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Einleitung

1  Einleitung

1.1  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
1.1.1 Geschichte der chronisch entziindlichen Darmer  krankungen

Mit dem heutigen Wissen tber Klinik und Verlauf der chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen ist es moglich, auf der Grundlage von jahrhundertealten Schilderungen
von Symptomen, Autopsieberichten und Einzelfallbeschreibungen, einzelnen ,histori-
schen” Patienten nachtraglich mit hinreichender Sicherheit zumindest die Verdachts-
diagnose ,Morbus Crohn“ (M. Crohn) oder ,Colitis ulcerosa“, den beiden Hauptfor-

men der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, (CED) zu stellen.

So berichtet zum Beispiel Wilhelm Fabry 1612 tber die Autopsie eines 20-jahrigen
Mannes der mit Diarrhden und Fieber verstarb, und bei der Obduktion mit intestina-
len Ulzera, einer Perforation des terminalen lleums und Vergro3erungen der mesen-
terialen Lymphknoten durchaus das klinisch-pathologische Bild eines Morbus Crohn
geboten hat. 1793 berichtet Matthew Bailles (55) von einigen Patienten, die wahr-
scheinlich an Colitis ulcerosa verstarben. Weitere Einzelfallberichte konnten an die-
ser Stelle angebracht werden, missten aber mit gleicher Vorsicht wie die beiden ge-
schilderten bedacht werden, denn vor allem eine tuberkulése Darmerkrankung kann
rickblickend nicht immer ausgeschlossen werden. Erst in der zweiten Halfte des 19.
Jahrhunderts wird es durch Fortschritte in der bakteriologischen Forschung maéglich,
die Colitis ulcerosa von anderen infektiosen Kolitiden abzugrenzen. Die erste genaue
Beschreibung dieser Krankheit durften wohl S. Wilks (1859) und S. Wilks und W. Mo-
xon (1875) geliefert haben (55).

Erst mehrere Jahrzehnte spater, im Jahr 1932, veroffentlichte Burill. B. Crohn (23)
vom Mount Sinai Hospital in New York zusammen mit Kollegen seine bahnbrechende
Beschreibung der nicht-tuberkuldsen lleitis terminalis und definiert somit eine eigene,
spater nach ihm benannte Krankheits-Entitat mit den klassischen Krankheitsmerkma-

len:

xaffecting mainly young adults, characterized by subacute or chronic
necrotizing and cicatrizing inflammation, the ulceration of the mucosa
is accompanied by a disproportionate connective tissue reaction (...),
a process which frequently leads to stenosis of the lumen of the in-

testine, associated with the formation of multiple fistulas” (23)
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In der Folge wéchst durch weitere histologische Untersuchungen, grof3e multizentri-
sche Studien und technische Fortschritte das Wissen um den Morbus Crohn. R. Colp
berichtet 1934 Uber eine Gruppe von Patienten mit lleo-Kolitis Crohn. Daraufhin
musste die Idee einer auf lleum und Dinndarm beschrankten Erkrankung aufgege-
ben werden. 1960 zeigen Lockhart-Mummery und Morson (63) die pathologische Ab-
grenzung zur Colitis ulcerosa. Die Verbreitung der lleo-Koloskopie und die damit ver-
bundene Erleichterung bioptischer Untersuchung um 1970 ermdglicht eine genaue

Differenzierung zwischen M. Crohn und Colitis ulcerosa.

Bis heute wéachst das Wissen Uber die CED standig an. Gegenwartig liegt besonde-

res Augenmerk auf der Erforschung der genetischen Grundlagen der CED.

1.1.2 Epidemiologie und Pathogenese des Morbus Croh  n
1.1.2.1 Epidemiologie

In den letzten 50 Jahren sind die CED zu einem der grol3en Probleme der Gastroen-
terologie geworden. Die meisten Veroffentlichungen geben etwas gréf3ere Inzidenzen
fur die Colitis Ulcerosa als fur den M. Crohn an. Je nach Literaturangabe liegen diese
zwischen 15 bis 20 pro 100.000/Jahr fur die Colitis und um 6,0 pro 100.000/Jahr ftr
den M. Crohn (33).

Weitere bedeutende Erkenntnisse der deskriptiven Epidemiologie sind ein rapider
Anstieg der Inzidenzwerte fur den M. Crohn in der Nachkriegszeit bis in die 1970er
Jahre mit anschlieRendem flacheren Ansteigen der Inzidenz bis in unsere Zeit (87).
Zudem ist eine unterschiedliche geographische Verteilung der Krankheitshaufigkeiten
bemerkenswert. Zeitweise wurde sogar ein grof3es Nord-Sud-Gefélle, analog zur
Multiplen Sklerose, vermutet (96). Die anfanglich vermutete Starke dieses geogra-
phischen Effektes konnte aber in der Folge nicht bestatigt werden. Methodische Un-
genauigkeiten in der Untersuchung von Shivannada (96), diagnostische Sensibilisie-
rung in Zentren fur CED und weitere Faktoren, die die Haufigkeit des Auftretens von
CED beeinflussen, schwachen diesen dennoch vorhandenen Effekt ab (105). Einen
Erwadhnenswerten Einfluss auf das Erkrankungsrisiko des M. Crohn hat das Zigaret-
tenrauchen. Eine Metaanalyse von Mahid et al. fand hier unter Berticksichtigung von

245 Originalarbeiten ein 1,76fach erhohtes relatives Risiko, an M. Crohn zu erkran-
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ken; ursachlich dafir scheinen Mikroinfarkte in der Darmwand zu sein (67). Ver-
gleichbare Effekte haben orale Kontrazeptiva durch deren thrombogene (Ne-
ben)Wirkung (110)'(40). Die synchrone Zunahme synthetischer Nahrungsmittelzusét-
ze und der Erkrankungen an CED in westlichen Gesellschaften nach dem Krieg
waren Grundlage der Theorie, die den Anstieg dieser Zusatze fur das gehéaufte Auf-
treten des M.Crohn verantwortlich machte. Insgesamt fehlen aber gut belegte Daten,
um einen Zusammenhang zwischen Ernahrungsfaktoren und Erkrankungsrisiko
plausibel zu machen. Der Ansatz, die antiinflammatorische und damit protektive Wir-
kung der z.B. in Fischdl enthaltenen Omega-3-Fettsduren in der Behandlung des
M.Crohn zu nutzen, fugt sich dennoch gut in das pathophysiologische Gesamtkon-
zept der CED ein (66).

1.1.2.2 Pathogenese

Das heutige Verstandnis der Pathogenese der CED wird von unserem Wissen um
das Zusammenspiel von folgenden drei zentralen Faktoren bestimmt: Umweltbedin-
gungen, Dysregulationen der Immunantwort und spezifischen genetischen Faktoren.
Insbesondere den genetischen Faktoren wird eine besondere Rolle zugesprochen,
denn sie modulieren einerseits den Effekt von Umweltfaktoren und sind andererseits
verantwortlich fur das Entstehen der immunologischern Dysregulationen. Vor allem
das pathophysiologisch wichtige Konzept des Ungleichgewichts zwischen inflamma-
torischen und entzindungshemmenden Zytokinen sei hier genannt (47). Die normale
Darmfunktion verlangt eine diffizile Balance zwischen der Abwehr gesundheitsge-
fahrdender Reize und der Inhibition einer systemischen Reaktion auf Kommensalier
und Ernahrungsproteine. Dieses Gleichgewicht wird als orale Toleranz bezeichnet.
Im Tierversuch kann die Dysregulation des Immunsystems durch fehlenden Antigen-
reiz bewiesen werden. Weder das von Plasmazellen sezernierte IgA noch das an-
tinflammatorisch wirkende Zytokin TGF-B finden sich unter experimentellen Bedin-
gungen in keimfreien Darmen von Tieren. Dies unterstreicht die enorme Bedeutung
der physiologischen Darmflora (95). Im Kolon finden sich pro Gramm Stuhl durch-
schnittlich 10 Bakterien; (90) diese bilden somit ein riesiges Antigenreservoir (95).
Wesentlich fur die Stérung der oralen Toleranz ist die ungehemmte Polarisierung der
naiven CD4-positiven-T-Zellen in Th1- oder Th2-Zellen. Ein Uberwiegen der Th2-
Zellen fUhrt u.a. zur Atopie, ein vermehrtes Auftreten von Thl-Zellen tragt zum Auftre-
ten einer Helicobacter-pylori induzierten Gastritis oder M. Crohn bei (37). Um diesen

Prozess einzuleiten, miussen Antigen prasentierende Zellen (APC), wie Makrophagen
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und dendritische Zellen mit ihren Pattern-Recognition Receptors (PRR) evolutionar
hochkonservierte Motive bakterieller Oberflachen erkennen (Pathogen associated
molecular patterns, PAMP). Die adéaquate Stimulation und Differenzierung der naiven

T-Zellen ist dann von folgenden drei Gro3en abhangig: (10)

* Antigen-spezifische Prasentation der Peptide durch die MHC-Molekdle.

+ Kostimulation durch akzessorische Moleklle auf den APC, die mit

Rezeptoren in der Umgebung des T-Zell Rezeptors interagieren.

« Konzentration und Zusammensetzung der Zytokine in der Umgebung der

naiven T-Zelle.

LB, BL-6, IL-23 IL-6, IL-23 " .
@ L |
IL-10
IL-4TA TEFf
ILATF
2 e
IL-2& THF-x THF-c
L& IL-&

Proinflammatorny cytokines Antiinflammatory cyrokines

Abb. 1: Die Dysbalance von pro-und antiinflammatori schen Zytokinen beim M. Crohn (13)

An der Stimulation proinflammatorischer CD4-positiver Zellen wirken intestinale Epi-
thelzellen mit. Neuere Daten legen nahe, dass beim MHC |- und MHC II- abhangigen
Prozessieren von luminalen Antigenen multivesikulare spate Endosomen beteiligt
sind. In den Endosomen an M. Crohn erkrankter Personen reichern sich MHC I- und
MHC II-Molekile an. In den Epithelien gesunder Individuen ist dies nicht der Fall
(51). MHC 1l lief3 sich zudem nur auf den Epithelien entziindlich veranderter Kolon-
schleimhaut nachweisen (51). Weitere Ansatze, die die Pathogenese des M. Crohn
untersuchen, verfolgen die Aktivierung von CD8-positiven regulatorischen T-Zellen
durch das intestinale Epithel. Die Epithelzellen fungieren als primitive APC und pra-
sentieren den CD8-positiven Zellen MHC | abhangig Antigene. M. Crohn-Patienten
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exprimieren im Gegensatz zu gesunden Probanden kein CD1d, ein Klase Ib-Molekdl,
auf der Mukosaoberflache. CD1d-abhangige regulatorische T-Zellen kénnen also
nicht aktiviert werden (79). Da diesen Zellen supprimierende Funktionen zugeschrie-
ben werden, liefert dieser Defekt einen weiteren Baustein zur Erklarung der Patho-
genese des M. Crohn (106).

Neue Erkenntnisse unterstreichen vor allem die Bedeutung der entztindungsférdern-
den Th-17-Zellen bei der Pathogenese des M. Crohn. Fir die Funktionsfahigkeit der
CD4-positiven Th-17 Zellen ist in vivo IL-23 notwendig (68). Dieses Interleukin ahnelt
dem von CD4-positiven Th-1-Zellen produzierten IL-12. Die funktionelle Beziehung
zwischen den IL-17 sezernierenden Th-17 Zellen und dem IL-23 wird auch als Inter-
leukin-23/Interleukin-17-Achse der intestinalen Inflammation bezeichnet. Kirzlich
konnte ein Zusammenhang zwischen der genetischen Suszeptibilitat fur M. Crohn
und der Th-17 Zellfunktion gezeigt werden. Die Serumspiegel des ebenso von Th-17-
Zellen produzierten 1L-22 korrelieren positiv mit der entzindlichen Aktivitat bei
M.Crohn-Patienten. Die Starke der Expression von IL-22 wird aber auch vom Geno-
typ des IL23R der TH-17 Zelle beeinflusst. Die untersuchten SNP im Gen des IL-23R
sind mit dem Erkrankungsrisiko fur M. Crohn assoziiert (91).

cD2a
COS
ﬁ-
IL-4TA
. IL-17F
Haive Activated ;i
C O+ cell T cell :t.z?g
THF-o

IFM-y, IL--i IL-27, IL-35* CCL20
Q

Abb. 2: Entwicklung von Thl, Th2, Th17 und Treg-Zel len aus naiven CD4+-Zellen (13)

TGF-p
IL-10
IL-357
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Der Toll-like-receptor 4 (TLR4) wird unter anderem auf intestinalen Epithelzellen
exprimiert und agiert als Bindestelle fiir Lipopolysaccharid (LPS), dem Hauptbestand-
teil der Zellwand von gramnegativen Bakterien (58). Dieser Rezeptor ist wesentlich
an der Aufrechterhaltung der Homoostase des intestinalen Epithels beteiligt. Knock-
out-Mause, deren TLR4 vermittelte Signaltibertragung abgeschaltet ist, sind anfalli-
ger fur eine durch Dextran-Sodium-Sulphat ausgel6ste Kolitis als Wildtyp-Méause (57,
83). In einer Deutschen Kohorte fand sich der Asp299Gly-Polymorphismus im TLR4-
Gen nahezu zweimal haufiger bei M. Crohn-Patienten als in der gesunden Kontroll-
gruppe; auch der Thr399lle SNP kam bei diesen Patienten signifikant haufiger vor.
Zudem hatten Patienten, die keine der drei haufigen NOD2/CARD15-Varianten auf-
wiesen, aber mindestens einen der beiden TLR4-Polymorphismen trugen, signifikant
haufiger einen stenosierenden Phanotyp (16). Mastzellen reagieren auf den inflam-
matorischen Reiz von Interferon-gamma indem sie TLR4 auf ihrer Zelloberflache
prasentieren. Solche Zellen finden sich beim M. Crohn signifikant haufiger als in ei-
ner gesunden Kontrollgruppe (57). Der TLR4 ist Teil der angeborenen Immunitat.
Daraus lasst sich schlie3en, dass Mutationen wie der Asp299Gly-Polymorphismus
Uber die Beeinflussung dieser Immunitdt zu einem bestimmten klinischen Krank-

heitsbild wie dem M. Crohn fuhren kdnnen (11).

Die schon erwdhnte hohe Anzahl von Darmbakterien pro Gramm Stuhl im Dickdarm
lasst in Zusammenschau mit den bisher erwahnten Fakten den Schluld zu, dass Mik-
roben bei der Pathogenese des M. Crohn eine wesentliche Rolle spielen. Gewebe-
proben aus dem Kolon erkrankter Personen zeigen im Vergleich zu gesunden Per-
sonen sowohl eine groRere Anzahl von Bakterien, als auch eine dickere Schicht, die
diese auf der intestinalen Schleimhaut bilden (56, 100). Zusatzlich findet sich bei er-
krankten Personen eine besonders geringe Bandbreite an Bakterien-Spezies mit ei-
ner Haufung von Proteobacteria und Bacterioides phyla. Selten dagegen kommen
die verschiedenen Mitglieder der Gruppe der Firmicutes phylum vor (94). Diese Beo-
bachtungen ursachlich und erklarend in unser Entstehungsbild des M. Crohn einzu-
ordnen, ist noch nicht befriedigend gelungen. Eckburg (32) fuhrt dies auch auf die
methodischen Schwierigkeiten zurlck, die sich dem Forscher bei der Untersuchung
der Darmflora stellen, beginnend mit der Fragestellung, ob die bakterielle Zusam-
mensetzung der Faeces oder die direkt auf der Mukosa, die sich beide voneinander
unterscheiden, Gegenstand der Untersuchung sein soll (32). In letzter Zeit zeigten

Arbeiten, die die Expression von CECAM6 (Carcinoembryonic antigen-related cell
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adhesion molecule 6) im Darm untersuchten, den Zusammenhang zwischen dem
aulBergewohnlichem Vorkommen invasiver Bakterienstamme und der genetischen

Suszeptibilitat fur den M. Crohn.

