Universitatsmedizin
Rostock

Universitat
Rostock %

%/ Traditio et Innovatio

Einfluss einer Vitamin D-Substitution

auf die intestinale Bakterienzusammensetzung

bei M. Crohn

— eine Fall-Kontroll-Studie-

Inauguraldissertation zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin
Zentrum far Innere Medizin
Abteilung Gastroenterologie

der Universitatsmedizin Rostock
vorgelegt

von
Paul Klinitzke

Rostock 2025

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00005173

DOKTORARBEIT

UNIVERSITATSMEDIZIN ROSTOCK




Universitatsmedizin
Rostock

Universitat (
Rostock

Traditio et Innovatio

Gutachter:
PD Dr.med. habil Holger Schaffler, Universitat Rostock, Gastroenterologie
Prof. Dr. med. Ali A. Aghdassi, Universitat Greifswald, Innere Medizin

Prof. Dr. rer. nat. habil Bernd Kreikemeyer, Universitat Rostock, Mikrobiologie

Jahr der Einreichung: 2024
Jahr der Verteidigung:2025

DOKTORARBEIT

UNIVERSITATSMEDIZIN ROSTOCK




Inhalt
I.

11
1.2
1.3
14
141
1.4.2
1.4.3
1.5
1.6
1.6.1
1.6.2
1.7
1.8
1.8.1
1.8.2
1.8.3
1.8.4
1.8.5

4.2.1

4.2.2
4.2.3
4.2.4

5.1

L] 01 =T DT - RN 3
MOTIBUS CrORNN ...t e s 3
(0011w [ U1 [o1=T o 1Y PP RPPPRPPPRTO 5
oo [T 0] o] Lo =4I UP PP PUPRRRN 6
Y oY= =T o =T U PURR 7
Das intestinale Mikrobiom ..o 7
GeNEetiSChe FAKLOTEN ....cc.eeiiiiieeee e e 8
VIEaMIN Do 10
Zusammenhang zwischen Vitamin D und CED..........ooveiiiiiciiiiiieecee e, 14
Krankheitsverlauf des M. Crohn ........cocooiiiiiiieiecceeeee e 15
KITNTK et 15
(] paY o111 1w (o1 1= o F SR 16
(D1 = 0T 1 ] USSP 18
L1 ] LTI PP PPUPRRN 19
GIUKOKOITIKOIAE ... e s 19
IMMUNSUPPIESSIVA eveveviiiiiriiiiiiiieteteteeetereeeeeteeerererereseeerererereresesesssasasssnsesssnssnsnnnssnsnnnnes 20
AMINOSAIIZYIATE wreeeeeiei e e e e e e s e e e e e eennans 20
21T ] Lo =1 TSP 21
Chirurgische TREIAPIE ...uuviiiee e e e e e e e e e e e e aaeeaes 22
3 L= = S 24
FragestellUNG ....cceuueieeiiieiiiiiiirieiereeertenereeneeteeserennerensserasserenserensesssssessnsssnssssnnnns 25
Material und Methoden.........ccuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiir e 26
Y A0 Lo [T 0o [T F=4 o PSP UPPRRPRP 26
DINA-ISOIIEIUNG .ttt e e e e e e e e e e e e e e aasbaereeeeeeeesnnsssrrereeeeens 28
Vorbereitung von 16S- rRNA-Gen fir die Sequenzierung mit dem lllumina MiSeq

)Y X< 1 4 I T T U T T TP 32
DaAtENAUSWEITUNE ..eevivititirererererererererererererererarerarerererarererereererere—e—e—er.raretere.... 38
SEAtiSEISCNE ANAIYSE ...t e e e e e e e e et r e e e e e e e e s ennrerees 40
NOD Z2-GENOTYPISIEIUNG e s e e s s e s e s e s e s e s e s e s e s e se s e s e e anes 41
ErZEDNISSE ..ieerieieieiieereeertenieteneeteaneeeeneernnesresserensesensesenssessasesensessansessnssssnsessnnnns 44
Effekte der Vitamin D-Substitution auf den Vitamin D-Spiegel von...........ccuee......e. a4
M. Crohn - Patienten und gesunden Probanden .........ccccoecvieiiniiiieeinniieeeeciieee e 44




5.2

53

5.4

5.5

VI.
VII.

VIII.

Xl.
Xil.

Xiil.
XIV.

XV.

Effekte der Vitamin D-Substitution auf Calprotectin-Spiegel und die.............c.......... 46

KrankheitSakbiVITat. .. .cooueeiiiiiiiiee et s 46
Vitamin D-Substitution flihrt zu einer temporaren Verschiebung der....................... a7
intestinalen bakteriellen Komposition bei Patienten mit M. Crohn ...........cccvveeeeee.. a7
Anderungen der Abundanzen der am hiufigsten auftretenden.........c.cccceveveveeenene.. 49
Bakterienstamme in Abhdngigkeit einer Vitamin D-Substitution ...........ccccccveeenneee. 49
Anderungen in der Anzahl der bakteriellen Taxa unter Vitamin D .....c.cccovevevevernennes 51
SSUBSTIIUTION ..t s e s an e s e 51
LT LW T N 53
ZUSAMMENTASSUNE .....iiieeiiiiiiieiiiienniiitienierreasesstnnssstensssessenssssssensssssssnssssssnnnnnns 63
Literaturverzeichnis........cooiiiiieieuiiiiiiiiiicinrrr e 65
Abbildungsverzeichnis:........ccuce it reeeeerneeerensesensesresnernnnenes 77
Tabellenverzeichnis .........ccuueeeeeeeeeeeeiiiii e 78
AbKUrzungsverzeichnis....ccccciieiiiieiiiiiiiiiiiic e rensssneesensesensssssssesensenes 79
[ VL 1 T o T = o N 80
Eidesstattliche Versicherung..........cceeecireciieecieencieicrreeneteeerenseerensessanessnsessnnens 81
Lebenslauf .......eeeeeeeeiii e 82
DaANKSABUNE ..ccuuiieeiiieiiiiiitiiireeereeereneeernesereaserensesensssenesesensasensssssasesensssenssssnnnas 82




I. Einleitung

Chronische entzliindliche Darmerkrankungen (CED) sind Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes, welche zu einem Funktionsverlust sowie einer Storung der
Darmstruktur fihren kénnen. Die am haufigsten auftretenden Formen von CED sind
Morbus Crohn (M. Crohn) und Colitis Ulcerosa (CU) (Abraham und Cho 2009).

11 Morbus Crohn

Der M. Crohn, welcher auch die Bezeichnung ,Enterocolitis regionalis“ bzw. ,lleitis
terminalis® tragt, wurde im Jahr 1932 in Bezug auf pathologische und klinische Aspekte
zum ersten Mal von Burrill B. Crohn beschrieben (Crohn et al. 1932). Es handelt es
sich um eine rezidivierende systemische Erkrankung, welche in unterschiedlicher
Auspragung, segmental den gesamten Gastrointestinaltrakt befallen kann (Hoffmann
et al. 2008).

Histologisch sind eine transmurale Entzindung der Darmwand sowie eine
Ansammlung von Lymphozyten und Makrophagen kennzeichnend, daruber hinaus
kénnen nicht verkasende Epitheloidzellgranulome auftreten (Preil} et al. 2014).
Leitsymptom des M. Crohn ist der Abdominalschmerz, verbunden mit meist unblutiger
Diarrhde. Weiterhin klagen die Patienten (iber Ubelkeit, Erbrechen, Stuhldrang, Fieber
und Appetitlosigkeit sowie Gewichtsverlust (Hoffmann et al. 2008).

Um die Krankheitsaktivitat objektiv bestimmen zu koénnen, gibt es verschiedene
Indices. Der am weitesten verbreitete ist der ,Crohn’s Disease Activity Index® (CDAI)
(Best 2006). Hier wird anhand ausgewahlter klinischer Parameter die Erkrankung
stratifiziert, um so eine Einteilung in Remission, moderate sowie schwere Aktivitat
vorzunehmen (Best et al. 1976).

Neben dem CDAI findet vor allem im klinischen Bereich die Montreal-Klassifikation
Anwendung. Gemal dieser lasst sich der M. Crohn in einen nicht-strikturierenden,
nicht-penetrierenden (B1), einen strikturierenden (B2) sowie eine penetrierend-
fistulierenden (B3) Verlaufstyp einteilen (Gasche 2000). Weitere Einflussgrof3en der
Klassifikation sind die Krankheitslokalisation vom oberen Gastrointestinaltrakt bis zum
Kolon (L1-L4), sowie das Patientenalter in 3 Altersgruppen von 16 - 40 Jahre (A1-A3)
(Feuerstein und Cheifetz 2017).




Tabelle 1:Berechnung des CDAI nach Best et al. 1976

Klinische Parameter

Beurteilung

Gewichtungsfaktor

Stuhlkonsistenz Anzahl ungeformter Stuhlgange der letzten | *2
7 Tage

Bauchschmerzen Summe der Tageswerte der letzten 7 Tage: | *5
O=keine; 1= leicht; 2=mittel; 3 =stark

Allgemeinbefinden Summe der Tageswerte der letzten 7 Tage: | *7
0: unbeeintrachtigt; 1= beeintrachtigt; 2=
schlecht; 3= sehr schlecht; 4= unertraglich

Komplikationen Gesamtsumme; pro vorliegender *20
Komplikation 1 Punkt;
Haut-, Augen-, Gelenkbeteiligung,
perianaler Befall (Fisteln, Fissuren,
Abszesse), weitere Fisteln, Fieber

Symptomatische Pro Medikamenteneinnahme 1 Punkt *30

Durchfallbehandlung

Abdominelle O=keine; 2= fraglich; 5=sicher *10

Resistenzen

Abweichungen Weiblich: 42- Hkt. *6

vom Hamatokrit (Hkt) Mannlich:47- Hkt.

Abweichungen Formel: *1

vom Standardgewicht

100-((Gewicht+100)/Standardgewicht)




Abbildung 1:Endoskopisches Bild kolonischer Ulcerationen bei M. Crohn

Quelle: Universitatsmedizin Rostock, Abteilung flir Gastroenterologie

1.2 Colitis Ulcerosa

Die CU fand ihre erste Erwahnung im Jahr 1859 durch den Physiker Sir Samuel Wilks
(Baumgart und Carding 2007).

Wahrend der M. Crohn im gesamten Gastrointestinaltrakt auftreten kann, ist fur die CU
eine entzundliche Veranderung der Darmmukosa im Kolon kennzeichnend. Lediglich
in seltenen Fallen treten in Form einer so genannten ,Backwash-lleitis® weitere
Entzindungen im terminalen lleum auf. Histologisch zeigt sich eine mukosale
Entzindung der Kolonwand. In Abhangigkeit des Befalls kann eine Einteilung in eine
Proktitis, Linksseitenkolitis sowie Pankolitis gemald der Montreal-Klassifikation
erfolgen (Silverberg et al. 2005). Leitsymptome der CU sind schleimige Durchfalle,

Bauchschmerzen und Fieber (Ungaro et al. 2017).




1.3 Epidemiologie

Die Zahl der Neuerkrankungen an CED ist in den letzten Jahren weltweit ansteigend
(Molodecky et al. 2012). In Deutschland liegt die aktuelle Pravalenz der CED bei etwa
0,4 % der Bevolkerung, was ca. 320.000 Erkrankten entspricht (Bokemeyer 2007).
Fir M. Crohn lag die Inzidenz in Deutschland zuletzt bei 7 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohnern und zeigte in den letzten Jahren eine Stabilisierung (Ott et al.
2008). Es zeigen sich weltweit geographische Unterschiede sowie grof3e regionale
Differenzen in der Inzidenz des M. Crohn. So ist ein gehauftes Auftreten vor allem in
Nordamerika, Nordeuropa und Skandinavien zu beobachten (Baumgart und Carding
2007; Ott et al. 2008; Blanchard et al. 2001). Neben der stark steigenden Inzidenz in
industrialisierten Landern Nordamerikas sowie in Nord- und Westeuropa, ist auch in
Entwicklungslandern ein Aufwartstrend zu verzeichnen (Molodecky et al. 2012).

Im Vergleich zu M. Crohn findet sich fur die CU mit 2-3 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohnern eine niedrigere Inzidenz (Bokemeyer 2007).

In einer kanadischen Studie konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Durchschnittseinkommen einer Familie und dem Auftreten von M. Crohn hergestellt
werden (Bernstein et al. 1999). Es wurde dargelegt, dass Familien mit einem hoéheren
Durchschnittseinkommen eine hohere Inzidenz fur das Auftreten eines M. Crohn
hatten.

In einer weiteren Arbeit aus dem Jahr 2001 konnten Blanchard et al. zeigen, dass
Menschen, die in Stadten leben, im Vergleich zur Iandlichen Bevdlkerung haufiger an
M. Crohn erkranken (Blanchard et al. 2001). Demzufolge ist bei Personen, welche
sowohl in der Stadt leben als auch ein hdheres Durchschnittseinkommen aufweisen,
ein vermehrtes Auftreten von M. Crohn zu beobachten (Blanchard et al. 2001).
Bezlglich der Altersverteilung von M. Crohn zeigt sich ein Erkrankungsgipfel zwischen
dem 16. und 25. Lebensjahr (Ott et al. 2008).

Eine eindeutige geschlechterspezifische Verteilung des M. Crohn konnte bisher nicht
festgestellt werden. So beschrieben Loftus et al., dass Manner und Frauen gleich
haufig betroffen waren, wahrend Ott et al. von einer geringfigig hoheren Pravalenz
beim weiblichen Geschlecht berichteten (Ott et al. 2008).




1.4 Pathogenese

Die Pathogenese der CED ist noch nicht vollstandig geklart. In verschiedenen Studien
konnte nachgewiesen werden, dass eine UberschielRende Aktivierung des mukosalen
Immunsystems, welche durch die kommensale Darmmikrobiota hervorgerufen wird,
bei Patienten mit einem genetischen Risikoprofil einen entscheidenden Aspekt in der
Pathogenese der CED darstellt (Liu et al. 2015; Liu und Stappenbeck 2016; Halfvarson
et al. 2003). Ebenso wurde in weiteren Untersuchungen gezeigt, dass mikrobielle und
Umweltfaktoren eine Rolle in der Entstehung spielen, weshalb auch von einer
multifaktoriellen Pathogenese ausgegangen wird. (Sartor 2008; Abraham und Cho
2009; Baumgart und Sandborn 2012). Wie bereits erwahnt, spielen bei der Entstehung
des M. Crohn auch verschiedene Umweltfaktoren wie z. B. das Rauchen eine wichtige
Rolle, wobei es durch den Nikotinkonsum sogar zu erneuten Schiben und
zunehmender Inflammation kommen kann. Unterstlitzend haben zahlreiche Studien
bestatigt, dass Raucher mit M. Crohn ein erhdhtes Risiko an postoperativen Rezidiven
haben (Ho et al. 2019).

1.4.1 Das intestinale Mikrobiom

Die Hauptlokalisationen des M. Crohn sind das terminale lleum sowie das Kolon. Das
Kolon enthalt schatzungsweise etwa 70 % aller Mikroorganismen des menschlichen
Korpers (Vyas und Ranganathan 2012). Neben etwa 1.000 verschiedenen
Bakterienstammen sind Archaea, Eukaryoten, Viren, Pilze und Bakteriophagen im
Darm angesiedelt und bilden gemeinsam die Darmflora (McCracken und Lorenz
2001). Aufgrund der grofden Oberflache des Darms ist die Anzahl der Mikroorganismen
sehr hoch und betragt geschatzt etwa 10" und Ubersteigt damit die Zahl der
menschlichen Zellen im Korper um mehr als das 10fache (Qin et al. 2010). Das
Mikrobiom besteht aus der Gesamtheit aller Genome der im Darm enthaltenen
Mikroorganismen und ist etwa um den Faktor 100 groRRer als das menschliche Genom
(Ley et al. 2006). Da der Darm pranatal keimfrei ist, setzt sich erst wahrend der Geburt
und im Laufe des ersten Lebensjahres das Mikrobiom aus Mikroorganismen sowohl

von der Mutter als auch der Umwelt zusammen. Das Mikrobiom besteht zu tGiber 90 %
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aus den zwei bakteriellen Phyla Bacteroidetes und Firmicutes (Qin et al. 2010). Die
Bakterien Ubernehmen in der Darmflora verschiedene Aufgaben. So erfullen sie
wichtige metabolische Funktionen und sind vor allem fir die Verstoffwechselung von
Vitamin B 12, die Synthetisierung von Aminosauren und die Biotransformation von
Galle verantwortlich (Curic et al. 2018). Des Weiteren fihren die Mikroorganismen
verschiedene Stoffwechselaktivitdten aus, die wesentlich fir den menschlichen
Metabolismus sind (Vyas und Ranganathan 2012). Das Mikrobiom hat die Aufgabe,
sowohl die antimikrobielle Abwehr aufrecht zu erhalten als auch gleichzeitig einen
Zustand der Immuntoleranz gegenuber den residenten Darmbakterien zu
gewahrleisten. Kommt es nun zu einer Dysbalance der bakteriellen Zusammensetzung
in Form eines Uberwiegens von pathogenen Bakterien, kann dies auch eine
Schadigung der intestinalen Mukosa und der epithelialen Barriere verursachen. Als
mdgliche Konsequenzen kdnnen entzundliche Prozesse in der Mukosa auftreten
(Seksik et al. 2006).

