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1. Einleitung

1.1  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Im medizinischen Sprachgebrauch werden der MorberC(MC) und die Colitis ulcerosa
(CU) mit dem Begriff Chronisch-entziindliche Darkrankungen (CED) bezeichnet. Beide
Krankheiten zeichnen sich durch einen chroniscidnderenden Verlauf mit weitgehend

unbekannter Atiologie aus.

1.1.1 Epidemiologie

In den letzten Jahrzehnten wurde eine stetig stdgélaufigkeit der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen, besonders des M. Crohn, in destlisleen Industrienationen beobachtet
(Bonen 2003). Epidemiologische Studien zeigen, dagssowohl die Inzidenz, als auch die
Pravalenz der Erkrankungen geographisch und ethrssark unterscheiden. Inzwischen
scheint sich sowohl die Inzidenz als auch die Rednza beider Erkrankungen in den
traditionellen Hoch-Risiko Regionen Nordeuropa uNdrdamerika zu stabilisieren. In
Regionen mit von Haus aus niedrigeren Inzidenzea,2anB. Studeuropa, Asien und grof3en
Teilen der Dritten Welt, steigt die Zahl der Erkkgan immer noch stetig an (Loftus 2004).
Epidemiologische Studien ergaben alleine fir Noreldka eine Inzidenz von 2,2 bis
14,3/100.000 fur Colitis ulcerosa und 3,1 bis 1H)6/000 fur M. Crohn. Die Pravalenzen
bewegten sich zwischen 37 und 246 Fallen pro 10000 Colitis ulcerosa und 26 bis
199/100.000 fur M. Crohn. Diese Zahlen bedeutess dedes Jahr bis zu 46.000 Patienten
jeweils mit Colitis ulcerosa und M. Crohn neu diagtiziert werden (Loftus 2004).

Im Gegensatz hierzu finden sich fir Europa Inziéenzon 1,5 bis 20,3/100.000 fir Colitis
ulcerosa und 0,7 bis 9,8/100.000 fir M. Crohn. Prévalenz fur Colitis ulcerosa liegt fur
Europa zwischen 21.4 bis 243/100.000 — bei M. Croéin8,3 bis 214/100.000. Dies flhrt
jahrlich zu etwa 68.000 neu diagnostizierten Fakerer Colitis ulcerosa, beziehungsweise
ca. 41.000 neu diagnostizierten M. Crohn Fallen.

Dabei scheint die judische Bevoélkerung das hochigtko fur die Entwicklung einer
chronisch-entzindlichen Darmerkrankung zu habenst@dbrug 2003, Roth 1989, Yang
1993, Yang 2001).

Innerhalb Europas hat GroRRbrittanien mit 387/100.0& hochste Pravalenz an chronisch

entzindlichen Darmerkrankungen (Rubin 2000, Montggni998). Dahingegen zeigen zum
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Beispiel suidlichere Regionen wie Spanien oder Keoatine Pravalenz von 62/100.000 bzw.
29,7/100.000 (Vucelic 1991, Mate-Jimenez 1994). skugdiesem beobachteten Nord-Sud-
Gefalle ergeben sich auch unterschiedliche Prazatenm Sinne eines West-Ost-Gefélles.
Beispielsweise weist Singapur lediglich eine Prémal von 9,6/100.000 fir chronisch-

entzindliche Darmerkrankungen auf. Allerdings €iglie Inzidenzen in dieser Region,

speziell fur Colitis ulcerosa, in letzter Zeit dreé¢ 2000). Ursachlich wird eine zunehmende
.verwestlichung” dieser Regionen in Bezug auf Emogilyg und Lebenswandel diskutiert

(Loftus 2004).

SchlieB3lich scheint der Frauenanteil unter den Wbh@ Patienten leicht erhdht zu sein,

wéhrend bei der Colitis ulcerosa die M&nner antgilssig dominieren.

Die Erstdiagnose M. Crohn wird im Schnitt in ein@&fter von 29,5 Jahren gestellt, wahrend

die Diagnose Colitis ulcerosa meist erst ca. 5-aBre) spater gestellt wird. Ein zweiter

Erkrankungsgipfel ist v.a. fir Manner mit Coliticerosa zwischen der fiinften und sechsten
Lebensdekade zu beobachten (Loftus 2004).

1.1.2 Colitis ulcerosa — Klinik und Therapie

Die Colitis ulcerosa ist eine auf die Kolonschleanh begrenzte Entzindung, und tritt zu
Beginn bevorzugt im distalen Kolon auf. Von doribet sie sich kontinierlich nach proximal
aus. In ca. 80% der Falle breitet sie sich scHi@ssber das ganze Kolon aus. Im Falle einer
Pankolitis ist in 10-20% der Félle auch das termaii@um betroffen (sog. Backwash-lleitis).
Histologisch zeigt sich eine oberflachliche chrehihamorrhagische Entzindung, die
wahrend eines aktiven Schubes auf die Submukosgrélfen kann. Zytologisch dominieren
hier Lymphozyten, Plasmazellen, Mastzellen sowian@lozyten. Kontaktblutungen kénnen
im aktiven Stadium der Erkrankung auftreten. Im |&ei der Entzindung geht sowohl das
Faltenrelief der Schleimhaut als auch die Haustngrdes Kolons verloren. Es entwickeln
sich Erosionen und Ulzerationen, die dazu fiuhreassddie Kryptenarchitektur der
Schleimhaut mitsamt Becherzellen verloren geht. &filmgen von Granulozyten in den
Krypten, sog. Kryptenabszesse, charakterisiererirdate Stadium der Erkrankung.

Die Erkrankung kann chronisch-aktiv, oder rezidigied mit symptomfreien Intervallen
verlaufen. Ein akut fulminanter Verlauf ist moglidPrinzipiell ist die Erkrankung durch eine
Kolektomie heilbar (v. Tirpitz 2004, Otto 2001).

Leitsymptom der Colitis ulcerosa sind blutige Duétle, wobei insbesondere bei isoliertem

Befall des Rektums das Blut an der Oberflache dekl$Szu finden ist. Die Beteiligung des



Rektums bewirkt ausserdem einen ausgepragten $ngldund Tenesmen. Auftretende
Bauchschmerzen sind meist im linken Unterbauch lisikat. Sie kénnen aber je nach
Ausbreitung der Erkrankung auch anderweitig audtretlLangfristig wird durch die
Zerstorung der Schleimhaut ein vielfaltiges Kkliies Bild hervorgerufen, dass von
Malabsorptionssyndromen bis hin zu Verschiebungem $aure-Basen-Haushalt des
Organismus reicht (v.Tirpitz 2004).

Obwohl histologisch gesehen die Erkrankung aufkibénschleimhaut begrenzt ist, ist sie
durch mehrere extraintestinale Manifestationen gekeichnet. Betroffene Patienten zeigen
in 4% der Falle kutane Manifestationen wie Erythemadosum oder Pyoderma
gangraenosum. Auch die Leber kann in Form einanfarisklerosierenden Cholangitis in
Mitleidenschaft gezogen werden. Diese Erkrankunglirekt mit Colitis ulcerosa assoziiert
und betrifft etwa 7,5% aller Patienten (Barrie 2D0Klinisch leiden rund 25% aller Patienten
an Arthropathien v.a. der Knie- und Sprunggelenkmbei weder radiologisch noch
szintigraphisch ein morphologisches Korrelat fiie @eschwerden nachgewiesen werden
kann (v. Tirpitz 2004). Augenerkrankungen wie Efaskis oder Iridozyklitis sind insgesamt
selten, kdnnen aber im Rahmen einer Colitis ul@erasftreten. Die Behandlung der als
Ursache in Frage kommenden Grunderkrankung Caolitisrosa fiihrt jedoch in der Regel zu
einer Verbesserung der Symptome (Ghanchi 2003).

Etwas 15% aller Colitis ulcerosa Patienten steBesh initial mit einer schweren Kolitis
ambulant vor. Eine wichtige Komplikation hierbel das toxische Megakolon. Hierbei flhrt
die Schwere der Entzindung zu einer Paralyse d&tegl Muskulatur. Die durch den
entziindlichen Schub erhdhte Permeabilitat der Demesnhaut fiihrt zur Ubertragung von
Bakterien und Toxinen in den menschlichen Kreisldds toxische Megakolon stellt eine
strenge OP-Indikation dar (Metcalf 2007).

Langfristig ergibt sich fur alle Patienten ein dntgs Risiko fir ein Kolitis-assoziiertes
Karzinom basierend auf schweren Epitheldysplasi@as Risiko ist nach zehn Jahren
bestehender Krankheit besonders hoch und bei BRatiemit Pankolitis hoher als bei
Patienten mit Proktitis (v.Tirpitz 2004). Ausserdeaben mannliche Patienten verglichen mit
weiblichen Patienten ein erhéhtes Karzinomrisikasatzlich haben Colitis ulcerosa Patienten
ein generell erhéhtes Risiko fur Leber- und Galleggtumoren, was zum Teil auf eine
Assoziation mit der primér sklerosierenden Cholasguriickzuftihren ist (Bernstein 2001).
Interessant ist auch, dass die Backwash-lleitisEhtstehung eines kolorektalen Karzinoms
beginstigt (Heuschen 2001).
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Die Therapie der Colitis ulcerosa richtet sich sblamach Entziindungsaktivitéat als auch nach
dem Befallsmuster. Im Allgemeinen werden topischkksame Medikamente bevorzugt. Als
Erhaltungstherapie im symptomfreien Intervall sowiike milde Verlaufe hat sich v.a. 5-
Aminosalicylsaure bewahrt. Im Falle eines Versag#gis5-Aminosalicylsauretherapie oder
im schweren akuten Schub werden Glukokortikoidgesetzt. Auch hier sollten speziell fur
den distalen Befall des Kolons oder des Rektumsd¢bpwvirksame Substanzen zum Einsatz
kommen. Bei schweren Schiben missen Steroide sgstemwirksam verabreicht werden
(i.v. oder oral).

Bei, trotz Steroidgabe, persistierenden Verlaufemien immunmodulierende Substanzen
zum Einsatz. Azathioprin und sein aktiver Metabdiftercaptopurin sind aus dieser
Stoffgruppe bisher am héaufigsten eingesetzt wor&e. helfen nicht nur die applizierten
Kortisonmengen zu reduzieren, sondern verlangeah aie Remissionsphasen. Allerdings
brauchen sie bis zu sechs Wochen Zeit bis zum Wgineginn und sind daher fir die akute
Behandlung eines Schubs nicht geeignet. Fur schakere Verlaufe kommt Cyclosporin im
Rahmen einer stationdren Therapie in Frage.

Im Falle eines akuten fulminanten Verlaufes mit Kxdikationen wie toxischem Megakolon,
Perforation oder Sepsis, ist eine operative Therapi Erwdgung zu ziehen. Die
Standardtherapie bei fulminanter Kolitis und tokism Megakolon ist nach wie vor die
subtotale Kolektomie mit lleostoma. Fir rezidivigde schwere Verlaufe stellt hingegen eine
kontinenzerhaltende ileoanale Pouch-Operation ethenapeutischen Ansatz dar. Hierbei
wird nach Entfernung der erkrankten Mukosa (sogk®mukosektomie) aus Teilen des
Dunndarms und des verbliebenen Rektumschlauchesilenanales Reservoir angelegt.
Postoperativ entwickeln ca. 8% der operierten Aomastenstrikturen, die zu Diarrhden
fuhren kénnen. Eine haufiger beobachtete Komplikaist die Pouchitis (in ca. 10-20% der
operierten Patienten), die Kklinisch mit Diarrhé urkdeber imponiert (Dirig 2003).
Interessanterweise haben sich probiotische Kultaterbegleitende Therapie positiv auf die
Klinik von Patienten speziell mit pouchitis ausgeitvi{Podolsky 2002).

Wahrend der Therapie der Colitis ulcerosa sollté sekundar bedingte Erkrankungen
geachtet werden. Diese kbnnen zum Beispiel thetesobuwerursacht sein wie im Falle einer
langfristigen Steroidtherapie (Metcalf 2007, Polpl2002, v. Tirpitz 2004).
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1.1.3 Morbus Crohn — Klinik und Therapie

Anders als bei der Colitis ulcerosa kdnnen beim er Crohn alle Wandschichten des
gesamten Gastrointestinaltraktes betroffen seires@®i transmurale Befall ist meisstens
diskontinuierlich verteilt, betrifft jedoch zumeidas terminale lleum (30% d. Falle) sowie das
Kolon (30% d. Falle). Eine kombinierte lleokolittrohn ist in 34% der Falle anzutreffen. So
entsteht ein makroskopisches Bild von abwechselnesumgden und erkrankten
Darmabschnitten, sog. Skip-Lesions, vorwiegend nteren Gastrointestinaltrakt (v. Tirpitz
2004).

Wahrend des Weltkongresses der Gastroenterologiéiem 1998 fiihrte man eine einfache
Einteilung der Erkrankung ein — die sog. Viennadsliéikation. Die Einteilung erfolgte nach
klinischen Variablen wie Erstmanifestationsaltavkéalisation und Verlauf (Gasche 2000). Da
der Morbus Crohn jedoch eine dynamische Krankhaistéllt, muss diese Einteilung kritisch
betrachtet werden und dem individuellen Verlauf Betrankung stéandig angepasst werden
(Fedorak 2004).

Auch histologisch unterscheidet sich der Morbush@rgrundlegend von der Colitis ulcerosa.
Mikroskopisch finden sich Lymphfollikel mit klar leennbaren Keimzentren, sowie
entzundlich-degenerative Veranderungen sowohl m @efal3en als auch im Nervenplexus.
Auch sind im Gegensatz zur Colitis ulcerosa die gteparchitektur sowie die Zahl der
Becherzellen weitgehend erhalten. Die transmuralziidung fuhrt schliesslich zu einer
Fibrosierung der Darmwand, was zu Stenosen un#ét@&n und Fisteln fihren kann. Ein
eindeutiges Unterscheidungsmerkmal zur Colitis rok® sind die in ca. 50% der Falle
nachweisbaren nicht-verkédsenden Granulome beimrbhrC(Otto 2001).

Klinisch imponiert das Krankheitsbild primar duratarke schleimige Diarrh6en und
Bauchschmerzen. Im akuten Schub kann durch digéiedlizhe Schwellung der Schleimhaut
eine Stenosesymptomatik bis hin zum lleus entsteBrirch Malnutrition sind héaufig
sekundare Erkrankungen wie Anamie, Vitaminmangédnoe, Osteoporose und
Hypoalbuminédmie nachzuweisen (v. Tirpitz 2004).

Die langfristig schlimmste Komplikation ist die Btehung eines Karzinoms im Kolon- und
Dunndarmbereich, wobei das Risiko mit der Kranldtster steigt. Das relative Risiko fur
die Entstehung eines Kolonkarzinoms betragt ca. E;Staunlicherweise betragt es fur die
Entstehung eines Diunndarmkarzinoms 31,2. Zurzed @ine mdogliche protektive Wirkung

von 5-ASA Préaparaten in der medikamentésen Thedipiaitiert (Hagymasi 2006).
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Die Therapie des Morbus Crohn basiert bei mildeml&véen auf Kortikosteroiden und
Aminosalicylaten. Im akuten Schub kommen zusatzActtibiotika wie Metronidazol zum
Einsatz. Allerdings zeigen diese Medikamente keipesitiven Einfluss auf die langfristige
Remission, weshalb sich hier fur die Langzeitprdgkg Immunsuppressiva wie Azathioprin
oder Methotrexat bewdahrt haben. Zuséatzlich ist 3889 in Deutschland ein monoklonaler,
gegen den Tumornekrosefaktor gerichteter Antiko(p®tiximab), zur Therapie zugelassen.
Hiervon scheinen insbesondere Patienten mit scinwi€rankheitsverlaufen und Fisteln zu
profitieren (Lopez San Roman 2007, v. Tirpitz 2004)

Die chirurgische Intervention sollte Komplikationeme Fistelbildungen und Abszessen

vorbehalten sein und im Sinne einer ,minimal suyyeurchgefihrt werden.

1.2  Atiologie chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen

Als der Morbus Crohn 1932 erstmals von Crohn, Gngbund Oppenheimer als lleitis
terminalis beschrieben wurde, war die AtiologiesdieErkrankung noch vollig unklar. Wie
auch fur die Colitis ulcerosa ist bis heute dieddre dieser Erkrankungen noch nicht véllig
geklart. Zunachst liel3 eine familiare Haufung dekrénkungen auf eine genetische
Komponente schlie3en, was jedoch die vielen spschdn Falle aul3er Acht liel3. Inzwischen
glaubt man, dass eine Aktivierung des mukosalen dmsystems, verursacht durch
verschiedene Umweltfaktoren, in einem genetisch dippnierten Menschen die
Erkrankungen bedingt (Silverberg 2006, Podolsky2200

1.2.1 Die Rolle der Genetik

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen zeigen giosse Vielfalt an geographischer und
ethnischer Verteilung. So sind in den USA gerindg@révalenzen unter der schwarzen, sud-
amerikanischen und asiatischen Bevdlkerung zu lmbdéa (Kurata 2002). Im Gegensatz

dazu haben Juden, besonders die Ashkenazi, dastadisiko eine chronisch-entziindliche

Darmerkrankung im Laufe ihres Lebens zu entwicK@ostenbrug 2003, Roth 1989, Yang

1993, Yang 2001). Auch das bekannte Nord-Sud-Gefald West-Ost-Gefélle (s. auch

1.1.1), sprechen fur eine starke genetische Komperieider Erkrankungen.

Bis zu 5-10% aller Erkrankten haben eine positiaenflienanamnese, die im Vergleich zu

sporadischen Formen auch den friheren Krankheitabdgdingt (Bonen 2003). Interessant

ist, dass in 75% der betroffenen Familien die Bfstnen Individuen entweder M. Crohn oder
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Colitis ulcerosa haben. In den Ubrigen 25% treteidd Erkrankungen innerhalb der Familie
auf. Das relative Risiko fur Verwandte ersten Gsadees Erkrankten betragt 10 fir die
Colitis ulcerosa und 14 fur den Morbus Crohn (Onindl991). Schon lange ist bekannt, dass
das Risiko, an Colitis ulcerosa zu erkranken, beiwandten von M. Crohn Patienten erhoht
ist, und umgekehrt. Beides weist auf eine, zuminhgestielle, gemeinsame genetische
Grundlage beider Erkrankungen hin (Mathew 2004).

Am starksten wird die genetische Komponente durahillidgsstudien belegt. Die
Konkordanz fur Morbus Crohn unter eineiigen Zwijem liegt zwischen 42% und 58%. Auf
der anderen Seite unterscheidet sich die Konkordciz signifikant zwischen zweieiigen
Zwillingen und anderen Geschwisterpaaren. Fur dikti€ ulcerosa wurde eine Konkordanz
fur ein- und zweieiige Zwillinge von bis zu 17% hz®%6 berichtet. Da selbst bei eineiigen
Zwillingen die Konkordanz beider Erkrankungen waiter 100% liegt, kann man auch hier
davon ausgehen, dass die Penetranz der veranthertliGene auch von anderen Faktoren
abhangt (Subhani 1998, Thompson 1996, Tysk 1988).

Diese Daten starken insgesamt die These, dass Beitenkungen durch einen sich zum Tell
Uberschneidenden Genpool bedingt sein konnten @iad98). Im allgemeinen wird aber
durch die Abwesenheit einer klassischen Mendelsafererbung auch deutlich, dass nicht
nur die Penetranz, sondern auch die Anzahl demgesaan der Atiologie beteiligten Gene
variabel ist, was auf einen starken Einfluss vonwgéififaktoren schliessen lasst (Podolsky
2002). Es handelt sich also um eine komplexe gestedi multifaktorielle Erkrankung, deren
Entstehung und Klinik von multiplen Genen bestimmitd, was bisher die Isolation eines

einzigen verantwortlichen Gens schwierig macht @o2003).

1.2.2 Die Rolle von Antikérpern

Beobachtet wurde auch ein familidar gehduftes Vorkem von Autoantikdrpern.
Insbesondere bei der Colitis ulcerosa sind hoher Bih pANCA mit der Krankheitsaktivitat
assoziiert. Sie werden aber auch bei nicht erkesankerwandten nachgewiesen, was auf eine
gewisse Heterogenitat zurlckzufihren ist (Duerrll9atsangi 1998). Antikérper gegen
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) sind bei bis Zi @r M. Crohn Patienten positiv.
Mangels genlugender Sensitivitat beider Marker siedzum jetzigen Zeitpunkt allerdings
noch nicht diagnostisch einsetzbar (Sandborn 2B6ten 2003). In letzter Zeit gab es jedoch
erste Hinweise auf eine mogliche Assoziation detikBnpertiter mit dem Schweregrad der

Erkrankung. Beispielsweise gibt es Hinweise daraaiss M. Crohn Patienten mit hohen
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Titern an Antikdrpern ein erhdohtes Risiko habenpPéamndarmkomplikationen wie Stenosen

und Perforationen zu erkranken (Papp 2007).

1.2.3 Atiologisch relevante Umweltfaktoren

Die bisher besprochenen genetischen Beobachturagsen keinen Schluss auf eine rein
genetische Atiologie zu. Dies ist besonders dduthohand der Tatsache, dass eineiige
Zwillinge keine Konkordanzraten von 100% aufweisewie es bei einer rein genetischen
Atiologie zu erwarten ware (s. auch 1.2.1). Ausserdsteigen die Inzidenzen sowohl des
Morbus Crohn als auch der Colitis ulcerosa in gaplgischen Regionen, die traditionell eher
niedrige Krankheitszahlen vorweisen (s. auch 1.1Dlgse Beobachtungen, kombiniert mit
der Tatsache, dass sich Pravalenzen der Erkrankdiigbestimmte ethnische Gruppen nach
Auswanderung in andere Teile der Welt andern, rasag eine starke Beteiligung von
Umweltfaktoren bei der Entstehung von chronisciz@mdlichen Darmerkrankungen
schliessen (Shanahan 2002).

