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1 Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

1.1.1 Uberblick

Der Begriff chronisch entzlindliche Darmerkrankungen (CED) umfasst die beiden
Entitdten Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU).! Gekennzeichnet sind sie
vor allem durch eine anhaltende chronische Entziindung verschiedener Abschnitte
des Verdauungstrakts.?*

Beim MC findet sich typischerweise eine diskontinuierliche Entzindung, die
segmental im gesamten Gastrointestinaltrakt, insbesondere aber im terminalen
lleum und proximalen Kolon auftritt.> Der segmentale Befall fiihrt zu sog. skip
lesions, also befallenen im Wechsel mit nicht befallenen Abschnitten des
Verdauungstrakts.® ° Charakteristisch zeigt sich histologisch eine transmurale
Entzindung, d.h. eine Inflammation in allen vorhandenen Wandschichten mit
histologischem Nachweis von Epitheloidzellgranulomen und hyperplastischen
mesenterialen Lymphknoten.® > ©

Tiefe Ulzerationen im Wechsel mit 0dematésen Schleimhautinseln lassen
makroskopisch ein sog. Pflastersteinrelief der Schleimhaut erkennen.” Strikturen,
Fisteln und Abszesse kénnen Komplikationen darstellen.® ® Klinisch klagen die
Patienten meist Gber Diarrhd mit schleimigen, nicht blutigen Stihlen,
Abdominalschmerzen und Gewichtsverlust.

Extraintestinal kann sich ein MC an Gelenken mit Arthropathien, am Auge mit
Uveitis, Iritis und Episkleritis, an der Leber bzw. an den Gallengangen mit einer
primar sklerosierenden Cholangitis und an der Haut mit einem Erythema nodosum
oder einer Pyoderma gangraenosum manifestieren.!

Therapeutisch stehen beim MC neben AllgemeinmaRnahmen wie Nikotinkarenz
und Substitution bei Malabsorptionssyndrom die medikamentdse Behandlung im
Vordergrund. Hier werden je nach Schweregrad untere anderem Steroide,
Mesalazin, Azathioprin, Interleukin (IL)-12-/23-Antikorper, Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a)-Antikorper, Integrin-Inhibitoren oder Januskinase-Inhibitoren
eingesetzt. Im akuten Schub erfolgt die Behandlung mit Steroiden, bei leichter
Entziindungsaktivitdit mit topischem Budesonid und bei mittlerer bis schwerer
Entzindung erfolgt eine systemische Gabe. Bei distalem Befall kdnnen
Suppositorien, Klysmen oder Schaume verwendet werden.!2



Bei der CU zeigt sich meist ein Befallsmuster mit Beginn im Rektum als Proktitis
und typischerweise kontinuierlicher Ausbreitung im restlichen Dickdarm in
Richtung oral, wobei der Befall in der Regel auf das Kolon beschrénkt bleibt.*® Meist
ist das gesamte Kolon betroffen (Pancolitis) und in seltenen Fallen auch das lleum
als sogenannte backwash ileitis.™® Die Lasionen sind im Gegensatz zum MC auf die
Mukosa und Submukosa begrenzt und zeigen sich histologisch als Ulzerationen mit
zerstorter  Kryptenarchitektur  und  Kryptenabszessen.!* Die fir MC
charakteristischen Epitheloidzellgranulome sind bei der CU nicht vorhanden.'* Als
Komplikationen kénnen das toxische Megakolon mit Kolondilatation und klinisch
starken Bauchschmerzen und das kolorektales Karzinom, fiir das bei CU-Patienten
ein erhohtes Risiko besteht, auftreten.™®

Typische Symptome sind blutige Durchfalle, Inkontinenz, Stuhlfrequenzerhéhung,
abdominelle Krampfe und ein vom Ausmall des Kolonbefalls abh&ngiger
Gewichtsverlust.™

Extraintestinale Manifestationen dhneln denen des MC, jedoch tritt die priméar
sklerosierende Cholangitis ebenso wie die Pyoderma gangraenosum bei CU haufiger
auf als bei MC.*> 16

Therapeutisch kommen bei leichter CU lokale Préparate wie Mesalazin oder
topische Steroide, bei mittelschwerer bis schwerer CU systemische Steroide,
Thiopurine, Biologika wie TNF-a-Blocker, IL-12-/23-Antikorper und Integrin-
Antagonisten oder small molecules wie Januskinase-Inhibitoren oder Sphingosin-1-
Phosphat-Rezeptor-Modulatoren zum Einsatz. Bei maligner Entartung oder
therapierefraktéarer Situation sollte zusatzlich eine operative Therapie durchgefihrt
werden. Das Standardverfahren ist eine restaurative Proktokolektomie mit Anlage
eines protektiven lleostomas und konsekutiven ileoanalen Pouches.'’

Die Krankheitsaktivitat kann anhand zahlreicher Indices beurteilt werden, in dieser
Arbeit fanden der Crohn’s disease activity index (CDAI) nach Best!® fiir Patienten
mit MC und der klinische Colitis Aktivitats Index (CAI) nach Rachmilewitz!®
Verwendung.

Sollten die Befunde weder eindeutig einem Morbus Crohn noch einer Colitis
ulcerosa zugeordnet werden kdnnen, wird die Diagnose einer Colitis indeterminata
gestellt.?

1.1.2 Epidemiologie

Inzidenz und Pravalenz der CED steigen aktuell weltweit zum Teil sprunghaft an,
was die Erkrankung, die fir die Betroffenen oft mit einer erheblichen Einschrankung



der Lebensqualitat einhergeht, zu einem globalen und auch kostenintensiven
Gesundheitsproblem macht.?

CED treten vor allem in westlichen, industrialisierten Gebieten wie Nordamerika,
Nordeuropa und GroRbritannien auf.? In den letzten 10 Jahren konnte jedoch auch
ein Anstieg der Inzidenz in erst kirzlich industrialisierten L&ndern Asiens,
Sitidamerikas und Afrikas, in denen CED bisher kaum auftraten, verzeichnet
werden.??

Innerhalb Europas zeigt sich ein typischer Nord-Siid- und Ost-West-Gradient?®: Die
Inzidenz von MC liegt bei 6,3/100.000 Einwohner pro Jahr in Nordeuropa im
Gegensatz zu 3,6/100.000 Einwohner pro Jahr in Sideuropa (CU: 11,4 zu
8,0/100.000 Einwohner pro Jahr).?% 24

In Europa variiert die Pravalenz von MC zwischen 1,5% und 213% und von CU
zwischen 2,4%° und 294/100.000 Einwohner?’ pro Jahr.?®

Insgesamt sind aktuell 0,3% der europdischen Bevolkerung mit einer Gesamtzahl
von 2,5-3 Millionen Personen von CED betroffen, wobei jedes Jahr schatzungsweise
176.000 neue Félle hinzukommen.?®

Hervorzuheben ist die besonders hohe Prévalenz von MC bei Ashkenazi-Juden,
innerhalb derer eine besonders hohe Anzahl von Risikoallelen fiir die Entwicklung
eines MC beschrieben wurde.?®
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MC und CU werden in der Regel im jungen Erwachsenenalter diagnostiziert, es
zeichnet sich ein Haufigkeitsgipfel zwischen 18 und 35 ab.? Innerhalb der letzten
Jahre stieg die Inzidenz von CED sowohl in der P&diatrie (early-onset), als auch in
der Gruppe der Uber 65-jahrigen, die als sog. elderly-onset cases mit meist der
Diagnose einer CU die am schnellsten wachsende Subpopulation unter den CED-
Patienten darstellen.t 30-32

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie und Pathogenese der CED ist trotz intensiver Forschungsbemiihungen
noch immer nicht vollstandig verstanden. Derzeit geht man von einer
multifaktoriellen Genese aus, bei der ein Zusammenspiel aus folgenden vier
Faktoren eine chronische intestinale Entziindung hervorruft: a) genetische
Suszeptibilitat, b) intestinale Antigene aus der gastrointestinalen Mikrobiota und
diverse Umweltfaktoren als Trigger, c) tberschieBende mukosale Immunreaktion,

d) gestorte epitheliale Barriere; 3¢

Genetische
Suszeptibilitat

Intestinale Storungen der

Antigene und CED epithelialen
Umwelt- Barriere
faktoren

UberschieRende
Immunreaktion

Abbildung 2: Atiologie und Pathogenese der CED

Quelle: modifiziert nach Kucharzik et al.3

e Genetische Suszeptibilitat

Das NOD2-Gen, auch nucleotide-binding oligomerization domain 2 oder CARD15,
war das erste Gen, das mit MC in Zusammenhang gebracht werden konnte.3* %
Mittlerweile wurden durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS), Next
Generation Sequencing-Studien und andere Analysen mehr als 240 Risikogene fr



CED ermittelt.>® % Deshalb wird vermutet, dass diese Genloci und deren Signalwege
an der Aufrechterhaltung der intestinalen Homostase beteiligt sind.*®

Das NOD2-Gen kodiert fiir ein Protein, das als intrazellulérer pattern recognition
receptor  konservierte  Peptidoglykane, sog. Muramyldipeptide (MDP),
grampositiver und -negativer Bakterien erkennt.®” ® Neuere Studien konnten den
intrazelluldren Rezeptor in zahlreichen Zelltypen des Darms nachweisen, so
beispielsweise in T-Zellen®®, B-Zellen*®, Makrophagen®, dendritischen Zellen®,
Mastzellen®!, in Paneth-Zellen*®, Stammzellen® und Enterozyten*. Nach
Stimulation von NOD2 durch den Liganden (MDP) kommt es nuclear factor-kappa
B (NF-kB)-abhdngig zu einer Aktivierung von proinflammatorischen
Signalwegen.®* MDP induzieren Prozesse der Autophagie, wodurch die bakterielle
Replikation kontrolliert und Antigen-Prasentation initiiert wird.*® So werden sowohl
Immunantworten des angeborenen wie auch erworbenen Immunsystems
moduliert.® Bei etwa einem Drittel der MC-Patienten liegt eine NOD2-Mutation
vor®, wo es durch beeintrichtigte lysosomale Abbauprozesse zur bakteriellen
Persistenz kommt.*® Auf eine bakterielle Invasion kann dadurch nicht mehr adaquat
reagiert werden, was zu einer systemisch-dysregulierten Immunantwort fiihrt.*?

Durch GWAS konnten zudem einige Single Nucleotide Polymorphismen in IL-10-
Rezeptor-Genen, die mit early-onset Enterocolitis in Verbindung stehen, entdeckt
werden.** % Wesentliche Funktion dieses Gens ist die Herabregulation der
Entziindungsaktivitat und die Sekretion von Tumornekrosefaktoren.*®

Fur manche Genloci, die die Suszeptibilitdt fir CED erhthen, zeigt sich eine
Heterogenitdt in verschiedenen Populationen: NOD2- und IL-23-Rezeptor-
Mutationen konnten bei européischen, jedoch nicht bei ostasiatischen Probanden mit
einem erhohten Risiko fir CED in Verbindung gebracht werden.*® Mutationen in
CED-Risikogenen gehen nicht immer mit der Entwicklung einer CED einher,
weshalb auch andere Ursachen fur die Entstehung von CED in Betracht gezogen
werden missen.*

e Intestinale Antigene aus der gastrointestinalen Mikrobiota und diverse
Umweltfaktoren als Trigger

Der Anstieg von Inzidenzen bei CED in Entwicklungslandern, in L&ndern mit
zunehmender Anpassung an den westlichen Lebensstandard und bei Migranten
spricht flr die Annahme, dass Umweltfaktoren bei der Entwicklung von CED eine
Rolle spielen.*” 8 In einem erst kiirzlich veroffentlichten Umbrella Review*®, der
systematisch 71 Umweltfaktoren in 53 Metaanalysen untersuchte, konnten mit
moderater bis starker epidemiologischer Evidenz 9 Faktoren ermittelt werden, die



das Risiko fir CED signifikant erhéhten. Vitamin D-Defizienz, orale Kontrazeption,
Einnahme von Antibiotika und urbaner Lebensraum standen beispielsweise mit
CED in Zusammenhang. Rauchen und eine Appendektomie erhéhten das Risiko fiir
MC, wohingegen appendektomierte Patienten und Raucher ein niedrigeres Risiko
fir die Entwicklung einer CU aufwiesen. Gleichzeitig konnten Piovani et al. auch
protektive Umweltfaktoren ermitteln: korperliche Aktivitat, Stillen, Schlafen des
Séuglings bzw. Kindes im elterlichen Bett (bed sharing), Konsum von Tee, hohe
Folsaure- und Vitamin D-Spiegel sowie eine Infektion mit Helicobacter pylori.*°

Die Einnahme von Antibiotika als Risikofaktor fir CED steht mit dessen Effekten
auf das Mikrobiom in Zusammenhang. So wurden nach Antibiotikatherapien
Anderungen in der Biodiversitit des intestinalen Mikrobioms, das aus zahlreichen
Bakterienarten, Viren und Pilzen besteht, beschrieben.’® Jeder Mensch besitzt
nahezu 1000 individuell verschiedene Spezies an kommensalen Bakterien, die den
groften Teil des Mikrobioms im Darm darstellen.®® % Untersuchungen der
Darmflora von CED-Patienten zeigten eine Dysbiosis der Mikrobiota, die sich als
reduzierte Biodiversitit im Vergleich zu nicht erkrankten Probanden darstellte.>® Bei
MC-Patienten konnte ein Anstieg von Enterobacteriaceae und des Adhérent-
Invasiven Escherichia coli AIEC, welcher in vitro die Bildung von Granulomen
induziert, nachgewiesen werden. %" 2

Im Kolon befindet sich eine kontinuierliche mukose Schicht, die aus zwei
Unterstrukturen besteht: Die duRRere, eher lose anhaftende Schicht ermdglicht eine
bakterielle Kolonisation, die eher fest anhaftende innere Schicht, gebildet durch das
Muzin 2, ist hingegen weitgehend steril und separiert das Mikrobiom vom
intestinalen Epithel.> Bakterielle Proteasen kénnen die schiitzende Muzinschicht
durch Spaltung von Muzin 2 Uberwinden und dort als direkter Trigger des
Immunsystems wirken.>* Ein kausaler Zusammenhang zwischen dysbiotischem
Mikrobiom und CED konnte allerdings noch nicht belegt werden, weshalb man eher
davon ausgeht, dass genetische Mutationen, die Uberwiegend die Funktion der
epithelialen Barriere, die Immunregulation und die Produktion von antimikrobiellen
Peptiden (AMP) betreffen, zu einem dysregulierten Umgang mit dem
gastrointestinalen Mikrobiom fiihrt.>°

e UberschieRende mukosale Immunreaktion

Die aktuelle Evidenz geht von dysfunktionalen Signalwegen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems bei CED-Patienten aus, die zu einer unkontrollierten
mukosalen Immunantwort filhren.>> An der Entstehung und Aufrechterhaltung der
CED sind sowohl das angeborene Immunsystem, bestehend aus Epithelzellen,
neutrophilen Granulozyten, dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und



natlrlichen Killerzellen, als auch das erworbene Immunsystem, hier vor allem die
T-Lymphozyten, beteiligt.> > Auch Entziindungsmediatoren wie Zytokine und
Chemokine spielen eine Rolle.* Im Rahmen der angeborenen Immunantwort spielt
die schnelle Ersterkennung und nicht-spezifische Abwehr von mikrobiellen
Antigenen, vermittelt durch pattern recognition receptors wie toll-like receptors
(TLRs) und zytoplasmatischen NOD-artigen Rezeptoren, und die Aufrechterhaltung
der Homdoostase durch Prozesse der Autophagie und der Produktion von AMP, eine
zentrale Rolle.> Mutationen in den Bereichen, die deren Expression oder Funktion
betreffen, konnten mit CED in Zusammenhang gebracht werden.>® Antigen-
prasentierende Zellen der Lamina propria, im Wesentlichen Makrophagen und
dendritische Zellen, reagieren auf mikrobielle Komponenten am TLR mit der
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen.*® Dies fiihrt zur Aktivierung von
T-Lymphozyten als Teil der erworbenen, spezifischen Immunantwort.>® Generell ist
die Pathogenese der CED ist in hohem MaRe T-Zell-vermittelt, deren abnormale
Aktivierung mittels exzessiver Zytokin- und Chemokinausschiittung und
fehlerhaften Suppression zu einer dysregulierten Entziindung fiihrt.>® " Bei MC
wird eine verstarkte T-Helferzelle 1 (Th1)-Immunantwort vermutet, da mukosale T-
Zellen von MC-Patienten im Vergleich zu CU und gesunden Probanden hohere
Level an I1L-2 und Interferon (IFN)-y produzieren.® *® Im Gegensatz dazu konnte
bei CU eine abnormale Th2-vermittelte Immunantwort festgestellt werden.>® Th17-
Zellen spielen dagegen sowohl bei MC als auch bei CU eine Rolle, da deren
Effektorzytokin IL-17A bei beiden Entitdten im Epithel in héheren Mengen
detektierbar ist als bei gesunden Menschen.® >
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Abbildung 3: Ubersicht der pro- und antiinflammatorischen Zytokinausschiittung in der Lamina
propria

Quelle: modifiziert nach Brand®; Abkirzungen: APZ: Antigen-prasentierende Zelle, T reg:
regulatorische T-Zelle, Th1/ 2/ 17: T-Helfer-Zellen 1/ 2/ 17, IL: Interleukin, IFN: Interferon, TNF:
Tumor-Nekrose-Faktor; es ist nur eine Auswahl an beteiligten Zytokinen dargestellt.

e Gestorte epitheliale Barriere

Das gastrointestinale Epithel stellt die Barriere zwischen der Umwelt und dem
Immunsystem des Korpers dar und hat die komplexe Funktion, einerseits auf
potenzielle Krankheitserreger zu reagieren, andererseits die Permeabilitdt und
selektive Absorption wichtiger Nahrungsbestandteile aufrecht zu erhalten.®® Die
intestinale Barriere setzt sich aus dem sezernierten Mukus, der Epithelzellschicht
und den darunterliegenden nicht-epithelialen Zellen, vor allem Leukozyten mit
Effektor- oder regulierenden Eigenschaften, zusammen.®! Neben den einzelnen
Enterozyten existieren auch andere spezielle Zelltypen wie Becherzellen zur
Schleimproduktion, Paneth-Zellen zur Bildung von AMP und Microfold-Zellen, die
den Transport von groRen luminalen Antigenen und Mikrobiota zu den Immunzellen
der Lamina propria unterstiitzen.®® 52 Die einzelnen Epithelzellen werden durch
junktionale Proteinkomplexe (sog. Tight Junctions, TJ) miteinander verbunden, die
aus mindestens 50 verschiedenen Membran-assoziierten Proteinen bestehen und in
ihrer Gatekeeper-Funktion die Durchléssigkeit fir lonen und kleine Molekile bis
20 Kilodalton regulieren.’> % Die TJ-Proteine beinhalten: (1) integrale
Membranproteine, wie junktionale Adhésionsmolekiile, Claudine und Occludine,
die sich in den Interzellularraum erstrecken; (2) zytoplasmatische Proteine des
Zytoskeletts (bspw. Cingulin, Zona Occludens-1, 2, 3), die die Membranproteine am



Zytoskelett befestigen und (3) Signalproteine, die als Transkriptionsfaktoren und
Zellregulatoren  wirken.®® ¢ Adherens Junctions und Desmosomen sorgen als
weitere Komponenten des intestinalen Epithels fur die Aufrechterhaltung der
Kohasion und der Integritit.2 Am basalen Pol bewirken Hemidesmosomen eine
Verankerung auf der Basalmembran und der extrazellularen Matrix.%* Es gibt viele
Hinweise darauf, dass ein Zusammenhang zwischen Fehlfunktionen der TJ-Proteine
und intestinalen Entziindungen besteht.®® Eine gestorte epitheliale Barriere fiihrt zu
einem verstarkten Ubertritt von intestinalen luminalen Antigenen und somit zu einer
Aktivierung des Immunsystems und einer Entziindungsreaktion der Mukosa.®* %2
Proinflammatorische Zytokine erhohen die epitheliale Permeabilitdt durch
Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase, die zu Destabilisierung der TJ flhrt,
und induzieren Apoptose.®® Stérungen der epithelialen Barriere bei CED umfassen
eine Abnahme der Sekretion von AMP, eine erhdhte Permeabilitat, Schadigung der
TJ und zum Teil kompletten Verlust der epithelialen Struktur an Stellen mit
Ulzerationen.®! Die erhohte Permeabilitat ist vermutlich auf Veranderungen der
epithelialen TJ-Proteinexpression zurlickzufiihren: Intestinale Epithelzellen
exprimieren bei CED-Patienten weniger Claudin-3 und 4 und bei MC-Patienten
weniger Occludin als bei gesunden Probanden.®® ¢ Zudem konnten genetische
Polymorphismen bzw. Mutationen in TJ-assoziierten Genen mit der Entwicklung
von CED in Zusammenhang gebracht werden.®® Derzeit ist aber noch inkomplett
verstanden, ob die gestOrte epitheliale Barriere eine Folge der entztindlichen
Prozesse bei CED ist oder als Ursache fur die Entwicklung von CED angesehen
werden muss.®® In Studien mit gesunden, erstgradigen Verwandten von Patienten
mit MC konnte eine erhohte epitheliale Permeabilitét festgestellt werden.®® Zudem
wurde gezeigt, dass bei MC eine Zunahme der gastrointestinalen Permeabilitat einer
Rezidiventwicklung und dem Symptombeginn bis zu einem Jahr vorausgehen
kann.”® Generell kann man aber davon ausgehen, dass eine Beeintrachtigung der
Darmpermeabilitat im Rahmen der multifaktoriellen Genese von CED nur eine der
Suszeptibilitdten darstellt, die in Kombination mit anderen Faktoren zur
Entwicklung chronischer Darmentziindungen fiihren kann.®°

1.2 Vitamin D bei CED

Eine Auswertung der prospektiven Nurses ‘ Health Study, in der zwischen 1986 und
2008 72.719 US-amerikanische Frauen beobachtet wurden, kam zu dem Ergebnis,
dass ein Lebensstil, der mit ausreichend hohen Spiegeln an 25-Hydroxyvitamin D
(25(0H)-Vitamin D, Calcidiol, kurz 25(OH)D) einhergeht, das Risiko, an MC zu
erkranken, signifikant reduziert.”* Auch ein kirzlich veroffentlichter Umbrella-
Review konnte nach 53 Metaanalysen zu 71 mdglichen Umweltrisikofaktoren fiir
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CED die Vitamin D-Defizienz als einen von neun Risikofaktoren mit starker
epidemiologischer Evidenz nachweisen.*

Vitamin D wird als Uberbegriff fir die im menschlichen Korper vorkommenden
Secosteroide Vitamin D3 (VD3, Cholecalciferol) und Vitamin D2 (VD2,
Ergocalciferol) verwendet, welche sich in ihren Seitenketten unterscheiden.’? 3

HG " HO Mo -~

Abbildung 4: Cholecalciferol (links) und Ergocalciferol (rechts)
Quelle: aus Trochoutsou et al.™

Quelle fir VD2 ist nur die Nahrung oder Supplementation, VD3 hingegen kann vom
Korper selbst hergestellt werden.”? Der groRte Teil des VD3 stammt neben
Supplementation aus der Synthese in der Haut wéhrend der Sonnenlichtexposition
mit insbesondere Ultravioletter B-Strahlung, welche 7-Dehydrocholestorol als
letztes Intermediat des Cholesterolzyklus in Cholecalciferol photokonvertiert.”® Ein
geringer Teil des VD3 stammt aus tierischen Quellen wie beispielsweise Fisch oder
Eigelb und wird als fettlosliches Vitamin, ebenso wie VD2, mittels Chylomikronen
tiber den Darm aufgenommen.’>

Vitamin D3 wird im Kreislauf an das Vitamin D-Bindeprotein (VDBP) gebunden
und wie auch VD2 zur Leber transportiert, wo sie, katalysiert durch Cytochrom
P450-Enzyme, zum 25-Hydroxyvitamin D2 oder D3 (25(OH)D) hydroxyliert
werden.’> 3 25(OH)D stellt die Speicherform des Vitamin D dar und wird daher im
klinischen Alltag als Indikator fir den Vitamin D-Status verwendet.”? Der grofRte
Teil des 25(OH)D zirkuliert im Blut und liegt hier zu 85-90% gebunden an VDBP,
zu 10-15% gebunden an Albumin oder in weniger als 1% ungebunden vor.”> 77
Anschlieend wird das 25(OH)D in der Niere zum 1,25-Dihydroxyvitamin D
(1,25(OH),-Vitamin D, Calcitriol, kurz 1,25(OH)2D), der aktiven Form des
Vitamins, umgewandelt.” Dies wird katalysiert durch die 1-a-Hydroxylase, ein
Cytochrom P450-Enzym (CYP27B1) im proximalen Tubulus der Niere.”™ ™
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Abbildung 5: Vitamin D-Metabolisierung und chemische Strukturen von Calcidiol und Calcitriol

Quelle: Schema modifiziert nach Garg et al.’?; chemische Strukturen aus Trochoutsou et al.’;
UVB: Ultraviolette B-Strahlung

Die klassische Funktion von Vitamin D umfasst die Kalziumhomoostase und die
Knochenmineralisation.”? Die Aktivitat der 1-a-Hydroxylase und damit die Bildung
von 1,25(0OH)2D wird durch den Kalzium- und Phosphatspiegel und durch das
Parathormon aus der Nebenschilddriise reguliert.”® 1,25(0OH)2D stimuliert die
Kalzium- und Phosphatabsorption im Darm und erh6ht zusammen mit Parathormon
die Rduckresorption von Kalzium und Phosphat aus dem Tubulussystem der
Nieren.”? Durch einen negativen Feedback-Mechanismus wird die Produktion von
Parathormon bei hohen Calcitriol-Spiegeln herunterreguliert.”® Ohne Vitamin D
konnen nur 10-15 % des Kalziums und nur etwa 60 % des Phosphats aus der
Nahrung im Darm aufgenommen werden.’”® Aus diesem Grund konnte eine direkte
Korrelation des Vitamin D-Spiegels mit der Knochendichte und Vitamin D als
protektiver Faktor fiir osteoporotisch bedingte Frakturen ermittelt werden.®® Ein
relevanter Mangel an Vitamin D kann im Kindesalter zum Krankheitsbild der
Rachitis oder bei Erwachsenen zur Osteomalazie fiithren.”

Das Vitamin D hat aber auch viele Funktionen, die nicht den Knochen- bzw.
Kalziumhaushalt betreffen. Der Vitamin D-Metabolismus konnte mit zahlreichen
Erkrankungen wie beispielsweise kardiovaskuldren Erkrankungen, Krebs- und
Nierenerkrankungen, Asthma bronchiale, chronisch obstruktiver
Lungenerkrankungen, multipler Sklerose, psychiatrischen Erkrankungen und auch
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mit CED assoziiert werden.”? Eine aktuelle Publikation der Endocrine Society
befirwortet eine Vitamin D-Supplementation fir Kinder, Schwangere und
Erwachsene ab 75 Jahren, unabhangig vom individuellen Vitamin D-Status. Diese
Empfehlung basiert auf Daten zu umfangreichen Assoziationen zwischen Vitamin
D und haufigen Krankheitsbildern.®

Neben Zellen der Niere besitzen diverse andere Gewebe das Enzym CYP27B1, das
die Hydroxylierung des 25(OH)D zum aktiven 1,25(0OH)2D katalysiert.”> ’® Ebenso
konnte der Vitamin D-Rezeptor (VDR), ein Kernrezeptor aus der Familie der
Liganden-gesteuerten Transkriptionsfaktoren, in vielen Geweben isoliert werden.”*
8 1,25(0H)2D bindet an den VDR, welcher mit Zellkern-Rezeptoren aus der
Familie der retinoid-X receptors (RXR, Rezeptoren flr Retinsdure) ein Heterodimer
bildet.®? Dieser VDR-RXR-Komplex bindet anschlieRend an sogenannte Vitamin D-
responsive elements (VDRE), welche vornehmlich in Promotorregionen von
Vitamin D-abhangigen Genloci liegen.®? Durch Kombination verschiedener
Transkriptionsfaktoren und Co-Proteinen wird die Transkription zahlreicher Gene
induziert oder supprimiert.” 8 Der VDR konnte in nahezu allen Zellen des
Immunsystems isoliert werden, unter anderem in Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen mit Kkonstitutiver Expression und in T-Zellen mit
Hochregulation des VDR nach Aktivierung.® In vitro zeigt systemisches oder lokal
produziertes 1,25(0OH)2D Effekte auf die Aktivitdt von Makrophagen und
Monozyten, dendritischen Zellen, B- und T-Lymphozyten und damit sowohl auf das
angeborene, unspezifische als auch auf das erworbene bzw. spezifische
Immunsystem.®? Vitamin D induziert ein anti-entziindliches, toleranzférderndes
Zytokinmilieu, indem es auf Effektor-T-Zellen berwiegend hemmend wirkt und
die Differenzierung regulatorischer T-Zellen induziert.”* 8284 1, 25(OH)2D inhibiert
zusatzlich Thl7-Zellen und deren assoziierte Zytokine, die in intestinalen
Epithelzellen die Expression von Chemokinen wie CCL20 hervorrufen und als t-
cell-chemoattractant wiederum proinflammatorische T-Zellen zum Ort der
Entziindung weisen.34%°

Bei Zellen des angeborenen, unspezifischen Immunsystems zeigt 1,25(0OH)2D
inhibitorische wie auch stimulierende Eigenschaften®: Es hemmt die Reifung und
Differenzierung von dendritischen Zellen, indem es die Expression von
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) Klasse Il und CD40, 80 und 86
herunterreguliert, das fir die T-Zell-Aktivierung im Rahmen von
Entziindungsprozessen erforderlich ist. Im Gegenzug induziert es die Bildung von
regulatorischem IL-10 durch dendritische Zellen.®” Eine wichtige Rolle spielt
Vitamin D auch bei der Bildung von antimikrobiellen Peptiden, es reguliert durch
Bindung an VDRE in Promotorregionen die Produktion der AMP in Epithelzellen,
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Monozyten bzw. Makrophagen und in neutrophilen Granulozyten.8 8 88 8
Zusammenfassend wirkt aktives Vitamin D auf Zellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems im Wesentlichen antientzlindlich und toleranzfordernd.
Ein Vitamin D-Mangel ist bei Patienten mit CED weit verbreitet, in vielen Studien
konnte ein Zusammenhang von Vitamin D mit der Schwere der Erkrankung und der
L ebensqualitat festgestellt werden.™ °-°2 Die Inzidenz von CED folgt einem Nord-
Sld-Gradienten, somit auch einem UV-Licht-Gradienten, der die Bildung von
Vitamin D beeinflusst.? Jargensen et al. stellten fest, dass eine medikamentdse
Substitution von 1200 International Units (IU) Vitamin Ds tber ein Jahr das Risiko
einer Rezidiventwicklung bei MC-Patienten signifikant reduziert.*® Yang et al.
konnten eine Abnahme des Krankheitsaktivitatsindex bei MC-Patienten beobachten,
die taglich 5.000 1U Vitamin D3 tiber 24 Wochen einnahmen.® Daher wird vermutet,
dass die immunregulatorischen Eigenschaften von Vitamin D eine Rolle in der
Pathogenese von CED spielen, die meisten Studien legen einen Zusammenhang mit
der epithelialen Barriere nahe.*® So lieRen sich bei VDR-knockout Mausen mit
Natrium-Dextransulfat (DSS)-induzierter Colitis im Vergleich zu Mausen mit VDR-
Expression histologisch gravierendere Ulzerationen in der epithelialen Barriere
nachweisen.®® Zudem stirkte 1,25(0H)2D die Integritit des einschichtigen Epithels
in Caco-2 Zellen durch Hochregulation der TJ-Proteine.® Cantorna et al. sahen im
Mausmodell eine Verbesserung der CED-Symptomatik nach Gabe von
1,25(0H)2D.%" Zudem konnte nach Behandlung mit 1,25(OH)2D in vivo eine
Reduktion der Thl7-Immunantwort beobachtet werden mit infolge erhohter
Anfalligkeit fur Citrobacter rodentium, einer extrazellularen Mikrobe, die akute
Kolitiden verursacht.® Diese Beobachtungen weisen auf eine magliche Rolle von
Vitamin D in der Regulation der Immun- und Entzlindungsantwort bei CED hin, um
die epitheliale Homoostase aufrechtzuerhalten und damit mukosale Schaden zu
vermeiden.%®
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1.3 Biomarker

Innerhalb der letzten Jahre stellte sich heraus, dass die Anpassung der CED-Therapie
an die gastrointestinale Entzundungssituation das Outcome fiur Patienten mehr
verbessert als die bloBe Therapie von Symptomen.®® 1% Es st hinreichend bekannt,
dass das Beschwerdebild des Patienten das Vorhandensein oder die Schwere der
Entziindung nicht optimal widerspiegelt.2®® Zum einen 4uRert ein Teil der Patienten
die fur eine aktive Entzindung sprechende Symptomatik bei gleichzeitig
koloskopisch ~ fehlender intestinaler Entziindungssituation.’®  Dies  fiihrt
maoglicherweise zu einem Wechsel einer effektiven Therapiestrategie oder zu einer
Therapieeskalation. Zum anderen kénnen Patienten trotz aktiver Entziindung von
geringen bis gar keinen Symptomen berichten mit der Folge einer fehlenden
Therapieanpassung und einem eventuellem Fortschreiten der Entziindung bis hin
zum Auftreten von Komplikationen.1®

Derzeit stellen die Ileokoloskopie mit Biopsien und Schnittbildverfahren wie die
Computertomographie und Magnetresonanztomographie den Goldstandard im
Monitoring der Krankheitsaktivitat von Patienten mit CED dar, da sie den Zustand
und die Verbreitung der intestinalen, mukosalen Entziindung am besten
widerspiegeln.!® Diese Methoden sind jedoch invasiv, kostenintensiv,
zeitaufwandig und unkomfortabel 1% 192 Serum-Biomarker, die die gegenwdrtige
Entziindungssituation mit einer hohen Sensitivitdt und Spezifitat wiedergeben,
riicken daher mehr in den Fokus der Forschung. Ein idealer Marker sollte zahlreiche
Eigenschaften aufweisen: Seine Messung sollte leicht und schnell durchfuhrbar sein,
er sollte in einem kostenglinstigen Verfahren analysiert werden kdénnen und
zwischen Patienten und Laboreinrichtungen reproduzierbar sein.!® Gleichzeitig
sollte er spezifisch fur die Erkrankung sein und mit einer gewissen Sensitivitat die
Krankheitsaktivitat und den Erfolg der Therapie messen kénnen.*?% 19 Unter den
nicht-invasiven Biomarkern sind im klinischen Alltag allen voran das C-reaktive
Protein (CRP) und das fakale Calprotectin (FC) etabliert.1%2

1.3.1 C-reaktives Protein (CRP)

Das CRP ist ein nicht-spezifischer Infektionsparameter, das als Akute-Phase-Protein
fast ausschliellich von Hepatozyten, stimuliert durch proinflammatorische Zytokine
wie IL-1B, IL-6 und TNF-a, gebildet wird.19 193194 Das CRP wird nicht nur bei
bakteriellen, mykobakteriellen, schweren viralen und Pilz-Infektionen gebildet,
sondern auch bei Entzindungen, Stress, Gewebsnekrosen, Traumata und
Neoplasien.'® Mit einer Halbwertszeit von circa 19 Stunden ist es ein guter
Indikator fiir akute Entziindungen.!®® CRP ist ein kostengiinstiger, minimal-
invasiver und schnell zu bestimmender Biomarker und findet deshalb auch
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auBerhalb der Gastroenterologie Anwendung.'® Bei MC-Patienten ist CRP
signifikant mit anderen Entziindungsmarkern wie der
Blutsenkungsgeschwindigkeit, Thrombozytose, Andmie und Hypoalbuminédmie
assoziiert.1% AuRerdem konnte gezeigt werden, dass CRP zum Teil signifikant mit
der endoskopisch festgestellten Krankheitsaktivitit bei CED Kkorrelierte®? 1% ynd
im Rahmen von Follow-ups in hohem MaRe mit dem Risiko eines Rezidivs
assoziiert war.192 1% Da auch genetische Faktoren Einfluss auf die Freisetzung von
CRP nehmen konnen, sollte CRP lediglich als zusétzlicher, additiver Marker neben
klinischer Symptomatik, Laborparametern, Radiologie und Endoskopie erhoben
Werden.lOS, 104, 107

