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1 Einleitung

1.1 Botanische Eingruppierung der Gattung Cannabis

Cannabis, eine zur Familie der Cannabaceae gehdrende einjahrige Pflanze, wird von
Botanikern in drei unterschiedliche Arten unterteilt. Dabei wird die erste Art Cannabis
sativa vor allem zur Fasergewinnung benutzt, da sie einen faserreichen Sténgel und nur
eine sehr geringe Menge psychoaktiver Inhaltsstoffe besitzt. Die zweite Art nennt sich
Cannabis indica und wird vornehmlich zur Gewinnung der psychoaktiven Bestandteile
verwendet. Bei Cannabis ruderalis hingegen handelt es sich vermutlich um eine
verwilderte Art der Cannabispflanze. Bei allen drei Arten handelt es sich um
zweihdusige Pflanzen, d.h. die ménnlichen und weiblichen Bluten sind nie zusammen
auf einer, sondern immer nur auf verschiedenen Pflanzen zu finden. Zur Gewinnung
von psychoaktiven Pflanzenteilen werden meist nur die Bliten und Blatter der
weiblichen Pflanzen verwendet, da diese Bestandteile der Pflanze den hdchsten Gehalt

an psychoaktiven Wirkstoffen aufweisen.

1.2 Geschichte der Cannabisnutzung

Die erste schriftliche Erwéhnung der Cannabisnutzung geht auf den chinesischen Kaiser
Shen-Nung 2737 vor Christus zuriick, der vom Einsatz der Cannabispflanze bei
Malaria, Berberi, Rheuma und Frauenleiden berichtet. Auch die indisch, vedische
Literatur erwéhnt den Einsatz von Cannabis zu medizinischen und rituellen Zwecken.

Von Zentralasien ausgehend breitete sich die Cannabispflanze nahezu weltweit aus und
erreichte in Europa im 18 Jahrhundert einen ersten HOhepunkt der Verwendung. In
Frankreich wurde zu dieser Zeit vor allen Dingen die bewusstseinsverandernde Wirkung
in literarischen Kreisen geschétzt. In England hingegen war Cannabis zeitgleich
aufgrund seiner medizinischen Einsatzmdglichkeiten bekannt. Eine medizinische
Anwendung fand zum Beispiel bei der Linderung von Schmerzen und der Senkung der

Anfallshdufigkeit bei Epilepsiepatienten statt.


http://de.mimi.hu/garten/pflanze.html
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Bis ins erste Drittel des 20. Jahrhunderts war Cannabis vor allem in Form von
alkoholischen Extrakten ein leicht verfligbares und deshalb sehr hdufig verschriebenes
Medikament.

Ein Verbot der Cannabisnutzung wurde erstmals 1925 auf der Opiumkonferenz in Genf
diskutiert. 1929 trat schlie3lich das Opiumgesetz des deutschen Reiches in Kraft. Da
Cannabis in den folgenden Jahrzehnten immer haufiger als bewusstseinserweiternde
Droge missbraucht wurde, verabschiedete die deutsche Regierung am 24. Dezember
1971 das Betdubungsmittelgesetz, das den Gebrauch von Cannabisprodukten unter
Strafe stellte.

1.3 Das Endocannabinoidsystem

1964 beschrieb R. Mechoulam die korrekte chemische Struktur von A°-THC, dem
wichtigsten pharmakologischen und toxikologischen Inhaltsstoff der Cannabispflanze.
Seitdem wurden Uber 60 unterschiedliche Cannabinoide isoliert. Als man 1990 den
CB1-Rezeptor und drei Jahre spater den CB2-Rezeptor klonierte und dadurch zum
ersten mal einen Einblick in die Wirkungsweise der Cannabinoide erzielte, erfuhr die
Pflanze einen erneuten Hhepunkt des wissenschaftlichen Interesses 8494,

1992 schlieBlich isolierte Devane den ersten korpereigenen Stoff, der an den CB1-
Rezeptor bindet, das N-Arachidonoylethanolamid, besser bekannt als Anandamid®. In
den folgenden Jahren wurden weitere sogenannte Endocannabinoide gefunden und
lieferten damit einen besseren Einblick in das Endocannabinoid-System. Abbildung 1
zeigt die chemischen Strukturformeln von A-9-THC und Anandamid, die beide an den
CB1-Rezeptor binden.

OH 4° - Tetrahydrocannabinol

CHs
N

Arachidonylethanolamid = Anandamid

Abbildung 1 chemische Struktur von Anandamid und A-9-THC
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1.4 Fatty acid amide hydrolase als Schltisselenzym im
Endocannabinoidsystem

Im Jahr 1996 klonierte Ben Cravatt das Enzym Fatty acid amide hydrolase, das eine
entscheidende Rolle im Endocannabinoid-System spielt %,

FAAH ist ein Membranprotein, das bioaktive Amide einschlielich des
Endocannabinoids Anandamid in Arachidonsédure und Ethanolamin hydrolisiert und
damit die Wirkung von Anandamid beendet. FAAH ist auch in der Lage andere
Endocannabinoide in freie Fettsduren und Ethanolamin zu zersetzen. Durch seine
enzymatische Aktivitat nimmt FAAH Einfluss auf die vorhandene Menge an
Anandamid und anderer Endocannabinoide und stellt damit eine interessante
Angriffsstelle fir Medikamente dar. Mittlerweile sind sowohl nicht-selektive als auch
selektive Inhibitoren des Enzyms bekannt. Beispiele fiir nicht-selektive Inhibitoren sind:
Phenylmethylsulfonylfluorid, Methoxyarachidonyl-fluorophosfonat und
Arachidonoyltrifluoromethylketon. URB597 ist ein selektiver Inhibitor des FAAH-
Enzyms und flhrt durch seine blockierende Wirkung des FAAH-Enzyms zu einer
Vermehrung von Anandamid im ZNS und in der Peripherie **,

Cravatt et al. konnten die Auswirkungen bei fehlendem FAAH an Rezeptor-defizienten
,Knockout“-Mausen zeigen. Durch das Ausschalten des FAAH-Enzyms entwickelten
die Mause 15-fach hohere Anandamid-Konzentrationen im Gehirn, als dies bei
normalen Mé&usen der Fall ist. Als Resultat dessen zeigte sich eine vielfach niedrigere
Schmerzanfalligkeit, die mit dem CB1-Antagonisten SR141716A aufgehoben werden
konnte .

2002 fand man eine Missense Mutation im humanen FAAH Gen, die dazu fuhrt, dass
das Enzym bei homozygoten Trdagern der Mutation zwar normale katalytische
Eigenschaften besitzt, aber anfalliger gegen den proteolytischen Abbau ist *®. Dadurch
kommt das Endocannabinoidsystem anscheinend soweit aus dem Gleichgewicht, dass
die Menge an Endocannabinoiden im Gehirn bis auf das 10-fache des Normalwertes

118

steigt . In Studien zeigte sich, dass Menschen, die diese Mutation aufweisen,

anfalliger fir Drogen- und Alkoholabhangigkeit sind und zu Ubergewicht und

Adipositas neigen &1°,
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HO
NH,

CHs

Abbildung 2 Abbau von Anandamid durch FAAH in Arachidonsaure und Ethalonamin

Abbildung 3 FAAH als integrales Membranprotein in einer Lipiddoppelschicht
Mittels Rontgenkristallographie wurde die dreidimensionale Struktur des Enzyms
entschliisselt *°. Der mit pro129 markierte Locus zeigt die Stelle im Protein, an der der
untersuchte Polymorphismus lokalisiert ist .

1.5 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

1.5.1 Morbus Crohn

Der Morbus Crohn gehort zur Gruppe der chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen.
Die erste klare Deskription der Charakteristika des Morbus Crohn wurde 1932 von B.B.
Crohn zusammen mit L. Ginzburg und G. Oppenheimer im JAMA publiziert 2. Beim
Morbus Crohn handelt es sich um eine chronisch-granulomattse Erkrankung, die den
gesamten Gastrointestinaltrakt von der Mundhohle bis zum After betreffen kann. Am

haufigsten ist jedoch das terminale Illeum befallen (bis etwa 40%), wahrend ein
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alleiniger Befall des Kolons bei etwa 15-35% der Patienten beobachtet wird. Der Befall

des oberen Gastrointestinaltraktes ist deutlich seltener (5-8%)*.

Charakterisierend fir den Morbus Crohn ist der diskontinuierliche, segmentale Befall
der Darmschleimhaut. Dabei kommt es zu einer transmuralen Entziindung, die alle
Wandabschnitte von der Tunica mucosa bis zur Tunica serosa mit einbeziehen kann.
Daraus resultiert eine 6dematdse Verdickung der Darmwand und es kénnen sich Fisteln,

Fissuren und Stenosen ausbilden.

Klinisch présentiert sich der Morbus Crohn h&ufig mit Muidigkeit, abdominellen
Schmerzen und meist unblutigen Durchféllen. Es zeigen sich auch h&ufig unklares
Fieber, starker Gewichtsverlust, Ubelkeit und Erbrechen. Nicht bei allen Betroffenen
manifestiert sich die Erkrankung mit Diarrhoen. Bis zu 50% der Erkrankten haben
extraintestinale Manifestationen ihrer Erkrankung, die sich an der Haut (Aphten,
Erythema nodosum), den Gelenken (Arthritiden), an den Augen (Uveitis und
Episkleritis), an der Leber (primér sklerosierende Cholangitis), an den GefélRen (vendse

und arterielle Thrombembolien) und an den Nieren (Amyloidose) entwickeln kénnen 2.

Der Morbus Crohn weist einen Altersgipfel bei etwa 30 Jahren auf und kommt in der

Bundesrepublik Deutschland mit einer Inzidenz von 5,2/100000 vor 1%,

Die Atiologie der Erkrankung ist weitestgehend unbekannt. Neben den Annahmen, dass
Umwelt- und psychische Einflisse bei der Entstehung beteiligt sein konnten, hat sich
2001 die Identifikation von Varianten im NOD2/CARD15-Gen als bedeutender

Risikofaktor herausgestellt >

1.5.2 Colitis ulzerosa

Die Colitis ulzerosa gehort ebenfalls zur Gruppe der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Dabei ist stets ein Beginn im Rektum zu beobachten, von dem aus
sich die Erkrankung bei der 54% der Betroffenen innerhalb 10 Jahren weiter nach
proximal ausbreitet ®. Die Entziindung ist bei der Colitis ulzerosa auf die Mukosa

beschrankt.
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Klinisch wird die Erkrankung meist durch anhaltende blutig, schleimige Diarrhoen
auffallig. Viele Patienten berichten Uber einen ausgepragten Drang zur Defékation und
haben konstant ein Gefiihl inkompletter Stuhlentleerung. In vielen Féllen berichten die
Patienten auch Uber Schmerzen im unteren linken Abdomen, die h&ufig kollikartig
ausgepragt sind und von einem starken Drang zur Defékation begleitet werden. Bei
schweren Krankheitsverlaufen kommen zu den abdominellen Beschwerden auch
systemische Krankheitssymptome wie Appetitlosigkeit, Leistungsminderung und
vermehrte Mudigkeit.

Die Colitis ulzerosa verlauft in rezidivierenden Schiben von unterschiedlich langer
Dauer. Patienten mit ausgeprédgtem Kolonbefall erleiden dabei haufiger
Krankheitsschibe. Aus diesem Grund ist es oft notig, dass diese Patienten kolektomiert

werden.

Der akute Schub ist durch die typischen klinischen Beschwerden (blutig, schleimige
Diarrhoen; Tenesmen) gekennzeichnet. Die fulminante Colitis ulzerosa stellt einen
akuten Schub mit systemischer Beteiligung wie z.B. Fieber und Andmie dar. Die
gefirchtetste Komplikation der Colitis ulzerosa ist das sogenannte toxische Megakolon,
bei dem der Kolondurchmesser in der Abdomenleeraufnahme mehr als 6 cm betragt.
Dabei kann es zur freien oder gedeckten Perforation des Kolons in die Bauchhohle,
Retroperitoneum oder den Beckenboden kommen. Beim chronisch-aktiven Verlauf
kann ein akuter Schub zwar medikamentds gelindert werden, allerdings ist keine
komplette Remission zu erreichen. Von einer klinischen Remission kann man dann
ausgehen, wenn der Patient keine Diarrhoen angibt, kein sichtbares Blut im Stuhl und

keine intestinalen und extraintestinalen Manifestationen bestehen.

Bei der Colitis ulzerosa konnen ebenfalls extraintestinale Manifestationen beobachtet
werden, die dieselben Organe wie auch beim Morbus Crohn befallen kénnen, allerdings

seltener auftreten als beim M.Crohn.

Nach langjahrigem Befall der Kolonschleimhaut kann es bei der Colitis ulzerosa tber
Schleimhautdysplasien zu malignen Entartungen kommen. So entsteht bei Patienten mit

einer chronischen Pankolitis innerhalb 20 Jahren in bis zu 8% ein kolorektales
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39

Karzinom *°. Deshalb sollte Patienten, deren Erkrankung medikamentds nicht gut

kontrolliert werden kann, friihzeitig zur Kolektomie geraten werden.

Wie auch beim Morbus Crohn ist die Atiologie der Colitis ulzerosa bisher nicht
vollstandig geklart. Man nimmt auch hier an, dass genetische Veranderungen im

Mittelpunkt der Krankheitsentstehung stehen.

1.6 Zusammenhang zwischen chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen und dem Endocannabinoidsystem

Vor kurzem wurde bei Mausen ein protektiver Mechanismus von Cannabinoiden gegen
eine durch Di-Nitro-Benzol-Sulfat ausgeldste experimentelle Colitis entdeckt, der durch
die Stimulierung von CB1-Rezeptoren vermittelt wird. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die pharmakologische Aktivierung des CB1-Rezeptors einen direkten protektiven
Mechanismus in Gang setzt, der den inflammatorischen Insult abschwdacht. Bei CB1-
Knockout-Tieren war dieser protektive Mechanismus nicht nachzuweisen "°. Méause,
denen das Enzym FAAH entfernt wurde, entwickelten eine weniger ausgepragte Colitis
durch DNBS ™. Das deutet darauf hin, dass nicht nur der CB1-Rezeptor, sondern auch
das FAAH-Enzym einen wichtigen Einfluss auf die Pathophysiologie der chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen hat "**2*.

1.7 Fragestellung dieser Arbeit

Da Endocannabinoide zeigten, dass sie einen wichtigen Einfluss auf das
Entziindungsgeschehen im Gastrointestinalbereich haben, scheint es angebracht zu sein,
mit dieser Studie zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zwischen der Missense
Mutation im humanen FAAH Gen und den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Morbus Crohn und Colitis ulzerosa gibt.