18000 -

“REV X ot |

1 o Bakte n/grami
proximalestiolagl =  Te minatei Ile_uy

Abb. 3: Zehntausendfacher Anstieg der Bakterienkonzentratio n vom terminalen lleum zum
Coecum/proximalen Kolon

Region Chromosom Gene of interest Suszeptibilitat
IBD1 16q12 NOD2 M. Crohn

IBD2 12913, 2924 unbekannt Colitis ulcerosa
IBD3 6p5 unbekannt CED

IBD4 14911 SLC22A4/5 M. Crohn

IBD5 5031-33 unbekannt M. Crohn

IBD6 19p13 unbekannt CED

IBD7 1p36 unbekannt CED

IBD8 1612 unbekannt M. Crohn

IBD9 3p26 unbekannt CED
Tab. 1: Mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa assoz iierte genetische Risikomarker (20, 21, 30,

31, 45, 50, 84, 88).
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CECAMG6 agiert als Bindungsstelle fur adhéarente invasive E. coli (AIEC). Dadurch
steigt die Konzentration dieses Bakterienstammes auf abnormal hohe Werte an; die
Mikroben kénnen in das intestinale Epithel eindringen und somit die Sekretion von
TNF-a und die Bildung von Granulomen induzieren. Diesem Bakterium gelingt es
also, durch Bindung an CECAMG6, das auf dem intestinalen Epithel exprimiert wird,
die Schleimhautbarriere zu tGberwinden (4). In infizierten Makrophagen replizieren
sich die Bakterien und induzieren eine inflammatorische Antwort (5).

1.1.3 Genetische Grundlagen des Morbus Crohn

Die folgende Ubersicht iber die genetischen Grundlagen des M. Crohn behandelt
vor allem die Bedeutung von NOD2/CARD15, da dieses Gen von besonderer Bedeu-

tung fur das Verstandnis dieser Arbeit ist.

Erste Erkenntnisse einer starken familidren Haufung von CED wurden in den 80ern
des vorigen Jahrhunderts gemacht (60, 108) und ergaben bei systematischer Aufar-
beitung dieser Beobachtungen fur Nachkommen von Familien mit an M. Crohn er-
krankten Mitgliedern ein 15-35fach erhéhtes Erkrankungsrisiko (60). Die breite Varia-
tion der gefundenen relativen Risiken erklart sich durch unterschiedliche
Studienpopulationen und verschiedene Untersuchungsmethoden in den einzelnen
Studien. Auch in groBen Familien kann kein Mendel scher Erbgang gefunden wer-
den, somit muss ein polygener Vererbungsprozess angenommen werden. Mittlerwei-
le konnten mit Hilfe genomweiter Kopplungsstudien neun mit CED assoziierte gene-
tische Risikoloci ermittelt werden, deren Genorte von IBD1 bis IBD9 durchnummeriert
wurden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 1 (12). Eine von Barrett et al. (6) Ende 2008 ver-
offentlichte Metaanalyse genomweiter Assoziationsstudien hat die bisher bekannten
Risikoloci der Tabelle 1 deutlich erweitert und erganzt. Aktuell sind 30 eindeutige Ge-
norte bekannt, welche die Suszeptibilitat fir den M. Crohn beeinflussen. Die bisheri-
ge IBD1 und ihr Gen NOD2/CARD15 werden nun mit dem SNP-Code rs2066847
bezeichnet. Eine aktualisierte tabellarische Ubersicht tiber die nun bekannten Risiko-

loci findet sich in Tabelle 2.

Von besonderem Interesse ist die 2001 beschriebene Kopplungsregion ,IBD1"
(rs2066847), die auf Chromosom 16q12 liegt, und durch zahlreiche Studien am bes-
ten charakterisiert ist. Das Produkt des Gens NOD2/CARD15 (nucleotide binding and
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oligomerization domain 2, caspase recruitment domain familiy 15), das in dieser Gen-
region liegt, ist das cytoplasmatische Protein NOD2. Dieses Protein dient als Sensor
fur bakterielles Muramyl-Dipeptid (MDP) und sorgt fir die Expression von antibakte-
riellen Alpha-Defensinen (80). NOD2 wird kontinuierlich in Makrophagen, Neutrophi-
len, Dendritischen Zellen sowie Paneth-Kérner- und Epithelzellen exprimiert (52, 75).
Drei Varianten des NOD2/CARD15-Gens sind besonders stark mit M.Crohn assozi-
iert; Trager dieser Polymorphismen produzieren weniger MDP-induzierte Defensine.
Daraus resultiert eine verminderte Barrierefunktion des intestinalen Epithels, eine
verstarkte intestinale Bakterien-Exposition ist die Folge. Im Illeum produzieren die
Paneth-Zellen die Alpha Defensine HD5 und HDG6, eine verringerte Konzentration
dieser Peptide im Ileum erhdht die Wahrscheinlichkeit an einem M. Crohn zu erkran-
ken. Andere Produkte der Paneth-Zellen sind bei diesen Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden nicht erniedrigt (112). Die F&ahigkeit von NOD2 bakterielle
Strukturen zu erkennen ist von einer Leucin-reichen Domane (Leucin-rich repeat) des
NOD2 abhangig, die fur die MDP-Bindung essentiell ist. Dieser Ligand fuhrt schliel3-
lich zur Aktivierung von NF-kB und somit zur Induktion proinflammatorischer Zytokine
(62). Erst vor kurzem wurden zwei weitere Gene beschrieben, die mit dem M. Crohn
assoziiert sind. Zum einen acht verschiedene Polymorphismen im Gen des IL23-
Rezeptors (IL23R), sowie der T300A-Polymorphismus (rs2241880) im autophagy-
related 16-like 1 gene (ATG16L1) (111). ATG16L1 kodiert fir ein Protein, das am in-
trazellularen processing (Verdau) von Bakterien in Autophagosomen beteiligt ist. Die
Assoziation zwischen dem Erkrankungsrisiko fir M. Crohn und diesem SNP erwies
sich als hochsignifikant (43). In der Anfang 2007 vero6ffentlichten Originalarbeit wur-
den 19.779 SNP untersucht. Dem hier gefundenen Zusammenhang scheint ein Pa-
thomechanismus zu Grunde zu liegen, der spezifisch fur den M. Crohn ist, denn eine
Assoziation mit der Colitis ulcerosa wurde nicht gefunden. Der Effekt des T300A Po-
lymorphismus ist auch unabhangig von NOD2/CARD15 und der IBD5 (81). Auch der
IL23-Rezeptor ist an der Pathogenese des M. Crohn beteiligt. Interleukin-23 gehort
zur Interleukin-12-Familie und triggert die Aktivierung und Differenzierung von Th-17-
Zellen. Diese Zytokine sind den proinflammatorischen Zytokinen zuzurechnen
(91)(24). Wiederum ist der hier gefundene Effekt starker fir den M. Crohn nachzu-

weisen als fur die Colitis ulcerosa (107).

Mit Beendigung des humanen Genom-Projekts haben genomweite Assoziationsstu-
dien neben dem NOD2/CARD15-Gen, dem IL23R-Gen und dem ATG16L1-Gen wei-
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tere Gene identifiziert die die Suszeptibilitdt fur den M. Crohn beeinflussen. Unter
anderen wurden die Gene der Proteine IRGM und PTGER4 mit dem M. Crohn asso-
ziiert. Auch wenn belastbare Daten fehlen ist es moglich, dass NOD2/CARD15,
IL23R, ATG16L1, IRGM (Immunity-related GTPase family, M) und PTGERA4
(Prostaglandin E Receptor EP4) nicht nur das Erkrankunksrisiko fir M. Crohn, son-
dern auch das Ansprechen auf antiinflammatorische Therapiestrategien modulieren

(48, 115).
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Abb. 4: Schema des Gens NOD2/CARD15. Die von Cuthbert untersuchten Polymorphismen und ihre
Lokalisation im Protein NOD2/CARD15 (25) LRR: Leucin rich repeats.
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SNP Chromosome Gene of interest Risk allele

rs11465804 1p31 IL23R T
rs3828309 2937 ATG16L1 G
rs3197999 3p21 MST1 A
rs4613763 5p13 PTGER4 C
rs2188962 5g31 T
rs11747270 5q33 IRGM G
rs4263839 9932 TNFSF15 G
rs10995271 10921 ZNF365 C
rs11190140 10924 NKX2-3 T
rs2066847 16912 NOD2 C
rs2542151 18ql11 PTPN2 G
rs2476601 1p13 PTPN22 G
rs2274910 1923 ITL1 C
rs9286879 1924 G
rs11584383 1932 T
rs10045431 5q33 IL12B C
rs6908425 6922 CDKAL1 C
rs2301436 6027 CCR6 T
rs1456893 7pl2 A
rs1551398 8024 A
rs10748669 9p24 JAK2 C
rs17582416 10pl11 G
rs7927894 11913 C11orf30 T
rs11175593 12q12 LRRK2, MUC19 T
rs3764147 13q14 G
rs2872507 17921 ORMDL3 A
rs744166 17921 STAT3 A
rs1736135 21921 T
rs762421 21922 ICOSLG G

Tab. 2.: Die 30 in der Metaanalyse von Barrett et a

M. Crohn assoziiert sind (6).

| beschriebenen Suszeptibilitatsloci, die mit
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1.1.4 Klinik des Morbus Crohn

Der M. Crohn ist eine chronische, schubweise verlaufende Krankheit, die mit Durch-
fall, Bauchschmerzen, Fieber und Gewichtsverlust einhergeht. Im akuten Schub sind
Durchfélle das h&aufigste Symptom. Mehr als 80% der Patienten leiden dann unter
zum Teil wassrigen Diarrhéen. Eine gewisse Haufung ist postprandial zu beobachten.
75% leiden unter Bauchschmerzen, die bei Befall des terminalen lleums im rechten
Unterbauch lokalisiert sind, und insbesondere bei zusatzlichem Fieber und einer
Leukozytose, zur Diagnose einer akuten Appendizitis verleiten kdnnen. Blutige Diar-
rhden treten unter Umstanden bei Befall des Kolons auf, werden ansonsten im Rah-
men der CED eher bei der Colitis ulcerosa gefunden. Eine Reihe von Komplikationen

kdnnen den, von Patient zu Patient sehr variablen, Krankheitsverlauf erschweren:

e Stenosen

» Fisteln

* Abszesse

* Perforationen

» Kaolorektales Karzinom und andere Neoplasien

Ein Mangel an Vitaminen, Spurenelementen und ein Gallensaureverlust wird durch
Resorptionsstérungen in entzindlich veranderten Dinndarmabschnitten verursacht.
Eine megaloblastare Anamie durch Mangel an Vitamin B1, oder eine chologene Diar-
rhée sind ebenfalls mdgliche Folgen. Die Mortalitdt des M. Crohn ist heutzutage ge-
ring, nur wenige erkrankte Patienten versterben an dieser Krankheit, wie eine Uber-
sichtsarbeit von Jees aus dem Jahr 2006 zeigt. Eine chronisch rezidivierende
Krankheit wie der M. Crohn fuhrt bei den Patienten aber zu korperlichen und seeli-
schen Belastungen. Als Instrument zur Beurteilung der Lebensqualitat dient das In-
flammatory Bowel Disease Questionnaire (53). Die Lebensqualitat wird vor allem
vom Schweregrad der Krankheitsschiibe beeintrachtigt. Diese Beeintrachtigung kor-
reliert positiv mit dem Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) (39). Neben personli-
chen Ressourcen, dem Auftreten der oben erwdhnten Komplikationen und der
Schwere der Krankheitsschilbe wird die Lebensqualitdt auch vom jeweiligen Ver-
laufstyp, an dem ein bestimmter Patient leidet, beeinflusst. Einerseits kann der Ver-
lauf durch das zeitliche Verhalten der Symptomatik unter besonderer Bericksichti-

gung des Ansprechens auf eine Steroid-Therapie, andererseits durch das Auftreten

20



Einleitung

von bestimmten Komplikationen definiert werden. AulRerdem konnten mehrere Stu-
dien einen typischen Krankheitsablauf herausarbeiten. Die drei Hauptformen der Er-
krankung, [1.] der entzlindliche nicht-stenosierende, nicht-penetrierende Phéanotyp,
[2.] der stenosierende und schlief3lich [3.] der penetrierende , fistulierende Typ folgen
meist zeitlich in dieser Reihenfolge aufeinander. Diese Erkenntnis bildete die Grund-
lage fur die im Jahr 2000 verdffentlichte Vienna-Klassifikation des M. Crohn (38).

Fur die vorliegende Arbeit ist diese weit verbreitete Klassifikation von besonderer
Bedeutung. Eine erweiterte Version dieser Einteilung, die Montreal-Klassifikation,
gliedert die Kategorie A in eine zusatzliche Gruppe mit Diagnosestellung vor dem
vollendeten 16. Lebensjahr. Hier werden besonders haufig spezifische Sero- und
Genotypen gefunden, die mit einem groRen Erkrankungsrisiko assoziiert sind. Aus-
serdem sind in dieser Klassifikation die Lokalisationsmuster L1 bis L4 kombinierbar
(z. B. L1 + L4) und ein moglicher perianaler Befall wird als sogenannter P-modifier
eingefuhrt. (89, 98).

Kategorie A (Alter)

Al Diagnosestellung vor dem 40. Lebensjahr
A2 Diagnosestellung nach dem 40. Lebensjahr
Kategorie L (Lokalisation, Beurteilung vor erster Resektion)
L1 Befall im terminalen lleum

L2 Befall im Kolon

L3 Befall sowohl im lleum als auch Kolon

L4 Befall im oberen Gastrointestinaltrakt
Kategorie B (Verhalten, Behaviour)

Bl Entziindlicher, nicht-stenosierender, nicht-pentrierender Phanotyp
B2 Stenosierender Phanotyp

B3 Penetrierender, fistulierender Ph&notyp

Tab. 3: Vienna-Klassifikation des M. Crohn nach Gasche eta 1(38)

1.1.5 Aktivitatsindices

Der undulierende Verlauf der Erkrankung und die nur unvollstandige Kongruenz sub-
jektiver (z.B. Bauchschmerzen, Wohlbefinden) und objektiver Krankheitsparameter
(Fieber, Anamie) haben zur Entwicklung von Krankheitsaktivitatsindices gefuhrt. Un-
ter den heute etablierten Indices zur Einschatzung der Aktivitat des M. Crohn ist der
CDAI (7) der Gebrauchlichste und wurde auch auf die in diese Studie eingeschlosse-
ne Patienten angewandt. Der CDAI schlie3t sowohl objektive als auch subjektive

MessgrofRen in die Berechnung der Aktivitat der Erkrankung ein. Andere Indices, wie
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der Harvey-Bradshaw-Index, (46) berlcksichtigen nur subjektive Parameter und der
Van Hees-Index (109) hauptsachlich objektive Parameter.

In die CDAI-Berechnung gehen acht Parameter ein (Tab. 4.). Je starker das Krank-
heitsbild ausgepragt ist, desto mehr Punkte werden erreicht, wobei folgende Werte
als Anhalt fur die Erkrankungsschwere des M. Crohn gelten kénnen:

1. Werte kleiner 150: Krankheit in Remission

2. Werte zwischen 150 und 300: aktive Erkrankung

3. Werte grél3er 300: schwerer Krankheitsschub (86).

Parameter des CDAI

Stihle , ungeformte und Durchfalle; Summe uber eine Woche
Bauchschmerzen |, tagliche Bewertung iiber eine Woche
Allgemeinbefinden , tagliche Bewertung tber eine Woche
Andere Symptome , M. Crohn assoziiert
Antidiarrhoika Gebrauch in der letzten Woche; ja oder nein
Resistenz im Abdomen

Hamatokrit

Kdrpergewicht

Tab. 4: Die acht Parameter die in die Berechnung des CDAl e ingehen . Jeder Messgrof3e ist eine
bestimmte Punktzahl zugeordnet. Zur genauen Berechnung siehe Best et al., 1976 (7).

1.2 Das C-reaktive Protein
1.2.1 Die Rolle des CRP bei entziindlichen Krankheit  sprozessen

Das C-reaktive Protein ist der klassische Vertreter eines Akute-Phase-Proteins und
wird wahrend der frihen Immunantwort auf einen entziindlichen Reiz hin freigesetzt
(1). Es wird von Hepatozyten synthetisiert und gehért zur Gruppe der B-Globuline
(76). Ein Anstieg im Plasma erfolgt durch Freisetzung inflammatorischer Zytokine wie
Interleukin-6 (113). Ein Konzentrationsanstieg im Plasma weist auf ein entziindliches
Geschehen hin. Der Wert einer einzelnen Messung bis zu 24 Stunden nach dem Auf-
treten von Krankheitssymptomen liegt im Ausschluss oder der Bestatigung einer
meist bakteriellen Entziindung. Im weiteren Krankheitsverlauf eilt ein Konzentrations-
anstieg oftmals dem klinischen Krankheitsbild voraus (103). Das CRP hat eine biolo-
gische Halbwertszeit von 24 bis 48 Stunden, so dass ein Heilungsprozess serum-
chemisch gut und schnell dokumentiert werden kann (49).
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Tillet und Francis beschrieben 1930 die Fahigkeit der Seren von Personen, die an
einer akuten Lobarpneumonie erkrankt waren, mit dem ,C* des Lipopolysaccharids
von Pneumokokken zu prazipitieren. Dieses ,,C* entspricht einer phylogenetisch alten
Variante des Phosphocholin. In der Folge wiesen sie diese Reaktion auch bei Patien-

ten mit anderen Infektionskrankheiten nach (104).
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Abb.5: Liganden des CRP . Phosphocholin, der prototypische Ligand des CRP kommt auf einigen
bakteriellen Membranen und zerstorten Zellen vor. Infolge der Ligation kommt es zur Aktivierung von
Komplement und zur Opsonierung. Die stimulierenden Rezeptoren FcyRI und FcyRlla missen zur
Entfaltung ihrer Wirkung tber Kreuz gebunden werden. Werden auf gleiche Weise die inhibitorischen
Rezeptoren FcyRIlb verbunden, werden aktivierende Signale geblockt. Graphik modifiziert nach Mar-
nell et al., 2005 (69).