Einer der wichtigsten diskutierten Umweltfaktoresh das Rauchen (Ahmad 2004). Mehrere
Studien haben einen Bezug zwischen Rauchen und nisbhheentzindlichen
Darmerkrankungen hergestellt. So ist bereits bekalass Rauchen mit M. Crohn assoziiert
ist und den klinischen Verlauf der Erkrankung nagheeinflusst. Dahingegen haben sowohl
aktive als auch passive Raucher ein niedrigerakdrian einer Colitis ulcerosa zu erkranken.
Zusatzlich mildert Rauchen bei bereits erkranktateiften den Verlauf der Colitis ulcerosa.
Patienten mit Colitis ulcerosa, die das Rauchergahén, zeigten anschliessend einen
aktiveren Krankheitsverlauf mit gehaufter stati@ndAufnahme. Dies flhrte zu einer
Diskussion Uber die mogliche &tiologische Rolle d&kotins, die jedoch bis heute nur
unbefriedigende Antworten lieferte (Bonen 2003, iBgaie 2001, Rubin 2000).
Medikamentds scheinen insbesondere nicht-steroliatghlogistika (NSAIDs) eine Rolle
zu spielen. Diese Stoffgruppe hemmt die Cyclooxggenund kann, mdglicherweise durch
Veranderung der intestinalen Permeabilitéat, akutankheitsschibe der Colitis ulcerosa
auslosen (Evans 1997).

Protektiv auf die Colitis ulcerosa wirkt sich aueime vorangegangene Appendektomie aus.
Dahingegen wurde eine Appendektomie in starkem dosanhang mit einer ileocoecalen
Beteiligung beim M. Crohn gebracht. Diskutiert whigtr ein vorher nicht diagnostizierter M.
Crohn als Ursache fur die Appendektomie, da eirtlideer Zusammenhang zwischen

Appendektomie und folgender Diagnose eines M. Chdobachtet wurde (Russel 1997).
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Eine bisher bestehende These, dass die Art derinfntig mit einer veranderten
Keimbesiedelung des Darmes einhergeht und damit Ehéestehung einer chronisch-
entzundlichen Darmerkrankung begunstigen kann,ischewischen zweifelhaft. So wurde
keine Assoziation zwischen der Art der Geburt (mabvs. Kaiserschnitt) und einem erhdhten
Risiko fur M. Crohn oder Colitis ulcerosa gefundéuch scheint kein Zusammenhang mit
Stillen zu bestehen. Allerdings konnte ein positiusammenhang mit Frihgeburten
hergestellt werden (Sonntag 2007).

Im 20. Jahrhundert hat sich die Ernahrung der westh Welt grundlegend Verandert.
Bessere Hygieneverhéltnisse, der vermehrte Gerarsgsieht-fermentierten Nahrungsmitteln
und verbreitete Impfungen der Population fuhrtenemer keimarmen Umgebung. Man
nimmt an, dass diese Verhaltensweisen im Alltadh alie mikrobische Zusammensetzung im
Darm beeinflusst hat. Einer immer seltener werderdiektion mit Helminthen auf der einen
Seite steht eine steigende Prévalenz des M. Crnaihtlea anderen Seite gegeniber (Shanahan
2002, Elliott 2000, Cho 2007, Rook 2007). Im Gegénsvirken sich schlechte Hygiene und
hohe Bevdlkerungsdichte meist protektiv aus (G&341 Cho 2007).

Auch die Aufbewahrung der Nahrungsmittel im Kihisetk scheint sich auf die Entstehung
einer chronisch-entzindlichen Darmerkrankung auskew. Bakterien wie Yersinien und
Listerien kbnnen sich im kihlen Umfeld besonders\garmehren. Sie wurden in Lasionen
bei M. Crohn bereits nachgewiesen, was mituntee étiologische Beteiligung dieser
Bakterien mdoglich macht (Hugot 2003). Auch wird esispezifische Beteiligung von
Mycobacterium paratuberculosis und des Masernkamrovers diskutiert (Shanahan 2002,
Robertson 2001).

Die Entwicklung einer der beiden Erkrankungen sahgeradezu ein bakterielles Umfeld zu
bendtigen. Beide Erkrankungen treten bevorzugt ereBh des Kolons und des ileozdkalen
Ubergangs auf — den Bereich des Gastrointestikégsanit der hochsten Bakteriendichte (v.
Tirpitz 2004). Der Darm beinhaltet mehr als 10 real viele Bakterien wie unser Korper
Zellen hat (Shanahan 2002).

Im Tierversuch konnte nachgewiesen werden, dasssdjalie in einer sterilen Umgebung
aufwuchsen, keine Kolitis entwickelten, wéhrendhsidiese schnell entwickelte, als jene
Mause Bakterien ausgesetzt wurden (Rath 2001, BEI868). Es konnte auch gezeigt werden,
dass Kontakt mit Darminhalt aus betroffenen Arealesi partiell Illeokolektomierten
Patienten mit M. Crohn ein Rezidiv proximal der Attanose ausldésen kann (D’Haens 1998).

Hinzu kommt, dass ein lleostoma zu einer Verbesgedes M. Crohn im distalen Teil des
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Darmes fuhrt, wahrend die Wiederherstellung dernipassage zu einem Rezidiv fihren
kann (Shanahan 2000).

Dazu passt, dass Antibiotika wie Metronidazol spézan der Behandlung des M. Crohn

wirksam sind (Podolsky 2002). Eine protektive Wimguwon probiotischen Kulturen auf den

Verlauf des M. Crohn unterstitzt ebenfalls die &mme, dass der wichtigste Umweltfaktor
in der Entstehung chronisch-entzindlicher Darmekuwagen die bakterielle Darmflora ist.

Dies konnte also entweder durch eine fehlerhafteadimensetzung der Darmflora oder
durch eine Infektion mit bestimmten Keimen geschelikembacken 1999).

Allerdings konnte auch hier noch kein einzelner @igmus fir die Entstehung

verantwortlich gemacht werden. Die additiven Eféekiner genetischen Pradisposition und
multiplen Umweltfaktoren scheinen jedoch als gems@me Endstrecke das mukosale

Immunsystem zu aktivieren (Podolsky 2002).

1.2.4 Das mukosale Immunsystem

Der menschliche Gastrointestinaltrakt erfillt vidlefgaben, die von der Verdauungsfunktion
angefangen bis hin zur immunologischen Auseinartimiag mit Fremdstoffen reichten. Die
groBe Oberflache des Darmes tragt nicht nur zurbesserten Resorption von
Nahrungsstoffen bei, sondern stellt auch einege€iberflache zur Aussenwelt dar. Um sich
gegen potentiell pathogene Erreger und Stoffe hiitgen, besitzt der Gastrointestinaltrakt
mechanische Barrieren (sog. Tight-junctions) undn eausgewogenes mukosales
Immunsystem. Dieses beinhaltet prozentual die ewitymphozyten im Korper, die sich
diffus verteilen bzw. in Lymphfollikeln (sog. PeyBftaques) befinden. Oberhalb der
Lymphfollikel sitzen zur Transzytose fahige M-Zel]alie in der Lage sind, Fremdantigene
zu verarbeiten und dem korpereigenen Immunsystepndaentieren (Gratzl 2002).

Diese Fremdstoffe setzen sich aus Mikroorganismgargeits und aus mit der Nahrung
aufgenommenen Antigenen andererseits zusammengrbige Flache der gastrointestinalen
Mukosa verlangt es, vom dortigen Immunsystem eielgerichtete immunologische Antwort
gegen mogliche Krankheitserreger zu betreiben, evithdie residente bakterielle Flora, die ja
auch fur die Verdauungsfunktion des Darmes teileverstverantwortlich ist, toleriert wird
(Shanahan 2002).

Eine gestorte Barrierefunktion der Mukosa kann eBessleichgewicht stéren, indem
Immunzellen der Lamina propria, speziell dendritescZellen, dauerhaft der bakteriellen

Flora und Antigenen aus der Nahrung ausgesetzteneitheoretisch wird das Immunsystem

17



dadurch konstant aktiviert und die Kaskade der imdmngsmediatoren Uberproportional in
Gang gesetzt oder ungentugend gehemmt. Es bestaht Bekrankten also ein
Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatonisn Botenstoffen (Sartor 1997).
Diese fehlgeleitete Immunantwort auf bakterielletig@ene der Darmflora kann somit in
Kombination mit einer gewissen genetischen Pradispa und begleitenden
Umweltfaktoren zum Ausbruch einer chronisch-entzighén Darmerkrankung beitragen
(Shanahan 2002).

Beim M. Crohn wird die Mukosa von einem Uberprooral hohen Anteil an Thl-
Helferzellen (CD4+) dominiert, die vermehrt IL-2,-12, Interferony (INF- y) und
Tumornekrosefakton. (TNF- o) produzieren. Diese von Thl-Zellen produzierterioKine
aktivieren Makrophagen. Makrophagen wiederum se&t®nfalls stark wirksame Zytokine
wie IL-1, IL-2, IL-12, IL-18 und TNF-u frei, was den Entziindungsprozess weiter voraritreib
Speziell das IL-12 bewirkt eine weitere Differemmieg von Thl-Zellen und unterhalt somit
den Zyklus der Entziindung. Die Freisetzung undAdttung von Matrix-Metalloproteasen
tragt zur chronischen Entzindung und der damitezgghenden Zerstérung der Mukosa bei.
Zusatzlich scheint eine erhdhte Apoptoseresisteam V¥-Zellen der Lamina propria,
maoglicherweise verursacht durch IL-6 und IL-12, @lie chronische Entziindung beim M.
Crohn verantwortlich zu sein (Shanahan 2002, P&gd802, Holtmann 2004).

Im Gegensatz hierzu stehen bei der Colitis ulceatgpische Th2 Helferzellen (CD4+) im
Vordergrund, die TGEB- und IL-5 freisetzen, jedoch kein IL-4. Im Tiermddear dieser
Effekt verstarkt bei gleichzeitigem Mangel an T-8&sgsorzellen (Th3- und Trl-Zellen), die
bei Gesunden die antiinflammatorischen Zytokinel@_und TGH3 produzieren. Bei Colitis
ulcerosa ist zudem eine verstéarkte Bildung von |ILE16 und IL-8 in betroffenen Arealen der
Darmschleimhaut nachgewiesen worden. Ebenfalimistegensatz zum M. Crohn (bei dem
die Produktion von IL-12 stark erhéht ist) bei d&olitis ulcerosa die Produktion von EBI-3
(antagonisiert die Wirkung von IL-12) verstarkto@®lsky 2002, Holtmann 2004).

Bei beiden Erkrankungen scheint der proinflammatte Transkriptionsfaktor NB eine
wichtige Rolle zu spielen. In nicht aktivierten Maghagen liegt NEB normalerweise an das
inhibitorische Molekil kB gebunden vor. Nach Aktivierung der Zelle wird ®8-durch
Phosphorylierung vorkB freigesetzt, um direkt im Nukleus der Zelle Praomeegionen von
proinflammatorischen Faktoren wie TNE-IL-1, IL-6 und IL-12 zu stimulieren. Diese
Pathophysiologie kann man sich bereits therapdutmmutze machen. Aminosalicylate
inhibieren die &B-Kinase, wahrend Steroide sowohl dieBiSynthese erhéhen als auch

NF«B direkt hemmen. Physiologischerweise wirddBFdirekt von PPARy gehemmt. Dieser
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Mechanismus scheint v.a. bei der Colitis ulcerosairiirachtigt zu sein (Holtmann 2004,
Dubuquoy 2003).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass eimsistipeende atypische
Entztndungsreaktion, mitunter hervorgerufen durcéhe edefekte Barrierefunktion der

Mukosa, zur Entstehung einer chronisch-entztindlidd@rmerkrankung beitragt.

1.3 Genetische Zuordnung krankheitsrelevanter Genehronisch-entzindlicher

Darmerkrankungen

Die Identifizierung krankheitsrelevanter Gene isei bkomplexen multifaktoriellen
Erkrankungen erschwert, da jeder einzelne genetis@ktor nur einen kleinen Beitrag zur
Genese leistet. Bei chronisch-entzindlichen Darraekungen kommen neben der
genetischen Pradisposition zusatzlich mehrere auBerflussfaktoren hinzu, welche den
Prozess weiter erschweren.

Bei der Suche nach relevanten Genen kann man eatwkKdpplungsanalysen oder
Assoziationsstudien durchfiihren.

Um eine Kopplungsanalyse durchzufiihren, untersumehh das Genom von betroffenen
Geschwisterpaaren (sog. ,affected-sib-pairs”) urehrnvmadglich auch das der Eltern (sog.
,ros”). In Case-Control-Analysen wird das Genomr dPatienten mit dem eines gesunden
Kontrollkollektivs verglichen. Fur die Kopplungsdyse wird das Genom mittels
Mikrosatellitenmarker oder Einzelnukleotidpolymoigghen auf chromosomale Abschnitte
untersucht, die statistisch gehauft bei betroffeimelividuen vorkommen. Wenn ein Gen nah
genug am verwendeten Marker liegt, ist die Wahisticakeit einer gekoppelten Vererbung
hoch. Wenn bestimme Allele in Patienten gehaufkeommen, kann man vermuten, dass ein
fur die Krankheit verantwortliches Gen in diesensélnitt liegt.

Ist eine Kopplung erst einmal bewiesen, werden ipelze Kandidatengene mittels
Assoziationsstudien bestimmt. Assoziationsstudientersuchen die Allelhaufigkeiten
funktioneller Kandidatengene in Patienten und \achlen diese mit gesunden Kontrollen
(Podolsky 2002, Bonen 2003).

1.3.1 Relevante Kopplungsregionen fir chronisch-entindliche Darmerkrankungen

Die intensive Suche nach verantwortlichen Genen féihronisch-entziindliche
Darmerkrankungen fuhrte tber genomweite Kopplungiggen zur Identifizierung mehrerer
Risikoregionen. Als erstes wurde 1996 von Hugot Mitérbeitern (Hugot 1996) eine starke
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Assoziation eines Locus in der perizentromeren &tegon Chromosom 16 (16q12) und M.
Crohn beschrieben. Dieses Areal auf Chromosom l@evalsIBD1 (,inflammatory bowel
diesease 1“) bezeichnet. Durch folgende Assozissitialien und Feinkartierung des Gebietes
konnte 2001 schlie3lich das erste mit M. Crohn einigy assoziierte GeNOD2/CARD15
identifiziert werden (Hugot 2001, Ogura 2001).

Fur die alsIBD2 bezeichnete Region auf Chromosom 12g31 konnteglieldi eine
Assoziation fur Colitis ulcerosa nachgewiesen wer@atsangi 1996).

Der IBD3 Locus auf Chromosom 6pl3 wurde mit beiden Krartkbéddern assoziiert und
beinhaltet eine HLA-kodierende Region. Diese Assiban wurde besonders fur mannliche
Patienten bestatigt. Diese Region enthélt ebenkallierende Abschnitte fir das Protein
TNF-0, welches durch multiple Polymorphismen im Bereg#ines Promotors in seiner
Funktion beeintrachtigt sein kénnte (Hampe 1999802003, Ahmad 2004).

Zusatzlich befindet sich auf Chromosom 14q1118&4 Locus (Duerr 2000).

Ein weiterer Durchbruch ereignete sich im Jahre0208ls Rioux und Mitarbeiter in
kanadischen Familien durch Kopplungsstudien eingevee Region auf Chromosom 5g31
(IBD5) mit M. Crohn assoziieren konnten (Rioux 200Ggsch 1.3.3).

Auf Chromosom 19p13 befindet sich dBD6-Locus. Dieser ist mit beiden Krankheitbildern
assoziiert (Rioux 2000)BD?7 liegt auf Chromosom 1p (Zheng 2003).

Stoll und Mitarbeiter konnten eine Kopplungsregauf Chromosom 10923 nachweisen und
genetische Varianten iLG5-Gen finden. Dieses Protein ist in seiner Funktion die
Unversehrtheit der Epithelien mitverantwortlich. n@gsche Verdnderungen des Gens
konnten Einfluss auf seine Funktion nehmen undisocAdsoziation mit M. Crohn erklaren
(Stoll 2004).

Zusammenfassend stellt Abbildung 1.1 die einzelk@pplungsregionen der chronisch-
entzindlichen Darmerkrankung dar.

Neuerdings konnten weitere Gene in ZusammenhangVmiCrohn und Colitis ulcerosa
gebracht werden. Hierbei handelt es sich zum eimeMutationen in Klasse Il HLA-Genen,
die die entziindliche Reaktion der Erkrankungenrig@htigen konnten. Auch ilTG16L1-
Gen, welches mitunter die in intrazellularen Phagoen stattfindende Verdauung von
Bakterien steuert, konnten einzelne Genvarianteh Nhi Crohn in Verbindung gebracht
werden (Cho 2008).

Das proinflammatorischelL23R-Gen auf Chromosom 1p31 konnte mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen in Verbindung gdiiracerden. DadL23R-Gen kodiert

eine wichtige Untereinheit des IL-23-Rezeptors. 3LB3elber besteht aus den zwei
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Untereinheiten p19I1i(23A, 12q13) und p401(12B, 5933). Der imlIL23R-Gen gelegene
Polymorphismus Arg381GIn mit seinem selteneren &unh-Allel tritt mit einer signifikant
geringeren Rate bei nicht-judischen M. Crohn Pé&tienauf im Vergleich zur
Kontrollbevolkerung (1.9% vs. 7,0%). Dies legt emtektive Wirkung nahe, auch wenn
bisher der genaue Mechanismus noch unklar ist. Me@imwird jedoch eine gestorte
proinflammatorische IL23-Reaktion durch die Rezeptaation (Duerr 2006, Cho 2008). Ein
therapeutischer Ansatz mit IL-23-Antagonisten (AmD-Antikorper) konnte bereits erste
Erfolge zeigen (Mannon 2004).
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Abbildung 1.1 Kopplungsregionen chronisch-entzindlicher Darmetkusagen (nach Ahmad 2004)

Die vielen bisher entdeckten Gene zeigen, dass Bezug auf M. Crohn und Colitis ulcerosa
Uberschneidungen gibt. Wahrend manche Gene nueiagfeinzige Krankheit Einfluss zu

nehmen scheinen, sind andere Gene wiederum mitemeifrkrankungen assoziiert.
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Auffallend ist jedoch die Dominanz von Genassoaran mit proinflammatorischen

beziehungsweise entziindungsmodulierenden Gendreiokein Erkrankungen.

Bis zum heutigen Tage konnte kein einzelnes Gdrersaverden, welches fir die Entitat der
Erkrankungen allein verantwortlich ist. Dies untatgt die These einer genetischen
Heterogenitat, welche annimmt, dass mehrere GederaBntstehung einer Entitat (in diesem
Falle eine der beiden Erkrankungen) beteiligt sibelv. modulierend auf deren Verlauf

Einfluss nehmen.

1.3.2 DasNOD2/CARD15 Gen

Das NOD2/CARD15 Gen war das erste Uberhaupt, das nachweislichMnitCrohn in
Verbindung gebracht wurde. Hugot und Mitarbeiteikkaenten 1996 aufgrund von
Kopplungsanalysen eine Region auf Chromosom 16spig¢eriBD1 genannt wurde. Durch
Feinkartierung gelang es, da®D2/CARD15 Gen imIBD1-Locus als verantwortliches Gen
zu identifizieren. Innerhalb des Gens konnten nrehFaeinktionsverlustmutationen entdeckt
werden, von denen speziell drei (Arg702Trp, Gly9aAnd Leul007fsinsC) unabhangig
voneinander mit M. Crohn stark assoziiert sind (6tu@001, Ogura 2001). Mindestens einer
dieser drei ist in etwa 30-40% aller europaischeoh@-Patienten nachweisbar, verglichen
mit 14% in gesunden Kontrollen. Fur heterozygotégér konnte ein 2,7-faches Risiko
errechnet werden bzw. ein bis zu 40-faches fur ygate Trager (Ubersicht in Karban
2007). Das relative Risiko erhéhte sich auf bisA®y wenn mindestens zwei der bekannten
drei Mutationen nachweisbar waren, wobei die Astgom fiur familiare Falle von M. Crohn
starker ist als fur die haufigeren sporadischeheH@hmad 2004, Cho 2003). Es gibt auch
Hinweise auf eine mdgliche Assoziation mit Coliticerosa. McGovern und Mitarbeiter
konnten speziell fir den Arg702Trp PolymorphismuseeAssoziation mit Colitis ulcerosa
zeigen, wenn auch in Anwesenheit von Risikoall@ehBD5-Locus (McGovern 2003).

