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Abkiirzungen

BSA: Albumin Bovine Fraction V Solution
CARD: Caspase Recruitment Domain

CDALI: Crohn’s Disease Activity Index

CED: Chronisch-Entziindliche Darmerkrankungen
CRP: C-Reaktives Protein

DLG: Discs, Large Homolog

DNA: Desoxyribonucleic Acid

EDTA: Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FACS: Fluoreszenz-Activated Cell Sorting

FBS: Fetal Bovine Serum

GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
HLA: Human Leucocyte Antigen

IBD: Inflammatory Bowel Disease

IKK: IkB-Kinase

IL-10: Interleukin 10

LPS: Lipopolysaccharid

LRR: Leucin-Rich Repeats

MACS: Magnetic Activated Cell Sorting

MDP: Muramyldipeptid

MHC: Major Histocompatibility Complex
mRNA: Messanger Ribonucleic Acid

NBD: Nucleotid-Binding Domain

NF-kB: Nuclear Factor kB

NOD: Nucleotide-Binding Oligomerization Domain
OCTN: Organic Cation Transporter

PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern
PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell

PCR: Polymerase Chain Reaction

PGN: Peptidoglycan

PRR: Pattern-Recognition Receptor

RFLP: Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismus
RICK: Regulatory Protein Kinase



RNA: Ribonucleic Acid
TLR: Toll Like Receptor
TNF-a: Tumor Nekrose Faktor a



1 Einleitung

1.1 Morbus Crohn — Allgemeines

Der Morbus Crohn, benannt nach seinem Erstbeschreiber Burbill B. Crohn 1932, zihlt
zusammen mit der Colitis ulcerosa und mit nicht klassifizierbaren Formen zu den chro-
nisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) (13). Hierbei handelt es sich um chro-
nisch rezidivierende, in Schiiben verlaufende entziindliche Erkrankungen des Gastroin-
testinaltraktes.

Der Morbus Crohn, der oft mit signifikanten EinbuBlen der Lebensqualitéit einhergeht
(10), betrifft vorwiegend Patientinnen und Patienten jiingeren Alters, Atiologie und
Pathogenese sind weitgehend unbekannt. In einem multifaktoriellen Ansatz werden
genetische Faktoren, Umweltfaktoren und eine immunologische Fehlregulation disku-
tiert. Mit zunehmendem Verstindnis der Pathomechanismen kdnnten sich neue Thera-

piemoglichkeiten ergeben. Eine kausale Therapie ist noch nicht absehbar (69).

1.1.1 Epidemiologie

Der Morbus Crohn stellt vor allem in den westlichen Industriestaaten, zunehmend aber
auch in den Entwicklungsldandern, eine wichtige Morbiditétsursache dar. Die Haufigkeit
zeigt geographische und ethnische Unterschiede.

Nordamerikanische und europédische Studien zeigen Inzidenzraten zwischen 3,1 und
14,6/100 000 in Nordamerika und zwischen 0,7 und 9,8/100 000 in Europa. Nach einem
starken Anstieg der Inzidenz zwischen dem Zweiten Weltkrieg und Beginn der siebzi-
ger Jahre hat sie sich heute auf einem hohen Level stabilisiert. Die Prévalenz liegt in
Nordamerika zwischen 26 und 198,5/100 000 und zwischen 8,3 und 214/100 000 in
Europa. Sowohl in Nordamerika als auch in Europa ist ein Nord-Siid-Gefdlle beim

Auftreten von Morbus Crohn zu beobachten. Die grofite bisher dokumentierte Inzidenz
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und Prévalenz findet sich in Nordamerika, Skandinavien und Grofbritannien (53). In
Entwicklungslandern wie Asien, Afrika und Lateinamerika sind die Inzidenz- und Pri-
valenzraten zwar deutlich geringer, aber auch hier ldsst sich in den letzten Jahren ein
deutlicher Anstieg feststellen (100). Dies konnte auf die zunehmende Verwestlichung
des Lebensstils zuriickzufiihren sein. Neben geographischen kdnnen beim Auftreten von
Morbus Crohn auch ethnische Unterschiede beobachtet werden. Israelische Juden
beispielsweise haben im Vergleich zu nicht jidischen Kaukasiern eine 2-4fach erhéhte
Inzidenz. Asiaten und Araber scheinen seltener an einem Morbus Crohn zu erkranken.
Studien iiber Migranten, bei denen sich die Inzidenzraten an die des Immigrationslandes
angleichen, lassen jedoch eher Umweltfaktoren als Ursache dieser Unterschiede
vermuten (53).

Die Diagnose eines Morbus Crohn wird meist zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr
gestellt. Ein spéterer, deutlich kleinerer Altersgipfel ist zwischen dem 60. und 70.
Lebensjahr zu erkennen. In den meisten Studien finden sich geringfiigig mehr erkrankte

Frauen als Manner (53).

1.1.2 Krankheitsbild und Therapie

Klinische Charakteristika des Morbus Crohn sind rezidivierende, kolikartige
Bauchschmerzen, die oft im rechten Unterbauch lokalisiert sind und chronische, meist
nicht blutige Diarrhden in unterschiedlicher Haufigkeit. Dartiber hinaus kdnnen unspe-
zifische Symptome wie starker Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, Ubelkeit und Abge-
schlagenheit vorhanden sein. Eine Leukozytose, Fieber und Andmie kdnnen den Krank-
heitsschub begleiten. An Komplikationen konnen im Gastrointestinaltrakt Fisteln in
benachbarte Organe (40-50 % der Patienten), Stenosen (30-50 %), anorektale Abszesse
(25 %), Perforationen, lebensbedrohliche Blutungen (1-2 %) oder — selten — ein toxi-
sches Megakolon auftreten. Insgesamt erzwingen akute Komplikationen bei 70 % der

Patienten innerhalb eines Krankheitsverlaufes von 15 Jahren eine chirurgische Inter-
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vention (78). Extraintestinale Manifestationen (Tabelle 1.1), kommen bei 25-35 % der
Erkrankten vor (78). Bisweilen dominieren sie. Auf diese Weise kann die zugrunde lie-
gende Darmerkrankung libersehen werden (9, 57).

Lokalisation: Im Gegensatz zur Colitis ulcerosa, die durch einen ausschlie3-
lichen Befall des Kolons gekennzeichnet ist, kann der Morbus Crohn den gesamten
Gastrointestinaltrakt betreffen. Der Morbus Crohn ist durch einen segmentalen,
diskontinuierlichen Befall des Verdauungssystems charakterisiert, der vom Mund bis
zum Anus reichen kann. Die hiufigsten Lokalisationen betreffen das terminale Ileum
und das proximale Kolon: Ein isolierter Ileumbefall wird bei 30 % der Patienten beo-
bachtet, ein isolierter Kolonbefall bei 25 % und ein kombinierter Befall beider Ab-
schnitte bei 45 %. Es konnen alle Darmschichten befallen sein. Man spricht dann von
einem transmuralen Befallsmuster (48).

Verlauf: Die Krankheit verldauft bei 80 % der Patienten schubweise mit einer
Rezidivhiufigkeit von 30 % nach einem Jahr und 40 % nach zwei Jahren. Bei etwa
20 % der Patienten liegt ein chronisch aktiver Verlauf vor. Zur Beurteilung der Aktivitét
eines Schubes eignen sich Aktivitdtsindices, wie z.B. der ,,Crohn’s disease activity
index* (CDAI) nach Best (Anhang: Abbildung 8.1), wodurch eine Einteilung in Re-
mission (CDAI < 150), sowie milden, mittleren, schweren und fulminanten (CDAI >
450) Verlauf moglich ist (78). Eine systematische Einteilung beziiglich Lokalisation,
Verlauf, Erstmanifestationsalter sowie weiterer Eigenschaften wie Geschlecht, ethni-
scher Herkunft und Familienanamnese wurde durch die Vienna-Klassifikation vorge-

nommen (27).
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Tabelle 1.1:

systemische extraintestinale Manifestationen (78)

LOKALISATION (Haufigkeit)

MANIFESTATION

Gelenke (20-40 %)

Arthralgie, Arthritis, ankylosierende Spondylitis

Leber (9-16 %)

sklerosierende Cholangitis, histologisch portale

Hepatitis, Gallensteine, granulomatdse Entziindung

Augen (5-15 %)

Konjunktivitis, Ireitis, Uveitis

Haut, Schleimhaut (5-10 %)

Erythema nodosum, Pyoderma gangrinosum

aphtose Stomatitis, nahrungsbedingte Dermatosen

Knochen Osteopenie, aseptische Nekrose
Niere Albuminurie, Glomerulonephritis
Blut autoimmunhé@molytische Andmie

Gefille, Herz

Vaskulitiden

Stoffwechsel, Erndhrung

Gewichtsverlust, Wachstumsretardierung,
Elektrolytmangel, Hypoalbuminidmie; Eisen-,

Vitamin D-, Folsduremangelandmie

Die Diagnose eines Morbus Crohn wird auf Grund eines klinischen Verdachts

durch Labortests, radiologische, endoskopische und histologische Untersuchungen gesi-

chert.

An Labortests werden Blutuntersuchungen mit Differentialblutbild und Entziindungspa-

rametern (Blutsenkungsgeschwindigkeit, C-reaktives Protein / CRP) sowie eine Stuhl-

untersuchung auf pathogene Keime zum Ausschluss einer intestinalen Infektion durch-

gefiihrt.
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An bildgebenden Verfahren spielen das Rontgen des Diinndarms (Fissuren, Pflaster-
steinrelief, Darmstenosen) und das Hydro-MRT (Darstellung einer verdickten Darm-
wand, vergroBerter Lymphknoten und perianaler Fisteln) eine Rolle.

Die Endoskopie mit Entnahme von Biopsien hat in der Diagnostik und Uberwachung
des Morbus Crohn einen hohen Stellenwert. Die Merkmale fiir einen Morbus Crohn
sind ein diskontinuierlicher Befall aller Wandschichten mit aphtoiden Lasionen, scharf
begrenzten Ulzera, Strikturen und Pflastersteinrelief. Die Darmwand kann 6dematos
und fibrotisch verdickt sein und segmentale Stenosen oder Fisteln ausbilden (99) . Die
relativ neue diagnostische Moglichkeit der Kapsel-Endoskopie, bei der eine
Mikrokamera geschluckt wird, und die Daten nach Darmpassage ausgewertet werden,
ist beim Morbus Crohn insbesondere bei Verdachtsfillen, zur Untersuchung der Aus-
dehnung im Diinndarm und fiir Therapie-Studien geeignet (41).

Histologisch zeigt sich eine ulzerdse Entziindung mit Fissuren und einem transmuralen
entziindlichen Filtrat aus Lymphfollikeln und Epitheloidzellgranulomen (99).

Therapie: Morbus Crohn ist noch nicht kausal therapierbar. Indikation fiir eine
Therapie sind Symptome mit Krankheitswert, Komplikationen, Mangelerscheinungen,
extraintestinale Manifestationen und die Rezidivprophylaxe. Ziel ist eine symptoma-
tische Therapie der Entziindung und der Komplikationen, eine Milderung der Be-
schwerden sowie die sekundére Priavention. Die Therapie ist abhidngig von Lokalisation
und Intensitdt der Erkrankung (37).

Bereits die alleinige Erndhrungstherapie (ballaststoffarme Kost, individuelle Diét) be-
sitzt einen antiinflammatorischen Effekt und kann einen Ubergang in die Remission
bewirken (26).

Die medikamentdse Therapie nutzt 5-Aminosalyzylate (5-ASA), die als Monotherapie
zur Rezidivprophylaxe und gemeinsam mit Glukokortikoiden zur Behandlung des mil-

den bis mittelstarken Schubes eingesetzt werden. Bei schweren und fulminanten Schii-
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ben kommen neben lokal oder systemisch verabreichten Glukokortikoiden auch Immun-
suppressiva (Azathioprin, Methotrexat), Immunmodulatoren (TNF-a-Antikérper) und
Antibiotika (z.B. Metronidazol) zum Einsatz. Bei 10-20 % ist ein Absetzen der Steroide
aufgrund eines chronisch aktiven Verlaufs nicht moglich und somit ein
Remissionserhalt durch Dauertherapie mit Glukokortikoiden und Immunsuppressiva
erforderlich (37). Zur Rezidivprophylaxe werden in der modernen Crohn-Therapie ver-
mehrt auch sogenannte Probiotika eingesetzt (77).

Grundsatz der chirurgischen Therapie ist eine frithzeitige Planung des gemeinsamen
internistischen und chirurgischen Vorgehens. Auch chirurgisch ist Morbus Crohn nicht
heilbar, Rezidive werden nicht verhindert. Dennoch miissen 50-80 % der Patienten ein-
mal, etwa 20 % zweimal oder 6fter operiert werden. Die Indikation ist streng zu stellen.
Rezidivierende Fisteln stellen mit 60 % die haufigste OP-Indikation dar. Des Weiteren
ist eine OP-Indikation bei akuten Komplikationen wie Perforation, Peritonitis, Ileus,
Blutung oder Stenose sowie bei anorektalen Abszessen gegeben. Dabei gilt das Prinzip
der darmerhaltenden ,,minimal surgery*. Eine Proktokolektomie ist selten indiziert und

fiihrt immer zu einer endgiiltigen Stoma-Anlage (78).
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12 Morbus Crohn - Atiopathogenese

Die Atiologie des Morbus Crohn ist weiterhin nicht eindeutig, vielmehr scheint eine
bestimmte Konstellation verschiedener exogener und endogener Einfliisse das Auftreten
von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zu bedingen. Dabei spielt neben gene-
tischen Faktoren und Umwelteinfliissen das mukosale Immunsystem offensichtlich eine
entscheidende Rolle (Abbildung 1.1). Mit Entdeckung der Assoziation von
NOD2/CARD15-Genmutationen und Morbus Crohn gelang ein Durchbruch im Ver-
stindnis dieser Erkrankung. Dadurch riickte nicht nur die genetische Atiologie in den
Vordergrund, sondern es konnte auch ein entscheidender Zusammenhang zwischen erb-

lichen Faktoren und Antigenen im Darmlumen dargelegt werden.

genetische
Pradisposition

mukosales
Immunsystem

| luminale
| Antigene

Abbildung 1.1.
Modell zur Atiopathogenese des Morbus Crohn

Das aktuelle Modell der Atiopathogenese von Morbus Crohn wird im Folgenden darge-

stellt.

1.2.1 Umwelteinfliisse — bakterielle Darmflora

Die Tatsache, dass die Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen mit 42-58 % (33,
86, 89) unter 100 % liegt und dass sich die Inzidenzraten von fiir Morbus Crohn

pradisponierten Migranten an die des Immigrationslandes angleichen (53), lassen auf
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einen starken Einfluss von Umweltfaktoren auf das Erkrankungsrisiko schlieen. Thnen
scheint ein Einfluss auf die Darmmukosa bzw. auf die Darmflora gemeinsam zu sein.
Als einzig eindeutig nachgewiesener Risikofaktor wurde das Rauchen festgestellt (89).
Weiter scheinen ein erhdhter Hygienestatus wihrend der Kindheit und fehlendes Stillen
Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Morbus Crohn zu sein. Letzteres ist immuno-
logisch interessant, da die Muttermilch neben Antikdrpern auch antiinflammatorisch
aktive Zytokine enthélt. Auch die Erndhrung scheint einen Einfluss auf die Krankheits-
entstehung zu haben. Nahrungsantigene wirken wahrscheinlich entweder direkt auf das
mukosale Immunsystem ein oder sie modulieren die Darmflora (79). Eine fett- und
kohlenhydratreiche aber ballaststoffarme Erndhrung wird fiir das gehdufte Aufkommen
der Erkrankung in den Industriestaaten verantwortlich gemacht (61). Ein Anstieg der
Inzidenzraten von Morbus Crohn mit zunehmender Verbreitung des Kiihlschrankes
héngt wohl mit einem damit verbundenen vermehrten Konsum von Fleisch zusammen.
In Kiihlschrinken vermdgen auch Mikroorganismen wie Yersinien zu iiberleben, die bei
chronischer Infektion zu einem Morbus Crohn fiihren konnten (39).

