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Einleitung

1 Einleitung

Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sind die beiden wichtigsten chronisch entziind-
lichen Darmerkrankungen (CED). Die Ursachen der CED sind multifaktoriell, was darauf hin-
weist, dass zwar diverse Risikofaktoren bereits bekannt sind, die Atiologie aber zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht vollig aufgeklért ist. Das komplexe Zusammenspiel genetischer, mikrobi-
eller und Umweltfaktoren beglinstigt Prozesse, die zu einer Dysregulation des Immunsystems
der Mukosa fiihren (Shouval und Rufo, 2017; Neurath, 2014).

In Europa leiden 2,5 Millionen und in den USA mehr als 1 Million Menschen an CED
(Degenhardt und Franke, 2017). Fiir Deutschland liegt die Inzidenz bei bis zu 6,6 Neuerkran-
kungen pro 100.000 Einwohner (Ott et al., 2008). Die hochste altersspezifische Inzidenz tritt in
der dritten Lebensdekade mit einem medianen Alter fiir Neuerkrankungen von 33 Jahren auf
(Loftus et al., 2007). Anhand einer europaweiten Studie beschreiben Shivananda et al. (1996)
ein Nord-Siid-Gefille bei der Inzidenz von MC. Die Prévalenz schitzt man auf 100 - 200 pro
100.000 Einwohner (Timmer A., 2009). Inzidenz und Prévalenz von MC stiegen in den letzten
Jahren an (Molodecky et al., 2012). Dafiir werden der Lebensstil und die Erndhrungsgewohn-
heiten (viel tierisches Fett und Protein, viel Zucker, wenig Getreide) in den industrialisierten
Lindern sowie in Schwellenldndern wie China oder Indien verantwortlich gemacht (Martinez-
Medina et al. 2014, Hou et al., 2011).

Somit wird deutlich, dass CED zu steigenden Kosten fiihren und damit eine zunehmende
Belastung fiir Gesundheitssysteme darstellen werden (Kaplan, 2015), was die Relevanz fiir die

intensive Erforschung der Pathophysiologie der Erkrankung begriindet.

1.1 Morbus Crohn

Krankheitsbilder, die mit dem heutigen Kenntnisstand auf MC hinweisen, wurden schon von
Hippokrates erwdhnt (Martini, 1991). Forscher des New Yorker Mount Sinai Hospitals publi-
zierten 1932 einen Artikel, in dem 14 Félle von entziindlichen granulomatdsen Darmerkran-
kungen aus den Jahren 1925 bis 1930 ausfiihrlich beschrieben wurden (Crohn et al., 1932; 1984;
2000; Aufses, 2000; Bernstein et al., 1999). Mit diesem Artikel wurde dem MC eine eigenstin-
dige pathologische Entitit zugeordnet.
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1.2 Pathologie

MC (Ileitis terminalis, Enteritis regionalis) ist eine diskontinuierlich verlaufende, durch Krank-
heitsschiibe und symptomlose Remissionsphasen gekennzeichnete Erkrankung. Sie kann den
gesamten Gastrointestinaltrakt von der Mundschleimhaut bis zum Anus befallen. Der Befall
extraintestinaler Organe (Haut, Leber, Augen, Gelenke) ist ebenfalls moglich. Am héufigsten
sind der untere Diinndarm (terminales Ileum) mit 25 - 40%, der Dickdarm (Colon) mit 15 - 35%
und in 40 - 55% der Falle Ileum und Kolon betroffen (Farmer et al., 1975; Harrison, 2005).

Zu den klinischen Symptomen zdhlen heftige bis krampfartige Unterbauch-, bzw. diffuse
Bauchschmerzen und meist nichtblutige Diarrhoe, teilweise begleitet von Fieber, Gewichtsver-
lust, Appetitlosigkeit, Verdnderungen an Haut und Augen sowie Miidigkeit (Stange et al., 2006,
Hoffmann et al., 2008).

Die Erkrankung ist vom histopathologischen Aspekt gekennzeichnet durch eine trans-
murale, granulomatose, ulzerdse, fibrosierende Inflammation des Gastrointestinaltraktes. In
den betroffenen Gebieten kann es zu Stenosierungen, zu Fistelbildungen und intra-abdomina-
len, subkutanen Abszessen oder Konglomerattumoren kommen. Stenosierungen kénnen kon-
sekutiv zu Passagestorungen fiihren (Fischer et al., 2018). Die Montreal-Klassifizierung (Ta-
belle 1) bildet die Grundlage zur Beurteilung der Krankheitsaktivitit. Bisher gilt der Morbus

Crohn als unheilbar.

Tabelle 1: Montreal-Klassifizierung von Morbus Crohn nach Silverberg et al. (2005)

Einteilung Alter und Ausbreitung
Al <16 Jahre
Alter bei
) A2 17 - 40 Jahre
Diagnosestellung
A3 >40 Jahre
L1 Ileum
L2 Kolon
Befallsmuster
L3 Ileum + Kolon
L4 Oberer Gastrointestinaltrakt
B1 Nichtstenosierend, nichtpenetrierend
B2 Stenosierend
Krankheitsverhalten
B3 Penetrierend
B3p Perianale Erkrankung
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1.3 Atiologie und Pathogenese

Die genauen Ursachen fiir die Entstehung von MC sind trotz intensiver Forschung nach wie vor
nicht komplett verstanden. Insgesamt scheint eine fehlgerichtete mukosale Immunantwort, ge-
triggert durch die kommensale mikrobielle Zusammensetzung bei genetisch pradisponierten
Individuen die Entstehung der Erkrankung hervorzurufen. MC wurde in der Vergangenheit zu-
meist als eine Autoimmunerkrankung klassifiziert. Deshalb befasste sich die Forschung der
letzten Dekaden mafigeblich mit der Dysregulation spezifischer Abwehrmechanismen und der
T-Zell-Polarisation. Da allein durch diese Aspekte die Pathogenese nicht vollstindig geklart
werden konnte, geht man heute davon aus, dass die Dysregulation der Abwehrmechanismen
eher die Konsequenz als die Ursache der entziindlichen Darmerkrankungen ist (Jager et al.,

2013).

1.3.1 Mikrobiom

Die Mikrobiota des Darms und das intestinale Immunsystem stehen in einem komplexen
Gleichgewicht (Abb. 1). Verdnderungen in der Zusammensetzung der Mikrobiota, der Funktion
der Darmschleimhaut, des Immunsystems und eine genetische Pradisposition konnen eine un-
kontrollierte Immunreaktion begiinstigen. Alhagamhmad et al. (2016) geben einen Uberblick
iiber die Rolle von Bakterien bei der MC-Pathogenese, wobei bisher kein einzelner spezifischer
Mikroorganismus identifiziert werden konnte, welcher fiir die Entstehung verantwortlich ge-
macht werden konnte. Beschrieben ist u.a. die Abnahme potenziell benefizieller Bakterien wie
Bifidobacterium und diverse Lactobacillus Spezies und die Zunahme pathogener Bakterien wie
Escherichia coli (Barnich und Darfeuille-Michaud, 2007). Vielmehr finden sich bei MC-Pati-
enten eine verdnderte intestinale bakterielle Komposition (Dysbiose) sowie eine verringerte
Diversitdt (Baumgart und Sandborn 2012; Nagalingam und Lynch 2012; Satokari 2015; Schiff-
ler et al., 2016a, 2016b). Ob dies jedoch Ursache oder Folge der mukosalen Inflammation ist,
ist weiterhin Gegenstand aktueller Studien.

1.3.2 Mukosales Immunsystem
Die immunologische Dysregulation ist charakterisiert durch eine Schadigung des Epithels mit

abnormaler Schleimproduktion und gestorten Reparaturmechanismen sowie durch eine Ent-

wicklung und Ausweitung von Entziindungen. Urséchlich damit verbunden sind die Darmflora
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und infiltrierende Zellen des Immunsystems wie T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, Neutro-
phile und dendritische Zellen. Zudem ist die Regulation der Immunreaktionen beeintrachtig
oder fehlt ganz. (deSouza und Fiocchi, 2016; Korzenik und Podolsky, 2006; Ince und Elliott,
2007; Guan und Zhang, 2017) (Abb. 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung aktiver inflammatorischer Wege bei Homoostase und CED

(a) Homdostase: Eine Immunantwort ist vorhanden. TLR-Rezeptoren erkennen Mikroorganismen. Uber
NF-xB Aktivierung wird die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen induziert. Herstellung des
physiologischen Gleichgewichts durch regulatorische T-Zellen und Freisetzung von anti-inflammatori-
schen Zytokinen (IL-10, TGF-B). (b und c) Imbalance: Bei Stérungen der tight-junctions und/oder der
Schleimschicht dominiert die Immunantwort. Panethzellen produzieren weniger anti-mikrobielle Prote-
ine (Cathelicidin, Defensine). Tu2-Zellen (CU) und Tyu1- und Tul7- Zellen (MC) sezernieren verstérkt
inflammatorische Zytokine.

TLR: toll like receptor; Tu: T-Helfer-Zellen; NKT: natiirliche Killerzellen; IL: Interleukin, TGF-8:
transformierender Wachstumsfaktor 3; NF-«B: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells. IFN-y Interferon y. [Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Taylor & Francis aus: Bar-
balho et al. (2017)]

Diese immunkompetenten Zellen sezernieren eine Vielzahl von Faktoren, z.B. pro-inflamma-
torische Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a., Interferon (IFN)-y, und Vertreter der In-
terleukin (IL)-1- und IL-12 Familie sowie anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und trans-
formierender Wachstumsfaktor 3 (TGF-B) (deSouza und Fiocchi, 2016; Neurath 2014, Guan
und Zhang, 2017). Diese Zytokine iibernehmen eine Schliisselfunktion in der Pathogenese von
MC und sind bzw. konnten perspektivisch gleichzeitig Ziele potenzieller therapeutischer Mal3-

nahmen werden (Chen und Sundrud, 2016).
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1.3.3 Genetik

Die Rolle genetischer Faktoren wird durch ein erhohtes familidres Vorkommen, aber auch
durch hohe Inzidenzraten bei bestimmten Ethnien belegt (Del-Gaudio et al., 1999). Eine ge-
nomweite Assoziationsstudie (GWAS) identifizierte 163 Genloci, die mit CED in Verbindung
stehen. 30 davon gelten als spezifisch fiir MC (Jostins et al. 2012).

Als erstes Risikogen fiir die Entstehung von ilealem MC wurde das nucleotide-binding
oligomerisation domain 2 (NOD2)-Gen identifiziert (Ogura et al., 2001; Hugot et al., 2001).

NOD?2 wird von antigenprasentierenden Zellen (Makrophagen, dendritischen Zellen, T-
Zellen) aber auch von den Panethzellen des terminalen Ileums und Darmepithelzellen expri-
miert (Lala et al., 2003, Hisamatsu et al., 2003). Panethzellen spielen eine wichtige Rolle bei
der angeborenen Regulation der Darm-Mikrobiota durch die Synthese und Sekretion von anti-
mikrobiellen Peptiden und Proteinen wie Lysozym, sekretorische Phospholipase A2 sowie der
alpha-Defensine 5 und 6 in das Darmlumen (Stange et al., 2005; Wehkamp et al., 2005, Willi-
ams et al., 2017). Damit konnte NOD?2 auch ein Regulator der Mikrobiota des Darmes sein
(Petnicki-Ocwieja et al., 2009; Rehman et al., 2011; Schéffler et al., 2016b).

Im Zusammenhang mit MC ist NOD2 inzwischen das am besten charakterisierte Gen
(Ogura et al., 2001; Hugot et al., 2001). NOD2 Mutationen wie Gly908Arg (G908R),
Arg702Trp (R702W) oder L1007fs sind eng verbunden mit der Entstehung und mit Komplika-
tionen bei MC (Bonen et al., 2003b; Economou et al., 2004). Heterozygote NOD2-Varianten
erhohen das MC-Risiko 2 - 4 fach und homozygote NOD2-Varianten 20 - 40 fach (Hugot et al.,
2007).

1.3.3.1 NOD2

NOD?2 spielt eine Rolle bei der Abwehr invasiver intrazelluldrer Pathogene (Kobayashi et al.,
2005). Dabei ist es an der Initiierung der Genexpression inflammatorischer Faktoren {iber eine
Aktivierung des NF-kB Signalweges beteiligt (Hruz et al., 2009; Dickson, 2016). Der NF-xB
Signalweg reguliert unter anderem die angeborene als auch die adaptive Immunantwort (Li und
Stark, 2002). NOD2 gehort zur NOD-like-Rezeptor (NLR) Familie, die zu den pathogen recog-
nition receptors (PRRs) und damit zur angeborenen Immunabwehr zihlen. Zu den PRRs zédhlen
auch membranstindige toll like receptors (TLR). Die NLRs sind aus 3 Doménen mit sich un-

terscheidenden N-terminalen Effektordoménen aufgebaut (Abb. 2).
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NOD?2 kodiert fiir einen intrazelluliren PRR, der fiir die Erkennung von danger-associated
molecular patterns (DAMPs) oder pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) von Be-
deutung ist. NOD?2 ist auch an der Plasmamembran lokalisiert, wobei dessen Funktion an dieser
Lokalisation noch nicht vollstindig geklart ist (Till ez al., 2008). Die C-terminal lokalisierte
LRR-Domaine erkennt die Liganden. Die zentrale Domine fordert die Selbstoligomerisierung
und hat eine ATPase Aktivitdt. Am N-Terminus befindet sich eine caspase-recuitment domain.

(Abb. 2 - Markierung).
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Mitglieder der NOD-like Rezeptor Familie

Humane NLRs werden in 5 Subfamilien eingeteilt. Fiir NLRX1 existieren keine Sequenzhomologien zu
anderen Effektor-Doménen. Alle enthalten eine zentrale NACHT-Doméne und eine C-terminale Leucin
reiche Sequenz (LRR). NLRP10 ohne LRR bildet eine Ausnahme. Die Funktion der C-terminalen FI-
IND beim NLRP1 ist noch unbekannt. N-terminal befinden sich die Effektor Doméanen, die die funkti-
onellen Eigenschaften vermitteln. Bisher unklar ist die Funktion von NLRC3 und NLRCS5. CARD =
caspase-recruitment domain; ATD = acidic transactivation domain; FIIND = function to find domain,
PYD = pyrin domain, BIR = Baculoviral inhibition of apoptosis protein repeat domain, LRR = leucine-
rich repeats, MT; targets. [Modifizierte Abbildung aus: Saxena und Yeretssian (2014)]

Angenommen werden folgende NOD2 Funktionsmechanismen: (a) Hemmung des TLR-Sig-
naling, (b) Polarisation der adaptiven Immunantwort in Richtung einer Tu2 Antwort, (c) Pro-
duktion von a-Defensinen durch die Panethzellen, (d) Produktion anti-inflammatorischer Zy-
tokine, (e) Stimulation von Autophagie (Abb. 3) (Saleh und Trinchieri, 2011).

Zu den Liganden von NOD2 gehdren Komponenten der bakteriellen Zellwand wie Lipo-
polysaccharid (LPS), Peptidoglykan (PGN) oder Muramyl-Dipeptid (MDP) (Inohara et al.,
2001, Girardin et al., 2003). PGN selbst kann in Abhingigkeit einer TLR2-Co-Stimulation zur
NOD:?2-Aktivierung fithren (Schéffler et al., 2014). Die Ligandenbindung verursacht iiber die

Aktivierung des NF-kB-Signalweges eine Immunantwort. Diese ist in Patienten mit MC gestort
6
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(Ogura et al., 2001; Hugot et al. 2001). Ursachen konnten die Unfdhigkeit der PGN-Bindung,
eine fehlende Initiation der Immunantwort oder die Proteininstabilitdt sein (Mohanan und Gri-
mes, 2014).

Von den 852 identifizierten single nucleotide polymorphisms (SNPs) des humanen
NOD?2-Gens werden 3 Bestimmte mit der Morbus Crohn Erkrankung assoziiert. Dies sind daher
auch jene, die in dieser Arbeit betrachtet wurden. Hierbei handelt es sich um SNP 8 [2104C>T,
Arg702Trp], SNP 12 [2722G>C, Gly908Arg], sowie SNP 13 [3020insC, Leul007 fsins C].
Diese Mutationen im NODZ2-Gen verursachen Defekte im Bereich der leucine-rich repeat
(LRR)-Domine, was zu einer reduzierten Affinitdt zu den bakteriellen Liganden fiihrt. So bin-
det der NOD2-Rezeptor mit einer SNP 13 Mutation zwar LPS, aber kein MDP. Das NF-kB-
Signaling spielt dabei eine mafigebliche Rolle (Abb. 3) (Bonen und Cho, 2003; Inohara und
Nunez, 2003).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Mechanismen der Funktion von NOD2
Abbildung aus Saleh und Trinchieri (2011) [Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Nature Re-
views Immunology; Lizenznummer: 47125009420169].

Eine fehlende Aktivierung des NF-kB-Signalweges fiihrt zu einer verminderten Sekretion von
Defensinen und pro-inflammatorischen Zytokinen (TNF, IL-18, IL-18) und somit zu einer re-
duzierten Immunantwort der Diinndarmzellen (Beynon et al., 2008; Wehkamp et al., 2004).

Trotzdem treten bei MC-Patienten durch eine erhohte NF-kB Aktivitdt vermehrt inflammatori-



Einleitung

sche Prozesse auf. Eine mogliche Erklarung dafiir liegt in der gestérten Abwehr invasiver Bak-
terien, die liber einen NOD2 unabhingigen Signalweg eine verstirkte Immunantwort verursa-
chen (Sartor, 2006; Frosali et al., 2015). Die verringerte Sekretion von Defensinen konnte dabei
eine bedeutende Rolle spielen.

Eine weitere Erklarung hierfiir ist, dass NOD2 die Aktivierung von NF-kB iiber Liganden
des TLR2 moduliert (Strober et al. 2006). PGN stimuliert NF-xB bei Makrophagen iiber TLR2.
PGN wird danach von den Endosomen aufgenommen und zu MDP abgebaut, das abgegeben
wird und NOD2 stimuliert. Das wiederum hemmt das TLR2 Signaling. Das Fehlen dieser Re-
gulation im Falle von mutiertem NOD? fiihrt zur erh6hten Produktion von inflammatorischen

Faktoren wie IL-12 und IL18 und damit zur Ausbildung von pathologischen Verdnderungen

(Abb. 4).
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Abbildung 4: Mutiertes NOD2 ist nicht in der Lage die Aktivitit des TLR2 zu hemmen

A) Von MDP aktiviertes, zytosolisches NOD2 hemmt das an der Zelloberfliche durch PGN aktivierte
TLR2 Signalling mit Effekten auf die NF-kB Aktivierung und inflammatorische Prozesse. B) Ein, durch
ein mutiertes NOD2 Gen, fehlerhafter NOD2 Rezeptor bei MC-Patienten kann MDP nicht erkennen,
wodurch der TLR2-Signalweg nicht gehemmt wird und inflammatorische Faktoren verstarkt gebildet
werden. Abbildung aus: O'Neill (2004) [Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Nature Reviews
Immunology; Lizenznummer: 4712500675972]

1.3.4 Umweltfaktoren — Vitamin D
1.3.4.1 Bedarf und Vorkommen

Vitamin D ist die Bezeichnung fiir eine Gruppe fettldslicher Vitamine, die chemisch den Se-
costeroiden zuzuordnen sind. Es handelt sich hierbei um kein echtes Vitamin, da es vom Korper
auch selbst produziert wird.

Etwa 80-90% des Vitamin D Bedarfs werden durch die Sonnenlicht-induzierte korperei-
gene Synthese gedeckt. Dabei kann die Haut bis zu 25.000 IE Vitamin D/Tag durch UVB-
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Strahlen synthetisieren (Reich et al., 2014). Ein geringer Teil kann mit der Nahrung aufgenom-
men werden, wobei tierische Nahrungsmittel (Lebertran, Fisch) den groften Gehalt an Vitamin
D; aufweisen. Pflanzliche Nahrungsmittel wie Avocados und Pilze enthalten hauptsichlich Vi-
tamin D> (Ergocalciferol) (Holick, 2006).

In den eher sonnenreichen Monaten Mirz bis Oktober geniigen 5 - 25 min Sonnenexpo-
sition am Tag, damit der eigene Korper ausreichend Vitamin D produziert und gleichzeitig noch
ein Depot fiir die sonnenarmen Wintermonate anlegt (DGE, 2012). In Tabelle 2 ist der Tages-
bedarf von Vitamin D angegeben. Mit der zunehmenden Popularitidt von Nahrungsergénzungs-
mitteln gewinnt der Tolerable Upper Level (TUL)-Wert an Relevanz. Er beschreibt die hochste
tagliche Zufuhrmenge eines Nahrungsbestandteils ohne nachteiligen Einfluss auf die Gesund-

heit der Gesamtbevdlkerung.

Tabelle 2: Tagesbedarf an Vitamin D in Abhéngigkeit des Alters und des Geschlechtes aus:
IOM Institute of Medicine, Dietary Reference Intakes for Calcium and Vitamin D (2011).

Altersgruppe ‘ Al ‘ EAR RDA TUL
Kleinkinder
0 — 6 Monate | 400 IE (10 pg) - - 1.000 IE (25 pg)
6 — 12 Monate | 400 IE (10 pg) - - 1.500 IE (38 pg)
Kinder
1 — 3 Jahre - 400 IE (10 pg) | 600 IE (15 pg) | 2.500 IE (63 pg)
4 — 8 Jahre - 400 IE (10 pg) | 600 IE (15 pg) | 3.000 IE (75 pg)
Minner
9 —70 Jahre - 400 IE (10 pg) | 600 IE (15 pg) | 4.000 IE (100 pg)
>70 Jahre - 400 IE (10 pg) | 800 IE (20 pg) | 4.000 IE (100 pg)
Frauen
9 —70 Jahre - 400 IE (10 pg) | 600 IE (15 pg) | 4.000 IE (100 pg)
>70 Jahre - 400 IE (10 pg) | 800 IE (20 pg) | 4.000 IE (100 pg)
Schwangere und Stillende
14 — 50 Jahre - 400 IE (10 pg) | 600 IE (15 pg) | 4.000 IE (100 pg)

Al: Adequate Intake: experimentell ermittelte téglichen Zufuhrmenge, die ausreicht, den Bedarf zu
decken

EAR: Estimated Average Requirement: ausreichende tigliche Zufuhrmenge, die den Bedarf von 50%
der gesunden Personen einer definierten Bevolkerungsgruppe deckt

RDA: Recommended Dietary Allowance: ausreichende tigliche Zufuhrmenge, die den Bedarf von
98% der gesunden Personen einer definierten Bevolkerungsgruppe deckt

TUL - Tolerable Upper Level: hochste tagliche Zufuhrmenge von Nahrungsbestandteilen, die keinen
nachteiligen Einfluss auf die Gesundheit der Gesamtbevolkerung hat.

Quelle: http://www.ernaechrung.de/tipps/referenzwerte/referenz13.php
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1.3.4.2 Bildung, Aufnahme und Metabolismus von Vitamin D

Ca. 65% einer Vorstufe des Vitamin D3 (7 Dehydrocholesterol - 7-DHC) befindet sich in der
Epidermis der Haut (Esvelt et al. 1978). Deshalb und wegen deren hoher UVB-Penetration wird
hier die Mehrheit an Vitamin D3 gebildet, wihrend in der Dermis mit 20% UVB-Penetration
nur ca. 35% produziert werden (Abhimanyu und Coussens, 2017).

Die Wirkung der UVB-Strahlen 6ffnet die Bindung zwischen den C-Atomen C9 und C10
des B-Ringes im 7-DHC und es bildet sich das biologisch inaktive Pravitamin D3 (Pre-Chole-
calciferol). Bei langerer intensiver Einwirkung von UVB-Strahlung wird durch einen Schutz-
mechanismus eine Intoxikation an Vitamin D3 verhindert. Pravitamin D3 wird dann verstérkt in
physiologisch inaktive Photoprodukte, wie Tachysterol und Lumisterol umgewandelt. Vitamin
D; selbst ist labil gegeniiber Sonnenlicht und wird dann zu unwirksamem Suprasterol 1 und -2
sowie zu 5,6-Trans-Vitamin D3 abgebaut (Holick, 2007; 2004; Hossein-nezhad und Holick,
2013). Eine tiberméfBige Vitamin D-Substitution kann trotzdem zu einer Hypervitaminose D
fiihren, die eine Hyperkalzdmie mit Nieren- und kardiovaskuldren Schiadigungen begiinstigen
kann (DeLuca, 1974).

