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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Morbus Crohn

Morbus Crohn gehört neben Colitis ulcerosa und der kollagenen sowie lympho-

zytären Colitis zu den chronisch entzündlichen Darmerkrankungen mit chronisch

rezidivierendem, in Schüben auftretendem Verlauf. Es handelt sich um eine Er-

krankung, die den gesamten Gastrointestinaltrakt befallen kann, mit diskontinu-

ierlich segmental auftretender granulomatöser Entzündung auch der tiefen Wand-

schichten mit häufigster Lokalisation im terminalen Ileum (Ileitis terminalis) und

proximalen Kolon [Pod02].

Epidemiologie Die Häufigkeit von M. Crohn ist in der zweiten Hälfte des 20.

Jahrhunderts vor allem in den westlichen Industrienationen deutlich angestie-

gen und hat sich in den letzten Jahren dort auf einem hohen Level stabilisiert.

So liegt die Inzidenzrate in Nordamerika derzeit bei 3,1–14,6 pro 100000 Perso-

nen, die Prävalenz bei 26–199 pro 100000 Personen [Ber99, Lof04]. In Europa

beträgt die Inzidenzrate 0,7–9,8 pro 100000 Personen und die Prävalenz 8,3–

214 pro 100000 Personen [Lof04]. Dabei ist ein West–Ost–Gefälle mit deutlich

niedrigeren Prävalenzen und Inzidenzen in Asien und Ozeanien zu beobachten,

wie zum Beispiel in Japan eine Inzidenz von 0.5 pro 100000 Personen pro Jahr

9



10 KAPITEL 1. EINLEITUNG

[Lof04]. Allerdings wurden in den letzten Jahren, möglicherweise bedingt durch

den westlichen Lebens- und Ernährungsstil, auch dort ansteigende Zahlen regi-

striert [Kar00, Yan01]. Außerdem konnte ein Nord–Süd–Gefälle sowohl innerhalb

von Nordamerika als auch in Europa in der Häufigkeit von M. Crohn mit der

höchsten Prävalenz für Europa in Großbritannien und Skandinavien festgestellt

werden [Shi96]. Bezüglich der Geschlechterverteilung sind Frauen in den meisten

Studien etwas häufiger von M. Crohn betroffen [Kar00]. Das Erkrankungsalter bei

Diagnose liegt zwischen 33 und 45 Jahren und einem zweiten schmäleren Gipfel

zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr [Lof02].

Ätiologie und Pathogenese Die Ätiologie von M. Crohn ist weitgehend un-

bekannt, allerdings scheint eine multifaktorielle Genese vorzuliegen.

Zum einen werden Umweltfaktoren wie Rauchen [Hug99, Lin88, Sil89], Appen-

dektomie [And03], persistierende Virusinfektionen oder eine Infektion mit Para-

tuberkulosebakterien [Bul03, Fio98], die zu einer veränderten mukosalen Barrie-

refunktion führen, und Trigger wie Antibiotika und Diät, die zu einer veränderten

luminalen Bakterienflora führen, diskutiert. Auch gibt es Daten einer Assoziation

von M. Crohn mit einem besseren häuslichen Hygienestandard in der Kindheit

[Gen94, Kou96] und Daten, die ein niedrigeres Risiko zur Entwicklung von M.

Crohn unter ärmeren Lebensbedingungen beschreiben [Kar00, McC01].

Zum anderen gibt es deutliche Hinweise auf eine Störung der Immunregula-

tion auf dem Boden einer genetischen Disposition. So wurde in Studien ein eth-

nisch gehäuftes Auftreten, eine Häufung innerhalb von Familien mit chronisch

entzündlichen Darmerkrankungen und eine höhere Prävalenz bei monozygoten

im Vergleich zu dizygoten Zwillingen beobachtet. Als Beispiel für ethnische Un-

terschiede sei hier eine 2–4fach höhere Inzidenz und eine 2–9fach höhere Präva-

lenz chronisch entzündlicher Darmerkrankungen bei Kaukasiern jüdischer Her-

kunft im Vergleich zu Kaukasiern nicht–jüdischer Herkunft in den USA genannt

[Bon03b, Rot89, Yan01]. In Familienstudien wurde gezeigt, dass 5–10% aller be-
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troffenen Personen eine positive Familienanamnese aufweisen [Bon03b, Bin98]

und dass ein 14–15fach erhöhtes Risiko für erstgradige Familienangehörige, an

M. Crohn zu erkranken, besteht [Bon03b, Orh91, Pee96]. In Zwillingsstudien

wurden bei monozygoten Zwillingen wesentlich höhere Konkordanzraten im Ver-

gleich zu dizygoten Zwillingen, die nicht signifikant unterschiedlich zu anderen

Geschwistern waren, beschrieben. So betragen die Konkordanzraten bei monozy-

goten Zwillingen 42–58%, während sie bei dizygoten Zwillingen nur bei 7% liegen

[Bon03b, Bin98, Tho96, Tys88].

Zur Zeit wird davon ausgegangen, dass eine genetisch bedingte Störung der

immunologischen Antwort des angeborenen Immunsystems gegenüber luminalen

Antigenen im Darm besteht, was pathophysiologisch zur Aktivierung immun-

kompetenter Zellen der Darmwand und anschließender überschießender, vor allem

Th1–Zell–vermittelter Reaktion mit Ausschüttung der spezifischen Entzündungs-

mediatoren Tumor–Nekrose–Faktor α (TNFα) und Interferon γ (IFNγ) führt.

Dadurch kommt es zur Aktivierung von Makrophagen mit verstärkter Produk-

tion weiterer proinflmmatorischer Zytokine (Interleukine: IL1β, IL2, IL6, IL8,

IL12). Das schließlich bedingt eine chronisch transmurale Entzündung der Darm-

wand mit Ausbildung lokaler Gewebsschädigungen wie Erosionen, Nekrosen und

Ulzerationen.

Diese Beobachtungen indizieren, dass genetische und Umgebungseinflüsse star-

ke unabhängige, aber synergistische Variablen bei der Entstehung von M. Crohn

sind, die die Interaktion von genetischer Empfindlichkeit, Umwelttriggern und

die konstante antigene Stimulation von luminalen Darmbakterien erfordert (Abb.

1.1).

Klinik Das Leitsymptom bei M. Crohn sind flüssige bis wässrige Diarrhöen,

die häufig von krampfartigen Abdominalschmerzen, besonders im rechten Unter-

bauch (
”
Pseudoappendizitis“), begleitet werden. Blut– oder Schleimbeimengun-

gen kommen im Gegensatz zu Colitis ulcerosa selten vor. Unspezifische Sympto-
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genetische

Prädisposition

Mukosales         
Immunsystem

luminale

Antigene

CED

Abb. 1.1: Modell zur Pathogenese von chronisch entzündlichen Darmerkran-

kungen (CED): Interaktionen zwischen genetischer Prädisposition

und Umweltfaktoren wie Stimulation durch luminale bakterielle An-

tigene im Darm aktivieren das mukosale Immunsystem und bewir-

ken eine chronisch entzündliche Reaktion

me wie Übelkeit, Appetitlosigkeit, Abgeschlagenheit und Gewichtsverlust können

vorhanden sein. Die Erkrankung verläuft meist schubweise mit Fieber, Leukozy-

tose und Anämie.

Diagnostik Die Diagnostik bei Verdacht auf eine Crohn–Erkrankung bein-

haltet eine gründliche Anamnese und klinische Untersuchung. Danach kommt

vor allem eine Kolo–Ileoskopie mit Biopsien zum Einsatz. Makroskopisch zeigt

sich dabei eine transmurale Entzündung mit segmentaler Ausdehnung und fi-

brotischen Wandverdickungen mit verengtem Darmlumen sowie lineare Schleim-

hautulzerationen und eine Hyperplasie der zugehörigen Lymphknoten (70% der

Fälle). Neben den befallenen Darmabschnitten finden sich normale Darmsegmen-

te, die prästenotisch dilatiert sein können. Histologisch lassen sich ein entzünd-

liches Infiltrat aus Makrophagen und Lymphozyten sowie in 40% der Fälle epi-

theloidzellige riesenzellhaltige Granulome nachweisen. Desweiteren werden bild-

gebende Verfahren wie röntgenmorphologische Untersuchungen, vor allem das
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Sellinck-MRT (segmentaler diskontinuierlicher Befall:
”
skiplesions“, Pflasterstein-

relief, fadenförmige Stenosen) und Sonographie (Wandverdickungen, Abszesse,

Fisteln, Lymphknoten) angewendet. Zu den mikrobiologischen Untersuchungen

gehört immer eine bakteriologische Stuhldiagnostik zum Ausschluss einer infek-

tiösen Darmerkrankung und bakteriellen oder viralen Superinfektionen im akuten

Schub. Laborparameter wie BSG–Beschleunigung, Leukozytose und erniedrigtes

Albumin kennzeichnen einen akuten Schub, eine hypochrome Anämie weist auf

einen chronischen intestinalen Eisenverlust hin. Nach der Primärdiagnostik muss

eine Suche nach weiteren Manifestationsorten im gesamten Gastrointestinaltrakt

und nach extraintestinalen Manifestationen erfolgen.

Komplikationen Als intestinale Komplikation kann ein Malabsorptionssyn-

drom mit Gewichtsverlust, megaloblastärer Anämie durch Vitamin B12–Mangel

und chologener Diarrhoe durch Gallensäure–Verlustsyndrom vorkommen. Da-

neben können die entzündlichen Stenosen der Darmabschnitte zu einem Ileus

führen. Typisch ist außerdem die Ausbildung von inneren und äußeren Fisteln

(40–50%) und anorektalen Abszessen (25%). Selten — erst nach längerem Krank-

heitsverlauf — ist eine maligne Entartung (Karzinome des Dünndarms, kolorek-

tale Karzinome) zu beobachten [Sol98].

Bei extraintestinalen Manifestationen sind Ätiologie und Pathogenese ähnlich

der Grundkrankheit letztlich ungeklärt. Sie treten oft parallel zum Ausmaß und

der Aktivität der Erkrankung auf. In Tabelle 1 sind die wichtigsten systemischen

Krankheitserscheinungen aufgeführt.

Verlauf Der Krankheitsverlauf ist individuell sehr unterschiedlich. Bei 20% der

Patienten kommt es zu einem kontinuierlichen Verlauf mit ständig vorhandener

Entzündungsaktivität, bei 35% zu einem intermittierend aktiven und bei 45%

zu einem klinisch inaktiven Verlauf (5–10 Jahre nach Erstdiagnose)[Lin85a]. Bei

etwa 30% befällt der M. Crohn nur das terminale Ileum, in 50% Ileum und Kolon
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Organsystem extraintestinale Manifestation

Ernährung und Stoffwechsel Gewichtsverlust, Wachstumsretardierung

Elektrolytmangel (K+, Na+, Ca2+)

Hypoalbuminämie (enterales Eiweißverlustsyndrom)

Anämie (Eisen–, Folsäure– Vitamin B12–Mangel)

Gallensäureverlust–Syndrom

Augen Iridozyklitis, Uveitis, Episkleritis

Haut und Schleimhäute Erythema nodosum

Pyoderma gangraenosum

aphthöse Stomatitis

nahrungsbedingte Dermatosen,

z.B. Zinkmangeldermatose

Muskulatur und Skelettsystem Osteoporose, Osteopenie

Monarthritis, selten Polyarthritis

ankylosierende Spondylitis (meist HLA B27 positiv),

Sakroileitis

granulomatöse Myositis

Hepatobiliäre Erkrankungen primär sklerosierende Cholangitis (PSC)

Cholelithiasis (Gallensäure–Verlustsyndrom)

Pericholangitis

Leberzirrhose

Nieren Oxalat–Nierensteine (Gallensäure–Verlustsyndrom)

Amyloidose

Blut autoimmunhämolytische Anämie

Venenthrombose, Thromboembolie

Herz Perimyokarditis

Lunge fibrosierende Alveolitis

Tabelle 1.1: systemische Krankheitserscheinungen bei M. Crohn
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und in 20% nur das Kolon. Das Rektum ist bei Kolonbeteiligung nur in 5% der

Fälle erkrankt [Lin85b, MLP99]. Eine Ausheilung ist sehr selten. Vielmehr kommt

es bei 30% nach einem Jahr und bei 40% nach zwei Jahren zu einem klinischen

Rezidiv und nach einer Operation ohne sichtbare Läsionen bei 75% nach einem

Jahr zu einem endoskopischen Rezidiv [Adl96]. Mit der Vienna–Klassifikation

von 1998 wurde eine Einteilung in 24 Untergruppen vorgenommen, die objektive

Variablen wie Alter bei Diagnose, Lokalisation und klinischen Phänotyp berück-

sichtigt [Gas98].

Zur Beurteilung des Krankheitsverlaufes, der Krankheitsaktivität und des The-

rapieerfolges eignen sich Aktivitätsindices, die sich aus klinischen Faktoren wie

Stuhlfrequenz, Grad der abdominellen Schmerzen und Allgemeinbefinden und la-

borchemischen Parametern zusammensetzen, wie z.B. CDAI nach Best (Crohn’s

Disease Activity Index), USA oder SAI (Severity Activity Index), Europa.

Therapie Durch die medikamentöse Therapie von M. Crohn wird versucht,

über eine Verringerung der Krankheitsaktivität eine Verbesserung der klinischen

Symptomatik sowie eine Steigerung der Lebensqualität des Patienten zu errei-

chen. Nach Erreichen einer Remission hat die Behandlung das Ziel, das Auf-

treten von rezidivierenden Schüben zu verhindern. Bei schwerem Krankheitsver-

lauf (CDAI > 300) kann wird eine Ruhigstellung des Darmes durch parenterale

Ernährung erfolgen. Dazu erfolgt eine systemische Applikation von Kortikoste-

roiden (40–60mg/d Prednison) und gegebenenfalls auch der Einsatz von Anti-

biotika. Bei mittelschwerem Verlauf (CDAI < 300) empfiehlt sich ein Thera-

pieschema der Amerikanischen und Europäischen Crohn–Studie, die differenziert

nach Befall des Gastrointestinaltraktes vorgeht. Dabei kommen vor allem unspe-

zifische entzündungshemmende Substanzen wie Glukokortikoide und Aminosali-

cylate zum Einsatz. Im Allgemeinen wird die Therapie nach 3 bis 6 Monaten

beendet, wenn es zu einer Normalisierung des Aktivitätsindexes gekommen ist.

Bei Nichtansprechen und mehr als zwei kortisonspflichtigen Schüben pro Jahr



16 KAPITEL 1. EINLEITUNG

gelten Immunsuppressiva wie Azathioprin/6–Mercaptopurin als Mittel der Wahl.

