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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
.|

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Vitamin D; neben seinem Einfluss
auf die Knochenbildung auch eine bedeutende Rolle im Immunsystem spielt. Daneben
weisen Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen oft einen Mangel an
Vitamin D; auf und die systemische Applikation des Vitamin Ds; kann zu einem
verbesserten Gesundheitszustand dieser Patienten fihren. Um das Verstandnis um die
Rolle des Vitamin Ds in der pulmonalen Immunabwehr besser zu verstehen, sollte in
dieser Arbeit sowohl ein systemischer Mangel als auch eine direkte pulmonale Gabe
des Vitamin Dz in Mausen und deren Auswirkungen auf den akuten Infektionsverlauf

untersucht werden.

Um den systemischen Mangel an Vitamin D; in den Mausen hervorzurufen, wurden
C57BL/6N Mause fir zehn bis zwolf Wochen mit einem Futter versorgt, dass entweder
mit Vitamin Dz angereichert war oder keines enthielt. Zur Untersuchung der pulmonalen
Applikation wurden ebenfalls C57BL/6N Mause verwendet, denen verschiedene
Formen des Vitamin D; endotracheal verabreicht wurden. Nach der Beschreibung des
Grundzustandes der Tiere wurden diese mit Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae oder dem Ldsungsmittel als Kontrolle intranasal infiziert. Nach definierten
Zeitpunkten wurde sowohl die Kolonisierung als auch die Inflammation der Lunge in

den akuten Infektionsmodellen untersucht.

Durch die Vitamin D; Mangelernahrung konnten systemische Werte an der
Speicherform des Vitamin D3, 25-Hydroxy-Vitamin D3, erreicht werden, die weit unter
denen der Kontrollgruppe und unter dem messbaren Minimum lagen. Bei den Analysen
der Leukozyten und der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und KC konnten jedoch
keine Unterschiede zwischen der mangelernahrten und der Kontrollgruppe festgestellt
werden. Diese Parameter erhéhten sich zwar nach den verschiedenen Infektionsarten,
aber auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

gefunden werden.

Zur Analyse der endotrachealen Gabe wurden verschiedene Metaboliten und
Applikationsformen des Vitamin D; verwendet, um die hydrophoben Eigenschaften des
Vitamin D3 auszugleichen. Zum einen wurde die Speicherform, 25-Hydroxy-Vitamin Ds,
sowie die biologisch aktive Form, 1,25-Dihydroxy-Vitamin Dj, geldst in Ethanol
verwendet. Zum anderen wurde das 25-Hydroxy-Vitamin Dz verpackt in Liposomen
appliziert, die in einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Lehr [Helmholz-
Institut fir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS), Saarbriicken, Deutschland]
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Zusammenfassung

hergestellt wurden. Auch hier wurde 2zwar ein Anstieg der untersuchten
Entzindungsparameter durch die Infektionen gefunden, aber ein Einfluss des
Vitamin D; konnte nicht festgestellt werden. Die Applikation der verschiedenen Formen
des Vitamin D; fuhrte zu keinen veranderten Anzahlen der Leukozyten oder der

Konzentration an IL-1 und KC in der Lunge.

In den ausgewahlten akuten Infektionsmodellen fihrte weder der Mangel noch die
endotracheale Gabe des Vitamin D; zu wesentlichen Veranderungen in den
analysierten Parameter der spezifischen Abwehr der Lunge. Auch weitere Arbeiten
zeigten, dass das Vitamin D3 in M&usen wohl andere physiologische Aufgaben erfullt
als im Menschen. Somit lassen die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten, dass das
Mausmodell fur die Untersuchung der immunologischen Rolle des Vitamin D3 nicht

geeignet scheint, um diese auf den Menschen zu tbertragen.
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1 Summary

Since the first decades of the last century Vitamin D3 is known to be an important part
of the calcium-phosphate-metabolism. But studies from the last decades revealed also
the beneficial impact of Vitamin Ds; on host defense and withal, Vitamin D3 deficiency is
common in patients with chronic pulmonary disorders. The aim of the present study
was to analyze the influence of Vitamin D3 on the pulmonary host defense system

during infection by analyzing a systemic deficiency and a direct pulmonary application.

C57BL/6N mice were fed on a diet with or without Vitamin D5 for ten to twelve weeks to
achieve a systemic Vitamin D3 deficiency. In a second model, C57BL/6N mice were
endotracheal intubated with different forms of the Vitamin Ds. The Vitamin D5 deficient,
the Vitamin D; intubated and the control mice were infected with Pseudomonas
aeruginosa or Streptococcus pneumoniae. After well-defined points in time the basic
state of the lung’s immune defense as well as the colonization and the inflammation of

the lung were analyzed after infection.

The nutritional restriction of Vitamin D; led to serum concentrations of 25-hydroxy-
Vitamin D3, the metabolite for systemic Vitamin D; storage, which were dramatically
lower in mice on the Vitamin D5 deficient diet. The deficient animals did not show
significant differences in the number of leukocytes or the pulmonary concentrations of
the inflammatory cytokines IL-1p and KC. In infection experiments no differences could

be observed in number of viable bacteria or the analyzed inflammatory parameters.

In the application analysis, different metabolites and forms were used. On the one
hand, 25-hydroxy-Vitamin D; and 1,25-Dihydroxy-Vitamin D; solved in ethanol were
endotracheal intubated. On the other hand, Vitamin D; loaded liposomes were used to
overcome the hydrophobic characteristics of this vitamin. These liposomes were
prepared in collaboration by the group of Prof. Lehr (HIPS, Saarbrucken, Germany).
Also in this part an increase in the analyzed parameter was found after infection. But
no significant differences between Vitamin D; and solvent application were seen in the

number of leukocytes and amounts of IL-18 and KC.

In the present study a significant breach in pulmonary host defense could be observed
neither in Vitamin Ds deficient animals nor after the application of Vitamin Da.
Consistent with further studies, these results demonstrated different immunological
roles of Vitamin D3 in humans and mice. This leads to the hypothesis that the mouse

model is not qualified for studies of the role of Vitamin Dsin immune systems.
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Einleitung

2 Einleitung

Vitamin D

Das Vitamin D gehort zu der Klasse der fettldslichen Vitamine und kommt sowohl in
Pflanzen als Vitamin D, (Ergocaliferol) als auch in Tieren als Vitamin Ds
(Cholecalciferol) vor. Meist wird das Wort Vitamin D als Synonym fir diese beiden
Formen verwendet. In dieser Arbeit jedoch steht der Begriff Vitamin D (VitD) als

Oberbegriff fir beide Formen des Calciferols des VitD und ihrer Metaboliten.

2.1 VitD-Metabolismus

VitD kann zum einen, wie es bei Vitaminen Ublich ist, durch die Aufnahme von frischer
Nahrung dem Korper zugefuihrt werden. Hier ist es besonders in tierischen
Nahrungsmitteln in hohen Konzentrationen enthalten. Daneben liefern aber auch viele
pflanzliche Produkte, wie z. B. Champignons und Avocados, eine relativ hohe Menge
an VitD. Zum anderen ist der Organismus auch zu einer kdrpereigenen VitD-Synthese

im Stande.

Ausgangsprodukt fir die endogene Synthese des VitD ist das 7-Dehydroxycholesterol.
Dieses wird in der Haut, vorzugsweise im Stratum spinosum und basale, durch die
Einwirkung von UV-Strahlung zum Pre-Cholecalciferol synthetisiert (Rauschkolb et al.,
1969, Fairney et al., 1979). Durch eine weitere temperaturabhdngige Reaktion entsteht
im n&chsten Schritt das Cholecalciferol. Im Anschluss wird dieses sehr schnell mit Hilfe
des VitD-Bindeproteins (DBP) durch die Blutzirkulation transloziert (Holick et al., 1980)
(Abb. 1).

Fur die weiteren Syntheseschritte werden mitochondriale Cytochrom P450 Enzyme
(Cyp) bendtigt. Die erste Hydroxylierung findet exklusiv in der Leber statt (Ponchon and
DelLuca, 1969b). Dabei wird das Cholecalciferol durch die 25-Hydroxylasen
(hauptsachlich durch Cyp2R1) an dem 25. Kohlenstoffatom hydroxyliert (Cheng et al.,
2004). Zunachst wurde das Produkt 25-Hydroxyvitamin D; (25(OH)D3) als die
biologisch aktive VitD-Form eingestuft (Ponchon and Deluca, 1969a). Jedoch &nderte
sich diese Meinung durch die Entdeckung und Charakterisierung des 1a,25-
Dihydroxyvitamin D; (1,25(OH),D3). Dieser biologisch aktive VitD-Metabolit geht aus
einer zweiten Hydroxylierung am ersten Kohlenstoffatom hervor (DelLuca, 1972).

Dieser Schritt wird durch die 25-Hydroxyvitamin-D-1la-Hydroxylase (Cyb27B1)
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katalysiert (Haussler et al., 1971) und findet vorrangig in den Nieren statt (Lawson et
al., 1969, Holick et al., 1971). Die Inaktivierung des VitD wird durch die 24-Hydroxylase
(Cyp24Al) katalysiert (Ohyama et al., 1991). Dabei kann sie sowohl 25(OH)D; als
auch 1,25(0OH),D; an der Position 24 hydroxylieren und somit die biologische
Aktivitaten inhibieren und den Abbau einleiten (Omdabhl et al., 2002) (Abb. 1).

[ 37°C ] [ VitD-reiche Nahrung
C C |

AN AN

— [ Pre-Cholecalciferol ] — [ Cholecalciferol ]

l /\ [ 25-Hxdroxylase ]

[ 25-(OH)D,

l /\l 1a-Hxdroxylase I
o -

24-Hxdroxylase )

Abbildung 1: Schematische und vereinfachte Darstellung des VitD-  Metabolismus. Das
korpereigene 7-Dehydroxycholesterol wird in einem UV-abhangigen Mechanismus zum Pre-
Cholecalciferol umgebaut. In einem néchsten temperaturabhéngigen Syntheseschritt entsteht
aus dem Vorlaufer das Cholecalciferol oder dieses wird direkt aus der Nahrung bezogen. In der
Leber wird dieses am 25. Kohlenstoffatom hydroxyliert und danach durch den gesamten
Organismus transportiert. Die Aktivierung durch eine zweite Hydroxylierung an der ersten
Position findet vornehmlich in den Nieren, aber auch in vielen weiteren Zelltypen, statt. Durch
die Hydroxylierung am 24. Kohlenstoffatom wird das VitD inaktiviert. 1,25(0OH),Ds kontrolliert
dabei selbst seine Aktivierung durch die Repression der la- und die Aktivierung der 24-
Hydroxylase auf Transkriptionsebene.

[ 7-Dehydroxycholesterol]

Bedingt durch die fundamentalen biologischen Funktionen des VitD ist die Kontrolle
seines Auf- und Abbaus von enormer Bedeutung. Verschiedene Stoffe und Molekiile,
der durch VitD beeinflussten Signalwege, sind stark an der Regulation des VitD-
Stoffwechsels beteiligt (Christakos et al., 2010). So erhéht sich besonders bei einem
Mangel an Kalzium oder Phosphat die Konzentration an 1,25(0OH),Ds; (Murayama et al.,
1999, Yoshida et al.,, 2001). Auch das Parathormon (PTH), welches ebenfalls den
Kalziumhaushalt reguliert, beeinflusst stark die Aktivitat der Cyp27B1 und induziert die
Aktivierung des VitD (Murayama et al., 1999). Andersherum reguliert VitD sich selbst
(Abb. 1) und die Konzentrationen an PTH. Dabei inhibiert 1,25(0OH),D3 die Expression
seines eigenen aufbauenden Enzyms (Takeyama et al., 1997) und des PTH (Chertow
et al., 1980, Gruson et al., 1982) (Abb. 2). Wiederum erhdht 1,25(OH),Ds; auch die
Konzentration an Cyp24A1 und férdert somit seinen eigenen Abbau (lwata et al., 1995,
Murayama et al., 1999) (Abb. 1).
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2.2 Transport des VitD

Eine wichtige physiologische Anforderung ist der Transport des VitD und aller seiner
Formen durch den gesamten Organismus. Schon lange vor der Isolation und
Charakterisierung des DBP war bekannt, dass das Cholecalciferol und seine
Metaboliten gebunden an einem Protein durch die Blutzirkulation an ihre Einsatzorte
befordert werden. Aber erst 1971 konnte das DPB erstmals aus Blutplasma isoliert und
in den folgenden Jahren charakterisiert werden (Peterson, 1971, Bouillon et al., 1976,
Imawari et al., 1976). Dieses ist dazu fahig alle physiologischen Formen des VitD zu
binden, zeigt jedoch die starkste Affinitat zu der ,Speicher- oder Transportform“
25(0OH)D; (Belsey et al., 1974) (Abb. 2). Neben dem spezialisierten DBP ist auch das
Plasmaprotein Albumin dazu fahig VitD zu binden und dieses durch die Blutzirkulation
zu transportieren. Diese Affinitat ist jedoch nicht so stark ausgepragt, wie jene
zwischen VitD und DBP (Bikle et al., 1986).
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2.3 Zellulare Wirkung des VitD

Seit fast 100 Jahren ist bekannt, dass VitD die Absorption von Kalzium reguliert.
Jedoch blieb der molekulare Mechanismus lange Zeit unbekannt. Erst durch die
Entdeckung des zellularen Rezeptors des VitD (VDR) und dass dieser zusammen mit
der aktiven VitD-Form Einfluss auf verschiedene transkriptionelle Genregulationen

nehmen kann, wurde die molekulare Aufgabe des VitD deutlicher.

2.3.1 Zellularer Mechanismus des VitD auf Genregulationen

1968 beschrieb Haussler erstmals einen Rezeptor, der im Zellkern lokalisiert ist und
spezifisch an 1,25(0OH),D; binden kann (Haussler et al., 1968). Dieser VDR konnte
spater auch von weiteren Wissenschaftlern aus nuklearen Fraktionen isoliert und
charakterisiert werden (Christakos and Norman, 1979). Durch die zytosolische Bindung
an 1,25(0H),D; kann der VDR in den Kern translozieren, an spezifische DNA-
Regionen (,Vitamin D response element* VDRE) binden und so die Transkription
verschiedener Gene beeinflussen (Pike and Haussler, 1979, Colston and Feldman,
1980, Liao et al., 1990).

Der VDR gehort zu der Familie der Steroidrezeptoren, welche u. a. aus den
Rezeptoren des PTH, des Vitamin A und VitD besteht (Kliewer et al., 1992, Germain et
al., 2006). Diese nuklearen Rezeptoren agieren als Transkriptionsfaktoren, welche
einer genauen Regulation unterliegen. Hierzu besitzen diese Rezeptoren verschiedene
Bindungsdomanen, welche durch die Interaktion mit verschiedenen Faktoren in ihren
Aufgaben regulieren (Evans, 1988, Green and Chambon, 1988, O'Malley, 1990). Die
am hochsten konservierten Domanen sind jene fir die Bindung an die DNA und der
Liganden. Durch die Bindung der Liganden an ihre Rezeptoren &ndern diese ihre
Konformation und die Translokation der Rezeptoren in den Kern wird initiiert, wo die
gebildeten Komplexe an ihre spezifischen Sequenzen binden kénnen (Brumbaugh and
Haussler, 1974, 1975) (Abb. 2).

Dazu konnen die Steroidrezeptoren Monomere, Homodimere oder Heterodimere
ausbilden. In der Abwesenheit von 1,25(0OH),D; bildet der VDR bevorzugt Homodimere
aus. Die Bindung des 1,25(OH),D; fiihrt zu dessen Konformationsanderung und die
Bildung von Heterodimeren mit dem Rezeptor fiur 9-cis-Retinsaure (RXR) wird
begunstigt (Haussler, 1986, Kimmel-Jehan et al., 1997). Andersherum stimuliert die

RXR-Ligandenbindung die Destabilisierung des Heterodimers (Cheskis and Freedman,
Seite | 7



Einleitung

1994) (Abb. 2). Zumindest in vitro konnten auch Heterodimere von VDR mit den
Rezeptoren fur PTH und fur die all-trans-Retinsdure nachgewiesen werden (Schrader
et al., 1994, Carlberg, 1995). Diese Hypothese konnte jedoch in anderen Studien nicht
gestarkt werden, in welchen die exklusive Bindung des VDR an den RXR postuliert
wurde (Carlberg, 1995, Thompson et al., 1999).

Die gebildeten VDR-Dimere translozieren in den Kern und binden an ihre spezifischen
VDRE (Brumbaugh and Haussler, 1975, Demay et al., 1990) (Abb. 2). Diese
Nukleotidsequenzen konnen sich im Falle des VDR, mehr als bei den anderen
Mitgliedern der Steroidrezeptorfamilie, in verschiedenen Genen stark unterscheiden
(Carlberg, 1995). Diese aufeinanderfolgenden Sequenzwiederholungen, -palindrome
oder invertierter Palindrome werden durch unterschiedlich vielen Nukleotiden
voneinander getrennt und entscheiden wber die bindenden Dimerformen, welche in der

entsprechenden Promotorregion binden (Umesono et al., 1991, Carlberg, 1993).

- -
o A
O —

B-Defensine
IFN-y
\ %Ilkern J

Catheliciding|
(O 25(0H)D; @1,25(0H),D; () 9-cis-Retinsaiire @ Kofaktor

—_—

— Cyp24a1

Calcttonin

(
D
B
P

Abbildung 2: Schematische Darstellung des zellularen Signalweges des VitD. Das VitD
erreicht die Zelle in den meisten Féllen als 25(OH)D; oder in geringeren Mengen als bereits in
den Nieren aktiviertes 1,25(0OH),Ds. Das 25(OH)D; wird in der Zelle durch das mitochondriale
Cytochrom Cyp27B1 hydroxyliert und aktiviert. Durch die Bindung des 1,25(0OH),D; an den
VDR wird die Bildung des Heterodimers mit dem RXR begunstigt und der Komplex kann in den
Zellkern translozieren. Die Bindung der 9-cis-Retinsdure an seinen Rezeptor wiederum
destabilisiert die Bildung des VDR-RXR-Heterodimers und somit den Signalweg dieses
Komplexes. Weitere Ko-Faktoren regulieren die Konformationsanderung des DNA-Stranges
und somit die Zuganglichkeit des VDR-Komplexes zu seiner spezifischen Nukleotidsequenz,
dem VDRE. Durch die Bindung des VDR an den DNA-Strang kann das VitD die Expression
verschiedenster Gene aktivieren (z. B. B-Defensin, Cathelicidine, usw.) oder inhibieren (z. B.
PTH, Cyp27B1, usw.). DBP — VitD Bindeprotein, RXR — Rezeptor der 9-cis-Retinsaure, VDR —
VitD Rezeptor, VDRE — VitD response element.
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Durch die Bindung der VDR-Dimere an den spezifischen VDRE wird die
Konformationsédnderung der DNA eingeleitet (Kimmel-Jehan et al., 1999). Dartber
hinaus nehmen verschiedene weitere Molekile Einfluss auf die Aktivitat des VDR.
Dabei binden diese Ko-Faktoren an bestimmte, aber variable Stellen innerhalb der
DNA-Bindungsdoméne des VDR, nehmen aber keinen Einfluss auf dessen DNA-
Bindungseigenschaften (Masuyama et al., 1997, Toell et al., 2000). Diese sind u. a.
dafur zustandig, durch die Acetylierung der Histone, den DNA-Strang zu 6ffnen und

beeinflussen so die Transkription des Zielgens (Jones et al., 1998) (Abb. 2).

Die ersten Beschreibungen des VDR wurden exklusiv in den Nieren durchgefihrt.
Jedoch konnte der Rezeptor mit den Jahren auch in den meisten anderen Organen
und Zelltypen nachgewiesen werden (Walters, 1992). Dazu gehoren z. B. die Haut, die
Milchdriisen und die Hoden (Colston et al., 1980, Walters et al., 1986, Gensure et al.,
1991). Aber auch pulmonale und verschiedene Zellen des Immunsystems, wie
epitheliale Zellen der Lunge, Monozyten oder Lymphozyten sind zur Expression des
VDR fahig (Bhalla et al., 1983, Provvedini et al., 1983, Wang et al., 2012).

Die Sequenzen des VDRE kénnen in vielen verschiedenen Promotorregionen
verschiedenster Gene gefunden werden. VitD nimmt so Uber seinen Rezeptor Einfluss
auf die verschiedensten physiologischen Prozesse, wie z. B. den Kalzium-Phosphat-

Stoffwechsel oder das Immunsystem (Pike et al., 2007).
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2.4 Die physiologische Einflisse des VitD
241 Die Rolle des VitD im Kalzium-Phosphat-Stoffwechsel und in der
Knochenhomdoostase

Ruckblickend war bereits vor Uber 100 Jahren bekannt, dass VitD eine fundamentale
Rolle im Aufbau der Knochen spielen muss. So beschrieb bereits Huldschinsky 1919,
dass neben frischer Nahrung, Lebertran und Sonnenlicht schon die Bestrahlung mit
einer Quecksilberlampe zu einer enormen Verbesserung der Rachitis im Kindesalter
fuhrt (Huldschinsky, 1919). Heute weil3 man, dass auf all diesen Wegen das VitD

unserem Korper zur Verflgung gestellt werden kann.

Ein gestorter Mineralienhaushalt ist u. a. die Grundlage des Krankheitsbildes der
Rachitis. Daher ist es nicht verwunderlich, dass eine der ersten charakterisierten
physiologischen Aufgaben des VitD die direkte Beeinflussung der intestinalen
Kalziumabsorption war (Nicolaysen, 1937, Carlsson, 1954). Im selben Zuge wurde
festgestellt, dass VitD indirekt die zellulare Aufnahme des Phosphates beeinflussen
kann, aber dafir das Zusammenspiel mit Kalzium notwendig ist (Harrison and
Harrison, 1961). Nach der Entdeckung des 1,25(0OH),D; stellte sich heraus, dass
dieser Metabolit fir diese Aufgaben zustandig ist (Chen et al., 1974), denn
1,25(0OH),Ds; konnte nicht nur schneller, sondern auch effektiver als 25(OH)D; die
Kalziumabsorption und Knochenmineralisierung erhéhen (Tanaka and Deluca, 1971,
Boyle et al., 1972, Tanaka et al., 1972).