Allgemein kann gesagt werden, dass die wichtigste Folge von Umweltfaktoren die ver-
anderte bakterielle Darmflora ist. Ein spezifisches pathogenes Bakterium ist bislang
auBler kontroversen Hinweisen auf einen Zusammenhang zwischen dem Paratuberku-
lose-Erreger mycobacterium avium und Morbus Crohn (28, 59) nicht bekannt.
Grundsitzlich sprechen aber zahlreiche Untersuchungen fiir eine Beteiligung von Kei-
men am Krankheitsprozess des Morbus Crohn. Schon die bevorzugte Lokalisation des
Morbus Crohn im terminalen Ileum und proximalen Kolon, beides ,bakterienfreundli-

13

che* Darmabschnitte mit besonders hohen Bakterienkonzentrationen, konnten auf
Keime als Mitverursacher hinweisen (82). Vor allem eine Verdnderung in der

Zusammensetzung der Darmflora, eine insgesamt erhdhte Bakteriendichte im Darm und

ein vermehrtes Eindringen von Bakterien in die Darmmukosa scheinen eine Rolle zu
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spielen (84). In Tierversuchen, in denen die Tiere unter sterilen Bedingungen aufgezo-
gen wurden, konnte eine Colitis verhindert werden (19). Fiir die Bedeutung bakterieller
Antigene in der Pathogenese des Morbus Crohn sprechen auch die Inaktivitit der Er-
krankung in operativ ausgeschalteten Darmarealen und das Auftreten von Rezidiven
nach Wiederherstellung der Darmpassage (15). SchlieBlich bekriftigt der Erfolg von
Antibiotika und Probiotika in der Behandlung und Prophylaxe des Morbus Crohn diese
Untersuchungen (77).

Der Einfluss der Darmflora auf Morbus Crohn beruht wahrscheinlich auf einen durch
bakterielle Antigene induzierten T-Zell-Aktivierung, die eine iiberschieende Pro-
duktion von Zytokinen mit Aktivierung des mukosalen Immunsystems verursacht und
schlieBlich zu einer Destruktion des Darmgewebes fiihrt (17). Zusétzlich konnte gezeigt
werden, dass bei Patienten mit Morbus Crohn die physiologische Toleranz des muko-
salen Immunsystems gegeniiber der physiologischen Darmflora gestort ist, und somit
Immunreaktionen mit fortdauernder inflammatorischer Aktivitit bestehen, die ihrerseits

eine Destruktion des Darmgewebes verursachen (16, 38).

1.2.2 Rolle des mukosalen Immunsystems

Die physiologische Funktion des Intestinalsystems beruht darin, essentielle Nahrstoffe
und Wasser zu absorbieren und unbrauchbare Stoffe auszuscheiden. Dabei muss es zwi-
schen harmlosen Antigenen der Nahrungsmittel und infektiosen oder toxischen Antige-
nen unterscheiden. Zum Schutz vor den letztgenannten besitzt der Intestinaltrakt eine
effektive Barriere. Zusitzlich sind sowohl das angeborene als auch das erworbene
Immunsystem beteiligt.

Die effektive Barriere zeichnet sich durch ein intaktes Darmepithel, den darauf befind-
lichen Schleim, die Sekretion verschiedener protektiver Faktoren und eine normale

Peristaltik aus.
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Das angeborene Immunsystem, das die erste Antwort auf Fremdantigene vermittelt,
setzt sich aus Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dem Komplementsystem
zusammen (58). Es wird durch die spezifische Erkennung von Antigenen (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs) aktiviert. Diese Erkennung geschieht tiber spe-
zifische Rezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs) (30).

Das erworbene Immunsystem umfasst B- und T-Lymphozyten und deren Produktion
von Immunglobulinen. Es tibertrdgt die spezifische Immunitét (58).

Als eine Besonderheit gegeniiber anderen immunologischen Vorgéngen im menschli-
chen Korper spielt beim Immunsystem des Darms das Vorhandensein einer Immuntole-
ranz gegeniiber bestimmten Nahrungs- und Bakterienbestandteilen eine essentielle
Rolle. Um eine immunologische Aktivitdt gegeniiber nichtschidlichen Bestandteilen zu
vermeiden, befindet sich das intestinale Immunsystem in einer physiologischen Hypo-
reaktivitét, die sich zum Beispiel in einer herabgesetzten Aktivierbarkeit und Prolifera-
tion von T-Zellen zeigt (85).

Diese Toleranz gefdhrdet die Abwehrfunktionen nicht, da im integeren Darm ein aus-
gekliigelter Gleichgewichtszustand zwischen proinflammatorischer und antiinflammato-
rischer Aktivitit des intestinalen Immunsystems besteht (38).

Bei Patienten mit Morbus Crohn ist dieser Gleichgewichtszustand erheblich gestort
(16). Durch diese Fehlregulation mit proinflammatorischer Uberaktivierung des
intestinalen Immunsystems und gleichzeitig fehlender antiinflammatorischer Gegenre-
gulation scheint es zur manifesten chronischen Entziindung des Darms im Sinne des

Morbus Crohn zu kommen (16, 17).

1.2.3 Genetische Faktoren

Schon lange weisen umfassende Studien auf einen signifikanten Einfluss genetischer
Faktoren auf die Pathogenese des Morbus Crohn hin. Bestimmte ethnische Gruppen wie

z.B. jiidische Kaukasier sind iiberzufillig haufig an Morbus Crohn erkrankt (53). Aus
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epidemiologischen Studien geht eine familidire Haufung beim Auftreten von Morbus
Crohn hervor: Bei 5-10 % aller Betroffenen findet sich eine positive Familienanamnese
fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen (22). Das relative Risiko, an einem
Morbus Crohn zu erkranken, ist flir Verwandte ersten Grades im Vergleich zur gesun-
den Bevolkerung etwa 15fach erhoht (65, 68). Bestimmte Krankheitscharakteristika wie
intestinale Lokalisation, Alter bei Erkrankung oder das Auftreten von Komplikationen
sind bei Patienten mit positiver Familienanamnese iiberzufillig hidufig konkordant (1, 3,
34, 68).

Am anschaulichsten kann der genetische Einfluss auf die Morbus Crohn-Erkrankung
anhand von Zwillingsstudien belegt werden. So liegt die Konkordanzrate bei monozy-
goten Zwillingen bei 42-58 %, wéhrend sie bei dizygoten Zwillingen nicht signifikant
erhoht ist (33, 86, 89) .

Ein Mendelscher Erbgang wurde auch bei der Untersuchung groBer Familien nicht
nachgewiesen (46, 64), so dass eine groBBere Zahl verschiedener Gene an der Pathoge-
nese beteiligt zu sein scheint. Durch Genomanalysen konnten bisher mehrere chromo-
somale Regionen gefunden werden, auf denen offenbar Risikogene fiir die Entwicklung
eines Morbus Crohn liegen (7). Das erste Gen, das eindeutig mit dem Auftreten von
Morbus Crohn assoziiert ist, ist NOD2/CARDI15 auf Chromosom 16. Seitdem wurden
weitere Kopplungsregionen gefunden, die Hinweise auf Crohn-assoziierte Genmutatio-
nen gaben. Unter anderem sind dies DLGS5, OCTN1 und 2, NOD1, HLA und TLR4. Die

bedeutendste Rolle nimmt jedoch weiterhin der Genort NOD2/CARDIS5 ein (93).
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1.3 Der NOD2/CARD15-Rezeptor bei Morbus Crohn

Im Mai 2001 wurde von zwei unabhéngigen Forscherteams ein Zusammenhang zwi-
schen Mutationen im NOD2 Gen, das spiter in CARD15' umnominiert wurde, und dem
Auftreten von Morbus Crohn hergestellt (40, 62). Dieses Gen wurde als erstes eindeutig
mit der Erkrankung des Morbus Crohn assoziiert. Dies wurde von zahlreichen unabhin-

gigen Studien bestétigt (Zusammenfassung in (87)).

1.3.1 Allgemeines

CARDI15 gehort in die Familie der Nucleotide-Binding Oligomerization Domain /|
Apoptotic Protease Activating Factor 1 (NOD1/Apaf-1) und wird hauptsidchlich aber
nicht ausschlieflich von Monozyten exprimiert (Tabelle 1.2). CARD15 enthélt 12 co-
dierende Exons und liegt in der perizentrometrischen Region des Chromosom 16. Diese
Region, genannt inflammatory bowel disease locus 1, stellt die Kopplungsregion mit der

hochsten Pradisposition fiir Morbus Crohn dar.

Tabelle 1.2:
Zellen mit CARD15-Expression

Expression von CARD15 | Literatur
Monozyten (63)
Granulozyten (32)
Intestinalepithel (5, 32, 36)
Paneth Korner Zellen (47,97)

Das Gen codiert fiir ein Protein, das wie die meisten Proteine aus der NOD-Familie drei

funktionelle Doméanen enthilt: eine zentral lokalisierte Nukleotid-bindende Doméne

' Die Bezeichnung CARDI15 steht im Folgenden fiir das CARD15/NOD2-Gen. Das gleichnamige Protein
wird als CARD15-Protein bezeichnet.
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(NBD), eine aminoterminale Effektor-bindende Doméne unterteilt in zwei caspase
recruitment domains (CARD1, CARD2) und eine Carboxy-terminale Liganden-Er-

kennungs-Doméine mit leucinreichen Wiederholungen (LRR) (Abbildung 1.2) (63).

C2104T G2722C  Leul007insC
R702W G809R 3020insC

I CARD1I CARD2 NBD LRR

1 28 124 127 220273 571 744 1020 1044

Abbildung 1.2:
Struktur des CARD15-Proteins und Mutationen, modifiziert nach (40, 62).

1.3.2 Funktion des CARD15-Proteins

Verschiedene Funktionsuntersuchungen konnten zeigen, dass das CARD15-Protein als
intrazelluldrer Rezeptor fiir bakterielle Bestandteile fungiert und zu einer Aktivierung
des NF-kB Systems mit Transkription von regulatorischen Genen fiihrt (62, 63).

Die Rezeptorfunktion dhnelt der von Toll-like-Rezeptoren (TLR). Diese membranstin-
digen Rezeptoren erkennen bakterielle Bestandteile und aktivieren das NF-kB System.
Der Rezeptor TLR4 beispielsweise erkennt bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), Li-
gand des TLR2 ist Peptidoglykan (PGN). Auch das CARDI15-Protein fungiert in der
Erkennung bakterieller Produkte und aktiviert das NF-kB-System, ist jedoch zytosolisch
lokalisiert und dient dort als intrazelluldrer Rezeptor fiir bakterielle Bestandteile (30).
Das spezifische Erkennungsantigen ist das bakterielle Muramyldipeptid (MDP). Den
Mechanismus der Aktivierung erkldrt man sich folgendermafen: Eine leucinreiche Re-
gion (LRR) soll fiir die Erkennung verantwortlich sein (43). Darauthin kommt es durch
Interaktionen zwischen den N-terminalen CARDs und der Serin-Threonin-Kinase
regulatory protein kinase (RICK) unter zusitzlich nétigem Vorhandensein von IkB-

Kinasen (IKK) zur Aktivierung von NF-kB. Letztgenannte induzieren darauthin die
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Expression von Zielgenen, die zur Regulation der angeborenen und erworbenen Immu-
nitdt beitragen. Dazu gehoren zum Beispiel Oberflichenrezeptoren des Major
Histocompatibility Complex (MHC) und inflammatorische Zytokine wie der Tumor-

Nekrose-Faktor-a (TNF-a) (42, 63).

1.3.3 Bakterielle Bestandteile und ihre Rezeptoren

Bei der spezifischen Erkennung von PAMPs wird das angeborene Immunsystem als
erste Stufe in der Verteidigung gegen Pathogene aktiviert. Diese Erkennung geschieht
tiber spezifische PRRs, wie z.B. die TLRs oder das CARD15-Protein (30).

LPS, auch Exotoxine genannt, sind die bekanntesten PAMPs und die wich-
tigsten Bestandteile der Membran gramnegativer Bakterien. Sie wirken alleine oder ad-
juvant und 16sen im menschlichen Organismus immunstimulatorische Effekte wie die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine, toxische und bei hoherer Konzentration sogar
lebensbedrohliche Prozesse aus (6). Erkannt werden sie liber verschiedene PRRs. Es
gibt Hinweise, dass dabei TLRs und das CARD15-Protein eine Rolle spielen (43).

PGN ist ein Bestandteil der Zellmembran gramnegativer und grampositiver
Bakterien, findet sich bei letzteren jedoch hoher konzentriert (98). Der CARDIS-
Rezepor ist ein Sensor flir gramnegatives und grampositives PGN (29) und fiihrt bei
Erkennung dieser zur Aktivierung proinflammatorischer Prozesse.

MDP ist der kleinste pathogene Bestandteil von PGN. Es konnte nachgewiesen
werden, dass MDP die Struktur darstellt, die vom CARDI15-Rezeptor erkannt wird,
nicht jedoch von den membranstindigen TLRs. MDP stellt somit ein spezifisches Er-
kennungsmolekiil fiir das CARD15-Protein dar. Es hat sowohl einen eigenstindigen, als
auch zusammen mit LPS bzw. PGN einen synergistischen Effekt und 16st eine Aktivie-
rung des Nf-kB-Systems aus (29, 98).

Effekte auf alle genannten Antigene bleiben jeweils bei Vorhandensein von CARD15-

Mutationen aus (29, 44, 62).
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1.3.4 Crohn-assoziierte Mutationen im CARD15-Gen

Mit Morbus Crohn wurden bislang mehrere Mutationen im CARD15-Gen in Zusam-
menhang gebracht. Bei solchen Mutationen steigt das Risiko, an einem Morbus Crohn
zu erkranken um das 20-40fache an, wenn beide Allele betroffen sind, und um das 2-
4fache, wenn nur ein Allel betroffen ist (7). Die drei haufigsten bislang bekannten
Mutationen, die alle in der leucinreichen Erkennungsregion fiir bakterielle Bestandteile
liegen, sind 3020insC, R702W und G908R (40) (Abbildung 1.2). Diese machen 82 %
der bekannten mit Morbus Crohn assoziierten Mutationen aus, wéhrend in 18 % der
Fille eine der selteneren 27 Mutationen vorkommt (49). Bei den drei haufigsten
Mutationen handelt es sich um single nucleotid Polymorphismen im CARD15-Gen.
3020insC: Die haufigste Genvariante ist die frameshift Mutation 3020insC in
Exon 11, die durch Cytosin-Insertion zu einem Einbau eines Stoppcodons mit resultie-
rend verkiirztem CARDI15-Protein fiihrt. Funktionell duBlert sich dieser Protein-Defekt
in einer verminderten Aktivierung von NF-kB bei Stimulation mit bakteriellem LPS.
Dies konnte in vitro an mit CARD15 transfizierten embryonalen Nierenzellen nachge-
wiesen werden (8, 62). Eine Aktivierung des NF-kB-Systems geschieht LPS-induziert
jedoch auch iiber die TLRs. Erst mit der Entdeckung des CARD15-spezifischen Erken-
nungsmolekiils Muramyldipeptid (MDP) gelang die spezifischere Analyse der Bedeu-
tung dieser Mutation (Kapitel 1.3.4.). Der Aktivierungseffekt bei Mutation bleibt bei
Stimulation mit MDP im Gegensatz zu Zellen mit CARD15-Wildtyp aus (29).

R702W und G908R: Bei diesen beiden Mutationen handelt es sich um einen
Aminosédure-Austausch in Exon 4 (R702W) beziehungsweise in Exon 8 (G908R).
Stukturell wird das Protein nicht verkiirzt, funktionell konnte auch bei diesen Mutatio-
nen durch in vitro Studien eine im Gegensatz zu Wildtyp-Kontrollen verminderte Akti-
vitdt von NF-kB nach Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen nachgewiesen werden

(8, 40, 49).
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Alle Mutationen scheinen also zu einer verminderten Erkennung bakterieller Bestand-
teile wie LPS, PGN und im speziellen des spezifischen Molekiils MDP zu fiihren.
CARDI1S5 scheint deshalb eine Rolle in der angeborenen Immunitit zu spielen.

Die durch diese CARD15-Genmutationen verursachte herabgesetzte Aktivierbarkeit des
NFk-B-Systems bei Vorhandensein stimulierender bakterieller Bestandteile in vitro (8,
62) steht im Gegensatz zur in vivo Situation von Morbus Crohn, die durch eine

Uberaktivierung des NF-kB-Systems charakterisiert ist (72).

1.3.5 CARD15-Genotyp und Morbus Crohn Phanotyp

Aus der Tatsache, dass einige Patienten mit Morbus Crohn Tréger einer Mutation in
CARDI15 sind und andere nicht, ergeben sich genotypisch zwei Patientengruppen. Diese
Patienten unterscheiden sich auch im Phénotyp.

