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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Genetik als medizinisches Forschungsgebiet

Das menschliche Genom besteht aus etwa 3 Milliarden Basenpaaren. Im Jahr
1990 wurde das Human Genome Project zur Entschlusselung des menschlichen
Genoms ins Leben gerufen. Bis 2001 war dieses Projekt zu 90 % fertiggestellt
(Lander ES et al. (2001)). Bis zum Jahr 2004 konnte die Sequenzierung auf 99 %
des Genoms erweitert werden, jedoch bestehen weiterhin Gber 300 Regionen mit
unbekannter Sequenz (International Human Genome Sequencing Consortium
(2004), Bovee D et al. (2008)).

Die molekulargenetische Untersuchung von Erkrankungen stellt fur die Medizin
eine vielversprechende Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapieverfahren
dar. Offentliche Datenbanken, in denen Genomsequenzen erfasst werden, ver-
doppeln ihren Umfang in einem Zeitraum von etwa achtzehn Monaten (Stahler P
et al. (2006)). Dieser rasante Erkenntnisgewinn hat die Suche nach krankheitsre-
levanten Kandidatengenen vereinfacht. Hierbei handelt es sich um Gene, die
durch eine Modifikation ihrer Ursprungsform einen pathologischen Effekt auslosen.
Solche Modifikationen kdnnen u. a. Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs) im

Genom sein.

Bei SNPs handelt es sich um einen punktuellen Austausch der Nukleotide Adenin,
Cytosin, Guanin und Thymin in der DNA-Sequenz, der definitionsgemall bei
mindestens 1 % einer Population auftritt (Pschyrembel (2004)). Je nach Position
eines SNPs in der Basenabfolge kann die Struktur und die Funktion eines Proteins

verandert sein und schwere Erkrankungen hervorrufen (Syvanen AC (2001)).

SNPs stellen die haufigsten Polymorphismen im menschlichen Genom dar. Alleine
beim Menschen sind Uber 10 Millionen SNPs bekannt, und fast taglich werden
neue beschrieben (Xu H et al. (2005)). Damit gehéren SNPs zu den haufigsten

Makern genetischer Assoziationsstudien (Morcillo-Suarez C et al. (2008)).
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1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

1.2.1 Epidemiologie

Die beiden Hauptformen chronisch entzindlicher Darmerkrankungen (CED) sind
die C. ulcerosa (CU) und der M. Crohn (MC). Die Inzidenzraten dieser Erkrankun-
gen variieren sowohl zwischen verschiedenen Landern als auch innerhalb von
Bevolkerungsgruppen eines Landes (Tab. 1.1 — Tab. 1.4). Lander mit hoher
Inzidenz und Pravalenz sind Industrienationen wie Nordeuropa und Nordamerika
(Abb. 1.1, Abb. 1.2 bzw. Tab. 1.1 - Tab. 1.4). Allerdings zeigte sich im Verlauf der
letzten Jahre auch in den bisher weniger betroffenen Regionen ein Inzidenz-
anstieg (Loftus EV Jr. (2004)). Ein direkter Vergleich zwischen einzelnen Landern
ist aufgrund der unterschiedlichen Studienprotokolle (retrospektive und prospekti-
ve Studien, gepoolte Untersuchungsgruppen und variable Beobachtungszeitrau-

me) schwierig.

Bei Kindern unter 16 Jahren liegt je nach Land die Inzidenz der C. ulcerosa zwi-
schen 0,96 und 3,67 und des M. Crohn zwischen 1,95 und 4,9 pro 100.000 Kinder
(Tab. 1.5) (Pinsk V et al. (2007); Perminow G et al. (2006); Hildebrand H et al.
(2003)).

B > 10.1/100.000
B 5.1 - 10/100.000
[ ]o0-5/100000

D keine Studiendaten

Abb. 1.1 Inzidenz der C. ulcerosa (Weltkarte nach www.mygeo.info (2008))
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B - 10.1/100000
B 5.1 - 10/100.000
[ ]o-5s/100000

D keine Studiendaten

Abb. 1.2 Inzidenz des M. Crohn (Weltkarte nach www.mygeo.info (2008))

Land

Danemark

Deutschland

Frankreich
Griechenland
Irland

Island

Italien

Kreta
Niederlande
Norwegen
Portugal

Rumanien

Inzidenz CU
(pro 100.000)

9,8
24-39

6,7
9,3
15,2
24,5
8,6 —9,1
19,3
14,1
15,6
16-6,6
0,76 — 1,49

Inzidenz MC
(pro 100.000)

7,3
49-6,6

9,2

0,9

52

7,8
25-44

4,8

9,2

7,9
26-4,2

0,38 - 0,88

Tab. 1.1 Inzidenz der C. ulcerosa und des M. Crohn bei Erwachsenen in Europa

Quelle

Shivananda S et al. (1996)

Timmer A, Goebell H (1999); Timmer
A et al. (1999); Ott C et al. (2008)

Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Gheorghe C et al. (2004)
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Schweden

Sizilien
Spanien

Tschechische
Republik

Ungarn

Vereinigtes
Konigreich

Land

Argentinien

Kanada

Panama

USA

Land

China/Hongkong

Indien
Israel

Japan

Kuwait
Libanon
Neuseeland

Saudi-Arabien

Sudkorea

6,3

11
7,4-98
0-4,04

1,66 — 11,01
10,0 - 15,3

Inzidenz CU
(pro 100.000)

2,2
9,9-19,5

1,2
3,1-12,0

Inzidenz CU
(pro 100.000)

0,29-1,2
6,02
9,1
1,95

2,8

4.1

7,5
keine Studien

0,2-1,23
(mean: 0,68)

43-6,8

6,6
51-52
0-4,44

0,41 -4,68
3,8-5,6

Inzidenz MC
(pro 100.000)

1
8,8 -20,2

0
23-14,6

Inzidenz MC
(pro 100.000)

keine Studien
keine Studien
4,4
05-1,2

keine Studien
1,4
16,3

0,32 - 1,66
(mean: 0,94)

keine Studien

Lindberg E, Jarnerot G (1991);
Stewénius J et al. (1995)

Shivananda S et al. (1996)
Shivananda S et al. (1996)
Kolek A et al. (2004)

Lakatos L et al. (2003)
Shivananda S et al. (1996)

Tab. 1.2 Inzidenz der C. ulcerosa und des M. Crohn bei Erwachsenen in Amerika

Quelle

Linares de la Cal JA et al. (1999)

Blanchard JF et al. (2001); Bernstein
CN et al. (2006); Lowe AM et al.
(2008)

Linares de la Cal JA et al. (1999)

Loftus EV Jr et al. (2002); Loftus CG et
al. (2007); Herrinton LJ et al. (2008)

Tab. 1.3 Inzidenz der C. ulcerosa und des M. Crohn bei Erwachsenen in der Asien-
und Pazifikregion

Quelle

Lok KH et al. (2007)
Sood A et al. (2003)
Shivananda S et al. (1996)

Morita N et al. (1995); Yao T et al.
(2000)

Al-Shamali MA et al. (2003)
Abdul-Baki H et al. (2007)
Gearry RB et al. (2006)
Al-Ghamdi AS et al. (2004)

Yang SK et al. (2000)
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Tab. 1.4 Inzidenz der C. ulcerosa und des M. Crohn bei Erwachsenen in Afrika

Inzidenz CU Inzidenz MC
(pro 100.000) (pro 100.000)

Siidafrika 0,6 -5,0 0,3-2,6 Wright JP et al. (1986)

Land Quelle

Tab. 1.5 Inzidenz der C. ulcerosa und des M. Crohn bei Kindern unter 16 Jahren

Inzidenz CU Inzidenz MC

Land (pro 100.000)  (pro 100.000) 2uelle

Kanada * 0,96 3,69 Pinsk V et al. (2007)
Norwegen 2,05 -3,67 1,95-3,64 Perminow G et al. (2006)
Schweden 2,2 4.9 Hildebrand H et al. (2003)

* nicht-stdasiatische Bevdlkerung

In einer US-amerikanischen Studie zeigte sich Uber einen Zeitraum von sechzig
Jahren die hochste Inzidenrate von CED bei jungen Erwachsenen (CU: 13,9 und
MC: 13,7 pro 100.000 Personenjahren) mit einem mittleren Erkrankungsalter fur
die C. ulcerosa von 33 Jahren und fir den M. Crohn von 29 Jahren (Loftus CG et
al. (2007)).

Bei 15 — 25 % der Patienten mit CED wird die Diagnose im Kindesalter gestellt.
Hierbei ist Uber die Halfte (63 %) der Kinder bei Diagnosestellung junger als zwolf
Jahre (Kim SC & Ferry GD (2004)). Zwischen dem Auftreten erster Symptome und
der Diagnosestellung vergehen bei Kindern im Mittel funf Monate, und in 10 —
15 % der Falle kann zu Beginn der Erkrankung nicht zwischen dem M. Crohn und
der C. ulcersa differenziert werden. In diesen Fallen wird die Erkrankung als C.
indeterminata (Cl) bezeichnet (Abdel-Hady M & Bunn SK (2004)).

1.2.2 Atiologie

Als Erkrankungsursache von CED wird ein multimodales Zusammenspiel geneti-
scher, immunologischer und aulerer Umweltfaktoren angenommen. Dabei fuhrt
wahrscheinlich bei genetisch pradisponierten Individuen eine inadequate Immun-
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antwort auf exogene Stimulationen zu einer Uberschiel3enden Entzindungsreak-
tion im Darm (Torres Ml & Rios A (2008)).

Im Zusammenhang mit CED ist eine grol3e Anzahl exogener Ursachen untersucht
und teilweise unter dem Begriff der Hygienehypothese zusammengefasst worden.
Diese Hypothese besagt, dass ein hdherer Hygienestandard, Impfungen und der
verbreitete Einsatz von Antibiotika mit konsekutiv geringerer Keimexposition und
niedrigeren Infektionsraten im Kindesalter zu Allergien und Autoimmunerkrankun-
gen fuhren kdnnen (Yazdanbakhsh M et al. (2002)). Studienergebnisse zeigen,
dass ein fruhkindlicher Kontakt zu Tieren auf dem Bauernhof, ahnlich wie bei
juvenilen Allergien, einen risikosenkenden Einfluss auf die Entwicklung von CED
haben konnte (Radon K et al. (2007)). Eine signifikate Assoziation der Hygiene-
hypothese mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen ist bisher aber nicht
gesichert. Methodische Studienfehler und ambivalente Untersuchungsergebnisse
machen eine kritische Uberpriifung dieses Zusammenhangs erforderlich (Koloski
NA et al. (2008)).

Ein anschauliches Beispiel flur die Schwierigkeit eines wissenschaftlichen Nach-
weises des Einflusses von externen Faktoren auf CED ist die Entdeckung einer
bis dahin unklassifizierten Mycobacteriumspezies im Blut von Patienten mit M.
Crohn im Jahr 1984 (Chiodini RJ et al. (1984)). Ein daraufhin formulierter poten-
tieller Zusammenhang zwischen den Bakterienstammen und dem M. Crohn wurde
in der Folgezeit vielfach untersucht, konnte jedoch bis heute weder eindeutig

bestatigt noch widerlegt werden (Feller M et al. (2007)).

Saisonal auftretende Faktoren wie Infektionskrankheiten im fruhen Kindesalter
erhdhen das Risiko fur CED nach aktuellem Wissen wahrscheinlich nicht (Sonnen-
berg A. (2008)). Bakterielle und virale Infektionen sind somit keine direkten Krank-
heitsausloser fur den M. Crohn und die C. ulcerosa, gelten aber als Modulatoren,
welche den Zeitpunkt des Ausbruchs und den Verlauf der Erkrankungen beein-
flussen kdnnen (Irving PM & Gibson PR (2008)).

Einen protektiven Einfluss hinsichtlich der Entwicklung einer CED scheint die
Ernahrung eines Sauglings mit Muttermilch zu haben (Klement E et al. (2004)). Es
konnte auch gezeigt werden, dass Nikotinkonsum das Erkrankungsrisiko fur die C.

ulcerosa senkt oder den Verlauf begunstigt, wahrend ein gegenteiliger Effekt fur
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den M. Crohn beschrieben wurde (Cosnes J (2008)). Weitere Studien halten einen
risikoerhdhenden Einfluss durch die Einnahme von oralen Kontrazeptiva fur
modglich (Cornish JA et al. (2008)). Ein verandertes Risikoprofil nach erfolgter
Appendektomie wird kontrovers diskutiert. Die vorliegenden Studien zeigen dies-
bezuglich widerspruchliche Daten (Frisch M et al. (2001); Cosnes J et al. (2002),
Kaplan GG et al. (2007); Frisch M et al. (2009)).

Weiterhin scheinen Patienten mit CED haufiger unter Depressionen und Angststo-
rungen zu leiden (Walker JR et al. (2008)). Eine Studie zum Einfluss psychischer
Faktoren zeigte aulRerdem erhohte Rezidivraten des M. Crohn bei Patienten, die

erhdhtem Stress ausgesetzt waren (Bitton A et al. (2008)).

Am besten ist der Einfluss genetischer Faktoren auf CED untersucht. Vielfach
wurde der Nachweis mittels Familienanalysen und Zwillingsstudien gefuhrt, da es
ein familiar gehauftes Auftreten und ein erhohtes Erkrankungsrisiko von erstgradig
verwandten Personen gibt (Cipolla C et al. (1996)). Bei eineiigen Zwillingen liegen
die Konkordanzraten bei der C. ulcerosa zwischen 16 — 19 % und beim M. Crohn
zwischen 20 — 50 %. Die Konkordanzraten zweieiiger Zwillinge betragen bei der C.
ulcerosa und beim M. Crohn jeweils 0 — 7 % (Tab. 1.6). Das alterskorrigierte
Risiko fur erstgradig Verwandte, eine CED zu entwickeln, liegt fur die C. ulcerosa
bei 1,6 % und fur den M. Crohn bei 5 %. Sind beide Eltern erkrankt, steigt das
Risiko fur ihre Kinder auf Gber 30 % (Halme L et al. (2006)). Die héheren Konkor-
danzraten bei Zwillingen mit M. Crohn lassen vermuten, dass der genetische
Einfluss bei dieser Erkrankung grof3er als bei der C. ulcerosa ist (Spehimann ME
et al. (2008)).

Tab. 1.6 Konkordanzraten von CED nach Halme L et al. (2006)

C. ulcerosa M. Crohn

Monozygote Zwillinge 16-19% 20-50 %

Dizygote Zwillinge 0-7% 0-7%
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Bereits seit langem ist eine Vielzahl von Genvarianten bekannt, die gehauft im
Zusammenhang mit CED auftreten und daher als Suszeptibilitaitsgene bezeichnet
werden. Wahrend einige Suszeptibilitatsgene hinsichtlich der C. ulcerosa und des
M. Crohn gleichermalRen pradisponieren, konnte flir andere nur eine Assoziation

mit einer der beiden Erkrankungen gefunden werden (Ahmad T et al. (2001)).