Patienten mit Fistel erhalten zusätzlich Metronidazol. Bei chronischem Verlauf

ist eine langfristige Medikation mit Azathioprin oder neuerdings auch mit TNFα–

Antikörpern bei Nichtansprechen auf Steroide und Azathioprin oder therapiere-

fraktären Fisteln erforderlich. Zur Remissionserhaltung und bei chronisch aktivem

Verlauf empfiehlt sich die Gabe von Purinanaloga wie Azathioprin.

Die Indikation zur operativen Versorgung wird sehr eng gestellt, da post-

operative Rezidive in 30–50% der Fälle zu beobachten sind und die Entstehung

eines Kurzdarm–Syndroms zu vermeiden ist. Eine Operation erfolgt nur bei aku-

ten Komplikationen (Perforation, Blutung, Ileus), bei rezidivierenden Fisteln und

Abszessen. Allerdings ist dies bei etwa 55% der Patienten nach einer Krankheits-

dauer von 10 Jahren nötig [Lin85b].

1.2 Genetische Disposition

Wie schon im vorigen Abschnitt erwähnt und in zahlreichen Studien belegt, spielt

in der Ätiopathogenese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen, vor allem bei

M. Crohn, die genetische Disposition und neben diesem Hintergrund die bakteri-

elle Darmflora eine große Rolle [Orh91, Tho96, Tys88]. Das ideale
”
Crohn-Gen“

wäre damit ein Gen, das die Empfindlichkeit des mukosalen Immunsystems ge-

genüber bakteriellen Stimuli beeinflusst. Der Vererbungsmodus weist jedoch auf

eine polygen bedingte Erkrankung hin.

1.2.1 Das NOD2/CARD15–Gen

In den letzten Jahren wurden zahlreiche positionelle und funktionelle Kandida-

tengene für M. Crohn untersucht, aber erst 2001 konnten drei Arbeitsgruppen

das erste deutlich mit M. Crohn assoziierte Gen NOD2/CARD15 (Nucleotide–

binding Oligomerisation Domain 2/Caspase Activation and Recruitment Domain

15) identifizieren [Ham01, Hug01, Ogu01a]. Das NOD2/CARD15–Gen liegt in
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der perizentromerischen Region des Chromosom 16 innerhalb des IBD1 Locus

(Inflammatory Bowel Disease susceptibility Locus 1) [Hug96], was in mehreren

unabhängigen Studien [Ann99, Bra98, Cur98] und vom Internationalen IBD Con-

sortium als Susceptibilitätslocus für den M. Crohn [Cav01] bestätigt wurde. Der

IBD1 Locus stellt die Kopplungsregion mit dem höchsten LOD–Score (logarithm

of odds–score) für M. Crohn dar [Cav01, Hug96]. Der LOD-Score wird in der

Genetik als statistische Abschätzung der Wahrscheinlichkeit herangezogen, ob

zwei Loci (Genorte) auf demselben Chromosom nah beieinander liegen und so-

mit gekoppelt vererbt werden. Ein LOD-Score größer drei wird üblicherweise als

Indikator für eine Genkopplung angesehen.

Im Folgenden wird das Gen immer als CARD15 bezeichnet, das Protein als

NOD2.

Struktur und Funktion von NOD2/CARD15

Struktur NOD2 gehört zur Familie der NOD1/Apaf1 (Apoptotic protease–

activating factor 1)–Proteine [Ino01b]. Hierbei handelt es sich um intrazelluläre

Proteine, die durch drei Domänen charakterisiert sind: eine N–terminale CARD

(Caspase Activation and Recruitment Domain), eine zentral liegende NBD (Nuc-

leotide Binding Domain), und eine C–terminale regulatorische Domäne [Bet99,

Ino99]. Während Apaf1 C–terminal WD40–Wiederholungen enthält, besitzen

NOD1 und NOD2 dort eine leucinreiche Region (Abb. 1.2) [Bet99, Ino99]. Diese

Region ist für die Erkennung bakterieller Bestandteile verantwortlich [Gir02,

Ino01a]. Die NBD vermittelt die Aktivierung von nachgeschalteten Effektormo-

lekülen durch Selbstoligomerisation und induzierte Nähe und die N–terminale

CARD–Region vermittelt die Bindung an die Effektormoleküle (z.B. Procaspa-

se 9 und RICK), was zu einer Aktivierung verschiedener Signaltransduktions-

wege führt [Bet99, Ino99]. NOD2 enthält im Gegensatz zu NOD1 zwei CARD–

Domänen [Ogu01b]. Die C–terminale leucinreiche Region ähnelt der von Protei-

nen, die Pflanzen gegenüber Infektionen resistent machen [Ino99, Ino01a, Ogu01b].
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Arg702Trp Gly908Arg Leu1007insC

C2104T G2722C 3020insC

NBD LRRCARD1 CARD2

1   28         124 127      220  273                        577                  744                            1020  1044

1        2                      3                    4          5        6              7                       8          9           10                        11             12

Abb. 1.2: Intron/Exon–Struktur des CARD15–Gens und Struktur des NOD2–

Proteins: funktionelle Domänen und Mutationen. CARD — Caspase

Activating and Recruitment Domain; NBD — Nucleotide Binding

Domain; LRR — Leucin–Rich Repeats. Modifiziert nach [Hug01,

Ogu01a].

Anfangsbeobachtungen zeigten, dass NOD2 im Gegensatz zu NOD1 und Apaf1,

die ubiquitär vorhanden sind, hauptsächlich in Monozyten exprimiert wird

[Ogu01b]. Neuere Studien haben eine Basisexpression von NOD2 in Granulozy-

ten, dendritischen Zellen [Gut02] und vor allem intestinalen Epithelzellen [His03]

nachgewiesen. Es wurden erhöhte Expressionsraten an NOD2 in Epithelzellen

de Darmmukosa[Brr03, Ros03], vor allem in Panethzellen [Lal03] bei Patienten

mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen gefunden. Die Expression kann

durch proinflammatorische Zytokine und eine Stimulation mit bakteriellen Be-

standteilen via Nuclear Factor–kappaB (NF–κB)–Aktivierung induziert werden

[Gut02, Ros03].

Funktion Dem NOD2–Protein kommt eine Rolle in der Erkennung von bak-

teriellen Bestandteilen mit nachfolgender Aktivierung des NF–κB–Systems zu,

eine gewisser Zusammenhang mit der Apoptose wird vermutet, ist aber noch

nicht bewiesen.

In seiner Funktion ähnelt das NOD2–Protein den membranständigen Toll–like

Rezeptoren (TLR), die für die Erkennung bakterieller Antigene und nachfolgen-
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der inflammatorischer Antwort über NF–κB–Aktivierung von Bedeutung sind

[Tak01]. Somit gehört NOD2 zu den PRRs (Pattern Recognition Receptors) des

angeborenen Immunsystems, die die Unterscheidung zwischen mikrobiellen und

körpereigenen Molekülen vermitteln [Jan02]. Diese Rezeptoren erkennen spezifi-

sche Antigene, sogenannte PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns). Im

Gegensatz zu diesen membranständigen Rezeptoren fungiert das NOD2–Protein

als intrazellulärer Rezeptor für pathogene Bestandteile, die von Bakterien stam-

men [Bon03a, Gir02, Ino01a]. Die leucinreiche Region von NOD2 soll für die

Erkennung von Muramyldipeptid (MDP), dem kleinsten pathogenen Bestandteil

von Peptidoglykan (PGN), verantwortlich sein, allerdings ist über den Mechanis-

mus der Erkennung noch nichts bekannt[Ino03b].

Nach der Erkennung von MDP wird das NF–κB–System aktiviert, was durch

eine NOD2/CARD15–Oligomerisation und nachfolgender CARD–CARD–Inter-

aktion zwischen der NOD2–CARD–Region und RICK, einer Serin Threonin Kina-

se mit C–terminaler CARD–Region, und über IkappaB–Kinasen (IKK) vermit-

telt wird [Ino99, Ogu01b]. Die NF–κB-Aktivierung wiederum führt zu einer Ex-

pression inflammatorischer Zytokine wie z.B. TNFα, Adhäsionsmolekülen und

MHCII–Molekülen [Ino03a] (siehe Abb. 1.3).

Vor der Identifizierung von MDP als intrazellulärer Stimulus für NOD2 wurde

angenommen, dass bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) diese Funktion ausüben.

So wurde die NOD2–vermittelte Antwort auf LPS–Präparationen verschiedener

Bakterien 2001 von Ogura et al. an mit NOD2 transfizierten embryonalen Nie-

renepithelzellen (HEK293T) gezeigt [Ogu01b]. Allerdings waren dort die LPS–

Präparationen mit PGN, also auch mit dem Stimulus MDP, kontaminiert, so

dass diese Annahme der intrazellulären NOD2– Stimulation durch LPS falsch

war [Gir03]. LPS ist aber in der Lage, via Lipid A an den membranständigen

TLR4 in Verbindung mit CD14 und seinem Korezeptor MyD88 zu binden und

so eine NF–κB–Aktivierung hervorzurufen. In gleicher Weise fungiert TLR2 auch

als Rezeptor für Lipoteichonsäuren (LTA) [Jan02, Tak03a, Tak03b].
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NBD LRR

MDP

NF-κB

Transkription

Toll-like-
Rezeptoren

PAMPs

proinflammatorische Gene

via RICK

Zellmembran

Aktivierung

NOD2
MyD88

CARD 1 CARD 2

Abb. 1.3: Funktion des NOD2–Proteins als cytosolischer Rezeptor für bak-

terielle Bestandteile: ähnlich wie die Toll–like Rezeptoren an der

Zelloberfläche fungiert NOD2 als Rezeptor für Pathogen Asso-

ciated Molecular Patterns (PAMPs) im Cytosol. Die Erkennung

durch die leucinreiche Region von NOD2 führt zur Aktivierung von

NF–κB und nachfolgender Ausschüttung proinflammatorischer Zy-

tokine. Modifiziert nach [Ino02].

In der Apoptose spielt das NOD2–Protein vermutlich ebenfalls eine Rolle. So

wird über die CARD–Domänen eine Interaktion der Apoptose–Regulatorproteine

vermutet. Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression des NOD2–Proteins

nicht selbständig Apoptose induzieren kann, jedoch zur Erhöhung der durch Cas-

pase 9 induzierten Apoptose führt [Ino99]. Die Bedeutung dieser proapoptotischen

Aktivität ist bis jetzt noch unklar.
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1.2.2 Mutationen im CARD15–Gen

Es wurden drei Single Nucleotid Polymorphismen (SNP) im CARD15–Gen be-

schrieben, die eine Assoziation mit M. Crohn in europäischen und amerikanischen

Populationen aufweisen: eine frameshift Mutation und zwei missense Varianten

(siehe Abb. 1.2). Diese drei Hauptmutationen machen 82% der Crohn-assoziierten

Mutationen im CARD15–Gen überhaupt aus [Les02], während die restlichen 18%

auf 27 seltene Mutationen fallen. Die häufigste der drei Hauptmutationen ist die

frameshift Mutation (Leu1007fs), eine Cytosininsertion im Exon 11 am Nukleotid

3020 (3020insC) [Hug01, Ogu01a]. Die Assoziation der L1007fs–Mutation mit M.

Crohn wurde durch andere und unsere Arbeitsgruppe bestätigt [Abr02, Ahm02,

Cut02, Ham02, Les02, Mur02, Rad02, Ver02]. Die Mutation wurde in verschiede-

nen Studien zwischen 7 und 16% bei M. Crohn im Vergleich zu 0–4% bei gesunden

Kontrollen beobachtet [Tor03]. Außerdem weist sie eine Assoziation mit klinischen

Subtypen wie dem fibrostenotischen und fistulierenden Subtyp und mit einer

Ileozökalresektion [Abr02, Ahm02, Cut02, Ham02, Les02, Mur02, Rad02, Ver02]

sowie eine negative Assoziation mit dem inflammatorischen Subtyp auf [Rad02].

Die zweite mit M. Crohn assoziierte Mutation ist eine missense Variante im Exon

4 (C2104T), welches einen Aminosäure–Austausch Arg702Trp (R702W) verur-

sacht, die bei 11–13% der M. Crohn Patienten im Gegensatz zu 4–5% bei ge-

sunden Kontrollen vorkommt [Tor03]. Die dritte Mutation ist ebenfalls eine mis-

sense Variante im Exon 8 (G2722C), resultierend in dem Aminosäure–Austausch

Gly908Arg (G908R). Sie wird bei 2–6% der M. Crohn Patienten und 1–3% der

Kontrollen beobachtet [Tor03]. Dabei fällt auf, dass in asiatischen Populationen

keine der drei Mutationen sowohl bei M. Crohn Patienten als auch bei Kontroll-

kollektiven gefunden wurde. In kaukasischen Populationen haben dagegen insge-

samt 30–50% der M. Crohn Patienten eine oder mehrere dieser Mutationen im

Vergleich zu 15–20% bei gesunden Kontrollen [Les02]. Bezüglich der Hauptmuta-

tionen tragen etwa 30% der M. Crohn Patienten ein mutiertes Allel und bis 17%
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zwei mutierte Allele im CARD15–Gen [Bon03b]. Patienten mit zwei mutierten

Allelen (double–dose–Träger), d.h. Homozygote oder compound–Heterozygote,

zeigen einen im Durchschnitt zwei Jahre früheren Beginn der Erkrankung und

einen häufigeren ilealen Befall im Vergleich zum Durchschnitt aller M. Crohn

Patienten [Ahm02, Les02].

Bedeutung der Mutationen des CARD15–Gens

Durch die Mutationen des CARD15–Gens besteht ein erhöhtes Risiko an M.

Crohn zu erkranken. So haben heterozygote Träger ein 2–4fach, double–dose–

Träger (homozygote oder compound heterozygote Träger) ein 20–40fach erhöhtes

Risiko für M. Crohn [Bon03b, Hug01]. Der Mechanismus, durch welchen die be-

schriebenen genetischen Varianten des CARD15–Gens zu einer erhöhten Prädis-

position für M. Crohn führen, ist bisher unbekannt. Zu der Bedeutung der

CARD15–Mutationen wurden in letzter Zeit mehrere Studien in künstlichen

Modellen durchgeführt (siehe unten). Die untersuchten Single Nucleotid Poly-

morphismen im CARD15–Gen befinden sich in der oder in der unmittelbaren

Nachbarschaft der C–terminalen leucinreichen Domäne, die für die Erkennung

bakterieller Bestandteile verantwortlich ist (siehe Abb. 1.3).