Durch eine wiarmeinduzierte Isomerisierung entsteht aus dem instabilen Privitamin D3
das Vitamin Ds. Dieses wird iiber die Keratozyten-Membran abgegeben und gelangt durch Bin-
dung an Vitamin-D-bindende Proteine (VDBP) tiber die Kapillaren der Haut in den Blutkreis-
lauf und in die Leber (Holick et al., 1980; Holick, 1981; Holick, 2007a; Holick, 2004; DeLuca,
2014).

Mit der Nahrung aufgenommenes Vitamin D wird im Diinndarm durch passive Diffusion
resorbiert und in Lipoproteinen (Chylomikronen) iiber das Lymphsystem ins Blut transportiert
(Haddad et al, 1993; Hossein-nezhad und Holick, 2012). Nach dem Abbau der Chylomikronen
im Blut binden die Vitamine an VDBP und werden ebenfalls zur Leber transportiert. In der
Leber erfolgt durch das Enzym Vitamin D-25-Hydroxylase (CYP2R1) eine Hydroxylierung am
C25 (Abb. 5) (Cheng et al., 2004). Das dabei entstandene Produkt entspricht dem im Blut zir-
kulierenden inaktiven Vitamin D-Metaboliten, 25(OH)Ds (25-Hydroxycholecalciferol). Seine
Konzentration ist hoch und wird deshalb zur Bestimmung des Vitamin D Status bei Patienten
verwendet (Hollis, 1996; Hollick, 2004). Aulerdem unterscheiden sich die Halbwertszeiten der
einzelnen Vitamin D-Metabolite deutlich. Fiir 25(OH)D3 betrdgt die Halbwertszeit bis zu 19
Tage, fiir Vitamin D nur einen Tag und fiir 1,25-Dihydroxyvitamin D3, dass in der Niere gebil-
det wird, nur einige Stunden (Smith und Goodman, 1977; Hollis und Wagner, 2013). CYP2R1
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hat die hochste Affinitdt fiir Vitamin D. Defekte im Gen fiir CYP2R1 scheinen mit einer Vita-
min D-Dysfunktion in Zusammenhang zu stehen (Al Mutair et al., 2012).

Vitamin D wird hauptsédchlich in der Leber, aber auch in Fettgewebe gespeichert. An
VDBP gebunden wird 25(OH)D3 zu den Nieren transportiert. Dort erfolgt eine weitere Hydro-
xylierung durch die 25(OH)D-1a-Hydroxylase (CYP27B1) zum biologisch aktiven 1,25-
(OH)2Ds (1,25-Dihydroxycholecalciferol) (Bland et al., 2000; Hossein-nezhad und Holick,
2013). Mutationen im Gen fiir CYP27B1 verursachen die Vitamin D-abhéngige Rachitis Typ
1 (Fuetal., 1997).

Durch Bindung an den Vitamin D-Rezeptor (VDR), der in vielen Geweben (z.B. Kno-
chen, Niere, Darm und Immunzellen) exprimiert wird, beeinflusst es die Transkription von ver-

schiedenen Zielgenen (Christakos et al., 2003, Pike und Meyer 2012, Hewison, 2012).
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Abbildung 5: Aktivierung und Initiierung des Abbaus von Vitamin D3

Vitamin D3 aus der Haut wird in der Leber durch CYP2R1 zu 25(OH)D; umgesetzt. Aus 25(OH)Ds3
entsteht in der Niere durch die CYP27B1 biologisch aktives 1,25(OH),Ds. In der Niere und in verschie-
denen Zielorganen wird durch die Aktivitét der CYP24A1 der Abbau von 1,25(OH).D; eingeleitet. Ab-
bildung aus Pike und Christakos (2017) [Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Elsevier; Li-
zenznummer: 4712480596294].

1.3.4.3 Biologische Funktion

Zu den Zielorganen des Vitamin D zdhlen die Nieren, die Knochen, die Nebenschilddriise, der
Darm und auch das Immunsystem. 1,25(OH)2D; ist wichtig fiir den Calcium- und Phosphat-
Metabolismus der Knochen und die Kontrolle der Mineralhomdostase in Niere und Darm
(Holick, 2007b; DeLuca et al. 1990). Es fordert die Resorption von Calcium und Phosphat im
Darm und in den distalen Tubuli der Niere bewirkt es deren vermehrte Riickresorption (Sutton

und MacDonald, 2003).
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Da eine Vielzahl von Geweben und Zellen den VDR exprimieren, wird davon ausgegangen,
dass Vitamin D noch weitere Prozesse beeinflusst. Schon frith wurde so zum Beispiel eine an-
tiproliferative Wirkung von Vitamin D auf Krebszellen, welche den VDR exprimieren festge-
stellt (Colston et al., 1981).

Auch exprimieren Immunzellen den VDR und Enzyme, welche aktives Vitamin D pro-
duzieren konnen. Dadurch spielt Vitamin D auch eine wichtige Rolle bei der Regulation des
menschlichen Immunsystems. Durch Verdnderungen der Wirkung aktivierter B- und T-Zellen
kann die adaptive Immunantwort beeinflusst werden, wéhrend die angeborene Immunantwort
durch die Regulation der Makrophagen und dendritischen Zellen moduliert werden kann (Guil-
lot et al., 2013).

Hinzukommen antibakterielle Eigenschaften, welche durch die Autophagie-Induktion zur
Eliminierung von Pathogenen beschrieben werden (Liu et al., 2006). Anti-inflammatorische
Eigenschaften konnten ebenfalls nachgewiesen werden (Miiller et al., 1992, Khoo et al., 2011).

Aufgrund dieser manigfaltigen immunmodulatorischen Wirkung wurde ein Mangel an
Vitamin D in den letzten Jahren vemehrt mit der Pathogenese vieler autoimmuner und chro-
nisch inflammatorischer Erkrankungen in Verbindung gebracht. So wurden unter anderem As-
soziationen von niedrigen Serum Vitamin D-Spiegel mit Multipler Sklerose (Summerday et al.,
2012), Artherosklerose (Cheraghi et al., 2012), sowie rheumatischer Erkrankungen (Shapira et
al., 2010) und Morbus Crohn postuliert.

Der genaue Mechanismus hinter dem beobachteten Effekt eines Vitamin D Mangels und
der Pathogenese dieser diversen Erkrankungen steht deshalb im Fokus der gegenwértigen For-

schung.

1.3.4.4 Vitamin D und Morbus Crohn

Ein Vitamin D Defizit wird in Verbindung mit der Pathogenese von CED gebracht (Anant-
hakrishnan et al., 2012; Ratfery et al., 2015a, Schiffler et al, 2018a, White, 2018). Jantchou et
al. (2014) beschrieben einen Zusammenhang zwischen einer hoheren Sonnenlicht-Exposition
und einer geringeren Inzidenz fiir MC. Dies steht wahrscheinlich auch damit im Zusammen-
hang, dass die Inzidenz mit der Zunahme der Anzahl der Breitengrade steigt, was moglicher-
weise eine Assoziation zwischen Vitamin D Mangel und die Entstehung von CED nahelegen

konnte (Khalili et al., 2012).
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Die Rolle von Vitamin D beziiglich CED begrenzt sich nicht nur auf die Entstehung der Er-
krankung. In einer Querschnittstudie zur Wechselbeziehung zwischen dem Vitamin D Spiegel
und der Krankheitsaktivitit konnten geringe Vitamin D Spiegel mit einer aktiven Krankheits-
phase in Verbindung gebracht werden (Dias de Castro et al., 2015). In retrospektiven Studien
zeigten Ko et al. (2018) und Ye et al. (2017) eine negative Korrelation zwischen Vitamin D
Gehalt und Krankheitsaktivitit bei MC-Patienten aus Korea und China.

Vitamin D hat dabei auf verschiedene Arten Einfluss auf die Pathogenese von Morbus
Crohn. Als wichtige Angriffspunkte flir eine protektive Rolle von Vitamin D werden hierbei
die epitheliale Darmbarriere, die Darmimmunitit und die Mikrobiota des Darms angesehen.
(Gubatan und Moss, 2018).

So kommt es zu einer Stirkung der epithelialen Darmbarriere vor infektidsen und ent-
ziindlichen Schéadigungen, was im Tiermodell und an humanen Colon-Zellen nachgewiesen
wurde (Assa et al., 2015; Chen et al., 2015).

Wie bereits beschrieben beeinflusst Vitamin D auch die angeborene und die erworbene
Immunitét. Es konnte gezeigt werden, dass Vitamin D in Monozyten und Epithelzellen die Ex-
pression von NOD2 und anti-mikrobiellen Peptiden (Defensine, Cathelicidine, Lysozym) sti-
muliert (Wang et al., 2010; Gombart et al., 2005; Lowry et al., 2014, Raftery et al. 2015b,
2015¢; Schiffler et al., 2018b). AuBBerdem hemmt Vitamin D die Tul-, Tul7-Zellen (Cantorna
et al., 2015). Desweiteren ergaben Untersuchungen an MC-Patienten mit anti-TNF-Therapie,
dass nach Vitamin D Behandlung die Proliferation von mononukleédren Zellen des peripheren
Blutes (PBMC) bei Respondern und auch Non-Respondern abnahm, wobei der Effekt bei den
Respondern gréBer war (Stio et al., 2004).

Hinzu kommt der positive Einfluss von Vitamin D auf die Mikrobiota des Darms. Wichtig
dabei ist die Aktivitidt des VDR (Wang et al., 2016). Fehlendes VDR-Signaling verursacht eine
Dysbiose der Darmflora, die durch Applikation von Vitamin D reguliert werden kann (Jin et
al., 2015, Ooi et al., 2013). Eine Studie konnte zeigen, dass die Vitamin D Applikation eine
Veranderung der intestinalen bakteriellen Komposition bei MC-Patienten, jedoch nicht bei ge-
sunden Probanden zur Folge hatte (Schiffler et al., 2018c).

Der Zusammenhang zwischen Vitamin D und CED konnte auch bereits breit im klini-
schen Rahmen nachvollzogen werden. Yang et al. (2013) fanden in einer prospektiven Studie
mit 18 MC-Patienten, dass eine Erhohung des Vitamin D Levels auf 45 + 19 ng/ml eine Ver-
ringerung des ,,CDAI score“ im Durchschnitt um 112 Punkte zur Folge hatte. Bei Patienten mit
aktiver CU verbesserte eine wochentliche Gabe von 40.000 IE Vitamin D; iiber 8 Wochen Ent-

ziindungsmarker (fdkales Calprotectin, Thrombozytenzahl, Albumin) wobei die Diversitit der
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allgemeinen Microbiota unverdndert blieb (Garg et al., 2018). Demnach reduziert Vitamin D
die intestinale Entziindung unabhéngig von der Zusammensetzung der Darmbakterien. Mechie
etal. (2019) zeigten, dass MC-Patienten mit hohem Vitamin D Gehalt eine erh6hte Wahrschein-
lichkeit fiir eine Remission haben und dass der Vitamin D Gehalt ein nicht invasiver Marker
zur Charakterisierung der Krankheitsaktivitdt darstellen konnte. Weitere prospektive Studien
belegen Zusammenhinge zwischen geringem Vitamin D Spiegel und einer Erhéhung von
Krankheits- und Inflammationsaktivitit, Hospitalisationsrate, verstirkte Gesundheitsversor-
gung, vermehrten operativen Eingriffen, Versagen von anti-TNF-Therapie und Verschlechte-
rung der Lebensqualitdt (Kabbani et al., 2016; Alrefai et al. 2017, Frigstad et al., 2017; Santos-
Antunes et al., 2016).

Demgegeniiber fanden jedoch Reich et al. (2016) in einer Studie bei Patienten mit mode-
ratem bis schwerem MC, dass Patienten mit einem niedrigen Vitamin D Gehalt eine héhere
klinische Remissionsrate aufwiesen als Patienten mit normalem Vitamin D Level. Einen Erkla-
rungsansatz dafiir gibt es bisher nicht.

Um ein genaueres Verstindnis der immunmodulatorischen Effekte von Vitamin D in
Morbus Crohn Patienten zu gewinnen, steht unter anderem auch die Wirkung auf Zytokine im
Fokus der Forschung. In einer prospektiven Studie zum Vitamin D Status und dem entspre-
chenden Zytokin-Gehalt wurde bei MC-Patienten mit Vitamin D Defizienz signifikant weniger
IL-10 gemessen als bei Probanden mit normalen Vitamin D Werten, wiahrend der TNF-a und
CRP Gehalt sowie der CDAI-score gleich waren. Nach einer Gabe von 200 IE Vitamin D/Tag
konnte kein signifikanter Einfluss auf den IL-10 Gehalt festgestellt werden (Kelly et al., 2011).
Daneben gibt es zahlreiche Studien, in denen keine signifikanten Effekte beziiglich klinischer
Rezidivrate, TNF-a-Level, Krankheitsaktivitdt oder Entziindungsparametern nach Vitamin D
Behandlung festgestellt werden konnte (Jorgensen et al. 2010; Narula et al., 2017, Dadaei et
al., 2015, Tan et al., 2018). Das zeigt, dass trotz intensiver Studien die Funktion von Vitamin
D bei CED-Patienten noch nicht gekléart ist und sich fiir die Klinik und Diagnostik weitere Fra-
gen stellen.

Weiterhin wurde eine signifikante Erhéhung des Vitamin D Gehaltes bei Patienten, die
mit TNF-a Inhibitoren behandelt wurden, festgestellt (Schéiffler et al, 2018a). Winter et al.
(2017) beschreiben eine Abhdngigkeit der Effekte von TNF-a Inhibitoren vom Vitamin D Sta-
tus. Dabei reagierten Patienten mit normalen Vitamin D Werten besser auf eine Behandlung

mit TNF-a Inhibitoren als Patienten mit einem Vitamin D Mangel.
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Diese Ergebnisse unterstiitzen eine mogliche protektive Rolle von Vitamin D bei MC aufgrund
der anti-proliferativen, anti-inflammatorischen und immunmodulierenden Eigenschaften.
Raftery et al. (2015a) empfehlen fiir MC-Patienten die Aufnahme von 25 —200 pg (1000 - 8000
IE) Vitamin D um eine wirksame Serumkonzentration von >75 nmol/l zu erreichen. Xia et al.
(2019) untersuchten an einem Ratten Modell fiir MC die Wirkung von niedrig und hoch dosier-
tem Vitamin D. Sie fanden eine signifikant verringerte Krankheitsaktivitdt in Abhéngigkeit der
eingesetzten Dosis, weil es durch die Hemmung des IL-17/IL-17R Signalweges die Chemotaxis
und Differenzierung von Tul-Zellen verbessert. Martin et al. (2019) untersuchten die Wirkung
einer einmaligen Gabe an hoch dosiertem Cholecalciferol (Stoss) in einer Studie mit Kindern,
die an MC oder CU erkrankt waren. Dabei konnten Serumkonzentrationen >75 nmol/l in allen
Probanden nach 1 Monat sowie eine Verbesserung der Krankheitsaktivitdt und der Entziin-
dungsmarker nachgewiesen werden. Symptome einer Vitamin D Toxizitét traten nicht auf.

Aufgrund der beschriebenen Datenlage riickt eine addquate Versorgung mit Vitamin D in
den Fokus des therapeutischen Interesses. Es ist aber derzeit noch nicht vollstindig geklért,
welchen Effekt eine Vitamin D Substitution bei MC-Patienten haben konnte.

Kritisch ist zu diesem Punkt anzumerken, dass es fiir die Studien derzeit keine festgeleg-
ten Standards gibt. Sie variieren beziiglich Definition fiir Vitamin D Defizienz, Studienteilneh-
mer und -design, Krankheitsaktivitit, eingesetzter Behandlungsdosen, Behandlungsdauer und
Therapieerfolg (Nielsen et al., 2019). Weiterhin gibt es keine standardisierte Methode zur Be-
stimmung des Vitamin D Gehaltes (Ebeling et al., 2018). Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der
Studien wire fiir die Zukunft eine Standardisierung der untersuchten Parameter wiinschenswert

und unerléasslich.

1.3.5 Diagnostik und Therapie von Morbus Crohn

Eine Grundlage zur Diagnostik und Therapie bilden die internationale ECCO- bzw. die natio-
nalen DGVS- oder AWMF-Leitlinien (Stange et al., 2006; Preif3 et al, 2014). Wesentlich ist
eine ausfiihrliche Anamnese, mit Fragen zum Beginn, zu den Beschwerden und zu eventuellen
Risikofaktoren. Neben laborchemischer und mikrobiologischer Diagnostik werden endoskopi-
sche und radiologische Untersuchungsmethoden eingesetzt (Baumgart, 2009; Gomollon et al.,
2017). Anhand der Laborparameter ist eine sichere Differenzierung zwischen MC und CU nicht
moglich. Folgende Analysen werden empfohlen (Baumgart, 2009, Fischer et al., 2018): Blut-
bild, Blutsenkungsreaktion, Entziindungsparameter, Leber- und Nierenwerte, Eisenstatus sowie

Stuhldiagnostik.
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Bildgebende Verfahren bilden einen wichtigen Bestandteil fiir die Erstdiagnostik und die Ver-
laufskontrolle. Die Daten dieser Verfahren liefern wegweisende Hinweise fiir eine Differenzie-
rung zwischen MC und CU. Angewandt werden unter anderem die Darmsonographie, die En-
doskopie (Gastro- und Ileokoloskopie mit Histologie), die Magnetresonanztomographie (MRT)
und in besonderen klinischen Situationen auch die Computertomographie (CT).

Ziel der Therapie sind eine Reduktion der Symptome sowie der Schutz vor Langzeitkom-
plikationen und damit eine Verbesserung der Lebensqualitdt. Hierfiir werden medikamentose
und chirurgische Therapiestrategien aber auch Erndhrungstherapien eingesetzt. Bei der medi-
kamentdsen Therapie unterscheidet man Strategien zur Behandlung der aktiven Erkrankung
und dem Erhalt der Remission.

Bei einer milden Form von MC (Ileitis terminalis) wird die Behandlung mit dem Steroid
Budesonid bzw. mit 5-Aminosalizylaten (5-ASA) wie Mesalazin oder Sulfasalzin begonnen.
Bei schwerem MC oder therapierefraktiren Verldufen wird auf systemische Kortikosteroide
zurlickgegriffen. Wegen ihrer Nebenwirkungen werden sie nur zur Remissionsinduktion einge-
setzt (Fischer et al., 2018). Bei Nichtansprechen auf die Steroidtherapie konnen TNF-a-Anti-
korper (Infliximab, Adalimumab) zur Therapie herangezogen werden (Vetter und Neurath,
2018; Hanauer et al., 2002 [ACCENT I-Studie] Colombel et al., 2007, Sandborn et al., 2012
[CHARM Studie]). Die Wirksamkeit von Certolizumab, das in Deutschland nicht zugelassen
ist, wurde in der PRECISE 2 Studie (Schreiber et al., 2007) nachgewiesen. Dariiber hinaus
konnte in diversen Studien ein positiver Effekt des Integrin (a47) blockierenden Antikdrpers
Vedolizumab (GEMINI-1 und -2 Studien: Feagan et al., 2013, Sandborn et al. 2013, Wyant et
al., 2016) gezeigt werden. Positive Wirkungen wurden auch fiir Ustekinumab (UNITI-Studien:
Feagan et al., 2016; Sandborn et al. 2013, Deepak und Sandborn, 2017), welches IL-12 und IL-
23 blockiert und somit deren Interaktion mit Tu1- und Tul7-Zellen unterbindet, gezeigt. Wei-
terhin werden Antibiotika (Metronidazol, Ciprofloxacin), Immunsuppressiva (Azathioprin Ci-
closporin, Methothrexat, Mercaptopurin) zur Behandlung von MC eingesetzt.

Erndhrungstherapie wird bei einem akuten Schub vor allem bei padiatrischen Patienten

als totale parentrale Erndhrung aber auch als enterale Formula-Diit eingesetzt (Hansen und
Duerksen, 2018).
Trotz der zur Verfiigung stehenden medikamentdsen Therapiemoglichkeiten miissen sich bis
zu 2/3 der MC-Patienten im Laufe ihrer Erkrankung einer chirurgischen Behandlung unterzie-
hen (Gajendran et al., 2018). Stenosen, Abszesse, Fisteln, Perforationen, Darmblutungen, Kon-
glomerattumoren und absolute therapierefraktire Verldaufe stellen Indikationen fiir operative,
meist resezierende Eingriffe dar (Roses und Rombeau, 2008, Fischer et al., 2018).
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1.4  PBMC-Modell

Bei peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) handelt es sich um Zellen mit einem runden
Zellkern, welche eine wichtige Rolle innerhalb des menschlichen Immunsystems spielen.
Hierzu gehoren zum Beispiel Lymphozyten, Monozyten, oder Dendritische Zellen. Nicht hin-
zugezéhlt werden jedoch zellkernlose zelluldre Bestandteile des Blutes wie Erythrozyten, sowie
polymorphkernige Zellen, so zum Beispiel Granulozyten. Diese Bestandteile werden von den
PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation aus dem Blut getrennt. Aufgrund der schnellen
Isolation aus Vollblut, stellen PBMCs ein beliebtes und hiufig genutztes Modell zur Abbildung
des menschlichen Immunsystems dar. Hierbei eignet sich besonders die Analyse des exprimier-
ten, bzw. sekretierten Zytokinprofils der in vitro stimulierten PBMCs. Dadurch kann eine mog-

liche Immunreaktion in vitro evaluiert werden (Kleiveland, 2015).

1.5  Zielstellung der Arbeit

MC ist durch eine Dysregulation des Immunsystems der Mukosa des Darmes bei genetisch
pradisponierten Individuen charakterisiert. Eine wichtige Rolle hierbei spielt der NOD2-Re-
zeptor, welcher als ,pattern recognition receptor bakterielle Bestandteile wie Muramyl-
Dipeptid und Peptidoglycan, sowie dessen Fragmente erkennt.

Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass MC-Patienten hédufig ein Defizit an Vitamin
D haben (Ananthakrishnan et al., 2012; Ratfery et al., 2015a, Schiffler et al, 2018a, White,
2018). Inzwischen konnte gezeigt werden, dass Vitamin D sowohl das angeborene als auch das
adaptive Immunsystem wegen seiner anti-proliferativen, anti-inflammatorischen und immun-
modulierenden Eigenschaften durchaus positiv beeinflussen kann (Cantorna et al., 2004; 2015;
Olliver et al., 2013). Aber es gibt nur unzureichende Erkenntnisse zur Wirkung des Vitamin Ds
auf das Immunsystem bei MC-Patienten.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, im Sinne eines translationalen Forschungsansatzes die
Effekte von Vitamin D auf die Gen- und Proteinexpression bei PBMCs aus gesunden Proban-
den (HC) und Patienten mit MC zu analysieren. Die erste Zielstellung ist ein Vergleich des
Zytokinprofils von PBMCs aus den gesunden Kontrollen und denen aus MC-Patienten. Dionne
et al. 2014 konnten zeigen, dass PBMCs aus Morbus Crohn Patienten ein hoheres TLR indu-
ziertes Expressionsniveau von pro-inflammatorischen Zytokinen, aber auch IL-10 besitzen als
PBMC:s aus gesunden Kontrollen. Hierzu sollte vor allem das pro-, oder anti-inflammatorische

Reaktionsmuster der PBMCs aus HC und MC verglichen werden. Dafiir wurden PBMC Zellen
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von gesunden Kontrollen (HC) und MC-Patienten isoliert und mit verschiedenen NOD2-Lig-
anden (PGN, MDP P3C) und LPS stimuliert. Mittels Real-Time-PCR und ELISA bzw. Legend-
plex-Analysen wurden die Gen- und Proteinexpression von pro-inflamatorischen Zytokinen
wie IL-18, IL-6, TNF-a und IFN-y untersucht. Zusitzlich wurde das anti-inflammatorisch wir-
kende Zytokin IL-10 bestimmt. Als zweites Ziel galt die Ermittlung des Einflusses von Vitamin
D auf das Zytokinprofil von PBMCs aus HC und MC. Zur Ermittlung der Vitamin D Wirkung
wurden die Zellen mit Vitamin D vorinkubiert und daran anschlieBend iiber definierte Zeit-
rdume mit den Liganden co-stimuliert. Auch davon wurde die Gen- und Proteinexpression der
Zytokine untersucht. Weiterhin schien es interessant die Ergebnisse im Bezug auf den NOD2-
Mutationsstatus zu analysieren. Daflir wurde die DNA der Probanden genotypisiert und die
Resultate von Wildtyp (WT, keine Mutation) und NOD2-Mutation (MT, hetero- und homozy-
gote Mutationen) verglichen. Anhand solcher Daten konnten Patienten mit einer NODZ2-Muta-
tion moglicherweise im Sinne einer ,,personalisierten Medizin* behandelt werden.