Das CRP setzt sich aus funf identischen Untereinheiten zusammen, deren Anord-
nung in der Mitte eine Pore bildet. Funktionell kann diesem Pentamer eine Vorder-
und Ruckseite zugeordnet werden. (97). Die Vorderseite, auch das ,recognition face”
genannt, bindet mit hoher Affinitdt an Phosphocholin auf der bakteriellen Zelloberfla-
che. Die Gegenseite, auch “effector face” genannt, vermittelt das Zusammenspiel mit
Faktor C1q des komplementaren Immunssystems (3). CRP kann aber nicht nur
Komplement aktivieren, sondern durch Bindung an die Fcy-Rezeptoren | und Ila von
phagozytierenden Zellen erkannte pathogene Bakterien eliminieren (8). Aktuell wird
unter anderem die Funktion des CRP als Schnittstelle zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat untersucht, sowie seine Bedeutung als kardiovaskularer Risiko-
marker diskutiert (77). In einer Studie wurde kirzlich untersucht ob bestimmte Haplo-
typen des CRP Einfluss auf das kardiovaskuléare Risiko nehmen. Der Haplotyp 4, der
die jeweils selteneren Allele der SNPs 2667G>C and 3872C>T beinhaltet, erhéhte
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die Inzidenz von kardiovaskularen Ereignissen bei den 1029 teilnehmenden Perso-
nen. Der selbe Haplotyp war auch mit erniedrigten CRP-Spiegeln assoziiert (77).

FcyR k.\a:bu;-u: ’lh__‘ ) "] \
20N ¢ \J ' phosphocholine
I cardiolipin
oxLDL
HDL

Abb. 6: Im Blut zirkuliert das C-reaktive Protein a  Is Pentamer (41)

1.2.2 Polymorphismen im CRP-Gen

Wahrend die CRP-Konzentration im Serum von Menschen nach einem entzindli-
chen Stimulus mit grof3er Dynamik und Spannweite auf Werte bis 500 mg/l und dar-
Uber hinaus ansteigen kann, (27) zeigen aktuelle Arbeiten, dass die basalen Kon-
zentrationen dieses Proteins beim Menschen durchschnittlich bei 0,8 mg/l liegen
(61). Selten kbnnen manche Personen aber auch basale Werte von 10 mg/l aufwei-
sen (54). Welcher konkrete Ausgangswert in einem gesunden Individuum vorgefun-
den werden kann, wird von genetischen Faktoren bestimmt. In einer Untersuchung
von MacGregor et al. korrelierten die CRP-Werte bei weiblichen monozygoten Zwil-
lingen signifikant starker als in zweieiigen Zwillingen (65). Es ist sehr wahrscheinlich,
dass dieser genetische Einfluss auf Polymorphismen im Gen des CRP oder in Ge-

nen, die die Expression dieses Proteins kontrollieren, zurtickzufihren ist.

Bisher wurden zehn Polymorphismen beschrieben, (22) die einen Einfluss auf die
CRP-Spiegel haben: Im Einzelnen sind diese SNPs in Tabelle 5 aufgeflihrt. Zee et al.
(116) untersuchten die Auswirkungen des CRP +1059-Polymorphismus auf den
CRP-Serumspiegel und das Risiko, eine arterielle Thrombembolie zu entwickeln.
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12 % der untersuchten 726 gesunden Manner waren Trager des selteneren C-Allels
und wiesen niedrigere CRP-Konzentrationen als G/G-homozygote Manner auf. Die
vermutete Assoziation mit Thrombembolien konnte jedoch nicht bestatigt werden.
Der CRP +1059 SNP liegt laut Literaturangaben im zweiten Exon des CRP und ist
eine stille Mutation (silent mutation). Dies bedeutet, dass die Mutation zu keinem A-
minosaurenaustausch im Protein fuhrt. Erst vor kurzem wurden im Third National
Health and Nutrition Examination Survey weitere SNPs im CRP-Gen und ihre Aus-
wirkungen auf den CRP-Serumspiegel analysiert. Bei 7159 untersuchten Individuen
konnte nur ein Einfluss des 390C/T/A SNP auf CRP-Serumspiegel und das Arterio-

sklerose-Risiko nachgewiesen werden (22).

Genregion SNP Position SNP Relative Allelfre- Mit héheren CRP-
quenz Spiegeln assoziiertes
Nukleotid
Promoter -757 rs3093059 T>C T
-717 rs2794521 T>C T
-409 rs3093062 G>A G
-390 rs3091244 C>T>A A
Intron +29 rs1417938 A>T A
Exon 2 +1059 rs1800947 G>C G
3" UTR +219 rs3093066 C>A C
+1444 rs1130864 C>T C
3’ flanking +1846 rs1205 C>T C
+2911 rs3093068 C>G G

Tab. 5: Single Nucleotide Polymorphismen im Gen des CRP die Einfluss auf den CRP-Spiegel
haben (22) . UTR: Untranslated Region

AulRerdem wurde bei gesunden mannlichen Blutspendern, die Trager des +1059 C-
Allel waren, signifikant niedrigere CRP-Spiegel als bei G/G-homozygoten gefunden.
Allerdings konnte in der Gruppe der untersuchten Frauen kein entsprechender Un-

terschied festgestellt werden (34).

Trugen die G/G-homozygoten Manner aber zusatzlich das T-Allel des IL1B +3954-

Polymorphismus, waren auch Ihre CRP-Spiegel durchschnittlich niedriger als in der
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gesamten Studienpopulation. Anders formuliert: hatte ein Mann weder das C-Allel
des CRP +1059-Polymorphismus noch das T-Allel des IL1B +3954-Polymorphismus,
war er dem nahezu dreifachen Risiko ausgesetzt, erhohte basale CRP-Spiegel zu
haben (34). Daraus schlossen die Autoren, dass sowohl der CRP +1059- als auch
der IL1B(C—T)-Polymorphismus Wirkung auf den CRP-Serumspiegel haben und

diese unabhéngig voneinander in mannlichen Personen entfalten (34).

Ein weiterer Polymorphismus im CRP-Gen, die in der +1444-Region gelegene C —» T
Substitution, und deren Einfluss auf die Konzentration des CRP-Serumspiegels wur-
de in mehreren Studien gut charakterisiert. In einer Gruppe gesunder Probanden
wiesen Personen mit dem homozygoten +1444T/T-Genotyp hdhere Spiegel dieses
Akuten-Phase Proteins auf als +1444C-Trager. Die Messungen wurden in Ruhe und
nach sportlicher Anstrengung vorgenommen (18). Identische Ergebnisse wurden im
gleichem Manuskript veroffentlicht, das die oben erwahnte Fragestellung, welchen
Einfluss dieser Polymorphismus auf die CRP-Konzentration hat, auch bei Patienten
untersuchte, die eine koronare Bypass-Operation hinter sich hatten: bei den
+1444T/T-Homozygoten waren hohere CRP-Konzentrationen feststellbar (18). Die
Annahme, dass der Haplotyp des CRP-Gens, der das 1444T Alle enthalt, mit erhdh-
ten basalen CRP-Spiegeln assoziiert ist, wurde schlief3lich in einer weiteren Studie
bestétigt. In dieser als Kohortenstudie angelegten Arbeit wurden an systemischen
Lupus erythematodes (SLE) erkrankte Patienten und deren Familienmitgliedern un-
tersucht (85). In der gleichen Untersuchung wurde eine weitere polymorphe Gense-
quenz in der 3"-untranslated region identifiziert und mit CRP 4 benannt. Deren selte-
neres CRP 4A-Allel ist mit erniedrigten basalen CRP-Werten verkntpft. Der Einfluss
des —717G / A SNP im Promoter des CRP-Gens auf die Serumkonzentrationen des

CRP konnte jedoch in dieser Studie nicht bestétigt werden (85).
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2  Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie die Bedeutung
des CRP +1059-Polymorphismus beim M. Crohn untersucht werden. Bisher wurde
dieser Polymorphismus nur hinsichtlich seiner Auswirkung auf den CRP-
Serumspiegel untersucht. Andere Studien untersuchten den Zusammenhang zwi-
schen CRP-Spiegel und phanotypischer Auspragung des M.Crohn. Folgende Frage-

stellungen lagen dieser Arbeit zu Grunde:

1. Welche Auswirkungen haben die verschiedenen Genotypen des CRP +1059-
Polymorphismus im Gen des C-reaktiven Proteins auf die Krankheitssuszep-
tibilitdt des M. Crohn?

2. Inwieweit sind die verschiedenen +1059 CRP-Genotypen mit bestimmten

Phéanotypen dieser Erkrankung assoziiert?

3. Welchen Einflu3 haben die verschiedenen CRP +1059-Genotypen auf den

Serumspiegel des C-reaktiven Proteins?

27



Patienten, Methoden, Materialien

3 Patienten, Methoden, Materialien

3.1 Patienten- und Kontrollgruppe

In diese Studie wurden 241 an M. Crohn erkrankte Patienten und 199 gesunde,
nicht-verwandte Kontroll-Probanden eingeschlossen. Alle an dieser Studie teilneh-
menden Personen haben nach ausfuhrlicher Aufklarung tber diese Studie schriftlich
der wissenschaftlichen Auswertung ihrer Krankenakten und der molekularbiologi-
schen Untersuchung ihres Blutes zugestimmt. Alle Studien-Teilnehmer waren mittel-
europaischer Abstammung. Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Medi-

zinischen Fakultat der Universitat Minchen genehmigt.

Die an M. Crohn erkrankten Personen wurden in der CED-Ambulanz der Medizini-
schen Klinik und Poliklinik II des Universitatsklinikums Minchen-Grof3hadern behan-
delt. Die Diagnose wurde nach anerkannten klinischen Richtlinien und endoskopi-
schen, radiologischen und histopathologischen Kriterien gestellt (28). Patienten, die
an einer Colitis indeterminata litten, wurden von dieser Studie ausgeschlossen. Die
Schwere der Krankheit wurde nach der Vienna-Klassifikation (38) eingeteilt, die, wie
oben dargestellt, die Charakteristika Alter bei Diagnosestellung (A), Verhalten (B) und
Lokalisation (L) der Krankheit bertcksichtigt. Demographische Daten und klinische
Routineparameter der Patienten wurden von zwei unabhangigen Untersuchern retro-
spektiv aus Patientenakten und detaillierten Fragebtgen ermittelt. Besonders wichtig
waren hier eine genaue Medikamenten- und Familienanamnese, das Auftreten von
Komplikationen oder extraintestinalen Manifestationen und operative Eingriffe, deren

Ursache im Zusammenhang mit dem M. Crohn steht.

Die Probanden der Kontrollgruppe entstammen aus einem zu Forschungszwecken
gebildeten Kontrollkollektiv des Instituts fur Klinische Chemie der Universitat Min-
chen; auch die Mitglieder dieser Gruppe willigten in die wissenschaftliche Aufarbei-
tung ihrer DNA ein. Aus dieser DNA-Bank gesunder nicht-verwandter mitteleuropai-
scher Personen, die nach Geschlecht getrennt organisiert ist, wurde die
Kontrollgruppe randomisiert ausgewahlt.
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3.2 Methoden
3.2.1 Isolation der DNA aus Vollblut

Allen an dieser Studie teilnehmenden Personen wurde unter Verwendung des Sar-
stedt-Monovetten-Systems EDTA-Vollblut aus einer epifaszialen Vene abgenommen.
Nun konnte mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit der Firma QIAGEN und dem dazu-
gehorigem Blood and Body Fluid Protocol die DNA der Probanden aus den periphe-
ren Blutleukozyten isoliert werden. Hier wird in zehn Schritten aus 200 pl Vollblut un-
gefahr 6 pg gereinigte DNA, die frei von Proteasen, Nukleasen oder sonstigen
Kontaminationen ist, gewonnen. Kernstick dieser Arbeitsschritte ist der Einsatz der
QlAamp Spin Column; ein Plastikrohrchen mit einer trichterférmigen Offnung am Bo-
den, die mit einem Silikatkissen bedeckt ist. Auf dieser Membran wird die DNA in se-
quentiellen Arbeitsschritten zuerst gebunden und dann ausgewaschen. Die Spin Co-
lumn kann in ein 2 ml Sammelgefald gesteckt werden, so dass abzentrifugierte
Flissigkeiten aufgefangen werden kdnnen. Zunachst werden in einem Sammelréhr-
chen die Zellen in der Materialprobe mit 20 ul der Proteinase K lysiert und die DNA
mit 200 pl Ethanol gefallt. Gutes Mischen mit dem Vortexer nach jedem Schritt ist
sehr wichtig. Das Lysat wird in die Spin Column gegeben und mit einer Eppendorf-
Mikrozentrifuge durch die Offnung in ein weiteres Rohrchen abfiltriert. Die DNA ist
jetzt an die Membran aus Silkat-Gel gebunden. In zwei weiteren Arbeitschritten wird
durch Zugabe von je 500 ul der Puffer AW1 und AW2, die spater abzentrifugiert wer-
den, die Reinheit der DNA erhdht. Im letzten Schritt I6st man mit 200 upl des Puffers
AE die DNA nach Zentrifugation in ein 1,5 ml grol3es Eppendorf Gefald auf. Die DNA,
die man durch dieses Protokoll erhalt, ist bis zu 50 kb lang, die meisten Stiicke ent-
halten 20 — 30 kb. Diese Lange ist fur die Amplifizierung bestimmter Fragmente be-

sonders geeignet. Die gewonnene DNA wird bei 4C au fbewabhrt.
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Die zehn Arbeitsschritte des Blood and Body Fluid S pin Protocol (QlAamp DNA Blood

Mini Kit)

1. 20 pl Proteinase K in ein 1,5 ml Reaktionsgefal geben.

2. 200 pl Materialprobe zugeben.

3. 200 pl Puffer AL zufugen.
15 s pulsierend vortexen.

4. Bei 56 T 10 min inkubieren.

5. Kurz zentrifugieren.

6. In das Gefal? 200 pl 100%iges Ethanol pipettieren.
15 s Vortexen, kurz zentrifugieren.

7. Mischung in die QlAamp Spin Column geben. Diese in ein 2 ml Sammelgefal? ste-
cken.
Bei 6000g 1 min zentrifugieren, das Filtrat im Sammelgefal verwerfen.

8. 500 pl Puffer AW1 in Spin Column geben, diese wiederum in Sammelgefald stecken.
Bei 6000g 1 min zentrifugieren, das Filtrat im Sammelgefafl} verwerfen.

9. Schritt acht mit 500 ul Puffer AW2 wiederholen.
Bei 6000g 1 min zentrifugieren, das Filtrat im Sammelgefal3 verwerfen

10. Spin Column in 1,5 ml Reaktionsgefal? geben, in die Column 200 ul Puffer AE fllen.
1 min bei Raumtemperatur inkubieren, dann in das 1,5 ml Gefal? mit 600g zentrifu-
gieren.

Tab. 6: Arbeitsschritte zur Isolierung von DNA aus Vollblut . Bei angenommenen 5 x 10° Leukozy-

ten/ml erhélt man typischerweise 6 uyg DNA in 200 pl Wasser.