Aufgrund der vielseitigen Einflisse auf den menschlichen Metabolismus ging man
schon sehr friih davon aus, dass eine Dysbalance im Mikrobiom zur Pathogenese von
CED beitragen kann. Bisher konnten jedoch keine eigenstandigen bakteriellen Phyla
bzw. Spezies ermittelt werden, welche die Entstehung von CED vollstandig erklaren
wurden. Dennoch konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass die
CED mit einer mukosalen Dysbalance, einer sogenannten Dysbiose, in der
bakteriellen Zusammensetzung assoziiert sind. Dies hat wiederum einen Einfluss auf
die Homoostase der Darmbakterien (Manichanh et al. 2006; Seksik et al. 2006; Seksik
et al. 2003). Eine intestinale Dysbiose kann sowohl zu einer Zunahme von
proinflammatorisch wirkenden bzw. auch zur Abnahme von entziindungshemmenden

Bakterienstammen fuhren und infolgedessen zur Pathogenese der CED beitragen.

1.4.2 Genetische Faktoren

Eine genetische Komponente, welche flr die Entstehung der CED mitverantwortlich
erscheint, konnte schon in mehreren Studien beschrieben werden. Unter anderem
wurde gezeigt, dass es im Vergleich zur Normalbevolkerung ein erhdhtes Risiko flr

Verwandte 1. Grades von CED-Patientlnnen gibt, ebenfalls eine CED zu entwickeln




(Nunes et al. 2011). In verschiedenen internationalen Studien mitinsgesamt mehr als
90.000 Probanden konnten mehr als 200 verschiedene Risikoloci, sogenannte ,single
nucleotide polymorphisms® (SNP’s), furr die Entstehung von CED im menschlichen
Genom identifiziert werden (Jostins et al. 2012; Liu et al. 2015). Im Jahr 2001 wurde
das erste Gen, das ,nucleotide-binding oligomerization domain containing protein“ 2
(NOD2) mit der Entstehung und Auspragung von M. Crohn in Verbindung gebracht
(Ogura Y, Bonen DK, Inohara N, et al. A; Hugot et al. 2001).

Das NOD2-Gen codiert flr ein Protein, das in Form eines intrazellularen Rezeptors
bakterielle Oberflachenbestandteile erkennt und somit einen wichtigen Teil der
angeborenen Immunitat darstellt (Cuthbert et al. 2002a; Cooney et al. 2010; Hampe et
al. 2002). NOD2 -Rezeptoren gehéren zu den sogenannten ,pathogen recognition
receptors“(PRR) und damit zu der angeborenen Immunabwehr des Korpers. Er wird
auf dendritischen Zellen, Makrophagen, intestinalen Epithelzellen sowie Monozyten
und Granulozyten exprimiert (Cooney et al. 2010). Dadurch kann es zu einer
Wechselwirkung zwischen der intestinalen Mukosa, der bakteriellen Komposition und
dem Immunsystem kommen. Die Struktur des NOD2-Gens setzt sich aus einer
zentralen Nukleotid-Bindungs-Domane (NBD), zwei N-terminalen Caspase-
Aktivierungs- und Rekrutierungs-Domanen (CARD) sowie 10 carboxyterminalen
leucine-reichen Proteinen (LRR) zusammen (Cuthbert et al. 2002a). Durch die im
NOD2-Gen enthaltenen LRR, ist der NOD2-Rezeptor in der Lage, bakterielle
Peptidoglykane, insbesondere N-glycol-muramyl Dipeptide, die kleinste Einheit der
Peptidoglykane, zu erkennen (Takeuchi und Akira 2010). Die genauen
Pathomechanismen, welche durch eine Mutation im NOD2-Gen zu einer Entzindung
im Darm fihren, sind bis heute nicht abschlieRend geklart. Obwohl NOD2-Mutationen
als Risikofaktor fur die Entstehung eines M. Crohn gelten, ist ein Nachweis einer
Mutation nur bei etwa 32 % aller M. Crohn- Patienten moglich (Kupka et al. 2018).
Daruber hinaus konnte selbst in verschiedenen Zwillingsstudien mit monozygotischen
Zwillingen keine 100 % Penetranz der CED gesehen werden, trotz hoher
Ubereinstimmung der Erkrankung an einer CED zwischen 35 % bis 38 % bei M. Crohn
(Halfvarson et al. 2003; M. Orholm, V. Binder, T. |. A. Sgrensen, L. P. Rasmussen, K.
O. Kyvik 2000).

Daruber hinaus sind Mutationen im NOD2-Gen nicht nur bei M. Crohn als Risikofaktor

einzustufen. So wurden beispielsweise auch Verbindungen zwischen Mutationen im
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NOD2-Gen bei Erkrankungen wie Graft-Versus-Host-Disease (Landfried et al. 2010),
spontaner bakterieller Peritonitis bei Leberzirrhose (Appenrodt et al. 2010) als auch
bei Komplikationen nach Darmtransplantationen (Fishbein et al. 2008) nachgewiesen.
Neben dem NOD2-Gen konnte auch bei weiteren Risikogenen, wie Autophagy-related
protein 16-1 (ATG16L1), Immunity Related GTPase M (IRGM), Caspase recruitment
domain-containing protein 9 (CARD9) und Interleukin-23 Rezeptor (IL23R) eine
Assoziation zum M. Crohn identifiziet werden. ATG716L1 gilt als wichtiges
Schlusselprotein der Autophagie. Polymorphismen im ATG16L1 kdnnen durch eine
Dysbalance in der Zytokin-Produktion zu verminderten Abwehrmechanismen flhren
(Naser et al. 2012). Der IL23-R, welcher vor allem auf der Zellmembran von T-
Gedachtniszellen, natirlichen Killerzellen, dendritischen Zellen sowie Monozyten
exprimiert wird, spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung proinflammatorischer
Signale, mittels einer Aktivierung von T-Helferzellen-17 (TH-17) sowie der Produktion
von Interleukin 17. Gleichzeitig interagiert der IL23-R mit Interleukin-23, einem Zytokin,
dass die Aktivitat von Immunzellen reguliert. Auch hier kbnnen Polymorphismen zu
einer Stérung der Immunantwort auf pathogene Mikroorganismen fihren (Naser et al.
2012).

Die oben genannten Risikogene zeigen eindrucklich den Zusammenhang, welcher
zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem sowie der
intestinalen Mukosa und den Darmbakterien besteht. So kann eine Mutation in den
Genen dementsprechend auch funktionelle Einschrankungen der intestinalen Mukosa
zur Folge haben und somit zu einer Dysbalance zwischen dem Immunsystem und den
Darmbakterien fuhren. Diese intestinale  Dysbalance begunstigt durch eine
proinflammatorische Wirkung die Entstehung und Entwicklung einer CED (Cadwell et
al. 2008).

1.4.3 Vitamin D

Vitamin D spielt vorrangig eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel des
menschlichen Korpers, hier vor allem beim Aufbau der Knochenmatrix durch eine
Regulation des Calciums- und Phosphat-Metabolismus (Holick 2007).

Neben der Bedeutung fur den Knochenmetabolismus wurde in den letzten Jahren das

Vitamin D zunehmend als wichtiger Faktor in der Regulation des zellularen und
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humoralen Immunsystems betrachtet (Cantorna et al. 2004) . Dieser Aspekt spielt
insbesondere bei rheumatologischen Erkrankungen eine Rolle (Harrison et al. 2019).
Es konnte u.a. eine Assoziation eines Vitamin D-Mangels bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1, bei kardiovaskularen
Erkrankungen wie arterieller Hypertonie bzw. Herzinsuffizienz, onkologischen
Erkrankungen wie Kolon- und Mamma-Carcinomen und neurokognitiven
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer nachgewiesen werden (Lee et al. 2013). Eine
Studie legt weiterhin nahe, dass ein Vitamin D-Mangel mit einer signifikanten Erhdhung
der kardiovaskularen Mortalitat, der Tumormortalitat und einer gesteigerten Mortalitat
bei Atemwegserkrankungen einhergeht (Schottker et al. 2013). Inwieweit ein Vitamin
D Mangel jedoch Einfluss auf den Verlauf dieser Krankheiten hat, ist weiterhin noch

nicht vollstandig verstanden und Gegenstand vieler aktueller Studien.

Etwa 80-90 % des Bedarfs an Vitamin D werden durch die kérpereigene Synthese
abgedeckt, welche durch die im Sonnenlicht enthaltenen ultraviolette-Strahlen Typ B
(UVB-Strahlen) induziert wird und bis zu 25.0001.E/Tag synthetisiert (Khalili et al.
2012b; Reich et al. 2014).

Durch den Kontakt der Haut mit UVB-Strahlen (Wellenlange 290-315 nm) bildet sich
aus dem in dieser gespeicherten 7-Dehydrocholesterol das biologisch inaktive
Pravitamin D3 (Pra-Vitamin D). Durch die eigene Kérperwarme erfolgt daraufhin eine
Isomerisierung des Pravitamin D3z zu Vitamin D3 (Vitamin D). Dieses wird daraufhin
uber Vitamin D-bindende Proteine aus der Haut Uber den Blutkreislauf zur Leber
transportiert (Holick 2004).

In der Leber erfolgt dann eine Hydroxylierung des Vitamin D durch das Enzym Vitamin
D-25 Hydroxylase (Cyp2R1) zu 25-Hydroxy-Vitamin D(Cheng et al. 2004). Das 25-
Hydroxy-Vitamin D ist der am haufigsten zirkulierende Metabolit und wird deshalb vor
allem im klinischen Alltag zur laborchemischen Bestimmung des Vitamin D-Status
genutzt (Holick 2006). Von der Leber aus erfolgt der Transport mittels Vitamin D-
bindenden Proteinen zur Niere, wo eine weitere Hydroxylierung zum biologisch aktiven
1,25-Dihydroxy-Vitamin D durch das Enzym 1a-Hydroxylase erfolgt. Uber den
Blutkreislauf wird der aktive Metabolit zu den Vitamin D-Rezeptoren transportiert,

welche in vielen verschiedenen Geweben wie z. B. Knochen, Darm und Niere
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exprimiert sind. Durch die Interaktion des Metaboliten mit dem Rezeptor wird eine
Beeinflussung der Transkription von verschieden Zielgenen vermittelt (Hewison 2010).
Der Vitamin D-Rezeptor gehdrt zur Familie der Steroidrezeptoren. Er GUbernimmt im
Zusammenspiel mit weiteren Rezeptoren die Aufgabe, die Transkription von tber 200
Genen zu regulieren (Grober et al. 2013). Zusatzlich spielt Vitamin D eine wichtige
Rolle in der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase (Ooi et al. 2013). Daraus
ergibt sich, dass neben einem Mangel an Vitamin D auch Stérungen des Vitamin D-
Rezeptors zu einer intestinalen Dysbalance und somit zu Entzindungsprozessen im
Darm fuhren kénnen.

Die benotigte Tagesmenge von Vitamin D ist abhangig vom Alter. So steigt mit dem
Lebensalter auch die bendtigte tagliche Vitamin D Menge an. Des Weiteren ist im Alter
auch ein Anstieg der taglichen Hochstmenge, die zugefuhrt werden darf, zu
verzeichnen (Ross 2011).

Uber die optimale Hohe des Vitamin D-Spiegel gibt es in der Literatur bisher keinen
eindeutigen Konsens, wobei zumeist ein Bereich zwischen 75 bis 150 nmol/l

angegeben wird (Holick 2007).
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Abbildung 2:Vitamin D-Quellen, Metabolismus und Effekte nach (Hlavaty et al. 2015)
(Mit freundlicher Genehmigung des Autors)

Darstellung der Synthese sowie des Metabolismus von Vitamin D.

Nach der Vitamin D Aufnahme uber die Nahrung oder Kontakt der Haut mit UV-B-
Strahlen erfolgt ein erster Hydroxylierungsschritt in der Leber. Anschlielend erfolgt
Uber den Blutkreislauf der Transport zur Niere, wo eine erneute Hydroxylierung
stattfindet. Der aktive Metabolit interagiert an verschiedenen Zielzellen, wo je nach

Gewebe unterschiedliche Regulations- und Syntheseprozesse beeinflusst werden.
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1.5 Zusammenhang zwischen Vitamin D und CED

Verschiedene Studien legten einen moglichen Zusammenhang zwischen einem
Vitamin D-Mangel und der Krankheitsentstehung bzw. dem Krankheitsverlauf bei
Patienten mit CED nahe (Mouli und Ananthakrishnan 2014). Unter anderem konnte
gezeigt werden, dass es regionale Unterschiede in der Pravalenz eines Vitamin D-
Mangels gibt. Je geringer die Sonnenlicht-Exposition ist, desto héher ist die Inzidenz
fur einen Vitamin D Mangel. Somit ist die Entfernung vom Aquator bzw. ein hoherer
Breitengrad ein Faktor in der Entstehung eines Vitamin D-Mangels, konkordant hierzu
gibt es auch eine Zunahme der Inzidenz von CED je hoher der Breitengrad wird (Khalili
et al. 2012a).

Vitamin D ist weiterhin am Schutz der intestinalen Mukosa beteiligt, indem es in die
Regulierung von , Tight-Junction“-Proteinen, wie ,Claudin-2“-Kanalen eingreift. Studien
haben hierbei gezeigt, dass es bei Patienten mit M. Crohn zu einer vermehrten
Expression von ,Claudin-2“-Kanalen in der Darmmukosa kommt (Nielsen et al. 2018).
Vitamin D ist hierbei ein inhibierender Faktor bei der Transkription der Gene fur den
Claudin-2-Kanal. Bei einem Mangel an Vitamin D kommt es dementsprechend auch
zu einer grofReren Expression und gleichzeitig einer Stérung der intestinalen Barriere.
Im Zusammenhang mit der Darmmukosa hat Vitamin D weiterhin die Funktion
regulierend in die Freisetzung antimikrobieller Peptide einzugreifen, sowie die
Abwehrfunktion von T-Lymphozyten zu verbessern (Nielsen et al. 2018).

Dartiber hinaus scheint Vitamin D-Mangel multiple Auswirkungen auf den
Krankheitsverlauf von CED-Patienten zu haben: Niedrige Vitamin D-Werte bei
Patienten mit M. Crohn fihrten zu depressiven Verstimmungen (Wilkins et al. 2006),
zum haufigeren Auftreten von Osteoporose (van den Bergh et al. 2011) sowie einer
héheren Anzahl chirurgischer Interventionen (Ananthakrishnan et al. 2013). Hohe
Vitamin D-Werte hingegen scheinen einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf
des M. Crohn zu haben (Yang et al. 2013). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
jedoch nur ca. 21 % der Patienten mit M. Crohn einen normalen Vitamin D-Wert
aufwiesen (Dumitrescu et al. 2014).

Eine Studie, welche den Effekt einer Vitamin D-Gabe auf den Krankheitsverlauf von
CED-Patienten untersuchte, konnte zeigen, dass durch eine Vitamin D-Substitution

eine signifikante Reduktion der Krankheitsaktivitat - gemessen am CDAI erreicht -
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werden konnte (Yang et al. 2013). Im Umkehrschluss konnte in einer
Querschnittsstudie ebenso nachgewiesen werden, dass niedrige Vitamin D-Spiegel
mit einer aktiven Krankheitsphase von CED korrelieren (Castro et al. 2015).
Demgegenuber steht eine Studie von Reich et al. 2016, welche zeigen konnte, dass
Patienten, welche eine Biologika-Therapie mit Infliximab erhielten, von niedrigeren
Vitamin D-Spiegeln profitieren. So wiesen Patienten mit Vitamin D-Mangel eine hdhere
Rate klinischer Remission auf als solche mit normalen Vitamin D-Spiegeln.

Weiterhin konnte eine Metaanalyse zeigen, dass bei M. Crohn -Patienten am
haufigsten das terminale lleum, die primare Lokalisation der Vitamin D-Resorption,
betroffen ist (Shi et al. 2021). Die durch entzundliche Prozesse verminderte
Resorption kodnnte wiederum einen Vitamin D-Mangel initieren bzw. eine schon
bestehenden Vitamin D-Mangel aggravieren (Shi et al. 2021). Ob ein Vitamin D-
Mangel somit die Entstehung einer CED begunstigt oder im Verlauf der Erkrankung
als Begleiterscheinung zutage ftritt, kann zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht
abschlieend geklart werden (Yang et al. 2013).

In der aktuellen deutschen Leitlinie ,,Diagnostik und Therapie des M. Crohn“ wird der
Zusammenhang zwischen CED und Vitamin D mehrfach angefihrt. So wird
empfohlen, bei akuten Schiben bzw. Risikosituationen im Verlauf neben den
standardmafigen Verlaufsparametern weiterhin den Vitamin D-Spiegel zu erheben.

Ein laborchemisch nachgewiesener Mangel soll korrigiert werden (Sturm et al. 2022b).