VitD nimmt in diesem Zusammenhang Einfluss auf verschiedene Gene, die fir den
Kalziumtransport und gesunde Knochen zusténdig sind. Das bekannteste und wohl
eins der ersten nachgewiesenen Gene stellt dabei das Calbindin da. Dieses
kalziumbindende Protein wird direkt auf Transkriptionsebene durch den VDR-Komplex
reguliert (Theofan et al., 1986, Bronner, 2001). Ein weiteres Beispiel ist das
Osteocalcin, wessen Expression auch durch das VitD reguliert wird. Das Osteocalcin
ist ein essentielles Protein der extrazellularen Matrix der Knochen und kontrolliert dabei
die Kalziumaufnahme und —ausscheidung (Price and Baukol, 1980, Pike et al., 2007,
Zoch et al., 2015). Auch PTH unterliegt einer transkriptionellen Regulation durch das
VitD. Dieses Steroidhormon Ubernimmt ebenso verschiedene Rollen im Auf- und
Abbau des Knochenskelets, u. a. durch die Kontrolle der Kalziumaufnahme (Silva and
Bilezikian, 2015). Das PTH wird exklusiv in den Nebenschilddrisen produziert und

auch die Expression des VDR an diesem Ort konnte frih nachgewiesen werden.
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Dariiber hinaus weist das PTH-Gen die Bindestelle des VDR auf, wodurch das VitD in
der Lage ist, die Expression des PTH zu inhibieren (Hughes and Haussler, 1978,
Chertow et al., 1980, Gruson et al., 1982). Weiter konnte gezeigt werden, dass VitD die
Expression von Calcitonin, dem Gegenspieler des PTH im Kalziummetabolismus,
erhohen kann (Segond et al., 1985). Wiederum regulieren PTH, Calcitonin und
1,25(0OH),D; zusammen den molekularen Metabolismus des 1,25(0OH),D; (Murayama
et al., 1999).

Daher zeigt sich, dass VitD nicht nur direkt fir einen ausgeglichenen Kalzium-
Phosphat-Stoffwechsel essentiell ist, sondern dass auch die Regulation aller
mitwirkenden Proteine eine fundamentale Aufgabe des VitD ist. 1,25(0OH),Ds
kontrolliert dabei nicht nur die intestinale Kalziumabsorption, sondern auch dessen

Transport im kardialen System (Walters et al., 1986).

2.4.2 Die Rolle des VitD im Immunsystem

1935 beschrieb A. R. Masten, dass schon die Inka und alten Griechen das Sonnenlicht
zur Behandlung von Infektionskrankheiten wie Tuberkulose einsetzten (Masten, 1935).
Weiter erlauterte er, dass Sonnenlicht und Lebertran zu einer verbesserten
Bekampfung von Mycobacterium tuberculosis (M. tuberulosis) und einer verbesserten
Gesundheit fihren kénnen. Mit der Entdeckung, dass wichtige Gene des VitD-
Metabolismus auch in immunologischen Zellen exprimiert werden kénnen, wurde der
Einfluss des VitD das Immunsystem betreffend immer deutlicher (Adams et al., 1983,
Provvedini et al., 1983, Adams and Gacad, 1985). Heute weil3 man, dass VitD viele
verschiedene Aufgaben in der Regulation der Immunantwort tbernimmt und somit flr
eine ausgewogene mikrobielle Bekampfung und der Endziindungsreaktionen essentiell

ist.

24.2.1 Der Einfluss des VitD auf spezifische Zellen des respiratorischen

Abwehrsystem

Makrophagen und Epithelzellen bilden den Hauptanteil der Zellen, welche fir die erste
Immunantwort im respiratorischen System zustandig sind. Dabei handelt es sich
vorzugweise um spezialisierte Zellen dieser Zelltypen, die auf die besonderen

Bedurfnisse der Lunge abgestimmt sind.
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Makrophagen im pulmonalen System sind nicht nur fir die direkte Beseitigung von
Pathogenen durch Phagozytose zustadndig, sondern auch fir das Anlocken weiterer
Leukozyten zum infizierten Ort und zur anschlieRenden Klarung der Entzindung
(Byrne et al., 2015). Alveolare Makrophagen (AM) sind zur Synthese der Cyp27B1
befahigt und kénnen so nach ihrer Aktivierung endogen das VitD in seine aktive Form
umwandeln (Adams et al., 1983, Adams and Gacad, 1985, Adams et al., 1985). Auch
der VDR wird in diesen Zellen synthetisiert und kann Makrophagen in ihrer Aktivitat
malfigeblich regulieren (Korf et al., 2012). Verschiedene Studien zeigten, dass VitD die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen begunstigt (Mangelsdorf et al., 1984,
Hewison et al., 1992). Des Weiteren induziert die Applikationen von 1,25(0H),D; die
Synthese von antimikrobiellen Peptiden und fihrt zur inhibierenden Wirkung auf den
NF-kB-Signalweg (Liu et al., 2006, Liu et al., 2007, Zhang et al., 2012, Chen et al.,
2013).

Epithelzellen der Lunge sind besonders spezialisierte Zellen, da diese sowohl eine
starke Barriere gegen Pathogene aufbauen, aber dabei auch fir die konstante
Durchlassigkeit der Atemluft sorgen mussen. Diese Zellen sind u. a. dafir zustéandig,
mit weiteren Zellen des Immunsystems, wie AM, zu kommunizieren, direkt Pathogene
zu bekampfen und diese im Anschluss zu beseitigen (Whitsett and Alenghat, 2015).
Diese sind ebenso in der Lage die Cyp27B1 zu exprimieren und so das VitD zu
aktivieren (Hansdottir et al., 2008). Somit kann 1,25(0OH),D3; auch hier die Expression
der antimikrobiellen Peptide induzieren (Yim et al.,, 2007, Rigo et al., 2012). Des
Weiteren sorgt VitD fur die Regulation der Synthese verschiedener pro-
inflammtorischer Zytokine, wie Interleukin (IL) -1B oder IL-8. Im Gegensatz zu der
férdernden Wirkung auf die Expression der antimikrobiellen Peptide, wird die Synthese
dieser Proteine durch VitD inhibiert (Xue et al., 2002, McNally et al., 2011).

Die Neutrophilen nehmen dabei die Mikroorganismen durch Phagozytose auf und
bilden verschiede Stoffe, die zum Abtéten des Pathogen fuhren. Dazu zéhlen u. a.
reaktive Sauerstoffspezies, proteolytisch aktive Peptide und Defensine (Bordon et al.,
2013). Neutrophile sind sehr kurzlebige Zellen, die den programmierten Zelltod
unterlaufen und daraufhin von Makrophagen erkannt und mit Hilfe der Phagozytose
beseitigt werden (Savill et al., 1989). Durch das Absterben der Neutrophilen, werden
anti-inflammatorische Proteine frei, die zu der Auflosung der Inflammation fihren (Miles
et al., 2009). Im Gegenzug werden durch die anhaltende Aktivierung der Neutrophilen
vermehrt toxische Substanzen, wie die reaktiven Sauerstoffspezies, frei gesetzt, die zu
einem erheblichen Gewebsschaden fuhren (Bordon et al., 2013). Fehlt nun das VitD,

kann dies zu einer verringerten Ausschittung an antimikrobiellen Peptiden und einer
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beeintrachtigten Infektionsauflosung fuhren. Dadurch und durch das Fehlen der anti-
inflammatorischen Wirkung des VitD kommt es zu einer verlangerten und starkeren
Entzindungsreaktion, welches somit zu einer fehlgeleiteten Neutrophilen Funktion

fuhren konnte.

Makrophagen:
tDifferenzierung
TAMPs
INF-xB

Neutrophile: Ez;h:l:
T T S
ey JIL-1B, IL-8, ..

1Anlockung NEKB

T-Zellen:

DCs:

1Th2, Treg 1Apoptose
1ILA4,... 11IL-10
L6, 117, | Differenzierung
1Ty1, Ty17 LIFNy

B-Zellen:
1Apoptose
|Proliferation
| Differenzierung

Abbildung 3: Einfluss des VitD auf verschiedene Zellen des Immun  systems. VitD
beeinflusst fast alle Zellen des Immunsystems. Dabei nimmt es im Besonderen Einfluss auf die
Differenzierung verschiedener Zelltypen. AuRBerdem erhdéht das VitD die Synthese
verschiedener antimikrobieller Proteine und anti-inflammatorischer Zytokine. Dagegen wird die
Expression pro-inflammatorischer Proteine in vielen Fallen durch das VitD inhibiert. AMPs —
Antimikrobielle Proteine, DCs — Dendritische Zellen, 1 - férdernde Wirkung, | — inhibierende
Wirkung.

Auch die dendritische Zellen (DC) des angeborenen Immunsystems sind zu der
Synthese der Cyp27B1 fahig und exprimieren den VDR (Veldman et al., 2000, Gerke
et al., 2014b). Somit kann auch dieser Zelltyp in der Lunge von VitD beeinflusst werden
(Griffin and Kumar, 2003). DC bilden einen wichtigen Link zwischen dem angeborenen
und dem adaptiven Immunsystem, indem sie die Reifung der T-Zellen, durch die
Prasentation verschiedener Immunglobuline und Synthese verschiedener Zytokine,
regulieren (Kopf et al., 2015). Dabei inhibiert VitD nicht nur die Reifung der DC aus
Monozyten, sondern auch deren Aktivitat. Durch die Stimulation mit 1,25(0OH),D3 wird
die Abgabe von Interferon (IFN) -y inhibiert und die Abgabe von IL-10 geférdert. Des
Weiteren fordert VitD die Apoptose der DC und kontrolliert somit malRgeblich das

Uberleben dieser Zellen (Penna and Adorini, 2000).
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2422 Der Einfluss des VitD auf die Expression antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide sind Teil des angeborenen Immunsystems und kénnen von den
dazugehorigen Zellen, wie Makrophagen, Neutrophilen, DC, natirlichen Killer- und
Epithelzellen, synthetisiert werden. Nach der Sezernierung sind diese Proteine u. a.

dazu fahig eingewanderte Mikroorganismen zu eliminieren (Wang, 2014).

Verschiede Gruppen zeigten in den letzten Jahren, dass VitD besonders die Synthese
des Cathelicidine des Menschen (CAMP) beeinflusst (White, 2010). So befindet sich
das VDRE in vielen Spezies in der Promotorregion dieser Gene und der VDR kann
zusammen mit 1,25(0OH),D; die Expression des CAMP stimulieren und somit dessen
Sekretion erhdhen (Wang et al., 2004, Gombart et al., 2005, Schauber et al., 2007, Liu
et al., 2009). Ein weiteres Beispiel, fur die antimikrobielle Wirkung des VitD, ist das
humane B-Defensin-2 (hBD2). Wie beim CAMP findet man auch hier haufig VDRE-
Regionen, wobei VitD auch die Expression des hBD2 induziert (Wang et al., 2004, Liu
et al., 2009). Diese antimikrobiellen Peptide nehmen, neben der direkten Bek&dmpfung
der Pathogene, Einfluss auf die Expression inflammatorischer Proteine, locken
verschiedene Leukozyten zur infizierten Region und sind an der Wundheilung beteiligt
(Ramanathan et al., 2002, Hiemstra, 2007).

Jedoch scheint es, dass dieser Mechanismus nicht in allen Spezies gefunden werden
kann. So sind die VDRE-Sequenzen in den Promotoren von CAMP und hBD2 in
Primaten hoch konserviert, aber in den Homologen der Nagern nicht zu finden
(Gombart et al., 2009, Dimitrov and White, 2015). Des Weiteren kann das murine
CAMP-Homolog in Mausen ohne funktionsfahigen VDR in gleicher Starke exprimiert
werden wie in den entsprechenden Wildtyp (WT) Méausen, aber ein Polymorphismus im
VDR-Gen fuhrt bei Menschen zu erheblichen Beeintrachtigungen des Immunsystems
(Selvaraj et al., 2000, Gombart et al., 2005, Sharma et al., 2011).

2423 Der Einfluss des VitD auf die NF-kB-Signalwege und die Synthese

verschiedener Zytokine

VitD moduliert die Antworten des Immunsystems nicht nur auf transkriptioneller Ebene,
sondern ist auch durch die direkte Interaktion im NF-kB-Signalweg dazu in der Lage
aulBerhalb des Zellkerns diese zu beeinflussen. Die verschiedenen
Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie regulieren tausende von Genen und

mafgeblich das Immunsystem (Alvira, 2014). Die Mitglieder der NF-kB-Familie sind
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nicht nur in fast allen Zelltypen zu finden, sondern sind auch tUber die Spezies hinweg
hoch konserviert. Im inaktiven Zustand, liegen die NF-kB-Untereinheiten in Dimeren im
Cytosol vor und werden dort durch ihren Inhibitor (IkB) stabilisiert. Dabei wird die
Translokation des NF-kB in den Kern und die transkriptionelle Beeinflussung inhibiert.
Erst auf einen exogenen Stimulus, z. B. die Aktivierung der Toll-like Rezeptoren (TLR)
hin, wird das IkB phosphoryliert, von den NF-kB-Untereinheiten gelést und im
Anschluss abgebaut. Die Aufgabe der Phosphorylierung Ubernimmt der IkBa-Kinase-
Komplex (IKK) (Napetschnig and Wu, 2013). Dieser muss zuvor selbst phosphoryliert
werden, um die Aktivierung von NF-kB zu Gbernehmen (Scheidereit, 2006). Genau in
diesem Schritt greift der VDR ein. Dieser kann direkt an die IKK-Untereinheiten binden,
deren Phosphorylierung verhindern und so diese stabilisieren (Wu et al., 2010, Chen et
al., 2013). Somit kdnnen die NF-kB-Untereinheiten nicht vom IkB gelést werden, nicht
in den Kern wandern und auch nicht die Expression der Zielgene beeinflussen (Cohen-
Lahav et al., 2006). Die NF-kB-Familie ist im Besonderen in die Regulation der
Expression verschiedener Gene des Zellmetabolismus, der Zelladhdsion, der
allgemeinen Stressreaktionen und der Immunantwort involviert. Dabei wird vor allem
die Synthese pro-inflammatorischer Zytokine gefordert (Alvira, 2014) und die
Behandlung mit VitD kann durch die Inhibierung des NF-kB-Signalweges u. a. die

Expression von IL-8 und IL-6 supprimieren (Harant et al., 1998, Wu et al., 2010).

IL-8 und seine speziesspezifischen Homologe (z. B. murines KC) spielen besonders in
der Rekrutierung der Neutrophilen eine wichtige Rolle. Sowohl AM als auch das Epithel
kénnen diese Chemokine bilden und durch dessen Ausschittung Neutrophile zur
infizierten Region locken, welche nach der Aktivierung die Mikroorganismen
aufnehmen und somit zur Aufldsung der Infektion einen essentiellen Beitrag leisten
(Hashimoto et al., 1996, Kooguchi et al., 1998, Raoust et al., 2009). Jedoch flihrt eine
erhohte Synthese von IL-8 auch zu einem Anstieg an Neutrophilen und dessen
Produkte, was ohne Regulation zu einem erheblichen Gewebsschaden oder gar zu
septischen Schock oder dem Tod fihren kann (Bonfield et al., 1995, Boutten et al.,
1996, Monton et al., 1998). Jedoch kann die Behandlung mit VitD zu einer verminderte
Synthese des pro-inflammatorischen IL-8 fihren und somit die Entziindungsreaktion

stark regulieren (Gerke et al., 2014a, Dauletbaev et al., 2015).

Auch IL-1B gehort zu der angeborenen Immunantwort, wird jedoch nicht wie die
meisten Zytokine direkt nach der Expression sezerniert, sondern liegt zundchst im
Zytosol als Pro-IL-1 B vor. Erst durch die aktive Spaltung durch die Caspase 1, welche
selbst erst auf exogene Stimuli hin reift, wird IL-18 aktiv und kann die Zelle verlassen

(Netea et al., 2010). IL-18 kann von den meisten Leukozyten gebildet werden und
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nimmt dabei Einfluss auf lokale und systemische Entziindungsreaktionen. Es rekrutiert
nicht nur Leukozyten, sondern ist auch fiir dessen Aktivierung wichtig. Daneben bildet
dieses Zytokin ein Schliisselprotein zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems und
kann die Differenzierung von T-Helferzellen (Ty) Tw-1 und Tpl7 beglnstigen
(Hamzaoui et al., 2014).

2424 Der Einfluss des VitD auf die Reifung und Funktion von T- und B-
Lymphozyten

Neben den Zellen des angeborenen Immunsystems, sind auch Zellen, die die adaptive
Immunantwort regulieren, zur Expression des VDR und der Cyp27B1l befahigt
(Walters, 1992, Gerke et al., 2014b). So beeinflusst VitD auch die Differenzierungs-

und Proliferationseigenschaften von B- und T-Zellen.

T-Zellen werden zum einen fir eine ausreichende Bek&mpfung eingedrungener
Pathogene und zum anderen fir die anschlieRende Entziindungsauflosung benétigt
und werden dabei mafigeblich von VitD reguliert (Cantorna et al., 2015). Durch die
Behandlung mit 1,25(0OH),D; kann nicht nur die Proliferation von Ty-Zellen inhibiert
werden (Nunn et al., 1986, Provvedini and Manolagas, 1989), sondern VitD nimmt
auch einen Einfluss auf deren Differenzierung. Dabei inhibiert es die Bildung von Ty1-
und Tyl7-Zellen und begunstigt die Differenzierung zu Ty2- und regulatorischen T-
Zellen (Trg) (Lemire et al., 1995, Boonstra et al., 2001, Colin et al., 2010, Prietl et al.,
2010).

Durch die Regulation des VitD auf die Synthese von verschiedenen Zytokinen wird
auch die Differenzierung der Tu-Zellen stark beeinflusst. Durch die verminderte
Synthese von IL-6 und IFN-y wird die Bildung von Tyl- und Tyxl7-Zellen inhibiert
(Lemire et al., 1995, Bettelli et al., 2007, Korn et al., 2007). Hingegen fihrt die
verminderte IL-6 Synthese und die Induktion verschiedener weiterer Gene zu einer
Erhohung der T.,—Anzahl (Prietl et al., 2010). Die Induktion der IL-4 Synthese fuhrt
hierbei zu einer Erhéhung der Ty2-Zellen (Overbergh et al., 2000, Boonstra et al.,
2001).

Die verminderte Bildung von Ty17-Zellen durch die Wirkung des VitD werden auch
weniger IL-17-Zytokine gebildet. VitD kann dabei die Expression von IL-17A direkt
inhibieren, was zu einer verminderte Induktion der Synthese von pro-inflammatorischen
Zytokine wie. IL-8 und einer verminderten Rekrutierung von Neutrophilen fiihren kann
(Bettelli et al., 2007, Korn et al., 2007, Joshi et al., 2011). Hingegen fuhrt die férdernde
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Wirkung des VitD auf die Bildung von Ty2- und Tg-Zellen zu einem Anstieg des anti-
inflammatorischen 1L-10 und zu einer erhdhten Entzindungsaufldsung (Spach et al.,
2006, Prietl et al., 2010).

Auch die Klasse der B-Zellen ist in der Lage, das VitD zu aktivieren, es abzubauen und
seinen Rezeptor zu exprimieren. Im Besonderen wird nach der Aktivierung der B-
Zellen die Bildung 1,25(0OH),D; und seines Rezeptors gefdrdert. Dabei kann das VitD
nicht nur die Proliferation der B-Zellen supprimieren, sondern auch deren Apoptose
fordern (Chen et al., 2007). Dariber hinaus reduziert 1,25(0OH),D; die Bildung
spezifischer Immunglobuline und deren weitere Differenzierung (Lemire et al., 1984,
Lemire et al., 1985, Chen et al., 2007, Rolf et al., 2014).

Seite | 17



Einleitung

2.5 Die Auswirkungen des systemischen Mangels an VitD auf physiologische

Funktionen

Ausgehend davon, dass die endogene Umsetzung von 7-Dehydroxycholesterol zum
Pre-VitD nur durch die Einwirkung von UV-Einstrahlung méglich ist (Rauschkolb et al.,
1969, Fairney et al., 1979), findet man besonders in Regionen der Erde und in
Jahreszeiten, in denen die Sonneneinstrahlung stark eingeschrankt ist, haufig einen
systemischen Mangel an VitD (Le Roy et al., 2013). Auch der Schutz der Haut vor UV-
Strahlung, wie eine verstarkte Pigmentierung der Haut oder die Verwendung von
Sonnenschutzcremes, kénnen die Synthese von VitD inhibieren (Matsuoka et al., 1987,
Ritterhouse et al., 2014). Die genaue Definition, ab welchen Serumkonzentrationen an
25(0OH)D; ein Mensch einen Mangel oder eine Insuffizienz aufweist, unterscheidet sich
stark zwischen verschiedenen Landern und Institutionen. Jedoch zeigen viele Studien,
dass Werte unter 50 nmol/L haufig mit verschiedenen Krankheiten assoziiert sind und
Werte zwischen 75 nmol/L und 100 nmol/L als optimal angesehen werden kdnnen
(Litonjua and Weiss, 2007).