Das erste Gen, fur das ein direkter Zusammenhang mit M. Crohn nachgewiesen
wurde, ist Caspase recruitment domain-containing protein 15 (CARD15), welches
auf Chromosom 16qg12 kartiert ist (Hugot JP et al. (1996); Hugot JP et al. (2001);
OMIM (2008)). Drei verschiedene Polymorphismen (R702W im Exon 4, G908R im
Exon 8 und 1007fs im Exon 11) sind unabhangig voneinander mit M. Crohn
assoziiert, und die Allelvarianten G908R und 1007fs zeigen zusatzlich eine Asso-
ziation mit einem schweren Krankheitsverlauf (Lesage S et al. (2002); Oostenbrug
LE et al. (2006)). Damit ist CARD15 bis heute das wichtigste Suszeptibilitatsgen
fur CED und der Zusammenhang von M. Crohn und CARD15 gehort zu den am
besten untersuchten genetischen Krankheitsassoziationen ((Cho (2006); Walters
TD & Silverberg MS (2006)). Neben CARD15 gilt auch die genetische Suszeptibili-
tat von Autophagy 16-like 1 (ATG16L1) und Interleukin 23 receptor (IL23R) mit M.
Crohn als gesichert und wurde in genomweiten Assoziationsstudien mehrfach
reproduziert (Duerr RH et al. (2006); Hampe J et al. (2007); Rioux JD et al. (2007);
Wellcome Trust Case Control Consortium (2007)). Weitere Suszeptibilitatsgene
sind u. a. Discs large homolog 5 (Drosophila) (DLGS), Major histocompatibility
complex class IIl DR 1 (HLA DRB1*103), Multiple drug resistence gene 1
(MDR1), Caspase recruitment domain family member 4 (CARD4), Organic cation
transporter 1 und 2 (OCTN1, OCTN2) und Toll-like receptor 4 (TLR4) (Weersma
RK et al. (2007)). In einer aktuellen Metaanalyse wurden weiterhin 21 neue mit M.
Crohn assoziierte Genloci beschrieben (Barrett JC et al. (2008)).

Vielen dieser Kandidatengene ist gemeinsam, dass sie eine Rolle bei Abwehrme-
chanismen wie der Erkennung von Bakterien oder Pathogenen (CARD4,
CARD15), der Aufrechterhaltung der epithelialen Barrierefunktion (DLGS, TLR4)
und der Entgiftungsfunktion (MDR1) spielen (Gaya DR et al. (2006)).

Kinder weisen selten eine vergleichbare Komorbiditat wie erwachsene Patienten

auf, wodurch sich die Krankheitshistorie von CED besser zurlickverfolgen lasst (de
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Mesquita MB et al. (2008)). AuRerdem sind sie seltener und kurzer externen
Einflissen wie Medikamenteneinnahme und Nikotinkonsum ausgesetzt. Deshalb
wird bei Kindern ein grélerer Stellenwert genetischer Faktoren und eine hdhere
Frequenz von Genmutationen in der Pathogenese von CED angenommen. Vor
diesem Hintergrund wurde auch eine im Vergleich zu Erwachsenen signifikante
Haufung von SNPs in den Genen CARD15 und OCTN bei Kindern mit M. Crohn
nachgewiesen. Der SNP R702W in CARD15 zeigte aulierdem beim M. Crohn eine
signifikante Assoziation mit einer frihen Krankheitsmanifestation (de Ridder L et
al. (2007)).

1.2.3 Pathogenese und Kilinik

Beim M. Crohn handelt es sich um eine chronisch granulomatdése Entzindungsre-
aktion, die den gesamten Gastrointestinaltrakt befallen kann. Typischerweise
breitet sich die Erkrankung diskontinuierlich aus, sodass zwischen den erkrankten
Darmabschnitten auch gesunde Bereiche (skip leasons) liegen. Die Darminflam-
mation verteilt sich haufig in einem makroskopisch als "Pflastersteinrelief* be-
schriebenen Muster und betrifft alle Wandschichten des Darmes (transmurale
Infiltration). Die haufigste Lokalisation ist das terminale lleum, weshalb der M.
Crohn auch als "lleitis terminalis" bezeichnet wird. Bei langerem Krankheitsverlauf
kommt es haufig zur Ausbildung von Abszessen, Strikturen und Fisteln (Baumgart
DC & Sandborn WJ (2007)). Im Unterschied zu Erwachsenen zeigt sich bei Kin-
dern seltener ein isolierter Befall des terminalen lleums, wohingegen ein Befall des
Dickdarms und des oberen Gastrointestinaltrakts haufiger ist (Nieuwenhuis EE &
Escher JC (2008)).

In bis zu 25 % der Falle treten beim M. Crohn extraintestinale Krankheitsmanifes-
tationen auf. Hierzu zahlen Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems (MC:
22 %, CU: 11 %), der Atemwege (v. a. Asthma bronchiale) und Erkrankungen der
Haut wie Erythema nodosum und Pyoderma gangraenosum (MC: bis 20 %).
Ebenfalls werden Augenerkrankungen wie Episkleritis und Uveitis (MC: bis 10 %)
und psychiatrische Erkrankungen wie Depression beobachtet (Ephgrave K

(2007)). Insbesondere Kinder und Jugendliche kdnnen durch krankheitsbedingte
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Ausfalle unter sozialer Ausgrenzung, schulischem Leistungsabfall und Schuldge-
fuhlen leiden (Nicholas DB et al. (2007)).

Die C. ulcerosa ist ebenfalls eine entzindliche Erkrankung der Darmschleimhaut.
Im Gegensatz zum M. Crohn breitet sich die Entzindung aber kontinuierlich
entlang der Dickdarmschleimhaut von distal nach proximal aus und bleibt fast
ausschlieBlich auf das Rektum und Kolon begrenzt. Ein langjahriger Krankheits-
verlauf kann zu einem Verstreichen der typischen makroskopisch sichtbaren
Haustrierung des Kolons fuhren. Die Schleimhautldasionen bleiben bei der C.
ulcerosa auf die Mukosa und Submukosa begrenzt. Haufig finden sich Krypten-

abszesse und Pseudopolypen (Thoreson R & Cullen JJ (2007)).

In einigen Fallen kann es zum Ubergreifen der Erkrankung auf das distale lleum
kommen. Dies wird als "backwash ileitis" bezeichnet. Gelegentlich wird die "back-
wash ileitis" auch als eigenstandiges Krankheitsbild beschrieben, dessen Abgren-
zung zum lleumbefall beim M. Crohn aber sehr schwierig ist (Goldstein N & Dulai
M (2006)). Wenn bei Kindern die Diagnose einer C. ulcerosa gestellt wird, befindet
sich die Erkrankung in bis zu 90 % der Falle bereits in einem fortgeschrittenen
Stadium (Pankolitis). Eine isolierte Proktitis ist bei Kindern seltener als bei Er-
wachsenen (Nieuwenhuis EE & Escher JC (2008)).

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen verlaufen in der Regel schubweise,
unterbrochen von symptomarmen oder symptomfreien Intervallen (Remission).
Die haufigsten klinischen Beschwerden sind eine erhohte Stuhlfrequenz und
Diarrhoe. Daneben bestimmen haufig krampfartige Bauchschmerzen und ein
Gewichtsverlust das klinische Bild. Rektale Blutungen und blutige Diarrhoen
konnen ebenfalls auftreten. Sie sind bei der C. ulcerosa haufiger als beim M.
Crohn (Sands BE (2004)).

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ist bei 85 % der betroffenen Kinder bereits
eine eingeschrankte korperliche Entwicklung und eine Gewichtsabnahme (CU:
65 %, MC: 85 %) feststellbar (Diefenbach KA & Breuer CK (2006)). Grund fur die
korperliche Entwicklungsverzogerung ist eine Malabsorbtion von Kohlenhydraten,
Proteinen, Fetten, Mineralien und fettloslichen Vitaminen. Durch die unzureichen-
de Aufnahme von Vitamin-D und eine gestorte Kalziumresorption kommt es zu

Osteoporose. Der Mangel an Eisen, Folsaure und Vitamin B4; verursacht eine
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Anamie (Kappelman MD & Bousvaros A (2008)). Durch die Malnutrition werden
aullerdem proinflammatorische Zytokine freigesetzt, welche die physische Ent-
wicklung stéren kdnnen. Zu diesen Entziindungsmediatoren zahlen Interleukin-13
(IL1B), Interleukin-6 (IL6) und Tumornekrosefaktor-a (TNFA). Sie beeinflussen die
Interaktion zwischen dem Wachstumshormon (growth hormone), dem Insulin-like
growth factor (IGF1) und den Gonadotropinen (Ahmed SF et al. (2007)). Hierbei
scheint IL6 eine supprimierende Wirkung auf IGF1 zu haben und TNFA die Diffe-
renzierung und Reifung von Chondrozyten zu behindern. Dieser negative Effekt
beim Knochenaufbau wird durch therapeutisch exogen zugefihrte Kortikosteroide
zusatzlich verstarkt (Ballinger A (2002)).

Patienten mit CED unterliegen einem erhohten Risiko fur Schleimhautdysplasien
und gastrointestinale Karzinome. Die kumulative Wahrscheinlichkeit, an einem
kolorektalen Karzinom zu erkranken, steigt mit zunehmender Erkrankungsdauer
von 2 % (CU) bzw. 2,9 % (MC) nach 10 Jahren, Gber 8 % (CU) bzw. 5,6 % (MC)
nach 20 Jahren, auf 18 % (CU) bzw. 8,3 % (MC) nach 30 Jahren. Auch die
Lokalisation und die Lange des befallenen Darmabschnittes, ein junges Erkran-
kungsalter, eine familiare Disposition hinsichtlich kolorektaler Karzinome und eine
gleichzeitig bestehende primar sklerosierende Cholangitis (PSC) erhdhen das
Entartungsrisiko (Zisman TL & Rubin DT (2008)).

Aufgrund der unterschiedlichen klinischen Auspragung von CED wurde unter
Berucksichtigung verschiedener Krankheitsmerkmale versucht, eine Klassifikation
zu erarbeiten. Die "Vienna Classification" von 1998 legte als Hauptkriterien das
Erkrankungsalter, die anatomische Lokalisation und den Krankheitsverlauf fest.
Diese Klassifizierung wurde in der "Montreal Classification" von 2005 im Wesentli-
chen beibehalten, jedoch um weitere Kriterien erganzt (Gasche C et al. (2000);
Silverberg MS et al. (2005); Satsangi J et al. (2006)). Eine Ubersicht bietet Tab.
1.7. Wahrend die Merkmale L, B und E in erster Linie zur Beurteilung des M.
Crohn dienen, beschreiben die Merkmale E und S Auspragungen der C. ulcerosa
(Tab. 1.7). Um eine moglichst einheitliche und schnelle Diagnosefindung speziell
bei Kindern zu ermdglichen, wurden weiterhin die "Porto Kriterien" postuliert. Sie
beinhalten bei Verdacht auf CED eine friihe Uberweisung in die padiatrische
Gastroenterologie, eine gezielte Anamnese und korperliche Untersuchung, ver-

schiedene labortechnische Testverfahren, eine lleokoloskopie und Gastroskopie
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mit histologischer Auswertung von Biopsien aus entziindeten und gesunden
Schleimhautarealen und eine radiologische Abklarung (IBD Working Group of the
European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
(2005)).

Tab. 1.7 "Montreal Classification” der CED modifiziert nach Silverberg MS et al.
(2005); Satsangi J et al. (2006)

Alter bei Erstdiagnose (A)
A1 <16 Jahre

A2 17 — 40 Jahre

A3 >40 Jahre

Lokalisation (L) Modifikator: oberer Gastrointestinaltrakt

L1 terminales lleum L1+ L4 terminales lleum + oberer Gastrointestinaltrakt
L2 Kolon L2 + L4 Kolon + oberer Gastrointestinaltrakt
L3 lleokolon L3 + L4 lleokolon + oberer Gastrointestinaltrakt

L4 oberer Gastrointestinaltrakt

Krankheitsverlauf (B)

B1* nicht stenosierend,
nicht penetrierend

B2  stenosierend

B3 penetrierend
Krankheitausbreitung der CU (E)
E1 ulzerierende Proktitis

E2 linksseitige CU (distal)

E3  extensive CU (Pankolitis)
Krankheitsschweregrad der CU (S)
SO klinische Remission

S1 milder Verlauf

S2 moderater Verlauf

S3 schwerer Verlauf

* Empfehlung: fir 5 — 10 Jahre ab dem Zeitpunkt der Diagnose gilt B1 als "vorlaufig"

Modifikator: perianaler Befall (p)

B1p nicht stenosierend,  + perianal
nicht penetrierend

B2p stenosierend + perianal

B3p penetrierend + perianal
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1.2.4 Konservative Therapie

Die Grundzige der medikamentésen Therapie bestehen in einer aggressiven
Behandlung akuter Krankheitsschibe und in der Unterstutzung eines moglichst
langen Remissionserhalts (Rezidivprophylaxe). Bei einem akuten Schub und in
der Initialtherapie gehdren Kortikosteroide trotz starker Nebenwirkungen zu den
am haufigsten eingesetzten Medikamenten bei Kindern und erwachsenen Patien-
ten (Benchimol El et al. (2008); Bossa F et al. (2008)). Zum Remissionserhalt bzw.
zur Rezidivprophylaxe konnen bei Kindern und Erwachsenen entzindungshem-
mende 5-Aminosalicylate, Antibiotika und Immunsuppresiva, wie der Purin-
Antimetabolit Azathioprin, die direkt wirksame Form 6-Mercaptopurin und der

Folsaureantagonist Methotrexat, eingesetzt werden (Tamboli CP (2007)).

Fir schwere Verlaufe oder bei einem Versagen von Kortikosteroiden stehen
Biologika (biologic agents) wie monoklonale Antikorper beispielsweise gegen
TNFA (Infliximab, Adalimumab) zur Verfugung, wobei Adalimumab nur in der
Behandlung des M. Crohn zugelassen ist (Nikolaus S & Schreiber S (2008)).
Weitere Antikdrper wie Natalizumab, ein monoklonaler IgG4-Antikorper gegen
Integrin-a-4, und Visilizumab, ein monoklonaler Antikérper gegen das CD3-
Antigen auf aktivierten T-Zellen, werden gegenwartig im Rahmen Kklinischer Stu-
dien evaluiert (Summers RW (2007)). Die Wertigkeit der einzelnen Substanzgrup-
pen kann anhand eines Stufenschemas verdeutlicht werden (Abb. 1.3). Allerdings
wird diese Abstufung mittlerweile auch kritisch beurteilt und ein friher Einsatz
hochpotenter Wirkstoffe unter Abwagung der meistens hoheren Toxizitat diskutiert
(Baumgart DC (2009)).

Biologika

Azathioprin Methotrexat

Prednison Budesonid

Schwere der Erkrankung

5-Aminosalicylate Antibiotika

Abb. 1.3 Therapeutisches Stufenschema beim M. Crohn nach Tamboli CP (2007)
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Sehr gute Erfolge bei der Therapie eines aktuen Entziindungsschubs bei Kindern
mit M. Crohn kann die primédre enterale Ernahrungstherapie mit Trink- und
Sondennahrung erreichen. Im Vergleich zur systemischen Kortikosteroidtherapie
kommt es bei der Ernahrungstherapie nur in geringem Mall zu Nebenwirkungen
bei gleichzeitig hdherer Lebensqualitat flr die Patienten (Koletzko S & Siegert T
(2004)).

Eine weitere konservative Therapieoption stellen Probiotika dar. Dabei handelt es
sich um lebende Mikroorganismen (z. B. Lactobacillus), die nach Aufnahme in den
menschlichen Gastrointestinaltrakt durch Inhibition pathogener Bakterien und
Modulation der intestinalen Epithelfunktion und Zytokinproduktion einen therapeu-
tischen Effekt erzielen konnen (Jones JL & Foxx-Orenstein AE (2007)).

Davon abzugrenzen sind die Prebiotika, eine Gruppe unverdaulicher Oligosac-
charide, welche durch Stimulation apathogener Darmbakterien, Anregung der
intestinalen Schleimproduktion, Erhéhung antiinflammatorischer und Verminde-
rung proinflammatorischer Zytokine einen therapeutischen Effekt erzielen kdnnen.
Zur besseren Bewertung des therapeutischen Nutzens von Probiotika und Prebio-
tika sind weiterfihrende Studien erforderlich (Looijer-van Langen MA & Dieleman
LA (2008)).

