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1.1 Epidemiologie

1 Einleitung

Morbus Crohn stellt neben der Colitis ulcerosa die Hauptgruppe der chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (CED) dar. Er ist charakterisiert durch chronisch
rezidivierende, in Schiben verlaufende Entziindungen der Darmmukosa. Patienten
werden aufgrund anamnestischer, labordiagnostischer, radiologischer, endoskopi-
scher und histologischer Untersuchungen einer dieser Krankheiten zugeordnet,
wobei Uberschneidungen bei den unterschiedlichen Krankheitsentitaten der CED oft
nicht ausgeschlossen werden kdénnen. Ein Zusammenspiel aus genetischen und
immunregulatorischen Faktoren und Umwelteinflissen wird zwar vermutet, die
genaue Atiologie der CED bleibt jedoch weitgehend unklar. Morbus Crohn ist
allgemein nicht mit einer erhdhten Mortalitdt assoziiert, jedoch fuhrt diese
Erkrankung bei den betroffenen Personen zu einer erhdhten Morbiditat und einem
Verlust von Lebensqualitat.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich vorrangig mit dem Morbus Crohn, weshalb die

Colitis ulcerosa nur am Rande erwahnt werden soll.

1.1 Epidemiologie

Epidemiologische Studien von CED sind aufgrund verschiedener Faktoren sehr
anspruchsvoll in ihrer Durchflhrung. Die Diagnosestellung kann sich trotz endosko-
pischer und histologischer Untersuchungsmethoden als sehr schwierig
herausstellen und erfordert haufig weitere Kontrolluntersuchungen. Au3erdem ist der
Vergleich von epidemiologischen Studien aus unterschiedlichen Landern problema-
tisch, da neben der Schwierigkeit der vergleichbaren Diagnosekriterien auch kultu-

relle Unterschiede bestehen.
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1 Einleitung

Morbus Crohn wurde erstmals von Giovanni Battista Morgagni (1682-1771), 1904
von Antoni Lesniowski (Kirsner, 1988) und 1913 von Kenneth Dalziel beschrieben
(Dalziel, 1913). Neunzehn Jahre spater verdffentlichte Dr. Burill B. Crohn eine
Beschreibung mehrerer Erkrankter und gab diesem Krankheitsbild den Namen
terminale lleitis bzw. regionale lleitis (BB Crohn, 1932). Spater wurde die Erkrankung
nach diesem Erstbeschreiber umbenannt.

Die historisch héchsten Pravalenzen wurden in Studienzentren in Skandinavien,
Grol3britannien und den Vereinigten Staaten von Amerika erhoben, wobei stets die
héchste Pravalenz in der judischen Bevodlkerung zu verzeichnen war.

Pravalenzen fir Morbus Crohn rangieren in Nordamerika zwischen 26 und 198,5/
100.000 Personen. Die Inzidenzraten stiegen zwischen den spaten Funfzigern und
den frihen Siebzigern rapide an, scheinen sich jedoch stabilisiert zu haben und
liegen im Moment im Mittel bei 3,1 bis 14,6/100.000 Personen (Loftus, 2002).

In Europa liegt die Pravalenz von Morbus Crohn zwischen 8,3 und 214/100.000
Personen. Die Inzidenzraten in Europa liegen zwischen 0,7 und 9,8/100.000
Personen. Im Gegensatz zu Siideuropa, wo die Inzidenzraten fir den Morbus Crohn
steigen, scheinen sich in Nordeuropa mit Ausnahme von Nordost-Schottland die

Inzidenzraten stabilisiert zu haben (Shivananda, 1996).