Neben den ,klassischen* Aufgaben des VitD im Kalzium-Phosphat-Stoffwechsel wurde
die physiologische Rolle des VitD in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts immer
komplexer. So beeinflusst dieses Vitamin auch das generelle Wachstum, die
Zellproliferation und —differenzierung, die Muskeltatigkeiten, das Nervensystem, etc.
und schlieBlich auch das Immunsystem (Walters, 1992). Die komplexe und fein
abgestimmte Kontrolle des VitD-Metabolismus weist deutlich auf die Wichtigkeit eines
ausgewogenen VitD Stoffwechsels hin. Daher ist es nicht Uberraschend, dass eine
oder mehrere Beeintrachtigungen in dessen Metabolismus zu verheerenden
Auswirkungen auf die Gesundheit fihren kdnnen. Ferner kénnen in verschiedensten
Krankheitsbildern erniedrigte Werte des systemischen VitD gefunden werden (Holick,
2007).

251 VitD-Mangel in respiratorischen Erkrankungen

Auch bei vielen verschiedenen Erkrankungen der Lunge konnte ein verminderter VitD-
Spiegel im Blutkreislauf nachgewiesen werden. Die chronische obstruktive
Lungenerkrankung (COPD) ist eine weitverbreitete, oft durch Rauchen initiierte
Krankheit, die zu den haufigsten Todesursachen weltweit zahlt (Murray and Lopez,

1997). Sowohl die Verschlechterung des Gesundheitszustandes der COPD-Patienten,
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als auch eine generelle verschlechterte Lungenfunktion korrelieren h&ufig mit einem
erniedrigten VitD-Spiegel (Choi et al., 2013, Lambert et al., 2014).

Auch verschiedenste Krebsarten kénnen mit einem Mangel an VitD in Verbindung
gebracht werden. Jedoch scheint der Einfluss auf die Entstehung von Lungenkrebs
noch ungeklart (Herr et al., 2011). In einigen Gruppen, wie Kinder und Frauen, konnte
bereits ein Zusammenhang zwischen niedrigen VitD-Werten und einem erhdhten
Krebsvorkommen gezeigt werden (Kilkkinen et al., 2008). Auch kann eine Mutation im
VDR-Gen héufig mit zusammen mit einem schlechteren Krankheitsverlauf gefunden
werden (Heist et al., 2008) und einige praklinische Daten konnten eine Inhibierung des
Krebswachstums durch VitD aufzeigen (Hershberger et al., 1999, Nakagawa et al.,
2005, Mernitz et al., 2007).

Des Weiteren zeigen Patienten mit Asthma einen eingeschrankten VitD-Metabolismus
und auch Polymorphismen im VDR-Gen auf (Litonjua and Weiss, 2007, Tizaoui et al.,
2014). Dabei spielt wohl gerade die fehlende anti-inflammatorische Wirkung des VitD
eine wichtigere Rolle, wobei das Immunsystem chronisch Uberreagieren kann. Auch
Supplementationstherapien konnten schon erste Erfolge in der Behandlung von

Asthma mit VitD aufzeigen (Pojsupap et al., 2015).

Mukoviszidose ist eine sehr weitverbreitete, nichtheilbare Erbkrankheit, bei der eine
Mutation im epithelialen Chlorid-Transporter zu einer Verdichtung des epithelialen
Sekrets fuhrt (Tsui and Buchwald, 1991, Karem and Karem, 1995). Daraus entsteht in
der Lunge ein stark eingeschrénkter Abtransport dieses Sekretes, eine beeintrachtigte
Kommunikation der Epithelzellen mit der alveolaren Umwelt und eine stark erschwerte
Beseitigung der Pathogenen. Diese Patienten zeigen dabei nicht nur eine deutlich
erhdhte Anfélligkeit fur Infektionen der Lunge, sondern auch in sehr vielen Fallen einen
systemischen Mangel an VitD (Marcondes et al., 2014, Simoneau et al., 2014,
Chesdachai and Tangpricha, 2015, Vanstone et al., 2015).

Ein &hnliches Bild zeigt sich bei weiteren chronischen Entziindungen der Lunge. In
einigen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen einer erhdhten Anfalligkeit far
Infektionen der Lunge und erniedrigten VitD-Werten gefunden (Wayse et al., 2004,
Ginde et al., 2009, Belderbos et al., 2011, Camargo et al., 2011). Auch in den dunklen
Wintermonaten steigen die Zahlen an respiratorischen Infektionen, einhergehend mit

sinkenden VitD-Serumspiegel (Sabetta et al., 2010).

Diese Patienten weisen dabei nicht nur haufiger Infektionen auf, sondern auch starke
Beeintrachtigungen des Immunsystems. Ausgehend von der positiven Wirkung des

VitD auf die Synthese von antimikrobiellen Peptiden konnen diese bei niedrigen
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systemischen VitD-Werte stark erniedrigt sein (Jeng et al., 2009, Lagishetty et al.,
2010). Durch eine beeintrachtigte Bakterienbeseitigung steigen die Entziindungswerte
rapide an. Dabei zeigen diese Patienten u. a. eine deutliche Erhdéhung der IL-8-
Konzentrationen und der Anzahl an Neutrophilen in der Lunge (Patel et al., 2002, Papi
et al., 2006). Gerade in den infizierten Bereichen der Lunge erhéht sich die
Konzentration an IL-8 und die Anzahl der Neutrophilen, welches zu einem erh6hten
Gewebsschaden in diesem Gebiet fuhrt und die Uberlebensfahigkeit stark
einschranken kann (Bonfield et al., 1995, Boutten et al., 1996). Aber auch die
Konzentrationen an weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen werden stark erhdht.
Dazu zahlen u. a. IL-6, TNFa und IL1B (Fox-Dewhurst et al., 1997). Im schlimmsten
Fall kdnnen die beeintrachtigten Abwehrreaktionen zu einem septischen Schock oder

gar zum Tod fuhren.
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2.6 Die Supplementation von VitD als therapeutischer Ansatz

Auch in der heutigen Zeit gehéren Lungenentziindungen noch zu den héufigsten
Todesursachen weltweit (Murray and Lopez, 1997). Der exzessive Gebrauch von
Antibiotika, besonders bei Patienten mit chronischen Erkrankungen, fuhrt zu einer
vermehrten Ausbreitung multiresistenter Mikroorganismen. Dagegen zeigt die
Verwendung von antimikrobiellen Peptiden eine gute Effizienz bei der Behandlung von
chronischen Infektionen. Diese sind jedoch sehr kostspielig und finden selten
Verwendung (Youssef et al., 2011, Youssef et al., 2012). Daher scheint VitD mit seiner
aktivierenden Wirkung auf die Synthese von antimikrobiellen Peptiden und seiner
Stellung in der Regulation der Entzindungsreaktionen eine lukrative und

kostengtinstige Therapiemdglichkeit zu sein.

In der Vorbeugung und Behandlung von Rachitis ist die Erhéhung der systemischen
Konzentration an VitD schon seit tiber 100 Jahre bewéhrt (Huldschinsky, 1919). Heute
wird eine vorsorgliche VitD-Supplementation schon wahrend der Schwangerschaft und
im Kindesalter zur Rachitis-Vorbeugung verwendet (Shaw, 2015). Auch zur
Behandlung von Krebspatienten wurden erste Studien durchgefiihrt. Aber hierbei
scheint VitD nur eine positive Wirkung zu haben, wenn Zellentypen betroffen sind, die
den VDR exprimieren und daher auch eine transkriptionelle Aktivitat des VitD
aufweisen (Haussler et al., 1986, Schwartz et al.,, 2004). Des Weiteren konnte die
Behandlung mit VitD in den Wintermonaten, in denen die UV-Strahlung stark begrenzt

ist, zu einer geringen Anzahl der Grippepatienten fihren (Urashima et al., 2010).

Eine US-amerikanische Studie weist darauf hin, dass der Mangel an VitD zu enormen
Kosten im Gesundheitssystem fuhrt und dabei mit einer Pravalenz fur Staphylokokken-
und Pseudomonaden-Infektionen einhergehen (Youssef et al., 2012). Die Verwendung
von Lebertran, Multivitamin Préparaten oder die reine VitD Applikation konnte bereits
bei Infektionen des respiratorischen Systems mit diesen Bakterien zu positiven
Ergebnissen fihren (Linday et al., 2004, Charan et al., 2012). Die einmalige Gabe
einer sehr hohen Dosis oder die Zufuhr von taglichen hohen Dosen von Cholecalciferol
scheint nicht nur die Antibiotikagabe und die Krankenhausaufenthalte zu dezimieren,
sondern auch das generelle Auftreten an Infektionen und die Sekretion an pro-
inflammatorischen Zytokinen senken (Manaseki-Holland et al., 2010, Bergman et al.,
2012, Grossmann et al., 2012a).

Wie jede Therapie birgt auch die VitD-Supplementation Nebenwirkungen und

Gefahren. Durch die férdernde Wirkung auf die Kalzium-Absorption, kdnnen hohe
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systemische VitD-Werte haufig mit einer Hyperkalzdmie oder gar dem Tot assoziiert
werden (Zittermann et al., 2013). Die Verwendung von Ergo- oder Cholecalciferol
zeigen aber meist keine negativen Effekte in klinischen Studien (Amrein et al., 2011,
Grossmann et al., 2012a). Hingegen kann die Applikationen von Cholecalciferol,
25(0OH)D; oder von 1,25(0OH),D; im Nagermodell zu einem Anstieg des
Kalziumspiegels und weiterer toxischer Begleiterscheinungen fiihren (Chow et al.,
2011, Deluca et al.,, 2011). Daher ist es wichtig, die genaue Wirkung des VitD im
Organismus zu charakterisieren und eine optimale Zufuhr an VitD zu finden, um die
systemische Konzentration an 25(0OH)D3; zu erhéhen um den Gesundheitszustand zu

verbessern, ohne dabei andere Signalwege zu stéren.
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2.7 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war das Verstandnis tber die Rolle des VitD im angeborenen
Immunsystem der Lunge weiter auszubauen. Dabei sollte der Verlauf bakterieller
Lungenentziindungen zum einen durch den Mangel und zum anderen durch die

pulmonale Gabe von VitD im Mausmodell beschrieben werden.

Das erste Modell sollte den systemischen Mangel an VitD wiederspiegeln, der haufig
bei Patienten mit chronischen Entziindungsreaktionen der Lunge zu finden ist. Daflr
sollte den Mausen zunéchst das VitD in der Nahrung entzogen werden, um den
systemischen Mangel hervorzurufen. Im Anschluss sollten der Verlauf der Infektion und
der respiratorischen Entziindungsreaktionen nach bakterieller Stimulation untersucht

werden.

Im zweiten Modell sollten die Auswirkungen der direkten pulmonalen Applikation
verschiedener Formen des VitD untersucht werden. Dabei wurde das VitD den Tieren
endotracheale appliziert. Auch hier sollte im Anschluss der Infektions- und

Inflammationsverlauf analysiert werden.

Das Hauptaugenmerk lag dabei zum einen auf der Auflésung der Infektion, durch die
Charakterisierung des bakteriellen Uberlebens nach definierten Zeitpunkten. Zum
anderen sollte durch die Bestimmung ausgewahlter pro-inflammatorischer Marker das

akute Entziindungsgeschehen charakterisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Gerate, Materialien und Software
Gerat/Software Art/Name Hersteller
Durchlichtmikroskop DM750 Leica (Deutschland,
Wetzlar)
Axiovert 25 Zeiss (Deutschland,

Homogenisator

Inkubatoren

Mikroplattenleser

Photometer

Statistik Programm
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IKA® ULTRA-TURRAX® dispender T18

Minitron

Hera Cell

Magellan

Ultrospec 2100 pro

GraphPad Prism 5

Oberkochen)

IKA®Werke
(Deutschland,
Staufen)

Infors HT
(Deutschland,
Einsbach)

Thermo Scientific
(Deutschland,

Schwerte)

Tecan
(Deutschland,

Mainz)

Biochrom
(Deutschland,

Berlin)

GraphPad Software
Inc. (USA, La Jolla)
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Venenkantle Vasofix Brauntle; 18 G Braun
(Deutschland,

Melsungen)
Introcan Safety® 24GA Braun
(Deutschland,
Melsungen)
Zahlkammer Neubauer improved Hartenstein

(Deutschland,
Wirzburg)

Zentrifugen Cellspin Il Tharmac
(Deutschland,

Waldsolms)

Heraeus Megafuge 1.0R Thermo Scientific
(Deutschland,

Schwerte)

Heraeus Fresco 21 Thermo Scientific
(Deutschland,

Schwerte)

Heraeus Labofuge 400 Thermo Scientific
(Deutschland,

Schwerte)

3.1.2 Reagenzien und Kits

Name Hersteller

1,25(0H),Ds Sigma-Aldrich (Deutschland,
Taufkirchen)

25(0OH)D; Sigma-Aldrich (Deutschland,
Taufkirchen)

Diff-Quick Medion (Deutschland, Gréfelfing)
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DMEM/F12 + L-Glutamin

DPBS

Fotales Kéalberserum (FBS)

FLUKA Eukitt® Quick-hardening Mounting Medium

Glycerin

Karlsruhe)

IKA® ULTRA-TURRAX® dispender T18

Staufen)

LB-Agar

Karlsruhe)

LB-Broth

Karlsruhe)

LDH-Cytotoxicity Assay Kit Il
Cambridge)

Né&ahrbouillon

Karlsruhe)

Nucleospin RNA Kit

Penicillin-Streptomycin (P/S)

RPMI 1640

Serum Albumin aus dem Kalb (BSA)

Karlsruhe)

Trypticase™ Soy Agar Il mit 5% Schafsblut
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Life Technologies (Deutschland,

Darmstadt)

Life Technologies (Deutschland,

Darmstadt)

Life Technologies (Deutschland,
Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Deutschland,
Taufkirchen)

Carl Roth (Deutschland,

IKA®Werke (Deutschland,

Carl Roth (Deutschland,

Carl Roth (Deutschland,

Abcam (United Kingdom,

Carl Roth (Deutschland,

Macherey-Nagel (Deutschland,

Diren)

Life Technologies (Deutschland
Darmstadt)

Life Technologies (Deutschland
Darmstadt)

Carl Roth (Deutschland,

BD Bioscience (Deutschland,
Heidelberg)
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Todd-Hewitt Bouillon Carl Roth (Deutschland,

Karlsruhe)

3.1.3 Losungen und Medien

10x Phosphat gepufferte Saline (PBS)

80,06 g/l Natriumchlorid (NaCl)
2,70 g/l Kaliumchlorid

11,57 g/l Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
2,04 g/l Kaliumdihydrogenphosphat

Auffillen mit destilliertem Wasser

Mit Natriumhydroxid auf pH 7,2 — 7,4 einstellen

20x Tris gepufferte Saline (TBS)

48,50 g/l Tris Base
152,00 g/l NacCl
Auffillen mit destilliertem Wasser

Mit Salzsaure auf pH 7,4 einstellen

3.1.4 Bakterienstamme

Stamm Beschreibung

D39 nicht invasiver Streptococcus pneumoniae Stamm
NH57388A mukogener Pseudomonas aeruginosa Stamm aus

Patientenisolat

PAO1 nicht mukogener Pseudomonas aeruginosa Stamm aus

Patientenisolat
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3.15 Zelllinien

Zelllinie Art Herkunft

LA-4 murines epitheliales Lungenadenom ATCC
(Deutschland,
Wesel)

3.1.6 Mauslinien

Mauslinie Herkunft

C57BL/6N Charles River (Deutschland, Koln)

Janvier (Frankreich, Rennes)

3.1.7 Futter und Losungen der Mausversuche

Substanzen Beschreibung Lieferant

VitD Mangelernahrung  VitD Mangelfutter ohne 25(OH)Ds Altromin

Ketamin

Xylazin
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VitD Kontrollfutter mit 500 I. E. 25(OH)D;

Analgetikum, Narkotika
7 mg/kg Kdrpergewicht bei Betaubung
35 mg/kg Korpergewicht bei Tétung

Sedativum, Analgetikum, Muskelrelaxans
105 mg/kg Korpergewicht bei Betaubung
525 mg/kg Korpergewicht bei T6tung

(Deutschland,
Lage)
Altromin
(Deutschland,
Lage)

Bayer
(Deutschland,

Leverkusen)

Bayer
(Deutschland,

Leverkusen)
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3.2 Mikro-, Molekularbiologie und Biochemie

3.21 Kultivierung und Hitzeinaktivierung von Pseudomonas aeruginosa PAO1

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ist ein durch Trinkwasser Ubertragbares,
Gram-positives Bakterium und kann sehr haufig bei immunsuppressiven Patienten mit
chronischen Lungenentzindungen aus dem pulmonalen System isoliert werden
(Campa et al., 1993).

Aus einem Glycerolbestand bei -80C wurden mit einer sterilen Impfose einige
Mikroliter P. aeruginosa PAOL1 entnommen (Stover et al., 2000), auf LB-Agar Platten
ausgestrichen und Gber Nacht (0. N.) bei 37<C inkub iert. Am folgenden Tag wurden die
Kolonien einer Platte in 35 ml LB-Medium geldst. Diese Suspension wurde bei 37<C,
180 rpm und unter aeroben Bedingungen fur 2 h kultiviert. Anschlieend wurde die
Suspension bei 1.885xg und 4<C fur 10 min zentrifug iert. Das Bakterienpellet wurde in
35 ml PBS geldst und erneut zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Bakterien in einem
geeigneten Volumen an PBS geldst und auf eine optische Dichte bei 600 nm (ODgq)

von 1 eingestellt.

Bei Versuchen mit lebendigen Bakterien wurde diese Lésung in einem gewinschten
Volumen 1:10 mit PBS verdinnt. FUr Versuche mit hitzeinaktivierten (h. i) P.
aeruginosa PAO1 wurden die Bakterien unverdiinnt in geeigneten Aliquots in einem
Heizblock bei 95<C fur 10 min denaturiert und danac h bei -20C aufbewahrt.

Zur Quantifizierung der Bakterienmenge wurde die Anzahl der colony forming Units
(CFU) bestimmt. Daflr wurden die Bakteriensuspensionen in entsprechenden
Verdinnungen in einem Volumen von 50 ul auf LB-Agar Platten ausgestrichen und (.
N. bei 37<C kultiviert.

3.2.2 Kultivierung von P. aeruginosa NH57388A

Mukoide Bakterien sind dazu fahig, Alginate an die Umwelt abzugeben. Durch die
Bildung von Alginaten, welche u. a. als Ausgangsprodukt fur Biofilme gebraucht
werden, sind Bakterien in der Lage sich dauerhaft im Organismus zu etablieren.
Gerade in der Lunge schotten diese Bakterien sich so gegen das Immunsystem des
infizierten Organismus ab und kdnnen zu einer chronischen Pneumonie fihren. Der

Bakterienstamm P. aeruginosa NH57388A ist ein Patientenisolat, dass zur Bildung von
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Alginaten fahig ist und im Mausmodell zu einem subakuten Infektionsverlauf fiihren
kann (Hoffmann et al., 2005, Hoffmann et al., 2007).

Aus einem Glycerolbestand bei -80C wurden mit einer sterilen Impfose einige
Mikroliter Bakteriensuspension entnommen, auf Trypticase™ Soy Agar Il mit 5%
Schafsblut ausgestrichen und fiir 2 Tage (d) bei 37°C inkubiert. 80 ml Nahrbouillon mit
1% Glycerin wurden mit einigen Kolonien versetzt und bei 37C unter aeroben

Bedingungen kultiviert.

Um die Effektivitat dieses subakuten Infektionsverlaufs zu erreichen, wurden die
Bakterien in einer NaCl-Loésung, welche das eigene Alginat enthielt, geldst. Daflr
wurde die Bakterienldsung fur ca. 16 h kultiviert, bis diese eine blauliche Farbung
aufwies. Die Suspension wurde mit Medium auf eine ODgqo von 0,4 verdiinnt und 6 ml
wurden in 1 ml Aliquote 30 min bei 14.000 rpm und 4T zentrifugiert. Der vereinigte
Uberstand wurde fiir 30 min bei 80T inkubiert. Der Ausfall wurde einmal in eiskaltem
Ethanol sterilisiert und dreimal in einer 0,9% NaCl-Losung gewaschen. Danach wurde

das Alginat in 1,5 ml der 0,9% NaCl-Ldsung geldst und 0. N. bei 4C gelagert.

Zur Isolation der Bakterien wurde die Bakterienlosung fur ca. 15 h kultiviert, ohne dass
eine blauliche Farbung auftrat. Die Suspension wurde mit Medium auf eine ODggo VON
0,4 verduinnt und 6 ml wurden in 1 ml Aliquote 30 min bei 14.000 rpm und 4T
zentrifugiert. Die Pellets wurden vereinigt und in 300 pl der zuvor hergestellten

Alginatldsung gelost.

Zur Quantifizierung wurden jeweils 50 pl der Bakteriensuspension in entsprechenden
Verdinnungen auf Trypticase™ Soy Agar Il mit 5% Schafsblut ausgestrichen und . N.
bis 2 d bei 37<C kultiviert.

3.2.3 Kultivierung von Streptococcus pneumoniae D39

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) ist ein Gram-negatives Bakterium und
wird haufig bei chronischen und akuten Lungenentziindungen gefunden. In dieser
Arbeit wurde ein Glycerolbestand von S. pneumoniae D39 in 1 ml Aliquote mit 10%
Glycerin bei -80C aufbewahrt (Morona et al., 2004). Ein Aliquot wurde in 15 ml THB-
Medium transferiert und unter anaeroben Bedingungen bis zu einer ODgyo Von 0,5 bei
37T inkubiert. Die Bakterienldsung wurde bei 1.885 xg fur 10 min bei 4C zentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde mit 15 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Danach
wurde das Pellet in 4 ml PBS gelést und so eine Bakterienkonzentration von 8x10° bis

7,35x10” CFU/ml eingestellt.
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Zur Quantifizierung wurden 10 pl der Bakteriensuspension in entsprechenden
Verdinnungen als Doppelbestimmung auf Trypticase™ Soy Agar |l mit 5% Schafsblut
aufgebracht und 0. N. bei 37<C kultiviert.