Ebenfalls einer weitergehenden Beurteilung bedarf der Einsatz von Helminthen
fur die Therapie von CED. Erste erfolgversprechende Studien mit den Nematoden
Trichuris suis und Necator americanus wurden bereits durchgefuhrt (Summers
RW (2007)).

1.2.5 Chirurgische Therapie

Aufgrund von Komplikationen ist bei 70 — 90 % der Patienten mit M. Crohn im
Verlauf der Erkrankung eine chirurgische Interventionen erforderlich (Polle SW et
al. (2005)). Notfallindikationen zur Operation bestehen bei freier Darmperforation
und starken intraabdominellen Blutungen. Maligne Entartungen und ein Versagen
der konservativen Therapie stellen bei Erwachsenen elektive Indikationen dar
(Roses RE & Rombeau JL (2008)). Im Kindesalter zahlt ebenfalls ein Versagen

der konservativen Therapie mit anhaltender Symptomatik wie Wachstumsstorun-
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gen zu den haufigsten Grinden (47 %) fur eine operative Intervention, gefolgt von
intraabdominellen Abszessen und Perforationen (16 %), Obstruktionen (16 %),
Fistelbildungen (14 %), schweren Blutungen (4 %) und Appendektomien (3 %)
(Patel HI et al. (1997)).

Als operatives Verfahren kommt beim M. Crohn die segmentale Darmresektion
des entzindlich veranderten Darmabschnittes zur Anwendung. Um das Risiko
eines Kurzdarmsyndroms zu verringern, wird von vielen Chirurgen bei Dinndarm-
befall die Strikturplastik einer Resektion vorgezogen (Strong SA (2002)). Da
gezeigt werden konnte, dass der Abstand des Resektionsabstandes zum
makroskopisch entzindeten Darm keinen negativen Einfluss auf die Rezidivrate
hat, ist beim M. Crohn eine sparsame Resektion anzustreben (Fazio VW et al.
(1996)). Neben der offenen Operationstechnik konnen Darmresektionen auch
laparoskopisch durchgefuhrt werden. Beide Verfahren gelten als gleichwertig
hinsichtlich der Patientenzufriedenheit, obgleich fur das laparoskopische Vorgehen
eine geringere Morbiditat, kirzere Krankenhausaufenthalte und insgesamt gerin-

gere Kosten nachgewiesen werden konnten (Maartense S et al. (2006)).

Patienten mit C. ulcerosa werden in 30 — 40 % der Falle im Verlauf ihrer Erkran-
kung chirurgisch therapiert. Zu den Indikationen gehoren bei dieser Erkankung
neben einem therapierefraktaren Verlauf auch Darmperforationen, starke intesti-
nale Blutungen, das Auftreten eines toxischen Megakolons und mukosale Dyspla-
sien wie das kolorektale Karzinom (Roses RE & Rombeau JL (2008)). Im Gegen-
satz zum M. Crohn kann die operative Therapie bei der C. ulcerosa kausal und mit
kurativem Ansatz durchgeflihrt werden. Dabei ist heute die restaurative Proktoko-
lektomie mit ileopouchanaler Anastomose (IPAA) ein haufig verwendetes Opera-
tionsverfahren. Beim M. Crohn und perianalem oder ilealem Befall ist diese Opera-
tionstechnik jedoch kontraindiziert, da gezeigt werden konnte, dass postoperativ
ein hohes Risiko von Abszessen, Fisteln und anorektalen Rezidiven im Bereich
des Pouches besteht (Bruch HP et al. (2003)). Auch die IPAA kann neben der
traditionellen offenen Vorgehensweise laparoskopisch angelegt werden. Ahnlich
wie beim M. Crohn lasst die aktuelle Studienlage noch keine abschliel3ende

Bewertung der beiden Operationstechniken zu (Roses RE & Rombeau JL (2008)).
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1.3 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten in einer padiatrischen Patientengruppe aus
Minchen neue Kandidatengene fur chronisch entzindliche Darmerkrankungen
identifiziert werden, um auf diese Weise einen Beitrag zum weiteren Verstandnis
der Pathogenese chronisch entzundlicher Darmerkrankungen im Kindesalter zu

leisten.

Hierzu wurde zunachst ein spezieller Genexpressionsarray entworfen, mit dem es
moglich war, die Genexpression von verschiedenen proinflammatorischen Genen
mittels real-time PCR bei Patienten mit CED und Kontrollen zu untersuchen. Nach
Identifizierung des Kandidatengens Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9)
wurde der SNP rs2276886 in diesem Gen untersucht.

Weiterhin wurde die Expression des bereits bei erwachsenen Patienten beschrie-
benen Kandidatengens Nuclear receptor subfamily 1 group | member 2 (NR112) in
der eigenen Untersuchungsgruppe analysiert und der SNP rs3814055 in diesem

Gen untersucht.
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2 Patienten, Materialien und Methoden

21 Good clinical practice (Ethikvotum)

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen am 7. Juni 2005 genehmigt (Projekt Nr. 104 — 05). Samtliche
Studienteilnehmer mit chronisch entzundlichen Darmerkrankungen wie auch die
Patienten der Kontrollgruppe wurden vor der Probenentnahme Uber die Inhalte
und Ziele der Studie aufgeklart und hatten ihr Einverstandnis gegeben. Bis zu
einem Alter der Patienten von ca. 12 Jahren wurde auch die Zustimmung der

Eltern eingeholt.

2.2 Studienteilnehmer

In die vorliegende Studie zu chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wurden
122 Patienten kaukasischer Abstammung eingeschlossen, bei denen die Erkran-
kungen M. Crohn, C. ulcerosa und C. indeterminata diagnostiziert worden war. Die
Diagnosen wurden gemal internationalem Konsensus der "Porto Kriterien"
(Abschn. 1.2.3) durch Anamnese, klinische Untersuchung, radiologische und
endoskopische Verfahren sowie histologische Abklarung gesichert (IBD Working
Group of the European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition (2005)). Die Krankheitsauspragung und die Lokalisation im Gastrointesti-
naltrakt wurde entsprechend der "Montreal Classification" (Abschn. 1.2.3) erhoben
(Silverberg MS et al. (2005); Satsangi J et al. (2006)). Patienten, die an klinisch
relevanten Erkrankungen der Leber, der Nieren oder des Herzens litten, wurden
von der Studie ausgeschlossen. An der Genexpressionsanalyse nahmen 10
Patienten und an der SNP-Analyse 114 Patienten teil. Zwei Patienten nahmen an

beiden Analysen teil.

Im abdominalchirurgischen Zentrum des Stadtischen Klinikums Bogenhausen in
Minchen wurden 120 Patienten ohne CED rekrutiert und nach ihrem Einverstand-
nis in die Kontrollgruppe der SNP-Analyse aufgenommen. Es wurden bewusst

altere Patienten ausgewahlt, da bei einer kindlichen Kontrollgruppe das Auftreten
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von chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen im Erwachsenenalter nicht hatte

ausgeschlossen werden konnen.

2.3 Probengewinnung

Die Blutproben (9 ml EDTA Blut) wurden im Rahmen routinemaRiger Blutentnah-
men von 32 CED-Patienten und 120 gesunden erwachsenen Kontrollpersonen
gewonnen und unmittelbar bei —20°C tiefgefroren oder direkt verarbeitet (Abschn.
2.7.1). Weiterhin wurden von Herrn Priv.-Doz. Dr. med. M. Kabesch (Dr. von
Haunersches Kinderspital) weitere 82 DNA-Proben von CED-Patienten zur Verfu-
gung gestellt. Diese Proben waren bereits zu einem friheren Zeitpunkt im Rah-
men der "Multicentre Asthma Genetics in Childhood Study" (MAGICS) zu Risiko-
genen bei Kindern mit Asthma bronchiale als Kontrollgruppe gewonnen worden.
FUr die zusatzliche Untersuchung auf CED-spezifische Marker wurde bei der

zustandigen Ethikkommission ein Votum eingeholt.

Dickdarmbiopsien wurden bei allen Patienten nur im Rahmen unterer Endosko-
pien oder Darmresektionen durchgefuhrt, bei denen aus diagnostischen oder
therapeutischen Grinden eine zwingende medizinische Indikation fur den Eingriff
vorlag. Als Kontrollgewebe flir die Genexpressionsanalyse wurden Darmgewebe-
proben von Kindern mit nicht entziindlichen Darmerkrankungen (z. B. M. Hirsch-
sprung, Primitiv neuroektodermaler Tumor (PNET), Volvulus) im Rahmen medizi-
nisch indizierter Operationen gewonnen. Alle Darmgewebeproben wurden
unmittelbar nach der Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

weiteren Verarbeitung bei —196°C gelagert.

2.4 Laborgerate und Materialien

Biofuge fresco Kendro Laboratory Products,
Osterode

Biofuge Pico Kendro Laboratory Products,
Osterode

BioPhotometer 6131 Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5702 Eppendorf, Hamburg
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Centrifuge 5810R
Eppendorf Mastercycler personal

Geldokumentationssytem GelJet Imager

Gelelektrophoresekammer Mini Sub-Cell
GT

Homogenisator MICCRA D-8

Labor-pH-Meter inoLab pH 720
Laborwaage ACCULAB VICON

Laborwaage TE 124S
Magnetheizrihrer MR 3001
Microplate Zentrifuge
Multipette plus

ND-1000 Spectrophotometer

Pipetten Research 10 ul, 100 ul, 1.000 pl,
Mehrkanalpipette 10 pl

Pipettierhelfer accu-jet pro

Realplex? Mastercycler Epgradient S
Schuttelwasserbad 1083
Spannungsquelle PowerPac Basic
Thermomixer comfort

UNIMAX 1010 Schdttler
Universalwarmeschrank UNB-400

VassarStats: Website for Statistical Com-
putation (Stand: 01.10.2008)

Vortex-Genie 2

2.5 Chemikalien

10 x PCR Buffer (containing 15 mM MgCly)

10 x Reaction Buffer for Mango Taq
Polymerase

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Intas Science Imaging Instruments,
Gottingen

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

ART Prozess- & Labortechnik,
Mullheim

WTW, Weilheim

ACCULAB Sartorius Group, Gottin-
gen

Sartorius, Gottingen

Heidolph Instruments, Schwabach
Kisker, Steinfurt

Eppendorf, Hamburg

NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA

Eppendorf, Hamburg

BRAND, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

GFL, Burgwedel

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach
Memmert, Schwabach

http://faculty.vassar.edu/lowry/Vassar
Stats.html

Scientific Industries, New York, USA

QIAGEN, Hilden

Bioline, Luckenwalde
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Ammoniumchlorid
B-Mercaptoethanol

Bioline Mango-Tag DNA Polymerase
(1 U/pl)

Borsaure
Chloroform

Desoxynucleoside Triphophate Set PCR
Grade

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaure
Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex Il1)

Essigsaure 100 % p. a.

Ethanol 100 % p. a.

Ethidium bromide solution (10 mg/ml)
FERMENTAS 6 x Ladepuffer

FERMENTAS GeneRuler 100 bp DNA
Ladder (0,5 pg/ul)

GIBCO Invitrogen ultraPURE (distilled
Water, DNase, RNase Free)

Invitrogen Super Script™ Il Reverse
Transcriptase

Isoamylalkohol 100 %
Isopropanol 100 %

iTaqg SYBR Green Supermix with ROX
Kaliumhydrogencarbonat
Magnesiumchlorid (50 mM)
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumhydroxid

PeqGOLD Universal Agarose
Phenol

Proteinase K

QIAGEN Hot Star Taqg DNA Polymerase
(5 U/ul)

QIAGEN RNase-Free DNase Set (50)
QIAGEN RNeasy MiniKit (50)

Carl Roth, Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA

Bioline, Luckenwalde

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA
FERMENTAS, St. Leon-Rot
FERMENTAS, St. Leon-Rot

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Bioline, Luckenwalde

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

peglab Biotechnologie, Erlangen
Carl Roth, Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
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Random Hexamere
Roche RNase H (1 U/ul)
Salzsaure 37 % p. a.
SDS

TagMan Drug Metabolism Genotyping
Assay ID: rs3814055

TagMan SNP Genotyping Assay ID:
rs2276886

TagMan Universal PCR Master Mix

TRI Reagent
Tris
Tris-Puffer (pH 7,0)

2.6 Genexpressionsanalyse

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Applied Biosystems, Foster City,
USA

MRC, Cincinnati, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Apotheke Klinikum Innenstadt,
Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen

2.6.1 Isolierung von total RNA aus Gewebe

Zur Homogenisierung des Dickdarmgewebes wurden pro Gewebeprobe 2 ml Tri-
Reagent in 14 ml Tubes vorgelegt. Anschlielfend wurden die Darmgewebeproben
mit einem sterilen Einwegskalpell in einer mit Eis gekuhlten Petrischale manuell
zerkleinert und in ein vorbereitetes 14 ml Tube gegeben. Im nachsten Schritt
wurden die einzelnen Darmgewebeproben mit einem Homogenisator zerkleinert.
Vor jedem Gebrauch und nach jedem Homogenisierungsvorgang wurde der
Homogenisator zunachst in bidestilliertem Wasser und danach in Tri-Reagent

gewaschen.

Die Lysate wurden auf je zwei 2 ml Tubes aufgeteilt und 5 Minuten bei Raumtem-
peratur (RT) inkubiert. Nach Zugabe von 0,4 ml Chloroform wurden die Proben fur
15 Sekunden auf dem Schuttelgerat (Vortex) gemischt und dann erneut 3 Minuten
bei RT inkubiert. In einer Zentrifugation (15 min, 12.000 x g, 4°C) erfolgte an-

schliefend eine Phasentrennung.



22 2 Patienten, Materialien und Methoden

Fir die weitere Verarbeitung wurde die obere Phase in ein neues 2 ml Tube
uberflhrt und die RNA durch Zugabe von 1 Vol. 100 % Isopropanol geféllt. Nach
einer zehnminutigen Inkubation bei RT wurde erneut zentrifugiert (15 min,
12.000 x g, 4°C) und der Uberstand verworfen. Danach wurden 1,5 ml gekihiter
Ethanol (70 %) hinzugefugt und die Probe kurz mit dem Vortex geschuttelt.

Es folgte eine weitere funfminltige Zentrifugation bei 7.500 x g und 4°C. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet luftgetrocknet. AnschlieRend wurde
dasselbe in 25 yl bidestilliertem Wasser fur 15 Minuten bei 55°C gel6st und die zu
Beginn auf zwei Tubes aufgeteilten RNA-Proben eines Patienten wieder zusam-
mengeflhrt, sodass ein Gesamtvolumen der Lésung von 50 ul entstand. Fur die
Konzentrationsbestimmung wurden 2 pl der gelosten RNA mit 98 pl bidestilliertem
Wasser verdunnt und bei 260 nm photometrisch gemessen. Die extrahierte RNA

wurde bei —80°C gelagert.

2.6.2 Aufreinigung der RNA (DNase I-Verdau)

Der DNase-Verdau wurde mit dem RNeasy MiniKit der Firma QIAGEN durchge-
fuhrt. Zwischen den Arbeitsschritten wurden die RNA-Proben auf Eis gelagert,
sofern das Protokoll keine Inkubation bei RT vorsah. Entsprechend den Herstel-
lerangaben wurde der RPE-Puffer aus dem QIAGEN RNeasy MiniKit mit 4 Vol.
100 % Ethanol versetzt. Dann wurden 1500 Kunitz Units DNase | (QIAGEN
RNase-Free DNase Set) in 550 pl bidestilliertem Wasser gelést und davon 10 pl
Aliquots hergestellt. Pro benotigtem 1 ml RLT-Puffer (QIAGEN RNeasy MiniKit)

wurden unter dem Abzug 10 pl B-Mercaptoethanol hinzugefugt.