12 Einleitung

Die vorgelegt Doktorarbeit untersucht:

1. den Zusammenhang zwischen der FAAH-Genexpression und einer intestinalen
Entzlindungsreaktion in Zellkulturen

2. den Einfluss von FAAH-Genvarianten auf die Anfalligkeit fir chronisch-

entzlindliche Darmerkrankungen
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2 Abkurzungsverzeichnis

2-AG:
AA-5-HT:
bp:

BSA:

CB:
cDNA:
CED:

Ct:
DNBS:
DS-DNA:
EC(s):
ECS:

IFN:

GPCR:
LPS:
MRNA:
PCR:

Pro:
RT - PCR:
SNP:
Thr:

TNF:
TRPV-1:

2-Arachidonoylglycerol
Arachidonoyl-Serotonin
Basenpaare

bovines Serumalbumin
Cannabinoid

complementary DNA
Chronisch entzindliche Darmerkrankung
Threshold Cycle
Di-Nitro-Benzolsulfat
Doppelstrang - DNA
Endocannabinoid(e)
Endocannabinoid-System
Interferon

Interleukin
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Lipopolysaccharid
Messenger-RNA
Polymerasekettenreaktion
Prolin

Realtime - Polymerasekettenreaktion
single nucleotide polymorphism
Threonin

Tumornekrosefaktor

transient receptor potential vanilloid-1
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Die Studienpopulation bestand aus 1008 Personen, von denen 435 an Morbus Crohn
und 167 an Colitis ulzerosa erkrankt sind. AuBerdem wurden 406 gesunde
Kontrollpatienten in die Studie eingeschlossen. Das Patientenkollektiv umfasste den
Behandlungszeitraum von Februar 2002 bis Dezember 2006 und ging dabei vollstandig
aus der Ambulanz fur chronisch entziindliche Darmerkrankungen des
Universitatskrankenhauses Miunchen GroRhadern hervor.  Die demographischen
Hauptcharakteristika der Studienpopulation

werden in Tabelle 1 vorgestellt.

Die Diagnosen Morbus Crohn und Colitis ulzerosa mussten endoskopisch, radiologisch
und histopathologisch gesichert sein. Félle in denen es sich um eine Colitis
indeterminata handelte, wurden von der Studie ausgeschlossen. Die Kontrollpatienten
waren nicht-verwandte, gesunde Personen kaukasischen Ursprungs, die den Crohn-
Patienten in der Geschlechterhdufigkeit angepasst wurden. Demographische und
klinische Daten wurden von zwei unabhdngigen Untersuchern retrospektiv aus den
Patientenkurven ermittelt. Dabei wurden die Auspragung und die Lokalisation der CED,
durch die Erkrankung ausgeloste Komplikationen und der Einsatz von
Immunsuppressiva  (Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanion, Methotrexat,
Infliximab) berucksichtigt. Die Daten wurden in Bezug auf den FAAH-Genotyp
verblindet. Sowohl die Colitis ulzerosa- als auch die Crohn-Patienten wurden
entsprechend der Vienna Klassifikation, mit Ricksichtnahme auf die neue Montreal
Klassifikation, in Untergruppen unterteilt “®’. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat
genehmigt. Alle teilnehmenden Patienten wurden (ber die genetische Analyse
informiert und gaben ihr schriftliches Einverstandnis dafur.
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Tabelle 1 Eigenschaften der Studienpopulation
Colitis
Morbus Crohn
ulzerosa Kontrollen (n=406)
(n=435)
(n=167)
Geschlecht

mannlich (%)
weiblich (%)

213 (49.0%)
222 (51.0%)

84 (50.3%)
83 (49.7%)

211 (52.0%)
195 (48.0%)

Alter (Jahre)

Mean + SD 39.6+ 129 425+ 14.5 47.3+18.2
Range 10-75 18-85 1-88
Body mass index

Mean = SD 23.2+4.3 242+ 4.2

Range 13 - 40 16 - 41 //
Alter bei Erstdiagnose

(Jahre) /
Mean + SD 27.6+11.8 31.7 +13.7

Range 1-71 9-81

Krankheitsdauer (Jahre)

Mean + SD 12.0+8.7 10.7+7.6

Range 0-44 1-40

Pos. Familienanamnese
fir CED(%)

52 (12.0%)

21 (12.6%)

//
__

3.2 lIsolierung der DNA

Die genomische DNA wurde mit Hilfe des DNA Mini Kits der Firma Qiagen (Hilden
und Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland) aus Leukozyten von 200 pl
vendsem Blut gewonnen. Zundchst wurde eine Lyse der Zellen mittels einer
proteasehaltigen Losung durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die Bindung der DNA an
eine Silika-Gel- Membran. Die gewonnene DNA wurde nach Entfernung der Blut- und
Zellbestandteile mit Hilfe einer Elutionspufferlosung (AE Puffer des QlAamp® DNA
Mini Kits, Qiagen, Hilden, Deutschland) eluiert. Gelagert wurde die so gewonnene

DNA bei 4°C.
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3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerasekettenreaktion wurde 1983 vom Biochemiker Kary Mullis
beschrieben. Polymerase ist ein Enzym, das in allen Lebewesen vorkommt, und die
DNA vor der Zellteilung verdoppelt. Mit dieser Technik ist es mdglich spezifische
DNA-Abschnitte zu kopieren und exponentiell zu vervielfaltigen.

Der PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 25 bis 50 Zyklen, die in einem
Thermocycler durchgefuhrt werden. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten:

Denaturierung der Doppelstrang-DNA

Bei der Denaturierung wird die DS-DNA kurzzeitig auf 94-96°C erhitzt, um sie in zwei
Einzelstrange zu teilen. Durch die Erhitzung werden Wasserstoffbriicken, die die
Einzelstrdnge zusammenhalten, aufgebrochen. An die so gewonnenen Einzelstrange
kdnnen sich im néchsten Schritt die sogenannten Primer anlagern.

Annealing

Im ndchsten Reaktionsschritt wird die Temperatur auf ca. 45 bis 60 °C abgesenkt.
Dadurch konnen die Primer an die jeweils passende Stelle in den Einzelstrdngen binden
(das so genannte Annealing). Primer sind kurze einstrangige DNA-Molekile mit einer
Lange von ca. 20 Basen. Sie werden synthetisch hergestellt und konnen von
biotechnologischen Firmen gekauft werden. Fur die PCR werden zwei Primer benétigt.
Man braucht einen forward und einen reverse Primer um eine PCR durchzufthren. Die
Primer bestimmen den Anfang und das Ende des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes. Durch die Sequenz der Primer wird festgelegt, welcher Genabschnitt
amplifiziert wird. Durch die Bindung des Primers an den Einzelstrang entsteht am 5°-
Ende ein doppelstrangiger Abschnitt. Die Tag-Polymerase erkennt diesen
doppelstrangigen Abschnitt und bindet daran. Damit beginnt die Synthese des
Zweitstranges.


http://de.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
http://de.wikipedia.org/wiki/Thermocycler
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Elongation

Die so entstandenen kurzen doppelstrangigen DNA-Fragmente dienen der Polymerase
im dritten Schritt, der sogenannten Elongationsphase, als Startpunkte, von denen
ausgehend sie in 5-3"-Richtung komplementédre DNA-Strange synthetisiert. Bei einer
Temperatur von 72 °C entfaltet die Polymerase ihre maximale Aktivitét.

3.3.1 Ermittlung des FAAH-Polymorphismus

Im FAAH-Gen wurde an der Nukleotid-Position 385 ein Austausch von Cytosin gegen
Adenin identifiziert, der dazu flhrt, dass die Aminosaure Prolin an der Position 129
gegen ein Threonin ausgetauscht wird ****®, Daraus ergeben sich drei unterschiedliche
Genotypen (CC, CA, AA). Beim AA-Genotyp handelt es sich um den gesuchten
Polymorphismus, der zu einer flr die Proteolyse anfélligeren Form des FAAH-Enzyms
fuhrt. Die 1008 Individuen wurden mittels folgender Methode in Bezug auf ihren
jeweiligen FAAH-Genotyp untersucht.

Die Amplifikation wurde mit Hilfe eines Standard-PCR-Ansatzes durchgefihrt. Dafir
wurde aus 1,5mM MgCl,, 400uM jeder einzelnen dNTP, 1,25U Taq-Polymerase, 1x
Reaktionspuffer und je 20pM des forward und des reverse Primers ein Mastermix
hergestellt. Je 45ul dieses Mastermixes wurden pro PCR mit 5ul DNA (etwa 200ng
genomische DNA) versetzt. Die Oligonukleotid-Primer (MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland) werden in Tabelle 2 dargestellt.

Die PCR-Reaktion wurde im Thermocycler mit einem 15 mindtigen
Denaturierungschritt bei 95° C begonnen, um die Tag-Polymerase zu aktivieren.
Danach folgten 40 Zyklen mit einem Denaturierungsschritt bei 95° C fiir 30 Sekunden,
einem Annealing bei 55° C flr 30 Sekunden und einer Elongationsphase bei 72° C fir
weitere 30 Sekunden. Nach diesen 40 Zyklen schloss sich ein weiterer Schritt bei 72° C
fur 5 Minuten an, der zur endgiiltigen DNA-Synthese fuhrt.

Nach der PCR-Reaktion wurden die PCR-Produkte auf ein 2%iges Agarosegel
aufgetragen und nach der Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht Gberprift, ob
jede Reaktion auch zu einem Produkt geftihrt hat. Abbildung 4 zeigt ein so entstandenes
Bild.

Tabelle 2 Zeigt die verwendeten Primer des PCR-Ansatzes zur Identifizierung des FAAH
Polymorphismus

Exon Primer Produktgrofe

forward reverse
9/12/13 5'-aag-caa-cat-acc-cca-tgc-tc-3' 5'-gtt-ttg-cgg-tac-acc-tcg-at-3' 299bp
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Abbildung 4 PCR-Produkte nach Auftragung auf ein Agarosegel und erfolgter Gelelektrophorese
Alle aufgetragenen PCR- Produkte zeigen eine Bande bei 299bp. Durch diesen Schritt
kann gezeigt werden, dass jede einzelne Reaktion auch zu einem PCR-Produkt gefiihrt
hat.

3.3.2 Verdau der PCR-Produkte

Nachdem jede Reaktion durch die Auftragung auf ein Agarosegel Uberprift wurde,
wurden von jedem entstandenen PCR Produkt 5ul mit dem in Tabelle 3 dargestellten
Enzymansatz vermischt. Das darin enthaltene Enzym Styl ist in der Lage die PCR-
Produkte an der Codon-Position 129 zu spalten und damit die verschiedenen Genotypen
darzustellen. Daflr wurden 15ul des Enzymansatzes mit 5ul PCR-Produkt versetzt und
Uber Nacht bei 37° C im Wé&rmeschrank belassen.

Tabelle 3 Reagenzien zur Herstellung des Enzymansatzes

Reagenz Menge

H,O 11,25 ul
NEB 3-Puffer 2,00 pl
Styl-Enzym 0,75 ul
BSA-Puffer 1,00 pl

3.3.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren zur
Auftrennung von RNA und DNA bzw. deren Bruchstiicken, sowie der Bestimmung
ihrer GroRe, ggf. nach einem Restriktionsverdau. Dazu wird die DNA in einem
elektrischen Feld nach ihrer GroRe aufgetrennt. Da die DNA negativ geladen ist,
wandert sie im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Dabei wandern kleinere
DNA-Fragmente schneller als grofere, so dass es zur typischen Bandenauftrennung im
Agarosegel kommt.
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Um die Banden nach erfolgter Elektrophorese sichtbar zu machen, wird die DNA mit
speziellen DNA-Farbstoffen angefarbt. Dafir wurde bei den vorliegenden
Experimenten Ethidiumbromid verwendet, das die DNA bei Bestrahlung mit UV-Licht
sichtbar macht. Abbildung 5 zeigt die verschiedenen Genotypen, die bei der
Bestrahlung mit UV-Licht gesehen werden kénnen.

Abbildung 5 Darstellung der méglichen Genotypen durch Elektrophorese nach dem Verdau mit Styl
Der CC-Wildtyp zeigt zwei Banden bei 71bp und bei 228bp. Bei den heterozygoten CA
- Individuen werden drei Banden dargestellt. Je eine schwache Bande bei 71bp und zwei
starkere Banden bei 228bp und bei 299bp. Die gesuchten homozygoten AA-Trager
weisen nur eine einzelne Bande bei 29%bp auf, da das Enzym Styl bei den

Homozygoten keine Stelle zum Spalten findet.

Durchfiihrung:

Zunéchst wurde die Agarose mit Marathonpuffer versetzt und in der Mikrowelle
solange erhitzt, bis aus dem Gemisch ein Gel entstand. Daraufhin wurde das Gel in
einen daflr vorgesehenen Geltréager gegossen und ein Kamm wurde in das noch fllssige
Gel gestellt, um Taschen zuerhalten, in die spéter die DNA geladen werden konnte. Fr
die durchgefiihrten Versuche wurde eine Agarosekonzentration von 2% gewahlt. Sobald
das Agarosegel fest genug war, konnte der Kamm wieder entfernt werden.

Den Uber Nacht verdauten Proben wurden jeweils 12ul enthommen und mit 2pl
Ladepuffer vermischt, der dazu dient, dass die Proben in den Taschen verbleiben und
nicht aufschwimmen. Der Ladepuffer enthélt neben 15% Ficoll auch noch je 0,25%
Bromphenolblau und Xylencyanol als Farbstoffe. Das Agarosegel wurde jetzt in die
Gelkammern gegeben und mit den zuvor praparierten Proben beladen. In eine Tasche
wurde ein GroBenmarker (,,1kb DNA ladder) gegeben, um die GroRe der DNA-
Fragmente ablesen zu kdnnen. Zur Elektrophorese wurde eine Stromstérke von etwa 40-
100 mA eingestellt. Nach etwa einer halben Stunde wurde das Gel aus der Kammer
entfernt und die DNA mit Ethidiumbromid fir einige Minuten gefarbt. AnschlieRend
wurde das Uberschiissige Ethidiumbromid noch fiir etwa eine viertel Stunde entfarbt.

Als letzter Schritt wurde zum Darstellen der Fragmente ein UV-Transluminator
(A=302nm) verwendet und zur Dokumentation ein Foto des gefarbten Gels angefertigt.
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3.4 Zellkultur

Die humane intestinale Zelllinie HT29 wurde von der American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA) bezogen. Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM), erganzt durch 10% hitzeaktiviertes fetales Kélberserum der
PAA Laboratorien (Colbe, Deutschland) und 1% Penicillin und Streptomycin, am
Leben erhalten. Die Zellen wuchsen in 5% CO, Atmosphéare bei 37°C in einem
befeuchteten Inkubator heran. Bei Erreichen einer 70%igen Konfluenz wurden die
Zellen fur die Experimente verwendet. Die Zellen wurden nach den zeitlichen VVorgaben
mit rekombinatem TNF-o (50ng/ml), IFN-y (1000U/ml) oder IL-1B (10ng/ml) der
Firma R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) oder mit aus Escherichia coli
gewonnenem Lipopolysaccharid (LPS; 1ug/ml) der Firma Sigma (St. Louis, MO, USA)
stimuliert. LPS wurde in gereinigtem und endotoxinfreiem Wasser in einem
Ultraschallbad aufgeldst und nach vollstdndiger Losung weiterverdinnt.