3.24 Proteinquantifizierung

Zur Quantifizierung von inflammatorischen Proteinen in der BALF, im
Lungenhomogenisat, im Plasma oder im Zellkulturiiberstand wurde das Prinzip des
Enzym Linked Immunosorbent Assays (ELISA) verwendet. In dieser Arbeit wurden
ELISA Kits von R&D Systems (USA, Minneapolis) nach Herstellerangaben gebraucht.
Bei hohen Proteinkonzentrationen wurden die Proben mit den entsprechenden
Pufferlésungen verdinnt. Die Absorptionen wurden bei 450 nm gemessen und mit der

Magellan Software ausgewertet.

Die Bestimmung der Konzentration von 25(OH)D; in den Seren der M&usen wurden
vom Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes (Deutschland, Homburg)
mit Hilfe des LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL Assay (DiaSorin, Stillwater, MN,
USA) durchgefihrt. Dafiir wurden die Seren von zwei bis vier Mausen vereinigt um ein
Volumenminimum von 500 ul pro Messung zu erreichen. Das messbare Minimum an
25(0OH)D; lag dabei bei 4 ng/ml.

3.25 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl beim Aussaen von Zellen oder zur Bestimmung dieser in
der BALF wurden die Zellen mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die

Anzahl der Zellen pro GroRR3quadrat wurde bestimmt und mit 10.000 multipliziert.

3.2.6 Differenzierung der Immunzellen

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils der verschiedenen Immunzellen wurde die
BALF, wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben, gewonnen und aufgearbeitet. Die Zellen
wurden im Anschluss in einem geeigneten Verhdaltnis mit PBS verdinnt und 200 pl
wurden in eine Cytospin-Kivette, versehen mit Objekttrager und Filterkarten, gefuillt.
Diese wurden 5 min bei 300xg zentrifugiert und die Zellen auf dem Objekttrager
getrocknet. AnschlieRend wurden die Zellen mit Hilfe des ,Diff-Quick“-Kits fixiert und

gefarbt. Nachdem die Zellen . N. trockneten, wurden diese mit Hilfe von Deckgléasern
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und FLUKA Eukitt® eingebettet. Die Anzahl der verschiedenen Leukozyten wurde mit

Hilfe des Durchlichtmikroskops bestimmt und im Anschluss quantifiziert.

3.2.7 Bestimmung der Zellzytotoxizitat

Um eine mogliche toxische Wirkung der in vitro verwendeten Substanzen zu
untersuchen, wurde das ,LDH-Cytotoxicity Assay Kit I von Abcam nach
Herstellerangaben verwendet und die Menge an der Lactatdehydrogenase (LDH) im

Zellkulturiberstand bestimmt.
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3.3 In vitro Zellkultivierung

Alle Zellen wurden bei 37C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Medien
wurden mit 1% P/S und dem bendétigtem Volumen an fétalem Rinderserum (FBS) fur
die regulare Kultivierung versetzt. Dabei wurden alle Zellen in Zellkulturflaschen mit 75
cm? Flache gehalten. Fiir die Versuche wurden die Zellen in verschiedene Schalen

ausgesat.

3.31 Kultivierung und Stimulation der murinen Epithelzelllinie LA-4

Zur in vitro Analysen der verschiedenen Formen des 25(OH)Ds; wurde in dieser Arbeit
zunachst die murine Epithelzelllinie LA-4 verwendet. Diese wurden in Ham’s F-12K
Medium mit 15% FBS kultiviert. 1x10°> Zellen wurden in 12-Well Schalen ausgesét.
Nach 24 h wurde das Medium erneuert, welche die verschiedenen VitD-Formen oder
Losungsmitteln enthielten und nach weiteren 24 h mit 30 pl der Bakteriensuspensionen
bzw. PBS versetzt. Der Uberstand wurde nach 4 h bzw. 6 h entnommen und bei -80C

aufbewabhrt.
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3.4 In vivo Mausversuche

Nach der Anlieferung durch das entsprechende Unternehmen wurden die Mause in der
Tierhaltung der Klinisch-Experimentellen Chirurgie des Saarlandes unter pathogen-
freien Bedingungen, bei 20C bis 22C Raumtemperatu r, einer relativen Luftfeuchte
von 55% und einem Tag-/Nacht-Rhythmus von 12 h gehalten. Die Haltung der Tiere
und die Durchfiihrung der Experimente wurden vom Landesamt fir Soziales,
Gesundheit und Verbraucherschutz des Saarlandes genehmigt. Die Kéafige wurden
wochentlich gereinigt und die Mause erhielten Futter und Wasser ad libitum.
Entsprechend dem Versuchsaufbau bekamen die Tiere regulares Haltungs- oder das

entsprechende Diatfutter.

Da fur die Infektionsversuche potentiell human pathogene Bakterien verwendet
wurden, wurden die Tiere mindestens einen Tag vor Versuchsbeginn in den S2-
Tierstall der medizinischen Mikrobiologie und Hygiene der Universitat des Saarlandes
gebracht. Die Mause wurden dort in einzeln belifteten Kéfigen (IVC — individually
ventilated cages) unter Standard Haltungsbedingungen mit normalem Tag-/Nacht-

Rythmus und Wasser und Futter ad libitum gehalten

3.4.1 Intranasale Infektion

Fur die intranasale Infektion wurden die M&use mit einer Ketamin-Xylazin-Mischung in
NaCl betaubt. Diese wurden vor Versuchsbeginn gewogen und wéahrend der
Betdubung mit Hilfe von Heizmatten gewérmt. Nachdem die Mause keinen
Schnurhaarreflex mehr aufwiesen, wurden diese an einem Draht mit den
Vorderzdhnen aufgehangt. Die Bakterien bzw. das Losungsmittel wurde mit Hilfe einer
Mikropipette auf die Nasenlocher gegeben. Dabei wurden in jedem Schritt 10 pl
appliziert, abwechselt in beide Nasenldcher. Insgesamt wurden 40 pl gegeben und

zwischen jedem Applikationsschritt eine Ruhezeit von mindestens 5 min eingehalten.

Nach der Infektion wurden die Tiere erneut gewarmt und regelméafig beobachtet. Bei
mehrtégigen Versuchen wurden bei den Tieren taglich das Verhalten und das Gewicht
erfasst. Sobald ein Tier eine starke Beeintrachtigung aufwies, wurde es mit einer

Uberdosis der Ketamin-Xylazin Mischung in NaCl euthanasiert.
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3.4.2 Endotracheale Intubation

Die endotracheale Intubation wurde nach dem Protokoll von Bivas-Benita et al.
durchgefuhrt (Bivas-Benita et al., 2005). Dabei wurden die M&ause mit einer Ketamin-
Xylazin Mischung in NaCl betdubt. Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn gewogen und
wahrend der Betaubung mit Hilfe von Heizmatten gewarmt. Sobald die Mause keinen
Schnurhaarreflex mehr aufwiesen wurden diese an den Vorderzéhnen und am Thorax
befestigt. Die Zunge wurde fixiert und der Mund mit Hilfe eines Spatels offengehalten.
Mit Hilfe einer externen Lichtquelle auf dem Thorax konnte der Ubergang vom
Mundraum zur Trachea sichtbargemacht werden. Eine Introcan Safety® Kanule wurde
in die Trachea eingefihrt und die Lésungen mit Hilfe einer Spritze in den trachealen

Raum appliziert.

Nach der Intubation wurden die Tiere erneut gewarmt und regelmaRig beobachtet.
Sobald ein Tier eine starke Beeintrachtigung aufwies, wurde es mit einer Uberdosis der

Ketamin-Xylazin-Mischung in NaCl euthanasiert.

3.4.3 Probenentnahme und -verarbeitung

Alle entnommenen Proben wurden bis zur Aufbereitung auf Eis gelagert, wenn nicht

anders angegeben.

Die Tiere wurden mit einer Uberdosis des Ketamin-Xylazin Mischung in NaCl
euthanasiert. Sobald kein Zwischenzehenreflex mehr vorhanden war, wurde der
Thorax getffnet und mit einer Kanlle das Blut an der Herzspitze entnommen. Zur
Herstellung von EDTA-Plasmaproben wurde das Vollblut mit einem Tropfen 0,6 M
EDTA versetzt. Zur Gewinnung des Serums wurde das Vollblut bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurden die Proben bei 10.000xg fir 10 min bei 4C zentrifugiert. Das
Plasma bzw. das Serum wurden von den restlichen Bestandteilen getrennt und bei -
80T aufbewabhrt.

Danach wurde die Trachea freigelegt und mit einem Venenkatheter versehen. Mit Hilfe
einer 1 ml Spritze wurde die Lunge dreimal mit 1 ml PBS gespult. Zur Bestimmung der
Anzahl an lebendigen Bakterien in dieser bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF)
wurde bei den Infektionsversuchen eine geeignete Menge der BALF in geeigneten
Verdinnungen auf Agarplatten kultiviert. Die BALF wurde bei 300xg fir 10 min bei 4C

zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -80C aufbewahrt. Die BALF-
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Zellen wurden in einem geeignetem Volumen PBS aufgenommen und vorsichtig

vereinzelt. Die Zellen wurden bis zur Bestimmung bei 4T bis RT aufbewahtrt.

Die Lunge wurde entnommen und in zwei Halften geteilt. Der linke Lungenfligel wurde
in 1 ml PBS mit dem IKA® ULTRA-TURRAX® dispender T18 bei 20.000 rpm
homogenisiert. Zur Bestimmung der Bakterienkolonisierung des Lungengewebes
wurden bei den Infektionsversuchen geeignete Mengen in geeigneten Verdiinnungen
auf Agar-Platten kultiviert. AnschlieRend wurde das Lungenhomogenisat bei 10.000xg
fir 10 min bei 4C zentrifugiert. Der Uberstand wur de abgenommen und bei -80C

aufbewabhrt.
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3.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Experimente wurde die Software GraphPad Prism 5
herangezogen und die Tests nhach allgemeinen mathematischen Richtlinien
ausgewahlt. Die Werte wurde als Mittelwert + dem Standartfehler dargestellt. Als

statisch signifikant wurden p-Werte von unter 0,05 anerkannt.

Die Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mit einem zweiseitigen T-test
analysiert. Bei nicht normalverteilten Proben wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Um die Unterschiede zwischen mehreren Gruppen zu analysieren, wurden
Varianzanalysen (analysis of variance ANOVA) herangezogen. Bei nicht

normalverteilten Proben wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet.
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4 Ergebnisse
.|

4.1 Auswirkungen eines systemischen Mangels an VitD auf die spezifische

pulmonale Immunabwehr

Der systemische Mangel an VitD ist ein weltweites Problem. Besonders Patienten mit
chronischen Erkrankungen des respiratorischen Immunsystems weisen haufig einen
niedrigen Serumspiegel des VitD auf (Laaksi et al., 2007, Ginde et al., 2009, Camargo
et al.,, 2011). Um einen besseren Einblick in die Rolle des VitD im angeborenen
Immunsystem der Lunge zu erlangen, sollte in dieser Arbeit ein Mausmodell entwickelt
werden, das einen Mangel an diesem Vitamin aufweist. Dafir wurden C57BL/6N WT-
Tiere im Alter von acht Wochen verwendet. Die Mause wurden ab diesem Zeitpunkt mit
bestimmten Diaten gefittert. Zum einen wurde ein Futter verwendet, das kein VitD
enthielt und zum anderen eine vergleichbare Diat mit einem VitD-Gehalt von 500
Internationalen Einheiten (1.E.)/kg. Nachfuhrend werden die verschieden gefitterten
Gruppen als mangelernahrte Gruppe (ohne VitD) bzw. als Kontrollgruppe (mit VitD)
bezeichnet. Im Alter von insgesamt 18 bis 20 Wochen, also zehn bis zw6If Wochen auf

den Diaten, wurden die Tiere fur alle weiteren Analysen herangezogen.

41.1 Systemische Auswirkungen der Spezialdidten und dessen Folgen auf

ausgewahlte Marker der pulmonalen Immunabwehr

41.1.1 Auswirkungen der Spezialdiaten auf das Serumlevel an 25(0OH)D3

Zunachst wurde der VitD-Serumspiegel in den Tieren bestimmt, um die Grundlage der
Experimente, den VitD Mangel, zu untersuchen. Dazu wurden zwei unabh&ngige
Untersuchungen mit jeweils zehn Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Die Seren von zwei
bis vier Tieren derselben Gruppe wurden vereinigt um ein Minimum von 500 pl zu
erreichen. Dabei wiesen die beiden Gruppen einen grof3en Unterschied in den
Konzentrationen des 25(OH)D; auf. Die Mittelwerte der Kontrolltiere lagen bei der
ersten Messung bei 35,3 ng/ml, bei der zweiten bei 26,3 ng/ml und insgesamt bei

30,8 ng/ml (+/- 2,1 ng/ml). Die Werte der Mangeltiere lagen meist unter 4 ng/ml.
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Ernahrung der Mause ohne VitD nach
zehn bis zwolf Wochen zu einem sehr viel geringeren VitD Serumspiegel fiihrte als die

Ernéhrung mit einem vergleichbaren VitD-haltigem Futter.

41.1.2 Auswirkungen der Spezialdiaten auf das Korpergewicht

In einige Studien wurde ein Zusammenhang zwischen einem erhéhten Kérpergewicht
und einem niedrigen VitD-Serumspiegel aufgezeigt (Drincic et al., 2012). Andersherum
wurde in einem Rattenmodell beschrieben, dass die Gabe des aktiven Metaboliten des

VitD zu einer Erniedrigung des Korpergewicht fihrte (Chow et al., 2011).

Um diesen Umstand zu untersuchen, wurde bei sdmtlichen Tieren zehn bis zwolf
Wochen nach Beginn der Futterung der Spezialdidten das Korpergewicht bestimmt.
Jedoch konnte trotz der sehr hohen Anzahl an Individuen (n =110 — 112) kein
statistischer signifikanter Unterschied (p = 0,056) das Korpergewicht betreffend
festgestellt werden (Abb. 4).
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Abbildung 4: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keinem Unte rschied des
Korpergewichts. Die Mause wurden im Alter von acht Wochen auf die Spezialdiaten gesetzt.

Das Koérpergewicht wurde nach 10 — 12 Wochen bestimmt.

41.1.3 Auswirkungen der Spezialdidgten auf ausgewahlte Parameter der

Immunabwehr der Lunge

Nachdem gezeigt wurde, dass die Ernahrung der Mause ohne VitD zu einem

eindeutigen systemischen Mangel dieses Vitamins fuhrt, wurden verschiedene Marker
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des pulmonalen angeborenen Immunsystems untersucht. Dazu wurden zwei

unabhangige Versuche mit jeweils zehn Tieren pro Gruppe durchgefihrt.

Zunachst wurden die Immunzellen aus der BALF isoliert und analysiert. Dabei lag die
Gesamtzellzahl in beiden Gruppen in der BALF bei ca. 23.000 Zellen/ml und setzten
sich zum Grof3teil aus Makrophagen zusammen. Neutrophile waren in beiden Gruppen
nur vereinzelt zu finden. (Abb. 5). Dabei ergaben sich aber keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 5: Der systemische Mangel an VitD fiihrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF. Die Tiere wurden nach 10 — 12 Wochen
auf den Diaten analysiert (n = 20). Beide Gruppen zeigten ahnliche Zellzahlen in Bezug auf
Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C).

Des Weiterem wurden die BALF und das Lungenhomogenisat auf pro-
inflammatorische Zytokine untersucht. Dazu wurden die Werte von KC, ein murines
Homolog zum humanen IL-8 und IL-18 gemessen. Die Werte von KC lagen in der
BALF haufig unterhalb des messbaren Minimums. Lediglich neun von 20 Tieren der
Kontrolle und 13 von 20 Tieren der Mangeltiere zeigten auswertbare Messergebnisse.
Im Lungenhomogenisat lagen die KC-Werte aller Tiere im unteren messbaren Bereich
(Abb. 6 A). IL-1B8 konnte in der BALF bei keinem Tier und im Lungenhomogenisat in
allen Tieren nachgewiesen werden (Abb. 6 B). Jedoch konnten keine statistischen
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in den Konzentrationen von KC und IL-1f3

gefunden werden (Abb. 6).
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Abbildung 6: Der systemische Mangel an VitD fiihrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
Zytokinabgabe in der Lunge. Die Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels
ELISA nach 10 — 12 Wochen auf den Diaten analysiert. Beide Gruppen zeigten ahnliche
Konzentrationswerte an KC (A) und an IL-13 (B).

41.2 Immunologische Auswirkungen des VitD-Mangels bei intranasalen

Infektionen

Die ersten Ergebnisse zeigten, dass der Mangel an VitD per se zu keinen
Unterschieden in den untersuchten Parametern fuhrte. Viele Studien der letzten Jahre
zeigten jedoch, dass ein gestdrtes Immunsystem mit einem Mangel an VitD einhergeht
und dies haufig auch mit Infektionen der Atemwege assoziiert ist (Wilkinson et al.,
2000, Ginde et al., 2009, Camargo et al., 2011). Daher wurden die Kontroll- und
Mangeltiere mit human pathogenen Bakterien stimuliert um die Auswirkungen des VitD

Mangels zu untersuchen.

41.2.1 Intranasale Losungsmittelgabe als Kontrollexperiment

Alle Bakterien, mit Ausnahme der P. aeruginosa NH57388A, wurden in PBS geldst.
Daher wurde den Mausen als Kontrollexperiment PBS intranasal appliziert. Die Tiere

wurden nach 6 h bzw. 24 h prapariert und analysiert.

Die Stimulation der Atemwege mit PBS fiihrte nach 6 h bzw. 24 h zu einer leichten
Erhéhung der Zellzahl. Der Mittelwert der Gesamtzellzahl der BALF erhdhte sich um
knapp das zweifache verglichen mit jenem der unbehandelten Tiere (Abb.5 und 7 A -
C). Damit stiegen auch die Mittelwerte der Makrophagen. Des Weiteren wurden
haufiger Neutrophile in der BALF gefunden (Abb. 7 A - C).
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Abbildung 7: Der systemische Mangel an VitD fuhrt zu keiner immu  nologischen
Beeintrachtigung in der Lunge nach der PBS-Stimulat ion. 6 h bzw. 24 h nach der
intranasalen PBS-Stimulation wurden die Zellzahlen in der BALF und die Zytokine in der BALF
und im Lungengewebe mittels ELISA analysiert (n = 9 - 10). Beide Gruppen zeigten
vergleichbare Zellzahlen (A, B, C) und Zytokinwerte an KC (D) und an IL-13 (E).

Ahnliches zeigte sich bei den Konzentrationen von KC und IL-1B. Jedoch waren auch
diese Werte sehr gering und die pro-inflammatorischen Zytokine nicht bei jedem Tier
messbar. So konnten die KC-Werte in der BALF bei der Kontrollgruppe bei sieben von
neun (6 h) bzw. einem von zehn Tieren (24 h) und bei den Mangeltieren bei sechs (6 h)
bzw. drei (24 h) von jeweils zehn Tieren gemessen werden. Im Lungenhomogenisat
konnten nach 6 h bei allen und nach 24 h bei acht (Kontrolle) bzw. bei neun
(Mangeltiere) die KC-Werte dargestellt werden (Abb. 7 D). Die Ausschuttung von IL-13
in der BALF konnte auch nach der Stimulation mit PBS nicht gemessen werden. Im
Lungenhomogenisat hingegen konnte nach 6 h bei acht von neun (Kontrolle) bzw. bei
sieben von zehn (Mangeltiere) die IL-1B-Konzentrationen bestimmt werden und nach
24 h zeigten acht (Kontrolle) bzw. neun (Mangeltiere) Proben messbare IL-1p-Werte
(Abb. 7 E).
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Die Stimulation mit PBS fihrte zu einer geringen Erhéhung der untersuchten
Parameter im Vergleich zu den Tieren ohne intranasale Stimulation (s. Abschnitt
4.1.1.3), jedoch waren die gemessenen Werte sehr gering und es waren keine

Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar.

4.1.2.2 Intranasale Stimulation mit h. i. P. aeruginosa PAO1

Weitergehend wurden die Entziindungsreaktionen im respiratorischen System nach
der Stimulation mit h. i. P. aeruginosa PAO1 untersucht. Daftir wurden die beiden
Gruppen intranasal mit h. i. P. aeruginosa PAOl behandelt, welches einer
Konzentration von 3,56x10° CFU/Maus entsprach und nach 6 h (n = 12) bzw. 24 h

(n =4 - 5) analysiert. Dabei war die BALF eines Kontrolltieres (6 h) nicht auswertbar.

Durch die bakterielle Stimulation kam es zu einer betrachtlichen Erh6hung der
Gesamtzellzahl nach 6 h im Vergleich zu der PBS-Stimulation und stieg nach 24 h
weiter an(Abb. 7 A und 8 A). Bei den Kontrolltieren war diese Erhdhung statistisch
signifikant, aber auch bei der Mangelgruppe stieg der Mittelwert deutlich. Dies war fast
ausschlieB3lich durch einen Einstrom an Neutrophilen begrindet, die meist 80% bis
90% der gesamten Zellpopulation der BALF ausmachten (Abb. 7 C und 8 C). Hingegen
blieb die Anzahl der Makrophagen fast unbeeinflusst. Diese erhéht sich nur leicht nach
24 h (Abb. 7 B und 8 B). Aber auch hier konnten keine Unterschiede zwischen den

Gruppen statistisch gezeigt werden.

Neben der Erhohung der Zellzahl stieg auch die Konzentration der untersuchten
Zytokine durch die bakterielle Stimulation m Vergleich zur PBS-Stimulation (Abb. 7 D,
E und 9). Nach 6 h waren die Mittelwerte von KC um ca. das Hundertfache erhoht.
Nach 24 h sank die Konzentration in beiden Gruppen sowohl in der BALF als auch im
Lungenhomogenisat wieder (Abb. 9 A). Dieser Abfall ist in der BALF bei beiden
Gruppen signifikant (p < 0,05). Im Lungenhomogenisat war dieser zwar deutlich

erkennbar, aber nicht statistisch signifikant (p > 0,05).

