content from baseline to week 4 of the experiment
(P<0.01). The UVB treatment did not reveal an impact on the
cholesterol content of the eggs (0min/d: 26.3 +1.09 mg/g DM,
15min/d: 25.0+1.93 mg/g DM, 30min/d: 26.04+0.37 mg/g DM,
60 min/d: 27.0+1.00 mg/g DM, 120 min/d: 27.6 +0.92 mg/g DM,
180 min/d: 25.8 + 0.95 mg/g DM, 300 min/d: 24.5 + 1.80 mg/g DM).

3.4. Vitamin D metabolites and photoproducts in skin tissue

Vitamin D metabolites and photoproducts were analysed in
skin samples of the feathered and unfeathered legs after 4 weeks of
UVB treatment for 0, 180 and 300min/d, respectively. The
cutaneous vitamin D3 contents of the feathered leg were very
low and could not be improved by UVB treatment (Table 3). In
contrast to that, there was a strong impact of UVB treatment on the
vitamin D3 content of the unfeathered leg skin (Table 3). UVB
treated groups had considerably higher vitamin D3 contents than
the non-exposed group.

UVB treatment did not alter 25(OH)D3 in the skin of the
feathered legs (Table 3). In the unfeathered legs, the cutaneous 25
(OH)D3 content was higher in the UVB treated groups than in the

Table 4
Egg weight and egg shell quality in response to increasing UVB exposure times.

non-exposed group (Table 3). In contrast to vitamin Ds, the
cutaneous 25(0OH)D3 content was higher in the feathered than in
the unfeathered legs of the non-exposed group.

As observed for vitamin D5, the cutaneous 7-DHC content of the
feathered legs was low and not altered by UVB treatment (Table 3).
The unfeathered leg skin contained considerably more 7-DHC than
the feathered part of the leg. The 7-DHC content was 3000-fold
higher than that of the feathered leg, but remained unaffected by
UVB treatment as well (Table 3).

Tachysterol; and lumisterol; were not detectable in the
feathered skin area (detection limit tachysterols: 50 ng/g and
lumisterols: 2 ug/g) in all groups of chicks. In skin of the
unfeathered legs, tachysterol; as well as lumisterol; was higher
in UVB exposed groups compared to non-exposed groups (Table 3).

3.5. Egg weight, egg shell thickness and egg shell stability

Egg weight and egg shell thickness increased with the sampling
week, whereas egg shell stability remained constant within the
experimental period (Table 4). Neither egg weight, nor egg shell
thickness and stability were influenced by UVB irradiation (Table 4).

UVB exposure time

P-values (two-way ANOVA)

Omin/d 15 min/d 30min/d 60 min/d 120 min/d 180 min/d 300 min/d Week UVB Week x UVB
Egg weight [g]
Week 1 61.4 + 3.55 60.5 + 1.44 61.1 + 1.04 57.0 £ 0.80 60.0 + 0.87 56.8 &+ 2.93 57.3 + 1.65 <0.001 Ns Ns
Week 2 62.4 + 3.57 62.3 + 0.93 61.8 + 1.38 58.1 + 0.71 62.0 + 1.78 59.5 + 3.05 58.9 + 1.60
Week 3 62.7 + 2.85 64.8 + 1.59 63.3 + 1.71 59.5 + 0.81 60.5 + 1.15 60.4 + 3.30 60.3 + 1.35
Week 4 64.8 +2.73 64.5 + 2.04 64.8 + 2.63 59.2 + 1.24 61.5 + 1.25 62.0 + 2.64 60.6 + 1.41
Egg shell thickness [pm]
Baseline 330 + 358 + 8.12 347+9.70 344 + 10.9 360 + 10.9 341 + 149 332 £ 275 <0.01 Ns Ns
8.68
Week 1 333 + 8.60 352 + 11.0 345+7.67 355 + 11.6 374 + 7.00 351 + 15.9 358 + 6.98
Week 2 339 +£9.15 376 + 8.52 334+15.4 365 + 7.02 368 + 5.85 368 + 12.9 369 + 5.23
Week 3 345 + 18.7 359 + 9.00 340 + 14.7 369 + 6.76 356 + 11.7 369 + 5.66 356 + 12.2
Week 4 337 £ 112 366 + 5.84 348 + 10.8 361 + 4.90 352 4+ 7.18 377 + 8.00 362 + 12.2
Egg shell stability [N]
Baseline 444 + 533 58.0 + 3.42 49.3 + 2.54 51.8 + 4.09 53.6 & 2.77 49.8 + 51.2 £ 9.73 Ns Ns Ns
6.01
Week 4 40.2 + 3.89 55.2 +£2.35 47.0 + 3.85 57.6 £+ 3.26 45.6 + 4.20 59.0 58.8 + 4.41
+
7.46

Data are presented as means =+ standard error mean; not significant (ns).
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4. Discussion

The current study demonstrates a non-linear increase of the
vitamin D content in eggs in response to increasing UVB exposure
times. Data from the exponential regression model also show that
the relative efficacy of vitamin D fortification in the egg became
smaller the longer the UVB irradiation times. Hence, the vitamin D3
content of eggs from hens exposed to UVB light for 300 min per day
was marginally higher than that of eggs produced by hens UVB
exposed for 180 min. Despite the advertising efficiency of vitamin
D fortification upon long exposure times, a clear-cut plateau at
which no further change of vitamin D occurs was not seen even at
UVB exposure times of 300 min per day. We believe, however, that
exposure times longer than 300 min are not useful for two reasons:
Firstly, the disadvantages caused by long operating times of
UV-emitting lamps, such as higher costs for energy or reduced life
span of the lamps, would exceed the additional benefits of vitamin
D enrichment upon very long UVB irradiation times. Our findings
show that UVB exposure times of 300 min per day resulted in 95%
of the maximum attainable vitamin D contents of eggs. Thus,
exposure times beyond the 300 min per day would not contribute
significantly to improve the vitamin D content of eggs. Secondly,
we cannot rule out detrimental health impacts of excessive UVB
irradiation, such as erythema.

Regression data show that the maximum of vitamin D3 in eggs
in response to the respective UVB exposure time was only achieved
after 3 weeks of daily UVB treatment. Eggs collected after two
weeks had on average 20% less vitamin D3 compared to those
collected after 3 and 4 weeks. These findings confirm previous data
from studies with chicks that received a vitamin D enriched diet
[15,16]. Thus, plateauing of vitamin D3 content in egg yolk in
response to endogenous vitamin D3 synthesis or dietary vitamin D3
supplementation seems to attain only after more than two weeks
of treatment.

In contrast to vitamin D3 whose content in eggs could be
increased 8-fold by an UVB exposure time of 300 min per day, the
egg content of 25(0OH)Ds was less strongly modifiable. The
maximum 25(0OH)Ds content in the egg yolk was also achieved
after 60 min of UVB irradiation. Considering the 25(OH)Ds in
plasma there was even a maximum after 15min of daily UVB
treatment. This is remarkable because in humans most of the
synthesized or absorbed vitamin D3 is hydroxylated predominant-
ly in liver to 25(OH)Ds3 and then released into the plasma. Based on
its half-life period in plasma, 25(0OH)Ds is considered as a valid
biomarker for an assessment of vitamin D status [17]. Vitamin D3
and 25(0H)Ds are usually bound in plasma to a vitamin D binding
protein which functions as a carrier. Laying hens are capable of
producing two different types of vitamin D binding proteins, one
for carrying vitamin D3 and another for the transport of 25(OH)D3
[18]. The substantial increase of vitamin D3 and the comparably
moderate increase of 25(0OH)Ds in the egg by UVB treatment,
assume that the synthesized vitamin D3 in skin is mainly bound in
the non-hydroxylated form to the vitamin D binding protein and
transferred into the egg. This in turn would reduce the available
amount of vitamin D5 for hydroxylation to 25(0OH)Ds in chicks, and
could explain the slight increase of 25(0OH)D3 plasma levels upon
UVB irradiation. It is suggested that the preferred transport of
non-hydroxylated vitamin D3 into the egg allows the embryo to
control its own 25(OH)D3 status [19]. Besides the importance of
vitamin D for the development of chicks, the 25(0H)Ds in the egg
yolk can contribute considerably to the vitamin D supply of
humans, as it is proposed to possess a five time higher activity than
vitamin D3 [20]. The following example may illustrate the
significance of this issue. One egg from chicks that were exposed
to UVB light for 300 min per day provides on average 2.21 g
vitamin D3 and 0.33 pg 25(OH)D3 which in sum corresponds to 17%

of the recommended daily intake [21]. Considering the 5-fold
higher biological activity of 25(0H)D3 compared to vitamin Ds, we
obtain contents of 3.88 g vitamin D equivalents per egg. This
amount would meet 25% of recommended daily intake [21].

Vitamin D3 is formed in skin by UVB-induced conversion of
7-DHC to previtamin D3 and a subsequent temperature-dependent
isomerization step. Ongoing UVB irradiation usually leads to the
formation of inactive vitamin D metabolites such as toxisterols,
suprasterols, tachysterol and lumisterol [10,22]. The latter were
detected in unfeathered leg skin of chicks exposed for 180 and
300 min to UVB light. The increased synthesis of inactive vitamin D
metabolites in skin upon UVB irradiation could, at least in part,
explain the observed decline in the effectiveness of vitamin D
enrichment in eggs. However, the increased transformation of
vitamin D to non-active photoisomers by excessive UVB irradiation
prevents an uncontrolled storage of vitamin D in the egg and
warrants the safety of bio-added eggs for the consumers. We feel
that a single food product should not contain the complete amount
of daily recommended vitamin D as people with a high vitamin D
intake would run the risk of hypervitaminosis. Recent findings
from a free-range farming experiment of our research group
showed that eggs from hens that were reared out of the barn for 9 h
per day during the summer months had increased vitamin D
contents of 1.0 ug per egg [8]. In contrast to UVB exposure of
mushrooms, which resulted in extremely high vitamin D contents
of up to 105 pg/g [23], the vitamin D fortification of eggs by means
of UVB treatment is a safe procedure.

Vitamin D data from skin demonstrate that vitamin D3 was not
synthesized in the upper leg skin, which is covered by feathers, as
these feathers might block most of the UV rays. In comparison to
the unfeathered parts of the legs, the feathered skin contained also
very low amounts of 7-DHC. Takada observed an increase of 7-DHC
in rat skin when animals were exposed to UV light and proposed an
inhibition of 7-DHC reductase through vitamin D3 [24]. However,
in our study we could not observe any differences in the 7-DHC
content of the unfeathered leg skin in response to the UVB
treatment. Previous data from in vitro studies have shown a
restricted production of vitamin D3 trough initial 7-DHC concen-
tration [25]. We hypothesized that the treatment of chicks to UVB
light could reduce their cutaneous 7-DHC content in the legs which
in turn might limit the vitamin D synthesis. However, the current
data do not indicate such a UVB induced reduction of cutaneous
7-DHC. Thus, the 7-DHC content in skin appears to be no limiting
factor for the endogenous synthesis of vitamin D. Remarkable is
the high amount and high inter individual variation of incorporat-
ed 7-DHC in the egg yolk. Since high 7-DHC levels were observed
for all groups of chicks, the non-exposed and the UVB exposed
ones, we assume that 7-DHC is not a specific characteristic of UVB
exposure but rather a marker of a vigorous cholesterol metabolism.
In this study, the cholesterol content of the eggs was not altered
upon the UVB treatment, suggesting that the cholesterol transfer
into the egg yolk remained unaffected by an altered transfer of
vitamin D.

Biological active vitamin D hormone plays a pivotal role in
calcium homeostasis. Laying hens have a high demand of this
mineral for an adequate egg shell formation [26]. The intestinal
calcium uptake is achieved by apical and basolateral calcium
transporters and the cytoplasmatic calcium binding protein
calbindin D,gk [27], both being controlled by 1,25(0H),D3 levels
[28]. Thus, egg shell formation and stability largely depend on
vitamin D status [29]. Results of Chennaiah et al. provided evidence
for increasing egg shell thickness by feeding a plant source of 1,25
(OH),D3 [30]. Since cracked and damaged eggs may contribute to
6-8% of the total production [31] and thus constitute to a large
economic problem, we wanted to elucidate the egg shell quality in
response to UVB irradiation. Here, we found no impact of UVB
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irradiation on egg shell thickness and egg shell stability. This is not
actually surprising, because all chicks had comparable plasma
concentrations of 1,25(0OH),Ds.