Ein Nord-Sud-Gefalle von CED wurde erstmals in Europa beobachtet, so werden die
hdchsten Pravalenzraten in Grof3britannien, die niedrigsten in Kroatien beschrieben.
Auf dem nordamerikanischen Kontinent konnte ein solches Nord-Sud-Gefélle
ebenfalls beobachtet werden (Sonnenberg, 1991). Problematisch zu bewerten ist
jedoch, dass in den verschiedenen Zentren unterschiedliche Kriterien zur Diagnose-
stellung angewendet wurden und somit ein direkter Vergleich der Pravalenzen
schwierig ist. In einer europaweiten Studie (EC-IBD) wurde versucht dieses Problem
durch Kooperation und allgemeine Standardisierung der Diagnosekriterien zu
umgehen. Diese Studie konnte erstmals ein Nord-Sud-Gefalle bestatigen, rdumte
jedoch ein, dass dieses Gefélle durch steigende Inzidenzen in Sideuropa geringer
als erwartet war und dass sich méglicherweise in Zukunft Nord und Siid angleichen
kénnten (Shivananda, 1996).

In Asien ist die Pravalenz und Inzidenz von CED verglichen mit den westlichen Indus-
trienationen sehr gering. In den letzten 20 Jahren jedoch steigt vor allem die Inzidenz
von Colitis ulcerosa, eine Entwicklung welche moglicherweise durch Industriali-

sierung und Annahme von westlichem Lebensstil erklarbar sein konnte (Yang, 2000).

Morbus Crohn in Gegenden mit hoher Pravalenz scheint weiblich dominiert zu sein,



1.2 Das Krankheitsbild Morbus Crohn und seine Therapie

in Gegenden mit niedrigen Pravalenzen jedoch mannlich. Fur die Colitis ulcerosa
hingegen wird in den meisten Studien ein geringflgig hoéherer Manneranteil

beschrieben.

Bei dem Morbus Crohn liegt ein bimodales Erkrankungsalter mit einem ersten deut-
lichen Erkrankungsgipfel in der zweiten und dritten Lebensdekade und einem
weiteren deutlich geringer ausgepragten in der sechzigsten und siebzigsten Lebens-
dekade. Etwa 10% aller Erstdiagnosen werden in Individuen < 18 Jahre gestellt
(Andres, 1999).

Ethnische Unterschiede scheinen einer gewissen Dynamik unterworfen. Einwan-
derer aus Gegenden mit niedrigen Pravalenzen und Inzidenzen von CED zeigen in
der zweiten bis dritten Generation nach Einwanderung in Gegenden mit héherer
Pravalenz eine Steigerung dieser Zahlen. Dennoch ist die Inzidenzrate von Nicht-
Kaukasiern generell geringer, wie eindricklich in Nordamerika zu sehen ist. Einwan-
derer mit lateinamerikanischer oder asiatischer Abstammung weisen eine deutlich
geringere Inzidenzrate auf, welche auch in den nachfolgenden Generationen zu
verzeichnen ist. Dagegen konnte bei Afroamerikanern eine Angleichung der
Inzidenzraten an die der weilen Bevdlkerung beobachtet werden (Loftus, 2002).
Einen deutlichen ethnischen Zusammenhang der Inzidenz von CED ist in der judi-
schen Bevdlkerung zu sehen. So haben Ashkenazi-Juden in Nordamerika eine 2-
4fach erhohte Inzidenz und eine 2-9fach erhdhte Pravalenz von CED (Bonen,
2003a).

Sozidkonomische Unterschiede scheinen auch eine Rolle zu spielen, so wurde in
Stadtgebieten eine hdéhere Pravalenz und Inzidenzrate als in I&andlichen Gebieten
beobachtet (Andres, 1999).

1.2 Das Krankheitsbild Morbus Crohn und seine
Therapie

Morbus Crohn befallt segmental und transmural vor allem die Mukosa des terminalen
lleums. Im Gegensatz zu der Colitis ulcerosa kann der Morbus Crohn die Mukosa des

gesamten Verdauungstraktes betreffen.