Herly et al. konnten bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis eine Assoziation von
CRP und Vitamin D feststellen. So ging ein niedriger 1,25(0OH)2D-Spiegel mit
héheren CRP-Werten einher.X® In einer weiteren Veréffentlichung waren hohere
25(0OH)D-Spiegel nur bei MC-, nicht aber bei CU-Patienten, mit niedrigeren CRP-
Werten assoziiert.%°

1.3.2 Fikales Calprotectin (FC)

Anders als Blut- bzw. Serumparameter haben Marker im Stuhl eine hdhere Spezifitéat
fur Entziindungen im Bereich des Darmtrakts.'® Insbesondere Proteine, die im
Rahmen der Degranulation von Leukozyten ausgeschittet werden, gelten als
besonders stabil und sind bei CED-Patienten mit aktiver Krankheitsaktivitat
signifikant erhoht. Hierzu zahlen die damage-associated molecular pattern Proteine
S100A8/S100A9, die zusammengefasst als Calprotectin bezeichnet werden.®
Calprotectin, erstmalig im Jahr 1980 beschrieben®, ist ein 36 Kilodalton schweres
Protein im Zytosol von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Monozyten
und stellt bis zu 60% der zytosolischen Proteine dar.1%% 1% Calprotectin kann im
Rahmen von entziindlichen Prozessen in hoheren Konzentrationen nachgewiesen
werden. Es zeigt antimikrobielle Effekte und inhibiert das bakterielle Wachstum. !t
Nachgewiesenes Calprotectin im Stuhl verhdlt sich direkt proportional zur
Migration von neutrophilen Granulozyten in den Gastrointestinaltrakt im Rahmen
von entziindlichen Vorgangen.1% 1% Mosli et al. kamen in einer Metaanalyse zu
dem Ergebnis, dass fakales Calprotectin (FC) mit einer Sensitivitat von 88% und
einer Spezifitdt von 73% die intestinale Entziindungsaktivitat bei CED-Patienten
praziser vorhersagt als CRP.12 Auch zur Differenzierung eines Reizdarmsyndroms
von einer CED-Erkrankung kann Calprotectin dienlich sein.!®® Einen méglichen
Zusammenhang von FC mit dem Vitamin D-Status konnten Raftery et al. bestatigen:
Ein niedriger 25(OH)D-Spiegel ging in dieser Studie mit signifikant héheren
Calprotectin-Werten im Stuhl einher.*!*
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1.3.3 Serum-Calprotectin (SC)

Im ambulanten Umfeld werden Stuhlproben fiir die Bestimmung von FC in der
Regel von den Patienten zuhause asserviert und per Post an die behandelnde Klinik
oder das jeweilige Labor geschickt.!® Dieser Prozess kann die Messwerte
veréndern, da unter anderem eine signifikante tagliche Schwankungsbreite sowie ein
Einfluss der Stuhlkonsistenz beschrieben wurde.! 117 Zusatzlich ist FC lediglich 3
Tage bei Raumtemperatur stabil, eine Konzentrationsabnahme konnte nach 7 Tagen
beschrieben werden.'® Daher kénnen Verspédtungen im Rahmen der Einsendung,
extreme Temperaturspitzen wahrend des Transports oder eine wassrige Diarrho bei
Probennahme die Messergebnisse beeinflussen.!® Vielen Patienten erscheint die
Einsendung von Stuhlproben unangenehm, wodurch die Compliance leiden kann.*®
Aus diesem Grund wurde bereits in mehreren Studien die Verwendung von
Calprotectin als Serum-Krankheitsaktivitatsmarker (Serum-Calprotectin, SC)
analysiert. Meuwis et al. konnten signifikant hGhere SC-Spiegel bei MC-Patienten
im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachweisen, zudem waren die SC-Werte bei
aktivem Krankheitsaktivitatsindex, d.h. einem Crohn’s disease activity index
(CDAI) >150, signifikant hoher als bei Patienten in Remission (CDAI<150). Die
Serumwerte korrelierten schwach signifikant mit den Werten im Stuhl, sowie hoch
signifikant mit den Serum-CRP-Spiegeln und dem CDAIL® Im Gegensatz zu FC
war SC in dieser Studie nicht mit der endoskopischen Aktivitat (CDEIS) assoziiert
und konnte somit genauso wenig wie CRP den Status der epithelialen Entziindung
widerspiegeln. Nach Meuwis et al. kann SC anders als FC somit lediglich als
Krankheitsaktivitatsmarker, nicht aber als Marker fiir die Zustand des Epithels
verwendet werden.!!® Auch in weiteren Arbeiten konnten positive Korrelationen zu
CRP, zur Krankheitsaktivitat und signifikante Unterschiede zwischen CED-
Patienten und gesunden Kontrollen festgestellt werden.!%-12! Zusatzlich kann SC bei
CED-Patienten zusammen mit FC und CRP als prognostischer Marker fir die
Entwicklung eines Rezidivs nach Therapie mit Infliximab verwendet werden.!® SC
ist auch im Rahmen anderer Krankheitsbilder, wie beispielsweise der rheumatoiden
Arthritis oder der zystischen Fibrose, in hoheren Konzentrationen nachweisbar.!?>
123 Eine Assoziation zu Vitamin D, wie es bereits fir FC gezeigt werden konnte!*4,
wurde fur SC bisher nicht beschrieben.

1.3.4 CCL20

CCL20 (englisch C-C motif chemokine ligand 20, Synonym macrophage
inflammatory protein, MIP-3a oder liver and activation-regulated chemokine,
LARC) aus der Familie der CC-Chemokine ist an Entzlindungsprozessen
beteiligt.?* 1% Chemokine bewirken durch hohe Spiegel von chemotaktischen
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Zytokinen eine Einwanderung von immunkompetenten Zellen, wie beispielsweise
aktivierten Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen zum Ort der
Entziindung oder Verletzung.'?® Die Bildung von CCL20 wird durch verschiedene
toll-like-Rezeptorliganden sowie Thl7-Zytokine um das bis zu 200-fache
induziert.®> 127 CCL20 interagiert als Ligand mit dem CC chemokine receptor 6
(CCR6) und rekrutiert dadurch wiederum IL-17A-produzierende Zellen, wie
Th17-, B- und unreife dendritische Zellen!?® 12813 Djese sog. CCL20-CCR6-Achse
ist im Rahmen zahlreicher chronischer Entziindungsvorgéngen, wie beispielsweise
bei der Psoriasis, bei Arthritiden wund bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen aktiviert.12® 130131 CCL20 wird von zahlreichen Zellen, unter
anderem neutrophilen Granulozyten, Enterozyten, B- und dendritischen Zellen
produziert, der CCR6-Rezeptor wird nur von regulatorischen T-Zellen, Th17-, B-
und unreifen dendritischen Zellen exprimiert.*?” 132 Die CCL20-Expression erfolgt
dauerhaft im intestinalen, Follikel-assoziierten Epithel und wird bei entziindlichen
Vorgangen, verstarkt durch toll-like Rezeptoren, induziert.*?” 12 Dadurch kann das
Epithel eine lokale Immunantwort bei Invasion von Bakterien oder Pathogenen
sowie bei Verletzungen der Mukosa generieren.'?® CCL20 spielt eine Rolle in der
Pathogenese von CED: Bei MC- und CU-Patienten konnte eine hohere messenger
ribonucleic acid (MRNA)-Expression von CCL20 in Kolonbiopsien nachgewiesen
werden.'3! Serologisch sind bisher nur bei aktiver MC-Erkrankung hochregulierte
CCL20-Spiegel beschrieben.!® In Mausmodellen zeigten Esplugues et al., dass
Th17-Zellen durch CCL20 direkt aus dem Blut in den Dunndarm rekrutiert werden
konnen.’** Die infolgedessen vermehrte Produktion von IL-17A fiihrt, wie oben
beschrieben, zu einem positiven Feedback-Mechanismus, der die Entziindung
aufrechterhalt.** Ein Neutralisieren von CCL20 mittels monoklonaler Antikorper
supprimierte die Rekrutierung von T-Zellen und schwachte dadurch die
experimentell induzierte, murine Colitis ab.**

CCL20 weist neben seiner entzlindungsfordernden auch eine homoostatische
Funktion auf: In der Leber, in der Haut und im lymphatischen System wird das
Chemokin vorwiegend zu regulatorischen Zwecken sezerniert.!?

Karkeni et al. konnten in vitro zeigen, dass eine Inkubation mit 1,25(0OH)2D die
durch TNF-a induzierte Bildung von CCL20 in humanen Adipozyten
herunterreguliert.!3® Auch an Mausmodellen und Epithelzellen der menschlichen

Kornea konnten Zusammenhange zu Vitamin D-Metaboliten hergestellt werden.®*"
138
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1.3.5 Antimikrobielle Peptide

Das Darmepithel ist zahlreichen Mikroorganismen, wie Bakterien, Pilzen, Viren und
Parasiten ausgesetzt und muss diese moglichen Krankheitserreger (ber groRe
Oberflachen hinweg vom korpereigenen Immunsystem trennen.3® 4% Intestinale
Epithelzellen produzieren AMP, um Pathogene am Eindringen in den Korper zu
hindern und eine Barriere zur Umwelt zu schaffen.®®® AMP sind Teil der
angeborenen Immunabwehr und besitzen als Effektormolekiile eine breite Wirkung
gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien, sowie gegen Pilze, Protozoen
und manche Viren.'*: 142 AMP kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden. Gruppe 1
stellen die linearen, alpha-helikalen Peptide ohne die Aminosdure Cystein dar.
Hierzu gehort LL-37 als einziger menschlicher Vertreter der Familie der
Cathelicidine.**! Gruppe 2 bilden die Defensine (a- und B-Defensine), die mittels
Disulfidbriicken verbundene Cysteine enthalten und die zusammen mit LL-37
wegen ihrer breiten Funktionsweise in den letzten Jahren mehr in den Fokus der
Forschung riickten.'% ! Gruppe 3 stellen die Histatine und das PR-39 dar.'%

TLR binden bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) und induzieren die Bildung von
AMP.12 143 |hre Wirkungsweise lasst sich durch ihre kationische, polare Struktur
erklaren. Die negativ geladenen Phospholipidgruppen in der Membran von
Mikroorganismen ziehen die einzelnen AMP-Molekdle an, wodurch diese mit der
schutzenden Lipiddoppelschicht agieren und die Lipide aus der Membran auslosen.
Dies fuhrt zu Porenbildung mit Austritt von Zellkomponenten und Auslésen eines
Zelltods. 11 142. 144 7,,dem induzieren AMP die Ausschiittung von Zytokinen, wirken
chemotaktisch, antigenpréasentierend, angiogenetisch und tragen zur Wundheilung
bei. 142

Bakterizider Effekt

Abbildung 6: Bakterizide Wirkungsweise der antimikrobiellen Peptide am Beispiel von Cathelicidin

Quelle: Schema modifiziert nach Chromek#>; AMP: antimikrobielle Peptide
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1.3.5.1 Cathelicidin LL-37

Alle Cathelicidine werden als Praproproteine mit einem antimikrobiell wirksamen
C-Terminus und einem hoch konservierten N-Terminus synthetisiert. LL-37 ist das
einzige menschliche Cathelicidin und stellt den C-Terminus des grofieren Proteins
hCAP18 dar, das nach Prozessierung durch spezifische Proteasen von hCAP18
abgespalten wird. 4% 142 | |-37 besteht aus 37 Aminosauren, beginnend mit zwei
Aminosauren Leucin, und wird daher auch mit LL-37 abgekiirzt.1*?

< hCAP18

LL-37

A
N

Signalpeptid I N-Terminus

Abbildung 7: Human cationic antibacterial protein of 18 Kilodalton (hCAP18-Protein)

Quelle: Schema modifiziert nach Kuroda et al.**

Der Promotor des hCAP18-Gens enthalt mehrere Vitamin D-Rezeptoren (VDR), die
eine Bindestelle fiir das hormonell aktive 1,25(0OH)2D darstellen.®® " Der VDR ist
ein Liganden-stimulierter Transkriptionsfaktor, der spezifische DNA-Sequenzen,
sog. Vitamin D responsive elements (VDRE), erkennt.® Demnach wird
angenommen, dass Vitamin D durch eine Induktion der AMP-Bildung eine Rolle
innerhalb des angeborenen Immunsystems spielen konnte.'*® Wang et al. konnten
beweisen, dass die Expression von hCAP18 in Keratinozyten, Monozyten und
neutrophilen Granulozyten ex vivo durch 1,25(0H)2D verstarkt wird.®® Zudem
produzierten Monozyten, die durch das Mycobacterium tuberculosis stimuliert
wurden, in vitro bei 25(OH)D-Defizienz weniger Cathelicidin-mRNA. Die
Behandlung mit 25(OH)D steigerte die Ausschittung des AMP und fuhrte somit zu
einer besseren Abwehr vor Mikroorganismen.**® Leaf et al. konnten zeigen, dass
niedrige 25(OH)D-Werte bei intensivstationdr behandelten Patienten mit niedrigen
hCAP18-Plasmalevel korrelierten und mit einer hoéheren 90-Tage-Mortalitat
verbunden waren.*® In randomisierten, doppelblinden Studien konnten fiir MC- und
CU-Patienten signifikant hohere LL-37-Konzentrationen nach mehrwochiger
Vitamin D-Supplementation gezeigt werden.™® ! Diese sog. Vitamin D-
Cathelicidin-Achse konnte mit vielen Entziindungsvorgéngen in Zusammenhang
gebracht werden.>?

LL-37 kommt in unterschiedlichen Konzentration in zahlreichen Zellen, Geweben,
Driisen und Korperflissigkeiten vor, unter anderem im Kolonepithel*>, in der
Muttermilch®®, in Speicheldriisen'®® und in verschiedenen Immunzellen.**® Das
Cathelicidin besitzt antibakterielle, antivirale, antiendotoxische, chemotaktische
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und karzinogenetische Funktionen, in seiner antibakteriellen Wirkung zeigt LL-37
in alpha-helikaler Struktur eine starkere Wirkung gegen Gram-negative als gegen
Gram-positive Bakterien.'® Hier kommt es gemiB oben beschriebener
Wirkungsweise zu einem Zelltod infolge einer Lyse des Bakteriums durch eine
Einlagerung von LL-37 in die negativ geladene bakterielle Membran.4% 152 |_|_-37
tragt zur Wundheilung und Angiogenese bei und fordert Apoptosevorgange in
Epithelzellen.*® 17 LPS bzw. Endotoxine aus bakteriellen Zellwinden kénnen bei
systemischen Zerfall eine Sepsis oder einen septischen Schock auslosen.t® LL-37
neutralisierte als einziges AMP in vivo das freigesetzte LPS.**® Gleichzeitig inhibiert
es auch die Produktion von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen, die als
Antwort auf LPS von Monozyten oder Makrophagen gebildet werden.**® Wahrend
niedrige LL-37-Werte mit einer hoheren Inzidenz septischer Verlaufe auf
Intensivstationen assoziiert waren, wurden hohe Level bei
Autoimmunerkrankungen wie der Psoriasis oder bei Vaskulitiden beschrieben.4®
158, 159 Zusammenfassend demonstriert diese Evidenz, dass Cathelicidin eine breite
Korrelation mit Infektionen, entzindlichen Prozessen wie CED und
Autoimmunerkrankungen aufweist.’®® Schauber et al. zeigten eine vermehrte
mMRNA-Expression von Cathelicidin in der Kolon-Mukosa von CU-Patienten.6!
Gleichzeitig waren aber Mdause mit Cathelicidin-Defizienz suszeptibler gegeniber
schweren Verlaufen von DSS-induzierter Colitis und litten h&ufiger als Wildtyp-
Mause an Gewichtsverlust, Diarrh und Blutungen.®? % Tran et al. beschrieben
eine inverse Korrelation von Cathelicidin mit der Krankheitsaktivitdt bei CED-
Patienten und einer signifikanten negativen Assoziation von Cathelicidin mit dem
Risiko einer intestinalen Striktur bei MC-Patienten.*®® Die Autoren propagierten LL-
37 daher als schnellen und glnstigen Biomarker, der zusammen mit CRP die
Krankheitsaktivitat ausreichend darstellen und als Indikator fiir Strikturen und den
weiteren klinischen Verlauf dienen konne.®® Eine weitere Veroffentlichung zeigte,
dass LL-37 als serum panel zusammen mit Neutrophile Gelatinase B-assoziiertem
Lipocalin und Matrix-Metalloproteinase-9 (NGAL-MMP-9) sowie chitinase 3-like
1 (CHI3L1) als Parameter fir die Remissionsinduktion unter Infliximab verwendet
werden konnte, da sich die LL-37-Konzentrationen bei CU-Patienten mit
Therapieansprechen als signifikant niedriger erwiesen. %

1.3.5.2 Humanes beta-Defensin 2

Defensine sind in ihrer Funktion als endogene Antibiotika Teil des unspezifischen
Immunsystems und werden neben Immunzellen wie neutrophilen Granulozyten
auch in der Haut oder in intestinalen Epithelzellen exprimiert.'®> 1% Bisher sind zehn
unterschiedliche Defensine beschrieben, welche als alpha- und beta-Defensine nach
der Position ihrer stabilisierenden Disulfidbriicken unterteilt werden.**” 18 Zy den
a-Defensinen zdhlen die human neutrophil peptides (HNP-) 1 bis 4, die bei einer
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Entzindung von neutrophilen Granulozyten ausgeschiittet werden, und das
intestinale human defensin 5 (HD-5) und 6 (HD-6), welche konstitutiv in Paneth-
Zellen und in villésen Epithelzellen im Duodenum, Jejunum und lleum exprimiert
werden.1%7-1% Die human beta defensine 1-4 (HBD-1 bis HBD-4) gehdren zu den B-
Defensinen und werden von zahlreichen Epithelzellen, unter anderem wvon
Keratinozyten, von Enterozyten des Kolons und von Epithelzellen des Epididymis,
der Kornea und der Konjunktiva, gebildet.1®®

Tabelle 1: Unterteilung der Defensine

AMP Unterteilung VVorkommen Stimuli
Alpha- HNP-1-4 Neutrophile Granulozyten Entzlindung
Defensine
HD-5-6 Uberwiegend in Paneth-Zellen konstitutive
Expression
Beta- HBD-1 Zahlreiche Epithelzellen konstitutive
Defensine Expression
HBD-2-4 Zahlreiche Epithelzellen, Entziindung
Plasmazellen im Kolon

Quelle: nach Ramasundara et al.’®; Abkiirzungen: AMP: antimikrobielle Peptide, HNP: human
neutrophil peptides, HD: human defensin, HBD: human beta defensin

Die Funktion von Defensinen ist ahnlich zu LL-37: Sie wirken bakterizid, indem sie
durch Bildung von Mikroporen in der bakteriellen Phospholipiddoppelschicht die
strukturelle Integritat des Bakteriums zerstoren.%® 1% So besteht fiir Epithelien ein
gewisser Schutz vor Pathogenen mit der Madoglichkeit der Regulation der
vorhandenen symbiotischen Mikrobiota.'®® Durch das Vorkommen in zahlreichen
Epithelzellen besteht hohe Evidenz flir einen Zusammenhang von Defensinen unter
anderem mit Erkrankungen der Haut (z. B. atopische Dermatitis, Psoriasis, Akne
vulgaris), der Atemwege (z. B. Zystische Fibrose, Otitis media) und des
Gastrointestinaltrakts, hier v. a. bei infektiésen Diarrhéen, Gastritiden und MC.%
So sind genetische Polymorphismen in der Promotor-Region des Transcription
factor 4, der die Bildung der a-Defensine HD-5 und HD-6 in Paneth-Zellen
reguliert, mit einer MC-Manifestation im Ileum assoziiert.!"

Im Kolonepithel wird das Defensin HBD-1 konstitutiv exprimiert, wahrend HBD-
2, 3 und 4 im Epithel und in Plasmazellen der Lamina propria des Kolons erst durch
proinflammatorische Zytokine oder Kontakt zu enteroinvasiven Bakterien
produziert werden.1®": 188 \Wehkamp et al. konnten bei CED-Patienten an intestinalen
Biopsien von makroskopisch nicht befallenen Arealen eine niedrigere HBD-2-
Konzentration im Vergleich zu entziindeten Bereichen feststellen.’®” Auch in
Mausmodellen mit DSS-induzierter Kolitis konnten hohere Konzentrationen an -
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defensin-3, dem murinen Ortholog zum HBD-2, ermittelt werden.’? Wehkamp et
al. zeigten in einer weiteren Arbeit, dass die Level an HBD-2-mRNA in CU-
Biopsien sowohl in entziindeten als auch in nicht entziindeten Bereichen signifikant
héher waren als bei gesunden Probanden.t’® Bei MC-Patienten konnten die Autoren
keinen signifikanten Unterschied zwischen entzlindeten und nicht-entzlindeten
Arealen feststellen.t”® Auf systemischer Ebene konnten Yamaguchi et al. beziiglich
HBD-2 keine signifikanten Konzentrationsunterschiede im Plasma von CED-
Patienten und gesunden Kontrollen ermitteln.*’

An Zellkulturen zeigte sich eine NOD2-abhangige Expression von HBD-2: Nach
Erkennung von bakteriellen Peptidoglykanen aktiviert das zytosolische Protein
NOD2 den HBD-2-Promotor und induziert NF-xB-abhangig die Bildung des
Defensins.’”® 176 Zudem induziert 1,25(0OH)2D das NOD2-Gen in Monozyten und
Epithelzellen durch distale Enhancer und fuhrt synergistisch mit bakteriellen
Abbauprodukten (MDP) zu einem erhéhten Nachweis von HBD-2-mRNA. Wang
et al. stellten fest, dass genau dieser synergistische Mechanismus in Makrophagen
mit einer homozygoten R702w-NOD2-Mutation, wie sie sehr haufig bei MC-
Patienten vorkommt, nicht vorhanden ist.%° Diese Daten legen einen moglichen
Zusammenhang zwischen dem Vitamin D-Haushalt, genetischer Pradisposition und
den zum angeborenen Immunsystem zuzuordnenden antimikrobiellen Peptiden bei
Patienten mit MC nahe.®
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2 Zielsetzung

Serologische Erkrankungs- und Aktivitatsmarker fiir CED sind in ihrer Verwendung

im klinischen Alltag noch immer mit Limitationen verbunden und nicht breit

verfiigbar. Ziel der Arbeit war es daher, mogliche Marker im Serum von den in der

Studie eingeschlossenen CED-Patienten als Erkrankungs- oder

Krankheitsaktivitatsmarker zu untersuchen. Da auch ein Vitamin D-Mangel bei

CED-Patienten weit verbreitet ist und in vielen Studien Zusammenhénge zwischen

Vitamin D und der Schwere der Erkrankung sowie der Lebensqualitat festgestellt

wurden, sollte gleichzeitig tberprift werden, ob eine Assoziation zu den Vitamin

D-Metaboliten besteht. Im Einzelnen wurden folgende Hypothesen untersucht:

- Besteht in unserem Patientenkollektiv ein Vitamin D-Mangel? Wie fallen die
Spiegel an hormonell aktivem 1,25-(OH).-Vitamin D im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe aus?

- Liegt CCL20 als proinflammatorisches Th17-Chemokin bei CED-Patienten
in hdheren Serumkonzentrationen vor als bei gesunden Kontrollen und besteht
ein Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitdt und zu Vitamin D, wie es in
Adipozyten, Korneazellen und im Mausmodell bereits nachgewiesen wurde?*3%-
138 Zudem untersuchten wir mdgliche Korrelationen der CCL20-Werte mit
fakalem Calprotectin und anderen klinischen Entziindungsindikatoren wie CRP,
Leukozyten und Thrombozyten.

- Konnen bei CED-Patienten auch im Serum erhohte Calprotectin-Werte
detektiert werden und besteht eine Assoziation zur Krankheitsaktivitat?
Korrelieren die Spiegel mit fédkalem Calprotectin, CRP, Leukozyten und
Thrombozyten? Bestehen wie vorbeschrieben Unterschiede bei Infliximab-
Einnahme!!® und ist ein Zusammenhang mit Vitamin D — wie auch bereits fir
fakales Calprotectin beschrieben!* — vorhanden?

- Unterscheiden sich bei Patienten mit CED die Serumspiegel der
antimikrobiellen Peptide Cathelicidin/LL-37 und Humanes p-Defensin 2 von
der gesunden Kontrollgruppe und ist eine Assoziation mit der
Krankheitsaktivitdat vorhanden? Besteht eine Korrelation zu fakalem
Calprotectin, CRP, Leukozyten und Thrombozyten? Kann die in vitro
nachgewiesene Induktion der Bildung von LL-37 und HBD-2 durch Vitamin D
auch systemisch im Serum nachgewiesen werden® & 149 ynd bestehen aufgrund
vorbeschriebener  angiogenetischer  Eigenschaften von  LL-37 ein
Zusammenhang zu Stenosen?'*’ Gibt es Unterschiede in den LL-37-
Konzentrationen bei Einnahme von Infliximab®* und ergeben sich Unterschiede
in den HBD-2-Spiegeln in Abhangigkeit vom NOD2-R702w-Genotyp?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial fur ELISA-Messungen

Reaktionsgefalie

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2,0 mL, Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Blutentnahmerdhrchen

S-Monovette®, Sarstedt AG & Co, Nuimbrecht
- K3EDTA

- Serum mit Gerinnungsaktivator

- Citrat 3,2%

Reinstwasser

Enzymgekoppelte Immunabsorptionsassays (ELISA-Kits)

CCL20

Human MIP-3 alpha/CCL20 Human ELISA Kits der Firma
Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Katalognummer
EHCCL20, Chargennummer 165060619;

Messbereich: 0,8-600 pg/mL; Sensitivitat: 1,5 pg/mL"’

SC

IDK® Calprotectin ELISA der Firma Immundiagnostik AG,
Katalognummer K6935, Chargennummer 190703;

Messbereich: 3,9-250 ng/mL1"8; Sensitivitat: 0,789 ng/mL"™

LL-37

LL-37 Human ELISA Kits der Firma Hycult Biotech,
Katalognummern HK321-01 und HK321-02, Chargennummern
25649K0219-C und 25650K0219-F;

Messbereich: 0,14-100 ng/mL; Sensitivitat: 0,14 ng/mL*8°

HBD-2

Defensin 2, beta (Human) - ELISA Kits der Firma Phoenix
Pharmaceuticals, Katalognummer EK-072-37, Chargennummer
608847,

Messbereich: 15,6-1000 pg/mL; Sensitivitat: 15,6 pg/mL18
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3.1.2 Geriite

In Tabelle 3 kdnnen die flr die ELISA-Messungen verwendeten Geréte eingesehen
werden.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Geréate

Gerat Hersteller und Gerateinformationen

Tiefkuhlschrank (-80 °C) | Thermo Scientific Heraeus Tiefkiihlschrank HFU 586 Basic, 793
I, 230V, Arbeitstemperatur: -50 bis -86 °C

Zentrifuge Rotofix 32 A, Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen

Pipetten Eppendorf, Hamburg

ELISA-Reader Tecan Austria GmbH, Grodig/ Salzburg, Osterreich
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3.2 Methoden

3.2.1 Rekrutierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

Die in dieser Arbeit einbezogenen Probanden waren Teil einer groReren
Querschnittstudie zu Serum-Biomarkern bei CED-Patienten. 254 erwachsene CED-
Patienten, die sich zwischen Marz 2015 und Juli 2016 in der CED-Ambulanz der
Medizinischen Klinik I am Universitatsklinikum der LMU Miinchen vorstellten,
wurden gezielt fir diese Biomarker-Studie rekrutiert. Einschlusskriterien waren ein
Alter von 18 Jahren oder alter und eine nach den Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft fir Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten
gesicherten Diagnose eines MC oder CU, basierend auf etablierten endoskopischen,
histologischen und klinischen Kriterien. Zu den Ausschlusskriterien gehdrten neben
einer chronischen Nierenfunktionseinschrdnkung eine Leberzirrhose, eine
bestehende Schwangerschaft sowie klinische Anzeichen einer anderen aktiven
Infektionskrankheit. Weiteres Ausschlusskriterium war eine Vitamin D-
Supplementierung in unbekannter Dosierung. Diesem Auswahlverfahren zufolge
konnten 250 Probanden in die Studie eingeschlossen werden. Nach ausfihrlicher
Aufklarung tber Ablauf, Ziel und Bedeutung der Studienteilnahme wurde ein
schriftliches Einverstandnis eingeholt. AnschlieBend erfolgte die Blutentnahme. Es
wurden anamnestisch Daten wie Alter, Geschlecht, body mass index (BMI),
bisherige Erkrankungsdauer, Raucherstatus, derzeitige Medikation sowie die
Einnahme von Vitamin D-Préparaten erfragt und in Form in einer Microsoft® Excel-
Datenbank zusammengetragen. Aus den Akten und dem Klinikinformationssystem
wurden bei Verfligbarkeit Informationen zu extraintestinalen Manifestationen,
Fisteln, Stenosen, Abszessen, einer Voroperation, zum NOD2-Mutationsstatus
sowie den fakalen Calprotectin-Konzentrationen erfasst. Die Ausdehnung der CU-
Erkrankung wurde gemadl Montreal-Klassifikation anhand der letzten
Ileokoloskopie nach den Stadien E1 fir Proktitis, E2 fir Linksseitencolitis und E3
fur eine ausgedehnte Colitis aufgenommen. Bei MC-Patienten erfolgte die
Lokalisationseinteilung in die Kategorien ,lleum isoliert”, ,,Kolon isoliert®,
,lleokolon®, | lleokolon* und ,Jejunum* sowie ,,Ileokolon und oberer GIT*
(Gastrointestinaltrakt).

Das Kontrollkollektiv wurde im Zeitraum von August bis November 2016 aus
zufallig ausgewdhlten Klinikmitarbeitern, Krankenhausbesuchern und aus dem
Bekanntenkreis gebildet. Hierbei wurden ausschlieBlich anamnestisch gesunde
Personen nach Ausschluss einer CED oder anderer chronisch-entztindlicher
Erkrankungen, einer chronischen Nierenfunktionseinschrankung oder einer
regelméaligen  Einnahme  von  entzindungshemmenden  Medikamenten
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eingeschlossen. Insgesamt konnten 60 gesunde Probanden ermittelt werden, die den
Studienbedingungen zustimmten.

Die Ethikkommission der Universitdt Minchen sicherte die ethisch-rechtliche
Unbedenklichkeit gemal? den Standards der Deklaration von Helsinki unter der
Projektnummer 343-09 zu. In einer anderen Publikation wurden bereits Analysen zu
anderen Fragestellungen in einzelnen Kohorten dieser Population veréffentlicht. 182
Zudem erfolgte vorab die Prédsentation einzelner Analysen im Rahmen eines
Kongressbeitrags, ein weiteres Manuskript befindet sich im peer-review-Verfahren
(siehe Kapitel 13).

3.2.2 Gewinnung des Untersuchungsmaterials und Klinische Chemie

Am Tag des Ambulanzbesuchs wurde allen Probanden peripher vendses Blut
entnommen und innerhalb von 15 Minuten zentrifugiert, abpipettiert und in einen
Kihlschrank  mit -80° Celsius eingelagert (verwendete Gerate und
Verbrauchsmaterial siehe Tabelle 2 und Tabelle 3). So konnte sichergestellt werden,
dass der Verlust empfindlicher Bestandteile weitestgehend minimiert wurde. Ein
anderer Teil der gewonnenen Proben wurde im Zentrallabor des
Universitéatsklinikums Minchen, Campus GroBhadern, fir die routineméaRige
Bestimmung der Parameter fur Blutbild und klinische Chemie verwendet. In Tabelle
4 sind die einzelnen Laborparameter, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, mit
ihren jeweiligen Einheiten, Messmethoden und Gerétebezeichnungen aufgefihrt.

Tabelle 4: Ubersicht der Laborparameter mit zugehorigen Messmethoden

Parameter Einheit | Messmethode/ Assay Messgerat (Hersteller)
Leukozyten Giga/L Durchflusszytometrie XN 9000 (Sysmex)
Thrombozyten Giga/L Impedanzmessung mit XN 9000 (Sysmex)

hydrodynamischer Fokussierung,
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Kreatinin (Jaffé) | mg/dL Kinetischer Farbtest, basierend auf | AU 5800/ AU680

der Jaffé-Methode Beckman-Coulter
C-reaktives mg/dL Partikelverstarkter AU 5800/ AU680
Protein immunologischer Trilbungstest Beckman-Coulter

(Hoffmann-La Roche AG Basel,
Schweiz)
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Calprotectin im | mg/L Partikelverstirkter turbimetrischer | C502-Modul auf einem
Stuhl Immuntest (PETIA) der Firma Cobas® 8000
BUHLMANN (fCAL® turbo) (Hoffmann-La Roche

AG Basel, Schweiz)

Die Messverfahren des Zentrallabors unterliegen taglichen internen, sowie
vierteljahrlichen externen Qualitatskontrollen.

Die Bestimmung des NOD2-Genotyps war vorab bei einzelnen Studienteilnehmern
im Rahmen vorangegangener Studien erfolgt.®3 Nach Standardverfahren wurde aus
vendsem EDTA-Blut eine Amplifikation des NOD2-Exons 4 durchgefiihrt. Mittels
Agarosegel-Elektrophorese wurde anschlieBend die Grofle und Menge des PCR-
Produkts analysiert. Die Fragmente wurden mit dem QIAquick® PCR-Reinigungskit
(QIAGEN®, Hilden, Deutschland) gereinigt und mit dem ABI PRISM® BigDye™
Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™,
Foster City, CA, USA) sequenziert. Die Sequenzen wurden auf einem ABI PRISM®
377 DNA Sequencer (Applied Biosystems™) mit dem Sequenzanalyseprogramm
Version 3.4.5 (Applied Biosystems™) analysiert.

3.2.3 Bestimmung der Vitamin D-Spiegel

Der Gesamtgehalt an 25(OH)D (25-Hydroxyvitamin D3 und D2) im Serum wurde
mit dencob Elecsys® Vitamin D total Il Tests fiir das cobas 8000 e 801 System der
Firma Roche an der Zentralen Einrichtung fir Klinische Chemie der Universitat
Ulm durchgefiihrt. Die Bestimmung beruht auf dem Kompetitionsprinzip und
verwendet ein Vitamin D-Bindeprotein als Fangerkomponente. AnschlieRend wird
durch Anlage einer Spannung die Lumineszenzreaktion gestartet und mittels
Photomultiplier gemessen. Eine Kreuzreaktivitat mit 24,25(0OH)2-Vitamin D wird
durch einen spezifischen monoklonalen Antikorper nahezu ausgeschlossen. Der
Messbereich wird zwischen 3 und 100 ng/mL angegeben, Proben mit Werten
oberhalb des Messbereichs wurden entsprechend mit Universalpuffer verdiinnt.18
Zur Auswertung des Vitamin D-Status wurden die Patienten und Kontrollen gemaf
dem Institute of Medicine (IOM)! in Vitamin D-defiziente mit einem 25(OH)D-
Spiegel < 20 ng/mL und in Vitamin D-suffiziente eingeteilt (25(OH)D-Spiegel > 20
ng/mL).