Uber die Beziehung von CARD15-Mutationen und klinischer Prisentation des Morbus
Crohn wurden zahlreiche Studien verdffentlicht. Das einzig konsistente Ergebnis be-
trifft die Lokalisation: Trager von CARD15-Mutationen zeigen iiberzufillig hdufig eine
Lokalisation im Ileum (3) mit hdufigerer Durchfiihrung einer Ileozokalresektion (3, 14,
34, 49). Das Kolon ist seltener beteiligt (49). Einige Arbeitsgruppen berichteten iiber
einen Zusammenhang zwischen Mutation und fibrostenotischem Phénotyp (1, 3, 34, 49,
72), der Anwesenheit von Fisteln (1, 34, 72) oder der Notwendigkeit einer chi-
rurgischen Intervention (72), wihrend andere Studien dies nicht bestitigten (2). Uber
ein jliingeres Alter zu Erkrankungsbeginn wurde auBlerdem bei Patienten mit zwei
mutierten Allelen berichtet. Die Erkrankung beginnt bei diesen Patienten im Vergleich

zu allen Patienten mit Morbus Crohn etwa zwei Jahre friiher (3, 49).

1.3.6 Rolle von TNF-a und IL-10

Die Produktion verschiedener, vor allem proinflammatorischer Zytokine, ist bei Patien-

ten mit Morbus Crohn erh6ht. Durch Versuche an knockout-Méusen konnte die Bedeu-
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tung spezifischer Zytokine, wie die von TNF-a und Interleukin 10 (IL-10) nachge-
wiesen werden (20, 76).

TNF-a ist ein Zytokin, das Signale zwischen Immunzellen und anderen Zellen
vermittelt. Es wird von verschiedenen immunkompetenten Zellen wie den Monozyten
gebildet und spielt eine zentrale Rolle als proinflammatorischer Mediator. Daneben ist
es in verschiedene zelluldre Prozesse wie Apoptose, Thrombose, Fibrinolyse und in den
Metabolismus involviert (94). Die Produktion von TNF-a wird auf allen Ebenen der
Transkription, Translation und Post-Translation streng reguliert, was fiir die Notwen-
digkeit eines Schutzes gegen unregulierte TNF-a-Sekretion spricht. Die mRNA von
TNF-o hat durch seine UAUUAU-reichen Regionen eine kurze Halbwertszeit (91). In
einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass MDP einen Einfluss auf die Produk-
tion von TNF-a mRNA, nicht jedoch auf die Sekretion von TNF-a Proteinen hat (98).
Die Transkription in Monozyten wird durch Corticosteroide down-reguliert (91). In der
entziindeten Darmschleimhaut und in immunkompetenten Zellen von Patienten mit
Morbus Crohn ist TNF-a deutlich erhoht und fiihrt zu inflammatorischen Prozessen
(38). Die pathogenetische Funktion von TNF-o wird therapeutisch durch den Einsatz
von TNF-o-Antikdrpern bei Corticosteroid-resistentem Morbus Crohn genutzt. Deren
Einsatz ist jedoch durch unerwiinschte Wirkungen bei wiederholter Gabe limitiert (71).

IL-10 ist ein Zytokin mit antiinflammatorischer Wirkung. Die Produktion von
IL-10 in verschiedenen immunkompetenten Zellen wird durch die Anwesenheit von
TNF-a stimuliert (11). IL-10 wiederum hemmt die Synthese verschiedener
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-qa, IL-6 und IL-8 in Monozyten, auflerdem
induziert es die Proliferation von B-Zellen und die Proliferation zytotoxischer T-Zellen
(81). In vitro-Studien zeigten bei Anwesenheit von MDP in Vollblut eine erhdhte

Produktion von TNF-a, nicht jedoch von IL-10 (95).
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Der Morbus Crohn stellt eine Erkrankung dar, die jiingere Patientinnen und Patienten
betrifft und oft mit groBen Einschrinkungen der Lebensqualitiit einhergeht. Die Atiolo-
gie ist weitgehend ungeklért, weshalb eine kausale Therapie bislang fehlt. Die aktuelle
Theorie der multifaktoriellen Krankheitsatiologie ist komplex: zwischen Umweltfakto-
ren (z.B. bakterielle Bestandteile), genetischer Disposition (z.B. CARD15-Mutationen)
und Effekt (z.B. Entziindung) steht eine Reihe hoch regulierter Schritte. Zentrales Ziel
der Morbus Crohn-Forschung ist es, durch ein verbessertes Verstindnis der Im-
munpathogenese Implikationen fiir eine kausale Crohn-Therapie herzustellen. Seit Ent-
deckung der Prédisposition von Morbus Crohn bei CARD15-Mutationen (40, 62) riickte
die Beurteilung der krankheitsspezifischen Auswirkungen dieser Mutationen in den
Vordergrund.

Durch die Entdeckung der Assoziation von Mutationen im CARDI15 Gen und Morbus
Crohn (40, 62) haben sowohl genetische Faktoren als auch bakterielle Bestandteile an
Bedeutung in der Atiologie zugenommen. Bislang ist jedoch unklar, inwiefern
CARDI15-Mutationen funktionell die Entstehung eines Morbus Crohn bedingen. Erst
durch die aus jiingsten Studien hervorgegangene Entdeckung des CARD15-spezifischen
bakteriellen Bestandteils MDP (29, 44) wurden genauere Funktionsanalysen zur Kl&-
rung der Bedeutung der CARD15-Mutation moglich.

Studien, die auf eine Klidrung des Einflusses von CARD15 Mutationen auf die Pathoge-
nese des Morbus Crohn abzielten, konnten bereits in vitro eine im Gegensatz zum
Wildtyp erniedrigte Nf-kB-Expression bei mutiertem CARDI15-Gen feststellen (8, 40,
49). Eine ausreichende Priifung ex vivo sowie der Auswirkung auf den downstream,
also die Umsetzung in Zytokine, fehlte bislang. Dies ist von essentieller Bedeutung, da
die Zytokine in ihrer Auswirkung dem Krankheitsprozess niher stehen als die NF-kB-

Ebene und bis zu ihrer Umsetzung eine Regulation durch zahlreiche Zwischenschritte
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steht (91). Hierfiir eignet sich die Priifung der sensitiven mRNA-Ebene von fiir Morbus
Crohn relevanten Zytokinen wie TNF-o und IL-10. Die Bedeutung der MDP Signalisie-
rung wurde bereits an Studien mit CARD15-knockout Miausen bestitigt (67), jedoch
riicken aufgrund der Unterschiede zwischen angeborenem Immunsystem von Maus und
Mensch (73) Studien mit humanen Zellen in den Vordergrund.

Ziel dieser Arbeit war es daher, bisherige Erkenntnisse der iiber bakterielle Bestandteile
vermittelten Immunpathogenese des CARD15-assoziierten Morbus Crohn zu erweitern.
Endziel der vorliegenden Arbeit war:

1. die Beurteilung der ex vivo mRNA-Expression von TNF-a (proinflammatorisch)
und IL-10 (antiinflammatorisch) in Monozyten von Patienten mit Morbus Crohn
und Gesunden nach spezifischer Stimulation mit dem bakteriellen CARD15-Er-
kennungsmolekiil MDP (Abbildung 1.3).

2. die Uberpriifung auf ein je nach CARDI15-Genotyp unterschiedliches MDP-
induziertes Expressionsmuster der Patienten mit Morbus Crohn (homozygote
3020insC Mutation versus Wildtyp) im Vergleich zu Gesunden (Wildtyp).

Die Kldrung des Einflusses der Mutation auf die TNF-o und IL-10 mRNA-Expression
konnte zur Erkenntnis einer weiteren Stufe in der Pathogenese des durch CARDI15-
Mutation bedingten Morbus Crohn fiihren und damit eine Grundlage fiir Moglichkeiten

einer kausalen Therapie bieten.
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Abbildung 1.3:

Schematische Darstellung extrazelluldrer und intrazelluldrer Aktivierung und Fragestel-
lung dieser Arbeit. Dargestellt sind die oberflachlichen Toll-like-Rezeptoren (TLR), die
iiber LPS-Stimulation zu einer Aktivierung des NF-kB Systems fiihren, und der intrazel-
luldire CARD15-Rezeptor, der spezifisch iiber MDP zu einer solchen Aktivierung fiihrt.
Geklart werden soll der Einfluss des CARD15-Gens in der MDP-vermittelten Signalisie-
rung auf den posttranskriptionellen downstream bei Monozyten von Patienten mit Mor-
bus Crohn mit und ohne Mutation in CARD15 und bei Gesunden.
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2 Patienten und Material

2.1 Studienpopulation

Alle untersuchten Patienten und Probanden der Studienpopulation (n = 13) nahmen
freiwillig an der Studie teil, wurden vollstindig iiber Inhalt und Ziele der Untersuchun-
gen aufgeklart und gaben ihre miindliche oder schriftliche Einwilligung zur Aufnahme
in die Studie. Die Patienten mit Morbus Crohn wurden aus einer Studienpopulation aus-
gewdhlt, die in einer Vorarbeit beziiglich der 3020insC-Mutation in CARD15 typisiert
worden war (72). Die beiden anderen mit Crohn assoziierten Mutationen (R702W und
G908R) wurden bei diesen Patienten ausgeschlossen. Bei den Patienten mit Wildtyp
sowie bei den gesunden Probanden wurde keine der drei Crohn-assoziierten Mutationen
nachgewiesen.

Die Patienten befanden sich in ambulanter oder stationédrer Betreuung in der Medizini-
schen Klinik bzw. Medizinischen Poliklinik Innenstadt oder GroBhadern der LMU
Miinchen. Alle Studienpatienten waren kaukasischer Herkunft. Voraussetzung zur
Aufnahme in die Studie war eine anhand klinischer, endoskopischer, radiologischer und
histologischer Kriterien gesicherte Diagnose eines Morbus Crohn. Es wurden nur Pati-
enten aufgenommen, die in den vorausgegangenen 6 Monaten nicht mit TNF-o Anti-
korpern oder hochdosierter Steroidtherapie behandelt worden waren. Als Material
diente vends entnommenes Vollblut. Die Basisdaten der drei Studienpopulationen sind

in Tabelle 2.1 aufgelistet.
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Tabelle 2.1:
Basisdaten des Studienkollektivs

lich / ménnlich)

Kontrollkollektiv | Patienten mit Morbus Crohn

Mutation in CARD15/NOD2 homozygot

keine Keine
(C2104T, G2722C, 3020insC) fiir 3020insC
Probanden / Patienten (Anzahl) 3 5 5
Altersdurchschnitt (Jahre) 36,3 46,0 51,0
Altersverteilung (Jahre) 25-54 22-70 25-76
Geschlechterverhéltnis (weib-

3/0 3/2 2/3

31




2.2 Kits und Chemikalien

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden kommerzielle Komplettsysteme (Tabellen 2.3,

2.5, 2.6, 2.7) und zusitzliche Chemikalien und Materialien verwendet (Tabellen 2.2,

2.4,2.8,2.9).

Tabelle 2.2:

Chemikalien und Losungsmittel zur Zellisolation

Bezeichnung

Quelle

Autologes humanes AB Serum, 10 %
Albumin Bovine Fraction V Solution, 30 % (BSA)
EDTA : Titriplex IIT"
Erythrozyten-Lyse-Puffer :
155 mM NH4Cl
1 mM EDTA
10 mM KHCOs3
Fetal Bovine Serum (FBS)
Ficoll-Paque Plus®

Paraformaldehyd (PFA)
Percoll™ (density 1,130 g/ml)

Phosphate Buffered Saline (PBS)- Puffer

SIGMA, Steinheim, Deutschland
SIGMA, Steinheim, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland
Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU

ATTC, Manassas, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Upp-
sala, Schweden

MERCK, Darmstadt, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech, Upp-
sala, Schweden

Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU

Tabelle 2.3:

Komplettsystem zur Monozytenisolation

System Inhalt

Firma

MACS Monocyte |humanes Immunglobulin
Isolation Kit CD3 (mouse IgG2a)
CD7 (mouse 1gG2a)
CDA45RA (mouse IgG1)
anti-IgE (mouse IgG2a)
Anti-Hapten Microbeads

Milteny Biotec, Aubum, California
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Tabelle 2.4:

Medien und Medienzusitze zur Kultivierung und Stimulation

Inhalt Firma

HEPES Puffer ATTC, Manassas, USA

L-Glutamin ATTC, Manassas, USA

Muramyl Dipeptid (MDP, Ac-muramyl-Ala-D-Glu- Bachem, Bubendorf, Schweden

NH,)

Paraformaldehyd MERCK-Schuchardt, Hohen-
brunn, Deutschland

Penicillin 1000 U/ml Bio Whittaker EuropeVerviers,
Belgien

RMPI-1640Medium Vitacell ATTC, Manassas, USA

Streptomycin 1000 pg/ml Bio Whittaker EuropeVerviers,
Belgien

Tabelle 2.5:

Komplettsytem zur RNA-Isolation

System Inhalt Firma

RNeasy” Mini Kit | QIAshredder spin column Qiagen, Hilden, Germany
Rneasy mini spin column
RLT Puffer
RWI1 Puffer
RPE Puffer

RNase-freies Wasser

Tabelle 2.6:
Komplettsystem zur cDNA-Synthese

System Primer fiir LightCycler Firma
1st Strand cDNA - HPRT LC-Search, Gie3en, Deustchland
Sythesis Kit for - GAPDH
RT-PCR (AMYV) - B-Aktin
IL-10
TNF-a
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Tabelle 2.7:
Komplettsystem zur PCR-Vorbereitung

System Inhalt

Firma

LightCycler
FastStart DNA
Master SYBR

Green 1

FastStart Taqg DNA Polymerase

Roche, Mannheim, Deutschland

Tabelle 2.8:

sonstige Chemikalien

Material Quelle

70 % Ethanol Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU
0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU
100 bp DNA Ladder Invitrogen, USA

250 bp DNA Ladder Invitrogen, USA

Tabelle 2.9:

Materialien

Material

Quelle

Eppendorf UVette™

LC Centrifuge Adapters
Leucosep tubes”

LightCycler Capillaries
LightCycler Sample Carousel

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
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2.3 Gerate

Geriit

Abzug

BioPhotometer

Kiihlschrank 4° C, -20° C, -80° C
LightCycler Instrument
MiniMACS Magnet

MiniMACS Seperator

Peltier Thermal Cycler PTC -200
Pipetten (10, 60, 200, 1000 pl)
Tischzentrifuge
Vortex-Schiittler

Zentrifuge mit Kiihlung

Zentrifuge und Eindampfer

Hersteller
Kottermann
Eppendorf
Liebherr

Roche

Milteny Biotech
Milteny Biotech
Biozyme

Gilson

Axon

CAT

Jouan

Jouan
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3 Methoden

3.1 Vorversuche

3.1.1 Methodenauswahl zur Monozytenisolation

Die Durchfiihrung von Isolation und Stimulation der Monozyten fand in Kooperation
mit dem Gastroenterologischen Labor der Medizinischen Klinik und Poliklinik der
LMU Miinchen statt. Um wihrend der Isolation der Monozyten eine gute Reinheit zu
erreichen, die Monozyten nicht wihrend der Isolation zu stimulieren und moglichst
keine Apoptose herbeizufiihren, war die Auswabhl einer geeigneten Methode zur Mono-
zytenisolation von entscheidender Bedeutung. Zu diesem Zweck wurden vor Beginn der
Studie folgende Verfahren getestet: Adhdrenzmethode, Percoll-Dichtezentrifugation
und Zellisolation mittels Magnetic Activated Cell Sorting (MACS). Die Reinheit der
Monozyten wurde nach der jeweiligen Isolation mittels fluoreszenz-activated cell
sorting (FACS)-Analyse festgestellt. Die Apoptoserate konnte mittels Anfarbung mit
Tryptanblau und Auszéhlung im Lichtmikroskop abgeschétzt werden.
Adhdrenzmethode:

Nach einer Dichtezentrifugation mit Ficoll wurden die peripheren mononuklearen Zel-
len (PBMC) isoliert, in PBS-Puffer resuspendiert und verschieden oft gewaschen (ge-
naue Beschreibung siehe Kapitel 3.3.1). Die Zellen wurden gezdhlt und mit Nidhrme-
dium auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Je 1 ml der Suspension wurde in Petrischalen
pipettiert. Nach 2 Stunden Inkubation im Brutschrank (37° C, 5 %ige CO,-Atmosphére)
adhérierten die Monozyten an der Oberfliche der Platten. AnschlieBend konnten die
iibrigen Zellen im Uberstand des Mediums durch mehrere Waschschritte entfernt
werden. Die adhirierenden Zellen wurden von der Plattenoberfliche abgeschabt, ge-

zahlt und fiir die FACS-Analyse gefarbt und fixiert.
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Percoll-Dichtezentrifugation:

Die Separation der PBMCs erfolgte wiederum mittels Ficoll-Zentrifugation (siche Ka-
pitel 3.3.1). Die isolierten Zellen wurden in 4 ml 60 %igem isoosmotischem Percoll
(Percoll:NaCl = 9:1) gelost und zuerst mit 47,5 %igem, dann mit 37 %igem Percoll
tiberschichtet. Nach einer 40miniitigen Zentrifugation (1700 g) konnten zwei Pellets
abgenommen werden, wobei sich in dem oberen Ring gréfitenteils Monozyten, im unte-
ren Ring vor allem Lymphozyten befanden. Nach Waschschritten konnten die Zellen
wiederum zur FACS-Analyse gefirbt und fixiert werden.