5. Conclusion

In conclusion, the current study shows a non-linear increase of
the vitamin D3 content in egg yolk in response to increasing daily
UVB exposure of chicks. A daily UVB exposure of 300 min could
contribute to reach 95% of the maximum attainable vitamin D
content in eggs, whereby also 60 min of UVB irradiation could lead
to 50% of the achievable increase. The 25(OH)D5 content in eggs
could also be increased by UVB irradiation, although to a lesser
extent as the non-hydroxylated vitamin D. Considering the
different biological activities of these two vitamin D forms and
daily UVB exposure times of 180 and 300 min, the consumption of
an egg may provide 3.4 and 3.9 pg vitamin D, respectively.
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Objective: Food-based strategies need to be developed to improve the vitamin D status of in-
dividuals. Recent studies identified ultraviolet B irradiation as an efficient method to enrich
mushrooms and eggs with vitamin D. The aim of this study was to determine whether free-range
farming of hens could provide a valuable method to produce vitamin D-enriched eggs.

Methods: Laying hens were randomly assigned to three groups of 33 to 34 animals each, and were
kept either indoors (indoor group), outdoors (outdoor group), or with an indoor/outdoor option
Vitamin D (indoor/outdoor group) over 4 wk.

Eggs Results: The study shows that the vitamin D3 content of egg yolk was three- to fourfold higher in
Hen the groups that were exposed to sunlight (outdoor and indoor/outdoor groups) compared with the
indoor group (P < 0.001). Egg yolk from the outdoor group revealed the highest vitamin D3
content, which averaged 14.3 ug/100 g dry matter (DM), followed by that from the indoor/outdoor
group (11.3 pg/100 g DM). Yolk from indoor eggs contained only 3.8 pg vitamin D/100 g DM. The
25-hydroxyvitamin D (25[0H]D3) content of egg yolk was also influenced by sunlight exposure,
although less pronounced than the vitamin D content (P < 0.05). In contrast, free-range eggs
randomly acquired from supermarkets had relatively low vitamin D contents.

Conclusion: Free-range farming offers an efficient alternative to fortify eggs with vitamin D, pro-
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vided that farming conditions are sufficiently attractive for hens to range outside.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The main source of vitamin D in humans is the conversion of
7-dehydrocholesterol (7-DHC) in the epidermis to previtamin D3,
which isomerizes to form vitamin Ds. Seasonal and local varia-
tions of ultraviolet (UV) radiation, increasing indoor activities,
but also public awareness of the hazardous effects of sun expo-
sure that lead to sun avoidance strategies or the use of sun-
screens limit the endogenous synthesis of vitamin Ds3. As a
consequence, the need for vitamin D from food sources is on
the rise.

In contrast to vitamin D from sunlight, dietary vitamin D is
available during any season and offers a reliable source of the
vitamin for individuals who do not have access to sunlight
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exposure. Qily fish is the most important dietary source of
vitamin D [1], whereas most other foods from animal origin
contain very low amounts and do not significantly contribute to
an improvement of vitamin D status. A recent study was able to
ascertain UVB exposure of hens as a highly effective approach to
increase the vitamin D content in eggs [2]. Data from that study
showed that UVB radiation increased the vitamin D content
much stronger than feeding the maximum permissible dosages
of dietary vitamin Ds.

Currently, three farming systems for laying hens are
frequently implemented in practice: Free-range farming, floor
management, and small-group systems, whereby mixed forms of
these housing systems are also common. In free-range systems,
hens have the possibility to go outside and become exposed to
natural sunlight, whereas floor management and small-group
systems operate with UV-free light regimens. Therefore, we hy-
pothesized that eggs from free-range hens might contain higher
vitamin D contents than barn eggs. The present study aimed to
investigate the vitamin D content of eggs in response to different
housing conditions.
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Materials and methods
Animals and treatment

The study was conducted with 101 25-wk-old laying hens (Lohmann silver).
The hens were randomly assigned to three groups. Group 1 (n = 34, indoor
group) was kept indoors without any exposure to natural sun light over the entire
study period; group 2 (n = 34, outdoor group) was placed outside for 9 h/d from
0700 h to 1600 h. Group 3 (n = 33, indoor/outdoor group) could choose freely
between inside and outside (outside option from 0700 h to 1600 h). The free-
range area was partly covered by UV-permeable acrylic glass to provide rain
protection. All hens received a standard feed with 2500 IU vitamin D/kg (Deuka,
Koénnern, Germany). Feed and water were offered ad libitum. The indoor group
was fed inside the barn; the outdoor and indoor/outdoor groups were provided
with feed and water, both indoors and outdoors.

Study protocol

The study was performed from August 22 to September 19, 2012 at the
experimental facility of the Martin-Luther-University Halle-Wittenberg (51°
latitude). Before the experiment, all hens were housed in a barn system for 2 wk.
The experimental period lasted 4 wk. Eggs were collected at the beginning of the
study (basal) and after the fourth week (final) of the experiment. To study the
choice behavior of the indoor/outdoor group, hens were monitored on three
randomly selected days during the experimental period.

Additionally, free-range and barn eggs were collected randomly from su-
permarkets and analyzed for their vitamin D content. To ensure that the com-
mercial free-range eggs were produced under similar weather and sunlight
conditions as the experimental eggs, we acquired eggs from two different hen
farms located near the experimental facility. The eggs were collected in
September and January to determine out seasonal influence on the vitamin D.

Sun light exposure conditions and sunshine duration

The outdoor enclosure conditions (location, incidence of sun light) were ar-
ranged to ensure an optimal UVB exposure from 1000 h to 1600 h. The UV
permeability of the coverage was >90% (manufacturer’s specification). Sunshine
duration, defined as the time during which the solar irradiance exceeds 120 W/
m?, was recorded daily.

Analysis of eggshell thickness and stability

Eggshell stability was determined by an electronically controlled breaking
strength tester (Messtechnik Gutsch, Nauendorf, Germany). Eggshell thickness
was measured using a micrometer screw with an accuracy of 10.0 um. Shell
fragments were collected from the equatorial area and mechanically purified
from organic materials.

Analysis of vitamin D3, 25-hydroxyvitamin D3, and 7-DHC contents in egg yolk

Pooled egg yolk samples (of three yolks each) of each group were used for the
analysis of vitamin D metabolites. Commercial eggs were analyzed individually.
Vitamin D3, 25-hydroxyvitamin D3 (25[OH]D3) and 7-DHC were determined by
liquid chromatography-tandem mass spectrometry, as described previously [2].

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using SPSS Statistics version 20 (IBM,
Armonk, NY, USA). Differences in the vitamin D content of eggs from basal to final
were analyzed by a paired t test. Differences between the three groups of hens
were analyzed by one-way analysis of variances (ANOVA). Vitamin D content of
the purchased eggs was compared by two-way ANOVA with the factors “farming”
and “season,” and the interaction between these two factors. When two-way
ANOVA revealed significance for one of these factors, a post hoc comparison
was performed. In case of variance homogeneity, means of the four groups were
compared by Tukey’s test, or in case of variance heterogeneity, by Games-Howell
test. Means were considered significantly different at P < 0.05.

Results
Sunshine duration and behavior of hens

The average weekly daily sunshine durations were 6.6, 5.5,
5.9, and 7 h, respectively (Fig. 1). Observations from three

randomly selected days showed that hens from the indoor/out-
door group spent most of their time outside the barn. Thus, we
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Fig. 1. Sunshine duration at the trial site (data averaged to weekly sunshine
duration).

assumed that UVB exposure of this group was comparable to that
of the outdoor group.

Egg weight and eggshell quality

Egg weight, eggshell thickness, and stability did not differ
between the three groups of hens at basal (Table 1). In all groups
of hens, egg weights significantly increased from basal to final
(P < 0.05). The housing systems did not reveal any effect on final
egg weights and eggshell stability (Table 1). The eggshell thick-
ness increased from basal to final in the outdoor and indoor/
outdoor groups (P < 0.05), but not in the indoor group (Table 1).
Final eggshell thickness was highest in the outdoor group, lowest
in the indoor group, and showed intermediate values in the in-
door/outdoor group.

Vitamin D content of egg yolk in response to the housing system

Analysis of vitamin D metabolites in pooled egg yolks from the
treatment groups was performed at basal and after 4 wk of the
experiment (Fig. 2). Egg yolk data did not reveal any differences
in basal contents of vitamin D3, 25(0H)D3, and 7-DHC between
the three groups of hens. At the end of the experiment, the
vitamin D3 content of egg yolk was three- to fourfold higher in
the sunlight-exposed groups (outdoor group and indoor/outdoor
group) than in the indoor group (P < 0.001; Fig. 2A). Egg yolks
from the outdoor group revealed the highest vitamin D3 content,
which averaged 14.3 pg/100 g dry matter (DM), followed by yolk
from the indoor/outdoor group with 11.3 pg/100 g DM. Egg yolk

Table 1
Egg weights and eggshell quality in response to the housing system
Indoor Outdoor Indoor/outdoor
group group group
Egg weight (g)
Basal 543 + 3.1 527 £ 2.4 529 + 1.9
Final 62.2 + 48 59.8 £+ 1.9 59.3 + 2.6
Eggshell thickness (um)
Basal 352 £ 17 337 £20 333 £ 14
Final 362 + 14° 380 £ 16 368 +13"P
Eggshell stability (N)
Basal 393+ 7.7 36.8 + 5.1 38.1+44
Final 46.5 + 7.2 496 + 7.5 493 + 9.1

Values are presented as mean &= SD (n =7 to 11)
Means not sharing the same superscripts (a,b) are significantly different
(P < 0.05, Tukey's test).

* Means are significantly different compared with basal (P < 0.05, paired
t test).
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Fig. 2. Content of (A) vitamin D3, (B) 25(0OH)D3, and (C) 7-dehydrocholesterol (7-
DHC) in dry matter (DM) of pooled egg yolks from three hens each (n = 7 to 11,
resulting from inconsistent numbers of laid eggs). Values are expressed as
mean + SD. Data were analyzed by one-way ANOVA using multiple comparison
procedures to analyze means of the groups (Tukey’s test or Games-Howell test).
*P < 0.05, 'P < 0.001, *significantly different from basal (P <0.05, paired t test).

of the indoor group revealed the lowest vitamin D levels. The
content of 25(0H)D3 in egg yolk also increased in response to
sunlight exposure, although less pronounced than the vitamin D3
content (P < 0.05; Fig. 2B). The 7-DHC contents of eggs were not
influenced by the housing system (Fig. 2C).
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Fig. 3. Content of (A) vitamin Ds, (B) 25(0OH)Ds, and (C) 7-dehydrocholesterol (7-
DHC) in dry matter (DM) of yolks from commercial eggs (n = 6 per set). Values
are expressed as mean = SD. Data were analyzed by two-way ANOVA (2 WA) with
the factors “farming” and “season” and the interaction between these factors,
respectively. Tukey’s test and Games-Howell test were applied to compare means:
P < 0.001, ‘P < 0.01.

Vitamin D content of commercial eggs

Vitamin D data did not show a consistent picture of free-range
and barn eggs. Regardless of the housing system and the season,
the vitamin D3 content of commercial eggs from farm A was
low and ranged between 2 and 4 ug/100 g DM (Fig. 3A). Also,
free-range eggs from farm B were not characterized by higher
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vitamin D content compared with barn eggs (Fig. 3A). The yolk
content of 25(0OH)D3 did not differ between the commercial eggs
analyzed (Fig. 3B). The 7-DHC content was not different between
eggs from farm A, but was higher in free-range eggs than in barn
eggs from farm B (P < 0.05; Fig. 3C).