3.5 Biopsien

Die Biopsien stammten von Patienten aus der Ambulanz fir chronisch entziindliche
Darmerkrankungen der Universitatsklinik Miinchen GroRhadern. Alle Patienten wurden
beztglich der molekulargenetischen Untersuchung im Rahmen von Studien aufgeklért.

Es wurden bei jedem Patienten Biopsien aus entzlndlich verédnderten und intakten
Darmabschnitten enthnommen. Die Biopsien wurden dabei wahrend einer Endoskopie
gewonnen.

Nach der Entnahme der Gewebestiicke wurden diese in Trizol®-Losung (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) eingelegt und im Ultraschallbad aufgeldst. Anschlief3end
wurde die RNA nach dem Trizol-Protokoll der Firma Invitrogen unter Verwendung des
TRIzol® Plus RNA Purification Kits isoliert. Die dabei gewonnene RNA wurde
photometrisch auf die vorhandene Konzentration bestimmt und 1ug RNA mit der
Omniscript® reversen Transkriptase (Qiagen, Hilden, Deutschland) von Qiagen in die
benodtigte cONA umgeschrieben. Das VVorgehen bei der reversen Transkription richtete
sich nach den VVorgaben des Herstellers.

3.6 Realtime-PCR

Die Technik der RT-PCR beruht auf einem &hnlichen Prinzip wie die einer
herkdommlichen PCR—Reaktion. Der Unterschied besteht darin, dass mit Hilfe der RT—
Methode auch eine Quantifizierung der gewonnenen DNA-Menge moglich ist. Die
Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wéhrend
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eines PCR-Zyklus erfasst werden. Dabei nimmt die Fluoreszenz zusammen mit der
Menge der entstehenden PCR-Produkte zu. Durch die quantitativen Messungen
wahrend der einzelnen Zyklen, kann die Zunahme der PCR-Produkte im Laufe der Zeit
dokumentiert werden. Darin unterscheidet sich die RT-PCR von den anderen
quantitativen PCR—Methoden, die hdufig erst am Ende des ganzen PCR-Vorganges
eine quantitative Messung durchfihren. So findet bei der RT-PCR etwa alle 7
Sekunden eine Messung der Menge der PCR-Produkte statt.

Die RT-PCR wurde mit Hilfe eines ABI Prism 7700 Sequence Detection Systems der
Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Als fluoreszierender Farbstoff diente das im
Quantitec® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) enthaltene SYBR Green I. Dabei handelt
es sich um einen asymmetrischen Cyanin-Farbstoff, der zum Nachweis
doppelstrangiger DNA eingesetzt werden kann. SYBR Green bindet an doppelstrangige
DNA und bildet damit einen DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex, der einerseits blaues
Licht mit einer Wellenldnge von A= 498nm absorbiert und selbst ein griines Licht mit
einer Wellenldnge von A= 522nm emittiert. Zum Fluoreszenzphdnomen kommt es dabei
nur, wenn SYBR Green an eine doppelstrangige DNA gebunden vorliegt. Die Messung
der Fluoreszenz findet im Rahmen der RT-PCR nach jedem Elongationsschritt statt,
d.h. immer dann wenn SYBR Green an die DNA gebunden hat. Somit kann die
Zunahme der DNA-Menge von Zyklus zu Zyklus verfolgt werden.

3.6.1 Quantifizierung

Verschiedene Rechenmodelle werden flr die Quantifizierung herangezogen, wobei
meistens ein Referenz-Gen mit gemessen wird, um einen relativen Mengen-Vergleich
durchzufthren. Bei den hier vorliegenden Versuchen wurde Beta-Aktin als Referenzgen
herangezogen.

3.6.2 Ci—Wert

Die Quantifizierung der PCR basiert bei allen Systemen auf der Berechnung des
Fluoreszenz-Schwellenwertes, dem so genannten Threshold Cycle oder Ci-Wert. Der Ct-
Wert ist jener PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz
signifikant Ubersteigt. Am Anfang der PCR-Reaktion wird nur die Basis- oder
Hintergrundfluoreszenz gemessen, da die Reporterfluoreszenz aufgrund der geringen
Templatekonzentration im Reaktionsgefal wéhrend der ersten PCR-Zyklen
normalerweise nicht detektierbar ist. Die Quantifizierung der DNA-Menge beruht nicht
auf absoluten Mengen an PCR-Produkt, sondern auf der Kinetik der PCR-Reaktion.
Parallel dazu werden in jedem PCR-Lauf bekannte Templatemengen amplifiziert,
sodass ein Vergleich ermdglicht wird, welche Templatemenge bei welchem C+-Wert
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resultiert. Daraus lasst sich eine Standardkurve erstellen, die einen Rickschluss aus
einem bestimmten Ct-Wert auf eine Templatekonzentration erlaubt.

3.6.3 Effizienz

Die PCR Effizienz eines bestimmten Faktors lasst sich durch verschiedenste Methoden
bestimmen. Bei Verfligbarkeit von genugend cDNA Startmatrize kann eine
probenindividuelle Verdinnungsreihe verwendet werden. Die Effizienz E kann mit
Hilfe der Steigung m einer Standardkurve berechnet werden.

E = 107(L/m)

3.6.4 Relative Quantifizierung

Um eine relative Quantifizierung durchfiihren zu kdnnen, wird eine interne Kontrolle
benotigt. Eine interne Kontrolle kann ein Gen-Transkript sein, dessen Signal verwendet
wird, um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen. Dies
bezeichnet man als Normierung. Weil die Gesamtanalyse auf diesem Signal beruht, ist
die Wahl der internen Kontrolle ein wichtiger Aspekt des Experiments.

3.6.5 Berechnung mit Hilfe einer Standardkurve

Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus
der eingesetzten Menge und dem Ci-Wert. Ist die Ausgangsmenge bekannt, kann eine
Standardkurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den Ci-
Wert konstruiert werden. Durch die Geradengleichung x = (C; — b)/m kann an der
Standardkurve fur jede unbekannte Probe der Logarithmus der Kopienzahl bestimmt
werden.

3.6.6 Durchfiihrung der RT-PCR

Zuerst wurde aus einer Auswahl mehrerer potentiell brauchbarer Primer, der beste
Primer durch die Durchfuhrung einer Standard—PCR bestimmt. Nach Auftragen der
PCR-Produkte auf ein Agarosegel und erfolgter Gelelektrophorese zeigten sich je nach
verwendetem Primer Banden von verschiedener Dicke. Der Primer, der die beste Bande
lieferte, wurde fir die anschlieRenden Experimente verwendet. Tabelle 4 zeigt den dafiir
benutzten Ansatz. Verwendet wurde 5’-aag-caa-cat-acc-cca-tgc-tc-3” als forward- und
5’-gtt-ttg-cgg-tac-acctcg-at-3’ als reverse-Primer.
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Tabelle 4 20ul Ansatz fir die Durchfiihrung einer RT-PCR

Reagenz Menge
Quantitec® Sybr® Green Mix 10 pl
Primer Mix 0,6 ul
H,0 1,4 ul
cDNA 8 ul

Der zweite Arbeitsschritt bestand in der Erstellung einer Standardkurve. Dafir wurde
cDNA, die aus Biopsien von Morbus Crohn Patienten gewonnen wurde, in einer
Verdinnungsreihe (1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:250) mit den in Tabelle 4 gezeigten
Reagenzien vermischt und eine RT-PCR durchgefiihrt. Die erhaltenen C-Werte wurden
in einem Excel Diagramm gegen den Logarithmus der enthaltenen Menge an RNA in
Nanogramm aufgetragen. Dadurch war zum einen die Geradengleichung zu berechnen,
zum anderen konnte man mit Hilfe der Steigung der Geraden auch die Effizienz der RT-
PCR herausfinden.

Aktin:

Um eine relative Quantifizierung zu ermoglichen, wurden sowohl die Proben der
Biopsien als auch der Zellkulturen anstatt mit dem FAAH-Primer mit einem Beta-
Aktin- Primer im Ansatz vermischt und daraufhin wurde eine RT-PCR nach den in
Tabelle 6 genannten Bedingungen gemacht. Beta-Aktin stellt ein Strukturprotein dar,
das in allen eukaryotischen Zellen im Zytoskelett vorkommt. Daher eignet es sich
aullerst gut als Referenz-Gen. Tabelle 5 zeigt die Primer flr die Beta-Aktin RT-PCR.

Tabelle 5 Primer fur Beta-Aktin

forward - Primer reverse — Primer

5’-gcc-aac-agc-gag-aag-atg-a-3’ | 5°-cat-cac-gat-gcc-agt-ggt-a-3’

Interleukin 8:

Interleukine sind Peptidhormone, die zu den Zytokinen gezahlt werden. Sie sind Trager
der Kommunikation zwischen Leukozyten, aber auch anderen an der Immunreaktion
beteiligten Zellen. Dabei gibt es sowohl das Immunsystem stimulierende, als auch
hemmende Interleukine. Interleukin-8 (IL-8) wird unter anderem durch Endothelzellen,
Monozyten, Epithelzellen und Fibroblasten produziert. Ein wichtiger Angriffspunkt des
Chemokins sind neutrophile Granulozyten. Die wesentlichen biologischen Wirkungen
von IL-8 auf Granulozyten beinhalten die Forderung der Chemotaxis, die Stimulation


http://de.wikipedia.org/wiki/Immunantwort
http://de.wikipedia.org/wiki/Fibroblast
http://de.wikipedia.org/wiki/Neutrophiler_Granulozyt
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der Expression von Adhdsionsmolekiillen und die Aktivierung mit Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Granula.

Da IL8 in inflammatorischen Geweben vermehrt produziert und ausgeschittet wird,
erlaubt eine RT-PCR zur Detektion der vorhandenen IL8 RNA-Menge einen Vergleich
zur Menge an gefundener FAAH-RNA. Damit lasst sich aussagen, ob in einem
inflammatorisch veranderten Gewebe, in dem ein Anstieg der relativen IL8-Menge im
Vergleich zum Normalgewebe zu verzeichnen ist, ebenfalls einen Anstieg der relativen
FAAH RNA-Menge aufzeigt.

Fur die Durchfihrung dieser Versuche wurde 5-‘cca-gga-aga-aac-cac-cgg-a-3’ als
forward- und 5’-gaa-atc-agg-aag-gct-gcc-aag-3° als reverse-Primer benutzt.

Die Ct-Werte fir diese Untersuchungen waren schon vorhanden und konnten somit
gleich flr die Auswertung verwendet werden.

Biopsien:

Es lagen Darmbiopsien von 11 Patienten mit einem Morbus Crohn vor, wobei von
jedem Patienten jeweils Biopsien aus entzindeten und nicht-entzindeten Arealen
vorhanden waren. Die zuvor schon extrahierte cDNA wurde wie in Tabelle 4 gezeigt
mit den anderen Reagenzien vermischt und der erhaltene Ansatz in eine daflr
vorgesehene 96 Loch Platte pipettiert. Die RT-PCR wurde nach dem in Tabelle 6
gezeigten Schema fur 40 Zyklen durchgefiihrt.

Tabelle 6 RT-PCR Temperaturbedingungen

Temperatur | Dauer

96°C 20 sec
60°C 20 sec
72°C 20 sec

Die Ci-Werte wurden in eine Excel-Tabelle Ubertragen und zundchst mittels der
Geradengleichung in  vorhandene RNA-Mengen umgerechnet. Die relative
Quantifizierung erfolgte durch die zuvor ermittelte Aktin-RNA Menge bei denselben
Proben. Anschliefend konnte statistisch ermittelt werden, ob zwischen den entzlindeten
und den nicht-entziindeten Biopsien ein signifikanter Unterschied bestand und ob es
einen Zusammenhang mit den IL8-Werten gab.

Zellkultur:

Die Zellen wurden wie oben beschrieben mit vier unterschiedlichen Zytokinen
behandelt. Nach vorher festgelegten Zeitintervallen wurden eine bestimmte Menge der


http://de.wikipedia.org/wiki/Genexpression
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Zellen aus dem Verband herausgenommen und zur cDNA-Gewinnung genutzt. Dadurch
war Uberprifbar, ob die Zellen mit einer vermehrten Produktion von FAAH-RNA auf
die proinflammatorischen Reize reagieren. AuBerdem erscheint so ein zeitlicher
Zusammenhang zwischen dem proinflammatorischen Reiz und der zelluldren Antwort
im Sinne einer vermehrten FAAH-Expression. Auf diese Weise wurden je zwei
Nullwertproben, zwei 1h-, zwei 2h-, vier 4h-, zwei 8h-, zwei 12 h- und zwei 24h-
Proben erstellt und diese nach den in Tabellen 4 und 6 genannten Bedingungen einer
RT-PCR zugefuhrt. Die erhaltenen Ct-Werte wurden erneut mit den zuvor bestimmten
Werten flr Beta-Aktin relativiert.

3.6.7 Statistik

Diskrete Variablen wurden mit dem Exakt-Test nach Fisher verglichen, fur
kontinuierliche Variablen wurde der Student-T-Test verwendet. Ein p-Wert kleiner 0,05
wurde als statistisch signifikant gewertet. Fir die Durchfiihrung der statistischen Tests
wurde SPSS 14.0.1 fiir Windows gebraucht.