3.2.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten mit der PCR

Die PCR wurde von Mullis 1986 (71) entwickelt und erlaubt es beliebige DNA-
Sequenzen der Erbsubstanz gezielt und millionenfach zu kopieren. Als Vorlage reicht
eine geringe Menge genomischer DNA (10°-10"? g) aus. Um die zu replizierende
Stelle zu markieren und somit den Wirkbereich der DNA-Polymerase zu definieren,
werden komplementar zu den beiden 5°-Enden der Zielsequenz 15 — 25 Basen lange
Oligonukleotide synthetisch hergestellt und im Uberschuss in den Reaktionsansatz
gegeben (sogenannte Primer). Beim Erreichen einer fur den jeweiligen Primer opti-
malen Temperatur hybridisieren diese mit ihrem Gegenpart des zuvor bei 90T dena-
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turierten und aufgespalteten doppelstrangigen Genoms. Dieser Vorgang wird auch
Annealing genannt. Sobald der Ansatz auf die Arbeitstemperatur der DNA-
Polymerase abgekuhlt ist, beginnt sie (von den Primern ausgehend), die DNA zu
amplifizieren. Zuvor mussen der Polymerase im Reaktionsansatz eine genigend
grol3e Anzahl an dNTP-Molekilen angeboten werden. Der PCR-Cycler, in dem sich
der Reaktionsansatz befindet, wiederholt diesen Arbeitszyklus in einer zuvor pro-
grammierten Anzahl. Heute verwendet man die hitzestabile, aus Thermophilus agua-
ticus isolierte Tag-Polymerase. In der urspringlichen Arbeitsanweisung musste die

bei 90C zerstorte Polymerase nach jedem Zyklus ers etzt werden.

Verwendete Primer Sequenz
Forward Primer CRP-1059F 5 -GATCTGTGTGATCTGGAGAAACCTCT-3’
Reverse Primer CRP-1059R 5"-GAGGTACCAGAGACAGAGACGTG-3

Tab. 7: Verwendete Primer. Je 15 pmol dieser Primer werden fir einen Reaktionsansatz bendtigt.
Der Vorwarts-Primer ist 26 Basen lang, der Ruckwarts-Primer enthalt 23 Basen.

Der von uns verwendete Reaktionsansatz, sowie die genaue Anzahl und Abfolge der
Arbeitsschritte, welchen der Ansatz im PCR-Cycler ausgesetzt war, kénnen Tabelle 8
entnommen werden. Die gesamte Reaktion bestand aus 30 Zyklen gefolgt von zwei
letzten Schritten: einer Denaturierung bei 95°C fir drei Minuten und einer abschlie-
Renden Amplifikation bei 72°C fur zwei Minuten. Di ese beiden Schritte stellen sicher,

dass bisher unvollstandig amplifizierte DNA-Strange fertig gestellt werden.

31



Patienten, Methoden, Materialien

Der PCR-Ansatz hat ein Gesamtvolumen von 50  ul und enthalt:

B Ul DNA-Lésung

B Ul Reaction Buffer

B ML dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Bul. . Q-Solution

O | CRP 1059F-Primer
Tl CRP 1059R-Primer

0,25 Plcei i Promega Tag-Polymerase
27,75l H,O

Die PCR-Reaktion besteht aus folgenden Zyklen:

Amplifikation (30 Zyklen) 30s
95°C Denaturierung
30s
69T Annealing der Primer
30s
72 T Amplifikation
Letzte Denaturierung 3 min
95°C
Letzte Amplifikation 10 min
72°C

Tab. 8: PCR-Ansatz und PCR-Reaktion . Die letzten beiden Schritte der PCR-Reaktion dienen dazu
unvollstandig amplifizierte Strange fertig zu stellen.

Das in dieser Arbeit hergestellte PCR-Produkt besteht aus 744 Basenpaaren. Die
Originalsequenz findet sich im CRP-Gen auf Chromosom 1 und beginnt im einzigen
Intron und endet im zweiten Exon des Gens. Um Verunreinigungen mit fremder DNA
zu erkennen, hier kann sich die au3erordentliche Fahigkeit der PCR genetisches Ma-
terial zu vervielfachen rachen, wird in einem von dreil3ig parallel durchgefiihrten An-
satzen die 5 yl DNA durch die gleiche Menge H,O ersetzt. Nur wenn in diesem Reak-
tionsgefald keine DNA vervielfaltigt wird, kann man mit gentigender Sicherheit davon

ausgehen, dass auch die restlichen Ansétze nicht verunreinigt sind.

Nach Beendigung der PCR-Reaktion werden aus jedem Reaktions-Gefald 10 pl des
PCR-Produktes zusammen mit 2,5 ul Laufpuffer auf ein 1,5%iges Agarose-Gel auf-
getragen. Mittels Gelelektrophorese und anschlieRender Farbung mit Ethidiumbromid
kann nun geprift werden, ob die PCR korrekt abgelaufen ist. Eine gefarbte Bande im
Lauffeld der Kontrolle weist auf eine Verunreinigung mit fremder DNA hin. In die Ta-
sche dieses Kontrollfeldes wird, wie oben erwahnt, statt der DNA eines Probanden
nur H,O pippetiert. Ein typisches Bild der Kontrolle der PCR-Produkte zeigt Abbil-
dung 7.
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Abb. 7: Kontrolle der PCR-Produkte . Ganz links ist ein GroRenstandard zu erkennen. An zweiter
Stelle wurde eine H,O-Kontrolle aufgetragen, gefolgt von vier amplifizierten Fragmenten mit 744 bp.

3.2.3 Reinigung des PCR-Produkts

Mit dem QIAquick Nukleotide Removal Kit kann das PCR-Produkt von kontaminie-
renden Substanzen gereinigt werden. Die genomische DNA kann so aus dem Ansatz
entfernt werden. Wir verwendeten das PCR Purification KIT Protocol, entsprechend
der vom Hersteller im QIAquick Spin Handbook aufgefiihrten Anleitung. Unter den
maoglichen Protokollen wurde das gewahlt, das den Gebrauch einer Mikrozentrifuge

vorschreibt.

3.2.4 Digestion der DNA mit Restriktionsendonukleas  en

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die bestimmte Basenabfolgen in
der DNA erkennen und an einer definierten Stelle zerschneiden kénnen, so dass an-
hand der Schnittstelle bestimmte Polymorphismen identifiziert werden kénnen. Die
Schnittstelle des ausgewahlten Enzyms muss an der Stelle des Polymorphismus lie-
gen, an der ein Basenaustausch stattfindet. Dann kann anhand der Gro3e der sich
ergebenden DNA-Fragmente entschieden werden, ob die untersuchte Person Tréager
des Wildtyp-Allels ist, oder ob hier eine Mutation stattfand. Im Fall des CRP +1059
SNP wird das Guanosin des Wildtyps in 10% der Bevdlkerung durch ein Cytosin er-
setzt. Das aus Methanococccus aeolicus isolierte Restriktionsenzym Mae Il ist in der

Lage, die genomische DNA spezifisch an dieser Stelle aufzuspalten (Tab. 9).
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Schnittstelle Mae Il

IGTNAC
CANTG?

Tab. 9: Schnittstelle des Enzyms Mae |l

Um die amplifizierte 744 bp lange DNA mit Mae Ill zu verdauen, muss das PCR-
Produkt am Boden des ReaktionsgefalRes prazipitiert werden. Zu diesem Zweck wer-
den in die anfanglichen 50 ul geléster DNA-Fragmente 2,5 pl einmolare NaCl-Lésung
gegeben, wodurch die Nukleinsauren geféallt werden, da ihre positiv geladenen
Phosphatgruppen an negativ geladene Salzionen binden. Bei diesem Schritt werden
125 ul 100%iges Ethanol dazu pipettiert; dies fuhrt zum Wasserentzug und damit zur
Préazipitation. Vortexen und 30 minttiges Kuhlen bei —80° C sind die nachsten Ar-
beitsschritte. Danach wird die Lésung weitere 30 Minuten zentrifugiert und anschlie-
Rend der Uberstand abgekippt. Zu dem (ibrig gebliebenen DNA-Pellet am Boden des
Rohrchens wird die Restriktionsendonuklease Mae 11l gegeben (fur die genaue Ar-

beitsanweisung siehe Tab. 10).

Der Verdau erfolgte bei 55° C fir mindestens 16 h (Gber Nacht). Fur den Fall des
selteneren +1059C-Allels schneidet das Enzym das PCR-Produkt an einer konstan-

ten Schnittstelle in ein 310- und ein 434-Basenpaare langes Stuck.

Der Verdau des PCR-Produkts g_jeschah in diesem Ansatz mit 10 yl Gesamtvolumen:
5l 2fach konzentrierter Inkubationspuffer
1ul Mae Il Restriktionsenzym (1 — 5 U/pl)

Verdau fur mindestens 16h (Uber Nacht) bei 55°C

Tab. 10: Ansatz zum Verdau des PCR-Produkts mit Mae Ill . Die DNA ist als Pellet am Boden des
Reaktionsgefalles prazipitiert und muss durch vorsichtiges Schitteln mit dem Ansatz vermischt wer-
den

Das haufigere +1059 G-Allel wird an einer zusatzlichen Schnittstelle in insgesamt
drei Fragmente geschnitten, die jeweils 310, 233 und 201 Basen lang sind. Die drei
maoglichen Genotypen des CRP +1059G/C SNP lassen sich also wie folgt charakteri-

sieren:

* Der Wildtyp mit zwei CRP +1059 G-Allelen zeigt sich durch drei Fragmente,

die 310, 233 und 201 Basenpaare messen.

» Heterozygote Patienten mit einem CRP +1059-C Allel weisen vier Stiicke auf,
die 434, 310, 233 und 201 Basenpaare lang sind.
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» Bei homozygoten Patienten mit zwei CRP +1059 C-Allelen finden sich nur

zwei Stucke mit einer Grol3e von 434 und 310 Basenpaaren.

Die GroR3e der Fragmente, die sich in einem Ansatz durch den Verdau ergeben ha-
ben, werden mittels Gelelektrophorese und einem mitlaufenden Gréf3enstandard er-

mittelt.

Bp

500
400
300

Abb. 8: Die drei moglichen Genotypen des CRP +1059 SNP. Ein homozygoter Patient mit dem
+1059C/C-Genotyp (HoC) und zwei Heterozygote (HeC) mit einem G/C-Genotyp an dieser Stelle. 14
Patienten weisen den G/G-Wildtyp (WT) auf. Ganz links sieht man den GrolRenstandard, die Zahlen
stehen fur die jeweilige Anzahl an Basenpaaren die der Gro3enstandard an dieser Stelle darstellt. Die
unterste Einteilungsmarke, die 100 bp entspricht, ist auf diesem Bild abgeschnitten, im Original aber
zu erkennen.

3.2.5 Analyse der Restriktionsfragmente mit der Gel  elektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine weitere Standardmethode der Molekularbiologie, um
DNA-Stiucke verschiedener Grofl3e zu trennen, sichtbar zu machen, und mit Hilfe ei-
nes Grol3enstandards, der parallel zu den verdauten Ansatzen im Gel durch das e-
lektrische Feld aufgetrennt wird, die Anzahl der enthaltenen Basen abschatzen zu
kénnen. Die verdauten PCR-Ansatze werden mit 1,5 pl Laufpuffer versetzt und jeder
in eine der Taschen an der breiten Basis des Gels gegeben, das in unserem Fall 2%
Agarose enthalt. Zuvor wird das Gel in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x
TBE-Puffer Gibergossen. Die von uns verwendeten Gele haben 19 dieser Taschen; in
die erste wird der Gro3enstandard, die sogenannte Molecular Ladder, gegeben. Die
vollstdndige Auftrennung der negativ geladenen DNA bendétigt bei 40 mV ungefahr
zwei Stunden. Langere Fragmente legen aufgrund ihrer gré3eren negativen Ladung
in einer Zeiteinheit groRere Strecken zurtick als kirzere. AnschlieBend wird das Gel
fur 10 min in eine Ethidiumbromid-Losung gelegt, die mit der DNA interkaliert. Da-

durch kann im ultravioletten Licht die gefarbte DNA sichtbar gemacht und photogra-
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phisch dokumentiert werden; aus diesen Fotos kann der CRP-Genotyp der Studien-

teilnehmer bestimmt werden.

3.2.6 Genotypisierung der NOD2/CARD15-Varianten

Die Genotypisierung der drei mit M. Crohn assoziierten Gen-Varianten der Caspase-
activation recruitment domain (NOD2/CARD15) wurde von Herrn Dr. med. Fabian
Schnitzler durchgefuhrt und 2005 verdoffentlicht (93). Zur zusatzlichen Analyse poten-
tieller Interaktionen zwischen dem CRP-Gen und dem NOD2/CARD15-Gen wurden
mir diese Daten freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die Exons 4, 8, und 11 des
Gens NOD2/CARD15 wurden amplifiziert und wie dort beschrieben sequenziert. Die-
se Sequenzen wurden mit dem ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) auf dem Sequence Analysis program (Version 3.4.5)

analysiert.

3.2.7 Bestimmung der CRP-Konzentration im Serum

Das Serum zur Bestimmung des CRP-Wertes wurde den Patienten am selben Tag
entnommen wie das Vollblut zur Genotypisierung des +1059 CRP SNP. Allen Patien-
ten wurde zuvor im Rahmen ihrer Behandlung ein Tagebuch ausgehandigt, mit des-
sen Hilfe wochentlich der CDAI bestimmt werden konnte. Diejenigen Personen, die
innerhalb der letzten sieben Tage vor der Blutentnahme ihr Tagebuch unvollstéandig
gefuhrt hatten oder andere Grinde anfiihrten, die eine Berechnung des CDAI an die-
sem Tag nicht erlaubten, wurden von der Analyse der CRP-Werte ausgeschlossen.
Insgesamt konnte der CDAI von 133 Patienten bestimmt werden. Die CRP-
Konzentrationen dieser Individuen wurde mit einem hoch sensitiven Immunoassay
der Firma Behring (N Latex CRP mono, Dade Behring, Behring Laser Nephelometer)
im Labor fur Klinische Chemie des Universitatsklinikums Grof3hadern bestimmt. Die
breit variierenden CDAI-Werte wurden nach der oben erwahnten Einteilung, die sich
in anderen Studien bewahrt hat (72), in ruhende Erkrankung (CDAI < 150), aktive
Erkrankung (CDAI von 150 bis 300) und schwerer Krankheitsschub (CDAI > 300)
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klassifiziert. Da die Serumkonzentration des CRP naturgemal’ von der Aktivitat des
M. Crohn beeinflusst wird, wurde der CDAI in die statistische Analyse mit einbezo-

gen.