L1007fs Die Cytosininsertion an der Position 3020 führt zu einer Leseraster–

Verschiebung und zu einem frühzeitigen Stopcodon und damit zu einem verkürz-

ten NOD2–Protein. Dieses besteht nur noch aus 1007 Aminosäuren im Ver-

gleich zu 1040 Aminosäuren beim Wildtyp–Protein. Die funktionelle Konsequenz

daraus wurde in in vitro Studien mit transfizierten embryonalen Nierenzellen

(HEK293T) untersucht und es zeigte sich zunächst, dass die NOD2–mutierten

Zellen die Fähigkeit zur NF–κB–Aktivierung nach Stimulation mit LPS und PGN

im Gegensatz zu den NOD2–Wildtyp Zellen gänzlich verlieren [Ogu01a, Bon03a].

Später stellte sich heraus, dass die LPS–Präparationen mit PGN/MDP kontami-

niert waren und diese funktionelle Konsequenz nur für MDP bzw. PGN gilt.
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R702W, G908R Die funktionelle Bedeutung der beiden missense Varianten

R702W und G908R ist bisher ebenfalls unbekannt. Allerdings wurde auch in in

vitro Studien an transfizierten Nierenzellen nachgewiesen, dass die R702W– und

G908R–mutierten Zellen eine signifikant verringerte NF–κB–Aktivierung aufwei-

sen [Bon03a] und NOD2 damit ebenfalls in seiner Funktion als Erkenner von

bakteriellen Bestandteilen defekt ist.

Diese Erkenntnisse der in vitro Studien mit verringerter bzw. fehlender

NF–κB–Aktivierung stehen allerdings im Widerspruch zur in vivo Situation bei

M. Crohn, die durch eine Überaktivierung des NF–κB–Systems in entzündeter

intestinaler Mukosa und konsekutiv durch eine vermehrte Bildung von proinflam-

matorischen Zytokinen gekennzeichnet ist [Sch98]. Mögliche Erklärungsansätze

für diese Diskrepanz sind:

� die Aktivierung des NF–κB–Systems durch NOD2 könnte auch durch an-

dere, nicht untersuchte Stimuli erfolgen [McG01];

� eine mögliche Induktion antiinflammatorischer Zytokine, wie z.B. Interleu-

kin 10, durch NOD2, welche durch eine gestörte Funktion von NOD2 bei

Mutationen ausfallen würde [Ogu01a];

� eine abnorme Adaptation des Darmlumens gegenüber Bakterien, bedingt

durch eine Hyporeaktivität des angeborenen Immunsystems [Fol03]. In die-

sem Modell wäre NOD2 Teil eines Signaltransduktionsweges, der die inte-

stinale Immunantwort gegenüber Bakterien des Darmlumens steuert. Das

mutierte CARD15–Gen würde zu einer gestörten Signalübertragung führen,

d.h. zur Unfähigkeit der Kontrolle der luminalen Bakterien, was eine erhöhte

Invasion der Bakterien in die Darmschleimhaut zur Folge hätte. Das wieder-

um führt zu einer abnormen T–Zell–Immunantwort mit chronischer Entzün-

dung und aberranter Zytokinproduktion [Ino02]. Durch die CARD15–Muta-

tionen geht also der durch die NF–κB–Aktivierung hervorgerufene Schutz

des Wirtes gegen Pathogene verloren.
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1.2.3 Muramyldipeptid

In neueren Studien vom Januar 2003 wurde Muramyldipeptid (MDP, MurNAc–

L–Ala–D–isoGln), der kleinste pathogene Bestandteil von bakteriellem Peptido-

glykan, der für biologische Effekte benötigt wird, als Stimulus für NOD2 identi-

fiziert [Ino03b].

Peptidoglykan ist ein Zellwandprodukt grampositiver und gramnegativer Bakte-

rien, welches als Induktor der TNFα– und IL1β–Produktion im Rahmen der un-

spezifischen angeborenen Immunantwort fungiert [Nau02]. MDP als dessen klein-

ster pathogener Bestandteil hat zum einen einen synergistischen Effekt mit LPS

und PGN oder Lipoteichonsäure A, der CD14–, TLR2– und TLR4–unabhängig

abläuft [Wol02], zum anderen wird MDP im Gegensatz zu LPS und PGN spezi-

fisch durch das zytoplasmatisches NOD2 und nicht durch membranständige Toll–

like Rezeptoren (TLR1, TLR2, TLR4) erkannt [Ino03b]. Auf die Erkennung durch

NOD2 folgt die Aktivierung des NF–κB–Systems [Gir03, Ino03b]. Auch hier wur-

de beobachtet, dass mit allen drei mutierte Varianten transfizierte Nierenzellen

im Gegensatz zu Wildtyp NOD2–Zellen eine verringerte Aktivierung von NF–κB

nach Stimulation mit MDP zeigen [Gir03, Ino03b]. In der Studie von Inohara

[Ino03b] wurde außerdem noch festgestellt, dass auch primäre, aus peripherem

Blut isolierte mononukleäre Zellen (PBMC) für ihre Antwort auf MDP ein funk-

tionierendes, nicht mutiertes NOD2-Protein benötigen. Im Gegensatz zu Indivi-

duen mit Wildtyp oder heterozygotem Genotyp bezüglich der L1007fs–Mutation

erfolgte bei homozygoten Trägern der L1007fs–Mutation im CARD15–Gen kei-

ne NF–κB–Aktivierung nach Stimulation der PBMCs mit MDP. Bezüglich der

Auswirkung anderer M. Crohn assoziierter Genotypen gibt es derzeit noch un-

genügend funktionellen Studien.

Neben diesen Effekten von MDP auf den NOD2–NF–κB–Signaltransduktions-

weg interessiert noch der Einfluss auf die nachfolgende Ausschüttung von pro–

und antiinflammatorischen Zytokinen. So wurde kürzlich in einer Studie demon-
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striert, dass MDP eine TNFα–Genexpression ohne signifikante TNFα–Produktion

in Mono–Mac6–Zellen induziert [Wol02]. Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass

in einer menschlichen Vollblut–Kultur die Zugabe von LPS zu MDP eine signifi-

kant erhöhte TNFα–Konzentration im Kulturmedium zur Folge hat, während die

Ausschüttung des antiinflammatorischen Zytokins IL10 nicht beeinflusst wurde

[Wan00].

1.3 Zielsetzung

Da in der Pathogenese von M. Crohn die genetische Disposition eine große Rolle

spielt, beschäftigt sich diese Arbeit mit den Auswirkungen von mit M. Crohn

assoziierten Mutationen des CARD15–Gens auf die monozytäre Funktion von

erkrankten und gesunden Probanden. Diese sollten auf Proteinebene durch Mes-

sung der Zytokinproduktion untersucht werden, während in Vorarbeiten meist

auf mRNA–Ebene gearbeitet wurde oder die Untersuchungen auf Ebene der

NF–κB–Aktiverung stoppten und der
”
downstream“-Effekt, d.h. die Zytokinpro-

duktion, nicht dargestellt wurde. Dies ist aber von außerordentlicher Wichtigkeit,

da die Auschüttung von Zytokinen auf mehreren Stufen streng kontrolliert wird

und verschiedenen negativen Feedbackmechanismen unterworfen ist. Auch die

in Vorarbeiten unterschiedlich erzielten Ergebnisse (siehe oben) bedürften einer

genaueren Untersuchung bzw. Klärung.

Die Experimente, die bisher über die funktionelle Bedeutung der CARD15–

Mutationen durchgeführt wurden, fanden meist in künstlichen Systemen statt,

in welchen Zellen mit verschiedenen Varianten des CARD15–Gens transfiziert

wurden. In diesen Modellen sind jedoch eine Überexpression der NOD2–Proteine

und andere Artefakte der Kultursysteme die Regel, was zu veränderten Ergeb-

nissen führen können. Deshalb wurde in dieser Arbeit die Monozytenfunktion an

aus Vollblut isolierten Monozyten von M. Crohn Patienten und Kontrollpersonen

mit verschiedenen CARD15–Genotypen untersucht. Dabei sollte das Verhalten
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der Monozyten von M. Crohn Patienten, welche Mutationen des CARD15–Gens

tragen, mit dem Verhalten der Monozyten von M. Crohn Patienten, die den

Wildtyp im CARD15–Gen besitzen, und von gesunden Kontrollpersonen vergli-

chen werden. Um diesen Vergleich zu verifizieren, wurde die Zytokinproduktion

im Zellkulturüberstand nach Isolierung, Kultivierung und Stimulation der Mo-

nozyten mit LPS oder MDP gemessen. Dafür eigneten sich TNFα als proinflam-

matorisches Zytokin und IL10 als antiinflammatorisches Zytokin. Da zuerst LPS

als Stimulus für NOD2 postuliert wurde, sind im ersten Teil dieser experimen-

tellen Arbeit Stimulationen der Monozyten nur mit LPS durchgeführt worden.

Da später MDP als spezifischer PAMP für NOD2 identifiziert wurde, wurden an-

schließend die Untersuchungen mit MDP als Stimulus durchgeführt. Als Vergleich

hierzu wurde weiterhin auch LPS verwendet.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

Alle untersuchten Probanden nahmen freiwillig an der Studie teil, wurden über

die Ziele und Inhalte aufgeklärt und gaben eine schriftliche Einverständniser-

klärung. Die Studie trägt die Ethiknummer 081/05. Die M.Crohn Patienten wur-

den aus einer Studienpopulation ausgewählt, die in einer Vorarbeit bezüglich der

L1007fs–Mutation im NOD2–Gen typisiert worden waren [Rad02] und danach

bezüglich der G908R– und R702W–Mutation typisiert wurden. Sie befanden sich

in ambulanter oder stationärer Betreuung im Klinikum der Universität München.

Bei allen M. Crohn Patienten war die Krankheit zum Zeitpunkt der Untersuchung

in Remission und keiner von ihnen hatte in den 6 Monaten vor der Untersuchung

eine antiTNFα-Therapie erhalten. Die Kontrollpopulation bestand aus klinisch

gesunden, nicht verwandten Mitarbeitern der Klinik, die keine der drei mit M.

Crohn assoziierten Mutationen im CARD15–Gen trugen.

27
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2.1.1 LPS-Stimulation: Teil 1

Es wurden vier verschiedene Populationen untersucht:

� eine gesunde Kontrollgruppe (CARD15–Wildtyp)

� M. Crohn Patienten ohne Vorliegen der drei mit M. Crohn assoziierten

Mutationen im CARD15–Gen (Wildtyp)

� M. Crohn Patienten mit heterozygotem Genotyp bezüglich einer der drei

Mutationen im CARD15–Gen

� M. Crohn Patienten mit homozygotem Genotyp bezüglich der L1007fs–

Mutation im CARD15–Gen

Morbus Crohn
Kontrollen

Wildtyp Heterozygot Homozygot

Genotyp wt/wt wt/wt 2xL1007fs/wt, L1007fs/L1007fs

2xR702W/wt,

1xG908R/wt

Anzahl 5 6 5 6

Altersverteilung (a) 28 - 55 34 - 67 26 - 44 28 - 76

Altersdurchschnitt (a) 35,8 44,0 34,2 45,3

Geschlecht (♂/ ♀) 2 / 3 1 / 5 1 / 4 2 / 4

Tabelle 2.1: Daten der Studienpopulationen: Teil 1
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2.1.2 MDP– und LPS–Stimulation: Teil 2

Es wurden fünf verschiedenen Populationen untersucht:

� eine gesunde Kontrollgruppe (CARD15–Wildtyp)

� M. Crohn Patienten ohne Vorliegen der drei mit M. Crohn assoziierten

Mutationen im CARD15–Gen (Wildtyp)

� M. Crohn Patienten mit heterozygotem Genotyp in einer der drei assoziier-

ten Mutationen im CARD15–Gen

� M. Crohn Patienten mit mit zwei mutierten CARD15–Allelen (Double-

Dose-Mutanten), unterteilt in:

– M. Crohn Patienten mit zwei mutierten CARD15–Allelen, außer L1007fs–

Homozygote (compound Heterozygot)

– M. Crohn Patienten mit homozygotem Genotyp bezüglich der L1007fs–

Mutation im CARD15–Gen

Morbus Crohn
Kontrollen

Wildtyp Heterozygot Homozygot compound

Heterozygot

Genotyp wt/wt wt/wt 2xL1007fs/wt, L1007fs/ L1007fs/G908R,

1xR702W/wt, L1007fs L1007fs/R702W

1xG908R/wt

Anzahl 4 4 4 6 2

Altersverteilung (a) 28 - 55 22 - 68 26 - 44 19 - 76 30 - 40

Altersdurchschnitt (a) 37,5 41,7 35,0 44,3 35,0

Geschlecht (♂/ ♀) 1 / 3 2 / 2 1 / 3 4 / 2 1 / 1

Tabelle 2.2: Daten der Studienpopulationen: Teil 2
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2.2 Material

2.2.1 Chemikalien und Lösungsmittel für die Zellisolation

Bezeichnung Quelle

Aqua dest Braun, Melsungen, Deutschland

autologes humanes Serum 10% SIGMA, Steinheim, Deutschland

BSA (Albumin, bovine SIGMA, Steinheim, Deutschland

fraction V solution 30%)

EDTA Titriplex®III MERCK, Darmstadt, Deutschland

Erythrozytenlysepuffer Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU München, D

FCS (fetales Kälberserum) ATTC, Manassas, USA

Ficoll-Paque �Plus Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

PBS-Puffer Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU München, D

Percoll�(density 1,130 g/ml) Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden

Trypanblau-Lösung 0,4% SIGMA, Steinheim, Deutschland

Tabelle 2.3: Chemikalien und Lösungsmittel für die Zellisolation

2.2.2 kommerzielle Komplettsysteme

Bezeichnung Quelle

MACS monocyte isolation kit Miltenyi Biotec, Aubum, USA

TNFα ELISA BioSource Europe, Nivelles, Belgien

IL10 ELISA BioSource Europe, Nivelles, Belgien

Tabelle 2.4: kommerzielle Komplettsysteme
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2.2.3 Medien und Medienzusätze zur Kultivierung und

Stimulation

Bezeichnung Quelle

autologes humanes AB–Serum 10% SIGMA, Taufkirchen, Deutschland

HEPES–Puffer ATTC, Manassas, USA

L–Glutamin ATTC, Manassas, USA

Lipopolysaccaride (LPS) von E.coli 055:B5 SIGMA, Taufkirchen, Deutschland

Muramyl Dipeptid Bachem, Bubendorf, Schweiz

(MDP, Ac–muramyl–Ala–D–Glu–NH2 )

Paraformaldehyd (PFA) MERCK-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Penicillin 10000 U/ml Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien

RMPI–1640 Medium Vitacell ATTC, Manassas, USA

Streptomycin 10000 µg/ml Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien

Tabelle 2.5: Medien und Medienzusätze zur Kultivierung und Stimulation

2.2.4 Antikörper für die FACS-Analyse

Bezeichnung Quelle

anti-human CD3–APC BD Biosciences PharMingen, San Diego, USA

anti-human CD14–FITC BD Biosciences PharMingen, San Diego, USA

FITC mouse IgG, κ BD Biosciences PharMingen, San Diego, USA

Tabelle 2.6: Antikörper für die FACS-Analyse
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2.2.5 Geräte

Bezeichnung Quelle

Absaugpumpe Watson Marlow, Falmouth Cornwall, England

Brutschrank Function line Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Synelisa 5.0 Pharmacia & Upjohn Diagnostics, Freiburg,

Deutschland

FACScan labX, Midland, Kanada

Gefrierschrank -20◦C BOSCH, Stuttgart, Deutschland

Kühlschrank +5◦C AEG, Frankfurt, Deutschland

Laminar Air Flow HERA safe Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Lichtmikroskop Olympus, Japan

Midi MACS-Magneten Miltenyi Biotec, Aubum, USA

MACS Stand multi Miltenyi Biotec, Aubum, USA

Vortexer Scientific Industries, Bohemia, USA

horizontaler Schüttler Scientific Industries, Bohemia, USA

Zentrifuge groß (Rotixa/KS) Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge klein (Universal 30 RF) Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 2.7: Geräte
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2.2.6 Sonstiges

Bezeichnung Quelle

Heparinröhrchen 9 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland

Leucosep tubes Greiner, Frickenhausen, Deutschland

MACS Separation Columns LS Miltenyi Biotec, Aubum, USA

Multipette mit Combitips 2,5 ml eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten und Pipettensitzen eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pre Separation Filters Miltenyi Biotec, Aubum, USA

Transferpette ®30-300 µl BRAND, Wertheim, Deutschland

48–Well Platten Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Tabelle 2.8: Sonstiges

2.3 Methoden

2.3.1 Probengewinnung

Nach einer schriftlichen Einverständniserklärung wurde den Probanden zunächst

16–27 ml peripheres Blut mittels Venenpunktion in 2–3 vorgefertigten Röhrchen

mit Heparin als Antikoagulanz (je 9 ml) abgenommen. Dieser Vorgang geschah

zum einen im Rahmen von Kontrolluntersuchungen oder auf gezielte Einbestel-

lung nach einem aufklärenden Telefonat in der gastroenterologischen Ambulanz

der Chirurgischen Klinik und Poliklinik Innenstadt und der Medizinischen Klinik

II Grosshadern, zum anderen bei der Kontrollgruppe unter Mitarbeitern des La-

bors. Zwischen der Probengewinnung und der Weiterverarbeitung lagen maximal

3 Stunden.

2.3.2 Monozytenisolation

Zur Vermeidung von bakteriellen Kontaminationen wurden sämtliche Arbeits-

schritte unter einer Laminar Air Flow unter sterilen Bedingungen durchgeführt.
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1. Anreicherung mononukleärer Zellen mittels Ficoll-Zentrifugation

Die Verarbeitung des Heparinblutes der Probanden begann mit der Verdünnung

von 1:2 mit PBS–Puffer. Anschließend wurden je nach Menge des Materials meist

zwei Leucosep–Röhrchen mit horizontalem Filter pro Proband mit 20 ml Ficoll-

Paque gefüllt und bei 1000g (2800 U/min) für 30 sec zentrifugiert, um die Ficoll–

Lösung unter den Filter zu transferieren. Nun konnte etwa 25 ml des verdünn-

ten Heparinblutes vorsichtig ohne Vermischung auf die Ficoll–Schicht pipettiert

werden und für 35 min bei 400g (1800 U/min) zentrifugiert werden. Die Zentri-

fugation wurde ohne Bremse durch Auslaufen beendet. Der buffy–coat mit den

mononukleären Zellen (PBMCs: Monozyten und Lymphozyten) und Thrombo-

zyten befand sich nun oberhalb des Filters zwischen Ficoll und aufgeschichtetem

Serum. Dieser buffy–coat wurde sorgfältig abgenommen, in ein 50 ml Röhrchen

überführt und stand nach dreimaligem Waschen von je 10 min mit 300g (1500

U/min.) mit PBS–Puffer (2x) und PBS–BSA–EDTA–Puffer (1x) zur weiteren

Verarbeitung zur Verfügung.

2. Methodenauswahl

Um die weitere Isolation der Monozyten aus den PBMCs zu optimieren und

eine möglichst hohe Reinheit und möglichst niedrige Zellschädiung zu erhalten,

wurden vor der Patientenstudie verschiedenen Methoden ausgetestet. Folgende

Methoden wurden evaluiert:

a.) Adhärenzmethode Nach der Dichtezentrifugation mit Ficoll wurden die

mononukleären Zellen (PBMC) abgenommen, in PBS–Puffer resuspendiert und

verschieden oft gewaschen. Die Zellen wurden nach Anfärbung mit Trypanblau

in einer Neubauer-Zählkammer gezählt, mit Nährmedium auf 5 × 106 Zellen/ml

eingestellt und 1 ml in kleine Petrischalen pipettiert. Nach Inkubation von 2

Stunden im Brutschrank bei 37◦C und 5%iger CO2–Atmosphäre adhärierten die

Monozyten an der Oberfläche der Platten. Anschließend konnten die übrigen
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Zellen im Überstand des Mediums durch mehrere Waschschritte entfernt werden.

Die adhärierenden Zellen wurden von der Plattenoberfläche abgeschabt, gezählt

und für die durchflusszytometrische Analyse (FACS–Analyse) gefärbt und fixiert.

b.) Percoll-Dichtezentrifugation Zur Separation der PBMCs wurde wieder-

um eine Ficoll–Zentrifugation durchgeführt. Die isolierten Zellen wurden in 4 ml

60%igem Percoll (hergestellt aus isoosmotischem Percoll: 9 Teile Percoll + 1 Teil

1,5 M NaCl) gelöst und zuerst mit 47,5%igem, dann mit 37%igem Percoll über-

schichtet. Nach einer 40minütigen Zentrifugation bei 1700g (3600 U/min) konnten

zwei Pellets abgenommen werden, wobei sich in dem oberen Ring größtenteils

Monozyten befanden und in dem unteren Ring vor allem Lymphozyten. Nach

Waschschritten konnten die Zellen wiederum zur durchflusszytometrischen Ana-

lyse gefärbt und fixiert werden.

c.) Negative Aufreinigung der Monozyten mit magnetischen Beads

Magnetische Beads sind supramagnetische Partikel in der Größenordnung von

zellulären Makromolekülen, welche an Antikörper gebunden sind. Die Appara-

tur zur Zellsortierung bestand aus einer Säule gefüllt mit Stahlwolle, umgeben

von einem starken Permanentmagneten. Bei der negativen Auftrennung blieben

alle störenden Zellen durch den Einsatz verschiedener Antikörper innerhalb des

magnetischen Feldes an der Stahlwolle hängen, wohingegen unmarkierte Zellen

(Monozyten) diese ungehindert passierten und aufgefangen werden konnten.

Materialien Alle verwendeten Reagenzien und die Zentrifuge waren auf

ca. 4◦C abgekühlt, um die Monozyten möglichst wenig zu stimulieren und den

Erfolg der magnetischen Auftrennung zu garantieren. Für die Waschschritte wur-

de zum einen reiner PBS–Puffer verwendet, zum anderen PBS–Puffer mit 0,5%

BSA und 2 mM EDTA (PBS–BSA–EDTA–Puffer) und zur magnetischen Auf-

trennung PBS–BSA–EDTA–Puffer mit 1% hitzeinaktiviertem sterilem humanem

AB–Serum (
”
Serumpuffer“). Das Medium zur Kultivierung der Zellen bestand
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aus RMPI–1640 Medium mit 2mM L–Glutamin, 10 mM HEPES, 100 U/ml Pe-

nicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 1% hitzeinaktiviertem sterilem humanem

AB–Serum (
”
Nährmedium“). Die Zellzählung nach Anfärbung mit Trypanblau

erfolgte in einer Neubauer–Zählkammer. Die magnetische Auftrennung wurde mit

dem MACS Monocyte Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec durchgeführt.

Monozytenseparation Nach einer Ficoll–Dichtezentrifugation wurde der

buffy–coat mit den mononukleären Zellen sorgfältig abgenommen, in ein 50 ml

Röhrchen überführt und stand nach dreimaligem Waschen von je 10 min mit

300g (1500 U/min.) mit PBS–Puffer (2x) und PBS–BSA–EDTA–Puffer (1x) zur

weiteren Verarbeitung zur Verfügung. Diese gewaschenen mononukleären Zel-

len wurden nun in 5 ml des
”
Serumpuffers“ (PBS–BSA–EDTA–Puffer mit 1%

hitzeinaktiviertem sterilem humanem AB–Serum) resuspendiert und nach Mi-

schung von 10 µl der Suspension mit 10 µl Trypanblau in einer Neubauer–Zähl-

kammer ausgezählt. Lebendige Zellen exkludierten diesen Trypanblau–Farbstoff,

während sich tote Zellen blau anfärbten. Diese Zellen wurden von der Zählung

ausgeschlossen. Die Zellzahl pro ml Zellsuspension ergab sich aus folgender For-

mel: N · V · 104, wobei N die Zahl der gezählten Zellen im Großquadrat, V den

Verdünnungsfaktor und 104 den Kammerfaktor darstellten. Die Anzahl der Zellen

bestimmte die Menge der später eingesetzten Antikörper. Die Zellen wurden für

10 min bei 300g (1500 U/min) zentrifugiert und der überstehende
”
Serumpuffer“

komplett abgehoben.

Nun erfolgte die Aufnahme des Pellets in 60 µl
”
Serumpuffer“ pro 107 Zel-

len mit nachfolgender Zugabe von 20 µl FcRezeptor–Blocking Reagenz pro 107

Zellen und 20µl Hapten Antikörper Cocktail pro 107 Zellen. Das FcR–Blocking

Reagenz diente zur Blockierung von FcRezeptoren, so dass diese nicht durch

die Antikörper besetzt werden konnten und die Antikörper sich nur mit dem

spezifischen Teil an die Oberflächenantigene der Zellen anheften konnten. Der

Antikörper–Cocktail enthielt monoklonale hapten–konjugierte Antikörper gegen
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CD3, CD7, CD19, CD45RA, CD56 und anti–IgE, d.h. Antikörper gegen alle mo-

nonukleären Zellen außer Monozyten. Dieses Gemisch wurde für 5 min bei 5◦C

im Kühlschrank inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe des 10– bis

20–fachen Volumens an
”
Serumpuffer“ gestoppt, erneut abzentrifugiert (10 min

bei 300g) und der Überstand vollständig abgehoben. Dieser Vorgang wurde ein-

mal wiederholt und das Pellet wiederum in 60 µl
”
Serumpuffer“ pro 107 Zellen

gelöst. Nach Zugabe von 20 µl FcRezeptor–Blocking Reagenz pro 107 Zellen und

20 µl Anti–Hapten Antikörper mit magnetischen Beads pro 107 Zellen folgte eine

Inkubation von 15 min bei 5◦C im Kühlschrank. Bei dieser Inkubation sollten

sich die Anti–Hapten Antikörper an die hapten–konjugierten Antikörper, die be-

reits mit den Zellen reagiert hatten, anlagern. Im Anschluss erfolgte wiederum

der Stoppvorgang mit
”
Serumpuffer“, eine einmalige Zentrifugation und Abheben

des Überstandes. Dann wurde die magnetische Auftrennung vorbereitet, indem

die Säule auf den Magneten gesteckt, mit 3 ml
”
Serumpuffer“ gespült wurde und

auf die Säule ein mit 1 ml
”
Serumpuffer“ gespülter Filter gesetzt wurde. Da-

nach konnte das vorbereitete Pellet in 500 µl
”
Serumpuffer“ resuspendiert, auf

die Säule gegeben und das Eluat aufgefangen werden. Die Säule wurde dreimal

mit 3 ml
”
Serumpuffer“ gespült und die Flüssigkeit ebenfalls gesammelt. Das

gesamte Eluat enthielt nun die nicht mit magnetischen Beads besetzten Monozy-

ten, während in der Säule die anderen mononukleären Zellen sprich Lymphozyten

magnetisch festgehalten wurden. Zur Eluation der Lymphozyten wurde die Säule

vom Magneten genommen, auf ein Röhrchen gesetzt und mit 1ml
”
Serumpuffer“

ausgespült. Diese Zellen dienten dann zur DNA–Gewinnung zur Typisierung der

Mutationen bei den Probanden. Dagegen wurden die Zellen aus dem durchge-

laufenen Eluat, das größtenteils Monozyten enthielt, gezählt und mit dem Nähr-

medium auf 1× 106 Zellen/ml eingestellt. Diese Zellsuspension konnte dann zur

Kultivierung und Weiterverarbeitung verwendet werden.
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2.3.3 FACS-Analyse

Mit der Methode der Durchflusszytometrie lassen sich in einem FACS–Gerät

(Fluorescence Activated Cell Sorter) Zellen mittels fluoreszenzmarkierten An-

tikörpern gegen spezielle Oberflächenantigene auftrennen, da die verschiedenen

Zelltypen unterschiedliche Oberflächenantigene aufweisen.

Um die Reinheit der isolierten Monozyten zu überprüfen, wurde von der oben

hergestellten Zellsuspension 300 µl in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und

für die FACS–Analyse weiterverarbeitet. Dabei musste zunächst einmal die Sus-

pension von Erythrozyten befreit werden, da diese bei der FACS–Analyse mit-

gezählt würden und zu falschen Ergebnissen führen würden. Dazu wurde zu den

300 µl der Zellsuspension etwa 1 ml Erythrozytenlysepuffer gegeben und für

15 min lysiert. Nach Abzentrifugation (in einer kleinen Zentrifuge 3 min bei

2000 U/min) und Dekantieren des Überstandes wurden die Zellen mit einem 1:10

verdünnten CD14–FITC/CD3–APC–Antikörpergemisch für 20–30 min auf Eis

inkubiert. Der CD14–FITC–Antikörper diente zur Markierung der Monozyten,

der CD3–APC–Antikörper zur Gegenfärbung der Lymphozyten. Pro Messreihe

wurde von einem Probanden noch eine zweite Probe verwendet, die mit IgG in-

kubiert wurde. Sie diente als Isotypkontrolle zur Festlegung der Abtrennung von

den nicht gefärbten Zellen. Nach der Inkubation wurde mit 700 µl FACS–Puffer

(PBS–Puffer mit 5%igem fetalem Kälberserum) gewaschen, der Überstand de-

kantiert und mit 300 µl 1%igem Paraformaldehyd–Puffer (PFA-Puffer) fixiert.