3.6.8 Gerate und Materialien
PCR

Pipetten ,,Pipetman

Gilson, Bad Camberg, Deutschland

Pipettenspitzen

Kisker, Steinfurt, Deutschland

PCR-Reaktionsgefal

ABgene, Hamburg, Deutschland

Thermo-Start-Tag-DNA
Polymerase / Reaktionspuffer

ABgene, Hamburg, Deutschland

Primer

MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

dNTP

Amersham BioSciences, Freiburg,
Deutschland

Magnesiumchlorid

ABgene, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge 5415

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermocycler MJ-Research PTC 225

Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Restriktionsendonuklease mit Puffer

Styl

New England Biolabs, Frankfurt / Main,
Deutschland
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Post - PCR

Pipetten ,,Pipetman*

Gilson, Bad Camberg, Deutschland

Pipettenspitzen

Kisker, Steinfurt, Deutschland

Tischzentrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Geltréager

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Elektrophoresekammern

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Spannungsgeréte Amersham BioSciences, Freiburg,
Deutschland
Agarose Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma / Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Xylencyanol

Sigma / Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

DNA Molecular Weight Marker

Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot,
Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma / Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

TRIS (Trishydroxymethylaminomethan)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Video-Photo-Anlage

MWG - Biotech, Ebersberg, Deutschland

Praparation genomischer DNA

1,5 ml-Reaktionsgefale

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Proteinase K

Qiagen, Hilden, Deutschland

QiaAmp Blood Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Pipetten “Pipetman”

Gilson, Bad Camberg, Deutschland

Pipettenspitzen

Kisker, Steinfurt, Deutschland

Tischzentrifuge 5417 C Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heizblock Lab - Line Inc., Melrose Park Ill, USA
Realtime-PCR

Quantitec® Sybr® Green Mix

Qiagen, Hilden, Deutschland

Primer

MWG - Biotech, Ebersberg, Deutschland

Pipetten “Pipetman”

Gilson, Bad Camberg, Deutschland

Pipettenspitzen

Kisker, Steinfurt, Deutschland

Tischzentrifuge 5417 C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Abi Prism® 7700 Sequence Detection System

Applied Biosystems, Foster City CA, USA
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Zellkultur

humane intestinale Zelllinie HT29

American Type Culture Collection, Manassas,

USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

hitzeaktiviertes fetales Kélberserum

PAA Laboratorien, Osnabriick, Deutschland

Penicillin

PAA Laboratorien, Osnabriick, Deutschland

Streptomycin

PAA Laboratorien, Osnabriick, Deutschland

TNF-a R&D Systems, Minneapolis, USA

IL-1P R&D Systems, Minneapolis, USA

LPS Sigma, St. Louis, USA

IFN-y R&D Systems, Minneapolis, USA
Biopsien

TRIzol® Plus RNA Purification Kit

Invitrogen, Karlsruhe

Omniscript RT Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse des FAAH-Polymorphismus

4.1.1 Zusammenhang zwischen dem FAAH-Polymorphismus und der
Anfalligkeit fur CED

Die Tabelle 1 zeigt die detaillierten, demographischen Charakteristika der Morbus
Crohn- und Colitis ulzerosa-Patienten und der Kontrollpopulation. Die Mehrheit der
Patienten hatte einen frilhen Beginn der Erkrankung mit einem mittleren Alter bei
Erstdiagnose des Morbus Crohn von 27,6+11,8 Jahren. Bei den Colitis ulzerosa-
Patienten war ein spaterer Krankheitsbeginn mit einem mittleren Alter bei Erstdiagnose
von 31,7+13,7 Jahren zu verzeichnen. Die Morbus Crohn—Population wies in 12,0% ein
gehéuftes Vorkommen von CED in der Familie auf, bei den Colitis ulzerosa-Patienten
waren es 12,6%. Die Ergebnisse der Genotypen Analyse der 435 Morbus Crohn—
Patienten, 167 Colitis ulzerosa—Patienten und den 406 Kontrollindividuen sieht man in
Tabelle 7. Dabei lasst sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den
verschiedenen Genotypen und den drei untersuchten Gruppen feststellen.
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Tabelle 7 Héaufigkeit der verschiedenen Genotypen des FAAH-Polymorphismus bei Morbus Crohn,
Colitis ulzerosa und den Kontrollen

Q) 2 3) Dvs.(2)  (@)vs.(3)  (Qvs.(3)  (1)vs.(2+3)
CC CA AA

Morbus 286 131 18 Morbus Crohn vs. Kontrollen

Crohn (658%) (301%) (41%) =018 p=1,00 p=072 p=0,22

OR1l22 OR102 ORO083 OR1,20
Clo,76- CI051- Cl041- C10,90-
1,64 2,04 1,70 1,60

Kontrollen 250 140 16 Colitis ulzerosa vs. Kontrollen

(61,6%) (345%) (39%) p=063 p=021 p=029 p=045
OR1,11 OR233 OR210 OR1,17
Cl076- Cl0,66- CI0,60- CI0,81-
1,63 8,14 7,48 1,71

Colitis 109 55 3 Morbus Crohn vs. Colitis ulzerosa

ulzerosa (653%) (32.9%) (18%) p=062 p=022 p=020 p=092
OR091 OR229 OR252 ORO0,98
Cl0,62- CI066- CIO71- CI0,67-
1,33 7,92 8,90 1,42

4.1.2 Zusammenhang zwischen Genotyp und Phanotyp
Morbus Crohn:

Die Morbus Crohn Patienten wurden hinsichtlich ihres Ph&no- und Genotyps unterteilt.
Dabei wurde auf das Alter bei Erstdiagnose, auf die Lokalisation der Erkrankung und
auf das in der Montreal Klassifikation beschriebene Verhalten der Erkrankung Wert
gelegt 3*¥17 Die genaue Unterteilung der Morbus Crohn Patienten in verschiedene
Subklassen und die statistischen Analysen zeigt Tabelle 8.

Bei der statistischen Auswertung fiel ein vermehrtes Auftreten von Fisteln (72,2%
gegenliber 45,5%; p=0,03) und extraintestinalen Manifestationen (72,2% gegeniber
37,8%; p=0,005) bei den AA Genotypen im Vergleich zu den CC Wildtypen auf.
Daruberhinaus gab es einen Trend zu hdufigeren penetrierenden Formen der
Erkrankung bei den AA Genotypen in Gegenuberstellung zum Wildtyp (72,2%
gegenuber 47,9%; p=0,05).

Hingegen lasst sich keine Verbindung zwischen dem FAAH Prol29Thr
Polymorphismus und der Lokalisation der Erkrankung, der Einnahme von
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Immunsuppressiva, dem familidren Auftreten von CED, Morbus Crohn-assoziierten
Operationen, Stenosen und Abszessen finden.

Colitis ulzerosa:

Die Colitis ulzerosa Patienten wurden ebenfalls anhand géngiger Parameter in
Subklassen eingeteilt. Dabei standen die Lokalisation der Colitis ulzerosa, das Alter bei
Erstdiagnose und Colitis ulzerosa—bedingte Operationen im Vordergrund. Eine
dezidierte Aufteilung der Subklassen liefert Tabelle 9.

Die statistische Auswertung der Colitis ulzerosa Patienten ergab, dass diejenigen, die
homozygote Trager des A—Allels sind, signifikant jiinger erkranken als die Trager des
Wildtyp-Allels (28,3 gegeniiber 32,3 Jahre; p=0,01). Im Bezug auf die anderen
Charakteristika konnte kein signifikanter Zusammenhang mit dem FAAH Pro129Thr
Polymorphismus entdeckt werden.
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Tabelle 8

Zusammenhang zwischen dem C385A Genotyp und den Morbus Crohn—Charakteristika

1 Das Krankheitsverhalten wurde nach den Definitionen der Montreal Klassifikation definiert (CITE). Eine stenosierende Erkrankungsform war dabei
definiert als das Auftreten von Stenosen ohne die Anwesenheit von Fisteln. Die Diagnosestellung von Stenosen erfolgte chirurgisch, endoskopisch oder
radiologisch mittels MRT.

2 Als Immunsuppressiva wurden Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat und/oder Infliximab gewertet.

3 Extraintestinale Manifestationen waren das Auftreten einer oder mehrerer der folgenden Morbus Crohn—assoziierten Erkrankungen: nicht-
medikamentds induzierte Arthropathien (z.B. ankylosierende Spondylitis, Sakroileitis, periphere Arthritiden), Augenbeteiligung (z.B. Episkleritis,
Iritis/Uveitis), Hautbeteiligung (z.B. Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum), nicht-medikamentds—induzierte Gallenwegserkrankungen (z.B.
primar sklerosierende Cholangitis)

4 Es wurden nur Operationen mit eingerechnet, die aufgrund eines Morbus Crohn-assoziierten Problems notwendig wurden (z.B. Fistulektomie,
Kolektomie, Ileostomie)

(1) cc (2) CA (3) AA (1) vs. (2) (1) vs. (3) (2) vs. (3) (1) vs. (2+3)
(n=286) (n=131) (n=18) p - Wert p - Wert p - Wert p -Wert
Mannliches Geschlecht n (%) p=0.04
132 (46.2%) | 71 (54.2%) | 13 (72.2%) | p=0.14 p=0.05 p=0.21 8:?00426
0.98
Body mass index (kg/m?)
Mittelwert £ SA 23.1£ 4.2 23.1+4.4 234141
=0.96 =0.77 =0.74 =0.98
Spannweite 16 - 40 1338 18- 32 P P P P
Alter bei ED (Jahre)
Mittelwert + SA 273+113 |29.0+131 |27.8+9.7 |p=0.21 p=0.82 p=0.64 p=0.22
Spannweite 6-71 1-71 16 —53
Krankheitsdauer (Jahre) —0.02 — 001 — 0.001 — 0.19
Mittelwert + SA 127+92 |105+76 |181+81 |P°° p=" p=" p=5
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Spannweite 0-44 1-37 5-33
Alter (Jahre)
Mittelwert + SA 40.0+12.7 |395+133 [454+92 |p=0.70 p=0.03 p=0.02 p=0.89
Spannweite 15-75 10-74 31-66
Alter bei ED (Montreal A)
<17 Jahre (A1) 30 (11.7%) | 12 (9.9%) | 1 (5.6%) p=0.73 p=0.70 p=1.00 p=0.61
17-40 Jahre (A2) 196 (76.3%) | 91 (75.2%) | 15(83.3%) | p=0.90 p=0.77 p=0.72 p=1.00
> 40 Jahre (A3) 31 (12.0%) |18 (14.9%) |2 (11.1%) |p=051 p=0.71 p=1.00 p=0.53
Lokalisation
Terminales lleum (L1) 40 (14.0%) | 24 (18.3%) | 0 (0.0%) p=0.31 p=0.14 p=0.08 p=0.57
Colon (L2) 49 (17.1%) |25(19.1%) |5(27.8%) | p=0.68 p=0.33 p=0.36 p=0.44
oberer GI (L3) 159 (55.6%) | 72 (55.0%) | 10 (55.5%) | p=0.92 p=1.00 p=1.00 p=0.92
Beteiligung des lleums (L4) 38 (13.3%) | 10 (7.6%) 3 (16.7%) p=0.10 p=10.72 p=10.19 p=0.21
199 (69.6%) | 96 (73.3%) | 10 (55.6%) | p=0.49 p=0.29 p=0.16 p=0.83
Krankheitsverhalten *
nicht-stenosierend, nicht- 60 (21.0%) | 32(24.4%) | 3(16.7%) p=0.45 p=1.00 p=0.57 p=0.54
penetrierend (B1)
Stenosierend (B2) 89 (31.1%) |37 (28.2%) |2 (11.1%) p=0.57 p=0.11 p=0.16 p=0.32
Penetrierend (B3) 137 (47.9%) | 62 (47.4%) | 13(72.2%) | p=0.92 p=0.05 p=0.08 p=0.69
OR 2.83
C10.98-
8.14
Gebrauch von 203 (71.0%) | 93 (71.0%) | 16 (88.9%) | p=1.00 p=0.11 p=0.16 p= 0.66

Immunsuppressiva >
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Extraintestinale ; p=0.005 p=0.03
Manifestationen OR 4.29 OR 3.38
108 (37.8%) | 57 (43.5% 13 (72.2% =0.28 ' ) =0.07
(37.8%) | 57(43.5%) | 13 (72.2%) | p clide- |ciiis | P
12.35 10.02
gehauftes Vorkommen von _ _ _ _
CED in der Familie 35(12.2%) | 14 (10.7%) | 3 (16.7%) p=0.74 p=0.26 p=0.43 p=0.88
Morbus Crohn-assoziierte 0 o 0 p=0.60 p=0.34 p=10.31 p=10.84
Operationen * 155 (54.2%) | 67 (51.1%) | 12 (66.7%)
Fisteln p=0.03
OR 3.12
130 (45.5%) | 63 (48.1%) | 13 (72.2%) | p=0.67 1 1.08 p=0.07 p=0.31
8.98
Stenosen 168 (58.7%) | 70 (53.4%) | 12 (66.7%) | p=0.34 p=0.62 p=0.32 p=0.48
Abszesse 78 (27.3%) | 40 (30.5%) | 8 (44.4%) p=0.56 p=0.17 p=0.28 p=0.32
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Tabelle 9

Zusammenhang zwischen dem C385A Genotyp und den Colitis ulzerosa—Merkmalen
! Als Immunsuppressiva wurden Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat und/oder Infliximab gewertet.

2 Extraintestinale Manifestationen waren das Auftreten einer oder mehrerer der folgenden Morbus Crohn — assoziierten Erkrankungen: nicht-
medikamentds induzierte Arthropathien (z.B. ankylosierende Spondylitis, Sakroileitis, periphere Arthritiden), Augenbeteiligung (z.B. Episkleritis,
Iritis/Uveitis), Hautbeteiligung (z.B. Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum), nicht — medikamentts — induzierte Gallenwegserkrankungen (z.B.
primar sklerosierende Cholangitis)

® Es wurden nur Operationen mit eingerechnet, die aufgrund eines Colitis ulzerosa—assoziierten Problems notwendig wurden (z.B. Fistulektomie,

Kolektomie, lleostomie)

(1) CcC (2) CA B)AA | (D) vs.(2) | (Dvs.(3) | (2)vs.(3) | (1)vs.(2+3)
(n=109) (n=55) (n=3) p-Wert | p-Wert | p-Wert| p-Wert
Mannliches Geschlecht n (%) 55 (50.5%) | 26 (47.3%) | 3 (100%) | p=0.74 p=0.24 | p=0.24 | p=1.00
Body mass index (kg/m?)
i + 2x4, d+3. S x4,
e <55 e |18 U g | |oss | o
Alter bei ED (Jahre)
Mittelwert + SA 323+14.4|30.7+12.8 | 28.3+0.6 | p=0.46 p=0.01 | p=0.19 | p=0.42
Spannweite 13-81 9-68 28 -29
Lokalisation
Proktitis ulzerosa 11 (10.6%) | 2 (3.8%) 0 (0.0%) p=0.22 |p=100 |p=1.00 |p=0.14
Linksseitige Colitis ulzerosa 47 (45.2%) | 21 (39.6%) | 1(33.3%) | p=0.61 |p=1.00 |p=1.00 |p=0.51
Pankolitis 46 (44.2%) | 30 (56.6%) | 2 (66.7%) | p=0.18 |p=0.59 |p=1.00 |p=0.14
Gebrauch von Immunsuppressiva * 76 (69.7%) | 41 (74.6%) | 3 (100.0%) | p=0.59 p=0.55 | p=1.00 | p=0.47
Anwendung von Infliximab 23 (21.1%) | 16 (29.1%) | 1 (33.3%) | p=0.33 p=0.52 p=1.00 p=0.26
(> 1 Infusion)
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Colitis ulzerosa — assoziierte Operationen 2 (1.8%) 2 (3.6%) 0 (0.0%) p=0.60 p=1.00 | p=1.00 | p=0.61
Fisteln 5 (4.6%) 2 (3.6%) 0 (0.0%) p=1.00 |p=1.00 |p=1.00 | p=1.00
Stenosen 12 (11.0%) | 7 (12.7%) | 1(33.3%) | p=0.80 p=0.31 | p=0.36 | p=0.62
Abszesse 5 (4.6%) 4 (7.3%) 0 (0.0%) p=0.49 p=1.00 | p=1.00 | p=0.72
Extraintestinale Manifestationen * 16 (14.7%) | 9 (16.4%) | 0 (0.0%) p=0.82 p=1.00 | p=1.00 |p=1.00
gehauftes Vorkommen von CED in der Familie | 16 (14.7%) | 5 (9.1%) 0 (0.0%) p=0.46 p=1.00 | p=1.00 | p=0.33
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4.2 Biopsien und Zellkultur

4.2.1 Standardkurve

Wie vorher beschrieben wurde eine Verdiinnungsreihe von cDNA hergestellt und nach
einem Standardschema eine RT-PCR durchgefiihrt. Dadurch erhielt man fir die
verschiedenen Verdinnungsfaktoren jeweils dazugehdrige Ct—Werte, die in Tabelle 10
angegeben sind.