Die quantitative Bestimmung von 1,25(0OH),-Vitamin D (1,25(0OH)2D3 und
1,25(0H)2D2) in unseren Serumproben erfolgte mittels IDS-iSYS 1,25 VitD*P-
Assay auf dem IDS-iSYS Multi-Discipline Automated System der Firma IDS® in der
Zentralen Einrichtung fur Klinische Chemie der Universitat Ulm. Der Messbereich
liegt laut Herstellerangaben zwischen 7,5 und 210 pg/mL.18®
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3.2.4 Beurteilung der Krankheitsaktivit:it

In dieser Arbeit bestimmten wir die Krankheitsaktivitat bei MC anhand des Crohn’s
disease activity index (CDAI) nach Best!® (Anhang 1). Bei CU-Patienten erfolgte
die Klassifizierung anhand des klinischen Teils des Colitis activity Index (CAI) nach
Rachmilewitz®® (Anhang 2). Der Krankheitsaktivitatsindex wurde am Tag der
Blutentnahme im Rahmen des Ambulanzbesuches erhoben. Zur Berechnung des
CDAI konnten durch Summieren von acht faktorisierten Bewertungsvariablen
Werte zwischen 0 und 600 Punkten errechnet werden. Bei einem CDAI-Score von
<150 Punkten lag ein geringer Aktivititsindex (,,Remission”) vor, Werte >150
sprachen fiir einen aktiven Krankheitsaktivititsindex (,,aktive Erkrankung*).'®” Bei
Patienten mit CU wurde die Krankheitsaktivitat anhand des klinischen CAI nach
Rachmilewitz quantifiziert. Aus sieben Variablen lieRen sich maximal 29 Punkte
errechnen. Ein CAIl < 3 wurde in dieser Arbeit als geringer Aktivititsindex (,,in
Remission®), ein CAI > 3 als aktive Erkrankung definiert.

3.2.5 ELISA-Messungen

Zur Bestimmung der Serumspiegel von CCL20, Calprotectin, LL-37 und HBD-2
wurden enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)-Kits verschiedener Hersteller
(siehe Tabelle 2) verwendet und zusammen mit dem Labor fiir Gastroenterologie
der Medizinischen Klinik und Poliklinik 2 des Klinikums der Universitdt Minchen
(Campus Innenstadt) gemessen. Die Messungen erfolgten protokollkonform nach
Herstellerangaben mit nicht aufgetauten Serumproben, lediglich die Bestimmung
von Calprotectin erfolgte mit bereits aufgetauten Proben. Hier waren laut
Protokollangaben bis zu drei Auftauzyklen tolerabel.}”® Die Protokollschemata der
jeweiligen Hersteller kénnen auf den Webseiten der Hersteller eingesehen
werden.'"181 Bei Werten auBerhalb der Standardkurve wurde erneut in verdiinnter
oder erhohter Konzentration nachgemessen.

3.2.6 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen und graphischen Darstellungen wurden mit Hilfe der
XLSTAT Statistikanalyse-Software  (Version 2022.2.1, Addinsoft, Paris,
Frankreich) erstellt. Die uni- und multivariaten Analysen sowie die Erstellung der
receiver operating characteristic (ROC)-Graphen erfolgten mithilfe der
Softwareplattform SPSS® (Version 29.0.0.0, IBM®, Armonk, New York, Vereinigte
Staaten von Amerika). Allen Analysen wurde das Signifikanzniveau p<0,05
zugrunde gelegt. Die p-Werte sind mit Ausnahme der asymptotischen p-Werte bei
uni- und multivariaten Analysen als exakte p-Wert-Berechnungen angegeben. Zur
Datensortierung wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel der Firma
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Microsoft® Corporation (Version 16.69, Redmond, Washington, Vereinigte Staaten
von Amerika) verwendet.

Beim Vergleich zweier unabhangiger Stichproben wurde fir quantitative Variablen
der Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Bei kategorialen Variablen erfolgte der
Vergleich mittels exaktem Fisher-Test. Die Ergebnisse wurden graphisch als
Boxplots mit Median und Interquartilbereich dargestellt. Die Tests auf
Normalverteilung wurden anhand des Shapiro-Wilk-, Anderson-Darlin- und
Lilliefors-Test ermittelt. In allen Kollektiven zeigten sich ausschlieBlich nicht
normalverteilte Parameter. Korrelationsanalysen wurden anhand der Spearman-
Korrelation durchgefuhrt. Zur Auswertung der Assoziation der einzelnen
Serumparameter zu verschiedenen Variablen wurden uni- und multivariate
Regressionsmodelle unter Angabe der jeweiligen Kovariaten angewandt. Bei
entsprechender Kennzeichnung erfolgten bei einzelnen abhéngigen Variablen
Datentransformationen ein Logarithmieren zur Herstellung normalverteilter
Residuen, um die Voraussetzung fiir die uni- und multivariaten Modelle zu erfillen.
Zur Analyse der diagnostischen Qualitdat der einzelnen Serumparameter
verwendeten wir ROC-Analysen. In der Beschreibung der Daten fanden Absolut-
(n) und Prozentwerte (%), Mittelwerte mit Standardabweichung (SD), Mediane mit
oberer und unterer Quartile (Q1l; Q3) und bei Korrelationsanalysen der
Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient rs Verwendung. Bei ROC-Analysen
erfolgte die Angabe der area under the curve (AUC, Fl&che unter der Kurve) mit
Standardfehler und Konfidenzintervall sowie die Angabe eines aus den ROC-
Tabellen ermittelten Cut-off-Werts mit jeweiliger Sensitivitat und Spezifitdt samt
Konfidenzintervallen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde bei uni- und
multivariaten Analysen zum Teil auf die Angabe der Konfidenzintervalle verzichtet.

3.2.7 Definitionen

Krankheitsaktivitat und Vitamin D-Status wurden in dieser Arbeit wie folgt
definiert:

Tabelle 5: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Definitionen

Krankheitsaktivitat Aktiver MC: CDAI > 150 nach Best!® (siehe Anhang 1)
(nach ECCO- Aktive CU: CAI > 3 nach Rachmilewitz!® (siehe Anhang 2)
Guidelines)!®®

Vitamin D-Status Unterteilung in Defiziente (= Vitamin D-Mangel) und Nicht-
(nach 1OM)* Defiziente Probanden

Vitamin D-Mangel*® 25-OH-Vitamin D < 20 ng/mL (< 50 nmol/L)
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Daten der Studienpopulation

Die Daten von insgesamt 250 CED-Patienten und 60 gesunden Kontrollen bildeten
die Grundlage fur die Auswertungen. Die demographischen und klinischen
Charakteristika der CED-Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme sind in Tabelle
6 als CED-, MC- und CU-Kaollektiv aufgelistet.

Tabelle 6: Charakteristika der CED-Patienten mit Stratifizierung nach Entitat

CED-Kollektiv MC-Kollektiv CU-Kollektiv

n=250 n=170 n=80

Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3)
Eigenschaften oder n (%) oder n (%) oder n (%)
Demographie
- Alter (Jahre) 38 (30; 49) 37 (30; 49) 40 (31; 51)
- Weibliches Geschlecht 136 (54) 82 (48) 54 (68)
- BMI (kg/m?) 24 (21, 27) 24 (21; 27) 25 (22; 27)
Raucherstatus?
- Nichtraucher 165 (73) 101 (65) 64 (90)
- Raucher 62 (27) 55 (35) 7 (10)
Krankheitsdauer (Jahre) 11 (7; 18) 12 (7; 19) 11 (6; 18)
Krankheitsaktivitat
- aktiv 68 (27) 26 (15) 42 (53)
- in Remission 182 (73) 144 (85) 38 (48)
- CDAI - 60 (28; 100) -
- CAl - - 4 (2;5)
MC-Lokalisation
- nur lleum - 29 (17) -
- nur Kolon - 11 (6) -
- lleokolon - 90 (53) -
- lleckolon + Jejunum - 13 (8) -
- lleokolon + oberer GIT - 27 (16) -
CU-Ausdehnung®
- Proktitis - - 3(4)
- Linksseitenkolitis - - 35 (44)
- Pankolitis - - 38 (48)
Extraintestinale Manifestationen 67 (27) 51 (30) 16 (20)

@ Raucherstatus bekannt bei 227 von 250 Probanden, im MC-Kollektiv bei 156 Probanden, im CU-Kollektiv
bei 71 Probanden; Karente Raucher wurden als Nichtraucher gewertet.
b 4 fehlende Daten zur Ausdehnung der CU
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Fisteln 62 (25) 61 (36) 1(1)
Stenosen 77 (31) 72 (42) 5 (6)
Abszesse 33 (13) 33 (19) 0(0)
zuriickliegende Operation 77 (31) 75 (44) 2(3)
NOD2-Status
- R702W-Mutation (rs2066844)? 32 (13) 28 (16) 4 (5)
Blutbild/ klinische Chemie
- Erythrozyten (in T/L) 4.8 (4,5;5,1) 48 (4,5;5,1) 5,0 (4,7;5,3)
- Hadmoglobin (in g/dL) 14,3 (13,4;15,2) 14,2 (13,3;15,0) 14,7 (13,7; 15,6)
- Thrombozyten (in G/L) 280,0 (234,3; 283,0 (238;3; 265,5 (225,8;
312,8) 319,0) 305,3)
- Leukozyten (in G/L) 7,4 (6,2; 9,3) 7,4 (6,2;9,4) 7,5(6,2;9,1)
- CRP (in mg/dL) 0,3(0,1;0,8) 0,3(0,1;0,8) 0,4 (0,1;0,8)
- Kreatinin (in mg/dL) 0,9 (0,8; 1,0) 0,9 (0,8; 1,0) 1,0(0,9; 1,1)

Fékales Calprotectin® (in mg/L) 353 (91; 1497) 349 (91; 1511) 365 (98; 1484)

Aktuelle CED-Therapie

- keine Medikation

- orale Steroid-Monotherapie

- orale Steroide + 5-ASA

- Immunsuppressiva-Monotherapie®

- Immunsuppressiva + Steroide

- Immunsuppressiva + 5-ASA

- Anti-TNF-a-Monotherapie®

- Anti-TNF-a + Steroide

- Anti-TNF-a + Steroid + 5-ASA

- Anti-TNF-a + Immunsuppressiva

- Anti-TNF-a + Steroid +
Immunsuppressiva

- Anti-TNF-a + 5-ASA

- Vedolizumab

- Vedolizumab + Steroid

- Vedolizumab + 5-ASA

- 5-ASA-Monotherapie

Vitamin D — Einnahme: ja
- durchschnittliche Dosis (IE)

15 (6)
3(D)
10 (4)
12 (5)
2(1)
1(0)
142 (57)
6(2)
4(2)
5(2)
3(D)

16 (6)
10 (4)
4 (2)
5(2)
11 (4)

134 (54)

1000 (1000;

1000)

15 (9)
2(b)
3(2)
10 (6)
1)
0(0)
111 (65)
4(2)
3(2)
2(1)
3(2)

3(2)
7(4)
3(2)
3(2)
0(0)

90 (53)

1000 (1000;

1000)

Abkilirzungen: 5-ASA: 5-Aminosalicylate, IE: Internationale Einheiten

2 Insgesamt 2 homozygote, 32 heterozygote Genotypen
b Daten zu fakalem Calprotectin insgesamt bei 163 von 250 Probanden vorhanden; im MC-Kollektiv bei 108
Probanden, im CU-Kollektiv bei 55 Probanden

¢ Immunsuppressiva umfassen Azathioprin und Methotrexat
4 TNF-o-Hemmer umfassen Infliximab, Adalimumab, Golimumab und Certolizumab

0(0)
1)
7(9)
2(3)
1(1)
1)
31 (39)
2(3)
1(1)
3(4)
0(0)

13 (16)
3(4)
1(D)
2(3)

11 (14)

44 (55)

1000 (1000;

1000)
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In Tabelle 7 sind die Charakteristika der gesunden Kontrollgruppe (n=60)
zusammengefasst.

Tabelle 7: Charakteristika der gesunden Kontrollgruppe (K)

Gesunde Kontrollen

n=60
Eigenschaften Median (Q1; Q3) oder n (%)
Demographie
- Alter (Jahre) 31 (25; 41)
- Weibliches Geschlecht 35 (58)
- BMI (kg/m?) 22 (20; 25)
Raucherstatus
- Raucher 3(5)
- Nichtraucher 57 (95)
Vitamin D — Einnahme: ja 8 (13)

- Durchschnittliche Dosis (IE) 2000 (1700; 2250)

Abkirzung: IE: Internationale Einheiten
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In Tabelle 8 sind die medianen Konzentrationen der 25(OH)D- und 1,25(0OH)2D-
Spiegel der CED-Patienten (N=250) im Vergleich zu den gesunden Probanden
(N=60) dargestellt. Tabelle 9 zeigt die Messergebnisse mit Differenzierung der
Patienten in aktive Erkrankung (n=68) und Erkrankung in Remission (n=182) sowie
mit Differenzierung der beiden Entitdten MC (n=170) und CU (n=80).

Tabelle 8: Mediane Vitamin D-Spiegel im CED-Kollektiv im Vergleich zur gesunden

Kontrollgruppe

CED-Kaollektiv Kontrollkollektiv
n=250 n=60
Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3) p?
25(OH)D (in ng/mL) 22,0 29,0 <0,0001
(16,0; 29,0) (22,0; 34,3)
1,25(0OH)2D (in pg/mL) 30,7 24,0 0,0002
(23,1; 39,5) (15,2; 34,9)

Tabelle 9: Mediane Vitamin D-Spiegel in den verschiedenen CED-Kollektiven

Kollektiv 25(OH)D (in ng/mL) 1,25(0OH)2D (in pg/mL)
CED aktiv 24,0 31,9

(n=68) (17,0; 30,3) (24,3; 46,6)

CED Remission 22,0 30,1

(n=182) (16,0; 28,0) (22,6; 38,3)

MC 22,0 30,2

(n=170) (16,0; 29,0) (23,0; 39,5)

CuU 21,0 31,5

(n=80) (16,8; 28,0) (24,0; 39,5)

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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4.2.1 25-(OH)-Vitamin D-Spiegel in den einzelnen Kollektiven

Bei CED-Patienten (N=250) ergaben sich signifikant niedrigere Spiegel an
25(0OH)D (Median: 22,0 ng/mL) im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (n=60,
Median: 29,0 ng/mL; p<0,0001). Diese signifikanten Unterschiede zeigten sich auch
bei Differenzierung der Krankheitsaktivitit: CED-Patienten in aktivem
Erkrankungszustand (n=68) wiesen niedrigere Spiegel (Median: 24,0 ng/mL) als die
Kontrollprobanden (p=0,001) auf, ebenso die CED-Patienten in Remission (n= 182;
Median: 22,0 ng/mL; p<0,0001). Zwischen CED aktive Erkrankung und CED in
Remission bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,20).

60 T

50 T+

40 +

+ - +

1
J T T T

CED
U CED CED aktiv  Remission K

Abbildung 8: 25(0OH)D-Spiegel (in ng/mL) bei CED-Patienten (N=250) mit Differenzierung der
Krankheitsaktivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60)

Auch innerhalb der univariaten Regressionsanalyse ergab sich eine signifikante,
negativ gerichtete Assoziation der dichotomen Variable ,,Erkrankung“ zu den
25(0OH)D-Konzentrationen  (Regressionskoeffizient B= -7,675; SE=1,514;
p<0,001).

Im MC-Kollektiv (n=170) zeigten sich niedrigere 25(OH)D-Spiegel (Median: 22,0
ng/mL) als bei den gesunden Kontrollen (n=60; Median: 29,0 ng/mL; p<0,0001),
ebenso innerhalb der Gruppe der CU-Patienten (n=80; Median: 21 ng/mL)
verglichen mit der Kontrollgruppe (p<0,0001). Der Vergleich zwischen MC- und
CU-Patienten ergab keine signifikanten Unterschiede (p=0,57).
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Abbildung 9: 25(0OH)D-Spiegel (in ng/mL) bei MC- (n=170) und CU-Patienten (n=80) im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60) (Ausreiler ausgeblendet)

e Assoziation zur Krankheitsaktivitat

Zur Uberpriifung einer moglichen Assoziation mit der Krankheitsaktivitat erfolgte
eine Korrelationsanalyse der 25(OH)D-Spiegel mit den CDAI-Werten bei MC- und
den CAI-Werten bei CU-Patienten. Hier zeigten sich Kkeine signifikanten
Zusammenhénge.

Tabelle 10: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse der 25(OH)D-Spiegel mit den absoluten
CDAI- und CAl-Scores im MC- und CU-Kaollektiv

Spearman’scher

Rangkorrelations-
Parameter Mittelwert (SD) koeffizient rs p
CDAI im MC-Kollektiv (n=170) 81 (83) 0,08 0,30
CAIl im CU-Kollektiv (n=80) 4 (3) 0,08 0,51

Im univariaten linearen Modell ergab sich keine signifikante Assoziation der
Krankheitsaktivitat zu den 25(OH)D-Konzentrationen (im CED-Kollektiv, n=250,
Regressionskoeffizient B=1,217; SE=1,435; p=0,397).
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4.2.2 1,25-(OH):-Vitamin D-Spiegel in den einzelnen Kollektiven

Bei CED-Patienten (N=250) lieRen sich signifikant hohere 1,25(0OH)2D-Werte
(Median: 30,7 pg/mL) feststellen als bei der gesunden Kontrollgruppe (N=60;
Median: 24,0 pg/mL; p=0,0002). CED-Patienten in aktivem Erkrankungszustand
(n=68; Median: 31,9 pg/mL; p=0,0002) wiesen, ebenso wie CED-Patienten in
Remission (n=182; Median: 30,1 pg/mL; p=0,001), héhere 1,25(0OH)2D-Spiegel als
die gesunden Probanden auf. Innerhalb der Krankheitsaktivitat zeichnete sich im
Vergleich CED aktiv — CED Remission kein signifikanter Unterschied ab (p=0,10).
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Abbildung 10: 1,25(0H)2D-Spiegel (in pg/mL) bei CED-Patienten (N=250) mit Differenzierung
der Krankheitsaktivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60) (Ausreiller ausgeblendet)

Auch im linearen Regressionsmodell ergab sich ein signifikanter, positiv gerichteter
Einfluss der Erkrankung als dichotome Variable auf die 1,25(OH)2D-Konzentration
(Regressionskoeffizient B=7,081; SE=2,226; p=0,002).

Dieser Unterschied zeigte sich auch bei Aufteilung des CED-Kollektivs in die
beiden Entitdten MC und CU ab: Bei MC-Patienten (n=170) ergaben sich signifikant
hohere 1,25(0H)2D-Spiegel (Median: 30,2 pg/mL) als bei den gesunden Kontrollen
(N=60; Median: 24,0 pg/mL; p=0,0005). Dieser signifikante Unterschied war auch
bei CU-Patienten (n=80; Median: 31,5 pg/mL) verglichen mit der Kontrollgruppe
vorhanden (p=0,002). Zwischen den beiden Entitditen MC und CU bestand kein
signifikanter Unterschied (p=0,83).
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Abbildung 11: 1,25(0OH)2D-Spiegel (in pg/mL) bei MC- (h=170) und CU-Patienten (n=80) im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60) (Ausreiler ausgeblendet)

e Korrelation zur Krankheitsaktivitat

Auch fiir 1,25(0H)2D erfolgte zur Uberpriifung einer mdéglichen Assoziation mit
der Krankheitsaktivitdt eine Korrelationsanalyse der 1,25(OH)2D-Spiegel der
jeweiligen CED-Kollektive mit den CDAI-Werten bei MC- und den CAIl-Werten
bei CU-Patienten. Hier zeigten sich keine signifikanten Zusammenhénge.

Tabelle 11: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse der 25(OH)D-Spiegel mit den absoluten
CDAI- und CAl-Scores im MC- und CU-Kaollektiv

Spearman’scher

Rangkorrelations-
Parameter Mittelwert (SD) koeffizient rs p
CDAI im MC-Kollektiv (n=170) 81 (83) 0,09 0,27
CAIl im CU-Kollektiv (n=80) 4 (3) 0,08 0,50

Im univariaten linearen Modell konnte kein signifikanter Einfluss der
Krankheitsaktivitat auf die 1,25(0OH)2D-Spiegel (CED-Kollektiv, n=250)
festgestellt werden (B=3,748; SE=2,148; p=0,082).
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4.2.3 Regressionsanalyse: Kontrolle auf Vitamin D-Supplementation
und Nierenfunktion

In den Kapiteln 4.2.1 und 4.2.2 konnten bei CED-Patienten im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe signifikant niedrigere 25(OH)D- und signifikant hohere
1,25(0OH)2D-Serumkonzentrationen festgestellt werden. Dies bestatigte sich in den
univariaten linearen Regressionsanalysen.

Diese Ergebnisse sollten mittels multipler Regression auf mdgliche Einflusse der
Vitamin D-Supplementation und der Nierenfunktion kontrolliert werden. Da vorab
CED-Patienten mit nephrologischen Erkrankungen, insbesondere chronischer
Nierenfunktionseinschrankung, ausgeschlossen waren und die Kontrollgruppe nur
aus gesunden, internistisch nicht vorerkrankten Personen bestand, konnte die
Variable Kreatinin als Marker der Nierenfunktion auflier Acht gelassen werden.
Gleichzeitig zeigten sich hinsichtlich des Serumkreatinins keine signifikanten
Unterschiede beim Vergleich der CED-Patienten mit bzw. ohne Vitamin D-Mangel
(Median (Q1; Q3) des Serumkreatinins in mg/dl bei Hypovitaminose D: 1,0 (0,9;
1,1); ohne Hypovitaminose D: 1,0 (0,9; 1,1); p=0,89).

Die signifikante Assoziation der CED-Erkrankung zu den 25(OH)D- und
1,25(0OH)2D-Spiegeln ergab sich im multiplen Modell auch nach Korrektur auf die
Vitamin D-Supplementation.

Tabelle 12: Multiple lineare Regression der Erkrankung als unabhéngige Variable und der Vitamin
D-Parameter als abhangige Zielvariablen im Gesamtkollektiv (N=310) aus CED-Patienten
(n=250) und den gesunden Kontrollen (n=60) (Koeffizient: Regressionskoeffizient B; SE,
Standardfehler)

CED-Erkrankung (ja/nein)

als unabhéngige Variable Gesamtkollektiv aus CED + gesunden Kontrollen (N=310)
Abhangige Variable: Koeffizient | 95%-Konfidenzintervall SE p
25(OH)-Vitamin D -9,415 [--12,504; --6,326] 1,570 | <0,001
1,25(0OH),-Vitamin D 7,960 [3,340; 12,580] 2,348 | <0,001

Kovariate: Vitamin D-Supplementation

Im Kollektiv aus allen Probanden ging eine CED-Erkrankung mit signifikant
niedrigeren 25(OH)D-Werten (B= -9,415; SE=1,570; p<0,001) sowie signifikant
hoheren 1,25(0H)2D-Spiegeln (B=7,960; SE=2,348; p<0,001), korrigiert auf die
Einnahme von Vitamin D-Préparaten, einher.
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4.3.1 Ubersicht der Serum-Biomarker in einzelnen Studienkohorten

In Tabelle 13 sind die Messergebnisse aller Serumparameter, die im Rahmen dieser
Arbeit im CED-Kaollektiv ermittelt wurden, dargestellt.

Tabelle 13: Ubersicht der gemessenen Parameter im CED-Kollektiv verglichen mit der

Kontrollgruppe

CED-Kollektiv Kontrollkollektiv
N=250 N=60
Serumparameter Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3) p?
CCL20 (in pg/mL) 3,68 2,12 0,0003
(2,23; 5,64) (0; 5,06)
SC (in ng/mL) 1338,4 1344,7 0,93
(651,0; 2885,9) (690,2; 2574,0)
LL-37 (in ng/mL) 46,98 36,57 0,0001
(35,67; 59,93) (31,57; 46,65)
HBD-2  (in pg/mL) 71777 8145,2 0,74

(3125,3; 19149,3)

(3267,2; 21441,3)

In Tabelle 14 sind die Serumparameter in Abhéngigkeit vom Vitamin D-Status,

eingeteilt gemaR Definition der IOM® aufgelistet.

Tabelle 14: Serumparameterkonzentrationen in Abhangigkeit vom Vitamin D-Status

Mediane (Q1; Q3)
Serum-Konzentrationen
bei CED-Patienten mit
25(OH)D-Defizienz

Mediane (Q1; Q3)
Serum-Konzentrationen
bei CED-Patienten mit
suffizienten 25(OH)D-

Spiegeln
Serumparameter (n=98) (n=152) p?
CCL20 (in pg/mL) 3,68 (2,45; 5,78) 3,48 (2,23; 5,64) 0,54
SC (in ng/mL) 1470,9 (642,4; 3261,7) 1300,5 (656,7; 2699,2) 0,50
LL-37 (in ng/mL) 47,15 (38,23; 60,85) 46,69 (34,46; 58,45) 0,30
HBD-2 (in pg/mL) 6565,4 (2936,4; 19417,3) | 7397,3 (3455,4; 19105,8) | 0,67

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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4.3.2 CCL20 und Vitamin D in den Kollektiven

e Serumkonzentrationen in Abhéngigkeit von Krankheitsaktivitat und Entitat

In Tabelle 15 kdnnen die gemessenen CCL20-Konzentrationen im CED-Kollektiv
mit Aufteilung nach Entziindungsaktivitdt und Entitat eingesehen werden. Zum
Vergleich sind die ermittelten Konzentrationen der Kontrollgruppe angegeben.

Tabelle 15: Vergleich der CCL20-Serumkonzentrationen in den einzelnen CED- und im
Kontrollkollektiv (K)

CCL20-Konzentration in den CED- CCL20-Konzentration im jeweiligen
Kollektiven Kollektiv
Median (Q1; Q3) (in pg/mL) Median (Q1; Q3) (in pg/mL) p?

CED gesamt 3,68 (2,23;5,64) | K 2,12 (0; 5,06) 0,0003
(N=250) (n=60)

CED aktiv 3,58 (2,39; 5,92) | CED Remission 3,68 (2,23; 5,45) 0,46

(n=68)

CED aktiv 3,58 (2,39;5,92) | K 2,12 (0; 5,06) 0,0007

(n=68)

CED Remission 3,68 (2,23;5,45) | K 2,12 (0; 5,06) 0,001

(n=182)

MC 3,78 (2,23;5,97) | CU 3,28 (2,45;5,25) | 0,50

(n=170)

MC 3,78 (2,23;5,97) | K 2,12 (0; 5,06) 0,0005

(n=170)

Cu 3,28 (2,45;5,25) | K 2,12 (0; 5,06) 0,004

(n=80)

MC aktiv 4,08 (2,86; 6,58) | MC Remission 3,78 (2,23;5,69) | 0,23

(n=26) (n=144)

CU aktiv 3,28 (2,23; 5,54) | CU Remission 3,28 (2,50;5,21) | 0,87

(n=42) (n=38)

Zwischen CED-Patienten (N=250; Median: 3,68 pg/mL) und der gesunden
Kontrollgruppe (N=60; Median: 2,12 pg/mL) ergaben sich hinsichtlich der
Serumspiegel von CCL20 signifikante Unterschiede (p=0,0003). Die Unterteilung
der CED-Patienten in aktiven bzw. nicht-aktiven Krankheitsaktivitatsindex zeigte,
dass die CED-Patienten mit aktivem Krankheitsindex (n=68; Median: 3,58 pg/mL)
signifikant hohere CCL20-Konzentrationen aufwiesen als die gesunden Probanden
(p=0,0007). Dieser Unterschied war auch beim Vergleich von CED-Patienten in
Remission (n=182; Median 3,68 pg/mL) und den gesunden Kontrollen vorhanden

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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(p=0,001). Zwischen Patienten mit aktiver Erkrankung und Patienten in Remission
bestand keine signifikante Disparitat (p=0,456).
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|

U CED CED aktiv CED Remission K

Abbildung 12: CCL20-Konzentrationen (in pg/mL) bei CED-Patienten (N=250) mit
Differenzierung der Krankheitsaktivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60)
(Ausreiler ausgeblendet)

Die Unterteilung der CED-Patienten in MC (n=170; Median: 3,78 pg/mL) und CU
(n=80; Median: 3,28 pg/mL) zeigte, dass die beiden Entitaten jeweils signifikant
hohere CCL20-Konzentrationen aufwiesen als die Kontrollgruppe (MC: p=0,0005;
CU: p=0,004). Zwischen den beiden Hauptformen bestand kein Unterschied
(p=0,501).

Eine weitere Stratifizierung nach Krankheitsaktivitat innerhalb der Entitditen MC
und CU erbrachte auch bei Vergleich der aktiv Erkrankten und der Patienten in
Remission keine messbaren Unterschiede (MC aktiv-MC Remission: p=0,23; CU
aktiv-CU Remission: p=0,87).

Die Ergebnisse zu CCL20 in den einzelnen Kohorten wurden teils vorab in einem
Kongressmanuskript verdffentlicht (siehe Kapitel 13 Publikationsliste).
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Abbildung 13: CCL20-Konzentrationen (in pg/mL) bei MC- (h=170) und CU-Patienten (n=80) im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60) (AusreilRer ausgeblendet)

e Assoziation zur Krankheitsaktivitat

Neben der dichotomen Einteilung der CED-Patienten nach Krankheitsaktivitat
erfolgte eine Korrelationsanalyse der absoluten Werte der Krankheitsaktivitét bei
MC (CDAI) und CU (CAI) zu den CCL20-Serumparametern.

Tabelle 16: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse der CCL20-Spiegel mit den absoluten CDAI-
und CAIl-Scores im MC- und CU-Kollektiv

Spearman’scher

Rangkorrelations-
Parameter Mittelwert (SD) koeffizient rs p
CDAI im MC-Kollektiv (n=170) 81 (83) 0,009 0,91
CAIl im CU-Kollektiv (n=80) 4 (3) 0,14 0,23

Im univariaten linearen Modell ergab sich kein signifikanter Einfluss der
Krankheitsaktivitit —auf die = CCL20-Spiegel® innerhalb  der MC-
(Regressionskoeffizient B=0,242; SE=0,131; p=0,066) und der CU-Patienten
(B=0,083; SE=0,126; p=0,512).

@ CCL20-Spiegel logarithmiert zur Herstellung normverteilter Residuen
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e Vergleich von CCL20 mit fakalem Calprotectin (FC) und weiteren klinischen
Entzindungsindikatoren

Im Rahmen der Vorstellung in der Ambulanz fiir CED bestimmten wir bei allen
Patienten (N=250) auch die Parameter CRP, Leukozyten und Thrombozyten. Zudem
wurden bei insgesamt 163 CED-Patienten die Calprotectin-Werte im Stuhl (FC)
analysiert. Um die Eigenschaften von CCL20 als Entziindungsindikator und
Biomarker né&her zu charakterisieren, wurden diese Werte im Rahmen einer
Spearman-Korrelation mit den CCL20-Konzentrationen assoziiert. Fir FC (rs=0,18,
p=0,02) sowie CRP (rs=0,15, p=0,02) konnte eine signifikante positive Korrelation
nachgewiesen werden. Hinsichtlich der Anzahl der Leukozyten und Thrombozyten
im Blutbild ergab sich ein positiv gerichteter, nicht signifikanter Zusammenhang.

Tabelle 17: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von CCL20 im CED-Kollektiv mit den

Parametern fékales Calprotectin (FC), CRP, Leukozyten und Thrombozyten

Spearman’scher
Rangkorrelations-
Parameter Median (Q1; Q3) koeffizient rs p
FC (n=163, in mg/L) ‘ 349,5 (90,8; 1491,0) 0,18 0,02
CRP (n=250, in mg/dL) ‘ 0,3(0,1;0,8) 0,15 0,02
Leukozyten (n=250, in Giga/L) ‘ 0,9 (6,2; 9,3) 0,02 0,80
Thrombozyten (n=250, in Giga/L) ‘ 280 (234,25; 312,75) 0,04 0,52
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Abbildung 14: Korrelation von CCL20 (in pg/mL) mit fadkalem Calprotectin (in mg/dL) (N=163;
rs=0,18; p=0,02) und CRP (in mg/dL) (N=250; rs=0,15; p=0,02)
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e Zusammenhang mit 25-(OH)-Vitamin D

Zur Analyse des Zusammenhangs der CCL20-Konzentrationen mit Vitamin D
wurden auch bei den ELISA-Messungen die Kollektive in 25(OH)D-defiziente und
25(0OH)D-suffiziente, welche ausreichende 25(OH)D-Spiegel von > 20 ng/mL
aufwiesen, unterteilt. Die einzelnen 25(OH)D-Werte in den jeweiligen Gruppen
konnen in Tabelle 9 eingesehen werden. Anschlielend wurden die CCL20-
Konzentrationen miteinander verglichen und auf statistische Unterschiede
uberprift, die medianen Konzentrationen und die p-Werte sind in Tabelle 18

dargestellt.

Tabelle 18: Mediane CCL20-Konzentrationen bei CED-Patienten und bei gesunden Kontrollen (K),

differenziert nach 25(OH)D-Defizienz und suffizienten 25(OH)D-Spiegeln

Mediane (Q1; Q3)
Mediane (Q1; Q3) CCL20-Werte (in
CCL20-Werte (in pg/mL) bei Patienten
pg/mL) bei Patienten mit mit suffizienten
Kollektiv 25(0OH)D-Defizienz 25(0OH)D-Spiegeln p?
CED 3,68 (2,45; 5,78) 3,48 (2,23; 5,64) 0,54
(N=250) (n=98) (n=152)
CED aktiv 3,28 (2,86; 6,39) 3,68 (2,23; 5,73) 0,79
(N=68) (n=25) (n=43)
CED Remission 3,68 (2,45; 5,45) 3,48 (2,23; 5,25) 0,56
(N=182) (n=73) (n=109)
MC 3,68 (2,39; 5,45) 4,18 (2,23; 6,02) 0,67
(N=170) (n=64) (n=106)
MC aktiv 3,07 (2,92; 5,85) 4,57 (2,71; 6,58) 0,98
(n=26) (n=6) (n=20)
MC Remission 3,68 (2,23; 5,40) 3,98 (2.07; 6,02) 0,79
(n=144) (n=58) (n=86)
CuU 3,88 (2,50; 6,30) 3,07 (2,29; 4,72) 0,10
(N=80) (n=34) (n=46)
CU aktiv 3,68 (2,23; 6,02) 3,07 (2,23; 5,06) 0,57
(n=42) (n=19) (n=23)
CU Remission 4,48 (2,66; 6,67) 2,86 (2,45; 3,78) 0,11
(n=38) (n=15) (n=23)
Kontrollen 5,06 (3,88; 6,39) 2,02 (0; 4,87) 0,031
(N=60) (n=5) (n=55)

Bei den Gruppen CED, CED-Remission, CU und bei den gesunden Kontrollen ging
eine Vitamin D-Defizienz mit héheren CCL20-Konzentrationen einher. Diese
Tendenz erwies sich nur bei der gesunden Kontrollgruppe als statistisch signifikant

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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(p=0,03). CED-Patienten mit aktiver Erkrankung und die MC-Patienten isoliert
betrachtet zeigten bei suffizienten Vitamin D-Spiegeln nicht signifikant im Median
hohere CCL20-Werte als diejenigen mit 25(OH)D-Mangel.

10 +
94

25(0H)D-
U defizient 25(OH)D-suffizient

Abbildung 15: CCL20-Konzentrationen (in pg/mL) innerhalb der gesunden Kontrollgruppe (N=60)
bei Probanden mit 25(OH)D-Mangel (n=5) und suffizienten 25(OH)D-Spiegeln (n=55) (p=0,03)
(Ausreiler ausgeblendet)

e Zusammenhang mit 1,25-(OH),-Vitamin D

Eine etwaige Assoziation der CCL20-Spiegel mit den 1,25(OH)2D-Spiegeln wurde
durch eine Spearman-Korrelationsanalyse ermittelt.