Aus den Ergebnissen dieser Experimente konnten mogliche Anhaltspunkte fiir weiterfiih-
rende Untersuchungen, oder fiir eine gezielte Vitamin D Substitution bei MC-Patienten abge-

leitet werden.
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2  Material und Methoden

2.1

2.1.1 Materialien und Gerite

Material

Tabelle 2: Eingesetzte Materialien und Geréte

Materialien und Gerate

Produzent/Lieferant

Bluecap (5 ml, 15 ml, 50 ml)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Brutschrank INE 200 Excellent

Memmert, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf Research, Hamburg, Deutschland

EDTA S-Monovette

Sarstedt AG, Niirnbrecht, Deutschland

STM

Fluor- Multimager

BioRad, Miinchen, Deutschland

FACS LSR Fortessa flow cytometer

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Gelkammer Sub-Cell, GT (Agarose)

BioRad, Miinchen, Deutschland

Mikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena Deutschland

Neubauer Zahlkammer

BLAUBRAND, Wertheim, Deutschland

NanoDrop 1000

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nalgene Cryotubes

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Neubauer Zahlkammer

BLAUBRAND, Wertheim, Deutschland

Pipette (10 pl, 20 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 ul)

Eppendorf Research, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Power-Pac 1000

BioRad, Miinchen, Deutschland

Reaktionsgefal3 (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

Sicherheitswerkbank Class 2

Zapf, Sarstedt, Deutschland

Thermal Cycler, PTC-200

Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland

ViiA 7 sequence detection system

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vortexer; REAX 2000

Heidolph, Heidelberg, Deutschland

Waage BP 2100

SATORIUS AG, Géttingen, Deutschland

Zellkulturflasche (250 ml)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zentrifuge GS-15 R

Beckman, Krefeld, Deutschland
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien und Substanzen

Chemikalien und Substanzen

Produzent/Lieferant

Agarose

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Borséure Roth, Karlsruhe, Deutschland

DEPC (Diethyldicarbonat) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
EDTA Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Ethidiumbromid Losung (10 mg/ml)

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Pancoll human

Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

HCI

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Loading Dye Solution (B/X)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

LPS

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
MDP Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
P3C Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
PBS-Puffer (pH 7,4) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
PGN Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
rDNAse Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
TBEPuffor Eigenherstellung (pro Liter: 10,8 g Tris-Base,
5,5 g Borséure, 0,64 g EDTA; pH 8)
Tris-Base Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypanblau (0,05%) Biochrom/Merck, Berlin, Deutschland
Vitamin D3 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
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2.1.3 Medien

Tabelle 4 Verwendete Medien

Medien und Zusétze

Produzent/Lieferant

RPMI-1640

Biochrom/Merck, Berlin, Deutschland

FKS

Biochrom/Merck, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)

Biochrom/Merck, Berlin, Deutschland

2.1.4 Kits

Tabelle 5: Verwendete Kits

Kit

Produzent/Lieferant

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, D
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Taq PCR Master Mix Qiagen, Hilden, Deutschland

qPCR MasterMix Eurogentec, Seraing, Liege, Belgien

IL-6 ELISA EBioscience/Thermofisher Waltham, USA
IL-10 ELISA EBioscience/Thermofisher Waltham, USA

LEGENDplex™ Human Inflammation Panel
(13-plex)

BioLengend, Koblenz, Deutschland

2.1.5 Primer fiir die qPCR

Tabelle 6: Verwendete human-spezifische Tagman™-Genexpression-Assays

Gen Assay Produzent/Lieferant
GAPDH Hs9999905 ml Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
IL-18 Hs01555410 m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
IL-6 Hs00174131 ml Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
1L-10 Hs00961622 m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
TNF-a Hs00174128 ml Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Tabelle 7: Primer fiir NODZ2-Genotypisierung

SNP | Primer Sequenz NOD?2-Mutation
g | forward: 5’-CCTCTTCAATTGTGGCAGGC-3’ R702W
reverse: 5°-CTCCTGCATCTCGTACAGGC-3’ SNP ID: 152066844
|, | forward: 5-ATGGAGGCAGGTCCACTTTG-3’ G908R

reverse: 5’-TTACCCTGAGCCACCTCAAGC-3’ SNP ID: rs2066845

forward: 5°-GATGGTACTGAGCCTTTGTTGA-3> | L1007fs
reverse: 5’-CAGACTTCCAGGATGGTGTCAT-3" | SNP ID: rs2066847
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2.2 Methoden

2.2.1 Patienten und gesunde Kontrollen

Fiir die zell- und molekularbiologischen Arbeiten mit humanem Blut liegt die Einverstdndnis-
erklarung aller Studienteilnehmer vor. Die Arbeiten mit PBMCs aus Patienten- und Probanden-
blut wurden durch die Ethikkommission der Universitit Rostock (A-2015-0042) genehmigt.
10 Patienten (44,5 £+ 17,5 Jahre) mit MC (5 weiblich 54 + 17,1 Jahre, 5 méannlich 32,2 +
8,9 Jahre) wurden rekrutiert (Tabelle 9). Die Patienten wurden entsprechend der Montreal-Klas-
sifikation eingeordnet. Die Krankheitsaktivitdt wurde nach dem Crohn’s diesease activity index
(CDALI) bestimmt (Best et al., 1976). 10 gesunde Probanden ohne immun-vermittelte Gastroin-
testinal- oder Autoimmunerkrankungen wurden dariiber hinaus in diese Studie eingeschlossen

(24,2 + 4,2 Jahre; 3 weiblich 22 £ 2,2 Jahre, 7 ménnlich 25,1 + 4,5 Jahre).

Tabelle 8: Daten der rekrutierten Morbus Crohn Patienten

Patienten Vit. D Krankheitsrel
it. ankheitsrele-
Geschlecht/ o Krankheitsaktivitat
(nmol/1) vante Medikation
Alter
maéannlich/ 424 Budenosid, Krankheitsaktivitiat im Bereich
19 ’ Vedolizumab des Coecums
weiblich/ Colesevelam
, Remissi
43 67,6 Vit B12 emission
weiblich/ Pantoprazol, .
44 R
78 7 Budenosid cmission
;)Vze iblich/ 47,8 Mesalazin Remission
iblich/
‘gze e 43,6 Butylscopolamin | Remission
weiblich/ 495 Infliximab, ' Remission
50 Butylscopolamin,
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Mesalazin,
Budenosid
maénnlich/ .
18 40,2 Macrogol Remission
ménnlich/ Remicade, Krankheitsaktivitit in der Ilieo-
56,8 Azathioprin, R ) o
35 zOkalregion, Magenbeteiligung
Pantoprazol
maéannlich/ . Krankheitsaktivitiat im Bereich ei-
35 Azathioprin )
37 ner Dickdarmanastomose
=nlich
;nlann ich/ 51,9 - Remission

2.2.2 Blutentnahme

Die Blutentnahmen (ca. 45 ml vendses Blut) erfolgten in der gastroenterologischen Ambulanz
und auf der gastroenterologischen Station des Universtititsklinikums Rostock mittels klinischer
Standardverfahren. Das Blut wurde in jeweils 7,5 ml EDTA-Blutentnahmerohrchen dem gast-

roenterologischen Labor fiir die Untersuchungen zur Verfiigung gestellt. Unter identischen Be-

dingungen wurde den gesunden Probanden das Blut entnommen.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolation von mononukleiiren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC)

Die Arbeiten mit den Zellen wurden unter einer Sicherheitswerkbank in sterilen Bedingungen
durchgefiihrt.

Die Isolation der mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut erfolgte mit einer Dich-
tegradientenzentrifugation mittels Ficoll-Losung. Grundlage dieser Methode sind die verschie-
denen Dichten der Blutbestandteile. Erythrozyten und Granulozyten haben eine hohere Dichte
als mononukledre Zellen. Deshalb sammeln sich Erythrozyten und Granulozyten nach der Zent-
rifugation unter der Ficoll-Schicht, wahrend sich die mononukledren Zellen in der Interphase
befinden (Abb. 6).

Zu 15 ml des Blutes wurden 15 ml Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) hinzugeben.
AnschlieBend wurden in 50 ml Zentrifugenr6hrchen auf 15 ml Ficoll-Lésung ca. 30 ml

Blut/PBS-Gemisch aufgeschichtet und diese fiir 20 min bei ausgeschalteter Bremse bei 900x g
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zentrifugiert. Darauthin zeigte sich eine charakteristische Phasen-Schichtung. Nach dem vor-
sichtigen Abtragen von 15 ml Uberstand wurden die PBMCs mit Hilfe einer Pipette vorsichtig

entnommen.

<— Plasma

Blutprobe — Zentrifugation N
4
<— mononukleire Zellen
Ficoll — «— Ficoll
Erythrozyten
' <— Granulozyten
tote Zellen

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation zur Gewinnung
der mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut. Eigene Darstellung

Diese wurden in einem 15 ml Rohrchen gesammelt und anschlieBend fiir 8 min bei 1200 rpm
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellpellets mit 45 ml PBS gewa-
schen und erneut fiir 8 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die

Zellpellets in 5 ml PBS suspendiert.

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Hierzu wurden 20 pl der
Zellsuspension mit 80 ul PBS gemischt. 10 pl davon wurden zu 10 pl Trypanblauldsung hin-
zugegeben und in die mit einem Deckglas verschlossene Neubauer-Zahlkammer gefiillt. Zur
Ermittlung der Zellzahl wurden jeweils 16 Kleinquadrate unter einem Lichtmikroskop ausge-
zahlt. Die Zahlung wurde 4x in verschiedenen Quadranten wiederholt. Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = mittlere Zellzahl pro GroBquadrat * Verdiinnungsfaktor * 10

2.2.3.3 Einfrieren der Zellen

Zur Lagerung wurden die Zellen bei -170°C in Fliissigstickstofftanks eingefroren. Dazu wurde
die Zellsuspension ein weiteres Mal bei 1200 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Nach Entfernen des
Uberstandes, wurden 15 Millionen Zellen in 500 ul fetalem Kilberserum resuspendiert und in

Kryotubes mit 500 pl Einfrierlosung (FKS, 20% Dimethylsulfoxid [DMSO]) gemischt. Zum

24



Material und Methoden

schonenden Herunterkiihlen der PBMCs wurden die Kryotubes in einen mit Isopropanol be-
fiillten ,,Kiihlbehilter gestellt und tiber Nacht bei -80°C gelagert. Danach wurden die Kryotu-

bes mit den Zellen in einen Fliissigstickstofftank bei -150°C transferiert.

2.2.3.4 Zellkultur

Die tiefgefrorenen Zellen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und bei Raumtemperatur
langsam aufgetaut. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in 45 ml Zellkulturmedium gege-
ben und fiir 8 min bei 1200 rpm zentrifugiert, um die PBMCs moglichst kurze Zeit einer hohen
Konzentration von Einfrierlosung auszusetzen und damit eventuellen Schadigungen vorzubeu-
gen. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in Zellmedium resuspendiert und je
3 ml Zellsuspension mit einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml in die Wells der 6-Well Plat-
ten eingesit. Die Zellkultivierung erfolgte bei 37°C und 5% CO> sowie bei 90% Luftfeuchtig-

keit im Inkubator.

2.2.3.5 Zellstimulation

Fiir die Zellexperimente wurden die Zellen der einzelnen Wells mit verschiedenen Substanzen
stimuliert. Hierzu wurden Vitamin D3, LPS als TLR4 Ligand, MDP sowie PGN als NOD2
Liganden und ein synthetischer TLR2 Ligand Pam3Cys (P3C) verwendet.

Nach einer 4 h Inkubation (Anpassungsphase), wurden die Zellen zu gleichen Teilen in
zwei unterschiedliche Versuchsansétze aufgeteilt:

Im ersten Versuchsansatz blieben die Zellen unbehandelt, wiahrend die Zellen des zweiten
Versuchsansatzes mit Vitamin D3 (40 nmol/l) fiir 20 h vorstimuliert wurden. Nach diesen 20 h
wurden die ausgewédhlten Liganden nach folgendem Schema (Abb. 7) zugegeben. Die Endkon-
zentrationen der Substanzen im Test waren:

Vitamin D3 40 nmol/l

LPS 1 pg/ml

MDP 10 pg/ml
PGN 10 pg/ml
P3C 10 pg/ml
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PBMCs aus PBMCs aus
Gesundkontrollen MC-Patienten
e —
89 R0t 60 09 X Ro0Ht 60
| |
v v
T T T T 1 T T T T 1
20 h - Vitamin D Vorinkubation 20 h + Vitamin D

e RpBenils RaRpHeES RaiRpBeES RalieReAenilE RaiRehEnie 20 Ropfierils RaGRpEEHES RaTREENE AR QA ERpHEREE

+MDP

+PGN +P3C Ko +LPS
6h 6h unbehandelt | 2,6,24h 6h

Ko +LPS +MDP
unbehandelt | 2, 6,24 h 6h

Abbildung 7: Schema der Zellstimulationen.

Nach insgesamt 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen abgeerntet. Da PBMCs nicht adhé-
rent sind, konnte die Zellsuspension eines jeden Wells in je zwei 1,5 ml Eppendorftubes iiber-
fiihrt werden. AnschlieBend wurde das Kulturmedium fiir 8§ min bei 1200 rpm abzentrifugiert
und der Uberstand fiir spitere immunologische Methoden bei -20°C gelagert. Die Zellpellets

wurden iiber Nacht bei -80°C eingefroren.

2.3  Molekularbiologische Methoden
2.3.1 RNA-Isolation und DNase-Behandlung

Die Isolation der RNA aus den kultivierten PBMCs erfolgte mittels NucleoSpin® RNA-Kit. Die
aufgetauten Zellpellets wurden durch Zugabe von 3,5 pl B-Mercaptoethanol und 350 pl Buffer
RAT lysiert. Die reduzierende Wirkung des B-Mercaptoethanols 16st Disulfidbriickenbindungen
und bewirkt so die Denaturierung von Proteinen. Das Lysat wurde in 1,5 ml Eppendorfbecher
iiberfiihrt und anschlieBend fiir 5 Sekunden griindlich auf einem Vortexer durchmischt. Um
geeignete Bedingungen fiir das Binden der RNA an die Membran der NucleoSpin-Séule zu
schaffen, wurden 350 pl Ethanol (70%) zum homogenisierten Lysat gegeben und durch Auf-
und Abpippetieren gut vermischt. Das Gemisch wurde auf eine NucleoSpin-Séule in einem 2
ml Collection Tube gegeben und bei 11.000 x g fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Zur Vorberei-
tung der folgenden DNAse-Behandlung erfolgte die Trocknung der NucleoSpin Membran
durch die Zugabe von 350 pul Membrane Desalting Buffer. In einem frischen, sterilen 2 ml
Eppendorfbecher wurde der rDNase-Mix aus 10 pl rDNase-Losung und 90 pl rDNase Reaction
Buffer pro Probe vorbereitet. 95 pul dieses rDNase-Mixes wurden auf die Mitte der Membran

gegeben und der Ansatz fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin schloss sich das

26



Material und Methoden

mehrfache Waschen und Trocknen der Silikatmembran an. Zuerst erfolgte die Zugabe von 200
ul Buffer RAW2 auf die Sdule und eine darauffolgende Zentrifugation bei 11.000 x g fiir 30
Sekunden. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule in ein neues 2 ml Collection Tube
gegeben. Nun wurden 600 ul Buffer RA3 auf die Membran gegeben und die Sdulen fiir 30
Sekunden bei 11.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule zuriick
auf das 2 ml Collection Tube gesetzt. Der gleiche Schritt wurde mit Zugabe von 250 ul Buffer
RA 3 und einer Zentrifugation von 2 min bei 11.000 x g wiederholt. Zur besseren Aufreinigung
der RNA-L6sung schloss sich ein Trocknungsschritt an. Hierzu wurde die NucleoSpin Siule
auf ein 2 ml Collection Tube gesetzt und erneut fiir I min bei 11.000 x g zentrifugiert. Anschlie-
Bend wurde die Sdule in einem Nuklease-freien 1,5 ml Collection Tube platziert. Die Elution
erfolgte durch Zugabe von 40 pl RNase freiem Wasser auf die Sdulen und einer Zentrifugation
fiir 1 min bei 11000 x g. Um eine groBtmogliche Ausbeute an RNA zu erhalten, wurde das
Eluat erneut auf die Membran gegeben und die Sdulen danach nochmals fiir 1 min e bei 11.000
x g zentrifugiert. Um degradierenden Schiadigungen der RNA vorzubeugen, wurden die mit
Eluat gefiillten Nuklease-freien Collection Tubes nach Verwerfen der Saulen sofort auf Eis ge-

stellt.

2.3.2 Quantifizierung der RNA

Zur photometrischen Quantifizierung der RNA-Proben wurde ein NanoDrop1000 Spectropho-
tometer verwendet. Das Gerdt wurde mit 1 pl RNase-freiem Wasser kalibriert. Anschliefend
erfolgte die Bestimmung der Absorption der RNA-Proben bei 260 nm und 280 nm. Zur Quali-
tatskontrolle wurde aus den Extinktionen der Quotient: 260 nm/280 nm gebildet. Bei einem

Quotienten > 1,8 wurde von einer ausreichenden Reinheit der RNA ausgegangen.

2.3.3 RNA-Agarosegelektrophorese

Um die Qualitdt der isolierten RNA zu priifen, wurde eine RNA-Agarosegelektrophorese
durchgefiihrt.

Dafiir wird die Eigenschaft der RNA-Fragmente als geladene Teilchen genutzt. Diese
wandern entsprechend ihrer GroBe und Ladung im elektrischen Feld. Die Porengréf3e der ein-
gesetzten Agarosegele ldsst sich durch variierende Agarose-Konzentration festlegen. Diese, so-
wie die Grofle der RNA-Fragmente legen die Geschwindigkeit, mit der die Fragmente entlang
des elektrischen Feldes wandern, fest. Um die RNA-Fragmente darstellen zu konnen, wird der
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interkalierende, fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid verwendet. Dieser kann unter UV-
Licht sichtbar gemacht werden. Durch den Vergleich mit einem Standard konnen nun Riick-
schliisse auf die Lédnge der RNA-Fragmente und deren Qualitit gezogen werden.

Die Herstellung des 1%-Agarosegels erfolgte unter einem Laborabzug. Hierzu wurden
1,2 g Agarose in 120 ml TBE Puffer (mit DEPC) gegeben und anschlieSend in einer Mikrowelle
erhitzt, bis eine homogene Losung entstand. Anschlieend wurden 1,2 pl Ethidiumbromid hin-
zugefiigt, alles gut gemischt und in einen fiir die Elektrophorese vorgesehenen Schlitten gegos-
sen. Danach wurde ein Kamm zur Ausbildung der Probentaschen eingehidngt und alles ca. 20
min bei Raumtemperatur bis zum Erstarren des Gels belassen. In jede Geltasche wurde ein
Probengemisch aus 1 pg RNA, 3 pl B/X pipettiert und mit RNAse freiem Wasser auf ein Ge-
samtvolumen von 15 pl aufgefiillt. Der Schlitten mit dem Gel wurde in die Kammer eingelegt

und diese mit TBE-Puffer aufgefiillt. Die Gelelektrophorese erfolgte fiir 30 min bei 120 V.

2.3.4 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Ap-
plied Biosystems Kit). Es wurden 0,25 pg RNA mit RNase freiem Wasser auf 10 pl Gesamt-
volumen aufgefiillt. Parallel dazu wurde der Mastermix fiir die cDNA-Synthese vorbereitet. Pro

Probe wurden die folgenden Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes verwendet:

- 10x Reaktionspuffer 2 ul
- dNTPs 0,8 pul
- Random Primers 2l
- Reverse Transkriptase 1 pul
- RNase freies Wasser 4,2 ul

In einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefd3 wurden zu 10 ul RNA-Losung 10 pl Mastermix
gegeben und alles durch griindliches Auf- und Abpipettieren gut vermischt. Danach erfolgte
eine 10-miniitige Inkubation bei 25 °C, gefolgt von einer 2-stiindigen Inkubation bei 37 °C im
Thermocycler. Abgestoppt wurde die Reaktion durch eine Inkubation fiir 5 min bei 85 °C, eben-
falls im Thermocycler. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C, bzw. iiber langere Perioden
bei -80 °C im Tiefkiihlschrank.

28



Material und Methoden

2.3.5 Tagman Real-Time-PCR

Die Real-Time PCR Untersuchungen wurden zur Identifizierung moglicher mRNA Expressi-
onsunterschiede eingesetzt. Bei der Real-Time-PCR (RT-PCR) handelt es sich um eine spezi-
elle Form der Polymerase Kettenreaktion (PCR), welche der enzymatischen Vervielfaltigung
von Nukleinsduren dient.

Die hochspezifische TagMan-Methode basiert auf der 5'-3'-Exonukleaseaktivitdt der Taq-
Polymerase. Ein Assay enthélt unmarkierte, sequenzspezifische Primer und eine sequenzspezi-
fische, mit 2 Farbstoffen markierte Sonde (TagMan-Sonde). Die Sonde ist mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff (z.B. FAM oder VIC) und einem Quencher-Farbstoff (z.B. TAMRA) mar-
kiert. Solange die Sonde ,,intakt* ist, wird die Fluoreszenz des Reporter-Fluoreszenzfarbstoffes
wegen der rdumlichen Ndhe zum Quencher unterdriickt. Bindet die Sonde an ihre Zielsequenz
wird sie durch die Exonukleaseaktivitéit der Taq-Polymerase hydrolisiert, wodurch sich Repor-
ter-Fluoreszenzfarbstoff und Quencher rdumlich voneinander entfernen. Durch Anregung mit
Licht einer Wellenldnge von 488 nm emittiert der Reporter-Fluoreszenzfarbstoff ein detektier-
bares Fluoreszenzsignal, das mit der Anzahl der Amplifikate zunimmt. Jede PCR besteht aus
sich wiederholenden Zyklen. Diese bestehen aus drei Schritten:

1) Denaturierung: Erhitzen der DNA auf 95 °C und damit Aufbrechen der Wasserstoffbrii-
ckenbindungen, welche die beiden Einzelstrdnge der DNA verbinden.

2) Annealing: Herunterkiihlen auf 45 °C (spezifische ,,Annealing Temperatur) der Pri-
mer. Hierbei binden die Primer sequenzspezifisch an die DNA-Einzelstringe

3) Elongation: Die Tag-Polymerase verlidngert die gebundenen Primer komplementir zum
DNA-Strang und verdoppelt ihn. Dieser Schritt erfolgt bei einem Temperaturoptimum

von 72 °C, da die Polymerase ihren Ursprung in Thermophilus aquaticus hat.