MACS:

Die negative Aufreinigung der Monozyten mit magnetic beads wird in Kapitel 3.3.2
ausfiihrlich beschrieben.

FACS-Analyse:

Mit der Methode der Durchflusszytometrie wurden die Zellen in einem FACS-Gerit
mittels fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen spezielle Oberflaichenantigene aufge-
trennt. Aufgrund der unterschiedlichen Oberflaichenantigene der verschiedenen Zell-

typen konnte die Reinheit der isolierten Monozyten bestimmt werden.

3.1.2 Erstellen einer Zeitkurve

Zur Ermittlung des Zeitpunktes der hochsten Freisetzung von TNF-a und IL-10 wurden
verschiedene Vorversuche durchgefiihrt. Dabei wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Stimulation mit MDP die Freisetzung von TNF-a und IL-10 mittels enzyme-linked
immuno sorbent assay (ELISA) bestimmt. Der Zeitpunkt mit der héchsten TNF-o und

IL-10 Freisetzung wurde fiir alle weiteren Versuche verwendet.
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3.1.3 Validierung der total RNA-Menge

Jede Stimulation wurde zu jedem Zeitpunkt an drei gleichen Proben durchgefiihrt. Auf-
grund der Dreifachbestimmung der Proben war die Menge jeder einzelnen Probe gering.
Deshalb war eine Validierung der geeignteten mRNA-Menge notig.

Um festzustellen, ob eine Menge von 100 ng total RNA zur Durchfiihrung der cDNA-
Synthese ausreicht, um valide Ergebnisse zu erreichen, wurden folgende Vorversuche
durchgefiihrt: cDNA wurde drei Mal unter Einsatz von 100 und drei Mal mit 1000 ng
total RNA von unstimulierten Monozyten eines gesunden Probanden synthetisiert. Die
mRNA-Kopienzahl von GAPDH, TNF-a und IL-10 der verschiedenen Proben konnte

nun mittels PCR ermittelt und miteinander verglichen werden.

3.1.4 Auswahl des house-keeping-gene

Zur Normierung der mRNA-Expression der beiden ermittelten Zytokine TNF-o und IL-
10 war ein geeignetes house-keeping-gene notig. Vorraussetzung fiir die Auswahl eines
solchen Gens ist die von dulleren Einfliissen weitgehend unbeeinflusste Expression. So
kann es fiir die Normierung der cDNA Synthese des genes of interest dienen. Aufgrund
ihrer weitgehend gleich bleibenden Expression eignen sich hierzu insbesondere Gene
des Stoffwechsels und des Zytoskeletts (25, 31). Auswahlkriterium fiir ein geeignetes
house-keeping-gene fur die vorliegende Studie war eine weitgehend unbeeinflusste Ex-
pression durch die MDP Stimulation. Hierzu wurden die Expressionsmuster der house-
keeping-genes HPRT, 3-Aktin und GAPDH bei stimulierten und unstimulierten Mono-

zyten bestimmt und miteinander verglichen.
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3.2 Hauptversuche

3.2.1 Isolierung von Monozyten mittels MACS

Zur Vorbereitung fiir die Monozytenseparation erfolgte zundchst die Separation mono-
nuklearer Zellen aus heparinisiertem Blut mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation. Die
Blutproben wurden in 9 ml EDTA-R6hrchen abgenommen. Am selben Tag wurden
jeweils 15-30 ml des frisch entnommenen heparinisierten Bluts im Verhéltnis 1:2 mit
PBS verdiinnt und mit 20 ml Ficoll-Paque Plus in Leucosep Rohrchen zentrifugiert (35
min, 400 g, 4° C). Die mononuklearen Zellen (PBMC) wurden aus der Plasma-Ficoll-
Interphase entfernt, jeweils zweimal mit PBS und danach einmal mit PBS, BSA und
2 mM EDTA gewaschen (300 g, 10 min) bevor der Uberstand abpipettiert werden
konnte. Pro 107 Zellen wurden folgende Reagenzien zugegeben:
e 60 pl Puffer-Serum-Mixes (PBS, 0,5 % BSA, 2mM EDTA, 10 % humanes Se-
rum)
e 20 ul FCR Blocking Reagent
o 20 ul Hapten-Antibody Cocktail (monoklonale, an Haptene gebundene magneti-
sche Antikorper gegen CD3, CD7, CD19, CD45RA, CD56 und IgE) (Tabelle
2.3).
Der Reaktionsmix wurde 5 min bei 4° C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit der
20fachen Menge des Puffer-Serum-Mixes wurden nochmals die oben genannten Men-
gen an Puffer-Serum-Mix, FCR Blocking Reagent und Hapten-Antibody Cocktail pro
107 Zellen zugegeben und diesmal 15 min bei 4° C inkubiert. Die Zellen wurden noch
einmal mit dem Puffer-Serum-Mix gewaschen und danach in 500 pl Puffer-Serum-Mix
resuspendiert.
Bei der immunomagnetischen Zellsortierung mittels MACS-Technik werden bestimmte
Zellen aus heterogenen Zellgemischen mit Hilfe von Magnetpartikeln, die mit spezifi-

schen Antikorpern behaftet sind, separiert (23). Hierbei gibt es die Moglichkeit der
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Positivseparation, bei der Antikorper gegen die zu isolierende Zellart gerichtet sind, und
die der Negativseperation. Bei der hier verwendeten Negativseparation binden die Anti-
korper an alle Zellen aufler an den zu isolierenden Monozyten, um dann von der zu iso-
lierenden Zellart magnetisch abgetrennt zu werden (55).

Nach Vorfilterung in Preseparation Filters im MiniMACS Seperator wurde die Zell-
suspension durch die in einem MiniMACS Magneten fixierten LS Seperation Column
(Miltenyi Biotec) laufen gelassen, und mit 12 ml des Puffer-Serum-Mixes nachgespiilt.
Bei Passage der Siule fixierten alle durch die Antikorper magnetisierten mononuklearen
Zellen, also alle mononuklearen Zellen auller den Monozyten magnetisch an der Sdule,
die Monozyten wurden im Durchlauf aufgefangen. Durch die magnetische Abtrennung
aller anderen Zellen wurden die Monozyten somit isoliert. Die Monozyten wurden in
der Zahlkammer gezdhlt. Die Reinheit der Monozyten wurde durch FACS-Analyse un-

ter Verwendung eines anti-CD14-Antikorpers liberpriift.

3.2.2 Zellkultur und Stimulationsprotokoll

Die Monozyten wurden zu einer Endkonzentration von 1 x 10° Zellen/ml in RPMI
1640 Medium suspendiert, das mit 2 mM L-Glutamin, 10 mM HEPES (ATTC) 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (Bio Whittaker Europe) und 1 % steriles,
durch Hitze inaktiviertes menschliches AB-Serum (Sigma) ergidnzt wurde.

200 pl der Zellsuspension (2 x 10° Zellen) wurden in die Locher einer Kulturplatte ge-
geben und tiber Nacht bei 37° C in einer feuchten 5 %igen CO, Atmosphédre belassen.
Am darauf folgenden Tag wurde das Medium ausgetauscht und durch frisches Medium
ersetzt, das entweder 100 ng/ml Muramyldipeptid oder keine Stimulanz enthielt. 1,5
und 6 Stunden spiter wurden die Zellen mit 350 pl 1 % B-Mercaptoethanol-haltigem
RLT Puffer (Qiagen) lysiert und bis zur RNA-Isolierung bei -80° C gelagert (Tabelle

2.7). Alle Experimente wurden je Probe in 2- oder 3facher Form ausgefiihrt.
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3.2.3 Isolierung von total RNA aus Monozyten

Die Isolierung der total RNA erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen Kits (Rneasy”
Mini Kit, Qiagen). Die lysierten Monozyten wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die
gesamte Suspension wurde mit Hilfe einer Shreddersdule homogenisiert und vorfiltriert.
Durch die Zugabe von 350 ul 70 %igem Ethanol verdiinnt mit 0,1 %
Diethylpyrocarbonat-Wasser wurde die positiv geladene RNA vorbereitet, um an die
negativ geladene Silica-Gel-Matrix der RNA-Isolierungssdule zu binden. Nach
Beladung der Sédule mit 700 pl des Homogenats und Zentrifugation (15 s, 8000 g, 20°
C) wurde der Durchlauf verworfen, die Sdule mit 700 ul RW 1 Waschpuffer beladen
und erneut zentrifugiert (15 sec, 8000 g, 20° C). Nach zweimaligem Waschen mit je 500
ul RPE-Puffer und Trockenzentrifugation wurde die total RNA mit 60 pul RNAse freiem
Wasser eluiert (Tabelle 2.4). Nach Bestimmung des Eluatvolumens wurde die total
RNA Konzentration photometrisch bei A=260 nm bestimmt sowie die Reinheit der

RNA (260/280 nm) gepriift.

3.2.4 cDNA Synthesel/reverse Transkription

Das Suspensionsvolumen, in dem 100 ng total RNA geldst waren, wurde rechnerisch
mit Hilfe der Photometerdaten ermittelt und einheitlich auf 8,2 ul in einer Zentrifuge
mit Vakuumpumpe bei 46° C eingedampft. Die darauf folgende 15 miniitige Denaturie-
rung bei 65° C diente dazu, die intramolekularen RNA-Strukturen (stem-loops) durch
die irreversible Denaturierung der RNA-stabilisierenden Proteine, RNasen und anderer
Storfaktoren fiir die reverse Transkription vorzubereiten. Die reverse Transkription er-
folgte mit Hilfe eines kommerziellen Kits (1st Strand cDNA Sythesis Kit for RT-PCR
(AMV) Roche, Tabelle 2.5). Um den Einzelstrangcharakter der RNA zu sichern, wurde

die Suspension unmittelbar nach der Denaturierung fiir zirka 5 Minuten auf Eis gekiihlt.
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Danach wurde zu der auf 8,2 ul eingedampften total RNA-Suspension folgender
Reaktions-Mix zugegeben:

2 ul 10x Reaction Buffer

4 ul 25 mM Magnesiumchlorid

2 ul 10 mM Deoxynucleotid Mix

2 ul Oligo-p(dT);s Primer (0,82 pg/ul)

1 pl RNase Inhibitor

0,8 ul reverse Transkriptase
Die reverse Transkription erfolgte im Peltier Thermal Cycler (Biozyme) nach folgen-
dem Protokoll: Die 10 miniitige Annealing-Phase (25° C) diente dazu, den Oligo-
p(dT);s Primer spezifisch an den poly-A-tail der humanen mRNA binden lassen zu kon-
nen. Die Transkription erfolgte 60 min lang bei 42° C durch die AMV reverse
Transkriptase. Um Artefakte bei folgenden Schritten zu vermeiden, wurde die AMV
reverse Transkriptase 5 min bei 99° C denaturiert. Nach einer Abkiihlung auf 4° C

konnten die Proben bei -20° C gelagert werden.

3.2.5 RT-PCRI/Light Cycler

Folgende Gene der aus humaner mRNA synthetisierten cDNA wurden mittels
Polymerase chain reaction (PCR) quantifiziert:

genes of interest: 1L-10, TNF-a

house-keeping-genes: HPRT, B-Aktin, GAPDH
Die Primer-Sequenzen fiir die zu untersuchenden Gene liegen dem Hersteller vor
(Search LC GmbH, Heidelberg).
Die mRNA Quantifizierung eines Gens mittels RT-PCR erfolgte jeweils fiir maximal 25
Proben, 5 Standardproben, eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle in einem mit

32 Positionen besetzten LightCycler (LC) Sample Carousel. Die verschiedenen Ansétze
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wurden in LC Capillaries pipettiert, die in LC Centrifuge Adapters auf 4° C gekiihlt
wurden. Nach Zentrifugation (4 min, 400 g, 4° C) wurden die Kapillaren in einem LC
Sample Carousel im LightCycler Instrument (Roche, Mannheim, Deutschland, Abbil-

dung 3.1) platziert.

Abbildung 3.1:

LightCycler Instrument (Bild aus www.roche.de)

Standardkurve
Anhand einer Standardkurve (Abbildung 4.4), die mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe aus
finf bekannten mRNA-Standardkonzentrationen (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000)
des jeweiligen Gens erstellt wurde, konnte die exakte Menge des mRNA Aquivalents
bestimmt und in Kopien angegeben werden. Die spezifische Bindung von SYBR Green 1
an Doppelstrang-DNA bewirkte eine starke Fluoreszenzerhéhung, so dass die Menge
der PCR-Produkte iiber die Fluoreszenz messbar war. Die Reaktionen fiir die fiinf ge-
nannten Standardkonzentrationen wurden jeweils wie folgt angesetzt:

10 pl Standardvolumen

2 ul genspezifischen Primer (LC-Search)

2 ul SYBR Green I Mix (Roche)

6 ul Wasser
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Positivkontrolle

Die Positivkontrolle diente dazu, die Qualitdt der Durchfiihrung der Reaktionsansitze
sowie die der Durchfiihrung der PCR selber zu iiberpriifen. Reaktionsansatz:

10 ul bekannte cDNA Kopienzahl des untersuchten Gens

2 pl genspezifischen Primer (LC-Search)

2 ul SYBR Green I Mix (Roche)

6 ul Wasser

Negativkontrolle

Zur Uberpriifung einer eventuellen Kontamination der Reaktionsansitze mit einem un-
erwiinschten Gen wurde eine Negativkontrolle mit sterilem Wasser durchgefiihrt:

10 ul Wasser

2 pl genspezifischen Primer (LC-Search)

2 ul SYBR Green I Mix (Roche)

6 ul Wasser
Proben

1 pl cDNA

2 pl genspezifischen Primer (LC-Search)

2 ul SYBR Green I Mix (Roche)

15 pl steriles Wasser
Die “Hot Start” Realtime Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) wurde im LightCycler
Instrument (Abbildung 3.1) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Denaturierung (95° C, 10 min): Aktivierung der FastStart Taqg DNA Polyme-

rase (Roche), die eine modifizierte Form der thermostabilen rekombinanten Taq

DNA Polymerase darstellt (hot start).

45 Zyklen Amplifikation: je 10 sec bei 95° C, 10 sec bei 68° C und 16 sec bei

72° C.
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Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der Spezifitit: Erhitzung auf 95° C,
Abkiihlung auf 58°C und schlieBlich langsame (0,1°C/min) Erhitzung auf 95° C

(Abbildung 4.5).

3.2.6 Agarose Gelelektroforese

Zusétzlich zur Schmelzkurvenanalyse wurden die PCR-Produkte in einem 1,5 %igen
Agarosegel mit 6 ul 1 % Ethidiumbromidlosung auf ihre Spezifitit, das Vorhandensein
von Primer-Dimeren sowie auf den Gehalt genomischer DNA {iberpriift. Zur Charakte-
risierung der PCR-Produkte wurden 100 und 250 bp DNA Ladder (Invitrogen) verwen-

det.
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3.3 Klinische Auswertung

Zum Zeitpunkt der fiir die Studie erfolgten Blutentnahmen wurden bei beiden Patien-
tenkollektiven mdgliche Einflussfaktoren auf die mikrobiologischen Ergebnisse sowie
das klinische Bild der Patienten erfasst. Die Aktivitit des Morbus Crohn zu diesem
Zeitpunkt wurde mit Hilfe des Crohn's Disease Activity Index (CDAI) nach Best beur-
teilt (Anhang: Abbildung 8.1). Zusitzlich dienten Blutuntersuchungen (differenziertes
Blutbild, CRP, Eisen, Ferritin) zur Einstufung der Crohn-Aktivitét.