Das NOD2/CARD15 (,caspase activation and recruitment domain“) Gediert fir ein
intrazellulares Rezeptorprotein des angeborenen ulmsygstems. Es besteht aus einer
zentralen ,Nucleotide-binding“-Domane und einer ycae-rich repeat” Region (siehe Abb.
1.2). Besonders letztere Region ist fur die Erkewgnwon intrazellularen bakteriellen
Peptidoglycanen, speziell dem Muramyl-Dipeptid, Mig. Dieser Schritt scheint durch die
Leul007fsinsC-Mutation besonders beeinflusst zudemr da gezeigt werden konnte, dass
Patienten mit den bekannt®&OD2/CARD15 Mutationen eine verringerte Aktivierung von
NF«B nach Stimulierung mit Muramyl-Dipeptid hatten nghara 2003, Netea 2005).
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NOD2/CARD15 scheint auch die Apoptose von Makrophagen zu béeimtigen (Podolsky
2002). Ferner konnte nachgewiesen werden, dass V@ieationen innerhalb des
NOD2/CARD15 Gens die Freisetzung von IL-10 durch mononukleZelten beeinflussen.
Ausserdem werden vermindert antiinflammatorischeeBstoffe nach Stimulierung der
Zellen mit Bakterien freigesetzt, was auf eine 8bkiessende Entziindungsreaktion beim M.
Crohn deutet (Netea 2004).

Apoptosis and NF-xp Oligomerization Bacterial recognition
activation

28 /24 127\ 220 23 l 577 Tad \ 1020 1040
. Nuclear binding Leucine rich repeat
‘ i ‘ S region

Arg702Trp Gly90BArg
Leu100TfinsC

Abbildung 1.2 Struktur de<CARD15 Gens mit Angabe der Lokalisation der mit M. Crassoziierten
Mutationen. Die Zahlen stellen die Aminosaurepositiar. (Ahmad 2004)

Bisher konnte NOD2/CARD15 klinisch sowohl mit einer Beteiligung des lleums i
Verbindung gebracht werden als auch mit einem fiiKeankheitsbeginn (Bonen 2003,
Cuthbert 2002, Lesage 2002). Diese Genotyp-phaassgziation zeigt nicht nur den
Einfluss vonNOD2/CARD15 auf die Klinik und den Verlauf der Erkrankung, dem auch

die Rolle des angeborenen Immunsystems in der dyiel chronisch-entziindlicher

Darmerkrankungen.

1.3.3 Der IBD5-Locus

Rioux und Mitarbeiter untersuchten im Jahr 2000 168troffene Familien in
Kopplungsstudien und entdeckten eine weitere mit Gfohn assoziierte Region auf

Chromosom 5031 — den sdd@D5-Locus. Die Assoziation bestand besonders flr Ratien

mit frihem Krankheitsbeginn.
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Eine Parallelstudie zeigte die Aufteilung de8D5-Lokus in stabile Haplotypblécke mit
wenig genetischer Variabilitat, wobei zwei bis vielaplotypblocke ca. 90-98% aller
Varianten ausmachen (s. Abb. 1.3) (Daly 2001).

Genes
AIH 113 RADSO PdHAZ
15 IRFI OCTE OCTANT POLIMST Y
B[ : &[]« |5 el 7 L8 J[o][ 10 | 1]
84kb 3kb 14kb 30kb [ 25kb |11k 92 kb 2l kb 27 kb 55 kb 19 kb

Cro —0.959—4339— —0.59—-\-0.9681

D Location of IGR2096 IGR2198 IGR2222 IGR2230 IGR3002
marker SNPs

Abb. 1.3: Der IBD5-Locus nach Daly und Mitarbeitern. A: ilBD5-Locus befindliche Kandidatengene
B: 11 Haplotypblécke mit genetischer Konstanz undntetbrechung durch
Rekombinationsabschnitte C: D’Score zur Demonsinati  des starken
Kopplungsungleichgewichtes  der  Region  D: untersaicht ,haplotype-tagging“
Polymorphismen del8D5-Locus
(Daly 2001)

Durch die genetische Feinkartierung von 256 Vatettdt-Kind-Trios (wobei das Kind
jeweils an M. Crohn erkrankt und mindestens eirerateil gesund war) konnte in dieser
Region ein sich auf 250kB erstreckender Risikohgplomit 11 spezifischen ,haplotype-
tagging“ Polymorphismen positiv mit dem M. Crohrs@aiert werden (s. Tab. 1.1) (Rioux
2001).

Heterozygote Trager dieses Haplotpys haben eia eineifach erhdhtes Risiko, an M. Crohn
zu erkranken. Geschéatzt wird, dass zwei Drittel ldetroffenen Européaer mindestens eine
Kopie des Risikohaplotyp tragen. Die beobachteteo2imtion de$BD5-Risikohaplotyp mit
M. Crohn konnte in vielen Studien bestatigt werd@mmuzzi 2003, Giallourakis 2003,
McGovern 2003, Mirza 2003, Negoro 2003).

Interessant ist, dagBD5 auch die kodierende Region flur die Zytokine ILH34, IL-5 und
IL-13 beinhaltet, die bei der Immunabwehr des Oigjfans eine wichtige Rolle in der
Th1/Th2-Antwort spielen (s. auch 1.2.4) (Rioux 2p0Bbenso befindet sich hier dHRF1-
Gen als Transkriptionsfaktor fur multiple proinflaratorische Zytokine, die besonders die
Thl-Antwort stimulieren. Eine gesteigerte Thl-Anttvo konnte in befallenen

Darmabschnitten bei M. Crohn nachgewiesen werdeni¢b 1.2.4). AufBD5 befindet sich

24



auch das’DLIM4-Gen, welches mdglicherweise die Permeabilitatidigstinalen Mukosa
beeinflusst, die als wichtige Barriere fur pathagdémarmkeime fungiert. Beim vierten Gen
handelt es sich um daB4HA2-Gen. Verstarkte Aktivitat dieses Gens fihrt zueein
gesteigerten Bildung von Kollagen bei entziindlicReozessen und konnte bei M. Crohn die
Bildung von Stenosen beglnstigen. Die bisher wjsidéi Rolle scheinen jedoch die
OCTN1/2-Genen zu spielen, deren kodierender Genabsciuhitebenfalls aufBD5 befindet
(Ubersicht in Reinhard 2006).

Die Identifizierung der spezifischen kausalen Motaist bisher jedoch aufgrund des starken

Kopplungsungleichgewichtes in der Region nicht nofigyiewesen (Rioux 2001).

| SNP-Marker Name | Polymorphismus ‘ Ubertragenes AIIeI‘ tufigkeit des Allels
| IGR2055a_1 | GIT ‘ G ‘ 0,357
| IGR2060a_1 | CIG ‘ C ‘ 0,351
| IGR2063b_1 | CIG ‘ G ‘ 0,359
| IGR2078a_1 | AIG ‘ A ‘ 0,364
| IGR2096a_1 | AIC ‘ A ‘ 0,349
| IGR2198a_1 | CIG ‘ G ‘ 0,364
| IGR2230a_1 | CIT ‘ T ‘ 0,415
| IGR2277a_1 | AIG ‘ G ‘ 0,417
| IGR3081a_1 | GIT ‘ G ‘ 0,338
| IGR3096a_1 | CIT ‘ C ‘ 0,429
| IGR3236a_1 | GIT ‘ T ‘ 0,383
Tab. 1.1: Name des Polymorphismus, Basenaustausch und Haitfigk

der 11 untersuchten ,haplotype-tagging”
Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNP) des Risikdbgp
im IBD5-Locus (nach Rioux 2001)

1.3.3.1Die Rolle derSLC22A4 (OCTN1) und SLC22A5 (OCTN2) Gene

Von allen imIBD5-Lokus enthaltenen Genen scheinen v.a.@BIN-Gene eine besondere
atiologische Rolle zu spielenSL.C22A4 und S.C22A5 kodieren fir die organischen
Kationentransporter QCTN1 und OCTNZ2), die in vielen Geweben des Organismus

vorkommen. Diese transmembrantsen Kationentrarspaind unter anderem fir den
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Transport von Carnitin in menschliche Zellen venatlich und scheinen bei vielen
chronischen Entziindungsprozessen - wie zum Beifhielima - eine urséchliche Rolle zu
spielen (Tokuhiro 2003, Yabuuchi 1999). Carnitib hesonders fur den Stoffwechsel von
Fettsauren wichtig. Der beeinflusste Transport @arnitin kann, unter metabolischen
Stresszustanden, Uber eine gestérte beta-OxidationFettsauren zu einer Entzindung im
Darmepithel fihren (Peltekova 2004). Zusatzlichrikenfir OCTNZ2 eine ursachliche Rolle
fur den systemischen Carnitinmangel gezeigt wer@@ese Erkrankung betrifft besonders
das Skelettsystem, die Muskeln und die Leber, jedoicht den Darm (Lahjouji 2001).
Allerdings konnte im Tierversuch beDCTN2-defizienten Mausen eine lymphozytare
Infiltration des Darmes beobachtet werden, was eieiteres Indiz fir eine
krankheitsverursachende Rolle @ TN-Gene ist (Silverberg 2006).

Mittels Sequenzierung des Genlocus konnten Peltekowd Mitarbeiter 10 SNPs in den
Genen SLC22A4 (OCTN1) und S.C22A5 (OCTN2) im IBD5-Locus bestimmen. Zwel
Polymorphismen (C1672T, G207C) zeigten eine daekssoziation mit dem M. Crohn.
Diese beiden Polymorphismen befinden sich jedochKiapplungsungleichgewicht und
bilden einen Risikoassoziierten Zweipunkthaploty€). Dieser Haplotyp konnte nicht mit
Colitis ulcerosa in Verbindung gebracht werden. Blietation C1672T QCTNL1) fuhrt zu
einer Substitution der Aminosaure L503F, was dian$portfunktion de©CTN1-Proteins
behindert. Patienten mit dem Polymorphismus Cl@¥&ten in vitro im Schnitt lediglich ein
Drittel des normalen intrazellularen CarnitingebaltDer zweite Polymorphismus G207C in
der Promotorregion vorOCTN2 unterbricht ein Hitzeschockprotein, das 207Bp vom
Startkodon entfernt ist. DEDCTNL/OCTN2 Zweipunkthaplotyp ist in 54% der M. Crohn
Patienten vorhanden im Gegensatz zu 42% in derr&ldrevolkerung. Die beschriebene
Assoziation war in der urspringlichen Studie unabfigi von dem von Rioux entdeckten
IBD5-Risikohaplotyp (mittels dem ,haplotype-tagging® SiNRurker IGR2078a 1)
beschrieben worden. Insbesondere auffallend wass daager dedBD5-Haplotyp (in
Abwesenheit de©CTNL/OCTN2 TC-Haplotpyp) sowohl in der Patienten- als auchdém
Kontrollgruppe gleich verteilt waren (Peltekova 20

Eine grollere Studie stellte jedoch die Ergebnisse Reltekova in Frage. Noble und
Mitarbeiter konnten in Abwesenheit dd8D5-Risikohaplotyp keine Assoziation des
OCTNIZ/OCTN2 TC-Haplotyp mit M. Crohn oder Colitis ulcerosa haeisen. Ebenfalls war
auch keine Interaktion dddOD2/CARD15 Mutationen mit dem TC-Haplotyp zu sehen.
Erklarbar ware dieses Ergebnis durch die Tatsatdres sich der von Peltekova verwendete
ht-SNP IGR2078a_1 auf deifBD5-Haplotypblock 4 befindet. DI®OCTN-Gene befinden sich
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jedoch auf Block 7 — also weit entfernt. Die vonbMound Mitarbeitern verwendeten ht-
SNPs (IGR2096, IGR2198, IGR2230) waren jedoch wiisemaher bzw. im gleichen Block
wie dieOCTN-Gene (s. auch Abb. 1.3) (Noble 2005, Giallouraki®3). In einer japanischen
Studie waren die zweDCTN Polymorphismen Uberhaupt nicht nachweisbar, was au
ethnische Unterschiede deutet (Yamazaki 2004).

Eine Folgestudie unserer eigenen Arbeitsgruppe elEnfalls eine starke Assoziation des
OCTNZ/OCTN2 TC-Haplotyp mit M. Crohn nach - allerdings schweérchals in der
Originalarbeit. Eine signifikant erhohte Frequergi M. Crohn konnte hier nur fur die
homozygoten Trager (TT/CC) beobachtet werden. Intetdohied zur Studie von Peltekova
und Mitarbeitern war bei unserer Studie @ TN1/OCTN2 TC-Haplotyp nicht unabhangig
vom Suszeptibilitatsmarker im LocuBD5 (IGR2078a_1) mit M. Crohn assoziiert, was im
Gegensatz zu Peltekovas Ergebnissen eine alleirkgasale Rolle der beiden
Polymorphismen fraglich erscheinen lasst (Torok3200

Um die Rolle delOCTN-Gene weiter zu untersuchen, suchten Urban und Ibditar weitere
Polymorphismen. Sie fanden sechs potentiell funigliorelevante Polymorphismen — mit
unterschiedlichen Haufigkeiten je nach ethnischegehorigkeit (s. Tab. 1.2). Sie stellten die
Hypothese auf, dass eine Assoziation von weit@€mnN-Varianten mit M. Crohn in anderen
ethnischen Gruppen als den bisher untersuchterwiggend kaukasische Studien) die
kausale Rolle de©®CTN-Gene untermauern wirde (Urban 2005). Dies triftidnelers auf die
asiatische und schwarze Bevdlerkung zu. Genetidslseziationsstudien fiur diese Gruppen
stehen zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch aus.

Drei der beschriebenen Polymorphismen mit moglichetktioneller Relevanz (C917T,
C1721T, IVS6+5G>A) kommen gehéauft bei Patienteneauibpaischem Hintergrund vor und
wurden in der vorliegenden Arbeit auf eine moéglié&ssoziation mit M. Crohn und Colitis

ulcerosa untersucht (Urban 2005).

| Gen ‘ Polymorphismus | Lokalisation ‘ Allelhaufigkeit in der kaukasischen Bevélkerung
| OCTN1 ‘ Cco17T | T306l ‘ 0,338
| OCTN1 ‘ IVS6+5G>A | Intron (splice donor)‘ 0,056
| OCTN2 ‘ C1721T | 3UTR ‘ 0,094
Tab. 1.2: Drei potentiell funktionell relevante Polymorphismi den Genen vo@CTN1 und OCTN2,

die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurdeus(dlrban 2005)
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Der Polymorphismu®©CTN2 3" UTR-C1721T befindet sich auf deBD5 Risikohaplotyp.
Die beiden Polymorphismen C917T und IVS6+5G>A lo#m sich ausserhalb des
Risikohaplotyp.

1.3.3.2 Genotyp-Phanotyp Korrelationen fur deri BD5-Locus

Ahnlich wie fir dieNOD2/CARD15-Mutationen wurde der Risikohaplotyp ilBD5-Locus
auf mogliche Genotyp-Phanotyp Korrelationen untensu Anfangs wurde Uber eine
Assoziation dedBD5-Risikohaplotyp mit perianalem M. Crohn berichtetrifdizzi 2003,
Vermeire 2005). Andere Studien konnten einen Zusanivang zwischehBD5 und einem
stenosierenden Verlauf des M. Crohn bzw. einetateaokalisation herstellen. Daraus folgte
ein erhohtes Risiko fur Perforationen und chirwrlges Interventionen (Noble 2005, Latiano
2006, Brescianini 2007). Allerdings gibt es Hinveeidarauf, dass der aggressivere Verlauf
zum grof3ten Teil durcNOD2/CARD15 vermittelt wurde und weniger durdBD5 alleine
(Newman 2004, Latiano 2006). Torok und Mitarbekennten eine gehaufte Involvierung
des Kolons bei homozygoten Tragern des TC-Haploaghweisen. Allerdings beobachteten
sie weder eine Assoziation mit einem fistulo-stégr@shdem Verlauf noch eine erhéhte
Inzidenz chirurgischer Interventionen (T6rék 2005).

Ebenfalls scheint die ethnische Zugehorigkeit ei@le zu spielen. In einer judischen
Patientengruppe konnte kein Zusammenhang zwiskiBied und perianalem Befall bei M.
Crohn hergestellt werden (Karban 2007),

Widerspruchliche Ergebnisse gab es in Bezug awd kausale Rolle vohBD5 bei Colitis
ulcerosa. Wahrend die meisten Studien einen Zusaimamg zwischen beiden nicht
herstellen konnten, zeigten einige Studien eineyrwauch schwache, Assoziation fir die
Colitis ulcerosa besonders in Anwesenheit \W@D2/CARD15-Mutationen (Giallourakis
2003, McGovern 2003, Waller 2006). Hierbei sché@sonders der Schweregrad der Colitis
durchIBD5 verschlimmert zu werden (Latiano 2006, Palmief&0

Der von Peltekova beschriebene TC-Haplotyp konoweosl bei der Colitis ulcerosa als auch
beim M. Crohn bei Patienten mit niedrigem Koérperggd gehauft nachgewiesen werden
(Russel 2006).
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1.4  Zielsetzung der Arbeit

Bis heute ist die Atiologie chronisch-entziindliclBarmerkrankungen nicht ganzlich geklart.
Sicher scheint jedoch eine multifaktorielle Atiolegnit umweltbedingten und genetischen
Faktoren zu sein. Als erstes konnten MutationeN@D2/CARD15-Gen auf Chromosom 16
(IBD1) mit M. Crohn assoziiert werden. Gefolgt wurdesaiderkenntnis von einer weiteren
starken Assoziation mit einem auf Chromosom 5q3keggmen RisikohaplotyplBDS).
Dieser beinhaltet nicht nur ein Zytokin-Gene-Clustendern auch die Gene fur die humanen
KationentransporteDCTN1 und OCTN2.

Peltekova und Mitarbeiter konnten in diesen beidganen einen Zweipunkthaplotyp
beschreiben, der signifikant mit dem M. Crohn assdzwar und zwar unabh&ngig vom
IBD5-Risikohaplotyp. Dies lie3 auf eine atiologische IRaler Gene schliel3en, da in vitro
ebenfalls eine funktionelle Bedeutung nachgewiegemlen konnte.

Durch das starke Kopplungsungleichgewicht in degi®e ist jedoch die Kausalitat der
beiden Mutationen fraglich. Hinzu kommt, dass Fstgdien zum Teil abweichende
Ergebnisse zur Originalarbeit ergaben.

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand von genetischesogiationsstudien die mogliche kausale
Rolle weiterer Polymorphismen in den Genen®@TN1 undOCTN2 in der Entstehung des
M. Crohn zu untersuchen. Hierfur wurden drei weitaron Urban und Mitarbeitern
beschriebene Polymorphismen untersucht, die petent\uswirkungen auf die Funktion der
OCTN-Proteine haben. Diese sind zum eirf@@TN2 3" UTR-C1721T, der sich auf dem
IBD5-Haplotyp befindet, sowie die beiden nicht auf deapldtyp gelegene®@CTN1-306I
(917T) undOCTNL1 IVS6+5A. (s. auch 1.3.3.1) Alle drei wurden bisleikeiner Studie auf
eine potentielle Assoziation mit M. Crohn und Jsliilcerosa hin untersucht.

In Bezug auf M. Crohn wurden alle drei Polymorphesmauf eine mdogliche, vorBD5-
Risikohaplotyp (IGR 2078a_1) unabhangige, Assaamkiin untersucht.

Des weiteren sollte ermittelt werden, ob die Polgphesmen beziehungsweise der Genotyp
Auswirkungen auf den klinischen Phanotyp beim Mol€r hat.

Es wurde auch auf Interaktionen mit den bekannteralbnen imNOD2/CARD15-Gen,
bzw. mit dem von Peltekova beschriebe@ETNL/OCTN2 TC-Risikohaplotyp, untersucht.
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2. Material

2.1  Studienpopulation

2.1.1 Patientenkollektiv

Die demographischen Daten des Kontroll- und Patrekdllektivs der vorliegenden Arbeit

sind in Tabelle 2.1 wiedergegeben.

| M. Crohn ‘ Colitis ulcerosa | Kontrollen

I Patientenzahl | 606 ‘ 354 991

| Altersschnitt (Median) | 36 ‘ 38 45

| Altersspanne | 13-76 ‘

Geschlechterverhaltnis in % || 56,6/43,4 53,8/46,2 38,4/61,6

(weiblich/mannlich)

|
|
|
7-81 ‘ 18-68

Tabelle 2.1Demographische Daten der Studienpopulation

Die Patienten kamen sowohl aus der MedizinischenikkKbzw. Medizinischen Poliklinik,
Standort Innenstadt, Klinikum der Universitdt Muaoh sowie aus der Medizinischen
Klinik II, Klinikum der Universitat Minchen, StandoGrosshadern. Ausserdem wurde die
Datenbank erganzt mit Patienten aus der AbteilimgHumangenetik der Ruhr-Universitat
Bochum und der Universitatsklinik Essen. Alle Patisn befanden sich in stationarer oder
ambulanter Behandlung in den oben genannten Etongen und waren kaukasischer
Herkunft. Zur Aufnahme in die Studie war eine arthaklinischer, endoskopischer,
radiologischer und histologischer Kriterien gesithe Diagnose einer chronisch-
entzindlichen Darmerkrankung Voraussetzung. Jedgent konnte eindeutig entweder zum
Krankheitsbild des Morbus Crohn oder der Colitisenbsa zugeordnet werden. Alle Patienten
gaben nach Aufklarung tber Inhalt und Zielsetzuagdntersuchung ihr Einverstandnis fur
die Teilnahme. Als Material wurde auf eine schorrheo bestehende DNA-Bank mit
isolierter DNA aller Probanden zurtckgegriffen.

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Unteraingen wurden von der

Ethikkomission genehmigt.
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2.1.2 Kontrollkollektiv

Als Kontrollkollektiv dienten gesunde, unverwandt®lutspender, welche

Blutspendedienst der Stadt Minchen zur Verflgursgetfewurden (s. auch Tab. 2.1).