3.2.8 Statistische Methoden

Kategoriale (qualitative) Variablen wurden je nach Anwendbarkeit mit Fisher’s exact
test oder dem Chi?-Test verglichen. Fir kontinuierliche (quantitative) Variablen kam
der U-Test von Mann und Whitney zum Einsatz. Relative Risiken wurden als Odds-
Ratio in SPSS berechnet, zur genaueren Beurteilung eines moglicherweise signifi-
kanten Zusammenhangs wird ferner das 95%-Konfidenzintervall angefiihrt. Die
Trennschérfe oder auch Power eines Testes konnte mit der PS: Power and Sample
Size Calculation Software berechnet werden. Alle Teste wurden als zweiseitiger (two-
tailed) Test durchgefihrt. P-Werte <0,05 wurden als signifikant definiert. Die Starke
von linearen Zusammenhéngen konnte durch Berechnung des linearen Regressi-
onskoeffizienten nach Pearson mit Excel 2000 fur Windows ermittelt werden. Um den
Einfluss des CRP-Polymorphismus auf die von uns erhobenen phénotypischen Cha-
rakteristika der Patienten zu bestimmen, wurde zuerst eine Univarianz-Analyse
durchgefiihrt. Der explorative Charakter dieser Studie bewog uns dazu keinen Kor-
rekturfaktor fur multiple Teste einzufiihren. Um moégliche Einflussgrof3en zu demas-
kieren, die eine Assoziation des CRP-Polymorphismus mit einem bestimmten Ph&no-
typ des M. Crohn vortduschen, wurde zuséatzlich eine logistische Regressions-
Analyse durchgefiihrt, die den Effekt der drei NOD2/CARD15-Varianten, des Alters,
die bisherige Dauer der Erkrankung und das Geschlecht mit einbezog. Pradiktoren
wurden mit der forward selection” identifiziert, die auf dem Wald-Test beruht. Als
Signifikanzniveau fur Faktoren, die in dieses Modell Eingang fanden wurde a < 0,05
definiert. FUr diese logistische Regressions-Analyse wurde die Software SAS 9.1 fur
Linux (SAS Institute, Cary, NC, USA) verwendet.
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3.3 Materialien

3.3.1 Chemikalien

Die experimentellen Untersuchungen wurden mit folgenden Chemikalien der jeweils

nebenstehenden Hersteller durchgefuhrt:

Produkt: Hersteller, Firmensitz:
Agarose Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Borséaure Merck, Darmstadt

Bromphenolblau
CRP 1059F, Forward-Primer
CRP 1059R, Reverse-Primer
Didesoxynukleotide
DNA molecular weight marker (1kb ladder)
Ethanol 100%
Ethidiumbromid
Ficoll
Inkubationspuffer (Mae IlI)
Na,EDTA
Natriumchlorid
QIAamp DNA Blood Mini Kit:
Proteinase K
Puffer AE
Puffer AL
Puffer AW 1
Puffer AW 2
OlAquick PCR Purification Kit
Puffer PE
Puffer PB
Q-Solution
Reaction Buffer
Restriktionsenzym Maelll
Tag-Polymerase
Tris

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche Biotechnologies, Basel
Roche Biotechnologies, Basel
Pharmacia Biotech, Freiburg
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche Biotechnologies, Basel
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Abgene, Hamburg

Abgene, Hamburg

Roche Biotechnologies, Basel
Promega, Madison, USA
Merck, Darmstadt

Tab. 11: Verwendete Chemikalien und Substanzen

3.3.2 Gerate

Die nachstehenden Laborgerate kamen bei den Untersuchungen zum Einsatz:

Gerat

Hersteller, Firmensitz

Elektrophoresekammern
Heizblock
Kuhlzentrifuge
Oligo-Synthesizer
Thermocycler

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Lab Line Instuments Inc., Melrose Park, USA
Eppendorf, Hamburg

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Biozym, Hessisch Oldendorf

Tischwaage Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifugen Eppendorf, Hamburg
Vakuumzentrifuge Bachofer, Reutling_;en

Tab. 12: Verwendete Gerate
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4  Ergebnisse

4.1 Demographische Merkmale der Studienpopulation

In diese Studie wurden 241 Patienten und 199 Kontrollprobanden eingeschlossen.
Die demographischen Merkmale dieser Studienpopulation werden in Tabelle 13 auf-
gefuhrt. Der Anteil mannlicher und weiblicher Studienteilnehmer ist in der Patienten
und Kontrollgruppe nahezu gleichverteilt (48,5% mannliche an M. Crohn erkrankte
und 50,3% gesunde Manner). Mit einem durchschnittlichen Alter von 46,4 Jahren
sind die Mitglieder der Kontrollgruppe im Schnitt 6,7 Jahre alter als die M. Crohn-
Patienten. In der Familiengeschichte der Patienten kann in 36 (13%) Fallen eine Er-
krankung an M. Crohn bei Verwandten ersten und zweiten Grades dokumentiert wer-
den. Eindeutige Angaben fehlten bei 22 (9,9%) Personen. Keiner der Kontrollproban-
den hat an M. Crohn erkrankte Verwandte. Weitere Angaben, die der Tabelle 13
entnommen werden kdnnen, wie das durchschnittliche Alter der Patienten bei Diag-
nosestellung und die durchschnittliche Krankheitsdauer, werden in den nachfolgen-

den Kapiteln analysiert.

4.2 Die Vienna-Klassifikation

Nach der Vienna-Klassifikation (38) konnte, wie weiter oben ausfihrlich beschrieben,
jeder Crohn-Patient unter Berucksichtigung der Merkmale Alter (A), Lokalisation (L)
und Verhalten (B) in eine von 24 Untergruppen eingeteilt werden. Wie sich diese 241
Patienten auf diese Subtypen des M. Crohn verteilen, ist aus Tabelle 15 ersichtlich.
Die weitaus grof3te Untergruppe mit den Merkmalen Lokalisation in lleum und Kolon
(L3), einem penetrierenden und fistulierenden Phanotyp (B3), und der ersten Diag-
nose der Krankheit vor dem 40. Lebensjahr beinhaltet 67 (27,8%) Patienten. Am
zweithaufigsten, namlich 27 (11,2%) mal, tritt in der Patientengruppe der Subtyp auf,
der ebenso durch Lokalisation im Kolon und lleum charakterisiert ist (L3), einen ste-
nosierenden Phanotyp (B2), und die erstmals gestellte Diagnose vor Vollendung der
vierten Dekade (Al) aufweist. Die 22 (9,1%) Patienten fassende, drittgrof3te Unter-
gruppe definiert sich durch die Krankheitslokalisation im Kolon (L2), weist aber an-
sonsten mit dem schweren Phanotyp B3 und der frihen Diagnosestellung (Al) die

Merkmale der grof3ten Untergruppe auf.
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MC (n = 241) Kontrollg_jruppe (n=199)
Geschlecht
Mannlich 117 (48,5 %) 100 (50,3 %)
Weiblich 124 (52,5 %) 99 (49,7 %)
Alter
Durchschnitt +/- SD 39,7 +/- 12,3 46,4 +/- 15,2
Spannweite (Range) 16-74 21 -84
Alter bei Diagnosestellung
Durchschnitt +/- SD 27,7 +/-11,7
Spannweite (Range) 7-71
Median 24
Bisherige Krankheitsdauer
Durchschnitt +/- SD 11,6 +/- 8,2
Spannweite (Range) 1-43
Median 9
MC Familienanamnese
Positiv 36 (13 %) 0 (0 %)
Negativ 183 (76,7 %) 199 (100 %)
Nicht bekannt 22 (9,9 %)
Tab. 13: Demographische Merkmale der Studienpopulation . Alter, Alter bei Diagnosestellung und

bisherige Krankheitsdauer sind in Jahren angegeben.

Der im Durchschnitt sehr friihe Krankheitsbeginn (27,7 +/- 11,7 Jahre) kann aus den
Tabellen 13 und 14 ersehen werden und findet Ausdruck in den 84,2% der Patienten,
deren Erkrankung vor dem 40. Lebensjahr diagnostiziert wurde (Vienna Al). Tabelle
14 und 15 beschreiben diese Patientengruppe als eine Kohorte mit phanotypisch G-
berwiegend schwerer Erkrankung. 54,8 % der Patienten haben eine penetrierende
Erkrankung (Vienna B3), wahrend 25,7% der Erkrankten an einer Stenose leiden,
aber keine zusatzliche Penetration des Gastrointestinaltraktes aufweisen (Vienna
B2). Jeweils mindestens die Halfte der Patienten hatten den Krankheitsbeginn vor
dem 40sten Lebensjahr. Die durchschnittliche Krankheitsdauer betrug 11,6 Jahren.

Die Haufigkeit mit der die Komplikationen eines M. Crohn, wie Fisteln, Abszesse,
Stenosen und Strikturen in der Patientengruppe auftraten, ist in Tabelle 14 aufgefuhrt.
Auch die Anzahl der Patienten, die an mindestens einer extraintestinalen Manifestati-
on des M. Crohn litten, wird hier ersichtlich. Zudem wird deutlich, dass die meisten
Patienten im Laufe ihrer Erkrankung schon einmal mit Immunsupressiven Medika-
menten behandelt wurden. Im Vorgriff auf die n&chsten Kapitel werden die Angaben
in dieser Tabelle schon nach dem CRP +1059-Genotyp der Patienten aufgeschlis-
selt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird darauf verzichtet diese Daten zusatzlich

fur die Gesamtpopulation der Patienten darzustellen.
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Abb. 9: Alter bei Erstdiagnose im Patientenklientel. Dargestellt als Kaplan-Maier Analyse

4.3 Haufigkeitsverteilung des CRP +1059-SNP in Patienten- und Kon-
trollgruppe

Wie sich die drei Genotypen des CRP +1059-Polymorphismus auf diese 241 M.
Crohn-Patienten und 199 Kontrollprobanden verteilen wird in Tabelle 16 ersichtlich.
Die Verteilung der Genotypen weist keinen signifikanten Unterschied zwischen die-
sen Gruppen auf. Zudem liegen die gefundenen Haufigkeiten nah an den Erwar-
tungswerten, die das Hardy-Weinberg-Gesetz, ausgehend von einer Allel-Frequenz

von 10.9%, wie von Cao und Hegele (19) beschrieben, vorgibt.

L4 L1 Bl A2
20% 9% L2 20% 15%
0%
B3
54% B2
L3 26% Al
51% 85%

Abb 10. Die Verteilung der 241 Crohn-Patienten auf ~ die Parameter der Vienna-Klassifikation
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1) @) @) Dvs. (2 @vs.(3) (vs. Q) (1) vs.
G/G G/C CIC P- Wert P- Wert P - Wert (2+3)
WT HezZ HoZ P - Wert
(n =219) (n=17) (n=5)
Mannlich
n (%) 107 (48.9%) 9 (52,9%) 1 (20%) 0,805 0,371 0.323 0,825
BMI

Durchschnitt +/- SD 23,0 +/-4,0 24,9 +/- 3,3 21,0+/-2,7 0,043 0,2194 0,032 0,231

Spannweite (Range) 16 — 40 20-30 18-24

Alter bei

Diagnosestellung
Durchschnitt +/- SD 27,7+/- 11,9 28,1 +/-10,6 27,8 +/-8,8 0,884 0,974 0,957 0,883
Spannweite (Range) 7-71 15-52 18- 37

Krankheitsdauer
Durchschnitt +/- SD 11,7 +/- 8,2 105+/-85  8,2+/-9,0 0,587 0,435 0,624 0,374
Spannweite (Range) 1-43 2-25 2-24

Alter bei

Diagnosestellung

< 40 Jahre (A1) 185 (84,5%) 13 (76,5%) 5 (100%) 0,489 1,000 0,535 0,759
> 40 Jahre (A2) 34 (16,4%) 4 (23,5%) 0

Krankheitslokalisation

Terminales lleum (L1) 16 (7,3%) 4 (23,5%) 2 (40,0%) 0,044 0,053 0,585 0,008
Kolon (L2) 46 (21,0%) 0 1 (20%) 0,050 1,00 0,227 0,087
lleokolon (L3) 112 (51,1%) 11 (64,7%) 2 (40%) 0,322 0,679 0,609 0,510
Oberer GlI-Trakt (L4) 45 (20,6%) 2 (11,8%) 0 0,536 0,586 1,000 0,265
Jeder MC-Befall 163 (74,4%) 17 (100%) 4 (80%) 0,015 0,651 1,000 0,032
des lleum?®

Verhalten °
Keine Strikturen,

Keine Penetration (B1) 40 (18,3%) 6 (35,3%) 1 (20%) 0,109 1,000 1,000 0,155
Mit Strikturen (B2) 60 (27,4%) 1 (5,9%) 1 (20,0%) 0,080 1,000 0,411 0,074
Penetrierend (B3) 119 (54,3%) 10 (58,8%) 3 (60,0%) 0,804 1,000 0,411 0,074

Fisteln 120 (54,8%) 10 (58,8%) 3 (60,0%) 0,805 1,000 1,000 0,823
Stenosen/Strikturen 120 (54,8%) 10 (58,8%) 3 (60,0%) 0,176 0,641 1,000 0,154
Abszesse 82 (37,4%) 4 (23,5%) 2 (40,0%) 0,304 1,000 0,585 0,487
Operationen (wg. MC)° 129 (58,9%) 8 (47,1%) 3 (60,0%) 0,445 0,647 0,586 0,498
Extraintestinale ~ Mani-

festationen® 154 (70,3%) 10 (58,8%) 4 (80,0%) 0,412 1,000 0,613 0,627
Pos. Fam.anamnese 35 (16,0%) 1 (5,9%) 0 0,482 1,000 1,000 0,214
Immunsppressive Medi-

kation® 180 (82,2%) 15 (88,2%) 3 (60 %) 0,744 0,227 0,210 1,000

Tab. 14: Zusammenhéange zwischen den Genotypen des  CRP +1059 SNP und den Krankheitsei-

genschaften der 241 M. Crohn Patienten . WT: Wildtyp, HeZ: Heterozygot, HoZ: Homozygot. * Die
Kategorie ,Jeder M. Crohn Befall des terminalen lleum* schlief3t alle Patienten der Gruppen L1 und L3
ein. Zusatzlich wurden 35 G/G Wildtypen und zwei G/C Heterozygote hinzugezahlt, die einen L4-
Phanotyp aufwiesen und gleichzeitig einen Befall des terminalen lleum hatten.
®Das Verhalten (Behaviour) wurde nach der Vienna-Klassifikation (38) eingeteilt. Der stenosierende
Phéanotyp definiert sich durch eine Stenose ohne zusatzliche Penetration. Die Stenosen wurden chi-
rurgisch, endoskopisch oder radiologisch (MRI-Enteroklysma) festgestellt.
°Nur Operationen, die sich durch Komplikationen des MC begriinden (z.B.: Kolektomie, Anlage eines
lleostoma), wurden gezahlt. Zu den extraintestinalen Manifestationen der CED zahlen: nicht durch
Medikamente verursachte Arthropathien (z.B.: Ankylosierende spondylitis, Sakroiliitis), Beteiligung der
Augen (z.B.: Episkleritis, Iritis/Uveitis), Hautbeteiligung (z.B.: Erythema nodosum), Gallengangskrank-
heiten, die nicht Medikamenteninduziert  sind. (z.: Sklerosierende Cholangitis).
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°Zu den Immunsuppressiva gehéren: Azathioprin, 6- Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat und
Infliximab.

Auffallig sind aber die finf homozygoten Trager des selteneren C-Allels in der Grup-
pe der Patienten. Dagegen wurde in der Kontrollgruppe kein Trager dieses Genotyps
gefunden (p = 0,066). Davon abgesehen ahnelt sich die Aufteilung der Ubrigen Vari-
anten des CRP +1059 SNP in Patienten- und Kontrollgruppe mit 219 (90,9%) Wildty-
pen (G/G) in der Patienten- und 185 (93,0%) in der Kontrollgruppe. Auch der Antell
von Patienten, die einen heterozygoten Genotyp (G/C) an der Stelle des CRP +1059
SNP aufwiesen, ist mit 17 Crohn-Patienten (7,1%) und 14 Patienten (7,0%) in Fall-

und Kon trollgruppe nahezu identisch.

Bl B2 B3
7 2 8 Al

L1 9 3 10
2 1 2 A2
11 3 22 Al

L2 16 4 27
5 1 5 A2
11 27 67 Al

L3 15 35 75
4 8 8 A2
6 20 18 Al

L4 7 20 20
1 0 2 Al

Tab. 15.: Verteilung der 241 Patienten auf die 24 U ntergruppen der Vienna-Klassifikation

Genotyp des CRP Morbus Crohn Kontrollen P — Wert
+1059 SNP

(n =241) (n =199)
G/G (Wildtyp) 219 (90,9%) 185 (93,0%) 0,486
G/C(Heterozygot) 17 (7,1%) 14 (7,0%) 1,00
C/C (Homozygot) 5 (2,1%) 0 (0%) 0,066

Tab. 16.: Verteilung der drei moglichen Genotypen d es CRP +1059 SNP auf Fall und Kontroll-
gruppe
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4.4  Genotyp-Phanotyp-Korrelationen

Wie schon weiter oben erwéhnt, zeigt Tabelle 14 wesentliche Krankheitscharakteris-
tika der Patienten mit einem Wildtyp, einem hetero- oder homozygoten Genotyp des
CRP +1059-Polymorphismus. Die Merkmale immunsuppressive Medikation, extrain-
testinale Manifestationen und andere Komplikationen des M. Crohn wie Abszess-
und Fistelbildung, lassen in der Haufigkeit ihres Auftretens keine signifikanten Unter-

schiede zwischen diesen drei Patientengruppen erkennen.

Anderes gilt hingegen fiur die Haufigkeitsverteilung der Krankheitslokalisationen L1
bis L4 nach der Vienna-Klassifikation: In der durch zwei G-Allele definierten Gruppe
der Wildtypen weisen 128 von 219 Patienten (58,4%) den Phanotyp L1 oder L3 auf,
von 17 heterozygoten G/C-Tragern weisen diesen Phanotyp 15 Personen auf
(88,2%), ebenso vier der funf C/C-homozygoten Patienten (80%; OR 4,55; 95% ClI
1,64-16,67; P = 0,008 fur C/C und C/G vs. G/G). Zusétzlich konnte bei 35 der 45
(77,8%) Erkrankten mit einem Wildtyp und einem L4-Phanotyp (Befall des oberen
Gastrointestinaltraktes) eine Einbeziehung des terminalen lleums festgestellt werden.
Gleiches trifft fur alle zwei Patienten mit einem heterozygoten Phé&notyp zu. Bei den
Personen mit zwei C-Allelen findet sich kein Individuum mit einem L4-Phanotyp.
Stellt man nun in der Gruppe der Patienten deren lleum von M. Crohn betroffen ist
(L1 und L3-Phéanotyp, Patienten mit L4-Ph&notyp und ilealem Befall) G/G Wildtyp-
Patienten und C/G-heterozygote gegenuber, finden sich auch hier signifikant mehr
Patienten mit diesen Merkmalen bei den Tragern eines C-Allels (p = 0,015; Tabelle
14). Ahnliche Ergebnisse liefert die oben genannte Gruppe bei einem Vergleich der
Wildtypen mit den restlichen Patienten, die mindestens ein C-Allel aufwiesen. Auch
hier ist der Anteil der Personen mit einem Krankheitsbefall des lleums signifikant gro-
Ber bei den Patienten, die ein Cytosin im CRP +1059 SNP haben. Abbildung 11 gibt
einen Uberblick Uber das relative Risiko, dem eine an M. Crohn erkrankte Person
unterliegt, abhangig von ihrem CRP +1059-Genotyp eine bestimmte Krankheitsloka-

lisation, klassifiziert nach Vienna, zu haben.