Die IL-1B-Konzentrationen im Lungenhomogenisat waren um das FUnf- bis Zehnfache
erhoht, verglichen mit der intranasalen PBS Stimulation (Abb. 7 E und 9 B). Nach 6 h
waren in der BALF kaum auswertbare Messwerte verfigbar. So konnten in der
Kontrollgruppe zwei und bei den Mangeltieren sieben von jeweils zwdlf Tieren
ausgewertet werden. Nach 24 h konnten alle Kontrolltiere und vier von funf der
Mangeltiere gemessen werden. Diese Mittelwerte waren jedoch mit hdchstens

100 pg/ml sehr gering und unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht. Im
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Lungenhomogenisat waren alle Werte im messbaren Bereich und um ca. das
Zehnfache erhoht (Abb. 7 E und 9 B).
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Abbildung 8: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keiner Vera nderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach de r Stimulation mit h. i. P.
aeruginosa PAOL. 6 h bzw. 24 h nach der intranasalen Stimulation mit h. i. P. aeruginosa
PAO1 wurden die Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 5 — 12). Beide Gruppen zeigten
ahnliche Zellzahlen in Bezug auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C).
Jedoch lag die Anzahl der Zellen nach 24 h héher als nach 6 h. (* p < 0,05)
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Abbildung 9: Der systemische Mangel an VitD fiihrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach der Stimulation mit h. i. P. aeruginosa PAO1. Die
Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA 6 h bzw. 24 h nach der
intranasalen Stimulation mit h. i. P. aeruginosa analysiert (n = 5 — 12). Beide Gruppen zeigten
ahnliche Konzentrationswerte an KC (A) und an IL-13 (B). (** p < 0,01)

Beim Vergleich der Kontroll- mit der Mangelernahrung konnten keine statistischen

Unterschiede nachgewiesen werden. Der systemische VitD-Mangel fihrte zu keiner
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Beeintrachtigung in den untersuchten Parametern nach der Stimulation mit h. i. P.

aeruginosa.

4.1.2.3 Intranasale Stimulation mit lebendigen P. aeruginosa PAOL1 fur 6 h und
24 h

Um neben den Auswirkungen des Mangels an VitD auf die analysierten
Entzindungswerte auch die Bekampfung einer akuten Pneumonie zu beurteilen,
wurden die Kontroll- bzw. die Mangeltiere (n = 12) auch mit lebendigen P. aeruginosa
PAOL1 fir 6 h und 24 h mit jeweils 1,3x10° bis 4,95x10° CFU/Tier intranasal infiziert.
Dabei wurde neben den Entziindungsparametern auch die Anzahl an lebensfahigen
Bakterien in der Lunge in zwei unabhangigen Versuchen mit jeweils sechs Tieren pro

Gruppe bestimmt.

Die Zellzahlen stiegen deutlich durch die Infektion mit den lebendigen Bakterien an,
verglichen mit der PBS-Stimulation (Abb. 7 und 10). Zwischen 6 h und 24 h konnte
noch einmal ein leichter Anstieg der Zellzahl festgestellt werden. Dabei gab es aber
zwischen den Gruppen keine statistischen Unterschiede. Die Anzahl der Makrophagen
stieg jedoch nur leicht durch die bakterielle Stimulation (Abb. 10 B). Der Anstieg der
gesamten Zellzahl wurde durch einen massiven Einstrom an Neutrophilen ausgeldst,

welche um die 90% der gesamten Zellen in der BALF ausmachten (Abb. 10 C).
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Abbildung 10: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keiner Verd nderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach ak  uter Infektion mit lebendigen P.
aeruginosa PAOL1. 6 h bzw. 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die
Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 12 Beide Gruppen zeigten &hnliche Zellzahlen in Bezug
auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C). Jedoch lag die Anzahl der
Zellen nach 24 h etwas héher als nach 6 h. (** p < 0,01)
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Die messbaren Konzentrationen der untersuchten Zytokine KC und IL-1B waren mit
denen zu vergleichen, die nach der Stimulation mit h. i. P aeruginosa PAO1 detektiert
werden konnten (Abb. 9 und 11). Dabei war die KC-Konzentration nach 24 h signifikant
reduziert im Vergleich zu den Werten nach 6 h. Lediglich bei einem Mangeltier konnte
in der BALF kein KC nach 24 h nachgewiesen werden (Abb. 11 A).

Des Weiteren konnten fast alle IL-13-Werte bestimmt werden. Eine Ausnahme bildeten
dabei nur die Werte nach 24 h in der BALF (Abb. 11 B). Hier konnten lediglich in der
Kontrollgruppe zwei und bei den Mangeltieren neun von zwolf Tieren ausgewertet
werden und die messbaren Werte lagen nicht Gber 40 pg/ml. Nach 6 h waren die
Konzentrationen an IL-1 allerdings noch deutlich, aber nicht signifikant, erhéht. Auch
konnte im Homogenisat der Lunge eine deutlich hohere Menge dieses Zytokins
nachgewiesen werden als in der BALF, welche sich zwischen den beiden Zeitpunkten
nicht wirklich unterschieden. Aber auch hier gab es keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (Abb. 11B).
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Abbildung 11: Der systemische Mangel an VitD fuhrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach akuter Infektion mi t lebendigen P. aeruginosa PAOL.
Die Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA 6 h bzw. 24 h nach der
intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 12). Beide Gruppen zeigten ahnliche
Konzentrationswerte an KC (A) und an IL-183 (B). (* p < 0,05 bzw. *** p < 0,001)

Durch die Verwendung der lebendigen Bakterien konnte in diesem Versuchsaufbau
auch das Abtdten der Bakterien innerhalb der Lunge beurteilt werden (Abb. 12). 6h
nach intranasaler Infektion konnten sowohl in der BALF als auch im
Lungenhomogenisat in beiden Gruppen Werte zwischen 26.500 CFU/ml und
80.000 CFU/ml nachgewiesen werden. Nach bereits 24 h konnten kaum noch

Bakterien in den beiden Kompartimenten gefunden werden und dieser Abfall der
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Anzahl der lebensfahigen Bakterien war zwischen 6 h und 24 h in allen Gruppen
signifikant.

Somit konnte auch durch die Verwendung lebendiger P. aeruginosa PAO1 keine

Beeintrachtigung in den Mangeltiere nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Der systemische Mangel an VitD fuhrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
bakteriellen Klarung in der Lunge nach akuter Infek  tion mit lebendigen P. aeruginosa
PAOL1. Die Anzahl der lebensfahigen Bakterien in der BALF und im Lungenhomogenisat wurde
6 h bzw. 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 12). Beide Gruppen
zeigten &hnliche Anzahlen an lebensfahigen Bakterien. Die Anzahl der nachweisbaren
Bakterien nahm in beiden Kompartimenten signifikant mit der Zeit ab. (* p < 0,05 bzw. *** p <
0,01)

4124 Intranasale Stimulation mit lebendigen P. aeruginosa PAOL fur 3 d

Um neben der Untersuchung des akuten Verlaufes einer P. aeruginosa PAO1
ausgeldsten Infektion auch einen spateren Zeitpunkt zu analysieren, wurden die beiden
Gruppen weiterfiihrend fiir drei Tage mit 8.24x10° CFU P. aeruginosa PAO1 sowie mit
der Kontrollldsung PBS infiziert.

Die Tiere wurden taglich begutachtet und gewogen. Mit PBS wurden pro Gruppe acht
Tiere behandelt und alle Uberlebten bis Tag 3. In der Kontrollgruppe wurden zwolf
Tiere mit P. aeruginosa PAOL infiziert und drei Uberlebten bis Tag 3. Auch in der
Mangeltiergruppe wurden zwolf Tiere infiziert, ein Tier verstarb noch wéhrend der

Infektion und sieben Tiere Uberlebten bis Tag 3.

Die Veranderung des Korpergewichts kann zur Beurteilung des allgemeinen
Gesundheitszustands herangezogen werden. Die Gewichte der PBS-behandelten
Mause blieben Uber den Infektionszeitraum konstant (Abb. 13). Dagegen zeigte sich in

beiden Gruppen nach der Infektion mit P. aeruginosa PAOL, dass diese Tiere bis
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Tag 2 ca. 2 g ihres Kérpergewichtes verloren. Am dritten Tag konnte hingegen wieder

eine leichte Gewichtszunahme in beiden Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 13: Der systemische Mangel an VitD fiuhrt zu keiner sign  ifikanten
Beeintrachtigung des Gewichtes nach subakuter Infek tion mit lebendigen P. aeruginosa
PAO1. Der Gewichtsverlauf wurden tber die 3 d hinweg bestimmt (n = 3 — 8). Die bakterielle,
aber nicht die PBS-, Behandlung fuhrte in beiden Gruppen zu einer Abnahme des
Kdrpergewichtes bis Tag 2.

Durch die Infektion kam es zu einem deutlichen Anstieg der Zellzahl in der BALF
verglichen mit der PBS-Behandlung nach drei Tagen (Abb. 14 A). In den Kontrolltieren
war dieser nicht signifikant, aber mit einem Anstieg von 23.700 auf 123.400 Zellen/ml
sehr stark. In den Mangeltieren hingegen konnte eine signifikante Erhoéhung der
mittleren Zellzahl festgestellt werden. Dies spiegelt sich auch in der Anzahl der
Makrophagen und Neutrophilen wieder (Abb. 14 B und C). Bei den Mangeltieren

konnte auch hier eine signifikante Erh6hung festgestellt werden.
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Abbildung 14: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keiner Verd nderung
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach su  bakuter Infektion mit
lebendigen P. aeruginosa PAOL. 3 d nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die
Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 3 — 8). Beide Gruppen zeigten &hnliche Zellzahlen in
Bezug auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C). Jedoch lag in der
Mangeltiergruppe die Anzahl der Zellen bei der bakteriellen Stimulation signifikant héher als bei
der mit PBS. (* p < 0,05, ** p < 0,01 bzw. *** p < 0,001)
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Wie auch nach 6 h und 24 h waren die KC-Werte nach dreitdgiger intranasaler
Stimulation mit PBS nur in sehr wenigen Tieren nachweisbar (Abb. 11 A und 15 A). Bei
den Mangeltieren war KC in keinem Tier messbar. So konnte dieses Chemokin in der
Kontrollgruppe bei zwei Tieren in der BALF und bei einem Tier im Lungenhomogenisat
detektiert werden. Drei Tage nach der Infektion mit P. aeruginosa PAO1 konnte KC
auch in der BALF bei kaum einem Tier gemessen werden. Bei den Kontrolltieren war
KC bei zwei von drei und bei den Mangeltieren bei drei von sieben Tieren nachweisbar.
Jedoch konnte bei diesem Zeitpunkt im Lungenhomogenisat bei allen Tieren KC

gemessen werden.

IL-18 konnte drei Tage nach der Infektion in keinem der Tiere in der BALF
nachgewiesen werden. Im Lungenhomogenisat stieg die Konzentration deutlich durch
die Behandlung mit P. aeruginosa PAO1 an (Abb. 15 B). In den Mangeltieren war
dieser Anstieg statistisch signifikant (p < 0,01).
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Abbildung 15: Der systemische Mangel an VitD fuhrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach subakuter Infektion mit lebendigen P. aeruginosa
PAO1. Die Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA 3 d nach der
intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 3 — 8). Beide Gruppen zeigten &hnliche
Konzentrationswerte an KC (A) und an IL-1B (B). (** p < 0,05)

Auch in diesem Versuch wurde die Lunge auf die Anzahl lebensfahiger Bakterien
untersucht. Drei Tage nach der Infektion mit P. aeruginosa PAO1 waren fast alle
Bakterien in der Lunge geklart. Nur vereinzelt waren noch Bakterien zu finden, dass zu
Mittelwerten in der BALF von 6,7 CFU/ml in den Kontrolltieren und 2,9 CFU/ml in den
Mangeltieren fuhrte (Abb. 16). Im Lungenhomogenisat waren nach drei Tagen in den
Kontrolltieren im Mittel noch 6,7 CFU/ml und in den Mangeltieren 68,6 CFU/ml (+/-
30,82) nachweisbar. Dieser Unterschied war jedoch aufgrund des hohen

Standartfehlers nicht signifikant.
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Abbildung 16: Der systemische Mangel an VitD fuhrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
bakteriellen Klarung in der Lunge nach subakuter In fektion mit lebendigen P. aeruginosa
PAOL1. Die Anzahl der lebensfahigen Bakterien in der BALF und im Lungenhomogenisat wurde
3 d nach der intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 3 - 7). Beide Gruppen zeigten
ahnliche Anzahlen an lebensféhigen Bakterien.

Somit konnte auch keine Beeintrachtigung des Immunsystems bei einer l&ngeren
Inkubationsdauer mit lebendigen P. aeruginosa PAOL1 bei einem systemischen Mangel

an VitD gefunden werden.

4.1.2.5 Intranasale Stimulation mit lebendigen P. aeruginosa NH57388A fir 5 d

Wie sich durch den Infektionsversuch tber 3 d zeigte, wurden die humanpathogenen
P. aeruginosa PAOL1 relativ schnell in der Lunge der Maus geklart. Daher wurde ein
zweites subakutes Infektionsmodell gewahlt. Bei diesem wurde ein Patientenisolat von
P. aeruginosa verwendet, bei dem die Bakterien fahig sind Alginat zu produzieren und
sich dadurch langer in der murinen Lungen festsetzen kénnen (Hoffmann et al., 2005).
Dazu wurden neun Kontrolltiere und zehn Mangeltiere mit jeweils 1,316x10° CFU P.

aeruginosa NH57388A infiziert und nach finf Tagen analysiert.

Der Gesundheitszustand der Tiere verschlechterte sich in den ersten zwei Tagen nach
der Infektion, welches auch durch die anfangliche Abnahme des Kérpergewichtes
deutlich wurde. In den folgenden drei Tagen jedoch nahm das Koérpergewicht fast

wieder die Ausgangswerte an. (Abb. 17 B).

Im Gegensatz zu den Infektionen mit P. aeruginosa PAO1 nach drei Tagen waren die
NH57388A nach funf Tagen noch dazu fahig, in der Lunge der Mause zu uberleben,
aber im Lungenhomogenisat war die Uberlebensfahigkeit dieses P. aeruginosa
Stammes sehr viel hoher als in der BALF (Abb. 17 A).
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Abbildung 17: Der systemische Mangel an VitD fuhrt zu keiner Beei  ntrdchtigung des
Gesundheitszustandes oder der bakteriellen Klarung in der Lunge nach subakuter
Infektion mit lebendigen P. aeruginosa NH57388A. Der zeitliche Gewichtsverlauf und die
Anzahl der lebensfahigen Bakterien in der BALF und im Lungenhomogenisat wurde 5 d nach
der intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 9 - 10). Beide Gruppen zeigten einen fast
identischen Gewichtsverlauf (A) und eine ahnliche Anzahl an lebensfahigen Bakterien (B).

In diesem subakuten Infektionsmodell konnten weniger Immunzellen in der BALF
nachgewiesen werden als in den Infektionsversuchen nach 6 h und 24 h Stunden mit
P. aeruginosa PAO1 (Abb. 10 und 18). Die Anzahl an Makrophagen unterschied sich
dabei kaum von der Anzahl, die im Grundzustand des Mausmausmodells zu finden war
(Abb. 5 B und 18 B). Auch waren kaum Neutrophile nachzuweisen (Abb. 18C).
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Abbildung 18: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keiner Verd nderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach su  bakuter Infektion mit
lebendigen P. aeruginosa NH57388A. 5 d nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden
die Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 9 - 10). Beide Gruppen zeigten &hnliche Zellzahlen in
Bezug auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C).

Das Chemokin KC war in allen Proben nachweisbar. Dagegen konnte IL-1f3 in der
BALF in nur einem einzigen Tier, aber im Lungenhomogenisat in allen Tieren

nachgewiesen werden. Die Werte dieser gemessenen pro-inflammatorischen Zytokine
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waren relativ gering und zeigten keine statistischen Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abb. 19).
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Abbildung 19: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keiner Beei  ntrachtigung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach subakuter Infektion mit lebendigen P. aeruginosa
NH57388A. Die Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA 5 d nach
der intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 9 - 10). Beide Gruppen zeigten &hnliche
Konzentrationswerte an KC (A) und an IL-13 (B).

Wie in den vorangegangenen Infektionsmodellen konnte auch in diesem subakuten
Infektionsmodel kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen

werden.

4.1.2.6 Intranasale Stimulation mit lebendigen S. pneumoniae D39 fir 24 h

Keine der durchgefiihrten Stimulationen mit den Gram-negativen P. aeruginosa fiihrte
zu einer veranderten Abwehrreaktion durch den systemischen Mangel an VitD in den
untersuchten Parametern. Daher wurden in zwei unabhangigen Versuchen mit zwei
unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen die Auswirkungen einer Gram-positiven
Infektion untersucht. Dazu wurden funf bis zehn Mause pro Gruppe verwendet und mit
S. pneumoniae D39 infiziert. In einem ersten Versuch wurden die beiden Gruppen mit
jeweils 8,8x10° CFU/Tier und in einem zweiten Versuch 2,94x10° CFU/Tier intranasal

infiziert und nach 24 h analysiert.

Dabei zeigte sich, dass die Erh6hung der Bakterienkonzentration in den Kontrolltieren
zu einem signifikanten Zellzahlanstieg fuhrte (Abb. 20 A). Dies lag in einem signifikant
erhohten Einstrom an Neutrophilen begriindet (p < 0,01; Abb. 20 C). In den
Mangeltieren erhéhte sich die Zellzahl zwar von etwa 116.000 Zellen/ml auf
171.000 Zellen/ml, aber konnte nicht statistisch abgesichert werden (p > 0,05). Des
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Weiteren blieb auch die Anzahl an Makrophagen zwischen den beiden Infektionen
konstant (Abb. 20 B). Aufgrund technischer Mangel konnten nicht alle Zellen der BALF
dieser Versuchsreihe ausgewertet werden. Bei der Verwendung von 8,8x10°> CFU/Tier
konnte die Anzahl an Makrophagen und Neutrophilen nur bei acht von neun in der

Kontrollgruppe und bei vier von zehn der Mangeltiere ausgewertet werden.
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Abbildung 20: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keiner Verd nderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach ak  uter Infektion mit lebendigen  S.
pneumoniae D39. 24 d nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die Zellzahlen in
der BALF bestimmt (n = 5 - 10). Beide Gruppen zeigten &hnliche Zellzahlen in Bezug auf
Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C). Jedoch fuhrte die hdhere
Bakteriendosis zu einem deutlichen Neutrophileneinstrom. (** p < 0,01)

Die Infektion mit 8,8x10° CFU/Tier fiihrte zu einem nicht so starken Anstieg der
Konzentrationen der untersuchten Zytokine verglichen mit der PBS-Kontrolle (Abb. 7
und 21). Dabei konnten die KC-Werte in der BALF bei den Kontrolltieren bei zwei von
neun und in der Mangelgruppe bei einem von zehn Tieren nicht ausgewertet werden.
Durch die héhere Konzentration an S. pneumoniae D39 konnte auch die Ausschittung
von KC erhéht werden (Abb. 21 A).

In der BALF waren die gemessenen Werte an IL-1@ sehr gering und nur bei einzelnen
Tieren messbar (Daten nicht gezeigt). Im Lungenhomogenisat hingegen konnte das
Zytokin in allen Proben gemessen werden. Hier fihrte die hohere Bakteriendosis zu
einer signifikant erhdhten Bildung von IL-1B (Abb. 21 B).
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Abbildung 21: Der systemische Mangel an VitD fihrt zu keiner Beei ntrachtigung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach akuter Infektion mi t lebendigen S. pneumoniae D39.
Die Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA 24 h nach der
intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 5 - 10). Beide Gruppen zeigten ahnliche
Konzentrationswerte an KC (A) und an IL-13 (B). (* p < 0,05)

Wie schon die analysierten Entziindungsparameter zeigten, konnte auch die
Untersuchung der Lebensfahigkeit der Bakterien keine Beeintrachtigung durch den
Mangel an VitD aufdecken (Abb. 22). Im ersten Versuch zeigten sich im Mittel leichte
Unterschiede zwischen den Gruppen. Dabei lagen die Mittelwerte in der BALF bei den
Kontrolltieren bei 84 CFU/ml und bei den Mangeltieren bei 391 CFU/ml. Im
Lungenhomogenisat waren es 44,4 CFU/ml in der Kontrollgruppe bzw. 166 CFU/ml in
den Mangeltieren. Jedoch waren diese Unterschiede nicht statistisch signifikant. Durch
die Infektion mit der héheren Dosis S. pneumoniae D39 kam es zu einem deutlichen

Anstieg der Anzahl der lebensféahigen Bakterien in der BALF in beiden Gruppen.
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Abbildung 22: Der systemische Mangel an VitD fuhrt zu keiner Beei
tion mit lebendigen
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D39. Die Anzahl der lebensféhigen Bakterien in der BALF und im Lungenhomogenisat wurde
24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation analysiert (n = 5 - 10). Beide Gruppen zeigten
ahnliche Anzahlen an lebensféahigen Bakterien.