Tabelle 10  Ct—Werte zur Erstellung der Standardkurve

Verdinnung Ct - Wert
1:10 23,36
1:20 23,12
1:50 23,99
1:100 25,56
1:250 27,28

Diese Ct—Werte wurden in einem Excel-Diagramm gegen die logarithmische RNA-Menge in
Nanogramm aufgetragen, so dass man schlief3lich die bendtigte Standardkurve erhielt.
Abbildung 3 zeigt die mittels RT-PCR ermittelte Standardkurve fur den verwendeten Primer.

28
27 b4
26 N

25 ™~

o
= 24 AN
O 23 \{
22
21
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5

log ng RNA
Abbildung 6 Standardkurve fir FAAH

Daraus lasst sich folgende Geradengleichung erstellen:

y =-2,961x + 22,36
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Die Effizienz der PCR ergibt sich nach folgender Rechnung:
E =17(1/2,961) = 2,18

Eine Effizienz von 2 entspricht dabei einer Verdoppelung der RNA-Menge mit jedem
einzelnen Zyklus der PCR. Die Effizienz von 2,18 ruhrt daher, dass nicht alle Punkte
genau auf der Geraden liegen und Excel die Ausgleichsgerade nicht immer optimal
zwischen die Punkte legt. Anhand der Daten zeigt sich eine sehr gute Effizienz.

4.2.2 Analyse der Biopsiedaten

Aufgrund des vorher beschriebenen Einflusses des Pro129Thr FAAH-Polymorphismus
auf einige Krankheitsmerkmale bei Morbus Crohn-Patienten, war die nachste zu
untersuchende Fragestellung, ob es einen Zusammenhang zwischen der FAAH mRNA
Expression und der intestinalen Entziindungsreaktion gibt.

Bei diesen Versuchen wurde die FAAH mRNA Expression in 44 Darmbiopsien
untersucht. Diese wurden aus 22 unterschiedlichen Stellen bei 11 individuellen
Patienten entnommen. Die eine Halfte entstammte aus makroskopisch entziindlich
verédnderten Mukosaregionen, die andere Halfte aus makroskopisch gesunder
Schleimhaut. Die mRNA Expression beider Mukosaabschnitte wurde mit Hilfe der RT-
PCR auf ihre Konzentration an FAAH mRNA untersucht.

Die Expression von IL-8, die als Kontrollmarker fur ein entziindliches Geschehen
diente, war bei den entzundlich verénderten Biopsien signifikant erhoht (p<0,05). Der
Anstieg der IL-8 mRNA im Rahmen eines inflammatorischen Prozesses betrug das 1,0
bis 31-fache der Konzentration im Vergleich zu nicht-entziindlichen Geweben. In
Tabelle 11 sind die Quotienten der vorhandenen mMRNA-Konzentrationen aus
entziindeten und nicht-entziindeten Geweben sowohl von IL-8 als auch FAAH zu sehen.

Die FAAH mRNA Level zeigten jedoch nur einen moderaten Zusammenhang mit den
IL-8 mMRNA Expressionsmengen (r=0,53). Auch der Anstieg der FAAH Expression bei
einer vorhandenen Inflammation war bei weitem geringer als bei IL-8. Zudem war die
FAAH mRNA Menge nur bei 7 von 11 Patienten in den entzundlichen Biopsien héher
als bei den nicht-entziindlichen. Der Scatter Plot in Abbildung 4 verdeutlicht, dass es
zwischen den IL-8 und den FAAH mRNA Expressionsmengen nur wenig
Zusammenhang gibt.
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Tabelle 11  Quotienten aus entziindlichen und nicht entziindlichen Geweben fiir IL-8 und FAAH

Biopsie | FAAH entzindet/nicht- | IL-8 entzlindet/nicht-
entzlindet entzlindet
7 1,8 4,5
10 2,4 11,7
12 1,6 15
18 0,8 11,1
19 0,6 1,5
25 0,5 31,1
26 1,2 2,2
27 0,3 1,0
34 2,1 3,3
38 1,1 1,4
39 1,5 1,4
e 3
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Abbildung 7 Zusammenhang zwischen IL-8 und FAAH mRNA Expressionsmengen
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4.2.3 Analyse der Zellkulturdaten

Um den Einfluss proinflammatorischer Zytokine auf die Expression des FAAH Gens zu
analysieren, wurden Zellen der humanen Zelllinie HT29 mit LPS, TNF-a, IFN-y und
IL-1B stimuliert. Zum Vergleich dienten unstimulierte Zellen, von denen ebenfalls die
FAAH mRNA Menge quantifiziert wurde.

Die Stimulation mit den unterschiedlichen Zytokinen bewirkte jedoch keinen Anstieg
der FAAH Expression, der uber das 2-fache des Ausgangswertes hinausging. Abbildung
5 demonstriert die FAAH mRNA Expression in intestinalen Epithelzellen bei
Stimulierung durch die unterschiedlichen Zytokine im zeitlichen Verlauf.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen, dass es keinen Zusammenhang
zwischen proinflammatorischen Stimuli und der Expression von FAAH mRNA gibt.

Relative mRNA Expression
=
<
—

00 10 20 40 80 120 24.0

Zeit (Stunden)

[ITNFo.  EEIFNy
11p EELPS

Abbildung 8 Zeitlicher Verlauf der relativen FAAH mRNA Expression nach Stimulation mit TNF-a,
IL-1B, IFN-y und LPS
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5 Diskussion

5.1 Morbus Crohn und Colitis ulzerosa Genetik

5.1.1 Genetik des Morbus Crohn

Die ersten Studien zum genetischen Hintergrund der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen beschaftigten sich mit dem Zusammenhang zwischen dem humanen
Leukozyten Antigen (HLA) und den CEDs. Dabei konnten allerdings nur geringe
Korrelationen gefunden werden. *

In der folgenden Zeit wurden Familien exploriert, die zwei oder mehr Angehdrige mit
einer CED aufwiesen. Dabei wurden nach Genen gesucht, die diese erkrankten
Individuen von gesunden Probanden unterschieden. Im Rahmen dieser Studien wurde
eine Region auf dem Chromosom 16 gefunden, die mit Morbus Crohn zu korrelieren
schien. Diese Region wurde 1BD1 Lokus benannt 38€°,

SchlieBlich wurde im Jahre 2001 von zwei unabhédngigen Forschergruppen das
nukleotide-binding oligomerization domain 2 Gen (NOD2) gefunden, das in hohem
MaRe mit der Wahrscheinlichkeit an Morbus Crohn zu erkranken korrelierte. Dieses
Gen wurde auch unter dem Namen Caspase recruitment domain 15 (CARD 15) bekannt
und liegt im Bereich des IBD1 Lokus **%. Insgesamt wurden 3 genetische Varianten
des NOD2/CARD15 Gens entdeckt, die mit einem erhéhten Risiko an Morbus Crohn zu
erkranken einhergehen. Mit dem Risiko an einer Colitis ulzerosa zu erkranken, lie sich
jedoch kein Zusammenhang erschlieen. Bei den Untersuchungen stellte sich heraus,
dass Trager einer einzelnen der drei Varianten ein 2-4 fach erhohtes Risiko tragen, an
Morbus Crohn zu erkranken. Bei Tragern von 2 Mutationen erhohte sich das Risiko
bereits auf das 20-40 fache. Allerdings zeigte sich auch, dass lediglich 20-30% aller
Morbus Crohn-Patienten Trager der NOD2/CARD15 Mutationen sind %%,

Der Fortschritt, der in den letzten Jahren in der Genomforschung erreicht wurde, fiihrte
im Rahmen von internationalen Projekten wie dem HapMap- oder dem Human Genome
Projekt dazu, dass grofRangelegte genome-wide association studies (GWA) durchgefihrt
werden konnten. Dabei wurden zahlreiche single nucleotide Polymorphismen (SNPs)
aufgespurt, die sich durch den Austausch einer einzelnen Aminosdure gegen eine andere
auszeichnen. Dieser Austausch kann eine veranderte Funktion des fertigen Genprodukts
bewirken Y%, Im Jahre 1996 wurde von Cravatt et al. das Enzym FAAH zum ersten
Mal kloniert ?*. Sipe et al. entdeckten den in dieser Studie entdeckten SNP im FAAH-
Gen, der zu einem Austausch von Prolin gegen Threonin fihrt %, Dieser
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Aminosaurenaustausch fiihrt zu einem Protein, das wesentlich anfélliger fiur die
Proteolyse ist als das urspriingliche Enzym.

In einer neuen Untersuchung aus dem Jahre 2006 berichten die Autoren von drei neu
identifizierten SNPs, die mit dem Risiko an Morbus Crohn zu erkranken korrelieren.
Zwei SNPs befinden sich im NOD2/CARD15 Gen, der dritte liegt im Bereich des
IL23R-Gens. Interessanterweise verringert der SPN im 1123R- Gen das Risiko fir
Morbus Crohn. Die Autoren berechneten eine Odds Ratio von 0,26. AnschlieRende
Investigationen flihrten zu acht weiteren SNPs in der Region des IL23R- und des darauf
folgenden IL12-Rezeptor-p2-Gens (IL12RB2). All diese SNPS stehen in einer
Beziehung zu Morbus Crohn und auch in geringerem Male zu Colitis ulzerosa. Die
Verkettung von 1L23 und den CEDs ist deshalb interessant, da IL23 ein
proinflammatorisches Zytokin darstellt und einen Teil der T-Helfer-17-Achse ausmacht.
In diesem Kontext ist es in der Entstehung von autoimmunen und chronischen
Erkrankungen von immenser Wichtigkeit ®.

Aktuelle Studien belegen noch weit mehr SNPS, die in Beziehung zu Morbus Crohn
stehen. Dazu gehoren z.B. SNPs im IBD5 Lokus, im ATG16L1-Gen, im 5p13.1 Lokus,
im NELLI1-Gen und viele andere mehr **.

Aufgrund der Erkenntnisse der zuvor genannten Studien scheint der IL23/TH17
Signalweg und der Vorgang der Autophagozytose im Mittelpunkt der Atiologie der
Erkrankung Morbus Crohn zu stehen.

5.1.2 Genetik der Colitis ulzerosa

Im Gegensatz zum Morbus Crohn wurden bei der Colitis ulzerosa bisher noch nicht so
viele ausldsende genetische Veranderungen identifiziert.

Bei der Colitis ulzerosa stellte sich NF-xB, ein Transkriptionsfaktor fiir Gene der
Immunantwort, als wichtiger Faktor heraus ®. NF-xB ist bei vielen chronischen
Erkrankungen wie Asthma, CEDs, rheumatoider Arthritis, Psoriasis usw. involviert 13
Der Transkriptionsfaktor NF-kB wird von den beiden Genen NFKB1 und NFKB2
kodiert %, Die -49ATTG Deletion im NFKB1 Gen zeigte eine signifikante Korrelation
mit der Colitis ulzerosa von nichtjiidischen Nordamerikanern und danischen Kohorten °.

Der ECM1 Lokus kodiert fir das extrazellulare Matrixprotein 1, das sowohl im
Dickdarm als auch im Dunndarm die Matrixmetalloproteinase 9 inhibiert. Menschen,
die eine Mutation im ECM1 Lokus haben, erkranken gehduft an Colitis ulzerosa.
AuBerdem aktiviert ECM1 den NF-kB Signalweg *.

Zusammenfassend ldsst sich der Schluss ziehen, dass bisher weit mehr genetische
Hintergriinde fir Morbus Crohn gefunden wurden. Aber auch bei Colitis ulzerosa sind
erste Schritte in der Erforschung der molekularen Atiologie beschritten worden.
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Dass beide Erkrankungen auf &hnlichen Mechanismen beruhen, zeigen Gene, die
sowohl an der Pathologie von Morbus Crohn als auch Colitis ulzerosa beteiligt sind.
Dazu zdhlen z.B. IL23R, 1L12B, HLA, NKX2-3 und MST-1.

Im Rahmen unserer Studie versuchten wir herauszufinden, ob der P129T SNP einen
neuen pradiktiven Faktor fir Aussagen zur Anfalligkeit fir CEDs darstellt. Dabei stellte
sich heraus, dass Patienten, die den Prol29Thr Polymorphismus tragen, zu einer
schweren fistelbildenden und penetrierenden Form des Morbus Crohn neigen.
Aullerdem haben sie ein erhohtes Risiko flr extraintestinale Manifestationen. Bei
Colitis ulzerosa Patienten mit dem SNP kann es zu einem sehr friihen Krankheitsbeginn
kommen.

5.2 Das Endocannabinoidsystem (ECS)

Das Endocannabinoidsystem als komplexes, endogenes Signalsystem hat Einfluss auf
zahlreiche metabolische und neuronale Signalwege *°. Es besteht aus transmembranaren
Endocannabinoidrezeptoren, ihren Liganden und den Enzymen, die an der Synthese und
am Abbau der Endocannabinoide beteiligt sind 2. Mittlerweile wurde das ECS in den
unterschiedlichsten Organsystemen nachgewiesen. So finden sich CB1-Rezeptoren z.B.
in Adipozyten, Leberzellen oder in Skelettmuskeln. Tabelle 12 zeigt die Organsysteme,
in denen bisher CB1-Rezeptoren beschrieben wurden 3.

Tabelle 12 : Organsysteme in denen CB1-Rezeptoren gefunden wurden

ZNS Urogenital GIT Andere
Gehirn Niere lleum Fettgewebe
Rickenmark Plazenta Leber Lunge
Prostata Pankreas Skelettmuskel
Hoden Magen Milz
Uterus Colon
Osophagus

5.2.1 Cannabisrezeptoren

Die Cannabisrezeptoren gehdren der Klasse A der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
an . Der CB1-Rezeptor stellt den am haufigsten vorkommenden G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren im Gehirn dar . AuBerdem findet er sich in vielen anderen

Geweben, die in Tabelle 12 aufgezahlt sind.
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Die in der Hypophyse und im Hypothalamus befindlichen CB1-Rezeptoren haben eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von Hungergefiihlen und bei der Nahrungsaufnahme
16 AuRerdem ist der CB1-Rezeptor an der Verarbeitung von Stress beteiligt, da seine
Aktivierung Einfluss auf die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse hat *'.