Zunachst wurden 100 ug total RNA mit bidestilliertem Wasser auf 100 pl aufgefullt.
Dann wurden unter dem Abzug zunachst 350 pl RLT-Puffer (QIAGEN RNeasy
MiniKit) hinzugegeben, der Ansatz gemischt und mit 250 pl Ethanol (100 %)
versetzt. Nach erneutem Mischen wurde pro Probe eine Saule (QIAGEN RNeasy
MiniKit) auf ein spezielles 2 ml Collectiontube (QIAGEN RNeasy MiniKit) gesetzt

und der Ansatz unter dem Abzug auf die Saule pipettiert.

Nach einer kurzen Zentrifugation (15 sec, 8.000 x g) bei RT wurde die Saule auf
ein neues 2 ml Collectiontube gesetzt und 350 pyl RW1-Puffer aus dem QIAGEN
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RNeasy MiniKit hinzugegeben. Es folgte eine erneute Zentrifugation (15 sec,
8.000 x g, RT).

Als nachstes wurden fur jede RNA-Probe 10 pyl DNase | mit 70 yl RDD-Puffer aus
dem QIAGEN RNase-Free DNase Set vorsichtig gemischt und direkt auf die
Silicagelmembran der Saule pipettiert. Nach 15 Minuten Inkubation bei RT wurden
350 pl RW1-Puffer (QIAGEN RNeasy MiniKit) hinzugegeben und die Saule fur 15
Sekunden bei 8.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 500 pl
RPE-Puffer aus dem QIAGEN RNeasy MiniKit auf die Silicagelmembran pipettiert.
Nach einer weiteren Zentrifugation (15 sec, 8.000 x g, RT) wurde der Durchfluss
wieder verworfen und erneut 500 yl RPE-Puffer (QIAGEN RNeasy MiniKit) hinzu-
geflugt.

AnschlieBend wurde der Ansatz 2 Minuten bei 8.000 x g zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Danach folgte eine einminutige Zentrifugation bei
12.000 x g. Nun wurde die Saule auf ein 1,5 ml Collectiontube (QIAGEN RNeasy
MiniKit) gesetzt und 30 pl bidestilliertes Wasser direkt auf die Silicagelmembran
gegeben. Nach einer Minute Inkubationszeit zur Losung der RNA wurde der
Ansatz zentrifugiert (1 min, 8.000 x g, RT). Es wurden wiederum 30 pl bidestillier-
tes Wasser auf die Silicagelmembran pipettiert, und nach einer weiteren Minute
folgte eine abschlieRende Zentrifugation (1 min, 8.000 x g, RT). Im 1,5 ml Collec-
tiontube befanden sich nun pro Gewebeprobe 60 pl geloste RNA, die bei —80°C
eingefroren wurde. Fur die Konzentrationsbestimmung wurden 2 pl der gelosten
RNA mit 98 pl bidestilliertem Wasser verdiunnt und bei 260 nm photometrisch

gemessen.

2.6.3 cDNA-Synthese

Fir die Genexpressionsmessungen wurde die zuvor isolierte und DNAse verdaute
RNA wie folgt in cDNA umgeschrieben: Fur den Genexpressionsarray (Abschn.
2.6.4) wurden jeweils 5 ug RNA in einem Ansatzvolumen von 41 pl transkribiert.
Dazu wurden 5 ug aufgereinigte RNA mit bidestilliertem Wasser auf ein Volumen
von 14 pl aufgefullt. Nach Zugabe von 10 pl Random Hexamere (20 ng/ul) folgte

eine Inkubation des Ansatzes fur 10 Minuten bei 70°C. Im folgenden Schritt
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wurden jeder Probe 8 ul First Strand Puffer, 4 pyl DTT-Puffer (0,1 M) aus dem
Reaktionskit Invitrogen Super Script™ Il Reverse Transcriptase und 2 ul dNTPs

(10 mM) zugesetzt.

Nach einer zehnmindtigen Inkubation bei 25°C und einer direkt darauffolgenden
zweiminutigen Inkubation bei 42°C wurden dem Ansatz 2 pl Superscript Il aus
dem Reaktionskit Invitrogen Super Script™ Il Reverse Transcriptase hinzugefligt
und durch vorsichtiges Kreisen der Pipettenspitze gemischt. Nun folgte eine
einstundige Inkubation bei 42°C, der sich eine Inkubation fur 10 Minuten bei 70°C
anschloss. Nach Zugabe von 1 yl RNase H (1 U/ul) und vorsichtigem Vermischen
wurde der Ansatz nochmals fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Das Gesamtvolu-
men betrug somit 41 pl und wurde fur den Genexpressionsarray mit 69 ul bidestil-
liertem Wasser auf 100 ul aufgefulit.

Fir die Expressionsanalyse einzelner Kandidatengene wurden lediglich 2 ug RNA
in einem kleineren Ansatzvolumen von 21 pl umgeschrieben, das anschliel3end
ebenfalls mit bidestilliertem Wasser auf 100 ul aufgefullt wurde. Mit Ausnahme der
1 pl RNase H (1 U/ul) wurden die Mengen aller anderen Reagenzien halbiert. Die
Arbeitsschritte und Inkubationszeiten wurden nicht verandert. Die Proben wurden
bei —80°C gelagert.

2.6.4 Genexpressionsarray

Ein Genexpressionsarray eignet sich dafur, die Expression einer groflien Anzahl
von Genen in einem Experiment parallel zu ermitteln. Er basiert auf dem Verfah-
ren der Polymerasekettenreaktion (PCR). Das Prinzip der PCR besteht in einer
exponentiellen Vervielfaltigung (Amplifikation) spezifischer DNA-Abschnitte (Saiki
RK (1985)). Hierzu werden initial bei hoher Temperatur beide DNA-Strange
voneinander getrennt (Denaturierung). Nach einer Temperaturreduktion binden
spezifische Oligonukleotide, sogenannte Primer, an ihre Kkorrespondierende
Basensequenz am jeweiligen DNA-Strang (Annealing). Ausgehend von den
Primern ist eine hitzebestandige Polymerase in der Lage, die komplementare
Basenabfolge zum jeweilen DNA-Strang zu synthetisieren (Elongation). Im Rah-

men eines weiteren Erhitzungsschrittes trennen sich die synthetisierten Doppel-
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strange wieder, und die Primer kdnnen erneut binden. Durch eine haufige Wieder-
holung dieses Zyklusses wird eine hohe Amplifikationsrate des entsprechenden
DNA-Abschnitts erreicht. Die sogenannte realtime-PCR ermdglicht dartiber hinaus
eine Quantifizierung der Amplifikate nach jedem PCR-Zyklus in Echtzeit durch
Verwendung von in die DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen (indirekter

Nachweis) oder TagMgan-Probes (direkter Nachweis).

In dieser Arbeit wurde fir die realtime-PCR der fluoreszierende Farbstoff SYBR-
Green verwendet. Dieser Fluoreszenzfarbstoff hat die Eigenschaft, in dop-
pelstrangige DNA zu interkalieren. Je mehr Kopien eines DNA-Abschnittes im
Verlauf einer PCR amplifiziert werden, desto mehr Farbstoff interkaliert in die
synthetisierten Doppelstrange, und desto gréler ist die vom PCR-Thermocycler
gemessene Fluoreszenz. Da die gemessene Fluoreszenz proportional zur Anzahl

der Amplifikate ist, kann hieraus die Genexpression bestimmt werden.

Mittels eines im Kinderchirurgischen Forschungslabor entwickelten Genexpres-
sionsarrays lie® sich im Rahmen einer realtime-PCR die Expression von 88
Genen in einem Gewebe bestimmen. Um neue Kandidatengene zu ermitteln,
sollte diese groRe Anzahl von Genen zunachst im Kolongewebe von funf Kindern,

davon drei Patienten mit M. Crohn und zwei Kontrollen, untersucht werden.

Der Genexpressionsarray bestand aus 88 genspezifischen Primerpaaren, die in
die Kammern A1 — H4 einer 96-well-Platte vorgelegt wurden. Hierzu wurden
jeweils 1 ul des Forward Primers (10 yM) und 1 pl des Reverse Primers (10 uM)
pipettiert. Die Kammern H5 — H10 wurden mit Primern des Housekeeping-Gens
TATA-Box-binding-protein (TBP) versehen. In den Kammern H11 und H12 wurde
mit bidestilliertem Wasser eine Negativkontrolle (NTC) durchgeflhrt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A GLI1 GLI2 GLI3 PTCH1 PTCH2 SHH BCL2 NMYC OPN IGF2 FOXA2 FOXF1
B FZD1 FZD2 TCF7 LEF1 WIF1 WISP1 DKK1 PLAG1 TWIST SNAIL SLUG WNT5A
C| TGFB1 TGFB2 TGFB3 TGFBR1 TGFBR2 | TGFBR3 TGIF BMP2 BMP4 SMURF1 SMAD3 SMAD5
D JAK1 JAK2 JAK3 STAT1 STAT2 CXCL9 L4 IL4R JUNB GATA3 IFNG IRF1
E TP53 TP53I3 MDM2 IGFBP3 | GADD45A BAX AKT1 AKT3 IRS1 IRS2 BAD BID
F | NFKB1 NFKB2 IL1A L2 IL10 BIRC2 BIRC5 LTA NOS2A TNF CARDA4 IFNA1
G | CCNB1 CCND1 CCND2 CDK2 CDK4 CDKN1A | CDKN1B | CDKN1C | CDKN2A | CDKN2B RB1 NR1I2
H FAS FASLG TLR2 TLR4 BP TBP TBP BP B8P TBP NTC NTC

Abb. 2.1 Gene des Genexpressionsarrays auf einer 96-well-Reaktionsplatte

Fir den Genexpressionsarray wurden je 5 ug total RNA aus dem Kolon der drei
Kinder mit M. Crohn und der zwei Kontrollen in cDNA umgeschrieben (Abschn.
2.6.1 — 2.6.3) und ein Reaktionsmix A hergestellt (Tab. 2.1).

Tab. 2.1 Reaktionsmix A fiir eine 96-well-Reaktionsplatte

Aqua bidestilliert 1.127,0 ul

SYBR-Green 1.225,0 pl

cDNA 98,0 ul

Gesamtvolumen | 2.450,0 pl

Von dem Reaktionsmix A wurden jeweils 23 ul in die Kammern A1 — H5 pipet-
tiert, sodass der endgultige Reaktionsansatz zusammen mit 2 pyl Primern pro
Kammer 25 ul betrug. In den Kammern H5 — H10 wurde eine Verdlnnungsreihe
angelegt, bei der die cDNA, ausgehend von einer relativen Konzentration von

100 % in H5, in den Kammern H6 — H10 kontinuierlich um 1:10 verdinnt wurde.

FiUr diese Verdinnungreihe wurde ein Reaktionsmix B aus 100 yl SYBR-Green
und 100 pl bidestilliertem Wasser hergestellt. Von dem Reaktionsmix B wurden in
der Kammer H6 27 pl mit 3 ul des Reaktionsmix A vermischt. Dieser Kammer
wurden anschlieend 3 pl entnommen und in der Kammer H7 erneut mit 27 ul des

Reaktionsmix B vermischt. Aus dem Ansatz in Kammer H7 wurden wieder 3 pl in
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Kammer H8 uberfihrt und mit 27 ul Reaktionsmix B verdinnt. Diese Schritte

wurden nochmals fur den Ansatz in den Kammern H8, H9 und H10 wiederholt.

Die Kammer H11 wurde mit 1 ul total RNA (aus der die cDNA transkribiert worden
war) und 24 pl einer 1:1 Verdunnung aus SYBR-Green und bidestilliertem Wasser
versehen. Die Kammer H12 wurde mit 1 yl H,O und ebenfalls 24 ul einer 1:1
Verdinnung aus SYBR-Green und bidestilliertem Wasser als Negativkontrolle
geflllt. AnschlieRend wurde die 96-well-Platte fur 1 Minute bei 200 x g zentrifugiert
und die realtime-PCR gemal des PCR-Programms in Tab. 2.2 durchgefuhrt.

Tab. 2.2 PCR-Programm des Genexpressionsarrays

Arbeitsschritt Zyklen Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 1 2 min 95°C
Denaturierung 15 sec 95°C
Annealing 40 15 sec 55°C
Elongation 20 sec 68°C
Finale Elongation 1 15 sec 95°C

Bei verschiedenen Kandiddatengenen (CXCL9, NOS2A, NR1I2) wurde die Ex-
pressionsmessung auf zehn Kolongewebeproben von funf Kindern mit M. Crohn,
drei Kindern mit C. ulcerosa und zwei Kindern ohne CED erweitert. Die Primerse-
quenzen der untersuchten Gene sowie des Houskeeping-Gens TBP sind in Tab.
2.3 aufgefuhrt.

Die cDNA-Synthese wurde gemall den in Abschnitt 2.6.3 beschriebenen Ver-
suchsschritten mit 2 ug aufgereinigter RNA durchgefuhrt. Bei allen Versuchsan-
satzen (Tab. 2.4) der Genexpressionsanalyse wurde eine Negativkontrolle durch-
gefuhrt, die anstelle der cDNA bidestilliertes Wasser enthielt. Die Expressions-
messungen erfolgten pro Gewebeprobe zweifach, in sogenannten Dubletten,

gemal des PCR-Programms in Tab. 2.2.



28 2 Patienten, Materialien und Methoden

Tab. 2.3 Primersequenzen der Kandidatengene

Gen Primersequenz

CXCL9 forward: 5 — CCCAGATTCAGCAGATGTGAAG - 3
reverse: 5 — TTGATGTTTTTTCCCATTCTTTTG -3’

NOS2A forward: 5 — CTGCTCCAAAAGCTGGCC -3
reverse: 5 — TCCACTTGCTGTACTCTGAGGG -3’

NR1I2 forward: 5 — TCAATGCGGAGACTGGAACC -3’
reverse: 5 — GGCTCCAGTAGAAGTTGCTGGA -3’

TBP forward: 5 — GCCCGAAAGGCCGAATAT - 3
reverse: 5 — CCGTGGTTCGTGGCTCTCT -3

Tab. 2.4 PCR-Ansatz der Genexpressionsanalyse

Forward Primer (10 uyM) 1,0 ul

Reverse Primer (10 uM) 1,0 ul

Aqua bidestilliert 10,0 pl
SYBR-Green 12,0 l
cDNA 1,0 ul
Gesamtvolumen 25,0 i

2.6.5 Quantifizierung der Genexpression

Die Quantifizierung der Genexpression wurde mittels der AAct-Methode durchge-
fuhrt (Pfafft MW (2001)). Hierzu wurde zunachst fir jede Amplifikation der soge-
nannte ct-Wert (cycle threshold) bestimmt. Der ct-Wert gibt an, bei welchem PCR-

Zyklus die Fluoreszenz einen definierten Grenzwert (threshold) Uberschreitet.

Um die ct-Werte eines Gens in den zehn verschiedenen Darmgewebeproben
vergleichbar zu machen, wurde in jedem Gewebe Uber die Expression des House-
keeping-Gens TBP normalisiert. Dabei handelt es sich um ein Gen, das unabhan-

gig von auleren Einflissen in allen Korperzellen konstant exprimiert wird.

Die Expressionsunterschiede wurden als ein Vielfaches ausgedrickt und aus den

Mittelwerten von Patienten und Kontrollen Uber folgende Formel berechnet:



2 Patienten, Materialien und Methoden 29

EXpreSSionsunterSChied — 2_(CtKandidatengen —Ctrgp )Paﬁem_(CtKandidatengen ~Ctrgp )Kontrolle

Ein Gen wurde als Uberexprimiert gewertet, wenn der Expressionsunterschied
(fold change) > 3 betrug. Dies entspricht einer mindestens dreifach Uberhohten

Expression der als 1 festgesetzten basalen Expression.