Auch bei der intranasalen Stimulation mit dem S. pneumoniae D39 Stamm konnten

keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in den gemessenen Parametern

nachgewiesen werden.
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4.2 Endotracheale Applikation verschiedener Formen des VitD

In humanen in vitro Studien zeigte sich, dass die Gabe von 1,25(OH),D; oder
25(0OH)D3 die Expression antimikrobieller Peptide in Epithelzellen induziert. und dabei
die Abgabe an pro-inflammatorischen Zytokinen inhibiert (Hansdottir et al., 2008,
McNally et al., 2009). Aufgrund dieser Studien wurde die Hypothese formuliert, dass
die direkte Gabe von VitD in die Lunge zu einer verbesserten Auflésung einer
Pneumonie fuhren kann. Dazu wurden WT-Méause verwendet, die verschiedene
Formen des VitD endotracheal appliziert bekamen. Im Anschluss wurde die spezifische

Abwehr der Mause nach einer bakteriellen Stimulation untersucht und ausgewertet.

Durch das wassrige Milieu des Lungengewebes entstanden Probleme bei der
pulmonalen Applikation des fettldslichen VitD. Sowohl 25(0OH)Ds als auch 1,25(0OH),Ds
wurden bei ihrem Ldsungsmaximum von 1 mg/ml in reinem Ethanol geldst. Als
Hdéchstkonzentration an Ethanol wurden 0,5% festgelegt, sodass eine maximale Dosis
an 2,5 ug der beiden Formen des VitD endotracheal in 50 ul appliziert werden konnten.
Bei den in vitro Analysen wurde die VitD-Konzentration im Medium eingestellt mit
héchstens 0,5% Ethanol.

Als zweites Modell zur Umgehung der hydrophoben Eigenschaften des VitD wurden in
einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Claus-Michael Lehr vom HIPS
(Castoldi et al., unpubliziert) Liposomen hergestellt, in dessen Membran das 25(0OH)D;

eingebaut wurde.

42.1 In vitro und in vivo Applikation des Metaboliten 25(OH)D;

Zunachst wurde der Einfluss der pulmonalen Applikation von 25(OH)D; auf
verschiedene Abwehrmechanismen untersucht. Dabei wurden verschiedene
Konzentrationen zu einer murinen Epithelzelllinie gegeben oder Mause endotracheal

intubiert und die Wirkung des VitD auf verschiedene Pneumoniemodelle untersucht.

4211 In vitro Auswirkungen der Supplementation von 25(OH)D; auf murine

Epithelzellen

Neben vielen weiteren Zellentypen sind die Epithelzellen der Lunge dazu fahig, die

Speicherform 25(OH)D; in ihre aktive Form 1,25(OH)D; zu konvertieren, was zu einer
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erhohten Synthese von antimikrobiellen Peptiden und einer geringeren Ausschittung
von pro-inflammatorischen Zytokinen fihren kann (Yim et al., 2007, Hansdottir et al.,
2008, McNally et al., 2011, Rigo et al., 2012).

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die Zelllinie LA-4 verwendet, um den
inflammatorischen Einfluss von 25(OH)D; zu untersuchen. Dazu wurden jeweils drei
Anséatze pro Versuch in zwei unabhangigen Versuchen verwendet. Die Zellen wurden
mit 10”7 M 25(OH)D; (40 ng/ml) in 0,5% Ethanol behandelt. Als Kontrollen dienten zum
einen unbehandelte und zum anderen Zellen, die mit 0,5% Ethanol (Vehikel) behandelt
wurden. Nach 24 h wurden die Zellen fur weitere 6 h mit h. i. P. aeruginosa PAO1

stimuliert.

Zunachst wurde die Zytotoxizitdt untersucht. Dabei zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Behandlungen (Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurde die Abgabe von
KC im Kulturmedium bestimmt. Diese Abgabe wurde durch die Stimulation mit h. i. P.
aeruginosa PAO1 signifikant von unter 200 pg/ml auf rund 20.000 pg/ml erhoht (p <
0,05). Jedoch gab es keine Unterschiede in der KC-Konzentration durch die
verschiedenen Vorinkubationen mit 25(OH)D; oder dem Vehikel (Abb. 23).
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Abbildung 23: Die Applikation von 25(0OH)D ; fuhrt zu keiner Veréanderung der KC-Abgabe
nach der Stimulation mit h.i. P. aeruginosa PAOL1 in LA-4 Zellen. Insgesamt 30 h nach der
VitD- und 6 h nach der Stimulation mit h. i. P. aeruginosa PAO1 wurde die KC-Konzentration
mittels ELISA im medialen Uberstand bestimmt. Die Abgabe von KC wurde durch die Gabe von
25(0OH)D;s nicht beeinflusst. Jedoch fiuhrte die Infektion zu einer signifikant erhdhten KC-
Ausschuttung (p < 0,05).

421.2 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Supplementation von 25(OH)D;

im Mausmodell

Jeweils funf elf Wochen alte C57BL/6N WT-Tiere wurden mit 2,5 pg 25(OH)D; in 0,5%

Ethanol bzw. nur mit 0,5% Ethanol endotracheal intubiert. Als Kontrolle dienten drei
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Tiere, die zwar auch betaubt, aber nicht intubiert wurden. Nach 24 h bzw. 72 h wurden
die Tiere zusatzlichen mit 40 pl PBS intranasal stimuliert und dienten so als

Infektionskontrolle. Die Analyse erfolgte nach weiteren 24 h.

Die BALF der verschiedenen Gruppen und Zeitpunkten zeigten &hnliche Zellzahlen
und Leukozyten-Zusammensetzungen (Abb. 24). Vereinzelt waren wenige Neutrophile
zu finden. Jedoch wurden keine Veranderungen in den Zellzahlen durch die

verschiedenen Behandlungen gefunden.
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Abbildung 24: Die Applikation von 25(0OH)D 3 fihrt zu keiner Veranderung
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach de  r PBS-Stimulation. 24 h bzw. 72
h nach der Vehikel- bzw. 25(OH)D; Applikation und jeweils 24 h nach der intranasalen PBS
Stimulation wurden die Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 5). Beide Gruppen zeigten
ahnliche Zellzahlen in Bezug auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C).

Des Weiteren wurde die BALF bzw. das Lungenhomogenisat auf die Konzentration an
KC und IL-1B untersucht. Vereinzelt konnte in einigen Tieren eines oder beide Zytokine

nachgewiesen werden, welche aber meistens sehr gering waren (Daten nicht gezeigt).
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Dieser Versuch zeigte, dass die endotracheale Applikation an 25(0OH)D; zusammen mit
einer intranasalen PBS-Stimulation nach 24 h bzw. 72 h zu keinen Veréanderungen in

den untersuchten respiratorischen Abwehrmechanismen fihrte.

4.2.1.3 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Supplementation von 25(0OH)D;

bei akuter intranasalen S. pneumoniae D39 Infektion

Als nachstes sollten die Auswirkungen der endotrachealen Applikation von 25(OH)D;
bei einer akuten Pneumokokkeninfektion untersucht werden. Dazu wurden neun
Wochen alte C57BL/6N WT-Tiere mit 2,5 ug 25(0OH)Ds in 0,5% Ethanol bzw. 0,5%
Ethanol (Vehikel) behandelt. Nach 24 h wurden diese mit 7,8x10° CFU S. pneumoniae
D39 pro Tier infiziert. Die Analyse erfolgte 6 h bzw. 24 h nach intranasaler Infektion.

Dazu wurden jeweils flinf bis sechs Tiere herangezogen.

Die Applikation von 25(0OH)D; fiihrte zu keiner Anderung der Zellanzahl in der BALF,
weder nach 6 h noch nach 24 h, verglichen mit der Vehikelkontrolle (Abb. 25). Jedoch
konnte ein signifikanter Anstieg der gesamten Zellzahl (p < 0,05) und der Neutrophilen
(p < 0,001) der VitD-Gruppe zwischen 6 h und 24 h festgestellt werden (Abb. 25 A und
C).
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Abbildung 25: Die Applikation von 25(OH)D 3 flhrt zu keiner Verédnderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach ak  uter Infektion mit lebendigen S.
pneumoniae D39. Insgesamt 30 h bzw. 48 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 6 h
bzw. 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die Zellzahlen in der BALF
bestimmt (n = 5 - 6). Beide Gruppen zeigten ahnliche Zellzahlen in Bezug auf Gesamtzellzahl
(A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C). Jedoch kam es zwischen 6 h und 24 h zu einem
deutlichen Neutrophileneinstrom. (* p < 0,05 bzw. *** p < 0,001)
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Bei den Zytokinmessungen von KC und IL-1B konnten ebenfalls keine Unterschiede
zwischen den Behandlungen nach der Intubation und Infektion festgestellt werden. Die
Werte lagen im Allgemeinen zwischen 100 und 400 pg/ml (Abb. 26). Jedoch waren
auch bei diesen Messungen die Standardfehler sehr grof3.
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Abbildung 26: Die Applikation von 25(OH)D 3 flhrt zu keiner Verdnderung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach akuter Infektion mi t lebendigen S. pneumoniae D39.
Insgesamt 30 h bzw. 48 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 6 h bzw. 24 h nach der
intranasalen Bakterienstimulation wurden Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden
mittels ELISA bestimmt (n = 5 - 6). Beide Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede in
den Konzentrationswerten von KC (A) und IL-1B (B).

Auch bei der Anzahl der lebensfahigen Bakterien gab es keine Unterschiede zwischen
den beiden Behandlungen (Abb. 27). Jedoch war in beiden Gruppen das Uberleben
der Bakterien in der BALF deutlich hoher als im Lungengewebe, welches in der

Kontrollgruppe nach 6 h signifikant war (p < 0,01).
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Abbildung 27: Die Applikation von 25(OH)D ;fiihrt zu keiner Verdnderung der bakteriellen
Klarung in der Lunge nach akuter Infektion mit lebe ndigen S. pneumoniae D39.
Insgesamt 30 h bzw. 48 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 6 h bzw. 24 h nach der
intranasalen Bakterienstimulation wurde die Anzahl der lebensfahigen Bakterien in der BALF
und im Lungenhomogenisat bestimmt (n = 5 - 6). Beide Gruppen zeigten keine signifikanten
Unterschiede in den Konzentrationswerten von KC (A) und IL-1B (B). (** p < 0,01)

Auch diese Analyse zeigte, dass die Applikation von 25(0OH)D; keinen Einfluss auf den

akuten Infektionsverlauf mit S. pneumoniae D39 nahm.

4214 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Supplementation von
unterschiedlichen Konzentrationen und Inkubationszeiten von 25(OH)D; bei

akuter intranasaler S. pneumoniae D39 Infektion

In den vorherigen Versuchen wurde die Applikationshdochstdosis von 25(OH)Ds
verwendet. Um neben den Auswirkungen einer Gabe dieser Hochstdosis auch geringe
Konzentrationen zu untersuchen, wurden elf Wochen alte C57BL/6N WT-Tiere mit 25
ng, 250 ng bzw. 2.500 ng in 0,5% Ethanol bzw. nur mit 0,5% Ethanol behandelt und
nach 24 h bzw. 72 h mit S. pneumoniae D39 fur 24 h infiziert.

Als erstes wurden jeweils vier bis finf Mause 24 h nach der Intubation mit 2,3x10° CFU
S. pneumoniae D39 intranasal infiziert. In der BALF waren im Durchschnitt 150.000 bis
250.000 Zellen/ml zu finden, ohne Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 28 A).
Diese bestanden zu 50% bis 80% aus Neutrophilen (Abb. 28 C). Aber auch in der
Anzahl von Makrophagen und Neutrophilen gab es keine Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abb. 28 B und C). Jedoch konnte bei der Analyse der Zellzahlen ein Tier der

Vehikelkontrolle nicht ausgewertet werden.
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Abbildung 28: Die Applikation der unterschiedlichen Konzentration en von 25(0OH)D 5 flr
48 h fuhrten zu keiner Veranderung der Zusammensetz  ung der Immunzellen in der BALF
nach akuter Infektion mit lebendigen  S. pneumoniae D39. Insgesamt 48 h nach der VitD-
bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die
Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 4 - 5). Beide Gruppen zeigten ahnliche Zellzahlen in
Bezug auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C).

Des Weiteren wurden auch in diesem Versuch die pulmonalen Konzentrationen an KC
und IL-1B bestimmt. Dabei kam es zu keinen Veranderungen in den Zytokinwerten

durch die Behandlung mit den unterschiedlichen Konzentrationen an VitD (Abb. 29).
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Abbildung 29: Die Applikation der unterschiedlichen Konzentration en von 25(0OH)D ; fur
48 h fuhrten zu keiner Verédnderung der Zytokinabgab e in der Lunge nach akuter
Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39. Insgesamt 48 h nach der VitD- bzw. Vehikel-
Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die Zytokine in der
BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA bestimmt (n = 4 -5). Beide Gruppen zeigten
ahnliche Konzentrationswerte von KC (A) und IL-18 (B). (ANOVA)

24 h nach der Infektion waren in den meisten Fallen kaum noch lebensfahigen

Bakterien in den Lungen zu finden, wobei im Durchschnitt zwischen 10 und 40 CFU/ml
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nachgewiesen werden konnten. In der BALF bildete jedoch die Intubation mit 2,5 pg
25(OH)D; eine Ausnahme mit 700 CFU/ml und beim Lungenhomogenisat die
Vehikelkontrolle mit 160 CFU/ml. Jedoch zeigten schon die hohen Standartfehler, dass
diese Unterschiede nicht statistisch abgesichert werden konnten (Abb. 30).
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Abbildung 30: Die Applikation der unterschiedlichen Konzentration en von 25(0OH)D ; fur
48 h fuhrten zu keiner Veranderung der bakteriellen Klarung in der Lunge nach akuter
Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39. Insgesamt 48 h nach der VitD- bzw. Vehikel-
Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurde die Anzahl der
lebensfahigen Bakterien in der BALF und im Lungenhomogenisat bestimmt (n = 4 - 5). Alle
Gruppen zeigten dhnliche Konzentrationswerte an KC (A) und IL-13 (B).

Als nachstes wurden Mause 72 h Stunden nach der Intubation mit 3x10° CFU S.
pneumoniae D39 infiziert und nach weiteren 24 h analysiert. Dabei wurden drei bis funf

Tiere je Gruppe untersucht.
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Abbildung 31: Die Applikation der unterschiedlichen Konzentrationen von 25(0OH)D 5 flr
96 h fuhrten zu keiner Veranderung der Zusammensetz  ung der Immunzellen in der BALF
nach akuter Infektion mit lebendigen  S. pneumoniae D39. Insgesamt 96 h nach der VitD-
bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die
Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 3 - 5). Beide Gruppen zeigten ahnliche Zellzahlen in
Bezug auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B) und Neutrophilen (C).
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Auch hier konnten keine Veranderungen in der Anzahl oder der Zusammensetzung der
Immunzellen in der BALF gefunden werden (Abb. 31). Die Zellzahl lag im Durchschnitt
bei 150.000 bis 200.000 Zellen/ml und setzte sich zum Grof3teil aus Neutrophilen

Zzusammen.

Die Untersuchungen der Konzentrationen an KC und IL-1f zeigten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen (Abb. 32).
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Abbildung 32: Die Applikation der unterschiedlichen Konzentration en von 25(0OH)D ; fur
96 h fihrten zu keiner Veradnderung der Zytokinabgab e in der Lunge nach akuter
Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39. Insgesamt 96 h nach der VitD- bzw. Vehikel-
Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die Zytokine in der
BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA bestimmt (n = 4 -5). Beide Gruppen zeigten
ahnliche Konzentrationswerte von KC (A) und IL-18 (B). (ANOVA)

Auch bei der Inkubationszeit des 25(0OH)D; fiur insgesamt 96 h konnte nach der
Infektion in den meisten Fallen nur noch wenige Bakterien nachgewiesen werden (Abb.
33). In der BALF der Vehikelkontrolle konnten keine Bakterien mehr gefunden werden.
Bei den Gruppen mit 25 ng und 250 ng 25(0OH)D; waren ca. 50 CFU/ml bzw. 20
CFU/ml und bei der Gabe von 2,5 pg 292 CFU/ml vorhanden. Auch im
Lungenhomogenisat war die Streuung teilweise sehr hoch, wobei die Mittelwerte
durchschnittlich von 40 bis 3933 CFU/ml reichten. Aber auch hier waren die
Standardfehler sehr hoch und keine statistischen Unterschiede zwischen den Gruppen

feststellbar.
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Abbildung 33: Die Applikation der unterschiedlichen Konzentration en von 25(0OH)D 5 fir
96 h fuhrten zu keiner Verdnderung der bakteriellen Klarung in der Lunge nach akuter
Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39. Insgesamt 96 h nach der VitD- bzw. Vehikel-
Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurde die Anzahl der
lebensfahigen Bakterien in der BALF und im Lungenhomogenisat bestimmt (n = 4 - 5). Alle
Gruppen zeigten ahnliche Konzentrationswerte von KC (A) und IL-13 (B). (ANOVA)

Beim Vergleich der verschiedenen Inkubationszeiten und der verschiedenen
Konzentrationen an 25(0OH)D; konnten jeweils nach der Infektion ahnliche Ergebnisse

erzielt und kein signifikanter Einfluss des VitD nachgewiesen werden.

4.2.2 In vivo Applikation des Metaboliten 1,25(0OH),D5

Neben der direkten pulmonalen Applikation des VitD in seiner Speicherform 25(OH)D;
sollten auch die Auswirkungen einer endotrachealen Gabe der aktiven Form des VitD,
1,25(0OH),Ds, untersucht werden.

Wie bei den vorangegangenen Untersuchungen mit 25(OH)D; wurde das 1,25(0OH),Ds
in 0,5% Ethanol gelost verwendet. Aufgrund des Lésungsmaximums wurden auch hier

die Hochstdosis von 2,5 pg verwendet.

4221 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Supplementation von
1,25(0OH),D3 im Mausmodell

Zunachst wurden neun Wochen alte C57BL/6N WT-Tiere mit 2,5 ug 1,25(0OH),Ds in
0,5% Ethanol endotracheal intubiert. Als Kontrollen dienten jeweils finf Tiere, die nicht
intubiert, mit 50 pl Luft oder 0,5% Ethanol behandelt wurden. Nach 12 h Stunden

wurden den Tieren 40 ul PBS intranasal verabreicht und nach weiteren 24 h analysiert.
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Nicht alle Proben der BALF konnten ausgewertet werden. Fir die Analyse der
unbehandelten und der Vehikelkontrollen standen jeweils vier Proben zur Verfigung.
Bei der Luftkontrolle und der 1,25(0OH),D; Gruppe konnten noch jeweils drei Proben
ausgewertet werden. Statistische Unterschiede wurden nur bei der Betrachtung der
Gesamtzellzahl zwischen der Luftkontrolle und der VitD Applikation gefunden
(Abb. 34 A). Der signifikante Anstieg der Zellzahl (p < 0,05) nach der Behandlung mit
1,25(0OH),D; lag aber statistisch weder begrindet in einer erhdhten Anzahl an

Makrophagen noch in einem erhéhten Einstrom an Neutrophilen (Abb. 34 C).
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Abbildung 34: Die Applikation von 1,25(0OH) ,Ds; fuhrt zu keiner Veranderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach de  r PBS-Stimulation. Insgesamt
36 h nach den endotrachealen Behandlungen und jeweils 24 h nach der intranasalen PBS
Stimulation wurden die Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 3 - 4). Die Applikation von
1,25(0OH),D; fuihrte zu einem signifikanten Anstieg der Gesamtzellzahl (p < 0,05) verglichen mit
der Gruppe, die Luft appliziert bekam (A). Die Anzahl der Makrophagen (B) und der
Neutrophilen (C) blieb statistisch aber unveréandert. (* p < 0,05)

Die Konzentrationen an KC und IL-1B lagen in den meisten Fallen sowohl in der BALF
als auch im Lungenhomogenisat unter dem nachweisbaren Minimum. Nur in

Einzelfallen waren in allen Gruppen einige Messwerte auffindbar (Daten nicht gezeigt).

4222 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Supplementation von

1,25(0OH),D; bei akuter intranasalen S. pneumoniae D39 Infektion

Zur weiteren Untersuchung wurden jeweils sieben neun Wochen alte C57BL/6N WT-
Tiere mit 2,5 pg 1,25(0H),D; in 0,5% Ethanol oder nur 0,5% Ethanol als
Vehikelkontrolle intubiert. Als weitere Kontrolle dienten sechs Tiere, die nicht intubiert
wurden. 12 h nach der endotrachealen Behandlung wurden alle Tiere mit 5x10° CFU

S. pneumoniae D39 infiziert und nach weiteren 24 h analysiert.

Bei der VitD Gruppe und der Vehikelkontrolle konnten jeweils die Zellen einer BALF

nicht ausgewertet werden. Beim Vergleich der verbliebenen Tiere konnten weder in der
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Gesamtzahl noch in der Zusammensetzung der Zellen Unterschiede festgestellt
werden (Abb. 35). Die Gesamtzellzahl lag zwischen 90.000 und 120.000 Zellen/ml und

setzte sich zu 60% bis 90% aus Neutrophilen zusammen.
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Abbildung 35: Die Applikation von 1,25(0OH) ,D; fuhrt zu keiner Veranderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach ak  uter Infektion mit lebendigen  S.
pneumoniae D39. Insgesamt 36 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der
intranasalen Bakterienstimulation wurden die Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 6). Alle
Gruppen zeigten ahnliche Werte in der Gesamtzellzahl (A) und der Anzahl der Makrophagen
(B) und Neutrophilen (C).

Tendenziell fihrte die Behandlung mit 1,25(0OH),D; zu einer geringen KC-
Konzentration im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Abb. 36 A). Statistisch abgesichert

werden konnten diese Beobachtungen jedoch nicht (p > 0,05).