Discussion

UV radiation is essential for endogenous vitamin D synthesis
in humans and animals [3]. Recent data show that eggs from
hens exposed for 3 h to artificial UVB radiation contained sixfold
higher amounts of vitamin D3 than eggs from non-exposed an-
imals [2]. Here, we show that free-range versus barn-rearing
systems for laying hens could offer an appropriate and cheap
alternative to fortify eggs with vitamin D. Eggs from free-range
hens that spent 9 h/d outdoors contained on average fourfold
higher amounts of vitamin D3 and 45% higher amounts of 25(0H)
D3 than barn eggs. However, we need to acknowledge that the
findings are specific to the season (August 22 to September 19)
and latitude (51°, Central Germany) under which the experiment
was conducted. It is to be expected that the efficacy of free-range
systems to fortify animal-based foods such as eggs, largely
depend on weather, season, and the latitude of the area where
the animals are housed [4,5]. We further found that eggs from
chickens with the inside/outside option contained markedly
more vitamin D3 than the indoor group, although the vitamin D3
contents of the outdoor group were not fully reached. Although
such eggs may not cover the daily vitamin D recommendation,
the idea of vitamin D bio-addition by sunlight could be used for
other animal housing systems to improve the vitamin D content
of meat or milk. The fact that the vitamin D content of milk could
be increased by sunlight exposure of cows [6,7] indicates the
effectiveness of the free-range system in production of other
vitamin D-enriched food.

Owing to the efficient bio-addition of eggs with vitamin D by
natural sunlight exposure of hens, we hypothesized that com-
mercial free-range eggs produced in summer should contain
higher amounts of vitamin D than barn eggs or free-range eggs
from winter. However, the vitamin D analysis did not support our
hypothesis. After visiting the farms, we assume that the free-
range housing conditions are crucial for the choice behavior of
the chickens. An important aspect that could influence the
movement of chickens in and out of the hen house is the offered
space for feeding [8]. We observed that chickens in a free-range
husbandry avoided moving outside if they received their feed
exclusively inside the barn. Besides the feeding points, habitat
preferences of free-range chickens are also important. One study
observed that the number of chickens found to be ranging
outside was positively correlated with the amount of tree cover

the range area contained [9]. Thus, the efficiency of sunlight
exposure to produce vitamin D-enriched eggs also depends on
the habitat conditions.

Another interesting finding from this study was an increase in
the stability of eggshells from basal to final in the sunlight-
exposed groups, but not in the indoor group. Eggshell quality
could be affected by diverse factors [10]. Most of the studies did
not found any effect of the housing system on eggshell quality
[11-13], but it is still a subject of controversy whether UVB ra-
diation could improve the eggshell quality.

Conclusion

Data show that the free-range farming system could be an
appropriate method to fortify eggs with vitamin D, provided
free-range farming conditions are sufficiently attractive for the
hens to range outside.
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3.4 Studie 4

Im Rahmen der Studie 4 wurde der Einfluss einer oralen 7-DHC-Zufuhr auf den
Vitamin D-Metabolismus am Mausmodell untersucht. Der Versuchsaufbau sowie
ausgewabhlte Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

3.4.1 Studiendesign

24 mannliche Wildtyp-Mause des Stammes C57BL/6 (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) wurden im Alter von vier Wochen zufallig auf zwei Gruppen (n = 12) verteilt.
Die Kontrollgruppe (- 7-DHC) erhielt eine Diat ohne 7-DHC, wahrend die Tiere der
Interventionsgruppe (+ 7-DHC) 7-DHC in einer Konzentration von 5 mg/kg Diat erhielten.
Beide Gruppen wurden adaquat mit Vitamin D versorgt (25 pg/kg) [National Research
Council 1995]. Das Verhaltnis von 7-DHC zu Vitamin D in der Diat wurde in Anlehnung an
das Konzentrationsverhéltnis im Huhnerei berechnet. Die Tiere erhielten eine fettreiche
Diat, welche aus 53,8 % Kohlenhydraten, 20,0 % Fett, 20,0 % Protein, 6,0 % Vitaminen
und Mineralien sowie 0,2 % Methionin bestand. Als Fettkomponente fungierten Kokosfett
und Sojadl, um einen zusatzlichen Eintrag von 7-DHC oder Vitamin D durch Verwendung
tierischer Produkte auszuschlieRen. Die Vitamin- und Mineralstoffgehalte der Diaten
wurden nach den Empfehlungen des National Research Council [1995] kalkuliert.
Wahrend des gesamten Experiments stand den Tieren Futter und Wasser ad libitum zur
Verfigung. Die Futteraufnahme pro Ké&fig sowie das Korpergewicht pro Tier wurden

wochentlich erfasst.

Jeweils zwei Tiere wurden in einem Makrolonkafig bei konstanter Raumtemperatur und
12-stindigem Hell-Dunkelrhythmus gehalten. Die Versuchsdauer betrug sechs Wochen.
Zu Versuchsende wurden die Mause Uber einen Zeitraum von vier Stunden das Futter
entzogen und zur anschlie@enden Probenentnahme mittels Diethylether betdubt und
anschlielend dekapitiert. Das Blut wurde in Serumgefalen (Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland) gesammelt und im Anschluss fir 5 min bei 10.000 g zentrifugiert. Die
Serumproben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Ferner wurde den
Tieren die Leber sowie perirenales Fettgewebe entnommen. Die Gewebeproben wurden
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und schliel3lich bei -80 °C gelagert. Der
Versuch wurde unter Einhaltung der Richtlinien zur Pflege und Handhabung von

Labortieren [National Research Council 2011] durchgefihrt.
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3.4.2 Analysen

Der Gehalt an 7-DHC, Vitamin D3 und 25(OH)D; wurde in Serum, Leber und perirenalem
Fettgewebe mittels Flissigchromatografie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
quantifiziert. Die Probenaufarbeitung erfolgte gemafl Studie 1, Studie 2 und Studie 3.
Alle Metaboliten wurden als Derivate des 4-Phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion (PTAD) mittels
positiver Elekrospray-lonisation (ESI*) bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte im Multiple
Reaction Monitoring (MRM) Modus. Die entsprechenden Massenlbergange der
Zielmetaboliten sowie der internen Standardsubstanzen sind in Tabelle 3-1
zusammengefasst. Die Auswertung wurde anhand der Software Analyst 1.4 (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefihrt.

Tabelle 3-1 Massenibergange und substanzspezifische Einstellungen der LC-MS/MS fur alle

quantifizierten Metaboliten.

Masseniibergang Declustering Collisions Collisions Cell
Metabolit [m/z] * Potential [V] Energy [V] Exit Potential [V]
7-DHC 591 > 365 11,0 26,7 7,00
Ergosterol ** 603 > 377 4,30 19,9 10,2
Vitamin D; 591 > 298 25,0 25,0 6,00
Vitamin Ds-d3 ** 594 > 301 25,0 25,7 6,00
25(0OH)Ds 607 > 298 14,5 30,7 5,90
25(0OH)Ds-dg ** 614 > 298 15,0 30,7 5,20

* Das Mutterion stellt ein Methylamin-Addukt dar [M+CH3sNH3]".

** Interne Standardsubstanz.

In den Leberproben wurde Uberdies die relative messenger Ribonukleinsdure (mRNA)
Konzentration ausgewahlter Gene des Vitamin D-Stoffwechsels mittels quantitativer
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion  (realtime RT-PCR) untersucht. Aus dem
Lebergewebe erfolgte zunéchst eine Isolierung der gesamten RNA unter Zuhilfenahme
des Kits peqGOLD TriFast™ (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland).
Die Aufarbeitung der homogenisierten Proben wurde entsprechend der Protokollvorgabe
des Herstellers durchgefuhrt. Anhand der optischen Dichte bei einer Wellenlange von
260 nm konnte die RNA-Konzentration in den Proben ermittelt werden. Ferner erfolgte
eine qualitative Kontrolle der isolierten RNA mittels Agarose-Gelelekrophorese sowie
optischer Dichte bei 260/280 nm. Die anschlieBende Umschreibung zur complementary

Desoxyribonukleinsdure (cDNA) wurde entsprechend der Protokollvorgabe fur das
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RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland) durchgefuhrt. Dieses Prinzip basiert auf der spezifischen Selektion
polyadeninhaltiger mRNA-Sequenzen mittels Uberschusszugabe von Thymin. Die Proben
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die relativen mRNA-
Konzentrationen wurden mittels realtime RT-PCR bestimmt [Radtke et al. 2014]. Fur die
Amplifizierung der cDNA-Templates wurden 20-35 PCR-Zyklen durchgefihrt. Ein solcher
PCR-Zyklus setzt sich zusammen aus der Denaturierung des cDNA-Templates bei 95 °C,
der Primerbindung bei einer spezifischen Annealingtemperatur sowie der
Produktverlangerung (Elongation) bei 72 °C. Die realtime RT-PCR wurde mit dem
Rotorgene 6000 sowie der Rotorgene Software 5.0 (Corbett Research, Mortlake,
Australien) durchgefiihrt. Eine anschlieRende Agarose-Gelelektrophorese diente der
Qualitatskontrolle des amplifizierten Produktes. Die Kalkulation der relativen mRNA-
Konzentration erfolgte nach Pfaffl et al. [2001]. Als Referenzgene wurden Beta-2-
Mikroglobulin (B2M) sowie das Grof3e Ribosomale Protein PO (RPLPO) verwendet. Die
Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tabelle 3-2 gezeigt.

Tabelle 3-2 Charakteristika der verwendeten Primer zur Untersuchung relativer mRNA-

Expressionen in der Leber.

Produkt-
Gen Forward Primer (von 5’ nach 3’) Reverse Primer (von 5’ nach 3’)  groRRe [bp]
B2M * TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA  CAGTATGTTCGGCTTCCCATT 104
CYP2R1 CAAAAATGGGAGGCTTACTC GTTATCAGTTGCTTGAGGTC 196
CYP27A1 CTTTCTCTTCCCCAAGAATAC TTATCAGCCTCTTTCTTCCTC 126
LDLR TGTCCATCTTCTTCCCTATTG GTCTTGAGGGGTAGGTATAG 183
LRP1 CCTACCTAGACTACATCGAG GCGTAGAGATAGTTCTCAAAC 118
RPLPO* GAAACTGCTGCCTCACATCCG CTGGCACAGTGACCTCACACG 146

* Referenzgen. Die Gene kodieren folgende Proteine: Beta-2-Mikroglobulin (B2M), Vitamin D
25-Hydroxylase (CYP2R1), Sterol 27-Hydroxylase (CYP27A1), Low Density Lipoprotein Receptor
(LDLR), Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP1), Grol3es Ribosomales Protein
PO (RPLPO).

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels SPSS Version 22 (IBM,
Armonk, USA). Alle Werte sind dargestellt als Mittelwert £ Standardabweichung. Die
Normalverteilung der Daten wurde anhand des Shapiro-Wilk Tests Uberprift. Waren die
Daten nicht normalverteilt, so erfolgte eine logarithmische Transformation der

entsprechenden Stichproben. Beide Gruppen wurden auf bestehende Unterschiede
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mittels unabhangigem t-Test, anhand der nicht-transformierten bzw. logarithmierten

Daten, untersucht. Das Signifikanzniveau wurde mit P < 0,05 definiert.

3.4.3 Ergebnisse

Die mittlere Gewichtszunahme (- 7-DHC: 178 £ 41,6 mg/d; + 7-DHC: 163 = 33,0 mg/d)
und die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme (- 7-DHC: 2,37 + 0,15 g/d; + 7-DHC:
2,41 £ 0,10 g/d) unterschieden sich nicht zwischen der Kontroll- und Interventionsgruppe.
Fur die Interventionsgruppe ergab sich daraus eine mittlere 7-DHC-Aufnahme von
12,0 £ 0,50 pg/d. Das Verhéltnis 7-DHC/Vitamin D in der Diat betrug 200/1.

Zu Versuchsende wurde bei allen Tieren der Gehalt an 7-DHC sowie 25(OH)D3; im
Plasma bestimmt. Trotz der hohen 7-DHC-Aufnahme wurde gegentuber den Kontrolltieren
kein Unterschied im 7-DHC-Plasmagehalt festgestellt (Abbildung 3-1A). Ferner zeigte die
Behandlung keinen Einfluss auf die Gehalte an 25(OH)D; (Abbildung 3-1B).
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Abbildung 3-1 Einfluss einer alimentéren 7-DHC-Zufuhr auf die Gehalte an (A) 7-DHC und
(B) 25(0OH)D; im Serum. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standard-

abweichung, n = 12.