2.7 Genotypenanalyse

2.71 DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

Fir die Isolierung genomischer DNA wurden im Rahmen routinemafiger Blutent-
nahmen von jedem Patienten und von den Kontrollpersonen 9 ml EDTA-Blut
gewonnen (Abschn. 2.3). Vor der DNA-Praparation wurden die bei —20°C gelager-
ten Blutproben 5 — 10 Minuten in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein
steriles 50 ml Tube gefullt. Anschlieend wurden 30 ml Erythrozyten-Lysepuffer
(155 mM NH4CI, 10 mM KHCOs3;, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) hinzugegeben und der
Ansatz nach mehrmaligem vorsichtigen Mischen fur 30 Minuten auf Eis inkubiert
und wahrend dieser Zeit mindestens viermal durch langsames Schwenken durch-
mischt. Danach wurden die Proben fur 10 Minuten bei 1.000 x g und 4°C zentrifu-

giert.

Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet erneut in 10 ml Erythrozyten-
Lysepuffer aufgenommen. Nach einer weiteren Zentrifugation (10 min, 1.000 x g,
4°C) wurde der Uberstand erneut abgeschittet und das Zellpellet in 5 ml SE-
Puffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert.

Hiernach wurden die Proben erneut zentrifugiert (10 min, 1.000 x g, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Im Folgenden wurde das Zellpellet nochmals in 5 ml SE-
Puffer resuspendiert und der Ansatz mit 40 pl Proteinase K (10 mg/ml) und 250 pl
SDS (0,2 M) versetzt. AnschlieRend wurde der Ansatz fur 5 Sekunden auf dem
Vortex gemischt und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

Dem Ansatz wurden nun 5 ml Phenol zugegeben. Nach kraftigem Schutteln wurde

das Gemisch fur 15 Minuten auf den Schuttler gelegt. Durch eine anschliefende



30 2 Patienten, Materialien und Methoden

Zentrifugation (10 min, 1.500 x g, 10°C) bildeten sich im Reaktionsgefall drei
Phasen aus. In der obersten hydrophilen Phase befanden sich die geldsten
Nukleinsauren, in der mittleren Phase sammelten sich die denaturierten Proteine
und in der unteren hydrophoben Phase das Phenol. Mit einer Pipette wurde die
obere Phase vorsichtig aspiriert, in ein neues 15 ml Reaktionsgefal® dberfuhrt, mit
einem 24:1 Chlorophorm/Isoamylalkohol-Gemisch durch starkes Schutteln ver-

mischt und fur 10 Minuten auf den Schuttler gelegt.

Durch eine weitere Zentrifugation (10 min, 1.500 x g, 10°C) bildeten sich erneut
zwei Phasen aus, von denen die obere Phase wieder die geldsten Nukleinsauren

enthielt.

Nach vorsichtiger Trennung der Phasen und Uberfiihrung der oberen Phase in ein
neues 15 ml Reaktionsgefald wurde dieses mit 1 Vol. 100 % Isopropanol aufgefulit.
Anschlieend wurden 0,005 Vol. einer Natriumacetat-Lésung (3 M, mit Essigsaure
auf pH 5,2 eingestellt) zugesetzt und die DNA durch langsames Schwenken des
Reaktionstubes gefallt. Fur den folgenden Waschvorgang wurde fur jede DNA-
Probe ein 1,5 ml Tube mit je 1.000 ul eiskaltem Ethanol (70 %) vorbereitet und der
ausgefallene DNA-Faden vorsichtig mit einer Pipette Uberflhrt. Nach einer zehn-
minutigen Zentrifugation bei 12.000 x g wurde das Ethanol dekantiert und das
Pellet im Tube fur ca. 10 Minuten getrocknet. Je nach GroRe wurden die Pellets in
100 — 500 pl TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) geldst und fur 15 Minu-
ten bei 55°C im Thermomixer inkubiert. Zur Konzentrationsbestimmung wurden
2 ul DNA-L6sung mit 98 ul TE-Puffer verdinnt und die DNA-Konzentration bei

260 nm im Photometer gemessen.

Die isolierten DNA-Proben dienten als Stammldésungen und wurden bei —20°C
gelagert. Fur die weiteren Experimente wurden Arbeitslésungen von 50 ng/pl und
5 ng/ul hergestellt, sodass die DNA in den Stammlésungen nicht durch das wie-

derholte Auftauen und Einfrieren fragmentiert wurde.

2.7.2 Qualitatskontrolle der isolierten DNA

Um die Qualitat der isolierten DNA zu uberprufen, wurde in einem ersten Arbeits-

schritt eine PCR mit drei Primerpaaren und jeweils finf DNA-Proben durchgefuhrt.
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Den Reaktionsansatz zeigt Tab. 2.5. Die PCR wurde nach dem Programm in Tab.
2.6 durchgefuhrt und die PCR-Produkte anschlieRend mittels Gelelektrophorese

aufgetrennt.

Tab. 2.5 PCR-Ansatz zur DNA-Qualitatskontrolle (1. Arbeitsschritt)

Forward Primer (10 uM) 1,0 pl
Reverse Primer (10 uM) 1,0 ul
Aqua bidestilliert 14,4 l
dNTPs (10 mM) 0,4 ul
QIAGEN HotS_tarTaq® DNA Polyme- 0.2l
rase (5 U/pl), inkl. MgCl,
10 x PCR-Puffer 2,0yl
DNA (50 ng/ul) 1,0 pl
Gesamtvolumen 20,0 pl
Tab. 2.6 PCR-Programm zur DNA-Qualitatskontrolle
Arbeitsschritt Zyklen Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 1 7 min 95°C
Denaturierung 30 sec 95°C
Annealing 35 1 min 55°C
Elongation 2 min 72°C
Finale Elongation 1 5 min 72°C

Fir die Gelelektrophorese wurden Agarosegele in einprozentiger Konzentration in
1 x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA) hergestellt. Die
Gelelektrophorese wurde bei einer Laufspannung von 90 V Uber einen Zeitraum
von ca. 40 Minuten durchgefuhrt. Als Langenstandard wurde ein 100 bp DNA-
Marker verwendet. Die DNA-Fragmente wurden mit dem Geldokumentations-

system der Firma Intas Science Imaging Instruments visualisiert und digitalisiert.
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Die Primersequenzen der in der PCR verwendeten Gene Interferon-y (IFNG),
Insulin-like growth factor 2 (IGF2) und Signal transducer and activator of transcrip-
tion 2 (STAT2) sind in Tab. 2.8 aufgefluihrt. Mit dem Primerpaar, das die deut-
lichsten Ergebnisse lieferte (Abschn. 3.2), wurden in einem zweiten Arbeitsschritt
alle 152 isolieten DNA-Proben auf ihre Amplifizierbarkeit Uberpruft (PCR-
Programm siehe Tab. 2.6). In diesem Versuchsteil musste dem Reaktionsprodukt
in der Gelelektrophorese kein Ladepuffer hinzugefiigt werden, da dieser im PCR-

Ansatz bereits enthalten war (Tab. 2.7).

Tab. 2.7 PCR-Ansatz zur DNA-Qualitatskontrolle (2. Arbeitsschritt)

Forward Primer (10ul) 1,0 yl
Reverse Primer (10 yM) 1,0
Aqua bidestilliert 13,1 ul
dNTPs (10 mM) 0,4 ul
Mango Tag DNA Polymerase (1 U/ul) 0,5 pl
MgCl, 1,0 ul
10 x PCR-Puffer 2,0 pl
DNA (50 ng/pl) 1,0 ul
Gesamtvolumen 20,0 pl

Tab. 2.8 Primersequenzen zur DNA-Qualitidtskontrolle

Gen Primersequenz

IENG forward: 5 — GTAGCGGATAATGGAACTCTTTTCTT - 3
reverse: 5 — AGGAGACAATTTGGCTCTGCAT - 3’

IGF2 forward: 5 — CCTCCGACCGTGCTTCC - 3
reverse: 5 — GGTGGACTGCTTCCAGGTGT - 3

STAT? forward: 5 — TTACCTGCTCCTGGGTGGAG - 3
reverse: 5 — GGGAGTGACTGCAGCACCTC -3
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2.7.3 Bestimmung des optimalen Reaktionsvolumens

Um ein optimales Reaktionsvolumen flr die realtime-PCR zu ermitteln, wurde eine
Test-PCR durchgefuhrt, die das Reaktionsprodukt verschiedener Reaktionsvolu-
mina im Vergleich zeigen sollte. Hierfur wurden zwei DNA-Proben mit jeweils vier

unterschiedlichen Reaktionsvolumina getestet.

Zunachst wurde ein Reaktionsgemisch hergestellt, das auf einem durchschnitt-
lichen Reaktionsvolumen von 18 pl basierte (Tab. 2.9). Von diesem Reaktionsmix
wurden jeweils 10 pl, 15 pl, 20 yl und 25 pl auf eine Reaktionsplatte pipettiert und
eine realtime-PCR mit dem Primerpaar des Gens IFNG (Tab. 2.8) nach dem PCR-
Programm in Tab. 2.10 durchgefihrt.

Tab. 2.9 Reaktionsmix zur Bestimmung des optimalen Reaktionsvolumens

Forward Primer (10 uM) 4,0 yl

Reverse Primer (10 pl) 4,0 ul

Aqua bidestilliert 24,0 yl
SYBR-Green 36,0 pl
DNA (50 ng/l) 4,0 ul
Gesamtvolumen 72,0 pl

Tab. 2.10 PCR-Programm zur Volumenbestimmung

Arbeitsschritt Zyklen Zeit | Temperatur
Initiale Denaturierung 1 2 min 95°C
Denaturierung 15 sec 95°C
Annealing 40 15 sec 55°C
Elongation 20 sec 68°C
Finale Elongation 1 15 sec 95°C
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2.7.4 Genotypisierung mittels TagMan-Sonden

Ein TagMan Genotyping Assay zur Genotypisierung basiert auf der realtime-PCR-
Technologie (2.6.4). Spezifische Primer binden dabei vor und hinter dem Abschnitt
der DNA, in welchem der Polymorphismus liegt. Zwei weitere Oligonukleotide, die
sogenannten TagMan-Sonden, binden direkt am Ort des Polymorphismus. Eine
TagMan-Sonde ist komplementar zu der Basenabfolge des haufigeren Allels
(Allel A), die andere TagMan-Sonde bindet an die Basensequenz des selteneren
Allels (Allel B). Beide TagMan-Sonden sind am 5’-Ende mit einem fluoreszieren-

den Farbstoff (reporter dye) markiert.

Am 3'-Ende ist jede TagMan-Sonde mit einem Quenscher (aus dem englischen "to
quench" = abfangen) bestlckt, der die Emission des "reporter dye" unterdrickt,
solange er in enger raumlicher Nahe zu diesem steht. Bindet eine TagMan-Sonde
wahrend der PCR an das flr sie spezifische Allel, kommt es im weiteren Verlauf
dazu, dass die Polymerase, die einen Doppelstrang im Bereich des Polymorphis-
mus synthetisiert, an das 5'-Ende der TagMan-Sonde stof3t. Die Polymerase baut
auf ihrem Weg vom 5'-Ende zum 3'-Ende den "reporter dye" am 5'-Ende der
TagMan-Sonde ab, sodass dieser abdiffundiert und die Entfernung zum Quen-
scher zunimmt (Cleavage). Dadurch ist die Lichtemission des "reporter dye" nicht
mehr unterdrickt und kann vom PCR-Cycler als Fluoreszenzsignal gemessen
werden. Je nachdem, welche Allele vorliegen bzw. welche TagMan-Sonde ent-
sprechend binden kann, wird auch das spezifische Signal detektiert und somit der

Genotyp eines Patienten bestimmt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Polymorphismen im Patientenkollektiv und
in der Kontrollgruppe untersucht. Der eine SNP liegt auf dem langen Arm des
Chromosoms 4 (4g21) im Intron 1 des Gens CXCL9 (SNP-ID: rs2276886), der
andere im kodierenden DNA-Abschnitt fir den Nuclear pregnane X receptor (PXR)
(SNP-ID: rs3814055) auf dem langen Arm des Chromosoms 3 (3g13) (OMIM
(2008)).

Im Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit waren die flr das Allel A spezifischen
TagMan-Sonden mit dem Farbstoff VIC markiert, dessen Fluoreszenz bei 550 nm
gemessen wurde. Die TagMan-Sonde flur das Allel B enthielten den Fluoreszenz-

farbstoff FAM mit einer Lichtemission bei der Wellenlange 520 nm.
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Wie in Abschnitt 2.7.1 beschrieben, wurden die DNA-Proben in einer Konzentra-
tion von 5 ng/ul vorgehalten und auf Musterplatten vorgelegt, von denen sich mit
Hilfe einer Mehrkanalpipette zligig die Reaktionsplatten herstellen lieRen. Die
insgesamt 234 DNA-Proben (114 Patienten und 120 Kontrollen) wurden in Dublet-
ten auf insgesamt funf 96-well-Reaktionsplatten verteilt, wobei zwei Negativkon-

trollen pro Reaktionsplatte zur Qualitatskontrolle vorhanden waren.

Hierzu wurde ein Reaktionsmix (Tab. 2.11) hergestellt, der unter Bericksichtigung
eines moglichen Pipettierfehlers fur 102 Reaktionen ausgelegt war. Von diesem
Reaktionsmix wurden mit einem Dispenser (spezielle Pipettierhilfe) 12 ul Reak-

tionsmix in jede Kammer der 96-well-Platte vorgelegt.

Im nachsten Schritt wurden mit einer Mehrkanalpipette je 3 yl der DNA-Proben
von den Musterplatten in die Reaktionsplatten Uberfuhrt, sodass der Reaktionsan-
satz eine DNA-Konzentration von 15 ng enthielt. Anschliefiend wurden die Platten
1 Minute bei 200 x g zentrifugiert und eine PCR nach dem Programm in Tab. 2.12
durchgefuhrt.

Tab. 2.11 Reaktionsmix fiir die Genotypisierungsreaktionen

TagMan Universal Master Mix 750,0 pl
20 x TagMan Drug Metabolism Genotyping 750 ul
Assay CH
Aqua bidestilliert 400,0 pl
Gesamtvolumen 1.225,0 pl
Tab. 2.12 PCR-Programm des SNP-Genotyping-Assay
Arbeitsschritt Zyklen Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 1 10 min 95°C
Denaturierung 40 15 sec 92°C
Annealing/Extending 90 sec 60°C




36 2 Patienten, Materialien und Methoden

2.7.5 Statistik

Die Auswertung der Genotypisierung beruhte auf der vergleichenden Analyse der
ct-Werte. Grundsatzlich wurden die ct-Werte der mit FAM (Allel B) markierten
TagMan-Sonde von den ct-Werten der VIC (Allel A) markierten TagMan-Sonde
subtrahiert. Aufgrund der Messung in Dubletten wurde diese Rechnung flr beide
Reaktionsansatze einer DNA-Probe durchgefuhrt und aus den Ergebnissen ein
Mittelwert gebildet. Fur jeden Genotyp ergaben sich somit charakteristische
Zahlenwerte. So lagen die Werte flr den Genotyp AB zwischen — x und + x, flr
den Genotyp AA unterhalb von x und fur den Genotyp BB oberhalb von x. Neben
den Genotypen wurde auch die Allelfrequenz als Untersuchungsparameter heran-

gezogen.

Soweit nicht anders gekennzeichnet, wurden die p-Werte als zweiseitige (two-
tailed) p-Werte nach dem exakten Test nach Fischer fur Vier- und Sechsfelderta-
feln berechnet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant, ein p-Wert
< 0,01 als statistisch hoch signifikant gewertet. Die Chancenverhaltnisse (odds
ratio (OR)) wurden mit einem 95 % Konfidenzintervall angegeben. Als Hilfsmittel
fur die mathematischen und statistischen Berechnungen wurde die im Internet frei
verfugbare Statistiksoftware "VassarStats: Website for Statistical Computation”

des Vassar College, Poughkeepsie, USA verwendet.