AuRerdem st die Expression des Rezeptors in dopaminergen, mesolimbischen
Regionen, die fir Belohnungseffekte wie Befriedigung oder dem Sattigungsgefihl
zustandig sind, besonders hoch *°.

Die  zuerst entdeckten endogenen  Cannabinoide  Anandamid und 2-
Arachidonoylglycerol werden aus Membranphospholipiden synthetisiert **%". Beide
ECs uben ihren biologischen Effekt an CB1- und CB2-Rezeptoren, sowie an anderen
zellularen Strukturen aus *°. Die ECs sind Derivate der Arachidonsaure *°. Aufgrund
ihres lipophilen Charakters und der Tatsache, dass sie aus Membranphospholipiden
synthetisiert werden, kénnen ECs nicht wie andere Neurotransmitter in Vesikeln
gespeichert werden, sondern sie werden nur bei Bedarf hergestellt und im Anschluss
gleich wieder gespalten %7 Im Gehirn werden sie von Neuronen an Ort und Stelle
produziert und bewirken durch ihre Freisetzung einen kurzen Effekt, bevor sie wieder
abgebaut werden *%**. Aufgrund ihres lipophilen Charakters geht man davon aus, dass
ECs lokal wirksame Neuromodulatoren sind *°.

5.2.2 Physiologische Aufgaben des ECS

Das ECS ist bei allen Vertebraten vorhanden %% Dies lasst darauf schlieRen, dass
das ECS eine bedeutende Rolle fur viele biologische Funktionen hat. Es ist bei der
Regulation von Nozizeption, bei motorischen Prozessen, Gedachtnis- und Lernleistung,
Appetit und Nahrungsaufnahme beteiligt ***%’. AuRerdem nimmt es Einfluss auf
endokrine Funktionen, auf die Immunantwort des Korpers, auf neuroprotektive
Mechanismen und auf den Knochenumsatz #1%27°161:91:128:131

Es konnte gezeigt werden, dass das ECS die Energiebilanz des Korpers und die

metabolische Hom@ostase reguliert und auch Prozesse wie die Nahrungsaufnahme
steuert 17;35;55;68;98.
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DER

Endocannabinoidsystem

Abbildung 9 Vorgénge an denen das ECS beteiligt ist

5.2.3 Zellbiologie des ECS

Der CB1-Rezeptor wurde als erstes aus der GroBhirnrinde von Ratten kloniert,
anschlieBend aus menschlichem Gehirn und Hodengewebe und danach aus dem Gehirn
der Maus. In den letzten Jahren wurde der Rezeptor in unterschiedlichen peripheren
Gewebetypen und Organsystemen gefunden #. Im Gehirn kommt der CB1-Rezeptor in
sehr grofRer Dichte vor und ist in etwa so haufig wie GABAerge und glutaminerge
lonenkanle %

Der CB2-Rezeptor hingegen befindet sich im Wesentlichen in der Milz, den Tonsillen
und den verschiedenen Immunzellen (B- und T-Zellen, Monozyten). Er ist fir die
Immunantwort des Korpers wichtig. Nach Verletzungen des zentralen Nervensystems
wird der CB2-Rezeptor auch dort exprimiert *°. Daten, die von CB2 Knockoutmausen
stammen, lassen erkennen, dass der CB2-Rezeptor bei der Aktivierung von T-Zellen
durch Makrophagen beteiligt ist ".

Die Familie der endogenen Cannabinoide ist mittlerweile gréRer als man zunachst
annahm %8, DefinitionsgemaR sind Endocannabinoide vom Koper produzierte Stoffe,
die an den CB1- oder CB2-Rezeptor oder an beide binden . 2-Arachidonylglycerol
bindet an CB1 und CB2 mit einer etwa gleich grofRen Affinitt und aktiviert sie mit
gleich ausgepragtem Effekt. Anandamid hingegen bindet besser an CB1 als an CB2, hat
jedoch bei beiden Rezeptoren nur einen geringen Effekt. Deshalb agiert Anandamid
héaufig als partieller Agonist am CB1-Rezeptor, wahrend 2-AG fir weitere Rezeptoren
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als vollstandiger Agonist dient 2. Erst kiirzlich entdeckte Endocannabinoide sind 2-
Arachidonyl-glycerol-ether (2-AGE oder Noladinether), O-Arachidonoyl-ethanolamin
(Virodhamine) und N-Arachidonoyl-dopamin (NADA). Die physiologischen
Eigenschaften dieser Endocannabinoide miissen erst noch wissenschaftlich untersucht
werden 9.

Daten aus CB1- und CB2-Rezeptor Knockout Mé&usen lassen die Vermutung zu, dass es
noch andere Rezeptoren geben muss, an die die ECs binden ®"***. Viele Cannabinoide
binden z.B. an den GPR55-Rezeptor und aktivieren ihn. Dieser Rezeptor befindet sich
im Gehirn und in peripheren Geweben von Menschen und Mé&usen. Zusétzlich gibt es
nicht-G-Protein-gekoppelte Effekte, die durch ECs ausgeldst werden. Diese Effekte sind
momentan Gegenstand aktueller Untersuchungen °.

5.2.4 CB1-Rezeptor-Signal-Transduktion

Der CB1-Rezeptor gehort zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und setzt
sich aus sieben Transmembrandoméanen zusammen 2! CB1-Rezeptoren sind
typischerweise mit G-Proteinen der Klasse Gi/G, gekoppelt. Einer der Haupteffekte bei
ihrer Aktivierung besteht in der Inhibierung der Adenylatzyklase. AuRRerdem regulieren
sie lonenkanale und setzen den MAP-Kinase-Weg in Gang *°.

Die Aktivierung von CB1-Rezeptoren durch ECs an Nervenenden inhibiert die
Erregungsibertragung in vielen Hirnzentren wie Striatum, Hippocampus, Cerebellum,
Cortex, Hypothalamus und Nucleus acumbens ®’. Die Hemmung von Ca®*- und die
Stimulierung von K*-Kanélen tragt zur Verminderung der neuronalen Erregbarkeit und
zum Rickgang der Neurotransmitterfreisetzung bei . Die Aktivierung des CB1-
Rezeptors hemmt die GABA- und Glutamtat-Freisetzung, je nachdem auf welcher Art
von Neuronen die Rezeptoren exprimiert werden .

Die Dichte an exprimierten CB1-Rezeptoren variiert je nach Subpopulation der
Neuronen und nach dem jeweiligen Hirnanteil. Zudem gibt es wenig Ubereinstimmung
zwischen den exprimierten Mengen und den Funktionalitaten der CB1-Rezeptoren .
Die Aktivierung des CB1-Rezeptors hat Einfluss auf einige wichtige Signalwege. In
Nervenzellen sind die CB1-Rezeptoren zum Beispiel direkt mit der Hemmung von
spannungsabhangigen-Ca?*-Kanalen gekoppelt **. AuBerdem sind sie mit K*-Kanalen
verbunden und setzten damit die neuronale Erregbarkeit herab. In peripheren Geweben
und Nervenzellen fuhrt eine Aktivierung der CB1-Rezeptoren zu intrazelluldren
Signalwirkungen, die zum Beispiel die Hemmung der Adenylatzyklase mit
entsprechender Abschwachung der Proteinkinase A oder die Stimulierung der MAP
Proteinkinasen auslost 3. Wie und in welcher Weise die verschiedenen Signalwege
durch die Aktivierung der CB1-Rezeptoren moduliert werden, hdngt zum einen vom
jeweiligen Agonisten ab, und zum anderen vom beteiligten Gewebe bzw. Organ®*. Fiir
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2-AG wurde kirzlich gezeigt, dass es bei Ratten die Adenosinmonophosphatkinasen im
Hypothalamus anregt und in der Leber und Fettgewebe blockiert "°.

Extrazellular werden Endocannabinoide sehr rasch eliminiert 2. Deshalb wird
konstatiert , dass Anandamid und 2-AG nach der Aktivierung ihres Rezeptors von
einem  vermuteten  Transportmechanismus, dem  sogenannten  Anandamid-
Membrantransporter, aufgenommen werden ’. Mittlerweile gibt es immer mehr Beweise
fur das Vorhandensein eines solchen  Transporters®®. Egal wie der
Aufnahmemechanismus in die Zellen auch funktionieren mag, der Abbau der ECs spielt
eine herausragende Rolle. In vivo wird der Abbau der EC durch das Enzym FAAH
vermittelt 223519 Nebenbei weiR man mittlerweile, dass 2-AG durch eine
Monoacylglycerol-Lipase abgebaut wird ’. AuBerdem wurden weitere enzymatische
Abbaumechanismen fiir ECs beschrieben %%,

Die Eigenschaft, dass ECs nur dann gebildet werden, wenn sie lokal bendtigt werden,
und ihr rascher Abbau zeigen, dass ECs am Ort ihrer Synthese zur Wirkung kommen .

5.2.5 Das ECS im Gastrointestinaltrakt

Das Endocannabinoid 2-AG wurde 1995 zum ersten Mal aus dem Darm von Kaninchen
isoliert . Wesentlich spater wurde Anandamid aus dem Diinndarm von Mausen isoliert
% Das Anandamid-abbauende Enzym FAAH wurde in Mause- und Rattendarmen
identifiziert °%'% CB1-Rezeptoren wurden in Darmen unterschiedlicher Spezies
beschrieben, darunter z.B. in Madusen, Ratten, Meerschweinchen, Schweinen und
Menschen #1827t Al diese Funde deuten darauf hin, dass das ECS zum einen im
Intestinum stark verbreitet ist und zum anderen dort auch wichtige Aufgaben erfullt.

CB1-Rezeptoren befinden sich im unteren Ringmuskel der Speisershre®.
Cannabinoidrezeptor-Agonisten hemmen die Entspannung dieses Muskels bei Frettchen
und Hunden und wirken dadurch einem Ruckfluss von Magenséure in die Speiseréhre
entgegen. Das legt nahe, dass Medikamente auf Cannabinoid-Basis nitzlichen gegen
gastrodsophagealen Reflux sein kénnten #*°'. CB1-Rezeptoren kommen im gesamten
Gatrointestinaltrakt vor **%. Allerdings ist ihre Dichte im Kolon und im Magen am
grolten % Es wurden auch CB1-Rezeptoren in Nervenzellen gefunden, die die
Hormone Vasointestinales Peptid und Neuropeptid Y enthalten. Das l&sst erahnen, dass
Endocannabinoide mit diesen Peptiden bei der Kontrolle des Magendarmtraktes
kooperieren 8.

Das ubiquitdre Vorkommen von Cannabisrezeptoren im Gastrointestinaltrakt unterstiitzt
die Annahme, dass die Endocannabinoide und ihre Rezeptoren eine wichtige Rolle bei
einer Anzahl von Schlusselaspekten der Verdauung spielen. Tatsachlich haben
Untersuchungen eine Wirkung des ECS auf die sekretorische Aktivitdt und
Bewegungen des Darms nachgewiesen *°. Eine Aktivierung des ECS hemmt die
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Magenentleerung, die Darmperistaltik und die Nahrungspassage durch den Darm
641657378 \Weitere Untersuchungen haben eine protektive Funktion des ECS gegen
Entzindungen im Magendarmtrakt, beispielsweise in einem Mausmodell fur Colitis,
nachgewiesen 92,

Untersuchungen haben auch gezeigt, dass sowohl Endocannabinoide als auch deren
abbauende Enzyme und Wiederaufnahmetransporter im GIT vorkommen 3347910
Dabei finden sich die Endocannabinoide in mehrfach hoheren Konzentrationen als im
Gehirn %1% Die durch Anandamid induzierte Hemmung der Darmentleerung bei
Mausen war der erste Bericht, dass ECs die Darmfunktion beeinflussen *°. All diese
Erkenntnisse stiitzen die Annahme, dass das ECS wesentlich fir die Funktion des
Gastrointestinalsystems ist. Aufgrund der oben genannten Ergebnisse scheint es
wahrscheinlich, dass der P129T SNP aufgrund der Verédnderung im EC-Haushalt einen
Einfluss auf gastrointestinale Erkrankungen und somit auch auf die untersuchten CEDs
hat.

5.2.6 Das ECS bei gastrointestinalen Erkrankungen

Das oben beschriebene ECS ist ausgepragt im Gehirn, Magendarmtrakt und Fettgewebe
vertreten. Besonders seine Beteiligung an emotionalen Prozessen, macht aus dem ECS
einen ausgezeichneten Kandidaten fur einen zu Grunde liegenden Faktor, in der
Pathologie von psychosomatischen Problemen des Verdauungssystems als auch ein Ziel
fur neue therapeutische Herangehensweisen.

Reizdarm:

Es gibt vielfaltige Hinweise fir eine Endocannabinoid-regulierte Reduzierung der
Darmbewegungen durch CB1- und CB2-Rezeptoren “**®4#2  Dje beschriebenen
Eigenschaften des ECS konnten nitzlich bei der Therapie des Reizdarmes sein, der
haufig durch eine verstarkte Darmperistaltik charakterisiert ist 3310222

Gastrodsophagealer Reflux:

Ein Reflux von saurem Mageninhalt in die Speiserdhre resultiert aus einem schwachen
unteren Ringmuskel mit Symptomen wie Brennen im Bereich der Herzgegend und
saures AufstoRen *¥% Es wurde nachgewiesen, dass es einen Einfluss durch
psychologischem Stress, Angst und Depressionen auf diese Erkrankung gibt 3342112136,
Man konnte Therapien auf Cannabinoid-Basis entwickeln, die durch zentrale oder
periphere Cannabinoidrezeptor-Aktivierung gegen den Reflux wirken. In der Tat wurde
gezeigt, dass CB1-Rezeptoragonisten den Speiseréhrenringmuskel bei Hunden und
Frettchen entspannen. Diese Wirkungen wurden durch Cannabinoidrezeptoren am
Vagus-Nerv vermittelt 1974101,
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Sekretorische Diarrhoen:

Eine flussigkeitsinduzierte Zunahme des Stuhlvolumens, ein sekretorischer Durchfall,
wird durch eine Stérung der Absorption von Wasser und Elektrolyten sowie durch eine
gestorte Darmbeweglichkeit verursacht %2 Psychologischer Stress kann eine
sekretorische Diarrhoe verstarken. Dies geschieht vermutlich, wenn Stress die
Aktivierung von Rezeptoren fiir das Corticotropin-Releasing-Hormon auslést 2,
Mehrere Studien befassten sich mit der Rolle des ECS bei diesem Prozess. So reduzierte
die Stimulierung des ECS die Flussigkeitsmenge im Darm, wahrend umgekehrt die
Blockierung von CB1-Rezeptoren mit dem Antagonisten Rimonabant die
Flussigkeitsmenge erhohte *°. Diese Beobachtungen legen nahe, dass Endocannabinoide
eine tonische Regulierung der sekretorischen Darmaktivitat ausiiben, die entsprechend
der physiologischen Umgebung herauf oder herunter reguliert werden kann. Da die
Aktivierung des CB1-Rezeptors zu einer Abnahme der Flissigkeitsmenge im
Dinndarm von Ratten flihrte, kann eine auf Cannabinoiden basierende Therapie dariber

hinaus nitzlich bei dieser Form von Diarrhoe sein *'.