In das, in diesem Abschnitt gezeichnete Bild einer signifikanten Haufung von G/C-
heterozygoten und C/C-homozygoten in der Gruppe der Patienten mit Befall des I-
leums fugt sich, dass keiner der G/C-heterozygoten Patienten einen isolierten Befall
des Kolons aufweist (Phanotyp L2 nach der Vienna-Klassifikation), wahrend dies bei
21,0% der Patienten mit zwei G-Allelen der Fall war (p = 0,05, Tabelle 13).
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L1 Terminales L2 Kolon L3 L4 Oberer GI
257 lleum
Odds 20 |
Ratio |
10 T
571 * L l
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G/ G/ G/ G/ |G/ G/ G/ G/ G/ G/ G/ G/ | G/ G/ G/ G/
GGCG |GGCG GGCG|GGCG
VS VS VS VS |VS VS VS VS VS VS VS VS | VS VS VS VS.
G/ C/ CI XI |G/ Cl CI X/ G/ C/ C/ XI |Gl C/ CI X/
cccc |cccc ccccj|lcccec

Abb.11: Relatives Risiko, dem ein Patient mit ~CRP +1059 G/G-Wildtyp , G/C-heterozygotem oder
C/C-homozygotem Genotyp unterliegt, eine bestimmte Krankheitslokalisation L1 bis L4 nach
der Vienna-Klassifikation zu entwickeln . X/C fasst Patienten mit mindestens einem C-Allel zusam-
men. Die vertikalen Linien stellen das 95% Cl-Intervall dar.

4.5 CRP-Serumspiegel, Krankheitsaktivitdat und ~ CRP +1059-Genotyp.
4.5.1 CRP-Konzentration und Krankheitsaktivitat

Im nachsten Schritt haben wir den Einfluss des CRP +1059 SNP auf die CRP-
Konzentration im Serum der Patienten untersucht. Da dieser mal3geblich von der
aktuellen Krankheitsaktivitdt des Morbus Crohn mit beeinflusst wird, haben wir den
Crohn’s Disease Activity Index der Patienten zum Zeitpunkt der laborchemischen
CRP-Messung bestimmt. Unser Vorgehen hierbei wird im Kapitel 3.2.7 ,Bestimmung
der CRP-Konzentration im Serum® ndher erlautert. Letztendlich waren von 133 der
241 Patienten, deren Genotyp des CRP+1059 SNP bestimmt wurde, CRP- und kor-
respondierende CDAI-Werte verfligbar. Ausgehend von den jeweiligen CDAI-Werten
wurden diese 133 Patienten, die in diese Analyse eingeschlossen werden konnten, in

drei Gruppen eingeteilt:
1. CDAI < 150, keine aktive Erkrankung, Remission.
2. CDAI 150 —300, moderate Krankheitsaktivitat.

3. CDAI > 300, aktive Erkrankung, schwerer Schub.

Wie sich die Patienten auf diese drei CDAI-Klassen verteilen, zeigt Tabelle 17. Der

Effekt der Krankheitsaktivitat auf die CRP-Spiegel liel3 sich deutlich nachweisen: der
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Vergleich der durchschnittlichen CRP-Spiegel in den drei Gruppen zeigte einen An-
stieg mit der Schwere der Krankheitsaktivitat. Abbildung 14 fihrt dies deutlich vor
Augen. Die Mittelwerte der Patienten in den Gruppen CDAI < 150 und CDAI 150 —
300 unterscheiden sich signifikant voneinander (p = 0,001); auch die Fraktionen
CDAI 150 — 300 und CDAI > 300 erfullen dieses Kriterium (p = 0,018). Ein Patient mit
moderater Krankheitsaktivitdt (CDAI 150 —300) wies einen CRP-Wert von 15,9 mg/dl
auf und liegt damit 8,1 mg/dl Uber dem zweith6chsten Wert dieser Gruppe. Bleibt
dieser Ausreil3er bei der Vergleichsprifung der CRP-Spiegel in den CDAI-Gruppen
aber unberucksichtigt, unterscheiden sich die nun gefundenen P-Werte erst an der
dritten Stelle hinter dem Komma von den zuerst berechneten. Dieser Wert verfalscht

das Ergebnis also nicht.

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson, der es erlaubt, die Starke eines linearen
Zusammenhangs zu quantifizieren, zeigt eine positive Korrelation von Krankheitsak-
tivitat und Serumspiegeln des C-reaktiven Proteins in der gesamten Patientengruppe
(r = 0,54). Die isolierte Betrachtung der einzelnen Genotypen des CRP +1059 SNP
zeigte die starkste Korrelation dieser beiden Merkmale bei den C/C—homozygoten (r
= 0,97). Patienten mit hoher Krankheitsaktivitdt haben also h6here CRP-Spiegel als
Patienten mit ruhender Erkrankung. Die Werte der G/C-heterozygoten (r = 0,49) und
der Wildtypen (r = 0,51) unterscheiden sich nur geringfligig von dem Koeffizienten
der gesamten Patientenpopulation. In diesen beiden Gruppen ist also eine Korrelati-
on von CRP-Speigel und CDAI erkennbar, diese ist aber weniger stark als in der
Gruppe der C/C-homozygoten Patienten.

20 + _I_
18 |
16 - +
14 -
CRP 12 |
10
mg/dl gl
6
4]
Jis :
0 T T
CDAI< 150 CDAI 150 - 300 CDAI> 300

Abb. 12: Streuung der CRP-Werte in den einzelnen CDAI-Klasse n. Dargestellt als Box and
Whiskers-Diagramm.
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4.5.2 CRP-Konzentration und CRP +1059-Genotyp

Eine genauere Aufschlisselung der CRP-Spiegel von Patienten Krankheit in Remis-
sion (CDAI < 150 Punkte) zeigte, dass die Patienten mit einem CRP +1059-Wildtyp
im Mittel die hochsten Werte aufweisen, C/C-homozygote die niedrigsten Werte,
wéahrend die Durchschnittswerte der heterozygoten zwischen diesen beiden liegen.
Die Differenz der Mittelwerte von Patienten mit einem Wildtyp und Patienten mit zweli
CRP +1059C-Allelen ist signifikant (p < 0,001). Diese Gegebenheiten werden in Ab-
bildung 13 optisch dargestellt, zudem kénnen hier die konkreten CRP-Werte der ein-
zelnen Genotypen abgelesen werden. Das C-Allel des von uns untersuchten SNP ist
demzufolge mit niedrigeren CRP-Serumspiegeln assoziiert

0,8’ 07

0.7 0,57
CRP 0,67 0,5
mg/dl 0,5
0,41
0,31
0,21
0,11
0

Wildtyp Heterozygot Homozygot

Abb. 13: Durchschnittiche CRP-Werte der Patienten mit CDAI < 150. Die Patienten sind ihrem
CRP +1059 Genotyp entsprechend in drei Gruppen geteilt: 61 Patienten haben einen G/G-Wildtyp,
neun sind G/C-heterozygot und 2 C/C-homozygot. ,Wildtyp" und ,Homozygot" unterscheiden sich
signifikant voneinander (P < 0,001).

Fur die Analyse der weiteren CDAI-Klassen standen zu wenige Patienten zur Verfi-
gung. Einen CDAI zwischen 150 und 300 wies keiner der C/C-homozygoten Patien-
ten auf, wahrend kein G/C-Heterozygoter Patient einen CDAI > 300 hatte.

CRFP 5
mg/di i

3 212

068

=150 150 -300 =300
CDA

Abb. 14: Die durchschnittlichen CRP-Werte der 133 M. Crohn-P  atienten. Zugeordnet einer der
folgenden Gruppen: CDA | < 150 (73 Patienten), CDAI 150 — 300 (47 Patienten), CDAI >300 (13 Pati-
enten).
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Die 133 Patienten, anhand deren CDAI- und CRP-Werten der Zusammenhang zwi-
schen den drei CRP+1059-Genotypen und den Serumspiegeln des C-Reaktiven Pro-
teins analysiert wurde, sind wie oben bereits erwahnt, Teil der 241 Personen umfas-
senden gesamten Patientenpopulation. Tabelle 17 stellt die Haufigkeiten der

einzelnen Genotypen in dieser Subpopulation dar.

Genotypen des CRP +1059 SNP 133 MC-Patienten
G/G (Wildtyp) 116 (87,2%)

G/C (Heterozygot) 13 (9,8%)

C/C (Homozyg_;ot) 4 (3,0%)

Tab. 17: Absolute und relative Haufigkeit der drei CRP +1059-Genotypen der 133 Patienten, fur
die CRP-Werte und korrespondierende CDAI-Werte zur  Verfligung standen.

4.5.3 Der Einfluss des Geschlechts auf den Zusammen  hang zwischen
CRP-Konzentration und CRP +1059-Genotyp

Eine Studie von Eklund (34) et al. aus dem Jahr 2005 zeigt, dass gesunde Manner
mit mindestens einem CRP +1059 SNP C-Allel signifikant niedrigere CRP-Werte
aufwiesen als ihre Geschlechtsgenossen mit dem G/G-Wildtyp. Dieser relevante Un-
terschied konnte bei gesunden Frauen nicht festgestellt werden. Es ist also méglich,
dass die bisher beschriebenen Unterschiede der CRP-Werte zwischen den Angeho-
rigen der drei Genotypen in der Patientengruppe mit ruhender Erkrankung (CDAI <
150) vom Geschlecht der erkrankten Studienteilnehmer abh&ngt. Um dies zu unter-
suchen, haben wir zundchst die CRP-Werte der erkrankten Méanner (Durchschnitt:
1,76 mg/dl) und Frauen (Durchschnitt: 1,72 mg/dl) gegentubergestellt. Hier wurden
aber keine signifikanten Unterschiede gefunden (p = 0,93). Bemerkenswert ist in die-
sem Zusammenhang, dass genau die Halfte der 74 Frauen einen CDAI von 150 -
300 hatte, Gleiches aber nur fir 39% (23 Manner) der 59 Manner galt (P = 0,044).

CDAI Mannlich (n =59) Weiblich (n=74) Gesamt (n=133) P-Wert (3 vs.9)
<150 36 (61,0%) 37 (50,0%) 73 (54,9%) 0,224
150 - 300 15 (25,4%) 32 (43,2%) 47 (35,3%) 0,044
> 300 8 (13,6%) 5 (6,8%) 13 (9,8%) 0,244

Tab. 18: CDAI-Werte der 133 Patienten. Verteilung auf die CDAI-Klassen < 150, 150 — 300, und gro-
Ber 300. Zuséatzlich wird hier der Anteil von Mannern und Frauen in den drei Klassen angegeben.
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In den zwei anderen CDAI-Gruppen liel3en sich aber keine signifikanten Ungleichhei-
ten in der Geschlechterverteilung feststellen, wie aus Tabelle 18 ersichtlich ist. Eine
Aufgliederung der Serumspiegel des C-reaktiven Proteins in der Gruppe CDAI < 150
nach Geschlecht und CRP +1059-Genotyp zeigte bei méannlichen Tragern des C-
Allels signifikant niedrigere Werte als bei gleichgeschlechtlichen G/G-Wildtypen (p =
0,013 fur G/G vs. C/G). Unter den 36 Mannern mit Erkrankung in Remission war al-
lerdings nur einer mit zwei C-Allelen zu finden, so dass eine statistische Aussage

nicht moglich war.

2,57
CRP
2 1,91
mg/dl 15
1 4
0,68
0,5
0’5 | . l
0 ‘ ;
Wildtyp Heterozygot Homozygot

Abb. 15: Durchschnittiche CRP-Werte der 59 Manner . Das C-Allel des CRP+1059 SNP fihrt zu
signifikant niedrigeren Werten (P = 0,013 fiir G/Gvs. C/G). Nur ein Patient weist zwei C-Allele auf.

Bei den Frauen konnte ein gleichsinniger Zusammenhang nicht nachgewiesen wer-
den. Die durchschnittichen CRP-Werte waren 1,67 mg/dl bei den G/G-Wildtypen,
1,22 mg/dl bei den C/G-heterozygoten Frauen (p = 0,29 fur G/G vs. C/G), die C/C-

homozygoten wiesen einen Wert von 3,83 mg/dl auf.
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Abb. 16: Durchschnittliche CRP-Werte der 59 M&anner und 74 Fr  auen nach CDAI und CRP+1059
SNP aufgeschlisselt . Fehlende Saulen: kein Patient in dieser Gruppe. Jeweils nur ein Patient in
folgenden Gruppen: Méanner, G/C CDAI <150 und 150 —300 und Frauen, Homozygot CDAI > 300.
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4.6 Zusammenschau mitden drei NOD2/CARD15-Varianten

Der in den vorangehenden Kapiteln beschriebene Zusammenhang zwischen dem C-
Allel des CRP +1059 SNP und einer Krankheitsbeteiligung des terminalen Ileums bei
Patienten, die an M. Crohn leiden, wurde in &hnlicher Weise auch fur drei
NOD2/CARD15-Varianten beschrieben(2, 44, 82, 93). Diese drei Varianten wurden in
Kapitel 1.1.3 (Genetische Grundlagen des Morbus Crohn) naher beschrieben. Kirz-
lich wurde an einer Patienten-Kohorte, die ebenso aus der CED-Ambulanz des Uni-
versitatsklinikums Grol3hadern stammt, ein gehauftes Vorkommen von intestinalen
Stenosen bei homozygoten Tragern der L1007fsinsC (3020insC) NOD2-Mutation
festgestellt. Diese Stenosen fanden sich besonders haufig im terminalen lleum der
Patienten. Daher wurde fiur jeden Patienten unserer Kohorte das Vorhandensein der
drei mit M. Crohn assoziierten NOD2-Varianten gepruft. Die kombinierte Pravalenz
dieser drei NOD2-Varianten, namentlich R702W, G908R und L1007fsinsC, war
42,7%. Die getrennte Betrachtung der Haufigkeiten dieser Varianten in den entspre-
chenden drei CRP +1059-Genotypen ergab signifikante Werte nur fiur die R702W-
Mutation. In der Gruppe der G/G-Wildtypen und der G/C-heterozygoten ergibt sich
ein signifikanter Verteilungsunterschied der R720W-Mutation. Diese Mutation tragen
35,3% der heterozygoten Patienten, dagegen kommt sie nur bei 13,7% der Wildtyp
Patienten vor (P = 0,029). Einen genaueren Uberblick hierzu gibt Tabelle 19.

G/G WT (n =219) G/C HeZ (n=17) C/C HoZ (n =5)
R702W (n= 40)
+/- (n =37) 30 (13,7%) 6 (35,3%) P = 0,029 1 (20%) P = 0,529
+/+ (n =3) 3 (1,4%)
G908R (n=18)
+/- (n =18) 15 (,8%) 3(17,6%) P=0,128
+/+ (n = O) - -
L100fsinsC (n = 45)
+/- (n=32) 27 (12,3%) 3(17,6%) P =0,461 2 (40%) P = 0,126
+/+ (n = 13) 12 (5,5%) 1 (5,9%) P = 0,945

Tab. 19: Haufigkeit der drei mit M. Crohn assoziier ten NOD2-Varianten In den drei Genotypen
des CRP +1059 SNP. +/-: Mutation ist auf nur einem Allel vorhanden. +/+: Mutation befindet sich auf
beiden Allelen. P-Werte in den Gruppen G/C und C/C sind jeweils gegen G/G gerechnet. Fir relevante
P-Werte D/C vs. C/C siehe Text. WT: Wildtyp, HeZ: Heterozygot, HoZ: Homozygot.

Auch wenn diese Mutation in den drei CRP +1059-Genotypen ungleich verteilt ist,

ergibt sich hieraus kein Anhalt fiir eine eine Beteiligung des lleums bei Patienten mit
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M. Crohn. Zumindest aus der univariaten Analyse kann eine solche Assoziation nicht
abgeleitet werden.