Fir die statistische Auswertung wurden alle Patienten entsprechend ihrer Diagno-
se gruppiert und der Kontrollgruppe gegenubergestellt. Die Patientengruppe
umfasste 78 Kinder mit M. Crohn, 32 Kinder mit C. ulcerosa und 4 Kinder mit C.
indeterminata. Unter den Kindern mit M. Crohn wurden weiterhin variable Phano-
typen der Erkrankung (Befall des oberen Gastrointestinaltrakts, lleumbefall,
Kolonbefall, Anusbefall, Fistelbildung, Stenose, Operation, extraintestinale Symp-

tome und familiare Haufung von M. Crohn) untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Mit dem Genexpressionsarray wurden 88 Gene im Kolongewebe von drei Kindern
mit M. Crohn und zwei Kontrollen analysiert (Abschn. 2.6.4). Die grafische Aus-
wertung in Abb. 3.1 zeigt mittels eines Farbcodes die Starke der Genexpression in
den funf Kolonproben der Patienten und Kontrollen. Alle Werte wurden Uber die
Expression des House-keeping-Gens TBP normalisiert (Abschn. 2.6.5). Einige der
in der vorliegenden Untersuchung Uberexprimierten Gene waren bereits Gegen-
stand von Studien mit CED (Abschn. 4.1). Andere Gene wurden bisher jedoch

noch nicht im Zusammenhang mit C. ulcerosa oder M. Crohn untersucht.

- sehr schwach

schwach

moderat
stark
sehr stark

MC 1

MC 2

MC 3
Kontrolle
Kontrolle

/A //\

CXCL9 NOS2A
FOXA2 JAK3 STAT1 IL1A

Abb. 3.1 Auswertung des Genexpressionsarrays mit 88 Genen bei Kindern mit M.
Crohn und Kontrollpersonen

Die sieben Gene Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1), Janus
kinase 3 (JAK3), Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) (TNF),
Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9), Forkhead box A2 (FOXA2), Interleu-
kin-1a. (IL1A) und Nitric oxide synthase 2A (NOS2A) waren bei den Patienten mit

einem fold change > 3 gegenuber den Kontrollen Gberexprimiert (Tab. 3.1).
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Da CXCL9 im Rahmen chemokinvermittelter Entziindungsreaktionen als Ligand
der proinflammatorischen CXCR3-Achse fungiert, erschien eine Rolle dieses Gens

bei CED moglich, und es wurde als Kandidatengen definiert.

Ubereinstimmend mit bisherigen Expressionsstudien bei CED war im eigenen
Genexpressionsarray das Gen NOS2A stark Uberexprimiert, weshalb dieses Gen
als Positivkontrolle in alle weiteren Messungen einbezogen wurde (Gupta SK et al.
(1998), Kolios G et al. (2004)).

Weiterhin sollte mit NR1I2 ein Gen bei erkrankten Kindern untersucht werden,
welches als potentielles Kandidatengen bei erwachsenen CED-Patienten be-
schrieben worden war (Dring MM et al. (2006)).

Tab. 3.1 Im Genexpressionsarray iiberexprimierte Gene

Gen fold change
Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) 3,20
Janus kinase 3 (JAK3) 3,22
Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) (TNF) 3,41
Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9) 4,58
Forkhead box A2 (FOXA2) 4,69
Interleukin-1a (IL1A) 5,62
Nitric oxide synthase 2A (NOS2A) 56,89

Es folgte eine Expressionsmessung des Kandidatengens CXCL9, der Positivkon-
trolle NOS2A und des Gens NR1/2 im Kolongewebe von insgesamt zehn Kindern,
davon 5 mit M. Crohn (MC1 — MC5), 3 mit C. ulcerosa (CU 1 — CU3) und 2 Kon-
trollen (Kontrolle 1 bzw. 2). Das Gen CXCL9 war bei drei von flinf Patienten mit
M. Crohn und bei allen Kindern mit C. ulcerosa gegenuber der Kontrollgruppe
stark Uberexprimiert (Abb. 3.2). Auch NOS2A war in allen Kolonproben der Patien-
ten in Bezug auf Normalgewebe uUberexprimiert (Abb. 3.3). NR1I2 war bei zwei
Patienten mit M. Crohn gegenuber der Kontrollgruppe Uberexprimiert. Im Kolon-
gewebe der Kinder mit C. ulcerosa war die Expression von NR1I2 geringer bzw.

gleich wie im Kontrollgewebe (Abb. 3.4).
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3.2 Ergebnisse der DNA-Isolation

Wie in Abschnitt 2.7.2 beschrieben, wurden die isolierten DNA-Proben auf ihre
Amplifizierbarkeit hin Uberprift. Im Vergleich von drei Primerpaaren zeigte sich
eine durchweg gute Amplifizierbarkeit aller funf DNA-Proben mit den drei verwen-
deten Primerpaaren. Die deutlichsten Banden ohne Verunreinigung zeigte IFNG
(Abb. 3.5). Diese Primer wurden anschliel3end zur Kontrolle der Amplifizierbarkeit
aller 152 isolierten DNA-Proben verwendet. Als Beispiel flr das Testergebnis zeigt
Abb. 3.6 das UV-Bild von 48 uberpruften DNA-Proben aus der Kontrollgruppe.

IGF2 STAT2

-

DNA1 DNA2 DNA3 DNA4 DNAS NTC DNA1 DNA2 DNA3 DNA4 DNA 5 NTC

Abb. 3.5 Gelelektrophorese zur Ermittlung des besten Primers
fir die Qualitatskontrolle der isolierten DNA-Proben

- S e e DD e e G S ..

Abb. 3.6 Qualitatskontrolle der isolierten DNA-Proben mit IFNG Primern
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3.3 Ergebnisse der Reaktionsvolumenbestimmung

Fir die Etablierung des TagMan Genotyping Assays musste im Vorfeld ein geeig-
netes Reaktionsvolumen bestimmt werden. Dieses Volumen sollte dem Anspruch
eines optimalen Reaktionsverhaltnisses aller Reagenzien bei gleichzeitig niedri-
gem Verbrauch derselben gerecht werden. Dazu wurden vier Reaktionsvolumina
von jeweils 10 pl, 15 pl, 20 pl und 25 pl getestet (Abschn. 2.7.3).

Im Reaktionsansatz mit 10 yl Volumen wichen die Kurvenverlaufe um fast zwei
Zyklen (Differenz der ct-Werte: 1,93) voneinander ab, sodass dieses Volumen fir
die weiteren Experimente als zu gering eingestuft wurde. Bei einem Reaktionsvo-
lumen von 25 yl war die Streubreite der Werte ebenfalls groRer als 1 (Differenz
der ct-Werte: 1,32).

In den Reaktionsansatzen mit 20 uyl und 15 pl lagen die ct-Werte der beiden
getesteten DNA-Proben am dichtesten beieinander (Tab. 3.2). Um Reagenzien
einzusparen, wurde deshalb im weiteren Verlauf mit einem Reaktionsvolumen von

15 yl gearbeitet.

Tab. 3.2 ct-Werte der Reaktionsvolumenbestimmung

DNA-Probe ct-Wert (threshold: 202) | Differenz der ct-Werte
DNA 1 (25 pl 26,23

(25 ul) 132
DNA 2 (25 ul) 27,55
DNA 1 (20 pl 26,81

(20 ul) 0.35
DNA 2 (20 ul) 27,16
DNA 1 (15 pl 27,92

(15 ul) 0.56
DNA 2 (15 ul) 27,36
DNA 1 (10 pl 30,64

(10 i) 103
DNA 2 (10 ul) 28,71
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3.4 Ergebnisse der SNP-Analyse der Allelvariante rs2276886 im Gen
cXcL9

In einer Assoziationsstudie stellten Zhang et al. einen Zusammenhang des SNP
rs2276886 mit allergischer Rhinitis bei Kindern fest (Zhang J et al. (2005)). Auf-
grund der verwandten Pathomechanismen allergischer und autoimmunologischer
Erkrankungen schien eine Assoziation des SNP rs2276886 mit CED ebenfalls
moglich.

Fir die Gruppe der Kinder mit CED im allgemeinen und fur die Kinder mit M.
Crohn im speziellen zeigte sich in der eigenen SNP-Analyse ein statistisch hoch
signifikanter Unterschied in der Allelverteilung im Sinne eines haufigeren Vor-
kommens des Minorallels A in der gesunden Kontrollgruppe (p = 0,048 bzw.
p =0,015; Tab. 3.3). Ebenfalls wies die Verteilung der Genotypen unter den
Kindern mit M. Crohn (p = 0,014) im Vergleich zur Kontrollgruppe eine statistische
Signifikanz auf (Tab. 3.4). Bei der nach Geschlechtern getrennten Analyse der
Allelfrequenzen und Genotypen war kein Unterschied erkennbar (Tab. 3.5, Tab.
3.6) Die statistische Auswertung der Kinder mit M. Crohn im Verhaltnis zur Kon-
trollgruppe bezuglich spezifischer Krankheitsphanotypen zeigte keine signifikanten
Unterschiede der Allelvariante rs2276886 (Tab. 3.7).

Tab. 3.3 Allelverteilung des SNP rs2276886 im Gen CXCL9 bei CED, MC, CU und CI

Gruppe Allel Patienten | Kontrollen OR 95 % Ki p-Wert
G 176 (77,2 %) | 165 (68,8 %)

CED 0,650 0,430 — 0,982 0,048
A 52 (22,8 %) | 75 (31,3 %)
G 125 (80,1 %) | 165 (68,8 %)

MC 0,546 0,338 — 0,881 0,015
A 31 (19,9 %) | 75 (31,3 %)
G 46 (71,9 %) | 165 (68,8 %)

Ccu 0,861 0,468 — 1,584 0,651
A 18 (28,1 %) | 75 (31,3 %)
G 5(62,5 %) | 165 (68,8 %)

Cl 1,320 0,307 — 5,668 0,486 *
A 3(37,5%) | 75(31,3 %)

* einseitiger (one-tailed) p-Wert
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Tab. 3.4 Genotypenverteilung des SNP rs2276886 im Gen CXCL9 bei CED, MC, CU

und ClI

Gruppe Genotyp | Patienten | Kontrollen OR 95 % K p-Wert
GG 69 (60,5 %) | 55 (45,8 %) | 1,000

CED GA 38 (33,3 %) | 55 (45,8 %) 0,551 0,320-0,949 | 0,080
AA 7(6,1%) | 10(8,3 %) 0,558 | 0,199 — 1,561
GG 52 (66,7 %) | 55 (45,8 %) | 1,000

MC GA 21 (26,9 %) | 55 (45,8 %) 0,404 | 0,215-0,758 0,014
AA 5(6,4%) | 10(8,3 %) 0,529 | 0,169 — 1,651
GG 16 (50,0 %) | 55 (45,8 %) | 1,000

Ccu GA 14 (43,8 %) | 55 (45,8 %) 0,875 | 0,390 — 1,965 0,954
AA 2(6,3%) | 10(8,3 %) 0,688 | 0,137 —3,464
GG 1(25,0 %) | 55(45,8%) | 1,000

Cl GA 3 (75,0 %) | 55 (45,8 %) 3,000 [0,303-29,740| 0,729
AA 0(0,0%) | 10(8,3 %) 0,000 | 0,000 - NaN *

* not a number (keine Zahl)

Tab. 3.5 Allelverteilung des SNP rs2276886 im Gen CXCL9 bei Madchen und Jungen

Gruppe Allel Madchen Jungen OR 95 % Ki p-Wert
G 62 (72,1 %) | 114 (80,3 %)

CED 1,576 0,842 — 2,950 0,192
A 24 (27,9 %) | 28 (19,7 %)

Tab. 3.6 Genotypenverteilung des SNP rs2276886 im Gen CXCL9 bei Madchen und

Jungen

Gruppe Genotyp | Madchen Jungen OR 95 % Ki p-Wert
GG 24 (55,8 %) | 45 (63,4 %) 1,000

CED GA 14 (32,6 %) | 24 (33,8 %) 1,094 0,480 — 2,495 0,184
AA 5(11,6 %) 2(2,8 %) 4,688 0,845 — 25,996
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Tab. 3.7 Subgruppenanalyse des SNP rs2276886 verschiedener Phanotypen bei
Kindern mit M. Crohn

Phanotypen Allelvariabilitat (p-Wert) | Genotypenvariabilitat (p-Wert)
lleumbefall 0,500 0,400
Kolonbefall 0,461 0,569
Anusbefall 1,000 1,000
Fistelbildung 0,216 0,237
Stenose 0,314 0,347
Operation 0,629 0,804
extraintestinale Symptome 1,000 0,654
familiare Haufung von MC 0,649 0,115

3.5 Ergebnisse der SNP-Analyse der Allelvariante rs3814055 im Gen NR1I2

Eine Assoziation des SNP rs3814055 mit CED wurde in der Studie von MM Dring
et al. postuliert (Dring MM et al. (2006)). Beim Vergleich der Allelfrequenzen und
Genotypen des SNP rs3814055 zwischen 114 erkrankten Kindern und 120 Kon-
trollen in der Untersuchungsgruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(Tab. 3.8, Tab. 3.9). Auch zwischen Madchen und Jungen innerhalb der Patien-
tengruppe lieRen sich keine statistisch signifikante Assozation zum SNP
rs3814055 feststellen (Tab. 3.10, Tab. 3.11). Bei den Kindern mit M. Crohn zeigte
sich ebenfalls keine signifikante Assoziation des SNP rs3814055 mit bestimmten
Phanotypen der Erkrankung (Tab. 3.12).
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Tab. 3.8 Allelverteilung des SNP rs3814055 im Gen NR1/2 bei CED, MC, CU und ClI

Gruppe Allel Patienten | Kontrollen OR 95 % KI p-Wert
C 141 (61,8 %) | 143 (59,6 %)

CED 0,910 0,628 — 1,319 0,637
T 87 (38,2 %) | 97 (40,4 %)
C 94 (60,3 %) | 143 (59,6 %)

MC 0,972 0,644 — 1,467 0,917
T 62 (39,7 %) | 97 (40,4 %)
C 42 (67,7 %) | 143 (59,6 %)

Cu 0,702 0,389 — 1,269 0,247
T 20 (32,3 %) | 97 (40,4 %)
C 5(82,5 %) | 143 (59,6 %)

Cl 0,885 0,207 — 3,788 1,000
T 3(37,5%) | 97 (40,4 %)

Tab. 3.9 Genotypenverteilung des SNP rs3814055 im Gen NR1I2 bei CED, MC, CU

und ClI

Gruppe Genotyp | Patienten | Kontrollen OR 95 % Ki p-Wert
cc 43 (37,7 %) | 36(30,0%) | 1,000

CED CT 55 (48,2 %) | 71 (59,2 %) 0,649 | 0,368 1,142 0,245
TT 16 (14,0 %) | 13(10,8 %) | 1,030 | 0,438 — 2,424
cc 28 (35,9 %) | 36 (30,0%) | 1,000

MC CT 38 (48,7 %) | 71 (59,2 %) 0,688 | 0,366 — 1,294 0,322
TT 12 (15,4 %) | 13(10,8%) | 1,187 | 0,470 —2,999
cc 13 (41,9 %) | 36 (30,0 %) | 1,000

cu CT 16 (51,6 %) | 71 (59,2 %) 0,624 | 0,271 -1,438 0,497
TT 2(6,5%) | 13(10,8%) | 0,426 | 0,085 -2,149
cc 2 (50,0 %) | 36 (30,0%) | 1,000