Diese fixierten Zellen wurden bis zur Messung nach Ansammlung mehrerer Pro-

ben bei −20◦C eingefroren. Zur Messung an dem Durchflusszytometer wurden

die Proben aufgetaut und nach Reinigung und Spülung des FACScan analysiert.

Nach Auswertung der Daten wurde die negative Aufreinigung der Monozyten

mit magnetischen Beads (MACS–Methode) als die beste erachtet (siehe Kapitel

3.2). Sie zeigte die größte Reinheit der Monozyten und die niedrigste Zellschädi-

gungsrate, die nur durch Anfärbug mit Trypanblau beim Auszählen im Lichtmi-
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kroskop abgeschätzt und nicht genauer quantifiziert wurde.

2.3.4 Zellkultur und Stimulation mit LPS bzw. MDP

Für die Zellkultur wurden aus der Zellsuspension (1 × 106/ml) Aliquots von je

200 µl in die Löcher einer 48–well Kulturplatte gefüllt und über Nacht unter

standardisierten Bedingungen, d.h. bei 37◦C und unter 5%iger CO2– und wasser-

stoffgesättigter Atmosphäre, im Brutschrank kultiviert.

Am folgenden Tag wurde das Kulturmedium vollständig abgesaugt — die Mo-

nozyten adhärierten am Boden der Kulturplatte — und durch 200 µl eines neuen

Nährmediums ersetzt. Das frische Nährmedium enthielt entweder 100 ng/ml Li-

popolysaccarid (LPS) von E.coli 055:B5, 100 ng/ml Muramyldipeptid (MDP) zur

Stimulation der Monozyten oder Medium ohne stimulierenden Zusatz. Nach 1.5,

6 und 9 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Überstände abpipet-

tiert und bei −20◦C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Alle Experimente

wurden in zwei– oder dreifacher Form ausgeführt.

2.3.5 Zytokinmessungen

Die Konzentration von TNFα und IL10 in den eingefrorenen Zellüberständen

6 und 9 Stunden nach Stimulation wurde mit einem Enzyme–Linked Immuno

Sorbent Assay (ELISA) quantifiziert. Die einzelnen Arbeitsschritte erfolgten nach

Protokoll des Herstellers.

Erstellung einer Zeitkurve

Als Vorarbeit wurde eine Zeitkurve zur Ermittlung des Zeitpunktes der höchsten

Freisetzung von TNFα und IL10 erstellt, indem zu verschiedenen Zeitpunkten

(1.5, 6, 9, 12, 24 und 48 Stunden nach Stimulation) Überstand aus eigenen Proben

abgenommen wurde. Dabei stellte sich der Zeitpunkt nach 6 Stunden als der

Geeignetste heraus.
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Materialien

Die Messung der Zytokinkonzentrationen erfolgte mit einem TNFα– bzw. IL10–

ELISA der Firma Biosource Europe, Nivelles, Belgien. Weiterhin wurde ein hori-

zontaler Schüttler, eine Multipette mit 2,5 ml Combitips und eine Transferpette

zum Waschen der Platten benutzt. Die photometrische Auswertung erfolgte mit-

tels eines PC–gesteuerten Mikroplatten-Lesegeräts (Synelisa 5.0)und dazugehöri-

ger Software.

TNFα-ELISA

Zu jeder Messung wurde eine Standardkurve mit aufsteigenden Standardkonzen-

trationen erstellt, die zur Ermittlung der jeweiligen Messwerte diente. Die untere

Nachweisgrenze lag bei 3 pg/ml.

Nach Anleitung wurden zunächst die Reagenzien, Standards und Kontrol-

len mit Aqua dest aufgelöst und Lösungen angesetzt. Danach erfolgte eine 1:10

Verdünnung der Proben (20 µl Überstand + 180 µl RMPI–Medium ergibt ein in

den Test einzusetzendes Volumen von 200 µl).

Die Durchführung des ELISA begann mit der Pipettierung von 50 µl Inku-

bationspuffer und 200 µl der Standards 0–5, der Kontrollen und der verdünnten

Proben in die mit TNFα–Antikörper beschichteten Mikrotiterplatte und anschlie-

ßender Inkubation von 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem horizontalen

Schüttler bei 700 rpm. Hierauf wurde dreimal mit einer Waschlösung gewaschen

und 100 µl Standard 0 sowie 50 µl anti–TNFα–Konjugat zugegeben, danach wie-

derum für 2 Stunden auf dem Schüttler inkubiert. Im Anschluss wurde wieder

dreimal gewaschen und 200 µl der Chromogen–Lösung zugegeben. Nach 30minüti-

ger Inkubation konnte die Reaktion mit 50 µl Stoplösung beendet werden. Die

photometrische Auswertung erfolgte innerhalb von 1 Stunde bei einer Absorption

von 570 nm. Anhand der Standardkurve wurde die Konzentration von TNFα in

den Proben bestimmt.
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IL10-ELISA

Zu jeder Messung wurde eine Standardkurve mit aufsteigenden Standardkonzen-

trationen erstellt, die zur Ermittlung der jeweiligen Messwerte diente. Die untere

Nachweisgrenze lag bei 1 pg/ml.

Die Vorbereitung verlief gleich dem TNFα–ELISA, allerdings ohne Verdünnung

der Zellüberstände.

Zu Beginn des Test wurde 100 µl Solution B für die Standards und Kontrol-

len bzw. 100 µl Solution A für die Überstände und 100 µl der Standards 0–5,

Kontrollen und Proben aufpipettiert. Inkubation und Waschschritte glichen dem

TNFα–ELISA. Dann wurde 100 µl Solution A und 50 µl Anti–IL10–HRP zugege-

ben und wieder inkubiert und gewaschen. Die Färbung, das Stoppen der Reaktion

und die Messung erfolgte wie beim TNFα–ELISA.

2.3.6 Genotypisierung

Die Genotypisierung bezüglich der drei mit M. Crohn assoziierten Mutationen

(L1007fs, G908R und R702W) erfolgte mittels einer Multiplex Polymerase-Ketten-

Reaktion (PCR) mit mutationsspezifischen Primern (für L1007fs) und Sequenz-

analyse [Rad02] oder mittels Restriktionsfragment–Längen–Polymorphismus–

Analyse (RFLP, für G908R und R702W) [Tor04].

2.3.7 mRNA–Expression

Parallel zu diesen Experimenten wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe

des chirurgischen Forschungslabors Innenstadt der LMU München die mRNA–

Expression quantifiziert. Dazu wurden die Monozyten nach Abnahme des Über-

standes lysiert und bei −80◦C eingefroren. Dieses Material wurde dann von der

Arbeitsgruppe zur Ermittlung der TNFα– und IL10–mRNA–Expression in den

Zellen weiterverarbeitet (Dissertation S. Wagner, [Wag04]).
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2.3.8 Statistik

Zur Datenerfassung diente das Programm EXCEL von Microsoft, zur statisti-

schen Auswertung das Programm
”
Statistical Package for the Social Sciences

11.5“ (SPSS) für Windows. Die Bestimmung des Signifikanzniveaus erfolgte bei

den abhängigen Stichproben mit dem Wilcoxon–Test, bei den unabhängigen Stich-

proben mit dem Mann Whitney U–Test. Die Signifikanzgrenze wurde auf p < 0, 05

festgelegt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Methodenauswahl zur Monozytenisolation

Da die Monozyten in der Pathogenese von M. Crohn eine wichtige Rolle spielen

und sie stark NOD2 exprimieren, sollten für diese Arbeit Monozyten aus pe-

ripherem Venenblut der Patienten gewonnen werden. Um eine Optimierung der

Reinheit der Monozyten nach der Isolation und eine möglichst geringe Zellschädi-

gungsrate zu erreichen, wurden vor der Patientenstudie verschiedene Methoden

ausgetestet. Die Reinheit der Monozyten wurde mittels FACS–Analyse ermittelt,

die Zellschädigung wurde durch Anfärbug mit Trypanblau beim Auszählen im

Lichtmikroskop abgeschätzt. Bei der Adhärenzmethode ergaben sich Reinheiten

der Monozyten von 28-58%, wobei die besten Ergebnisse beim häufigsten Wa-

schen erlangt wurden. Bei der Percoll–Dichtezentrifugation lag die Reinheit der

Monozyten bei 50–71%, während bei der magnetischen Auftrennung Werte von

85–86% erreicht wurden (Abb. 3.1). Daher wurde die Methode der negativen

Aufreinigung mittels MACS für die Isolation der Monozyten ausgewählt.

43
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Abb. 3.1: FACS–Plot als Beispiel für eine Analyse der Reinheit der Monozyten

eines Patienten nach magnetischer Auftrennung. Die Reinheit der

Monozyten lag hier bei 90,4%.

3.2 Erstellung einer Zeitkurve

Die Zeitkurve zur Ermittlung des Zeitpunktes der höchsten Freisetzung von TNFα

und IL10 (1.5, 6, 9, 12, 24 und 48 Stunden nach Stimulation) erbrachte als geeig-

netsten Zeitpunkt 6 Stunden nach Stimulation, auch wenn die maximale IL10–

Sekretion zu einem späteren Zeitpunkt stattfand (Abb. 3.2 und 3.3).

3.3 LPS–Stimulation: Teil 1

Im ersten Teil des Experiments wurden ohne damalige Kenntnis des Moleküls Mu-

ramyldipeptid (MDP), das als kleinster Bestandteil von Peptidoglycan (PGN)

NOD2 aktivieren kann, die Versuche nur mit Lipopolysaccharid (LPS) durch-

geführt. Es wurden vier verschiedene Studienpopulationen verglichen: zum einen

eine gesunde Kontrollgruppe ohne den drei Mutationen im CARD15–Gen, zum

anderen M. Crohn Patienten mit Wildtyp–CARD15–Genotyp und heterozygotem

Genotyp bezüglich der drei mit M. Crohn assoziierten Mutationen im CARD15–

Gen und M. Crohn Patienten mit homozygoter L1007fs–Mutation.
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Abb. 3.2: Zeitkurve zur Ermittlung der maximalen Freisetzung von TNFα

nach Stimulation mit LPS.
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nach Stimulation mit LPS.
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3.3.1 TNFα–Sekretion

Abbildung 3.4 zeigt die Mittelwerte der TNFα–Produktion der einzelnen Popu-

lationen in Abhängigkeit vom NOD2/CARD15 Genotyp. Die TNFα–Werte im

Kulturüberstand 6 Stunden ohne Stimulation bzw. 6 Stunden nach Stimulation

mit 100 ng/ml LPS wurden mittels ELISA ermittelt. Alle Monozytenpopulatio-

nen zeigten eine signifkant erhöhte TNFα–Produktion im Kulturüberstand nach
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Abb. 3.4: LPS–induzierte TNFα–Freisetzung von peripheren Blutmo-

nozyten in Abhängigkeit vom NOD2/CARD15 Genotyp. Die

TNFα–Spiegel wurden im Kulturüberstand 6 Stunden nach

Stimulation mit 100 ng/ml LPS mittels ELISA bestimmt.

K—Kontrollen (n=5, wt), Wt—Wildtyp (n=6), Ht—heterozygote

(n=5, 2xL1007fs/wt, 2xR702W/wt, 1xG908R/wt), Hm—

homozygote (n=6, L1007fs/L1007fs) Patienten mit M. Crohn.

Werte ± SEM.

#: p < 0, 05 zwischen unstimulierten und stimulierten Monozyten.
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LPS–Stimulation im Vergleich zu den unstimulierten Monozyten (pK = 0, 043,

pWt = 0, 028, pHt = 0, 028, pHm = 0, 043 ).

Abbildung 3.5 zeigt die einzelnen TNFα–Werte der Monozyten im Kulturüber-

stand der jeweiligen Population als Differenz (4) zwischen unstimulierten und

mit 100 ng/ml LPS–stimulierten Monozyten. Es ergibt sich kein signifikanter

Unterschied in der TNFα–Sekretion zwischen den einzelnen Studienpopulationen

(p > 0, 05).
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Abb. 3.5: Differenz (4) zwischen unstimulierter und LPS–stimulierter TNFα–

Freisetzung im Kulturüberstand von Monozyten 6 Stunden nach Sti-

mulation mit 100 ng/ml LPS bei unterschiedlichen NOD2/CARD15

Genotypen. K—Kontrollen (n=5, wt), Wt—Wildtyp (n=6), Ht—

heterozygote (n=5, 2xL1007fs/wt, 2xR702W/wt, 1xG908R/wt),

Hm—homozygote (n=6, L1007fs/L1007fs) Patienten mit M. Crohn.

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen der LPS–

induzierten TNFα–Produkion in den einzelnen Studienpopulatio-

nen.
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3.3.2 IL10–Sekretion

In denselben Kulturüberständen der Monozyten wurde neben der TNFα–Frei-

setzung auch die Sekretion von Interleukin 10 (IL10) mittels ELISA gemessen.

Abbildung 3.6 zeigt die Mittelwerte der IL10–Produktion der einzelnen Popu-

lationen in Abhängigkeit vom NOD2/CARD15 Genotyp. Die IL10–Werte im

Kulturüberstand 6 Stunden LPS–Zugabe bzw. 6 Stunden nach Stimulation mit
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Abb. 3.6: LPS–induzierte IL10–Freisetzung von peripheren Blutmono-

zyten in Abhängigkeit vom NOD2/CARD15 Genotyp. Die

IL10–Spiegel wurden im Kulturüberstand 6 Stunden nach

Stimulation mit 100 ng/ml LPS mittels ELISA bestimmt.

K—Kontrollen (n=5, wt), Wt—Wildtyp (n=6), Ht—heterozygote

(n=5, 2xL1007fs/wt, 2xR702W/wt, 1xG908R/wt), Hm—

homozygote (n=6, L1007fs/L1007fs) Patienten mit M. Crohn.

Werte ± SEM.

# p: < 0, 05 zwischen unstimulierten und stimulierten Monozyten.
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100 ng/ml LPS wurden mittels ELISA ermittelt. Alle Monozytenpopulationen

zeigten eine signifikant erhöhte IL10–Produktion im Kulturüberstand nach LPS–

Stimulation im Vergleich zu den unstimulierten Monozyten (pK = 0, 043, pWt =

0, 043, pHt = 0, 027, pHm = 0, 043).