Zur Einschitzung des Krankheitsverlaufs wurden die Patientenakten auf die in Tabelle
3.1 aufgefiihrten Kriterien untersucht. Die aufgefiihrten Kriterien der Patientenkollek-

tive mit und ohne Mutation wurden miteinander verglichen.

Tabelle 3.1:
Untersuchungen der Patientenpopulationen

zum Krankheitsverlauf

Alter bei Diagnose

Lokalisation des Morbus Crohn

Komplikationen (Fisteln, Stenosen,

Perforation, Abszess, Perforation)

Chirurgische Interventionen

Extraintestinale Manifestation

Medikamentose Therapie
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3.4 Statistische Auswertung

Zur Datenerfassung diente das Programm EXCEL (Microsoft), zur statistischen Aus-
wertung das Programm SigmaStat (SYSTAT) und zur graphischen Darstellung das Pro-
gramm SigmaPlot (SYSTAT). Die Bestimmung des Signifikanzniveaus erfolgte bei den
abhédngigen Stichproben mittels Wilcoxon Test, bei den unabhéngigen Stichproben mit

dem Mann-Whitney-U-Test. Die Signifikanzgrenze wurde fiir p < 0,05 % festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation — Klinik

Insgesamt wurden 10 Patienten und 3 gesunde Probanden in die Studie eingeschlossen
(Tabelle 3.1). Zum Zeitpunkt der Probenentnahme waren alle Patienten mit einem mitt-
leren CDAI von 39 (20-123) klinisch in Remission. Weder Patienten noch Gesunde er-
hielten im Zeitraum der vorangegangenen 6 Monate eine Therapie mit Anti-TNF-o-An-
tikdrpern oder hochdosierten systemischen Glukokortikoiden. Eine Auflistung von The-
rapie, Crohn-Aktivitit und Blutwerten zum Zeitpunkt der fiir die Studie erfolgten Blut-
entnahme findet sich in nachfolgenden Tabellen. Himoglobin und Hé&matokrit waren
zum Zeitpunkt der studienrelevanten Abnahme bei vier Patienten erniedrigt. Erhoht
waren Leukozyten bei zwei, neutrophile Granulozyten bei drei und eosinophile
Granulozyten bei einem der Patienten. Klinisch relevante Unterschiede zwischen den
Gruppen fanden sich beziiglich Medikation und Blutwerten nicht (Tabellen 4.1a und

4.1b).
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Tabelle 4.1 (a)

Klinische Einflussgrofen (Medikation, Aktivitdt des Crohn) zum Zeitpunkt der fiir

die mikrobiologischen Untersuchungen der

Blutentnahme.

vorliegenden Studie erfolgten

Patienten mit Morbus Crohn

Mutation in CARD15/NOD2 Wildtyp | 3020insC homozygot
Anzahl Patienten n=>5 N=5
CDALI:

Mittelwert 35,2 42.8
Verteilung 20-53 42 -123
Medikation (Anteil an Patienten):

Orale Glukokortikoide 2/5 1/5
Azathioprin 1/5 1/5
5-ASA 3/5 2/5
Fe' 1/5 1/5
Acetylsalicylsdure 0/5 1/5
Cholecalciferol 3/5 1/5
Calcium 2/5 1/5
Jod, Cholestyramin 0/5 1/5
Biphosphonat 1/5 1/5
Esidrix 0/5 1/5
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Tabelle 4.1 (b)

Crohn-relevante Blutwerte zum Zeitpunkt der
Untersuchungen der vorliegenden Studie erfolgten Blutentnahme.

fur

die

mikrobiologischen

Patienten mit Morbus Crohn

Mutation in CARD15/NOD2 Wildtyp | 3020insC homozygot
Anzahl Patienten n=>5 n=>5
Blutuntersuchungen:

HB (14,0-17,5 g/dl) 13,1-14,9 10,8-12,2
HK (36,0-48 %) 38,6-41,3 31,8-38,6
Thrombozyten (150-350x10*/ul) 151-257 213-354
Lymphozyten (25-40 %) 14,4-26,1 7,2-28.2
Leukozyten (4,0-11,3x10°/ul) 3,5-11,1 3,3-9,8
Neutrophile (50-70 %) 61,4-79,8 60,8-86,8
Eosinophile (<4 %) 0,1-4,5 1-1,2
Basophile (<1 %) 0,3-0,7 0,2-0,3
Monozyten (<15 %) 4-83 4,9-9.4
CRP (< 0,5 mg/dl) 0,06-0,5 0,07-0,18
Fe™ (37,0 - 160,0 pg/dl) 63,6-88,6 39,6-65,8
Ferritin (30,0 — 300 pg/dl) 8-92 19,3-76
Albumin (3,8 - 5,1 g/dl) 3,9-4,8 4,3-4,9
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4.2 Vorversuche

4.2.1 Etablierung der Stimulation

In der Methodenauswahl zur Monozytenisolation lag bei der Adhédrenzmethode die
Reinheit der Monozyten zwischen 28-58 9%. Die besten Ergebnisse wurden hierbei
durch héufiges Waschen erlangt. Auch bei der Percoll-Dichtezentrifugation lag die
Reinheit der Monozyten bei nur 50-71 %, wihrend die Isolierung mittels MACS eine
Reinheit von 85-86 % ergab. Deshalb wurde fiir alle weiteren Untersuchungen die
MACS Methode verwendet.

Als Zeitpunkt der hochsten Freisetzung von TNF-a und IL-10 nach Stimulation mit
MDP stellte sich der Zeitpunkt 6 Stunden als am besten geeignet heraus. Dementspre-
chend wurde fiir die Bestimmungen der dquivalenten mRNA Edukte eine Stimulations-
dauer von 1,5 Stunden festgelegt.

Beziiglich der Validierung der fiir die Versuche verwendeten mRNA Menge wurde bei
einem Einsatz eines Zehntels von 1000 ng total RNA (100 ng) ein Zehntel der mRNA
Expression dieser Proben erwartet. Entgegen dieser Annahme wurde mehr, ndmlich
jeweils etwa 1/6 der mRNA Menge, exprimiert. Die einzelnen drei Proben der Drei-
fachbestimmung wichen nicht stark voneinander ab (Abbildung 4.1). Da es sich um eine
Studie handelt, in der verschiedene Gruppen miteinander verglichen wurden, waren
nicht die absoluten Werte, sondern die Relationen der Ergebnisse zueinander relevant.
Deshalb konnte fiir die cDNA-Synthese der vorliegenden Studie jeweils 100 ng total
RNA eingesetzt werden.

Um einen Anstieg der Zytokinexpression durch Zellkultur auszuschlieBen, wurden die
Monozyten bei einigen Patienten unstimuliert und ohne weiteren Reiz fiir einen Tag auf

Kultur belassen. Dabei war erkennbar, dass die mRNA-Expression der linger kultivier-
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ten Zellen nicht anstieg, bei beiden Patientengruppen fielen die Werte sogar leicht ab

(Abbildung 4.2).

1,6e+5

1,4e+5 +

1,2e+5 +

1,0e+5 ~

8,0e+4
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Abbildung 4.1:

Validierungsversuch zum Einsatz der total RNA Menge fiir die cDNA-Synthese. GAPDH mRNA Be-
stimmung mittels PCR nach cDNA-Synthese unter Einsatz von je 3 Proben mit 100 ng und 1000 ng total

RNA
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Abbildung 4.2:

Darstellung der TNF-a Expression der Monozyten von Patienten eines Teils der drei Studienpopulationen
nach einem Tag Kultur.
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422 GAPDH als house-keeping-gene

Die Unterschiede der mRNA-Expression zwischen unstimulierten und stimulierten Mo-
nozyten waren bei keinem der getesteten house-keeping-genes signifikant (p = 0,25 bis
1,0). B-Aktin zeigte die stirkste Induzierbarkeit. GAPDH stellte mit den niedrigsten
Schwankungen das am besten geeignete house-keeping-gene dar und wurde deshalb fiir

die weiteren Untersuchungen dieser Arbeit verwendet (Abbildung 4.3).

18000
16000 1 | mmmm HPRT -
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14000 - I p-Actin
c 12000 -
2
g 10000 -
X
< 8000 |
%
E 6000 -
4000 -
2000
0 T T T
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Abbildung 4.3:

Vergleich der drei house-keeping-genes HPRT, GAPDH und B-Aktin bei einem gesunden Probanden.
Bestimmung jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und zu den gleichen Zeit-
punkten ohne Stimulation. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP
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43 Hauptversuche

4.3.1 Vorbemerkungen

Es wurden drei Studienpopulationen analysiert: 5 Patienten mit Morbus Crohn, die ho-
mozygote Trager der 3020insC-Mutation im CARD15-Gen sind, wurden zwei Kon-
trollgruppen gegeniibergestellt: zum einen Patienten mit Morbus Crohn, zum anderen
gesunde Probanden jeweils mit Nachweis des CARD15-Gens mit Wildtyp in R702W,
GI908R, 3020insC. Die Kopienzahlen der mRNA Expression sind in den folgenden Dar-
stellungen auf das house-keeping-gene GAPDH normiert und als Mittelwert der Ratio
TNF-0/GAPDH beziehungsweise IL-10/GAPDH dargestellt. Die Werte der Zwei- bzw.
Dreifachbestimmung sind als Mittelwerte dargestellt.

Die Rohwerte der unnormierten TNF-a und IL-10 mRNA-Expression sowie die des
house-keeping-genes sind beispielhaft fiir einen homozygoten Patienten (Patient 9) im

Anhang aufgefiihrt (Anhang: Abbildung 8.2 und 8.3).

4.3.2 Validitat und Spezifitat der PCR

Die Berechnung der mRNA-Aquivalente erfolgte anhand einer Standardkurve (Abbil-
dung 4.4). Zur Uberpriifung der Spezifitit der gemessenen mRNA-Gene diente eine
Schmelzkurve, die eine Auftrennung aller Doppelstrang-Edukte zur gleichen Tempera-

tur zeigte, im aufgefiihrten Fall bei 80,11° C (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5:
Schmelzkurve, Schmelztemperatur bei 80,11° C
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4.3.3 Gelelektrophorese
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Abbildung 4.6:

Gelelektroforese der IL-10 PCR Produkte eines gesunden Wildtyp Probanden

Durch die an allen Proben durchgefiihrte Elektrophorese der RT-PCR-Produkte konnte
die Spezifitit der nachgewiesenen Gene bestitigt werden. Abbildung 4.6 zeigt die Ge-
lelektrophorese der IL-10 PCR-Produkte eines gesunden Wildtyp Probanden sowie die
Standardverdiinnungsreihe von IL-10. Dabei war bei allen IL-10 Produkten bei einem
Molekulargewicht von etwa 300 bp eine deutliche Bande sichtbar. Durch das Vorliegen
nur einer Bande bei allen durchgefiihrten Elektrophorese-Laufen konnte so die Spe-
zifitdt des jeweils bestimmten Gens nachgewiesen werden. Bei der sichtbaren Bande im
unteren Molekulargewichtsbereich handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um

Primerdimere.
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4.3.4 MDP-induzierte TNF-a mRNA-Expression bei Wildtyp im

CARD15 Gen

Nach Stimulation der Monozyten mit dem bakteriellen Bestandteil MDP konnten in den
drei Gruppen Gemeinsamkeiten und Unterschiede beziiglich der mRNA-Expression
festgestellt werden, die im Folgenden dargestellt werden.

Wildtyp gesund: Abbildung 4.6 zeigt die normierten Werte jedes einzelnen
gesunden Probanden mit Wildtyp in CARDI15 (Ausschluss der drei héufigsten
Mutationen R702W, G908R, 3020insC). Es zeigte sich bei allen drei Probanden ein
deutlicher Anstieg der mRNA-Expression nach 1,5 Stunden Stimulation mit MDP im
Gegensatz zu den Werten ohne MDP-Zusatz. Dieser Anstieg war nicht signifikant (p =
0,250). Nach sechs Stunden Stimulation war dieser Anstieg klar erkennbar, jedoch im
Vergleich zur Expression nach 1,5 Stunden weniger stark ausgeprdgt und nicht

signifikant (p = 0,435) (Abbildung 4.6 und Anhang: Tabelle 8.1).
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Abbildung 4.6:

MDP induzierte Expression von TNF-a mRNA bei gesunden Probanden (n=3) mit Wildtyp fiir
R702W, G908R, 3020insC. Kopienzahlen normiert auf das house-keeping-gene GAPDH. Bestim-
mung jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und zu den gleichen
Zeitpunkten ohne Stimulation. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP

Wildtyp Morbus Crohn: Ein &hnlicher Effekt auf den MDP Stimulus konnte
jeweils bei den Patienten mit Morbus Crohn mit Wildtyp in CARD15 (Ausschluss der
Mutationen R702W, G908R und 3020insC) festgestellt werden. Nach Stimulation mit
MDP war bei den Patienten mit Morbus Crohn 1 bis 4 eine deutlich héhere TNF-a Ex-
pression zu erkennen als ohne Stimulation. Dieser Anstieg war nicht signifikant, und
nach 1,5 Stunden Stimulation (p > 0,2) deutlich stirker ausgeprigt als nach 6 Stunden
(p = 0,091). Bei Morbus Crohn Patient 5 war der Anfangswert ohne Stimulation héher

als nach Stimulation (Abbildung 4.7, Anhang: Tabelle 8.1).
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Abbildung 4.7:

MDP induzierte Expression von TNF-o mRNA bei Patienten mit Morbus Crohn (n=5) mit Wild-
typ fir R702W, G908R, 3020insC. Kopienzahlen normiert auf das house-keeping-gene GAPDH.
Bestimmung jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und zu den glei-
chen Zeitpunkten ohne Stimulation. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP, MC
= Morbus Crohn Patient

4.3.5 MDP-induzierte TNF-a mRNA-Expression bei homozygoter

3020insC-Mutation im CARD15 Gen

Im Gegensatz zu den beiden aufgefiihrten Wildtyp Populationen (Gesunde und Patien-
ten mit Morbus Crohn), zeigte sich bei den fiir die 3020insC-Mutation in CARD15 ho-
mozygoten Patienten mit Morbus Crohn kein Effekt: nach 1,5 sowie nach 6 Stunden
Stimulation mit MDP war bei diesen Patienten kein Anstieg der TNF-a mRNA Ex-
pression zu erkennen. Bei den Patienten 7 und 9 war die TNF-a mRNA Kopienzahl mit
MDP-Stimulation jeweils sogar etwas niedriger als ohne Stimulation. AusschlieBlich

bei Patient 1 war sowohl nach 1,5 wie auch nach 6 Stunden Stimulation ein leichter
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Anstieg der TNF-a-Expression zu erkennen. Die Unterschiede zwischen unstimulierten

und stimulierten Zellen waren nicht signifikant (Abbildung 4.8, Anhang, Tabelle 8.1).