2.2 Kits und Chemikalien

2.2.1 Materialien fir die DNA-Isolierung

- Ethanol absolut Merck
- Isopropylalkohol (2-Propanol) Merck
- Proteinase K Qiagen
- QlAamp’ DNA Blood Mini Kit Qiagen
- Erythrozyten-Lyse-Puffer 155 mM NglI

400 mM NacCl

1 mM EDTA
- Kernlysepuffer 10 mM Tris/HCI pH 8

400 mM NacCl

10 mM EDTA
- gesattigte Natriumchloridlésung 5 M NacCl
- Natriumdodecylsulfat (SDS)-LAsung 20 %
- TE-Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8

1 mMEDTA

2.2.2 Materialien fur die Polymerasekettenreaktion und fir die Reinigung der PCR

Produkte

- Aqua ad injectabila Braun

- Deoxynukleotid-Mix

(ANTP, je 10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Sigma
- HotStarTag DNA-Polymerase Qiagen
- QIAquick” PCR Purification Kit Qiagen
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2.2.3 Materialien fur den Restriktionsverdau

- Restriktionsenzyme: New England BioLabs
PVU II
BGL |
RAI
- Restriktionspuffer X New England BioLabs
NE Buffer 1 10 mM Bis-Tris-Propane-HCI
10 mM MgCh

1 mM Dithiothreitol

NE Buffer 2: 10 mM Tris-HCI
50 mM NaCl
10 mM MgChb
1 mM Dithiothreitol

NE Buffer 3: 50 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
10 mM MgCh
1 mM Dithiothreitol

2.2.4 Materialien fur die Agarosegelelektrophorese

- 100 bp DNA MolekulargréRenstandard Cambrex
- Agarose, Typ I-A Sigma

- Ethidiumbromid Sigma

- 10x TBE: 890 mM Tris

890 mM Borsaure
20 mM EDTA pH 8
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- DNA-Auftragspuffer 10 mM Tris/HCI pH 8
2 mM EDTA
20 % Ficoll 400
0,25 % Orange G

2.2.5 Verwendete Oligonukleotide

‘ Name ‘ Sequenz (5% 3' Richtung)

‘ OCN1-917-5 ‘ 5- TCTCCCCGATGGCTGATATCCCAGAG-3'

‘ OCN1-917-3 ‘ 5-TGCATAGCTGATCTCAAGAGGAAACATCTGC-3’

‘ OCT2-1721F ‘ 5-AGTCTGCACAACAGGCCATTTC-3’

‘ OCT2-1721R ‘ 5-CCACAATCCTTAAAAGCACAGCC-3’

‘ OCTN1-I6F ‘ 5-GGTTACAGGAGCTAAATCCCCTGAAGC-3’

‘ OCTN1-I6R ‘ 5-GTGCTGGATATCTGCATTTCCAGGTCACTTAGTA-3’
‘ OCTN1721Rs ‘ 5-TAGGTAGCCCCAGTGTCCCTAGAG-3’

‘ OCTN1-16Rs ‘ 5-CTGGAATTACAGGCGTAAGCCATTGC-3'

Tabelle 2.3 Name und Sequenz der verwendeten PCR-Primer

Alle PCR-Primer wurden anhand der in Kapitel 3 asjeenen Nukleotidsequenzen
ausgesucht. Die Oligonukleotide wurden von der &ififB-MOLBIOL, Berlin, synthetisiert.
Die Sequenzen der Primer sind der Tabelle 2.3 zoebmen. Die unterstrichenen Basen
unterscheiden sich von der Originalsequenz. Sieetiedlem Einbau des Erkennungsmotivs
fur das verwendete Restriktionsenzym oder zur Hienung eines im Bereich der

Primerbindungsstelle zusétzlich vorhandenen Erkegsmotivs.

2.3 Benutzte Gerate

Brutschréanke Memmert und Techne
Elektrophoresekammer Sub-CeB T, BioRad
Mikrowellenofen Bosch

Mikrozentrifuge Modell SD und AL, Roth
Spannungsquelle Power Pac 300, BioRad
Thermocycler Uno-Thermoblock, Biometra
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Tischzentrifuge Universal 30RF, Hettich

UV-Transilluminator LK Bromma
Vortex-Schuttler Heidolph
Zentrifuge Rotixa/P,Hettich
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3. Methoden

3.1Allgemeine Vorgehensweise

Insgesamt wurden drei Polymorphismen in @&TN-1 und OCTN2-Genen de$BD5-Locus

in der Studienpopulation untersucht. Hierbei hatedeés sich um folgende drei
Polymorphismen: SLC22A4 (OCTN1) C917T, 9.C22A4 (OCTN1) IVS6+5G>A und
S.C22A5 (OCTN2) C1721T. Das untersuchte Patientenkollektiv wureleits in VVorarbeiten
auf drei Mutationen inNOD2/CARD15-Gen [C2104T (Arg702Trp), G2722C (Gly908Arg)
und 3020insC (LeulO007fsinsC)], den von Peltekovad Witarbeitern beschriebenen
OCTNY/2 Polymorphismen (C1672T, C207G) und ddD5-Risikohaplotyp assoziierten
Marker IGR2078a_1 genotypisiert.

Die aus vendsen Blutproben der Probanden gewonhengozyten-DNA wurde als
Ausgangsmaterial verwendet. Mittels Polymerasekegtktion und folgender Restriktions-
Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse warde die untersuchten
Polymorphismen genotypisiert. Hierbei wurde der DHABschnitt, welcher den
Polymorphismus beinhaltet, amplifiziert. Nachfolgemwurden die PCR-Produkte mittels
eines Restriktionsenzyms verdaut. Das Restriktimng®a konnte das PCR-Produkt nur im
Falle einer der moglichen Allelvarianten schneiden.

Im Anschluss konnten die Restriktionsfragmente tedgdhoretisch auf einem Agarosegel
aufgetrennt werden. Die verschiedenen Bandenmusterdem Gel lieRen den Genotyp
erkennen. Eine Validierung der Ergebnisse wurddetsitSequenzierung von Stichproben
aller Genotypen durch die Firma SEQUISERVE, Vasdtsh, Deutschland erreicht. Die
hierfir erzeugten speziellen PCR-Produkte entmelen betreffenden Polymorphismus.

3.2Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung genomischer DNA

Als Basis flur die in der vorliegenden Arbeit erfigly Untersuchungen wurde eine bereits
bestehende DNA-Bank des Labors benutzt. DeshalbdsolUbersicht halber kurz auf die

verwendeten Methoden der DNA-Isolierung eingegangenden. Die bereits vorhandene

DNA wurde jeweils aus vends entnommenem Blut deieR&n/Kontrollen gewonnen. Die

35



genomische DNA wurde entweder mit Hilfe der Aussedthode (Miller 1988) oder mit
einem kommerziellen Kit (QIAampDNA Blood Mini Kits, Qiagen) isoliert.

3.2.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinséuren

Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde bei riléellenlange von 260 nm
photometrisch gemessen. Hier weisen NukleinsaumeAbsorptionsmaximum auf, wahrend
dies fur Proteine bei 280 nm zutrifft. Mit Hilfersis Quotienten der Extinktionen (E 260 / E
280) konnte die Reinheit der gewonnenen DNA bestimerden.

Uber das Lambert-Beer Gesetz wurde die Konzentratier DNA-Probe bestimmt und

mittels TE-Puffer auf 100 ngf fir die PCR verdinnt.

3.2.3 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglicht pszisische DNA-Sequenzen gezielt zu
amplifizieren. Hierfur reichen sehr geringe Menglen Zielsequenz aus. Jedoch kann anhand
dieser Methode auch eine bestimmte Sequenz untéomMén unterschiedlicher Sequenzen
vermehrt werden, weshalb dieses Verfahren sowaolel lsohe Sensitivitat wie auch Spezifitat
aufweist.

Um eine Amplifizierung der DNA zu erreichen, mussamgs diese zunadchst denaturiert
werden. AnschlieRend kénnen sich Oligonukleotide emer Lange von bis zu 35 Bp, sog.
Primer, an den nun aufgetrennten DNA-Strang anle@aeese Oligonukleotide sind zu je
einem DNA-Strang in ihrer Basenfolge komplemenitieser Schritt der PCR ermdglicht es
der hitzestabilen DNA-Polymerase den Abschnitt mpl#izieren, der zwischen den Primern
liegt. Die Schritte der PCR - Denaturierung der DNPximer-Annealing und Amplifikation
des gewinschten DNA-Abschnittes, werden mehrfadderholt. Dies fuhrt dazu, dass am
Ende einer durchgefiihrten PCR viele Kopien des gsuatiten Abschnittes vorhanden sind.
Dieser Ablauf der PCR ist schematisch in Tab. 3uhestellt.

‘ Zyklus | Temperatur (in Grad C% Zeit ‘ Zyklenzahl
‘ Anfangsdenaturierunq 95 ‘ 15 MinuteT 1
‘ Denaturierung | 94 ‘ 30 Sekunde‘n 35
‘ Primer-Annealing | 55/60/65 ‘ 30 Sekundwefn 35
‘ Extension | 72 ‘ 30 Sekunder 35
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Endextension 72 10 Minuten 1 |

Tab. 3.1: Exemplarische Darstellung einer PCR-Reaktionsfolge

Zu Beginn erfolgt eine Erhitzung des Reaktionsmiaag 95° Celsius fur 15 Minuten. Zur
Reduzierung von unspezifischen PCR-Produkten wwide Heissstart DNA-Polymerase
verwendet (HotStarTag DNA-Polymerase, Qiagen). Sie wird erst durch 1iitiges
Erhitzen auf 95°C aktiviert. Es folgen ein je 3k&sden dauernder Denaturierungszyklus bei
94 °C, gefolgt vom Primer-Annealing (Temp. abhangan jeweils benutzten Primer).
Abgeschlossen wird das Verfahren durch eine Expesphase bei 72 °C. Diese drei Ablaufe
werden nacheinander insgesamt 35 mal durchlaufeztlich sorgt eine 10 Minuten
dauernde Endextensionsphase flr eine Fertigstelonginvollstandigen PCR-Produkten.
Die Stammldsung eines PCR-Ansatzes besteht ausereeahKomponenten. Es werden ein
dNTP-Mix aus Deoxinukleotidtriphosphaten (dATP, d&TCTP, dTTP), ein PCR-Pulffer,
die Oligonukleotid-Primer, Magnesiumchlorid (optiemakonzentration durch Austestung
bestimmt), gereinigtes Wasser sowie Tag-DNA-Pol@ser benotigt. Erganzt wird die
Stammloésung durch die zu amplifizierende DNA desbBnden (s. Tab. 3.2). Um eine
Kontamination der Stammldsung frihzeitig zu erkenneird bei jedem PCR-Ansatz eine
sogenannte Wasserprobe angefertigt. Diese enthéfath der DNA-Komponente lediglich
Wasser und dient als Negativkontrolle. Die PCR wurd einem Gesamtvolumen vonpd0

durchgefuhrt.
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Konzentration Endkonzentration Volumen
(Stammlésung)
PCR-Puffer 10 x 1 x (= 1,5 mM MgCl) 1l
dNTP-Mix 10 mM 0,2 mM 0,2ul
5'-Primer 100uM 0,25uM 0,025l
3’-Primer 100uM 0,25uM 0,025l
DNA-Polymerase 5 U/l 0,025 Ul 0,05ul
MgCl Durch Austestung bestimmt.
(1,5-5,0 mM)
H20 ad 9,5pl
DNA 100 ngpl 5ngiul 0,5ul
Endvolumen oul

Tab. 3.2: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

Sowohl die endgultige MgCl-Konzentration wie aucle dPrimer-Annealing-Temperatur
wurden ausgetestet. Hierfir wurden je drei PCR-fmesanit unterschiedlichen MgCI-
Konzentrationen (1,5-5mM) in 0,5mM Schritten angef¢ Um die optimale Primer-
Annealingtemperatur zu bestimmen, wurden Probelkafes5, 60 und 65 °C durchgeflhrt.
Als Kontrolle wurde in jedem Lauf eine Wasserpramgefertigt. Anschliessend wurde das
fertige PCR-Produkt auf ein Agarosegel aufgetragehin der Dunkelkammer ausgewertet.
Fur die untersuchten PolymorphismeC22A4 C917T, S.C22A4 IVS6+5G>A und
SL.C22A5 C1721T wurden die optimale Annealingtemperatur Bemer bzw. MgCI-
Konzentration der PCR-Losung jeweils einzeln bestim Fir alle ergab sich eine
Annealingtemperatur von 60° Celsius und eine MgGhkentration von 1,5mM. Da diese
Konzentration bereits im Standard PCR-Puffer vodeanist, konnte auf eine zusatzliche
Gabe von MgCl verzichtet werden.

Die endgultigen MgCl-Konzentrationen und Primer-Aaling-Temperaturen sind in Tab. 3.3

Zusammen gefasst.
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Polymorphismus Name 5'- Name 3'- Produktlange || Annealing- MgClI-
Primer Primer (Bp) temperatur | Konzentration
OCTN1 Co17T OCN1-917- | OCN1-917-3 155 60 °C 1,5mM
5
OCTN2 C1721T OCT2- OCT2-1721R 107 60 °C 1,5mM
1721F
OCTN2 C1721T- OCT2- OCTN1721Rs 243 60 °C 1,5mM
Sequenzierung 1721F
OCTN1 IVS6+5G>A OCTN1- OCTN1-I6R 142 60 °C 1,5mM
I6F
OCTN1 IVS6+5G>A- OCTN1- OCTN1-I6Rs 318 60 °C 1,5mM
Sequenzierung I6F

Tab. 3.3: Name der verwendeten Primer, PCR-Produktlange, &lmgtemperaturen und MgCl-Konz.

der einzelnen untersuchten Polymorphismen.

Alle untersuchten Polymorphismen wurden mittels ugegierung von Stichproben aller
moglichen Genotypen durch ein Sequenzierunternehfhegma Sequiserve, Vaterstetten,
Deutschland) bestatigt. Hierfir wurden PCR-Produieegestellt, die eine Lange von 155-
318 Bp hatten und den gesuchten Polymorphismusedteth Das Endvolumen der PCR
betrug 100 pl. Die Extensionszeit der PCR wurde auf 45 Sekunderéndert. Die

Magnesiumchloridkonzentrationen und Primer-Annegémperaturen sind in Tab. 3.3
aufgefuhrt. Nach Reinigung der PCR-Produkte mittéhees kommerziellen Kits wurden die

Proben zum Sequenzieren verschickt.

3.2.4 Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse

Fur die RFLP-Analyse werden Restriktionsendonuldeadenditigt, die die DNA an
spezifischen Erkennungsstellen schneiden kénnesseDiRestriktionsendonukleasen werden
von Bakterien synthetisiert und in Typ I, Il und Restriktionsendonukleasen unterteilt. Typ
Il Restriktionsendonukleasen werden am haufigseewendet.

Sie schneiden die DNA in genau definierten Absc¢anjtindem sie Palindrome erkennen.
Palindrome sind mit der Komplementarsequenz idemtigiel ist es, einen Polymorphismus

nachzuweisen, indem er im Bereich der Erkennunssender Endonuklease liegt.
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Sollte jedoch keine vollstdndige Erkennungssequeodiegen, kann sie mittels einer
veranderten Primersequenz, die sich durch wenigkledtide von der Originalsequenz
unterscheidet, wahrend der PCR eingefuhrt werden.

Die Restriktion ist jedoch nur méglich, wenn in digrekten Umgebung des Polymorphismus
eine Gensequenz vorhanden ist, die der Erkennupgsse des benutzten
Restriktionsenzyms gleicht. Auch hier muss die puayphe Nukleotidposition in der
Erkennungssequenz beinhaltet sein. Das verwendef-Hrodukt sollte auRerdem keine
weiteren Abschnitte beinhalten, die als Erkennuegsenz fir die Endonuklease dienen
konnten.

Der Reaktionsmix des Restriktionsverdaus selbertssich aus einem Puffer, dem
Restriktionsenzym sowie aus dem fertigen PCR-Produkammen. Die Inkubation erfolgte
Uber Nacht bei einer enzymspezifischen TemperatuMit Hilfe einer
Agarosegelelektrophorese werden die entstandenef-BPBigmente dann aufgetrennt und
mittels Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht

Tab. 3.4 fal3t den Ansatz des Restriktionsverdales dfei untersuchten Polymorphismen

Zusammen.

‘ | Konzentration | Volumen in pl
‘ Enzym | 10.000 U/ml | 1

‘ Puffer | 10 x | 1,25

‘ H20 | | 0,25

‘ PCR-Produkt | | 10

‘ Endvolumen | | 125

Tab. 3.4: SchematischeAnsatz des Restriktionsverdaus

Die im einzelnen verwendeten Enzyme und Puffer sinthbelle 3.5 aufgelistet.

Polymorphismus Enzym | Puffer Inkubationstemperatur Inkubationsdauer

| | | |

C917T PVU II 2 37°C 12 Stunden
| | | | |
‘ C1721T ‘ BGL | | 3 ‘ 37 °C ‘ 12 Stunden
‘ IVS6+5G>A ‘ RSA | | 1 ‘ 37°C ‘ 12 Stunden

Tab. 3.5:Verwendete Restriktionsenzyme und Inkubationsteatper
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Der angesetzte Verdau wurde bei°€7iber Nacht im Brutschrank belassen.

3.2.5 Agarosegelelektrophorese

Um die im Restriktionsverdau entstandenen DNA-Fragpe aufzutrennen, werden sie im
Anschluss einer Agarosegelelektrophorese zugefldigses Verfahren ermdglicht es, die
einzelnen Fragmente durch Anlegen einer elektriscBpannung ihrer Gréf3e nach in
horizontaler Ebene aufzutrennen. Im angesetztektrisichen Feld wandern die negativ
geladenen Nukleinsauren durch die Poren des Gefsositiv geladenen Anode. Hierfur wird
ein vorher angefertigtes Agarosegel in eine miftd?lifsung gefullte Kammer gelegt.
Wahrend dieses Prozesses durchlaufen kleinere Didgafrente das Gel schneller. Mit Hilfe
eines mitlaufenden Molekulargewichtsstandards katamn die GroRe der einzelnen
Fragmente ermittelt werden.

Um die Banden sichtbar zu machen, wird sowohl inh & auch im Laufpuffer der unter
UV-Licht fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromiclgst. Als interkalierende Substanz
bindet er an die DNA und ermdglicht so deren sgabarstellung unter UV-Licht.

Fur die Gelelektrophorese wurde eine Agarosekoragon von 2,5% verwendet, da alle
untersuchten DNA-Fragmente unter 200 Bp lang waren.

Zur Vorbereitung des Agarosegels wurden 6g Agamo50 ml TBE-Puffer (10%) in einer
Mikrowelle ca. 2,5 Minuten lang aufgelost. Nach Zbg von 4 ul Ethidiumbromid
(10mg/ml, Sigma) wurde das Gemisch in eine Gelfgifix25cm) gegossen, die bereits
vorher mit 4 Gelkdmmen (zu je 20 Zahnen) verseharde Nach 20 mindtigem Kihlen war
das Gel erstarrt, und die Gelkdmme konnten gezaogemlen. AnschlieRend konnte das
fertige Gel in die Gelkammer gelegt werden. Diekaeimer enthielt den Laufpuffer (TBE-
Puffer 10% mit 0,3ug/ml Ethidiumbromid). Die aus dem Restriktionsverdantstandenen
DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gelhnodt 2 pl eines DNA-Loading
Buffers versehen. Dies ergab ein Ladevolumen vopl1hh eine am Rand gelegenen Tasche
wurden 12ul einer 100 Bp-DNA-Leiter als Grossenstandard deful

Nach Auftragen der einzelnen Proben folgte nun diime Dauer von zwei Stunden die
elektrophoretische Auftrennung der Fragmente rarespannung von 120 Volt.

Nach zwei Stunden konnte das Gel auf dem UV-Tramsihator sichtbar gemacht und

digital photographiert werden.
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3.2.6 Reinigung der PCR-Produkte

Samtliche PCR-Produkte fur die Sequenzierung wurddtels eines Kits (QIAquick PCR
Purification Kit, Qiagen) gereinigt. So konnten Rsi&nde von nicht verbrauchten Primern
sowie Primerdimere entfernt werden.

Hierfir wurden die PCR-Produkte in 1,5ml Gefasseerithgen und mit dem im Kit
enthaltenen PB-Bindungspuffer vermischt. Nach Aagiégn der Loésung auf die entsprechende
Saule wurde sie fur 1 Minute bei 13.000 UpM zengiért. Dieses Verfahren verursacht die
Bindung der DNA an die Silica-Gel-Matrix der Saul€ir den folgenden Waschvorgang
wurden 75Qul PE-Puffer auf die Saule gegeben und der nachieiitiger Zentrifugation bei
13.000 UpM entstandene Durchfluss verworfen.

Eine weitere Zentrifugation (1 Minute bei 13.000N)pstellte sicher, dass alle Reste des PE-
Puffers entfernt wurden. Die Saule wurde zur Losdeg enthaltenen DNA erneut in ein
1,5ml Gefass gesteckt, wobei 4046EB-Elutionspuffer direkt auf die Membran aufgefea
wurden.

Nach 5 Minuten Inkubationszeit (Raumtemperatur) ritenfir drei Minuten zentrifugiert
werden (13.000 UpM). Eine hohe Konzentration derADMurde durch Wiederauftragen des
Filtrats auf die S&ule mit nochmaliger Zentrifugat(drei Minuten bei 13.000 UpM) erreicht.
Das durch den QIAquick PCR Purification Kit, Qiaggewonnene PCR-Produkt wurde an
die Firma SEQUISERVE, Vaterstetten, Deutschland Saquenzierung verschickt.