Um den Einfluss einer alimentaren 7-DHC-Aufnahme auf die Gehalte an 7-DHC im
Gewebe zu untersuchen, erfolgte eine Quantifizierung in Leber und perirenalem
Fettgewebe. In beiden Geweben wurde zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe kein
Unterschied detektiert (Tabelle 3-3).



Tierexperimentelle Studien

Tabelle 3-3 7-DHC-Gehalt in Leber und perirenalem Fettgewebe in Abhangigkeit von der

alimentaren 7-DHC-Zufuhr.

Behandlungsgruppe Unabhangiger
- 7-DHC + 7-DHC t-Test
Leber [ng/g] 225 + 813 192 + 675 ns
Perirenales Fettgewebe [pg/g] 159 =+ 133 141 £ 123 ns

Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte + Standardabweichung, n = 12. Nicht signifikant (ns).

Neben 7-DHC wurde auch der Gehalt an Vitamin D3 in der Leber sowie im Fettgewebe
der Mause bestimmt. Durch alimentare Zufuhr von 7-DHC konnte ein starker Anstieg von
Vitamin D3 in der Leber verzeichnet werden (P < 0,001, Abbildung 3-2A). Im Fettgewebe
hingegen war Vitamin D3 nur in der Interventionsgruppe quantifizierbar (Abbildung 3-2B).
Es ist davon auszugehen, dass auch im Fettgewebe eine Erhdhung des Gehaltes an
Vitamin D3 durch die Zufuhr von 7-DHC erzielt wurde. Die Nachweisgrenze lag fur

Vitamin D3 bei 1,7 ng/g Gewebe.

A) (B)
= 12 - | 5 -
2 5
£ 10 - ® 4 -
o 5o
S 8 =2
3 0 ET
£, 3 27
- . OF - S -
8 c s
£ i €2 17 #
; 0 1 T 1 > 0 a T 1
-7-DHC +7-DHC -7-DHC +7-DHC

Abbildung 3-2 Vitamin D3-Gehalt in (A) Leber und (B) perirenalem Fettgewebe in
Abhéangigkeit von der alimentéaren 7-DHC-Zufuhr. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert = Standardabweichung, n=12. Die unterbrochene Linie stellt die
Nachweisgrenze fir Vitamin D3 dar (1,7 ng/g). # Balken ist ein Zufallswert
unterhalb der Nachweisgrenze. *** Signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen (t-Test fur unabhéngige Stichproben, P < 0,001).

25(0OH)D3; konnte weder in der Leber noch im perirenalen Fettgewebe detektiert werden.

Die Nachweisgrenze lag bei 1,0 ng/g Gewebe.
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Tierexperimentelle Studien

Die relative mRNA-Expression wurde in Abhéngigkeit von der oralen 7-DHC-Zufuhr in der
Leber untersucht. Dabei wurde die Expression von Genen, die an der Hydroxylierung und

der zellularen Aufnahme von Vitamin D; beteiligt sind untersucht. Zwischen beiden

Gruppen bestanden keine Unterschiede

relativen mMRNA-Konzentrationen

(Tabelle 3-4).
Tabelle 3-4 Relative mRNA-Konzentration in der Leber in Abh&ngigkeit von der alimentéren

7-DHC-Zufuhr.

Behandlungsgruppe Unabhangiger

Gen - 7-DHC + 7-DHC t-Test
CYP2R1 1,00 £ 0,27 091 + 0,17 ns
CYP27A1 1,00 +* 0,23 091 =+ 0,17 ns
LDLR 1,00 +* 0,50 094 =+ 0,29 ns
LRP1 1,00 +* 0,46 0,87 = 0,36 ns

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung, n = 12. Nicht signifikant (ns). Die
Gene kodieren folgende Proteine: Vitamin D 25-Hydroxylase (CYP2R1), Sterol 27-Hydroxylase
(CYP27A1), low density lipoprotein receptor (LDLR), low density lipoprotein receptor-related

protein 1 (LRP1).
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4  Diskussion

4.1 Effizienz einer Ultraviolettlicht-Exposition zur Steigerung

des Vitamin D-Gehaltes im Hihnerei

In Deutschland betragt die durchschnittliche Vitamin D-Aufnahme weniger als 3 pg pro
Tag [Max Rubner-Institut 2008]. Bei einer empfohlenen taglichen Zufuhr von 20 ug
Vitamin D [DGE 2013] decken groR3e Teile der Bevolkerung ihren Bedarf nicht. Dennoch
unterliegt die Anreicherung von Lebensmitteln in der Bundesrepublik strengen
gesetzlichen Regulationen. Um dem Versorgungsdefizit dennoch entgegenzuwirken,
bietet es sich an, den Vitamin D-Gehalt durch naturliche Prozesse zu steigern. In diesem
Sinne beschreibt die Bezeichnung Bio-Addition eine gezielte Anreicherung von Vitamin D
im Zuge der Priméarproduktion pflanzlicher oder tierischer Lebensmittel [Calvo & Whiting
2013]. Ein nachtraglicher Zusatz von Vitamin D erfolgt im Rahmen der Bio-Addition nicht.

Ein geeignetes Ziellebensmittel sollte gewisse Voraussetzungen erfiillen, um eine bessere
Vitamin D-Versorgung zu gewahrleisten. In erster Linie muss dabei sichergestellt werden,
dass ein Bio-Addition-Verfahren effektiv umsetzbar ist. Dies wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fir das Huhnerei untersucht. Gleichzeitig sollte es sich um ein
Lebensmittel handeln, das regelmafig von einer moglichst breiten Bevolkerungsgruppe
verzehrt wird. Aus dieser Sicht erfiillt das Ei ideale Voraussetzungen. In Deutschland
wurde fur das Jahr 2012 ein Pro-Kopf-Verbrauch von 217 Huhnereiern ermittelt
[Bundesministerium flr Ernahrung und Landwirtschaft 2013]. Die Varianz der taglichen
Verzehrmenge ist verhaltnismaRig gering [Max Rubner-Institut 2008]. Daher ist nicht zu
erwarten, dass spezifische Bevolkerungsgruppen extrem hohe Mengen Eier konsumieren.
Auch im internationalen Vergleich stellen Hihnereier einen festen Bestandteil im
Speiseplan dar. Fir Australien und die USA wurde ein jahrlicher Verbrauch von 213 bzw.
255 Eiern pro Person ermittelt [Liu et al. 2014, United States Department of Agriculture
2014]. Auch unter Berticksichtigung ernahrungsphysiologischer Gesichtspunkte bietet das
Huhnerei Vorteile. Es ist eine gute Quelle fir besonders hochwertiges Protein sowie

zahlreiche Mineralstoffe [Song & Kerver 2000].

Huhnereier zur Bio-Addition von Vitamin D zu nutzen ist kein grundlegend neuer
Gedanke. Es existieren bereits zahlreiche Untersuchungen, die gezeigt haben, dass ein
Vitamin D-reiches Legehennenfutter den Gehalt an Vitamin D im Ei erhoht [Mattila et al.
1995, Mattila et al. 1999, Mattila et al. 2003, Yao et al. 2013, Brownig & Cowieson 2014].

Nach europdischem Recht ist der Zusatz von Vitamin D in der Legehennenhaltung
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allerdings auf 80 pg/kg Futtermittel limitiert (Verordnung (EG) Nr. 1443/2006). Diese
Hoéchstmenge wird in der Praxis meist jedoch bereits ausgeschopft. Daher lasst sich der
Vitamin D-Gehalt im Ei nicht weiter Uber das Futter steigern. Die hier vorliegende
Methode basiert hingegen auf einer UVB-induzierten Anreicherung von Vitamin D durch

Implementierung von UV-Licht in die Legehennenhaltung.

Ausgangssubstrat fir die kutane Vitamin D-Synthese in der Haut ist 7-DHC. Somit ist die
verfigbare Menge an 7-DHC ein limitierender Faktor flr die Effizienz der endogenen
Vitamin D-Synthese [MacLaughlin & Holick 1985, Kuan et al. 2013]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde eine Quantifizierung des 7-DHC-Gehaltes in diversen
Hautarealen der Legehenne durchgefihrt. Diese ergab, dass der Gehalt an 7-DHC im
Bereich der unbefiederten Stander 190-fach hoher ist als im Kamm oder Kehllappen
(Studie 1). Die UVB-Lampen wurden daher so positioniert, dass vornehmlich eine

Exposition der unbefiederten Stéander gewahrleistet wurde.

Durch tagliche UVB-Exposition von 180 min konnte somit ein deutlicher Anstieg der
Vitamin D-Gehalte im Eigelb erzielt werden (Studie 1). Dieser Anstieg trat sogar dann auf,
wenn die Tiere ausreichend Vitamin D (75 pg/kg) mit dem Futter erhielten (Studie 1). So
betrug der Vitamin Ds;-Gehalt im Eigelb bei alimentarer Vitamin D-Zufuhr
5,23 ng/100g TM und bei zuséatzlicher UVB-Exposition immerhin 32,4 ug/100 g TM.
Hinweise eines friiheren Experimentes ergaben, dass eine kopfseitige UVB-Exposition
nicht zur Anreicherung von Vitamin D im Ei beitragt [Lietzow et al. 2012]. Ferner konnte
durch diese Art der UVB-Exposition der Vitamin D-Status der Tiere nicht verbessert
werden [Lietzow et al. 2012]. Die Studie 1 zeigte jedoch sehr deutlich, dass selbst bei
alimentarer Vitamin D-Zufuhr eine effektive Bio-Addition der Huhnereier realisierbar ist,

sofern eine gezielte UVB-Exposition der 7-DHC-reichen Standerhaut gewahrleistet ist.

Untersuchungen der Studie 2 ergaben, dass mit steigender Dauer der UVB-Exposition
der Vitamin D-Gehalt im Eigelb zunimmt. Bei einer taglichen Exposition von 300 min
konnten 95 % der maximal zu erreichenden Vitamin D-Menge erzielt werden. Somit ist zu
erwarten, dass Expositionszeiten von mehr als 300 min/d nur noch einen minimalen
Mehrwert zur Vitamin D-Anreicherung im Ei bringen. Durch orale Applikation konnte eine
lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung bis zu einer Vitamin D-Zulage von 618 ug/kg Futter
nachgewiesen werden [Persia et al. 2013, Yao et al. 2013]. Die Vitamin Ds;-Gehalte im
Eigelb betrugen dabei 60 pg/100 g Frischmasse. Dies entspricht dem Vierfachen dessen,
was im Rahmen einer UVB-Exposition maximal erzielt werden konnte (Studie 2). Somit
sind alimentdre und UVB-induzierte Vitamin D-Anreicherungen durch unterschiedliche

Dosis-Wirkungs-Beziehungen gekennzeichnet, was vermutlich auf photochemische
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Reaktionen bei der endogenen Synthese zurlckzufiihren ist. Ab einer Wellenlange von
> 300 nm entstehen in der Haut vermehrt Photoisomere und Toxisterole [Holick et al
1981, Webb et al. 1989]. In Folge dessen vermindert sich auch die Ausbeute an Vitamin
D; [Tian et al. 1993]. Da die verwendeten UVB-Lampen (Studie 1 und Studie 2) Licht im
Wellenlangenbereich von 280 - 340 nm emittieren, wird somit die Bildung von Vitamin D5
limitiert. Mit steigenden UVB-Expositionszeiten werden Uberdies auch bereits entstandene
Vitamin Ds;-Metaboliten in  Photoisomere Uberfihrt. Auch bei langen UVB-
Expositionszeiten wird somit gewahrleistet, dass der Vitamin D-Gehalt im Ei nicht
unermesslich ansteigt. Dies ist ein bedeutender Aspekt dieses Verfahrens, da so ein

optimaler Schutz der Verbraucher vor Vitamin D-Intoxikationen geboten ist.