Tabelle 19: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von CCL20 mit 1,25(0OH)2D im CED- und
Kontrollkollektiv (K)

Spearman’scher
Median 1,25(0OH)2D Rangkorrelations-

Kollektiv (Q1; Q3) (in pg/mL) koeffizient rs p
CED (N=250) 30,7 (23,1; 39,5) -0,05 0,46
CED aktiv (n=68) 31,9 (24,3; 46,6) -0,06 0,61
CED Remission (n=182) 30,1 (22,6; 38,3) -0,05 0,52
MC (n=170) 30,2 (23,0; 39,5) 0,006 0,94
MC aktiv (n=26) 31,6 (23,3;59,1) -0,007 0,97
MC Remission (n=144) 30,1 (22,9; 38,3) 0,002 0,98
CU (n=80) 31,5 (24,0; 39,5) -0,17 0,12
CU aktiv (n=42) 31,9 (25,2; 41,4) -0,1 0,53
CU Remission (n=38) 29,0 (22,3; 38,1) -0,23 0,16
Kontrollen (N=60) 24,0 (15,2; 34,9) -0,33 0,011
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Hohere 1,25(0H)2D-Spiegel gingen bei CED-Patienten, auch bei Einzelbetrachtung
der Gruppen mit unterschiedlicher Krankheitsaktivitdt und der Entitdt CU, mit
niedrigeren Spiegeln an CCL20 einher. Bei MC-Patienten in Remission konnte eine
schwach positive Korrelation festgestellt werden. Bei allen Analysen zeigte sich fir
CED-Patienten  keine statistische Signifikanz. Innerhalb des gesunden
Kontrollkollektivs (K; N=60) ergab sich eine signifikante inverse Korrelation (rs=-
0,33; p=0,01).
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Abbildung 16: Spearman-Korrelation von CCL20 (in pg/mL) mit 1,25(OH)2D (in pg/mL) innerhalb
des gesunden Kontrollkollektivs (N=60; rs=-0,33; p=0,01)
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4.3.3 Serum-Calprotectin (SC) und Vitamin D in den Kollektiven

e Serumkonzentrationen in Abhéngigkeit von Krankheitsaktivitat und Entitét

Die SC-Spiegel der CED-Patienten, differenziert nach Krankheitsaktivitat und
Entitat, sowie der gesunden Probanden sind in Tabelle 20 angegeben.

Tabelle 20: Vergleich der SC-Serumkonzentrationen in den einzelnen CED- und im
Kontrollkollektiv (K)

SC-Konzentration im CED-Kollektiv SC_KonzenESIt::Et;\r/n Jeweiligen
Median (Q1; Q3) (in ng/mL) Median (Q1: Q3) (in ng/mL) P
CED gesamt 1338,4 (651,0; | K 13447 (690,2; 0,93
(N=250) 2885,9) (n=60) 2574,0)
CED aktiv 2358,2 (1135,8; | CED Remission 1123,1 (1123,1; | <0,0001
(n=68) 4372,2) 1991,6)
CED aktiv 2358,2 (1135,8; | K 1344,7 (690,2; | 0,007
(n=68) 4372,2) 2574,0)
CED Remission ~ 1123,1(1123,1; | K 1344,7 (690,2; 0,28
(n=182) 1991,6) 2574,0)
MC 1224,0 (619,5; | CU 1490,7 (899,9; 0,28
(n=170) 2662,9) 3099,9)
MC 1224,0 (619,5; | K 1344,7 (690,2; 0,76
(n=170) 2662,9) 2574,0)
Cu 1490,7 (899,9; | K 1344,7 (690,2; 0,42
(n=80) 3099,9) 2574,0)
MC aktiv 1768,5 (939,2; | MC Remission 1162,8 (568,9; | 0,012
(n=26) 5616,6) (n=144) 2456,2)
CU aktiv 2418,5 (1413,6; | CU Remission 933,7 (593,8; 0,003
(n=42) 3875,1) (n=38) 1885,0)

Zwischen CED-Patienten (N=250; Median: 1338,4 ng/mL) und gesunden
Kontrollen (n=60; Median: 1344,7 ng/mL) bestand in den SC-Werten kein
statistisch feststellbarer Unterschied (p=0,928). Bei Unterteilung des CED-
Kollektivs in aktiven (n=68, Median: 2358,2 ng/mL) bzw. nicht-aktiven
Erkrankungszustand (n=182, Median: 1123,1 ng/mL) zeigte sich, dass CED-
Patienten mit aktiver Krankheitsaktivitat signifikant hohere SC-Spiegel aufwiesen
als die gesunden Kontrollen (p=0,007) und CED-Patienten in Remission
(p<0,0001). Kein signifikanter Unterschied war beim Vergleich der Gruppen CED-
Patienten in Remission und Kontrollen vorhanden (p=0,282).

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 17: SC-Spiegel (in ng/mL) bei CED-Patienten (N=250) unter Aufschliisselung der
Krankheitsaktivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60) (Ausreil3er ausgeblendet)

Der Vergleich der beiden Entitdten MC (n=170; Median: 1224,0 ng/mL) und CU
(n=80; Median: 1490,7 ng/mL) mit den gesunden Probanden lieferte in den
Analysen keinen signifikanten Unterschied (p=0,758 bzw. p=0,415). Innerhalb der
beiden Hauptformen bestand ebenso kein Unterschied (p=0,281).

Eine weitere Unterteilung der MC- und CU-Patienten nach Krankheitsaktivitat
zeigte, dass auch MC-Patienten mit aktiver Erkrankung (n=26; Median: 1768,5
ng/mL) signifikant hohere SC-Spiegel aufwiesen als MC-Patienten in Remission
(n=144; Median: 1162,8 ng/mL; p=0,012). Dieser Unterschied bestand auch bei
Vergleich der CU-Patienten mit aktivem Krankheitsindex (n=42; Median: 2418,5
ng/mL) und CU-Patienten in Remission (n=38; Median: 933,7 ng/mL; p=0,003).
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Abbildung 18: SC-Spiegel (in ng/mL) bei MC-Patienten (N=170) mit Krankheitsaktivitat (n=26)
im Vergleich zu MC-Patienten in Remission (n=144) und bei bei CU-Patienten (N=80) mit
Krankheitsaktivitdat (n=43) im Vergleich zu CU-Patienten in Remission (n=38) (Ausreiller
ausgeblendet)

e Korrelation zur Krankheitsaktivitat

Die Korrelation der absoluten Werte fir CDAI und CAI bei MC bzw. CU und den
SC-Konzentrationen ergab fir CDAI/MC (p=0,0003) und CAI/CU (p=0,002)
signifikante, positiv gerichtete Assoziationen.

Tabelle 21: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse der SC-Spiegel mit den absoluten CDAI- und
CAl-Scores im MC- und CU-Kollektiv

Spearman’scher

Rangkorrelations-
Parameter Mittelwert (SD) koeffizient rs p
CDAI im MC-Kaollektiv (n=170) 81 (83) 0,27 0,0003
CAIl im CU-Kollektiv (n=80) 4 (3) 0,35 0,002
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Abbildung 19: Spearman-Korrelationen von Serum-Calprotectin (in ng/mL) mit den absoluten
CDAI-Werten innerhalb MC-Kollektivs (N=170; rs=0,27; p=0,0003) und den absoluten CAI-
Werten innerhalb CU-Kaollektivs (N=80; rs=0,35; p=0,002)

Im univariaten linearen Modell konnte die signifikante Assoziation der
Krankheitsaktivitat auf die SC-Spiegel?® sowohl im MC-, als auch im CU-Kaollektiv
bestatigt werden. Es zeigten sich signifikant positive gerichtete Zusammenhénge
(im MC-Kollektiv: Regressionskoeffizient B=0,555; SE=0,215; p=0,011; im CU-
Kollektiv: B=0,631; SE=0,220; p=0,005).

e Vergleich von SC mit fakalem Calprotectin (FC) und weiteren klinischen
Entziindungsindikatoren

Im Rahmen der Routineuntersuchungen wurde von einigen Patienten auch fakales
Calprotectin (FC) bestimmt. Dies erfolgte bei insgesamt 163 Patienten im Mittel 66
Tage (SD 74 Tage) um den Zeitraum der Blutentnahme flir unsere Serumstudie. Der
Median des FC lag bei 349,5 mg/L (90,75; 1491,0 mg/L). Die SC-Spiegel der CED-
Patienten (n=163) zeigten eine hochsignifikante, positive Korrelation mit den
Werten von FC (rs=0,37; p<0,0001).

@ SC-Spiegel logarithmiert zur Herstellung normverteilter Residuen
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Abbildung 20: Spearman-Korrelation von Serum-Calprotectin (in ng/mL) mit fakalem Calprotectin
(in mg/L; n=163; rs=0,37; p<0,0001)

Eine signifikante, positiv gerichtete Assoziation konnte auch im Zusammenhang mit
den Werten von CRP, Leukozyten und Thrombozyten festgestellt werden. In
Tabelle 22 sind die jeweiligen Korrelationskoeffizienten nach Spearman und die p-
Werte zur Angabe der statistischen Signifikanz aufgefiihrt.

Tabelle 22: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von SC im CED-Kollektiv mit den
Parametern fakales Calprotectin (FC), CRP, Leukozyten und Thrombozyten

Spearman’scher
Rangkorrelations-

Parameter Median (Q1; Q3) koeffizient rs p

FC (n=163, in mg/L) 349,5 (90,8; 1491,0) 0,37 <0,0001
CRP (n=250, in mg/dL) 0,3(0,1;0,8) 0,54 <0,0001
Leukozyten (n=250, in Giga/L) 0,9 (6,2; 9,3) 0,58 <0,0001
Thrombozyten (n=250, in Giga/L) | 280 (234,25; 312,75) 0,29 <0,0001
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Abbildung 21: Korrelation von Serum-Calprotectin (in ng/mL) mit C-reaktivem Protein (in mg/dL;
n=250; rs=0,54; p<0,0001), Leukozyten (in Giga/L; n=250; rs=0,58; p<0,0001) und
Thrombozyten (in Giga/L; n=250; rs=0,29; p<0,0001)

e Serum-Calprotectin und Einnahme von TNF-a-Hemmer Infliximab

Bei MC-Patienten konnte SC zusammen mit CRP als prognostischer Marker fir eine
Rezidiventwicklung nach Therapie mit Infliximab identifiziert werden.!*® Deshalb
analysierten wir zusatzlich die SC-Spiegel abhangig von der Einnahme von
Infliximab zum Zeitpunkt der Blutentnahme.
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Hier ergaben sich bei Betrachtung des gesamten CED-Kollektivs (p<0,0001),
ebenso nach Aufteilung in MC (p=0,001) und CU (p=0,019), signifikant niedrigere
SC-Werte unter Einnahme von Infliximab.

Tabelle 23: SC in Abhangigkeit einer Infliximab-Therapie im CED- (N=250), MC- (n=170) und
CU- (n=80)-Kollektiv

Mediane (Q1; Q3) SC-
Werte (in ng/mL) bei
Patienten ohne

Mediane (Q1; Q3) SC-
Werte (in ng/mL) bei
Patienten mit

Kollektiv Infliximab-Therapie Infliximab-Therapie p?
CED (N=250) 1789,9 (788,9; 3639,2) 990,1 (558,1; 1985,1) | <0,0001
(n=129) (n=121)
- nur MC (n=170) 1687,0 (769,1; 3639,2) 910,1 (515,1; 1914,7) 0,001
(n=85) (n=85)
- nur CU (n=80) 2229,9 (999,7; 3696,3) 1041,8 (635,5; 2093,4) 0,019
(n=44) (n=36)
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Abbildung 22: SC-Konzentrationen (in ng/mL) bei CED-Patienten (N=250) mit (n=121) und ohne
(n=129) Infliximab-Therapie (AusreiRer ausgeblendet)

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels T-Test bei normalverteilten oder Mann-Whitney-U-Test bei nicht
normalverteilten metrischen Variablen
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Abbildung 23: SC-Konzentrationen (in ng/mL) bei MC-Patienten (N=170) mit (n=85) und ohne
(n=85) Infliximab-Therapie (links); CU-Patienten (N=80) mit (h=36) und ohne (n=44) Infliximab-
Therapie (rechts) (AusreilRer ausgeblendet)

e Zusammenhang mit 25-(OH)-Vitamin D

Um den Zusammenhang mit Vitamin D néher zu charakterisieren, erfolgte die
Unterteilung der Kollektive in 25(OH)D-defiziente (25(OH)D-Spiegel < 20 ng/mL)
und 25(0OH)D-suffiziente (25(OH)D-Spiegel > 20 ng/mL). Die einzelnen 25(OH)D-
Spiegel in den jeweiligen Gruppen kénnen in Tabelle 9 eingesehen werden.

Tabelle 24: Mediane SC-Konzentrationen bei CED-Patienten und bei gesunden Kontrollen (K),
differenziert nach 25(OH)D-Defizienz und suffizienten 25(OH)D-Spiegeln

Mediane (Q1; Q3) SC-
Werte (in pg/mL) bei
Patienten mit
25(0OH)D-Defizienz

Mediane (Q1; Q3) SC-
Werte (in pg/mL) bei
Patienten mit
suffizienten 25(OH)D-

Kollektiv Spiegeln p?
CED 1470,9 (642,4; 3261,7) 1300,5 (656,7; 2699,2) | 0,50
(N=250) (n=98) (n=152)
CED aktiv 1849,9 (937,5; 3815,7) | 2443,6 (1169,6; 5347,0) | 0,41
(N=68) (n=25) (n=43)
CED Remission 1143,1 (615,0; 2808,3) 1069,9 (558,1; 2033,9) | 0,20
(N=182) (n=73) (n=109)
MC 1257,6 (613,2; 3221,0) 1224,0 (637,4; 2460,5) | 0,45
(N=170) (n=64) (n=106)

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels T-Test bei normalverteilten oder Mann-Whitney-U-Test bei nicht
normalverteilten metrischen Variablen
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MC aktiv 2454,9 (1165,6; 4507,4) | 1617,2(935,8;5918,2) | 0,93
(n=26) (n=6) (n=20)
MC Remission 1173;2 (595,6; 3102,5) 1148,5 (544,3; 2051,5) | 0,29
(n=144) (n=58) (n=86)
CuU 1597,5 (676,3; 3110,7) 1456,7 (724,8; 3022,7) | 0,90
(N=80) (n=34) (n=46)
CU aktiv 1789,9 (1057,5; 3570,2) | 2578,1 (1472,0; 4937,1) | 0,29
(n=42) (n=19) (n=23)
CU Remission 990,1 (687,6; 2033,3) 862,6 (573,6; 1456,7) 0,49
(n=38) (n=15) (n=23)
Kontrollen 1352,1 (952,3; 1411,1) 1337,3 (681,1; 2660,8) | 0,60
(N=60) (n=5) (n=55)

CED-Patienten mit Vitamin D-Defizienz zeigten in den Gruppen CED, CED
Remission, MC und CU jeweils im Median hohere SC-Spiegel als Patienten mit
ausreichenden 25(OH)D-Werten, jedoch ohne Nachweis einer statistischen
Signifikanz. Bei CED-Patienten und CU-Patienten mit aktivem Krankheitsindex
sowie bei den gesunden Kontrollen erwies sich dieser Unterschied als nicht
signifikant entgegengesetzt.

e Zusammenhang mit 1,25-(OH).-Vitamin D

Eine etwaige Assoziation der SC-Spiegel mit den 1,25(OH)2D-Werten wurde
ahnlich zu vorherigen Analysen durch eine Spearman-Korrelationsanalyse ermittelt.

Tabelle 25: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von SC mit 1,25(0OH)2D im CED- und
Kontrollkollektiv (K)

Spearman’scher
Median 1,25(0OH)2D Rangkorrelations-

Kollektiv (Q1; Q3) (in pg/mL) koeffizient rs p
CED (N=250) 30,7 (23,1; 39,5) -0,08 0,21
CED aktiv (n=68) 31,9 (24,3; 46,6) -0,22 0,08
CED Remission (n=182) 30,1 (22,6; 38,3) -0,07 0,33
MC (n=170) 30,2 (23,0; 39,5) -0,10 0,22
MC aktiv (n=26) 31,6 (23,3; 59,1) -0,34 0,09
MC Remission (n=144) 30,1 (22,9; 38,3) -0,07 0,42
CU (n=80) 31,5 (24,0; 39,5) -0,05 0,64
CU aktiv (n=42) 31,9 (25,2; 41,4) -0,09 0,59
CU Remission (n=38) 29,0 (22,3; 38,1) -0,06 0,72
Kontrollen (N=60) 24,0 (15,2; 34,9) 0,05 0,70

Bei den CED-Patienten zeigte sich auch bei Einzelbetrachtung der
Krankheitsaktivitaten und der Entitditen MC und CU eine inverse Korrelation, bei
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keiner Gruppe war eine statistische Signifikanz feststellbar. Innerhalb des gesunden
Kontrollkollektivs konnte ein leicht positiver, nicht signifikanter Zusammenhang
ermittelt werden.

4.3.4 Cathelicidin/ LL-37 und Vitamin D in den Kollektiven

e Serumkonzentrationen in Abhangigkeit von Krankheitsaktivitat und Entitat

Die medianen LL-37-Konzentrationen von CED-Patienten, aufgeteilt nach
Krankheitsaktivitat und Entitat, sowie der Gruppe der gesunden Kontrollen sind in
Tabelle 26 aufgelistet.

Tabelle 26: Vergleich der LL-37-Serumkonzentrationen in den einzelnen CED- und im
Kontrollkollektiv (K)

LL-37-Konzentration im CED-Kollektiv LL-37-Konzentrat|0r1 im jeweiligen
dian (QL: Q3) (in ng/mL) _ Kollektiv
Me Median (Q1; Q3) (in ng/mL) p?
CED gesamt 46,98 K 36,57 <0,0001
(N=250) (35,67;59,93) | (n=60) (31,57; 46,65)
CED aktiv 50,28 CED Remission 45,75 0,03
(n=68) (39,84; 64,24) (34,56; 56,85)
CED aktiv 50,28 K 36,57 <0,0001
(n=68) (39,84; 64,24) (31,57; 46,65)
CED Remission 45,75 K 36,57 0,001
(n=182) (34,56; 56,85) (31,57; 46,65)
MC 47,55 Cu 46,86 0,86
(n=170) (35,50; 58,90) (36,04; 60,70)
MC 47,55 K 36,57 0,0001
(n=170) (35,50; 58,90) (31,57; 46,65)
Cu 46,86 K 36,57 0,001
(n=80) (36,04; 60,70) (31,57; 46,65)
MC aktiv 51,24 MC Remission 46,08 0,14
(n=26) (41,11; 70,46) | (n=144) (34,78; 58,21)
CU aktiv 49,45 CU Remission 44,29 0,042
(n=42) (39,96; 62,65) | (n=38) (33,38; 52,36)

Bei CED-Patienten zeigten sich mit einem Median von 46,98 ng/mL signifikant
héhere LL-37-Konzentrationen im Serum als bei den gesunden Kontrollen (Median:
36,57 ng/mL; p<0,0001). Bei CED-Patienten mit aktiver Erkrankung (Median:
50,28 ng/ml; p<0,0001) ergaben sich, ebenso wie CED-Patienten in Remission
(Median: 45,75 ng/mL; p=0,001), signifikant hohere LL-37-Werte als bei den

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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Kontrollen. Zudem Dbestand ein signifikanter Unterschied innerhalb der
Krankheitsaktivitat mit hoheren LL-37-Spiegeln bei CED aktiv im Vergleich zu
CED Remission (p=0,03).

100 +
90 + T —
80 +
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_|_
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30 + J
20 + l
CED
10 - CED CED aktiv  Remission K

Abbildung 24: LL-37-Konzentrationen (in ng/mL) bei CED-Patienten (N=250) mit Differenzierung
der Krankheitsaktivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60) (Ausreifller ausgeblendet)

Ein signifikanter Unterschied zum Kontrollkollektiv zeigte sich auch bei
Unterteilung des CED-Kollektivs in die beiden Entitdten MC (n=170) und CU
(n=80): MC-Patienten hatten mit einem Median von 47,55 ng/mL und CU-Patienten
mit einem Median von 46,86 ng/mL signifikant hohere LL-37-
Serumkonzentrationen (p=0,0001 bzw. p=0,001). Im Vergleich MC-CU konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p=0,86).

Bei weiterer Unterteilung der MC- und CU-Patienten nach Krankheitsaktivitat
zeigten sich im MC-Kaollektiv nicht-signifikant hohere LL-37-Spiegel bei aktiver
Erkrankung (n=26; Median: 51,24 ng/mL) im Vergleich zu MC-Patienten in
Remission (n=144; Median: 46,08; p=0,14). Bei CU-Patienten ergab sich ein
signifikanter Unterschied mit im Median ebenso hoheren LL-37-Serumwerten bei
aktiver Erkrankung (n=42; Median: 49,45 ng/mL) verglichen mit dem Kollektiv CU
Remission (n=38; Median: 44,29 ng/mL; p=0,042).
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Abbildung 25: LL-37-Konzentrationen (in ng/mL) bei MC- (n=170) und CU-Patienten (n=80) im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (K) (N=60) (Ausreiler ausgeblendet)
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Abbildung 26: LL-37-Konzentrationen (in ng/mL) bei CU-Patienten (N=80) mit Krankheitsaktivitat
(n=43) im Vergleich zu CU-Patienten in Remission (n=38) (Ausreiller ausgeblendet)
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e Korrelation zur Krankheitsaktivitat

Im MC- und CU-Kollektiv erfolgte auch fur LL-37 eine Korrelationsanalyse zu den
absoluten Werten der Krankheitsaktivitdt nach CDAI fur MC und CAI fiir CU. Eine
signifikante, positive Assoziation konnte nur im CU-Kollektiv hergestellt werden.

Tabelle 27: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse der LL-37-Spiegel mit den absoluten CDAI-
und CAIl-Scores im MC- und CU-Kollektiv

Spearman’scher
Rangkorrelations-
Parameter Mittelwert (SD) koeffizient rs p
CDAI im MC-Kollektiv (n=170) 81 (83) 0,1 0,19
CAIl im CU-Kollektiv (n=80) 4 (3) 0,22 0,046
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Abbildung 27: Spearman-Korrelation von LL-37 (in ng/mL) mit absoluten CAI-Werten innerhalb
CU-Kaollektivs (N=80; rs=0,22; p=0,046)

Im univariaten linearen Modell ergab sich keine signifikante Assoziation der
Krankheitsaktivitat zu den LL-37-Spiegeln® bei MC-Patienten. Bei CU-Patienten lag
der Regressionskoeffizient knapp auerhalb des statistischen Signifikanzniveaus
(im MC-Kollektiv: Regressionskoeffizient B=0,110; SE=0,087; p=0,206; im CU-
Kollektiv: B=0,141; SE=0,084; p=0,098).

8 L-37-Spiegel logarithmiert zur Herstellung normverteilter Residuen
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e Vergleich von LL-37 mit fdkalem Calprotectin (FC) und weiteren klinischen
Entzindungsindikatoren

Zur ndheren Charakterisierung von LL-37 als Entziindungsindikator und Biomarker
wurden die Werte fiir fakales Calprotectin (bei n=163 der CED-Patienten bestimmt),
CRP, Leukozyten und Thrombozyten durch eine Spearman-Korrelation mit den LL-
37-Konzentrationen assoziiert. Flr alle vier Parameter ergaben sich signifikante,
positiv gerichtete Assoziationen, die Korrelationskoeffizienten sind Tabelle 28
aufgelistet.

Tabelle 28: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von LL-37 im CED-Kollektiv mit den
Parametern fékales Calprotectin (FC), CRP, Leukozyten und Thrombozyten

Spearman’scher
Rangkorrelations-
Parameter Median (Q1; Q3) koeffizient rs p
FC (n=163, in mg/L) 349,5 (90,8; 1491,0) 0,38 <0,0001
CRP (n=250, in mg/dL) 0,3(0,1;0,8) 0,34 <0,0001
Leukozyten (n=250, in Giga/L) 0,9 (6,2; 9,3) 0,27 <0,0001
Thrombozyten (n=250, in Giga/L) | 280 (234,25; 312,75) 0,13 0,045
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Abbildung 28: Spearman-Korrelation von LL-37 (in ng/mL) mit fakalem Calprotectin (in mg/L;
n=163; rs=0,38; p<0,0001)
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Abbildung 29: Korrelation von LL-37 (in ng/mL) mit C-reaktivem Protein (in mg/dL; n=250;
rs=0,34; p<0,0001), Leukozyten (in Giga/L; n=250; r=0,27; p<0,0001) und Thrombozyten (in

Giga/L; n=250; rs=0,13; p=0,045)

LL-37 bei CED-Patienten mit Stenosierung

Aufgrund vorbeschrieben erhohtem Risiko von intestinalen Strikturen bei MC-

Patienten mit niedrigen LL-37-Spiegeln
im MC- und CU-Kollektiv.

160

analysierten wir die Daten zu Stenosen
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Innerhalb des MC-Kollektivs wiesen Patienten mit Stenose (n=72; Median: 49,2
ng/mL) hohere LL-37-Spiegel auf als MC-Patienten ohne Stenose in der
Vorgeschichte (n=98; Median: 45,4 ng/mL; p=0,048). Innerhalb des CU-Kollektivs
zeichneten sich entgegengesetzte Verhaltnisse ab: Bei positiver Stenoseanamnese
(n=5; Median: 27,2 ng/mL) ergaben sich signifikant niedrigere LL-37-
Konzentrationen als bei CU-Patienten ohne vorbekannte Stenose (n=75; Median:
47,4 ng/mL; p=0,004).

Tabelle 29: Mediane LL-37-Konzentrationen im MC- (n=170) und CU-Kollektiv (n=80) in
Abhéngigkeit von vorbekannter Stenose

Mediane (Q1; Q3) LL-37-
Werte (in ng/mL) in den
CED-Kaollektiven ohne

Mediane (Q1; Q3) LL-37-
Werte (in ng/mL) in den
CED-Kollektiven mit

Kollektiv Stenose Stenose p?
MC (n=170) 45,4 (33,7; 56,8) (n=98) 49,2 (39,2; 67,0) (n=72) 0,048
CU (n=80) 47,4 (38,1; 60,8) (n=75) 27,2 (25,1; 33,3) (n=5) 0,004
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Abbildung 30: LL-37-Konzentrationen (in ng/mL) bei MC-Patienten (N=170) mit (n=72) und ohne
(n=98) vorbekannter Stenose sowie bei CU-Patienten (N=80) mit (n=5) und ohne (n=75)
vorbekannter Stenose (AusreiRer jeweils ausgeblendet)

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test



e LL-37 und Einnahme von TNF-a-Hemmer Infliximab
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Bei CU-Patienten mit Therapieansprechen auf den TNF-a-Blocker Infliximab
konnte eine Abnahme der LL-37-Serumkonzentrationen nachgewiesen werden.%4
Wir analysierten die LL-37-Spiegel abhéngig von der Einnahme von Infliximab zum
Zeitpunkt der Blutentnahme. Hier ergaben sich bei Betrachtung des gesamten CED-
Kollektivs signifikant geringere LL-37-Werte unter Einnahme von Infliximab
(p=0,042). Dieser Unterschied erwies sich bei weiterer Unterteilung nach Entitat nur
im CU-Kollektiv als signifikant (p=0,027).

Tabelle 30: LL-37 in Abhangigkeit einer Infliximab-Therapie im CED- (N=250), MC- (n=170) und

CU-Kaollektiv (n=80)

Mediane (Q1; Q3) LL-
37-Werte (in ng/mL)
bei Patienten ohne

Mediane (Q1; Q3) LL-
37-Werte (in ng/mL) bei
Patienten mit

Kollektiv Infliximab-Therapie Infliximab-Therapie p?
CED (N=250) 50,1 (37,0; 63,2) (n=129) | 44,7 (34,7; 56,0) (n=121) | 0,042
- MC (n=170) 50,1 (34,6; 64,4) (n=85) | 45,7 (36,0; 57,7) (n=85) | 0,31
MC aktiv (n=26) 55,7 (36,5; 75,8) (n=21) | 46,9 (46,6; 49,3) (n=5) 0,66
MC Remission (n=144) | 49,2 (34,5; 60,2) (n=64) | 45,0 (35,6; 57,7) (n=80) | 0,59
- CU (n=80) 49,4 (42,4;61,5) (n=44) | 41,2 (32,8;53,4) (n=36) | 0,027
CU aktiv (n=42) 55,7 (41,6; 63,9) (n=29) | 45,0 (39,6; 55,2) (n=13) | 0,17
CU Remission (n=38) 46,6 (42,8; 52,3) (n=15) | 36,6 (32,2;50,9) (n=23) | 0,31

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 31: LL-37-Konzentrationen (in ng/mL) links bei CED-Patienten (N=250) mit (n=121)
und ohne (n=129) Infliximab-Therapie, rechts bei CU-Patienten (N=80) mit (n=36) und ohne

(n=44) Infliximab-Therapie (Ausreil}

er ausgeblendet)

e Zusammenhang mit 25-(OH)-Vitamin D

Zur Auswertung des Zusammenhangs mit Vitamin D erfolgte auch fur LL-37 die
Unterteilung der CED-Patienten und der Kontrollgruppe in Vitamin D-defiziente
und Vitamin D-suffiziente. Die medianen LL-37-Konzentrationen in den einzelnen
Kollektiven und die ermittelten p-Werte kdnnen in Tabelle 31 eingesehen werden.

Tabelle 31: Mediane LL-37-Konzentrationen bei CED-Patienten und bei gesunden Kontrollen (K),
differenziert nach 25(OH)D-Defizienz und suffizienten 25(OH)D-Spiegeln

. Mediane (Q1; Q3
Mediane (Q1; Q3) LL- lane (QL; Q3)
. . LL-37-Werte (in
87-Werte (in po/mL) bei | 1 3 bei Patienten
Patienten mit 25(OH)D- Pg . ..
Defizienz mit suffizienten
Kollektiv 25(0OH)D-Spiegeln p?
CED 47,15 (38,23; 60,85) 46,69 (34,46; 58,45) 0,30
(N=250) (n=98) (n=152)
CED aktiv 55,23 (46,57; 74,83) 48,86 (38,10; 62,27) 0,32
(N=68) (n=25) (n=43)
CED Remission 46,08 (36,96; 57,71) 45,67 (32,20; 56,57) 0,46
(N=182) (n=73) (n=109)

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels T-Test bei normalverteilten oder Mann-Whitney-U-Test bei nicht

normalverteilten metrischen Variablen
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MC 46,08 (37,49; 58,04) 48,95 (34,63; 59,90) 0,95
(N=170) (n=64) (n=106)

MC aktiv 51,28 (46,65; 67,18) 51,24 (39,04; 70,50) 0,98
(n=26) (n=6) (n=20)

MC Remission 45,20 (37,13; 57,71) 47,96 (34,30; 58,37) 0,93
(n=144) (n=58) (n=86)

CuU 47,82 (40,44; 64,59) 44,05 (32,41; 55,15) 0,04
(N=80) (n=34) (n=46)

CU aktiv 55,23 (44,76; 75,40) 47,05 (38,10; 60,83) 0,18
(n=42) (n=19) (n=23)

CU Remission 46,81 (36,64; 56,88) 42,68 (31,84; 50,61) | 0,068
(n=38) (n=15) (n=23)

Kontrollen 48,62 (40,52; 52,16) 35,86 (31,57; 44,01) 0,14
(N=60) (n=5) (n=55)

Die Analyse der Daten ergab, dass CED-Patienten (N=250) mit 25(OH)D-Mangel
(n=98) hohere LL-37-Serumkonzentrationen (Median: 47,15 ng/mL) aufwiesen als
diejenigen mit ausreichenden Vitamin D-Spiegeln im Blut (n=152; Median: 46,69
ng/mL). Eine statistische Signifikanz konnte nicht festgestellt werden (p=0,30).
Dieser Unterschied erwies sich auch bei differenzierter Betrachtung der
Krankheitsaktivitat als nicht signifikant. CED-Patienten mit aktiver Erkrankung
(N=68) hatten bei Vitamin D-Mangel (n=25) mit einem Median von 55,23 ng/mL
hohere LL-37-Spiegel als CED-aktive Patienten mit suffizienten 25(OH)D-Werten
(n=43; Median: 48,86 ng/mL; p=0,32). CED-Patienten in Remission (N=182)
zeigten bei Vitamin D-Mangel im Serum (n=73) mit einem Median von 46,08
ng/mL ebenso hohere LL-37-Konzentrationen als die Vitamin D-suffizienten CED-
Patienten in Remission (n=109; Median: 45,67 ng/mL; p=0,46).

Durch Unterteilung der CED-Patienten in MC und CU wurde ersichtlich, dass CU-
Patienten (N=80) bei Vitamin D-Defizienz (n=34) signifikant hohere LL-37-
Serumkonzentrationen (Median: 47,82 ng/mL) aufwiesen als Vitamin D-suffiziente
(n=46; Median: 44,05 ng/mL; p=0,04). Bei MC-Patienten (N=170) zeigten sich als
einzige Subgruppe bei 25(0OH)D-Mangel (n=64) niedrigere LL-37-Serumspiegel
(Median: 46,08 ng/mL) als MC-Patienten mit ausreichenden 25(OH)D-Werten
(n=106; Median: 48,95 ng/mL; p=0,95). Die weitere Unterteilung des MC- und CU-
Kollektivs nach Krankheitsaktivitdt erbrachte keine statistisch signifikanten
Unterschiede. Der Vergleich innerhalb der gesunden Kontrollgruppe (N=60) erwies
sich ebenso als statistisch nicht signifikant (p=0,14): Bei 25(OH)D-defizienten
Probanden (n=5) zeigten sich hohere LL-37-Konzentrationen (Median: 48,62
ng/mL) als bei 25(OH)D-suffizienten Probanden (n=55; Median: 35,86 ng/mL).
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Abbildung 32: LL-37-Konzentrationen (in ng/mL) bei CU-Patienten (N=80) mit 25(0OH)D-Mangel
(n=34) und ausreichenden 25(OH)D-Spiegeln (n=46) (p=0,04) (AusreilRer ausgeblendet)

e Zusammenhang mit 1,25-(OH),-Vitamin D

Der Zusammenhang der LL-37-Konzentrationen mit 1,25(0OH)2D, der aktiven Form
des Vitamin D, wurde mit einer Spearman-Korrelation analysiert.

Tabelle 32: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von LL-37 mit 1,25(OH)2D im CED- und
Kontrollkollektiv (K)

Spearman’scher
Median 1,25(OH)2D Rangkorrelations-

Kollektiv (Q1; Q3) (in pg/mL) koeffizient rs p
CED (N=250) 30,7 (23,1; 39,5) -0,15 0,02
CED aktiv (n=68) 31,9 (24,3; 46,6) -0,19 0,12
CED Remission (n=182) 30,1 (22,6; 38,3) -0,17 0,02
MC (n=170) 30,2 (23,0; 39,5) -0,14 0,07
MC aktiv (n=26) 31,6 (23,3;59,1) -0,30 0,14
MC Remission (n=144) 30,1 (22,9; 38,3) -0,11 0,18
CU (n=80) 31,5 (24,0; 39,5) -0,19 0,10
CU aktiv (n=42) 31,9(25,2;41,4) -0,07 0,66
CU Remission (n=38) 29,0 (22,3; 38,1) -0,45 0,004
Kontrollen (N=60) 24,0 (15,2; 34,9) -0,17 0,20

Die LL-37-Spiegel korrelierten sowohl bei CED-Patienten als auch bei gesunden
Probanden invers mit den 1,25(OH)2D -Spiegeln. So gingen hohere 1,25(0H)2D-
Spiegel im Serum mit niedrigeren LL-37-Werten einher, was sich bei CED-
Patienten, der Kohorte der CED-Patienten in Remission und CU-Patienten in
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Remission als statistisch signifikant erwies. Bei den Gruppen CED aktiv, MC, CU
und der Kontrollgruppe konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 33: Spearman-Korrelation von LL-37 (in ng/mL) mit 1,25(0OH)2D (in pg/mL) bei CED-
Patienten (N=250; rs=-0,15; p=0,02)
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Abbildung 34: Spearman-Korrelation von LL-37 (in ng/mL) mit 1,25(OH)2D (in pg/mL) bei CED-
Patienten in Remission (n=182; rs=-0,17; p=0,02) und bei CU-Patienten in Remission (n=38; rs=-
0,45; p=0,004)
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4.3.5 Humanes beta-Defensin 2 (HBD-2) und Vitamin D in den
Kollektiven

e Serumkonzentrationen in Abhéngigkeit von Krankheitsaktivitat und Entitat

In Tabelle 33 kdnnen die gemessenen HBD-2-Konzentrationen im CED-Kollektiv
mit sowohl Aufteilung in Krankheitsaktivitat aktiv bzw. Remission als auch in
Entitdt MC und CU eingesehen werden. Zum Vergleich sind auch die ermittelten
Konzentrationen der Kontrollgruppe angegeben.