Wichtiger ist die Verteilung der L1007fsinsC-Mutation, schlie3lich wurde fur sie be-
reits ein Zusammenhang mit einem Befall des lleums nachgewiesen (93). Diese Va-
riante kann in allen drei CRP +1059-Genotypen ungeféhr gleich haufig beobachtet
werden. Auf mindestens einem Allel tragen 17,8% der Patienten mit CRP +1059-
Wildtyp, 23,5% der Heterozygoten und 40% der Homozygoten die L1007fsinsC-
Mutation. Bedeutsame Verteilungsungleichheiten auf dem a = 5%-Niveau ergeben
sich hierbei nicht (G/G vs. G/C: p = 0,522). Diese Beobachtungen setzen eine Unab-
hangigkeit der Assoziation zwischen dem CRP +1059 SNP und einer Beteiligung des
lleums bei an M. Crohn erkrankten Menschen von diesen drei NOD2/CARD15-

Varianten voraus.

Auch wenn die Verteilung einzelner NOD2-Varianten auf die drei CRP +1059-
Genotypen keine signifikanten Unterschiede erkennen lasst, ist die Verteilung der
Summe aller NOD2 Pravalenzen dennoch aufféallig: Unter den heterozygoten G/C-
Tragern (76,5%) haben deutlich mehr Patienten mindestens eine dieser Varianten als
unter den G/G-Wildtypen (39,7% P = 0,0043). Zusatzlich ergibt die univariate Analyse
eine Assoziation zwischen Krankheitslokalisation im lleum und dem Vorhandensein
irgendeiner der drei moglichen NOD2-Varianten, auch wenn dieser Zusammenhang
schwacher ist als derjenige, den der CRP +1059 SNP vermuten lasst (NOD2: P =
0,021 CRP +1059 P = 0,008). Um eine mdgliche Uberlagerung dieser beiden Effekte
aufzudecken haben wir eine Multivarianz-Analyse durchgefiihrt. Diese Analyse
schloss den CRP +1059 und NOD2-Genotyp eines jeden Patienten, deren Alter, die
bisherige Krankheitsdauer und das Geschlecht ein und bekraftigte die Assoziation
zwischen dem CRP +1059C-Allel und der Krankheitslokalisation im terminalen lleum
(L1) (G/C-heterozygote Patienten: p = 0,04; OR 3,72; 95%CIl 1,06-13,06; C/C-
homozygote Patienten: p = 0,04, OR 7,16 95% CI 1,06-48,52). Die multivariate Ana-
lyse zeigte die Unabh&ngigkeit zwischen Tragern mindestens eines C-Allels und ei-
ner Krankheitslokalisation im terminalen lleum vom NOD2-Genotyp.
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5 Diskussion

5.1 Der Einfluss des CRP +1059-Polymorphismus auf Krankheitssuszep-
tibiliat und Krankheitsphanotyp beim M. Crohn

5.1.1 CRP +1059-Polymorphismus und Krankheitssuszeptibilitat

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die drei Genotypen des CRP +1059
SNP Einfluss auf die Krankheitssuszeptibilitdt haben, ob diese die Auspragung be-
stimmter Phanotypen des M. Crohn beeinflussen und Einfluss auf den CRP-
Serumspiegel haben. Die Ergebnisse wurden im vorangehenden Kapitel vorgestellt
und sollen nun auf den folgenden Seiten einer kritischen Betrachtung unterzogen

werden.

Auch wenn die Pathogenese des Morbus Crohn immer noch nicht komplett verstan-
den ist, wird dennoch weitgehend akzeptiert, dass diese Krankheit durch eine unkon-
trollierte Immunreaktion auf ein noch nicht naher beschriebenes luminales Antigen in
einer genetisch pradisponierten Person zustande kommt. Dieses Antigen stammt
wahrscheinlich aus der mikrobiellen Darmflora. Drei Varianten im NOD2-Gen, das fur
die nucleotide binding and oligomerization domain (NOD) 2 kodiert, sind der bisher
grofte bekannte genetische Risikofaktor fur die Entstehung eines M. Crohn (42, 50,
74). Diese Varianten kdnnen aber in bis zu 20% der Individuen einer normalen Popu-
lation gefunden werden und sind angesichts der deutlich geringeren Pravalenz des
M. Crohn nur fur einen kleinen Teil des gesamten Risikos fur die Entwicklung dieser

CED verantwortlich.

In der letzten Zeit wurde ein Zusammenhang zwischen Varianten der Gene einiger
Proteine, die in die Akute Phase Reaktion und der Erkennung von Bakterien einge-
bunden sind, und bestimmten phanotypischen Untergruppen des Morbus Crohn be-
schrieben. Unter anderem wurde eine Assoziation zwischen Krankheitsphéanotyp und
Genotyp fur den Toll-like-Receptor 4 (TLR 4), (16) den CX3CR1, (9) und MIF (26)
beschrieben. CRP gilt als das wichtigste Akute-Phase Protein, dennoch wurde der
CRP +1059-Polymorphismus im C-Reaktiven Protein noch nicht auf einen &hnlichen
Zusammenhang hin untersucht. Dieser SNP ist der bisher am besten charakterisierte
Polymorphismus im CRP-Gen. Unter anderem wurde bei gesunden mannlichen Blut-
spendern festgestellt, dass Trager des selteneren C-Allels eine erhdhte Wahrschein-

lichkeit fur niedrigere basale CRP-Spiegel haben (34). Im Gegensatz zu den anderen
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bisher veroffentlichten SNPs im CRP-Gen wurde dieser Polymorphismus noch nicht
im Rahmen einer Assoziationsstudie auf seinen Zusammenhang mit dem M. Crohn
untersucht (114).

Bacterial recognition

Epithelial transport/barrier ?_‘rfgf
Prostaglandins -SLC22A4/57
- PTGER4 expression -MuUC19*
modulating SNPs in 5p13.1*

Th17 differentiation
- [IL23R* /
-[L12B* Autophagy
- STAT3* /- ATGT16L1*
- JAK2* IL-6, IL-1p IL-12 - [RGM*
- CCR6* IL-27
- TNFSF15* p.
CeRe A ccL20

IL-21

Abb 17: Die wichtigsten Gruppen der Suszeptibilitdt  sgene fir den M. Crohn und lhr Einfluss
auf die Th-17 Differenzierung . Einfluss des CRP + 1059 SNP auf die Suszeptibiltat? Grafik verandert
nach S. Brand (13).

Unsere Resultate zeigen, dass das C-Allel des CRP +1059 SNP im Vergleich zur
gesunden Normalpopulation nicht signifikant haufiger bei an M. Crohn Erkrankten
Personen vorkommt. Auch wenn im Gegensatz zur Kontrollgruppe homozygote C/C-
Trager nur in der Patientenkohorte aufgefallen sind, ergeben sich dennoch keine sig-
nifikanten Unterschiede (p = 0,066). Zumindest in dieser Population kann der CRP
+1059 SNP nicht als Risikofaktor fir die Entstehung eines M. Crohn gedeutet wer-
den. Die Frage ob der homozygote C/C-Genotyp des CRP +1059-Polymorphismus
die Krankheitssuszptibilitat fir den M. Crohn beeinflusst kann also noch nicht ab-
schlieBend beantwortet werden. Da aber wie oben erwahnt andere Polymorphismen
in Genen, die wie CRP an der Erkennung bakterieller Strukturen beteiligt sind (16) (9)
(26), die Suszeptibilitat fir den M. Crohn beinflussen, darf ein Zusammenhang zwi-
schen Krankheitssuszeptibilitat und dem CRP +1059-Polymorphismus zumindest
stark vermutet werden. Einschrankend muss aber bedacht werden, dass eine grol3e

Assoziationsstudie von Barrett (6) aus dem Jahr 2008 keinen der bekannten Poly-
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morphismen im Gen des CRP mit dem M. Crohn verknipft hat, das CRP bisher also

nicht als Suszeptibilitdtsgen fur den M. Crohn gilt.

5.1.2 CRP +1059-Polymorphismus und Krankheitsphanotyp

Im Gegensatz zum fehlenden Einfluss auf die Krankheitssuszeptibilitat des CRP
+1059-Polymorphismus konnten wir eine Beziehung zwischen dem C-Allel des CRP
+1059 SNP und einer Krankheitsbeteiligung des lleums bei an M. Crohn erkrankten
Individuen zeigen. Das lleum war bei nur 74% der G/G-Wildtypen befallen, aber bei
allen C/C-homozygoten und fast allen C/G-heterozygoten Patienten beteiligt. Fur die
1007fs-Variante im Gen des NOD2 wurde 2006 ein &hnlicher Zusammenhang zwi-
schen Phanotyp und Genotyp beschrieben (93). Der Effekt des von uns untersuchten
CRP-Polymorphismus scheint aber davon unabhangig zu sein, denn in unserer Ko-
horte tragen Wildtypen (17,8%) und Heterozygote (23,5%) diese Variante nahezu
gleich haufig. Da aber in der Gruppe der C-Allel-Trager die drei fur den M. Crohn be-
deutsamen NOD2-Varianten insgesamt haufiger waren als bei den Patienten, die
zwei G-Allele tragen, konnte erst eine Multivarianz-Analyse diesen Zusammenhang
zwischen einer Uberwiegend auf das terminale Ileum beschrankten Krankheitslokali-
sation — L1 nach der Vienna-Klassifikation — und dem C-Allel des CRP +1059 SNP
bestétigen. Dieser Effekt ist also unabhangig von der 1007fs-Variante. Hingegen ist
die Gruppe, die sich aus Patienten mit Krankheitslokalisation im terminalen lleum und
lleocolon zusammensetzt, signifikant vom Vorhandensein mindestens einer NOD2-
Variante beeinflusst. Dazu passt unsere Beobachtung, dass keiner der G/C-
Heterozygoten einen isolierten Kolonbefall (L2) aufwies, diesen Phanotyp aber 21%
der Patienten mit zwei G-Allelen hatten (P = 0,05).

Der bevorzugte Krankheitsbefall des Ileums bei Patienten mit mindestens einem C-
Allel des CRP +1059 SNP weist auf eine Assoziation dieses Polymorphismus mit ei-
ner fehlgesteuerten Immunantwort auf bakterielle Antigene im Intestinum hin. Die
bakterielle Besiedlung vom terminalen lleum zum Kolon verandert sich rapide. Die
Konzentration der Bakterien steigt von 10® Bakterien pro Gramm im distalen lleum
auf 10"-10'%/g im Kolon an; (90) dies ist ein mehr als tausendfacher Anstieg. Im Ko-

lon herrscht dann die grof3te Bakteriendichte des gesamten Gastrointestinaltraktes.
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Nirgendwo im gesamten Gastrointestinaltrakt kann ein auch nur anndhernd grof3er
Konzentrationsanstieg beobachtet werden wie vom terminalen lleum zum Colon
(Coecum). Das terminale Illeum ist also einer starkeren bakteriellen Exposition aus-
gesetzt als der restliche Dinndarm. Die lleozdkalklappe stellt fir Bakterien kein un-
uberwindbares Hindernis dar. Das C-reaktive Protein, der von uns untersuchte SNP
liegt im zweiten Exon seines Gens, hat die Fahigkeit mit grol3er Affinitat an Bakterien
zu binden und eine Immunantwort zu induzieren (97). Auch das Protein NOD2, ko-
diert vom Gen NOD2/CARD15, erkennt bakterielle Bestandteile, insbesondere die
Oberflachenstruktur Mureinsaure und ist somit an der Expression von Defensinen
beteiligt. Vergleichbar mit der in dieser Arbeit beschriebenen Assoziation des CRP
+1059 SNP mit einer bevorzugten Ausbreitung des M. Crohn im Ileum ist auch die
Variante 1007fs des Gens NOD2/CARD 15 ein starker Pradiktor fur eine Mitbeteili-
gung des lleum (93). Ferner zeigten Brand und Mitarbeiter im Jahr 2006 eine ahnli-
che Assoziation fur den T280M-Polymorphismus im CX3CR1-Gen (14). Dieses Gen
kodiert den Chemokin-Rezeptor CXCR1 an den das Chemokin Fractalkine bindet.
Fractalkine kann durch Chemoattraktion Naturliche Killerzellen, CD8+-T-Zellen, Mo-
nozyten und dendritische Zellen aktivieren (12). Im terminalen lleum nehmen dendri-
tische Zellen, die diesen Rezeptor exprimieren, eine wichtige Rolle bei der Phagozy-
tose von Bakterien ein (73), wie Untersuchungen von Materialproben aus diesem

Darmabschnitt zeigten.

Diese Befunde legen nahe, dass eine alternierende Erkennung intestinaler Bakterien
und bakterieller Produkte durch das menschliche Abwehrsystem das Krankheitsge-
schehen des M. Crohn in das terminale lleum verschiebt. CRP, ATLG16, und der
Fractalkinerezeptor (CX3CR1) sind alle am Erkennen und Prozessieren von bakteri-
ellen Antigenen beteiligt. Einzelne Polymorphismen in diesen Genen oder auch be-
stimmte Haplotypen fiihren zu einer chronisch inflammatorischen Immunantwort. Be-
sonders der 10%-10*—fache Anstieg der Bakteriendichte vom terminalen lleum in das

Kolon pradisponiert zu dieser pathologischen Reaktion.
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TLR4 D299G

CX3CR1 T280M

Abb. 18: Polymorphismen in Genen antibakterieller P roteine, die mit einem Befall des termina-
len lleums beim M. Crohn assoziiert sind  (17) (15) (93).

Die bedeutende Rolle, die das C-reaktive Protein bei der Bakterienerkennung spielt,
ist seit langem bekannt. So wurde es urspriinglich als Protein im Serum an Pneumo-
nie erkrankter Menschen beschrieben, das mit dem C-Polysaccharid von Streptococ-
cus pneumoniae prazipitiert (104). Genauer konnte der Mechanismus, der zur Er-
kennung bakterieller Oberflachenstrukturen durch das CRP und der dadurch
ausgelosten Immunantwort fuhrt, erst vor kurzem entschlisselt werden (29, 69, 70,
101). So zeigt eine kirzlich veroéffentlichte Studie einen durch CRP vermittelten An-
stieg der Konzentration proinflammatorischer Zytokine durch eine Interaktion mit dem
Fcy-Rezeptor (70). Konsistent mit unserer Theorie kann man vermuten, dass das C-
Allel des CRP-Gens zu einer hoheren Konzentration dieser Zytokine fuhrt. Noch feh-
len leider funktionale Studien die klaren, ob der durch den CRP +1059-SNP ausge-
|6ste Phanotyp des M. Crohn tatséachlich durch eine fehlerhafte Erkennung bakteriel-
ler Strukturen ausgelOst wird. Aber auch verschiedene andere Polymorphismen in
Genen von Proteinen - die wie das CRP am Erkennen oder Prozessieren bakterieller
Bestandteile mitwirken - fihren zu einem bevorzugtem Crohn-Befall des terminalen
lleums. Im Einzelnen sind die 1007fs-Variante des NOD2/CARD15, der T280M Ge-
notyp des Fractalkine-Rezeptors und der Asp299Gly SNP des Toll-Like-Rezeptors 4.
Es liegt also insgesamt der Schluss nahe, dass diese Polymorphismen zu einer al-
ternierenden Immunantwort fihren. Diese veranderte Immunantwort verschiebt das
Krankheitsgeschehen des M. Crohn zum terminalen lleum, derjenigen Stelle, an der
sich die Antigenexposition vom lleum zum Kolon wie oben beschrieben rapide ver-

andert.
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5.2  Assoziation zwischen CRP-Serumspiegel und  CRP +1059-
Polymorphismus

In letzter Zeit wurde ein Versagen immunsuppressiver Therapien bei M. Crohn-
Patienten mit niedrigen CRP-Spiegeln beschrieben. In dieser Studie zeigen wir den
Effekt des CRP +1059 SNP auf den CRP-Serumsspiegel. Unsere Daten belegen ei-
ne Assoziation des selteneren C-Allels mit niedrigeren CRP-Werten. Besonders deut-
lich ist dieser Zusammenhang bei méannlichen Patienten mit ruhender Erkrankung,
also einem CDAI <150. Das Manner mit dem C-Allel durchschnittlich niedrigere Se-
rumspiegel haben als Frauen mit dem gleichen Allel ist eine bekannte Tatsache. Eini-
ge Autoren sehen als Ursache dieses geschlechtsabhangigen Effekts eine den CRP-
Spiegel modulierende Wirkung des Ostradiols bei Frauen an (102). Beweise fir diese
Annahme stehen jedoch noch aus. Ein signifikant hoherer Anteil von Frauen in der
Gruppe mit CDAI 150-300 (J3:25,4% 9:43,2% P = 0,044) mag auch Einfluss auf die-
ses Ergebnis genommen haben. Die Wirkung des Polymorphismus bei Patienten mit
aktiver Erkrankung kann durch eine unzureichende Reprasentation der entziindlichen
Aktivitat durch den CDAI verschleiert werden. Eine &hnliche vom Geschlecht abhan-
gige Wirkung auf die Serumkonzentrationen des CRP wurde auch bei gesunden Blut-
spendern festgestellt. Mannliche Probanden mit einem C-Allel wiesen niedrigere
Spiegel auf (34). Mdgliche Begriindung fir die hier beschriebenen Effekte kann eine
Anderung der Aminosauresequenz des CRP sein. Der Basentausch in diesem Poly-
morphismus fuhrt aber nicht zum Wechsel einer Aminosaure im CRP, in beiden Fal-
len wird Leucin transkribiert, der SNP ist also eine ,stille* Mutation. Potentielle Effekte
konnten moglicherweise auf der Ebene der m-RNA vermittelt werden. Andere Erkla-
rungsmodelle, die die Auswirkung dieses SNP funktionell beschreiben, liegen derzeit

noch nicht vor.