Ulcus ventrikuli:

Es ist bekannt, dass die Entstehung von Magengeschwiiren durch psychologischen
Stress gefordert wird. Die Fahigkeit von Cannabinoiden, die Magensauresekretion und
die Entstehung von Ulcera zu reduzieren, wurde bereits vor vielen Jahren beobachtet.
Interessanterweise reduzieren Cannabinoide insbesondere diejenigen Ulcera, die durch
Stress verursacht waren *°. Diese Wirkung kénnte durch eine direkte Aktivierung von
Cannabinoidrezeptoren im Magen, oder durch eine Reduzierung der Stressreaktion im
zentralen Nervensystem oder durch beide Mechanismen verursacht sein %%,

Ubelkeit und Erbrechen:

Antiemetische Wirkungen von Cannabinoiden wurden umfassend nachgewiesen und
mehrere Cannabinoidmedikamente mit A9-THC oder THC-ahnlichen Substanzen sind
fur die klinische Verwendung verfigbar °2°331% Die antiemetischen Effekte werden
durch CB1- und CB2-Rezeptoren auf den Vagusnerven im Magen, oder durch
niedrigere Gehirnstrukturen des dorsalen vagalen Komplexes vermittelt %%
Zusammengefasst ist es weitgehend akzeptiert, dass Medikamente auf
Cannabinoidbasis, besonders solche, die keine zentralen Nebenwirkungen haben, als
antiemitische Medikamente fir Krebs- und Aidspatienten, die eine chemotherapeutische
Behandlung erhalten, entwickelt werden sollten. Cannabinoide konnten besonders
wirksam bei der Bekdmpfung von antizipatorischer Ubelkeit sein *. Da in der Area
postrema Rezeptoren auBerhalb des Gehirns lokalisiert sind, sollten CB1-
rezeptorspezifische Cannabinoide, die nicht im zentralen Nervensystem aktiv sind,
besonders passend sein 464,
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5.2.7 Das ECS und gastrointestinale Entziindungsreaktionen

Zum Thema Endocannabinoidsystem und chronisch entziindliche Darmerkrankungen
gibt es bisher nicht viele Studien. Einige der bisher vorhandenen Studien werden im
nachsten Abschnitt besprochen.

An CB1-Knockoutméusen konnte 2004 der Zusammenhang zwischen dem ECS und
den CEDs gezeigt werden. In dieser Studie wurde die Entzlindungsreaktion von
Wildtypmausen und den CB1” Mausen nach Behandlung mit DNBS verglichen. Dabei
wiesen die Knockoutmause sowohl bei rektaler Gabe von DNBS, als auch bei oraler
Gabe von DSS makroskopisch und histologisch eine deutlich stirker ausgeprégte
Entziindungsreaktion im Kolon auf. Bei rektaler Behandlung mit DNBS war der
makroskopische Score bei den CB1”" Mausen 2,2-fach hoher als bei den
Wildtypméausen. Bei der oralen Applikation von DSS (iber 7 Tage war der Score fir die
CB1" Méuse um das 2,1-fache héher.

Um zu dberprufen, ob der CBI1-Rezeptor an einem Schutzmechanismus vor
Entziindungen beteiligt ist, wurden Wildtypmduse mit dem spezifischen CB1-
Antagonisten SR141716A vor und nach der rektalen Applikation von DNBS behandelt.
Im Vergleich zu einer Placebogabe reagierten die mit dem CB1-Antagonisten
behandelten Mause mit einer fast doppelt so stark ausgepragten Colitis.

Wurde den Mdusen allerdings vor und nach DNBS ein CB1-Agonist, in diesem Fall HU
210, gegeben, so halbierte sich der Score der Entzlindungsreaktion.

Im Zuge dieser Studie verwendete man auch FAAH™ Mause, die durch den Ausfall des
FAAH-Enzyms (ber einen erhdhten Endocannabinoidspiegel verfiugten. Die durch
DNBS entstandene Colitis war bei den FAAH” Mausen ebenfalls um das zweifache
geringer als bei Wildtypmausen °, was erneut auf die physiologische Bedeutung des
ECS hinweist.

In einer Untersuchung aus dem Jahre 2005 konnte nachgewiesen werden, dass die
glatten Muskelzellen von CB1-Knockoutmdusen ein gestortes elektrophysiologisches
Bild zeigen, das sich durch spontane spitzenformige Aktivitaten &ulert. Diese
sogenannten Spikes traten acht Stunden nach der Auslésung einer Entziindungsreaktion
mit einer Frequenz von 32,9+2,3 min™ und einer Amplitude von 27,9+2,7 mV auf. 16
Stunden spater waren die Frequenz und die Amplitude sogar noch hdoher.
Knockoutmduse ohne eine intestinale Inflammation wiesen solche Spikes zu keiner Zeit
auf. Diese Untersuchung belegte, dass das Membranpotential der glatten intestinalen
Muskulatur stark auf Entziindungsreize reagiert. Da diese Reaktion bei den CB1”
Mausen sehr viel starker ausfiel, ist davon auszugehen, dass diesen M&usen ein
Mechanismus fehlt, der das Membranpotential stabil hélt. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass das ECS an der Aufrechterhaltung von Membranpotentialen in intestinalen

Muskelzellen beteiligt ist .
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Argenio et al. verglichen die Wirkung von einem Inhibitor des Anandamidabbaus und
der Anandamidwiederaufnahme. Weiterhin bestimmten sie die Konzentration an
Endocannabinoiden in Mausen- und Rattenkolons und aus Biopsien von Colitis ulzerosa
Patienten, die zum Zeitpunkt der Biopsienentnahme keine Therapie erhielten *.

Die Therapie mit dem Anadamidtransportinhibitor VDM-11 und die 5-ASA-Therapie
bewirkten eine komplette Remission der induzierten Colitis. Auch die Behandlung mit
dem FAAH-Inhibitor AA-5-HT besserte die Entziindung. Allerdings war die Wirkung
von AA-5-HT nicht so ausgepragt, wie bei den beiden anderen Substanzen *.

Der Anandamidspiegel erhohte sich durch die Anwendung des 5-ASA Praparates und
durch VDM-11, wéhrend keine Beeinflussung des 2-AG-Spiegels beobachtet werden
konnte %,

Interessanterweise war bei den unbehandelten Colitis ulzerosa Patienten die
Anandamidkonzentration in den Mukosabiopsien 2-fach erhéht, wahrend die 2-AG-
Konzentration im Normbereich lag #*, was auf die Bedeutung des ECS auch beim
Menschen hindeutet.

Diese Ergebnisse belegen, dass eine Entziindung im Kolon von erhohten
Anandamidkonzentrationen begleitet wird. 2-AG als das zweite wichtige
Endocannabinoid scheint bei diesen Mechanismen nicht beteiligt zu sein. Aufl3erdem
stitzt diese Untersuchung die Annahme, dass Inhibitoren des Anandamid-Reuptakes in
Zukunft als Medikation bei entziindlichen Erkrankungen dienen kénnten, wie auch eine
Untersuchung an Mausen zeigt *2*. Der FAAH-Inhibitor war in weiteren Studien auch in

der Lage eine Remission herbeizufiihren 2,

5.2.8 Fatty acid amide hydrolase

Das Enzym FAAH, als zentraler Bestandteil des ECS, wurde in vielen unterschiedlichen
Studien aus nahezu allen Fachrichtungen untersucht. Dabei wurde klar, dass es fir ein
Gleichgewicht zwischen EC-Synthese und —Abbau von immenser Wichtigkeit ist.
Wenn diese Homdoostase gestort ist, kann es zu Erkrankungen in unterschiedlichen
Organen kommen.

In der Urologie wurden in jlngster Zeit vor allen Dingen zwei Mechanismen
beschrieben, bei denen das ECS mafRgeblich beteiligt ist. Zum einen scheint es eine
groRe Rolle bei der Entwicklung von Prostatakarzinomen zu spielen, zum anderen ist es
fur die mannliche Zeugungsfahigkeit bedeutend “%*%*

Endsley et al. berichten Uber den Zusammenhang zwischen dem ECS und
Prostatakarzinomzellen. Schon seit 2004 war bekannt, dass sich in den Zellen eines
Prostatakarzinoms hohe Mengen an 2-AG nachweisen lassen *. Jedoch untersuchte
man damals nicht die EC-abbauenden Enzyme. In einer neueren Studie konnte gezeigt
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werden, dass FAAH sowohl in den normalen Zellen, als auch in den Karzinomzellen, in
der Prostata vorhanden ist. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass 2-AG als anti-
invasiver Faktor in Prostatakarzinomzellen wirkt. Es wurden drei unterschiedliche
Zellkulturen fir die Experimente verwendet. Die Zelllinie LNCaP wies eine 20-fach
hohere Expression von FAAH mRNA auf als nicht-Tumorzellen. Dies fuhrt zu einer
erhéhten Produktion des FAAH-Genproduktes. Nachdem FAAH-spezifische siRNA in
diese LNCaP-Zellen transfiziert wurde, verminderte sich die Expression des
Genproduktes um 80%. Dabei war eine signifikant reduzierte Invasion von LNCaP-
Zellen nach Riuckgang der FAAH-Expression durch die zuvor genannte Transfektion zu
beobachten. Derselbe Effekt lies sich durch eine pharmakologische Blockierung des
FAAH-Enzyms mittels CAY 10401 nachweisen. Das deutet darauf hin, dass ein hoherer
EC-Spiegel die Ausbreitung von Tumorzellen in der Prostata verhindern, bzw.
zumindest verlangsamen konnte. Dieser Mechanismus liell sich durch SR141716A
blockieren und ist demnach CB1-vermittelt ©°,

Eine Studie von Sun et al beschéaftigte sich mit einem anderen urologischen Thema.
Eine Untersuchung an mannlichen chronischen Marihuanakonsumenten zeigte eine
eingeschrankte Fortpflanzungsfahigkeit. Allerdings waren bis dato die Grinde dafur
unbekannt. Anderen Untersuchungen bewiesen, dass sich im Hodengewebe und in der
Samenflissigkeit von Intervertebraten und Vertebraten ECs befinden %°. AuBerdem
konnte bei mannlichen Schweinen nachgewiesen werden, dass ECs die Kapazitation der
Spermien und die Akrosomenreaktion verhindern >. Beim Menschen fiihrt Anandamid

uber eine Dampfung der Mitochondrienaktivitat zur Verlangsamung von Samenzellen
109

Mannliche FAAH”" Mause erzielten bei einer Paarung um 13% geringere Wiirfe als
Wildtyp-Ménnchen. Via Western-Blot konnte belegt werden, dass sich FAAH in
Spermatozyten und in fertigen Spermien befindet. FAAH” Mause haben signifikant
héhere Anadamid und 2-AG Konzentrationen im Hoden und Nebenhoden. Das heifst,
dass auch in diesen Geweben das Enzym FAAH zur Aufrechterhaltung eines konstanten
EC-Spiegels benotigt wird. Das Sperma der Knockout-Mause wies eine deutlich
verminderte Fertilisationsrate gegeniiber Sperma von Wildtypmausen auf. Obwohl die
FAAH” Spermien in der Lage sind an die Zona pellucida zu binden und eine
Akrosomenreaktion durchzuftihren, ist ihre Fahigkeit weibliche Eizellen zu befruchten
eingeschrankt. Daruberhinaus sind diese Spermien deutlich langsamer als normale

Spermien *?,

Verschiedene Untersuchungen belegen den Einfluss des ECS auf die Entstehung und
das Verschwinden von Angstreaktionen. Bei Gabe des selektiven FAAH-Blockers
URB597 in niedriger Dosierung, konnte bei Ratten ein anxiolytischer Effekt beobachtet
werden. Hohe Dosierungen verschlimmerten die Angstreaktion bei Ratten. Dieser
Effekt konnte durch einen TRPV1 Antagonisten verhindert werden *'°. Da sich zeigte,
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dass durch den TRPV1-Agonisten Capsaicin angstauslésende Effekte erzeugt werden
konnen, schloss man daraus, einen FAAH/TRPV1-Blocker als Anxiolytikum
einzusetzen *?. Ein geeigneter Antagonist fiir beide Enzyme ist AA-5-HT, das bereits in
anderen Studien eine schmerzstillende Wirkung gezeigt hatte '’. Ein anxiolytischer
Effekt war bei einer niedrigen Dosierung von 1mg/kg zu verzeichnen. Die Wirkung
entsprach in etwa der dquivalenten Menge an Diazepam. GroRere Mengen schwachten
die Wirkung allerdings ab *°.

5.2.8.1 Der FAAH Single Nucleotide Polymorphismus

Der Vergleich mit den vorhandenen Studien, die sich mit dem FAAH-SNP befassen,
zeigt eine &hnliche Verteilung der verschiedenen Genotypen. Der Anteil des AA-
Genotyps liegt in unserer Studie bei 3,9%. In anderen Studien liegt dieser Anteil jeweils
auch bei etwa 4%. Auch bei den heterozygoten Trégern und den Wildtypindividuen gibt
es keinen wesentlichen Unterschied *#M®  Ein Vergleich der phénotypischen
Eigenschaften der Studienpopulation ist zu keiner bisher veroffentlichten Studie
mdoglich, da es keine vergleichbare Untersuchung mit Kolitis ulzerosa oder Morbus
Crohn Patienten gibt.