Durchfithrung der Real-Time-PCR:

Die cDNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser um den Faktor 1:3 verdiinnt, um gentligend Aus-
gangsmaterial fiir die Tagman PCRs zur Verfiigung zu haben. Es wurde fiir jeden Morbus
Crohn Patienten, bzw. gesunden Probanden die RNA-Expression fiir den Vitamin D Rezeptor,
sowie fiir Zytokine IL-18, IL-6, IL-10 und TNF-a bestimmt. Als Housekeeping-Gen wurde
GAPDH verwendet. In jede Kavitdt der 96-Well Platte wurden 2,5 ul cDNA pipettiert. An-
schlieBend wurden pro Kavitit 12,5 pl Mastermix hinzugefiigt.
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Dieser setzte sich wie folgt zusammen:
0,625 ul Primer
3,125 pul Wasser
6,25 ul Mastermix
Die 96-Well Platte wurde mit einer Folie verschlossen und fiir 1 Minute bei 1200 rpm zentrifu-
giert damit sich das cDNA Mastermix Gemisch am Boden der Kavititen sammelt. Anschlie-
Bend erfolgte die PCR im Thermocycler unter folgenden Bedingungen: Autheizphase 95 °C fiir
10 min, 40 Zyklen mit 95 °C fiir 15 Sekunden und 60 °C fiir 1 min. Die Ergebnisse wurden
relativ im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle berechnet. Die Berechnung erfolgte nach der
AACt-Methode mit Normalisierung zum GAPDH Gen.
ACt = Ctzielgen — CtGaPDH
AACt = ACtoehandelte Probe = ACtunbehandelte Kontrolle

Expressionsinderung = 2A¢

2.3.6 NOD2-Genotypisierung

Diese Methode wird zur Ermittlung von individuellen Unterschieden im Genotyp der Proban-
den verwendet. Dafiir wurde die PCR-Technik mit anschlieBender Sanger-Sequenzierung der
entstandenen Amplikons durch die Firma Seqlab (Goéttingen, Deutschland) eingesetzt. Die ver-
wendete Methode ist bei Schéffler et al. (2018b, 2018d) beschrieben. Die von uns untersuchten
Mutationen des NOD2-Gens waren: R702W (SNP 8), G908R (SNP 12), L1007fs (SNP 13).
Die verwendeten Primer sind in Tab. 8 aufgezihlt.

Zunichst wurde genomische DNA aus dem Probanden-Blut mit dem QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen) isoliert. Dafiir wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl 20 ul Protease,
200 pl Blut und 200 pul Lysepuffer (AL) pipettiert, griindlich gemischt und fiir 10 min bei 56°C
inkubiert. Nach einer kurzen Zentrifugation wurden 200 pl Ethanol (96-100%) zugegeben und
alles gut gemischt. Der gesamte Ansatz wurde auf eine QIAamp Mini Spin Séule pipettiert und
bei 8000 rpm for 1 min zentrifugiert und danach wurde die Séule in ein neues 2 ml Sammelge-
faB} gegeben. Auf die Sdulen wurden mit 500 pl Puffer AW1 gegeben und wiederum bei 8000
rpm fiir 1 min zentrifugiert. Die Sdulen wurden in ein neues Sammelgefi3 gegeben und mit 500
ul Puffer AW2 gewaschen und bei 14.000 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Die Sdulen wurde in ein
1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt und die DNA mit 200 ul Puffer AE und Zentrifugation bei
8000 rpm fiir 1 min eluiert. Fiir die anschliefende PCR wurde der Taq PCR Master Mix Kit
(Qiagen) verwendet. Eine PCR Reaktion (25 pl) enthielt:
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1 ul DNA (£ 1pg)

1 pl Primer (forward und reverse, siche Tabelle 8)
12,5 ul Taq PCR Master Mix

10,5 pl H20

Fiir die PCR wurden folgende Bedingungen gewéhlt:

1. 94°C, 5 min
2. 45x  94°C, 1 min
60°C, 1 min
72°C, 1 min
3. 72°C, 7 min

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels Chromas Version 2.6. (Technelysium Pty LTD).
Nach Sequenzierung der PCR-Produkte wurden Probanden ohne Mutationen als Wildtyp (WT)

bezeichnet.

2.4 Proteinchemische Methoden
2.4.1 Bead-basierte Multiplexanalyse (LEGENDplex Methode)

Bei dem LEGENDplex System handelt es sich um eine durchflusszytometrische, Bead-basierte
Multiplexanalyse. Das Prinzip der Methode dhnelt dem des Sandwich-ELISAs. Die in der Probe
geldsten Zytokine binden im ersten Schritt an spezifische Antikdrper. Diese sind an einen ent-
sprechenden Bead-Typ gekoppelt. Die Beads unterscheiden sich sowohl in ihrer Morphologie,
als auch an ihrer Fluoreszenzintensitit. Fiir den Nachweis der Zytokine wird ein zweiter Anti-
korper eingesetzt. Das ermdglicht mittels Durchflusszytometrie die gleichzeitige Bestimmung
und Quantifizierung mehrerer verschiedener Zytokine in Seren und Kulturiiberstinden. Ver-

wendet wurde das LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay Kit.

Durchfiihrung:

In jede Kavitét einer 96 Well Platte wurden 25 pul Assay-Buffer gegeben. AnschlieBend folgte
die Zugabe von 25 ul der Probenlosung, bzw. der mitgelieferten Standards. Hierauf wurden je
25 ul der Beads-Ldsung in jede Kavitét hinzugegeben. Schlussendlich erfolgte die Zugabe von
25 ul Detection Antikorper in alle Wells. AnschlieBend wurden die Platten fiir 2 h bei Raum-

temperatur unter 600 rpm auf einem Schiittelinkubator inkubiert. Darauthin wurden in jedes
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Well 25 ul Streptavidin-PE gegeben. Nachdem die Platten mit Aluminiumfolie umhiillt wur-
den, erfolgte eine weitere 2 h Inkubation bei 600 rpm auf dem Riittler. Im néchsten Schritt
schloss sich eine Zentrifugation bei 1000 g fiir 5 min an, danach wurde schlieBlich der Uber-
stand vorsichtig abpipettiert. Darauthin folgte ein Waschschritt mit 150 pul Wasch-Puffer. Nun

konnte die durchflusszytometrische Quantifizierung mittels FACS erfolgen.

2.4.2. Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting) handelt es sich um ein
Messverfahren, dass die rasche Sortierung und Analyse von Zellen, oder Partikel erlaubt.
Hierzu werden die Beads durch eine diinne Mess-Kapillare geleitet. Dabei passieren sie einen
Messpunkt und werden duch einen Laser angeregt. Hierbei entsteht ein charakteristisches Streu-
licht und der gebundene Fluoreszenzfarbstoff wird durch den Laser angeregt. Durch die Mes-
sung der Fluoreszenz und des entstandenen Streulichtes kann nun eine Quantifizierung und
Sortierung der unterschiedlichen Beads erfolgen. Die Arbeiten wurden freundlicherweise durch
Mitarbeiter des Labors Gastroenterologie der UMR durchgefiihrt und die Daten zur Auswer-
tung bereitgestellt.

2.4.2 ELISA

Mit dem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wird ein immunologisches Nach-
weisverfahren bezeichnet, das auf einer Antikdrper-gekoppelten, enzymatischen Farbreaktion
basiert. Bei der verwendeten Sandwich-ELISA Technik, wird eine 96-Well Mikrotiter-Platte
mit einem ersten spezifischen Antikorper (Capture-Antibody) beschichtet. Daran binden die
Antigene der zu untersuchenden Proben. Nach einer Inkubationsphase wird ein zweiter, an ein
anderes Epitop des Antigens spezifisch bindender Antikorper (Detection-Antibody) hinzuge-
ben. Im darauffolgenden Schritt wird ein sekundirer, mit einem Enzym-gekoppelten Antikor-
per zugegeben, der wiederum an den Detection-Antibody bindet. Eine zugegebene Substratlo-
sung 10st eine, durch das gekoppelte Enzym katalysierte, Farbreaktion aus. Die resultierende
Farbintensitit ist proportional der Menge an gebundenem Protein und ermdglicht anhand einer
gleichzeitig erstellten Eichkurve eine quantitative Analyse von Proteinen in den Zellkulturiiber-
standen.

Fiir die Ermittlung der Zytokinkonzentration in den Uberstinden der Zellkulturen wurden

ELISA-Kits von EBioscience/Thermofisher verwendet.
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Am Tag vor dem Versuch, erfolgte die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit 100 ul Capture-
Antibody. Die Platten wurden iiber Nacht im Kiihlschrank inkubiert. Danach wurden die Uber-
stinde aus den Wells entfernt und diese mit je 250 ul Waschpuffer gewaschen und anschlieBend
mit je 200 ul ELISA-Diluent geblockt. Nach einer einstiindigen Inkubationsphase (bei Raum-
temperatur) wurden die Uberstéinde wieder verworfen und die Kavititen ein weiteres Mal mit
250 pl Waschpuffer gewaschen. Parallel erfolgte das Losen des Standards mit ELISA-Diluent,
welcher anschlieBend nach einem vorgegebenen Schema in dazu vorgesehene Kavititen gege-
ben wurde. Gleichzeitig wurden je 100 pl der zu untersuchenden Proben in die Kavitédten pipet-
tiert. Alles wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei erneuten Waschschritten
wurden je 100 ul Detection-Antibody in die Wells gegeben und fiir eine Stunde inkubiert. Nach
weiterem dreimaligem Waschen wurden 100 pl des Avidin-HRP-Antikorpers zu jeder Probe
hinzugegeben. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur und 7-maligem Waschen, erfolgte
die Zugabe von je 100 ul TMB-L&sung. Die Farbreaktion wurde nach ca. 15 min mit je 50 pl
Schwefelsaure (1 mol/l) pro Well abgestoppt. Hierbei erfolgte ein Farbumschlag von blau nach
gelb. Die Intensitdt der Farbreaktion wurde anschlieBend im Mikrotiterplattenphotometer bei

450 nm quantifiziert.

2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Prism Version 5 (Graphpad Software, San
Diego, CA) verwendet. Zunédchst wurde eine Normalverteilung der Ergebnisse ausgeschlossen.
Der Vergleich der Gruppen erfolgte mit dem non-parametrischen Mann-Whitney-U-Test oder
dem Wilcoxon Test. Hierbei wurde betrachtet, inwiefern es sich im Hinblick auf die zu verglei-
chenden Parameter (Vitamin D Einfluss/kein Vitamin D Einfluss, Morbus Crohn Erkran-
kung/Gesunde Kontrollen) um abhéngige, oder unabhédngige Stichproben handelte. Bei dem
Vergleich zwischen HC und MC wurde die Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-Test {iber-
priift. Bei der Uberpriifung des Einflusses einer Vitamin D Co-Stimulation erfolgte die Signi-
fikanztestung mit Hilfe des Wilcoxon-Tests. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse an-

gesehen, deren Irrtumswahrscheinlichkeit (P) kleiner 5 % war.
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3 Ergebnisse

3.1 Genexpression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine in PBMCs aus gesunden

Kontrollen und MC-Patienten

Zu den PBMC gehoren Lymphozyten und Monozyten, die eine wichtige Rolle bei der Immun-
antwort bei CED spielen. Deshalb wurden diese Zellen als Modellsystem fiir in vitro Untersu-
chungen eingesetzt.

Zur Identifizierung von Unterschieden im Genexpressionsniveau von pro- bzw. anti-in-
flammatorischen Zytokinen in den PBMCs wurden TagMan Real-Time-PCR Experimente
durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen nach der Isolation aus dem peripheren Blut fiir definierte
Zeitrdume mit LPS (2 h, 6 h und 24 h), P3C (6 h), MDP (6 h) und PGN (6 h) stimuliert.

Um die Wirkung von Vitamin D auf die Expression der Zytokine zu untersuchen, wurde
ein Teil der PBMC fiir 20 h in Anwesenheit von Vitamin D (40 nmol/l) (vor)stimuliert. An-
schlieBend wurde den Zellkulturen iiber definierte Zeitrdume LPS, MDP, PGN bzw. P3C zu-
gegeben (sieche Abb. 7). Danach wurde die RNA extrahiert und zur Genexpressionsanalyse in

cDNA umgeschrieben.

3.1.1 Genexpression von IL-18 bei HC und MC

Das Zytokin IL-18 ist ein Mitglied der IL-1-Familie und wird den Entziindungsmediatoren zu-
geordnet. Bekannt ist, dass IL-18 bei der Pathogenese von MC eine Rolle spielt (Reinecker et
al., 1993). Deshalb wurde es in diese Untersuchungen einbezogen.

Beim Vergleich der Basalexpression der IL-18 mRNA in PBMCs aus HC und MC-Pati-
enten wurde festgestellt, dass die PBMCs aus MC-Patienten (Mittelwert: 1,12 + 0,57) gering-
fligig weniger IL-18 exprimierten als jene aus HC (Mittelwert: 1,53 + 0,37).

Aus den Ergebnissen der TagMan Real-Time-PCR (Abb. 8A) wird ersichtlich, dass bei
den Zellen der Patienten mit MC die Stimulation mit den verschiedenen Liganden eine starke
Erhohung der mRNA-Expression fiir IL-1f bewirkte. Eine Ausnahme bildet der Ligand MDP.
Bei den gesunden Kontrollen war ein eher geringer Effekt zu verzeichnen.

LPS verursacht bei den gesunden Kontrollen nach 2 h und 6 h einen initialen Anstieg der

Genexpression von IL-1p, der sich nach 24 h wieder verringert.
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Abbildung 8: IL-1p mRNA Expression und Wirkung von Vitamin D in PBMCs aus HC und MC-Pati-
enten

(A) IL-1B mRNA Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden mit LPS (2 h, 6 h, 24 h),
P3C (6 h), MDP (6 h) und PGN (6 h) stimuliert. (B) Wirkung von Vitamin D auf die IL-1 mRNA
Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden fiir 20 h mit Vitamin D (40 nmol/l) vorin-
kubiert und anschlieBend mit den Liganden iiber definierte Zeitrdume co-inkubiert.

Es erfolgte eine logarithmische Darstellung in Boxplotform. Die mittleren, vertikalen Linien stellen den
Median dar, die dulleren Kanten jeweils die 25. bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker zeigen die
Extremwerte. Die Ergebnisse wurden auf GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative Expressionsunter-
schiede zur unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante Unterschiede zwischen HC und MC
wurden mittels Mann-Whitney Test ermittelt und sind mit *p<0,05 und **p<0,01 gekennzeichnet. Ko
= Kontrolle

Der stérkste Einfluss auf die IL-18 Genexpression wurde durch die Kultivierung der Zellen in
Anwesenheit von PGN fiir 6 h festgestellt. Dies gilt sowohl fiir die Zellen aus dem Blut der HC,
als auch fiir die Zellen der MC-Patienten. Die Stimulation mit P3C fiir 6 h verursachte eine
Erh6hung der IL-1B-Genexpression nur in den PBMCs aus den MC-Patienten. Fiir MDP wur-
den nur geringe Verdnderungen auf die IL-18 mRNA Expression in beiden Gruppen ermittelt.
Aus den Ergebnissen der Real-Time-PCR wird auBBerdem erkennbar, dass die Induktion der
Genexpression von IL-1f bei den Patienten deutlich hoher ist als bei den Gesundkontrollen.
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungsgruppen wurden durch die Sti-
mulation der Zellen mit LPS fiir 2 und 24 h sowie mit PGN fiir 6 h mit p<0,01 und mit P3C fiir
6 h mit p<0,05 errechnet.

Auch unter Behandlung mit Vitamin D fiir 20 h war eine stirkere mRNA-Expressions-
steigerung fiir IL-1p bei den PBMCs der Patienten mit MC, im Vergleich zu den HC, als Reak-

tion auf die Stimulation mit den Liganden, zu verzeichnen (Abb. 8B). Bei den PBMCs aus den
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MC-Patienten bewirkte die Vorinkubation mit Vitamin D eine leichte Zunahme der IL-1B-Ex-
pression bei den untersuchten Liganden LPS, MDP und P3C. Alle anderen Ergebnisse zeigen
keine Unterschiede in der IL-18 Genexpression zwischen den Zellen aus HC und MC nach Co-
Stimulation mit Vitamin D. Inwiefern die Vitamin D Co-Stimulation einen Einfluss auf die
Expression von IL-18 hat, wird im Kapitel 3.2. beschrieben.

Bei den Gesundkontrollen ldsst sich wieder ein Expressionsmuster fiir den zeitlichen Ver-
lauf der LPS-Stimulation erkennen. Die Stirke der IL-1p Expressionserhdhung flacht nach lén-

gerer Stimulationszeit mit LPS ab.

3.1.2 Genexpression von IL-6 bei HC und MC-Patienten

IL-6 gehort zu den Zytokinen, die mit der Regulation von Entziindungsprozessen bei MC in
Zusammenhang stehen (Stevens et al., 1992; Reinecker et al., 1993).

Die Ergebnisse zur Beeinflussung der IL-6 Genexpression deuten auf ein sehr dhnliches
Muster, wie es bereits bei der Genexpression von IL-1 beobachtet wurde, hin (Abb. 9A). Die
Stimulation mit den Liganden verursacht auch hier eine starke Zunahme der IL-6 mRNA-Ex-
pression, sowohl bei Erkrankten als auch bei den Gesundkontrollen. Die LPS-induzierte IL-6
Genexpression ist nach 2 h am hochsten und verringert sich nach 6 bzw. 24 h bei gesunden
Kontrollen als auch bei MC-Patienten. Wahrend die Stimulation mit MDP nur geringe IL-6
Expressionsanstiege in beiden Untersuchungsgruppen zur Folge hat, bewirkt die Stimulation
mit PGN eine deutlich stirkere Erhohung der Genexpression von IL-6. Die Kultivierung der
Zellen in Anwesenheit von P3C ergab nur eine geringe Zunahme in den gesunden Kontrollen.
Im Vergleich dazu war eine deutliche Erhohung der IL-6 mRNA Menge bei den Zellen aus den
MC-Patienten zu verzeichnen (Abb. 9A). Die Ergebnisse fiir IL-6 zeigen, dass die PBMCs der
MC-Patienten mit einem deutlich hoheren Anstieg der IL-6 mRNA-Expression auf die Stimu-
lation mit den verwendeten Liganden reagieren als die Gesundkontrollen. Fiir die Stimulation
mit LPS fiir 2 h und 24 h, sowie fiir die Stimulationen mit P3C und PGN konnten signifikante

Unterschiede zwischen Gesunden und MC-Patienten errechnet werden (p<0,05).
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Abbildung 9: IL-6 Genexpression und Wirkung von Vitamin D in PBMCs aus HC und MC-Patienten
(A) IL-6 mRNA Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden mit LPS (2 h, 6 h, 24 h),
P3C (6 h), MDP (6 h) und PGN (6 h) stimuliert. (B) Wirkung von Vitamin D auf die IL-6 mRNA
Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden fiir 20 h mit Vitamin D (40 nmol/l) vorin-
kubiert und anschlieBend mit den Liganden {iber definierte Zeitrdume co-inkubiert.

Logarithmische Darstellung in Boxplotform. Die mittleren, vertikalen Linien stellen den Median dar,
die duBeren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker zeigen die Extremwerte.
Die Ergebnisse wurden mit GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative Expressionsunterschiede zur
unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante Unterschiede zwischen HC und MC wurden mittels
Mann-Whitney Test ermittelt und sind mit *p<0,05 gekennzeichnet. Ko = Kontrolle

Die Behandlung mit Vitamin D und anschlieBende Stimulation mit den Liganden verstérkte die
IL-6 Expression in beiden Untersuchungsgruppen. Bei den MC-Patienten war eine geringfligig
stirkere Induktion der IL-6 Expression im Vergleich zu HC feststellbar. Eine Ausnahme bildet
hierbei der Ligand MDP. Hier war kein Unterschied nachweisbar (Abb. 9B).

Beim Vergleich der Ergebnisse (Mediane) der PBMCs aus gesunden Kontrollen und MC-
Patienten ohne Vitamin D Behandlung (Abb. 9B) sind die Unterschiede zwischen den Gruppen
durch die Vitamin D Behandlung geringer. Im Gegensatz zu den Ergebnissen ohne Vitamin D
waren hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen mehr nachweis-
bar.

Vitamin D scheint einen modulierenden Effekt auf die Expression der IL-6 mRNA zu
haben. Deutlich wird dies beim Vergleich zwischen der unbehandelten Kontrolle (100 % Linie,
Abb. 9A, B) und den Zellen, die nur mit Vitamin D stimuliert wurden. Hier wurde bei Zellen
aus den HC und den MC ein geringeres Expressionsniveau fiir die IL-6 mRNA ermittelt. Die
Vitamin D-Behandlung ergab fiir den Liganden P3C eine starke Reduktion der IL-6 Genex-
pression bei den MC-Patienten (Abb. 9A, B). Um den bereits hierbei zu erkennenden Einfluss
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der Vitamin D Co-Stimulation besser aufzuzeigen, wurde eine auf den Vitamin D Einfluss ge-
wichtete Darstellungsweise erstellt. Anhand dieser wird in Abschnitt 3.2.2. die modulierende
Wirkung von Vitamin D besprochen.

Das bei den anderen Untersuchungen gefundene zeitliche Expressionsmuster fiir die Sti-
mulation mit LPS zeigt sich auch hier. Die Expressionserh6hung fiir IL-6 wird nach léngerer

Stimulation mit LPS in beiden Gruppen verringert.

3.1.3 Genexpression von TNF-a bei HC und MC-Patienten

TNF-a ist ein weiteres Zytokin, das an der Regulation von lokalen und systemischen Entziin-
dungsrektionen bei MC beteiligt ist (Stevens et al., 1992; Reinecker et al., 1993). Dariiber hin-
aus spielt eine Therapie mit einem TNF-a Inhibitor eine wichtige Rolle in der Behandlung der
CED (Hanauer et al., 2002; Colombel et al., 2007; Vetter und Neurath, 2018, Fischer et al.,
2018). Deshalb wurde auch fiir TNF-a die Beeinflussung der Genexpression als Reaktion auf

die Stimulation mit den verwendeten Liganden gepriift.
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Abbildung 10: TNF-a mRNA Expression und Wirkung von Vitamin D in PBMCs aus HC und MC-
Patienten

(A) TNF-oo mRNA Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden mit LPS (2 h, 6 h, 24 h),
P3C (6 h), MDP (6 h) und PGN (6 h) stimuliert. (B) Wirkung von Vitamin D auf die TNF-oo mRNA
Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden fiir 20 h mit Vitamin D (40 nmol/l) vorin-
kubiert und anschlieBend mit den Liganden {iber definierte Zeitrdume co-inkubiert.

Logarithmische Darstellung in Boxplotform. Die mittleren, vertikalen Linien stellen den Median dar,
die duBeren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker zeigen Minima, bzw.
Maxima. Alle Daten wurden mit GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative Expressionsunterschiede
zur unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante Unterschiede zwischen HC und MC wurden
mittels Mann-Whitney Test ermittelt und sind mit *p<0,05 und **p<0,01 gekennzeichnet. Ko = Kon-
trolle
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Die Stimulation mit den Liganden LPS, P3C, MDP und PGN ergaben einen Anstieg der Gen-
expression von TNF-a in beiden Untersuchungsgruppen, im Verhiltnis zur unbehandelten
Kontrolle (Abb. 10A, B). Im Vergleich zu den Ergebnissen fiir IL-1 und IL-6 wurde hier eine
geringere Induktion der mRNA-Expression festgestellt. Das ist an den geringeren Differenzen
zwischen den Medianen der Ergebnisse fiir HC und MC der TagMan Versuche ersichtlich.

Auch ldsst sich wie bereits bei den anderen pro-inflammatorischen Zytokinen ein dhnli-
ches Muster im zeitlichen Verlauf der LPS-Stimulation erkennen. Diese Ergebnisse deuten auf
einen initialen Anstieg der mRNA-Expression bei den gesunden Kontrollen und auch bei den
MC-Patienten hin. Nach einer Stimulationsdauer von 24 h mit LPS fallt die TNF-a Genexpres-
sion bei beiden Gruppen wieder auf das Niveau der unbehandelten Kontrollen ab (Abb. 10A).

Die Stimulationen mit P3C und MDP bewirkten nur einen vergleichbar geringen Anstieg
der Expression des Gens fiir TNF-a.. Die Stimulation der Zellen mit PGN fiir 6 h verursachte
die stirkste Zunahme des mRNA-Expressionsniveaus. Beim Vergleich der Genexpression zwi-
schen HC und MC-Patienten waren keine (MDP, PGN, LPS 6 h) bzw. nicht signifikante geringe
Unterschiede (P3C) feststellbar. Nur fiir die Stimulation mit LPS fiir 2 h lieB} sich eine signifi-
kant groBBere Menge an TNF-a mRNA bei den Erkrankten im Vergleich zu den Gesundkontrol-
len ermitteln (p<0,01).