Charakteristisch fir den Morbus Crohn sind rezidivierende, teils kolikartige

abdominelle Schmerzen, bevorzugt lokalisiert im Unterbauch, verbunden mit chroni-
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schen meist nicht blutigen Diarrhéen. Gewichtsverlust tritt in bis zu 60% der Pati-
enten auf (Stange, 2006). Im Krankheitsverlauf kommt es in vielen Fallen zu
verschiedenen Komplikationen wie unter anderem Darmstenosen, Fisteln,

Abszessen und Malabsorption.

Extraintestinale Manifestationen wie Erythema nodosum und Arthritis treten bei tber
50% der Patienten auf und korrelieren dabei meist mit der Entzindungsaktivitat im
Darm (Rogler, 2004). Das gleichzeitige Auftreten solcher extraintestinaler Manifesta-
tionen unterstreicht dabei die systemische Natur der CED (Raedler, 1992). Weitere
extraintestinale Manifestationen sind dermatologische Manifestationen wie
Erythema nodosum und Pyoderma gangraenosum und auch ophthalmologische

Manifestationen wie Uveitis.

Die haufigsten Lokalisationen sind das terminale lleum und der proximale Kolon. Ein
isolierter lleumbefall wird in 30% der Falle beobachtet, ein isolierter Kolonbefall in
25% der Falle und ein kombinierter Befall beider Abschnitte in 45% der Falle.

Eine systematische Einteilung bezlglich der Lokalisation, des Verlaufs, des Erst-
manifestationsalters sowie weiterer Eigenschaften wie Geschlecht, ethnische
Herkunft und Familienanamnese wurde durch die Vienna-Klassifikation von 1998
vorgenommen (Gasche, 2000).

Eine Quantifizierung der Symptome wird anhand des Crohn’s Disease Activity Index
(CDAI) durchgeflihrt, wobei ein Ergebnis unter 150 Punkte im CDAI als Remission
definiert ist (Best, 1976).

Als weitere Mdglichkeit der Klassifikation des Morbus Crohn wird das Ansprechen
auf Medikamente herangezogen. Dabei wird hauptsachlich zwischen Steroid-

Respondern und Non-Respondern unterschieden.

Makroskopisch zeigt sich eine transmurale Entziindung bei segmentaler Ausdeh-
nung mit d6dematdser sowie fibrosierender Verdickung der Darmwand. Aul3erdem
kann es zu dem sogenannten Pflastersteinphdnomen kommen, welches dadurch
entsteht, dass sich entziindete Schleimhaut mit tiefen Ulzerationen abwechselt und
dadurch ein pflastersteinartiges Aussehen ergibt. In manchen Fallen kann es auch zu
einem Konglomerattumor kommen, bei dem verschiedene Darmabschnitte

miteinander verkleben.

Histologisch ist ein vorwiegend aus Makrophagen und Lymphozyten bestehendes



1.2 Das Krankheitsbild Morbus Crohn und seine Therapie

Infiltrat mit aphtenahnlichen Ulzerationen und eventuell tieferen Fissuren im Verlauf
der Erkrankung nachweisbar. Charakteristisch sind in 40% der Falle Epitheloid-
zellgranulome, weiterhin  kdénnen haufig eine Hyperplasie der regionalen

Lymphknoten sowie eine Lymphangiektasie nachgewiesen werden.

Durch den transmuralen Entziindungsprozess kann es zu einem fibrotischen Umbau
in der Darmwand kommen und konsekutiv zu einer stenotischen Einengung des
Darmlumens, aber auch zur Ausbildung von Fisteln unterschiedlicher Lokalisationen.
Bei ausgepragter Einengung des Darmlumens durch fibrostenotische Vernarbungen
kann es zu Passagebehinderungen bis hin zum lleus kommen. Weitere Komplika-
tionen entstehen durch Fistelbildung und Abszessformation. Karzinome des Dunn-
darms und Kolonkarzinome koénnen bei einer langeren Dauer der Erkrankung
auftreten (Ekbom, 1990; Solomon, 1998). Weiterhin kann es durch die gestorte
Absorption von Nahrungsmitteln und durch den vermehrten Gebrauch von Kortiko-
steroiden zu einer Osteoporose kommen (Vestergaard, 2004). Durch die veranderte
Leber-Darmpassage kommt es zu einem gehauften Auftreten von Gallensteinen

(Williams, 1987).