1.6 Krankheitsverlauf des M. Crohn

1.6.1 Klinik
Neben dem terminalen lleum als Hauptlokalisationsort (50 %) (Crohn et al. 1932),

kénnen auch das lleokolon (41 %), der Dinndarm (28,6 %), das Kolon (27 %) sowie
weitere Abschnitte des Gastrointestinaltraktes betroffen sein (Farmer et al. 1975). Zur
Einteilung der Erkrankung wird die Montreal-Klassifikation genutzt, bei welcher eine
Einteilung nach dem Alter bei Erstdiagnose, der Hauptlokalisation und dem
Krankheitsverhalten (nicht-strikturierende, nicht-penetrierende (B1), strikturierende
(B2) und penetrierende-fistulierende (B3) Verlaufsform) erfolgt. Die Symptomatik,

welche sich in Form von Bauchschmerzen, Durchfall, Fieber und Gewichtsverlust
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aulert, ist abhangig vom Schweregrad der Entziindung, dem Befallsmuster sowie
weiteren Krankheitskomplikationen. Zur Verlaufsbeurteilung haben sich vor allem der
Harvey-Bradshaw-Index(HBI) (Harvey und Bradshaw 1980) sowie der CDAI nach Best
(Best et al. 1976) etabliert.

Tabelle 2:Berechnung des HBI nach Harvey und Bradshaw 1980

Klinische Parameter Bewertung

Allgemeinbefinden 0: gut, 1: beeintrachtigt, 2: schlecht, 3: sehr

schlecht, 4: unertraglich

Abdominelle Schmerzen 0: keine, 1: leicht, 2: mittel, 3: schwer

Diarrhoe Pro Stuhlgang 1 Punkt

Abdominelle Resistenzen 0: keine, 1: fraglich, 2: sicher, 3: sicher sowie
schmerzhaft

Komplikationen Pro Komplikation 1 Punkt:

Abszess, Fistel, Analfissur, orale Aphthen,
Arthralgie, Uveitis, Irits, Erythema

nodosom, Pyoderma gangraenosum

1.6.2 Komplikationen

Patienten, welche an M. Crohn erkrankt sind, kdnnen im Krankheitsverlauf eine Reihe
von Komplikationen entwickeln, wobei sich groRe individuelle Unterschiede in der
Auspragung darstellen. Es werden intestinale von extraintestinalen Komplikationen

unterschieden.
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1.6.2.1 Intestinale Komplikationen

Da der M. Crohn durch eine transmurale Entzindung der Darmwand gekennzeichnet
ist, kann es zu tiefergehenden intestinalen Schadigungen kommen. Zu den wichtigsten
intestinalen Komplikationen zahlen Fisteln, Fissuren, Abszesse, Strikturen sowie
Organperforationen. (Preil® et al. 2014).

Fisteln kdnnen an unterschiedlichen Abschnitten des Darms auftreten und sowohl
Verbindungen innerhalb des Verdauungstraktes als auch zu anderen Organsystemen
bilden. Je nach Lokalisation werden sie als entero-enterische, entero-kutane, entero-
vesikale, entero-vaginale oder retroperitoneale Fisteln bezeichnet (Schwartz et al.
2002). Eine wichtige Rolle spielen perianale Fisteln, welche bei etwa 20-40 % aller M.
Crohn-Patienten auftreten und aufgrund des teilweise sehr verzweigten Fistel-Systems
mitunter schwierig zu behandeln sein kénnen (Steinberg et al. 1973). Auch die
Erkrankungsdauer spielt hierbei eine wesentliche Rolle, da mit der Dauer der
Erkrankung auch eine Zunahme der Haufigkeit von Fisteln zu verzeichnen ist. So liegt
die kumulative Haufigkeit von Fisteln 1 Jahr nach Diagnosestellung bei 12 %, wahrend
sie nach 20 Jahren Erkrankungsdauer bei 26 % liegt (Schwartz et al. 2002). Fur
symptomatische Fisteln gibt es verschiedene therapeutische Behandlungsansatze,
welche eine interdisziplinare Zusammenarbeit verschiedener Fachrichtungen
erforderlich machen. Als erste therapeutische Option steht die Gabe von Antibiotika
wie Metronidazol bzw. Ciprofloxacin im Vordergrund. Bei Nichtansprechen werden
Azathioprin bzw. 6-Mercaptopurin sowie Infliximab als weitere Therapieoptionen
eingesetzt. In den meisten Fallen kommt es jedoch friher oder spater zu einer
chirurgischen Intervention (Hoffmann et al. 2008).

Weitere intestinale Komplikationen sind u.a. Stenosen. Hierbei muss zwischen
entzindlichen und narbigen Stenosen differenziert werden. Die Behandlung der
entzindlichen Veranderungen erfolgt in erster Linie konservativ durch
entzindungshemmende Therapie. Durch die schubweise wiederkehrende
Entzindung kann es jedoch im Laufe der Zeit auch zu narbigen Stenosierungen
kommen. Hier ist dann eine chirurgische bzw. auch endoskopische Intervention der im

Vordergrund stehende Behandlungsansatz (Stange et al. 2006; Preil} et al. 2014).
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1.6.2.2 Extraintestinale Manifestationen

Neben den intestinalen Komplikationen treten bei etwa 30 % aller Patienten mit M.
Crohn auch extraintestinale Manifestationen auf. Manner und Frauen sind hierbei
gleichermalien betroffen (Rothfuss et al. 2006). Mit  20-30% sind
Gelenkmanifestationen die am  haufigsten auftretenden extraintestinalen
Komplikationen. Die Gelenkmanifestationen werden zu den seronegativen
Spondyloarthritiden  gezahlt. Eine weitere wichtige Rolle spielen die
Hautmanifestationen, hier sind vor allem das Erythrema nodosum sowie das
Pyoderma gangraenosum von Bedeutung. Hautmanifestationen gehen meist mit
einem akuten Schub des M. Crohn einher. Neben den oben genannten
Organsystemen, ist selten eine Manifestation auch in weiteren Organen, wie Herz,
Lunge und der Leber moglich (Hoffmann et al. 2008; Rothfuss et al. 2006).

1.7 Diagnostik

Die Diagnostik eines M. Crohn setzt sich aus einer ausflhrlichen Anamnese,
korperlicher Untersuchung, laborchemischer und mikrobiologischer Diagnostik und
verschiedenen bildgebenden Verfahren zusammen. Ein Goldstandard in der
Diagnostik der CED existiert nicht (Vetter und Neurath 2018).

Die bildgebenden Verfahren spielen bei der Erstdiagnostik, bei Verlaufskontrollen
sowie beim akuten Schub eine wichtige Rolle. Hierbei werden sowohl
Darmsonographien, Magnetresonanztomographie (MRT)-Untersuchungen sowie
Endoskopien, welche mit histologischer Aufarbeitung von bioptischem Material erganzt
werden, durchgefuhrt. Gleichzeitig bilden die Daten aus diesen Untersuchungen eine
Grundlage zur Unterscheidung eines M. Crohn und einer CU, welche allein aus
klinischer Symptomatik nicht sicher erfolgen kann. Spezifische laborchemische
Parameter fur eine CED gibt es nicht, dennoch kdnnen auffallige Erhéhungen des C-
reaktivem Protein, eine Erhdhung der Blutsenkungsgeschwindigkeit als auch eine
Hypoalbuminamie hilfreich flr die Diagnosestellung sein. Des Weiteren kann auch
eine nicht anderweitig begrindete Anamie, gekennzeichnet durch einen verminderten

Hamoglobin-Wert, ein laborchemisches Indiz sein (Preil} et al. 2014).
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1.8  Therapie

Die Therapie des Morbus Crohn ist sehr vielseitig, jedoch stellen weder
medikamentdse noch chirurgische Mallnahmen eine kausale Therapie des M. Crohn
dar. Ziel der Therapie ist somit die Remission, in welcher der Patient kaum bzw. keine
Symptome der Erkrankung zeigt. Ebenfalls spielt hier die Lebensqualitat der Patienten
und eine Prophylaxe von Langzeitschaden eine wichtige Rolle. Die Therapie ist an das
aktuelle Befalls-Muster, das Alter, die Krankheitsaktivitat, potentielle Mangelzustande
sowie die Vormedikation anzupassen (Preil3; Preil3 et al. 2014).

Die Therapie des M. Crohn wird unterteilt in eine Induktionstherapie sowie eine
Erhaltungstherapie nach Erreichen der Remission (Vetter und Neurath 2018; Preil} et
al. 2014). Im Folgenden sollen wichtige Medikamentengruppen und ihre wichtigsten

Vertreter beschrieben werden.

1.8.1 Glukokortikoide

Glukokortikoide spielen eine wichtige Rolle in der Remissionsinduktion bei den CED.
So konnte eine Studie zeigen, dass ca. 43 % aller Patienten mit M. Crohn im Laufe
ihrer Erkrankung eine Behandlung mit Glukokortikoiden erhalten (Faubion et al. 2001).
Glukokortikoide zahlen zu den Steroidhormonen und werden, in Form von Cortison
bzw. Cortisol, endogen in der Nebennierenrinde gebildet. Zu den wichtigen Funktionen
zahlen eine katabole Stoffwechselwirkung, sowie eine antiinflammatorische Wirkung.
Die wichtigsten Vertreter der Glukokortikoide sind Prednisolon, Hydrocortison,
Dexamethason, Methylprednisolon, sowie das Betamethason (Shepherd et al. 1986).
Die Dosierung erfolgt individuell je nach Krankheits- bzw. Entzindungsaktivitat
(Baumgart und Sandborn 2007). Die Gabe von Glukokortikoiden kann systemisch oder
topisch erfolgen.

Glukokortikoide weisen ein breites Spektrum an Nebenwirkungen auf, weswegen sie
nur zur Remissionsinduktion, nicht jedoch fur eine Dauerbehandlung empfohlen
werden (Fischer et al. 2018). Als Nebenwirkungen kénnen vor allem Osteoporose,
arterielle Hypertonie, Hautatrophien, Ulcera, sowie ein Glukokortikoid-induzierter

Diabetes mellitus auftreten (Fischer et al. 2018).
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1.8.2 Immunsuppressiva

Eine weitere wichtige Gruppe verschiedener Medikamente zur Behandlung des M.
Crohn sind Immunsuppressiva. Hierzu zahlen das Azathioprin sowie das 6-
Mercaptopurin (6-MP), welche beide als Antimetaboliten in die DNA eingebaut werden.
Hier kommt es zu einer Hemmung der Zellproliferation und Genaktivierung. Somit
vermindern sie die Proliferationsrate von Immunzellen, was zu einer abgeschwachten
Immunantwort fuhrt. (Herrlinger und Stange 2000). Azathioprin und das in der Leber
daraus gebildete 6-MP mussen erst zu ihrem aktiven Metaboliten 6-
Thioguaninnukleotid umgewandelt werden, was jedoch mehrere Monate dauern kann.
Deshalb sind sie zur alleinigen Remissionsinduktion nicht geeignet (Baumgart und
Sandborn 2007). Aufgrund von potentiellen Nebenwirkungen erfolgt die Gabe von
Azathioprin in der Regel zunachst einschleichend und wird im Verlauf gesteigert bis
die optimale Dosis von 2,0 -2,5 mg/kg Korpergewicht erreicht ist (Fraser et al. 2002).
Zu den Nebenwirkungen zahlen allergische Reaktionen, eine Pankreatitis,
Knochenmarksdepression, sowie ein erhohtes Infektions- und Malignom-Risiko. Trotz
dieser Nebenwirkungen vertragen etwa 85-90 % der Patienten das Medikament gut
(Herrlinger und Stange 2000).

Ein weiteres Medikament aus der Gruppe der Immunsuppressiva ist Methotrexat
(MTX). MTX ist ein Purinanalogon und inhibiert die Dihydrofolatreduktase, woraus sich
die antiproliferative Wirkung erklart (Fraser 2003). Die initiale Dosierung betragt 25
mg/Woche und kann im Verlauf nach Erreichen eines ,steady state“ nach etwa 8
Wochen auf 15-20 mg/Woche gesenkt werden (Baumgart und Sandborn 2007). Haufig
auftretende Nebenwirkungen betreffen vor allem den Gastrointestinaltrakt, sodass
Patienten Uber Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall sowie Entziindungen der
Mundschleimhaut klagen. Um dem entgegenzuwirken, erfolgt 1-2 Tage nach MTX-
Zufuhr die Gabe von 5 mg Folsaure, welche die Nebenwirkungen bei gleichbleibender
Wirksamkeit des MTX verringert (Harten 2005).

1.8.3 Aminosalizylate

Bei leichter Krankheitsaktivitat ist beim M. Crohn die Gabe von Aminosalizylaten

madglich. Vertreter der auch 5-ASA-Praparate genannten Medikamentengruppe sind
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z. B. Mesalazin oder Sulfasalazin. Die Gabe von 5-ASA-Prapareten kann sowohl oral
in Form von magensaftresistenten Tabletten als auch topisch, z. B. als Rektal-Klysmen
bzw. -Schaum erfolgen. Bei M. Crohn spielen 5-ASA-Praperate, im Gegensatz zur
Colitis Ulcerosa, jedoch nur eine untergeordnete Rolle (Kucharzik et al. 2019; Preil} et
al. 2014).

1.8.4 Biologika

Eine weitere wichtige Medikamentengruppe stellen die sogenannten Biologika dar.
Hierbei handelt es sich um proteinerge Antikorper, welche in lebenden Zellen
hergestellt werden. Infliximab als erster Vertreter dieser Gruppe, der bei der
Behandlung des M. Crohn Verwendung fand (Sandborn und Hanauer 2002), gehort zu
den Tumornekrosefaktor-alpha-Inhibitoren (TNF-a-Inhibitoren). Bei den TNF-a-
Inhibitoren handelt es sich um die am haufigsten eingesetzte Gruppe von Biologika
beim M. Crohn, welche durch eine Blockade des Rezeptors fur den
Tumornekrosefaktor-a eine Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen
reduzieren (Seminerio et al. 2013). Sie werden bei mittelschwerem bis schwerem
Verlauf  zur  Remissionsinduktion, der Remissionserhaltung bzw. bei
Unvertraglichkeiten von Immunsuppressiva sowie steroidabhangigem Verlauf
eingesetzt (Hoffmann et al. 2008). Infliximab zeigt eine hohe Effektivitat in der
Behandlung des M. Crohn, sodass bei 70 % der Patienten mit steroidrefraktdrem
Verlauf eine Remission erreicht werden kann (Sandborn und Hanauer 2002).
Mittlerweile wird bereits ein frihzeitiger Einsatz von TNF-a-Inhibitoren diskutiert, um
Spatkomplikationen wie Malnutrition bzw. das Kurzdarmsysndrom zu vermeiden (Preil
et al. 2014).

Weitere Vertreter der TNF-a-Inhibitoren sind Adalimumab und Certolizumab (letzteres
in Deutschland nicht zugelassen) sowie Golimumab, welches jedoch in Deutschland
nur fur die Therapie der CU zugelassen ist (Kucharzik et al. 2019).

Bei Adalimumab handelt es sich um einen humanen monoklonalen Antikdrper gegen
TNF-a, welcher sich sowohl in der Remissionsinduktion als auch -erhaltung bewahrt
hat. Vor allem bei Patienten mit moderater Krankheitsaktivitat konnte unter Gabe von

Adalimumab eine verminderte Hospitalisierung, eine Stabilisierung der Remission, die
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Ausheilung von Fisteln sowie eine enorme Verbesserung der Lebensqualitat gezeigt
werden (Sandborn et al. 2012).

Nebenwirkungen von TNF-a-Inhibitoren werden vor allem durch die
Immunsuppression bestimmt. So kann es zum vermehrten Auftreten sonst latent
verlaufender Krankheiten wie Sepsis, Pneumonie oder Tuberkulose kommen,
weswegen z. B. vor jedem Therapiebeginn der Ausschluss einer Tuberkulose erfolgen
sollte (Seminerio et al. 2013).

Neben den TNF-a-Inhibitoren existieren weitere Biologika wie das Ustekinumab,
welches als monoklonaler Antikorper gegen die p40-Untereinheit von Interleukin-12
sowie Interleukin-23 gerichtet ist (Feagan et al. 2016). Ustekinumab kommt vor allem
bei Patienten zum Einsatz, beim denen eine Remissions-Erhaltung weder durch TNF-
a-Inhibitoren noch durch Immunsuppressiva erreicht werden konnte. Ein weiteres
Biologikum ist das Vedolizumab, welches als Anti-Integrin die Leukozytenmigration
hemmt und somit die mukosale Entziindung vermindern kann (Colombel et al. 2017).
In den letzten Jahren wurden an weiteren Therapieansatzen, wie z. B. Sphingosin-1-
Phosphat-Rezeptormudalatoren, geforscht. Sphingosin-1- Phosphat ist ein bioaktives
Lipid, welches als Signalmolekul vielfaltige Funktionen Ubernimmt und die Immigration
von Lymphozyten in entziindete Gewebe fordert (Aoki et al. 2016). So konnte gezeigt
werden, dass bei mittelschweren bis schweren Verldufen die additive Gabe von
Ozanimod zu einer signifikanten Verringerung der Krankheitsaktivitat sowie langerer
Remission fuhrt (Misselwitz und Senn 2022).