Die TNF-a Genexpression wird in Anwesenheit von Vitamin D in beiden Gruppen wie-
der durch die Wirkung der Liganden verstirkt (Abb. 10B). Eine Ausnahme bildet die Co-Sti-
mulation mit LPS fiir 24 h. Hier fillt die TNF-o-mRNA Menge in beiden Gruppen wieder auf
das Niveau der unbehandelten Kontrolle (100% Linie) ab. Die stérkste Induktion der TNF-a
mRNA war durch PGN zu beobachten (Abb. 10B). Auflerdem war erkennbar, dass nach 2 h
LPS-Stimulation eine stirkere Expressionserhéhung der mRNA fiir TNF-a auftrat als nach 6
h, bzw. nach 24 h. Es kann festgestellt werden, dass die Behandlung und die Co-Stimulation
der Zellen mit Vitamin D die TNF-a. mRNA-Expressionssteigerung zu reduzieren scheint.
Deutlich wird das unter anderem beim Vergleich der Mediane fiir die LPS-Stimulation nach 2
h bei den Zellen aus den MC-Patienten (vgl. mit Abb. 10A). Die Ergebnisse ohne Vitamin D
ergaben einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (HC zu MC), der durch die
Vitamin D Behandlung nicht mehr nachgewiesen werden konnte.

Tendenziell scheint dieser Effekt des Vitamin D bei den PBMCs aus MC-Patienten stér-
ker ausgeprigt zu sein als bei den HC. Hierfiir spricht auch, dass in den Kontrollen, die nur in
Anwesenheit von Vitamin D inkubiert wurden, das TNF-o Expressionsniveau in den Zellen der

MC-Patienten signifikant (p<0,05) geringer war als in den Zellen der HC.
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Nur nach Stimulation mit PGN war die Genexpression von TNF-a in den Zellen der MC-Pati-
enten in Anwesenheit von Vitamin D signifikant grofer als bei den gesunden Kontrollen. Um
die Wirkung der Vitamin D Co-Stimulation genauer darzustellen, wird in Abschnitt 3.2.3. eine

auf den Vitamin D Einfluss gewichtete Darstellung betrachtet.

3.1.4 Genexpression von IL-10 bei HC und MC-Patienten

IL-10 ist ein anti-inflammatorisch wirkendes Zytokin mit einer zentralen Bedeutung bei der
Suppression von Abwehrprozessen und der Erhaltung der Mukosa-Homdostase. Der Funkti-
onsverlust von IL-10 oder seines Rezeptors, IL-10R 1, ist eng mit der Entwicklung von entziind-
lichen Darmerkrankungen bereits in den ersten Lebensmonaten verbunden (Shouval et al.,
2014; Nunberg et al., 2018).

Fiir die Expression der IL-10 mRNA wurde eine Steigerung als Reaktion auf die Stimu-
lation mit den einzelnen Liganden festgestellt. Diese ist jedoch im Vergleich mit den oben un-
tersuchten pro-inflammatorischen Zytokinen geringer ausgepragt (Abb.11A).

Eine Stimulation mit LPS fiir 2 und 6 h induziert eine Erhéhung der Expression der
mRNA von IL-10 in beiden Untersuchungsgruppen, wobei das Niveau durch die Stimulations-
dauer relativ stabil war. Erst nach einer Stimulation fiir 24 h mit LPS sinkt die mRNA-Expres-
sion in beiden Gruppen auf das Niveau in den unbehandelten Zellen ab. Den stirksten Anstieg
in der Genexpression von IL-10 hat die Stimulation mit PGN fiir 6 h zur Folge. P3C war unter
den gewihlten Bedingungen ohne Effekt und MDP scheint eine Erhhung bei den gesunden
Kontrollen und eine geringe Abnahme der IL-10 mRNA bei den MC-Patienten zu verursachen.
Zwar lassen sich Unterschiede in der IL-10 mRNA-Expression zwischen Gesundkontrollen und
Morbus Crohn Patienten erkennen (LPS 6 h, PGN 6 h, MDP 6 h), diese waren aber nicht sta-

tistisch signifikant.
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Abbildung 11: IL-10 Genexpression und Wirkung von Vitamin D in PBMCs aus HC und MC-Patienten
(A) IL-10 mRNA Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden mit LPS (2 h, 6 h, 24 h),
P3C (6 h), MDP (6 h) und PGN (6 h) stimuliert. (B) Wirkung von Vitamin D auf die IL-10 mRNA
Expression in PBMCs aus HC und MC. Die Zellen wurden fiir 20 h mit Vitamin D (40 nmol/l) vorin-
kubiert und anschlieBend mit den Liganden iiber definierte Zeitrdume co-inkubiert.

Logarithmische Darstellung in Boxplotform. Die mittleren, vertikalen Linien stellen den Median dar,
die duBeren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker zeigen die Extremwerte.
Die Ergebnisse wurden mit GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative Expressionsunterschiede zur
unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante Unterschiede zwischen HC und MC wurden mittels
Mann-Whitney Test gepriift. Ko = Kontrolle

Unter Co-Stimulationsbedingungen mit Vitamin D und den einzelnen Liganden zeigte sich,
dass die PBMCs der MC-Patienten, im Verhéltnis zu den HC keine erhdhte IL-10 Expression
nach Stimulation mit den einzelnen Liganden aufweisen (Abb. 11B). Eine Ausnahme bildet die
Co-Stimulation mit PGN, bei der dennoch eine Expressionssteigerung fiir IL-10 zu verzeichnen
war. Durch den Vergleich mit den Ergebnissen ohne Vitamin Behandlung aus Abbildung 11A
ist dieser hemmende Effekt des Vitamin Ds besonders in Anwesenheit von LPS fiir 2 und 6 h
zu erkennen. Beim Liganden P3C fillt die IL-10 mRNA Menge sogar unter das Niveau der
unbehandelten Kontrolle (100% Linie) ab. Beeinflusst wird die IL-10 Expression durch Vita-
min D in beiden Gruppen gleichermalien.

Allgemein scheint Vitamin D die, durch die Liganden induzierte, Expression der IL-10
mRNA zu verringern. Eine Ausnahme bildet dabei der Ligand PGN. Im folgenden Kapitel wird

nun die Wirkung der Vitamin D Co-Stimulation im Detail betrachtet.
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3.2  Vergleich der Wirkung von Vitamin D auf die PBMCs aus HC und MC-Patien-
ten

Die Ergebnisse zum Einfluss von Vitamin D werden in den folgenden Abschnitten zum direkten
Vergleich auf die Genexpression diverser pro- und anti-inflammatorischer Zytokine zwischen

gesunden Kontrollen und MC-Patienten eingesetzt.

3.2.1 Wirkung von Vitamin D auf die Genexpression von IL-18 bei HC und MC-
Patienten

Zur Untersuchung des Einflusses von Vitamin D auf die Genexpression von IL-16 wurden die
unbehandelten Proben mit den Proben, welche eine Vorstimulation mit Vitamin D erhielten,

verglichen (Abb.12).
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Abbildung 12: Vergleich der Genexpressionsdnderung von IL-1f in PBMCs aus HC und MC-Patienten
mit und ohne Vitamin D.

(A) Ergebnisse der Untersuchungen mit den PBMCs aus HC. (B) Ergebnisse der Untersuchungen mit
den PBMCs aus MC-Patienten. Nach 20 h Stimulation mit Vitamin D (40 nmol/l) wurden die Zellen
iiber definierte Zeitrdume mit LPS (2 h, 6 h, 24 h), mit P3C (6 h), mit MDP (6 h) oder mit PGN (6 h)
co-stimuliert. Logarithmische Darstellung in Boxplotform. Die mittleren, vertikalen Linien stellen den
Median dar, die duBBeren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker zeigen
Minima, bzw. Maxima. Die Ergebnisse wurden mit GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative Expres-
sionsunterschiede zur unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante Unterschiede zwischen Zel-
len mit und ohne Vitamin D-Behandlung wurden mittels Wilcoxon Test gepriift. Ko = Kontrolle

Aus den Ergebnissen ldsst sich erkennen, dass eine Vorstimulation mit Vitamin D von 20 h
tendenziell keinen Finfluss auf die Genexpression von IL-1p bei den Gesundkontrollen hat

(Abb. 12A). Nur in den Kontrollen ldsst sich ein leicht verringertes Expressionsniveau von IL-
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1B bei den Vitamin D vorstimulierten Zellen im Verhéltnis zu den unbehandelten Zellen erken-
nen. Auch hier wurde eine Verringerung der IL-1B Genexpression nach LPS Stimulation fiir 24
h im Vergleich zu 2 und 6 h in beiden Gruppen festgestellt.

Abbildung 12B stellt die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss von Vitamin D
auf die IL-1p Genexpression bei PBMCs aus MC-Patienten dar. Durch die Stimulation mit den
verschiedenen Liganden wurde die IL-18 Expression in den meisten Féllen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle stark induziert. Ausnahmen dabei bilden die Stimulation mit MDP
und die Zellen, die nur mit Vitamin D behandelt wurden. Hier war ein geringerer Effekt fest-
stellbar. Unter den gewihlten Versuchsbedingungen konnten tendenziell keine Anderungen in
der IL-18 mRNA-Expression durch die Vitamin D-Behandlung der Zellen ermittelt werden.
Eine Ausnahme bildet die MDP Stimulation. Der Vergleich der Mediane deutet sogar auf eine
Zunahme an IL-1B8 mRNA durch die Vitamin D-Behandlung hin.

3.2.2 Wirkung von Vitamin D auf die Genexpression von IL-6 bei HC und MC-
Patienten

Fiir die IL-6-Genexpression wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Zellen ohne Vitamin D im Vergleich zu den Zellen mit Vitamin D Co-Stimulation bei den
gesunden Kontrollen festgestellt (Abb. 13A). Ahnlich der Ergebnisse fiir IL-1p zeigt sich auch
hier die Tendenz, dass Vitamin D fiir 20 h in den Kontrollproben eine leichte, aber nicht signi-
fikante Verringerung der IL-6-Genexpression bewirkt.

Weiterhin wurde auch fiir die IL-6-Genexpression nach einer frithen Induktion durch LPS
(2 h) eine Verringerung des LPS-Effektes nach 6 und 24 h festgestellt. Dabei konnten keine
Unterschiede zwischen Zellen, die mit Vitamin D bzw. ohne Vitamin D kultiviert wurden, er-
mittelt werden.

Die IL-6 Genexpression wurde durch die eingesetzten Liganden erhoht. Besonders stark

war der Effekt auf die [L-6 mRNA in Anwesenheit von LPS (2 h) bzw. PGN (6 h) (Abb. 13B).
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Abbildung 13: Vergleich der Genexpressionsdnderung von IL-6 in PBMCs aus HC und MC-Patienten
mit und ohne Vitamin D.

(A) Ergebnisse der Untersuchungen mit den PBMCs aus HC. (B) Ergebnisse der Untersuchungen mit
den PBMCs aus MC-Patienten Nach 20 h Stimulation mit Vitamin D (40 nmol/l) wurden die Zellen
iiber definierte Zeitrdume mit LPS (2 h, 6 h, 24 h), mit P3C (6 h), mit MDP (6 h) oder mit PGN (6 h)
co-stimuliert. Die Ergebnisse sind als logarithmische Darstellung in Boxplotform gezeigt. Die mittleren,
vertikalen Linien stellen den Median dar, die dulleren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile.
Die beiden Whisker zeigen Minima, bzw. Maxima. Die Ergebnisse wurden mit GAPDH normalisiert.
Gezeigt sind relative Expressionsunterschiede zur unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante
Unterschiede zwischen Zellen mit und ohne Vitamin D-Behandlung wurden mittels Wilcoxon Test ge-
priift und sind mit *p<0,05 gekennzeichnet. Ko = Kontrolle

Bei den PBMCs aus den MC-Patienten wurde unter Kontrollbedingungen (ohne Ligandenzu-
gabe) durch die Behandlung mit Vitamin D eine signifikante Reduktion (p<0,05) der IL-6
mRNA festgestellt (Abb. 13B). In einigen Féllen der Co-Inkubation mit den Liganden war die-
ser tendenziell reduzierende Effekt ebenfalls feststellbar. Das betrifft speziell die Co-Inkubation
mit LPS fiir 2 h und mit PGN nach 6 h. Diese IL-6 Expressionsunterschiede waren jedoch nicht
signifikant.

3.2.3 Wirkung von Vitamin D auf die Genexpression von TNF-a bei HC- und MC-
Patienten

Unter den angewandten Bedingungen wurden auch fiir die Genexpression von TNF-a bei den
PBMCs der Gesundkontrollen nur geringe Unterschiede durch den Einfluss der Vitamin D Co-
Stimulation festgestellt (Abb. 14A). Die Ergebnisse deuten aber wieder, wie bei den anderen
untersuchten pro-inflammatorischen Zytokinen, einen nicht signifikanten Trend zur Verringe-

rung der Expression durch den Vitamin D-Einfluss in den Kontrollen an.
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PGN hatte bei diesen Untersuchungen den stirksten induzierenden Effekt auf die TNF-a
mRNA-Expression. Durch die Vitamin-D Co-Stimulation konnte eine deutliche, aber nicht sig-
nifikante Verringerung der PGN-induzierten TNF-ao mRNA-Expression festgestellt werden.
Fiir alle anderen Stimulationen, mit Ausnahme von LPS 24 h, wurden zwar leichte, nicht
signifikante Expressionszunahmen fiir TNF-a ermittelt, jedoch konnten keine Unterschiede mit
und ohne Vitamin D festgestellt werden.
Auch aus den Ergebnissen der LPS Stimulation fiir 6 h wird diese Tendenz ersichtlich.

Es konnten jedoch statistisch keine Signifikanzen fiir diese Expressionsunterschiede gezeigt

werden.
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Abbildung 14: Vergleich der Genexpressionséinderung von TNF-o in PBMCs aus HC und MC-Patien-
ten mit und ohne Vitamin D.

(A) Ergebnisse der Untersuchungen mit den PBMCs aus HC. (B) Ergebnisse der Untersuchungen mit
den PBMCs aus MC-Patienten. Nach 20 h Stimulation mit Vitamin D (40 nmol/l) wurden die Zellen
anschlieBend mit LPS (2 h, 6 h und 24 h), mit P3C (6 h), mit MDP (6 h) und mit PGN (6 h) stimuliert.
Die Ergebnisse sind als logarithmische Darstellung in Boxplotform gezeigt. Die mittleren, vertikalen
Linien stellen den Median dar, die duBleren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile. Die beiden
Whisker zeigen Minima, bzw. Maxima. Die Ergebnisse wurden mit GAPDH normalisiert. Gezeigt sind
relative Expressionsunterschiede zur unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante Unterschiede
zwischen Zellen mit und ohne Vitamin D-Behandlung wurden mittels Wilcoxon Test gepriift und sind
mit *p<0,05 gekennzeichnet. Ko = Kontrolle

Im unstimulierten Zustand zeigte Vitamin D einen hemmenden Effekt auf die TNF-oo mRNA
der PBMCs aus den MC-Patienten. Dieser Effekt blieb jedoch nicht signifikant (Abb. 14B).
Mit Ausnahme von LPS fiir 24 h induzierten die eingesetzten Liganden die TNF-o Gen-

expression in unterschiedlichem Maf3e. Die Ergebnisse dieser Experimente weisen wieder auf
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eine Reduktion der LPS-Wirkung {iber die Inkubationszeit in beiden Untersuchungsgruppen
hin.

Die Vitamin D Behandlung scheint einen reduzierenden Effekt auf die Liganden-indu-
zierte TNF-oo mRNA-Expression zu bewirken. Fiir die Stimulation der PBMCs mit LPS fiir 2
h und mit PGN fiir 6 h war der Effekt des Vitamin D im Vergleich zu den Zellen ohne Vitamin
D-Behandlungen signifikant (p<0,05).

3.2.4 Wirkung von Vitamin D auf die Genexpression von IL-10 bei HC und MC-
Patienten

Nach Behandlung der PBMCs von Gesundkontrollen mit Vitamin D konnten Verringerungen

der IL-10 mRNA-Expression festgestellt werden (Abb. 15).

Bereits unter Kontrollbedingungen wurde durch die Vitamin D-Behandlung bei den HC
eine signifikant (p<0,05) geringere IL-10-Genexpression im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen ermittelt Die LPS-induzierte IL-10 mRNA Expression nach 2 und 6 h wurde durch die
Wirkung von Vitamin D signifikant (p<<0,01) reduziert. Dieser Trend war fiir die anderen Lig-
anden ebenfalls zu beobachten, auch wenn hier keine statistischen Signifikanzen nachgewiesen
werden konnten. Eine Ausnahme bildet hier die Stimulation mit PGN. Die starke Induktion der
IL-10 mRNA Expression blieb durch Vitamin D unbeeinflusst (Abb. 15A).

Die Behandlung der PBMCs aus den MC-Patienten mit LPS (2 und 6 h) bzw. PGN (6 h)
verstirkte die IL-10 mRNA Expression, wihrend mit LPS (24 h), P3C (6 h) bzw. MDP (6 h)
keine oder nur geringe Effekte festgestellt wurden (Abb. 15B).

Die Behandlung der Zellen fiir 20 h mit Vitamin D verringerte tendenziell die Expression
der IL-10 mRNA. Eine Ausnahme bilden hierbei die Zellen, die in Anwesenheit von PGN bzw.
MDP co-kultiviert wurden. Unter diesen Bedingungen verdndert die Vitamin D-Behandlung

die Liganden-induzierte IL-10 Expression nicht.
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Abbildung 15: Vergleich der Genexpressionsidnderung von IL-10 in PBMCs aus HC und MC-Patien-
ten mit und ohne Vitamin D.

(A) Ergebnisse der Untersuchungen mit den PBMCs aus HC (n=8). (B) Ergebnisse der Untersuchungen
mit den PBMCs aus MC-Patienten (n=10) Die PBMCs wurden fiir 20 h mit Vitamin D (40 nmol/l)
(vor)stimuliert und anschlieBend mit LPS (2 h, 6 h und 24 h), mit P3C (6 h), mit MDP (6 h) und mit
PGN (6 h) co-stimuliert. Logarithmische Darstellung in Boxplotform. Die mittleren, vertikalen Linien
stellen den Median dar, die dulleren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker
zeigen Minima, bzw. Maxima. Die Ergebnisse wurden mit GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative
Expressionsunterschiede zur unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Signifikante Unterschiede zwi-
schen Zellen mit und ohne Vitamin D-Behandlung wurden mittels Wilcoxon Test gepriift und sind mit
*p<0,05 und **p<0,01 gekennzeichnet. Ko = Kontrolle

Die unbehandelten Kontrollen (ohne Liganden) zeigen eine signifikant (p<0,05) hohere IL-10
Expression, als die Zellen, die nur mit Vitamin D stimuliert wurden.

Die LPS-induzierte IL-10 Genexpression wurde durch die Wirkung von Vitamin D iiber
den gesamten Untersuchungszeitraum signifikant reduziert (LPS 2 h, p<0,05; LPS 6 h und 24
h, p<0,01).

Auch fiir die Stimulation mit P3C lédsst sich eine leichte, nicht signifikante Verringerung

der IL-10 Expression durch Vitamin D erkennen.
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33 Einfluss von homo- bzw. heterozygoten NOD2-Mutationen

Um den Einfluss einer NOD2-Mutation auf das pro- und anti-inflammatorische Zytokinprofil
in den untersuchten Probanden zu priifen, wurden die Resultate der TagMan-Analysen fiir IL-
1B, IL-6 und IL-10 beziiglich des NOD2-Mutationsstatus erneut subgruppiert. Gesunde Kon-
trollen und MC-Patienten in Remission mit NOD2-Wildtyp (WT) wurden als WT bezeichnet.
Probanden mit homo- bzw. heterozygotem NODZ2-Mutationsstatus (MT) wurden der zweiten
Gruppe zugeordnet. Zur Ermittlung des NOD2-Mutationsstatus wurden Genotypisierungen

durchgefiihrt (siche 2.3.6).
3.3.1 IL-18 mRNA Expression
Um die Ergebnisse der IL-1B-Expression in den Kontext des NOD2-Mutationsstatus zu setzen,

wurden die Daten der WT-Gruppe mit denen der MT-Gruppe verglichen. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: IL-1p mRNA Expression und Wirkung von Vitamin D in PBMCs aus Probanden mit
NOD2-Wildtyp (WT) und Probanden mit homo- und heterozygotem NOD2-Mutationsstatus (MT)

(A) IL-1p mRNA Expression in PBMCs aus WT und MT. Die Zellen wurden mit LPS (2 h, 6 h, 24 h),
P3C (6 h), MDP (6 h) und PGN (6 h) stimuliert. (B) Wirkung von Vitamin D auf die IL-1 mRNA
Expression in PBMCs aus WT und MT. Die Zellen wurden fiir 20 h mit Vitamin D (40 nmol/l) vorin-
kubiert und anschlieBend mit den Liganden iiber definierte Zeitrdume co-inkubiert.

Es erfolgte eine logarithmische Darstellung in Boxplotform. Die mittleren, vertikalen Linien stellen den
Median dar, die duleren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker zeigen die
Extremwerte. Die Ergebnisse wurden auf GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative Expressionsunter-
schiede zur unbehandelten Kontrolle (100% Linie). Ko = Kontrolle
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Der Vergleich der IL-18 Genexpression ergab nur geringe Unterschiede zwischen WT und MT.
Ein leichter, nicht signifikanter Unterschied wurde fiir die Stimulation mit MDP beobachtet.
Hier exprimierten die Zellen aus den MT weniger IL-18 als die PBMCs der WT. Dieser Unter-
schied war auch nach der Co-Inkubation mit Vitamin D nachweisbar. Fiir alle weiteren Behand-
lungen der PBMC Zellkulturen mit und ohne Vitamin D ergaben sich keine Unterschiede im

IL-18 Expressionsmustern zwischen WT und MT.
3.3.2 1IL-6 mRNA Expression
Ein Vergleich der Expressionsmuster des pro-inflammatorischen IL-6 zwischen WT und MT

sollte die bereits gesammelten Erkenntnisse aus den Untersuchungen zu IL-18 vervollstindi-

gen (Abb. 17).
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Abbildung 17: IL-6 mRNA Expression und Wirkung von Vitamin D in PBMCs aus WT und MT

(A) IL-6 mRNA Expression in PBMCs aus WT und MT. Die Zellen wurden iiber definierte Zeitraume
mit LPS, P3C, MDP und PGN stimuliert. (B) Wirkung von Vitamin D auf die IL-6 mRNA Expression
in PBMCs aus WT und MT. Dafiir wurden die PBMCs mit Vitamin D (40 nmol/l) vorinkubiert und
anschliefend mit den Liganden tiber definierte Zeitraume co-inkubiert. Die Ergebnisse sind als Boxplots
dargestellt. Die mittleren, vertikalen Linien stellen den Median dar, die du3eren Kanten jeweils die 25.,
bzw. die 75. Perzentile. Die beiden Whisker zeigen die Extremwerte. Die Ergebnisse wurden auf
GAPDH normalisiert. Gezeigt sind relative Expressionsunterschiede zur unbehandelten Kontrolle. Ko
= Kontrolle

Auch fiir die IL-6 mRNA Expression bei den PBMCs wurden kaum Unterschiede zwischen
WT und MT ersichtlich. Mit Ausnahme von PGN (ohne Vitamin D, Abb. 17A) und P3C (mit
Vitamin D, Abb. 17B) scheinen die IL-6 Expressionsniveaus insgesamt mit und ohne Vitamin

D Vorinkubation in MT leicht geringer zu sein als in WT. Dies zeigt sich vor allem fiir die
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Stimulation mit LPS fiir 24 h und fiir die Stimulation mit MDP. Beim Vergleich der Mediane
der LPS Stimulationen ist die IL-6 Expression durch die Vitamin D Vorinkubation der MT

geringer (nicht signifikant) als ohne Vitamin D.