Abbildung 3.7 zeigt die einzelnen IL10–Werte der Monozyten im Kulturüber-

stand der jeweiligen Population als Differenz (4) zwischen unstimulierten und
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Abb. 3.7: Differenz (4) zwischen unstimulierter und LPS–stimulierter IL10–

Freisetzung im Kulturüberstand von Monozyten 6 Stunden nach Sti-

mulation mit 100 ng/ml LPS bei unterschiedlichen NOD2/CARD15

Genotypen. K—Kontrollen (n=5, wt), Wt—Wildtyp (n=6),

Ht—heterozygote (n=5, 2xL1007fsinsC/wt, 2xR702W/wt,

1xG908R/wt), Hm—homozygote (n=6, L1007fs/L1007fs) Pa-

tienten mit M. Crohn.

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen der LPS–

induzierten IL10–Produktion in den einzelnen Studienpopulationen.
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mit 100 ng/ml LPS–stimulierten Monozyten. Es ergibt sich kein signifikanter

Unterschied in der IL10–Sekretion zwischen den einzelnen Studienpoulaionen

(p > 0, 05).

3.4 MDP– und LPS–Stimulation: Teil 2

Im zweiten Teil der Untersuchung wurden die Versuche mit MDP und LPS

als Kontrolle für eine TLR4–vermittelte NF–κB–Aktivierng als Stimulationsmo-

leküle der Monozyten durchgeführt. Dabei wurden fünf verschiedene Studien-

populationen verglichen: eine gesunde Kontrollgruppe und M. Crohn Patienten

mit Wildtyp bezüglich der der drei mit M. Crohn assoziierten Mutationen im

CARD15–Gen, mit heterozygotem Genotyp, mit compound heterozygotem Ge-

notyp und M. Crohn Patienten mit homozygoter L1007fs–Mutation im CARD15–

Gen.

3.4.1 TNFα–Sekretion

Monozyten von gesunden Kontrollen, Wildtyp–Patienten und heterozygoten Pa-

tienten zeigten eine signifikant erhöhte Sekretion von TNFα im Überstand 6 Stun-

den nach MDP–Stimulation im Vergleich zu Monozyten, die nicht stimuliert wur-

den (pK = 0, 003, pWt = 0, 005, pHt = 0, 003) (Abb.3.8). In Monozyten von

Individuen mit dem homozygoten Genotyp bezüglich der L1007fs–Mutation im

CARD15–Gen wurde keine TNFα–Freisetzung nach Stimulaion mit MDP be-

obachtet (pHm = 0, 352). Die TNFα–Werte in Zellkulturüberständen von Mo-

nozyten ohne und mit Zugabe von MDP waren ähnlich, es ergab sich kein si-

gnifikanter Unterschied vor und nach Stimulation mit MDP. Ein ähnlicher Ef-

fekt wie bei der MDP–Stimulation wurde nach LPS–Stimulation beobachtet, wo-

bei hier erwartungsgemäß auch die Monozyten der Patienten mit homozygoter

L1007fs–Mutation mit einer signifikant erhöhten TNFα–Produktion reagierten

(pK = 0, 018, pWt = 0, 036, pHt = 0, 012, pHm = 0, 002) Bei den compound he-
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terozygoten Patienten ist eine statistische Auswertung aufgrund der geringen An-

zahl der Patienten nicht sinnvoll, aber es lässt sich die Tendenz erkennen, dass die

Stimulation durch MDP eine geringere TNFα–Ausschüttung als mit LPS zur Fol-

ge hat, während bei den anderen Populationen außer den L1007fs–Homozygoten

MDP eher eine höhere TNFα–Sekretion als LPS auslöst (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: MDP– und LPS–induzierte TNFα–Freisetzung von peripheren

Blutmonozyten in Abhängigkeit vom NOD2/CARD15 Genotyp.

Die TNFα–Spiegel wurden im Kulturüberstand 6 Stunden nach

Stimulation mit 100 ng/ml MDP bzw. 100 ng/ml LPS mit-

tels ELISA bestimmt. K—Kontrollen (n=4, wt), Wt—Wildtyp

(n=4), Ht—heterozygote (n=4, 2xL1007fs/wt, 1xR702W/wt,

1xG908R/wt), Hm—homozygote (n=6, L1007fs/L1007fs),

c–Ht—compound heterozygote (n=2, L1007fs/G908R,

L1007fs/R702W) Patienten mit M. Crohn. Werte ± SEM.

? p < 0, 05 zwischen unstimulierten und MDP–stimulierten

Monozyten.

# p < 0, 05 zwischen unstimulierten und LPS–stimulierten

Monozyten.
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Bei Verwendung des Anstiegs der TNFα–Produktion (© =Differenz zwi-

schen den Werten von unstimulierten und stimulierten Monozyten) ergab sich

nach MDP–Stimulation ein signifikant höherer Anstieg der TNFα–Freisetzung in

der Kontrollgruppe als in der Gruppe der L1007fs–Homozygoten (p = 0,0190),

ebenso zwischen Wildtyp– bzw. den heterozygoten Patienten und den L1007fs–

Homozygoten (jeweils p = 0,0105). Im Gegensatz dazu besteht kein signifikant

höherer Anstieg der TNFα–Freisetzung in den Kontrollen im Vergleich zu den

restlichen Studienpopulationen, auch untereinander (p > 0, 05) (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Differenz (©) zwischen unstimulierter und MDP–stimulierter

TNFα–Freisetzung im Kulturüberstand von Monozyten 6

Stunden nach Stimulation mit 100 ng/ml MDP bei un-

terschiedlichen NOD2/CARD15 Genotypen. K—Kontrollen

(n=4, wt), Wt—Wildtyp (n=4), Ht—heterozygote (n=4,

2xL1007fs/wt, 1xR702W/wt, 1xG908R/wt), Hm—homozygote

(n=6, L1007fs/L1007fs), c–Ht—compound heterozygote (n=2,

L1007fs/G908R, L1007fs/R702W) Patienten mit M. Crohn.



3.4. MDP– UND LPS–STIMULATION: TEIL 2 55

Bei der LPS–Stimulation lassen sich keine signifikanten Unterschiede in der

TNFα–Freisetzung zwischen den einzelnen Gruppen feststellen (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Differenz (4) zwischen unstimulierter und LPS–stimulierter

TNFα–Freisetzung im Kulturüberstand von Monozyten 6

Stunden nach Stimulation mit 100 ng/ml LPS bei un-

terschiedlichen NOD2/CARD15 Genotypen. K—Kontrollen

(n=4, wt), Wt—Wildtyp (n=4), Ht—heterozygote (n=4,

2xL1007fs/wt, 1xR702W/wt, 1xG908R/wt), Hm—homozygote

(n=6, L1007fs/L1007fs), c–Ht—compound heterozygote (n=2,

L1007fs/G908R, L1007fs/R702W) Patienten mit M. Crohn.

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in der TNFα–

Freisetzung zwischen den einzelnen Populationen.
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3.4.2 IL10–Sekretion

Aus denselben Kulturüberständen der Monozyten wurde neben der TNFα–Frei-

setzung auch die Sekretion von Interleukin 10 (IL10) mittels ELISA gemessen.

Dabei zeigten nur die Monozyten der Kontrollen, der Wildtyp–Patienten und

der heterozygoten Patienten eine signifikant erhöhte IL10–Sekretion nach MDP–

Stimulation im Vergleich zu unstimulierten Monozyten (pK = 0, 003, pWt =

0, 007, pHt = 0, 003) (Abb. 3.11). In Monozyten von Individuen mit dem ho-

mozygoten Genotyp bezüglich der L1007fs–Mutation im CARD15–Gen wurde

keine TNFα–Freisetzung nach Stimulaion mit MDP beobachtet (pHm = 0, 330).

Nach LPS–Stimulation kam es zu keiner signifikant erhöhten IL10–Freisetzung

im Vergleich zu unstimulierten Monozyten (p > 0, 05).

Bei Verwendung des Anstiegs der IL10–Produktion (© =Differenz zwischen

den Werten von unstimulierten und stimulierten Monozyten) ergab sich nach

MDP-Stimulation ein signifikant höherer Anstieg der IL10–Freisetzung in der

Kontrollgruppe als in der Gruppe der L1007fs–Homozygoten (p = 0,0105), ebenso

zwischen Wildtyp– bzw. den heterozygoten Patienten und den L1007fs–Homozy-

goten (p = 0,0105 bzw. p = 0,033) (Abb. 3.12). Ebenso bestand eine signifikant

höherer Anstieg der IL10–Produktion bei den heterozygoten Patienten als in der

Kontrollgruppe (p = 0,0209). Ansonsten konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden, auch nicht bezüglich der LPS–Stimulation (Abb. 3.13).



3.4. MDP– UND LPS–STIMULATION: TEIL 2 57

K Wt Ht Hm c-Ht
0

50

100

150

200

250

300

350

400

*
*

*

IL
10

 p
g/

m
l

 Medium
 MDP
 LPS

Abb. 3.11: MDP– und LPS– induzierte IL10–Freisetzung von peripheren

Blutmonozyten in Abhängigkeit vom NOD2/CARD15 Genotyp.

Die IL10–Spiegel wurden im Kulturüberstand 6 Stunden nach

Stimulation mit 100 ng/ml MDP bzw. 100 ng/ml LPS mittels

ELISA bestimmt. K—Kontrollen (n=4, wt), Wt—Wildtyp

(n=4), Ht—heterozygote (n=4, 2xL1007fs/wt, 1xR702W/wt,

1xG908R/wt), Hm—homozygote (n=6, L1007fs/L1007fs),

c–Ht—compound heterozygote (n=2, L1007fs/G908R,

L1007fs/R702W) Patienten mit M. Crohn. Werte ± SEM.

? p < 0, 05 zwischen unstimulierten und MDP–stimulierten

Monozyten.
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Abb. 3.12: Differenz (©) zwischen unstimulierter und MDP–stimulierter

IL10–Freisetzung im Kulturüberstand von Monozyten 6

Stunden nach Stimulation mit 100 ng/ml MDP bei un-

terschiedlichen NOD2/CARD15 Genotypen. K—Kontrollen

(n=4, wt), Wt—Wildtyp (n=4), Ht—heterozygote (n=4,

2xL1007fs/wt, 1xR702W/wt, 1xG908R/wt), Hm—homozygote

(n=6, L1007fs/L1007fs), c–Ht—compound heterozygote (n=2,

L1007fs/G908R, L1007fs/R702W) Patienten mit M. Crohn.
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Abb. 3.13: Differenz (4) zwischen unstimulierter und LPS–stimulierter

IL10–Freisetzung im Kulturüberstand von Monozyten 6

Stunden nach Stimulation mit 100 ng/ml LPS bei un-

terschiedlichen NOD2/CARD15 Genotypen. K—Kontrollen

(n=4, wt), Wt—Wildtyp (n=4), Ht—heterozygote (n=4,

2xL1007fs/wt, 1xR702W/wt, 1xG908R/wt), Hm—homozygote

(n=6, L1007fs/L1007fs), c–Ht—compound heterozygote (n=2,

L1007fs/G908R, L1007fs/R702W) Patienten mit M. Crohn.

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in der IL10–

Freisetzung zwischen den einzelnen Populationen.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Mögliche systematische Fehler

4.1.1 Vorstimulation der Zellen

Eine Vorstimulation der isolierten Monozyten ist durch viele Faktoren möglich

und kann dann zu erheblich verfälschten Ergebnissen führen. So sind bakteri-

elle Kontaminationen wegen ihrer Zellwandbestandteile wie LPS und PGN eine

gefährliche Quelle, die zu einer Stimulation der Monozyten zur Zytokinproduktion

vor der gewünschten Stimulation führen. Deshalb wurden sämtliche Arbeitsschrit-

te unter einer Laminar Air Flow unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Auch

die Methode zur Isolation der Monozyten spielt eine wichtige Rolle. Auch des-

halb wurde die magnetische Auftrennung ausgewählt, die im Vergleich zur Dich-

tezentrifugation zu einer geringeren Stimulation der Immunzellen führt [Zah97].

Ein entscheidender Vorteil dieser negativen Auftrennung sind die unbesetzten

CD14–Rezeptoren der Monozyten mit weitgehender Vermeidung einer durch die

Antikörper–Bindung verursachten intrazellulären Aktivierung, was bei einer mit-

tels CD14–positiven Zelldifferenzierung weniger der Fall ist. Ein weiterer Faktor

sind höhere Temperaturen, die zu einer Vorstimulation der Zellen führen können,

so dass die verwendeten Reagenzien und die Zentrifuge auf 4◦C abgekühlt wur-

61
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den und die Inkubationen im Kühlschrank erfolgten. Auch lagen zwischen der

Probengewinnung und der Weiterverarbeitung maximal 3 Stunden.

4.1.2 Isolationsmethode

Mögliche systematische Fehler bei der Isolationsmethode lagen vor allem in der

Herstellung falscher Verdünnungen, die fast in allen Arbeitsschritten durchzufüh-

ren waren. Eine zweite mögliche Fehlerquelle lag in der Reinheit der Monozyten,

die mittels Durchflusszytometrie quantifiziert wurde, aber bei den Patienten teil-

weise nicht exakt gleiche Werte ergaben (70–92%). Diese Unterschiede sind auf-

grund der Arbeit mit lebenden Zellen und der schwierigen Arbeitsmethode nicht

ganz zu vermeiden.

4.2 Bewertung der Ergebnisse

Morbus Crohn ist eine Erkrankung, bei der die Pathogenese noch weitgehend

ungeklärt ist. Die aktuellste und derzeit gebräuchlichste Theorie hinsichtlich der

Pathogenese geht von einer Störung der mukosalen Immunantwort gegenüber

der bakteriellen Darmflora in genetisch prädisponierten Individuen aus. Wie die

genetische Disposition eine Störung der mukosalen Immunantwort bewirkt, ist

Inhalt zahlreicher Studien, konnte bisher allerdings noch nicht hinreichend geklärt

werden. Im Sommer 2001 wurde das erste mit M. Crohn assoziierte Gen bei

Kaukasiern identifiziert: NOD2/CARD15. Etwa 30–40% der Patienten mit M.

Crohn weisen Mutationen (L1007fs, R702W, G908R) in diesem Gen auf.

4.2.1 Monozytäre Zytokinproduktion in Abhängigkeit vom

NOD2/CARD15 Genotyp nach LPS-Stimulation

Frühere in vitro Studien an mit CARD15–transfizierten embryonalen Nierenzel-

len haben gezeigt, dass Mutationen des CARD15–Gens zu einer verringerten NF–
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κB–Aktivierung nach Stimulation mit LPS und PGN führen [Ogu01a, Bon03a].