Ein weiterer Ansatz ist die Verabreichung von Jak-Inhibitoren wie Tofacitinib, welche
zu einer signifikanten Abnahme der Stuhlfrequenz sowie des rektalen Blutabganges
fuhrte und so als erganzende immunmodulierende Therapie im Einzelfall zur

Anwendung kommt (Lohan et al. 2019).

1.8.5 Chirurgische Therapie

Die chirurgische Intervention nimmt neben der medikamentosen Therapie eine
wichtige Rolle in der Behandlung des M. Crohn ein (Hoffmann et al. 2008). Bis zu 70
% aller Patienten mussen sich innerhalb der ersten 10 Jahre nach Diagnosestellung
einer Operation unterziehen, wobei bei etwa 44 % eine Re-Operation erforderlich ist

(Bernell et al. 2000). Hierbei steht vor allem die Behandlung der im Kapitel 1.6.2
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genannten Komplikationen im Vordergrund, da es bis jetzt, im Gegensatz zur CU,
keinen kurativen Therapieansatz beim M. Crohn gibt (Baumgart und Sandborn 2007).
Je nach Ausmall und Lokalisation kommen verschiedene operative Eingriffe in
Betracht, wobei segmentsparende Darmresektionen, langstreckigen Resektionen
vorgezogen werden sollen (Heuman et al. 1983). Vor allem Patienten mit einem
Dunndarmbefall bzw. im lleozokum lokalisiertem M. Crohn sind besonders haufig von
Resektionen betroffen (Bernell et al. 2000). Perianale Fisteln gehdren ebenfalls zu den
haufigsten Operationsindikationen (Hoffmann et al. 2008). Daneben stellen Abszesse
im Perineum eine akute Operationsindikation dar. Sollte es zu therapierefraktaren
Fisteln bzw. schwerem anorektalen Fistelbefall kommen, kann als Ultima Ratio eine
permanente Stoma-Anlage erfolgen. Dies wird v. a. bei Inkontinenz und damit
einhergehender Lebensqualitatseinschrankung durchgefuhrt. Die Anlage eines
temporaren Stomas ist bei perianalen Fisteln moglich, um die Wundheilung zu
unterstitzen (Ommer et al. 2017).

Stenosen stellen ebenfalls wichtigen Teil der Indikation flr eine chirurgische
Intervention dar. Hierbei wird bei kurzstreckigen Stenosen (unter 5 cm) der Versuch
einer Ballondilatation unternommen, wahrend bei langstreckigen Stenosen eine

laparoskopische Segmentresektion erfolgen kann (Preil et al. 2014).
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Thesen

. Die Pathogenese des M. Crohn ist multifaktoriell.

. Als ein wichtiger genetischer Risikofaktor der Pathogenese werden

Mutationen im NOD2-Gen beschrieben.

. Eine Vitamin D-Substitution fihrt zu einem Anstieg des 25-OH-Vitamin D-

Spiegels im Blut.

. Vitamin D-Substitution flhrt zu einer Reduzierung der Krankheitsaktivitat bei M.

Crohn Patienten gemessen am Crohn Disease Activity Index.

. Unter Vitamin D-Substitution kommt es zu einer Veranderung der Abundanzen

einzelner Bakterienstamme.

. Die bakterielle Zusammensetzung des Mikrobioms hat einen Effekt auf die

Krankheitsaktivitat.
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m. Fragestellung

In den letzten Jahren kam es sowohl zu einer Zunahme der Inzidenz des M. Crohn als
auch des Vitamin D-Mangels. Ob jedoch ein Vitamin D-Mangel Einfluss auf die
Entstehung eines M. Crohn hat, ist bis heute trotz intensiver Forschungsarbeiten noch
nicht geklart.

In dieser Arbeit wurde an einem singularen norddeutschen CED-Zentrum eine Fall-
Kontroll-studie durchgefihrt, in welcher unter Vitamin D-Substitution 7 an M. Crohn
erkrankte Patienten sowie 10 gesunden Probanden hinsichtlich der bakteriellen
intestinalen  Zusammensetzung betrachtet wurden. Hierzu wurde nur
Studienteilnehmer berucksichtigt, welche einen Vitamin D-Mangel aufwiesen.
Wahrend des Studienverlauf erhielten alle Teilnehmer eine hochdosierte Vitamin D-
Substitution, der Vitamin D Spiegel wurde engmaschig bestimmt. Es wurde nun unter
Vitamin D Substitution untersucht, ob es zu Veranderungen der intestinalen
bakteriellen Zusammensetzung in Form veranderter Abundanzen einzelner
Bakterienstdmme kommt. Die Untersuchung der intestinalen bakteriellen
Zusammensetzung unter Vitamin D Substitution erfolgte an definierten Zeitpunkten
mittels Stuhlprobe Uber ein Next Generation Sequencing ab.

Es wurde darlber hinaus geprift werden, inwieweit eine hochdosierte Gabe von
Vitamin Deinen Einfluss auf die Krankheitsaktivitat bei M. Crohn Patienten, gemessen
an klinischen Scores wie dem Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) und dem Harvey-
Bradshaw Index (HBI), als auch auf laborchemische Parameter wie Calprotectin,

nimmt.
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IV. Material und Methoden

4.1 Studiendesign

In dieser Arbeit wurde an einem singularen norddeutschen CED-Zentrum, der
Universitatsmedizin Rostock, eine Fall-Kontroll-Studie durchgefliihrt, welche den
Einfluss einer Vitamin D-Substitution auf die intestinale bakterielle Zusammensetzung
untersucht. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Rostock
genehmigt (A 2016-0109).

Samtliche Teilnehmer wurden in vollem Umfang Uber die Studie aufgeklart und zeigten
sich schriftlich einverstanden. Sieben Patientinnen mit ileokolonischem M. Crohn
(Montreal Klassifikation L3) sowie einem begleitenden Vitamin D-Mangel wurden Gber
die gastroenterologischen Ambulanz der Universitatsmedizin Rostock fur die
Untersuchungsgruppe rekrutiert.

Samtliche Patienten waren in klinischer Remission und hatten in den letzten 6 Monaten
keine Veranderungen ihrer medikamentdésen Therapie.

Des Weiteren wurden 10 gesunde Probanden mit Vitamin D-Mangel unter den
Studenten der Medizinischen Fakultat der Universitatsmedizin Rostock fur die
Kontrollgruppe rekrutiert. Abgesehen vom Vitamin D-Mangel waren samtlichen
Probanden ohne Vorerkrankungen und jedwede medikamentdse Behandlung.

Bei beiden Gruppen, sowohl den Patienten mit M. Crohn als auch den gesunden
Probanden, erfolgte die Bestimmung eines Vitamin D-Spiegels im Blut sowie bei den
M. Crohn-Patienten der Calprotectin-Spiegel aus einer Stuhlprobe zu Beginn der
Studie. Ab diesem Zeitpunkt erhielten samtliche Studienteilnehmer eine orale Vitamin
D-Substitution mit Vitamin D 20.0001.E fir 3 Tage. Nach Ablauf der drei Tage wurde
die Substitution auf 20.000 L.E. alle 2 Tage reduziert fur insgesamt vier Wochen
weitergefuhrt. Die Zielwerte des Vitamin D-Spiegels lagen zwischen 100-150 nmol/L
und es erfolgte eine wochentliche Kontrolle der 25-OH-Vitamin D-Spiegel bei
unverandertem Substitutionsschema sowie eine wochentliche Stuhlprobenabnahme
zur Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung. Insgesamt erhielt jeder Teilnehmer
im Verlauf der Studie somit 300.000 I.E. Vitamin D. Der Calprotectin-Spiegel wurde bei
den Patienten mit M. Crohn vor Beginn und am Ende der vierwochigen Substitution
bestimmt. Weiterhin wurde von jedem M. Crohn Patienten ein CDAI-Wert bei Beginn

und Ende der Studie zu Beurteilung der Krankheitsaktivitat ermittelt. Uber den
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Studienzeitraum wurden insgesamt 85 Blutproben enthommen, welche sich aus 50
Probanden- und 35 Patientenproben zusammensetzten. Des Weiteren wurden 85
Stuhlproben, die ebenfalls im Verhaltnis 50 zu 35 auf die Untersuchungs- und
Kontrollgruppe aufgeteilt waren.

Die Blutentnahme erfolgte sowohl bei Patienten als auch bei Probanden unter
standardisierten klinischen Ablaufen auf der gastroenterologischen Station sowie der
gastroenterologischen Ambulanz der Universitatsmedizin Rostock. Das Blut wurde in
7,5 ml grolRen EDTA-Blutrohrchen entnommen und dem Zentrallabor der
Universitatsmedizin zugeflhrt. Hier erfolgte dann auch die Ermittlung des Vitamin D-
Spiegels. Zusatzlich wurde im gastroenterologischen Forschungslabor das Vorliegen

von Mutationen im NOD2-Gen bei den Patienten untersucht.
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Abbildung 3:Studiendesign und Ablauf der Probenentnahme

Die Stuhlprobenentnahme fuhrten die Studienteilnehmer am Tag des Abgabedatums
morgens in der Hauslichkeit durch. Die Stuhlproben der Untersuchungsgruppe wurden
unter Laborbedingungen auf zwei Stuhlréhrchen verteilt. Eines der Probenréhrchen
wurde zur Ermittlung des Calprotectin an das Zentrallabor der Universitatsmedizin
Rostock weitergeleitet. Aus dem anderen erfolgte die DNA-Extraktion zur

Sequenzierung.

4.2 DNA-Isolierung

Zur Isolierung der DNA aus den Stuhlproben, wurde das ,Stool Extraction Mini Kit* der

Firma QIAGEN GmbH, Hilden, Germany verwendet. Der verwendete Ablauf entsprach

28



dabei dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll: ,Isolation of DNA from Stool for
Pathogen Detection“ (QlAamp DNA Stool Handbook 06/2012, (QIAGEN GmbH))
welches im Kern folgende Schritte umfasst . Der Ablauf soll im Folgenden kurz
zusammengefasst werden.

Zur optimalen Lagerung der Stuhlproben wurden diese nach Einwaage einer Menge
von 180-220 mg in einem 2ml Tube auf -80 °C gekuhilt.

Alle Proben wurden in Vorbereitung der DNA-Isolation schonend aufgetaut und mittels

einem ,stainless steel bead” erfolgte eine Homogenisierung im Gewebetrenner.

Tabelle 3:Im DNA Stool Kit enthaltene Materialien

InhibitEX Tabletten QIAGEN GMBH, Hilden,Germany
Puffer AL QIAGEN GMBH, Hilden,Germany
Puffer AW1 QIAGEN GMBH, Hilden,Germany
PufferAW2 QIAGEN GMBH, Hilden,Germany
Puffer AE QIAGEN GMBH, Hilden,Germany
Proteinkinase K QIAGEN GMBH, Hilden,Germany
QIAamp-Spinsaule QIAGEN GMBH, Hilden,Germany
Ethanol (96 -100 %) QIAGEN GMBH, Hilden,Germany

Im nachsten Schritt erfolgte die Gabe von 1,4 ml Puffer ASL in das Mikroreaktionsgefal}
mit anschlieBendem einminitigem Vortexen. Die so homogenisierte Probe wurde 5
min lang auf 70 °C erhitzt. Durch erneutes Vortexen fur 15 s mit darauffolgender
Zentrifugation bei 20.000 Umdrehungen fur 1 Min., erfolgte die Bildung eines Pellet am
Boden des Reaktionsgefales. Vom darlberliegenden Uberstand konnten 1,2 mlin ein
neues 2 ml Mikroreaktionsgefal® Ubertragen werden, wahrend der feste Ruckstand in
Form des Pellet verworfen wurde. Die entstandene Suspension musste nun von
storenden PCR-Inhibitoren gereinigt werden. Dies geschah durch die Zugabe einer
InhibitEX Tablette mit anschlieRendem einminitigem Vortexen sowie weiterer

einminutiger Inkubation bei Raumtemperatur.
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Die in der InhibitEX Tablette enthaltene Matrix sorgt fir eine Bindung der PCR-
Inhibitoren und durch eine dreiminitige Zentrifugation bei 20.000 Umdrehungen
erfolgte eine Abtrennung der an die Matrix gebunden Substanzen. Der Uberstand
wurde wiederum in ein neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefal® ubertragen und erneut 3 min
bei 20.000 Umdrehungen zentrifugiert. Um stérende Proteine in der Probe abzubauen
wurden 15 pl Proteinkinase K in ein neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefaly gegeben und
im nachsten Schritt 200 pl des geldsten Uberstandes hinzu pipettiert. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von 200 ul Puffer AL zur Suspension, welche daraufhin fur 15 Sek.
gevortext und 10 min bei 70 °C inkubiert wurde. Dies erfolgte, um einen weiteren
Abbau von stérenden Proteinen zu ermdglichen. Zur Fallung der DNA wurden 200 pl
96-100 % Ethanol zu der Probe hinzugegeben. Um eine optimale Durchmischung der
Probe mit dem Ethanol gewahrleisten zu konnen, wurde die Probe ca. 15 Sek.
gevortext.

Das entstandene Lysat wurde auf ein QlAamp Spin Column Ubertragen und bei 20.000
Umdrehungen fur 1min abzentrifugiert. Bei der QlAamp Spin Column handelt es sich
um eine Aufreinigungssaule mit Silicagelmembran, welche dazu dient, die DNA an der
Membran zu binden und restliche Bestandteile auszuwaschen. Das entstandene Filtrat
wurde verworfen, wahrend die QlAamp Spin Colum mit der darin an die Membran
gebundenen DNA auf ein neues 2 ml Mikroreaktionsgefald aufgesetzt wurde.

Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von 500 pl Waschpuffer AW1 mit
anschliel3ender einminutiger Zentrifugation. Wiederum wurde das Filtrat verworfen und
die Aufreinigungssaule auf ein neues 2 ml Mikroreaktionsgefall gesetzt und das Filtrat
verworfen. Nach Zugabe des Waschpuffers AW2 erfolgte die Zentrifugation bei 20.000
Umdrehungen fur 3min und im Anschluss der Verwurf des Filtrats. Die QlAamp Spin
Column wurde auf ein neues 2 ml Mikroreaktionsgefal® gesetzt und nochmals bei
20.000 Umdrehungen fir 1 min zentrifugiert. Um die gereinigte DNA von der Membran
der Aufreinigungssaule zu 16sen, wurden 200 pl Elutionspuffer AE auf diese gegeben
und anschlieBend 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch diese einminutige
Inkubation und die darauffolgende einminutige Zentrifugation bei 20.000
Umdrehungen loste sich die DNA aus der Membran. Im Anschluss erfolgte die

Bestimmung der DNA-Konzentration.
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Tabelle 4:VVerbrauchsmaterialien fiir die DNA Stool Extraction

20 pl Pipette

Eppendorf, Hamburg, Germany

20 pl Pipettenspitze

Eppendorf, Hamburg, Germany

200 ul Pipette

Eppendorf, Hamburg, Germany

200 pl Pipettenspitze

Eppendorf, Hamburg, Germany

1.000 pl Pipette

Eppendorf, Hamburg, Germany

1.000 ul Pipettenspitze

Eppendorf, Hamburg, Germany

Mikroreaktionsgefafld 2 ml

Eppendorf, Hamburg, Germany

Mikroreaktionsgefafd 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Germany

Stuhlprobenrdhrchen

Eppendorf, Hamburg, Germany

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Hierzu wurde eine

Wellenlange von 260 nmol/L verwendet. Die ermittelte DNA-Konzentration wurde im

Anschluss mit destilliertem H20 auf eine Konzentration von 5 ng/ul verdinnt. Sowonhl

die DNA-Probe als auch die Verdinnung auf 5 ng/ul wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C eingefroren und gelagert.

Tabelle 5:Verwendete Geratschaften fir die DNA Stool Extraction

Vortex2X3

Uniequip, Planegg, Germany

Biopsiegewebe Zertrummerer

QIAGEN GMBH, Hilden, Germany

Zentrifuge 5415C

Eppendorf, Hamburg, Germany

Inkubator DRI-Block DB

TECHNE, Staffordshire, United Kingdom
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4.21 Vorbereitung von 16S- rRNA-Gen fiir die Sequenzierung mit dem Illlumina
MiSeq System

FiUr die Sequenzierung der DNA wurden Primer verwendet, die an die variablen V3
und V4 Regionen der 16S RNA-Gene binden (Klindworth et al. 2013a). Die
Durchfihrung der Sequenzierung sowie das Hinzufiigen der lllumina-Uberhang-
Adaptersequenzen zu den Locus-spezifischen Primern fur die V3 und V4-Region,
erfolgte nach dem ,16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Protokoll

(www.illumina.com).

Die Isolierung und Aufreinigung der DNA, sowie die im Protokoll geforderte

Normalisierung auf 5 ng/ul, wurden wie oben erlautert durchgefuhrt.

PCR amplify template out of genomic DNA using
region of interest-specific primers with overhang adapters

Forward primer overhang adapter:

5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3'
Region of interest-specific primer

Region of interest-specific primer

Reverse primer overhang adapter:
5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3|

Attach indices and IIIuming sequencing adapters
using the Nextera” XT Index Kit
P5 '\

Index 2

Index 1

\P?