3.3  Typisierung der Polymorphismen

3.3.1 Nachweis von Mutationen in den Genen fuOCTN1 und OCTN2

Bereits 2004 haben Peltekova und Mitarbeiter eieripunkthaplotypOCTNL1/2 [C1672T
(SLC22A4) und G207C @.C22A5)] mit gehauften Vorkommen bei M. Crohn Patienten
beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die beidenm@gbhismen sowohl die Expression als
auch die Funktion der Kationentransporter unablgingn weiteren Mutationen deéBD5
Region beeinflussen. Es ist jedoch unklar, ob éiddn Varianten kausal fir die Erkrankung
sind. In der vorliegenden Arbeit wurden drei wadtePolymorphismen mit mdglicher
funktioneller Relevanz in den fir die Kationentpaoiter kodierenden GenegdCTN1 und
OCTNZ2 desIBD5-Locus auf eine mogliche Assoziation mit M. Crohml @olitis ulcerosa hin

untersucht.
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3.3.2 Nachweismethode fur den PolymorphismuSLC22A4 C917T (OCTN1)

Der zuerst untersuchte Polymorphismus i8.C22A4-Gen, C917T fuhrt zum
Aminosaurenaustausch T306l (s. Abb. 3.1).

Anhand der bekannten Sequenzen wurden passenderPausgesucht (TIB-MOLBIOL,
Berlin). In diesem Fall handelt es sich um die RAMCN1-917-5 sowieDCN1-917-3.

Das fertige PCR-Produkt umfasst eine Gesamtlangel 86 Basenpaaren.

GGGGAAACTCAGAT TTAATAGTATCCAGCCCTGCTGI TGTGAAAAATTATTAAATATTAAAA
ATAAATTATAGGT TCATTCCTGAATCTCCCCGATGECTGATATCCCAGAGAAGATTTAGAGA
GGCTGAAGATATCATCCAAAAAGCT GCAAAAAT GAACAACACAGCTGTACCAGCAGT GATAT
TTGATTCTGTGGAGGTAAGCATTTGCAGATGT TTCCTCTTGAGATCAGCTATGCATTCTTGA
TTTTATGGAATTTAACTTAATTCAATATTTGI TAAGT GCCACTATGTACCAGGECA

Abbildung 3.1: Genotypisierung des Polymorphismus C917TSiiE22A4-Gen
Die Primersequenzen fur die RFLP-Typisierung undusezierung sind blau dargestellt.
Die Erkennungssequenz fir das Restriktionsenzymrdst markiert. Die Position des

gesuchten Polymorphismus ist unterstrichen.

Das verwendete RestriktionsenzyWU |1 mit der Erkennungssequenz CAG-CTG (s. Abb.
3.1) ermdglicht es, den gesuchten Polymorphismuerkennen. Ist die Erkennungssequenz
vorhanden, schneidet das Enzym das PCR-Produkten Teile & 82 bzw. 73 Bp Lange. Im
Falle des Austauschs der Base Cytosin gegen Tyvesiandert sich die Erkennungssequenz,
und die Restriktion entfallt. So entsteht im Falles Genotpys ,TT" ein ungeschnittenes
Genprodukt mit einer Lange von 155 Bp. Entsprechiesfért der heterozygote Genotyp
,CT“ drei Produkte mit einer Lange von 155 (AIlE) sowie 73 und 82 Bp Lange (Allel C).
Im Falle des Genotyps ,,CC* entstehen fur beide lalie zwei Restriktionsprodukte mit 82

bzw. 73 Bp Lange.

3.3.3 Nachweismethode fur den PolymorphismuSLC22A5 C1721T OCTN2)

Dieser Polymorphismus liegt im nicht-translatiert8hEnde desOCTN2-Gens. Fur den
Nachweis dieser Punktmutation wurde ein 107 Bp éanBCR-Produkt hergestellt. Zwei
Nukleotide wurden im 3'Primer veréndert, um eine kdfmungssequenz fur das
RestriktionsenzynBgl | zu erméglichen (3G, G>C)(s. Abbildung 3.2).
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TTGI TTGGAGACTGCGAGGCATCTTTTTNAAATGTGT TACTGACATATTTTTGCTTGI TTTT
ATAGANT GAAACACAGAAAAACT CCAAGT CACACAAGGAT GT TAAAAGATGGT CAAGAAAGG
NCCACAATCCTTAAAAGCACAGCCT TCTAACATCGCT TCCAGT AAGGGAGAAACT GAAGAGG
AAAGACTGTCTTGCCAGAAAT* GG* CCAGCTTGT GCAGACT CCGAGT CCTTCAGTGACAAAA
GECCTTTGCTGI TTGTICCTCTTGACCTGT GT CTGACT TGCTCCTGGATGGEECACCCACACTC
AGAGGCTACATATGECCCTAGAGCACCACCT TCCT CTAGGGACACT GEEECTACCTACAGAC
AACTTCATCTAAGTCCTAACTATTACAATGA

Abbildung 3.2: Genotypisierung des Polymorphismus C1721Hi@22A5-Gen
Die Primersequenzen fur die RFLP-Typisierung sifadi ldargestellt. Die mit * markierten
Basen wurden verandert (T>G, G>C), um eine Erkegssequenz fir das
Restriktionsenzym zu ermdglichen. Die Erkennungsseq fir das RestriktionsenzyBgl |
ist unterstrichen. Die Position des gesuchten Potpimismus ist rot markiert. Die

Primersequenz fir den Sequenzierpri@&TN1721Rs ist rosa dargestellt.

Die Erkennungssequenz fur das RestriktionsenBginl ist 5-GCCNNNN-NGGC-3’ bzw.
3'CGGN-NNNNCCG-5'. Diese Sequenz ist nur im Fallsdé721C-Allels vorhanden
(GCCNNNN). Im Falle des Polymorphismus C>T entfélltrhike Restriktion. Entsprechend
entsteht beim Genotyp , TT* ein Produkt der Lang& Bp. Bei ,CT" entstehen drei Stlicke
der Langen 81 und 26 und 107 Bp. Beim Allel ,CCtstehen entsprechend zwei Fragmente
mit 81 bzw. 26 Bp Léange.

Der fur die Sequenzierung verwendete Pri@ETN1721-Rs wurde benutzt, um eine groliere
Distanz zwischen Polymorphismus und PrimersequenRichtung 3’ zu schaffen (s. Abb.

3.2). Das 243 Bp lange Amplifikat enthielt eberdalen gesuchten Polymorphismus.

3.3.4. Nachweismethode fir den Inversionspolymphismus SLC22A4 VS 6+5G>A
(OCTN1)

Fur den Nachweis des Inversionspolymorphismus NB&B3»A wurde ein 142 Bp langes
Amplifikat hergestellt. Es wurde ein A>C Austauseémes Nukleotids im 3’-Primer
eingebaut. Dies ermdglichte die richtige Erkennsegsenz fur das verwendete
Restriktionsenzynivsa | (s. Abbildung 3.3).
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AGTGTCATATATGTAGATGCCCTATTGCCTCCAATCACCAGACT TCTAAGCATAGT CAAGT G
AAGTGAGAGT TGCATGCATAAGT TTTCCCCATGCATCATAGCCAAAGATACTTCCTTACTAC
CTCTTAATCTCATGGTTATTTGCATTATTTTGGT TACAGGAGCTAAAT CCCCTGAAGCAGCA
GAAAGCT TTCATTCTGGACCT GT TCAGGACT CGGAATATTGCCATAATGACCATTATGICTT
TGCTGCCTATGGTAAGT AA* TAAGT GACCT GGAAAT GCAGATATCCAGCACATAAGTATGCAA
CTGATTTTCTTAACT CAGAGGAACAT TATGACAACGACTGGGT TTTCCTGAGGAAAAATTAA
GATTATAAAATTCTAAATTATTTTGAAATGCCTCTATTCAGI TCATGGGACTAGATATTGAA
AAATGTCACT GGGCGECAATGECT TACGCCTGIAATTCCAGCACT T TGEGAGGCCAAGGT GGG
CAGAT CACCT GAGGT CAGGAGT TCGAGACGAAT CTAGCCAACAT

Abbildung 3.3: Genotypisierung des Inversionspolymorphismus R56>A im SLC22A4-Gen
Die Primersequenzen fur die RFLP-Typisierung sifadi ldargestellt. Die mit * markierten
Basen wurden veréndert (A>C) um eine Erkennungsseniiir das Restriktionsenzym zu
ermoglichen. Die Erkennungssequenz fir das ResinggnzymRsa | ist unterstrichen. Die
Position des gesuchten Polymorphismus ist rot rearkiDie Primersequenz fiir den
Sequenzierprime®CTN1-16Rs ist rosa dargestellt.

Die Erkennungssequenz fur das RestriktionsenRganl ist 5-GT-AC-3’ bzw. 3'CA-TG-5'.

Ist der Genotyp der untersuchten Probe ,GG* undBd#ise somit am richtigen Genort, kann
das Enzym die Sequenz schneiden. Nach der Restrikgsultieren zwei Produkte der
Langen 109 und 33 Bp. Ist jedoch durch Inversi@nRhse vertauscht, kann keine Restriktion
erfolgen. Dies resultiert in einem Restriktionsprkidder Lange 142 Bp fur den Genotyp
~AA". Entsprechend wird der heterozygote Trager ,;,GA drei Restriktionsprodukten a 142,
109 und 33 Bp Lange fihren.

Auch hier wurde fur die Sequenzierung ein alteusatB’ Primer OCTN1-I6Rs) verwendet
(s. Abb. 3.3), der weiter in 3'-Richtung gelegen Bieses 318 Bp lange Amplifikat enthielt

den Polymorphismus.
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3.4 Statistische Auswertung

Das Ziel der Arbeit war, einzelne Polymorphismem @€TNL/2-Gene auf eine mdgliche

Assoziation mit M. Crohn und Colitis ulcerosa him mntersuchen. Dafiur wurde die
Haufigkeit der Polymorphismen bei gesunden Kordgrolinit der Haufigkeit bei erkrankten
Patienten verglichen.

Die Haufigkeiten der einzelnen Genotypen wurdenalier drei Gruppen mit den durch das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht errechneten Haufigkeierglichen.

Die statistische Auswertung erfolgte anhand des@fddrat X?)-Test oder des Fisher's-

Exact-Test.

Fur die statistischen Berechnungen wurde die Soft\8®SS Vs. 14.0 verwendet.

3.4.1 Voraussetzungen

Um eine zuverlassige statistische Auswertung zeidren, wurde ein Patientenkollektiv mit
einer hohen Anzahl von Patienten verwendet, woleiKentrollgruppe ein bis zweimal so
grol3 wie die Gruppe der Patienten war.

3.4.2 Der Chi-Quadrat (x°)-Test

Fir die statistische Auswertung mittgfsTest diente folgende Tabelle als Grundlage:

Zahl der Patienter) Zahl der Kontrollen| Gesamtzahl
Positiv A c at+c
Negativ B d b+d
Gesamtzah| a+b c+d atb+c+d

Der errechnete Grad der Signifikanz kann untersiticlee Grade annehmen.

1. Signifikant, wenn (5 %-Stufe,$0,05) 3,84 x*< 6,64
2. Hochsignifikant, wenn (1 %-Stufe g0,01) 6,64 x> < 10,83
3. Hochsthochsignifikant, wenn (0,1%-Stufes p,001) 10,82 x*
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Wichtig fiir die Anwendung dex*-Tests ist eine ausreichend hohe Fallzahl (n >Fy.
kleinere Fallzahlen wurde der Fisher's-Exact-Testvendet.
Bei multiplen Vergleichen von Variablen wurden dsggnifikanzwerte nach Bonferroni

korrigiert.

3.4.3 Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die aus der vorliegenden Arbeit resultierenden &eegen der einzelnen Genotypen wurden
mit den errechneten Frequenzen durch das Hardyb®ejrGesetz verglichen.
Vorraussetzung fir die Gultigkeit des Hardy-Weinp6&esetzes ist, dass die Haufigkeit der
zwei Allele eines Gens in einer Population konshdeitot.

Das Hardy-Weinberg-Gesetz berechnet die erwartetenotgpenfrequenz in einer
Bevolkerung mit folgender Formel, unter der Annahtass pro Gen zwei Allele (,A* und

»=a") vorhanden sind:

Unter der Annahme: P = Anzahl der A-Allele und 4rzahl der a-Allele gilt:

P+g=1

Mit Hilfe der Formel p (AA) + 2pq (Aa) + § (aa) lassen sich nun die einzelnen
Genfrequenzen einer entsprechenden PopulationHrexec

Faa = fa’

Faa= 2% fa %1,

Faa= fa2

Abschliessend wird die Signifikanz wie folgt belmeet:

(beobachtete Frequenz — erwartete Freqdenz)

X e ——————————
beobachtete Frequenz

Wenn eine Normalverteilung vorliegt sollten die bachteten Frequenzen nicht signifikant

von den erwarteten Genotypfrequenzen abweichen.
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4. Ergebnisse

4.1  Uberblick

Es wurden drei verschiedene Einzelnukleotidpolyrhmmen in den Genen fDCTNL/2
untersucht. Fir jeden Polymorphismus existiereni za@gliche Allele. Fir jeden in dieser
Arbeit untersuchten Probanden konnte der Genotypdeeiig bestimmt werden. Hierfur
wurde aus Leukozyten isolierte DNA mittels Polynserd&etten-Reaktion (PCR) und
anschlieBendem Restriktionsverdau untersucht. Mthgobenartigen Sequenzierungen
wurden fir alle untersuchten Polymorphismen die ejmsv drei mdglichen Genotypen
verifiziert.

Berechnungen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtesgte®i dass sowohl fir die
Kontrollgruppe als auch fur die Patientengruppes likobachteten Genotpyfrequenzen sich
nicht von den erwarteten Frequenzen unterschiediete der drei untersuchten Gruppen
befindet sich somit im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Allel- und Genotypenfrequenzen wurden in dertiRgengruppen jeweils mit der
Kontrollgruppe verglichen. Fur die M. Crohn Patemgruppe wurde aufl3erdem auf eine
Korrelation der untersuchte®CTN-Varianten mit NOD2/CARD15-Mutationen, dem von
Peltekova und Mitarbeitern entdeckte@CTN-TC-Haplotyp, bzw. mit demIBD5-
Risikohaplotyp (Marker IGR2078a_1), hin untersu@¥ie Typisierung der Studienpopulation
fur diese Varianten erfolgte bereits in Vorgandee#en. Zusatzlich wurde der mdgliche
Einfluss der drei untersuchten Polymorphismen atktnischen Subgruppen bei M. Crohn
beurteilt.

Die statistische Auswertung erfolgte anhandxfeests mit Yates-Korrektur.

4.2 Untersuchte Varianten in denOCTN1- und OCTN2-Genen

4.2.1 Der Polymorphismus C917T in8LC22A4 -Gen (OCTNL1)

Der PolymorphismuSLC22A4, C917T fihrt in Position 306 zu einem Austauseh Base
Cytosin gegen Tyrosin (T3061). Das fur die Typisigg entstehende PCR-Produkt umfasst
eine Gesamtlange von 155 Basenpaaren. Mittels elegendeten Restriktionsenzyr@yU ||
wurde das Produkt verdaut. Im Falle des WildtypgS(Q;) entstehen zwei Fragmente a 82
bzw. 73 Bp Lange. Im Falle des T-Allels blieb d&RPProdukt unverdaut (155 Bp Lange),
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wobei beim heterozygoten Genotyp (,CT) drei Fragrmmemtstanden mit 155, 73 und 82 Bp
Lange (s. Abb. 4.1). In Abb. 4.1 erscheinen die d&mnder Ladngen 82 und 73 Bp als eine
dicke Bande. Eine elektrophoretische Trennung dagrRente ist aufgrund der fast gleichen
Lange nicht im einzelnen sichtbar.

Lane 1 2 3 4

Abb. 4.1: Der Polymorphismus C917T im

OCTNL1 - Gen
Lane 1: 100 Bp DNA-Leiter 200 B
Lane 2: Heterozygoter Trager (,CT*) P 155 Bp
Lane 3: Homozygot (,TT*) 100 B
Lane 4: Homozygot (,CC*) P 82u.73Bp

Die beobachteten Allel- und Genotypenfrequenzelit Stebelle 4.1 dar. Die Frequenzen der
Patientengruppe wurden jeweils mit denen der Kdigmgpe verglichen und mitteje’-Test

ausgewertet. Die errechneten p-Werte sind ebenfabielle 4.2 zu entnehmen.

Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
C T CcC CT TT

M. Crohn 751 (61,9%) 461 (38,1%) | 236 (39,0%) | 279 (46,0%) | 91 (15,0%)
(n =606) p=n.s.* p=n.s. p=n.s. p=n.s.
Colitis ulcerosa 456 (64,4%) 252 (35,6%) | 148 (41,8%) | 160 (45,2%) | 46 (13,0%)
(n=354) p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
Kontrollgruppe 1220 (61,5%) 762 (38,4%) 375 (37,9% 470 (47,4%) 6 (W4,7%)
(n=991)

Tab. 4.1: Allel- und Genotypfrequenzen des C917T Polymorphisim OCTN1-Gen in der Studienpopulation.

Die statistische Auswertung der p-Werte erfolgtecHy>Test mit Yates-Korrektur jeweils fir Patientengvap

vs. Kontrollgruppe. (*n.s. = nicht signifikant)

Bemerkenswert war, dass das T-Allel bei M. Crohechniwie urspriinglich vermutet
signifikant ofter vorkam als in der Kontrollgrupp&llerdings schien es fir Colitis ulcerosa

sowohl in der Allelfrequenz als auch in der Gen&gguenz weniger haufig Gbertragen zu
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werden (35,6% vs. 38,4% bzw. 58,2% vs. 62,1%). Abign konnten keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollpopulationchgewiesen werden (p=0,194 bzw.
p=0,211).

Insgesamt waren in der untersuchten Studienpopuoldtine signifikanten Unterschiede in
der Frequenz der C917T-Mutation im jeweiligen Vergh zwischen M. Crohn, Colitis

ulcerosa und der Kontrollgruppe bzw. zwischen datreRtengruppen nachzuweisen.

4.2.2 Der Polymorphismus C1721T in8LC22A5-Gen (OCTN2)

Dieser Polymorphismus liegt im nicht-translatiert8aEnde desOCTN2 Gens. Um die
Punktmutation nachzuweisen, wurde hier ein PCRbdit 107 Bp Lange amplifiziert
und anschlieBend enzymatis&uyl(|) verdaut.

Im Falle des Wildtyps (,CC") ist die entsprechenderkennungssequenz fir das
Restriktionsenzym vorhanden, und es entstehen Evegjmente mit jeweils 81 bzw. 26 Bp
Lange. Die Restriktion entféllt im Falle der Mutati So entsteht fir den homozygoten
Alleltrager (,TT*) lediglich ein Fragment mit 107@BLange, fur heterozygote Trager (,CT)
drei Fragmente mit 26, 81 und 107 Bp Lange. Diestehenden Banden nach
Agarosegelelektrophorese und die Bestimmung dest@ensind in Abb. 4.2 gezeigt.

Lane 1 2 3 4

Abb. 4.2: Der Polymorphismus C1721T im

OCTN2 - Gen 200 Bp
Lane 1: 100 Bp DNA-Leiter 107B
Lane 2: Heterozygoter Trager 100 Bp 81 Bp
(,CT) P

Lane 3: Wildtyp (,CC")
Lane 4: Homozygoter Trager
GTTY)

26 Bp

Allel- und Genotypenfrequenzen fur den Polymorphisnstellt Tabelle 4.2 dar. Die
Frequenzen der Patientengruppen wurden auch hailgemit denen der Kontrollgruppe

verglichen und mittelg®Test ausgewertet.
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Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
C T CcC CT TT

M. Crohn 1047 (87,6%) 147 (12,4%) | 459 (76,9%) || 129 (21,6%) 9 (1,5%)
(n=597) p=n.s.* p=n.s. p=n.s. p=n.s.
Colitis ulcerosa 621 (87,7%) 87 (12,3%) | 278 (78,5%) 65 (18,4%) 11 (3,1%)
(n =354) p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
Kontrollgruppe 1713 (86,6%) 265 (13,4%) 740 (74,8%) 233(23,6%)  (116%)
(n = 989)

Tab. 4.2: Allel- und Genotypfrequenzen des C1721T Polymomphis im OCTN2-Gen in der
Studienpopulation. Die statistische Auswertung lgtéo durch x>Test mit Yates-Korrektur jeweils fiir

Patientengruppe vs. Kontrollgruppe. (*n.s. = nilghifikant)

In diesem Fall war die Haufigkeit des homozygotéir@enotyps in der Colitis-ulcerosa-
Gruppe héher als in der Kontrollgruppe (3,1% v$%;, p=0,135). Dagegen war der
heterozygote Genotyp in dieser Gruppe wesentliemé&r als in der Kontrollgruppe (18,4%
vs. 23,6%), wie auch der Carrier-Status generell,5& vs. 25,2%; p=0,185). Die

Allelfrequenzen selber unterschieden sich jedoahrkél2,3% vs. 13,4% p=0,493). Trotz der
beobachteten Frequenzunterschiede konnte hierfliin ketatistisch  signifikanter

Zusammenhang beobachtet werden.

Ein signifikant gehauftes Vorkommen des Polymonphis konnte auch fur Patienten mit M.
Crohn nicht nachgewiesen werden. Der Vergleich Adel- und Genotypfrequenzen

zwischen den Patientengruppen ergab ebenfalls kegnéikanten Unterschiede.