Die Diagnostik eines Morbus Crohn wird mithilfe von anamnestischen Angaben,
labormedizinischen, endoskopischen, histologischen und radiologischen Befunden
gestellt. In vielen Fallen ist die genaue Einteilung zu einer der Entitdten des CED
nicht moéglich. In bis zu 10-15% der Falle wird die Diagnose Morbus Crohn im Laufe
des ersten Jahres zur Diagnose Colitis ulcerosa verandert. CED, die auf den Kolon
beschrankt sind und nicht eindeutig dem Morbus Crohn oder der Colitits ulcerosa
zugerechnet werden kénnen, werden als Colitis indeterminata bezeichnet (Stange,
2006). Die diagnostische Einteilung von Pathologien des Dinndarms durch die tradi-
tionelle Endoskopie kann sich als schwierig herausstellen und wird in manchen

Fallen mit der sogenannten Video-Kapselendoskopie supplementiert.

Bezlglich der Therapie des Morbus Crohn muss zunachst unterschieden werden, ob
ein akuter Schub therapiert wird oder ob es sich um eine remissionserhaltende
Therapie handelt. Ziel der Schubtherapie ist die Linderung der Symptome einer
akuten Verschlechterung, durch die remissionserhaltende Therapie soll die Anzahl
der Schiibe verringert werden.

Die Therapie beinhaltet im akuten Schub zunachst die Einhaltung einer ballaststoff-
armen, leicht resorbierbaren Diat mitunter auch mithilfe von parenteraler Ernahrung.

Medikamentds kommen Antibiotika, Aminosalicylate, Kortikosteroide in lokaler oder

Komplikationen

Diagnostik

Therapie
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bei schweren Verlaufen systemischer Verabreichungsform und Immunsuppressiva
zum Einsatz. Bei durch die zuvor genannten Therapeutika nicht zu beherrschenden
Krankheitsauspragungen werden Antikdrper, z.B. Infliximab, gegen das
proinflammatorische Zytokin Tumornekrosefaktor- (TNF)-o eingesetzt. Beachtet
werden muss hierbei, dass es unter dieser Therapie zu einer Reaktivierung einer
Tuberkulose kommen kann.

Zur Remissionserhaltung sowie bei chronisch aktivem Verlauf werden in erster Linie
Purinanaloga wie Azathioprin und 6-Mercaptopurin oder Methotrexat eingesetzt.
Chirurgische MalRnahmen sind nur im Falle von Komplikationen nach dem Prinzip
einer darmerhaltenden minimal surgery indiziert; weiterhin haben sie eine Bedeutung

in der Therapie von anorektalen Abszessen und Fisteln.

Der Morbus Crohn weist einen chronischen und intermittierenden Verlauf mit hoher
Rezidivrate auf. Der typische Verlauf ist schubweise mit einer Rezidivhaufigkeit von
30% nach einem Jahr und 40% nach zwei Jahren.

Im Gegensatz zu frilheren Daten besteht beziiglich des Uberlebens kaum ein Unter-
schied zwischen CED-Patienten und der Normalbevdlkerung. Lediglich in sehr
groen Studien konnte noch eine gering, aber signifikant erhdhte Sterblichkeit
nachgewiesen werden (Ekbom, 1992; Jess, 2007; Jess, 2002).