Normalize and pool libraries

Sequence

Abbildung 4:Arbeitsablauf des 16s V3 und V4 Amplicons (www.illumina.com)

Benutzerdefinierte Forward- und Reverse-Primer mit Uberhangenden Adaptern
werden der komplementaren Region angelagert, um eine Amplifizierung der Matrizen
aus der genomischen DNA zu bewerkstelligen. Im  nachfolgenden
Amplifizierungsschritt werden Multiplexing Indices und lllumina
Sequenzierungsadapter hinzugefugt. Die Bibliothek wird im normalisiert sowie gepoolt
und daraufhin auf dem MiSeg-System mittels des v3 Kits sequenziert.
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4.2.1.1 Ablauf

Nach der Normalisierung der DNA aus den Stuhlproben auf 5 ng/ul und Durchflhrung
der Amplicon Polymerase-Chain-Reaction(PCR) erfolgte im Anschluss im Zuge eines
der 16S-V3 und V4-Amplifikate von den

Primern. Im weiteren Schritt der Index-PCR wurden Duale Indexe und lllumina

Aufreinigungsprozesses eine Trennung

Sequenzierungsadapter unter Verwendung des Nexetra XT Index Kits an die
Amplifikate gebunden. Um die Proben optimal auf die Quantifizierung vorzubereiten,

folgte im Anschluss ein weiterer Aufreiningungsprozess. Bioanalyzer DNA 1.000 Chips

und Qbit Kits wurden zur Quantitat - und Qualitatskontrolle jeder Probe genutzt.

Tabelle 6:Verbrauchsmaterialien fur die 16s Metagenomic Sequenzierung

Amplicon Forward Primer
Bakt 341F
(CCTACGGGNGGCWGCAG)

Amplicon Reverse Primer
Bakt_805R
(GACTACHVGGGTATCTAATCC)

KAPA Hifi Hotstart ReadyMix

KAPA Biosystems, Wilmington, USA

10 mM Tris pH 8,5

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ampure XP Beads

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

80 % Ethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Nextera XT Index 1 Primers (N7XX) von
dem Nextera XT Index kit

lllumina, San Diego, USA

Nextera XT Index 2 Primers (S5XX) von
dem Nextera XT Index kit

lllumina, San Diego, USA

DNA-freies PCR Wasser

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Hybridization Buffer HT 1

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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0,2 N NaOH Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PhiX Control Kit v3 lllumina, San Diego, USA

Microseal "A’ film Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Microseal "B’ film Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
96-well 0,2 ml PCR-Platte Applied Biosystems, Foster City, USA
Mikroreaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg, Germany

10 pl Pipette Eppendorf, Hamburg, Germany

10 pl Pipettenspitze Eppendorf, Hamburg, Germany

20 pl Pipette Eppendorf, Hamburg, Germany

20 pl Pipettenspitze Eppendorf, Hamburg, Germany

200 ul Pipette Eppendorf, Hamburg, Germany

200 pl Pipettenspitze Eppendorf, Hamburg, Germany
1.000 pl Pipette Eppendorf, Hamburg, Germany
1.000 pl Pipettenspitze Eppendorf, Hamburg, Germany

4.2.1.2 Durchfiihrung

1. Amplikon PCR
Auf der im Kit enthaltenen 96 Well 0,2 ml PCR-Platte wurden pro Well 2,5 pl der auf 5
ng/ml normalisierten DNA mit jeweils 5 ul sowohl des Amplicon-PCR-Forward-Primers
(1 uM) und des Amplicon-PCR-Reverse-Primers (1 uM) sowie 12,5 ul aus 2xKAPA Hifi
Hotstart ReadyMix zu einem Gesamtvolumen von 25 pl zusammengefuhrt. Im
Anschluss erfolgte die Versiegelung der PCR-Platte mit einer Microseal A Folie und die
Durchfuhrung der PCR im ABI Prism 7000 Real Time PCR Instrument. Im

Thermocycler erfolgte die Einstellung des Programms, sodass zuerst eine Erhitzung
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auf 95 °C fir 3 min stattfand. Gefolgt wurden diese von 25 Zyklen bestehend aus 95
°C, 55 °C und 72°C fur jeweils 30 Sek. sowie anschlielRende 72 °C fur 5 min. Im
Anschluss wurde die PCR-Platte auf 4 °C abgekuhlt. Mittels des Bioanalyzer-DNA-
1.000-Chip erfolgte eine Kontrolle der GroRe der DNA-Abschnitte. Die erwartete

Amplikon-GroRRe von 550 bp konnte verifiziert werden.

2. PCR Aufreinigung

Zur Vorbereitung der Aufreinigung der Amplikons von den Primern, wurden die Ampure
XP Beads auf Raumtemperatur gebracht. Dann erfolgte die Zentrifugierung der PCR-
Platte bei 20 °C und 1.000 Umdrehungen fur 1 min. Die Ampure XP Beads wurden fur
30 Sek gevortext und anschlieend in jedes Well der Amplikon PCR-Platte 20 pl der
Beads gegeben. Durch 10-maliges hoch- und -runter-Pipettieren erfolgte eine optimale
Durchmischung der Beads mit dem Amplifikat. Nach funfminutiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde die Amplicon PCR-Platte auf einen Magnetstander gestellt, bis
sich ein Uberstand bildete, welcher abpipettiert und verworfen wurde. Im weiteren
Verlauf wurden 200 pl 80%iges Ethanol in jedes Well gegeben und fur 30 Sek bei
Raumtemperatur auf dem Magnetstander inkubiert. Der sich bildende klare Uberstand
wurde wiederum abpipettiert und verworfen. Nun erfolgte dieser Reinigungsschritt mit
200 pl 80%igen Ethanols ein weiteres Mal. Nach diesem wurde die Amplicon PCR-
Platte auf dem Magnetstander belassen und die Beads bei Raumtemperatur fir 10 min
luftgetrocknet. Daraufhin konnte die Amplikon PCR-Platte vom Magnetstander
heruntergenommen und in jedes der Wells 52,5 pl 10mM Tris pH 8,5 Puffer gegeben
werden, welcher im Anschluss durch 10-maliges hoch- und -runter-Pipettieren mit den
Beads vermischt wurde. Es folgte eine Inkubation fur 2 min bei Raumtemperatur.
Wiederum wurde die Platte daraufhin auf dem Magnetstander platziert, bis sich erneut
ein klarer Uberstand gebildet hatte, welcher aus von Primern gereinigter DNA bestand.
Im Anschluss erfolgte die Ubertragung von 50 pl dieses Uberstandes auf eine neue
96-Wells PCR-Platte.
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3. Index PCR

Von den 50 pl gereinigter DNA wurden 5 ul auf eine neue 96 Wells-Platte tGberfuhrt. Im
weiteren Verlauf erfolgte die Zugabe von 5 pl des Nextera XT Index Primers 1 sowie
des Nextera XT Index Primers 2. Dies erfolgte, um die dual indicies und lllumina-
Sequencing-Adapter hinzuzufugen. Gefolgt wurde dies durch die Zugabe von 25 pl
des 2x KAPA HIFI HotStart Ready Mix sowie 10 yl PCR-Wasser, womit sich das
Volumen in jedem Well auf 50 pl erhdhte. Im Anschluss wurde durch 10-maliges Auf-
und Abpipettieren eine optimale Durchmischung der Amplifikate erreicht und die PCR-
Platte daraufhin mit Microseal A Folie abgedeckt. Es erfolgte nun die 1-minutige
Zentrifugation bei 20 °C und 1.000 Umdrehungen. Anschlieend wurde die PCR
durchgefuhrt, wobei folgende Einstellungen im Thermocycler eingestellt wurden: 95 °C
fur 3 min gefolgt von 8 Zyklen zu jeweils 95 °C, 55 °C und 72 °C fur 30 Sek, sowie
weiteren 5 min bei 72 °C. Danach wurde die PCR-Platte auf 4 °C heruntergekunhlt.

4. PCR-Aufreinigung 2

Die Platte wurde nun mit 280 Umdrehungen bei 20 °C fir 1 min zentrifugiert. Nach 30-
sekundigem Vortexen der Ampure XP Beads wurden in jedes Well der PCR-Platte 56
Ml der Beads hinzugegeben. Die weiteren Reinigungsschritte der PCR entsprechen
den oben beschriebenen. Nach dem die Beads fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
luftgetrocknet und die PCR vom Magnetstander entfernt wurde, erfolgte die Zugabe
von 27,5 ul 10nmol/L Tris pH 8,5 Puffer in jedes Well der PCR-Platte sowie die optimale
Durchmischung mit den Beads durch 10-maliges Hoch- und Runterpipettieren. Nach
2-minutiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur sowie anschlielendem Platzieren der
PCR-Platte auf dem Magnetstander, bildete sich ein klarer Uberstand aus gereinigter
und in Lésung gegangener DNA. Von diesem Uberstand wurden jeweils 25 pl auf eine
neue 96 Wells PCR-Platte Ubertragen. Zur Kontrolle der DNA-Grél3e erfolgte eine
Verdunnung von 1:50 von jeder Probe wobei 1 ul der Probe Verwendung fand. Im
Anschluss wurde mit Hilfe des Bioanalyzer-1.000-Chips Uberpruft, ob die zu
erwartende Amplikon-GroRe von 630 bp verifiziert werden konnte, was hier auch der

Fall war.
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4.2.1.3 Library Quantifizierung, Normalisierung und Pooling

Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu erhalten, erfolgte eine Verdinnung auf 4
nmol/Lol/L. Dies erfolgt durch eine photometrische Messung der in den Proben
enthaltenen DNA mittels Qbit. Die Verdinnung wurde mittels Zugabe von 10 nmol/L
Tris pH 8,5 auf 4 nmol/L realisiert. Von jeder 4 nmol/L Library wurden nun von 5 pl

zusammenpipettiert.

4.2.1.4 Library Denaturierung und MiSeq Sample Beladung

Um optimal fur die Clustererstellung sowie die Sequenzierung vorbereitet zu sein,
wurden die gepoolten Libraries zuerst durch 0,2N NaOH denaturiert, mit einem
Hybridisierungspuffer verdinnt und am Ende hitzedenaturiert. Hierzu wurden 5 pl der
gepoolten und auf 4 nmol/L verdinnten Library mit 5 pl 0,2N NaOH in einem
Mikroreaktionsgefald vermischt. Mittels Vortexer wurde die Probe nochmals
durchmischt und anschlielend bei 20 °C und 280 Umdrehungen fir 1 Minute
zentrifugiert. Es schloss sich eine 5-minutige Inkubationszeit bei Raumtemperatur an,
um die DNAin Einzelstrange zu denaturieren. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe
von 990 ul des Hybridisierungspuffers HT1, wodurch eine 20 pM Library entstand. Um
die von lllumina empfohlene Stoffmenge von 4 pM zu erhalten, wurden 120 pl der
20pM Library mit weiteren 480 pl des HT1 kombiniert. Es schloss sich eine
Pulszentrifugation der Probe an. Als Kontrolle erfolgte eine 5 % PhiX Losung. Hierfur
wurden zundchst 2 yl 10 nmol/L PhiX Library mit 3 pyl 10nmol/L Tris pH 8,5 Puffer
kombiniert, mit dem Ziel eine 4nmol/L PhiX Library zu erhalten. Im Anschluss erfolgte
die Durchmischung von 4 pl der 4nmol/L Phix Library mit 5 yl 0,2 N NaOH zu einer
2nmol/L Phix Library sowie das Vortexen derselbigen. Zur Denaturierung der Phix
Library wurde die Probe 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Um nun eine 20 pM PhiX
Library herzustellen erfolgte daraufhin eine Kombination von 10 pl der denaturierten
PhiX Library mit 990 ul des Hybridisierungspuffers HT1. Diese wurde, genau wie die
Amplikon Library auf 4 pM verdinnt. Im nachsten Schritt erfolgte die Durchmischung
von 30 ul der denaturierten und auf 4pM verdinnten PhiX Library mit 570 ul der
denaturierten und verdunnten Amplikon Library. Die Probe wurde daraufhin fur 2 min

bei 96 °C im Hitzeblock denaturiert und anschliel3end im Eisbad fir 5 min abgekunhlt.
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Tabelle 7:Verwendete Gerate flr die 16s Metagenomic Sequenzierung

MiSeq Sequenzierer lllumina, San Diego, USA

ABI Prism 7000 Real Time PCR Applied Biosystems, Foster City, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany Eppendorf, Hamburg, Germany
Vortex 2X3 Uniequip, Planegg Germany

Truseq Index Plate Fixture lllumina, San Diego, USA

MiSeq reagent cartridge lllumina, San Diego, USA
Magnetstand-96 lllumina, San Diego, USA
Bioanalyzer Agilent DNA 1.000 chip lllumina, San Diego, USA

Qbit kit lllumina, San Diego, USA

4.2.2 Datenauswertung

Far die Datenauswertung, welche in Kooperation mit Herrn Dr. Herlemann (Leibniz
Institut fur Ostseeforschung, Warnemuinde, Rostock) erfolgte, wurde das Programm
QIIME 1.9.1 genutzt. Die Sequenzen wurden mit der QIIME-Funktion ,Joins Paired-
End lllumina Reads“ mit Standardeinstellungen zusammengestellt, um somit die
Forward- und Reverse-Sequenzen mit einer Uberlappung von mindestens 30 bp
zusammenzufihren (Caporaso et al. 2010). Sequenzen, die hierbei keine
Uberlappung aufwiesen, wurden verworfen. Mittels der Funktion ,convert
fast_aqual_fastq” erfolgte die Konvertierung von fastq in fasta, woraufhin die
resultierenden Sequenzen mit der SILVA NGS-Pipeline unter Verwendung der
Standardeinstellungen ausgewertet wurden (Klindworth et al. 2013b). Bei der SILVA
NGS-Pipeline handelt es sich um eine automatisierte Plattform, welche die
Lesevorgange mithilfe des SILVA Incremental Aligners analysiert, um eine
Kontamination des Datensatzes zu entfernen (Pruesse et al. 2012). Problematische

Lesevorgange wie PCR- Artefakte, einschliel3lich potenzieller Chimaren sowie nicht-
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ribosomaler Lesevorgange wurden herausgefiltert. Die Qualitatsfilterung der
Lesevorgange erfolgte mit folgenden Einstellungen: (1) Lesevorgange mit weniger als
50 ausgerichteten Nukleotiden, (2) solche mit mehr als 2 % Mehrdeutigkeit, (3) 2 %
Homopolymeren sowie mit einem geringeren Ausrichtungswert als einer der 40 von
SINA gemeldeten Ausrichtungswerte, werden herausgefiltert. Nach der
Qualitatskontrolle wurden die Sequenzen, welche identisch waren, in operative
taxonomische Einheit (operative taxonomic Unit,OTU) getrennt (dereplicated), und im
nachsten Schritt fur jede OTU der Referenzabschnitt klassifiziert (Cluster-Bildung).
Sowohl flr die Dereplication als auch fiir die Cluster Bildung wurde Cluster Database
at High Identify with Tolerance(CD-HIT) genutzt, wobei die minimale Sequenzidentitat
bei der Clusterbildung 98 % betrug (Li und Godzik 2006). Zur Klassifizierung wurde
von der jeweiligen Sequenz der langste Abschnitt als Referenz des Clusters
genommen, und fur die taxonomische Klassifizierung mittels BLAST gegen SILVA REF
128 genutzt. Die daraus resultierende Klassifizierung der Referenzsequenz des
Clusters wurde im Anschluss allen Mitgliedern des jeweiligen Clusters sowie deren
Replikaten zugeordnet. Sequenzen, welche eine durchschnittliche Blast-Alignment-
Abdeckung sowie eine Alignment-ldentitdt von weniger als 93 % aufwiesen, wurden
der virtuellen taxonomischen Gruppe ,No Relatives® zugeordnet und als nicht
klassifiziert betrachtet. Insgesamt wurden 14.114 Sequenzen verworfen (1,09 %). Die
restlichen 1.297.782 Sequenzen wurden im Zuge der weiteren Analyse genutzt und zu
229.689 OTU geordnet. Mit Hilfe des SILVA NGS erfolgte hieraus die Klassifizierung

von 412 Bakteriengattungen.
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Tabelle 8: Software und Datentools

QIIME Version 1.9.1 http://qiime.org

SILVA Next generation Sequencing https://ngs.arb-silva.de/silvangs/
(NGS) pipeline

cd-hit-est version 3.1.2 http://weizhongli-lab.org/cd-hit/

SILVA SSU Ref 128 https://www.arb-

silva.de/documentation/release-128/

Basic Local Alignment Search Tool | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/news/04-05-
(BLAST) 2013-blast-2-2-28/

Explicet http://www.explicet.org/Explicet

PAST software package version 3.08 http://folk.uio.no/ohammer/past/

LefSe http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy
Word Office Professional Plus 2016 https://www.microsoft.com/de-de/

Word Excel Professional Plus 2016 https://www.microsoft.com/de-de/

Citavi 6 https://www.citavi.com/de

4.2.3 Statistische Analyse

Die Krankheitsaktivitat widerspiegelnden CDAI-Werte sowie die in Woche 0 und
Woche 4 bei den Patienten erhobenen Calprotectin-Spiegel wurden die Werte unter
Verwendung eines gepaarten T-Testes miteinander verglichen.