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob die L1007fs–Mutation des

CARD15–Gens die monozytäre Bildung von proinflammatorischen (TNFα) und

antiinflammatorischen (IL10) Zytokinen nach Kontakt mit LPS beeinflusst.

a.) Zum einen wurde beobachtet, dass alle Monozytenpopulationen eine si-

gnifkant erhöhte TNFα–Produktion im Kulturüberstand nach LPS–Stimulation

im Vergleich zu den unstimulierten Monozyten zeigten.

b.) Zum anderen kam es beim Vergleich zwischen der TNFα– bzw. IL10–

Produktion zwischen den einzelnen Populationen nach Stimulation mit Lipopoly-

saccharid (LPS) zu keinen signifikanten Unterschieden in der Zytokinproduktion

der Monozyten von L1007fs–homozygoten Patienten im Vergleich zu Monozyten

von für die drei Mutationen negativen Individuen.

Diese Ergebnisse standen im Widerspruch zu den Ergebnissen mit transfizier-

ten Nierenzellen, die eine verringerte Aktiverung von NF–κB, der Vorstufe zur

Zytokinproduktion (Abb. 1.3), bei CARD15–mutierten Zellen nach Stimulati-

on mit LPS zeigten. Diese Diskrepanz kann dadurch erklärt werden, dass LPS in

den Monozyten hauptsächlich zu einer potenten Aktivierung des NF–κB–Systems

durch Bindung an TLR4 in Verbindung mit dem Korezeptor MD2 und mit CD14

an der Zelloberfläche führt (Abb. 4.1). Diese Rezeptoren fehlen bei der embryo-

nalen Nierenzelllinie HEK239. Auch steht diese Beobachtung im Einklang mit

späteren Erkenntnissen, dass eigentlich nicht LPS der Stimulus für NOD2 ist,

sondern Muramylpeptid, der kleinste pathogene Bestandteil von Peptidoglykan

(PGN).

4.2.2 Monozytäre Zytokinproduktion in Abhängigkeit vom

NOD2/CARD15 Genotyp nach MDP-Stimulation

Aufgrund der Erkenntnisse im ersten Teil der Arbeit und der Identifizierung von

Muramyldipeptid als kleinster pathogener Bestandteil von PGN, welcher durch
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Abb. 4.1: Aktivierung des NF–κB-Systems durch Bindung von LPS an den

TLR4–MD2–CD14–Komplex

NOD2 erkannt wird und anscheinend keine anderen monozytären Rezeptoren au-

ßer NOD2 stimuliert, wurden die Untersuchungen im zweiten Teil der Arbeit mit

MDP als spezifischen Stimulus und LPS als Kontrolle für die TLR–Aktivierung

wiederholt.

a.) Dabei wurde beobachtet, dass Monozyten mit homozygoter L1007fs–Mu-

tation im CARD15–Gen im Gegensatz zu Monozyten mit zwei Wildtyp–Allelen

(Kontrollgruppe und Wildtyp–Patienten) keine signifikant erhöhte TNFα–Sekre-

tion im Überstand nach Stimulation mit MDP zeigen. Diese Ergebnisse entspre-

chen in vitro–Beobachtungen an transfizierten Nierenzellen, welche zeigen, dass in

L1007fs–transfizierten embryonalen Nierenzellen keine NF–κB–Aktivierung nach

MDP–Stimulation stattfindet [Ino03b]. Monozyten von heterozygoten Patien-

ten dagegen waren zu einer signifikant erhöhten TNFα–Produktion im Über-

stand nach MDP–Stimulation fähig [Ino03b]. Damit zeigt sich, dass ein einziges

Wildtyp–Allel für die Stimulation der Monozyten zur TNFα–Produktion ausrei-
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chend ist. Bei der Stimulation mit LPS zeigten sich keine signifikanten Unter-

schiede in der Zytokinsekretion in den einzelnen Populationen, was wiederum

aufgrund der Erkenntnisse aus dem ersten Teil der Arbeit zu erwarten war.

b.) Beim Vergleich zwischen den einzelnen Populationen bezüglich der TNFα–

Produktion ergab sich nach MDP–Stimulation ein signifikant höherer Anstieg der

TNFα–Freisetzung in der Kontrollgruppe, Gruppe der Wildtyp– und heterozy-

goten Patienten als in der Gruppe der L1007fs–Homozygoten. Im Gegensatz da-

zu besteht kein signifikanter Unterschied in der TNFα–Freisetzung zwischen der

Kontrollgruppe und der Gruppe der Wildtyp–Patienten sowie der heterozygoten

Patienten und auch nicht zwischen den Wildtyp–Patienten und den heterozygoten

Patienten.

c.) Die Daten für IL10 sind ähnlich, auch wenn nicht so eindeutig. Es kam

auch hier auch zu einem signifikanten Anstieg der IL10–Sekretion nach MDP–

Stimulation im Vergleich zu unstimulierten Monozyten in Wildtyp– und hetero-

zygoten Monozyten, nicht aber in Monozyten von für die L1007fs–Mutation ho-

mozygoten Patienten. Allerdings war dies nicht der Fall bei der LPS–Stimulation.

Es ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der L1007fs–

Homozygoten und den anderen Populationen, aber auch zwischen den hetero-

zygoten Patienten und der Kontrollgruppe. Dies kann dadurch erklärt werden,

dass zum Zeitpunkt der IL10–Messung nach 6 Stunden nicht die maximale IL10–

Produktion gemessen wurde, da der maximale IL10–Anstieg zu einem späteren

Zeitpunkt stattfindet (siehe auch unten mRNA–Daten).

4.2.3 Vergleich mit mRNA–Daten

Parallel zu dieser Arbeit wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe des chirur-

gischen Forschungslabors Innenstadt der LMU München Messungen der mRNA–

Expression durchgeführt. Dazu wurden die Monozyten nach der MDP–Stimula-

tion lysiert und bei −80◦C eingefroren. Dieses Material wurde dann zur Ermitt-
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lung der mRNA–Expression in den Zellen weiterverarbeitet, indem die totale

zelluläre Expression von TNFα–mRNA nach 1,5 Stunden bzw. von IL10–mRNA

nach 6 Stunden mittels quantitativer Real–time reverse transcription polymerase

chain reaction (RT–PCR) gemessen wurde (Dissertation S. Wagner, [Wag04]).

Dabei ergab sich eine gute Korrelation zwischen der TNFα–mRNA–Synthese

nach 1,5 Stunden und unseren Ergebnissen auf Proteinebene 6 Stunden nach

MDP–Stimulation. Auch hier war die Menge der TNFα–mRNA nach MDP–Sti-

mulation bei der Kontrollgruppe und der Gruppe der Wildtyp Patienten signifi-

kant höher im Vergleich zu den L1007fs–homozygoten Patienten (p=0,036 bzw.

p=0,008). Dagegen war die Korrelation zwischen der IL10–mRNA–Synthese nach

6 Stunden und unseren Ergebnissen auf Proteinebene nach 6 Stunden nicht hoch.

Dies würde sich dadurch erklären lassen, dass die maximale IL10–Sekretion erst

zu einem späteren Zeitpunkt (ca. 12 Stunden, siehe auch Zeitkurve Abb. 3.3)

stattfindet, da eine maximale mRNA–Expression nach 6 Stunden zu beobachten

ist. Dies bestätigt auch das Ergebnis einer signifikant erhöhten IL10–mRNA–

Synthese nach 6 Stunden bei der Kontrollgruppe im Vergleich zu den L1007fs–

homozygoten Patienten (p=0,036), siehe auch Abb. 4.2 [Wag04].

4.2.4 Vergleich mit anderen Literaturdaten

Mittlerweile gibt es auch andere Untersuchungen mit primär isolierten Zellen.

So wurde in peripheren Blutmonozyten von zwei Individuen (eine Person kli-

nisch gesund, die andere an M. Crohn erkrankt), die homozygot für die L1007fs–

Mutation waren, auch eine fehlende NF–κB–Aktivierung nach MDP–Stimulation

festgestellt [Ino03b].

Bezüglich der anderen zwei assoziierten Mutationen im CARD15–Gen wur-

de nur in transfizierten Nierenzellen gezeigt, dass R702W– und G908R–mutierte

Zellen zu einer reduzierten, aber nicht fehlenden NF–κB–Aktivierung nach Stimu-

lation mit MDP führen [Ino03b]. Unsere Ergebnisse bei compound heterozygoten
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Abb. 4.2: MDP–induzierte Expression von IL10–mRNA je nach

CARD15/NOD2 Genotyp. Kopienzahlen normiert auf das

house-keeping-gene GAPDH. Bestimmung jeweils nach 1,5 bzw. 6

Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und nach der gleichen

Kulturdauer auf Medium ohne MDP. Ø = Medium ohne Stimulanz,

MDP = Medium mit MDP, MC = Morbus Crohn, WT = Wildtyp;

Mittelwerte ± SEM; * p < 0, 05 zwischen gesunden Probanden mit

Wildtyp und L1007fs–homozygoten Patienten. Aus Dissertation S.

Wagner.
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Patienten stützen diese Beobachtung. In compound heterozygoten Patienten kam

es zu einer signifikant niedrigeren TNFα–Produktion nach Stimulation mit MDP,

jedoch war hier auch ein Effekt zu sehen. Im Gegenteil hierzu wurde bei Mono-

zyten von für die L1007fs–Mutation homozygoten Patienten gar keine Antwort

beobachtet.

Zudem gibt es eine Studie mit primären menschlichen mononukleären Zellen,

die ein Fehlen einer IL8–Sekretion bei L1007fs–Homozygoten nach Stimulation

mit MDP zeigen. Interleukin 8 ist ein wichtiger Aktivator für neutrophile Gra-

nulozyten und spielt damit auch eine wichtige Rolle in der Pathogenese von M.

Crohn. Bei R702W– und G908R–mutierten Zellen wurde bei niedrigen Dosen von

MDP ebenfalls keine IL8–Produktion festgestellt, allerdings bei höheren Dosen

eine geringe Induktion von IL8. Das lässt auf eine unterschiedliche Auswirkung

auf die Empfindlichkeit auf MDP der drei mit M. Crohn assoziierten Mutationen

schließen [Li04]. In dieser Studie wurde auch die Induktion von IL1β untersucht,

die eine posttranskriptionelle Abhängigkeit des NOD2/CARD15-Pathways für

IL1β nach Stimulation mit MDP und TNFα zeigt. Bei L1007fs–Homozygoten

fand sich nämlich ein Fehlen der IL1β–Sekretion, aber eine merkliche Induktion

von IL1β–mRNA [Li04].

4.3 Mögliche pathogenetische Erklärungsansätze

für die Bedeutung der CARD15-Mutationen

Im Moment herrscht noch Unklarheit über den Zusammenhang zwischen der

Nicht–Erkennung von bakteriellen Bestandteilen mit fehlender NF–κB–Aktivie-

rung bei CARD15–Mutationen und der Entstehung von M. Crohn. Wie also

führen CARD15–Mutationen zu einer chronischen Entzündung des Darms und

welche anderen genetischen Einflüsse oder Umweltfaktoren spielen eine Rolle?

Dazu gibt es viele Hypothesen, wobei man
”
loss of function“ und

”
gain of functi-
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on“–Hypothesen unterscheiden kann. Die folgenden Ansätze werden den
”
loss of

function“–Hypothesen zugeschrieben:

Zum einen könnten die Mutationen aufgrund der Funktion von NOD2 als Re-

zeptor für pathogene bakterielle Bestandteile zu einer inadäquaten angeborenen

Immunantwort führen. So könnte die Aktivierung des Monozyten–Makrophagen–

Systems als Antwort auf intestinale luminale Bakterien derart defekt sein, dass

intrazelluläre Bakterien in zu geringem Ausmaß abgetötet werden, so dass dieser

protektive Weg vor Pathogenen gestört ist und eine erhöhte Invasion der Bak-

terien in die Darmschleimhaut zur Folge hätte. Dies wiederum könnte zu einer

sekundären kompensatorisch überschießenden Antwort des adaptiven Immunsy-

stems via Effektor–T–Zellen, die kein NOD2 exprimieren und Interleukin 12 und

Interferon γ ausschütten, führen [Bou03]. Diese aberrante diffuse Zytokinpro-

duktion wurde unabhängig von NOD2 in intestinalem Gewebe von M. Crohn

Patienten gefunden [Ino03b] und resultiert in einer chronischen Entzündung des

Darms. Dieses Modell stimmt mit dem beobachteten Gen–Dosis–Effekt der drei

NOD2–Mutationen [Ogu01a, Hug01] und dem rezessiven Vererbungsmodell, das

für M. Crohn angenommen wird [Orh93], überein. Diese abnorme Adaptation

des Darmlumens gegenüber Bakterien, bedingt durch eine Hyporeaktivität des

angeborenen mukosalen Immunsystems ist im Sinne einer Immundefizienz und

nicht im Sinne eines Verlustes der immunologischen Toleranz zu sehen [Fol03].

Zum anderen exprimieren auch intestinale Epithelzellen (IEC) und Paneth–

Zellen — spezialisierte Zellen am Grund der intestinalen Krypten des terminalen

Ileums — NOD2. Sie sezernieren Defensine und andere antimikrobielle Peptide

als Reaktion auf bakteriellen Kontakt. Daher könnte die fehlende Funktion von

NOD2 auch in diesen Zellen zu einer geringeren Sekretion von Chemokinen und

Defensinen als Antwort auf bakterielle Produkte führen [Weh04], was eine Proli-

feration der Bakterien in den Krypten und den Verlust der Barrierefunktion der

Mucosa bedingen würde. So wurde gezeigt, dass NOD2 in menschlichen Epithel-

zellen auch als antibakterieller Faktor fungiert, indem z.B. Salmonella typhimu-
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rium intrazellulär direkt abgetötet wird, und L1007fs–Mutanten diese Fähigkeit

fehlt [His03]. Auch wurde eine schwächere Expression von antibakteriellen Pep-

tiden in Epithelzellen von M. Crohn Patienten mit CARD15–Mutationen beob-

achtet [Weh04].

Zudem könnte es durch die Mutationen im CARD15–Gen zu einer Modifizie-

rung der Interaktion zwischen der LRR–Region von NOD2 und MDP kommen.

Vielleicht ändern diese Mutationen die Spezifität der Liganden von NOD2, so

dass andere neue bakterielle Bestandteile neben MDP oder auch körpereigene

Moleküle erkannt werden, die die inflammatorische Reaktion fördern [Phi04].

Es könnten auch unterschiedliche Effekte von Wildtyp– und mutiertem

CARD15 auf die durch Caspase 9 induzierten Apoptosemechanismen bestehen.