20

EE MC homozygot 6
.§ 157 /3 MC homozygot 7
I~ B MC homozygot 8
E 1,0 4 3 MC homozygot 9
% B MC homozygot 10
E 05
=
=
= -
<
S
7
<3
4
e

0,0 -
(%] MDP %] MDP
I L |
1.5h 6 h

Abbildung 4.8:

MDP induzierte Expression von TNF-a mRNA bei Patienten mit Morbus Crohn (n=5), homozy-
got fiir 3020insC in CARDI15. Kopienzahlen normiert auf das house-keeping-gene GAPDH. Be-
stimmung jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und nach der gleichen
Kulturdauer auf Medium ohne MDP. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP,
MC = Morbus Crohn Patient

4.3.6 MDP-induzierte IL-10 mRNA-Expression bei Wildtyp im
CARD15 Gen
Einen dhnlichen Effekt wie bei den TNF-a Messungen ergaben die Bestimmungen der
IL-10 mRNA. Die beiden Wildtyp-Kollektive (Gesunde und Patienten mit Morbus

Crohn) zeigten auf den MDP Reiz einen deutlichen, nicht signifikanten Anstieg der

mRNA-Expression von IL-10 (Abbildungen 4.9 und 4.10).
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Abbildung 4.9:

MDP induzierte Expression von IL-10 mRNA bei gesunden Probanden (n=3) mit Wildtyp fiir R702W,
G908R, 3020insC. Kopienzahlen normiert auf das house-keeping-gene GAPDH. Bestimmung jeweils
nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und zu den gleichen Zeitpunkten ohne Stimula-
tion. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP, ges. = gesund
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Abbildung 4.10:

MDP induzierte Expression von IL-10 mRNA bei Patienten mit Morbus Crohn (n=5) mit Wildtyp
fiir R702W, G908R, 3020insC. Kopienzahlen normiert auf das house-keeping-gene GAPDH.
Bestimmung jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und zu den gleichen
Zeitpunkten ohne Stimulation. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP, MC =
Morbus Crohn Patienten

4.3.7 MDP-induzierte IL-10 mRNA — Expression bei homozygoter

3020insC-Mutation im CARD15 Gen

Patienten mit Morbus Crohn mit homozygoter 3020insC Mutation hingegen zeigten

keine vermehrte Expression von IL-10 mRNA nach Stimulation mit MDP (Abbildung

4.11).
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Abbildung 4.11:

MDP induzierte Expression von IL-10 mRNA bei Patienten mit Morbus Crohn (n=5) mit
homozygoter 3020insC-Mutation. Kopienzahlen normiert auf das house-keeping-gene GAPDH.
Bestimmung jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und zu den gleichen
Zeitpunkten ohne Stimulation. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP, MC =
Morbus Crohn Patienten

Im Vergleich zu den TNF-o Messungen waren folgende Unterschiede erkennbar: Die
IL-10 mRNA Kopienzahlen lagen sowohl bei unstimulierten als auch bei stimulierten
Monozyten deutlich unter denen der TNF-a Kopienzahl. Durch die Normierung mit den
relativ hoheren GAPDH mRNA-Werten lagen die Ratios somit bei den Patienten 4, 5
und 2 unstimuliert unter der Darstellungsgrenze und erscheinen in Abbildung 4.10 als
Nullwert. AuBlerdem war der Anstieg der IL-10 mRNA-Expression der Wildtyp-
Kollektive nach 6 Stunden Stimulation mit MDP deutlich, im Gegensatz zur TNF-a
mRNA-Expression, die nach 1,5 Stunden eine klare Zunahme gezeigt hatte

(Abbildungen 4.10 und 4.11, Anhang: Tabelle 8.2).
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4.3.8 MDP-induzierte TNF-a mRNA-Expression in Abhangigkeit

des CARD15 Genotyps

Die drei Studienpopulationen wurden schlielich mittels Mann-Whitney-U Test mitein-
ander verglichen: Dabei zeigte sich fiir TNF-a, dass bereits in der sehr frithen Phase —
nidmlich 1,5 Stunden nach Stimulation mit MDP — signifikante Unterschiede beziiglich
der TNF-a mRNA-Expression zwischen den einzelnen Gruppen auftraten. Bei den ho-
mozygoten Patienten kam es sichtbar zu keinem Anstieg der TNF-oo mRNA-Expression,
wihrend bei den Wildtyp Patienten mit Morbus Crohn (Wildtyp in CARDIS fiir
R702W, G908R, 3020insC) wie auch bei den gesunden Kontrollen (Wildtyp in
CARDI1S5 fiir R702W, G908R, 3020insC) eine deutliche proinflammatorische Reaktion
erkennbar war. Die Unterschiede zwischen gesunden Probanden und 3020insC homo-
zygoten Patienten mit Morbus Crohn waren 1,5 Stunden nach Stimulation signifikant
(p = 0,036). Auch zwischen Wildtyp Patienten mit Morbus Crohn und homozygoten
Patienten mit Morbus Crohn lagen nach 1,5 Stunden MDP-Stimulation signifikante
Unterschiede vor (p = 0,008). Interessant war, dass diese Unterschiede 6 Stunden nach
Stimualation wesentlich geringer waren. Unterschiede zwischen den Gruppen waren
zwar auch dort zu erkennen, diese waren jedoch nicht signifikant (p = 0,071 bzw.

p =0,056) (Abbildung 4.12, Anhang: Abbildung 8.1).
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Abbildung 4.12:

MDP induzierte Expression von TNF-oo mRNA je nach CARD15 / NOD2 Genotyp. Kopienzahlen
normiert auf das house-keeping-gene GAPDH. Bestimmung jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Sti-
mulation mit 100 ng/dl MDP und nach der gleichen Kulturdauer auf Medium ohne MDP. @ =
Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP, MC = Morbus Crohn; Mittelwerte = SEM;
* p< 0,05 zwischen den einzelnen Gruppen

4.3.9 MDP-induzierte IL-10 mRNA-Expression in Abhangigkeit

des CARD15 Genotyps

Im Vergleich der drei Studienpopulationen zeigten sich auch fiir IL-10 Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen fiir TNF-a traten
signifikante Unterschiede jedoch erst nach 6 Stunden MDP-Stimulation auf. Bei den
homozygoten Patienten kam es zu keiner Aktivierung, wihrend bei den Wildtyp
Patienten mit Morbus Crohn (Wildtyp in CARD15 fiir R702W, G908R, 3020insC) wie
auch bei den gesunden Kontrollen wiederum eine deutliche Reaktion sichtbar war. Die

Unterschiede zwischen den gesunden Probanden mit Wildtyp und den 3020insC
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homozygoten Patienten mit Morbus Crohn war nach 6 Stunden Stimulation signifikant

(p =0,036) (Abbildung 4.13, Anhang: Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13:

MDP induzierte Expression von IL-10 mRNA je nach CARDIS5 / 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. @ = Medium ohne
Stimulanz, MDP = Medium mit MDP, MC = Morbus Crohn, WT = Wildtyp; Mittelwerte + SEM;
*p<0,05
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4.4 Phédnotyp — Genotyp

Im Vergleich der Krankheitsmanifestation beider Patientengruppen zeigten sich fol-
gende Tendenzen: Homozygote Triager der 3020insC Mutation waren im Durchschnitt
bei Diagnosestellung eines Morbus Crohns jiinger, litten hdufiger unter einem Befall
von mehr als einem Darmabschnitt und benétigten hiufiger eine Morbus Crohn assozi-
ierte chirurgische Intervention als Patienten ohne Mutation. Bei allen Patienten mit
Mutation, aber bei nur einem der fiinf Patienten ohne Mutation, war das Ileum befallen.
Vier der fiinf Patienten ohne Mutation zeigten dagegen einen isolierten Befall des Ko-
lons, was bei keinem der Patienten mit Mutation festzustellen war. Hinsichtlich der

Therapie bestanden keine auffdlligen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen

(Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2:

Krankheitsverlauf der Patienten mit Morbus Crohn je nach Genotyp;

* = auffilliger Unterschied bei Vergleich zwischen den Gruppen

M.Crohn Homozygot | M.Crohn Wildtyp

N=5§ n=>5
mittleres Alter bei Diagnose (Jahre) 29,6* 32,8
Lokalisation:
Anzahl betroffener Darmabschnitte 2,6* 1,2
(Mittelwert)
Terminales Ileum 5(5) 1(5)
Kolon 4(5) 5(5)
Rektum 2(2) 2(2)
Komplikationen:
Insgesamt 4(5) 2(5)
Fisteln 3(5) 0(5)
Stenosen 3(5) 2(5)
Abszess 1(5) 0(5)
Chirurgische Intervention (Crohn assoziiert):
Anzahl Patienten 3(5) 2(5)
Anzahl der Eingriffe (Mittelwert) 4,7 2,5
Therapie:
Azathioprin 3(5) 3(5
5-ASA 4 (5) 3(5
Orale Glukokortikoide 3(5) 4(5)
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5 Diskussion

Mit der vorliegenden Studie wurde erstmals die Auswirkung der 3020insC Mutation im
CARDI15-Gen auf die ex vivo Expression von TNF-a und IL-10 mRNA in Monozyten
von Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu Gesunden nach spezifischer Stimula-
tion mit dem bakteriellen CARD15-Erkennungsmolekiil MDP beurteilt.

Eine Stimulation mit bakteriellem MDP fiihrte bei Monozyten von drei gesunden Pro-
banden und von fiinf Patienten mit Morbus Crohn jeweils mit Wildtyp im CARDI5-
Gen zu einem deutlichen Anstieg der Expression von TNF-o und IL-10 mRNA. Das
Verhalten der Monozyten dieser Patienten unterschied sich signifikant von der Reaktion
der Monozyten von fiinf Patienten mit Morbus Crohn mit nachgewiesener homozygoter
3020insC Mutation im CARDI15 Gen, bei denen kein Anstieg einer Expression von
TNF-o und IL-10 mRNA nachgewiesen werden konnte. Das untersuchte Expressions-
profil zeigte hier keinen Unterschied zu unstimulierten Zellen (Abbildung 5.1).

Des Weiteren konnte zwischen den Patientengruppen mit und ohne Mutation eine phé-
notypisch unterschiedliche Krankheitsausbildung aufgezeigt werden. Die Patienten mit
Mutation waren bei Diagnosestellung jiinger, zeigten hiufiger einen komplikationsrei-
chen Verlauf mit Fisteln und Stenosen und wurden hdufiger operiert als Patienten ohne
Mutation. Bei allen homozygoten Patienten war das terminale Ileum betroffen, Patien-

ten ohne Mutation wiesen eher einen isolierten Befall des Kolons auf.
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Abbildung 5.1:

Schematische Darstellung der extrazelluldren und intrazelluldren Aktivierung durch bakterielle Bestand-
teile (LPS, MDP). Dargestellt ist die defekte intrazelluldre Aktivierung des verkiirzten CARD15 Rezep-
tors bei 3020insC-mutiertem CARD15 Gen.

Diese Erkenntnisse tragen wesentlich zum besseren Verstdndnis der komplexen Im-
munpathogenese des Morbus Crohn bei. Dass die gefundenen Ergebnisse nur im Ge-
samtzusammenhang der Literatur zu beurteilen sind und dass eine solche experimentelle
Untersuchung verschiedene Fehlerquellen und Limitationen aufweist, liegt auf der Hand

und soll im Folgenden diskutiert werden.
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5.1 Diskussion von Studiendesign und Methoden

Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive ex vivo Studie. Vorteile
dieses Studiendesigns lagen neben einer genauen Planbarkeit in der Ahnlichkeit der
Studienbedingung zur physiologischen Situation. Dies ist bei bisher vorwiegend durch-
geflihrten in vitro Studien oder Mausmodellen nicht der Fall, da beispielsweise mit
CARDI1S5 transfizierte Nierenzellen keine TLRs tragen (29, 62) und das humane
Immunsystem von dem der Maus erheblich differiert (73). Durch Herstellung klar abge-
grenzter Bedingungen und Fragestellungen waren dennoch spezifische Funktionsunter-
suchungen moglich. Ein weiterer Vorteil lag in der nahezu unbegrenzten Verfligbarkeit
des Materials, also der Monozyten, was fiir Nachmessungen oder Kontrollversuche
niitzlich war.

Die Ubertragbarkeit der erzielten ex vivo Ergebnisse auf die in vivo Situation sollte al-
lerdings trotzdem stets im Rahmen anderer Studienergebnisse gepriift werden, da teil-
weise Bedingungen hergestellt werden mussten, deren Ubertragbarkeit in die physiolo-
gische Situation unklar ist. Hier sei beispielsweise die lange Stimulation mit hoch kon-
zentrierten Mengen an MDP aufgefiihrt (bis zu 6 h mit 100 ng/ml MDP). Im Vergleich
zu vorangegangenen Studien ist dies jedoch niedrig. Diese Studien fanden signifikante
Unterschiede erst bei hoheren MDP Konzentrationen (1-100 pg/ml) (29, 90, 98) oder
langerer Stimulationsdauer (bis 16 Stunden) (50). Dass die in der vorliegenden Untersu-
chung verwendete niedrige MDP Konzentration der physiologischen Situation néher zu
sein scheint, zeigen Studien mit den beiden weniger hidufigen Mutationen Arg702Trp
und Gly908Arg. Hier war eine Induktion mit hohen MDP Konzentrationen herbeizufiih-
ren, nicht aber durch niedrige, wihrend die 3020insC Mutation in jedem Fall einen
kompletten Funktionsverlust zeigte (50). Obwohl die Funktion des CARD15-Proteins

als MDP-Rezeptor in zahlreichen Studien bewiesen wurde (29, 44), konnte die direkte
72



und spezifische Bindung von MDP an das CARD15-Protein bisher noch nicht nachge-
wiesen werden. Der Mechanismus der MDP-Erkennung wird in Nachfolgeuntersuchun-
gen untersucht werden miissen, um eine weitere Annidherung an die physiologische Si-
tuation erreichen zu konnen.

Studienpopulation

In der vorliegenden Studie handelt es sich um eine so kleine Studienpopulation, dass
signifikante Unterschiede nicht erwartet wurden. Der nachgewiesene Anstieg der
mRNA-Expression bei Monozyten von Wildtypen war deutlich (Abbildungen 4.6, 4.7,
4.8,4.9, 4.10, 4.11), im Wilcoxon-Test jedoch nicht signifikant (Anhang: Tabellen 8.1,
8.2). Dies kann einerseits auf die kleine Untergruppengréfle der Studienpopulation, als
auch auf ,,Ausreifler* wie Wildtyp-Patient 5, bei dem eine hohere TNF-o mRNA-
Expression ohne Stimulation gefunden wurde (Abbildung 4.7), zuriickgefiihrt werden.
Plausible Ergebnisse lieferten die Signifikanzen zwischen den Studiengruppen im
Mann-Whitney-U-Test, durch welche die Auswirkung der homozygoten 3020insC-
Mutation in CARDI1S5 in einer verminderte Expression von TNF-a und IL-10 mRNA in
Monozyten von Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu Patienten und Probanden
ohne Mutation nachgewiesen werden konnten.

Zellseparation und Monozytenisolation

Die Auswahl der geeigneten Isolationsmethode war zum Erreichen einer guten Reinheit
der Monozyten und zum Vermeiden einer unspezifischen Stimulation der Monozyten
von essentieller Bedeutung. Bei den vor Studienbeginn getesteten verschiedenen Me-
thoden war die Reinheit der Monozyten bei indirekter Zellisolation mittels MACS mit
etwa 85 % im Gegensatz zu den Verfahren mittels Adhidrenzmethode und Percoll-
Dichtezentrifugation am Besten. Die Vorteile der Monozytenisolation mittels MACS
lagen auBlerdem in einer schnellen und sehr spezifischen Separation. Von einer niedrige-

ren Aktivierung von Immunzellen bei Isolation mittels MACS im Vergleich zur Isola-
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tion durch Dichtezentrifugation wurde schon friither berichtet (101). Ein entscheidender
Vorteil der in der vorliegenden Studie angewandten negativen Zelldifferenzierung sind
die unbesetzten CD14-Rezeptoren der Monozyten mit weitgehender Vermeidung einer
durch die Antikorper-Bindung verursachten intrazelluldren Aktivierung, was bei einer
mittels CD14-positiven Zelldifferenzierung weniger der Fall ist (12). Dies ist insbeson-
dere fiir funktionelle Studien und bei Antigen-Aufnahme durch die Monozyten, wie bei
der vorliegenden Studie der Fall, von entscheidender Bedeutung.

Nachteile gegeniiber anderen Methoden sind magnetische Interaktionen, die zu Kreuz-
reaktionen der Antikdrper mit den Monozyten fithren konnen und sich storend auf die
Separation auswirken konnen. AuBlerdem ist die Zellzahl aufgrund der Kapazitit der
Rohrchen begrenzt (55). Insgesamt scheint die etwas aufwindigere negative Zell-
differenzierung jedoch die bislang vorteilhafteste Methode fiir funktionelle Studien zu
sein.

RNA-Isolierung

Das Arbeiten mit RNA stellt eine Herausforderung dar, da stets die Gefahr des RNA-
Verdaus durch die allgegenwértigen RNAsen besteht. Um dies zu vermeiden, wurde
strikt unter sterilen Bedingungen gearbeitet, und die Proben wurden bis kurz vor Durch-
fiihrung der Versuche auf -80° C beziehungsweise auf Eis gelagert. Hier bietet die
RNA-Isolierung nach der Qiagen Methode einen entscheidenden Vorteil, da der stark
denaturierende RLT-Puffer die RNAsen sofort inaktiviert und damit eine Isolation in-
takter total RNA sicherstellt. Ein weitere positiver Effekt der Qiagen-Methode ist die
selektive Bindung von RNA mit mehr als 200 Nukleotiden (mRNA) auf der Silica-Gel-
Membran mit Extraktion von RNA, die kiirzer als 200 Nukleotide ist (rRNA, 5S RNA,
tRNA, insgesamt 15-20 % der total RNA). Eine Limitierung dieser Methode stellt die
begrenzte Bindungskapazitit dar, die maximal 1 x 10" Zellen bzw. 100 pg RNA trigt.