3.3.3 IL-10 mRNA Expression

Weiterhin wurde in diesen Gruppen der Einfluss von NOD2-Mutationen auf die Expression

des anti-inflammatorischen IL-10 verglichen (Abb. 18).

[ WT (n=4) B MT (n=6)
A B
+ Vitamin D
10°3 103
O =
g 103 EF g 10
= 3 1=} =
=] b =] ]
2 Y.
S St
< b =
N N
£ 107 i ER
<« E <
Z ] Z
Fe ~
= 7 g
AR = '
S 2
0=, - N " . . " | 0=, D o o D " o ‘
Ko LPS LPS LPS P3C MDP PGN Ko LPS LPS LPS P3C MDP PGN
2h  6h 24h  6h 6h 6h 2h  6h 24h  6h 6h 6h

Abbildung 18: IL-10 mRNA Expression Expression und Wirkung von Vitamin D in PBMCs aus WT
und MT

(A) IL-10 mRNA im PBMCs aus WT und MT. Die Zellen wurden iiber definierte Zeitrdume mit LPS,
P3C, MDP und PGN stimuliert. (B) Wirkung von Vitamin D auf die IL-10 mRNA Expression in PBMCs
aus WT und MT. Dafiir wurden die PBMCs mit Vitamin D (40 nmol/l) vorinkubiert und danach mit den
Liganden tiber definierte Zeitraume co-inkubiert. Die Ergebnisse sind in Boxplotform dargestellt. Die
mittleren, vertikalen Linien stellen den Median dar, die dulleren Kanten jeweils die 25., bzw. die 75.
Perzentile. Die beiden Whisker zeigen die Extremwerte. Die Ergebnisse wurden auf GAPDH normali-
siert. Gezeigt sind relative Expressionsunterschiede zur unbehandelten Kontrolle. Ko = Kontrolle

Hierbei konnten keine Unterschiede in der IL-10 Expression zwischen WT und MT unter den
getesteten Bedingungen gezeigt werden. Auch die Co-Stimulation mit Vitamin D hat hierauf

nach der angewandten Methodik keinen Einfluss.
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3.4 Proteinexpression von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen in PBMC von HC
Kontrollen und MC-Patienten

Aus den Ergebnissen der TagMan-PCR Experimente konnten hemmende Effekte der Vitamin
D-Behandlung auf die Genexpression fiir IL-18, IL-6, TNF-a und IL-10 bei den PBMCs aus
Morbus Crohn Patienten und auch aus den gesunden Kontrollen ermittelt werden. Nun sollte
im Weiteren analysiert werden, ob sich diese Effekte auf die mRNA auch auf Proteinebene
nachweisen lassen. Dafiir wurde die Sekretion der Proteine in der Zellkultur gepriift. Fiir diese
Untersuchungen wurden die Uberstinde aus den Zellkulturen, die fiir die RNA Isolation ver-
wendet wurden, eingesetzt. Die Uberstinde wurden fiir die Ermittlung der Zytokinkonzentra-
tion sowohl mittels Sandwich-ELISA als auch mit der Legendplex-Methode verwendet. In Vor-
versuchen zeigte sich, dass das Muster der Proteinsekretion von IL-18 und IL-6 der mRNA-
Expression sehr dhnlich waren. Aus diesem Grund wurden als zu tiberpriifende Proteine die
pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, TNF-a und IFN-y, sowie das anti-inflammatorische IL-
10 ausgewihlt. Aus den Experimenten zur mRNA Expression zeigte sich, dass die Expressi-
onsunterschiede und der Vitamin D Einfluss bei den PBMCs der beiden Gruppen fiir die Lig-
anden LPS und PGN fiir 6 h am stirksten ausgepréigt war. Deshalb wurden auch speziell die
Uberstiinde aus diesen Stimulationsbedingungen zur Untersuchung der Proteinsekretion einge-

setzt.

3.4.1 Einfluss von Vitamin D auf die IL-6 Proteinsekretion bei HC und MC-Patienten

Fir diese Versuche wurden Sandwich-ELISAs fiir das Zytokin IL-6 der Firma E-
Bioscience/Thermofisher verwendet. Es wurden Uberstéinde aus den PBMC-Kulturen von HC
und MC-Patienten mit und ohne Vitamin D Behandlung eingesetzt.

Festgestellt werden kann, dass die PBMCs von MC-Patienten deutlich weniger IL-6 se-
zernieren als die PBMCs von HC (Abb. 19). Auch durch die Stimulation mit LPS oder PGN
fiir jeweils 6 h, verindert sich die Menge an IL-6 in den Uberstinden der Zellen der gesunden

Kontrollen nicht.
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Abbildung 19: Effekt von Vitamin D auf die Sekretion von IL-6 bei PBMCs aus HC und MC-Patienten
Die PBMCs aus gesunden Kontrollen (HC, n=6) und Morbus Crohn Patienten (MC, n=6) wurden mit
und ohne Vitamin D fiir 20 h behandelt und daran anschlieBend wurden LPS (6 h) oder PGN (6 h)
zugegeben und alles iiber die angegebenen Zeiten co-inkubiert. Die Ergebnisse sind als Sdulendia-
gramme + Standardabweichung gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen Zellen mit und ohne Vita-
min D Behandlung wurden mittels Wilcoxon Test gepriift und sind mit *p<0,05 gekennzeichnet. Ko =
Kontrolle

Demgegeniiber wurde bei den Zellen aus den MC-Patienten durch die Stimulation mit LPS oder
PGN eine Erhohung der IL-6-Sekretion nachgewiesen. Dabei induzierte der Ligand PGN die
IL-6 Sekretion am stirksten.

Die Behandlung der PBMCs mit Vitamin D verursachte bei den Zellen aus den gesunden
Kontrollen eine leichte Verringerung der IL-6 Sekretion, obwohl auch hier kein Unterschied in
der Menge an sezerniertem Protein zwischen der Kontrolle und der Stimulation mit den Ligan-
den zu erkennen ist.

Bei den Zellen aus den MC-Patienten scheint Vitamin D keinen Einfluss auf die IL-6
Sekretion zu haben. Insgesamt ldsst sich statistisch weder fiir die Proteinsekretion aus Zellen
von MC-Patienten noch fiir die der Zellen der Gesundkontrollen ein signifikanter Einfluss von
Vitamin D zeigen. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den erhobenen Daten zur IL-6
mRNA Expression. Signifikante Unterschiede in der IL-6 Sekretion wurden zwischen den Zel-
len aus den gesunden Kontrollen und den aus MC-Patienten (Kontrollen mit und ohne Vitamin

D sowie LPS 6 h ohne Vitamin D) festgestellt.

3.4.2 1IL-10 Proteinsekretion und Wirkung von Vitamin D bei HC und MC-Patienten

Mit IL-10 wurde auch ein anti-inflammatorisch wirkendes Zytokin in die Untersuchungen ein-

bezogen. Um den immunregulatorischen Einfluss von Vitamin D zu analysieren, wurde fiir das
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anti-inflammatorische Zytokin IL-10 die Konzentration in den Uberstinden der Zellkulturen

mittels ELISA als auch mit der LEGENDplex-Methode untersucht.
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Abbildung 20: Effekt von Vitamin D auf die Sekretion von IL-10 bei PBMCs aus HC und MC-Patienten
(A) Ergebnisse der Untersuchung mittels ELISA-Technik HC (n=6) und MC-Patienten (n=6). (B) Er-
gebnisse der LEGENDplex Methode. HC (n=3) und MC-Patienten (n=3). Die PBMCs aus HC und MC-
Patienten wurden mit und ohne Vitamin D fiir 20 h behandelt und daran anschlieBend wurden LPS (6
h) oder PGN (6 h) zugegeben und alles iiber die angegebenen Zeiten co-inkubiert.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung gezeigt. Auf einen Signifikanztest wurde
wegen der geringen Wiederholungen verzichtet.

Deutlich wird, dass die IL-10-Sekretion der PBMCs aus MC-Patienten, im Verhéltnis zu den
PBMCs aus Gesundkontrollen um ca. 50% geringer ist (ELISA, Abb. 20A). Das trifft sowohl
auf die mit und ohne Vitamin-D co-stimulierten Zellen zu. Die Stimulation mit den NOD2-
Liganden zeigte keinen signifikanten Effekt.

Unter Co-Stimulation mit Vitamin D zeigte sich eine Reduktion der IL-10 Sekretion bei den

PBMCs der HC, wenngleich dieser Effekt nicht signifikant war.
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In den Untersuchungen mit der LEGENDplex-Methode (Abb. 20B) zeigt sich, dass in den Kon-
trollen der Gesunden die Zellen, sowohl mit, als auch ohne Co-Inkubation mit Vitamin D, die
IL-10 Konzentration in den Kulturiiberstinden wesentlich hoher war, als bei den Zellen der MC
Patienten (HC: Ko 358,2 £ 50,68 pg/ml; +Vitamin D: 374,8 + 100,3 pg/ml). Auch in den Uber-
standen der LPS oder PGN stimulierten Zellen der gesunden Kontrollen wurde wesentlich mehr
IL-10 festgestellt als in den Proben der MC-Patienten. Die PBMCs der gesunden Kontrollen,
die nur mit LPS (6 h) inkubiert wurden, scheinen etwas mehr IL-10 zu produzieren (453,2 +
103,2 pg/ml), als die Zellen unter Kontrollbedingungen. Durch die Co-Inkubation mit Vitamin
D wird dieser Effekt etwas gehemmt (323,3 + 76,6 pg/ml). Ahnliches konnte fiir die Stimulation
mit PGN ermittelt werden. Auch hier steigt bei den PBMCs der HC die IL-10 Konzentration
nach 6 stiindiger Stimulation mit PGN auf 392,7 + 105,1 pg/ml leicht an, wéhrend die Vitamin
D-Behandlung diesen Effekt geringfiigig reduziert (324,4 + 27,8 pg/ml).

Fiir die Zellen der MC-Patienten wurden dhnliche Resultate ermittelt. Im Unterschied zu
den Zellen aus den gesunden Kontrollen, wurden bei den Zellen aus den Erkrankten in den
Kontrollen (ohne Liganden-Stimulation) keine IL-10 Sekretion ins Medium nachgewiesen. Die
Ergebnisse lagen unter dem Detektionsniveau. Sowohl LPS-, als auch PGN-Stimulation be-
wirkten in den Zellkulturen der Erkrankten eine Erhohung der IL-10 Produktion, die im Ver-
gleich zu den Zellen aus den HC wesentlich geringer war. Die Behandlung mit Vitamin D ver-
ringerte diese induzierte IL-10 Produktion bei den Zellen aus den MC-Patienten (Ko: LPS 54,6
+ 29,8 pg/ml; +Vitamin D: 18,2 + 10,1 pg/ml und bei PGN: Ko: 111,4 +£21,1 pg/ml; +Vitamin
D: 34,3 + 13,5 pg/ml). Tendenziell vergleichbare Ergebnisse wurden aus den ELISA-Experi-
menten beobachtet. Die hemmenden Effekte von Vitamin D auf die Zellen aus den MC-Patien-

ten wurden durch die LEGENDplex Experimente etwas deutlicher.

3.4.3 Wirkung von Vitamin auf die TNF-a Proteinsekretion bei HC und MC-Patienten

Dafiir verwendeten wir die Bead-basierte LEGENDplex Methode. Damit kann gleichzeitig die
Sekretion mehrerer pro-inflammatorischen Zytokine, wie z.B. IFN-y und TNF-a analysiert
werden. Diese Untersuchungen sollen eine komplettere Interpretation der pro-inflammatori-
schen Reaktion in den PBMCs ermdglichen.

Da die Gabe von TNF-a Blockern wie Infliximab eine der wichtigsten Sdulen der Behandlung
des Morbus Crohn darstellt (Vetter und Neurath, 2018), war ein Vergleich zwischen Transkrip-
tions- und Translationsebene fiir dieses Zytokin besonders interessant. Die Bestimmung der

TNF-a Konzentration in den Zellkulturiiberstéinden ist dafiir eine gute Mdglichkeit.
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Abbildung 21: Effekt von Vitamin D auf die Sekretion von TNF-a bei PBMCs aus HC und MC-Pati-
enten

Die PBMCs aus HC (n=3) und MC-Patienten (n=3) wurden mit und ohne Vitamin D fiir 20 h behandelt
und daran anschlieBend wurden LPS (6 h) oder PGN (6 h) zugegeben und alles iiber die angegebenen
Zeiten co-inkubiert.

Die Ergebnisse sind als Séulendiagramme + Standardfehler gezeigt. Auf einen Signifikanztest wurde
wegen der geringen Wiederholungen verzichtet.

Die PBMCs der Gesunden sezernieren in den Kontrollen (ohne Vitamin D: 205,00 + 43,05
pg/ml; mit Vitamin D: 240,4 + 44,54 pg/ml) geringe Mengen an TNF-a. Die Zugabe von LPS
fiir 6 h verdndert die Sekretion nur geringfiigig (282,5 + 31,5 pg/ml), wéihrend durch den Lig-
anden PGN eine starke Zunahme an TNF-a (615,9 + 124,8 pg/ml) in den Kulturiiberstdnden
verursacht wird. Dieser Effekt des PGN scheint durch die Wirkung des Vitamin Ds leicht ge-
hemmt zu werden (585,9 = 211,8 pg/ml) (Abb. 21). Ahnliche Ergebnisse wurden auch in den
Untersuchungen zur mRNA Expression von TNF-a in den PBMCs der gesunden Kontrollen
gefunden (Abb. 10 und 14).

In den Kontrollen (mit und ohne Vitamin D) der Zellen aus den MC-Patienten konnte
kein TNF-a nachgewiesen werden (unter der Detektionsgrenze). Die Sekretion wird aber durch
die Liganden LPS (412,4 + 38,7 pg/ml) und PGN (2682,0 = 557,7 pg/ml) stark induziert. Vita-
min D hemmt die LPS induzierte TNF-a Sekretion um ca. 40% (235,1 + 88,0 pg/ml). Demge-
geniiber reduziert Vitamin D die PGN-induzierte TNF-o Sekretion bei den Zellen aus den MC-
Patienten um ca. 60% (1124,0 = 169,7 pg/ml). Diese Ergebnisse bestitigen die Ergebnisse aus
den Untersuchungen zur mRNA Expression von TNF-o (Abb. 10 und 14).
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3.4.4 Wirkung von Vitamin D auf die IFN-y Proteinsekretion bei HC und MC-Patien-
ten

Neben TNF-a ist auch IFN-y ein pro-inflammatorisch wirkendes Zytokin, das bei Entziindungs-
prozessen eine Rolle spielt. Deshalb sollte untersucht werden, ob dessen Proteinsekretion durch
die Wirkung von Vitamin D bei den PBMCs aus gesunden Kontrollen und MC-Patienten be-
einflusst wird. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Effekt von Vitamin D auf die Sekretion von IFN-y bei PBMCs aus HC und MC-Patienten
Die PBMCs aus HC (n=3) und MC-Patienten (MC, n=3) wurden mit und ohne Vitamin D fiir 20 h
behandelt und daran anschlieBend wurden LPS (6 h) oder PGN (6 h) zugegeben und alles iiber die an-
gegebenen Zeiten co-inkubiert.

Die Ergebnisse sind als Séulendiagramme + Standardfehler gezeigt. Auf einen Signifikanztest wurde

wegen der geringen Wiederholungen verzichtet.

Die Ergebnisse zeigen, dass in den Zellen der HC wesentlich mehr IFN-y (33,7 + 8,6 pg/ml)
nachgewiesen wurde als in den Zellen aus den MC-Patienten (3,87 = 0 pg/ml). Dabei scheint
die LPS Co-Stimulation die Sekretion bei den gesunden Kontrollen sogar noch zu verstirken
(44,4 £ 9,9 pg/ml), wihrend PGN (22,2 + 6,5 pg/ml) einen reduzieren Einfluss zu haben scheint.
Bei den Zellen aus den MC-Patienten ist dieser Effekt eher nicht zu beobachten (LPS: 6,2 + 2,3
pg/ml; PGN: 4,9 + 1,0 pg/ml).

Die Behandlung der Zellen mit Vitamin D bewirkte bei den PBMCs aus den gesunden
Kontrollen eine starke Hemmung der IFN-y Sekretion bis zu >70% (Ko: 7,9 + 2,5 pg/ml; LPS:
6,6 = 0,7 pg/ml und PGN:6,7 + 2,8 pg/ml). Bei den Zellen aus den MC-Patienten dndert die
Vitamin D Behandlung die IFN-y Sekretion zahlenméBig nicht.

56



Diskussion

4 Diskussion

Die Atiologie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen wie CU und MC ist weiterhin noch
nicht in ihrer Gesamtheit verstanden. Immer mehr Erkenntnisse deuten darauf hin, dass eine
Beeintriachtigung der Immunantwort und der Barrierefunktion der Darmmukosa eine bakterielle
Translokation und Entziindung der Mukosa zur Folge haben.

Umweltfaktoren sind sowohl an der Entstehung als auch beim klinischen Verlauf von
CEDs von Bedeutung. Dazu zdhlt Vitamin D, das bei Versorgungsdefiziten im Zusammenhang
mit der Pathogenese von CEDs steht (Ananthakrishnan et al., 2012; Schiffler et al, 2018a;
Caviezel et al., 2018; Ko et al., 2018). Vitamin D besitzt wegen seiner immunmodulierenden
Eigenschaften positive Wirkungen auf intestinale Entziindungen und in dem Zusammenhang
auch auf die Mikrobiota des Darms (Cantorna et al., 2004; 2015; Schiffler et al., 2018c). Damit
kann Vitamin D als Regulator des angeborenen und des erworbenen Immunsystems angesehen
werden. Unklar ist jedoch, ob Vitamin D einen direkten Effekt auf die Immunantwort und die
Mikrobiota hat oder ob die Verdnderungen der Mikrobiota als Sekundéreffekt auf die positive
Wirkung auf das Immunsystem anzusehen sind.

Daneben steht der intrazellulédr lokalisierte pattern recognition receptor NOD2 eng in
Verbindung mit der Pathogenese des Morbus Crohn. Er erkennt und bindet Komponenten der
bakteriellen Zellwand wie MDP und PGN wodurch eine Immunantwort ausgelost wird. Muta-
tionen im NOD2-Gen mit nachfolgender Dysfunktion beeintridchtigen die Entfernung von Bak-
terien und stellen einen wichtigen Risikofaktor bei der Entwicklung und dem Verlauf von MC
dar.

Prinzipiell wird empfohlen, ein Vitamin D Defizit bei CED Patienten auszugleichen. Vita-
min D konnte neben seinem Einfluss auf den Calcium/Phosphat-Stoffwechsel dariiber hinaus
wegen der immunmodulierenden Effekte als zusétzliche Therapieform bei MC-Patienten von
Interesse sein. Bisher gibt es wenige Erkenntnisse zur Wirkung von Vitamin D auf die Krank-
heitsaktivitit bei MC-Patienten. Um die Effekte des Vitamin D auf die Immunantwort besser
verstehen zu konnen, wurden in die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit PBMCs, die eine
Rolle bei der Immunantwort spielen (Zhou et al. 2009), einbezogen. Analysiert wurde die Wir-
kung von Vitamin D auf die Expression von pro- bzw. anti-inflammatorisch wirkenden Zyto-
kinen bei PBMCs aus gesunden Kontrollprobanden und MC-Patienten, um mdgliche Unter-

schiede zu identifizieren.
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4.1 Genexpression von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen in PBMC von

gesunden Kontrollen und Morbus Crohn Patienten

Im ersten Teil der Arbeit wurden PBMC aus HC und MC-Patienten in Anwesenheit von NOD2-
Liganden (MDP, P3C, PGN) und LPS inkubiert und mittels RT-PCR die Genexpression von
reprisentativen immunmodulatorischen Zytokinen (IL-18, IL-6, TNF-o und IL-10) untersucht.
Ergebnisse von Dionne et al. (2017) zeigten, dass die Stimulation des NOD2-Rezeptors durch
PAMPs einen Effekt auf die Expression von Zytokinen in PBMCs hat.

_PBMCKulur ) ( PBMCKulur

Stimulation
LPS MDP PGN P3C

HC MC
t hohere basale mRNA-Expression <«—> | geringere basale mRNA-Expression
von IL-1B und IL-6 von IL-1B und IL-6
Z ! Ethohung der IL-18, IL-6 und t1 signifikant stirkere Zunahme der IL-
o TNF-o. Expression - 18, TL-6 und TNF-o, Expression im
= press Vergleich zu HC
' ) . t Erhéhung der IL-10 Expression mit
Erhohung der IL-10 Expression > marginalen Unterschieden im
Vergleich zu HC
5 . : | geringere IL-6 Sekretion als in HC
geringer Effekt auf IL-6 Sekretion > } geringer Effekt der Liganden
E — geringer Effekt auf TL-10 Sekretion ~ «— | geringere IL-10 Sekretion als in HC
2
2
. : t stark erhohte TNF-o Sekretion
= Effekt auf TNF-o Sekret <+ . . .
= getinger Liekt at ¢ sekretion durch Stimulation mit PGN
— kein signifikanter Effekt auf [FN-y |} geringere IFN-y Sekretion als in HC
Sekretion Liganden ohne Effekt

Abbildung 23: Flieschema zur Erlduterung der Kernergebnisse aus den Untersuchungen zum Zyto-
kinprofil aus HC und MC
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4.1.1 Genexpression pro-inflammatorischer Zytokine in Morbus Crohn Patienten

Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen zeichneten ein differenziertes Bild. Eine Ubersicht
hierzu ist in Abbildung 23 dargestellt. Untersuchungen von Dionne et al. (2017) zeigten, dass
die Stimulation des NODZ2 Rezeptors durch PAMPs einen Effekt auf die Expression von
Zytokinen in PBMC:s hat.

Besonders wichtig im Hinblick auf das Verhalten der PBMCs war die Betrachtung der
Expression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-a.. IL-18 spielt eine kri-
tische Rolle in der Pathogenese von CEDs. Es wird von Zellen aus Geweben des Intestinaltrak-
tes und Makrophagen aus CED-Patienten sezerniert und der Gehalt korreliert mit der Schwere
der Erkrankung (Ligumsky et al., 1990, Reinecker et al., 1993). Eine erhohte Sekretion von IL-
18 wurde in PBMC aus MC-Patienten nachgewiesen (Satsangi et al., 1987). Ahnliche Ergeb-
nisse wurden von Schwarzmaier et al. (2013) mit PBMCs aus MC-Patienten im Stadium der
klinischen Remission beschrieben. Im Serum von Patienten mit akutem MC wurden ebenfalls
erhohte IL-1B-Spiegel nachgewiesen (Blaschke et al., 2018).

IL-6 z&hlt ebenfalls zur Gruppe der pro-inflammatorischen Zytokine mit wichtigen Funk-
tionen im Bereich der angeborenen und erworbenen Immunantwort. Es wird von verschiedenen
Zelltypen, z.B. T- und B-Zellen, Monozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten pro-
duziert. Dysregulierte IL-6 Level sind mit Immunerkrankungen verbunden, zu denen auch der
MC zahlt (Nishimoto und Kishimoto 2006; Yamamoto et al., 2000).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sowohl die IL-18 als auch die IL-6-Genexpres-
sion der PBMCs aus MC-Patienten durch die Liganden LPS, P3C und PGN stark erhoht wurde.
Im Vergleich zu PBMCs aus gesunden Kontrollen war die mRNA Menge der beiden pro-in-
flammatorischen Zytokine bei den PBMCs aus MC-Patienten signifikant hoher (Abb. 8 und 9).
Die IL-6 mRNA Expression wurde im Vergleich zur IL-18- und TNF-a-Genexpression am
starksten durch die Liganden beeinflusst. Das korreliert mit Untersuchungen von Blaschke et
al. (2018), die im Serum von MC-Patienten eine ca. 100-fache Erh6hung des IL-6 Gehaltes
nachweisen konnten, wihrend der Gehalt an IL-18 und TNF-o ~10-fach anstieg. Weiterhin
unterstiitzen diese Ergebnisse beziiglich IL-18 die Resultate von Satsangi et al. (1987) und
Schwarzmaier et al. (2013) auf der Ebene der Transkription. Untersuchungen von Schwarz-
maier et al. (2013) deuten darauf hin, dass Defekte in angeborenen Immunmechanismen eher
in der (entziindeten) Darmmukosa als im peripheren Blut eine Rolle spielen. Die Ergebnisse

dieser Arbeit lassen jedoch vermuten, dass auch Zellen des peripheren Blutes aus MC-Patienten
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verstdrkt IL-16 exprimieren, wodurch inflammatorische Prozesse begiinstigt und verstéarkt wer-
den konnten. Dies spricht fiir die Wahl von PBMCs als geeignetes Modell im Rahmen von
translationalen Forschungsansétzen.