Es ist bemerkenswert, dass sich der Vitamin D-Gehalt im Ei durch die UVB-Exposition
exzellent steigern lasst, wahrend der Vitamin D-Status der Hennen, bei guter alimentarer
Versorgung, hicht verandert wird (Studie 2). Das kutan gebildete Vitamin D; scheint
Uberwiegend in das Eigelb transferiert zu werden und unterliegt nur marginal der
hepatischen Hydroxylierung. Auch beim Huhn werden die 25-Hydroxylasen nicht
spezifisch reguliert [Bar 2008]. Daher ist anzunehmen, dass die endogenen Vitamin Ds-
Metaboliten direkt in das Ei sezerniert werden, ohne zuvor die Leber zu passieren.
Dennoch war die UVB-Exposition der Hennen mit einem leichten Anstieg der 25(OH)Ds-
Gehalte im Eigelb assoziiert. Wahrend man friher davon ausging, dass 25-Hydroxylasen
ausschlieBlich in der Leber vorkommen, ist heute bekannt, dass auch in der Haut
25(0OH)D; aus Vitamin D; gebildet werden kann [Lehmann et al. 1999, Schuessler et al.
2001]. In den unbefiederten Standern der UVB-exponierten Hennen konnte daher ein
erhohter Gehalt an 25(0OH)D; nachgewiesen werden (Studie 2). Womdglich stammt das
25(0OH)D; im Ei daher auch direkt aus der Haut der Legehenne. Der Transfer von
Vitamin D in den Eifollikel findet bereits vor der Ovulation statt [Fraser & Emtage 1976].
Wahrend Cholesterol und weitere Lipide lipoproteinvermittelt in den reifenden Follikel
aufgenommen werden, erfolgt der Einbau von Vitamin D proteingebunden [Fraser &
Emtage 1976, Elkin et al. 1999, Bujo et al. 1997]. Vitamin D; und 25(OH)D; werden beim
Huhn durch zwei verschiedene Transportproteine in der Blutbahn beférdert [Edelstein et
al. 1973]. Dabei wird ausschlie3lich das Vitamin Ds-bindende Protein im Blutkreislauf an
Dotterproteine gebunden und gelangt so in den Eifollikel [Fraser & Emtage 1976]. Das
25(0OH)Ds-bindende Protein wird nicht in den Follikel transferiert. Dennoch konnte in Folge
der UVB-Exposition ein leichter Anstieg der 25(OH)Ds-Gehalte im Ei beobachtet werden
(Studie 2). Hohe Konzentrationen an 25(OH)D3; kdnnen eine Verdrangung von Vitamin Ds
von dem spezifischen Transportprotein induzieren, sodass auch geringe Mengen an

25(0OH)D; in das Ei aufgenommen werden [Fraser & Emtage 1976].
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Studie 2 verdeutlichte auch, dass der maximale Vitamin D-Gehalt im Ei nach
dreiwdchiger UVB-Exposition erreicht war. Bei fortlaufender Exposition mit UVB-Licht
konnte keine weitere Erhohung des Vitamin D-Gehaltes erzielt werden (Studie 2). Diese
Befunde decken sich mit den hierzu bekannten Fitterungsexperimenten, welche einen
maximalen Vitamin D-Gehalt im Ei spatestens nach drei Wochen oraler Zufuhr
verzeichneten [Mattila et al. 1999, Mattila et al. 2003, Yao et al. 2013, Browning &
Cowieson 2014]. Der Grofdteil an Vitamin D und anderen Nahrstoffen wird bereits eine
Woche vor der Ovulation in das reifende Ei transferiert [Fraser & Emtage 1976]. Der
Vitamin D-Gehalt eines gelegten Eies steigt daher friihestens eine Woche nach Beginn
einer Behandlung an. Nach zwei bis drei Behandlungswochen ist ein konstanter
Vitamin D-Gehalt im Ei erreicht, der das verfligbare Angebot an Vitamin D-Metaboliten
wiederspiegelt.

Die Intensitat der UVB-emittierenden Lampen (Studie 1 und Studie 2) entspricht der
UVB-Strahlungsintensitat eines klaren Sommertages in Deutschland. Legehennen in
Freilandhaltung koénnen dementsprechend eine ahnliche UVB-Exposition erfahren. Im
Rahmen der Studie 3 sollte daher gepruft werden, ob die Freilandhaltung von
Legehennen einen Beitrag zur Bio-Addition leisten kann. Die Tiere wurden fur neun
Stunden pro Tag im Freien gehalten und waren so dem natirlichen Tageslichtspektrum
ausgesetzt. Dabei konnte eine Erh6hung des Vitamin D-Gehaltes in den Eiern belegt
werden. Dieser war in den Eiern der Freilandhennen dreifach hoher als in den Kontrollen
in Bodenhaltung (Studie 3). Somit konnte die Freilandhaltung von Legehennen einen
wichtigen Beitrag zur Bio-Addition leisten. Es gilt jedoch zu beriicksichtigen, dass eine
effiziente Vitamin D-Anreicherung lediglich in den Sommermonaten erzielt werden kann.
Von Oktober bis Marz ist die endogene Vitamin D-Synthese in Deutschland, bedingt durch
den geringen Sonneneinfallswinkel, nicht moéglich [Webb et al. 1988, Engelsen et al.
2005]. Zudem hat die Gestaltung der Freiflachen einen entscheidenden Einfluss auf den
Erfolg des Verfahrens. So muss gesichert sein, dass die Hennen ausreichend dem
Sonnenlicht exponiert sind. Eine Untersuchung von kommerziell erworbenen Hihnereiern
zeigte, dass Eier aus Freiland- und Bodenhaltung sich nicht in ihrem Vitamin D-Gehalt
unterschieden (Studie 3). Scheinbar waren diese Legehennen nicht ausreichend dem
Sonnenlicht exponiert, was vermutlich auf die Haltungsbedingungen zurtickzufihren ist. In
der kommerziellen Freilandhaltung verlasst ein Grof3teil der Huhner nur &uf3erst selten
den Stall [Dawkins et al. 2003]. Beobachtungen zufolge wird das Freigelande deutlich
besser akzeptiert, wenn ausreichend Unterstellmdglichkeiten fur die Tiere geboten
werden [Bubier et al. 1998, Dawkins et al. 2003]. Ferner muss gesichert sein, dass den

Hennen auch auf3erhalb des Stalls genligend Futter und Wasser zur Verfigung steht
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[Bubier et al. 1998]. Diese Aspekte wurden im Rahmen der Studie 3 berlcksichtigt und

ermdglichten so eine effektive Anreicherung mit Vitamin D im Ei.

Eine Besonderheit der UVB-induzierten Anreicherung von Vitamin D besteht darin, dass
auch eine Erh6hung der 25(OH)D;-Gehalte im Ei erzielt werden kann (Studie 1, Studie 2
und Studie 3). In Relation zu Vitamin D; fallt dieser Anstieg zwar verhaltnism&Rig gering
aus, bekommt im Hinblick auf die funffach erhdhte biologische Aktivitat von 25(0OH)D3
jedoch eine groRe Bedeutung [Cashman 2012]. Herkdmmliche Anreicherungsstrategien
beschranken sich hingegen ganzlich auf den Zusatz von Vitamin D3z bzw. Vitamin D,
[Calvo & Whiting 2013]. Eine weitere Strategie sieht vor, den Vitamin D-Gehalt von Brot
und Backwaren durch Verwendung UVB-bestrahlter Hefen zu erhéhen [European Food
Safety Authority 2014]. Hierbei wird Ergosterol effektiv zu Vitamin D, umgesetzt, jedoch
entstehen dabei keine hydroxylierten Vitamin D-Metaboliten. Die Bildung von 25(OH)D; ist
nur im Organismus, unter Beteiligung der intrazellularen 25-Hydroxylasen, mdglich. Im
Vergleich zu g&angigen Anreicherungsverfahren bietet die UVB-Exposition von
Legehennen daher entscheidende Vorteile.

Vitamin D wird, aufgrund seiner fettloslichen Eigenschaften, fast ausschlie3lich im Eigelb
angereichert (Studie 1). Daher kénnen die quantifizierten Mengen zur Berechnung des
Vitamin D-Gehaltes im gesamten Ei zugrunde gelegt werden. Nimmt man fir alle
Versuchseier ein Eigelbgewicht von 7,70 g TM an, so lassen sich die enthaltenen Mengen
an Vitamin D néaherungsweise vergleichen. Berechnet werden diese aus der Summe von
Vitamin D; und 25(OH)Ds;, wobei die hdhere biologische Aktivitat von 25(0OH)D3; durch
Multiplikation mit dem Faktor funf bertcksichtigt wird [Cashman 2012]. Durch
300-minutige UVB-Exposition der Legehennen konnten Eier mit einem Gehalt von 3,88 ug
Vitamin D erzeugt werden (Studie 2). Die nicht-exponierten Tiere legten hingegen Eier
mit einer Gesamtmenge von 1,20 pg Vitamin D-Metaboliten (Studie 2). Wurden die Tiere
fir neun Stunden pro Tag im Freiland gehalten, betrug der Vitamin D-Gehalt 3,08 ug
(Studie 3). Der Verzehr eines Eies wirde den von der DGE empfohlenen Vitamin D-
Bedarf bei 300-minitiger UVB-Exposition der Hennen zu 20% bzw. 15% bei
konventioneller Freilandhaltung decken. Die kommerziell erworbenen Eier aus
Bodenhaltung enthielten 1,44 ug Vitamin D (Studie 3) und erfullen nur 7 % der

empfohlenen Tageszufuhr.
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4.2 Sicherheitsaspekte einer Ultraviolettlicht-Exposition zur

Steigerung des Vitamin D-Gehaltes

Alimentare Vitamin D-Uberdosierung kann eine Hypervitaminose verursachen. Obwohl
die Pravalenz fur eine unzureichende Versorgung unverkennbar héher ist [Hathcock et al.
2007, Koul et al. 2011], sind die akuten Folgen einer Hypervitaminose deutlich
schwerwiegender. Symptomatisch &ufiert sich die Hypervitaminose durch Anorexie,
Erbrechen, Gewichtsverlust, Polyurie, allgemeine Schwéache und Mudigkeit [Koul et al.
2011, Pandita et al. 2012]. Bedingt durch erhdhte Absorption von Calcium im Darm sowie
verstarkte Freisetzung aus den Knochen kommt es ferner zur Entstehung von
Osteoporose, Einlagerung von Calcium in den Weichgeweben und Funktionsstérungen
der Niere [Suda et al. 2003, Jones 2008, Pandita et al. 2011]. Das Tolerable Upper Intake
Level wurde fur Erwachsene mit 100 pg Vitamin D pro Tag von der European Food Safety
Authority [2012] definiert. Die Aufnahme von Vitamin D gilt bis zu diesen Mengen als
unbedenklich. Aufgrund des geringen Sicherheitsabstandes zwischen empfohlener
Tageszufuhr von 20 pug [DGE 2013] und Tolerable Upper Intake Level wurde die
Fortifizierung von Lebensmitteln bisher stark limitiert. Untersuchungen belegen jedoch,
dass die Anreicherung gangiger Lebensmittel mit einer Verbesserung des Vitamin D-
Status assoziiert ist [O’Donell et al. 2008, Brown et al. 2013]. In einigen Staaten, darunter
Irland, ist der Zusatz von Vitamin D zu einer Vielzahl verschiedener Lebensmittel gestattet
[Hannon et al. 2007]. Im Rahmen einer kirzlich publizierten Untersuchung wurde jedoch
bei 4,1% einer irischen Studienpopulation (N =10.181) eine Hypervitaminose

diagnostiziert [Kilbane et al. 2014].