1.3 Zur Atiologie des Morbus Crohn

Die Pathogenese des Morbus Crohn ist noch weitgehend unklar, jedoch wird ein
komplexes Zusammenspiel aus genetischen Suszeptibilitdtsfaktoren, Umweltfak-
toren und einer Dysregulation des Immunsystems vermutet. Es wird angenommen,
dass diese Faktoren sich in einem empfindlichen Gleichgewicht komplementieren,
welches bei bestimmten Individuen gestort sein kann und dadurch zur Auspragung
des Krankheitsbildes Morbus Crohn fiihren kann. Im Folgenden mdchte ich zunachst

auf jede drei dieser Faktoren im Einzelnen eingehen.



1.3 Zur Atiologie des Morbus Crohn

Genetische
Pradisposition

1.3.1 Genetische Faktoren

Mehrere Aspekte der epidemiologischen Forschung von Morbus Crohn stiitzen die
Theorie eines starken Einflusses der Genetik in der Pathogenese der Erkrankung.
Zum einen sind die schon oben erwahnten ethnischen Unterschiede bedeutsam,
welche nicht allein durch geographische Unterschiede zu erklaren sind. Weiterhin
wurden in Zwillingsstudien erhdhte Konkordanzraten bei monozygoten Zwillingen
(35-58%) im Vergleich zu dizygoten Zwillingen (3-7%) festgestellt (Bonen, 2003a;
Orholm, 2000; Thompson, 1996; Tysk, 1988; Spehimann, 2008). Eine alleinige gene-
tische Atiologie kann jedoch aufgrund der nicht 100%igen Konkordanz ausge-
schlossen werden. Auch das gehaufte Auftreten von Morbus Crohn in Familien
konnte in mehreren Studien eine Relevanz genetischer Faktoren belegen. So ist bei
5-10% aller Patienten eine positive Familienanamnese zu erheben, wodurch diese
als wichtigster Risikofaktor zu sehen ist (Bonen, 2003a; Farmer, 1980; Monsen,
1991; Russel, 1997). Ebenso ist eine Konkordanz der Krankheitscharakteristika wie
Lokalisation, Auspragung und Erstmanifestationsalter innerhalb der Familien festzu-
stellen (Bayless, 1996; Folwaczny, 1998; Folwaczny, 1997; Schreiber, 2002). Inte-
ressant ist auch die Beobachtung, dass sich innerhalb einer Familie Uber die
Generationen hinweg das Erstmanifestationsalter zu einem friiheren Zeitpunkt hin
verschiebt (Colombel, 1996; Polito, 1996; Schreiber, 2002). In diesen Familienstu-
dien lasst sich auch die Uberlappung von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
beobachten, da in bis zu 20% der Félle beide Krankheitsbilder nebeneinander exis-
tieren (Binder, 1998; Bonen, 2003a). Damit scheint es eine Uberlappung bestimmter
Krankheits-assoziierter Gene beim Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zu geben. Ein
weiteres Indiz fiir die Vererbbarkeit einer Disposition fir Morbus Crohn ist die
Beobachtung, dass Familienangehérige von Morbus Crohn-Patienten, welche selbst

nicht erkrankt sind, einen erhéhten Titer Crohn-assoziierter Antikdrper wie Antikorper
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gegen Saccharomyces cerevisiae (ASCA) aufweisen. Obwohl die pathogenetische
Relevanz dieser Antikdrper noch nicht vollstandig geklart ist, weisen bis zu 70% der
Patienten und 20-25% der erstgradigen Angehdrigen einen erhdhten Titer auf (Glas,
2002; Seibold, 2001; Torok, 2005a; Vermeire, 2001). Durch diese epidemiologischen
Studien konnte gezeigt werden, dass ein starker genetischer Einfluss in der Patho-
genese des Morbus Crohn besteht, welcher jedoch nicht durch einen Mendelschen
Erbgang charakterisiert ist, sondern vielmehr durch eine Vielzahl von Genen
beeinflusst sein muss, welche in unterschiedlichem MalRe an der Pathogenese

beteiligt sein missen.