In mehreren Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen dem FAAH C385A
Polymorphismus und dem Vorhandensein einer Adipositas belegt werden. Daher kam
fir einige Forscherteams auch die Uberlegung auf, ob es eventuell auch eine
Korrelation mit anderen Essstérungen geben konnte. Muller et al. veréffentlichten ihre
Ergebnisse zum Thema Anorexia nervosa und genetische Verédnderung im ECS im
Jahre 2008. Obwohl die genauen Hintergriinde der Entstehung einer Anorexie noch
nicht bis ins Detail bekannt sind, gibt es viele Hinweise auf eine multifaktorielle
Pathogenese. Zwillingsstudien belegen, dass etwa 58-76% der Anorexiefélle genetische
Faktoren bei der Entstehung beinhalten ®°. Sowohl exogen zugefiihrte, als auch
endogene Cannabinoide stimulieren Uber eine CB1-Aktivierung die Nahrungsaufnahme
3 Eine Blockierung des CB1-Rezeptors durch den Inhibitor Rimonabant hingegen fiihrt
zu einer geringeren Nahrungsaufnahme und damit zu einer Verringerung des
Korpergewichts '?°. In der vorliegenden Studie untersuchten Muller et al.
unterschiedliche genetische Varianten des CB1-Rezeptors und der Enzyme FAAH, N-
acylethanolamine-hydrolysing acid amidase (NAAA) und Monoglyceride lipase
(MGLL). Keiner der (berpriiften Polymorphismen korrelierte signifikant mit dem
Auftreten einer Anorexia nervosa .

5.2.9 FAAH und chronisch entztindliche Darmerkrankungen

Neben der hier vorliegenden Studie gibt es noch eine weitere Untersuchung, die sich
mit dem Thema FAAH - Polymorphismus und chronisch entzlindliche
Darmerkrankungen beschaftigt.
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Die erste Studie von Storr et al. aus dem Jahre 2008 untersucht die Wirkung eines
FAAH-Inhibitors und eines Inhibitors des EC-Membrantransporters bei M&usen, bei
denen eine Colitis durch TNBS induziert wurde. Der FAAH-Inhibitor URB597 wurde
den Mdusen entweder nur 30 Minuten vor der TNBS-Behandlung, oder aber auch noch
12,24,38,48 und 60 Stunden nach TNBS gegeben. Beide Regimes waren in der Lage die
durch TNBS ausgeléste Colitis signifikant abzumildern. Mittels des EC-
Membrantransporter-Inhibitors VDM11 sollte Gberpruft werden, ob ein lokaler Anstieg
der EC-Konzentration durch eine Wiederaufnahme-Hemmung sich ebenfalls auf die
Entzindungsreaktion auswirkt. Wie auch bei der URB597 Untersuchung gab es auch
hier wieder ein pra-TNBS und ein dreitdgiges post-TNBS Behandlungsregime. Obwohl
die Effekte von URB597 deutlicher waren, zeigte sich auch bei VDM11 fur beide
Behandlungswege eine signifikante Besserung der Colitis. Eine kombinierte Gabe der
beiden Praparate war der Einzelgabe allerdings nicht Gberlegen. Um zu Uberprifen, ob
die erhaltenen Ergebnisse auf einer CB1- oder CB2-Aktivierung beruhen, wiederholte
man die vorher genannten Tests an CB1” und CB2” Mausen. Dabei konnte belegt
werden, dass sowohl eine CB1- als auch eine CB2-Aktivierung an den Therapieerfolgen
beteiligt sind **!. Diese Studie belegt einen Zusammenhang zwischen dem ECS und
einer Entziindung des Kolons. Dadurch ist ein Effekt des durch den untersuchten SNP
veranderten FAAH-Enzyms auf die beiden Erkrankungen Morbus Crohn und Colitis
ulzerosa sehr wahrscheinlich.
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6 Zusammenfassung

Verschiedene genetische Faktoren spielen eine duferst wichtige Rolle in der Entstehung
chronisch entzlindlicher Darmerkrankungen. Als erstes verantwortliches Gen wurde im
Jahre 2001 NOD2/CARD15 entdeckt >3, In groR angelegten Genomuntersuchungen
wurden weitere Gene wie IL23R, ATG16L1, IRGM und NELL1 identifiziert, die
vermutlich an der Atiologie des Morbus Crohn beteiligt sind 40981108134 "Eq erscheint
allerdings mdoglich, dass verschiedene Genauspragungen nicht nur Einfluss auf die
Anfélligkeit fir CEDs haben, sondern auch die Effektivitdt und Sicherheit der
Therapien beeinflussen, wie es z.B. beim Mangel an Thiopurinmethyltransferase bei

Patienten, die Azathioprin erhalten, der Fall ist *%°.

Da das FAAH Enzym einen derartig wichtigen Baustein im Abbauprozess der
Endocannabinoide darstellt, war es unser Bestreben zu untersuchen, ob es einen
Zusammenhang zwischen dem Pro129Thr Polymorphismus im FAAH Gen und der
Anfélligkeit oder dem Phanotyp von Morbus Crohn und Colitis ulzerosa gibt. Das
Vorkommen heterozygoter und homozygoter Trager wich nicht signifikant vom
erwarteten Verhaltnis, dass mit dem Hardy-Weinberg Gesetz berechnet wurde, ab.
Hinsichtlich der vorkommenden Genotypen gab es Ubereinstimmungen mit anderen
Studien, was die Validitat unserer Daten erhartet. Sippe et al. fanden 3,7% AA
Polymorphismen innerhalb der untersuchten kaukasischen Bevolkerung, in der Studie
von Moritat et al. waren 1,5% Polymorphismen in der Kontrollgruppe vertreten %2°,
Da in unserer Studie kein signifikanter Unterschied in der Genotypenhdufigkeit
zwischen der Morbus Crohn Gruppe und den gesunden Kontrollindividuen bestand und
lediglich 4,1% aller Morbus Crohn Patienten homozygot fir den Prol29Thr
Polymorphismus sind, kann davon ausgegangen werden, dass dieser Polymorphismus
keinen Risikofaktor fur die Erkrankung an Morbus Crohn darstellt, so wie es fur
Mutationen im NOD2/CARD15 Gen der Fall ist °2°36%%2% AJlerdings verlangt die
niedrige Zahl an homozygoten Trégern des Polymorphismus grofRer angelegte Studien,
um die Ergebnisse dieser Studie zu bekraftigen.

Hingegen demonstriert der Genotyp-Phénotyp Vergleich bei Morbus Crohn Patienten,
dass homozygote Tréager des AA Genotyps in groRerem Mafe dazu neigen, Fisteln und
extraintestinale Manifestationen zu entwickeln. Das l&sst den Schluss zu, dass das
Vorhandensein des Pro129Thr Polymorphismus die Schwere der Krankheitsauspragung
des Morbus Crohn beeinflussen konnte. Bei den Colitis ulzerosa-Patienten war kein
Einfluss des Polymorphismus auf den Phé&notyp zu finden. Allerdings zeigte sich ein
friherer Beginn der Erkrankung bei homozygoten Tréagern.
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Die in dieser Studie hervorgebrachten p-Werte wurden aufgrund fehlender
Signifikanzen nicht durch die Bonferroni Methode Kkorrigiert.

Da der untersuchte Polymorphismus keinen Einfluss auf die Anfélligkeit fiir CEDs und
nur einen geringen Effekt auf den Ph&notyp zu haben scheint, kann davon ausgegangen
werden, dass diese genetische Variation keinen Risikofaktor fir Morbus Crohn und
Colitis ulzerosa darstellt. Interessanterweise kommt der AA Genotyp sowohl bei
Morbus Crohn als auch Colitis ulzerosa haufiger beim mannlichen Geschlecht vor. Bei
den Morbus Crohn Patienten sind 72,2% der homozygoten Tréger mannlich, bei den
Colitis ulzerosa Patienten sogar 100%. Aufgrund der insgesamt jedoch sehr niedrigen
Anzahl an homozygoten Trégern musste man grofRere Studien durchfiihren, um die hier
genannten Ergebnisse zu bestatigen.

Es bleibt jedoch die Frage, ob die enzymatische Aktivitait von FAAH sich je nach
vorhandenem Genotyp unterscheidet. Eine Studie von Sipe et al. deutet an, dass sich in
vitro die katalytische Aktivitat der FAAH Mutante nicht verandert, das diese mutierte
Form jedoch anfélliger fiir einen proteolytischen Abbauprozess ist 8. In vivo konnten
keine Veranderungen der FAAH Halbwertszeit, oder der EC-Konzentrationen gefunden
werden 8. Ob diese erhdhte Sensitivitat fiir eine Proteolyse auch bei heterozygoten
Individuen zum Tragen kommit, ist bisher nicht bekannt.

In einer neueren Studie zeigte die gleiche Arbeitsgruppe, dass die FAAH Aktivitét in
aufbereiteten menschlichen T-Lymphozyten reduziert ist, was wiederum mit einer
verringerten FAAH Proteinexpression Kkorreliert 4. Folglich kénnten homozygote
Tréager der 385A Mutation konstitutiv niedrigere FAAH-Aktivitdtslevel in vivo
aufweisen . Bisher ist ungewiss, ob das zu héheren Anandamidkonzentrationen fihrt.
AuRerdem ist auch noch nicht geklért, ob andere Enzyme, die ECs abbauen, in ihrer
Aktivitat gesteigert werden und dadurch eventuell andere Metaboliten im Abbau der
ECs entstehen. Wenn man das mogliche therapeutische Potential der Beeinflussung des
ECS im Rahmen der CED-Therapie betrachtet, konnte dieser Polymorphismus als
Marker dienen, um Patienten zu identifizieren, die auf eine Therapie, die auf das ECS
abzielt, ansprechen kénnen.

Um die Rolle von Entziindungsvorgangen bei der Regulation der Transkription von
FAAH néher zu untersuchen, pruften wir die Expression in entziindeten und nicht-
entziindeten Morbus Crohn-Biopsien und in mit Zytokinen behandelten epithelialen
Zellen. Obgleich es eine moderate Korrelation mit dem proinflammatorischen Marker
IL-8 (r=0,53) gab, konnten wir keinen ausgeprégten Anstieg, wie im Falle der IL-8
MRNA bei entziindlich verédnderten Biopsien, feststellen. Gleichzeitig fuhrte die in vitro
Behandlung mit den proinflammatorischen Zytokinen in keinem Fall zu einer
Steigerung der FAAH Konzentration, die Uber das 2-fache des Ausgangswertes
hinausging. Das l&sst den Riickschluss zu, dass die intestinale Inflammation die FAAH
Genexpression nicht in groBerem Masse zu erhéhen scheint. Falls die FAAH
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Expression im Gastrointestinaltrakt allerdings an anderer Stelle als in der Mukosa
stattfinden sollte, so wurde das durch unsere Untersuchungen nicht erfasst.

Neuere Studien deuten an, dass bei FAAH Knockout Mausen (FAAH 7 Mause) eine
durch DNBS ausgel6dste Kolitis weit weniger fulminant verlauft. Das wiederum lasst die
bedeutende Rolle von FAAH im Entziindungsgeschehen erahnen ™.

Daruber hinaus wurde im Tiermodel gezeigt, dass eine Aktivierung von FAAH gegen
intestinale Entzliindungen schiitzen kann, was die protektiven Mechanismen des EC-
abbauenden Enzyms nochmalig hervorhebt ?*. In diesen ganzen Prozess sind nicht nur
CB-Rezeptoren involviert, da das EC Anandamid, welches durch eine Blockade des
Enzyms FAAH ansteigt, nicht nur CB1-Rezeptoren erregt. Der TRPV1-Rezeptor, dem
das Anadamid ebenfalls als potenter Agonist dient, scheint wie auch die CB-Rezeptoren
an der Verhinderung von intestinalen Entziindungen beteiligt zu sein 8%,

Das Enzym FAAH ist eines der elementarsten Teile des Abbauvorgangs von ECs 3%,

Aus diesem Grund gibt es sehr groRes Interesse an der Erforschung der Beteiligung des
Enzyms an verschiedensten Erkrankungen. So wurde bei FAAH Knockout Méusen ein
Anstieg des Anandamidspiegels auf das 15-fache beobachtet, was die Bedeutung fir
den Abbau von ECs und insbesondere von Anadamid veranschaulicht %°. Der
Pro129Thr Polymorphismus steht laut neueren Untersuchungen in Zusammenhang mit
Drogenmissbrauch %, Alkoholmissbrauch **® und Fettsucht **°. Kein Zusammenhang
konnte mit der Abhéngigkeit von Metamphetamin und dem Auftreten von
Schizophrenien gefunden werden %

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass nach den durchgefiihrten Untersuchungen der
Pro129Thr Polymorphismus zu einer schweren fistelbildenden und penetrierenden Form
des Morbus Crohn fiihren kann. Zudem besteht bei Tragern ein erhoéhtes Risiko fur
extraintestinale Manifestationen. Bei der Colitis ulzerosa kann es bei Konduktoren zu
einem sehr frihen Krankheitsbeginn kommen.

Intestinale Entzindungen und das Hinzufligen proinflammatorischer Zytokine zur
Zellkultur hatte keinen wesentlichen Effekt auf die FAAH Genexpression. Wenn man
den fehlenden Zusammenhang mit der Anfalligkeit fir CEDs und das geringe Auftreten
dieses Polymorphismus in der europaischen Bevolkerung betrachtet, kann man zwei
unterschiedliche Schlusse ziehen. Einerseits scheint der untersuchte Polymorphismus
keinen Einfluss auf die Atiologie der CEDs zu haben, andererseits bediirfte es einer
groR angelegten Multicenter-Studie um dieses Ergebnis auch untermauern zu kénnen.

Nichtsdestotrotz deutet das therapeutische Potential von ECs und die bereits bekannte
Auswirkung des AA Phanotyps auf den EC-Abbau darauf hin, dass der SNP eine
bedeutende Rolle in der EC-basierten Therapie homozygoter Tréager spielen kdnnte. Es
bendtigt weitere Studien, um herauszufinden, ob dasselbe fiir den weitaus verbreiteteren
heterozygoten CA-Typ gilt.
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Das bisherige Wissen Uber den Zusammenhang zwischen ECS und intestinale
Inflammationsvorgange beschrénkt sich bisher auf folgende Punkte: Es war bereits
bekannt, dass das ECS physiologischerweise in einem Schutzprozess vor intestinalen
Entziindungen eingebunden ist. Dabei zeigte sich die Aktivierung des CB1-Rezeptors
als immens wichtig fir die Abwendung von Entzundungen. Ebenfalls war bekannt, dass
endogene Cannabinoide durch spezifische Enzyme abgebaut werden. FAAH ist dabei
das wichtigste abbauende Enzym.

Aufgrund der hier durchgefiihrten Studie konnte das Wissen um einige Punkte erweitert
werden. Der AA Genotyp des FAAH Pro129Thr présentierte sich als Faktor, der mit
einem schwerwiegenderen Morbus Crohn-Phénotyp einhergeht. Das lasst sich an einer
signifikant héheren Frequenz von Fistel und extraintestinalen Manifestationen bei den
homozygoten Trégern des Polymorphismus erkennen. Im Falle der Colitis ulzerosa war
ein friherer Krankheitsbeginn bei den homozygoten Tragern bemerkenswert. Bei der
Behandlung von intestinalen Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen konnte keine
signifikante Korrelation mit der FAAH mRNA gefunden werden. Auch in den
entziindlichen Darmbiopsien von Morbus Crohn Patienten war die FAAH mRNA nicht
signifikant erhoht.
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