Die UVB-induzierte Erhdhung des Vitamin D-Gehaltes im Ei stellt eine sehr gute
Ubereinkunft zwischen der Forderung nach héheren, lebensmittelbasierenden Aufnahmen
und der Gewahrleistung ausreichender Verbrauchersicherheit dar. Der Verzehr eines Eies
erfullt maximal 20 % des taglichen Bedarfs (Studie 2). Damit wird ein wichtiger Beitrag
zur Vitamin D-Versorgung geleistet ohne die komplette empfohlene Tageszufuhr zu
decken. Anreicherungsverfahren, welche eine Bedarfsdeckung Uber ein einziges
Lebensmittel vorsehen, wirden mit einem erhdhten Risiko fir Vitamin D-Intoxikationen
einhergehen [Brown et al. 2013]. Bei der UVB-induzierten Anreicherung von Pilzen sind
bereits kurzeste Expositionszeiten mit einem Vitamin D-Gehalt von 12,6 ug/g ™™
assoziiert [Kalaras et al. 2012]. Der Verzehr einer Pilzmahlzeit konnte dabei sogar zur
Uberschreitung des Tolerable Upper Intake Level fiihren. Die UVB-Exposition von
Legehennen geht hingegen nicht mit einer unkontrollierten Anreicherung von Vitamin D

einher (Studie 2). Bei herkbmmlichen Anreicherungsverfahren kann es durch Fehler im
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Produktionsprozess zur exzessiven Anreicherung von Vitamin D im Lebensmittel
kommen. So wurde in den USA, in Folge des Konsums fehlerhaft angereicherter Milch,
das vermehrte Auftreten von Hypervitaminosen beobachtet [Jacobus et al. 1992, Blank et
al. 1995]. Daher sind intensive Kontrollen wahrend der Produktion solcher Lebensmittel
unabdingbar. Ein weiteres Problem herkbmmlicher Anreicherungsverfahren besteht darin,
dass sich die zugesetzten Metaboliten nicht homogen in den Lebensmitteln verteilen. So
kommt es wahrend der Herstellung von angereichertem Kase zur vermehrten
Akkumulation von Vitamin D im Zwischenprodukt Quark [Tippetts et al. 2012]. Um eine
gezielte und homogene Verteilung in den Nahrungsmitteln zu gewahrleisten, missen fir
solche Anreicherungsstrategien deshalb aufwendige lebensmitteltechnologische

Verfahren entwickelt werden [Haham et al. 2012, Tippetts et al. 2012].

Die UVB-induzierte Vitamin D-Anreicherung gewahrt eine ausreichende Sicherheit fir den
Verbraucher. Doch auch fir die Tiere wird das Risiko einer Hypervitaminose gegentiber
der Verwendung hochdosierter Futterzusdtze stark minimiert. Daher stellt die UVB-
Exposition auch fur die Erzeugung weiterer tierischer Produkte ein sicheres und
vielversprechendes Verfahren dar. Untersuchungen der Studie 1 ergaben, dass durch
Exposition mit UVB-Licht eine Steigerung des Vitamin D-Gehaltes im Muskelfleisch
induziert werden kann. Bedeutsam ist dies, da der Fleischverzehr in der Bundesrepublik
relativ hoch ist [Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft 2013]. Da Fleisch
und Fleischprodukte natirlicherweise geringe Mengen an Vitamin D enthalten [Schmid &
Walther 2013], wirde ein GrofRdteil der Bevolkerung von solch einer Vitamin D-
Anreicherung profitieren. Infolge der UVB-Exposition war der Gehalt an aktiven Vitamin D-
Metaboliten im Muskelfleisch mit 1,57 ug/100 g zweifach hoher als bei den nicht-
exponierten Legehennen (Studiel1). In der Fleischerzeugung werden jedoch
Ublicherweise Broiler eingesetzt. Diese zeichnen sich durch einen deutlich héheren Anteil
an Vitamin D-speicherndem Fettgewebe aus. Zudem findet bei Broilern keine Exkretion
von Vitamin D-Metaboliten Uber das Ei statt. Insofern ist zu erwarten, dass durch UVB-
Exposition von Broilern eine noch bessere Anreicherung im Fleisch moglich wére. Zur
endogenen Vitamin D-Synthese sind neben dem Gefliigel zahlreiche weitere Tierarten
fahig [Hidiroglou & Karpinski 1989, Ferguson et al. 2003, Dittmer & Thompson 2011]. Die
Exposition weiterer Nutztiere mit UVB-Licht kénnte dementsprechend einen wichtigen
Beitrag fur die Anreicherung tierischer Lebensmittel leisten. Voraussetzung hierfur ist
jedoch, dass eine ausreichende Menge an kutanem 7-DHC zur Verfugung steht und
Uberdies eine effektive Absorption der UV-Strahlen moglich ist. Hymoller et al. [2010]
konnten belegen, dass auch in den mit Fell bedeckten Hautarealen der Kuh eine

ausreichende Vitamin D-Synthese gewéhrleistet wird.
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4.3 Limitationen der Ultraviolettlicht-Expositionsstudien

Die UVB-Exposition von Legehennen erwies sich als effektive Methode zur Bio-Addition
von Vitamin D in HUhnereiern. Eine entscheidende Limitation der Studie 1 und Studie 2
stellt die Ubertragbarkeit in die praktische Legehennenhaltung dar. Die Haltung von
Legehennen zu Erwerbszwecken wird durch die Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung
(TierSchNutztV) geregelt. Nach Wegfall des §13b TierSchNutztV zum 01.04.2012 ist die
Kafighaltung in der BRD nicht mehr gestattet. Mittels Einzelhaltung konnte in den
Versuchen eine optimale Exposition der Tiere gesichert werden. Die Implementierung von
UVB-Lampen in Bodenhaltungen kdnnte eine verminderte Exposition einzelner Tiere zur
Folge haben. Dies dirfte insbesondere daraus resultieren, dass die Hihnerstalle eine
hohe Besatzdichte aufweisen und die UVB-Strahlung nicht alle Tiere gleichmaRig erreicht.
Die Effizienz der Vitamin D-Anreicherung lasst sich daher nicht vollkommen auf die Praxis
projizieren. Dennoch ist eine sinnvolle Steigerung des Vitamin D-Gehaltes durch eine
lampenbasierte UVB-Exposition zu erwarten. Im Gegensatz dazu ist fur die Studie 3 eine
gute Ubertragbarkeit in die Praxis gewahrleistet. Eier aus Freilandhaltung koénnen,
insbesondere in den Sommermonaten, einen entscheidenden Beitrag zur Vitamin D-
Versorgung der Bevélkerung leisten. Eine zusétzliche UVB-Exposition der Freilandhennen
in den weniger sonnigen Monaten wirde auch bei dieser Haltungsform eine konstante
Anreicherung mit Vitamin D im Ei ermoglichen. Unter optimalen Bedingungen kénnen Eier
mit einem Vitamin D-Gehalt von 3,88 ug erzeugt werden, die bereits 20 % des taglichen
Bedarfs decken. Legt man den Vitamin D-Gehalt eines kommerziellen Eies aus
Freilandhaltung zugrunde, dann entspricht das einem Zugewinn von 2,58 ug pro Ei. Durch
den regelméRigen Verzehr solcher Eier wirde sich die Vitamin D-Zufuhr fur die
Bevdlkerung in Deutschland verdoppeln. Erhoht sich die Vitamin D-Aufnahme um 1 pg/d,
so steigt der 25(OH)Ds-Plasmaspiegel immerhin um 2,32 nmol/l [O’Donnell et al. 2008,
Brown et al. 2013]. Bei der deutschen Bevdlkerung betréagt die Plasmakonzentration an
25(0OH)D; im Mittel 45,0 nmol/l [Hintzpeter et al. 2008]. Wird die tatsachliche Menge an
verzehrten Eiern in der BRD beriicksichtigt, dann ergibt sich eine beachtliche Steigerung

um 3,59 nmol/l bzw. 8 %.
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4.4 Einfluss einer Ultraviolettlicht-Exposition auf die Qualitat
der Eischale, den Cholesterolgehalt der Eier sowie die

Gesundheit der Legehennen

Die Mineralisierung der Eischale wird im Wesentlichen durch die Versorgung der
Legehennen mit Vitamin D und Calcium gesichert [Roberts 2004]. Die Schalenqualitat ist
ein entscheidender Faktor in der konventionellen Eiproduktion, da eine intakte Schale das
Ei vor Kontaminationen schitzt. Ferner ist eine stabile Eischale fur die Vermarktung von
groRer Bedeutung. Bekannt ist, dass eine gute Vitamin D-Versorgung die
Calciumaufnahme aus dem Legehennenfutter steigert und die Mineralisierung der Schale
beginstigt [Bar et al. 1999]. Bei hoher Vitamin D-Zulage im Legehennenfutter (75,0 pg/kg
bzw. 62,5 ug/kg) bewirkte eine zusétzliche UVB-Exposition keine Verbesserung der
Eischalendicke oder -stabilitdt (Studie 1 und Studie 2). Die Beleuchtung der Hennen mit
UVB-Licht hatte ferner keinen Einfluss auf die Bruchfestigkeit des Tibiotarsus (Studie 1).
Dabei handelt es sich um einen medullaren Knochen, dessen Mineralisierung ebenfalls
von der verfigbaren Menge an Calcium abhangig ist [Cufadar et al. 2011]. Auch der
Calciumgehalt des Tibiotarsus wurde durch die UVB-Exposition nicht verédndert
(unveroffentlichte Daten). Eine alimentdre Vitamin D-Zufuhr von mindestens 62,5 ug/kg
scheint daher ausreichend, um eine effektive Calciumabsorption aus dem Futter zu
gewahrleisten, sodass eine zusatzliche UVB-Exposition keine Verbesserung der
Schalenqualitat oder Erhéhung der medullaren Calciumreserven bewirkt. Kontrovers wird
der Einfluss des Haltungssystems auf die Schalenqualitat diskutiert. Wahrend Mugnai et
al. [2009] dem Haltungssystem keine Bedeutung zusprechen, beschreiben Minelli et al.
[2007] eine verminderte Eischalenstabilitat bei Tieren in Freilandhaltung. Einige Autoren
beobachteten eine Verbesserung der Schalendicke oder -stabilitdt durch Haltung der
Legehennen im Freiland [Mostert et al. 1995, Van Den Brand et al. 2004]. Eine Bewertung
dieser unterschiedlichen Ergebnisse ist problematisch, da Angaben zur
Futterzusammensetzung sowie Futteraufnahme in vielen Studien unzureichend sind. In
Studie 3 war die Haltung der Tiere im Freiland mit einer Erh6hung der Eischalendicke
assoziiert. Unter Berlcksichtigung der Erkenntnisse aus Studie 1 und Studie 2 scheint
die Verbesserung der Schalenqualitat jedoch nicht auf einer verstarkten UVB-Exposition

der Tiere zu beruhen.

Da 7-DHC die gemeinsame Vorstufe von Vitamin D; und Cholesterol darstellt, wurde der
Einfluss einer UVB-Exposition auf die Menge an Cholesterol im Ei untersucht. Es wére
denkbar, dass ein erhoéhter Verbrauch von 7-DHC mit einer verminderten Bildung von

Cholesterol einhergeht. In einem Experiment von Lietzow et al. [2012] wurde eine
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Reduktion des Cholesterolgehaltes nach UVB-Exposition von Legehennen beobachtet.
Herkdmmliche Eier enthalten im Mittel 213 mg Cholesterol, weshalb ein verstarkter
Eiverzehr mitunter sehr kritisch betrachtet wird [Assmann et al. 1999, Weggemans et al.
2001]. Jungere Untersuchungen belegen zwar, dass ein Ei pro Tag nicht mit einem
erhohten Risiko fur koronare Gefal3erkrankungen assoziiert ist [Hu et al. 1999, Rong et al.
2013], jedoch reagieren bis zu 25 % der Bevolkerung starker auf hohe Mengen an
Nahrungscholesterol [McNamara 2000]. Insbesondere diese Personengruppe wirde von
einem reduzierten Cholesterolgehalt im Huhnerei profitieren. Im Rahmen der Studie 2
konnte allerdings keine Reduktion des Cholesterolgehaltes im Ei erzielt werden. Dies
beruht vermutlich darauf, dass ein Grof3teil des Cholesterols im Ei aus der Leber stammt
[Naber 1983]. Da die Exposition mit UVB-Licht wahrscheinlich keinen Einfluss auf den
Sterolmetabolismus der Leber hatte, wurde auch der Transfer in das Ei nicht verandert.