Um die Hypothese von einer erhohten Expression pro-inflammatorischer Zytokine bei
MC im Vergleich zu HC weiter zu iiberpriifen, blieb eine Betrachtung von TNF-a unerlésslich.
Das pro-inflammatorische Zytokin TNF-a ist ein wesentlicher Vermittler der Immunantwort
nach Kontakt mit Mikroben bzw. Gewebeschiddigungen (Brown und Mayer, 2007). Antikorper
gegen TNF-a bilden eine wichtige Sdule im Therapiealgorithmus der CED. Das Zytokin wird
hauptsichlich von Lymphozyten und aktivierten Monozyten/Makrophagen aber auch von an-
deren Zelltypen produziert (Peake et al., 2013). Es verringert auch die Expression von tight
Jjunction Proteinen wodurch die Barrierefunktion der Darmmukosa geschéadigt wird. Bei Pati-
enten mit CED ist die TNF-a Konzentration in der Darmmukosa, im Serum und im Stuhl erhéht
(Oleson et al., 2016; Blaschke et al., 2018).

Ahnlich der Ergebnisse fiir IL-18 und IL-6, wurde in PBMCs von MC-Patienten nach
Stimulation mit einem Liganden eine verstirkte TNF-o Expression im Vergleich zu den
PBMC:s von Gesunden nachgewiesen (Abb. 10 und 14). Dies bestitigt die Ergebnisse von Di-
onne et al. (2014), welche eine Steigerung der TLR-induzierten TNF-a Expression feststellten.
Jedoch war das Level der TNF-o mRNA Induktion bei den MC-Patienten geringer als das von
IL-18 und IL-6. Fiir den festgestellten zeitlichen Verlauf der LPS-Stimulation konnte es sich
um einen Gewohnungseffekt handeln. Eine mégliche Erklarung fiir den geringeren Unterschied
in den TNF-a Expressionsmustern von HC- und MC-PBMC:s, ldsst sich darauf zuriickfiihren,
dass viele der rekrutierten MC-Patienten iliber lange Zeitrdume mit TNF-a Inhibitoren wie In-

fliximab (Remicade) bzw. Adalimumab (Humira) behandelt wurden.

4.1.2 Proteinsekretion pro-inflammatorischer Zytokine

Generell zeichnete sich somit eine stirkere Induktion der pro-inflammatorischen Zytokinex-
pression nach Stimulation der PBMCs von MC im Vergleich zu HC ab. Dieses Muster galt es
auf Proteinebene zu tliberpriifen. Hierzu wurde die Sekretion der pro-inflammatorischen Zyto-
kine TNF-a, IFN-y und IL-6 analysiert. Fiir IL-6 und TNF-a diente dies gleichzeitig zur Vali-
dierung der Ergebnisse der Genexpression.

Die Sekretion von IL-6 unterscheidet sich bei den PBMCs aus MC-Patienten deutlich von

denen der Gesundkontrollen. Besonders in den unstimulierten Zellen der MC-Patienten war die
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IL-6 Sekretion geringer als bei den Zellen aus den gesunden Kontrollen. Diese Ergebnisse ste-
hen im Gegensatz zu den erhoben mRNA-Expressionsdaten. Dennoch konnte dieses Muster
auf die chronische Inflammation der Patienten mit MC hindeuten. Eine Erklérung fiir diesen
schwierig zu interpretierenden Effekt konnte die Arbeit von Smith et al. (2009) liefern. Sie
beschreiben, dass in MC-Makrophagen ein grof3er Anteil von Zytokinen eher in den Lysosomen
abgebaut als sezerniert wird, wodurch es zu einer Beeintrachtigung der Beseitigung von Bak-
terien kommt. Um potenziell verédnderte postranskriptionell regulatorische Prozesse, welche die
verringerte IL-6 Proteinexpression in MC-PBMCs erklidren konnten, miissten sich weitere Un-
tersuchungen diesbeziiglich anschlieBen. Auch kénnten so, die aufgrund der geringen Kohor-
ten-Grofe statistisch schwer zu stiitzenden Ergebnisse validiert werden. Wihrend sich das IL-
6 Sekretionsniveau der PBMCs der Gesundkontrollen nach Stimulation mit LPS und PGN
kaum dndert, reagieren die PBMCs der MC-Patienten im Rahmen der normalen Immunantwort
mit einer verstirkten Sekretion von IL-6 (Abb. 19). Auch dies konnte ein Hinweis auf die ge-
storte Immunreaktion bei MC sein, welche zum Beispiel bei Segal (2019) beschrieben wird.
Dies konnte schlussendlich ein Hinweis auf die in MC-Patienten gestorte Immunantwort sein.
Die Ergebnisse bediirfen ebenfalls einer Validierung durch weiterfithrende Untersuchungen.
Vor allem sollte hier ein Augenmerk auf die Stimulationszeit der PBMCs gelegt werden. Damit
konnte die zwischen translationalen und transkriptionellen Prozessen gelegene zeitliche Kom-
ponente als Ursprung der Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der mRNA-Expression und
denen der Proteinsekretion ausgeschlossen werden.

Auch IFN-y wird von den PBMCs aus den gesunden Kontrollen im Vergleich zu den
Zellen aus den MC-Patienten wesentlich stirker sezerniert (Abb. 22). Nur die Stimulation mit
PGN scheint eine Reduktion der IFN-y Sekretion zu bewirken. Um die Aussagen beziiglich IL-
6 und IFN-y zu bekriftigen, sind auch hier weitere Versuche notig. Ggf. konnte die Verlange-
rung der Stimulationszeit mit diesem TLR-Agonisten eine erhohte Sekretion der beiden Zyto-
kine in den PBMC:s ausldsen. Aufgrund der dhnlichen Diskrepanz bei IL-6 und IFN-y scheint
ein methodischer Fehler jedoch weniger wahrscheinlich. In den zukiinftigen Untersuchungen
sollte besonderer Wert auf die Rekrutierung von MC-Patienten unter Immunsuppressiver The-
rapie und Patienten ohne Immunsuppression gelegt werden. In dieser Studie flossen aufgrund
der kleinen untersuchten Kohorte MC-Patienten in Remission und unter Remicade-Therapie
ein. So haben TNF-a und IFN-y selbst einen NOD?2 induzierenden Effekt und erhdhen dadurch
die Sukzeptibilitit von Darmmukosa Epithelzellen fiir LPS (Rosenstiel et al., 2003). Dieser

Eftekt konnte auch fiir periphere Monozyten nachgewiesen werden (Gutierrez et al., 2002). Die
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immunsuppressive Therapie mittels TNF-a-Inhibition konnte das pro-inflammatorische Reak-
tionsmuster der PBMCs langerfristig auf die zur Stimulation eingesetzten Bakterienbestandteile
beeinflusst haben. Eine schnellere Hochregulation der Genexpression wire schlielich eine
mogliche Ursache fiir die festgestellte Diskrepanz zwischen pra- und posttranslationaler Ebene
darstellen. Zusétzlich muss erwidhnt werden, dass auf eine transkriptionelle Verdnderung nicht
zwingend eine entsprechende translationale Antwort folgt. Ursachen dafiir liegen bei vielfalti-
gen Mechanismen, die die Proteinsynthese regulieren.

Fiir TNF-a zeigte sich wiederum ein unterschiedliches Sekretionsmuster. Die Zellen der
gesunden Kontrollen sezernierten geringe Mengen an TNF-a, die durch die Liganden (LPS
oder PGN; Abb. 21) nur geringfiigig verstarkt wurde. Demgegeniiber konnte in den
Kulturiiberstinden aus den unbehandelten Kontrollen der MC-Patienten kein TNF-a
nachgewiesen werden (Abb. 21). Nach Stimulation mit LPS und mit PGN konnte deutlich mehr
TNF-a in den Uberstinden von MC festgestellt werden als in denen von HC-PBMCs. Dieses
Phidnomen kann aufgrund der Dysregulation der Immunreaktion in Morbus Crohn Patienten

erklirt werden und stimmt mit den Ergebnissen der TNF-o. mRNA-Expression iiberein.

4.1.3 1L-10 Expression und Sekretion in Morbus Crohn Patienten

IL-10 wird als anti-inflammatorisch wirkendes Zytokin als besonders wichtig fiir die Immun-
antwort im Menschen betrachtet (Glocker et al., 2011). Es wird von verschiedenen Zelltypen,
wie B- und T-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen und Mastzellen
produziert. IL-10 hat regulierende Funktionen auf die Immunhomdostase des Darms. Geringe
IL-10 Level im Serum erhéhen die Schwere der MC-Erkrankung im Vergleich zu hohen IL-10
Werten, die moglicherweise positive Effekte bei Patienten mit entziindlichen Darmerkrankun-
gen haben konnten (Marlow et al., 2013).

Als Resultat aus den durchgefiihrten Untersuchungen wurden nur geringe Unterschiede
in der IL-10 Expression zwischen PBMCs von MC-Patienten und gesunden Probanden nach-
gewiesen. Nur nach Stimulation mit MDP zeigte sich eine deutliche Verringerung der IL-10
mRNA bei den PBMCs aus den MC-Patienten. Vergleichbare Ergebnisse bzgl. MDP und IL-
10 wurden auch von Verschoor et al. (2015) beschrieben. Diese Autoren konnten zeigen, dass
in dlteren Patienten der IL-10 Gehalt negativ mit der Konzentration an zirkulierendem MDP

korreliert.
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Das hohere Durchschnittsalter der MC-Patienten im Vergleich zu den Gesundkontrollen konnte
somit einen Einfluss auf die in unseren Ergebnissen abgebildete Tendenz haben. Trotzdem ist
zu erwahnen, dass die Informationen zu IL-10 Serumgehalten bei CED-Patienten in der Litera-
tur widerspriichlich sind. Beschrieben werden erhohte IL-10 Werte bei MC- und CU-Patienten
im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Wang et al., 2011; Kucharzik et al., 1995). Andererseits
werden auch erhohte IL-10 Mengen bei Patienten mit CU aber nicht mit MC, sowie keinerlei
Unterschiede zwischen Erkrankten und Gesunden beschrieben (Mitsuyama et al., 2006; Nielsen
et al., 1996). Aber auch von signifikant verringerten IL-10 Mengen bei spezifischen MC-Pati-
enten wird berichtet (Correa et al., 2009).

Trotz dieser widerspriichlichen Studienergebnisse wurde {iber IL-10 Gaben als alternative
Behandlung nachgedacht. Eingesetzt wurde dafiir ein rekombinantes humanes IL-10 Praparat
(Tenovil). Im Ergebnis verschiedener Studien zu diesem Thema wurden klinische Verbesse-
rungen aber auch keine signifikanten Effekte beschrieben (Ubersicht bei Marlow et al., 2013).
Marlow et al. (2013) schlussfolgern daraus, dass IL-10 allein die pro-inflammatorischen Medi-
atoren, die die chronischen Entziindungen bei MC verursachen, nicht supprimieren kann. Somit
wire es als Therapeutikum fiir MC-Patienten wegen der Heterogenitit der Erkrankung eher
ungeeignet. Trotzdem konnten einige Patienten von einer IL-10 Therapie profitieren. Vor allem
von einer Kombination aus anti-inflammatorischen Zytokinen, konnte sich fiir die Patienten ein
therapeutischer Benefit ergeben (Kucharzik et al., 1997).

Um diese komplexen Erkenntnisse zu tliberpriifen, sollten die Untersuchungen zur IL-
10 Proteinexpression ein klareres Bild zeichnen. Hierbei zeigte sich ein deutlich hoheres Niveau
der IL-10 Sekretion in den PBMCs der klinisch gesunden Kontrollen im Verhiltnis zu den
PBMC:s der rekrutierten MC-Patienten (Abb. 20). Durch Stimulation mit LPS, oder PGN stie-
gen jedoch die IL-10 Sekretionsniveaus aus MC an, wihrend deren IL-10 Sekretion konstant
blieb. Dieses Muster wird sowohl durch die von uns durchgefiihrte LEGENDplex-Methode als
auch im IL-10 ELISA bestédtigt, was wiederum gegen einen methodischen Fehler spricht. Der
Unterschied der IL-10 Basissekretion, als auch in der Reaktion auf die Stimulation mit Ligan-
den zeigt eine vermutliche Dysbalance der pro-und anti-inflammatorischen Zytokine in MC-
Patienten. Hier wire wiederum eine Wiederholung des verwendeten Zellkulturmodells von In-
teresse. LieBe sich durch die Verldngerung der Stimulationszeit mit LPS und PGN, bzw. mit
einer hoheren Dosis eben jener Liganden ebenfalls ein Anstieg der IL-10 Sekretion in HC
PBMCs feststellen, so konnte dies fiir eine libermiflige Reagibiltdt der PBMCs aus MC spre-
chen. Ein genauer Erkldrungsansatz fiir den Unterschied zwischen HC und MC Daten ldsst sich

aber durch die von uns erhobenen Daten zum jetzigen Zeitpunkt nicht formulieren.
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4.2 Einfluss von Vitamin D auf das Zytokinprofil in PBMCs von gesunden Kontrollen
und MC-Patienten

Vitamin D hat sowohl einen Einfluss auf das angeborene als auch auf das erworbene Immun-
system. Seine immunmodulierende Wirkung und dessen Einfluss auf verschiedene Erkrankun-
gen des Immunsystems sind Ziel aktueller Forschungsarbeiten (Garg et al., 2012; Hewison,
2012).

So konnten positive Effekte von Vitamin D auf den Krankheitsverlauf bei CED Pateinten
in verschiedenen Studien nachgewiesen werden. Die Apoptose epithelialer Zellen ist ein phy-
siologischer Prozess im Gastrointestinaltrakt, bei dem die Barrierefunktion der Mukosa erhalten
bleibt. Bei MC-Patienten fiihrt die Zytokin-induzierte Apoptose jedoch zu einer abnormalen
Permeabilitdt der Mukosa. In einem Vitamin D-defizienten Mausmodell wurde eine Sto-
rung/Dysfunktion der Darmbarriere durch invasive E.coli bzw. durch induzierte Colitis nach-
gewiesen (Assa et al., 2015). Eine mit E.coli bzw. LPS in vitro induzierte Schidigung humaner
Darmzellen konnte durch Applikation von Vitamin D reduziert werden (Chen et al., 2015).
Regulierende und protektive Wirkungen auf die tight-junction Proteine und die Apoptose der
Zellen der Darmbarriere wurden nachgewiesen (Stio et al., 2016; He et al., 2018). Lei et al.
(2018) konnten an einem Colitis-Maus-Modell zeigen, dass das Vitamin D Rezeptor (VDR)-
Signaling durch die Hemmung der Apoptose der Epithelzellen die Entziindung der Mukosa
reguliert

Um den Einfluss von Vitamin D auf die Genexpression immunrelevanter Zytokine zu
testen, wurden PBMCs mit Vitamin D vorinkubiert und anschlieBend mit den TLR-, bzw.
NOD2-Liganden stimuliert. Diese Resultate wurden mit den Ergebnissen der PBMCs ohne Vi-
tamin D Behandlung verglichen. Dabei zeigten sich Hinweise, inwieweit Vitamin D einen Ein-
fluss auf Krankheiten des Immunsystems haben kénnte. Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der

Untersuchungen zum Einfluss von Vitamin D sind in Abbildung 24 schematisch dargestellt.
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Abbildung 24: Fliefschema zur Erlduterung der Kernergebnisse aus den Untersuchungen zur Vitamin
D Co-Stimulation

Fiir die Genexpression von IL-18 konnten durch die Vorinkubation mit Vitamin D weder bei
den gesunden Kontrollen noch bei den MC-Patienten signifikante Unterschiede festgestellt
werden, was darauf hinweist, dass unter den hier gewéhlten Bedingungen die IL-18 Expression
nicht durch Vitamin D beeinflusst wird. Verway et al. (2013) beschreiben sogar eine Zunahme
der IL-18 mRNA und der IL-1B Sekretion durch Vitamin D bei Mycobacterium tuberculosis
infizierten Makrophagen, verursacht durch eine direkte Regulierung iiber das VDR-Signaling.
Sie fanden weiterhin, dass die modulierende Wirkung des Vitamin D die angeborene Immun-

antwort auch indirekt iiber parakrine Signalwege beeinflusst.
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Die Genexpression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a wurde hingegen
malgeblich bei den PBMCs aus den MC-Patienten durch die Vorbehandlung mit Vitamin D
reduziert.

Fir die IL-6 Genexpression war der Unterschied mit und ohne Vitamin D
Vorbehandlung in den Kontrollzellen aus den MC-Patienten signifikant (Abb. 13B).
Bemerkenswert ist, dass eine Vitamin D Vorbehandlung (Abb. 9B) die signifikanten
Differenzen zwischen HC und MC (Abb. 9A) nivellierte. Die Ergebnisse konnten auf einen
positiv regulatorischen Effekt der Immunreaktion bei den MC-Patienten durch die Vitamin D-
Behandlung hindeuten.

Ein deutlicher Effekt des Vitamin Ds wurde auf die Expression der TNF-oo mRNA bei
den PBMCs aus den MC-Patienten festgestellt. Durch Vitamin D Vorstimulation, kam es im
Vergleich zu den Zellen ohne Vitamin D Vorbehandlung zu einer Reduktion der Expression
bei den mit LPS und PGN-stimulierten Zellen. Verantwortlich dafiir konnte die
immunmodulierende und inflammationshemmende Wirkung von Vitamin D sein (Hewison,
2012; Gubatan und Moss, 2018). Dionne et al. (2017) berichten iiber eine Reduktion der TNF-
o Proteinexpression durch Vitamin D Stimulation bei M1 Makrophagen von MC-Patienten,
was durch die Ergebnisse dieser Untersuchungen auf RNA-Ebene prinzipiell bestatigt werden
kann.

Fiir die Stimulation mit MDP konnte ebenfalls ein TNF-a hemmender Einfluss der Vita-
min D Co-Stimulation vermutet werden. Diese Beobachtung wiederum widerspricht den Daten
von Dionne et al. (2017), welche ein erhohtes TNF-o Expressionsniveau bei Co-Stimulation
mit MDP und 1,25-Dihydroxy-Vitamin D feststellten. Grundlegend hierfiir wird die NOD2-
Rezeptor Induktion durch Vitamin D und die darauthin erhohte Reagibilitiat der Zelle auf
NOD2-Rezeptor Agonisten wie MDP verantwortlich gemacht. Da in unserem Zellkulturmodell
eine Stimulation mit 10 ng/ml MDP erfolgte, wiahrend bei den Arbeiten von Dionne et al. 5
pg/ml verwendet wurden, erscheint eine Unterstimulation als Grund fiir diese Diskrepanz aus-
geschlossen. Um somit unsere Resultate statistisch zu validieren und weiterhin vergleichen zu
konnen, wire eine Vergroferung der untersuchten Kohorte vonnéten. Hierbei konnten schlief3-
lich wichtige Erkenntnisse iiber die Wirkungsweise des VDR bzw. des NOD2-Rezeptors ge-
wonnen werden.

Um einen Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf der immunreaktiven Prozesse zu erhal-
ten, erfolgte die Stimulation mit LPS {iber unterschiedliche definierte Zeitrdume. Der teilweise
modulierende Effekt von Vitamin D auf die IL-1B- bzw. IL-6-Basalexpression in den

Kontrollen, scheint durch die Wirkung der Liganden aufgehoben zu werden. Aus dem zeitlichen
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Verlauf der LPS-Stimulation ldsst sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Einfluss von
Vitamin D auf die IL-18- und IL-6-Expression ableiten.

Ein etwas differentes Bild des zeitlichen Stimulationsverlaufes ergab die Expression von
TNF-o. Die immunmodulatorische Wirkung von Vitamin D zeigte sich nicht nur in den
Zellkulturen ohne NOD2-Liganden. Fiir eine Stimulation mit LPS 2 h wurde in MC-PBMCs
eine signifikant geringere TNF-a Expression nach Vitamin D Co-Stimulation ermittelt. Im
zeitlichen Verlauf der LPS-Stimulation verringerte sich dieser Effekt (6 h) und war nach 24 h
nicht mehr nachweisbar.

Ein hierbei zugrundeliegender Erklarungsansatz ist in der Literatur schwer auszumachen.
Moglicherweise spielen Adaptationsmechanismen des NOD2-Rezeptors, oder eine ,,Booster*-
dhnliche Wirkung des Vitamin D Rezeptors eine Rolle. Um diesen Sachverhalt genauer zu
iiberpriifen, wiren weitere Untersuchung des Zeitverlaufes im Sinne einer Kinetik interessant.
Besonders gelte es herauszustellen, inwiefern eine Stimulation mit P3C {iber 6 h hinaus das
Expressionsverhalten beziiglich pro-inflammatorischer Zytokine verandert.

Fiir die Stimulation mit MDP koénnte ebenfalls ein TNF-a hemmender Einfluss der Vita-
min D Co-Stimulation zu vermuten sein. Fiir die Stimulation mit PGN ist diese Tendenz ein-
deutiger. Die Ergebnisse deuten demnach auf eine hemmende Wirkung des Vitamin Ds auf die
TNF-a Expression hin. Dies weist darauf hin, dass Vitamin D durch die Reduktion der TNF-a
Expression bei den PBMCs einen schiitzenden Effekt vor immunologischen Reaktionen haben
konnte. Somit konnte es die Wirkung der heutzutage in der Klinik breit eingesetzten TNF-a
Inhibitoren unterstiitzen. Letztendlich ist aufgrund der Komplexizitit der immunologischen
Prozesse jedoch eine Extrapolation der in vitro gewonnen Ergebnisse auf eine in vivo Situation
als schwierig zu betrachten.

Fiir das anti-inflammatorisch wirkende IL-10 zeigte die Co-Stimulation mit Vitamin D in
den PBMC:s einen inhibitorischen Einfluss auf die Genexpression. Die Vorinkubation mit Vi-
tamin D reduzierte die LPS-induzierte IL-10 Expressionsniveau signifikant (p<0,05). Das be-
traf sowohl die PBMCs aus HC als auch jene aus MC. Aufgrund der bekannten immunsuppri-
mierenden Wirkung von Vitamin D, scheint diese Beobachtung zunéchst paradox. Auch nach
Stimulation mit TLR-Liganden resultierte die Co-Stimulation mit Vitamin D in einer reduzier-
ten Expression von IL-10, was eine methodische Erkldrung unwahrscheinlich macht. Die Er-
gebnisse scheinen vereinbar zu sein mit den Daten von Matileinen et al. (2010). Diese Autoren
zeigten, dass zu Beginn der Stimulation mit Vitamin D, das Expressionsniveau von IL-10 ab-
sinkt und nach tiber 48 h der Stimulation schlussendlich ansteigt, sodass Vitamin D seinen anti-

inflammatorischen Charakter entfaltet. In unseren Versuchen wurden Stimulationszeiten von
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maximal 24 h gewéhlt, sodass aufgrund dessen eine mogliche Induktion der IL-10 Genexpres-
sion nicht nachgewiesen werden konnte.

Die Ergebnisse der Tagman Untersuchungen zum Vitamin D Einfluss miissen auch im
Zusammenhang mit den Ergebnissen zur Untersuchung der Proteinsekretion betrachtet werden.
Dabei zeigte sich ein Unterschied im Verhalten von HC und MC PBMCs. Die gewihlten Kul-
turbedingungen unter Vitamin D hatten keinen Einfluss auf die IL-6 Sekretion der PBMCs aus
CED Patienten, wihrend in den Uberstinden der PBMCs der Gesundkontrollen durch die Vi-
tamin D Co-Stimulation eine Reduktion an IL-6-Protein festgestellt wurde. Somit zeigt sich
eine Divergenz zwischen IL-6 Genexpression und IL-6 Sekretion. Unsere Untersuchungen
zeigten einen geringeren Einfluss von Vitamin D auf die IL-6 Genexpression als auf die IL-6
Sekretion. Dies legt die Vermutung nahe, dass Vitamin D auch auf die extranukledre bzw. post-
translationale Regulation der PBMC-Antwort einen Einfluss hat.