Cl CT 1(25,0 %) | 71 (59,2 %) 0,254 | 0,022 — 2,891 0,223
TT 1(25,0%) | 13(10,8%) | 1,385 |0,116 — 16,582
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Tab. 3.10 Allelverteilung des SNP rs3814055 im Gen NR17/2 bei Madchen und

Jungen

Gruppe Allel Madchen Jungen OR 95 % Ki p-Wert
C 51 (59,3 %) | 90 (63,4 %)

CED 1,188 0,686 — 2,057 0,575
T 35 (40,7 %) | 52 (36,6 %)

Tab. 3.11 Genotypenverteilung des SNP rs3814055 im Gen NR1I/2 bei Madchen und

Jungen

Gruppe Genotyp | Madchen Jungen OR 95 % Ki p-Wert
cC 15 (34,9 %) | 28 (39,4 %) 1,000

CED CT 21 (48,8 %) | 34 (47,9 %) 1,153 | 0,503 — 2,645 0,805
T 7(16,3%) | 9(12,7 %) 1,452 0,451 -4,678

Tab. 3.12 Subgruppenanalyse des SNP rs3814055 verschiedener Phanotypen bei

Kindern mit M. Crohn

Phanotypen Allelvariabilitat (p-Wert) | Genotypenvariabilitat (p-Wert)
lleumbefall 0,360 0,615
Kolonbefall 0,849 0,937
Anusbefall 1,000 0,877
Fistelbildung 0,547 0,746
Stenose 0,146 0,311
Operation 0,246 0,414
extraintestinale Symptome 0,161 0,380
familiare Haufung von MC 0,712 0,186
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Kandidatengene und NOS2A als Positivkontrolle der
Expressionsmessungen

Mit dem in dieser Arbeit verwendeten Genexpressionsarray wurden 88 Gene im
Kolongewebe erkrankter Kinder und gesunder Kontrollen untersucht. Dabei
wurden sieben Gene ermittelt, die im Vergleich zu gesundem Kontrollgewebe
uberexprimiert waren (Tab. 3.1). Die sechs Gene FOXAZ2 ((Zheng W et al. (2006)),
IL1A (Brynskov J et al. (1991); Ludwiczek O et al. (2004)), JAK3 (Mitsuyama K et
al. (2001); Murata Y et al. (2002)), NOS2A (Gupta SK (1998); Kolios G et al.
(2004); Oliver et al. (2006); Martin MC et al. (2007)), STAT1 (Mitsuyama K et al.
(2001); Schreiber S et al. (2002)) und TNF (Tremelling M et al. (2006); Ferguson
LR et al. (2008); Matsuda R et al. (2008)) waren bereits im Zusammenhang mit
CED bei Erwachsenen oder in entsprechenden tierexperimentellen Studien unter-
sucht worden. Die Expression von CXCL9 hingegen wurde bisher weder bei
Patienten mit C. ulcerosa noch mit M. Crohn untersucht, und auch Assoziations-
studien zwischen SNPs in CXCL9 und CED wurden noch nicht durchgefuhrt. Da
gezeigt werden konnte, dass die Variante rs2276886 von CXCL9 mit allergischer
Rhinitis bei Kindern assoziiert ist und atopischen Erkrankungen, ahnlich wie dem
M. Crohn oder der C. ulcerosa, autoimmunologische Fehlregulationen zugrunde
liegen, wurde dieser SNP im eigenen Kollektiv evaluiert, zumal CXCL9 im Kolon-

gewebe der Patientengruppe Uberexprimiert war (Zhang J et al. (2005)).

Nitric oxide synthase 2A (NOS2A) wurde in allen Expressionsanalysen als Positiv-
kontrolle mitbestimmt, da es in den Kolonproben der Untersuchungsgruppe stark
Uberexprimiert war (Abb. 3.3), was mit aktuellen Literaturdaten Ubereinstimmt
(Gupta SK (1998); Kolios G et al. (2004)). Von der Nitric oxide synthase (NOS)
sind die drei Isoformen neuronal NOS (nNOS, NOS1), inducible NOS (iNOS,
NOS2) und endothelial NOS (eNOS, NOS3) bekannt, welche das freie Radikal
Stickstoffmonoxid (NO) produzieren (Andrew PJ & Mayer B (1999)).

Stickstoffmonoxid hemmt die Adhasion und Aggregation von Leukozyten und
Thrombozyten, dampft die Mastzellaktivitdt und verbessert die mukosale Perfu-
sion. Hierdurch wird der oxidativen Stress reduziert und die intestinale Entzin-

dungsreaktion gehemmt (Kolios G et al. (2004)). Eine vermehrte Produktion von
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NO im Kolongewebe bzw. die Uberexpression von NOS2A in der Kolonschleim-
haut der untersuchten CED-Patienten kann demnach als antiinflammatorische

Reaktion interpretiert werden.

Im Sinne einer Replikationsstudie wurde in der vorliegenden Arbeit weiterhin ein
SNP im Gen NR1/2 untersucht, das eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung
der mukosalen Integritat, bei der Detoxifikation und bei der Biotransformation
korperfremder Substanzen spielt. Kiurzlich wurde eine Assoziation der Variante
rs3814055 von NR1/2 mit CED bei Erwachsenen beschrieben (Dring MM et al.
(2006)). Zusatzlich wurde die Genexpression von NR1/2 im Kolongewebe der

eigenen Patienten bestimmt.

4.2 Die Bedeutung von CXCL9 in der Pathogenese chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen

4.2.1 Interaktion von Chemokinen und T-Zellen bei chronischen Entziin-
dungsprozessen

Chemokine bilden eine Gruppe von Uber 40 Proteinen, die den Zytokinen zuge-
ordnet werden. Je nach strukturellem Aufbau und der Anordnung der Cysteinmo-
lekdle in der Nahe des N-Terminus werden Chemokine in die vier Hauptgruppen
CXC, CC, C und CXs3C unterteilt (Abb. 4.1). Die Bennenung eines Chemokins
entspricht dem Namen der Hauptgruppe, der das Chemokin angehdrt, und wird
mit dem Buchstaben L (fur Ligand) und einer Nummer versehen. Auch die Che-
mokinrezeptoren werden entsprechend der Hauptgruppe benannt und durch den
Buchstaben R (fir Rezeptor) und eine Nummer gekennzeichnet (Zlotnik A &
Yoshie O (2000)).

CXC - Chemokin CC - Chemokin
C m=—COOH i — COOH
[
NH, % CXC NH S CC
D ')
C C
C - Chemokin CX.C - Chemokin

C w— COOH C
( 1 i
N, - ”"E'ICX“C }
C

1 = Bindungsregion fiir Chemokin-Rezeptor ~ “?%H

Abb. 4.1 Chemokin-Familien nach Townson DH & Liptak AR (2003)
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Wie Abb. 4.2 verdeutlicht, haben Chemokine sehr unterschiedliche Funktionen.
Sie spielen u. a. eine wichtige Rolle in der Entwicklung lymphatischer Organe, bei
der Differenzierung von T- und B-Lymphozyten, bei immunologischen und pro-
inflammatorischen Prozessen, bei der Wundheilung und bei der Angiogenese und
Angiostase (Rossi D & Zlotnik A (2000)).

Steuerung des Lymphozyten-
Immunsystems Differenzierung

Chemotaxis '\ \ / / Entziindung

Wundheilung / / \ * Hombostase

<

Angiogenese Entwicklung
Angiostase lymphatischer Organe

Abb. 4.2 Funktionen der Chemokine modifiziert nach Rossi D & Zlotnik A (2000)

Ihre Funktion vermitteln Chemokine Uber Rezeptoren mit sieben Transmembran-
segmenten, die als 7-Transmembranrezeptoren (7TMR) bezeichnet werden und
an G-Proteine gekoppelt sind (Murdoch C & Finn A (2000)). Zielzellen der Chemo-
kine sind hamatopoetische Zellen, Makrophagen, Monozyten, dendritische Zellen,
neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten, B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten, natlrliche Killerzellen, Tumor-infiltrierende Lymphozyten und
Epithelzellen (Townson DH & Liptak AR (2003)).

Antigenprasentierende Zellen wie Makrophagen und dendritische Zellen triggern
im Rahmen proinflammatorischer Reaktionen durch Freisetzung von Zytokinen die
Aktivierung und Differenzierung von T-Lymphozyten. In der Folge kommt es zu
einem Ubergewicht autoreaktiver T-Lymphozyten und zu einer Dysbalance zwi-
schen antigenprasentierenden Zellen, regulatorischen T-Zellen und den verschie-
denen Subtypen der T-Lymphozyten (Th1, Th2 und Th17) und den von diesen
freigesetzten Zytokinen (Sanchez-Munoz F et al. (2008)).

Der M. Crohn und die C. ulcerosa sind durch eine massive Leukozyteninfiltration

der intestinalen Mukosa gekennzeichnet. Epithelzellen exprimieren eine Reihe von
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CXC und CC Chemokine, welche Leukozyten zur Migration in das entzliindete
Gewebe anregen (Papadakis KA & Targan SR (2000)). Insbesondere Chemokine
der Gruppe CXC und CC attrahieren neutrophile Granulozyten und Monozyten in
entzundlich verandertes Gewebe (Viola A & Luster AD (2008)). Tierexperimentelle
Studien an Mausen konnten zeigen, dass CXCL9, welches in der eigenen Studie
Uberexprimiert war, einen Einfluss auf Entziindungsreaktionen und auf die Induk-
tionsphase chronisch entzundlicher Darmerkrankungen hat (Scheerens H et al.
(2001)). Die Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11 sind Liganden der Rezep-
toren CXCR3 und CCR3. Wahrend der Rezeptor CCR3 vorwiegend auf Zell-
membranen von Th2-Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten lokalisert ist,
wird der Rezeptor CXCR3 auf der Oberflache von Th1-Lymphozyten exprimiert.
Durch Bindung von CXCL9 an CXCR3 kommt es zu einer Aktivierung von Th1-
Lymphozyten, und durch eine Bindung an CCR3 von Th2-Lymphozyten werden
diese in ihrer Funktion gehemmt (Abb. 4.3). Auf diese Weise hat CXCL9 antago-
nistische Eigenschaften und tragt durch die gleichzeitige Aktivierung von Th1-
Lymphozyten und die Suppression von Th2-Lymphozyten zu einer Dysbalance
zwischen den verschiedenen Subtypen der T-Lymphozyten bei (Loetscher P et al.
(2001)).

Th1
Lymphozyt

CXCR3

IBHAIY

Th2

CeRs Lymphozyt

ED>
11—
g

Abb. 4.3 Aktivitatsdnderung von T-Lymphozyten bei Bindung von CXCL9

Sowohl in tierexperimentellen Studien mit Mausen als auch in Untersuchungen an
humanem Kolongewebe konnte gezeigt werden, dass Th1-Lymphozyten einen
wesentlichen Anteil an der Induktion eines M. Crohn haben und zur intestinalen
Epithelschadigung und Entziindungsreaktion beitragen (Elson CO et al. (1996);
Parronchi P et al. (1997)).
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Wenngleich eine alleinige Dominanz von Th1-Lymphozyten beim M. Crohn bzw.
von Th2-Lymphozyten bei der C. ulcerosa mittlerweile umstritten ist, scheint eine
Stoérung des Zytokingleichgewichts und eine Dysregulation von T-Lymphozyten ein

wesentlicher Faktor in der Pathogenese von CED zu sein (Alex P et al. (2008)).

4.2.2 Bewertung der Genexpression von CXCL9 im Kolongewebe von
Kindern mit CED

In der vorliegenden Genexpressionsanalyse war das Gen des Chemokine (C-X-C
motif) ligand 9, welches auf dem langen Arm des Chromosoms 4 (4g21) lokalisiert
ist, bei allen Kindern mit C. ulcerosa und bei drei der funf Kinder mit M. Crohn
Uberexprimiert (Abb. 3.2) (OMIM (2008)). Da es bislang keine Daten hinsichtlich
der Expression von CXCL9 im Kolongewebe von CED-Patienten gibt, lassen sich
die selbst gewonnenen Messergebnisse lediglich mit serologischen Untersuchun-
gen, Zellstudien mit Leukozyten und tierexperimentellen Untersuchungen verglei-

chen.

Serologische Untersuchungen von CXCL9, CXCL10 und CXCL11 bei Patienten
mit M. Crohn zeigten eine signifikante Erhdhung dieser Chemokine im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (Singh UP (2007)). Dajotoy et al. konnten in vitro eine
erhohte Expression und Produktion von CXCL9 durch humane eosinophile Granu-
lozyten von gesunden Individuen nach Stimulation mit dem Entzindungsmediator
Interferon-y (IFNG) nachweisen (Dajotoy T et al. (2004)). Zudem war der korres-
pondierende Chemokinrezeptor CXCR3 im Kolon von Patienten mit M. Crohn

stark Uberexprimiert (Annunziato F et al. (1999)).

Im Einklang mit diesen Ergebnissen konnte in tierexperimentellen Studien festge-
stellt werden, dass die intestinale Expression von CXCL9 nur gering erhoht war,
wenn bei genetisch veranderten Mausen (INFG™) die Produktion des Entziin-
dungsmediators INFG blockiert war. Beim Wildtyp kénnte die durch INFG induzier-
te Produktion von CXCL9 eine Akkumulation von CXCR3 tragenden T-
Lymphozyten zur Folge haben, wie sie haufig im Rahmen einer experimentellen
Kolitis beobachtet werden kann (Ito R et al. (2006)). Dementsprechend wurde bei

immundefizienten Mausen mit experimentell induzierter Kolitis eine erhdhte Ex-
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pression der mRNA von CXCR3 und CXCL9 beobachtet (Kristensen NN et al.
(2006)).

Indem CXCL9 die Chemotaxis INFG-produzierender CD4" T-Lymphozyten in die
Kolonmukosa fordert und INFG im Sinne eines positiven Feedback-Mechanismus
die Expression von CXCL9 steigert, konnte bei CED eine massive Verstarkung der
intestinalen Immunreaktion durch Th1-Lymphozyten die Folge sein (Dwinell MB et
al. (2001)).

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass eine Uberexpression von CXCL9 als
proinflammatorisches Chemokin chronische Entziindungsreaktionen triggern kann.
Die Uberexpression von CXCL9 im Kolongewebe der Patienten unterstiitzt diese
Hypothese, da sich bei der Mehrzahl der Kolonproben eine erhdhte Expression

dieses Gens nachweisen liel}.

4.2.3 Bewertung der Allelvariante rs2276886 im Gen CXCL9

Die kodierende Gensequenz fur CXCL9 liegt in einem DNA-Abschnitt, auf dem
vorwiegend fur T-Lymphozyten spezifische Chemokine lokalisiert sind (Zlotnik A &
Yoshie O (2000)). Th1-Lymphozyten sind ein wesentlicher Bestandteil der Patho-
genese autoimmunologischer Erkrankungen und neueren Erkenntnissen zufolge
auch von allergischen Entzindungsreaktionen (Valenta R et al. (2009)). Kirzlich
wurde bei Kindern mit allergischer Rhinitis eine Assoziation der Allelvariante
rs2276886 in CXCL9 beschrieben (Zhang J et al. (2005)). Neben chronischer
Arthritis tritt allergisches Asthma als haufigste Zweiterkrankung chronisch entzind-
licher Darmerkrankungen auf (Bernstein CN et al. (2005)). Parallelen in der Atiolo-
gie von Autoimmunerkrankungen und atopischen Erkrankungen werden seit
langem vermutet, und Fall-Kontroll-Studien haben ein signifikant haufigeres
gemeinsames Auftreten von atopischen Erkrankungen und CED gezeigt (Simpson
CR et al. (2002); Bernstein CN et al. (2005)). Weiterhin weisen atopische und
autoimmunologische Erkrankungen Assoziationen zu Polymorphismen (z. B.
rs1077861) in CARD15 auf, die mdglicherweise ursachlich flr eine Dysregulation
der Immunabwehr sind (Weidinger S et al. (2005)).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen bei Tragern des Minorallels A von rs2276886
im Vergleich zum Wildtyp ein geringeres Erkrankungsrisiko fur M. Crohn (Abschn.
3.4). Man koénnte daher vermuten, dass Trager dieses SNP eine veranderte
Proteinaktivitat oder Storungen der Interaktion zwischen dem Chemokin CXCL9
und dem Rezeptor CXCR3 aufweisen. Somit konnte die Aktivierung immunregula-
torischer Chemokine und T-Lymphozyten verhindert und eine abgeschwachte

Entzindungsreaktion die Folge sein.