4.2.3 Der Inversionspolymorphismus IVS6+5G>A inBLC22A4 -Gen (OCTN1)

Der dritte in dieser Arbeit untersuchte Polymorphis ist ein Inversionspolymorphismus.
Der geninterne Austausch (Inversion) einer Basedeunittels PCR mit anschlieendem
Restriktionsverdau nachgewiesen. Hierfur wurde ehsiéein 142 Bp langes Amplifikat
hergestellt.

Das Restriktionsenzyrmksa | konnte im Falle des Wildtyps (,GG") das Gen engshiend
schneiden. Es resultierten zwei Produkte der Lardg®nhund 33 Bp. Im Falle der Inversion

erfolgte keine Restriktion, was im Falle des hongmtgn Mutationstragers (,AA“) zu einem
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unverdauten Fragment mit 142 Bp Lange fuhrte. Eatdpend wurde der heterozygote Trager
(,GA") zu drei Produkten a 142, 109 und 33 Bp Langedaut (s. Abb. 4.3).

Abb. 4.3: Der Inversionspolymorphismus
IVS6+5G>A imOCTNL - Gen

Lane 1: 100 Bp DNA-Leiter
Lane 2: Wildtyp (,GG")

Lane 1 2 3 4 5 7 H

Lane 4: Homozygoter Mutant 200 Bp 142 Bp
(-AA") 109 Bp
Lane 8: Heterozygoter Trager 100 Bp

Allel- und Genotypenfrequenzen fir diesen Polympius stellt Tabelle 4.3 dar. Analog zu

den anderen Polymorphismen wurden die FrequenzeRatentengruppe jeweils mit denen

der Kontrollgruppe verglichen und mitte{é-Test ausgewertet.

Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
G A GG GA AA
M. Crohn 1087 (93,7%) 73 (6,3%) 509 (87,8%) 69 (11,9%) 2 (0,3%)
(n =580) p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
Colitis ulcerosa 620 (92,5%) 50 (7,5%) 287 (85,7%) 46 (13,7%) 2 (0,6%)
(n=335) p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.

Kontrollgruppe
(n =968)

1782 (92,0%) 154 (8,0%) 821 (84,8%) 140 (14,5%)  0,7%)

Tab. 4.3: Allel- und Genotypfrequenzen Polymorphismus IVS6*»33m OCTN1-Gen in der

Studienpopulation. Die statistische Auswertunglgtéodurchy?®-Test mit Yates-Korrektur jeweils fiir

Patientengruppe vs. Kontrollgruppe. (*n.s. = nigighifikant)

Von den drei untersuchten Polymorphismen war degéenz der homozygoten A-Trager

(- AA") hier insgesamt am niedrigsten. Sowohl furndédomozygoten als auch fur die

heterozygoten Trager der Inversion konnten keingnifskanten Frequenzunterschiede

berechnet werden. Auch die Allelhaufigkeiten zeigienerhalb der untersuchten Kontroll-

und Patientengruppen bzw. zwischen den zwei Patignippen keine signifikanten
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Unterschiede. Eine direkte Assoziation des Polymierpus mit chronisch-entzindlichen

Darmerkrankungen konnte also nicht nachgewiesedemer

4.3  Genotyp-Phénotyp-Interaktionen der getesteten ddymorphismen bei Patienten
mit M. Crohn

Ein direkter kausaler Zusammenhang in Bezug auf orgbch-entzindliche
Darmerkrankungen konnte fir die hier untersuch@@TN-Varianten nicht festgestellt
werden.

Der heutige Kenntnisstand geht von einer multifaktien Genese der Erkrankungen aus.
Das Entstehen der Erkrankungen scheint in genetisdielasteten Individuen durch multiple
Umweltfaktoren beeinflusst zu werden (s. auch ID2s Zusammenspiel vieler Gene scheint
jedoch nicht nur auf die Atiologie sondern auch @erfi klinischen Verlauf, besonders des M.
Crohn, Einfluss zu nehmen. In der vorliegenden Arverden Patienten mit M. Crohn auf
eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation hin untersuchty eine mdgliche Auswirkung der
untersuchten Polymorphismen in d&CTN-Genen auf die klinische Prasentation der
Erkrankung zu beweisen.

Die klinischen Subgruppen bei M. Crohn Patientew & Tab. 4.4 dargestellt. Die klinischen

Daten wurden den Krankenakten der Patienten entrmomm
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| Patientengruppe ,M. Crohn*

‘ Patientenzahl 606
‘ Altersschnitt (Median) 36
Isolierter Dinndarmbefall 53 (N=414)
12,8%
Isolierter Dickdarmbefall 59 (N=414)
14,2%
Dinn- und Dickdarmbefall 302 (N=414)
72,9%
Fistel positiv 223 (N=412)
54,1%
Fistel negativ 189 (N=412)
45,8%
Stenose positiv 261 (N=413)
63,1%
Stenose negativ 152 (N=413)
36,8%
Inflammatorischer Subtyp 95 (N=411)
23,1%
Nicht-inflammatorischer Subtyp 316 (N=411)
76,8%
lleozbkalresektion positiv 136 (N=338)
40,2%
lleozbkalresektion negativ 202 (N=338)
59,7%

Tab. 4.4: Klinische Subgruppen der untersuchten PatientenMmi€rohn (Reprasentativ fir

OCTN1 C917T)

Zunéchst wurde ein moglicher Einfluss vdbCTN-Varianten auf das Befallsmuster
untersucht, indem die Patienten in drei Gruppegeteflt wurden (isolierter Diunndarmbefall,
isolierter Dickdarmbefall, und kombinierter DinmduDickdarmbefall). Hierbei zeigte sich

kein statistisch signifikanter Einfluss des Genstygller drei untersuchter Polymorphismen

auf das Befallsmuster.
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Gleiches qilt fur den inflammatorischen (keine ®wsn- und Fistelbildung) bzw.
fistulierenden und stenosierenden Subtyp des MaiCrBur keinen der drei hier untersuchten
Polymorphismen konnte eine signifikante Assoziatiergestellt werden.

Eine isolierte Unterscheidung zwischen Fistel pemsit und Fistel negativen Patienten war
ebenfalls vollkommen unabhéngig vom Genotyp der hestimmten Polymorphismen.

Im Gegensatz dazu scheinen homozygote Trager dévTc9ariante imOCTN1-Gen ein
erniedrigtes Risiko fur die Bildung von Stenosenhaben. Patienten ohne Stenosen waren
signifikant haufiger homozygote Trager des T-Allals Patienten mit Stenos¢p=0,023)
Die Frequenzunterschiede des Carrier-Status waeen,3ienose positiven* Patienten im
Vergleich zu ,Stenose negativen” Patienten niogmisikant (60,9% vs. 61,1%; p=1,000). Die
einzelnen Frequenzen des Genotyps samt p-Wextefiest mit Yates-Korrektur) sind der

Tabelle 4.5 zu entnehmen.

OCTN1 C917T
Gesamt
CC CT TT
Stenose positiv 102 (39,1%) 130 (49,8%) 29 (11,1%) 261
P=n.s.* p=n.s. P=0,023
Stenose negativ 59 (38,8%) 63 (41,4%) 30 (19,7%) 152

Tab. 4.5: Genotyp-Phéanotyp-Kreuztabelle {CTN1 C917T bei M. Crohn, bezogen auf Patienten mit
Stenose und ohne Stenose. Die p-Werte wurden sigfelfest mit Yates-Korrektur

ermittelt. (*n.s. = nicht signifikant)

Um den Verlauf der Erkrankung aus chirurgischerhSizu objektivieren, wurde der
genetische Einfluss der Polymorphismen in @iTN-Genen auf die Notwendigkeit einer
chirurgischen Intervention in Form einer lleozokakktion untersucht. Die homozygoten
Trager der Mutationen (C917T, C1721T, IVS6+5G>A)reen nicht signifikant haufiger
operiert.

Im Falle der heterozygoten Trager d®&CTN1 C917T-Mutation war dies anders. Die
Haufigkeit des T-Allels in der Gruppe der operiarteatienten war signifikant hoher als bei
den nicht operiertenp€0,040. Auch die Frequenz des T-Carrier-Genotyps hetgyater
sowie homozygoter Trager (CT und TT) war unter dparierten Patienten hoher (69,8% vs
55,5%;p=0,01] (s. Tabelle 4.6).
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Allelfrequenzen (C917T) Genotypfrequenzen (C917T)

C T CC CT TT
lleozdkalresektion positiv 157 (57,7%) 115 (42,3%)| 41 (30,1%) | 75 (55,1%) | 20 (14,7%)
(n=136) p=0,040 p=0,011 p=0,03 p=n.s.*

lleozdkalresektion negativ 266 (65,8%) 138 (34,2%) 90 (44,6% 86 (42,6%) 2 )
(n=202)

Tab. 4.6: Allel- und Genotypfrequenzen bei lleoz6kalresizarund nicht-resizierten Patienten mit M. Crohn
bezogen auf den Polymorphisn@E€TN1 C917T. (*n.s. = nicht signifikant)

Nach Stratifizierung der Patienten nach Alter bestéiagnose (<40 Jahre bzw. >40 Jahre)
gemal der Vienna Klassifikation konnte kein sidrafiter Einfluss deOCTN-Varianten auf
das Alter bei Ausbruch des M. Crohn beobachtet arerd

Wenn also auch keine direkte Assoziation der dreéensuchten Polymorphismen in den
OCTNL/2-Genen mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungense hergestellt werden
konnte, lasst sich doch ein modulierender Einfeisger dieser drei Polymorphisme2TN1
C917T) auf den klinischen Verlauf der Erkrankunghtiausschlie3en. Homozygote Trager
dieser Mutation haben im Verlauf ein signifikaniteeeres Auftreten von Stenosen. Die
ileozbkale Resektion ist bei heterozygoten Tragieser Mutation signifikant haufiger als
beim Wildtyp bzw. homozygoten Mutationstragern.

Da es sich jedoch nicht um statistisch hoch gigmite Unterschiede handelt, ist eher ein

niedriger Einflul? anzunehmen.

4.4 Interaktionen zwischen den hier untersuchten Mtationen in OCTN1/2 und
anderen, mit chronisch-entztindlichen Darmerkrankungen assoziierten

Genvarianten

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymanplein sind potentiell funktionell
relevante Mutationen in def©CTN-Genen. Eine direkte Assoziation mit chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen konnte fur keinenr dérei hier untersuchten
Polymorphismen hergestellt werden. Im Folgenden jsoloch eine mdgliche Interaktion
dieser Mutationen mit anderen beschriebenen &isibgrelevanten Genen untersucht

werden.
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Diese sind zum einen der von Peltekova und Mitéebdieschrieben®CTN-TC-Haplotyp
(OCTN1 C1672T,0CTN2 G207C), sowie die drei direkt mit dem M. Crohn a@igrten
Mutationen iImMNOD2/CARD15 Gen [C2104T (Arg702Trp), G2722C (Gly908Arg), 301
(Leul007fsinsC)]. Abschlieend wurde auf eine nubgli Abhangigkeit vomIBD5-

Risikohaplotyp (mittels dem ,haplotype-tagging” SiNRrker IGR2078a_1) hin untersucht.
Alle erwdhnten Genotypisierungen wurden bereitg¢ararbeiten geleistet.

4.4.1 Interaktion mit dem vorbekannten OCTN1 C1672T / OCTN2 G207C
Risikohaplotyp

Die in vorliegender Arbeit untersuchten Polymorpiesn derOCTN-Gene haben allesamt
potentiell relevante Auswirkungen auf die Funktdhaser Proteine. Dies wurde jedoch bisher
noch nicht in vitro nachgewiesen. Peltekova uncaibieiter konnten jedoch ein€@CTNL/2-
Risikohaplotyp bestimmen, der direkt mit M. Crohss@ziiert ist (Peltekova 2004). Beide
Varianten fuhrtenn vitro jedoch zu einer Funktionseinschrankung. Fur atks oh dieser
Arbeit untersuchten PolymorphismenOGTN1 C917T, OCTN2 C1721T, OCTN1
IVS6+5G>A) ergab sich jedoch keine signifikanteehaktion mit dem von Peltekova und
Mitarbeitern beschrieben€dCTN1/2 Risikohaplotyp (s. Tab. 4.7 und 4.8).
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Polymorphismus Genotyp OCTN1 C1627T
‘ ‘ Trager des T-Allels ‘ Wildtyp
cC 163 (p=n.s.*) ‘ 69
‘ CT ‘ 197 ‘ 77
OCTN1 C917T
‘ TT ‘ 56 (p=n.s.) ‘ 31
CcC 315 (p=n.s.) 133
OCTN2 C1721T ‘ cT ‘ 90 ‘ 38
TT 5 (p=n.s.) 3
GG 354 (p=n.s.) 146
‘ GA ‘ 41 ‘ 25
OCTNL1 IVS5+6G>A
AA 1 (p=n.s.) 0

Tab. 4.7: Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten Polyinismen bezogen auf den von Peltekova und
Mitarbeitern beschriebene@CTN1 C1672T Polymorphismus. Die statistische Auswerterfglgte durchy?
Test mit Yates-Korrektur jeweils fur Trager vom iR@allel vs. Wildtyp fir C1672T. (*n.s. = nicht sidikant)

Polymorphismus Genotyp OCTN2 G207C
‘ | Trager des C-Allels | Wildtyp
ccC 179 (p=n.s.®) | 53
‘ CT | 204 | 70
OCTN1 C917T
TT | 58 (p=n.s.) | 29
CC 303 (p=n.s.) 115
OCTN2 C1721T ‘ cT | 9% | 37
TT 6 (p=n.s.) 2
GG 376 (p=n.s.) 124
‘ GA | 43 | 23
OCTN1 IVS5+6G>A
AA 1 (p=n.s.) 0

Tab. 4.8: Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten Polphismen bezogen auf den von Peltekova und
Mitarbeitern beschrieben@®CTN2 G207C Polymorphismus. Die statistische Auswerteriglgte durchy®Test
mit Yates-Korrektur jeweils fur Trager vom Risiklglvs. Wildtyp fur G207C. (*n.s. = nicht signifiké)
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4.4.2 Interaktion mit dem |1BD5-Risikohaplotyp

Der von Rioux und Mitarbeitern beschriebdB®5-Bereich auf Chromosom 5 ist direkt mit
dem M. Crohn assoziiert und beinhaltet unter amdesach dieOCTN1 und OCTN2 Gene.
Ein ca. 250kb Lange messender Abschniti BD5-Bereich ist besonders stark mit dem M.
Crohn assoziiert und tragt mehrere reprasentativeelukleotidpolymorphismen. Um eine
Abhangigkeit der hier untersucht€dCTN-Polymorphismen vomBD5-Risikohaplotyp zu
bestimmen, wurde fir alle Patienten repradsentay Genotyp des haplotype-tagging
Polymorphismus IGR2078a_1 bestimmt. Trager dekadsisoziierten Allels ,A* haben ein
signifikant erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung dds Crohn.

Die Patienten wurden nach Alleltrdgern und nictdgern stratifiziert. Es ergab sich fiur
keinen der untersucht€dCTN-Polymorphismen eine signifikante Assoziation mind&D5-
Risikohaplotyp, bzw. dessen Marker IGR2078a_1 &b 4.9).

Polymorphismus Genotyp IBD5 IGR2078a_1
‘ ‘ Alleltrager | Wildtyp
cC 154 (p=n.s.*) | 68
‘ CT ‘ 191 | 76
OCTN1 C917T
‘ TT ‘ 51 (p=n.s.) | 34
CcC 302 (p=n.s.) 132
OCTN2 C1721T ‘ CT ‘ 84 | 20
TT 3 (p=n.s.) 4
GG 334 (p=n.s.) 150
‘ GA ‘ 40 | 24
OCTN1 IVS5+6G>A
AA 1 (p=n.s.) 0

Tab. 4.9: Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten Pohphismen bezogen auf deBD5 ,haplotype-
tagging“- Polymorphismus (IGR2078a_1). Die stadisie Auswertung erfolgte durckf-Test mit Yates-
Korrektur jeweils fur Trager vom Risikoallel vs. Wdtiyp fir IGR2078a_1. (*n.s. = nicht signifikant)
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4.4.3 Interaktion der untersuchtenOCTN-Polymorphismen mit NOD2/CARD15-

Mutationen bei M. Crohn Patienten

Alle Patienten aus der Gruppe ,M. Crohn* wurden&mkch auf eine mdgliche Korrelation
der untersuchtenOCTN-Mutationen mit dem NOD2/CARD15-Gen untersucht. Das
NOD2/CARD15-Gen war das erste, das direkt mit M. Crohn asstzierde. Die drei
Mutationen imNOD2/CARD15-Gen [C2104T (Arg702Trp), G2722C (Gly908Arg), 30Xin
(Leul007fsinsC)] sind jeweils unabhangig mit dem Gfohn assoziiert. Der Genotyp der
Patienten fur die drei Mutationen wurde bereit¥angangerarbeiten bestimmt.

Es wurden die Genotypen d€@CTN- und NOD2/CARD15-Gene der Studienpopulation
verglichen, um eine madgliche Interaktion nachzuesisHierfir wurde die Haufigkeit der
Polymorphismen in de®CTN-Genen in Abhangigkeit von Mutationen IROD2/CARD15-
Gen untersucht. Die folgenden drei Tabellen zedjenstatistische Auswertung. Bei keinem
der Polymorphismen konnte eine Assoziation mit reiter NOD2-Mutationen festgestellt

werden.

GenotypfrequenzenOCTN1 (C917T)
CcC CT TT
NOD2/CARD15 Wildtyp 143 171 55 (14,9%)
(n=369) (38,8%) (46,3%)
NOD2/CARD15 Mutiert 92 108 33 (14,2%)
(n=233) (39,5%) (46,4%) p=n.s.
p=n.s.* p=n.s.

Tab. 4.10: Verteilung der Genotypen fiur den C917T-Polymorphisnm OCTN1-Gen in Abh&ngigkeit vom
NOD2/CARD15 Status. Die M. Crohn Patienten wurden in Abhangigkom NOD2/CARD15-Genotyp in
NOD2/CARD15-Wildtyp Patienten (keindNOD2/CARD15-Mutation vorhanden) untiOD2/CARD15-Mutiert

(Patienten mit mindestens einem mutiertd®D2/CARD15-Allel) unterteilt. Die statistische Auswertung

erfolgte durchy®Test mit Yates-Korrektur.

(*n.s. = nicht signifikant)
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Genotypfrequenzen (C1721T)

CcC CT TT
NOD2/CARD15 Wildtyp 286 (78,4%) 75 (20,5%) 4 (1,1%
(n=365)
NOD2/CARD15 Mutiert 170 (74,6%) 53 (23,2%) | 5 (2,2%)
(n=228) P=n.s.* p=n.s. p=n.s.

Tab. 4.11: Verteilung der Genotypen fir den C1721T-Polymorphis imOCTN2-Gen in Abhéngigkeit vom
NOD2/CARD15 Status. Die M. Crohn Patienten wurden in AbhéngiigkomNOD2/CARD15-Genotyp in
NOD2/CARD15-Wildtyp Patienten (keinBlOD2/CARD15-Mutation vorhanden) unNOD2/CARD15-Mutiert
(Patienten mit mindestens einem mutieM&D2/CARD15-Allel) unterteilt. Die statistische Auswertung
erfolgte durchy®Test mit Yates-Korrektur.

(*n.s. = nicht signifikant)

Genotypfrequenzen (IVS6+5G>A)
GG GA AA
NOD2 Wildtyp 306 (86,2%) 49 (13,8%) 0 (0,0%)
(n=355)
NOD2 Mutiert 201 (91,0%) 19 (8,6%) 1 (0,5%)
(n=221) p=n.s.* p=n.s. p=n.s.

Tab. 4.12: Verteilung der Genotypen fiir den IVS6+5G<A-Polyntagmus imOCTN1-Gen in Abhéngigkeit
vom NOD2/CARD15 Status. Die M. Crohn Patienten wurden in AbhangigkomNOD2/CARD15-Genotyp in
NOD2/CARD15-Wildtyp Patienten (keinBlOD2/CARD15-Mutation vorhanden) undOD2/CARD15-Mutiert
(Patienten mit mindestens einem mutiefM&D2/CARD15-Allel) unterteilt. Die statistische Auswertung
erfolgte durchy®Test mit Yates-Korrektur.

(*n.s. = nicht signifikant)

Insgesamt waren 233 der 602 M. Crohn Patientervg@B8 Trager von mindestens einer der
drei bekannten Mutationen ilNOD2/CARD15-Gen. Davon waren 168 Patienten (27,9%)
einfach heterozygote Mutationstrager (sog. ,sirdgee Mutation”), 65 Patienten waren

Trager von Mutationen auf beiden Allelen (,doublesd Mutation“: homozygote Trager

61



einer der drei Mutationen oder compound-hetero®)govdhrend 369 Patienten (61,3%)
homozygote Trager des WildtypsNOD2/CARD15 waren.

Abhangig vom Genotyp der drei untersuch®®GTN-Polymorphismen konnte auch nach
Stratifizierung der Patienten nach “single-dose“wbz,double-dose* Mutationen im
NOD2/CARD15-Gen kein signifikanter =~ Zusammenhang zwischen deéDCTN-
Polymorphismen untlOD2/CARD15-Mutationen erkannt werden.
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5. Diskussion

5.1 Aufbau der Studie

5.1.1 Genetische Assoziationsstudien

Ziel der vorgestellten Arbeit war es, eine moglicAssoziation zwischen ausgewahlten
Einzelnukleotidpolymorphismen in atiologisch potelitrelevanten Genen und chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen festzustellen. Eieendeutige Zuordnung eines
krankheitsverursachenden Gens ist bei multifakterieErkrankungen wie im Falle des M.
Crohn bzw. der Colitis ulcerosa erschwert. Das HAusanspiel mehrerer aulierer
Einflussfaktoren mit einer genetischen Pradispasitin der Entstehung der Erkrankung
erschwert eine eindeutig urséachliche genetischediumg.