Mit dem in QIME implementierten Skript single_rarefraction.py wurde die Anzahl der
OTU basierend auf der Gattungsstufe auf 3.500 Lesevorgange pro Stichprobe
verdunnt. Um einen Vergleich der dominanten Taxa zu den verschiedenen Zeitpunkten
(Woche 0 bis Woche 4) wahrend der Verabreichung von Vitamin D zu erhalten, wurde

das Auftreten der 22 am haufigsten Vorkommende OTU in einer Heatmap mit Explicet
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visualisiert (Robertson et al. 2013). Mit dem gleichen Programm wurde eine auf
Verdinnungen basierenden Analyse verwendet, indem Bootstrapping fur Richness
erfolgte. Der Unterschied in der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft, wurde
durch nichtmetrisch mehrdimensionale Skalierung (NMDS) unter Verwendung von
Bray-Curtis-Unahnlichkeitsindizes basierend auf der Gattungsrangklassifizierung
sichtbar gemacht. Um die Unterschiede zwischen den OTU-Zusammensetzungen zu
analysieren, fand das Softwarepaket PAST, fur die nichtparametrische multivariante
Varianzanalyse (PERMANOVA) Anwendung (Oyvind Hammer et al.). Ebenfalls wurde
ein paarweiser Tukey-Test verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen der
Anzahl der OTU zwischen den Proben zu berechnen. Eine Linear-Diskrimination-
Effektgrofienanalyse (LDA) wurde mittels LefSe (Linear Diskrimination Analysis effect
size) durchgefuhrt, um Bakteriengruppen zu bestimmen, die sich zwischen den Proben
signifikant unterscheiden, wobei die Strategie ,One against-All“ far die
Mehrklassenanalyse verwendet wurde. LefSe verwendet einen nicht parametrischen
Test, der die Standardtests flr statistische Signifikanz mit zusatzlichen Tests
kombiniert, die die biologische Konsistenz und Effektrelevanz codieren.

Fir das Verfassen der Promotionsarbeit wurde rechnergestutzt Microsoft Word
Professional Plus 2016 von Microsoft verwendet. Fir die Literaturrecherche sowie -
verwaltung fand das Programm Citavi 6 der Swiss Academic Software GmbH

Anwendung.

4.2.4 NOD2-Genotypisierung

FUr die NOD2-Genotypisierung wurde jedem Patienten eine Blutprobe mittels einem
Ethyldiamintetraacetat (EDTA)-Rdhrchen abgenommen. Jeder Patient hatte zuvor
eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Durchfuhrung der Genotypisierung erteilt.
Die Analyse wurde vom gastroenterologischen Labor der Universitatsmedizin Rostock
durchgefuhrt. Die Reinigung und Aufbereitung der DNA erfolgte mit dem QIAmp Blut
Mini Kit (Qiagen; Hilden, Germany) gemall der Herstellerangaben. Die
Genotypisierung konzentrierte sich auf die drei Hauptmutationen im NOD2-Gen: SNP
8; R702W, National-Center for Biotechnology Information (NCBI)-Referenz-SNP-
ID:rs2066844, SNP 12; G908R, NCBI-Referenz-SNP-ID:rs2066845 und SNP 12;
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1007fs, NCBI-Referenz-SNP-ID:rs2066847. Fir die Amplifikationen der jeweiligen
Regionen des NODZ2-Gens wurden das Taqg PCR Master Mix Kit (Qiagen; Hilden,
Germany) genutzt. Die im Thermocycler (Stratogene RoboCycler; La Jolla CA, USA)
verwendeten Primer sowie Temperatureinstellungen konnen der Tabelle 11
entnommen werden. Im Anschluss erfolgte die Sanger-Sequenzierung zur
Bestimmung der Basenfolge in einem DNA-Molekul, welche von der Firma Seqlab in
Gottingen durchgefihrt wurde. Mittels Chromas, Version 2.6 wurden die daraus
resultierenden Daten analysiert und die Patienten, welche eine Mutation des NOD2-
Gens aufwiesen, in homozygot, heterozygot sowie Compound heterozygot fir die

einzelnen SNP eingeteilt.

Tabelle 9:Verwendete Materialien und Primer fur die NOD2-Genotypisierung

7,5 ml EDTA Rohrchen Eppendorf, Hamburg, Germany

SNP 8 R702W Life Technologies GmbH, Carlsbad,
SNP ID: rs2066844 USA

Forward: 5.

CCTCTTCAATTGTGGCAGGC-3

Reverse: 5'-

CTCCTGCATCTCGTACAGGC-3’

SNP 12 G908R Life Technologies GmbH, Carlsbad,
SNP ID: rs2066845 USA

Forward: 5-

ATGGAGGCAGGTCCACTTTG-3’

Reverse: 5-

TTACCTGAGCCACCTCAAGC-3’

SNP 13 1007fs Life Technologies GmbH, Carlsbad,
SNP ID: rs2066847 USA

Forward: 5-

GATGGTACTGAGCCTTTGTTGA-3’

Reverse: 5-

CAGACTTCCAGGATGGTGTCAT -3’
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Tabelle 10:Primer und PCR-Temperaturbedingungen fur die NOD2-Genotypisierung

5’-CAGACTTCCAGGATGGTGTCAT-3’

SNP | Primer PCR Temperaturbedingungen
8 Forward: 1. 5min, 94 °C
5-CCTCTTCAATTGTGGCAGGC-3 2. 1 min, 94/60/72 °C
Reverse: (45 Zyklen)
5-CTCCTGCATCTCGTACAGGC-3 3. 7min, 72 °C
12 Forward: 4. 4°C
5-ATGGAGGCAGGTCCACTTTG-3’
Reverse:
5-TTACCTGAGCCACCTCAAGC-3
13 Forward:
5-GATGGTACTGAGCCTTTGTTGA-3
Reverse:
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V. Ergebnisse

5.1 Effekte der Vitamin D-Substitution auf den Vitamin D-Spiegel von
M. Crohn - Patienten und gesunden Probanden

Die hochdosierte Gabe von Vitamin D flUhrte zu einem signifikanten Anstieg des 25-
OH-Vitamin D-Spiegels in den Blutproben der M. Crohn Patienten und gesunden
Probanden (GP). In Woche 0 lag der Mittelwert des gemessenen 25-OH-Vitamin D bei
den Patienten bei 39,7 nmol/L mit einer Standardabweichung von + 23,0. Der Wert der
gesunden Probanden hingegen lag mit 29,6 + 6,3 nmol/L deutlich darunter. Dem
gegenubergestellt sind die Werte der Woche 4, wobei sich eine deutliche Steigerung
des Mittelwertes sowohl bei den Patienten (Pat.) als auch den gesunden Probanden
(GP) zeigte. Hierbei kam es zu einem signifikanten Anstieg (p < 0,001) unter Vitamin
D-Substitution sowohl bei den M. Crohn Patienten auf 121,4 + 43,2 nmol/L als auch
bei den GP auf 143,0 + 25,2 nmol/L.
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Abbildung 5:Veranderungen des Vitamin D-Spiegels bei Pat und GP unter Vitamin D
Substitution

Darstellung des Anstiegs des 25-OH Vitamin D-Spiegels bei Pat und GP
von Woche 0 bis Woche 4 in Form eines Boxplots. Es zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Vitamin D-Spiegel unter Substitution Uber den
zeitlichen Verlauf.
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Der Anstieg der Vitamin D-Spiegel war bei den M. Crohn-Patienten zu keinem der
Zeitpunkte von Woche 0 bis Woche 4 im Vergleich zu den GP signifikant
unterschiedlich (p<0,001). Mit der Frage, ob der Anstieg der Vitamin D Werte unter
Substitution vom NODZ2-Mutationsstatus abhangig ist, wurde hier speziell nach
Unterschieden im Rahmen des NOD2 Mutationsstatus geschaut. Es wurden bei zwei
der sieben Pat. eine Mutation im NOD2-Gen identifiziert (SNP 8, heterozygot, siehe
Tabelle 11), wobei diese Patienten jedoch kein spezifisches Ansprechen auf die

Vitamin D-Substitution zeigten.

Tabelle 11:Klinische Charakteristika der Untersuchungs- und Kontrollgruppe

Durchschnittsalter gesunde Probanden 27,7+ 3,1
Durchschnittsalter Patienten 478 +£12,4
Geschlecht gesunde Probanden | 3/7
(weiblich/mannlich)

Geschlecht Patienten (weiblich/mannlich) 3/4

Lokalisation des M. Crohn (Montreal |L3
Klassifikation)

Anzahl der NOD2-Mutationen 2 (SNP 8 Heterozygot)

Patienten, welche mit TNF-Alpha-Inhibitoren | 5
behandelt wurden (Infliximab/Adalimumab)

Gesamtdosis des substituierten Vitamin D pro | 300000 I.E.
Studienteilnehmer

Mittelwert  25-OH-Vitamin D  gesunde | 29,6 nmol/L £ 6,0
Probanden Woche 0

Mittelwert ~ 25-OH-Vitamin D  gesunde | 143,0 nmol/L £ 25,2
Probanden Woche 4

Mittelwert 25-OH-Vitamin D Patienten 39,7 nmol/L + 23,0
Woche 0

Mittelwert 25-OH-Vitamin D Patienten 121,4 nmol/L + 43,2
Woche 4

CDAI Woche 0 81,6 +43

CDAI Woche 4 57,3 + 36,2
Calprotectin Woche 0 297,8 £+ 613 mg/kg
Calprotectin Woche 4 178,6 + 305,6 mg/kg
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5.2 Effekte der Vitamin D-Substitution auf Calprotectin-Spiegel und die
Krankheitsaktivitat
Bei den M. Crohn-Patienten. war die Verabreichung von Vitamin D mit einem nicht

signifikanten Abfall des CDAI und der Calprotectin-Spiegel zwischen Woche 0 und
Woche 4 verbunden. So betrug der CDAI in der Woche 0 im Mittel: 81,6 £ 43 und in
Woche 4: 57,3 £ 36,2. Eine ahnliche Entwicklung ist auch beim Calprotectin-Spiegel
zu erkennen, wo der Mittelwert von 297,8 mg/kg + 613,0 in Woche 0 auf 178,6 mg/kg

+ 305,6 in Woche 4 fiel. Einer der Patienten wies hierbei einen massiven Abfall des

Calprotectin-Spiegels auf, wobei er in der gesamten Zeit in klinischer Remission blieb
(Calprotectin-Spiegel in Woche 0: 1685 mg/kg zu 793 mg /kg in Woche 4: siehe
Abbildung 6).
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Abbildung 6:Veranderungen des CDAI und Calprotectin-Spiegels unter Vit.-D
Substitution bei M. Crohn Patienten

Vitamin D-Substitution fihrt zu einem nicht signifikanten Abfall des CDAI-(A) bzw. des
Calprotectin-Spiegels (B) bei den M. Crohn-Patienten.
(Beachte: Logarithmische Skala in B)
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5.3  Vitamin D-Substitution fiihrt zu einer temporaren Verschiebung der
intestinalen bakteriellen Komposition bei Patienten mit M. Crohn

Ziel der Studie war es, den Einfluss einer Vitamin D-Substitution auf die
Darmmikrobiota zu untersuchen, insbesondere die Fragestellung, ob eine Vitamin D-
Gabe zu einer Veranderung der intestinalen bakteriellen Zusammensetzung fuhrt. Um
die Effekte einer Verabreichung von Vitamin D auf die verschiedenen mikrobiellen
Gemeinschaften zu bewerten, wurden die Anderungen unter Vitamin D-Substitution
unter Verwendung eines nichtmetrischen mehrdimensionalen Skalierungsprogramms
(NMDS) getrennt in Pat. (Abbildung 7A) und GP (Abbildung 7B) visualisiert.

Bei den GP gab es unter der Vitamin D-Substitution keine signifikante Verschiebung
der bakteriellen Zusammensetzung zwischen den einzelnen Zeitpunkten zwischen
Woche 0 und Woche 4. In der Gruppe der M. Crohn-Patienten konnte eine deutliche
Anderung der Bakterienzusammensetzung unter Vitamin  D-Substitution,
insbesondere in Woche 1, beobachtet werden. So trat von Woche 0 zu Woche 1 eine
Verschiebung der intestinalen bakteriellen Komposition auf, welche sich jedoch in den
Wochen 2,3 und 4 wieder in den urspringlichen Bereich zurick veranderte. Die
beobachtete Verschiebung von Woche 0 zu Woche 1 war nicht signifikant. Die
Bakterienpopulationen der Pat. in Woche 1 unterschieden sich hingegen signifikant
von denen in Woche 2, Woche 3 und Woche 4 (Woche 1/ Woche 2: p = 0,007; Woche
1 / Woche 3: p = 0,01: Woche 1 / Woche 4: p = 0,011, siehe Abbildung 8). Im
Gegensatz dazu unterschieden sich die Bakteriengemeinschaften zu Beginn der
Studie (Woche 0) nicht signifikant von denen in Woche 2,3, und 4.

Zusatzlich wurde ausgewertet, ob weitere Faktoren, wie z. B. die Begleitmedikation mit
einem TNF-Alpha-Inhibitor, das Vorhandensein einer NODZ2-Mutation bzw. die
Krankheitsaktivitat (gemessen am CDAI) einen Einfluss auf die bakterielle Komposition

haben.
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Abbildung 7:Nichtmetrische mehrdimensionale Skalierung unterteilt in GP und Pat.

Nichtmetrische mehrdimensionale Skalierung (NMDS) unterteilt in
gesunde Probanden (Figure A) und M. Crohn Patienten (Figure B). (®)
reprasentiert Proben der Woche 0, (m) reprasentiert Proben der Woche
1, (+) reprasentiert Proben der Woche 2, (o) reprasentiert Proben der
Woche 3 und (O) reprasentiert Proben der Woche 4. Es zeigte sich eine
Verschiebung der mikrobiellen Zusammensetzung zu Woche 1 bei den
M. Crohn Patienten, dies wurde mit einem Kreis visualisiert.
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Tabelle 12: Bonferroni-korrigierte PERMANOVA der Bakterienzusammensetzung
der M. Crohn-Patienten

Die Ahnlichkeit bzw. Un&hnlichkeit der verschiedenen OTU zu den Zeitpunkten unter
Vitamin D-Substitution wurde unter Verwendung einer Bonferroni-korrigierten
PERMANOVA berechnet.

Hierbei ist zu sehen, dass ein signifikanter Unterschied zwischen der
Bakterienzusammensetzung der Woche 1 und den Wochen 2,3 und 4 besteht. Die
weiteren Unterschiede zwischen den Gruppen stellten sich grofdtenteils als nicht
signifikant dar, lediglich zwischen Woche 3 und Woche 4 zeigte sich ein schwacher
signifikanter Unterschied (p = 0,038).

54  Anderungen der Abundanzen der am haufigsten auftretenden
Bakterienstamme in Abhangigkeit einer Vitamin D-Substitution

Um zu beurteilen, ob es zu einer Veranderung der Abundanz spezifischer bakterieller
Genera sowohl bei den Pat. als auch den GP kommt, wurden mit Hilfe des
Programmes LEfSe (Segata et al. 2011) Veranderungen in der mikrobiellen
Gemeinschaft unter Vitamin D-Substitution untersucht.

Bei den GP konnte unter Vitamin D-Substitution keine vermehrten Abundanzen von
spezifischen bakteriellen Genera beobachtet werden. Bei den Pat zeigte sich jedoch
unter Vitamin D-Substitution zu den unterschiedlichen Zeitpunkten eine erhohte
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Abundanz von bestimmten bakteriellen Genera. Bei den M. Crohn Patienten erfolgte
daraufhin eine weitere Differenzierung der bakteriellen Genera in 5
Bakteriengemeinschaften, um eine weitere Differenzierung der einzelnen Abundanzen

zu ermaoglichen.

Bifidobacterium

unclassified Lachnospiraceae
Sutterella

Barnesiella

unclassified Porphyromonadaceae
Alistipes

Roseburia

Anaerotruncus
Subdoligranulum

unclassified Ruminococcaceae
Blautia

Fusicatenibacter
Intestinibacter
Faecalibacterium

Veillonella

13% Haemophilus
. Coprobacter
8% Parabacteroides

Lachnospira

4% Parasutterella
Lactobacillus

l 0 Megasphaera

Abbildung 8: Heatmap der Bakteriengemeinschaften unter Gabe von Vitamin D bei
MC Patienten

Die Grafik zeigt die Bakteriengenera bei den M. Crohn Patienten mit
einer erhdhten Abundanz in Woche 0(w0), Woche 1 (w1), Woche 2 (w2),
Woche 3 (w3) und Woche 4 (w4). Im Gegensatz hierzu war unter Gabe
von Vitamin D in der GP-Gruppe keine signifikante Anderung der
Abundanzen zu den jeweiligen Zeitpunkten zu verzeichnen.

So wurde die jeweils grofite Abundanz der Bakterien auf Grundlage der LEfSe-Analyse
in Woche 0, Woche 1, Woche 2, Woche 3, Woche 4 als VergleichsgroRe
herangezogen. Vor der Verabreichung von Vitamin D, Woche 0, waren Sutterella
(Betaproteobakterien) neben Bifidobacterium (Actinobakterien) und eine nicht naher
klassifizierte Linie der Lachnospiracea signifikant haufiger vorhanden.