Bei getrennter Betrachtung von M. Crohn und C. ulcerosa kam der risikosenkende
Einfluss nur beim M. Crohn zum Tragen (Tab. 3.3, Tab. 3.4). Da es sich hierbei
um die grolite Patientengruppe handelte, ist nicht auszuschlieRen, dass grolere
Patientenzahlen auch bei C. ulcerosa zu einem statistisch signifikanten Ergebnis
gefuhrt hatten. Moglicherweise spielen die Veranderungen aber auch nur beim M.
Crohn eine Rolle, weil Th1-Lymphozyten bei dieser Erkankung einen grof3eren

Einfluss auf die Pathogenese haben als bei der C. ulcerosa (Abschn. 4.2.1).

Es konnte keine Assoziation der Allelvariante rs2276886 mit bestimmten Phanoty-
pen von M. Crohn festgestellt werden (Tab. 3.7). Aus diesem Grund lasst sich eine
Storung der Entzindungskaskade zu einem sehr frUhen Zeitpunkt vermuten.
Dementsprechend waren die Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf im allge-
meinen zwar verandert, aber es lie3e sich kein spezieller Krankheitsphanotyp aus
dem SNP rs2276886 in CXCL9 vorhersagen.

4.3 Die Bedeutung von NR1I2 in der Pathogenese chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen

4.3.1 Die Rolle von NR1I2 bei Detoxifikationsprozessen des menschlichen
Immunsystems

Das Gen NR1/2 auf Chromosom 3q13 kodiert den Nuclear pregnane X receptor
(PXR) (OMIM (2008)). Der PXR gehort als Steroidhormonrezeptor zur Familie der
Kernrezeptoren (nuclear receptor). Alle Rezeptoren dieser Gruppe besitzen eine
DNA-Bindungsdomane (DBD) mit zwei Zinkfinger-Domanen zur Bindung an
spezifische DNA-Sequenzen, eine Liganden-Bindungsdomane (LBD) fir Hormon-
und Proteinbindung am Carboxy-terminalen Ende und eine weitere Bindungsdo-

mane am N-terminalen Ende zur Transaktivierung der Transkription (Abb. 4.4)
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(Kumar R & Thompson EB (1999)). In diesem Bereich des Rezeptors ist auch eine

Liganden-unabhangige Aktivierungsfunktion (AF-1) lokalisiert.

Eine weitere Liganden-abhangige Aktivierungfunktion (AF-2) liegt im Bereich der
LBD am Carboxy-terminalen Ende. Die Mehrzahl der Kernrezeptoren weist min-
destens diese zwei Aktivierungsdomanen auf (Warnmark A et al. (2003)). Eine fur
die Liganden-abhangige Transaktivierung notwendige Domane innerhalb der
Aktivierungsfunktion AF-2 ist die AF-2-Aktivierungsdomane (AF-2 AD). Weitere
Bestandteile der Kernrezeptoren sind eine Hinge-Domane als Verbindung zwi-
schen DNA-Bindungsdomane und Liganden-Bindungsdomane sowie eine varia-

bel auftretende Doméane am C-terminalen Ende (Bourguet W et al. (2000)).

AF-1 AF-2
AF-2 AD
N DBD LBD c
Hinge-Doméne variable Doméne

Abb. 4.4 Aufbau eines Kernrezeptors modifiziert nach Bourguet W et al. (2000)

Zu den Liganden des PXR gehort eine Vielzahl naturlicher endogener und synthe-
tischer exogener Steroide wie Pregnenolon, Progesteron und Dexamethason
(Kliewer SA et al. (1998)). Die Funktion des Rezeptors besteht in einer Aktivierung
von Monooxygenasen der Familie Cytochrom P-450 (CYP), einer Gruppe von
Enzymen, die mafRgeblich am Stoffwechsel und an der Biotransformation und
Entgiftung unterschiedlicher Substanzen wie biogenen Aminen, Kortikosteroiden,
Prostaglandinen, Leukotrienen, Medikamenten und chemischen Noxen beteiligt
sind (Nelson DR et al. (1996)). Auch Cytochrome P-450 subfamily IlIA (CYP3A),
das in der Leber und in der Schleimhaut des Diinndarms exprimiert wird und durch
seine hohe Biotransformationskapazitat einen wesentlichen Bestandteil des First-
pass-Effekts darstellt, wird durch den PXR aktiviert (Lamba JK et al. (2002)).

Daneben reguliert der PXR als Transkriptionsfaktor auch die Genexpression von
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MDR1, Cytochrome P-450 subfamily 1B (CYP2B), Cytochrome P-450 subfamily
[IC (CYP2C) und Organic anion transporter 2 (OATP2) (Goodwin B et al. (2002)).

Damit nimmt der PXR eine Schlusselfunktion in der Aktivierungskaskade der
korpereigenen Detoxifikations- und Abwehrreaktionen ein. Steht PXR nicht als
Ligand fur die Aktivierung dieser Immunreaktionen zur Verfugung, kann es zu
einem Verlust der detoxifizierenden Eigenschaften, zur Schadigung der intestina-
len Epithelzellen und zur Darminflammation kommen (Roediger WE & Babidge W
(1997)).

4.3.2 Bewertung der Genexpression von NR1/2 im Kolongewebe von
Kindern mit CED

Obwohl als Replikation der Studie von Dring et al. im eigenen padiatrischen
Patientenkollektiv die Allelvariante rs3814055 analysiert werden sollte, wurde in
der vorliegenden Arbeit zuvor die Genexpression von NR1/2 im Kolongewebe der
Kinder mit CED untersucht (Dring MM et al. (2006)). Langmann et al. hatten
bereits im Kolongewebe von erwachsenen Patienten mit C. ulcerosa eine Herun-
terregulierung des PXR kombiniert mit einer signifikanten Unterexpression detoxi-
fizierender Enzyme nachgewiesen. Dies zeigte sich jedoch nur im Kolon und nicht
im lleum. Beim M. Crohn war dieser Unterschied im Vergleich zu gesundem
Kontrollgewebe zudem weniger ausgepragt als bei der C. ulcerosa (Langmann T
et al. (2004)).

In den gewonnenen Messergebnissen war die Expression von NR17/2 im Kolon-
gewebe von Patienten und Kontrollen nahezu gleich, bei zwei der funf Kinder mit
M. Crohn jedoch stark Uberexprimiert (Abb. 3.4). Aufgrund der kleinen Untersu-
chungsgruppe widerlegt die eigene Expressionsmessung nicht, dass der PXR eine
wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Mukosaintegritat und
bei der Detoxifikation tragt. Allerdings ware bei Patienten mit M. Crohn eine Unter-
und keine Uberexpression von NR17/2 im Kolon zu erwarten gewesen, welche

durch eine gestorte zellulare Detoxifikation zur Darminflammation fuhrt.

Eine mogliche Erklarung fir die im Vergleich zu Langmann et al. unterschiedlichen
Messergebnisse ist, dass die Darmgewebeproben der eigenen Gen-

expressionsanalyse aus entzindeten Schleimhautarealen stammten (Langmann T
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et al. (2004)). Aufgrund von unterschiedlichen molekularbiologischen und bioche-
mischen Reaktionen in inflammatorisch verandertem Gewebe lassen sich die
Messergebnisse darum nicht direkt mit Expressionsmessungen aus den gesunden
Schleimhautarealen vergleichen, die in der Studie von Langman et al. verwendet
wurden (Langmann T et al. (2004)). Weiterhin kdénnen die widersprichlichen
Messergebnisse auf grundlegend unterschiedlichen intestinalen Genexpressions-

mustern zwischen Kindern und Erwachsenen beruhen.

4.3.3 Bewertung der Allelvariante rs3814055 im Gen NR1I2

Bei dem SNP rs3814055 in NR7/2 handelt es sich um einen Basenaustausch in
der Promoterregion des Gens, der in einer SNP-Analyse unter 422 erwachsenen
CED-Patienten und 350 Kontrollpersonen aus Irland eine signifikante Assoziation
mit M. Crohn und C. ulcerosa zeigte (Zhang J et al. (2001); Dring MM et al.
(2006)).

In der eigenen SNP-Analyse konnten keine signifikanten Unterschiede des SNP
rs3814055 zwischen Kindern mit CED und Kontrollen nachgewiesen werden
(Abschn. 3.5). Auch bei getrennter Betrachtung von M. Crohn und C. ulcerosa
sowie beim Vergleich verschiedener Phanotypen fanden sich keine Unterschiede.
Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen damit sowohl mit einer schottischen Studie
von Ho et al. im Einklang, die bei erwachsenen Patienten keine Assoziation der
Allelvariante rs3814055 mit CED, C. ulcerosa oder M. Crohn nachweisen konnte,
als auch mit einer spanischen Studie unter 696 CED-Patienten und 550 Kontroll-
personen, welche ebenfalls keine Assoziation zeigte (Ho GT et al. (2006); Marti-
nez A et al. (2007)). In der spanischen Studie von Martinez et al. fand sich in einer
Subgruppe von Patienten mit C. ulcerosa und extensiver Kolitis eine Assoziation
mit der Allelvariante rs3814055. Auch die Assoziation mit dieser Subgruppe
konnte in den eigenen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden, da die Zahl
der Patienten mit Pankolitis, gemessen an der Studie von Martinez et al., zu
gering war (Martinez A et al. (2007)). Die Grinde daflr, dass in einigen Studien
eine Assoziation des SNP rs3814055 bei erwachsenen CED-Patienten festgestellt
werden konnte (Dring MM et al. (2006)) und in anderen nicht (Ho GT et al. (2006);

Martinez A et al. (2007)), liegt moglicherweise in unklaren Kriterien bei der Eintei-
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lung der untersuchten Populationen, in der genetischen Variabilitat von NR7/2 und
in statistischen Fehlern begrindet (Ho GT et al. (2006)).

Erste Hinweise auf eine Assoziation der Region 3q mit CED wurden bereits vor
mehr als zehn Jahren gefunden und in den folgenden Jahren bestatigt (Cho JH et
al. (1998); van Heel DA et al. (2003); van Heel DA et al. (2004)). Auch eine junge-
re Studie unter 904 verwandten CED-Patienten postulierte eine starke Assoziation
von Chromosom 3q mit M. Crohn (Achkar JP et al. (2006)). In aktuellen genom-
weiten Analysen wurde der Genlocus Chromosom 3q im Hinblick auf eine Asso-
ziation mit CED jedoch als weniger relevant bewertet (Rioux JD et al. (2007);
Barrett JC (2008); Cho JH (2008)). Da bislang mehr als sechzig SNPs innerhalb
des Gens NR1I/2 beschrieben wurden, lassen sich aus der alleinigen Untersu-
chung der Allelvariante rs3814055 madglicherweise keine Ruckschlisse auf patho-
logische Auswirkungen bei CED ziehen (King CR et al. (2007)). Die Uberpriifung
in einer groReren padiatrischen Patientengruppe ist jedoch erforderlich, um eine
abschlieliende Bewertung hinsichtlich der Rolle des SNP rs3814055 treffen zu

konnen.

4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die
MRNA des proinflammatorischen Chemokins CXCL9 im Kolongewebe von Kin-
dern mit C. ulcerosa und bei drei von funf Kindern mit M. Crohn Uberexprimiert war
und dass der SNP rs2276886 in CXCL9 eine protektive Rolle in der Pathogenese
des M. Crohn spielt. Weitergehende Untersuchungen werden notig sein, um diese
Daten zu bestatigen und die Bedeutung von CXCL9 in der Pathogenese chronisch
entzundlicher Darmerkrankungen zu definieren. Eine abschlieRende Bewertung
des PXR in der Pathogenese chronisch entzundlicher Darmerkrankungen im
Kindesalter scheint zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich zu sein. Aufgrund der
genetischen Variabilitdt von NR1/2 in der Gesamtbevdlkerung sind groRere Unter-

suchungsgruppen und weitere Studien erforderlich.

Es ist eine positive Entwicklung, dass die DurchfiUhrung von Genotypisierungen
einfacher und kostengunster geworden ist. Die Aussagekraft einzelner Poly-

morphismen scheint jedoch haufig begrenzt zu sein, und die Identifizierung phar-
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makogenetisch relevanter Kandidatengene der im grof3en Stil betriebenen Geno-
typisierung hinterherzuhinken (Johnson AD et al. (2005)). Da ein einzelner Poly-
morphismus noch keine Aussage Uber die Funktion des Gens macht, sind vor
allem funktionelle Untersuchungen von neuen Kandidatengenen und deren Defini-
tion in der Pathogenese von CED nétig. Bei der in dieser Arbeit zitierten Literatur
fanden sich nur wenige Studien mit einem Ergebnis, das einen direkten klinischen
Nutzen fiur die Patienten und Arzte haben kénnte. Insofern ist es nicht sinnvoll,
Assoziationsstudien mit Polymorphismen anzustrengen, ohne vorher die Relevanz

des SNP im betreffenden Gen zu Uberprufen.

So bleibt zu hoffen, dass es in Zukunft gelingen wird, Daten aus genetischen
Untersuchungen mit funktionellen Untersuchungen zu verifizieren, um die Patho-

genese der chronisch entzundlichen Darmerkrankungen besser zu verstehen.
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5 Zusammenfassung

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen haben einen multifaktoriellen Ur-
sprung. Dabei scheinen genetische Faktoren eine entscheidende Rolle zu spielen
und Einfluss auf den Krankheitsverlauf und unterschiedliche Erkrankungsmuster
zu haben. Insbesondere bei Kindern ist eine genetische Disposition in der Patho-

genese von CED anzunehmen.

Um weitere Suszeptibilitatsgene zu identifizieren, wurde die mRNA-Expression
von 88 Genen im Kolongewebe von Kindern mit CED mit gesunden Kontrollen
verglichen. Dabei zeigte sich eine deutliche Uberexpression von CXCL9 bei
Patienten mit M. Crohn und C. ulcerosa. Die Expressionsmessungen von NR1/2

zeigten nur geringe Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

FUr beide Gene wurde eine SNP-Analyse der Allelvarianten rs2276886 bzw.
rs3814055 bei 114 Kindern mit CED und 120 erwachsenen Kontrollpersonen
durchgefuhrt. Dabei wurde ein signifikant haufigeres Auftreten des SNP
rs2276886 in CXCL9 bei allen Kindern mit M. Crohn (p = 0,016) festgestellt. Der
SNP rs3814055 im Gen NR1/2 zeigte keine Assoziation mit CED im Kindesalter.

Die vorliegende Studie ist die erste Untersuchung zur Genexpression von CXCL9
und NR1/2 im Kolongewebe bei M. Crohn und C. ulcersoa im Kindesalter. Auch
die Allelvarianten rs2276886 und rs3814055 in beiden Genen wurden erstmals bei

Kindern mit CED untersucht.

Ein Zusammenhang zwischen CED im Kindesalter und der Expression von NR1/2
im Kolongewebe und dem SNP rs3814055 konnte nicht gefunden werden. Die
deutliche Uberexpression von CXCL9 und die signifikante Assoziation des SNP
rs2276886 mit M. Crohn lassen jedoch eine Rolle dieses Gens in der Pathogene-

se von CED im Kindesalter vermuten.
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