Die Fall-Kontroll-Assoziationsstudie, um die eshslmei der hier vorgestellten Arbeit handelt
stellt einen Ansatz fur die Identifizierung krankbeelevanter Gene bei multifaktoriellen
Erkrankungen. Fall-Kontroll-Assoziationsstudien  gleichen  die  Allel- und
Genotypenfrequenzen bestimmter genetischer Vananteiner Patientengruppe mit denen
einer gesunden Kontrollgruppe. Nach entsprechestigistischer Auswertung kann so ein
signifikant haufigeres Auftreten der Einzelnukleptolymorphismen in einer Patientengruppe
festgestellt werden, was eine mdgliche &tiologisRiole des untersuchten Gens nahe legt
(Podolsky 2002, Bonen 2003).

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP = single nudb®tpolymorphism) machen einen
groBen Teil der genetischen Variabilitdt der mehgobn DNA aus. Bei
Einzelnukleotidpolymorphismen unterscheiden sichkiBtidpositionen durch einzelne
Basen. In aller Regel sind sie bi-allelisch, d$1.gét zwei mogliche Allele. Die Haufigkeit
von Polymorphismen unterscheidet sich in Abhangigken Genabschnitt und ethnischer
Zugehdrigkeit, wobei definitionsgemal die Frequdrg seltenen Allels mindestens 1% in
der entsprechenden Bevdlkerung ausmacht. Auch vecim die Dichte der einzelnen
Polymorphismen stark unterscheidet, ist die weleverequenz konstant mit ca. 1 SNP pro
200-600 Basenpaaren (Tsalenko 2003).

Die Auswirkungen von SNPs richten sich besondech i@ren Lokalisation, die entweder im
kodierenden oder im nicht-kodierenden Abschnitt eeinGens sein kann. Fur die
Untersuchung in Assoziationsstudien eignen sichsSiNRler Promotorregion eines Proteins
(auch wenn dies ein nicht-kodierender Abschnitt d&sns ist), aber auch SNPs im
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kodierenden Abschnitt eines Gens. Letztere kbnneohdVeranderungen der Basensequenz
die Struktur und Funktion des resultierenden Pngtbeeinflussen (Chakravarti 2001). Haufig
kénnen aufgrund von regionalen Kopplungsungleichgeten einzelne SNPs reprasentativ
fir einen ganzen Genabschnitt selektiert werdeg, gwaplotype-tagging SNPs* (Saccone
2006).

Genetische Assoziationsstudien bieten einen syswghan Ansatz, um den Einfluss
einzelner genetischer Variationen auf die Entstgheimer Krankheit zu untersuchen. Ein
gehdoriger Nachteil dieser Studien ist jedoch diafigamangelnde Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse. Deshalb sollten einzelne, von anderelt mestatigte Ergebnisse in diesen
Studien stets kritisch betrachtet werden (Hirschif02).

Die Ursache der mangelnden Reproduzierbarkeit idt \aele verschiedene Faktoren
zuruckzufihren. Zum einen spielt die ethnische Ausansetzung der Studienpopulation eine
gro3e Rolle. Die Allel-Heterogenitat zwischen vlisdenen ethnischen Gruppen bewirkt
nicht nur eine variierende Haufigkeit bestimmter FSNabhangig von der Herkunft des
Probanden. Auch koénnen verschiedene Mutationera@h rHerkunft eine unterschiedliche
Auswirkung haben, da sie durch z.B. regional veestdne Umweltfaktoren anderweitig
beeinflusst werden. Ein zusatzlicher Faktor ist dagpplungsungleichgewicht. Hierbei
werden nicht Assoziationen fir die eigentliche lkdedMutation hergestellt, sondern lediglich
fur Mutationen in deren Nachbarschaft, die jedoekogpelt vererbt werden. Falsch-positive
Ergebnisse entstehen auch, wenn zu geringe Falzabkesonders bei der Kontrollgruppe
verwendet werden (Schreiber 2002, Colhoun 2003wadiler 2003).

Entsprechend grof3 sollte dementsprechend die $pajpelation gewahlt werden, zum einen,
um schwache Assoziationen erkennen zu konnen, nutaren im Falle von sehr seltenen
Allelen (Lohmueller 2003). Besonders die Kontroppitation sollte in etwa doppelt so grof3
sein wie die Patientengruppen. Auch die Verteiluagf Untergruppen sollte nach
einheitlichen Kriterien geschehen und die genet@is€gpisierung mit gleichen Verfahren
erfolgen (Ubersicht in Colhoun 2003).

Die in der Kontrollbevdlkerung beobachteten Genfsgguenzen missen, entsprechend dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, mit den erwartetenufitikeiten verglichen werden und
Ubereinstimmen (Mathew 2004).

Wenn es um die Reproduzierbarkeit einzelner Studgaht, muss auf &hnliche
Zusammensetzung der Studienpopulation bzgl. Angadschlechterverhaltnis und ethnischer

Herkunft in der Folgestudie geachtet werden.
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Die in der vorliegenden Assoziationsstudie untentert GeneJCL22A4, SCL22A5) liegen in
der IBD5-Region auf Chromosom 5 (s. auch 1.3.3), und wuéneine Assoziation mit
chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen hin untds Sie kodieren fur die organischen
transmembrantdsen Kationentranspor@CTN1 und OCTN2. Diese Uberwiegend in den
Nieren vorkommenden Proteine steuern insbesondere Transport von Carnitin in
menschliche Zellen. Bisher konnte ein TC-Risikob&g zweier SNPs in deBCTN-Genen
mit M. Crohn assoziiert werden (Peltekova 2004).

Weitere in diesen Genen befindliche SNPs wurdenFoigejahr beschrieben und sind
maoglicherweise funktionell relevant (Urban 2005yeDdieser SNPs kommen auch bei der
kaukasischen Bevolkerung vor und wurden in diesbei untersucht. Einer dieser SNPs, der
C917T (T306l), fuhrt als kodierender SNP i®@CTN1-Gen zu einer Veranderung der
Aminosauresequenz. Ein weiterer (C1721) befindeh sh der 3’-Region des nicht-
translatierten Abschnittes d€CTN2-Gens auf denmiBD5-Risikohaplotyp. Der untersuchte
Inversionspolymorphismus IVS6+5G>A bewirkt eine &hbrechung eines interagierenden
Splicecodes inOCTN1-Gen (Urban 2005).

Die gesamte Studienpopulation war kaukasischer gtk Anhand Klinischer,
endoskopischer, radiologischer und histologischeteKen konnte fiir die Patientengruppen
jeweils eindeutig die Diagnose eines M. Crohn adieer Colitis ulcerosa gestellt werden.

Alle drei Polymorphismen standen in einem Hardy-Wderg-Gleichgewicht, was
systematische Fehler bei der Wahl der Studienptpolaund der Typisierung

unwahrscheinlich macht.

5.1.2 Genetische Typisierung

Die in vorliegender Arbeit untersuchten Polymorpies wurden mittels Restriktions-
Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) — Analyseotgrisiert. Hierbei wird zunachst
anhand der Polymerasekettenreaktion (PCR) eingfisgbe DNA-Sequenz amplifiziert und
anschlieBend  durch  Restriktionsendonukleasen  g#tsshn Die  verwendeten
Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische hlitse der DNA, die moglichst den
gesuchten Polymorphismus beinhalten. Liegt die mrkagssequenz vor, wie im Falle des
Wildtyps, wird das PCR-Produkt geschnitten. Im &alér Mutation entfallt es.

Dieses Verfahren zur Genotypisierung ist geneedir zuverlassig, da sowohl die benutzten
Primer als auch Endonukleasen definierte DNA-Abgtdrsehr spezifisch erkennen. Des

weiteren wurde fur alle untersuchten Polymorphisieeer der jeweils méglichen Genotypen
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stichprobenartig mittels Sequenzierung bestétighlét bei der Genotypisierung sind somit
nicht anzunehmen.

Hinzu kommt, dass die beobachteten Allelfrequennevorliegender Arbeit mit denen von
Urban wund Mitarbeitern (Urban 2005) beobachtetenlel#&quenzen weitgehend

Ubereinstimmten (s. auch 5.2.1).

5.2  Genetische Bewertung der Ergebnisse

5.2.1 Vergleich der beobachteten Allelfrequenzen mit deme in anderen Studien

ermittelten Frequenzen

Fur die Validitat der Ergebnisse einer genetischssoziationsstudie ist die korrekte Wahl
einer Studienpopulation wichtig. Besonders wichitigrfur ist das Vorliegen eines Hardy-
Weinberg-Gleichgewichtes, wie es in der vorliegendebeit der Fall war. Ein weiterer
Anhaltspunkt fir die Reprasentativitat der Ergebmisst ebenfalls die Vergleichbarkeit der
beobachteten Allelfrequenzen mit denen von andeardien. Die Studienbevélkerung
anderer Studien sollte jedoch eine weitgehend isige ethnische Zusammensetzung haben.
Die in vorliegender Studie untersuchten Polymonpleis in denOCTN-Genen wurden
erstmals von Urban und Mitarbeitern (Urban 2005scheieben. Hierbei zeigten sich
verschiedene Allelfrequenzen fir die Mutationenhéaiygig von der Abstammung der
Individuen. Die beobachteten Allelfrequenzen inliegender Arbeit stimmten mit denen von

Urban und Mitarbeitern beobachteten Allelfrequenzerigehend tberein (s. Tab. 5.1).

Untersuchter Allelfrequenz der Mutation in der Allelfrequenzen aus Herkunft der
Polymorphismus eigenen Kontrollgruppe in % Urban (2005) in % Individuen
(n=991) n=80
OCTN1 C917T ‘ 38,4 ‘ 33,8 ‘ EA*
OCTN2 C1721T ‘ 8 ‘ 9,4 ‘ EA*
OCTNL1 IVS6+5G>A ‘ 8 ‘ 5,6 ‘ EA*
Tab. 5.1: Vergleich der Allelfrequenzen der untersuchten Rwigphismen mit den Daten von Urban und

Mitarbeitern (Urban 2005); *EA="European American®.

Alle Individuen der eigenen Kontrollpopulation kama&us dem siddeutschen Raum und sind

somit am ehesten mit der ,European-American* Pdpmravon Urban und Mitarbeitern
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vergleichbar (s. Tab. 5.1). Die leicht voneinanaleweichenden Frequenzen (bis zu 4,6% fur
OCTN1 C917T) werden allerdings durch den geringen Umf@ergursprunglichen Studie im
Vergleich zu unserer Kontrollpopulation relativiém=991 vs. n=80).

Andere Vergleichspopulationen sind fur die hieremstichten Polymorphismen bisher noch

nicht in der Literatur erhéltlich.

5.2.2 Frequenz der untersuchten Polymorphismen bei M. Crbn und Colitis ulcerosa
und maogliche Interaktionen mit dem vorbekanntenOCTN1 C1672T /OCTN2
G207C Risikohaplotyp

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Polypmismen deOCTN1/2-Gene konnten in
keinem der Félle mit einer chronisch-entziindlicBEwmerkrankung assoziiert werden. Der
Vergleich der Allel- und Genotypfrequenzen konngsvgils keine statistisch signifikante
Assoziation feststellen. Somit scheinen die hietersuchten Polymorphismen keinen
Einfluss auf die Entstehung chronisch-entzindlicbarmerkrankungen zu haben. Ebenso
konnte kein Zusammenhang zwischen den hier untetesicMutationen und dem von
Peltekova (Peltekova 2004) beschriebenen TC-Risigloityp (C1672TOCTN1, G207C
OCTN2) hergestellt werden.

Peltekova und Mitarbeiter haben zwei Polymorphisrden OCTN-Gene beschrieben, die
sowohl einzeln als auch als Diplotyp direkt mit d&fn Crohn assoziiert waren (Peltekova
2004). Zusatzlich konnten die Autoren zeigen, dassch die erkannten Mutationen die
Funktion der Proteine in vitro beeintrachtigt war guch 1.3.3.1). Diese Erkenntnisse liel3en
die Autoren auf eine tragende Rolle der Polymonpleis in derOCTN-Genen schliel3en. Die
Assoziation wurde in zahlreichen Folgestudien higgtéCucchiara 2007, Newman 2005). In
einer spanischen Studienpopulation konnten dieetien Mutationen selber nicht mit M.
Crohn assoziiert werden, der TC-Haplotyp kam jedgeh&uft bei dieser Erkrankung vor
(Martinez 2006). Ahnlich war es in einer neuseeiétiien Studie, in der lediglich fir den
C1672T Polymorphismus eine statistisch signifikadtgrelation zu M. Crohn hergestellt
werden konnte, jedoch nicht fir die G207C Mutatider TC-Haplotyp an sich war jedoch in
der M. Crohn Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppgeder signifikant gehauft (Leung
2006).

Trotz gleichen ethnischen Hintergrundes wie in despringlichen Arbeit von Peltekova,
konnten manche Arbeitsgruppen eine unabhangige zftgm des TC-Haplotyp mit M.
Crohn in ihren Studien nicht feststellen (Noble 206isher 2006, Cucchiara 2007). Eine
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Korrelation des TC-Haplotyp mit M. Crohn war im FEakiner ungarischen Studie nicht
nachweisbar (Bene 2007). Eine japanische Studientkorden TC-Haplotyp in ihrer
Studienpopulation gar nicht erst nachweisen (Yakia2@04). Eine grol3e belgischen Studie
(769 M. Crohn Patienten vs. 1051 Kontrollen) stekeine ursachliche Rolle fir den TC-
Haplotyp fest. Allerdings hatte der TC-Haplotyp Mirkungen auf die phanotypische
Prasentation der Erkrankung (Vermeire 2005).

Uberraschend waren jedoch die Ergebnisse einégritsthen Studie, bei der zusatzlich zur
Assoziation mit M. Crohn der TC-Risikohaplotyp ditemit padiatrischen Colitis ulcerosa
Patienten in Verbindung gebracht werden konnte ¢@iaca 2007). Ahnliches wurde in einer
anderen italienischen Studie bestatigt (Palmie@520Waller und Mitarbeiter konnnten eine
vom NOD2/CARD15- und IBD5-Status unabhé&ngige Assoziation des TC-Haplotyp mit
Colitis ulcerosa zeigen (Waller 2005). In einerf3gn britischen Studie konnte ebenfalls unter
padiatrischen Patienten der homozygote TC-Haplobg Colitis ulcerosa Patienten
signifikant gehauft (p=0,02) beobachtet werden geli2006). Diese Beobachtung konnte in
einem ungarischen Kollektiv nicht bestatigt werd&lagyari 2007).

All diese Ergebnisse stehen zum Teil im Widerspraakinander. Eine kausale Rolle der
OCTN-Gene kann durch sie weder ausgeschlossen nochdaewierden. Der Uberwiegende
Teil der Studien allerdings kann eine Assoziatiaghdam TC-Haplotyp jedoch in irgendeiner
Weise nachweisen — entweder direkt assoziiert éhinader als diplotyp) oder beispielsweise
abhangig vomBD5-Risikohaplotyp.

Eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnidginnte in den unterschiedlichen
Zusammensetzungen der Studienpopulationen in Bemufg Herkunft und Anzahl der
untersuchten Individuen liegen. Es ist bereits hakadass beispielsweise die Rolle des
IBD5-Risikohaplotyp in der asiatischen Bevolkerung e@ier untergeordnete Rolle spielt
(Tosa 2006, Yamazaki 2004). Dies gilt wie oben besben auch fur di@CTN-Gene.
Insgesamt ist unklar, ob die zw@CTN Polymorphismen die kausale Variante im Bereich des
IBD5-Locus darstellen.

Um die kausale Rolle d€&CTN-Gene weiter zu untersuchen, stehen noch viele &digéen
aus. Interessant ware eine Assoziation von weitBmymorphismen in diesen Genen mit M.
Crohn insbesondere in Bevolkerungsgruppen mit amlathnischen Hintergrund als den der
bisher Uberwiegend untersuchten Kaukasier (Urba@5R0Es sind bereits mehrere
Mutationen mit hohen Frequenzen in der asiatisalmah schwarzen Bevolkerung bekannt,
mitunter zwei der hier untersuchten Polymorphisni@817T, IVS6+5G>A) (Ubersicht in
Urban 2005). Kénnte in diesen beiden Bevolkerungsgen eine Assoziation d€)CTN-
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Gene mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungergéstellt werden, wirde dies die
Hypothese einer kausalen Rolle d@€CTN-Gene starken. Denkbar waren beispielsweise
ethnische Unterschiede bezlglich der MutationerbeDavaren zwar fur alle M. Crohn
Patienten dieser Welt ursachliclCTN-Mutationen nachweisbar, jedoch in Abhangigkeit
von der Abstammung des Patienten.

Welche einzelne Mutation bzw. welche Kombinatiom Wduationen in den Genen dd&2D5-
Locus letztendlich fur die Assoziation verantwattliist, muss noch untersucht werden.
Erschwert wird diese Forschung durch das starkepKiogsungleichgewicht des betreffenden
Genabschnitts.

Neben genetischen Assoziationsstudien mussen #okdanf molekularbiologischer Ebene
die funktionellen Auswirkungen der Mutationen ustetht werden. Bisher konnte zwar fur
den von Peltekova entdeckten TC-Haplotyp eine Ran&inderung de©OCTN-Proteine
nachgewiesen werden, jedoch ist noch vollig unkiae, genau sich dieser Funktionsverlust
maoglicherweise auf die Entstehung des M. Crohn aliswVermutet wird, dass unter
Carnitinmangel metabolische Stresszustande zu gestdrten beta-Oxidation der Fettsduren
fuhren konnten, mit der Folge einer fehlerhafterizindungsreaktion im Darm (Peltekova
2004).

Aufgrund dieser Uberlegungen wurde in vorliegende&tbeit versucht, drei weitere
Mutationen delOCTN-Gene mit kaukasischen M. Crohn Patienten in Vedogdzu bringen.
Vorher wurde bereits in einer Arbeit aus der eigef®rschungsgruppe fir die gleiche
Studienpopulation die Assoziation des TC-Haplotgptatigt (Torok 2005).

Da sich jedoch in der hier vorgestellten Studien&eiAssoziation der untersuchten
Polymorphismen mit M. Crohn zeigte, kann die Vemmmgt einer kausalen Rolle in
vorliegender Studie nicht bestétigt oder gar edtdverden.

Von einer ausreichenden Validitat ist in vorliegendirbeit auszugehen, was das Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht, die Studiengrof3e, die Ggnmeterungsmethode und die statistische
Auswertung betrifft. Jedoch sollten wie unter 5.1etlautert Ergebnisse der hier
durchgefuhrten Assoziationsstudie in mindestensereiweiteren vergleichbaren Arbeit

bestétigt werden, bevor endgultige Schliisse gezagetien konnen.
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5.2.3 Madgliche Interaktion der untersuchten Polymophismen mit dem IBD5-

Risikohaplotyp

Rioux und Mitarbeiter konnten im Jahre 2000 eineri &hromosom 5q31 gelegenen
Abschnitt — den sogBD5-Locus — direkt mit M. Crohn assoziieren (s. auch3). Dieser
Abschnitt beinhaltet auch Gene, welche fir mehreterleukine kodieren, die in der
Immunphysiologie des Organismus eine wichtige Rdjg@elen (Rioux 2000). Nach
genetischer Feinkartierung konnte diese Region @hfomosom 5 auf einen 250kB
messenden Abschnitt eingegrenzt werden, welcher ldaplotypblocken mit wenig
genetischer Variabilitat besteht. Hier wurde eirsikihaplotyp definiert, welcher mit M.
Crohn assoziiert ist. Ferner konnten auf diesenchist 11 spezifische ,haplotype-tagging”
Polymorphismen identifiziert werden (Rioux 2001, yp2001). Die Identifizierung der
kausalen Variante, welche fur die Assoziation mit Gfohn verantwortlich ist, war bisher
aufgrund des starken Kopplungsungleichgewichtest mdglich.

Die in vorliegender Arbeit untersucht€®CTN-Polymorphismen wurden auf eine mdgliche
Interaktion mit deniBD5-Risikohaplotyp untersucht. Als reprasentativerploéype-tagging
SNP* desIBD5-Locus wurde der IGR2078a_1-Marker verwendet. Jéadisiduum in der
Studienpopulation wurde auch hierfir bereits in gémgerarbeiten genotypisiert. Dieser
IGR2078a_1- SNP fluhrt zu einer BasensubstitutiorAGpedoch ohne bisher bekannte
funktionelle Auswirkungen.

Fur keinen der drei hier untersuchten Polymorphiskannte eine Interaktion mit delBD5-
Risikohaplotyp festgestellt werden.