Nach der ersten Woche Vitamin D-Substitution (Woche 1) kam es zu einer Verlagerung
der am haufigsten auftretenden Bakterien in Richtung einer von Alistipes

(Bacteroidetes) dominierten Bakteriengemeinschaft. Zu diesem Zeitpunkt waren des
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Weiteren Barnesiella und nicht naher klassifizierte Porphyromonadacease (beide
Actinobacteria), Roseburia, Anaerotruncus, Subdoligranulum sowie ein nicht
klassifizierter Stamm der Ruminocaceae, alle zur Familie der Firmicutes gehdrend, in
hoher Anzahl vorhanden.

In der zweiten Woche der Vitamin D-Substitution (Woche 2) gab es wiederum eine
Verschiebung der bakteriellen Komposition bei den M. Crohn Patienten. Die zuvor
prominenten Bacteroides verringerten sich in der Anzahl, wahrend Firmicutes,
insbesondere Faecalibakterien, Veillonella sowie Blautia, Fusicantenibacter und
Intestinibacter signifikant haufiger auftraten. Nach einer weiteren Woche Vitamin D-
Verabreichung waren Parabacteroides, zur Familie der Bacteroides gehorend,
vermehrt vorhanden. Diese waren zwar wahrend der gesamten Studie in grolRer
Anzahl aufgetreten, jedoch in den Wochen 1 und 2 signifikant weniger haufig. Neben
den Parabacteroides traten in Woche 3 auch Lachnospira (Firmicutes), Coprobacter
(Bacteroides) und Parasutterella (Betaproteobacteria) in groRer Anzahl auf. In der
vierten Woche der Vitamin D-Gabe gab es eine signifikante Anreicherung von
Lactobacillus und Megasphera, welche beide zur Gruppe der Firmicutes gehoren.
Trotz der signifikanten Anreicherung wiesen beide jedoch insgesamt verhaltnismafig

eine relativ geringe Abundanz auf.

5.5 Anderungen in der Anzahl der bakteriellen Taxa unter Vitamin D
-Substitution

Bei Patienten mit M. Crohn kommt es laut Literatur im Verlauf der Erkrankung zu einer
Verringerung der Bakteriendiversitat (Ott et al. 2004; Joossens et al. 2011). Um die
Frage zu beantworten, ob die Substitution mit Vitamin Deinen Einfluss auf die
Diversitat - sowohl bei den GP als auch den Pat. - hat, wurde die Anzahl der
bakteriellen Taxa zu den verschiedenen Zeitpunkten analysiert (Woche 0 bis Woche
4). Es zeigte sich hier, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den GP und
Pat. vor der Vitamin D-Substitution gab (Tukey-Test > 0,05). Die Anzahl der bakteriellen
Taxa bei den GP veranderte sich auch in den Wochen 1 bis Woche 4 nicht signifikant
(Tukey-Test >0,05). Bei den Pat. hingegen kam es unter Vitamin D-Gabe zu einer
signifikanten Verringerung der Bakterienvielfalt (Woche 0 im Vergleich zu Woche 4,

Tukey-Test p = 0,001). Auch die Anzahl der bakteriellen Taxa war bei den Pat im
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Vergleich zu den GP in Woche 3 und Woche 4 der Vitamin D-Substitution signifikant
niedriger (Tukey-Test Pat. im Vergleich zu GP: Woche 3 p = 0,007, Woche 4 p = 0,001).
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Abbildung 9:Anzahl der bakteriellen Taxa unter Vitamin D-Substitution in den Wochen
0-4

Wahrend die Anzahl der bakteriellen Taxa, hier dargestellt als OTU, in
Woche 0 bei den GP und Pat nicht signifikant unterschiedlich ist, kommt
es in der Woche 3 und Woche 4 bei den Pat. zu einer signifikanten
Verringerung der bakteriellen Taxa im Vergleich zu den GP.
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VL. Diskussion

In den vergangenen Jahren ist es weltweit zu einem Inzidenzanstieg der CED
gekommen (Ott et al. 2008). Die Ursache flr dieses Phanomen ist nach wie vor nicht
komplett verstanden, es erscheint jedoch zunehmend wichtig, ein intensiveres
Verstandnis fur die Pathogenese der CED zu entwickeln. Zum jetzigen Zeitpunkt wird
eine multifaktorielle Pathogenese der CED diskutiert: Neben einer Uberschiel3enden
Aktivierung des mukosalen Immunsystems, hervorgerufen durch kommensale
Darmmikrobiota bei Patienten mit einem genetischen Risikoprofil ,scheinen mikrobielle
Faktoren sowie Umweltfaktoren eine wichtige Rolle in der Entstehung dieser
Krankheiten zu spielen (Ananthakrishnan 2015).

In verschiedenen Studien konnte eine Veranderung der intestinalen bakteriellen
Zusammensetzung bei CED-Patienten nachgewiesen werden (Peterson et al. 2008;
Sokol et al. 2008). Diese sogenannte Dysbiose wird als wichtiger Teil der Pathogenese
der CED diskutiert, wobei die genauen Auswirkungen der Veranderungen auf das
intestinale Immunsystem noch nicht abschlielend geklart werden konnten (Manichanh
et al. 2006; Joossens et al. 2011).

Neben der Veranderung der bakteriellen Zusammensetzung und genetischen
Faktoren scheinen auch Umweltfaktoren, wie z. B. ein Vitamin D-Mangel eine Rolle
bei der Entwicklung und dem klinischen Krankheitsverlauf von M. Crohn und CU zu
spielen.

Bei Vitamin D handelt es sich um ein fettlosliches Vitamin, welches in die Gruppe der
Secosteroide eingeordnet wird. Der grofdte Anteil des Vitamin D wird in der Haut
produziert, wobei unter UV-Exposition eine Konvertierung von 7-Dehydrocholesterol
zu Vitamin D (Vitamin D3) stattfindet. Darliber hinaus wird Vitamin D auch Uber die
Nahrung aufgenommen. Reich an Vitamin D gelten vor allem Milch- und
Milchprodukte, Eigelb, Rinderleber und Fisch.

Die Menge des gebildeten Vitamin D in der Haut ist proportional zum Winkel der
Sonneneinstrahlung, was die mit steigendem Breitengrad zunehmende Pravalenz
eines Vitamin D-Mangels erklart (Jargensen et al. 2010). In Studien konnte ebenfalls
eine zunehmende Pravalenz von CED von Sud-nach-Nord innerhalb der ndrdlichen

Hemisphare festgestellt werden (Schultz und Butt 2012). Ob ein direkter
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Zusammenhang zwischen einem Vitamin D-Mangel und der Entstehung der CED
besteht, ist nach wie vor Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen.

Unterstutzt wird die Annahme, dass es hier einen Zusammenhang gibt, durch die
jahreszeitlichen Schwankungen der Schubaktivitit von CED, welche dem
jahreszeitlichen Verlauf des Vitamin D ahneln (Schultz und Butt 2012).

Bei Patienten mit CED spielt Vitamin D eine wichtige Rolle, da dieses
Patientenkollektiv flr einen Vitamin D-Mangel besonders pradestiniert ist. So weisen
CED-Patienten vor allem am Winterende einen insuffizienten Vitamin D-Spiegel auf
(van den Bergh et al. 2011; Schaffler et al. 2018; Preil® et al. 2014; Bours et al. 2011).
Bisher ist es jedoch nach wie vor unklar, ob diese Haufung eines Vitamin D-Mangels
eine Konsequenz aus der Erkrankung ist oder der Mangel als pathogenetisch
bedeutsamer Faktor an der Entstehung der CED beteiligt ist, also ob es sich hierbei
um eine Assoziation oder um eine Korrelation handelt. Es existieren aktuell mehrere
Studien, die sich mit der Funktion des Vitamin D und dessen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf von CED beschaftigen (Wilkins et al. 2006; Schaffler et al. 2018),
eine Differenzierung zwischen Assoziation und Korrelation gelang bisher nicht, wobei
einzelne Studien nahe legen, dass ein Vitamin D-Mangel moglicherweise mit der
Entstehung und auch mit einem schweren Krankheitsverlauf der CED einhergeht.
Eine Studie von Ananthakrishnan et al. 2012 konnte wiederum zeigen, dass ein
héherer 25-OH-Vitamin D-Plasmaspiegel mit einem verringerten Risiko an einer CED
zu erkranken einhergeht (Ananthakrishnan et al. 2012).

In einer Studie von Nielsen et al. 2019 konnte nachgewiesen werden, dass niedrigere
Vitamin D-Spiegel mit einer hoheren Krankheitsaktivitat, hoherem Schubrisiko sowie
einer verminderten Lebensqualitat einhergehen (Nielsen et al. 2019). So konnte nach
kontinuierlicher Vitamin D-Gabe eine signifikante Reduktion der Krankheitsaktivitat,
gemessen am CDAI, beobachtet werden. Gleichzeitig konnte eine signifikante
Reduktion der Schubrate unter Vitamin D-Supplementation beobachtet werden.
Insgesamt scheint eine Vitamin D-Substitution in der Mangelsituation glinstig zu sein
und wird auch von den aktuellen deutschen Leitlinien entsprechend empfohlen
(Kucharzik et al. 2019).

Dass Vitamin D auch in der Entstehung von CED eine wichtige Rolle spielt, zeigen
auch experimentelle murine Studien mit IL-10KO-Mausen und DSS-induzierter Colitis.

So wiesen Versuchstiere mit einem Vitamin D-Mangel eine wesentlich hdhere
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Krankheitsaktivitat auf. Vitamin D scheint hierbei eine antiinflammatorische Funktion
einzunehmen (Tabatabaeizadeh et al. 2018). Untermauert wird dies durch weitere
Versuche mit VDR-Knockout-Mausen, bei denen ebenfalls ein Anstieg der
Krankheitsaktivitdt beobachtet werden konnte. Veranderungen im VDR sorgten
weiterhin flr eine Veranderungen der bakteriellen Zusammensetzung der intestinalen
Flora (Guo et al. 2014; Tabatabaeizadeh et al. 2018). Aufgrund dieser Studien lasst
sich vermuten, dass ein Vitamin D-Mangel im direkten Zusammenhang mit der
Krankheitsaktivitat und somit dem Verlauf von CED steht.

Des Weiteren wurde in einer Studie von Mouli und Ananthakrishnan 2014 et al.
nachgewiesen, dass es unter Vitamin D-Substitution zu einer Verminderung der
intestinalen Entziindung kommt, wobei nicht abschlieRend geklart werden konnte, ob
dies auf eine direkte Wirkung des Vitamin D auf die Entzindungsreaktion mit
entsprechender sekundaren Veranderung der Darmmikrobiota oder auf eine direkte
Wirkung des Vitamin D auf die Darmmikrobiota zurtckzufihren ist (Mouli und
Ananthakrishnan 2014; Kucharzik et al. 2019).

Einen weiteren Hinweis, dass Vitamin D einen Einfluss auf die Entstehung und den
Verlauf von CED, insbesondere bei M. Crohn hat, ergibt sich durch die vermehrte
Expression von NOD2-Rezeptoren durch Vitamin D (Wang et al. 2010). NOD2 -
Rezeptoren gehdren zu den sogenannten ,pathogen recognition receptors (PRR) und
damit zu einem Teil der angeborenen Immunabwehr des Kérpers (sogenannte ,innate
immunity“). Mutationen im NOD2-Gen konnten als Risikofaktor fur die Entstehung
eines M. Crohn identifiziert werden. Durch den Einfluss auf die Expression von NOD2-
Rezeptoren ist somit eine Modulation des Immunsystems sowie ein Einfluss von
Vitamin D auf die Pathogenese von CED zu diskutieren. Die genauen
Pathomechanismen konnten jedoch bisher nicht abschliefiend geklart werden und
bedurfen weiterer Studien.

Vitamin D ist darUber hinaus ebenfalls an der Regulation von Tight-juntion-Proteinen,
Interleukinen sowie der Unterdrickung der intestinalen Apoptose und somit
Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere beteiligt (Nielsen et al. 2018). Somit
erscheint eine Modulation des mukosalen Immunsystems durch Vitamin D Gabe
moglich (Dionne et al. 2014).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen

Vitamin D-Substitution und der Zusammensetzung des Darmmikrobioms bei M. Crohn-
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Patienten und gesunden Probanden, da vorrangegangene Arbeiten aufgezeigt haben,
dass Vitamin D einen Einfluss auf die intestinale Entzindung und damit
moglicherweise auch auf die Zusammensetzung der intestinalen bakteriellen
Gemeinschaft hat (Ooi et al. 2013; Reich et al. 2014; Wilkins et al. 2006). Es sollte in
der vorliegenden Studie geprift werden, inwieweit eine hochdosierte Vitamin D Gabe
Einfluss auf die Krankheitsaktivitat bei M. Crohn Patienten, gemessen an einem
klinischen Score wie dem CDAI als auch auf laborchemische Parameter wie das fakale
Calprotectin hat. Hierfur wurde eine Fall-Kontroll-Studie durchgefihrt, welche M.
Crohn Patienten und gesunde Probanden mit Vitamin D-Mangel einschloss, beide
Gruppen erhielten eine Vitamin D-Substitution. Es sollte untersucht werden, ob eine
Vitamin D-Substitution einen Einfluss, auf die bakterielle Zusammensetzung des
Darms bei M. Crohn Patienten und gesunden Probanden hat. Zusatzlich sollten auch
Veranderungen in der Abundanz einzelner Bakteriengenera unter Vitamin D-
Substitution untersucht werden.

Als Einschlusskriterium fur die Studienteilnahme wurde ein Vitamin D-Mangel im
Serum unter 50 nmol/L festgelegt. Hierbei war jedoch auffallig, dass die GP mit 29,6
nmol/L £ 6,3 im Durchschnitt einen signifikant geringeren Vitamin D-Wert aufwiesen
als die M. Crohn-Patienten mit 39,7 nmol/L * 23,0. Dies konnte auf eine
vorrausgegangene Vitamin D-Substitution bei den M. Crohn Patienten hindeuten.
Gleichzeitig handelte es sich bei den gesunden Probanden um Medizinstudentinnen,
welche zum Untersuchungszeitpunkt in der Klausurenphase des Semesters waren
und sich dementsprechend hauptsachlich in geschlossenen Raumen aufhielten. Als
Kritikpunkt an der Selektion der GP muss angemerkt werden, dass die GP deutlich
junger waren als die Patienten.

Die Vitamin D-Gabe in dieser Arbeit beschrankte sich auf M. Crohn-Patienten, welche
sich in Remission befanden, sowie gesunde Probanden, um die Veranderung der
mikrobiellen Zusammensetzung des Stuhls in beiden Gruppen zu analysieren. Bei den
Pat. kam es hierbei in Woche 1 unter Vitamin D-Substitution zu einer signifikanten
Verschiebung der bakteriellen Gemeinschaft. Wahrend die
Bakterienzusammensetzung bei den GP durch die Verabreichung von Vitamin D nicht
signifikant beeinflusst wurde, konnten bei den Patienten Veranderungen in den
Bakteriengemeinschaften unter der Substitution im zeitlichen Verlauf beobachtet

werden. Eine Vitamin D-Substitution scheint somit anhand der erhobenen Daten einen
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Einfluss auf die mikrobielle Zusammensetzung bei den M. Crohn Patienten, nicht
jedoch bei den GP zu haben. Die starkste Veranderung unter Vitamin D-Verabreichung
wurde in der Woche 1 beobachtet. Der weitere Anstieg des 25-OH-Vitamin D fihrte im
zeitlichen Verlauf erneut zu einer Verschiebung der Darmmikrobiota, welche denen in
Woche 0 ahnlich war. Fur diese temporare Verschiebung der Darmbakterien kdnnen
es verschiedenen Ursachen diskutiert werde.

Es erscheint u.a. denkbar, dass Vitamin D nur einen zeitlich beschrankten Einfluss auf
die Darmmikrobiota aufweist. Interessanterweise zeigte sich diese Veranderung nur
bei Patienten mit M. Crohn, was ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung von Vitamin
D in der Pathogenese des M. Crohn sein konnte. Des Weiteren besteht die Moglichkeit,
dass es einen optimalen 25-OH-Vitamin D-Bereich gibt, welcher dem Vitamin D-
Spiegel bei den M. Crohn-Patienten in Woche 1 (64,4 £ 29,8 nmol/l) ahnelt. Ein
weiterer Anstieg des Vitamin D-Spiegels Uber diesen Bereich hinaus, kdnnte zu einer
erneuten Veranderung der Darmmikrobiota fuhren. Die Rolle dieses positiven
Wirkungsbereichs des Vitamin D sowie dessen genaue Ausdehnung mussten jedoch
in weiteren prospektiven Studien mit einer héheren Patientenzahl GUberprift werden.
Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit war die Veranderung der Bakterienvielfalt
unter Vitamin D-Substitution. Verschiedene Studien ergaben, dass es bei Patienten
mit M. Crohn zu einer Verringerung der intestinalen bakteriellen Diversitat im Vergleich
zur Normalbevdlkerung kommt (Manichanh et al. 2006; Dicksved et al. 2008). In dieser
Arbeit war die Anzahl der bakteriellen Taxa zwischen Pat. und GP in der Woche 0 nicht
signifikant unterschiedlich. Dies kénnte darauf zurtickzuflihren sein, dass sich alle M.
Crohn-Patienten zum Zeitpunkt des Studienbeginns in klinischer Remission befanden
(CDAI 81,6 +43). Im Verlauf der Vitamin D-Substitution kam es jedoch ab Woche 2 zu
einer Abnahme der bakteriellen Taxa bei den M. Crohn-Patienten, welche bei den GP
jedoch nicht zu beobachten war.