Wird diese Kapazitit tiberschritten, ist der Ertrag der total RNA nicht konsistent, und es
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kann sein, dass weniger als 100 pg total RNA gewonnen werden. Auch im Fall einer
inkompletten Lyse der Monozyten kann die Ausbeute der total RNA geringer sein als
erwartet, auch wenn die Bindungskapazitit nicht iiberschritten wurde (70, 75).

cDNA Synthese/,, house-keeping-genes “

Zur Validierung und Standardisierung der cDNA-Synthese mit nachfolgender RT-PCR
werden iiblicherweise ,house-keeping-genes™ verwendet. Optimalerweise sind dies
Gene, die nicht durch dullere Faktoren beeinflusst werden und deshalb als Normwert der
Genexpression der Zelle dienen konnen. Fiir die vorliegende Untersuchung stellte sich
GAPDH aufgrund der geringsten, nicht signifikanten MDP abhingigen Schwankungen
im Vergleich zu HPRT und B-Actin als am besten geeignet heraus (Abbildung 4.2).
Eine leichte Induzierbarkeit kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Diese Erkennt-
nisse stimmen mit fritheren Untersuchungen zu diesem Thema iiberein (25, 31).

Durch Bestimmung der Expression des ,,house-keeping-genes* konnte in der vorliegen-
den Studie des Weiteren das Uberleben der Zellen bewiesen werden: Bei erniedrigter
oder fehlender mRNA Expression der ,,genes of interests “ schloss eine gleich bleibend
hohe Expression des ,,house-keeping-gene* den Tod der Zelle aus (Anhang: Abbildung
8.2).

In der Validierung der eingesetzten total RNA Mengen wurde festgestellt, dass bei Ein-
satz eines Zehntels von 1000 ng total RNA (100 ng) nach cDNA Synthese in der RT-
PCR bei den 100 ng-Proben im Vergleich zu den 1000 ng-Proben 1/6 der mRNA Ko-
pien exprimiert wurde (Abbildung 4.1). Diese vermehrte Expression bei einem Einsatz
von weniger Menge kdnnte mit einer verstirkten cDNA-Synthese zusammenhéngen, ist
aber nicht génzlich geklart.

RT-PCR

Die Real-time Polymerase-Chain-reaction (RT-PCR) mittels LightCycler stellt eine

moderne Methode zur zuverldssigen und exakten Quantifizierung spezifischer mRNA
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dar. Voraussetzung fiir einen zuverldssigen quantitativen Nachweis ist eine funktionie-
rende mRNA Analytik, die exakte mRNA Quantifizierungsergebnisse bei ausreichender
Genauigkeit und hoher Wiederholbarkeit liefert. Eine gute Reproduzierbarkeit mit hoher
Sensitivitit und Spezifitdt konnte fiir die quantitative RT-PCR mittels LightCycler auch
im Vergleich zu anderen RT-PCR-Verfahren nachgewiesen werden (83). Bei der
Interpretation der Ergebnisse sollte jedoch beriicksichtigt werden, dass die Zytokin-
mRNA-Expression nicht immer mit der Menge an Protein korreliert (74). Eine
mogliche Diskrepanz zwischen gemessener mRNA-Expression und sezerniertem Pro-
tein konnte durch verschiedene post-transkriptionelle und post-translationelle Faktoren
beeinflusst sein (66). Verschiedene Publikationen haben jedoch eine gute Korrelation
von liber RT-PCR gemessenen Zytokin-mRNA-Leveln und durch ELISA determinierter
Proteinmenge gezeigt (35, 96), die auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen wer-
den konnte (88). Im Bezug auf die Zytokin-Biologie ergeben sich fiir den quantitativen
Nachweis von mRNA im Gegensatz zum Nachweis von Proteinen folgende Vorteile:
Die meisten Zytokine werden in sehr geringen Mengen produziert, besitzen eine nied-
rige Halbwertszeit und nach ihrer Freisetzung erfolgt eine schnelle Utilisation nach au-
tokriner oder parakriner Ubertragung bei Zell-zu-Zell-Kontakt (74). Deshalb kénnten
die gebildeten Proteine bei Messung womdglich nicht erkannt werden, wohl aber ihre

Vorstufe, die mRNA.
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52 CARD15-abhédngige MDP induzierte Expression von TNF-

aund IL-10

5.2.1 Verstarkte MDP-induzierte mRNA-Expression von TNF-a bei

Wildtyp

Durch Stimulation mit MDP konnte bei den Monozyten aller untersuchten Patienten
bzw. Probanden, bei denen genotypisch ein CARD15-Wildtyp nachgewiesen wurde, ein
Anstieg der Expression von TNF-a-mRNA induziert werden. Die verstirkte Expression
dieser Monozyten war zwar statistisch nicht signifikant (Anhang: Tabelle 8.1), konnte
aber grundsitzlich bei allen entnommenen Proben aller Patienten als sehr deutliche
Tendenz festgestellt werden. Die fehlende Signifikanz der Induzierbarkeit kann durch
die kleine Studienpopulation erklirt werden.

Sowohl Monozyten gesunder Probanden als auch die von Patienten mit Morbus Crohn
mit CARD15-Wildtyp scheinen also auf den Reiz der MDP-Stimulation mit einer

Uberexpression von TNF-0-mRNA zu reagieren.

5.2.2 Verstarkte MDP-induzierte mRNA-Expression von IL-10 bei

Wildtyp

Auch bei IL-10 mRNA konnte durch Stimulation mit MDP eine starke Uberexpresssion
festgestellt werden, die gegeniiber den unstimulierten Werten nicht signifikant, aber
deutlich erkennbar war.

Interessant ist die Feststellung, dass MDP-stimulierte Monozyten mit CARD15 Wildtyp
nach 1,5 Stunden Stimulation einen peak der TNF-a mRNA-Expression aufweisen,
wihrend die Werte nach 6 Stunden Stimulation wieder auf unstimuliertes Niveau ab-

fallen. Die Tatsache, dass IL-10 mRNA erst 6 Stunden nach Stimulation einen Anstieg
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der Expression zeigt, ldsst einen antiinflammatorischen Gegenregulatismus vermuten

(81).

5.2.3 Verminderte MDP-induzierte mRNA-Expression von TNF-a
und IL-10 in 3020insC homozygoten Patienten mit Morbus

Crohn

Im Gegensatz zu den Wildtyp Patienten und Probanden fiihrte eine Stimulation mit
MDP bei Patienten mit Morbus Crohn und nachgewiesener homozygoter 3020insC-
Mutation im CARD15-Gen zu keiner Verstirkung einer Expression von TNF-o bzw.
IL-10 mRNA. Die Ergebnisse der homozygoten Patienten unterschieden sich damit
signifikant von den beiden untersuchten Wildtyp-Gruppen. Durch das Vorliegen einer
solchen Mutation scheinen Monozyten also die Fahigkeit, MDP zu erkennen und/oder

auf diesen Reiz zu reagieren zu verlieren.

5.2.4 Diskussion der eigenen Ergebnisse mit gegenwartiger

Literatur

In der vorliegenden Studie konnte erstmals demonstriert werden, dass Monozyten von
3020insC homozygoten Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu Wildtyp Kon-
trollen eine signifikant erniedrigte transkriptionale Antwort (TNF-o und IL-10 mRNA)
auf MDP haben (Abb.4.10 und 4.11). Die erhobenen Daten sind mit der in vitro bislang
hauptsdchlich iiberpriiften fehlenden Aktivierung des NF-kB Systems bei 3020insC
homozygoter Mutation vereinbar (63). In nachfolgenden Studien, die einen Defekt in
der TNF-q, IL-6, IL-8 und IL-10 Produktion beschrieben, wurden die in der vorliegen-
den Studie dargestellten Ergebnisse bestétigt (52, 60, 92). Diese Ergebnisse resultieren
hochst wahrscheinlich aus dem durch die 3020insC Mutation verursachten Verlust von
CARDI1S5, Peptidoglykan Komponenten iiber seine C-terminale LRR Domine zu erken-

nen.
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CARD15-Funktion

Die hier dargestellten Ergebnisse belegen die Funktion des CARD15-Proteins, als Er-
kennungsmolekiil zu fungieren (8) und sind konform mit der festgestellten Wirksamkeit
von MDP, das NF-kB System iiber CARDI5-Transduktion zu aktivieren (29, 44).
Dariiber hinaus zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass humane Monozyten wahr-
scheinlich iiber keine Signal-Transduktionswege fiir MDP verfiigen (z.B. {iber TLRs),
die unabhingig des CARD15-Proteins funktionieren.

Downstream

Weiterfiihrend zeigen vorliegende Ergebnisse, dass die Mutation Vorginge beeinflusst,
die dem NF-kB-System nachgeschaltet sind. Neben der mRNA Ebene von TNF-a und
IL-10 wurde in einer Kooperationsarbeit bei denselben Zellen die Sekretion der ent-
sprechenden Proteine tiberpriift. Auch hier konnte bei Monozyten homozygoter Patien-
ten eine erniedrigte Aktivierbarkeit durch MDP im Gegensatz zu Wildtyp-Kontrollen
festgestellt werden (88). Die Ergebnisse der Proteinsekretion korellierten mit den hier
dargestellten Daten der mRNA-Expression. Dies war in einer friiheren Untersuchung, in
der MDP einen Einfluss auf die Expression von TNF-oo mRNA, nicht jedoch auf die
Sekretion von TNF-a Proteinen hatte, nicht der Fall (98). Weiterfiihrende Studien, die
sowohl die mRNA als auch die Proteinebene behandeln, sind zur endgiiltigen Klérung
dieser Diskrepanz nétig. Die Feststellung, dass die Mutation Einfluss auf Prozesse hat,
die dem NF-kB System nachgeschaltet sind, ist aufgrund der strengen Regulation des
downstreams entscheidend (91) und zeigt, dass die kiirzlich beschriebene verringerte
Induktion von NF-kB nach MDP-Stimulation zu einer verminderten Transkription,
Translation und Freisetzung pro- und antiinflammatorischer Zytokine fiihrt. Basierend
auf dem deutlich stimulatorischen Effekt von MDP in Monozyten gesunder Probanden
und Patienten mit Morbus Crohn mit Wildtyp kann darauf geschlossen werden, dass die

MDP-induzierte Transkription und Translation pro- (TNF-a), aber auch antiinflamma-
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torischer (IL-10) Zytokine durch die Anwesenheit eines mutierten CARD15 Proteins
signifikant beeintrachtigt ist. Um dies endgiiltig zu beweisen, bedarf es Studien mit gro-
Berer Patientenzahl.

Genotyp — Phdnotyp

Die untersuchten homozygoten Patienten zeigten einen insgesamt schwereren Verlauf
(friiherer Beginn, Komplikationen, Operationen) und einen Befall mehrer Darmab-
schnitte unter Beteiligung des Ileums, wéhrend Patienten mit Wildtyp eher einen iso-
lierten Befall des Kolons aufwiesen. Aufgrund der geringen Patientenzahl miissen diese
Zusammenhdnge sehr vorsichtig bewertet werden, bestitigen jedoch die in zahlreichen
Studien beschriebene phinotypische Besonderheit der Patienten mit Mutationen in
CARDI1S5 (1, 3, 34, 49, 72). Lediglich die Tatsache, dass bei Patienten mit Mutation ge-
héduft mehr als ein Darmabschnitt betroffen ist, wurde bisher nicht beschrieben. Im Zu-
sammenhang mit den frither durchgefiihrten klinischen Studien kann angenommen wer-
den, dass der genetische Hintergrund den Phénotyp beeinflusst. Die Mutation scheint
einen schwereren Verlauf zu begiinstigen. Ob es sich um einen spezifischen Phinotyp
mit anderen Behandlungsoptionen handelt, kann derzeit jedoch noch nicht zufrieden-
stellend beantwortet werden.

Die Tatsache, dass nicht alle Patienten mit Morbus Crohn eine Mutation haben und um-
gekehrt auch gesunde Menschen Tréiger einer Mutation sein konnen ohne jemals an ei-
nem Morbus Crohn zu erkranken (51), ldsst darauf schlieBen, dass CARD15-Mutatio-
nen weder notwendig noch ausreichend sind, um einen Morbus Crohn zu erzeugen.
Dies ldsst den Riickschluss zu, dass eine Reihe weiterer genetischer Faktoren sowie

Umweltfaktoren fiir eine Krankheitsmanifestation notig sind.
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5.2.5 Beurteilung der Ergebnisse in Bezug auf mogliche pathoge-

netische Zusammenhange

Welche Rolle die erbrachten Ergebnisse im Pathomechanismus des CARD15-Mutation-
assoziierten Morbus Crohn spielen, ist weiterhin nicht eindeutig. Der Mechanismus der
Entstehung des Morbus Crohn bei Patienten mit CARD15-Mutationen kann mit ver-
schiedenen, teilweise gegensitzlichen Hypothesen erklirt werden.

., loss-of-function “-Hypothese

CARD15-Mutationen befinden sich vorrangig in der LRR Domine, die die Erkennungs-
region fiir bakterielle Bestandteile darstellen soll (43). Die meisten dieser Mutationen
scheinen allgemein eher zu einer Herabsetzung nachfolgender Effekte zu fiihren (18).
Eine bedeutende Effekterniedrigung zeigten in vitro Studien: Ein durch die 3020insC
Mutation verursachter Verlust, MDP zu erkennen, fiihrte zu einer erniedrigten NF-«xB-
Aktivierung (8). Zusammen mit der hier gezeigten reduzierten MDP-induzierten TNF-a
und IL-10 Transkription und Produktion in Monozyten 3020insC homozygoter
Patienten weist dies darauf hin, dass Morbus Crohn-assoziierte Mutationen phéinoty-
pisch in einem Funktionsverlust (,,loss-of-function ) resultieren. Diese verminderte Ak-
tivierung von inflammatorischen Prozessen steht jedoch im Widerspruch zur in vivo
Situation des Morbus Crohn, die durch eine Uberaktivierung von NF-kB und TNF-a im
Darmepithel und in immunkompetenten Zellen charakterisiert ist (71, 72, 77, 91). Ein
moglicher Erkldrungsversuche hierfiir wére das mogliche Vorliegen eines Defekts in der
schnellen Antwort des angeborenen Immunsystems auf bakterielle Produkte wie MDP
im Sinne einer Immundefizienz (63, 92), der in nachfolgenden oder parallelen Effekten
zur Krankheitsmanifestation mit inflammatorischer Uberaktivierung fiihrt. Ein Signali-
sierungsfehler der angeborenen Immunitit gegeniiber MDP scheint also einen essen-
tiellen Defekt in der Pathogenese der CARDI15-assoziierten Patienten mit Morbus

Crohn darzustellen. Das Konzept der Immundefizienz (24) wird sowohl durch verschie-
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dene klinische und therapeutische Erfahrungen als auch durch Modelle an Méusen un-
terstlitzt. Eine Vielzahl seltener Immundefekte (Chronische Granulomatose, Glykogen
Speicherkrankheit Ib, Leukozytenadhidsionsmangel) sind beim Menschen durch Defekte
der neutrophilen oder monozytiren Funktion charakterisiert und manifestieren sich als
crohndhnlicher Phénotyp (45). Unter normalen Bedingungen fiihrt eine schnelle
neutrophile Migration nach einer Invasion von Fremdobjekten zu einer schnellen Di-
gestion und Eradikation derselben. Ein Fehlschlagen dieses Prozesses fiihrt wohl zur
Phagozytose von Fremdantigenen durch Makrophagen und schlieBlich zur chronischen
Entziindung mit Bildung von Granulomen (56). Dies wiirde auch gut die Tatsache erkla-
ren, dass Granulome typischerweise nur mit Morbus Crohn und nicht mit Colitis
ulcerosa in Zusammenhang gebracht werden. NF-kB defiziente Mause (p50—/—p65+/-)
haben eine hohere Wahrscheinlichkeit, eine Helicobacter hepaticus-induzierte Kolitis
auszubilden, was eine Rolle von NF-kB in der Vermeidung von intestinaler Entziindung
erklaren konnte (21).