Die Mutation OCTN1 C917T war deutlich unabhangig volBD5-Haplotyp (p=0,949 fur
homo- und heterozygote Alleltrager bzw. p=0,070Hidmozygote Trager). Ahnlich verhielt
es sich fur den SNBCTN2 C1721T (p=0,562 fur homo- und heterozygote Alégjar bzw.
p=0,279 fur homozygote Trager). Beim IVS6+5G>A SM&r ebenfalls keine Assoziation zu
beobachten (p=0,41 fur Alleltrager generell bzwl 88 fir homozygote Mutanten).
Peltekova und Mitarbeiter hatten in ihrer kanadesch Studie erstmalsOCTN-
Polymorphismen mit M. Crohn in Verbindung gebradht Abwesenheit des IGR2078a_1-
SNP (BD5) war die Frequenz deSCTN1/2-TC-Risikohaplotyp immer noch 53% bei M.
Crohn Patienten vs. 23% bei den Kontrollen. Allegdi war in Anwesenheit mindestens einer
der drei Mutationen ifNOD2/CARD15-Gen die Assoziation des TC-Haplotyp mit M. Crohn
besonders stark (Peltekova 2004). Die wirkliche hhdengigkeit des TC-Haplotyp vom

IBD5-Locus ist jedoch umstritten. Der von Peltekova Withrbeitern verwendete Marker
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IGR2078a_1 befindet sich auf dem Haplotyp-Block¥dGegensatz zu déDCTN-Genen, die
sich auf dem Haplotypblock 7 befinden. Sinnvolléireves gewesen, einen Marker im Block
7 zu verwenden, um dem Kopplungsungleichgewicht Begion gerecht zu werden
(Reinhard 2006, Limbergen 2007). Es wurde auchontiagender Arbeit als reprasentativer
IBD5-Marker der ht-SNP IGR2078a_1 benutzt. Die unteesiilihen verwendetefBD5-
Marker der Folgestudien konnten also die abweichen@8eobachtungen bzglBD5-
Abhangigkeit erklaren.

Der IBD5-Locus konnte bereits in der urspriinglichen Arbeih Rioux und Mitarbeitern mit
einem frihen Krankheitsbeginn des M. Crohn in Melbing gebracht werden (Rioux 2001).
Bestatigt wurde diese Annahme von mehreren Foldestu(Arumuzzi 2003, Giallourakis
2003, McGovern 2003, Mirza 2003, Negoro 2003, lrettid006). Nach Vero6ffentlichung des
OCTNL/2-TC-Haplotyp durch Peltekova und Mitarbeiter wundestarkt auf eine mogliche
Unabhangigkeit vom IBD5-Haplotyp geachtet. In Folgearbeiten konnte eine J&m5-
Haplotyp unabhangige Assoziation nicht bestatigrdee (Noble 2005, Russel 2006,
Cucchiara 2007), bzw. sie beschrieben eine niedrigerequenz des TC-Haplotyp in
Abwesenheit vonlIBD5-Risikoallelen (Térok 2005). Andere Studien besdieie eine
zusatzliche Verstarkung d€CTN-Assoziation in Anwesenheit einéBD5-Risikohaplotyp
(Palmieri 2006).

Eine weitaus starkere Assoziation vdBD5-Marker mit M. Crohn im Vergleich zu den
OCTN-Polymorphismen wurde von Silverberg und Mitarbeitdreobachtet. Dies galt
besonders in der nicht-jiadischen Population. IsetliéStudie waren besonders die haplotype-
tagging SNPs IGR2096a_1, IGR2198a 1 und der vonelkela beschrieben©CTNL
C1672T mit M. Crohn assoziiert. Unter der Annahuhess jeweils einer dieser SNPs allein
kausal fur M. Crohn sei, ergab die statistischeetdnichung keine weitere Assoziation der
anderen untersuchten SNPs (IGR2230a_1, IGR3178aCIN2 G207C) mit M. Crohn.
Somit konnten sie drei SNPs bestimmen, die jewallsne kausal fur den M. Crohn sein
konnten. Dies gilt besonders fur IGR2096a_1 (Skleey 2007).

Bezogen auf die Colitis ulcerosa konnten Gialloigakknd Mitarbeiter eine mdgliche
Assoziation de$BD5-Locus mit Colitis ulcerosa feststellen, besondaré&\nwesenheit von
NOD2/CARD15-Mutationen (Giallourakis 2003). Diese Assoziatiamt Colitis ulcerosa
wurde allerdings in folgenden Studien nicht begtaArmuzzi 2003, Negoro 2003, Waller
2005). McGovern und Mitarbeiter konnten jedoch didsrgebnisse reproduzieren und
verstarkten damit wiederum die Annahme, dass eioeustocus Interaktion von
NOD2/CARD15 undIBD5 bei Colitis ulcerosa maglich ist (McGovern 2003).
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Sowohl die genaue kausale VeranderundgBm5-Locus als auch die Rolle die diese bei der
Entstehung des M. Crohn spielt, ist noch unklam émer festen Assoziation mit M. Crohn
ist durch die zahlreichen bestatigenden Studierzumehen. Eine Assoziation der hier
untersuchten Polymorphismen in d&®CTN-Genen konnte weder in Anwesenheit noch in
Abwesenheit de$BD5-Risikohaplotyp bei M. Crohn beobachtet werden. &henStudien
beschrieben aber eine verstarkende Interaktiovae$eltekova beschriebenen TC-Haplotyp
mit gleichzeitig vorhandeneNOD2/CARD15-Mutationen. Insgesamt scheint also alles auf
ein Zusammenspiel d&CTN-Gene bzw. deBIOD2/CARD15-Gens und BD5 untereinander
zu deuten. Die neuesten Erkenntnisse Uber besorslark mit M. Crohn assoziierte
Mutationen (Silverberg 2007) grenzt die moglicherusalen Mutationen in ihrem Umfang
ein, lasst jedoch immer noch keine genauen Aussagen

5.2.4 Madgliche Interaktion zwischen den untersuchten Polgorphismen und
Mutationen im NOD2/CARD15-Gen bei M. Crohn

Hugot und Mitarbeiter entdeckten 1996 als erste éopplungsregion fur M. Crohn auf
Chromosom 16 (sogBD1). In dem darin liegendeNOD2/CARD15-Gen konnten spéter drei
Mutationen (Arg702Trp, Gly908Arg und Leul007fsindg&schrieben werden, welche mit M.
Crohn stark assoziiert sind (Hugot 2001, Ogura 20Da es sich bei chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen um multifaktorielle, polygenetsdtrkrankungen handelt, erklaren diese
drei Mutationen alleine nicht die gesamte genetisshszeptibilitat.

In Bezug auf dieNOD2/CARD15-Mutationen wurden alle M. Crohn Patienten auf das
Vorhandensein einer der dr&lOD2/CARD15-Hauptmuationen Uberhaupt, bzw. auf sog.
,double-dose“-Mutationen hin stratifiziert. ,Doubtkbse”-Trager sind homozygote Tréger
einer der drei Mutationen, bzw. compound-heteroyghs konnten fir M. Crohn Patienten
keine signifikanten Interaktionen mit den hier ustehten OCTN-Polymorphismen
festgestellt werden.

Die bekannten NOD2/CARD15-Mutationen scheinen hier also unabhéngig von den
untersuchterOCTN-Polymorphismen zu wirken. Interessanterweise kanmteltekova und
Mitarbeiter fur den von lhnen beschriebe@@TN-TC-Risikohaplotyp eine besonders starke
Assoziation mit M. Crohn in Anwesenheit vaNOD2/CARD15-Mutationen feststellen
(Peltekova 2004, Newman 2005, Toérok 2005), die gadmm Folgestudien nicht immer
bestétigt werden konnte (Cucchiara 2007, KarbarvR08uch scheint eine Interaktion des
IBD5-Risikohaplotyp mitNOD2/CARD15-Mutationen bisher nicht genigend bewiesen zu
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sein (Giallourakis 2003, Latiano 2006). Ausnahmerfiir ist eine Studie von Mirza und
Mitarbeitern, die zeigen konnten, dass in ihrerd&mpopulation detBD5-Risikohaplotyp
bei M. Crohn Patienten gehauft bei gleichzeitigeorhandensein von mindestens einer der
NOD2/CARD15-Mutationen vorkam (Mirza 2003).

Weiterhin konnten McGovern und Mitarbeiter spezféh den Arg702Trp Polymorphismus
im NOD2/CARD15-Gen eine Assoziation mit Colitis ulcerosa zeigergnw auch in
Anwesenheit delBD5-Risikohaplotyp (McGovern 2003).

Somit kann man davon ausgehen, dass zumindestiatiauhtersuchten Polymorphismen,
anders als im Falle des von Peltekova und MitaebeitbeschriebenerOCTN-TC-
Risikohaplotyp, in keinem Zusammenhang mit vorhaedeNOD2/CARD15-Mutationen

stehen.

5.3 Genotyp-Phanotyp-Assoziationen

Der erste bekannte genetische Risikofaktor bei Moh@ war das Vorhandensein von
NOD2/CARD15-Mutationen. Bereits frihe Studien konnten dieseddohen besonders mit
einem ilealen Befall in Verbindung bringen (Ahma@d02, Cuthbert 2002, Lessage 2002),
bzw. mit einem frilhen Krankheitsbeginn (Bonen 2003)

Auch im Falle dedBD5-Locus wurden genotyp-phanotyp-Studien betriebeneiBe kurz
nach dem Bekanntwerden d&D5-Locus konnte fur Trager des Risikohaplotyps eiériér
Ausbruch der Erkrankung beobachtet werden (Riou@02Mirza 2003). Eine folgende
britische Studie brachte diesen Locus besonderspenianalem Befall bei M. Crohn in
Verbindung (Armuzzi 2003). Eine weitere britischiidBe konnte belBD5-Tragern einen
schwereren Verlauf der Erkrankung beziglich Stemostung, Operationsrate und
transmuralen Befalls feststellen (Noble 2005). Ein&3e deutsche Studie zeigte, didd35-
Trager ein stark erhdhtes Risiko fur einen ilealad gleichzeitig nicht-ilealen Befall haben —
also einen erweiterteten Befall. Auch wurden Hslélingen und Stenosenbildung bBD5-
Tragern gehéauft nachgewiesen (Brescianini 2006s®Erkenntnis konnte von Latiano und
Mitarbeitern erweitert werden: die Autoren stellteai IBD5-Tragern bei Colitis ulcerosa
einen schwerwiegenderen Befall der Erkrankung(testiano 2006).

Speziell der bekannt©CTN-TC-Haplotyp war bei schwerer verlaufenden Erkramgam
gehauft zu sehen. Dies wurde zusatzlich mit eirexingeren Korpergrof3e, Gewicht und
Body-Mass-Index (BMI) zum Zeitpunkt der Diagnosesamiert (Russell 2006). Vermeire

und Mitarbeiter konnten in der Flamischen Bevolkerdiir dieOCTN-Varianten zwar keine
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unabhangige Assoziation mit M. Crohn oder Colitisetosa an sich feststellen, jedoch
bestand ein Zusammenhang mit perianalem und traasenu Befall der Erkrankung
(Vermeire 2005). Cucchiara und Mitarbeiter konntlem TC-Haplotyp mit einem starkeren
transmuralen Befall assoziieren (Cucchiara 200@hrend eine weitere Studie fir den TC-
Haplotyp, allerdings in Abhangigkeit dSOD2/CARD15-Mutationen, ein erhdhtes Risiko fur
ilealen Befall errechnete (Newman 2005). Klinischtdtes Risiko flr operative Intervention,
Stenosen- und Fistelbildung, transmuralen Befal parianale Fisteln wurde fir den TC-
Haplotyp in weiteren Studien festgestellt (NobleO20 Palmieri 2006). Unsere eigene
Arbeitsgruppe konnte eine starke Assoziation desH&@lotyp mit einer Kolonbeteiligung
beim M. Crohn zeigen. Fur Trager des TC-Haplotyprite jedoch keine erhdhte Inzidenz
von Fisteln, Stenosen oder eine erhdhte Frequenzoperativen Interventionen gezeigt
werden (T6rok 2005).

Fur die in vorliegender Arbeit untersuchten Polypasmen konnten homozygote Tréager der
C917T-Mutation imOCTN1-Gen nicht mit Stenosenbildung assoziiert werdextiieRten mit
Stenosen waren signifikant seltener homozygote éfrétes T-Allels als Patienten ohne
Stenosen (p=0,023) Heterozygote Alleltrager hatten kein erhodhtes ikRis fur
Stenosebildungen.

Der Einfluss der OCTN-Gene auf die operative Intervention ergab ebenfaléie
Erkenntnisse. Fiur de@CTN1 C917T-Polymorphismus waren die T-Alleltrager im Gguppe
der operierten Patienten signifikant haufigpe@,040. Auch die Frequenz des T-Carrier-
Genotyps war unter den operierten Patienten h€,01] (s. auch 4.3).

So scheinen die drei untersuchten PolymorphismetiemOCTN1/2-Genen mit chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen an sich nicht diesdoziiert zu sein, kénnen allerdings
eventuell das Erscheinungsbild der Erkrankung Ilessen. Wichtig ist, dass diese
Beobachtungen hier vollkommen unabhangig viBD5- und NOD2/CARD15-Status der
Patienten waren. Die hier untersuchten Mutationgheisen also (zumindest zum Teil im
Einklang mit dem TC-Haplotyp) Einfluss auf den Pbigp und Verlauf des M. Crohn zu
nehmen. Auf welcher molekularen Ebene jenes geshiruss jedoch noch in weiteren

Studien geklart werden.

5.4 Funktionelle Bewertung der Ergebnisse

Die Ursache chronisch-entzindlicher Darmerkrankongg nach wie vor weitgehend

unbekannt. Gesichert scheint eine Kombination ausnetischen Faktoren und
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Umwelteinflissen zu sein. Aus funktioneller Siclankte bisher nur eine gestdrte Toleranz
bzw. eine gestorte Immunantwort des mukosalen Insygtems des Darmes auf bakterielle
Antigene nachgewiesen werden. Aus genetischer Spibten hier dablOD2/CARD15-Gen
sowie weitere, in neueren Studien beschriebeneeptibiitatsgene wieL23R und ATG16L1

(s. auch 1.3.1) eine wichtige Rolle.

Der IBD5-Locus ist ebenfalls unabhangig mit M. Crohn assoziilmmerhin konnte die
Reduzierung dieses Risikolocus auf einen 250kb-emelesr Abschnitt die potentiell
ursachlichen Gene in lhrer Zahl eingrenzen. [B&5-Locus beinhaltet funf Gene - darunter
dasIRF1-Gen, das als Transkriptionsfaktor fur proinflamaneiche Zytokine fungiert. Bisher
ist die kausale Variante imiBD5-Locus, beziehungsweise deren mogliche funktionelle
Beeintrachtigung der dort gelegenen Gene, niclitegitig identifiziert worden. Mutationen in
einzelnen Genen deBD5-Region kénnten auch Auswirkungen auf die Funktiomd
Expression der anderen hier befindlichen Gene hadéglich ist auch eine Beeinflussung
von Genen auf3erhalb de3D5-Locus.

IBD5 beinhaltet zusatzlich di®CTN1/2-Gene. Doch welche Rolle kommt hier d@&TN-
Genen zu? Diese organischen Kationentransporterdemerin vielen Geweben des
menschlichen Koérpers exprimiert, unter anderem authEpithelzellen des Darms,
Makrophagen und T-Zellen — alles Zellen, die in blemunantwort des Kérpers eine Rolle
spielen. Eine mdgliche Beteiligung d®CTN-Gene an systemisch-entziindlichen Geschehen
wie der chronischen Arthritis wurde bereits besaen (Tokuhiro 2003, Dieude 2005).
Peltekova und Mitarbeiter konnten dem von ihnercliesbenen TC-Haplotyp in vitro eine
verringerte Funktion beider Proteine nachweisemeEiefekte Funktion dieser Proteine
verringert den intrazellularen Gehalt von Carngiark. Carnitin ist wichtig fur die beta-
Oxidation von Fettsauren. Im Falle einer Mutati@gmikte durch folgende Funktionsfehler die
,oxygen-burst“-Reaktion bei der Bekampfung von pag#nen Darmkeimen fehlerhaft
erfolgen (Ubersicht in Reinhard 2006). Peltekovdbese postulierte als moglichen
pathogenetischen Faktor fur die Entstehung des MhiC einen durctOCTN-Mutationen
bedingten Funktionsverlust dieser Proteine mitdalier erhdhter intrazellularer Aufnahme
von toxischen bakteriologischen Stoffwechselprodnk{Peltekova 2004).

Die hier beschriebene erhdhte Operationsrate uB@TN1 C917T-Alleltrdgern konnte
theoretisch auf eine ursachlich fehlerhafte Fumkteer Immunantwort deuten, da starke
inflammatorische Prozesse - durch folgende Kompbk&n - gehauft zu operativen

Interventionen fuhren. Da es fir die hier unterseicHiPolymorphismen jedoch bisher keine
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funktionellen in vitro Untersuchungen gibt, lasathstiber deren Einfluss auf die Funktion

und Expression d€&dCTN-Gene noch keine Aussage treffen.
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6. Zusammenfassung

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen sind naktdrielle Erkrankungen. Man geht
heute davon aus, dass die Summe aus genetischelisgosition und mehreren
Umweltfaktoren die Entstehung der Erkrankungen hsfygt. Dabei scheint besonders eine
fehlerhafte Reaktion des angeborenen mukosalen isystems gegenuber luminalen
bakteriellen Antigenen eine wichtige Rolle zu spiel

Die erste genetische Assoziation von M. Crohn miitdfionen imNOD2/CARD15-Gen
unterstitzt diese These. Diese Mutationen fuhren emer verminderten Erkennung
bakterieller Bestandteile mit der Folge einer vegerten Elimination von Pathogenen.

Der IBD5-Locus auf Chromosom 5g31 wurde durch genetischepkiogsstudien mit
folgender Feinkartierung Ortlich eingegrenzt. Dregdschnitt ist in mehrere Haplotyp-
Blocke unterteilt. Ein bestimmter Risikohaplotyp leesonders stark mit M. Crohn assoziiert
(Rioux 2001, Daly 2001). Die Assoziation d&8D5-Locus mit M. Crohn wurde vielfach
bestétigt und phanotypisch besonders mit perianalaimausgedehntem Befall in Verbindung
gebracht. Erste Studien geben allerdings auch Hesana&uf eine mdgliche kausale Rolle bei
Colitis ulcerosa.

Der IBD5-Locus beinhaltet finf Gene - darunter adéiirl, PDLIM4 und P4HA2. Deren
Funktion ist mitunter proinflammatorisch. Als widgte Gene sind die organischen
KationentransporteODCTN1/2 zu sehen. Zwei Polymorphismen in diesen Genentkonm
Jahre 2004 von Peltekova und Mitarbeitern direkt d@m M. Crohn assoziiert werden.
Hierbei handelt es sich um die Polymorphisn@8TN1 C1672T (L503F) undOCTN2
G207C. Fur diese Mutationen konnte in vitro ein l&ionsverlust beschrieben werden mit
maoglichen Folgen flir den intrazellularen Carniting und die Immunantwort des Koérpers
(Peltekova 2004, Reinhard 2006). Die beschriebesso&ation war besonders stark in
Anwesenheit vonNOD2/CARD15-Mutationen, aber unabhéngig vornBD5-Locus. In
Folgestudien konnte die Assoziation des TC-Haploigpp M. Crohn bestatigt werden,
allerdings ist die mogliche Unabhangigkeit voBD5-Locus umstritten. Erklaren kdnnte dies
jedoch der Umstand, dass Peltekova und Mitarbateen IBD5-Marker benutzten, der
mehrere Haplotypbldcke von den untersucl@®€TN-Genen entfernt war.

Welche Rolle jedoch di®©CTN-Gene im besonderen spielen, ist noch nicht voléglayt.
Urban und Mitarbeiter konnten weitere Polymorphisnme denOCTN-Genen mit einer zum
Teil hohen Frequenz unter der schwarzen und adiaiis Bevolkerung nachweisen (Urban

2005). Diese Bevolkerungsgruppen haben eine niedinggdenz von chronisch-entztindlichen
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Darmerkrankungen. Eine Assoziation VO@TN-Mutationen in diesen Bevolkerungsgruppen
wurde somit einen starken Hinweis auf eine kauddtdle geben. Studienergebnisse
diesbezuglich stehen jedoch noch aus.

Um die Rolle delOCTN-Gene weiter zu untersuchen, wurden in der vorlidgerrbeit drei
der von Urban und Mitarbeitern beschriebenen Poipmemen in derOCTN1/2-Genen,
welche auch in der kaukasischen Bevdlkerung vorkemnauf eine mogliche Assoziation
mit chronisch-entztindlichen Darmerkrankungen unothts Es konnte keine der drei
Mutationen direkt mit M. Crohn oder Colitis ulceaosn Verbindung gebracht werden.
Allerdings liel3 sich fir homozygote Trager d€CTN1 917T-Allels eine niedrigere
Stenoserate nachweisen, und fir T-Alleltrager en@hte Operationsrate. Letzteres steht fur
ein erhohtes entzuindliches Geschehen — das moglielse durch diese Mutation gunstig
beeinflusst wird.

In bezug auf genotyp-genotyp Interaktionen konntaine signifikanten Interaktionen
zwischen den hier untersuchten Polymorphismen wrd @C-Haplotyp delOCTN-Gene,
weiteren Markern imIBD5-Locus oder Mutationen inNOD2/CARD15-Gen festgestellt
werden.

Das starke Kopplungsungleichgewicht macht es bishendglich, eine einzige urséchliche
Mutation imIBD5-Locus zu identifizieren.

Zukunftige grof3 angelegte Studien werden die Audgadben, auch andere Polymorphismen
in der Region auf eine Assoziation mit M. Crohn @ualitis ulcerosa hin zu untersuchen. Im
positiven Falle missen funktionelle in vitro Versaadie zugrunde liegenden Mechanismen
auf molekularer Ebene klaren. Dies konnte nichetzilauch neue therapeutische Anséatze
liefern, um die Entitat der chronisch-entzindlichearmerkrankungen in Zukunft besser

verstehen und entsprechend behandeln zu kénnen.
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