NOD2 interagiert mit der CARD–Domäne von Caspase 9 und kann damit nicht

direkt, sondern durch die Koexpression mit Caspase 9 eine erhöhte apoptotische

Aktivität hervorrufen [Ogu01b]. Daher könnte bei CARD15–Mutanten die Fähig-

keit zur Hochregulation der Caspase 9 abhängigen Apoptose verloren gegangen

sein. Eine verminderte Apoptose immunkompetenter Zellen wie T–Lymphozyten

würde dann zu einer unkontrollierten chronischen Entzündung führen. Für diese

Hypothese spricht weiterhin, dass therapeutische Effekte verschiedener Ansätze

bei M. Crohn wie Glukokortikoide oder Antikörper gegen TNFα und IL12 auch

durch die Induktion von Apoptose immunkompetenter Zellen erklärt werden

können. Dabei ist ein Teil des entzündungshemmenden Effekts von monoklo-

nalen Antikörpern gegen TNFα durch die Induktion von Apoptose in Monozyten

mittels eines Caspase abhängigen Weges erklärbar [Lug01].

Eine
”
gain of function“–Hypothese beschreibt eine Studie von Watanabe et al.

vom Juni 2004. Hier wird eine plausible Erklärung für die Entstehung der chro-

nischen Entzündung bei CARD15–mutierten Allelen beschrieben. Mit Hilfe von

Splenozyten CARD15–defizienter Mäuse wurde nachgewiesen, dass normalerwei-

se NOD2 die über TLR2 vermittelte Th1–Antwort auf PGN mit

NF–κB–Aktivierung und nachfolgender Zytokinausschüttung verhindert. Die Re-
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gulation dieser über TLR2–induzierten Th1–Antwort soll durch eine reduzierte

Aktivierung und Translokation von c–Rel, einer Untereinheit von NF–κB, er-

folgen. In Abwesenheit von NOD2, wie z.B. bei den mit M. Crohn assozier-

ten CARD15–Mutationen, ist die NOD2–vermittelte Inhibierung der NF–κB–

Aktivierung aufgehoben, was zu einer gesteigerten TLR2–vermittelten NF–κB–

Aktivierung und erhöhter IL12–, IL18– und Interferon γ–Produktion führt. Daher

resultieren CARD15–Mutationen in einer gesteigerten Th1–Zytokinproduktion

[Wat04]. Diese Hypothese wurde allerdings in neueren Studien nicht bestätigt

[Li04].

Mit dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass, wie schon in artifiziellen Sy-

stemen gezeigt, auch die Monozyten von M. Crohn Patienten mit homozygoter

L1007fs–Mutation im Gegensatz zu Wildtyp–Patienten die Fähigkeit zur NOD2–

vermittelten Antwort auf das bakterielle Bestandteil MDP verlieren. Dabei wur-

den im Gegensatz zu artifiziellen Systemen die Monozyten aus M. Crohn Pa-

tienten gewonnen und die Antwort auf Proteinebene verifiziert. Allerdings ent-

spricht auch eine ex vivo– Situation nicht ganz einer in vivo–Situation im Men-

schen, so dass auch hier nicht mit letzendlicher Sicherheit von der Realität der

Ergebnisse ausgegangen werden kann. Mit den erstellten Daten konnte aber auf-

grund der Funktion von NOD2 als Rezeptor für pathogene Bestandteile und deren

Funktionsverlust bei mit M. Crohn assoziierten Mutationen zumindest ein anzu-

nehmender Zusammenhang zwischen Mutationen im CARD15 Gen und chroni-

scher Darmentzündung hergestellt werden und ein Beweis für die pathogenetische

Wichtigkeit von luminalen Bakterien erbracht werden. Auch stimmt dieses
”
loss-

of-function“ Modell mit den Daten über einen Dosiseffekt überein: Träger der mit

M. Crohn assoziierten Mutationen auf beiden Chromosomen, sogenannte Double-

Dose-Träger (Homozygote und compound Heterozygote), haben ein größeres Ri-

siko zur Entwicklung der Erkrankung als Personen mit nur einer Mutation. Aller-

dings wurden auch gesunde Kontrollen unter den homozygoten Trägern gefunden

[Les02] und viele M. Crohn Patienten tragen keine Mutation im CARD15–Gen
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[Orh00, Tho96, Tys88]. Daher scheinen diese
”
loss-of-function“ Mutationen im

CARD15–Gen weder entscheidend noch notwendig für die Entwicklung von M.

Crohn zu sein, so dass noch andere genetische Faktoren so wie Umwelteinflüsse

nötig sind.



Kapitel 5

Zusammenfassung

Morbus Crohn gehört zu den chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, de-

ren Ätiologie noch weitgehend ungeklärt ist. Zur Zeit wird davon ausgegangen,

dass eine genetisch bedingte Störung der immunologischen Antwort des ange-

borenen Immunsystems gegenüber luminalen Antigenen im Darm besteht, was

pathophysiologisch zur Aktivierung immunkompetenter Zellen der Darmwand

und anschließender überschießender Reaktion mit Ausschüttung von spezifischen

Entzündungsmediatoren führt. Als erstes funktionelles Kandidatengen, das in eu-

ropäischen und amerikanischen Populationen mit M. Crohn assoziiert ist, wurde

im Jahre 2001 das NOD2/CARD15 Gen entdeckt. Das CARD15–Gen wird stark

in Monozyten exprimiert und besitzt als intrazellulärer cytosolischer Rezeptor

die Funktion der Erkennung von bakteriellen Bestandteilen wie Muramyldipep-

tid (MDP), dem kleinsten pathogenen Bestandteil von Peptidoglykan (PGN). Da-

durch wird über die Aktivierung des Nuclear Factor–kappaB (NF–κB)–Systems

eine inflammatorische Antwort mit Ausschüttung proinflammatorischer Zytoki-

ne wie Tumor–Nekrose–Faktor α (TNFα) erzeugt. Als Hauptmutationen, die bei

Kaukasiern mit M. Crohn assoziiert sind, wurden drei single nucleotid polymor-

phismen (SNP) beschrieben: eine frameshift Mutation im Exon 11 (L1007fs) und

zwei missense Varianten im Exon 4 und 8 (R702W und G908R). Die L1007fs–

Mutation ist die häufigste der mit M. Crohn assoziierten Mutationen und re-

73
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sultiert in einem verkürzten NOD2–Protein. Heterozygote Träger besitzen ein

2–4fach, homozygote oder compound heterozygote Träger ein 20–40fach erhöhtes

Risiko, an M. Crohn zu erkranken.

Der Mechanismus, durch welchen die beschriebenen genetischen Varianten

des CARD15–Gens zu einer Prädisposition für M. Crohn führen könnten, und

ihre funktionelle Bedeutung ist bisher unbekannt. Die ersten Experimente über

die funktionelle Bedeutung der CARD15–Mutationen fanden in künstlichen Sy-

stemen statt, in welchen Zellen mit verschiedenen Varianten des CARD15–Gens

transfiziert wurden. So wurde in transfizierten embryonalen Nierenzellen nachge-

wiesen, dass die L1007fs–mutierten Zellen die Fähigkeit zur NF–κB–Aktivierung

nach Stimulation mit LPS und PGN im Gegensatz zu den CARD15–Wildtyp–

Zellen gänzlich verlieren und die R702W– und G908R–mutierten Zellen eine si-

gnifikant verringerte NF–κB–Aktivierung aufweisen. In diesen Modellen sind je-

doch eine Überexpression von CARD15 und andere Artefakte der Kultursysteme

möglich, die zu veränderten Ergebnissen führen können. Deshalb und aufgrund

des Widerspruchs zwischen NF–κB–Aktivierung in vitro, wo es bei den CARD15–

Mutanten zu einer verringerten Aktivität von NF–κB kommt, und in vivo mit

Überaktivierung des NF–κB–Systems bei M. Crohn Patienten wurde in dieser Ar-

beit die Monozytenfunktion an aus Vollblut isolierten Monozyten von M. Crohn

Patienten untersucht. Dabei sollte das Verhalten der Monozyten von M. Crohn

Patienten, welche Mutationen des CARD15–Gens tragen, mit dem Verhalten der

Monozyten von M. Crohn Patienten, die den Wildtyp im CARD15–Gen besitzen,

und von gesunden Kontrollpersonen verglichen werden. Um diesen Vergleich zu

verifizieren, wurde die Zytokinproduktion der Monozyten im Zellkulturübestand

nach Isolierung, Kultivierung und Stimulation mit LPS oder MDP gemessen.

Dafür eigneten sich TNFα als proinflammatorisches Zytokin und IL10 als antiin-

flammatorisches Zytokin. Hierbei wurde bewusst auf Proteinebene gearbeitet, da

in Vorarbeiten meist die mRNA–Ebene untersucht wurde oder die Untersuchun-

gen auf Ebene der NF–κB–Aktiverung stoppten und der
”
downstream“-Effekt,
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d.h. die Zytokinproduktion, nicht dargestellt wurde. Dies ist aber von außeror-

dentlicher Wichtigkeit, da die Auschüttung von Zytokinen auf mehreren Stufen

streng kontrolliert wird und verschiedenen negativen Feedbackmechanismen un-

terworfen ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es nach Stimulation mit LPS

zu keinen signifikanten Unterschieden in der Zytokinproduktion — weder für

TNFα noch für IL10 — bei Monozyten von L1007fs–homozygoten Patienten im

Vergleich zu Monozyten von für die drei Mutationen negativen Patienten. Diese

Ergebnisse stehen im Einklang mit späteren Beobachtungen, dass eigentlich nicht

LPS der Stimulus für NOD2 ist, sondern Muramylpeptid (MDP).

Im Gegensatz zu LPS kommt es nach Stimulation mit MDP bei Monozyten

mit homozygoter L1007fs–Mutation im CARD15–Gen im Vergleich zu Monozy-

ten mit zwei Wildtyp–CARD15–Allelen (Kontrollgruppe und Wildtyp–Patienten)

zu keiner signifikant erhöhten TNFα–Sekretion im Überstand. Monozyten von

heterozygoten Patienten dagegen waren zu einer signifikant erhöhten TNFα–

Produktion im Überstand nach MDP–Stimulation fähig. Damit zeigt sich, dass

ein einziges Wildtyp-Allel für die Stimulation der Monozyten zur TNFα–Produkti-

on ausreichend ist. Beim Vergleich zwischen den einzelnen Populationen bezüglich

der TNFα–Produktion ergab sich nach MDP–Stimulation ein signifikant höherer

Anstieg der TNFα–Freisetzung bei den anderen Populationen (Kontrollgruppe,

Wildtyp, heterozygote Patienten) als in der Gruppe der L1007fs–Homozygoten.

Im Gegensatz dazu besteht kein signifikanter Unterschied bezüglich des An-

stiegs der TNFα–Freisetzung zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der

Wildtyp–Patienten sowie der heterozygoten Patienten und auch nicht zwischen

den Wildtyp–Patienten und den heterozygoten Patienten.

Mit dieser Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, dass, wie schon in artifiziellen

Systemen gezeigt, auch die Monozyten von M. Crohn Patienten mit homozygoter

L1007fs–Mutation im Gegensatz zu Wildtyp–Patienten die Fähigkeit zur NOD2–

vermittelten Antwort auf MDP verlieren. Dabei wurden im Gegensatz zu artifi-
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ziellen Systemen die Monozyten von M. Crohn Patienten gewonnen und die Ant-

wort auf Proteinebene mittels TNFα, nicht auf Ebene der NF–κB–Aktivierung,

verifiziert. Mit den erstellten Daten konnte aufgrund der Funktion von NOD2

als Rezeptor für pathogene Bestandteile und deren Funktionsverlust bei mit M.

Crohn assoziierten Mutationen ein Zusammenhang zwischen dem angeborenem

Immunsystem und chronischer Darmentzündung hergestellt werden und ein Be-

weis für die pathogenetische Wichtigkeit von luminalen Bakterien erbracht wer-

den. Allerdings wurden auch gesunde Kontrollen unter den homozygoten Trägern

gefunden und nicht alle M. Crohn Patienten tragen eine Mutation im CARD15–

Gen. Daher scheinen diese
”
loss-of-function“ Mutationen im CARD15–Gen weder

entscheidend noch notwendig für die Entwicklung von M. Crohn zu sein, so dass

noch andere genetische Faktoren sowie Umwelteinflüsse für die Entstehung der

Krankheit verantwortlich sind. Schließlich wird NOD2/CARD15 auch nur für

etwa 30–40% der genetischen Faktoren bei M. Crohn verantwortlich gemacht.



Anhang A

Abkürzungen

Apaf1 Apoptotic protease–activating factor 1

APC Antigen Presenting Cells

BSA Bovine Serum Albumin

CARD Caspase Activation and Recruitment Domain

CD Cluster of Differentiation

CDAI Crohn’s Disease Activity Index

CED chronisch entzündliche Darmerkrankungen

EDTA Ethylendiamintetraacid

ELISA Enzyme–Linked Immuno Sorbent Assay

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

Fc Fragment crystalline

FCS Fetal Calf Serum

FITC Fluorescinisothiocyanat

HEPES Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsäure

HRP Horseradish Peroxidase

LOD Logarithm of Odds

IBD Inflammatory Bowel Disease
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IFN Interferon

IgG Immunglobulin G

IKK IkappaB–Kinasen

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

LRR Leucin–Rich Repeats

LTA Lipoteichon acid

MACS Magnetic Activated Cell Sorting

MDP Muramyldipeptid

MHC Major Histocompatibility Complex

NBD Nucleotide Binding Domain

NF–κB Nuclear Factor–kappaB

NOD Nucleotide–binding Oligomerisation Domain

PAMP Pathogen Associated Molecular Patterns

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS Phosphate Buffer Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PFA Paraformaldehyd

PGN Peptidoglykan

PRR Pattern Recognition Receptor

RFLP Restriktionsfragment–Längen–Polymorphismus

RMPI Roswell Park Memorial Institute

RT Reverse Transkriptase

SAI Severity Activity Index

SNP Single Nucleotide Polymorphism

TLR Toll–Like Receptor

TNFα Tumor–Nekrose–Faktor α
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im Kulturüberstand von Monozyten 6 Stunden nach Stimulation

mit 100 ng/ml LPS bei unterschiedlichen

NOD2/CARD15 Genotypen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49

3.8 MDP– und LPS–induzierte TNFα–Freisetzung von peripheren Blut-

monozyten in Abhängigkeit vom NOD2/CARD15 Genotyp . . . . 52

3.9 Differenz zwischen unstimulierter und MDP–stimulierter TNFα–
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