Tabelle 33: Vergleich der HBD-2-Serumkonzentrationen in den einzelnen CED- und im
Kontrollkollektiv (K)

HBD-2-Konzentration im CED-Kollektiv HBD-2-Konzilct)Irlaetil(Z§/|m Jeweiligen
Median (Q1; Q3) (in pg/mL) Median (Q1: Q3) (in pg/mL) o
CED gesamt 7177,7 (3125,3; | K 8145,2 (3267,2; | 0,74
(N=250) 19149,3) (n=60) 21441,3)
CED aktiv 6822,5 (3484,3; | CED Remission 7177,7 (3009,4; | 0,59
(n=68) 22659,5) 18397,8)
CED aktiv 6822,5 (3484,3; | K 8145,2 (3267,2; | 0,94
(n=68) 22659,5) 21441,3)
CED Remission 7177,7 (3009,4; | K 8145,2 (3267,2; | 0,64
(n=182) 18397,8) 21441,3)
MC 7177,7 (3488,5; | CU 7018,0 (2962,9; | 0,59
(n=170) 17868,3) 27443,0)
MC 7177,7 (3488,5; | K 8145,2 (3267,2; | 0,66
(n=170) 17868,3) 21441,3)
CuU 7018,0 (2962,9; | K 8145,2 (3267,2; | 0,94
(n=80) 27443,0) 21441,3)
MC aktiv 6200,7 (3401,8; | MC Remission 7239,5(3491,4; | 0,66
(n=26) 16310,3) (n=144) 18157,3)
CU aktiv 8463,2 (3943,0; | CU Remission 6741,4 (2070,1; | 0,52
(n=42) 30615,0) (n=38) 19269,0)

Die Analyse der HBD-2-Konzentrationen zeigte, dass zwischen CED-Patienten und
der gesunden Kontrollgruppe kein statistisch feststellbarer Unterschied bestand.
CED-Patienten hatten mit einem Median von 7177,7 pg/mL (p=0,74), genauso wie
CED-Patienten mit aktiver Erkrankung (Median: 6822,5 pg/mL; p=0,94) und CED-
Patienten in Remission (Median: 7177,7 pg/mL; p=0,64) niedrigere HBD-2-Spiegel
als die Kontrollgruppe mit einem Median von 8145,2 pg/mL. Zwischen CED-

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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Patienten mit aktiver Erkrankung und CED-Patienten in Remission war kein
signifikanter Unterschied feststellbar (p=0,59).

Die Differenzierung der CED-Patienten nach Entitét zeigte, dass auch MC-Patienten
mit einem Median von 7177,8 ng/mL (p=0,66), ebenso wie CU-Patienten (Median
7018,0 pg/mL; p=0,94), zwar niedrigere HBD-2-Konzentrationen als die Kontrollen
aufwiesen, jedoch kein statistisch feststellbarer Unterschied bestand. Der Vergleich
MC-CU ergab ebenso nicht signifikante Disparitaten (p=0,59). Die weitere
Unterteilung des MC- und CU-Kaollektivs nach Krankheitsaktivitat zeigte keine
statistisch signifikanten Unterschiede (MC aktiv-MC Remission: p=0,66; CU aktiv-
CU Remission: p=0,52).

e Korrelation zur Krankheitsaktivitat

Im Rahmen der Korrelationsanalyse der HBD-2-Serumkonzentrationen mit den
absoluten Werten der Krankheitsaktivitat (CDAI fur MC, CAI fur CU) zeichnete
sich keine signifikante Assoziation ab.

Tabelle 34: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse der HBD-2-Spiegel mit den absoluten CDAI-
und CAI-Scores im MC- und CU-Kollektiv

Spearman’scher
Rangkorrelations-

Parameter Mittelwert (SD) koeffizient rs p
CDAI im MC-Kaollektiv (n=170) 81 (83) -0,02 0,77
CAIl im CU-Kollektiv (n=80) 4(3) -0,19 0,77

Im univariaten linearen Modell ergab sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Krankheitsaktivitat und den HBD-2-Werten® (im MC-Kollektiv
Regressionskoeffizient B=-0,024; SE=0,32; p=0,941; im CU-Kollektiv: B=0,363;
SE=0,377; p=0,339).

e Vergleich von HBD-2 mit fakalem Calprotectin (FC) und weiteren klinischen
Entzlindungsindikatoren

Eine Assoziation von HBD-2 mit klinischen Entziindungsparametern wie FC, CRP,
Leukozyten und Thrombozyten konnte in Spearman-Korrelationsanalysen nicht
nachgewiesen werden.

2 HBD-2-Spiegel logarithmiert zur Herstellung normverteilter Residuen
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Tabelle 35: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von HBD-2 im CED-Kollektiv mit den
Parametern fékales Calprotectin (FC), CRP, Leukozyten und Thrombozyten

Spearman’scher

Rangkorrelations-
Parameter Median (Q1; Q3) koeffizient rs p
FC (n=163, in mg/L) ‘ 349,5 (90,8; 1491,0) 0,10 0,22
CRP (n=250, in mg/dL) ‘ 0,3(0,1;0,8) -0,01 0,85
Leukozyten (=250, in Giga/L) | 0,9 (6,2; 9,3) -0,08 0,21
Thrombozyten (n=250, in Giga/L) ‘ 280 (234,25; 312,75) -0,08 0,20

e Zusammenhang mit 25-(OH)-Vitamin D

Zur Assoziation der HBD-2-Spiegel mit dem Vitamin D-Status wurde auch hier das
CED- und Kontrollkollektiv in Patienten mit Vitamin D-Mangel (25(OH)D < 20
ng/mL) und Patienten mit suffizienten 25(OH)D-Spiegeln (> 20 ng/mL) unterteilt.
Dies erfolgte auch in den nach Krankheitsaktivitdt und Entitat aufgeteilten
Kollektiven.

Tabelle 36: Mediane HBD-2-Konzentrationen bei CED-Patienten und bei gesunden Kontrollen (K),
differenziert nach 25(OH)D-Defizienz und suffizienten 25(OH)D-Spiegeln

Mediane (Q1: Q3) HBD- | ediane (QL; Q3)
. . HBD-2-Werte (in
2-Werte (in pg/mL) bel /mL) bei Patienten
Patienten mit 25(OH)D- Pd . ..
.. mit suffizienten
. Defizienz .
Kollektiv 25(OH)D-Spiegeln p?
CED 6565,4 (2936,4; 19417,3) 7397,3 (3455,4; 0,67
(N=250) (n=98) 19105,8) (n=152)
CED aktiv 5461,5 (3829,1; 44854,0) 7397,3 (3443,0; 0,89
(N=68) (n=25) 18079,5) (n=43)
CED Remission 6637,9 (2764,9; 17616,0) 7397,3 (3487,0; 0,56
(N=182) (n=73) 20956,0) (n=109)
MC 6565,4 (2689,1; 15447,0) 7397,3 (3552,1; 0,38
(N=170) (n=64) 19081,0) (n=106)
MC aktiv 12275,7 (1381,5; 6200,7 (3484,3; 0,88
(n=26) 53287,3) (n=6) 13023,0) (n=20)
MC Remission 6565,4 (2709,1; 13971,3) 7999,2 (3695,4; 0,27
(n=144) (n=58) 21864,3) (n=86)
Ccu 6176,9 (3925,1; 35403,5) 7375,6 (2358,8; 0,82
(N=80) (n=34) 21291,8) (n=46)

2 Vergleich der zwei Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test
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CU aktiv 5461,5 (4103,4; 38527,5) 12540,0 (3722,2; 0,84

(n=42) (n=19) 24058,5) (n=23)

CU Remission 6719,2 (3594,7; 28094,0) 6763,6 (1999,2; 0,65

(n=38) (n=15) 9686,6) (n=23)
Kontrollen 6665,7 (3280,1; 7026,1) 8316,2 (3288,7; 0,41
(N=60) (n=5) 23511,5) (n=55)

Die Auswertung zeigte, dass bei allen CED-Kollektiven, mit Ausnahme der Gruppe
der aktiv erkrankten MC-Patienten im Median héhere HBD-2-Konzentrationen bei
suffizienter Vitamin D-Versorgung vorlagen. Dies war auch bei der gesunden
Kontrollgruppe feststellbar. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte weder
im CED- noch im Kontrollkollektiv ermittelt werden.

e Zusammenhang mit 1,25-(OH)2-Vitamin D

Die  Rangkorrelationskoeffizienten ~ und  zugehdrigen  p-Werte  der
Korrelationsanalyse der HBD-2-Spiegel und dem aktiven 1,25(OH)2D konnen in
Tabelle 37 eingesehen werden.

Tabelle 37: Spearman’sche Rangkorrelationsanalyse von LL-37 mit 1,25(0OH)2D im CED- und
Kontrollkollektiv (K)

Spearman’scher
Median 1,25(0OH)2D Rangkorrelations-

Kollektiv (Q1; Q3) (in ng/mL) koeffizient rs p
CED (N=250) 30,7 (23,1; 39,5) -0,05 0,41
CED aktiv (n=68) 31,9 (24,3; 46,6) -0,14 0,24
CED Remission (n=182) 30,1 (22,6; 38,3) -0,03 0,73
MC (n=170) 30,2 (23,0; 39,5) -0,11 0,15
MC aktiv (n=26) 31,6 (23,3;59,1) -0,30 0,14
MC Remission (n=144) 30,1 (22,9; 38,3) -0,06 0,46
CU (n=80) 31,5 (24,0; 39,5) 0,05 0,67
CU aktiv (n=42) 31,9 (25,2; 41,4) -0,08 0,64
CU Remission (n=38) 29,0 (22,3; 38,1) 0,12 0,47
Kontrollen (N=60) 24,0 (15,2; 34,9) 0,16 0,21

Die Korrelation mit 1,25(0H)2D erwies sich in keiner Gruppe als statistisch
signifikant. Bei Betrachtung des kompletten CED-Kollektivs zeigte sich eine
schwach negative Korrelation, genauso bei Einzelbetrachtung der CED-Patienten
mit aktivem Krankheitszustand bzw. Erkrankung in Remission. Bei Differenzierung
nach MC und CU war dieser inverse Zusammenhang nur bei MC-Patienten
vorhanden, bei CU-Patienten war mit Ausnahme der aktiv Erkrankten eine schwach
positive Assoziation nachweisbar. Innerhalb des gesunden Kollektivs ergab sich
ebenso eine nicht signifikante, positive Korrelation.
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4.3.6 Regressionsanalyse der Serum-Biomarker und Vitamin D-
Parameter in den einzelnen Studienkohorten

4.3.6.1 Assoziation des Vitamin D-Haushalts zu den Spiegeln der
Serumparameter

Die in o0.g. Korrelations- und nicht-parametrischen Tests ausgewerteten
Serummarker wurden mittels eines multiplen linearen Modells unter Einbezug von
Kovariaten untersucht, um mogliche StorgroRen aus dem Modell zu entfernen. Nach
Analyse einer univariaten Assoziation des Vitamin D-Haushalts als unabhéngige
Variable auf die vier gemessenen Serumparameter, demnach abhangigen Variablen,
erfolgte eine multiple, lineare Regression unter Einbezug von Kovariablen. Im
Gesamtkollektiv aus CED-Erkrankten und gesunden Kontrollen mit N=310 wurde
dieses Modell auf die Kovariablen Alter, Geschlecht, BMI, Raucher, Vitamin D-
Supplementation und Erkrankung kontrolliert. In den CED-Kollektiven (n=250) mit
MC- (n=170) und CU-Kaollektiv (n=80) wurden die Kovariablen Alter, Geschlecht,
Raucherstatus, Vitamin D-Supplementation, BMI, Krankheitsaktivitit und CRP, im
Kontrollkollektiv die Variablen Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI und Vitamin
D-Supplementation mit einbezogen. Bei den abhangigen Zielvariablen CCL20, SC,
LL-37 und HBD-2 erfolgten logarithmische Datentransformationen zur Herstellung
normalverteilter Residuen, um die Voraussetzung fir die uni- und multivariaten
Regressionsmodelle zu erfullen. Einzelne Beobachtungen mussten bei fehlenden
Daten zum Raucherstatus entfernt werden, dies ist in den FuRnoten entsprechend
gekennzeichnet. Die Ergebnisse der Analysen sind den Tabellen 38 bis 42
aufgelistet.

Im Gesamtkollektiv (N=310) aus CED-Erkrankten (n=250) und Gesunden (n=60)
zeigten sich bei Probanden mit Hypovitaminose D < 20 ng/mL signifikant hohere
Serumspiegel des proinflammatorischen Chemokins CCL20 (B=0,236; SE=0,082;
p=0,004). Diese signifikante Assoziation bestand auch nach Korrektur auf
potenzielle Confounder im multivariaten Modell (B=0,210; SE=0,088; p=0,019).
Fur das aktive 1,25(0H)2D war im Gesamtkollektiv unter Beriicksichtigung der
Kovariablen ein signifikanter, negativer Zusammenhang zum CCL20 nachweisbar
(B= -0,0051; SE=0,0025; p=0,044). Diese Assoziationen zum 1,25(0OH)2D liel3en
sich bei weiteren Analysen innerhalb des CED-Kaollektivs nur fur die CU-Patienten
bestatigen. Hier gingen uni- und multivariat betrachtet hohere 1,25(0OH)2D-
Serumspiegel mit niedrigeren CCL20-Konzentrationen einher (univariat: B=-0,007;
SE=0,003; p=0,040; multivariat: B= -0,008; SE=0,004; p=0,023). Ein Vitamin D-
Mangel war bei CU-Patienten im multivariaten Modell mit héheren CCL20-
Spiegeln assoziiert (B=0,315; SE=0,148; p=0,037). Im Kontrollkollektiv zeigte sich
multivariat betrachtet eine signifikant negative Assoziation der 25(OH)D-Spiegel zu
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den CCL20-Serumparametern (B= -0,023; SE=0,010; p=0,025), hinsichtlich der
1,25(0OH)2D-Werte ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange. Bei
gesunden Probanden mit Vitamin D-Mangel waren univariat signifikant héhere
CCL20-Spiegel nachweisbar (B=0,861; SE=0,393; p=0,033), multivariat erwiesen
sich die Werte als knapp auf3erhalb des festgelegten Signifikanzniveaus (B= 0,789;
SE=0,402; p=0,055).

Fur das Cathelicidin LL-37 zeigte sich im Gesamtkollektiv eine positive Assoziation
zum Vitamin D-Mangel (B=0,098; SE=0,047; p=0,039), die bei multivariater
Analyse nicht signifikant blieb (p=0,288). Nur im CU-Kollektiv ergaben sich
ahnliche Zusammenhadnge, auch hier lieR sich nur univariat betrachtet eine
signifikante, positive Assoziation zur dichotomen Variable Vitamin D-Mangel
nachweisen (B=0,169; SE=0,084; p=0,049). Im CED-Kaollektiv gingen in uni- und
multivariaten Analysen zudem hohere 1,25(0OH)2D-Spiegel mit niedrigeren LL-37-
Konzentrationen einher (univariat: B=-0,004; SE=0,002; p=0,024; multivariat: B=
-0,004; SE=0,002; p=0,018), im CU-Kollektiv blieb dieser Zusammenhang knapp
aullerhalb des statistischen Signifikanzniveaus (p=0,078 bzw. p=0,052). Innerhalb
der MC-Patienten sowie des gesunden Probandenkollektivs ergaben sich keine
signifikanten Assoziationen.

Hinsichtlich der SC- und HBD-2-Konzentrationen konnten keine konsistenten
Assoziationen zu den Vitamin D-Parametern festgestellt werden, die Analysen
blieben in allen Kollektiven auf3erhalb des statistischen Signifikanzniveaus.

Insgesamt zeigte sich, dass vor allem bei CU-Patienten fiir das proinflammatorische
Chemokin CCL20 multivariat betrachtet signifikante Assoziationen zu den Vitamin
D-Parametern bestanden. Fir das Cathelicidin LL-37 konnte in den multivariaten
Modellen im CED-Kollektiv ein signifikant negativ gerichteter Zusammenhang zum
1,25(0OH)2D hergestellt werden, in allen anderen Kollektiven zum Teil knapp
aulRerhalb des statistischen Signifikanzniveaus.

Die Ergebnisse der Regressionsanalysen zu CCL20 wurden teils vorab in einem
Kongressmanuskript verdffentlicht (siehe Kapitel 13 Publikationsliste).
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e Multiple lineare Regressionsanalysen im Gesamtkollektiv (N=310)

Tabelle 38: Multiple lineare Regressionsanalyse im Gesamtkollektiv (N=310) mit Vitamin D als
unabhéngige Variable und den logarithmierten Serumparametern als abhangige Variablen unter
Einbezug unten angegebener Kovariablen

25(0OH)D als unabhéngige Variable

Abhéngige Variable Univariat Multivariat?

(log): Koeffizient SE p Koeffizient SE p
CCL20 -0,004 0,004 0,278 0,00064 0,0037 | 0,864
SC -0,004 0,005 0,472 -0,0032 0,0057 | 0,578
LL-37 -0,004 0,002 0,083 -0,00083 0,0022 | 0,698
HBD-2 0,003 0,008 0,704 0,0026 0,0082 | 0,754

1,25(0OH)2D als unabhéangige Variable
CCL20 -0,002 0,002 0,353 -0,0051 0,0025 | 0,044
SC -0,002 0,004 0,593 -0,0023 0,0039 | 0,563
LL-37 -0,002 0,001 0,131 -0,0028 0,0015 | 0,057
HBD-2 -0,001 0,005 0,972 0,00017 0,0056 | 0,976
Vitamin D-Mangel (ja/nein) als unabhangige Variable

CCL20 0,236 0,082 0,004 0,210 0,089 0,019
SC 0,065 0,122 0,594 0,085 0,137 0,534
LL-37 0,098 0,047 0,039 0,055 0,052 0,288
HBD-2 -0,102 0,183 0,578 -0,072 0,198 0,715

Kovariablen im multivariaten Modell: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Vitamin D-
Supplementation, Erkrankung

a 22 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt



e Multiple lineare Regressionsanalysen im CED-Kollektiv (n=250)
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Tabelle 39: Multiple lineare Regressionsanalyse im CED-Kaollektiv (n=250) mit Vitamin D als
unabhéngige Variable und den logarithmierten Serumparametern als abhangige Variablen unter
Einbezug unten angegebener Kovariablen

25(0OH)D als unabhéngige Variable

Abhéngige Variable Univariat Multivariat?

(log): Koeffizient SE p Koeffizient SE p
CCL20 -0,003 0,004 0,422 -0,004 0,004 0,338
SC -0,005 0,006 0,430 -0,005 0,006 0,448
LL-37 -0,005 0,002 0,067 -0,003 0,003 0,184
HBD-2 -0,004 0,010 0,704 -0,002 0,010 0,820

1,25(0OH)2D als unabhéangige Variable
CCL20 -0,003 0,002 0,226 -0,004 0,003 0,094
SC -0,003 0,004 0,454 -0,005 0,004 0,201
LL-37 -0,004 0,002 0,024 -0,004 0,002 0,018
HBD-2 -0,004 0,007 0,536 -0,004 0,007 0,577
Vitamin D-Mangel (ja/nein) als unabhangige Variable

CCL20 0,083 0,077 0,282 0,117 0,085 0,170
SC 0,093 0,133 0,484 0,073 0,136 0,593
LL-37 0,054 0,052 0,294 0,026 0,055 0,636
HBD-2 -0,061 0,203 0,764 -0,041 0,214 0,846

Kovariablen im multivariaten Modell: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Vitamin D-
Supplementation, Krankheitsaktivitat, CRP

a 22 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt
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Tabelle 40: Multiple lineare Regressionsanalyse im MC-Kollektiv (n=170) mit Vitamin D als
unabhéngige Variable und den logarithmierten Serumparametern als abhangige Variablen unter
Einbezug unten angegebener Kovariablen

25(0OH)D als unabhéngige Variable

Abhéngige Variable Univariat Multivariat?

(log): Koeffizient SE p Koeffizient SE p
CCL20 -0,002 0,005 0,686 -0,003 0,005 0,583
SC -0,007 0,008 0,355 -0,005 0,008 0,516
LL-37 -0,003 0,003 0,324 -0,002 0,003 0,496
HBD-2 0,004 0,011 0,746 0,001 0,012 0,921

1,25(0OH)2D als unabhéangige Variable
CCL20 0,0003 0,003 0,937 -0,002 0,004 0,626
SC -0,006 0,006 0,331 -0,010 0,006 0,079
LL-37 -0,003 0,002 0,138 -0,004 0,002 0,125
HBD-2 -0,009 0,008 0,270 -0,011 0,009 0,191
Vitamin D-Mangel (ja/nein) als unabhangige Variable

CCL20 0,016 0,098 0,874 0,058 0,109 0,595
SC 0,139 0,162 0,392 0,106 0,171 0,537
LL-37 -0,001 0,065 0,988 -0,015 0,068 0,822
HBD-2 -0,124 0,240 0,607 -0,012 0,257 0,962

Kovariablen im multivariaten Modell: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Vitamin D-
Supplementation, Krankheitsaktivitat, CRP

213 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt



e Multiple lineare Regressionsanalysen im CU-Kollektiv (n=80)
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Tabelle 41: Multiple lineare Regressionsanalyse im CU-Kollektiv (n=80) mit Vitamin D als
unabhéngige Variable und den logarithmierten Serumparametern als abhangige Variablen unter
Einbezug unten angegebener Kovariablen

25(0OH)D als unabhéngige Variable

Abhéngige Variable Univariat Multivariat?

(log): Koeffizient SE p Koeffizient SE p
CCL20 -0,006 0,006 0,384 -0,006 0,007 0,370
SC 0,0001 0,012 0,992 -0,004 0,012 0,720
LL-37 -0,008 0,004 0,059 -0,006 0,005 0,229
HBD-2 -0,019 0,019 0,314 0,004 0,020 0,827

1,25(0OH)2D als unabhéangige Variable
CCL20 -0,007 0,003 0,040 -0,008 0,004 0,023
SC 0,0005 0,006 0,942 0,0002 0,006 0,969
LL-37 -0,004 0,002 0,078 -0,005 0,002 0,052
HBD-2 0,002 0,011 0,817 0,002 0,010 0,876
Vitamin D-Mangel (ja/nein) als unabhangige Variable

CCL20 0,222 0,125 0,079 0,315 0,148 0,037
SC -0,017 0,234 0,941 0,030 0,255 0,905
LL-37 0,169 0,084 0,049 0,178 0,103 0,088
HBD-2 0,040 0,383 0,918 -0,157 0,420 0,709

Kovariablen im multivariaten Modell: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Vitamin D-
Supplementation, Krankheitsaktivitat, CRP

2 9 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt



e Multiple lineare Regressionsanalysen im Kontrollkollektiv (N=60)
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Tabelle 42: Multiple lineare Regressionsanalyse im Kontrollkollektiv (N=60) mit Vitamin D als
unabhéngige Variable und den logarithmierten Serumparametern als abhangige Variablen unter
Einbezug unten angegebener Kovariablen

25(0OH)D als unabhéngige Variable

Abhéngige Variable Univariat Multivariat

(log): Koeffizient SE p Koeffizient SE p
CCL20 -0,013 0,009 0,157 -0,023 0,010 0,025
SC 0,001 0,010 0,940 0,00020 0,012 0,986
LL-37 0,006 0,004 0,089 0,0074 0,0039 | 0,062
HBD-2 0,021 0,014 0,136 0,010 0,015 0,495

1,25(0OH)2D als unabhéangige Variable
CCL20 -0,010 0,007 0,127 -0,0081 0,0071 | 0,258
SC 0,001 0,007 0,872 0,0014 0,0080 | 0,859
LL-37 -0,001 0,003 0,758 0,00029 0,0028 | 0,916
HBD-2 0,013 0,010 0,211 0,0047 0,010 0,643
Vitamin D-Mangel (ja/nein) als unabhangige Variable

CCL20 0,861 0,393 0,033 0,789 0,402 0,055
SC -0,387 0,435 0,378 -0,342 0,465 0,466
LL-37 0,155 0,160 0,337 0,120 0,160 0,457
HBD-2 -0,550 0,608 0,370 -0,427 0,585 0,469

Kovariablen im multivariaten Modell: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Vitamin D-

Supplementation
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4.3.6.2 HBD-2-Serumspiegel in Abhangigkeit vom NOD2-Mutationsstatus

In der univariaten linearen Regression zeigte sich kein signifikanter Einfluss der
NOD2-Mutation R702w auf die gemessenen HBD2-Konzentrationen (im CED-
Kollektiv: Regressionskoeffizient B=-0,237; SE=0,268; p=0,379 / im MC-
Kollektiv: B=-0,261; SE=0,285; p=0,361). Aktives 1,25(0OH)2D induziert das mit
MC assoziierte NOD2-Gen in Monozyten und Epithelzellen durch distale Enhancer
und fuhrt synergistisch mit bakteriellen Abbauprodukten (MDP) zu einer
signifikanten Expressionssteigerung von HBD-2. Wang et al. stellten fest, dass
dieser synergistische Mechanismus in Makrophagen mit einer R702w-NOD2-
Mutation nicht vorhanden ist.® Das CED-Kollektiv wies n=32 (14%) mutierte, das
MC-Kollektiv n=28 (17%) mutierte Patienten auf (siehe Tabelle 6). Eine
homozygote Mutation lag bei n=2 (7%) der mutierten MC-Patienten vor. In den
nicht-parametrischen Tests ergaben sich zwar im Median niedrigere HBD-2-Spiegel
bei homozygoter HBD-2-Mutation, bei geringer Fallzahl (n=2) blieben die Analysen
allerdings auf3erhalb des statistischen Signifikanzniveaus.

40000 T

35000 -+

30000 +
25000 T

20000 -+

15000 +
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_'__
0 -+ J— heterokygote homozygote

Wildtyp Mutation Mutation

Abbildung 35: HBD-2-Spiegel (in pg/mL) im CED-Kollektiv mit Wildtyp R702w-Status (n=198),
heterozygoter R702w-Mutation (n=30) und homozygoter R702w-Mutation (n=2) (nicht signifikante
Unterschiede)

In einem multivariaten Modell sollte daher Gberprift werden, ob bei NOD2-
mutierten CED- und MC-Patienten hohere Vitamin D-Spiegel anders als bei
Patienten ohne eine Mutation nicht mit héheren HBD-2-Spiegeln assoziiert sind. Die
Assoziation des 25(OH)D, 1,25(0H)2D und des Vitamin D-Mangels (dichotome
Variable) zu den HBD-2-Serumspiegeln  (durch  Logarithmieren in
Normalverteilung gebracht) sollte in einem multivariaten Modell, korrigiert auf die
Confounder Alter, Geschlecht, Raucherstatus, Vitamin D-Supplementation, BMI,
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Krankheitsaktivitit und dem CRP-Spiegel, dargestellt werden. Einzelne
Beobachtungen mussten bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt werden,
dies ist in den FulRnoten entsprechend gekennzeichnet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 43 und Tabelle 44 aufgelistet.

In den multivariaten Modellen lieRen sich keine signifikanten Assoziationen der
einzelnen Vitamin D-Parameter zu den HBD-2-Serumkonzentrationen herstellen.
Die Analysen ergaben inkonsistente Zusammenhénge.

Tabelle 43: Multiple lineare Regressionsanalyse im NOD2-mutierten und nicht mutierten CED-
Kollektiv mit den Vitamin D-Serumparametern als unabhangige Variable und den logarithmierten
HBD-2-Spiegeln als abhangige Variablen unter Einbezug unten angegebener Kovariablen

CED-Kollektiv CED-Kaollektiv
R702w-Mutation (n=32)? Wildtyp (n=198)°
Koeffizient (SE) p Koeffizient (SE) p
25(0OH)D als unabhéngige Variable
Abhangige 0,006 (0,026) 0,810 0(0,012) 0,978
Variable (log): T -
HBD-2 1,25(0OH)2D als unabhéngige Variable
0 (0,027) 0,992 -0,001 (0,007) 0,848
Vitamin D-Mangel (ja/nein) als unabhangige Variable
0,360 (0,777) 0,648 -0,175 (0,237) 0,461

Kovariablen im multivariaten Modell: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Vitamin D-
Supplementation, Krankheitsaktivitat, CRP

Tabelle 44: Multiple lineare Regressionsanalyse im NOD2-mutierten und nicht mutierten MC-
Kollektiv mit den Vitamin D-Serumparametern als unabhangige Variable und den logarithmierten
HBD-2-Spiegeln als abhéngige Variablen unter Einbezug unten angegebener Kovariablen

MC-Kollektiv MC-Kollektiv
R702w-Mutation (n=28)° Wildtyp (n=136)¢
Koeffizient (SE) p Koeffizient (SE) p
25(0OH)D als unabhéngige Variable
Abhangige 0,003 (0,026) 0,901 0,005 (0,016) 0,740
Variable (log): — .
HBD-2 1,25(0OH)2D als unabhéngige Variable
-0,005 (0,027) 0,870 -0,011 (0,010) 0,309
Vitamin D-Mangel (ja/nein) als unabhangige Variable
0,453 (0,813) 0,585 -0,156 (0,282) 0,580

Kovariablen im multivariaten Modell: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Vitamin D-
Supplementation, Krankheitsaktivitat, CRP

2 3 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt
b 16 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt
¢ 2 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt
d 10 Beobachtungen bei fehlenden Daten zum Raucherstatus entfernt
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4.3.7 ROC-Analysen der Serum-Biomarker als Erkrankungs- oder
Aktivitatsmarker

Mittels ROC-Analysen sollte die diagnostische Qualitdt der einzelnen
Serumparameter als Indikatoren fiir eine CED-Erkrankung oder als Marker fur die
Entziindungsaktivitat evaluiert werden.

Fir die ROC-Berechnungen wurden die Serumbiomarker CCL20, SC, LL-37 und
HBD-2 als Testvariablen und die Erkrankung sowie die Krankheitsaktivitat als
dichotome Zustandsvariablen verwendet. Die AUC ist mit jeweiligem Cut-off-Wert,
Standardfehler und dem Konfidenzintervall in untenstehenden Tabellen angegeben.
Die Auswertungen erfolgten fir die Erkrankungsmarker bei N=310 fiir den Test
CED-Gesund, bei n=230 fir den Test MC-Gesund und bei n=140 fur den Test CU-
Gesund. Die Berechnungen fiir die Qualitat als Krankheitsaktivitatsmarker wurden
bei N=250 fiir das CED-Kollektiv, bei n=170 fur das MC-Kollektiv und bei n=80
fiir das CU-Kaollektiv durchgefinhrt.
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4.3.7.1 Serum-Biomarker als Indikator fur Erkrankung

e Erkrankungsmarker fur das CED-Kollektiv

Die ROC-Analyse ergab fiur CCL20 mit einer AUC=0,649 (p=0,001) und LL-37 mit
einer AUC=0,667 (p<0,0001) einen signifikanten Unterschied zur diagonalen
Bezugslinie und der AUC von 0,5. Fiir SC und HBD-2 konnte die Nullhypothese
der wahrscheinlichen AUC<0,5 nicht abgelehnt werden.

ROC-Kurve

Quelle der
Kurve

CccL20
—5SC

LL37
—HBD2
— Bezugslinie

Sensitivitat

"0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitat

Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.

Abbildung 36: ROC-Kurve der Serumparameter als Indikator fiir eine CED-Erkrankung

Tabelle 45: ROC-Analyse der Serumparameter als Indikatoren fiir eine CED-Erkrankung mit
Angabe des Cut-off-Werts, der Area under the curve (AUC) sowie Sensitivitat und Spezifitat mit
Konfidenzintervallen (KI)

Parameter mit AUC

Cut-off Level (SE; 95% KI) Sensitivitdt (95% K1) Spezifitat (95% KI) p
CCL20 0,649 0,54 (0,47-0,60) 0,58 (0,46-0,70) 0,001
> 3,726 pg/mL (0,05; 0,56-0,74)

SC 0,504 0,50 (0,44-0,57) 0,50 (0,38-0,62) 0,923
>1337,3ng/mL  (0,04; 0,43-0,58)

LL-37 0,667 0,64 (0,58-0,70) 0,68 (0,56-0,79) <0,0001
>41,157 ng/mL  (0,04; 0,60-0,74)

HBD-2 0,486 0,52 (0,46-0,59) 0,450 (0,33-0,58) 0,725

> 6665,7 pg/mL

(0,04; 0,41-0,57)
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e Erkrankungsmarker fur das MC-Kollektiv

Die ROC-Analyse innerhalb des MC-Kollektivs (n=170) ergab fiir CCL20 mit einer
AUC=0,652 (p=0,001) und LL-37 mit einer AUC=0,665 (p<0,0001) einen
signifikanten Unterschied zur diagonalen Bezugslinie und der AUC von 0,5. Fir SC
und HBD-2 konnte die Nullhypothese der wahrscheinlichen AUC<0,5 nicht
abgelehnt werden.

ROC-Kurve

Quelle der
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Abbildung 37: ROC-Kurve der Serumparameter als Indikator fiir eine MC-Erkrankung

Tabelle 46: ROC-Analyse der Serumparameter als Indikatoren fiir eine MC-Erkrankung mit
Angabe des Cut-off-Werts, der Area under the curve (AUC) sowie Sensitivitat und Spezifitat mit
Konfidenzintervallen (KI)

Parameter mit AUC

Cut-off Level (SE; 95% KI) Sensitivitat (95% KI)  Spezifitat (95% KIl) p
CCL20 0,652 0,64 (0,57-0,71) 0,58 (0,46-0,70) 0,001
> 2,864 pg/mL (0,05; 0,56-0,74)

SC 0,487 0,47 (0,40-0,55) 0,47 (0,35-0,59) 0,748
>1307,8 ng/mL  (0,04; 0,41-0,57)

LL-37 0,665 0,64 (0,57-0,71) 0,68 (0,56-0,79) <0,0001
>41,157 ng/mL  (0,04; 0,59-0,74)

HBD-2 0,481 0,52 (0,45-0,60) 0,45 (0,33-0,58) 0,660

> 6665,7 pg/mL (0,04; 0,40-0,57)
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e Erkrankungsmarker fur das CU-Kollektiv

Innerhalb des CU-Kollektivs (n=80) ergab sich in den ROC-Berechnungen fir
CCL20 mit einer AUC=0,643 (p=0,005) und LL-37 mit einer AUC=0,671
(p<0,0001) ein signifikanter Unterschied zur diagonalen Bezugslinie und der AUC
von 0,5. Fir SC und HBD-2 konnte die Nullhypothese der wahrscheinlichen
AUC<0,5 nicht abgelehnt werden.

ROC-Kurve
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Abbildung 38: ROC-Kurve der Serumparameter als Indikator fiir eine CU-Erkrankung

Tabelle 47: ROC-Analyse der Serumparameter als Indikatoren fur eine CU-Erkrankung mit
Angabe des Cut-off-Werts, der Area under the curve (AUC) sowie Sensitivitat und Spezifitat mit
Konfidenzintervallen (KI)

Parameter mit AUC

Cut-off Level (SE; 95% KI) Sensitivitat (95% KI)  Spezifitat (95% KIl) p

CCL20 0,643 0,63 (0,52-0,72) 0,55 (0,43-0,67) 0,005
> 2,656 pg/mL (0,05; 0,54-0,74)
SC 0,540 0,58 (0,47-0,68) 0,57 (0,44-0,68) 0,408
>1411,1 ng/mL  (0,05; 0,45-0,64)
LL-37 0,671 0,65 (0,54-0,75) 0,68 (0,56-0,79) 0,0001
>41,157 ng/mL  (0,05; 0,58-0,76)
HBD-2 0,496 0,53 (0,42-0,63) 0,45 (0,33-0,58) 0,939

> 6665,7 pg/mL

(0,05; 0,40-0,59)
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4.3.7.2 Serum-Biomarker als Krankheitsaktivitatsmarker

Mittels ROC-Analysen sollte zudem die diagnostische Qualitat der einzelnen
Serumparameter als Krankheitsaktivitdtsmarker ermittelt werden.

e Krankheitsaktivitatsmarker im CED-Kaollektiv

Die ROC-Analyse als Krankheitsaktivitatsmarker innerhalb des CED-Kollektivs
(n=250) ergab fir SC mit einer AUC=0,664 (p<0,0001) und LL-37 mit einer
AUC=0,591 (p=0,026) einen signifikanten Unterschied zur diagonalen Bezugslinie
und der AUC von 0,5. Fir CCL20 und HBD-2 konnte die Nullhypothese der
wahrscheinlichen AUC<0,5 nicht abgelehnt werden.