Bei IL-1B hingegen konnte 24 h nach der Infektion mit S. pneumoniae D39 eine
signifikante Abnahme zwischen der unbehandelten und der VitD Gruppe gefunden
werden (p < 0,05; Abb. 36 B). Jedoch war der Unterschied zu der Vehikelkontrolle nicht
signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 36: Die Applikation von 1,25(0OH) ,D; fuhrt zu keiner Veranderung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach akuter Infektion mi t lebendigen S. pneumoniae D39.
Insgesamt 36 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen
Bakterienstimulation wurden die Zytokine in der BALF und im Lungengewebe mittels ELISA
bestimmt (n = 6 - 7). Alle Gruppen zeigten ahnliche Konzentrationswerte von KC (A) und IL-1j.
Jedoch zeigte die VitD behandelte Gruppe signifikant (p < 0,05) weniger IL-18 in der Lunge
verglichen mit der unbehandelten (B). (* p < 0,05)

Bei der Lebensfahigkeit der Bakterien in der BALF und im Lungengewebe schien es
tendenziell umgekehrt zu sein. Dabei fuihrte die Behandlung mit 1,25(OH),D3; zu einem
leichten Anstieg der nachweisbaren CFU in der BALF (Abb. 37). Aber auch diese
Beobachtungen konnten nicht statistisch abgesichert werden und wies einen hohen
Standartfehler auf (p > 0,05).
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Abbildung 37: Die Applikation von 1,25(0OH) ,D; fuhrt zu keiner Veranderung der
bakteriellen Klarung in der Lunge nach akuter Infek  tion mit lebendigen S. pneumoniae
D39. Insgesamt 36 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen
Bakterienstimulation wurde die Anzahl der lebensfahigen Bakterien in der BALF und im
Lungenhomogenisat bestimmt (n = 6 - 7). Keine signifikanten Unterschiede konnten in der
Anzahl der lebensféhigen Bakterien in der Lunge gefunden werden.

Auch in diesem experimentellen Aufbau konnte kein Einfluss des VitD auf die

spezifische Abwehr nachgewiesen werden.
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4.2.2.3 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Supplementation von

1,25(0OH),D; bei akuter intranasalen P. aeruginosa PAOL1 Infektion

In den vorangegangen Versuchen wurde der Einfluss des VitD auf eine Gram-positiv
ausgeloste Pneumonie untersucht. Um daneben auch die Wirkung des 1,25(0OH),D;
auf die Infektion mit den Gram-negativen P. aeruginosa PAO1 zu analysieren, wurden
jeweils sieben neun Wochen alte C57BL/6N WT-Tiere mit 2,5 pg 1,25(0OH),D; in 0,5%
Ethanol oder nur 0,5% Ethanol als Vehikelkontrolle intubiert. Als weitere Kontrollen
dienten jeweils drei Tiere, die nicht intubiert wurden oder 50 ul Luft appliziert bekamen.
Nach 12 h wurden alle Tiere intranasal mit 2,02x10° CFU infiziert und nach weiteren

24 h analysiert.

24 h nach der Infektion lagen alle Zellzahlen im Durchschnitt zwischen 680.000 und
1.090.000 Zellen/ml und bestanden zu 60% bis 85% aus Neutrophilen
(Abb. 38 A und C). Hier konnten keine Unterschiede zwischen den Behandlungen

gefunden werden.
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Abbildung 38: Die Applikation von 1,25(0OH) ,D; fuhrt zu keiner Verénderung fihrt zu
keiner Veradnderung der Zusammensetzung der Immunzel len in der BALF nach akuter
Infektion mit lebendigen P. aeruginosa PAOL. Insgesamt 36 h nach der VitD- bzw. Vehikel-
Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation wurden die Zellzahlen in der
BALF bestimmt (n = 3 - 7). Beide Gruppen zeigten &hnliche Zellzahlen in Bezug auf
Gesamtzellzahl (A) Makrophagen (B) und Neutrophilen (C).

Die KC-Konzentration in der BALF schwankte zwischen 47 pg/ml und 68 pg/ml mit
Ausnahme der Vehikelkontrolle (Abb. 39 A). Bei dieser wurden im Durchschnitt
305 pg/ml gefunden, wobei jedoch ein grolRer Standardfehler auftrat. Im
Lungengewebe hingegen waren die Werte sehr konstant in allen Gruppen. Auch bei

der Konzentration an IL-1 gab es einige Schwankungen beim Vergleich der Gruppen.
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Aber auch hier waren keine statistischen Unterschiede zwischen den Behandlungen zu
finden (Abb. 39 B).
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Abbildung 39: Die Applikation von 1,25(0OH) ,Ds; fuhrt zu keiner Veranderung der Zytokin-
Abgabe in der Lunge nach akuter Infektion mit leben digen P. aeruginosa PAOL.
Insgesamt 36 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen
Bakterienstimulation wurden die Zytokine in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels
ELISA bestimmt (n = 3 - 7). Alle Gruppen zeigten statistisch keine Unterschiede in den
Konzentrationswerten von KC (A) und IL-1( (B).

Auch bei der bakteriellen Bekdmpfung fihrten die endotrachealen Behandlungen zu
keinen Unterschieden in der Bakterienlast. Aber auch hier waren die Standardfehler

grol3, sodass keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden konnten (Abb. 40).
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Abbildung 40: Die Applikation von 1,25(0OH) ,D; fuhrt zu keiner Veranderung der
bakteriellen Klarung in der Lunge nach akuter Infek  tion mit lebendigen P. aeruginosa
PAOL. Insgesamt 36 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen
Bakterienstimulation wurde die Anzahl der lebensfahigen Bakterien in der BALF und im
Lungenhomogenisat bestimmt (n = 3 - 7). Keine signifikanten Unterschiede konnten in der
Anzahl der lebensféhigen Bakterien in der Lunge gefunden werden.

Die Ergebnisse dieses Abschnitts zeigten, dass die aktive Form des VitD keinen
Einfluss auf den untersuchten Verlauf der Infektion mit dem Gram-negativen Bakterium

P. aeruginosa PAO1 nimmt.
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4.2.3 In vitro und in vivo Auswirkungen der Liposomen-Applikation

Aufgrund der Problematik der Fettloslichkeit des VitD, wurde in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Lehr, Helmholz-Zentrum fir pharmazeutische
Forschung in Saarbricken, Liposomen hergestellt, in denen das 25(OH)D; verpackt
wurde (Castoldi et al., unpublished). Liposomen bestehen aus einer Zellmembran-
ahnlichen Lipiddoppelschicht und weisen &ul3erlich hydrophile und im Inneren
hydrophobe Eigenschaften auf. Daher sind diese besonders geeignet um hydrophobe
Substanzen in einem hydrophilen Milieu zu transportieren. Mit Hilfe der Lipidfilm-
Hydrations-Methode wurde das 25(0OH)D; zusammen mit dem Phospholipid
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) zu Vesikeln verpackt (Bangham et al., 1965). Im
Anschluss wurden die Liposomen charakterisiert. Die Stabilitdit des VitD in den
Liposomen konnte fur drei Tage aufrechtgehalten werden und auch Depositions-
Analysen konnten die Stabilitdt der VitD-geladenen Liposomen nach der Zerstaubung

gezeigt werden (Castoldi et al., unpublished).

Zur weiteren Charakterisierung der Liposomen, sollte in den folgenden Abschnitten die
Wirkung der Liposomen auf die spezifische Immunabwehr der Lunge im murinen

System untersucht werden.

4.2.3.1 In vitro Auswirkungen der Liposomen-Supplementation auf murine

Epithelzellen

Wie in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben wurde die Zelllinie LA-4 verwendet, um den
inflammatorischen Einfluss des VitD auf murine Epithelzellen zu untersuchen. Dazu
wurden jeweils drei Ansatze pro Experiment in zwei unabhdngigen Versuchen
verwendet. Die Zellen wurden mit 2,5 pg 25(0OH)D; verpackt in 376,7 ng DPPC
behandelt. Als Kontrollen dienten zum einen unbehandelte und zum anderen Zellen,
die mit 376,7 ng DPPC allein (Vehikel) behandelt wurden. Nach 24 h wurden die Zellen

fur weitere 6 h mit h. i. P. aeruginosa PAO1 stimuliert.

Zunachst wurde die Zytotoxizitdt untersucht. Dabei zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Behandlungen (Daten nicht gezeigt). Weiter wurde die Abgabe an KC im
Kulturmedium bestimmt (Abb. 41). Diese Abgabe wurde durch die Stimulation mit h. i.
P. aeruginosa PAOL1 signifikant von unter 200 pg/ml auf rund 20.000 pg/ml erhoht
(p < 0,05). Jedoch gab es dabei keine Unterschiede in der KC-Konzentration durch die

verschiedenen Vorinkubationen mit den Liposomen.
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Abbildung 41: Die Applikation von 25(0OH)D 3 verpackt in Liposomen fihrt zu keiner
Veranderung der KC-Abgabe nach der Stimulation mit h.i. P. aeruginosa PAO1 bei LA-4
Zellen. Insgesamt 30 h nach der Liposomen- und 6 h nach der Stimulation mit h. i. P.
aeruginosa PAO1 wurde die KC-Konzentration mittels ELISA im medialen Uberstand bestimmt.
Die Abgabe von KC wurde durch die Gabe von 25(OH)D; nicht beeinflusst. Jedoch fuhrte die
Infektion zu einer signifikant erhéhten KC-Ausschittung (* p < 0,05).

Wie schon die Supplementation mit in Ethanol gelosten 25(0OH)D; zeigte, nimmt auch

das in Liposomen verpackte 25(OH)D; keinen Einfluss auf die LA-4 Zellen.

4.2.3.2 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Liposomen-Supplementation im

Mausmodell

Der erste in vitro Test zeigte zwar keinen Einfluss des VitD auf die Ausschiittung des
pro-inflammatorischen Zytokins KC, aber auch wurde keine schadliche Wirkung durch
die Liposomen nachgewiesen. Als nachstes sollte die Wirkung der Liposomen in vivo
untersucht werden. Da aber noch nicht bekannt war, in welchen Konzentrationen die
Liposomen pulmonal verabreicht werden kénnen, wurden in einem ersten Experiment
in wenigen Mausen verschiedene Konzentrationen der Liposomen getestet. Dazu
wurden insgesamt zehn C57BL/6N WT-Tiere verwendet und endotracheal mit den
Liposomen behandelt. Insgesamt konnte hdchstens ein Volumen von 50 pul direkt
pulmonal einer Maus verabreicht werden. Hier wurden zwei verschiedene
Konzentrationen an 25(OH)D; untersucht. Zum einen 0,5 pg und (n = 2) und zum
anderen 5 ug (n = 3) in insgesamt 50 pl Volumen. Bei diesen Mengen an 25(0OH)D;
ergab sich eine Konzentration an DPPC in den 50 pl von 2,91 pg bzw. 29,1 ug. Als
Vehikel-Kontrolle wurden Ldsungen verwendet, die 2,91 ug DPPC (n = 1) bzw. 29,1 ug
(n = 2) pro 50 pul Volumen enthielten. Als Behandlungskontrolle wurden zwei Mause nur
mit 50 pl Luft behandelt (n = 2).
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24 h nach der endotrachealen Behandlung zeigten alle Tiere ungefahr dieselben
Zellzahlen (Abb. 42). Lediglich zwei der drei Tiere, die mit 5 pg 25(OH)D; behandelt

wurden, wiesen erhdhte Anzahlen an Neutrophilen auf.
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Abbildung 42: Die Applikation der Liposomen fuhrte zu keiner Veradnderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF. 24 h nach der VitD- bzw. Vehikel-
Applikation wurden die Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 2 - 3). Alle Gruppen zeigten
ahnliche Werte in der Gesamtzellzahl (A) und der Anzahl der Makrophagen (B) und
Neutrophilen (C).

Die Mause mit den erhdhten Anzahlen an Neutrophilen zeigten auch erhthte KC-
Konzentrationen mit rund 130 pg/ml in der BALF und etwa 220 pg/ml im

Lungenhomogenisat. In allen anderen Tieren war kein bzw. nur sehr geringe

Konzentrationen an KC nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurde die BALF auf Schadigungen des Lungengewebes untersucht, um
eine eventuelle zytotoxische Wirkung der Liposomen auszuschlie3en. Bei der
Bestimmung der Menge an freiem LDH in der BALF ergaben sich keine Unterschiede

zwischen den Behandlungen (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der sehr geringen Anzahl an untersuchten Tieren konnte keine statistische
Auswertung durchgefihrt werden, aber es wurden keine grofen Unterschiede

gefunden.
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4.2.3.3 In vivo Auswirkungen der endotrachealen Liposomen-Supplementation bei

akuter intranasalen P. aeruginosa PAOL1 Infektion

Als nachstes sollte geklart werden, ob die Liposomen und besonders das enthaltene
25(0OH)D; einen Einfluss auf den akuten Verlauf einer Infektion mit P. aeruginosa
PAQL1 hat. Dazu wurden elf Wochen alte C57BL/6N WT-Tiere entweder mit 50 pl Luft,
mit 29,1 pg DPPC in 50 pl Wasser oder mit 29,1 ug DPPC und 5 pg 25(0OH)Ds in 50 pl
Wasser endotracheal intubiert. Nach 24 h wurden die Tiere intranasal mit
5,2x10° CFU/Tier infiziert. Nach weiteren 24 h, also insgesamt 48 h, wurden die Mause
euthanasiert und analysiert. Insgesamt wurden 20 Mause intubiert, von denen jedoch
sechs diese nicht Uberlebten. Somit blieben fir die Analyse jeweils vier Tiere fur die
Luft- und Vehikel-Kontrolle und sechs Tiere wurden mit 25(OH)D; behandelt.

Tendenziell zeigte sich, dass die DPPC Applikation zu einem geringen Zelleinstrom
nach der Infektion fuhrte (Abb. 43). So wurden bei der Luftkontrolle 2.343.000 Zellen/ml
gefunden und bei der Vehikel-Kontrolle 1.046.000 Zellen/ml. Die Applikation der
25(OH)Ds-haltigen Liposomen fiihrte zu einer Gesamtzellzahl von 1.729.000 Zellen/ml
(Abb. 43 A). Jedoch gab es keine statisch abgesicherten Unterschiede zwischen den
Gruppen (p > 0,05). Die erhohte Gesamtzellzahl lag begriindet in einem Einstrom an
Neutrophilen. Auch der pulmonale Einstrom der verschiedenen Immunzellen konnte

keine Unterschiede zwischen den Behandlungen aufzeigen (Abb. 43 B und C).
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Abbildung 43: Die Applikation der Liposomen fuhrte zu keiner Verédnderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach ak  uter Infektion mit lebendigen P.
aeruginosa PAO1l. 48 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der
intranasalen Bakterienstimulation wurden die Zellzahlen in der BALF bestimmt (n = 4 - 6).
Beide Gruppen zeigten ahnliche Zellzahlen in Bezug auf Gesamtzellzahl (A), Makrophagen (B)
und Neutrophilen (C)

Des Weiteren wurde auch in diesem Versuchsaufbau die Abgabe des Chemokins KC

untersucht. Hierbei zeigte sich, dass 24 h nach der Infektion die Konzentration im
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Lungenhomogenisat hoher war als in der BALF. Aber weder waren diese Unterschiede
statistisch signifikant, noch unterschieden sich die Werte zwischen den Gruppen
(Abb. 44).
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Abbildung 44: Die Applikation der Liposomen fuhrt zu keiner Veranderung der KC-
Abgabe in der Lunge nach akuter Infektion mit leben  digen P. aeruginosa PAO1. 48 h
nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen Bakterienstimulation
wurden die KC-Konzentrationen in der BALF und im Lungengewebe wurden mittels ELISA
bestimmt (n = 4 - 6). Jedoch gab es keine Unterschiede zwischen den Behandlungen.

Bei der Untersuchung der bakteriellen Klarung zeigten sich auch hier keine
Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 45). Jedoch zeigte sich in diesem akuten
Infektionsmodell, dass 24 h nach der Bakterienapplikation, fast alle Mikroorganismen
aus der Lunge geklart wurden. Vereinzelt waren in einigen Tieren keine Bakterien mehr

nachweisbar, welches auch an dem grof3en Standardfehler zu erkennen war.
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Abbildung 45: Die Applikation der Liposomen fuhrt zu keiner Veranderung der
bakteriellen Klarung in der Lunge nach akuter Infek  tion mit lebendigen S. pneumoniae
D39. 48 h nach der VitD- bzw. Vehikel-Applikation und 24 h nach der intranasalen
Bakterienstimulation wurde die Anzahl der lebensfahigen Bakterien in der BALF und im
Lungenhomogenisat bestimmt (n = 4 - 6). Alle Gruppen zeigten ahnliche Konzentrationswerte
von KC (A) und IL-1B (B).
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In allen analysierten Parameter zeigten sich keine statistischen Unterschiede zwischen
den verschiedenen Gruppen. Dies zeigt zum einen, dass sowohl die Applikation der
Liposomen alleine als auch die mit 25(OH)D; geladenen Vesikel keine negativen
Auswirkungen auf den Organismus hatten. Zum anderen konnte aber auch
nachgewiesen werden, dass die einmalige Gabe von 2,5 pug des 25(OH)D; keinen

Einfluss auf die untersuchten Pneumoniemodelle hatte.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Ernédhrung ohne VitD zu
einem starken Abfall der systemischen VitD-Werte in den Mausen fihrte. Jedoch
konnten keine Auswirkungen auf die spezifische Abwehr der Lunge durch diesen
Mangel gefunden werden. Auch die direkte endotracheale Gabe verschiedener Formen
des VitD fluhrte zu keinen signifikanten Auswirkungen auf die untersuchte pulmonalen

Abwehrreaktionen im Mausmodell.

Schon seit Jahrhunderten ist bekannt, dass VitD eine wichtige Rolle im Immunsystem
einnimmt. Dabei wurden verschiedene Krankheitsbilder mit Sonnenlicht und Lebertran
behandelt. Heute wei? man, dass beides zu einer Erh6hung des korpereigenen VitD-
Gehaltes fuhrt. Verschiedene klinische Untersuchungen zeigten dabei im Laufe der
letzten Jahre, dass Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen haufig sehr
niedrige VitD Konzentrationen aufweisen (Wilkinson et al., 2000, Ginde et al., 2009,
Camargo et al.,, 2011). Dabei zeigten die Betroffenen haufig auch eine héhere
bakterielle Kolonisierung der Lunge, sowie eine vermehrte Produktion und
Ausschittung von entzindungsférdernden Substanzen und eine geminderte
antimikrobielle Aktivitdt (Chalmers et al., 2013). Daher sollten im ersten Teil dieser
Arbeit die immunologischen Auswirkungen eines systemischen Mangels an VitD in
einem Mausmodell untersucht werden. Dazu wurden WT Mause eingesetzt, bei denen
durch den Entzug des VitD in der Nahrung ein systemischer VitD-Mangel
hervorgerufen werden sollte. Eine Kontrollgruppe erhielt eine Zufuhr an Cholecalciferol
von 500 I. E./kg.

Im Umkehrschluss steht seit langerem die Hypothese im Raum, dass die Applikation
von VitD zu einem verbesserten Gesundheitszustand bei Patienten fihren soll. Dazu
wurden bereits verschiedene klinische Studien durchgefiihrt, die die Auswirkungen
einer zuséatzlichen systemischen Gabe von VitD untersuchten. Die Ergebnisse waren
bisher sehr zwiespaltig. Durch die Supplementation konnte in einigen Studien zwar die
Serums-Konzentration an VitD erhdht werden, aber es kam dabei zu keinen weiteren
positiven klinischen Auswirkungen (Diamond et al., 2005, Li-Ng et al., 2009). Einige
andere Studien zeigten hingegen, dass die Gabe von VitD zu einer Verbesserung der
Gesundheit bei Patienten mit chronischen Infektionskrankheiten fuhrte (Urashima et
al., 2010, Bergman et al., 2012, Grossmann et al., 2012a, Grossmann et al., 2012b). In
dieser Arbeit sollte deswegen die Auswirkungen der endotrachealen Gabe von VitD in

WT-Mausen untersucht werden. Dazu wurde sowohl die Gabe der Speicherform
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25(OH)D; und des aktiven Metaboliten 1,25(0OH),D; in verschiedenen Konzentrationen

und Inkubationszeiten getestet.