Es konnte bereits in der Vergangenheit gezeigt werden, dass eine hohere Diversitat
der Darmmikrobiota mit einer vorteilhaften und protektiven Wirkung fir den Wirt
verbunden ist (Ott et al. 2004). Eine Abnahme der Diversitat hingegen kann die
Inflammation unterstitzen und dadurch unter Umstanden zur Progression der
Erkrankung beitragen (Manichanh et al. 2006). In dieser Arbeit kam es durch eine
fortgeflhrte Vitamin D-Substitution nach Woche 2 zu einer Reduktion der OTU sowie

deren potentiell protektive Wirkung, was die Hypothese eines ,Vitamin D-Fensters®
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unterstitzen wirde. Um diese Hypothese zu untermauern, sind ebenfalls weitere
prospektive Studien notwendig, zumal spekuliert werden kann, ob der Zeitpunkt zu
Woche 4 zu frih ist, um einen langfristigen Effekt des Vitamin D auf die
Darmmikrobiota bei M. Crohn zu sehen.

Die Mechanismen, wie die Verabreichung von Vitamin D zu einer reduzierten Diversitat
der bakteriellen Taxa fuhrt, bleiben ebenfalls spekulativ. In einer Studie von Cantorna
et al. 2014 zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Vitamin D-Status, dem
mukosalen Immunsystem sowie den Darmmikrobiota bei Pat mit CED (Cantorna et al.
2014). Es konnte darliber hinaus in weiteren Studien festgestellt werden, dass
Mutationen im VDR ein Risikofaktor fur die Entstehung von CED sind (Jostins et al.
2012). Eine weitere Studie konnte nachweisen, dass Variationen im VDR einen
Einfluss auf die Darmmikrobiota haben (Wang et al. 2016).

Vitamin D ist darUber hinaus regulatorisch an der Genexpression von NOD?2 beteiligt
(Wang et al. 2010). In verschiedenen Arbeiten wurde dargestellt, dass eine Modulation
des mukosalen Immunsystems durch eine Gabe von Vitamin D bei M. Crohn-Patienten
denkbar ist (Dionne et al. 2014). Genetische Risikofaktoren wie NOD2-Mutationen
wirken sich ebenfalls auf die Zusammensetzung der Darmmikrobiota aus (Frank et al.
2011; Petnicki-Ocwieja et al. 2009). Auch in dieser Arbeit wurde bei M. Crohn Patienten
untersucht, ob Mutationen im NODZ2-Gen vorlagen, hierbei konnte bei 2
Studienteilnehmerlnnen eine Mutation nachgewiesen werden, bei beiden
Studienteilnehmern zeigte sich eine heterozygote Mutation in SNP 8, welche laut
Cuthbert et al. 2002b insgesamt am haufigsten bei M. Crohn Patienten zu beobachten
ist (Cuthbert et al. 2002b). Die Wahrscheinlichkeit an einem M. Crohn zu erkranken
ist zwar durch das Vorhandenseins eines mutierten Allels erhoht, jedoch reicht dies
nicht als alleinige Erklarung der Pathogenese aus. So konnte in der Arbeit von (Buning
et al. 2004) nachgewiesen werden, das auch 15,5 % der gesunden Studienteilnehmer
ein mutiertes Allel aufwiesen (Blning et al. 2004).

Letztlich sind die Zahlen in dieser Arbeit jedoch zu gering, um hier einen Effekt dieser
Mutation auf die Veranderungen der bakteriellen Zusammensetzung im Stuhl unter
Vitamin D-Substitution zu erfassen. Untersuchungen an einem gréfReren Kollektiv mit
der Fragestellung, ob moglicherweise besonders Patienten mit einer NOD2-Mutation
von einer Vitamin D-Substitution im Sinne einer personalisierten Medizin profitieren,

waren perspektivisch sinnvoll.
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In der vorliegenden Studie wurden finf M. Crohn Patienten eingeschlossen, welche
wahrend des zeitlichen Verlaufs der Studie eine Therapie mit einem TNF-Alpha-
Inhibitoren erhielten. Durch die geringe Patientenzahl erscheint eine Beurteilung
schwierig, inwieweit eine TNF-Alpha- inhibierende Therapie einen Einfluss auf die
bakterielle Zusammensetzung im Stuhl hat. Hierfur ware eine Studie an einem deutlich

grofReren Patientenkollektiv durchzufuhren.

In unserer Studie wurden daruber hinaus spezifische Bakterienarten analysiert, welche
unter der Vitamin D-Substitution gehauft auftraten. Insbesondere beobachteten wir
eine deutliche Veranderung der Abundanzen von Alistipes und Parabacteroides bei
den M. Crohn-Patienten, dieser Effekt war bei den GP nicht nachzuweisen. Das
Haufigkeitsmuster der Parabacteroides zeigte im Gegensatz zu Alistipes, in Woche 1
und 2 eine verringerte Haufigkeit unter der Vitamin D-Substitution, jedoch einen
Anstieg in Woche 3 und 4. Beide bakteriellen Gruppen scheinen von besonderem
Interesse fur die Pathogenese von CED zu sein. In vorausgegangenen Studien
konnten dargelegt werden, dass es zu einer Abnahme von Parabacteroides in
entzindeten Bereichen im Vergleich zu nicht entziindeten Bereichen im menschlichen
Darm kommt (Walker et al. 2011; Zitomersky et al. 2013). Dartber hinaus flhrte die
orale Verabreichung von Parabacteroides distasonis in einem Mausmodell fur
Dextransulfat-Natrium (DSS)-Kolitis zu einer Verminderung der intestinalen
Entzindung (Kverka et al. 2011).

Insgesamt scheinen Parabacteroides hierbei eine protektive Rolle flr den Verlauf von
CED einzunehmen. Interessanterweise nahm in dieser Analyse die Abundanz von
Parabacteroides in den ersten zwei Wochen ab, in Woche 3 und 4 erfolgte jedoch ein
Anstieg, was auf einen Vitamin D Effekt hindeuten kdnnte.

Bei Alistipes kam es in den ersten zwei Wochen zu einer starken Zunahme der
Abundanz unter Vitamin D-Substitution. Auch bezuglich Alistipes gibt es
Untersuchungen zur Pathogenese der CED: In einem Maus-Colitis-Modell wurde
festgestellt, dass Alistipes finegoldii protektiv bei einer DSS-induzierten Kolitis wirkt
(Dziarski et al. 2016). Im Gegensatz dazu konnte jedoch in einer anderen Studie
dargelegt werden, dass Alistipes eine Rolle in der Pathogenese von kolorektalen
Karzinomen spielen (Parker et al. 2020). Die genauen Pathomechanismen konnten

hier nicht abschlieRend geklart werden. Einen Hinweis, dass ein Zusammenhang
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zwischen Vitamin D und Alistipes existiert, konnte wiederum eine weitere Studie mit
VDR-Knockout-Mausen erbringen, hier stellte man bei diesen Mausen eine Abnahme
der Haufigkeit von Alistipes im Stuhl fest (Jin et al. 2015). Die genauen
Zusammenhange zwischen Alistipes und Vitamin D sind jedoch weiterhin Gegenstand
aktueller Forschungen. Sowohl Alistipes als auch Parabacteroides scheinen jedoch
insgesamt eine eher vorteilhafte Wirkung bei CED zu haben. Der vermehrte Nachweis
dieser bakteriellen Gruppen unter Vitamin D-Substitution bei M. Crohn Patienten ist
moglicherweise ein Hinweis, dass diese auch einen Einfluss auf die Pathogenese
dieser Erkrankung haben. Hier bedarf es jedoch noch weiterer Untersuchung in einem

grofReren Patientenkollektiv.

Neben diesen beiden haufig vorkommenden Bakterienarten wurde festgestellt, dass
es bei weiteren Arten zu einer signifikanten Erhéhung der Abundanz unter der Vitamin
D-Substitution in den ersten beiden Wochen kam, wenngleich auch in einem
geringeren Ausmalf, so war z.B. die Abundanz von Roseburia unter Vitamin D-
Substitution vermehrt. In einer Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der
Abnahme von Roseburia hominis und einer Zunahme der Krankheitsaktivitat bei CU
festgestellt werden (Machiels et al. 2014). In einer weiteren Arbeit konnte eine
Verbindung zwischen dem Fehlen von Roseburia und einem erhohten Risiko fur das
Auftreten einer Pouchitis nach einer Kolektomie bei CU dargestellt werden (Machiels
etal. 2017).

Faecalibacterium prausinitzii, welches in Woche 1 bis Woche 3 eine erhdhte Abundanz
aufwies, ist ein bekannter Butyrat-produzierender Stamm, von dem angenommen wird,
dass er entzindungshemmende Eigenschaften besitzt (Sokol et al. 2008). In einer
weiteren Studie von Sokol et al. 2009 wurde beschrieben, dass es zu einer
verminderten Abundanz von Faecalibacterium prausinitzii bei CED kommen kann
(Sokol et al. 2009). Die Abundanz von Faecalibacterien in Woche 1 bis Woche 3 kdnnte
somit auf eine Induktion des Wachstums durch die Vitamin D-Substitution hindeuten.

Barnesiella, welches unter Vitamin D-Substitution vermehrt zu Woche 1 auftrat, hatte
in vorausgegangen Studien ebenfalls zu einer Reduzierung der Entziindungsaktivitat
gefuhrt (Ubeda et al. 2013).

Zusammenfassend zeigte sich eine erhdhte Abundanz von verschiedenen

Bakterienklassen unter Vitamin D-Substitution, in den oben genannten Studien waren
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diese eher mit einem positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf assoziiert. Es ware
denkbar, diese Bakterien auch perspektivisch therapeutisch im Sinne einer Probiotika-
Therapie, moglicherweise auch in Kombination mit Vitamin D zu nutzen.

Die Rolle der Probiotika in der Behandlung des M. Crohn ist weiterhin umstritten.
Wahrend Probiotika bei Patienten mit CU in bestimmten, genau definierten klinischen
Situationen einen positiven Effekt aufzuweisen scheinen, konnte die Wirksamkeit bei
M. Crohn bisher nicht abschlielend geklart werden (Derwa et al. 2017; Rahimi et al.
2008). In einem Maus-Colitis-Model war ebenfalls Vitamin D notwendig, um eine
positive probiotische Wirkung bei einer intestinalen Inflammation zu erzielen (Wu et al.
2015).

Auf Grundlage der vorliegenden Daten ist es prinzipiell vorstellbar, dass es unter
Vitamin D-Substitution zu einer erhdhten Abundanz von Bakteriengenera kommt,
welche potenziell antiinflammatorische Eigenschaften fur die Darmmukosa und somit
einen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf bei M. Crohn haben kénnten. Vitamin
D konnte somit theoretisch eine mogliche probiotische Kapazitat dieser Stamme Uber
eine Erhdéhung ihrer Abundanz beeinflussen. Zur Untersuchung dieser These waren
jedoch weitere Arbeiten an einem grolieren Patientenkollektiv notwendig.

In Betrachtung aller Ergebnisse der vorliegenden Studie bleiben weiterhin Fragen
bezlglich des Zusammenhanges zwischen dem Einfluss von Vitamin D auf die
intestinale bakterielle Zusammensetzung. Die unter Vitamin D-Substitution erfolgten
Veranderungen der Darmmikrobiota sprechen mdglicherweise flr eine positive
Beeinflussung des Krankheitsgeschehen, weswegen der rechtzeitige Beginn einer
Substitutionstherapie weiter untersucht werden sollte. Die aktuelle S3-Leitlinie zur
Therapie des M. Crohn greift dieses Thema ebenfalls auf und empfiehlt in
Risikosituationen (Steroidtherapie, Resektion und/oder akuter Schub des terminalen
lleums, Malnutrition und Therapie mit Immunsuppressiva) den Vitamin D-Spiegel im
Blut zu bestimmen. Weiterhin soll ein nachgewiesener Vitamin D-Mangel korrigiert
werden (Sturm et al. 2022a).

Die genaue Wirkung der einzelnen Bakterienstamme auf den Krankheitsverlauf
konnten in dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden, wobei es sinnvoll
erscheint, hier weitere Studien durchzufuhren.

Zusammenfassend erscheint die Gabe von Vitamin D bei CED-Patienten, vor allem

bei bestimmten Risikosituationen, in Anbetracht unserer Ergebnisse einen moglichen

61



sinnvollen Effekt zu haben. Negative Effekte einer Vitamin D-Substitution konnten hier
nicht beobachtet werden. Eine umfassendere Studie mit einer hoheren Fallzahl an
Patienten sowie Uber einen langeren Zeitraum hinweg konnten die weiteren
Veranderungen der Darmmikrobiota sowie mogliche Langzeitfolgen der Vitamin D-
Substitution abbilden. Ebenfalls kénnten dadurch weitere Untersuchungen der Effekte
der verschiedenen Bakterienstdmme auf den Krankheitsverlauf ermoglicht werden.
Dies konnte dann des Weiteren einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der
Pathogenese von M. Crohn sowie zur Entwicklung eines moglichen Therapieansatzes

mit Probiotika leisten.
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vi. Zusammenfassung

Weiterhin wird bei der Entstehung der CED von einer multifaktoriellen Genese
ausgegangen. Hierbei spielen neben genetischen Ursachen und Umweltfaktoren auch
Veranderungen des intestinalen Mikrobioms eine Schlusselrolle in der Pathogenese
als auch dem klinischen Verlauf von CED. In verschiedenen Studien konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit M. Crohn und CU im Vergleich zu gesunden Probanden
eine veranderte mikrobielle Zusammensetzung aufweisen. Als wichtiger Umweltfaktor,
welcher ebenfalls in der Entstehung von CED diskutiert wird, gilt das Vitamin D. Ziel
dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine Vitamin D-Substitution einen Einfluss auf
die bakterielle Zusammensetzung im Darm hat. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Bakterienzusammensetzung im Stuhl bei 7 M. Crohn Patienten und 10 gesunden
Probanden untersucht. Alle Teilnehmer wiesen zu Beginn einen Vitamin D-Mangel auf
und erhielten wahrend der Studie eine hochdosierte Vitamin D Substitution.

Im Verlauf erfolgten wdchentlich Blutentnahmen zur Kontrolle des Vitamin D-Spiegels
sowie Stuhlproben zur Analyse der verschieden Bakterienzusammensetzung mittels
der 16R mRNA Genamplikon Sequenzierung.

Unter der Vitamin D-Substitution kam es, sowohl bei den M. Crohn Patienten als auch
gesunder Probanden zu einem signifikanten Anstieg des 25-OH-Vitamin D-Spiegels.
Der Anstieg war hierbei bei beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Bei den
M. Crohn-Patienten kam es weiterhin zu einem nicht signifikanten Abfall des
Calprotectin-Spiegels sowie des CDAI-Wertes.

Weiterhin kam es unter der Vitamin D-Substitution zu einer temporaren Verschiebung
der Darmmikrobiota in Woche 1 bei den M. Crohn Patienten, welche jedoch nicht bei
den gesunden Probanden auftrat. Die Bakterienpopulationen in Woche 1 bei den
Patienten mit M. Crohn war hierbei signifikant unterschiedlich zu denen in Woche 2,3
und 4 jedoch nicht zu denen in Woche 0.

Des Weiteren trat bei den M. Crohn Patienten eine Anderung der Abundanzen der am
haufigsten auftretenden Bakterienstamme in Abhangigkeit von der Vitamin D-
Substitution auf. Besonders zu erwahnen sind hierbei Parabacteroides sowie Alistipes,
welche beide von besonderem Interesse fur die Pathogenese von CED zu sein
scheinen. Bei den Parabacteroides kam es initial zu einer verringerten Haufigkeit,

gefolgt von einem Anstieg in Woche 3 und 4, was auf ein vermehrtes Wachstum der
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Spezies durch die erfolgte Vitamin D-Substitution hindeuten kénnte. Bei den Alistipes
hingegen kam es in den ersten beiden Wochen zu einer Zunahme der Haufigkeit. Bei
beiden Spezies konnte in verschiedenen Studien eine positive Wirkung auf den Wirt
festgestellt werden, sodass es fur eine Klarung der mogliche Wachstumsinduktion
durch eine Vitamin D Substitution weiterer Studien bedarf.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Rolle von Vitamin Din der
Pathogenese sowie dem Krankheitsverlauf von CED nicht abschlieRend geklart
werden kann. Die vorliegende Arbeit gibt einen moglichen Hinweis darauf, dass eine
Vitamin D-Substitution einen Einfluss auf die bakterielle Zusammensetzung bei M.
Crohn Patienten hat. Es bleibt weiterhin spekulativ, ob eine Vitamin D-Substitution zu
einer Erhéhung von potenziell benefiziellen Bakteriengenera fuhrt. Letztendlich
mussen die in dieser Studie nachgewiesenen Veranderungen noch einem groReren

Patientenkollektiv bestatigt werden.
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