4.5 Einfluss einer oralen 7-Dehydrocholesterol-Zufuhr auf den

Vitamin D-Metabolismus

Der Gehalt an Vitamin D in Lebensmitteln ist flr ein breites Spektrum an Produkten
dokumentiert. Interessanterweise gibt es jedoch kaum Studien, welche die Menge an
7-DHC in tierischen Nahrungsmitteln erfassen. Eine umfangreiche Untersuchung
verschiedener Speisefische ergab, dass sowohl fettarme als auch fettreiche Spezies
groRe Mengen an 7-DHC enthalten [Ostermeyer & Schmidt 2006]. Im Verhdltnis zu
Vitamin D; war die Konzentration bei dieser Untersuchung in allen Proben deutlich hdher.
Im Rahmen der Studie 2 und Studie 3 wurde belegt, dass auch im Hihnerei 7-DHC zu
weitaus groReren Anteilen als Vitamin D; enthalten ist. Seeburg [2014] zufolge enthalten
Uberdies auch Milchprodukte, Fleisch, Butter und Backwaren erhebliche Mengen des

Provitamins.

Dementsprechend ist zu erwarten, dass bei ausgewogener Ernahrungsweise ein
erheblicher Anteil an 7-DHC (ber tierische Produkte vom Menschen aufgenommen wird.
Dennoch fehlen bisher Kenntnisse Uber mdgliche Interaktionen zwischen 7-DHC und
Vitamin D. Die Auswirkung einer oralen 7-DHC-Zufuhr auf den Vitamin D-Metabolismus
wurde daher im Rahmen der Studie 4 untersucht. Durch alimentare Zufuhr von 7-DHC
konnte, im Vergleich zur 7-DHC-freien Diét, ein vierfach héherer Gehalt an Vitamin Ds in
der Leber detektiert werden. Ahnliche Effekte wurden im perirenalen Fettgewebe
beobachtet. Lediglich in Folge oraler 7-DHC-Zufuhr konnte Vitamin D; im Fettgewebe der

Tiere nachgewiesen werden (Studie 4). Die Intervention mit 7-DHC bewirkte hingegen
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keine Veradnderung des 7-DHC-Gehaltes in selbigen Geweben (Studie 4), was eine
rasche Metabolisierung zum Cholesterol vermuten lasst. Diese Beobachtung machte auch

Tsugawa et al. [1992] an Ratten nach Applikation einer oralen Dosis 7-DHC.

Die orale 7-DHC-Aufnahme scheint den Vitamin D-Metabolismus, auf bisher unbekannte
Weise, erheblich zu beeinflussen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte der zugrunde liegende
Mechanismus allerdings nicht aufgeklart werden. Auch in der Literatur wurden
vergleichbare Erkenntnisse bisher nicht beschrieben, sodass gesicherte Erklarungen zur

7-DHC-anhangigen Vitamin Ds-Anreicherung fehlen.

Eine Erh6hung der Vitamin Ds-Gehalte kdnnte auf eine verminderte Hydroxylierung in den
Hepatozyten hindeuten. Das mikrosomale Enzym CYP2R1 ist malRgeblich fir die
Metabolisierung des Vitamin D3 verantwortlich, wohingegen Uneinigkeit Uber eine
funktionelle Beteiligung der mitochondrialen Hydroxylase CYP27A1 besteht [Zhu et al.
2013]. Die Zufuhr von alimentarem 7-DHC hatte jedoch keine Auswirkung auf die relative
MRNA-Expression der gleichnamig codierenden Gene (Studie 4). Eine Regulierung der
Hydroxylasen auf Transkriptionsebene kann somit ausgeschlossen werden. Zu bedenken
gilt es dabei jedoch, dass CYP2R1 und CYP27A1 auch posttranskriptionell reguliert wird.
Eine reduzierte Vitamin Ds-Hydroxylierung hatte niedrigere 25(OH)D3-Spiegel zur Folge.
Im Rahmen einer 7-DHC-Zufuhr konnte jedoch keine Verénderung der Plasmagehalte
festgestellt werden (Studie 4). Die Daten lassen vermuten, dass die signifikante
Erhéhung des Vitamin Ds-Gehaltes nicht durch eine Regulation der 25-Hydroxylasen

zustande kommt.

Eine weitere Uberlegung basierte auf der Annahme, Vitamin D; kénne durch eine
vermehrte Aufnahme in die Hepatozyten akkumulieren. Alimentéar zugefuhrtes Vitamin D
wird nach Absorption im Gastrointestinaltrakt in Chylomikronen verpackt, die im Blut
sukzessive durch Lipasen zu Chylomikronen-remnants abgebaut werden. Diese kdénnen
aufgrund ihrer Apolipoprotein-Zusammensetzung in die Hepatozyten aufgenommen
werden [Havel 1998]. Vermittelt wird die Aufnahme in die Zelle durch LDLR sowie LRP1
[Cooper 1997]. Die Untersuchung der relativen mRNA-Expression ergab jedoch, dass
7-DHC keine Auswirkung auf die Transkription beider Gene hat (Studie 4). Eine

vermehrte Aufnahme von Vitamin D; in die Zielzellen ist somit unwahrscheinlich.

7-DHC ist ein Intermediat der Cholesterolsynthese und wird im Organismus endogen
gebildet. Bezogen auf die hohen Mengen an quantifiziertem 7-DHC im perirenalen
Fettgewebe, im Lebergewebe sowie im Plasma der Kontrolltiere war der Anteil an

zugefiuhrtem 7-DHC (12 pg/d) in der Interventionsgruppe vergleichsweise gering
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(Studie 4). Daher erscheint es besonders kontrovers, dass oral verabreichtes 7-DHC
derartige Auswirkungen auf den Vitamin D-Stoffwechsel hat. Moglicherweise beeinflusst
7-DHC bereits im Gastrointestinaltrakt die Bioverfligbarkeit des alimentéaren Vitamin D3
und bewirkt eine gesteigerte Absorption in die Enterozyten. Dies koénnte die
unterschiedliche Wirkung zwischen endogenem und alimentarem 7-DHC erklaren.
Vitamin D wird im Dunndarm resorbiert. Beteiligt sind die Cholesteroltransporter NPC1L1,
CD36 und SR-BI sowie passive Diffusionsprozesse [Reboul et al. 2011]. Die Expression
der Transportproteine wird Ublicherweise Uber Kernrezeptoren reguliert [Levy et al. 2007].
NPC1L1 und SB-BI unterliegen dabei der Regulation durch LXR [Hu et al. 2010a],
welcher nach cytochrom-P450-abhéngiger Transformation von 7-DHC aktiviert werden
kann [Endo-Umeda et al. 2014]. Im Gastrointestinaltrakt wird die Expression von NPC1L1
nach Aktivierung von LXR vermindert [Duval et al. 2006, Alvaro et al. 2010]. Folglich
wirde dies mit einer Verminderung der Bioverfiigbarkeit von Vitamin D einhergehen.
Stattdessen konnte jedoch eine Expressionssteigerung des SR-Bl im Enterozyten zur
erhohten Vitamin Ds;-Aufnahme beitragen. In-vitro wurde bisweilen eine LXR-abhéngige
Expressionssteigerung von SR-BI in Schaumzellen [Hu et al. 2010b] und Hepatozyten
[Malerod et al. 2002] nachgewiesen. Ob die Regulation durch LXR auch im Duodenum
eine Rolle spielt, ist bisher nicht bekannt. Mdglicherweise fungiert 7-DHC jedoch indirekt
als Transkriptionsfaktor und vermag somit die Absorption von Vitamin D aus dem

Gastrointestinaltrakt zu steigern.

Vitamin D wird, aufgrund seiner unpolaren Eigenschaften, bevorzugt in Fettzellen
gespeichert [Wortsman et al. 2000, Blum et al. 2008]. Insbesondere in den sonnenarmen
Monaten, die mit einer stark eingeschrankten kutanen Synthese assoziiert sind, profitiert
der Organismus von einem nennenswerten Reservoir an Vitamin D [Rosenstreich et al.
1971]. Basierend auf den vorliegenden Daten wére es denkbar, dass die Aufnahme
7-DHC-reicher Lebensmittel bei zugleich adaquater Vitamin D-Versorgung eine Erhéhung
der Depots bewirkt. Somit kdnnte die Lebensmittelauswahl, im Hinblick auf den Gehalt an
7-DHC, einen entscheidenden Einfluss auf den Vitamin D-Status wahrend der defizitaren

Wintermonate haben.

Besondere Bedeutung koénnte die 7-DHC-induzierte Erhéhung des Gehaltes an
Vitamin D3 auch fur die Bio-Addition erlangen. Entscheidend ist hierbei, ob dieser Effekt
auf weitere Gewebe reproduzierbar ist. Eine Steigerung des Vitamin D-Gehaltes im
Muskel, welcher neuen Hinweisen zufolge ebenso als Speicher fungieren kénnte [Abboud
et al. 2013], wirde im Rahmen der Fleischerzeugung einen wichtigen Beitrag zur

Anreicherung leisten. Theoretisch ware auch eine Vitamin D-Anreicherung im Huhnerei
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durch Zusatz von 7-DHC zum Legehennenfutter denkbar. Da es sich hierbei um
grundlegend neue Erkenntnisse handelt, bedirfte ein solches Verfahren zur Bio-Addition
umfangreicher Untersuchungen. Neben der Aufklarung zugrundeliegender Mechanismen

ware eine Abschéatzung moglicher pathophysiologischer Konsequenzen notwendig.

4.6 Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier tierexperimentelle Studien durchgefiihrt. Anhand
der Resultate konnten die Fragestellungen Uberwiegend vollstandig und umfassend

beantwortet werden:

) Inwieweit lasst sich der Vitamin D-Gehalt im HUhnerei durch eine UVB-
Exposition von Legehennen erhdhen? Der Vitamin D-Gehalt im Huhnerei konnte
durch UVB-Exposition von Legehennen gesteigert werden. Eine besonders effektive
Anreicherung gelang bei zusatzlicher Zufuhr eines Vitamin D-haltigen Futters. Die
maximale Konzentration wurde durch 300-minitige UVB-Exposition der Hennen
erzielt. Unter Berlcksichtigung der biologischen Aktivitat betragt der Vitamin D-
Gehalt eines Eies optimalerweise 3,88 ug. Da es sich bei der UVB-induzierten
Vitamin D-Synthese um einen sattigbaren Prozess handelt, ist dieses Verfahren im
Hinblick auf den Schutz der Verbraucher positiv zu bewerten.

) Hat eine Exposition mit UVB-Licht Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt im
Muskelfleisch? Der Vitamin D-Gehalt im Muskel konnte durch UVB-Exposition der
Hennen gesteigert werden. Es ware denkbar, dieses Verfahren zur Erh6hung des
Vitamin D-Gehaltes weiterer tierischer Lebensmitteln zu nutzen.

ll)  Welchen Einfluss hat das Haltungssystem der Legehennen auf den Vitamin D-
Gehalt im Huhnerei? Es konnte belegt werden, dass Eier aus Freilandhaltung im
Sommer einen héheren Vitamin D-Gehalt aufweisen als Eier aus Bodenhaltung. Um
eine ausreichende Sonnenlichtexposition der Hennen gewéhrleisten zu kdnnen,
scheinen jedoch besondere Anforderungen an die Gestaltung des Freigeldandes zu
bestehen.

IV) Ist eine UVB-Exposition von Legehennen mit einer Verbesserung der
Eischalenqualitat assoziiert? Die UVB-Exposition der Hennen ging nicht mit einer
Steigerung der Eischalenqualitdt einher. Vermutlich konnte bereits durch oral
zugefuhrtes Vitamin D eine effektive Verwertung des alimentaren Calcium gesichert
werden.

V) Ergeben sich durch die UVB-Exposition gesundheitliche Folgen fur die

Legehenne? Anhand der untersuchten Parameter kann ein gesundheitlicher
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V)

Vi)

Nutzen bzw. eine gesundheitliche Gefahrdung der Tiere durch die UVB-Exposition
ausgeschlossen werden.

Sinkt der Cholesterolgehalt im Huhnerei infolge einer UVB-Exposition der
Hennen? Die Bio-Addition von Vitamin D ist nicht mit einer Reduktion des
Cholesterolgehaltes im Ei assoziiert.