5.3  Kiritische Betrachtung der Studienpopulation

Die Frequenz von CRP +1059-C/C-homozygoten Personen in der Normalbevélke-
rung ist sehr gering, diese Tatsache erschwert den Ausschluss eines statistischen
Fehlers zweiter Art in unserer Studie. Im National Center of Biotechnology Informati-
on (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) sind die CRP +1059 Genotypen von 1016 In-
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dividuen hinterlegt. In dieser gréf3ten diesbeztglich untersuchten Population wurde
lediglich ein C/C-Trager, entsprechend 0,1%, nachgewiesen. 8,4% waren G/C-
heterozygot und 91,5% trugen den Wildtyp. Dies entspricht dem Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht zufolge einer Frequenz des C-Allels von 3,1%. Die Erstbeschreiber
des CRP+1059 Polymorphismus, Cao und Hegele, fanden eine Frequenz von 10,9%
(19). In unserer Patientenkohorte weisen 14,7% dieses seltenere Allel auf. Im ge-
samten Studienkollektiv aus Patienten- und Kontrollgruppe néhert sich mit 10,4% die
von uns gefundene Haufigkeit derjenigen, die von Cao und Hegele (19) beschrieben

wurde. (http://www.changbioscience.com/genetics/hardy.html).

Um die Problematik, der wir bei der Auswertung der Daten gegentberstanden, néher
zu erlautern, sei hier ein fiktives Rechenbeispiel mit folgenden zwei Grundannahmen
vorgestellt: es wird angenommen, dass die Verteilung der Genotypen in unserer
Kontrollgruppe derjenigen gleicht, die im NCBI beschrieben wurde. Nehmen wir
weiterhin an, in der Patientengruppe ist der C/C-Genotyp doppelt so héaufig (0,2%)
und der Fehler, falschlicherweise zu behaupten, diese Haufigkeit reprasentiere die
gesamte Patientenpopulation, soll kleiner 5% (Fehler erster Art, a < 0,05) sein. Um
diesen Test mit einer Trennscharfe oder Power von 80% (1 — B [Fehler zweiter Art])
durchfihren zu koénnen, misste die Kontrollgruppe 25.000 gesunde Personen
fassen. In der in dieser Arbeit untersuchten Patientengruppe waren immerhin 2,1%
C/C-Trager. Um mit der gleichen Trennscharfe von 80% einen signifikanten
Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe festzustellen, musste die

Kontrollgruppe immer noch mindestens 1042 Individuen beinhalten.

Aus dem hier dargestellten wird die Schwierigkeit ersichtlich, den Einfluss von zwei
C-Allelen auf den M. Crohn-Phanotyp oder den CRP-Wert in einer einzelnen Studie
mit den M. Crohn-Patienten einer einzelnen Klinik durchzufiihren. Wirde man zum
Beispiel unserer Patientengruppe (finfmal C/C in 241) die NCBI-Population (einmal
C/C in 1016) als Kontrollgruppe gegeniber stellen, ergibt sich hier ein signifikanter
Unterschied an C/C-Tragern (P = 0,0013). Letztendlich ist eine deutlich grél3ere Ko-
horte notwendig um um unsere Theorie einer Beeinflussung der Krankheitssuszepti-
bilitat durch den CRP +1059 SNP statistisch signifikant untermauern oder wiederle-
gen zu konnen. Vor allem da das Gen des C-reaktiven Proteins in bisherigen
genomweiten Assoziationsstudien nicht als M. Crohn-Gen bechrieben wurde.

58



Diskussion

5.4 CRP-Serumspiegel und das Ansprechen auf immunsu  ppressive The-

rapien

Auch andere Polymorphismen im Gen des CRP und ihre Auswirkungen auf den
CRP-Spiegel waren in letzter Zeit im Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Flr
drei Polymorphismen (-717G/A, 1444C/T und CRP 4A) wurden bei Patienten mit ak-
tivem M. Crohn kein signifikant differierender CRP-Spiegel oder Unterschiede im Kkli-
nischen und biologischen Ansprechen auf eine Therapie mit Infliximab festgestellt
(114). Andere Ergebnisse lieferte eine Studie mit Patienten, die an KHK oder SLE
litten: der CRP 1444C/T SNP war mit hoheren, der CRP 4A Polymorphismus mit
niedrigeren CRP-Konzentrationen assoziiert (18, 85). In einer weiteren Arbeit mit
KHK-Patienten und einer Kontrollgruppe konnte dieser Zusammenhang aber nicht
bestatigt werden (59). Von grol3er Bedeutung ist hier die von Louis et al 2002 be-
schriebene Abhangigkeit des Ansprechens auf eine Therapie mit Infliximab vom
CRP-Serumspiegel. Patienten mit hohreren Spiegeln sprachen auf die Behandlung
besser an (64). Ahnliche Ergebnisse lieferten auch Studien, die mogliche Einflisse
auf die Wirksamkeit von Certolizumab Pegol (ein glykosiliertes Polyethylen-Fab-
Fragment des TNF-a-Antikorper, CDP870) (92) und den gegen Tumor-Nekrose-
Faktor-a gerichteten Wirkstoff CDP571 (35) untersuchten. Es ist daher wiinschens-
wert, in Zukunft detailreichere Kenntnis Uber die Auswirkungen von Polymorphismen
im Gen des CRP zu erlangen, um gegen den TNF-a gerichtete Therapiestrategien
besser steuern zu kdnnen. Vielleicht kann es dann gelingen bestimmte Haplotypen
des CRP zu bestimmen, um dann Patienten zu selektionieren, die von einer Behand-
lung mit TNF-a-Antikorpern besonders profitieren. 88 der von uns untersuchten 241
Patienten wurden mindestens einmal mit Infliximab therapiert. Nur sechs dieser Pati-
enten trugen mindestens ein C-Allel des CRP+1059 Polymorphismus, sein Einfluss
auf das Ansprechen auf diese Behandlung konnte somit nicht sinnvoll analysiert wer-

den.

Warum kommen die oben beschriebenen Studien Uber die Auswirkungen der ver-
schiedenen CRP-Polymorphismen zu teilweise gegensatzlichen Ergebnissen? (18,
85, 114) Einerseits sind die Effekte dieser Polymorphismen auf die grundlegenden
CRP-Spiegel gesunder Personen so gering, dass sie statistisch erst in sehr grol3en
Kohorten deutlich werden, (59) anderseits ist die entzindliche Aktivitat in Patienten
mit z.B. einem aktiven M. Crohn schwer kategorial fassbar, somit sind die in diesen
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Fallen deutlich erhéhten Serumkonzentrationen nicht gut vergleichbar. Die durch
Entzindung erhohten CRP-Spiegel wirken hier also als Storfaktoren. Zudem ist die
individuelle Entziindungsreaktion von vielen anderen Faktoren beeinflusst, die dann
ebenso als Storfaktoren wirken. Wie Zwillingsstudien nahe legen, sind 30-40% dieser
Faktoren vererbt, (78) ein nicht nachvollziehbares Ausbleiben eines CRP-Anstiegs
kann also genetisch determiniert sein (114). Nichtsdestotrotz korreliert ein Anstieg
des CRP bei an M. Crohn erkrankten Individuen mit der klinischen Krankheitsaktivi-
tat, endoskopisch und histologisch sichtbarer Inflammation und einigen anderen Ent-
zundungsparametern (99). Dies haben wir an unserer Patientenkohorte demonstriert,
indem wir die durchschnittlichen CRP-Werte von drei Gruppen mit unterschiedlicher
Krankheitsaktivitat, gemessen anhand des CDAI, verglichen haben — mit zunehmen-
der Aktivitat stiegen die durchschnittlichen Werte an. Zudem ergaben unsere Ergeb-
nisse niedrigere CRP-Werte fur Patienten, die an der Stelle des CRP +1059-
Polymorphismus hetero- und homozygot waren. Bemerkenswert in diesem Zusam-
menhang ist ein 2006 vero6ffentlichtes Manuskript, das niedrige CRP-Spiegel bei akti-
ver Erkrankung mit vorherrschender Krankheitsausbreitung im lleum assoziiert (36).
22 der 223 Patienten dieser Studie erflllten das Kriterium ,niedriges CRP“. Bei fast
allen (95%) dieser 22 war das lleum beteiligt, wahrend dies nur fur die Halfte (53%)
der Ubrigen Patienten zutraf (p <0,01) (36). Bezieht man die Ergebnisse unserer Ar-
beit in die Interpretation dieser Studie ein, ist es durchaus mdglich, dass die Assozia-
tion von niedrigem CRP und Krankheitslokalisation durch einen hetero- oder homo-
zygoten CRP +1059-Genotyp mitbeeinflusst ist. Denn wir konnten in unserer Arbeit
fur diese Genotypen sowohl eine bevorzuge Krankheitslokalisation im Ileum als auch

niedrigere CRP-Werte, verglichen mit dem Wildtyp, zeigen.

Schlussfolgernd ist zu sagen, dass die Assoziation des CRP +1059 SNP mit einem
Befall des lleum bei Morbus Crohn unabhangig von den drei bedeutsamen
NOD2/CARD15-Varianten ist. Weiterhin wurden Homozygote C/C-Trager nur in der
Gruppe der M. Crohn-Patienten gefunden, dieser Unterschied ist aber nicht signifi-
kant. Eine Beeinflussung der Krankheitssuzeptibilitat fir den M.Crohn kann vermutet
werden und bedarf eines Beweises durch groRere Studien. Ein Vergleich der durch-
schnittlichen CRP-Werte zeigt, dass sich Trager des C-Allels durch niedrigere CRP-
Spiegel auszeichnen. Fir diese Untersuchung wurden die Patienten nach dem CDAI
in Gruppen eingeteilt um die Krankheitsaktivitat in die Analyse miteinbeziehen zu

kénnen. Da die Frequenz des C-Allels in der Gesamtbevolkerung niedrig ist und so-
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mit C/C-homozygote sehr selten gefunden werden bedarf es wie oben angedeutet
sehr groRer Studien, um eine mogliche Assoziation dieses Allels mit M. Crohn aufzu-
decken und seinen Einfluss auf gegen den TNF gerichtete Therapien definieren zu

kdnnen.

61



Zusammenfassung

6  Zusammenfassung

Hintergrund und Zielsetzung:

Anti-TNF-a-Antikdrper sind ein wichtiges therapeutisches Prinzip bei der Behandlung
des M. Crohn. Die Hohe des CRP-Spiegels im Serum beeinflusst die Wirksamkeit
von Therapeutika, die sich gegen das proinflammatorische Zytokin TNF-a richten.
Der CRP +1059-Polymorphismus wurde noch nicht hinsichtlich seines Einflusses auf
die Krankheitssuszeptibilitdt beim M. Crohn geprift. Ziel dieser Arbeit war es (1.) die
Auswirkungen des CRP +1059-Polymorphismus auf die Krankheitssuszeptibilitat
beim M. Crohn zu prifen und (2.) zu untersuchen, ob dieser Polymorphismus den
Krankheitsphanotyp der M. Crohn-Patienten beeinflusst. Schliel3lich sollte (3.) unter
Berucksichtigung der drei Genotypen des CRP +1059-Polymorphismus die Hohe der
CRP-Spiegel von M. Crohn-Patienten analysiert werden. In diese Betrachtungen
wurde auch der CARD15/NOD2-Genotyp der Patienten mit einbezogen. AulRerdem
wurde die Verteilung der Genotypen dieses Polymorphismus in Patienten- und Kon-
trollgruppe untersucht.

Methoden:

Mit der Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus (RFLP)-Analyse haben wir die
genomische DNA von 241 an M. Crohn erkrankten Patienten und 199 Kontrollpro-
banden untersucht und den Genotyp des CRP +1059 Polymorphismus bestimmt.
Anschliel3end wurde das Ergebnis bezlglich der wichtigsten mit M. Crohn assoziier-
ten NOD2/CARD15-Mutationen analysiert. Als Restriktionsendonuklease verwende-
ten wir das Enzym Mae lll. Im Serum dieser Patienten wurde die Konzentration des
C-reaktiven Proteins (CRP) bestimmt. Zuvor wurden die Patienten gebeten, ein
CDAI-Tagebuch (Crohn’s Disease Activity Index) zu fuhren, um die CRP-Spiegel mit

diesen CDAI-Werten korrelieren zu kénnen.
Ergebnisse :

Homozygote C/C-Trager des CRP +1059-Polymorphismus wurden nur unter den M.
Crohn-Patienten gefunden (p = 0,066). Patienten mit Befall des terminalen lleum
wurden in lediglich 58,4% der Patienten mit einem G/G-Wildtyp gefunden, wahrend
88,2% der G/C-Heterozygoten und vier der funf C/C-Homozygoten (80%) diesen
Phanotyp aufwiesen. Diese Assoziation war unabhangig von den drei
NOD2/CARD15-Varianten. Eine erhdhte Krankheitsaktivitdt ging mit hoheren CRP-
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Zusammenfassung

Spiegeln einher. In der Gruppe der Patienten mit einem Crohn’s disease activity in-
dex <150 wiesen die C/C-Homozygoten signifikant niedrigere CRP-Spiegel auf
(P<0,01).

Schlussfolgerung:

Das C-Allel des CRP +1059 SNP ist mit erniedrigten CRP-Werten assoziiert und er-
hoht die Wahrscheinlichkeit eines Erkrankungsbefalls des terminalen lleums bei M.
Crohn-Patienten. Homozygote Trager dieses Allels haben wir nur bei M. Crohn-
Patienten gefunden. Ein Zusammenhang zwischen diesem Genotyp und der Erkran-
kung darf aufgrund der Seltenheit homozygoter C-Allel-Merkmalstrager nur vermutet
werden und muss in Studien mit wesentlich gré3erer Patientenzahl bewiesen wer-
den. Der mdgliche Einfluss des CRP +1059-Polymorphismus auf die Krankheitssus-
zeptibilitat beim M. Crohn konnte also nicht bestatigt werden. In den letzten Jahren
haben andere Studien bereits gezeigt, dass niedrigere CRP-Spiegel zu einem bevor-
zugten Befall des terminalen lleums bei Patienten mit Morbus Crohn fuhren. In der
vorliegenden Arbeit zeigten wir eine Assoziation zwischen dem C-Allel des CRP
+1059-Polymorphismus und erniedrigtem CRP-Spiegel, sowie einem Crohn-Befall
des lleums. Insgesamt untersttitzt diese Arbeit die Hypothese, dass bestimmte Poly-
morphismen in Genen von Proteinen, die bakterielle Strukturen erkennen kénnen, zu
einem bevorzugtem Befall des Illeums fihren. Dies scheint durch eine veranderte
Immunantwort bedingt zu sein. Gleichartige Befunde wie fir den CRP +1059 Poly-
morphismus wurden auch fur andere Gene beschrieben, die fir das Erkennen bakte-
rieller Bestandteile essenziell sind. Unter anderen sind hier bestimmte Polymorphis-
men im Gen NOD2/CARD15, im Gen des Toll-Like-Rezeptors 4 (TLR4), und des
Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1) besonders wichtig. Da kirzlich gezeigt wurde, dass
der CRP-Serumspiegel das Ansprechen auf den TNF-a-Antikorper Infliximab beein-
flusst, kann es in Zukunft gelingen, bestimmte Haplotypen des CRP zu definieren, die

ein besonders gutes Ansprechen auf eine solche Therapie voraussagen.
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