5.1 Der Entzug des Cholecalciferol in der Nahrung fuhrt zu einem Abfall des
systemischen 25(0OH)D; Gehalts

Um den systemischen Mangel an VitD zu induzieren, wurde dieses Vitamin den WT-
Méausen in der Nahrung entzogen. Nach zehn bis zwdlf Wochen zeigten die
Untersuchungen der Seren deutlich, dass die mangelerndhrten Tiere geringere
Konzentrationen an 25(OH)D; aufwiesen als die Vergleichsgruppe. Dabei waren die
Werte haufig unterhalb des detektierbaren Minimums der gewahlten Messmethode und
somit unter 4 ng/ml. In einem &hnlichen Modell von Klaff et al. flhrte die
Mangelernahrung zu einem vergleichbaren Ergebnis. Auch hier lag der VitD-Spiegel
nach der Restriktion des VitD in der Nahrung unterhalb des messbaren Bereiches
(Klaff et al., 2012). In einer weiteren Studie fihrte die Mangelernahrung der Mause
ebenfalls zu einem deutlichen Abfall der VitD-Konzentration auf ca. 5 ng/ml. (Li et al.,
2014). Beide Studien zeigten jedoch unterschiedliche Werte in den Kontrollgruppen.
Bei Li et al. fuhrte die Kontrolldiat mit 1000 I. E./kg zu einer deutlichen Erhéhung des
VitD-Spiegels Uber acht Wochen. Dabei lagen diese Werte nach sechs Wochen bereits
bei Uber 75 ng/ml. Bei Klaff et al. wurde eine Kontrolldiat mit derselben Menge VitD pro
kg verwendet, aber die Mause wiesen 25(OH)D; Werte im Serum unter 15 ng/ml auf.
Die Kontrollgruppe dieser Arbeit zeigte VitD-Konzentrationen von ca. 30 ng/ml mit
einem Futter, dass 500 I|.E. VitD/kg enthielt. Die unterschiedlichen Serumwerte an
25(0OH)D; koénnten mehrere Ursachen haben. Zum einen wurden verschiedene
Messmethoden herangezogen. Li et al. maf3en den VitD-Gehalt mittels ELISA, Klaff et
al. mit Hilfe der Chromatografie und das Zentrallabor des Uniklinikums des Saarlandes
fur diese Arbeit mittels Chemolumineszenz. Zum anderen waren die
Versuchsaufbauten sehr unterschiedlich. Die verschiedenen Diaten wurden bei Klaff et
al. bereits den Muttertieren verabreicht. Li et al. begannen die Diaten bei drei Wochen
alten Mausen fur acht Wochen und in dieser Arbeit starteten die Didten erst im Alter
von acht Wochen fur zehn bis zwolf Wochen. Trotz der vielen Unterschiede in den
Versuchsaufbauten wird beim Vergleich der verschiedenen Studien deutlich, dass alle
mangelernahrten Tiere eine eindeutige Reduktion des VitD-Spiegels aufwiesen und so

in allen Studien der Mangel an VitD untersucht wurde.
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5.2 Der systemische Mangel 25(0OH)D; beeinflusst nicht signifikant das

Korpergewicht

Bei der Analyse des systemischen Mangels an VitD konnte gezeigt werden, dass
dieser zu keiner signifikanten Anderung des Koérpergewichtes in den Mé&usen fiihrte.
Entgegengesetzt zeigte bereits ein Rattenmodell, dass die mehrfache Gabe von
1,25(0OH),Ds zu einer Verringerung des Korpergewichtes im Rattenmodell fihren kann
(Chow et al., 2011). Diese Ergebnisse zeigten, dass in Nagern VitD dazu in der Lage
ist das Korpergewicht zu beeinflussen. Aber auch mehrere klinische Untersuchungen
deuten darauf hin, dass dieser Umstand auch im Menschen zu finden ist. So kann
auch im Menschen ein Mangel an VitD haufig mit einem erhéhten Kérpergewicht in
Verbindung gebracht werden (Drincic et al.,, 2012, Olson et al., 2012, Turer et al.,
2013). Zusammen mit den Ergebnissen der Literatur konnte in dieser Arbeit ein
deutlicher aber nicht signifikanter Einfluss des VitD auf das Kérpergewicht gezeigt
werden und verdeutlicht dessen mutmalfiliche Funktion bei der Ausbildung von

Adipositas.

5.3 VitD beeinflusst nicht die Ausschittung von IL-18 und KC und der
Leukozyten-Rekrutierung in den gewahlten akuten Infektionen der

Mausmodelle

Neben den Nieren sind auch viele andere Organe und Zelltypen zur Aktivierung des
VitD fahig sind. So kdnnen auch alveolare Makrophagen 25(OH)D; zu 1,25(0OH),D;
hydroxylieren (Adams et al., 1983, Adams and Gacad, 1985, Adams et al., 1985).
Daher wurde in dieser Arbeit zunachst angenommen, dass VitD auch in den gewahlten
Modellen einen Einfluss auf die murinen Makrophagen der Lunge hat. Die
verschiedenen Infektionsmodelle zeigten in dieser Arbeit jedoch keine Unterschiede in
der Anzahl oder der ausgeschiitteten Menge an KC beim Vergleich der mit VitD
behandelten oder der Mangeltiere mit den jeweiligen Kontrollen. So konnte hier keine

Wirkung des VitD auf diese Zelltypen festgestellt werden.

Neben den Makrophagen zeigen auch epitheliale Zellen der Lunge die Fahigkeit zur
direkten Aktivierung des VitD (Hansdottir et al., 2008). 1,25(OH),D; ist dabei in der
Lage im humanen Epithel pro-inflammatorische Prozesse, wie die Expression von IL-
1B und IL-8, bei akuten Infektionen zu inhibieren (Xue et al., 2002, McNally et al.,
2011). Jedoch wurde in dieser Arbeit keine beeintrachtigte Ausschittung des murinen

Homologes von IL-8, KC oder IL-1 B in den untersuchten Mausen gefunden. Die
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direkten Applikationen des 25(0OH)Ds, geldst in Ethanol oder verpackt in Liposomen,
zeigten dabei bei der murinen epithelialen Zelllinie LA-4 keine veranderten
Konzentrationen an KC im medialen Uberstand. Im Gegensatz dazu fiihrte derselbe
Versuchsaufbau bei humanen Epithelzellen zu einer verminderten Abgabe von IL-8
(Castoldi et al., unpubliziert). Dies steht im Zusammenhang mit neuerer Literatur, in der
eine unterschiedliche Wirkung des VitD in Maus und Mensch postuliert wurde
(Gombart et al., 2005, Dimitrov and White, 2015).

Respiratorische Infektionen, ausgeldst durch P. aeruginosa, sind beschrieben durch
einen schnellen und massiven Einstrom an Neutrophilen (Lavoie et al.,, 2011). Dies
wird maf3geblich durch das Chemokine IL-8 beeinflusst. Epithelzellen und alveolare
Makrophagen koénnen direkt nach der Erkennung der Pathogene dieses Zytokin
synthetisieren und sezernieren. Hierdurch werden Neutrophile zum infizierten Ort
gelockt. Dabei spielt dieses Zytokin besonders eine Rolle in der akuten Phase der P.
aeruginosa Infektion. Es wird in besonders hohen Mengen in den ersten Stunden
gebildet und mit der Zeit schnell wieder abgebaut (Tsai et al., 2000). Auch die
gemessenen Konzentrationen an KC in den hier dargestellten Infektionsmodellen mit
P. aeruginosa zeigten diesen Sachverhalt auf. Eine anfanglich sehr hohe
Konzentration 6 h nach der Infektion war bereits nach weiteren 18 h deutlich reduziert.
Humane in vitro Analysen zeigten, dass VitD eine wichtigere Rolle bei der Synthese
von IL-8 spielt. Dabei fuhrt die Applikation zu einer geringeren Konzentration an IL-8
(Xue et al., 2002, McNally et al., 2011). Andersherum kann bei Krankheiten, die mit
einem Mangel des VitD einhergehen, eine erhthte IL-8 Sezernierung gefunden werden
(Bonfield et al., 1995). In den hier gezeigten murinen Versuchen fihrte jedoch weder
der systemische Mangel noch die endotracheale Applikation zu einer Beeinflussung
der Synthese an KC in den verschiedenen Infektionsmodellen. Dabei konnte zudem
auch kein Einwirken des verfluigbaren VitD auf die Rekrutierung der Neutrophile
nachgewiesen werden. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen zeigten auch Klaff et
al. 2012, dass der systemische Mangel an VitD zu keiner Beeinflussung der KC-
Ausschuttung in der Lunge nach der Stimulation mit LPS fuihrte (Klaff et al., 2012). So
scheint es, dass das humane IL-8 anderen Kontrollmechanismen unterliegt als das

murine Homolog KC.

Neben der Ausschittung von IL-8 fihren Pneumonien, ausgeltst durch P. aeruginosa,
auch zu einer erhdhten IL-1B-Ausschittung von alveolaren Makrophagen (Bonfield et
al., 1995, Lavoie et al., 2011). Dabei spielt dieses Zytokin eine wichtigere Rolle bei der
Klarung der Bakterien im respiratorischen Raum (Descamps et al., 2012). Ausgehend

von diesen Untersuchungen wurde die Menge an IL-1B in der BALF und im
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Lungengewebe bestimmt. Bei allen Infektionsmodellen konnten erhdhte Werte an IL-18
nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigten humane in vitro Daten, dass VitD die
Expression und somit auch die sezernierte Menge an IL-1B steigern kann (Verway et
al., 2013). Jedoch zeigte dieselbe Studie auch, dass die Expression von IL-1f in
primaren Mausmakrophagen durch die Applikation von 1,25(0OH),D; nicht verédndert
wird. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen zeigten die Untersuchungen dieser
Arbeit keinen Einfluss des VitD auf die Ausschittung von IL-1B in der Lunge der

analysierten Mause.

Nicht nur bei Infektionen durch das Gram-negative Bakterium P. aeruginosa werden
haufig geringe VitD-Spiegel gefunden, auch bei Patienten mit einer Pneumokokken
Infektion kann dieser Umstand gezeigt werden (Pletz et al., 2014). Bei der Infektion mit
S. pneumoniae wird das Zytokin IL-1B, gesteuert durch das NLRP3-Inflammasom,
vermehrt gebildet (Fang et al., 2011, Witzenrath et al., 2011). Dabei nimmt es u. a.
Einfluss auf die Synthese von IL-8 und somit auf die Rekrutierung von Neutrophilen
(Jones et al., 2005, Marriott et al., 2012). Die hier gezeigten Infektionsmodelle zeigten,
dass die Behandlung mit S. pneumoniae D39 zu erhoéhten Werten an IL-1B fuhrten.
Des Weiteren zeigten sich erhéhte Werte in KC und ein eindeutiger Einstrom an
Neutrophilen. Jedoch konnte auch in diesem Pneumoniemodell kein Einfluss von VitD
nachgewiesen werden. Sowohl die Applikation als auch der systemische Mangel
zeigten keine Auswirkungen in den untersuchten Parametern nach der Infektion. Der
vermutete Unterschied in den Abwehrsystemen zwischen Mensch und Maus scheint
also nicht nur bei Infektionen durch P. aeruginosa Anwendung zu finden, sondern auch

bei der S. pneumoniae Infektion.

5.4 VitD beeinflusst nicht das bakterielle Uberleben in der Lunge in den

gewdahlten Mausmodellen

Einhergehend mit fehlenden Unterschieden in den Entziindungsreaktionen, konnte
auch keine Verdnderung der bakteriellen Bekampfung nachgewiesen werden. Das
Uberleben der gewéhlten Bakterien nach den intranasalen Infektionen war weder
beeinflusst durch den systemischen Mangel noch durch die endotracheale Gabe des
VitD. Jedoch steht dies im Gegensatz zu einigen Studien, die in Patienten mit einem
systemischen Mangel eine deutliche Beeintrachtigung der Bekampfung von
Mikroorganismen aufweisen konnten (Wilkinson et al., 2000, Lagishetty et al., 2010,
Chalmers et al.,, 2013). Auch kann dieses Vitamin die antimikrobielle Fahigkeit der

Makrophagen fordern (Liu et al., 2006, Liu et al., 2009). Ein mdglicher Grund fur die
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gegensatzlichen Ergebnisse zwischen den klinischen Studien und dem hier gezeigtem

murinen Modell kdnnte auch hier der vermutete Unterschied der Spezies sein.

5.5 Der Einfluss des VitD auf das Immunsystem scheint speziesabhangig zu

sein

Das Immunsystem muss sich immer wieder auf neue umweltbedingte Veranderungen
einstellen. So hat sich dieses auch im Laufe der Evolution in den unterschiedlichen
Spezies auf das jeweilige Habitat angepasst. Daher scheint es nicht verwunderlich,
dass die immunologischen Reaktionen in Mensch und Maus sich in vielen Facetten
unterscheiden. Bei einer TLR2-Stimulation z. B., antwortet das murine Immunsystem
haufig durch die Bildung von Stickstoffmonoxid, welches im Menschen auf anderem
Wege reguliert wird (Chan et al., 1992, Thoma-Uszynski et al., 2001). Und auch der
Einfluss des VitD auf die Expression von antimikrobiellen Peptiden scheint Spezies
abhangig zu sein. Dabei sind diese Proteine, neben den Leukozyten, zur Bekdmpfung
von eingedrungenen Mikroorganismen essentiell. Verschiede Studien zeigten in den
letzten Jahren, dass u. a. die Expressionen von CAMP, DEFB4 und NOD2 in humanen
Zellen durch 1,25(0H),D; induziert werden koénnen und somit eine bakterielle
Ausbreitung maf3geblich reduziert wird (Wang et al., 2004, Liu et al., 2009). Jedoch ist
dieser Umstand in murinen Zellen nicht oder weniger stark verfigbar und konnte auch
in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Weitergehende Untersuchungen deckten
auf, dass die Bindungsstelle fir den VDR in den Promotorregionen dieser Peptide nur
in Primaten konserviert und in Nagern nicht vorhanden ist (Gombart, 2009, Dimitrov
and White, 2015). Aber auch die Bindestelle in der Promotor Region des IL-18 kann
nicht in Mausen oder Ratten nachgewiesen werden, wie in Primaten und die
transkriptionelle Induktion von IL-1B fehlt in diesen Spezies (Verway et al., 2013).
Daruber hinaus konnten humane in vitro Studien bei der Applikation des in Ethanol
geldsten und des in Liposomen verpackten 25(0OH)D; einen suppressiven Effekt auf die
IL-8-Abgabe und einen férdernden antimikrobiellen Effekt aufzeigen (Castoldi et al.,
unpubliziert). Im Gegensatz dazu zeigten die beiden Applikationsformen bei der

murinen Zelllinie LA-4 keine Auswirkungen auf die Abgabe von KC.

Polymorphismen im Gen fir den VDR kdnnen hingegen héaufig bei Patienten mit einer
erhdhten Anfélligkeit fir Tuberkulose oder Hepatitis B gefunden werden (Bellamy et al.,
1999, Singh et al., 2012, Rashedi et al., 2014). Dabei nimmt VitD Uber die Bindung
zum VDR u. a. Einfluss auf die Synthese von antimikrobiellen Peptiden wie CAMP (Liu

et al., 2006, Liu et al., 2009). Im Gegensatz dazu zeigten die Mause in dieser Arbeit,
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dass der Wegfall oder die Gabe von VitD nicht die antimikrobiellen Eigenschaften der
Lunge beeinflussten. Auch wiesen weitere Arbeiten darauf hin, dass die genetische
Manipulation des VDR-Gens nicht die Expression des murinen Homologes des CAMP

oder die bakterielle BekAmpfung beeinflusst (Gombart et al., 2005).

5.6 Schlussbemerkungen

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigten in keinem der untersuchten
Parameter der spezifischen Immunabwehr der Lunge einen Einfluss des VitD. Wie
bereits im vorangegangenen Abschnitt diskutiert, kénnte das gewahlte murine System
ein fur diese Analysen ungeeigneter Modellorganismus sein, da nicht nur das
Immunsystem im Allgemeinen sondern auch der Einfluss des VitD im Menschen
anderen Mechanismen unterliegt als in der Maus. Jedoch kdnnten auch weitere
Sachverhalte den fehlenden Einfluss des VitD in den hier gewahlten

Untersuchungsmodellen erklaren.

In dieser Arbeit wurde nur der systemische Mangel an VitD in ansonsten gesunden
Tieren untersucht. Viele Patientenstudien zeigten jedoch, dass gerade ein VitD-Mangel
haufig bei vorbelasteten, chronisch Kranken oder gar bei der Intensivbehandlung mit
einem verschlechterten Krankheitsverlauf einhergeht (Jeng et al., 2009, McNally et al.,
2009). Auch zeigten einige klinische Studien, dass die Applikation von VitD nicht zu der
erhofften Verbesserung des Krankheitsbildes fihrte (Diamond et al., 2005, Li-Ng et al.,
2009). Daher stellt sich die Frage, ob der Mangel an VitD nur eine Begleiterscheinung
von anderen Krankheiten sein kénnte. Menschen mit chronischen Infektionen oder gar
jene mit langen Krankenhausaufenthalten halten sich sehr viel weniger im Sonnenlicht
auf und erndhren sich haufig einseitiger, als gesunde Menschen. So kdénnten die haufig
gemessenen  verringerten  VitD-Werte  bei  Patienten  mit  chronischen
Lungenentziindungen auch ein Resultat eines verschlechterten Krankheitsbild sein und

nicht der Ausloser.

Eine weitere mdgliche Erklarung fur den fehlenden Einfluss des VitD kdnnte der
gewdahlte Versuchsaufbau dieser Arbeit sein. Dabei wurden die Reaktionen der
angeborenen Immunabwehr auf eine einmalige Infektion untersucht. Die meisten
Patientenstudien beschaftigen sich jedoch mit chronischen Lungenerkrankungen,
wobei haufig nicht die einzelne Infektion beurteilt wird, sondern die Haufigkeit und die
Schwere einer wiederholten Lungenentziindung. Wie bereits im vorherigen Absatz
erwahnt, zeigt sich der Mangel an VitD gehéauft bei schweren und chronischen

Erkrankungen (Jeng et al., 2009, McNally et al., 2009). Daher koénnten die
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untersuchten Marker der spezifischen Abwehr des angeborenen Immunsystems von
dem systemischen Mangel unbeeinflusst sein und der Schaden durch den Mangel in
den Patienten durch eine Beeintrachtigung der adaptiven Antwort bei chronischen oder
wiederholten Infektionen. Hier beeintrachtigt das VitD mafgeblich in der Bildung der
Lymphozyten. Bei dem Mangel des VitD, kdnnte durch die fehlende Kontrolle der
Proliferation und Aktivitat von T- und B-Zellen eine aggressive, langanhaltende oder
wiederholt auftretende Infektion schlechter geklart werden. Dabei konnten die
Entzindungsreaktionen langer andauern, das Lungengewebe starker geschadigt
werden und so eine chronische Erkrankung der Lunge etablieren (Tsoukas et al., 1984,
Lemire et al., 1985, Lemire, 1995).

Andere Substanzen kdnnten dabei aber auch den Mangel an VitD kompensieren und
die fehlende Kontrolle der spezifischen Immunabwehr ausgleichen, sodass ein
alleiniger Mangel an VitD nicht zu einer beachtlichen Beeintrachtigung im gewahiten
Infektionsmodell fiihrte. So scheint die Kontrolle des VitD auf die Konzentration des
PTH nicht nur im Kalzium-Phosphat-Stoffwechsel eine Rolle zu spielen. Sowohl das
VitD als auch das PTH sind dazu im Stande, die Expression von CAMP zu aktivieren
(Muehleisen et al., 2012). So fihrt das Fehlen des einen zur Erh6hung des jeweils
anderen und somit kdnnte der Verlust des VitD durch eine erhéhte Synthese von PTH

kompensiert werden.

Literaturdaten zeigen eindeutig eine wichtige Rolle des VitD bei der Bekéampfung von
Infektionen der Lunge und bei der Kontrolle der einhergehenden
Entzindungsreaktionen. Auch die Studie von Klaff et al. zeigte Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen dieser Arbeit, dass der systemische Mangel an VitD im Mausmodell
keinen Einfluss auf die Entwicklung des LPS-induzierten Lungenschadens nimmt. Hier
blieben fast alle Untersuchten Parameter, wie die Anzahl der BALF-Leukozyten und die
Konzentration an KC, unbeeinflusst von der systemischen Konzentration an VitD (Klaff
et al., 2012).

Die Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten zeigen die Komplexitat der
physiologischen Rolle des VitD auf. Dabei wird deutlich, dass sich im Besonderen die
Immunsysteme in  verschiedenen Spezies auf die jeweils speziellen
Umweltbedingungen eingestellt haben. Durch die hier vorliegenden Ergebnisse wird
deutlich, dass die Maus zur Untersuchung der Rolle des VitD bei akuten
Infektionsreaktionen nicht geeignet scheint, um diese auf den Menschen zu

Ubertragen.
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Anhang

6.1 Abkurzungsverzeichnis

1,25(0OH)Ds 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds

25(0OH)D3 25-Hydroxyvitamin Dj

Abb. Abbildung

ANOVA Analysis of variance

BALF bronchoalveolaren Lavageflissigkeit

CAMP cathelicidin antimicrobial peptide

CFU colony forming Units

COPD chronic obstructive pulmonary disease (chronische obstruktive
Lungenerkrankung )

Cyp Cytochrom P450 Enzyme

d days (Tage)

DBP Vitamin D binding protein (Vitamin D Bindeprotein)

DC dendritic cells (Dendritische Zellen)

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

ELISA Enzym Linked Immunosorbent Assays

FBS fetal bovine serum (Fo6tales Kalberserum)

h.i. hitzeinaktiviert

hBD2 humanes B-Defensin-2

HIPS Helmholz-Institut fir Pharmazeutische Forschung Saarland

l. E. Internationale Einheiten

IFN Interferon

IKK IkBa-Kinase-Komplex

IL Interleukin

kB Inhibitor fur NF-kB

LDH Laktat-Dehydrogenase
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lebendigen P. aeruginosa PAOL.
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Die Applikation von 25(0OH)D; fuhrt zu keiner Veranderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach akuter

Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39.

Die Applikation von 25(0OH)D; fuhrt zu keiner Veranderung der
Zytokinabgabe in der Lunge nach akuter Infektion mit lebendigen S.

pneumoniae D39.

Die Applikation von 25(0OH)D; fuhrt zu keiner Veranderung der
bakteriellen Klarung in der Lunge nach akuter Infektion mit

lebendigen S. pneumoniae D39.

Die Applikation der unterschiedlichen Konzentrationen von 25(0OH)D;
fur 48 h flhrten zu keiner Veranderung der Zusammensetzung der
Immunzellen in der BALF nach akuter Infektion mit lebendigen S.

pneumoniae D39.

Die Applikation der unterschiedlichen Konzentrationen von 25(0OH)D;
fur 48 h fuhrten zu keiner Veranderung der Zytokinabgabe in der

Lunge nach akuter Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39.

Die Applikation der unterschiedlichen Konzentrationen von 25(0OH)D;
fur 48 h fuhrten zu keiner Veranderung der bakteriellen Klarung in der

Lunge nach akuter Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39.

Die Applikation der unterschiedlichen Konzentrationen von 25(OH)D;
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pneumoniae D39.
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Lunge nach akuter Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39.

Die Applikation der unterschiedlichen Konzentrationen von 25(0OH)D;
fur 96 h fuhrten zu keiner Veranderung der bakteriellen Klarung in der

Lunge nach akuter Infektion mit lebendigen S. pneumoniae D39.

Die Applikation von 1,25(0OH),D; fuhrt zu keiner Veranderung der
Zusammensetzung der Immunzellen in der BALF nach der PBS-

Stimulation.
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