Beeinflusst eine alimentare Zufuhr von 7-DHC die Bioverfugbarkeit von
Vitamin D? Bei oraler Zufuhr scheint eine Interaktion zwischen 7-DHC und
Vitamin D zu bestehen, die mit einer Erhéhung der Vitamin Ds;-Gehalte in der Leber
und im Fettgewebe assoziiert ist. Ob dieser Effekt tatsachlich auf einer Steigerung

der Bioverfugbarkeit von Vitamin D durch 7-DHC beruht, bleibt jedoch ungeklart.
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5 Zusammenfassung

Die Versorgung mit Vitamin D ist weltweit unzureichend. Schatzungen zufolge weisen
mehr als 50 % der deutschen Bevoblkerung einen Vitamin D-Mangel auf. Neben
ungenigender Sonnenlichtexposition ist dies insbesondere auf eine geringe alimentare
Vitamin D-Aufnahme zuriickzufihren. Um den Vitamin D-Bedarf zu decken, empfiehlt die
Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung (DGE) eine tagliche Zufuhr von 20 pug. Da der
Vitamin D-Gehalt in vielen Lebensmitteln jedoch &auRRerst gering ist, werden im Mittel
weniger als 3,0 g pro Tag verzehrt. Dennoch wird bei der Anreicherung von
Nahrungsmitteln sehr restriktiv verfahren, um die Verbraucher vor schwerwiegenden
Vitamin D-Intoxikationen zu schitzen. Eine sinnvolle Alternative zu herkdémmlichen
Anreicherungsstrategien stellen Bio-Addition-Verfahren dar. Diese ermoglichen eine
gezielte Steigerung des Nahrstoffgehaltes bereits wahrend der Priméarproduktion.
Basierend auf diesem Konzept sollte ein Verfahren zur Anreicherung von Vitamin D im
Huhnerei entwickelt werden.

Ultraviolettes (UV) Licht induziert, sowohl beim Menschen als auch bei Nutztieren, die
endogene Vitamin D-Synthese aus dem Provitamin 7-Dehydrocholesterol (7-DHC). Die
grundlegende Idee beruhte daher auf der Annahme, dass eine UV-Licht-Exposition von
Legehennen zur Verbesserung des Vitamin D-Status fihrt und mit einer Steigerung des
Vitamin D-Gehaltes im Ei assoziiert ist. Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass
7-DHC sehr unterschiedlich auf der Koérperoberflache der Henne verteilt ist. Besonders
hoch waren die 7-DHC-Gehalte in der unbefiederten Standerhaut. Um eine effektive
Vitamin D-Synthese zu gewahrleisten, wurden deshalb UVB-Lampen im Bereich der
Stander positioniert. Da der Anteil an Vitamin D im Legehennenfutter einen bedeutenden
Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt der Eier hat, wurde zunachst untersucht, welchen
zusatzlichen Nutzen eine Exposition mit UVB-Licht leisten kann. Die Tiere erhielten eine
praxisrelevante Vitamin D-Menge von 75 ug/kg Futter und wurden Uberdies fir 180 min/d
mit UVB-Licht bestrahlt. Wurden die Tiere ausschlief3lich alimentar mit Vitamin D versorgt,
so betrug der Vitamin D-Gehalt im Eigelb 7,90 ng/100 g Trockenmasse (TM). Im Vergleich
dazu wurde durch zuséatzliche UVB-Exposition ein Gehalt von 36,0 pg/100 g TM erzielt.
Da die UVB-Exposition von Hennen offensichtlich ein effizientes Verfahren zur
Anreicherung von Vitamin D darstellt, wurde eine n&here Untersuchung der Dosis-
Wirkungs-Beziehung vorgenommen. Anhand dessen sollte abgeschétzt werden, inwieweit
eine Steigerung des Vitamin D-Gehaltes mdglich ist. Dies ist auch deshalb von
Bedeutung, da ein Hihnerei maf3geblich zur besseren Versorgung beitragen soll, ohne
dabei den gesamten Tagesbedarf an Vitamin D zu decken. Unter Zufuhr eines

kommerziellen Legehennenfutters wurden die Tiere mit steigenden UVB-
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Expositionsdauern behandelt. Interessanterweise waren auch kurze UVB-Expositonen mit
einem deutlichen Anstieg des Vitamin D-Gehaltes assoziiert. So gelang bereits durch
30 min/d eine Verdreifachung der Vitamin D-Menge. Bei 300-minutiger Exposition wurde
eine nahezu vollstandige Sattigung der Anreicherung beobachtet. Der Vitamin D-Gehalt
betrug dabei 32,0 ug/100 g TM. Expositionszeiten von mehr als 300 min/d wirden nur
noch einen minimalen Mehrwert zur Vitamin D-Anreicherung im Ei bringen. Ein groRRer
Anteil der konventionell erzeugten Hihnereier stammt von Legehennen aus
Freilandhaltungen. Unter dem Einfluss natirlicher Sonnenstrahlen wére zu erwarten, dass
diese in den Sommermonaten einen hoéheren Gehalt an Vitamin D aufweisen. Eine
Untersuchung kommerziell erworbener Hihnereier ergab jedoch keinen Unterschied
zwischen den Eiern aus Freilandhaltung und Bodenhaltung. Ob die Haltungsform der
Tiere tatséchlich keinen Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt hat, wurde in einem weiteren
Versuch gepruft. Dabei zeigte sich, dass die Eier aus Freilandhaltung einen dreifach
hoheren Gehalt an Vitamin D aufweisen kodnnen. Dies scheint jedoch maf3geblich von
einer ausreichenden Sonnenlichtexposition abhangig zu sein. Prinzipiell kann die
Freilandhaltung von Legehennen dennoch einen wichtigen Beitrag zur Vitamin D-
Anreicherung von Hihnereiern leisten. Insgesamt erwies sich die UV-Licht-Exposition von
Legehennen als eine sehr effektive und sichere Methode, um Huhnereier mit Vitamin D
anzureichern. Unter optimalen Bedingungen kdnnen Eier mit einem Vitamin D-Gehalt von
3,88 ug erzeugt werden, die bereits 20 % des taglichen Bedarfs decken. Legt man den
Vitamin D-Gehalt eines kommerziellen Eies aus Freilandhaltung zugrunde, dann
entspricht das einem Zugewinn von 2,58 ug pro Ei. Die durchschnittliche Vitamin D-Zufuhr
der Bevolkerung wirde sich durch den Verzehr eines angereicherten Eies sogar
verdoppeln.

Fur die Versorgung der Bevolkerung ist nicht allein der Vitamin D-Gehalt des
Nahrungsmittels entscheidend. Auch die Bioverfligbarkeit des Nahrstoffs muss hierbei
berticksichtigt werden. 7-DHC ist ein Bestandteil von Huhnereiern sowie weiteren
tierischen Lebensmitteln und wird folglich vom Menschen (ber die Nahrung
aufgenommen. Bisweilen ist nicht bekannt, ob und inwieweit oral zugefiihrtes 7-DHC die
Bioverfugbarkeit von Vitamin D beeinflusst. Diese Fragestellung wurde anhand einer
Studie an Mausen untersucht. Die Menge von 7-DHC und Vitamin D wurde an das
mengenmaliige Verhaltnis im Huhnerei angepasst. Gegeniber einer 7-DHC-freien
Erndhrung wurde unter Zufuhr von 7-DHC eine deutliche Erh6hung der Vitamin D;-
Gehalte in der Leber und im Fettgewebe beobachtet. Die Konzentration an zirkulierendem
25-Hydroxy-Vitamin D; wurde jedoch nicht beeinflusst. Dies ist kontrovers, da die
hepatische Hydroxylierung keiner spezifischen Regulation unterworfen ist, sodass dieser

Metabolit als idealer Marker fur die Vitamin D-Versorgung erachtet wird. Dennoch scheint
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oral zugefiihrtes 7-DHC auf bisher unbekannte Weise den Vitamin D-Metabolismus zu

beeinflussen.
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6 Summary

Vitamin D deficiency is a global health problem. It is suggested that more than 50 % of
German adults suffer from vitamin D insufficiency due to low sun exposure and
inadequate nutritional supply. The German Nutrition Society recommends a daily intake of
20 ug to meet the required amount. Since natural vitamin D content of most foods is very
low, actual vitamin D intake is lower than 3 ug per day. Nevertheless, the fortification of
foodstuff is highly regulated by the German legislation to prevent vitamin D intoxication. A
novel approach to enhance nutritional value of regularly consumed foods is bio-addition.
More precisely, bio-addition facilitates an increase of specific nutrients in foods originating
from animals and plants during their primary production. A novel procedure was
developed to increase the vitamin D content in chicken eggs based on the concept of bio-
addition.

Vitamin D is endogenously formed from the provitamin 7-dehydrocholesterol (7-DHC)
depending on ultraviolet (UV) light exposure in both human and livestock. Thus, it was
assumed that an UV exposure of laying hens is capable to enhance vitamin D status of
the chick and might be associated with an increased transfer of vitamin D to egg yolk. It
should be taken into account that 7-DHC is not evenly distributed through the hen’s body.
Remarkably high 7-DHC levels were found in the unfeathered leg skin. Therefore, UV
lamps were placed in front of the animals to ensure an irradiation of the legs. As it was
shown that the vitamin D content of feed highly affects the amount of vitamin D transferred
to egg yolk, the additional benefit of UV exposure was evaluated. Hens received a feed
containing 75ug/kg vitamin D and were UV exposed for 180 min/d. Vitamin D content of
egg yolk from non-exposed laying hens was 7.90 ug/100 g dry matter (DM) compared to
36,0 ug/100 g DM in egg yolk from exposed hens. As UV exposure of laying hens seems
offer a promising method to add nutritional value to chicken eggs, the dose-response
relationship was examined more intensively in order to determine the highest possible
vitamin D amount. This provides an important information as one fortified chicken egg
should considerably contribute to vitamin D supply without meeting the total requirements.
To this end, hens were fed a standard layer diet and subjected to UV light with increasing
exposure times. Interestingly, even short exposure times were associated with a
remarkable increase of vitamin D in egg yolk. Treating hens with UV light for 30 min/d lead
to a threefold increase of vitamin D metabolites in analyzed egg samples. The almost
highest possible vitamin D amount was achieved when laying hens were exposed to UV
light for 300 min/d resulting in an egg yolk content of 32.0 ug/100 g DM. Consequently,
irradiation times beyond 300 min/d would not contribute significantly to improve the egg

value. A considerable amount of commercial chicken eggs originate from free-range
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farms. It might be expected that free-range eggs contain high amounts of vitamin D in
summer as hens are exposed to natural sunlight, but an investigation of commercial eggs
from local farms revealed that free-range and barn eggs were not different. An experiment
was conducted to examine the impact of the farming system on egg vitamin D content.
Contrary to the observations made in commercial eggs, free-range farming was
associated with threefold higher vitamin D contents compared to those eggs from barn
farming. Therefore, free-rang farming of hens could significantly contribute to egg
fortification in summer. It should be considered that this effect eminently depends on
weather conditions and, at least, behavior of the hen. In conclusion, exposing laying hens
to UV light provides an efficient and safe method to fortify eggs with vitamin D. One egg
contains up to 3.88 ug vitamin D and might contribute to fulfil 20 % of the daily
requirements. Such an egg has an additional vitamin D value of 2.58 ug compared to one
commercial free-range egg. Actually, consuming one fortified egg would lead to a 100 %
higher daily vitamin D intake for the German population.

The vitamin D content in foodstuff does not exclusively affect the supply in man and
woman. Depending on nutritional compositions of the food source, nutrients show high
variations in bioavailability. Chicken eggs as well as other foods of animal origin contain
high amounts of 7-DHC. To date, it is unknown if orally administered 7-DHC affects the
bioavailability of vitamin D. This issue was investigated within a mouse study. The amount
of 7-DHC and vitamin D in the diet was adjusted to the ratio found in chicken eggs. When
7-DHC was orally supplied, the concentration of vitamin Ds in liver and adipose tissue was
significantly higher compared to controls. No difference between both groups was
observed for the concentration of 25-hydroxy vitamin D; in serum. This observation is
highly controversial as the hepatic hydroxylation is not regulated and, therefore, the
hydroxylated vitamin D is considered to be the most reliable marker for assessing the
vitamin D status. However, orally administered 7-DHC seems to affect the vitamin D

metabolism in an unexpected manner.
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