Demgegeniiber stehen die Ergebnisse von Bendix-Struve et al. (2010). In deren Studie
wurden MC-Patienten 1200 IE/Tag Vitamin D fiir ein Jahr verabreicht. Damit wurde eine Er-
hohung des Vitamin-D Levels um 70 nmol/l erreicht, wéhrend der Vitamin D Spiegel der Pla-
cebo-Gruppe nicht signifikant sank. Nach 26 Wochen wurde eine signifikant verstarkte 1L-6-
Produktion aus T-Zellen von Patienten mit Vitamin D Behandlung nachgewiesen, wihrend in
der Placebo-Gruppe der IL-6 Gehalt sank. Die Ursache fiir die Unterschiede zu den Resultaten
dieser Arbeit konnen durch die verschiedenen Untersuchungssysteme in vitro gegeniiber in vivo
bzw. PBMCs gegeniiber T-Zellen begriindet werden.

Fir TNF-a konnte eine Verringerung des Sekretionsniveaus durch die Co-Stimulation
mit Vitamin D gezeigt werden. Dies wird vor allem bei der Stimulation der PBMCs aus den
MC-Patienten mit PGN fiir 6 h deutlich, da hier hohere Ausgangswerte der TNF-a Sekretion
eine deutliche Divergenz aufzeigen. Die Vorinkubation mit Vitamin D reduzierte den TNF-a.-
Gehalt in den Uberstéinden der Zellen aus den PBMCs der MC-Patienten. Besonders deutlich
ist der Effekt bei der Induktion durch PGN. In den Gesundkontrollen waren eher geringe
Effekte durch Vitamin D nachweisbar. Aufgrund der geringen Probenanzahl (n=3) sind
Aussagen zur Signifikanz der Ergebnisse nicht moglich. Hier ist die Erh6hung der Probenzahl
fiir die Interpretation der Ergebnisse unerldsslich.

Diese Ergebnisse korrelieren deutlich mit den Untersuchungen zur Genexpression von
TNF-a und kénnten somit die von uns postulierte, immunregulatorische Wirkung von Vitamin
D zumindest auf das Zytokin TNF-a bestitigen.

Aus den erhobenen Daten der IFN-y Sekretion lassen sich dhnliche Riickschliisse ziehen. Auf-

grund der gleichbleibend geringen IFN-y Sekretion der PBMCs aus MC-Patienten, sowohl ohne
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als auch mit Stimulation von LPS und PGN, lasst sich moglicherweise ein methodisches Prob-
lem vermuten. Andererseits wurde in den Kulturiiberstinden der PBMCs aus den Gesundkon-
trollen eine deutliche Reduktion der IFN-y Sekretion durch die Vitamin D Behandlung festge-
stellt. Auch hier lésst sich eine anti-inflammatorische Wirkung von Vitamin D ableiten.

Anhand der obigen Ergebnisse zeigt sich eine hemmende Wirkung von Vitamin D auf
die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine. Diese korreliert teilweise mit den Ergebnissen
der RNA-Expression. Hierbei ldsst sich der inhibierende Mechanismus wahrscheinlich auf die
intranukledre Wirkung von Vitamin D zurilickfiihren. Dabei aktiviert Vitamin D das MAPK
Phosphatase-1 (MKP-1) Gen, welches wiederum einen Effekt auf die pro-inflammatorische
Kaskade der Zelle hat, was zur erniedrigten Sekretion von IL-6 und TNF-a fiihrt (Zhang et al.,
2012).

Aus den IL-10 ELISA Ergebnissen ist kein Einfluss einer Co-Stimulation mit Vitamin D
ersichtlich. Aufgrund der durchgéingigen Konstanz der Sekretionswerte, entschieden wir uns
fiir die Uberpriifung der gesammelten Daten mittels LEGENDplex Methodik. Die Ergebnisse
dhnelten denen der Tagman Genexpressions-Experimente. Anders als bei den ELISA-Versu-
chen wurde mit dieser Methode kein IL-10 in den Uberstinden der Kontroll-PBMCs der MC-
Patienten nachgewiesen. Erst durch die Stimulation mit LPS und PGN konnten geringe Mengen
an IL-10 in den Uberstinden nachgewiesen werden. Die Vitamin D Co-Stimulation scheint bei
den PBMCs aus beiden Gruppen bei den Stimulationen mit LPS und PGN eine leichte Redu-
zierung der IL-10 Sekretion zu bewirken. Diese eher widerspriichlich erscheinende Aussage
zeigt die Komplexitit der Ubertragung eines in vitro Modells auf den lebenden Organismus.
Um einen methodischen Fehler auszuschliefen, miissen sich weitere Untersuchungen zur IL-
10 Proteinexpression anschlieBen. Hierbei ist besonders auf die Uberpriifung der Wirkung einer

langeren Co-Stimulation der PBMCs mit Vitamin D zu achten.

4.3 NOD2 Mutationen

In verschiedenen Studien wurde die Pathogenese von MC mit Mutationen von NOD_2 in Ver-
bindung gebracht (Hugot et al., 2001, 2007; Ogura et al., 2001, Dumay et al., 2019). Die Mu-
tationen R702W, G908R und 1007fs reprisentieren 32%, 18% und 31% der gesamten MC-
Mutationen. Nachgewiesen wurden diese Mutationen bei 11% (R702W), 6% (G908R) bzw.
11% (1007fs) der MC-Patienten (Lesage et al., 2002). Deshalb wurden die Probanden (gesunde
Kontrollen und MC-Patienten) auf das Vorkommen dieser drei Mutationen mittel Genotypisie-

rung untersucht.
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Diese Versuche wurden durchgefiihrt um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Ex-
pression pro- bzw. anti-inflammatorischer Zytokine in Abhéngigkeit der NODZ2-Mutationen bei
PBMC:s festzustellen. Es konnte unter den hier ausgewdhlten Bedingungen kein signifikanter
Unterschied im Expressionsverhalten fiir IL-18, IL-6 und IL-10 zwischen NOD2-Wildtyp und
NOD2-Mutationstragern gezeigt werden. Ein geringer, jedoch nicht signifikanter reduzierender
Effekt der Vitamin D Vorbehandlung bei den MT kdonnte fiir die LPS-induzierte IL-6 Expres-
sion erkennbar sein (Abb. 17). Das konnte auf einen protektiven Effekt des Vitamin D hinwei-
sen. Insgesamt ist bei diesen Untersuchungen die geringe Anzahl an Probanden als kritisch zu
betrachten. Deshalb ist eine Validierung dieser Ergebnisse mit einer grofleren Probandenzahl
unumgénglich. Dabei wire eine Zuordnung zu den entsprechenden Mutationen ein Ansatz fiir
eine mogliche zukiinftige personalisierte Therapie.

Weiterhin ist anzumerken, dass Lesage et al. (2002) isolierte Leukozyten fiir ihre Unter-
suchungen verwendeten. Moglicherweise konnte die Heterogenitit der PBMCs auch eine Ur-
sache daflir sein, dass in unseren Untersuchungen keine Unterschiede nachweisbar waren. Des-
weiteren bilden PBMCs ein leicht differentes Zellprofil ab als die Immunzellen der Darmmu-

kosa.

4.4  Kritische Betrachtung

Die vielfdltigen und zu Teilen auch divergierenden Ergebnisse dieser Arbeit miissen im Kontext
des gewdhlten translationalen Ansatzes kritisch betrachtet werden. Aufgrund der geringen An-
zahl untersuchter Individuen, lassen sich fiir viele der erkennbaren Tendenzen beziiglich des
unterschiedlichen Verhaltens von PBMCs aus MC und HC, sowie auch des Einflusses von Vi-
tamin D keine statistischen Signifikanzen ableiten. Hinzu kommt aufgrund der kleinen Kohor-
tengrofle eine gewisse Heterogenitét der rekrutierten Morbus Crohn Patienten. Wie in Tab. 9
dargestellt, wurden sowohl PBMCs von Patienten in Remission als auch mit Krankheitsaktivitét
und unterschiedlicher Therapie untersucht. Dadurch ldsst sich auch keine gesonderte Betrach-
tung von Patienten unter TNF-a Inhibition realisieren. Dies kann auch einen Einfluss auf das
Reaktionsverhalten der verwendeten PBMCs Einfluss haben. So zeigten PBMCs aus Patienten
unter Infliximab Therapie eine verringerte Proliferationsrate in vitro (Stio et al., 2004).

Zuletzt ist die Bedeutung des geringeren Durchschnittsalters der rekrutierten Kontrollgruppe
im Verhiltnis zu den untersuchten Morbus Crohn Patienten zu betrachten. Hierbei konnte vor
allem das Entziindungsaltern eine ergebnismodifizierende Wirkung haben. So konnte gezeigt

werden, dass PBMCs aus jungen Erwachsenen (Alter 20 - 31 Jahre) im Vergleich zu PBMCs
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aus Erwachsenen in mittlerem Alter (40 - 64 Jahre) ex vivo ein leicht differentes Zytokinprofil
zeigen. Die untersuchten Probanden dieser Studie wiesen ebenfalls ein signifikant unterschied-
liches Plasmalevel an TNF-a auf (Slusher et al., 2019).

Die Verwendung von PBMCs in einem translationalen Forschungsansatz hat sowohl Vor-
als auch Nachteile. Aufgrund der schnellen Isolation von PBMCs aus Patientenblut, lésst es
eine besonders flexible Probanden Rekrutierung zu. Im Gegenzug muss diskutiert werden, in-
wiefern die Ergebnisse der Zellkulturbedingungen auf die Verhéltnisse im menschlichen Orga-
nismus projiziert werden konnen. So fehlen in dem etablierten ex vivo Modell, die natiirlichen
Stimuli, denen die zirkulierenden PBMCs im menschlichen Organismus ausgesetzt sind. Au-
Berdem darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass PBMCs nicht das gleiche Zellprofil wie
mukosale Immunzellen des Gastrointestinaltraktes besitzen. So dominieren in PBMCs bei-
spielsweise naive T-Zellen, wihrend die T-Zellen der Lamina propria hauptsdchlich einen
CD44"CD62L" Phenotyp exprimieren und es sich somit um Zellen mit zuriickliegendem Anti-
genkontakt handelt (Shale et al., 2013). Aufgrund der phenotypischen Unterschiede, sowie der
unterschiedlichen Zelltypen in PBMCs und des mukosalen Immunsystems, scheint auch eine
gewisse Differenz im Reaktionsmuster auf verschiedene Stimuli wahrscheinlich.

Trotzdessen konnte bereits in einigen Parallelstudien der prediktive Wert eines PBMC in
vitro Modells gezeigt werden. So zum Beispiel anhand von Untersuchungen zum Einfluss von
dietinduziertem Galectin-9 auf die Mastzelldegranulation im Rahmen von allergischen Reakti-

onen (de Kivit et al., 2012).

4.5  Ausblick

In den durchgefiihrten Arbeiten sollte die immunmodulierende Wirkung von Vitamin D gezeigt
werden. Bekannt ist, dass Vitamin D neben der Funktion bei der Regulation des Calcium- und
Phosphatstoffwechsels auch das angeborene und adaptive Immunsystem beeinflussen kann
(DeLuca, 2004; Gombart et al., 2005; Liu et al., 2006). Seine Wirkung auf Immunzellen (T-
Lymphozyten, dentritischen Zellen, Makrophagen) kann eine iibermiBige Immunantwort ver-
hindern (Hewison, 2012; Chambers und Hawrylowicz, 2011). Z.B. hemmt Vitamin D die
Proliferation von Tul- und Tu17-Zellen und damit die Produktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen (Cantorna et al., 2015). Zudem stirkt und erhilt es die epitheliale Darmbarriere durch

die Induktion der Expression von tight junction Proteinen und schiitzt damit vor Infektionen
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und entziindlichen Schadigungen (Assa et al., 2015; Chen et al., 2015; Zhao et al., 2012). Be-
schrieben ist auch eine regulatorische Wirkung auf die Darmflora (Jin et al., 2015, Ooi et al.,
2013; Schiffler et al., 2018c¢).

Die Ergebnisse dieser Arbeit mit in vitro Untersuchungen an PBMCs aus MC-Patienten
und gesunden Kontrollen unterstiitzen zum Teil die protektive Wirkung von Vitamin D auf die
Immunreaktion bei MC-Patienten. Es wurde gezeigt, dass eine Co-Stimulation mit Vitamin D
die Basalexpression sowohl von IL-6 und TNF-a reduzierte. Fiir die IL-6 Expression konnte
der Effekt der Vitamin D Behandlung bei Patienten mit Mutationen im NOD2-Gen sogar von
Bedeutung sein. Hierbei handelt es sich jedoch um preliminédre Ergebnisse, welche es weiter zu
untersuchen gilt. Im Falle von TNF-o wurde durch die Wirkung von Vitamin D die LPS- bzw.
PGN induzierte TNF-o. Expression verringert. Teilweise konnte durch die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen jedoch keine Wirkung von Vitamin D auf die Reaktion der
PBMC:s nach diversen Stimulationen gezeigt werden. Hierbei muss die Komplexitét des ver-
wendeten Zell-Modells in Betracht gezogen werden. So spielt beispielsweise die Dauer der Sti-
mulation mit Vitamin D fiir das Expressionsniveau von IL-10 eine entscheidende Rolle (Ma-
tilainen et al., 2010). Aufgrund dessen ist eine Weiterfithrung der etablierten Methodik mit ei-
nem modifizierten Stimulationsschema unabdinglich, um die bereits erbrachten Ergebnisse zu
bestdtigen und weiterhin offenstehende und nach wie vor interessante Fragestellungen zu be-
antworten. Dass dieses Thema auch weiterhin von wissenschaftlichem und klinischen Interesse
ist, unterstiitzt eine Metaanalyse von 2018, die die entziindungshemmende Wirkung und den
positiven Einfluss von Vitamin D und damit auch die Verbesserung der Lebensqualitit der Pa-
tienten mit CED beschreibt (Li et al., 2018). Die Autoren zeigen, dass die Gabe von Vitamin D
in Abhéngigkeit der Dosis den Vitamin D Spiegel der Patienten erhohte. Aufgetretene milde
Nebenwirkungen, wie Miidigkeit, Durst, Mundtrockenheit oder Ubelkeit konnten nicht direkt
mit der Vitamin D Gabe in Zusammenhang gebracht werden. Die Autoren hoben besonders
hervor, dass die Gabe von Vitamin D die Riickfallrate reduzierte. Somit konnte Vitamin D als
begleitende Therapie bei CED durchaus positive Effekte haben. Eine Individualisierung der
Dosis fiir den Vitamin D-defizitdren Patienten scheint zwar aufwindig, wére schlussendlich

aber ratsam.
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S. Zusammenfassung

Aufgrund der steigenden Inzidenz in den Industrielindern und der weiterhin ungeklérten Pa-
thogenese, stehen die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen weiterhin im Fokus intensi-
ver Forschung.

Ziel der Arbeit ist es zum einen, die NOD2-Rezeptor vermittelten Reaktionsmuster von
gesunden Kontrollen mit denen von MC-Patienten zu vergleichen, sowie einen immunmodula-
torischen Einfluss von Vitamin D zu liberpriifen. Hierfiir wurde eine Methode etabliert, bei der
mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von gesunden Probanden (n=10) und von
MC-Patienten (n=10) isoliert und anschlieBend mit verschiedenen Liganden des angeborenen
Immunsystems (P3C, MDP, PGN und LPS) iiber definierte Zeitraume stimuliert wurden. Um
einen moglichen Einfluss von Vitamin D zu untersuchen, wurde ein Teil der isolierten PBMCs
zusatzlich mit Vitamin D fiir 20 h vorinkubiert. AnschlieBend wurden die pro- und anti-in-
flammatorischen Zytokinprofile analysiert. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten Anhalts-
punkte fiir eine supportive Vitamin D Therapie bei MC-Patienten liefern.

Die PBMCs aus MC-Patienten zeigten nach Stimulation mit LPS, P3C und PGN eine sig-
nifikant hohere IL-18 und IL-6 mRNA-Expression als die der gesunden Probanden. LPS (2 h)
verursachte eine signifikant stirkere Erhohung der TNF-a Genexpression bei den PBMCs aus
MC. Dem gegeniiber war die Induktion der IL-10 Genexpression durch die Wirkung von LPS
(2 h) bzw. MDP bei den MC-PBMCs im Vergleich zu HC-PBMC:s leicht geringer.

Eine Vitamin D Vorinkubation hemmt die IL-6 Expression der MC-PBMCs und verrin-
gerte so die Expressionsunterschiede fiir [L-6 zwischen HC und MC. Fiir IL-6 konnte eine sig-
nifikant verminderte Basalexpression in MC unter Vitamin D Einfluss nachgewiesen werden.
Der Einfluss einer Vitamin D Vorinkubation reduzierte in HC die PGN-induzierte TNF-o. Ex-
pression leicht. Bei den MC-PBMCs hingegen bewirkte Vitamin D eine signifikante Reduktion
der LPS- bzw. PGN-induzierten TNF-a Expression, was auf einen stirkeren Effekt des Vitamin
Ds auf die PBMCs aus MC hindeuten konnte. Die Vitamin D Vorinkubation hat einen hem-
menden Effekt auf die IL-10 Genexpression in HC und auch MC-PBMCs.

Die Ergebnisse zur Proteinsekretion der Zytokine IL-6, TNF-a, IFN-y und IL-10 spiegel-
ten die Resultate der Genexpression teilweise nicht wider. So sezernierten die PBMCs der MC-
Patienten signifikant weniger pro-inflammatorisches IL-6 als die der HC. Die Vorinkubation

mit Vitamin D hatte weder bei HC noch MC einen Effekt auf die Proteinsekretion von 1L-6.
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Die Proteinsekretion des anti-inflammatorischen IL-10 wurden mittels LEGENDplex und
Sandwich-ELISA Methodik untersucht. Hierbei wurde eine geringere IL-10 Sekretion in den
Zellkulturiiberstinden der MC-Patienten im Vergleich zu den HC festgestellt. Die Vorbehand-
lung der Zellen mit Vitamin D war ohne Effekt.

Die TNF-a Ergebnisse ergaben eine Divergenz zwischen der Proteinsekretion aus HC
und MC-Zellen. Beide reagieren auf eine Stimulation mit PGN, wobei eine deutlich stdrkere
Induktion der TNF-a Sekretion in den MC-Zellkulturen im Verhéltnis zu den PBMCs aus HC
nachgewiesen wurde. Vitamin D scheint diesen Effekt massgeblich bei den MC-PBMCs zu
hemmen.

IFN-y wird durch die PBMC aus den HC stirker sezerniert als durch die Zellen der MC,
wobei durch die Wirkung der Liganden (LPS oder PGN) in beiden Zelltypen die Menge an
IFN-y nicht verdndert wird. Die Vorbehandlung mit Vitamin D reduzierte die IFN-y Sekretion
bei den PBMCs aus den HC auf das Niveau der MC-Zellkulturen. Ein Einfluss von Vitamin D

auf die IFN-y Produktion der Zellen aus den MC konnte nicht nachgewiesen werden.

Fiir einen Einfluss einer NODZ2-Mutation auf das Zytokinprofil der PBMCs konnte unter

den gewdhlten Bedingungen keine Hinweise gefunden werden.

Aus den erbrachten Ergebnissen lassen sich mogliche Riickschliisse auf die Beziehung
zwischen inflammatorischen Prozessen von MC-Patienten und Gesunden, sowie der Wirkung
von Vitamin D ableiten. So konnten die Ergebnisse der Untersuchungen zur pro-inflammatori-
schen Zytokinexpression auf eine erhdhte inflammatorische Reagibilitit der PBMCs aus MC
hindeuten. Auch zeigten sich Hinweise auf eine Hemmung der IL-6 und TNF-a Expression
durch eine Vitamin D Co-Stimulation. Dies wiirde eine supportive Therapie mit Vitamin D

unterstiitzen.

Dennoch ist eine Bewertung der teils widerspriichlichen Ergebnisse aufgrund der kom-
plexen Datenlage und andauernden Forschung auf diesem Gebiet zum jetzigen Zeitpunkt noch
schwierig. Auch miissen die Unterschiede beziiglich der Immunreaktion der verwendeten

PBMCs im Vergleich zum mukosalen Immunsystem bedacht werden.

Diese Methode konnte mit den vorgeschlagenen Modifikationen fiir weitere Untersuchun-
gen zur Erkldrung der Mechanismen der supportiven Vitamin D Therapie genutzt werden. Auch
lassen die gewonnenen Daten zum divergierenden Verhalten von PBMCs aus MC-Patienten
und Gesundkontrollen Riickschliisse auf die Pathologie von MC zu. Um die bereits gewonnen
Ergebnisse weiter zu untermauen und zu iiberpriifen, sollten die Untersuchungen in einer gro-

Beren Kohorte fortgefiihrt werden. Zudem kdnnten durch weitere Subgruppierungen Aussagen
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zur Rolle des NOD2-Mutationsstatus, des Alters der Probanden und zum Einfluss einer immun-

suppressiven Therapie auf die immunologischen Prozesse in MC getroffen werden.
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6.

Thesen

Bei Morbus Crohn handelt es sich um eine chronisch entziindliche Darmerkrankung mit
noch nicht vollstindig geklarter Pathologie. Sie beruht wahrscheinlich auf einer Barrie-

restorung mit konsekutiver Dysregulation des mukosalen Immunsystems.

Verschiedene Studien legen einen Zusammenhang der Atiopathogenese und einem Vita-
min D Mangel nahe. Ein Vitamin D Mangel bei Morbus Crohn Patienten ist hochpriva-

lent.

Vor allem im Hinblick auf einen supportiven Therapieansatz ist eine genauere Betrach-

tung der immunmodulierenden Wirkung von Vitamin D interessant.
Die Arbeit mit PBMCs im Rahmen von chronisch entziindlichen Erkrankungen ist eine
etablierte Methode des translationalen Forschungsansatzes, besonders im Bereich der per-

sonalisierten Medizin.

PBMCs aus Morbus Crohn Patienten zeigen eine signifikant stidrkere IL-18 und IL-6,
sowie TNF-a Expressionssteigerung nach Stimulation mit LPS, P3C, oder PGN als
PBMCs aus HC.

Eine Stimulation mit NOD2 Liganden bzw. LPS bewirkt eine geringer ausgepégte IL-10
Expressionssteigerung in MC-PBMC:s als bei PBMCs aus HC.

PBMCs aus MC zeigen eine geringere IL-6 Proteinsekretion als HC-PBMCs

PBMCs aus MC-Patienten zeigen eine stark erhohte TNF-o Sekretion nach PGN Stimu-

lation.

Vitamin D Co-Stimulation senkt die IL-6 Basalexpression in HC und MC und gleicht die
IL-6 und TNF-a Expressionsniveaus aus MC-PBMCs an das von HC-PBMCs an.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Vitamin D hemmt die IL-10 Basalexpression in PBMCs aus HC und MC, sowie nach
Stimulation mit LPS.

Die Vitamin D Co-Stimulation hemmt eine PGN induzierte TNF-a Sekretionserhohung

in MC PBMC:s.

Ein NOD2 Mutationsstatus hat im gewéhlten Modell keinen Einfluss auf das Zytokinpro-
fil.

Die verstérkte IL-18, IL-6 und TNF-a Expression der MC-PBMCs gegeniiber der HC-
PBMC:s konnte ein Zeichen fiir die dysregulierte Immunreaktion bei Morbus Crohn Pati-

enten darstellen.

Vitamin D zeigte sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene einen hemmenden Effekt
auf das pro-inflammatorische Zytokinprofil von PBMCs. Dies spricht fiir eine supportive

Therapie von MC Patienten mittels Vitamin D.
Aufgrund der geringen untersuchten Kohortengrofe ist eine Validierung der Ergebnisse

mit einer grofleren Probandenzahl und einer homogeneren Patientenkohorte unumgéng-

lich.
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