ROC-Kurve

Quelle der
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Abbildung 39: ROC-Kurve der Serumparameter als Krankheitsaktivitdtsmarker im CED-Kollektiv

Tabelle 48: ROC-Analyse der Serumparameter als Krankheitsaktivitatsmarker im CED-Kollektiv
mit Angabe des Cut-off-Werts, der Area under the curve (AUC) sowie Sensitivitat und Spezifitat mit
Konfidenzintervallen (KI)

Parameter mit AUC

Cut-off Level (SE; 95% KI) Sensitivitat (95% KI)  Spezifitat (95% KIl) p

CCL20 0,531 0,50 (0,39-0,62) 0,48 (0,41-0,55) 0,450
>3479pg/mL  (0,04; 0,45-0,61)

sC 0,664 0,66 (0,54-0,76) 0,64 (0,57-0,70)  <0,0001
>1477,7 ng/mL  (0,04; 0,59-0,74)

LL-37 0,591 0,65 (0,53-0,75) 0,52 (0,45-0,59) 0,026
> 46,079 ng/mL  (0,04; 0,51-0,67)

HBD-2 0,520 0,50 (0,39-0,62) 0,52 (0,45-0,59) 0,640

>7367,7 pg/mL

(0,04; 0,44-0,60)




e Krankheitsaktivitaitsmarker im MC-Kollektiv

Die ROC-Analyse im MC-Kollektiv (n=170) ergab fir SC mit einer AUC=0,655
(p=0,006) einen signifikanten Unterschied zur diagonalen Bezugslinie und der AUC
von 0,5. Fir CCL20, LL-37 und HBD-2 konnte die Nullhypothese der

wahrscheinlichen AUC<0,5 nicht abgelehnt werden.
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Abbildung 40: ROC-Kurve der Serumparameter als Krankheitsaktivitatsmarker im MC-Kollektiv

Tabelle 49: ROC-Analyse der Serumparameter als Krankheitsaktivitdtsmarker im MC-Kollektiv mit
Angabe des Cut-off-Werts, der Area under the curve (AUC) sowie Sensitivitat und Spezifitat mit

Konfidenzintervallen (KI)

Parameter mit AUC

Cut-off Level (SE; 95% KIl) Sensitivitat (95% KIl) Spezifitat (95% KI) p
CCL20 0,575 0,50 (0,32-0,68) 0,56 (0,47-0,63) 0,227
> 4,279 pg/mL (0,06; 0,45-0,70)

SC 0,655 0,58 (0,39-0,74) 0,61 (0,53-0,69) 0,006
>1477,7 ng/mL  (0,06; 0,54-0,77)

LL-37 0,591 0,69 (0,50-0,84) 0,51 (0,43-0,59) 0,142
>46,079 ng/mL  (0,06; 0,47-0,71)

HBD-2 0,472 0,50 (0,32-0,68) 0,44 (0,367-0,53) 0,663
>6222,9 pg/mL  (0,06; 0,35-0,60)
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e Krankheitsaktivitaitsmarker im CU-Kollektiv

Die ROC-Berechnungen ergaben innerhalb des CU-Kollektivs (n=80) fiir SC mit
einer AUC=0,694 (p=0,001) und LL-37 mit einer AUC=0,633 (p=0,035) einen
signifikanten Unterschied zur diagonalen Bezugslinie und der AUC von 0,5. Fir
CCL20 und HBD-2 konnte die Nullhypothese der wahrscheinlichen AUC<0,5 nicht
abgelehnt werden.

ROC-Kurve
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Abbildung 41: ROC-Kurve der Serumparameter als Krankheitsaktivitatsmarker im CU-Kollektiv

Tabelle 50: ROC-Analyse der Serumparameter als Krankheitsaktivitatsmarker im CU-Kollektiv mit
Angabe des Cut-off-Werts, der Area under the curve (AUC) sowie Sensitivitat und Spezifitat mit
Konfidenzintervallen (KI)

Parameter mit AUC

Cut-off Level (SE; 95% KI) Sensitivitat (95% KIl) Spezifitat (95% KI) p
CCL20 0,511 0,62 (0,47-0,75) 0,47 (0,33-0,63) 0,871
> 2,864 pg/mL (0,07; 0,38-0,64)

SC 0,694 0,71 (0,56-0,83) 0,74 (0,58-0,85) 0,001
>1464,3 ng/mL  (0,06; 0,57-0,81)

LL-37 0,633 0,62 (0,47-0,75) 0,63 (0,47-0,77) 0,035
> 46,814 ng/mL  (0,06; 0,51-0,76)

HBD-2 0,542 0,52 (0,38-0,67) 0,63 (0,47-0,77) 0,518

>7752,3pg/mL  (0,07; 0,41-0,67)
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5 Diskussion

5.1 Bestitigung der Datenlage zum Vitamin D-Haushalt bei
CED

Ein Vitamin D-Mangel ist bei CED-Patienten weit verbreitet, in vielen Studien
konnten Zusammenhénge zwischen dem Vitamin D-Haushalt und der Schwere der
Erkrankung sowie der Lebensqualitat festgestellt werden. ™ 92 |n Metaanalysen
erwies sich eine Vitamin D-Defizienz als Risikofaktor fir eine CED, ein Nord-Sud-
Gradient und somit ein UV-Licht-Gradient in der Inzidenz chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen ist hinlanglich bekannt.*® % Typischer Marker des Vitamin D-
Status ist das einfach hydroxylierte 25(OH)-Vitamin D, da es sowohl die
erndhrungsbedingte Aufnahme als auch die Sonnenlichtexposition am besten
widerspiegelt.’®® Unsere Daten bestatigten den hinreichend beschriebenen 25(0OH)-
Vitamin D-Mangel bei CED. Es zeigten sich signifikant niedrigere 25(OH)D-
Spiegel im Vergleich zu den gesunden Probanden, auch bei Stratifizierung des CED-
Kollektivs in MC und CU. In unseren Kollektiven bestand hinsichtlich der
Krankheitsaktivitat (Patienten mit aktiver Erkrankung und in Remission nach Best*®
bzw. Rachmilewitz!®) kein signifikanter Unterschied in den 25(OH)D-Spiegeln. Die
Datenlage bezlglich des Zusammenhangs von Vitamin D-Status und
Krankheitsaktivitat ist inkonsistent: Die Arbeiten von El-Matary et al. und Levin et
al. fanden in Querschnittsstudien von CED-Kohorten eine Korrelation von Vitamin
D-Spiegeln und Krankheitsaktivitat.®®® %1 Im Gegensatz dazu zeigte eine
retrospektive Studie von Ulitsky et al., dass ein Vitamin D-Mangel bei Patienten mit
MC, nicht aber mit CU, mit einer hoheren Krankheitsaktivitdt sowie einer
geringeren gesundheitsbezogenen Lebensqualitat assoziiert war.”® Schiitte et al.
zeigten erst kirzlich eine protektive Rolle von 25(OH)D bei CED, eine dauerhafte
Vitamin D-Supplementation ging unabhéngig vom initialen Vitamin D-Status mit
einem besserem Ansprechen auf eine Biologikatherapie einher.’®? Daten zur
Krankheitsaktivitat der CED-Patienten waren nicht angegeben, allerdings ist bei
verbessertem Ansprechen auf CED-spezifische Therapien von einer im Verlauf
niedrigeren Krankheitsaktivitat auszugehen. Unsere Analysen der 25(OH)D-Werte
fanden keine signifikanten Assoziationen zur Krankheitsaktivitat. Multivariat
zeigten sich korrigiert auf die Einnahme einer Vitamin D-Supplementation
niedrigere 25(OH)D-Spiegel bei CED-Patienten. Demnach bleibt unklar, ob
niedrige Vitamin D-Spiegel oder eine Hypovitaminose D zu einer hoheren
Krankheitsaktivitat filhren kdnnen oder ob die in den CED-Kollektiven gemessenen,
niedrigeren 25(OH)D-Werte nur Folge der schweren Erkrankung sind. Eine sichere
Aussage Uber den Zusammenhang l&sst sich anhand unserer Daten nicht treffen.
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Zusétzlich zum einfach hydroxylierten 25(OH)-Vitamin D bestimmten wir auch die
aktive Form des Vitamin D, das mittels des Enzyms 1-a-Hydroxylase aus 25(OH)D
entsteht. Anders als 25(OH)D ist der aktive Metabolit durch seine Halbwertszeit von
4 bis 20 Stunden nicht als reliabler Indikator fiir den Vitamin D-Speicher geeignet.1%
In  zahlreichen Veroffentlichungen wurden die bei CED potenziell
antiinflammatorischen Eigenschaften von 1,25(0OH)2D aufgegriffen. An Caco-2-
Zellen konnte eine Hochregulation der Tight-Junction-Proteine und somit eine
Besserung der Integritét des intestinalen Epithels durch 1,25(OH)2D nachgewiesen
werden.* Zudem wurde im Mausmodell eine riicklaufige CED-Symptomatik nach
Gabe von 1,25(0OH)2D beobachtet, wéhrend ein VDR-Mangel bei induzierter Colitis
mit schweren CED-Symptomen einher ging.®® °" Unsere Daten zeigten in den
einzelnen CED-Kollektiven signifikant hohere 1,25(0OH)2D-Spiegel im Vergleich
zu der gesunden Kontrollgruppe. In einem multivariaten Modell wurde diese
Beobachtung zusatzlich auf eine bestehende Einnahme von Vitamin D-Prdparaten
zum Zeitpunkt der Blutentnahme korrigiert. Auch im bereinigten Modell lieRen sich
signifikant hohere 1,25(0OH)2D-Konzentrationen im CED-Kollektiv nachweisen.
Die Nierenfunktion unterschied sich im Vergleich der CED-Patienten mit bzw. ohne
Vitamin D-Mangel nicht. Innerhalb der Krankheitsaktivitat zeigten sich beim
Vergleich der Patienten mit aktiver Entziindung und Patienten in Remission keine
Unterschiede. Ahnliche Ergebnisse veroffentlichten Abreu et al., sie beschrieben bei
MC- und CU-Patienten hohere 1,25(0OH)2D-Werte im Vergleich zu gesunden
Probanden und zusétzlich eine signifikante Korrelation zur Krankheitsaktivitat bei
MC.® Eine Metaanalyse von Li et al. stitzte diese Thesen, sie stellte bei MC und
CU signifikant hohere 1,25(0OH)2D-Serumkonzentrationen im Vergleich zu
Gesunden fest mit ebenso signifikanten Unterschieden beim Vergleich der Entitéten
MC und CU.'® Einen Unterschied innerhalb der beiden CED-Formen konnten wir
anhand unserer Daten nicht feststellen.

Abreu et al. konnten in einer multivariaten Analyse 1,25(0OH)2D als unabhangigen
Risikofaktor fiir eine geringe Knochenmineralisation ermitteln und stellten eine
erhdhte Expression des Enzyms 1-a-Hydroxylase im Darm fest, was die Autoren als
Reaktion auf die chronische Entzlindungssituation oder als direkte Folge der
Osteopenie oder Osteoporose bei CED-Patienten interpretierten.’®® Im Rahmen der
Inflammation befinden sich vermehrt Monozyten in der Lamina propria, welche die
1-0-Hydroxylase besitzen und somit vermehrt 1,25(0H)2D bilden kénnen.%
Gleichzeitig wurde in dieser Arbeit diskutiert, ob die erhohten 1,25(OH)2D-
Serumspiegel durch sekundaren Hyperparathyreoidismus bei Hypocalcdmie bedingt
sein konnten. Aufgrund der normwertigen Parathormon-Spiegel und des
normwertigen 25(OH)D wurde dies allerdings ausgeschlossen. Zudem ist es
aufgrund des retrospektiven Charakters der Studie von Abreu et al. nicht mdglich
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festzustellen, ob der Anstieg von 1,25(0OH)2D dem Auftreten von Osteoporose
vorausgeht oder mit dem Schweregrad der zugrunde liegenden CED
zusammenhangt.?®® Somit scheinen die erhéhten 1,25(0H)2D-Konzentrationen auf
eine vermehrte Hydroxylaseaktivitat zuriickzufiihren zu sein. Dieser Mechanismus
ist in Verbindung mit einer Hypercalcdmie bereits bei anderen granulomattsen
Erkrankungen wie der Sarkoidose, Tuberkulose, der Granulomatose mit
Polyangiitis, vormals Wegener Granulomatose, und in einem Fallbericht auch bei
zwei MC-Patienten beschrieben.’®* Fiir weitere Analysen ware der Calcium- und
Parathormonspiegel unseres Patientenkollektivs interessant, diese wurden aber nicht
erfasst. Moglicherweise kénnte ein Mangel des Vitamin D-Rezeptors bei CED zu
reaktiv erhohten 1,25(0OH)2D-Konzentrationen fihren. VDR-Polymorphismen
wurden bereits mit einem erhéhtem CED-Risiko assoziiert.1*> Auch hierzu fehlen in
unseren Kollektiven Daten, um einen moglichen Zusammenhang naher
charakterisieren zu kénnen.

In anderen Studien konnten hingegen geringere 1,25(OH)2D-Konzentrationen bei
CED ermittelt werden, hier wurde eine verbesserte Knochenmineralisation bei
Erreichen der Remission als Ursache fir die Normalisierung des 1,25(0OH)2D-
Parameters angegeben.'®® 1% Diese Daten stiitzen eher die oben erwahnten
protektiven Eigenschaften von 1,25(0OH)2D aus verschiedenen Veroffentlichungen
der Grundlagenforschung. Zielinska et al. sahen hingegen bei MC- und CU-
Patienten keine Unterschiede in den 1,25(0OH)2D-Konzentrationen im Vergleich zu
gesunden  Probanden. Eine Korrelation zur Krankheitsaktivitat, dem
Supplementationsstatus oder den CRP-Spiegeln konnte nicht hergestellt werden.*®’

Aufgrund der inkonsistenten Datenlage kann anhand des 1,25(OH)2D-Spiegels
somit nicht auf die Erkrankungs- oder Entziindungssituation bei CED-Patienten
geschlossen werden. So scheinen sowohl die Aktivierung der Hydroxylierung von
25(0OH)D als Reaktion auf Inflammation als auch lokale, intestinale protektive
Eigenschaften von 1,25(0H)2D Einfluss auf den CED-Verlauf zu nehmen.
Gleichzeitig konnen verschiedene Faktoren die Serumspiegel an Vitamin D
beeinflussen. In dieser Arbeit wurden Daten zur Krankheitsaktivitdt, zum
Entzindungsstatus, zur  Nierenfunktion sowie zum  Raucher- und
Supplementationsstatus erfasst. Im Gegensatz dazu wurden keine Daten tber die
Jahres- und Tageszeit der Blutentnahme, die Dauer der tadglichen Sonnenexposition,
Daten zur Ethnizitdt der Probanden, dem epithelialen VDR-Status oder der
Parathormonspiegel gesammelt.’® 193 19819 7war kann im Nachhinein von einem
uberwiegend kaukasischen Patienten- und Kontrollkollektiv ausgegangen werden,
jedoch konnte man abschlieBend feststellen, dass unser Modell zur Angabe des
Vitamin D-Spiegels anhand verschiedener Einflussfaktoren nicht vollstandig ist. In
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jedem Falle scheint aber ein suffizienter Vitamin D-Haushalt den Krankheitsverlauf
positiv zu beeinflussen.’? 93 94

5.2 Nachweis systemisch erhohter CCL20-Konzentrationen
erstmals auch bei CU-Patienten

CCL20 ist als proinflammatorisches Chemokin an Entzlindungsprozessen beteiligt
und bewirkt als Ligand durch Interaktion mit seinem CCRG6-Rezeptor die
Einwanderung von immunkompetenten Zellen wie aktivierten Lymphozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen an den Ort der Entziindung.!?* 126 130
Produziert wird es von neutrophilen Granulozyten, Enterozyten, B- und
dendritischen Zellen.!?” 12 Die CCL20-CCR6-Achse ist bei vielen chronischen
Entziindungsvorgangen wie der Psoriasis, der Arthritis und auch bei CED
aktiviert.128 130 131 |m jntestinalen Epithel wird CCL20 dauerhaft exprimiert und bei
entziindlichen Prozessen hochreguliert.!?”- 12 Das Darmepithel kann durch die
chemotaktische Wirkung des CCR6-Rezeptors von CCL20 als Teil des angeborenen
Immunsystems bei einer moéglichen Invasion von Erregern eine Immunantwort auf
lokaler Ebene generieren und so unter anderem die intestinale Einwanderung von
Th17-Zellen bewirken.'?® 29 Kaser et al. stellten in Kolonbiopsien von sowohl MC-
als auch CU-Patienten eine erhohte mRNA-Expression von CCL20 fest. Zudem
konnte ein signifikanter Unterschied zu Patienten mit irritable bowel syndrome
(Reizdarmsyndrom) gezeigt werden.®! In Mausmodellen bewirkte CCL20 die
Rekrutierung von IL-17A-produzierenden Thl7-Zellen aus dem Blut in den
Dunndarm, bei Neutralisierung von CCL20 mittels neutralisierender Antikorper
stellten Katchar et al. eine Abschwachung der experimentell induzierten Colitis und
eine Hemmung der Rekrutierung von T-Zellen fest.!3 Friedrich et al. zeigten eine
Induktion der Genexpression von CCL20 und zahlreichen weiteren Zytokinen und
Chemokinen durch IL-17A, was die intestinale Chemotaxis proinflammatorischer
Th17-Zellen durch epithelial ausgeschittetes CCL20 als maoglichen
pathophysiologischen Schliisselmechanismus bei CED vermuten lasst.®®

Auf in vitro-Ebene konnte auch ein Zusammenhang zu Vitamin D hergestellt
werden: Karkeni et al. supprimierten bei Inkubation humaner Adipozyten mit
1,25(0H)2D die Bildung von CCL20.1% In Mausmodellen konnte eine Abnahme
von CCL20 im Serum bei Vitamin D3-Substitution nachgewiesen werden.*3" 201 Erst
kirzlich zeigte eine randomisiert verblindete sowie placebokontrollierte
Interventionsstudie bei gesunden Erwachsenen mit experimentell induzierten
Hautentziindungen eine Herabregulation von CCL20 nach Verabreichung einer
vergleichsweise hohen oralen Cholecalciferol-Dosis von 200.000 IE. 2%
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Angesichts der bekannten intestinalen Hochregulation von CCL20 bei CED und der
vermuteten supprimierenden Wirkung von 1,25(0H)2D auf CCL20 wollten wir
daher priifen, ob CCL20 als proinflammatorisches Chemokin bei CED-Patienten in
hoheren Serumkonzentrationen vorliegt als bei gesunden Kontrollen und ob ein
Zusammenhang zur Krankheitsaktivitat besteht. Es wurde untersucht, ob suffiziente
Vitamin D-Spiegel mit niedrigeren CCL20-Serumkonzentrationen einhergehen und
ob CCL20 mit anderen klinischen Entziindungsmarkern wie fakalem Calprotectin,
CRP, Leukozyten und Thrombozyten korreliert.

Wir konnten bei CED systemisch erhohte Konzentrationen von CCL20 feststellen.
CED-Patienten wiesen im Vergleich zu unserer gesunden Kontrollgruppe
signifikant hohere Serumspiegel auf. Erstmals konnte geméall aktueller
Literaturrecherche eine serologische Hochregulation von CCL20 nicht nur bei
MC-, sondern auch bei CU-Patienten gezeigt werden.'® Dies legt nahe, dass sich
die vorwiegend in der Lamina propria lokalisierte Produktion und Ausschuttung von
CCL20 auch systemisch durch Ubertritt in die Blutbahn als Serumparameter bei
beiden CED-Entitaten nachweisen lasst. Zusatzlich lielRen sich signifikante, positive
Korrelationen zu fakalem Calprotectin und CRP, die beide als klinisch relevante
Entzlindungsindikatoren in der Verlaufsbeurteilung von CED-Patienten verwendet
werden, nachweisen. Zur Anzahl der Leukozyten und Thrombozyten im Blutbild
konnte ebenfalls ein positiver, gleich gerichteter Zusammenhang festgestellt
werden, der sich aber als statistisch nicht signifikant erwies. In den ROC-Analysen
zeigte sich CCL20 mit einer signifikanten AUC als potenzieller Erkrankungsmarker.

Interessanterweise bestand kein relevanter Unterschied hinsichtlich der
Krankheitsaktivitat: Beim Vergleich der Gruppen ,aktive Erkrankung“ versus
,,Patienten in Remission* waren bei Patienten mit aktiver Erkrankung im Median
nicht signifikante, minimal geringere CCL20-Spiegel festzustellen. Auch
Korrelations- und  Regressionsanalysen  konnten  keinen  signifikanten
Zusammenhang herstellen. In ROC-Analysen erwies sich CCL20 nicht als
dienlicher Aktivitatsmarker. So scheint die Krankheitsaktivitat die Expression von
CCL20 systemisch nicht wesentlich zu steigern. Méglicherweise ist allein durch die
bestehende Entziindungssituation bereits ein hoherer Expressionsgrad vorhanden,
der auch bei eskalierender Entziindungslage nicht weiter ansteigt. Diese Annahme
stlitzen auch die Ergebnisse von Annunziato et al., die bei Th17-Zellen aus MC-
Biopsien auch nach prolongierter T-Zell-Rezeptoraktivierung eine kontinuierliche
Expression des CCR6-Rezeptors CCL20 nachweisen konnten und somit fiir CCL20
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Entziindungssituation
vermuteten.?®® Jabtonski et al. konnten andererseits bei Patienten mit Endometriose
neben einer entziindungsférdernden auch eine homoostatische Funktion von CCL20
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nachweisen: In der Leber, in der Haut und im lymphatischen System erfolgt die
Sekretion vorwiegend zu regulatorischen Zwecken.? Dementsprechend kénnte die
Homoostase im Darmtrakt bei CED-Patienten in Remission durch ein hohes
CCL20-Sekretionsniveau erreicht worden sein und sich daher nicht von Patienten
mit aktivem Erkrankungszustand unterscheiden. Andererseits konnten Skovdahl et
al. in Kolonbiopsien von MC- und CU-Patienten signifikant hohere CCL20-mRNA-
Konzentrationen bei aktivem Erkrankungszustand feststellen.'?” Kaser et al. zeigten
zudem, dass nur bei Kolonbiopsien aus makro- und mikroskopisch betroffenen
Regionen signifikant erhohte CCL20-mRNA-Konzentrationen nachgewiesen
werden konnten.®*! Zhang et al. konnten in Kolonbiopsien von CU-Patienten
signifikant erhdhte CCLZ20-Konzentrationen mit positiver Korrelation zur
Krankheitsaktivitit feststellen.?* Unsere Einteilung der Krankheitsaktivitit nach
Best bei MC bzw. nach Rachmilewitz bei CU beriucksichtigte nur Klinisch-
anamnestische Daten und keine endoskopisch festgestellte Entziindungsaktivitét.
Eine andere Publikation beschreibt signifikant hohere CCL20-Konzentrationen in
Rektumbiopsien von Kindern mit early-onset Colitis ulcerosa im Vergleich zu
Studienteilnehmern mit adult-onset Colitis ulcerosa.?®® Somit koénnte CCL20
insbesondere in der Padiatrie als Biomarker dienlich sein. Eine Unterscheidung
hinsichtlich der Krankheitsaktivitat mittels Serum-CCL20 scheint unseren Daten
zufolge nicht gegeben.

Die Aufteilung des CED-Kaollektivs in MC und CU zeigte kein unterschiedliches
Expressionsmuster innerhalb der beiden Gruppen. Die Datenlage hierzu ist nicht
eindeutig: Kaser et al. konnten ebenso keine relevanten Unterschiede innerhalb der
beiden Entitaten feststellen, wahrend Kwon et al. nur bei aktiver MC-Erkrankung,
nicht aber bei aktiver CU-Erkrankung signifikante erhohte CCL20-mRNA in
Kolonbiopsien nachweisen konnten.**% 2% Eine sichere Differenzierung der CED-
Entitdt durch CCL20 ist somit weder auf lokaler noch auf systemischer Ebene
gegeben.

Zur genaueren Analyse sollten die CCL20-Konzentrationen in Kolonbiopsien,
stratifiziert nach Krankheitsaktivitat und Entitat, mit anschlieRender Korrelation zur
systemischen Expression erfolgen. CCL20 ist sowohl bei Morbus Crohn als auch
Colitis ulcerosa als Erkrankungsmarker dienlich, bei beiden CED-Formen ist das
Chemokin signifikant erhoht. In den ROC-Analysen und -Graphiken ergab sich fir
CCL20 in den klinisch relevanten Bereichen mit hoher Sensitivitat nur eine geringe
Spezifitat als CED-Erkrankungsmarker. Die ermittelten Cut-offs in den einzelnen
Studienkohorten ergaben eine signifikante AUC mit etwa 0,65, allerdings nur mit
einer geringen Sensitivitat von 0,54 bis 0,64 und einer Spezifitat zwischen 0,55 und
0,58. Eine sichere Unterscheidung zu Patienten mit Reizdarmsyndrom konnten
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Kaser et al. bereits an Kolonbiopsien zeigen, hierzu waren noch Vergleiche
hinsichtlich des systemisch feststellbaren Unterschieds interessant. Eine
Differenzierung der Entitaten MC und CU ist gemaR der nicht-parametrischen Tests
nicht gegeben. Als Krankheitsaktivitatsmarker ist CCL20 im Serum bei unserem
Patientenkollektiv nicht dienlich, moéglicherweise nur in Zusammenschau mehrerer
Biomarker im Sinne eines Scores. Plevy et al. stellten fir den etablierten
Entziindungsmarker CRP eine im Vergleich zum CCL20 ahnliche AUC von etwa
0,61 in den ROC-Analysen zur Unterscheidung CED versus keine CED fest. In
Kombination verschiedener serologischer, entziindlicher sowie genetischer Marker
gelang den Autoren zufolge neben der Unterscheidung einer CED-Erkrankung von
Gesunden auch eine Differenzierung der Entitdt, so dass die Autoren ein
,Multimarker-Panel* im Assessment von CED propagierten.??” So kdnnte sich auch
CCL20 in einem Panel als dienlicher Erkrankungsmarker etablieren.

Hashimoto et al. konnten eine Assoziation der CCL20-Expression im Rektum und
dem Auftreten von Colitis ulcerosa-assoziierter Neoplasien feststellen.?®® Demnach
konnte CCL20 auch als Follow-up-Parameter zur Detektion von Patienten mit
hohem Risiko fir Neoplasien dienlich sein. Bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom konnte CCL20 zusammen mit IL-17A als friher diagnostischer und
prognostischer Serum-Biomarker ermittelt werden.?®® Klinisch-anamnestische
Daten zu Neoplasien fehlten in unseren Kollektiven, weshalb sich hierzu anhand
unseres Patientenguts keine Aussage treffen lasst. Zusammenfassend zeigten wir,
dass eine CED-Erkrankung mit erhdhten Konzentrationen des Th17-Chemokins
CCL20 einhergeht und &hnlich vorangegangener Analysen intestinaler Biopsien!?”
206 CCL20 nicht nur bei MC*, sondern auch bei CU systemisch hochreguliert ist.

5.2.1 Signifikante Assoziation des Vitamin D-Haushalts und CCL20 im
CU- und Kontrollkollektiv

Karkeni et al. stellten in vitro an humanen Adipozyten eine Herabregulation von
CCL20 durch aktives 1,25(0H)2-Vitamin D fest.’*® Ahnliche Ergebnisse lieferten
die Analysen von Reins et al. an Epithelzellen der menschlichen Kornea.™*” Eine
weitere Arbeit zeigte in vivo und in vitro, dass Vitamin D3 CCL20-Spiegel reduziert
und so bei Mdusen mit Colitis-assoziiertem kolorektalem Karzinom die Tumorlast
reduziert.?®? Jafarzadeh et al. stellten bei Mausen mit autoimmuner
Enzephalomyelitis im Falle einer Aufnahme von 200 ng 1,25(0OH)2D jeden zweiten
Tag Uber insgesamt 30 Tage geringere Konzentrationen an CCL20 im Riickenmark
fest.!¥® Th17-Zellen und deren assoziierte Zytokine induzieren die intestinale
epitheliale Expression von CCL20 um das bis zu 200-fache, gleichzeitig hemmt
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aktives Vitamin D die Th17-Zelldifferenzierung und Funktion sowie Expression von
CCL20.85’ 86, 127

Die Aufteilung unseres Patientenkollektivs in Vitamin D-Defiziente und Vitamin D-
suffiziente gemaR Definition der IOM¥ zeigte, dass CED-Patienten mit
ausreichender Vitamin D-Versorgung im Median zwar niedrigere CCL20-
Serumkonzentrationen aufwiesen, sich diese aber nicht signifikant unterschieden.
Bei weiterer Unterteilung der CED-Patienten nach Krankheitsaktivitat und Entitat
zeichneten sich inkonsistente, nicht signifikante Daten ab. Nur innerhalb der
gesunden Kontrollgruppe war eine signifikante Differenz nachweisbar: Probanden
mit suffizienten 25(OH)D-Spiegeln zeigten im Median geringere CCL20-
Konzentrationen, allerdings wiesen nur fiinf gesunde Probanden einen Vitamin D-
Mangel gemél 0.g. Definition auf. Auch die Korrelation mit dem hormonell aktiven
Metaboliten des Vitamin D (1,25(0OH)2D) stellte sich nur bei der gesunden
Kontrollgruppe als signifikant heraus. Hohere 1,25(0OH)2D-Spiegel gingen hier mit
niedrigeren CCL20-Serumkonzentrationen einher.

In den Regressionsanalysen ging im Gesamtkollektiv aus CED und gesunden
Kontrollen ein Vitamin D-Mangel auch multivariat um u.a. eine Vitamin D-
Supplementation korrigiert mit niedrigeren CCL20-Spiegeln einher. Zudem zeigte
sich eine signifikante negative Assoziation der 1,25(OH)2D-Spiegel und der
CCL20-Konzentrationen. Innerhalb der einzelnen CED-Kaollektive zeichneten sich
diese signifikanten Zusammenhénge nur bei den CU-Patienten ab. So gingen ahnlich
den Daten von Karkeni et al.'® hohere 1,25(0OH)2D-Spiegel auch multivariat
kontrolliert mit niedrigeren Werten an CCL20 einher. Gleichzeitig zeigte sich eine
um Confounder bereinigte Assoziation von Vitamin D-Mangel und erhéhten
CCL20-Serumkonzentrationen im CU-Kollektiv. Im MC-Kollektiv konnten diese
Zusammenhénge nicht gezeigt werden. Bei den gesunden Probanden erwies sich die
Assoziation eines Vitamin D-Mangels zu den CCL20-Spiegeln nur univariat als
statistisch signifikant, multivariat ergab sich ein mit einem p-Wert von 0,055 ein
Ergebnis knapp aullerhalb des statistischen Signifikanzniveaus. Multivariat zeigte
sich hier, anders als bei den CU-Patienten, nur hinsichtlich der 25(OH)D-Werte und
nicht der 1,25(OH)2D-Spiegel ein negativ gerichteter Zusammenhang.

CCL20 wurde bereits mit Zellproliferationen bei Colitis-assoziierten Karzinomen,
sowie bei Bronchial- und Mammakarzinom durch u.a. Aktivierung des MAP-
Kinase- und NF-xB-pathway in Verbindung gebracht.?%% 210 211 1 25(0H)2D
regulierte die Aktivitat dieser Signalwege in vivo und in vitro herab.?* Zudem
beschrieben Xin et al., dass CCL20 eine gewisse ,,Mediatorrolle” in der durch
1,25(0OH)2D vermittelten Hemmung der 0.g. Signalwege in der Colitis-assoziierten
Karzinogenese einnehme.?®* Somit kénnte CCL20 lediglich bei CU-Patienten und
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bei den gesunden Probanden Einfluss auf die beschriebenen Signalwege nehmen.
Gubatan et al. fanden eine signifikante Korrelation von hoheren 25(OH)D-
Serumwerten und niedrigeren Konzentrationen an CCL20-induzierendem IL-17A
bei CU-Patienten.?? Bei MC-Patienten konnte ein suffizienter Vitamin D-Status
bisher nicht mit einer Herabregulation proinflammatorischer Zytokine in
Verbindung gebracht werden.?® Mdglicherweise schlagt bei MC die Inhibition
durch 1,25(0OH)2D aufgrund eines anderen proinflammatorischen Zytokinprofils
und folglich vermehrter Ausschiittung von CCL20 fehl. Auch eine reduzierte VDR-
Expression, die fur CED-Patienten bereits gezeigt wurde, kdnnte eine fehlende
Herabregulation von CCL20 bei MC-Patienten erklaren.’®* 1% Eine epitheliale
VDR-Defizienz im Intestinaltrakt wurde an Biopsien mit vermehrter Einwanderung
von Immunzellen in Verbindung gebracht und ging in Mausmodellen mit der
Entwicklung einer CED einher.'®® Ein herabregulierter VDR Kkorreliert mit
beeintrachtigter Expression von ATG16L1, einem Risikogen, das mit inadaquater
Autophagie und beeintréchtigter Funktion von Panethzellen vor allem bei MC in
Verbindung steht.?!* Polymorphismen im VDR wurden insbesondere mit MC
assoziiert, demnach konnte bei MC eine VDR-Defizienz eine entscheidendere Rolle
spielen als bei CU-Patienten.?® Eine randomisierte kontrollierte Studie zeigte an
erwachsenen, eineiigen Zwillingen eine bis zu 60-fache Hochregulation der VDR-
Genexpression bei Substitution von 2000 I.E. Vitamin D pro Tag.?® In unseren
Kollektiven lag die durchschnittliche Substitutionsdosis bei 1000 IE pro Tag, bei
MC-Patienten kénnte demnach eine hohere Dosis eine VDR-Expression und damit
eine CCL20-Suppression bewirken. Im Mausmodell mit induzierter TNBS-Colitis,
die vom Zytokinprofil am ehesten einer humanen MC-Erkrankung entspricht**>: 19,
reduzierte eine Calcitriol-Substitution die Produktion von CCL20-induzierendem
IL-17.3% Somit scheint auch bei MC eine antiinflammatorische Wirkung von
1,25(0OH)2D hinsichtlich der Expression von CCL20 zu gelten, systemisch lasst sich
dies anhand unseres MC-Kollektivs nicht zeigen.