Weitere Hypothesen

Patienten mit Morbus Crohn mit mutiertem CARDIS5 zeigten eine herabgesetzte Ex-
pression der a-Defensine HD-5 und HD-6 in Paneth Zellen (97), und eine im Gegensatz
zum Wildtyp fehlende antibakterielle Reaktion auf MDP in Intestinalepithelzellen (4).
Mutationen in CARD15 scheinen also einen Verlust der antibiotischen Verteidigung im
Intestinalepithel zu verursachen. Ob das Konzept der fehlenden antimikrobiellen
Verteidigung bei defektem CARDI1S5 auch auf Monozyten iibertragen werden kann, ist
unklar. Dies wiirde bedeuten, dass das CARD15-Protein in Monozyten eine alleinige
Funktion in der Erkennung bakterieller Bestandteile iiberndhme. Dies erscheint
unwahrscheinlich, da in Monozyten z.B. hochgradig TLRs exprimiert werden, die bei
der Erkennung von bakteriellen Bestandteilen ein stirkeres NF-kB-Aktivie-

rungspotential aufweisen als das CARD15-Protein (54).
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Zusammengenommen unterstreichen diese Daten die Vorstellung der defekten angebo-
renen NF-kB Aktivierung in Antwort auf bakterielle Exposition, die durch einen Funk-
tionsverlust von CARDI15 bedingt ist. Letztendlich resultiert dies dann in einer ver-
starkten intestinalen Entziindung. Folglich kann spekuliert werden, dass Defekte der
initialen, angeborenen Immunantwort mit folgender fehlerhaften Ausbildung der adap-
tiven Immunantwort zu einer gesteigerten Anfilligkeit einer Darmentziindung fiihren.

Auf der anderen Seite stehen der hier nachgewiesenen verminderten Expression von
TNF-o und IL-10 mRNA in Monozyten CARDI15-mutierter Patienten mit Morbus
Crohn die Daten einer aktuellen Studie an Méiusen gegeniiber: Monozyten mit
CARDI15-Varianten zeigten nach Stimulation mit MDP eine vermehrte Aktivierung von
NF-kB und dem proinflammatorischen IL-1p (,, gain-of-function ) (54). Diese Erkennt-
nisse stehen auch im Gegensatz zu anderen Studien an humanen Monozyten, die eine
reduzierte NF-kB (63) und IL-1p Aktivierung nach MDP-Stimulation zeigten (50), ist
jedoch mit der hohen NF-kB Aktivitit und inflammatorischen Situation in vivo ver-
einbar (72, 91). Die Griinde fiir die Diskrepanz zwischen den Effekten von CARD15-
Mutationen in der NF-kB-Aktivierung und IL-13 Expression zwischen Monozyten von
Maiusen und Menschen sind noch nicht ausreichend verstanden. Sowohl genetische und
immunologische Unterschiede zwischen Maus und Mensch als auch technische oder
methodische Griinde konnten zur Erkldrung herangezogen werden und miissen anhand

von humanen ex vivo Studien und Mausmodellen prézisiert werden.

Durch die dargestellten Daten konnte auf Grund der aus der Literatur bekannten Re-
zeptorfunktion von CARDI1S5 fiir pathogene Bestandteile und dessen Funktionsverlust
bei mit Morbus Crohn assoziierten Mutationen ein Zusammenhang zwischen angebore-
nem Immunsystem und chronischer Darmentziindung hergestellt werden. AuBBerdem

konnte die pathogenetische Wertigkeit bakterieller Antigene im Darm bewiesen werden.
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Bis zum vollstindigen Verstindnis des Mechanismus der CARD15-abhingigen Patho-
genese von Morbus Crohn wird eine Identifizierung einer Vielzahl funktioneller Ant-
worten auf den CARD15 Signalweg, insbesondere im Vergleich zu anderen angebore-

nen Signalwegen wie beispielsweise liber membranstéindige TLRs notwendig sein.
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5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Assoziation von CARD15-Mutation und Morbus Crohn erdffnet eine neue Ara in
der Geschichte chronisch entziindlicher Darmerkrankungen. Bisher gingen die Modell-
vorstellungen zur Atiopathogenese des Morbus Crohn von einem Verlust der immuno-
logischen Toleranz gegeniiber luminalen — vor allem bakteriellen — Antigenen aus, der
unter anderem genetisch bedingt ist und zu einer {iberschieBenden, vorwiegend T-Zell
bedingten inflammatorischen Antwort des adaptiven Immunsystems fiihrt (80). Eine
Reihe neuer Erkenntnisse aus klinischen Beobachtungen und Ergebnisse genetischer,
immunologischer und tierexperimenteller Studien sowie die Erfahrungen mit neuen
Therapieansétzen weisen jedoch darauf hin, dass der komplexen Pathogenese chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen primér eine Stérung der angeborenen Immunitit zu
Grunde liegt. Die Rolle von CARDI5 als Erkennungsrezeptor bakterieller Bestandteile
und dessen Funktionsverlust bei mit Morbus Crohn assoziierten genetischen Varianten
ergibt einen Zusammenhang zwischen angeborener Immunitét und chronisch entziindli-
cher Darmerkrankung und beweist die pathogene Wichtigkeit von Darmbakterien. Der
hier beschriebene Einfluss der Mutation auf die MDP-abhingige Expression von TNF-a
und IL-10 mRNA stellt eine wichtige Ergdnzung zu den neueren Erkenntnissen der As-
soziation von Funktionsverlustmutationen des CARD15-Gens und Morbus Crohn dar.
Die erbrachten Erkenntnisse zeigen, dass der Funktionsverlust von CARDIS5 auf zellu-
larer und phénotypischer Ebene eine Rolle spielt, indem er die mRNA-Ebene mit nach-
folgender Proteinsekretion (88) beeinflusst, und das klinische Bild der Patienten verin-
dert. Durch diese Daten konnte die pathogenetische Relevanz der CARDI15-Mutation
(3020insC) bestdtigt und die Rolle von Darmbakterien bzw. deren Bestandteile im
downstream der Entstehung des Morbus Crohn nachgewiesen werden.

Auch wenn diese Erkenntnisse entscheidend fiir das Verstéindnis der Atiopathogenese

des Morbus Crohn sind, spielen sie bislang in der klinischen Praxis nur eine geringe
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Rolle. Weitere Studien zur Kliarung eines Zusammenhanges zwischen Genotyp und
Phinotyp und der Rolle von genetischen Tests, die ein bestimmtes Krankheitsverhalten
voraussagen konnten, sind ndtig. Die Untersuchung weiterer Funktionen von CARD15
sowie weiterer Rezeptoren filir pathogene Bestandteile beim Morbus Crohn scheint fiir
das Verstindnis der Pathogenese von grofer Bedeutung zu sein. Ein besser verstandener
pathogener Mechanismus kdnnte zur Entwicklung neuer prophylaktischer und thera-
peutischer Therapien und einem individualisierten Einsatz derselben fiihren. Im Falle
des Erreichens dieser prophylaktischen und therapeutischen Ziele werden genetische
Tests als neue diagnostische Methode zur Identifizierung von Hoch-Risiko-Patienten
und zur Vorhersage der Reaktion auf spezifische Therapien in der klinischen Praxis eine

wichtige Rolle spielen.
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6 Zusammenfassung

Es gibt zunehmend Hinweise auf genetische Komponenten in der Entstehung des
Morbus Crohn. Die 3020insC-Mutation als die hdufigste Mutation des mit Morbus
Crohn assoziierten CARD15-Gens spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Ziel der
Studie war es, den Einfluss der 3020insC-Mutation des CARDI15-Gens auf die
intrazelluldre TNF-alpha und IL-10 mRNA-Expression in Monozyten von Morbus
Crohn Patienten nach Stimulation mit dem bakteriellen Bestandteii MDP zu
untersuchen.

Bei Monozyten der untersuchten Probanden und Patienten mit Morbus Crohn mit
CARDI15-Wildtyp konnte ein deutlicher Anstieg der TNF-a und IL-10 mRNA-Expres-
sion nach 1,5 Stunden und 6 Stunden MDP-Stimulation nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu konnten bei fiir die 3020insC-Mutation homozygoten Patienten mit
Morbus Crohn nach 1,5 Stunden und 6 Stunden MDP-Stimulation keine erhohten TNF-
a und IL-10 mRNA-Expressionen beobachtet werden. Die nach MDP-Stimulation
nachgewiesenen geringeren TNF-o und IL-10 mRNA-Expressionen in Monozyten von
3020insC-homozygoten Patienten gegeniiber denen von Wildtyp-Patienten und gesun-
den Kontroll-Probanden waren fiir TNF-a nach 1,5 Stunden und fiir IL-10 nach 6 Stun-
den Stimulation jeweils signifikant.

Ein MDP-induziertes Expressionsmuster scheint also vom CARDI15-Genotyp der Pati-
enten mit Morbus Crohn abzuhingen. Durch die 3020insC-Mutation scheinen die Mo-
nozyten die Fahigkeit zur Erkennung von MDP mittels CARD15-Protein zu verlieren.
Dies ldsst eine Storung der angeborenen Immunitét als pathogenen Mechanismus von

Patienten mit Morbus Crohn mit CARD15-Mutation vermuten.
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8 Anhang

CDAI (nach Best)

Kriterium Multiplikator Ergebnis
Anzahl der ungeformten Stiihle der letzten Woche: X2

Grad der Bauchschmerzen

Keine Schmerzenan __ Tagenx 0 =
Leichte Schmerzen an Tagenx1 =
MaRige Schmerzen an Tagenx 2 =

Starke Schmerzen an Tagenx 3

n

Gesamtsumme: X
Grad des Allgemeinbefindens lber eine Woche
Gutes Allgemeinbefindenan _ Tagenx 0=
Maliges Befindenan ___ Tagenx 1 =
Schlechtes Befindenan __ Tagenx2 =
Sehr schlechtes Befindenan __ Tagenx3 =
Unertragliches Befindenan __ Tagenx 4 =

Gesamtsumme: T

Assoziierte Symptome

e ritis/Uveitis
Stomatitis aphtosa
Pyoderma gangraenosum
Erythema nodosum
ArthralgienfArthritis
Analfissur/Analfisteln
Andere Fisteln
T=37°C

« @ & & & 8 @

Anzahl der zutreffenden Punkte x 20

Symptomatische Durchfallbehandlung
(z.B. Loperamid)

Ja=230

MNein=10
Resistenz im Abdomen

Mein=10

Fraglich =2 x 10

Sicher = 5
Hamatokrit

Manner: 47

Minus Hamatokrit = X6
Frauen: 42

Gewicht

1 — (Kérpergewicht in kg / Standardgewicht in kg) = x 100

GESAMTSUMME AKTIVITATSINDEX

Eine Punktzahl iiber 150 spricht fiir einen Schub, eine Punktzahl dber 450 fiir einen sehr schweren
Schub. Ein Riickgang der Punktzah! um 70 Punkte spricht fiir ein klinisches Ansprechen auf die
Therapie. Ein Riickgang der Punkizah! auf unter 150 Punkte spricht fiir das Erreichen einer klinischen
Remission. Entscheidend flr die Abschétzung der Aktivitit ist die drztliche Einschétzung und nicht der
CDAL.

Abbildung 8.1:

Crohn’s Disease Activity Index (CDAI)
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Abbildung 8.2:

unnormierte Rohwerte von IL-10 mRNA eines homozygoten Patienten (Patient 9). Stimulation und
Auswertung zu jedem Zeitpunkt 2 bis 3fach. Bestimmung zum Abnahmezeitpunkt, nach einem Tag
Kultur und jeweils nach 1,5 bzw. 6 Stunden Stimulation mit 100 ng/dl MDP und zu den gleichen
Zeitpunkten ohne Stimulation. @ = Medium ohne Stimulanz, MDP = Medium mit MDP
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Tabelle 8.1

P-Werte/signifikante Unterschiede bei Vergleich der TNF-a mRNA-Expression mit und ohne MDP Sti-

mulation je Gruppe (Wilcoxon-Test) und bei Vergleich der Gruppen miteinander (Mann-Whitney-U-

Test)

WtG: Wildtyp, gesund

WIMC: Wildtyp, Morbus Crohn
Hom: Homozygot, Morbus Crohn
) MDP: ohne Stimulation

MDP: mit MDP-Stimulation

TNF-a - Signifikanzen

Vergleich @ — mit MDP P signifikant
WtG 1,5 h @ MDP — WtG 1,5 h MDP 0,250 —
WtG 6 h @ MDP — WtG 6 h MDP 0,435 —
WtMC 1,5h @ MDP — Wt MC 1,5 h MDP 0,2 —
Wt MC 6 h @ MDP — Wt MC 6 h MDP 0,091 —
Hom 1,5 h @ MDP — Hom 1,5 h MDP 0,81 -
Hom 6 h @ MDP — Hom 6 h MDP 0,125 -

Vergleich Gruppe 1 < Gruppe 2 P signifikant
WtG 1,5 h @ MDP < Hom 1,5 h @ MDP 0,745 —
WtG 1,5 h MDP < Hom 1,5 h MDP 0,036 ja
WtG 6 h @ MDP < Hom 6 h ©® MDP 1 -
WtG 6 h MDP <> Hom 6 h MDP 0,071 —
Wt MC 1,5 h @ MDP < Hom 1,5 h @ MDP 0,120 —
Wt MC 1,5 h MDP < Hom 1,5 h MDP 0,008 ja
Wt MC 6 h @ MDP < Hom 6 h @ MDP 0,841 —
Wt MC 6 h MDP «<» Hom 6 h MDP 0,0548 —
WtG 1,5 h @ MDP < Wt MC 1,5 h @ MDP 0,314 —
WtG 1,5 h MDP <& Wt MC 1,5 h MDP 0,684 —
WtG 6 h @ MDP < Wt MC 6 h @ MDP 0,784 —
WtG 6 h MDP <> Wt MC 6 h MDP 0,459 —
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Tabelle 8.2:

P-Werte/signifikante Unterschiede bei Vergleich der IL-10 mRNA-Expression mit und ohne MDP Sti-
mulation je Gruppe (Wilcoxon-Test) und bei Vergleich der Gruppen miteinander (Mann-Whitney-U-
Test)

WtG: Wildtyp, gesund

WIMC: Wildtyp, Morbus Crohn
Hom: Homozygot, Morbus Crohn
@ MDP: ohne Stimulation

MDP: mit MDP-Stimulation

IL-10-Signifikanzen

Vergleich @ — mit MDP P signifikant
WtG 1,5 h @ MDP — WtG 1,5 h MDP 0,250 —
WtG 6 h @ MDP — WtG 6 h MDP 0,250 —

Wt MC 1,5h @ MDP — Wt MC 1,5 h MDP 0,188 -

Wt MC 6 h @ MDP — Wt MC 6 h MDP 0,625 -

Hom 1,5 h @ MDP — Hom 1,5 h MDP 0,425 -
Hom 6 h @ MDP — Hom 6 h MDP 0,355 —
Vergleich Gruppe 1 < Gruppe 2 P signifikant

WtG 1,5 h @ MDP < Hom 1,5 h @ MDP 0,155 —

WtG 1,5 h MDP <> Hom 1,5 h MDP 0,393 —
WtG 6 h @ MDP <> Hom 6 h @ MDP 0,393 —
WtG 6 h MDP <> Hom 6 h MDP 0,036 ja

Wt MC 1,5 h @ MDP < Hom 1,5 h @ MDP 0,421 —

Wt MC 1,5 h MDP <> Hom 1,5 h MDP 0,095 —

Wt MC 6 h @ MDP < Hom 6 h @ MDP 0,056 —

Wt MC 6 h MDP < Hom 6 h MDP 0,841 —

WtG 1,5 h @ MDP < Wt MC 1,5 h @ MDP 0,143 —

WtG 1,5 h MDP <& Wt MC 1,5 h MDP 0,071 —

WtG 6 h @ MDP < Wt MC 6 h @ MDP 0,571 —

WtG 6 h MDP <> Wt MC 6 h MDP 0,393 —
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Abbildung 8.3:

GAPDH mRNA Rohwerte (Zweifachbestimmung) eines homozygoten Patienten; : ohne Stimulation,
MDP: Stimulation mit 100 ng/dl MDP
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