Eine kausale Verbindung zwischen CCL20 und Vitamin D bei Colitis-Patienten
kann durch diese Daten aufgrund des retrospektiven Charakters der Studie nur
vermutet werden. Ein Vitamin D-Mangel korrelierte, wie oben beschrieben®® 1% in
manchen Studien mit der Krankheitsaktivitat, so konnte ein defizienter Vitamin D-
Haushalt eine hohere Krankheitsaktivitdt und folglich hohere Chemokin-
Serumspiegel bewirken. Andererseits konnte die Assoziation zum Vitamin D-
Haushalt in unseren Kollektiven multivariat und somit auf die Krankheitsaktivitét
kontrolliert getroffen werden. Gleichzeitig zeigten sich auch univariat betrachtet
keine Zusammenhdnge zwischen den Vitamin D-Parametern und der
Krankheitsaktivitdat. An porcinen, viral infizierten Enterozyten konnte eine
Konzentrationsabnahme der CCL20-mRNA nach Inkubation mit 1,25(0OH)2D
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beobachtet werden.?*” Auch bei VDR-knockout-Mé&usen mit induzierter, chronischer
Cholangitis konnten hohere CCL20-Konzentrationen sowie des CCL20-Rezeptors
CCR6 im Vergleich zum Wildtyp und gesunden Tieren ermittelt werden.
Interessanterweise wurde aber nach vierwdchiger Behandlung mit Calcipotriol,
einem Vitamin D-Analogon, nur bei den VDR”-Mausen eine Suppression der
CCL20-Spiegel beobachtet. Dies bestatigten auch anschliel3ende in vitro-Analysen
an humanen Gallengangsepithel-Zelllinien.?!® Hosokawa et al. konnten hingegen an
humanen Parodontalligament-Zellen den Vitamin D-Rezeptor und zudem bei
Inkubation mit Calcitriol eine Suppression der Produktion von CCL20
nachweisen.?'® Ein direkter Zusammenhang von Vitamin D und CCL20-Spiegel
anhand VDR-abhédngiger Suppression kann damit vermutet werden, ein
antiinflammatorischer  Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung wird
maoglicherweise aber tiber andere Rezeptoren und Signalwege vermittelt. Daten zum
VDR-Status an beispielsweise intestinalen Biopsien unserer CED-Kollektive
fehlten, so dass es hier weiterer Interventionsstudien unter Einbezug des VDR-
Status aus Biopsien bedarf. Der Interventionsstudie von Ernst et al. zufolge
supprimierte eine hohe orale Cholecalciferol-Dosis signifikant die CCL20-Spiegel
zumindest bei Probanden mit induzierten Hauterkrankungen.?®? Eine womaglich
systemisch-antiinflammatorische Wirkung von Vitamin D durch Herabregulation
der CCL20-Expression konnte in unseren Analysen im multivariaten Modell
lediglich fir Colitis-Patienten sowie gesunde Probanden vermutet werden.
Zusammenfassend sollte eine Hypovitaminose D bei allen CED-Patienten
konsequent therapiert werden und regelméRige Kontrollen des Vitamin D-Status
erfolgen, um auch Effekte auf lokaler Ebene im Darmtrakt zu erreichen.

5.3 Erhohte Calprotectin-Werte im Serum von CED-Patienten
mit aktiver Erkrankung

Der fakale Neutrophilenmarker Calprotectin (FC) ist ein gut etablierter Biomarker
im klinischen Assessment von CED.??® Als Protein im Zytosol von neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten wird es im Rahmen von entzindlichen
Prozessen zur Hemmung bakteriellen Wachstums ausgeschiittet.1%® 1! Es gilt als
besonders stabil und korreliert direkt mit der Krankheitsaktivitat und der Migration
von neutrophilen Granulozyten in den Gastrointestinaltrakt.’> 22 Relevante
Messungenauigkeiten konnten bei H&amatochezie, Diarrhoe und logistischen
Problemen durch Temperaturspitzen oder Transportverzogerungen festgestellt
werden, 115117 221 222 \wjr wollten daher evaluieren, ob Calprotectin auch als
serologischer Biomarker dienlich ist und ob eine Assoziation zur Krankheitsaktivitéat
besteht.
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In unserer Studienpopulation konnte beim Vergleich der Kohorten CED und
gesunde Kontrollen kein Unterschied festgestellt werden, die Serum-Calprotectin-
Spiegel waren im Median &hnlich verteilt. Die Stratifizierung nach
Krankheitsaktivitat zeigte, dass vor allem bei aktivem Erkrankungsstatus signifikant
hohere SC-Konzentrationen im Vergleich zu CED-Patienten in Remission und zu
den gesunden Kontrollen gemessen werden konnten. Signifikante Unterschiede
zwischen MC und CU bestanden nicht. Die Serumwerte Kkorrelierten hoch
signifikant mit den fékal gemessenen Calprotectinwerten, ebenso mit den klinischen
Entzindungsindikatoren CRP und der Anzahl der Leukozyten im Blutbild. Ein
signifikanter, gleichgerichteter Zusammenhang konnte auch zur Thrombozytenzahl
festgestellt werden, am ehesten im Sinne einer reaktiven, entzindungsbedingten
Thrombozytose. In mehreren Arbeiten konnten im Gegensatz zu unseren
Messungen signifikante Unterschiede zu gesunden Probanden nachgewiesen
werden, allerdings nicht immer mit Korrelation zu den Konzentrationen im Stuhl.*®
121,223 Nach Meuwis et al. korrelierten die SC-Werte bei MC-Patienten, anders als
fakales Calprotectin, nicht mit der endoskopisch festgestellten Krankheitsaktivitét
(CDEIS) und konnten somit genauso wie das CRP den epithelialen
Entziindungsstatus nicht widerspiegeln.!!® Ein Ubersichtsartikel von Azramezani
Kopi et al. zeigte eine heterogene Datenlage zu SC, es wurden u. a. Zusammenhange
zur Krankheitsaktivitat, zur Prognose und zum Rezidivrisiko beschrieben. Bei
signifikanter Korrelation von SC und Serum-CRP, nicht aber von FC und CRP,
vermuteten die Autoren fir SC eine starkere Assoziation zur systemischen
Entziindungssituation und nicht zum intestinalen Status der Inflammation.*
Womdglich konnten deswegen in unseren Analysen nur bei CED-Patienten mit
erhohter Krankheitsaktivitat Unterschiede zu den gesunden Probanden hergestellt
werden. Die nicht signifikanten Unterschiede zur gesunden Kontrollgruppe kénnten
in unserem Gesamt-CED-Kollektiv durch eine hohe Anzahl an Patienten in
Remission, welche sich in ihren SC-Spiegeln nicht signifikant von den gesunden
Kontrollen unterschieden, bedingt sein. So zeigte sich SC in den ROC-Analysen
nicht als dienlicher Erkrankungsmarker zur Stratifizierung zwischen CED-
Erkrankten und Gesunden. Beschrieben ist zudem eine Calprotectin-Erh6hung im
Serum bei unter anderem der rheumatoiden Arthritis oder der zystischen Fibrose,
die bei moglichen Komorbiditaten falsch positive Werte ergaben.!?> 12 Als
Krankheitsaktivitatsmarker zur serologischen Unterscheidung von CED-Patienten
mit aktiver Entzindung zu CED-Patienten in Remission kénnte Calprotectin im
Serum bei signifikanter AUC innerhalb der ROC-Analysen jedoch etabliert werden,
fiir unsere Cut-off-Werte ergab sich insbesondere bei CU-Patienten eine Sensitivitét
und Spezifitat von je Uber 0,7. Die Entzindungsaktivitat sollte trotzdem nicht
ausschlief3lich Gber SC, sondern moglicherweise auch in Kombination mit weiteren
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serologischen Markern beurteilt werden. In den nicht-parametrischen Tests konnten
wir keinen Unterschied innerhalb der Entitdt zeigen, so dass unseren Daten zufolge
eine sichere Differenzierung der CED-Form mittels SC nicht zielfuhrend ist. Kalla
et al. zeigten SC als signifikanten Pradiktor ftir eine CED- und MC-Erkrankung und
gemeinsam mit CRP oder Albumin als Pradiktor flr eine Eskalation der
Krankheitsaktivitat.!?® Meuwis et al. zufolge war SC zusammen mit CRP als
prognostischer Marker fir eine Rezidiventwicklung bei MC-Patienten nach
Therapie mit Infliximab dienlich.}*® Einen &hnlichen Trend ergaben auch unsere
Daten: CED-Patienten unter Therapie mit Infliximab wiesen signifikant geringere
SC-Spiegel auf als diejenigen ohne Infliximab-Einnahme zum Zeitpunkt der
Blutentnahme, diese Assoziation konnte auch in unserem CU-Kollektiv festgestellt
werden. Gegebenenfalls konnte SC so als Verlaufsparameter in Therapien mit
Infliximab oder zusammen mit anderen serologischen Markern als Pradiktor fur
einen akuten Schub etabliert werden. Den ROC-Analysen in dieser Arbeit zufolge
ist Calprotectin als Serum-Biomarker zum Ausschluss einer CED bzw. einer
Unterscheidung zum Reizdarmsyndrom, wie es bereits fr Messungen im Fazes
gezeigt werden konnte!*®, nicht geeignet. Bei bekanntermaRen weltweit steigender
CED-Inzidenzen sollten weitere Untersuchungen zu SC als Verlaufsparameter bei
CED erfolgen, da inshesondere in pandemischen Lagen, wie zuletzt auch wahrend
der COVID-19-Pandemie, serologische sowie fékale Marker eine sinnvolle
Erganzung zur endoskopischen Diagnostik darstellen. - 224

5.3.1 Fehlende Assoziation von SC zu Vitamin D

Fur FC ist bereits ein Zusammenhang mit Vitamin D beschrieben: Ein niedriger
25(0OH)D-Spiegel ging in mehreren Studien mit erhohten FC-Werten einher. 14 225
226 7udem konnten im Tiermodell bei VDR-knockout Mausen mit induzierter,
chronischer Cholangitis hohere S100A8 und S100A9-Konzentrationen, die als
Heterodimer als Calprotectin bezeichnet werden, detektiert werden. 218 Dies legt
eine VDR-abhangige Expression und eine damit negativ gerichtete Assoziation zum
Vitamin D nahe. Entsprechende Daten zum Zusammenhang von Vitamin D mit den
Calprotectin-Spiegeln im Serum konnten auch nach intensiver Literaturrecherche
nicht ermittelt werden. Wir wollten daher Uberprifen, ob CED-Patienten mit
25(0OH)D-Defizienz auch hohere SC-Konzentrationen aufweisen und ob eine
Korrelation zu 1,25(0OH)2D besteht. Der Vergleich der Gruppe CED-Patienten mit
Vitamin D-Defizienz und der CED-Patienten mit suffizienten Vitamin D-Spiegeln
erbrachte keine statistisch signifikanten Unterschiede, auch nicht im Vergleich der
Subpopulationen. Zwar bestand bei den meisten Kollektiven bei Vitamin D-Mangel
im Median ein hoherer SC-Spiegel, eine statistische Signifikanz ergab sich in keiner
Kohorte. Zudem bestand eine inverse, aber statistisch nicht signifikante Korrelation
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von SC zu 1,25(0OH)2D. Auch in den uni- und multivariaten Regressionsanalysen
zeigten sich keine signifikanten Assoziationen zu den Vitamin D-Parametern
25(0OH)D und 1,25(0OH)2D sowie einem bestehenden Vitamin D-Mangel als
dichotome Variable.

Raftery et al. konnten in ihrer Studie bei Patienten mit MC in Remission eine inverse
Assoziation von Vitamin D zu Calprotectin im Stuhl, aber nicht zu CRP oder zum
CDA feststellen.!** Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Garg et al., es zeigte sich eine
signifikante negative Assoziation zum FC, nicht aber zu systemischen
Krankheitsaktivitatsmarkern wie CRP oder Leukozyten.?? Diese Daten lassen einen
intestinalen Zusammenhang von Vitamin D und FC vermuten, 25(OH)D konnte hier
die lokale, nicht aber die systemische Entziindungssituation beeinflussen. Auch
unsere Messungen der SC-Spiegel konnten keine signifikanten Zusammenhénge
zum Vitamin D-Haushalt herstellen. Die Beziehung zwischen 25(OH)D im Serum
und serologischen Entziindungsmarkern wurde abseits vom SC bereits fir
verschiedene Erkrankungen untersucht. Die Ergebnisse erwiesen sich bisher als
widersprichlich, in den meisten Féllen konnte keine eindeutige Korrelation
hergestellt ~ werden.?2”-?2°  Mdgglicherweise ~ wird auch  hier  durch
immunmodulatorische Eigenschaften von Vitamin D auf lokaler Ebene die
Degranulation von Calprotectin herabreguliert, deren Effekt sich nur im Fézes, nicht
aber serologisch nachweisen l&sst. Dies lassen auch die Verdffentlichungen von
Raftery et al. und Garg et al. vermuten!* 225: peide Autoren konnten bei deutlich
erhdhtem Serum-25(OH)D von mindestens 100 nmol/L eine signifikante Abnahme
des fakalen Calprotectin nachweisen, zum Teil von weniger als 100 pg/g — einem
Wert, der mit einer endoskopischen Remission assoziiert ist.2%* 2! Im Tiermodell
konnten zwar bei VDR-knockout Mausen hohere S100A8- und S100A9-
Konzentrationen festgestellt werden, bei Calcipotriol-Behandlung Uber mehrere
Wochen konnten allerdings nur bei VDR, nicht bei VDR**-M&usen niedrigere
Calprotectin-Konzentrationen detektiert werden.?!® Somit lassen sich sowohl VDR-
abhéngige als auch -unabhéngige Expressionswege vermuten.

Um die Hypothese der intestinalen Immunregulation durch Vitamin D endgliltig
stlitzen zu konnen bedarf es Interventionsstudien mit Evaluation der lokalen
Entziindungsmuster im Gewebe und der serologischen Effekte einer Vitamin D-
Supplementierung. Ein systemischer Zusammenhang von Vitamin D auf
Calprotectin im Serum lasst sich anhand unserer Messergebnisse nicht feststellen.
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5.4 Hohere LL-37-Konzentrationen bei CED mit Korrelation
zur Krankheitsaktivitit bei CU-Patienten

LL-37 ist ein antimikrobielles Peptid, das aus 37 Aminosauren — beginnend mit zwei
Aminosduren Leucin — besteht und als einziger Vertreter der Cathelicidine im
menschlichen Korper in zahlreichen Geweben antibakterielle, antivirale,
antiendotoxische und chemotaktische Funktionen einnimmt,140: 142, 156

Es besteht eine hohe Evidenz fir eine pathophysiologische Rolle von LL-37 bei
Infektionen, Entziindungen und Autoimmunerkrankungen, weshalb es auch im
Zusammenhang mit CED untersucht wurde.*®® Wir wollten priifen, ob sich bei
Patienten mit CED die Serumspiegel des Cathelicidins LL-37 von der gesunden
Kontrollgruppe unterscheiden und ob eine Assoziation zur Krankheitsaktivitat
besteht. Zudem wollten wir einen mdglichen Zusammenhang zu den gemessenen
Vitamin D-Metaboliten gemaéR der vorbeschriebenen Vitamin D-Cathelicidin-Achse
evaluieren.?

Unser CED-Kaollektiv wies im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant
hohere LL-37-Serumkonzentrationen auf. Auch innerhalb der Krankheitsaktivitat
bestanden relevante Unterschiede zwischen dem CED-Kollektiv mit aktivem
Erkrankungszustand und dem Kollektiv in Remission mit im Median hoheren LL-
37-Konzentrationen bei aktivem Krankheitsaktivitatsindex. Der Vergleich der
beiden Entitdten MC und CU zeigte keinen signifikanten Unterschied. Die weitere
Unterteilung der MC- und CU-Patienten nach Krankheitsaktivitat ergab nur bei CU-
Patienten eine signifikante, positive Korrelation zum CAIl-Score. Zudem bestanden
im CED-Kollektiv signifikante, positiv gerichtete Assoziationen zum CRP-Spiegel,
der Anzahl der Leukozyten und Thrombozyten im Blutbild und den
Konzentrationen an fdkalem Calprotectin.

Die Angaben in der Literatur sind nicht konsistent: Schauber et al. beschrieben, dass
die mRNA-Expression von Cathelicidin in der Kolon-Mukosa von CU-Patienten,
nicht aber bei MC-Patienten, im Vergleich zu gesunden Kontrollbiopsien signifikant
erhoht sei.’® Dem gegeniiber zeigten Tran et al., dass hohe LL-37-Spiegel bei CU-
Patienten mit einer positiven Prognose, bei MC und CU invers mit der
Krankheitsaktivitat und bei MC-Patienten signifikant negativ mit dem Auftreten von
Strikturen assoziiert waren. Andererseits zeigten sich &hnlich unserer Daten
signifikant hohere LL-37-Spiegel bei MC- und CU-Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden.!®® Mause mit DSS-induzierter Kolitis litten bei Cathelicidin-
Defizienz im Vergleich zu Wildtyp-Ma&usen h&ufiger an Gewichtsverlust, Diarrh0
und Blutungen.®2 163 Durch eine rasche Einlagerung von LL-37 in negativ geladene
bakterielle Membranen kommt es zur Lyse des Erregers.}*! 12 Demnach miissten
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hohere LL-37-Spiegel mit einem glinstigen Krankheitsverlauf assoziiert sein, zumal
auch die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1f3, IL-6 und
Stickstoffmonoxid durch hohe Spiegel an LL-37 reduziert wird.*®® Unsere Daten
zeigten nun eher, dass - ahnlich der Publikation von Schauber et al. - auch
systemisch vermehrt LL-37 bei CED-Patienten nachgewiesen werden kann. Ferner
ergaben sich signifikante, positive Korrelationen zu klinisch relevanten
Entzindungsindikatoren wie fékalem Calprotectin, CRP, Leukozyten und
Thrombozyten, was einen starken Zusammenhang zur Krankheitsaktivitat vermuten
lasst. Ahnliche Ergebnisse verdffentlichten Kusaka et al., hier zeigte sich eine
erhohte Expression von LL-37 innerhalb der entziindeten Darmbereiche bei MC-
und CU-Patienten mit signifikanten Unterschieden im Vergleich zu gesunden
Probanden.’® Auch Gutiérrez et al. konnten bei MC-Patienten mit
Darmbarrierestérung und konsekutiver Translokation bakterieller DNA in die
Blutstrombahn signifikant hohere LL-37-Konzentrationen zeigen als bei MC-
Patienten ohne Nachweis bakterieller DNA.?*2 Mdglicherweise wird, induziert
durch Entztindung, bakterielle Abbauprodukte und tiberschieflende Immunreaktion,
die Ausschittung von LL-37 aus den Granula neutrophiler Granulozyten mit dem
Ziel der Regulation der Entzindungsaktivitdt gesteigert. LL-37 st als
antimikrobielles Peptid an der Aufrechterhaltung der intestinalen Homd@ostase
beteiligt.*® 140 Die Barrierestorung bei erhohter Krankheitsaktivitat konnte durch
Erregerkontakt die Sekretion lokal anregen, die folglich auch systemisch
nachgewiesen werden kann. Bei anderen immunassoziierten Erkrankungen wie der
Psoriasis vulgaris und Vaskulitiden konnten ebenso hohere Serumspiegel, sowie bei
Patienten mit mykobakteriellen Lungenerkrankungen eine erhdhte Cathelicidin-
Genexpression, nachgewiesen werden.'®8 15928 7ydem konnten durch hohere LL-
37-Werte die bereits vorbeschriebenen protektiven Eigenschaften der Forderung
von Angiogenese und Wundheilung bewirkt werden.’*” Yoo et al. stellten im
Mausmodell sowohl bei infektioser als auch akuter und chronischer Kolitis einen
Rickgang der Kollagenproduktion durch Fibroblasten bei intraventser Gabe
Cathelicidin-exprimierender Lentiviren oder oraler Applikation von Cathelicidin
fest. Die Autoren beschrieben eine breite antifibrotische Wirkung von Cathelicidin
und schlugen demnach die Gabe von LL-37 als préventive Therapieoption flr
Colitis-assoziierte Fibrosen vor.?** Tran et al. fanden Hinweise auf ein erhohtes
intestinales  Strikturrisiko bei MC-Patienten mit LL-37-Defizienz.'®® Deshalb
untersuchten wir auch die LL-37-Spiegel hinsichtlich vorbekannter Stenosen bei
MC- und CU-Patienten. Bei CU-Patienten konnten wir signifikant niedrigere LL-
37-Spiegel bei positiver Stenoseanamnese ermitteln. Bei MC-Patienten zeigte sich
dieser Unterschied entgegengesetzt, hier ergaben sich signifikant hohere LL-37-
Spiegel bei vorbekannter Stenose.
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Die in der Literatur beschriebenen protektiven Eigenschaften von Cathelicidin
konnten somit nur im CU-Kollektiv vermutet werden. Mdoglicherweise fiihren
Stenosierungen zu mehr Erregerkontakt und bakterieller Durchwanderung, was -
wie bereits bei MC beschrieben?? - zu erhéhter Ausschiittung von antimikrobiellen
Peptiden und somit auch einer systemisch hoéheren Serumkonzentration an
Cathelicidin flhrt. Schauber et al. konnten in Kolonbiopsien von MC-Patienten im
Vergleich zu gesunden Probanden keine Unterschiede in den LL-37-
Konzentrationen feststellen.’®! Unsere Daten zeigten zwar Unterschiede zwischen
MC und den Kontrollen, allerdings auch nicht zwischen MC-Patienten mit aktiver
Erkrankung und MC-Patienten in Remission. Eine Korrelation zum CDAI bestand
bei MC nicht. Womdglich misslingt bei MC-Patienten die Hochregulation der AMP-
Produktion auf lokaler Ebene, was zu mehr bakterieller Translokation, Stenosen und
Fisteln fiihrt mit in Folge einer systemisch hochregulierten LL-37-Produktion. Dies
erklart jedoch nicht, warum in unserem CED-Kollektiv auch bei CU-Patienten
hohere LL-37-Serumkonzentrationen verglichen mit den gesunden Probanden
nachgewiesen werden konnten. Die vorbeschriebene, negative Korrelation von LL-
37 und Strikturen bei MC-Patienten und die antifibrotischen Eigenschaften im
Mausmodell kdénnen wir somit anhand unserer Daten am ehesten nur fur CU-
Patienten vermuten.

De Bruyn et al. konnten neben Zusammenhédngen zur Krankheitsaktivitat auch
Assoziationen zur Medikation ermitteln: Die medianen LL-37-Konzentrationen bei
CU-Patienten mit Ansprechen auf die Infliximab-Therapie waren signifikant
niedriger im Vergleich zu CU-Patienten mit hoher endoskopisch festgestellter
Krankheitsaktivitat und blieben auch im Vergleich zu den Kontrollen erhoht.%4
Unsere Analysen unterstiitzen diese Ergebnisse, auch in unserem CU-Kollektiv
ergaben sich signifikant niedrigere LL-37-Konzentrationen bei Einnahme von
Infliximab. Ein Unterschied zwischen CU-Patienten in Remission bzw. mit aktiver
Erkrankung ergab sich unseren Auswertungen zufolge nicht. De Bruyn et al. kamen
ferner zu dem Ergebnis, dass LL-37 zusammen mit Neutrophile Gelatinase B-
assoziiertem Lipocalin und Matrix-Metalloproteinase-9 (NGAL-MMP-9) sowie
Chitinase 3-like 1 (CHI3L1) als Parameter fir die Remissionsinduktion unter
Infliximab verwendet werden konnte. Ebenso konnte LL-37 non-responder
identifizieren und so in der Entscheidungsfindung beztiglich eines Therapiewechsels
dienlich sein.’®* B. Siegmund pladierte aufgrund dieser Daten fiir die Verwendung
von Serum-LL-37 als Panel zusammen mit CRP, der Anzahl der neutrophilen
Granulozyten, NGAL-MMP-9 und CHI3L1 zum Monitoring der Therapie mit TNF-
a-Inhibitoren und des Heilungszustands der intestinalen Mukosa.?*® Diese Parameter
standen in dieser Studie nicht zur Verfugung, die vorbeschriebenen Unterschiede in
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den Serumkonzentration von LL-37 bei Einnahme von TNF-a-Hemmern kann
anhand unserer Daten jedoch unterstiitzt werden.

In den ROC-Analysen erwies sich LL-37 in allen CED-Kollektiven mit einer
signifikanten AUC als maoglicher Erkrankungsmarker, fur die ermittelten Cut-offs
ergaben sich allerdings in den einzelnen Kohorten Sensitivitdten und Spezifitaten
von etwas Uber 0,6. Somit konnte LL-37 zur Diagnosestellung einer CED-
Erkrankung nur in Zusammenschau mit anderen Parametern angewandt werden. Zur
Verwendung als Krankheitsaktivitatsmarker konnte nur im CU-Kollektiv eine
signifikante AUC ermittelt werden. Das Cathelicidin LL-37 kdnnte somit in
Kombination mit  anderen Parametern als Erkrankungs- und
Krankheitsaktivitdtsmarker bei CU-Patienten etabliert werden. Durch die
inkonsistente Datenlage bleibt allerdings weiterhin unklar, ob hohere LL-37-Spiegel
fir erhohte Krankheitsaktivitat sprechen. Zudem ist eine sichere Differenzierung der
Entitat nicht gegeben.

5.4.1 Inverse Assoziation der LL-37-Serumkonzentrationen zu den
Vitamin D-Parametern bei CU-Patienten

Die Promotorregion des LL-37-Gens enthdlt mehrere Vitamin D-Rezeptoren
(VDR), die eine Bindestelle fiir die aktive Form des Vitamin D darstellen.'*” Wang
et al. zeigten eine Hochregulation der Expression von LL-37-Vorstufen in isolierten
Keratinozyten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten durch 1,25(0H)2D.28 In
zwei weiteren Veroffentlichungen konnten Korrelationen zwischen niedrigen LL-
37-Vorstufen bzw. —-mRNA und niedrigen 25(OH)D-Serumspiegeln nachgewiesen
werden.!*® 149 An humanen Korneazellen zeigte sich eine Hochregulation von LL-
37 durch 25(0OH)D und 1,25(0H)2D.'*" Raftery et al. stellten in einer
randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studie nach dreimonatiger
Vitamin D-Supplementation signifikant hohere Cathelicidin-Konzentrationen bei
MC-Patienten mit suffizientem Vitamin D-Haushalt im Vergleich zu MC-Patienten
mit defizienter Versorgung fest.*® Auch bei CU-Patienten zeigte eine randomisierte,
placebokontrollierte Studie &hnliche Zusammenhdnge zwischen Vitamin D-
Supplementierung und der Genexpression von LL-37.%%!

Diese Evidenz konnten wir anhand unserer Ergebnisse sowohl fiir 25(OH)D als auch
fiir 1,25(0OH)2D nicht bestatigen: CED-Patienten mit Vitamin D-Defizienz wiesen
iIm Median hohere LL-37-Serumspiegel auf als Patienten mit ausreichenden
25(0OH)D-Werten. Dieser Unterschied erwies sich allerdings nur innerhalb der
Gruppe der CU-Patienten als schwach signifikant. Die Auswertung der
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1,25(0OH)2D-Spiegel zeigte bei CED-Patienten in Remission, insbesondere bei CU-
Patienten in Remission, hochsignifikant eine inverse Korrelation zu den LL-37-
Serumspiegeln. In den multivariaten Regressionsanalysen blieben diese negativ
gerichteten Assoziationen zum 1,25(OH)2D im CED-Kollektiv auch nach Korrektur
auf die Krankheitsaktivitat, eine Vitamin D-Supplementation und weitere
Kovariaten statistisch signifikant. Im CU-Kollektiv lagen die Ergebnisse multivariat
betrachtet knapp aullerhalb des statistischen Signifikanzniveaus, es ergab sich nur
univariat eine signifikante Assoziation. Dies widerspricht den Angaben der
Literatur, die zum Teil h6éhere 25(OH)D- und 1,25(OH)2D-Werte mit hoheren LL-
37-Leveln in Zusammenhang bringen. Moéglicherweise besteht auch hier bei CED-
Patienten durch die Barrierestérung im Darmtrakt eine hohere basale Sekretionsrate,
die unabhangig vom Vitamin D-Status entziindungsbedingt erfolgt. Bei anderen
chronisch entzindlichen Erkrankungen wie der Rosazea zeigten Studien hohe
Cathelicidin-Spiegel bei gleichzeitig niedrigen Vitamin D-Werten.™®> Genauso
konnten bei Sepsis-Patienten niedrige Vitamin D-Spiegel und gleichzeitig erhéhte
LL-37-Konzentrationen gemessen werden, weshalb LL-37 eine systemische Rolle
in der Pathogenese von entziindlichen Erkrankungen spielen konnte.**2 %3¢ Chung et
al. gingen daher davon aus, dass die Cathelicidin-Vitamin D-Achse innerhalb der
Pathogenese von akuten und chronischen Entziindungskrankheiten verandert sein
konnte, zumal die Studienlage diesen Zusammenhang uberwiegend in vitro
nachgewiesen habe.® In vivo-Untersuchungen bei CED-Patienten konnten
Korrelationen zum Vitamin D-Status nur nach mehrmonatiger, hochdosierter
Vitamin D-Therapie herstellen. Raftery et al. supplementierten 2.000 I.E./Tag ber
3 Monate, Sharifi et al. einmalig 300.000 1.E.**" ' Beide Studien schlossen nur
Patienten in  Remission ein, sodass mogliche Interaktionen durch
Entziindungsprozesse vermindert wurden. Zwei weitere Interventionsstudien
konnten nach hochdosierter Vitamin D-Therapie in vivo keinen Anstieg der
Cathelicidin-Spiegel feststellen.?”- 238 Auch Kim et al. konnten in Serumproben von
Patienten mit nichttuberkuldser, mykobakterieller Lungenerkrankung keine
Korrelationen zum 25(OH)D und zum Vitamin D-Status herstellen, die Autoren
vermuteten eine Uberwiegend von der Erkrankung und weniger vom Vitamin D-
Haushalt regulierten Expression der AMP.?* In einer prospektiven Kohortenstudie
an Pneumonie-Patienten liel® sich im Serum keine Korrelation der LL-37- und
25(0OH)D-Spiegel feststellen, Leow et al. vermuteten daher eine vom hormonell
aktiven Vitamin D abhangige Expression.?® Unseren Daten zufolge bestand
allerdings bei CED-Patienten in Remission, insbesondere bei nicht aktiv erkrankten
CU-Patienten, eine negative Assoziation zum 1,25(0OH)2D. Demnach konnte bei
niedriger Entzliindungs- und Krankheitsaktivitat ein systemischer Shift vom
25(0OH)D zum 1,25(0OH)2D niedrigere LL-37-Spiegel bewirken. Dies wirden auch
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die Ergebnisse von Abreu et al., die in ihrer Publikation erhdhte Serumspiegel von
1,25(0OH)2D mit signifikanter Korrelation zur Krankheitsaktivitat bei MC und
vermehrter Expression der intestinalen 1-o-Hydroxylaseaktivitat beschrieben,
unterstiitzen.!®® In unserem Kollektiv aller CED-Patienten erwies sich die negative
Assoziation zwischen 1,25(0H)2D wund LL-37 auch korrigiert auf die
Krankheitsaktivitat als statistisch signifikant. Zwar zeigten die in vitro-Daten
(iberwiegend eine positiv gerichtete Assoziation zum 1,25(0H)2D% 8,
maoglicherweise erfolgt aber durch den Shift vom 25(OH)D zum aktiven
1,25(0OH)2D und damit einem geringeren 25(OH)-Speicher-Vitamin D eine
Herabregulation der Cathelicidin-Produktion. Das wiirde allerdings nicht erklaren,
warum in unserem CU-Kollektiv mit 25(OH)-Vitamin D-Defizienz im Median
signifikant hohere LL-37-Spiegel gemessen werden konnten.

Laut Chung et al. deuten die Daten darauf hin, dass die Expression von LL-37 in
vivo bei Infektionen durch Vitamin D-abhdngige und -unabhéngige Wege reguliert
wird, welche je nach Bakterienstamm, Zelltyp und Immunstatus des Wirts
variieren.’® Die bei Vitamin D-defizienten, septischen Patienten gezeigten,
erhdhten LL-37-Konzentrationen lassen insbesondere bei eskalierender
Entzlindungssituation eine Vitamin D-unabh&ngige Expression vermuten. Diese
These unterstltzt auch eine Interventionsstudie, die bei Kkritisch erkrankten,
septischen Patienten nach Vitamin D-Supplementation keinen Anstieg der
Cathelicidin-Plasma-Spiegel nachweisen konnte.?*® Zudem stellten auch Chen et al.
bei Pertussis-Patienten trotz Vitamin D-Defizienz serologisch erhohte LL-37-
Konzentrationen ohne Korrelation zum 25(OH)D fest.?** So scheint eine
Hochregulation als Reaktion auf Krankheitserreger unabhéngig vom Vitamin D-
Haushalt zu erfolgen. Weitere Veroffentlichungen konnten im Kontext von anderen
Erkrankungen in vivo keine Zusammenhénge zwischen den Vitamin D-Parametern
und den Cathelicidin-Spiegeln herstellen.?® 242 Zusammenfassend bleibt bei
heterogener Datenlage weiter unklar, inwiefern die einzelnen Vitamin D-
Metaboliten in vivo den VDR-Signalweg, die Produktion sowie Sekretion von LL-
37 und folglich auch die intestinale Homdoostase bei CED-Patienten beeinflussen.

5.5 Inkonsistente HBD-2-Spiegel im Serum von CED-Patienten

Das Humane B-Defensin 2 wird bei Entziindungsprozessen u.a. von Enterozyten des
Kolons gebildet und bewirkt als endogenes Antibiotikum der angeborenen
Immunabwehr, &hnlich der Funktionsweise von LL-37, eine Stérung der Integritét
des Bakteriums durch Bildung von Mikroporen in der bakteriellen
Phospholipiddoppelschicht.’®® 1° So konnen sich epitheliale Oberflachen vor
Pathogenen schiitzen und insbesondere im Darm die Homdostase der symbiotischen
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Mikrobiota aufrechterhalten.'®® Die Produktion wird von Plasmazellen der Lamina
propria im Kolon sowie in Enterozyten durch proinflammatorische Zytokine oder
enteroinvasive Bakterien im Rahmen eines Entziindungsprozesses induziert, eine
konstitutive Expression ist nur fiir das HBD-1 beschrieben.'®” 168 Wehkamp et al.
zeigten an Biopsien von CED-Patienten geringe Konzentrationen an HBD-2-mRNA
aus makroskopisch nicht entzlindeten Arealen im Vergleich zu entziindeten
Bereichen.’®” In einer weiteren Biopsie-Studie konnte dieser Unterschied nur bei
CU-Patienten festgestellt werden.!”® In Mausmodellen mit induzierter Kolitis
wurden hingegen erhéhte Konzentrationen an HBD-2-Orthologen festgestellt.12
Wir wollten daher untersuchen, ob sich bei Patienten mit CED die Serumspiegel des
antimikrobiellen Peptids HBD-2 auch systemisch von gesunden Kontrollen
unterscheiden und ob eine Assoziation mit der Krankheitsaktivitat vorhanden ist.

Unser CED-Kollektiv wies im Vergleich zu den gesunden Probanden eine im
Median niedrigere HBD-2-Konzentration im Serum auf, jedoch ohne statistisch
feststellbaren Unterschied. Die Stratifizierung nach Krankheitsaktivitat und Entitat
erbrachte ebenso keine relevanten Unterschiede, es zeigten sich keine signifikanten
Zusammenhénge zu Klinisch relevanten Entziindungsindikatoren. In den ROC-
Analysen erwies sich HBD-2 bei fehlender Assoziation zur Erkrankung und
Krankheitsaktivitat in allen CED-Kollektiven nicht als dienlicher Erkrankungs- oder
Aktivitatsmarker.

Wehkamp et al. zeigten eine Hochregulation von HBD-2 und HBD-3 im
Kolonepithel von CU-Patienten, nicht aber bei MC-Patienten.!”® Bei MC bestand in
dieser Publikation kein signifikanter Unterschied zwischen entziindeten und nicht-
entziindeten Arealen, zudem waren die Level in nicht-entziindeten Bereichen gleich
zu den gesunden Kontrollen.!”® Zu einem ahnlichen Ergebnis bei MC-Patienten
kamen auch Fahlgren et al., auch hier konnten in Biopsien nur bei CU-Patienten
signifikant héhere Level an HBD-2-mRNA im Vergleich zu Proben von Patienten
ohne CED-Erkrankung detektiert werden.?*® Dies ist womdglich der Grund, warum
in  Kolonbiopsien wvon MC-Patienten weniger effektive antimikrobielle
Abwehrmechanismen gegen intestinale Mikrobiota als bei CU-Patienten und
gesunden Probanden festgestellt werden konnte.?** So lasst sich eine Barrierestérung
mit defizienter Produktion antimikrobieller Peptide insbesondere bei MC
vermuten.t”

Diese Evidenz auf lokaler Ebene konnten wir systemisch im Serum nicht bestatigen,
es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen CED-Patienten und den
gesunden Kontrollen. Auch die Differenzierung nach MC und CU blieb auBerhalb
des statistischen Signifikanzniveaus. Weiterhin konnte keine Assoziationen zur
Krankheitsaktivitdat, zum CRP-Spiegel, der Anzahl der Leukozyten und



109

Thrombozyten oder dem fakalen Calprotectin hergestellt werden. Ahnliche Daten
lieferten die Analysen von Yamaguchi et al., auch hier lieRen sich systemisch keine
signifikanten Unterschiede im Plasma von 55 CED-Patienten und 57 gesunden
Kontrollen, auch nicht innerhalb der MC-/CU-Subpopulationen, ermitteln.'”* Die
Sekretion von AMP wird (ber NF-xB-abh&ngige Signalwege durch
proinflammatorische Zytokine wie u.a. TNF-o oder IL-17 induziert.t’ 17
Mdglicherweise erfolgt bei intestinaler Entziindung eine vorwiegend luminale
Sekretion der Defensine, die sich systemisch nicht nachweisen l&sst. Diese These
wiurden auch die Daten von Isomoto et al. bestatigen. Im Magensaft von Patienten
mit Helicobacter pylori-Infektion konnten im Vergleich zu nicht infizierten
Patienten signifikant hohere HBD-2-Konzentrationen festgestellt werden, die sich
allerdings systemisch im Plasma als unabhé&ngig von Helicobacter pylori-Status
erwiesen.?* Dem gegentiber konnten bei padiatrischen CED-Patienten im Vergleich
zu gesunden Kindern im Stuhl keine Unterschiede in den HBD-2-Spiegeln und
ebenso keine Korrelation zur Krankheitsaktivitat festgestellt werden.?*® So kénnte
zwar eine vorwiegend luminale Sekretion zu homoostatischen Zwecken erfolgen,
Im Fézes lasst sich diese allerdings nicht nachweisen. Insgesamt bleibt die Datenlage
zu Defensinen bei CED heterogen. So konnten in einer Kohorte aus européischen
und US-amerikanischen Patienten eine geringere Anzahl an Genkopien von HBD-2
mit MC und einer beeintrachtigten antimikrobiellen Aktivitat assoziiert werden®*’,
wahrend Bentley et al. bei neuseelédndischen Patienten eine hohe Anzahl an HBD-
2-Genkopien als einen Risikofaktor fiir eine MC-Erkrankung beschrieben.?*® Bei
intestinaler Translokation bakterieller Bestandteile nach basolateral durch eine
entziindungsbedingte Schrankenstorung konnten bei MC-Patienten systemisch
erhohte HBD-2-Spiegel, die mit der Anzahl der bakteriellen DNA-Bestandteile im
Serum korrelierten, nachgewiesen werden. Gleichzeitig war die Anzahl der DNA-
Partikel mit proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-21 und IFN-y, welche
wiederum die Produktion des Defensins beeinflussen, assoziiert.??> Somit konnte
eine systemisch nachweisbare, erhohte HBD-2-Expression erst bei eskalierender
Entziindungssituation mit Darmbarrierestorung detektierbar sein. Durch die hohe
Anzahl an Patienten in Remission innerhalb unseres Studienkollektivs kdnnte sich
dadurch kein signifkanter Effekt abgezeichnet haben. Gleichzeitig bestand
allerdings auch keine signifikante Korrelation zur Krankheitsaktivitat. Sakemi et al.
konnten bei 105 MC-Patienten zwar serologisch hohere HBD-2-Spiegel im
Vergleich zu 92 gesunden Probanden ermitteln, eine Assoziation zur
Krankheitsaktivitat konnte aber auch nicht hergestellt werden.?*® Die Hypothese
einer defizienten HBD-2-Produktion bei MC-Patienten kann anhand der Ergebnisse
von Sakemi und Kollegen sowie unseres Datensatzes somit nicht bestatigt werden.
Schauber et al. unterstiitzen in ihrer Publikation die These einer von der Art des
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Epithels abhéngigen Expression der AMP. Die Autoren zeigten, dass neben einer
signifikant hoheren Expression von AMP bei CU die Th2-Zytokine IL-4 und 1L-13
in Kolonepithelzellen keinen Einfluss auf die AMP-Expression nahmen.*! Bei der
atopischen Dermatitis — einer neben der CU auch chronischen, Th2-gesteuerten
Entzlindungskrankheit — konnten Nomura et al. eine Herabregulation der Expression
von HBD-2 in Keratinozyten durch I1L-4 und IL-13 nachweisen.?*® Dies fiihrte zu
einer verminderten HBD-2-Peptidexpression mit der Folge einer vermutlich
erhéhten Suszeptibilitat fir bakterielle Infektionen.?® Diese Diskrepanz einer
verminderten Expression des AMP HBD-2 bei Th2-gesteuerten Hauterkrankungen
und einer erhohten Expression des AMP Cathelicidin bei Th2-gesteuerten
Darmerkrankungen deutete den Autoren zufolge auf unterschiedliche
Regulationsmechanismen in verschiedenen Epithelgeweben hin.'®* Deshalb kénnte
sich bei serologischer Messung von HBD-2 ein heterogenes Bild abzeichnen, das,
bedingt durch die unterschiedlichen Expressions- und Regulationswege in den
einzelnen Geweben, systemisch keine Assoziationen mit der Erkrankung oder der
Krankheitsaktivitat zeigt. Als Biomarker fir eine CED-Erkrankung oder als
Aktivitatsmarker fir die Krankheitslast kann HBD-2 unseren Auswertungen und
ebenso heterogener Datenlage zufolge nicht etabliert werden, in den ROC-Analysen
erwies sich das Defensin als nicht geeignet.

5.5.1 Fehlende Assoziation zu Vitamin D-Parametern und dem NOD2-
Mutationsstatus

An Zellkulturen zeigte sich eine NOD2-abhangige Expression von HBD-2. Nach
Erkennung bakterieller Abbauprodukte (MDP) aktiviert das zytosolische Protein
NOD2 den HBD-2-Promotor und induziert NF-xB-abhangig die Bildung des
Defensins.'”™ 176 Die Bildung von NOD2 wiederum scheint mit der hormonell
aktiven Form des Vitamin D assoziiert zu sein. 1,25(OH)2D induziert das NOD2-
Gen in Monozyten und Epithelzellen durch distale Enhancer und fuhrt synergistisch
mit bakteriellen Peptidoglykanen zu einer signifikanten Expressionssteigerung der
mRNA von HBD-2.8° Wang et al. stellten fest, dass dieser synergistische
Mechanismus in Makrophagen aus MC-Patienten mit einer R702w-NOD2-
Mutation nicht vorhanden ist.%® In humanen Korneazellen konnte zudem ein Anstieg
der HBD-2-Expression bei Inkubation mit 1,25(OH)2D beobachtet werden.'® Diese
Evidenz legt einen mdglichen Zusammenhang von Vitamin D, Genetik und
antimikrobiellen Peptiden bei Patienten mit MC nahe.®

Anhand unseres Datensatzes wollten wir daher analysieren, ob sich ein Vitamin D-
Mangel in einer systemischen Defensin 2-Defizienz widerspiegelt, ob Assoziationen
zu den einzelnen Vitamin D-Parametern bestehen und ob ein Zusammenhang zum
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NOD2-Mutationsstatus besteht. In uni- und multivariaten Analysen konnte kein
Zusammenhang zu den einzelnen Vitamin D-Parametern hergestellt werden, die
Analysen Dblieben auBerhalo des statistischen Signifikanzniveaus. Die
vorbeschriebene Assoziation zum Vitamin D konnte bisher nur in vitro an
Zellkulturen festgestellt werden 8 8% 137. 251 \yerschiedene in vivo-Analysen lieferten
heterogene Ergebnisse. In muriner, Salmonellen-induzierter Kolitis konnte nach
mehrtagiger Vitamin D-Supplementation ein signifikanter Anstieg der HBD-2-
mRNA-Konzentrationen nachgewiesen werden.?>> Dem gegeniiber lieRen sich bei
Patienten mit unterer Harnwegsinfektion®, mykobakteriellen
Lungenerkrankungen®®, Tuberkulose-?*? und Pneumonie-Patienten®® im Serum
oder in bronchoalveolérer Lavage keine Zusammenhange zum Vitamin D herstellen.
Eine intensive Literaturrecherche zur Assoziation der Vitamin D-Metaboliten und
HBD-2 im Kontext von CED ergab nur eine Veroffentlichung, die randomisiert,
placebokontrolliert und doppelverblindet u. a. das Defensin 2 nach hochdosierter
Vitamin D-Supplementierung bei MC-Patienten untersuchte. Auch hier konnten
nach taglicher Applikation von 2000 I.E. Vitamin D3 (ber drei Monate keine
signifikanten Zusammenhdnge nachgewiesen werden.’®® Weitere Studien,
insbesondere auch bei CU-Patienten, konnten nicht ausfindig gemacht werden.

Die Expression von HBD-2 in vivo scheint unabhé&ngig von den Vitamin D-
Metaboliten zu erfolgen. Dies vermuteten auch Kim et al. in ihrer Veréffentlichung
zur fehlenden Korrelation von 25(0OH)D und HBD-2 bei Patienten mit
mykobakterieller Lungenerkrankung.?*® Hertting et al. konnten systemisch keine
Zusammenhénge zwischen AMP-Spiegeln und den 25(OH)D-Werten herstellen,
erst ex vivo konnte in Urothelproben nach Infektion mit Escherichia coli ein
signifikanter Anstieg der Expression des AMP nachgewiesen werden. Die Autoren
nahmen daher an, dass 25(OH)D die Zellen darauf vorbereitet, nur dann mehr AMP
zu produzieren, wenn dies zum Schutz der Harnwege vor bakteriellen Infektionen
erforderlich sei.?® Ahnliche Hinweise lieferten Adams et al., die im Serum keine
Korrelation des AMP Cathelicidin und einer Vitamin D-Supplementation
feststellten, allerdings ex vivo nach Inkubation mit Vitamin D hohere
Expressionsraten des AMP in Monozyten nachweisen konnten.?” Somit scheint die
Vitamin D-abhangige Expression der antimikrobiellen Peptide und somit auch des
HBD-2 in vivo komplexer reguliert zu sein, so dass nur in vitro Zusammenhénge zu
den Vitamin D-Metaboliten hergestellt werden konnten. Unsere multivariat
getroffenen Analysen lassen bei ausreichender Zahl an Probanden keine systemische
Korrelation zum Vitamin D-Status vermuten. Die oben beschriebene
Interventionsstudie von Raftery et al. konnte bei MC-Patienten keine
Hochregulation der HBD-2-Spiegel nach einer mehrwochigen Vitamin D-
Supplementation nachweisen.?®® Demnach sollten noch prospektive Daten bei CU-
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Patienten erhoben werden, um auch fur diese Entitat der CED einen systemischen
Zusammenhang ausschlief3en zu kénnen.

An Zellkulturen zeigte sich neben einer Vitamin D-abhéngigen Expression eine
Assoziation zu den CARD15/NOD2-Genotypen. 1,25(0H)2D induziert
synergistisch mit Muramyldipeptiden (MDP) das zytosolische Protein NOD2, das
zu einer Expressionssteigerung von HBD-2 fiihrt.3 1> Wir wollten priifen, ob bei
NOD2-mutierten Patienten hohere Vitamin D-Spiegel gegebenenfalls anders als bei
Patienten ohne eine Mutation nicht mit héheren HBD-2-Spiegeln assoziiert waren.
In den multivariaten Regressionsanalysen ergaben sich, differenziert nach Wildtyp-
und R702w-mutierten CED- und MC-Patienten, keine signifikanten Einflisse der
einzelnen Vitamin D-Parameter auf die HBD-2-Spiegel. Die Datenlage zu den
NOD2-Genotypen im Zusammenhang mit der Expression antimikrobieller Peptide
und Defensine ist inkonsistent. Mehrere Veroffentlichungen konnten an
Zellkulturen reduzierte Defensin-Expressionen bei verschiedenen NOD2-
Genvarianten nachweisen.®® 17> 21 Nach intensiver Literaturrecherche konnte nur
eine Veroffentlichung zur systemischen in vivo-Bestimmung der B-Defensine in
Korrelation zu den NOD2-Varianten ausfindig gemacht werden. Gutiérrez et al.
stellten bei MC-Patienten mit Wildtyp-NOD?2-Status auf mMRNA- und Protein-Ebene
eine signifikante Korrelation von HBD-2 und der Konzentration an bakteriellen
DNA-Bestandteilen in Blutproben fest. Bei MC-Patienten mit einer NOD2-Variante
konnte dieser Zusammenhang nicht nachgewiesen werden. Die Autoren vermuteten
daher flir NOD2 eine Mediatorrolle in der Regulation bakterieller Infekte und der
Bildung antimikrobieller Peptide.?*? Ahnliche Hinweise lieferten die Auswertungen
von Voss et al., die bei Herabregulation der NOD2-Expression in Zellkulturen eine
mangelnde Induktion von HBD-2 feststellten.!”> Dem gegentiber zeigten Simms et
al. aus lleumbiopsien bei MC, dass die a-Defensin Expression unabhangig vom
NOD2-Status erfolgte und mehr mit dem Status der Inflammation assoziiert war. So
wurde eher eine Schadigung des intestinalen Epithels und eine damit assoziierte
niedrigere Defensin-Expression vermutet.?>* Schauber et al. stellten fiir das AMP
Cathelicidin keine Zusammenhénge zu den drei NOD2-Varianten R702w/SNP8,
LL100fs/SNP13 und G908R/SNP12 fest.!®! In unseren Analysen erfolgte nur eine
Datenauswertung der NOD2-Variante R702w/SNP8. Wang et al. wiesen die defekte
Induktion der HBD-2-Expression durch 1,25(0OH)2D und MDP in Monozyten mit
homozygoter R702w-Mutation nach.® Unser Kollektiv enthielt nur zwei homozygot
mutierte MC-Patienten, 26 wiesen eine heterozygote R702w-Mutation auf. Somit
konnte bei geringer Anzahl homozygot mutierter Patienten kein statistisch
signifikanter Effekt erreicht worden sein. Zusammenfassend lie3en sich in unserem
klinisch gut charakterisierten Patientenkollektiv systemisch keine Zusammenhange
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zwischen den HBD-2-Konzentrationen, dem Vitamin D-Status und der tiberwiegend
heterozygot mutierten NOD2-R702w-Variante herstellen.

5.6 Stirken und Limitationen

Unsere Studie weist mehrere Starken auf. Das Studienkollektiv bestand aus
kumulativ 310 Probanden mit insgesamt 250 gut charakterisierten CED-Patienten
und 60 gesunden Kontrollpersonen. Es ergab sich eine Kohorte mit breitem
Spektrum an CED-Phénotypen samt Daten zu unter anderem Demographie,
Krankheitsaktivitat, intestinaler Ausbreitung der CED, NOD2-Status und
medikamentdser Therapie. Wir untersuchten im Gegensatz zu den meisten
Vorarbeiten nicht nur die 25(OH)D-Spiegel, sondern auch die Konzentrationen des
aktiven Hormons 1,25(0OH)2D. Der zirkulierende 25(OH)D-Metabolit wird als
Marker fur die VD-Speicher in Leber und Fettgewebe und damit zur Definition einer
Hypovitaminose D verwendet, wahrend das 1,25(0OH)2D erst nach Hydroxylierung
aus 25(0OH)D entsteht.”” Diese Reaktion wird katalysiert durch das Enzym 1-a-
Hydroxylase, das wvon Nierenzellen, Immunzellen sowie Zellen des
Gastrointestinaltrakts exprimiert wird.”> '8 7 1 25(OH)2D bindet spezifisch an VD-
Rezeptoren (VDR) und moduliert tber kernspezifische Rezeptoren die VD-
abhangige Genexpression.®2 Somit wurden in dieser Arbeit neben der VD-
Speicherform auch die systemischen, endokrin wirksamen VD-Metabolite néher
untersucht. Eine weitere Stérke dieser Arbeit stellen die uni- und multivariaten
linearen Regressionsmodelle dar. Wir analysierten die Zusammenhénge der
einzelnen Biomarker zu den Vitamin D-Parametern in allen CED-Kohorten und im
gesunden Kollektiv multivariat kontrolliert. Die Aussagen wurden korrigiert um
potenzielle Confounder wie CED-Erkrankung® 18, Geschlecht!®®, Raucherstatus®*
% BMI®, Vitamin D-Supplementation'®, Krankheitsaktivitat*® und CRP%*
getroffen. Ebenso wurde die Variable ,,Alter*’® 1% einbezogen, um den Einfluss des
Probandenalters bei einem im Median jingeren Kontrollkollektiv zu kontrollieren.
Vorab wurden Teilnehmer mit Nierenfunktionseinschrankung sowie Leberzirrhose
ausgeschlossen, um mdogliche Storfaktoren durch reduzierte Hydroxylierung der
Vitamin D-Metaboliten im Leber- und Nierengewebe zu reduzieren.”

Eine mogliche Schwache dieser Arbeit besteht im Design der Studie. Als
Querschnittstudie lassen sich die Aussagen nur als Korrelation oder Assoziation
ohne kausale Interpretation treffen. Hier bedarf es weiterer Interventionsstudien, um
sichere Daten Uber den Einfluss der VD-Metabolite auf die einzelnen Serum-
Biomarker zu generieren. Fehlende Daten zur intestinalen Krankheitsaktivitat
anhand endoskopischer Scores stellen eine Limitation dieser Arbeit dar. Wir
definierten die Krankheitsaktivitat ausschlieRlich mittels klinischer Parameter des
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CDAI nach Best!® bzw. des klinischen CAI nach Rachmilewitz!®. Die verwendeten
Daten zu fakalem Calprotectin lagen im Mittel 66 Tage um die Blutentnahme. In
den multivariaten Analysen bezogen wir daher zudem den CRP-Spiegel ein, der am
selben Tag der Messung der Vitamin D-Parameter und Biomarker bestimmt wurde
und gemal Ishida et al. zumindest bei aktiv erkrankten CU-Patienten mehr als FC
mit der intestinalen Entziindungssituation assoziiert war.}'2 25  Als weitere
Schwéche dieser Arbeit konnte ein unvollstdndiges Vitamin D-Modell genannt
werden. Verschiedene Faktoren konnen die VD-Serumspiegel beeinflussen. Es
wurden Daten zur Krankheitsaktivitat, zum Entziindungsstatus sowie zum Raucher-
und  VD-Supplementationsstatus  erfasst. ~ Patienten  mit  chronischer
Nierenfunktionseinschrankung und somit etwa bestehendem sekunddren
Hyperparathyreoidismus als Genese einer 1,25(OH)2D-Hochregulation wurden
vorab ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu wurden keine Informationen zur Jahres-
und Tageszeit der Blutentnahme, Ausmal} der Sonnenexposition, zur Ethnizitéat der
Studienteilnehmer, dem intestinalen VDR-Status oder zum exakten
Parathormonspiegel einbezogen.’® 193 19%. 19 Insgesamt aber kann trotz dieser
fehlenden Daten von einem kaukasischen, gut charakterisierten Patienten- und
Kontrollkollektiv ausgegangen werden, in dem die Aussagen multivariat um die
wichtigsten Storgrofien kontrolliert getroffen wurden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Ein Vitamin D-Mangel ist bei CED-Patienten weit verbreitet. In zahlreichen Studien
konnten Assoziationen zum Krankheitsverlauf, zur Krankheitsaktivitat und zur
Lebensqualitit hergestellt werden.” %092 Ebenso sind einfach bestimmbare, nicht
invasive Serumbiomarker im klinischen Assessment von CED noch immer limitiert.
So wurden im Rahmen dieser Arbeit vier Serumparameter mit aus
Grundlagenforschung bekannter Vitamin D-Assoziation néher untersucht: CCL20,
Serum-Calprotectin, Cathelicidin/LL-37 und Humanes B-Defensin 2 wurden in
einem Probandenkollektiv aus 170 Morbus Crohn-Patienten, 80 Colitis ulcerosa-
Patienten und 60 gesunden Kontrollpersonen analysiert, klinische Daten wurden
erfasst und die Parameter des Vitamin D-Haushaltes laborchemisch ermittelt. Die
Studienpopulation wurde neben der Krankheitsaktivitat und Entitdt anhand des
Vitamin D-Status in ,,Defiziente”- und ,,Suffiziente“-Kollektive eingeteilt, die
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels parametrischer und nicht-
parametrischer Tests bewertet. Die Beziehung zwischen den Vitamin D-Parametern
und den einzelnen Serum-Biomarkern wurde in einem multivariaten
Regressionsmodell untersucht, wobei die folgenden relevanten Kovariablen
berucksichtigt wurden: Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus, Krankheitsaktivitét,
CRP und Vitamin D-Supplementation. Vorab waren Probanden mit bekannter
Nierenfunktionseinschrankung ausgeschlossen worden, zudem zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede der Nierenretentionsparameter beim Vergleich der
Probanden mit und ohne Vitamin D-Mangel. Mittels ROC-Analysen wurden die
einzelnen Serum-Biomarker als Erkrankungs- sowie Krankheitsaktivitatsmarker fir
die Gruppen CED, MC oder CU analysiert.

Unsere Daten bestétigten einen bereits mehrfach publizierten 25(OH)-Vitamin D-
Mangel bei CED-Patienten, es zeigten sich korrigiert auf eine mogliche Vitamin D-
Supplementation niedrigere 25(0OH)D-Spiegel bei CED-Patienten.”" %092 Eine
Assoziation zur Krankheitsaktivitat bestand nicht, die Datenlage hinsichtlich des
Zusammenhangs zwischen Vitamin D-Haushalt und Entziindungsaktivitat ist
inkonsistent. 9 19 191 Entgegen der aus Grundlagenforschung und Mausmodellen
angenommenen antiinflammatorischen und integritatssteigernden Wirkung des
aktiven Vitamin D 1,25(0H)2D% %7 zeigten wir in allen CED-Kollektiven, auch um
die Einnahme von Vitamin D-Prdparaten Korrigiert, signifikant hohere
Konzentrationen an 1,25(0OH)2D im Vergleich zu gesunden Probanden. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Metaanalyse von Li et al., die bei CED hohere
1,25(0OH)2D-Konzentrationen  beschrieben.  Eine  reaktiv.  hochregulierte
Hydroxylaseaktivitat oder die Folge eines sekundéren Hyperparathyreoidismus bei
Hypocalcamie werden diskutiert.!®® Einzelne Arbeiten stellten niedrigere
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1,25(0OH)2D-Spiegel bei CED fest und stiitzten damit eher die beschriebenen
protektiven Eigenschaften des hormonell aktiven Vitamin D. 8% 1% verschiedene
Faktoren wie Sonnenlichtexposition und Ethnizitat konnen Einfluss auf die Vitamin
D-Serumspiegel nehmen, insgesamt stellt sich die Datenlage aufgrund der
vermutlich teils unterschiedlichen Kohorten heterogen dar. Trotzdem sollte ein
Vitamin D-Mangel bei CED-Patienten konsequent behandelt werden.

Die Auswertungen zeigten fir den potenziellen Biomarker CCL20 bei CED-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant hohere
Serumkonzentrationen des proinflammatorischen Th17-Chemokins. Erstmals
konnten auch bei CU-Patienten systemisch hochregulierte CCL20-Spiegel
nachgewiesen werden. In den ROC-Analysen erwies sich CCL20 in allen Gruppen
als signifikanter Erkrankungsmarker, allerdings fiir den ermittelten Cut-off-Wert nur
mit geringer Sensitivitat und Spezifitat. In Kombination mit weiteren serologischen,
immunologischen oder genetischen Markern kénnte CCL20 etabliert werden. Zur
Krankheitsaktivitat konnten wir keinen Zusammenhang herstellen, als
Aktivitatsmarker ist CCL20 auch in den ROC-Analysen nicht dienlich. In dieser
Arbeit konnte zudem erstmals die in Zellkulturen und Mausmodellen beschriebene
inverse Korrelation zu den Vitamin D-Spiegeln systemisch im Serum bestétigt
werden. 13 137 201 Es zejgten sich in den multivariaten Regressionsanalysen
signifikant hohere CCLZ20-Konzentrationen bei CU-Patienten mit Vitamin D-
Mangel, ebenso gingen hoéhere 1,25(0H)2D-Spiegel mit signifikant niedrigeren
CCL20-Werten einher. Auch innerhalb der gesunden Kontrollkohorte gingen
multivariat kontrolliert hoéhere 25(OH)D-Spiegel mit niedrigeren CCL20-
Konzentrationen einher. Diese Evidenz l&sst in Anbetracht der bekannt hohen
Pravalenz eines VD-Mangels bei CED-Patienten’® °-°2 sowie der chemotaktischen
Wirkung der sog. CCL20-CCR6-Achse auf proinflammatorische Thl7-Zellen,
Vitamin D als eine potenziell therapeutische Option bei CU-Patienten vermuten.?”
185,202, 206 Hijer pedarf es aufgrund des Querschnittsdesigns dieser Arbeit weiterer
Interventionsstudien im Kontext von CED-Erkrankungen.

Das Serum-Calprotectin (SC) konnte als Krankheitsaktivitatsmarker dienlich sein,
es fanden sich signifikante Unterschiede beim Vergleich der Patienten mit aktiver
Erkrankung zu Patienten in Remission. Gleichzeitig bestanden hochsignifikante
Korrelationen zum féakalen Calprotectin, zum CRP und zur Anzahl der Leukozyten
im Blutbild. SC erwies sich in den ROC-Analysen insbesondere bei CU-Patienten
als signifikanter Krankheitsaktivitatsmarker. Unterschiede zu gesunden Probanden
bestanden nicht, so dass SC als Biomarker fir eine CED-Erkrankung ausscheidet.
Die vorbeschriebene Assoziation der SC-Konzentrationen zur Einnahme von
Infliximab bei MC-Patienten''® konnte auch fiir die Colitis ulcerosa bestatigt
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werden. Erstmals wurden in dieser Arbeit zudem die einzelnen Vitamin D-
Parameter mit den Serum-Calprotectin-Spiegeln assoziiert. Die bereits fiir fakales
Calprotectin beschriebene inverse Korrelation zum 25(OH)-Vitamin D konnte
systemisch im Serum, auch multivariat kontrolliert, nicht bestétigt werden.

Das Cathelicidin LL-37 ist als antimikrobielles Peptid Teil des angeborenen
Immunsystems und bewirkt durch die kationische, polare Struktur lytische
Vorgéange und Apoptose bakterieller Krankheitserreger.1*t 152 Die aktuelle Evidenz
zeigt eine breite  Korrelation mit Infektionen, Entziindungen und
Autoimmunerkrankungen.'®® Hinsichtlich der Assoziation zu CED ist die Datenlage
heterogen. Unser Patientenkollektiv wies im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant hohere LL-37-Spiegel auf, es bestanden im CU-Kollektiv positive
Korrelationen zur Krankheitsaktivitdt sowie bei allen CED-Patienten zum CRP-
Spiegel, der Anzahl der Leukozyten und Thrombozyten im Blutbild und der
Konzentration an Calprotectin im Stuhl. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu
Ver6ffentlichungen, die hohe Cathelicidin-Spiegel mit niedriger Krankheitsaktivitat
und guter Prognose der CED-Erkrankung in Verbindung bringen.®® Gleichzeitig
konnten aber in Biopsien von CED-Patienten héhere LL-37-Konzentrationen als bei
gesunden Probanden festgestellt werden.*® 161 Demnach erweist sich die bestehende
Evidenz als inkonsistent, so dass LL-37 trotz meist signifikanter AUC in den ROC-
Analysen als potenzieller Erkrankungs- oder Krankheitsaktivitatsmarker
ausscheidet.

Die Cathelicidin-Vitamin D-Achse beschreibt eine VDR-abhangige Hochregulation
der LL-37-Expression durch Vitamin D-Metabolite.*>? So gingen in vivo und in vitro
eine suffiziente Vitamin D-Versorgung mit hoheren Cathelicidin-Spiegeln einher.%
187,150,151 ynseren Auswertungen zufolge ergaben sich in den nicht-parametrischen
Tests allerdings signifikant hohere LL-37-Serumspiegel bei CED-Patienten mit
Vitamin D-Defizienz, es zeigte sich insbesondere bei CU-Patienten eine signifikante
negative Korrelation zum 1,25(0OH)2D. In den multivariaten Regressionsanalysen
blieb diese negativ gerichtete Assoziation bei CU knapp auf3erhalb des statistischen
Signifikanzniveaus. Die Expression scheint demnach insbesondere bei
entzundlichen Erkrankungen, &hnlich den Hinweisen von Chung et al., Giber Vitamin
D-unabhéngige Signalwege reguliert.®® Einen antiinflammatorischen Effekt der
Vitamin D-Metabolite durch Hochregulation des antimikrobiellen Peptids LL-37
konnten wir systemisch an CED-Patienten nicht feststellen. In induzierter, muriner
Colitis  bewirkte appliziertes  Cathelicidin  eine  Herabregulation  der
Kollagenproduktion, die Autoren vermuteten daher eine antifibrotische Wirkung
durch LL-37.2% Unsere Auswertungen konnten dies erstmals systemisch bei CU-
Patienten mit positiver Stenoseanamnese bestétigen, diese wiesen signifikant
niedrigere LL-37-Spiegel auf. In Serumproben von MC-Patienten beschrieben Tran
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et al. dhnliche Zusammenhange®®, bei entgegengesetzter Assoziation in unserem
MC-Kollektiv konnten wir diese Annahme nicht unterstitzen.

Fur das antimikrobielle Peptid Humanes B-Defensin 2 konnten keine Assoziationen
zur CED-Erkrankung oder zur Krankheitsaktivitat festgestellt werden. Die in
Mausmodellen, Zellkulturen und Schleimhautbiopsien beobachtete Hochregulation
von HBD-2 bei CED, insbesondere bei CU-Patienten, sowie die Korrelation zur
Krankheitsaktivitat lieR sich serologisch nicht bestitigen.t®” 172 17 |n den ROC-
Analysen erwies sich HBD-2 als Biomarker nicht geeignet. In vitro zeigten Wang et
al. eine Vitamin D- und NOD2-abhéangige Expression.® Dies war systemisch nicht
festzustellen, multivariate Regressionsanalysen konnten keine Assoziationen zu den
Vitamin D-Parametern und zum NOD2-R702w-Mutationsstatus nachweisen. So
konnte in diesem Klinisch gut charakterisierten Patientenkollektiv, multivariat auf
potenzielle Confounder korrigiert, der vermutete Zusammenhang von Vitamin D,
Genetik und antimikrobiellen Peptiden bei CED-Patienten auf systemischer Ebene
nicht bestatigt werden.

Insgesamt erwiesen sich in unseren Analysen nur das CCL20 als
Erkrankungsmarker und das SC als Krankheitsaktivitatsmarker geeignet, fir LL-37
bedarf es aufgrund der inkonsistenten Datenlage und vermutlich heterogener
Expressionsmuster weiterer Studien. Die vorbeschriebenen Assoziationen der
einzelnen Serumparameter zum Vitamin D lieBen sich nur hinsichtlich des
Parameters CCL20 nachweisen, erstmals konnte hier eine Assoziation zum Vitamin
D als bekanntem Umweltrisikofaktor fiir die Entwicklung einer CED*® %2 auf
systemischer Ebene multivariat in einem klinisch gut charakterisierten Kollektiv
bestatigt werden. Die Suppression des Th17-Chemokins CCL20 durch hohe Spiegel
an 1,25(0OH)2-Vitamin D und einem suffizienten Vitamin D-Haushalt kénnte bei
CU-Patienten und gesunden Probanden vermutet werden. In Anbetracht der hohen
Préavalenz eines Vitamin D-Mangels bei CED und der hinreichend bekannten
Zusammenhénge zur Schwere der Erkrankung und der Lebensqualitat konnten VD-
Préparate durch die erzielte Herabregulation des Th17-Chemokins zumindest bei
CU-Patienten eine relevante Therapieoption darstellen.” *-92 Inshesondere bei MC
sind Polymorphismen im VDR beschrieben, eine vermutlich reduzierte VDR-
Expression bei MC kdnnte signifikante Zusammenhénge in unserem MC-Kollektiv
verhindert haben.?*® Die Supplementation von 2000 I.E. Vitamin D pro Tag filhrte
in einer randomisierten kontrollierten Studie bei gesunden Probanden zu einer bis
zu 60-fachen Induktion des VDR und VD-abhéngigen Signalwegen, die wiederum
die CCL20-Produktion regulieren.?’®* Mit nur durchschnittlich 1000 I.E.
Cholecalciferol pro Tag in unseren Kollektiven kénnte eine hohere Dosis auch bei
MC-Patienten zu niedrigeren CCL20-Konzentrationen fiihren. Insgesamt kdnnten
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die Ergebnisse dieser Arbeit eine Grundlage fur weitere Untersuchungen zur
Ursache einer CED-Préadisposition Vitamin D-defizienter Patienten darstellen.
Hierfiir bedarf es weiterer Interventionsstudien, auch zum Einfluss einer Vitamin D-
Supplementation auf Th17-assoziierte Zytokine und Chemokine.
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11.1 Anhang 1: Punkteskala von Aktivitit und Schweregrad des

Morbus Crohn: CDAI nach Best

Kriterium Multiplikator Ergebnis
Anzahl der ungeformten Stuhle der letzten Woche: X2
Grad der Bauchschmerzen
Keine Schmerzen an __ Tagen x0 =
Leichte Schmerzen an ____Tagen x1 =
MaRige Schmerzen an __ Tagen X2 =
Starke Schmerzen an ___ Tagen x3 =
Gesamtsumme: x5
Grad des Allgemeinbefindens (iber eine Woche
Gutes Allgemeinbefinden an _Tagenx0 =__
MaRiges Befinden an _ Tagenx1l =__
Schlechtes Befinden an __Tagenx2 =__
Sehr schlechtes Befinden an _ Tagenx3 =__
Unertragliches Befinden an _ Tagenx4 =
Gesamtsumme: __ X7
Assoziierte Symptome
. Iritis/Uveitis
e Stomatitis aphtosa
e Pyoderma gangraenosmum
. Erythema nodosum
e Arthralgien/Arthritis
e Analfissur/Analfisteln
e Andere Fisteln
. Temperatur > 37°C
Anzahl der zutreffenden Punkte: _ 20
Symptomatische Durchfallbehandlung
(z.B. Loperamid)
Ja =30
Nein =0
Resistenz im Abdomen
Nein =0
Fraglich =2
Sicher =5 x10
Hamatokrit
Manner: 47
Minus Hamatokrit=__ X6
Frauen: 42
Gewicht
1 — (Korpergewicht in kg / Standardgewichtinkg) = x100
GESAMMTSUMME AKTIVITATSINDEX

Quelle: Interner Klinikleitfaden (2005), Medizinische Klinik
Miinchen, Seite 249

und Poliklinik 1l der Universitat
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11.2 Anhang 2: Punkteskala von Aktivitit und Schweregrad der

Colitis Ulcerosa: CAI-Score nach Rachmilewitz

Klinischer Aktivitats Index nach Rachmilewitz®®

Score

1 | Anzahl der Stuhle pro Woche

<18
18-35
35-60
>60

w N - O

2 | Blutim Stuhl (im Wochendurchschnitt)

Keines
Wenig
Viel

N O

o

3 | Allgemeine Beurteilung des Patientenzustandes

Gut
Durchschnittlich
Schlecht

Sehr schlecht

w N - O

4 | Bauchschmerzen/ Krampfe

Keine
Leichte
MaéRige
Schwere

w N - O

5 | Kérpertemperatur (Kolitis-bedingt)

37-38 °C
>38 °C

o

6 | Extraintestinale Manifestationen

Iritis

Erythema nodosum

Arthritis

7 | Laborbefunde

BSG >50 mm in der 1. Stunde
BSG >100 mm in der 1. Stunde

Hb <100 g/l
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