Multifaktorielle Erkrankungen wie Morbus Crohn, welche ein polygenes Vererbungs-
muster aufweisen, sind seit einiger Zeit Gegenstand genetischer Studien. In der Zeit
vor den sogenannten genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wurden anhand
von Kopplungsanalysen oder Assoziationsstudien mehrere potentielle Kandida-
tengene identifiziert und in unabhangigen Studien verifiziert. Darunter fielen Gene
wie NOD2 (Hampe, 2001; Hugot, 2001; Ogura, 2001a), SLC22A4 und SLC22A5 im
IBD5-Locus (Peltekova, 2004; Torok, 2005b). Bei Erkrankungen mit komplexer
Vererbung jedoch, wie es bei dem Morbus Crohn der Fall ist, sind familienbasierte
Kopplungsanalysen fur den groRten Anteil der relevanten, jedoch nur schwach asso-
ziierten Gene statistisch nicht ausreichend. Ebenso sind Assoziationsstudien von
potentiellen Kandidatengenen, welche entweder zuvor durch Kopplungsanalysen
eruiert wurden oder anhand von pathophysiologischen Uberlegungen ausgewahit
wurden, eine nicht ausreichend effektive Methode fur assoziierte Genvarianten mit

nur schwacher Penetranz (Hirschhorn, 2005).

Nach Einfihrung der GWAS konnten bei Analysen von ausreichend grof3er Popula-
tion assoziierte Genloci identifizieren werden, welche eine weniger starke Assozia-
tion aufweisen und damit durch falsch negative Ergebnisse in den
vorausgegangenen Untersuchungen tbersehen wurden. Genomweite Assoziations-
studien beinhalten die Genotypisierung einer hohen Anzahl von single nucleotide
Polymorphismen (SNPs), welche die humane genetische Variation Uber das
gesamte Genom erfassen. Diese Studien identifizierten u.a. die Genloci /L23R,
ATG16L1 und IRGM (Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007; Duerr, 2006;
Hampe, 2007; Parkes, 2007; Rioux, 2007; Libioulle, 2007), welche in weiteren
Studien feinkartiert werden, um das entsprechende Krankheits-assoziierte Allel zu
bestimmen und mdglicherweise die Pathogenese des Morbus Crohn weiter zu
entschlisseln. Eine vollstandige Liste der aktuell identifizierten Suzeptibilitatsloci ist
in Tab. 1-1 dargestellt (Barrett, 2008).
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Einige der identifizierten Morbus Crohn-assoziierten Gene kdnnen drei funktionellen
Hauptwegen zugeordnet werden, welche in der Pathogenese eine Rolle spielen (s.
Abbildung 1-2). Dazu gehoéren das angeborene Immunsystem, die Autophagie und

die Regulation des IL-23-Signaltransduktionsweges.
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Suszeptibilitats-
loci fiir Morbus
SNP Chromosom Gen p-Wert Crohn identifiziert
durch die
rs11465804 1p31 IL23R 63
P 6.66x10 Metaanalyse dreier
rs3828309 2q37 ATG16L1 236 x 10-32 GWAS kombiniert
mit einer Replika-
rs3197999 3p21 MST1 115 x 1012 tionsstudie. Die
ersten 11 SNPs
rs4613763 5p13 PTGER4 6.82 x 10727 stellen schon
zuvor identifizierte
rs2188962 5q31 2.32x10°18 Loci dar und
wurden bestitigt,
rs11747270 5933 IRGM 3.40 x 10716 die weiteren 19
wurden durch
rs4263839 9g32 TNFSF15 260 x 1010 diese Studie neu
rs10995271 1021 ZNF365 4.46 x 1020 ;::f:dt'l:';zﬁ Hach
rs11190140 10q24 NKX2-3 3.06 x 10-16 Barrett, 2008).
rs2066847 16912 NOD2 208 x 10724
rs2542151 18p11 PTPNZ2 5.10 x 10-17

Tab. 1-1 Suszeptibilitatsioci fiir Morbus Crohn identifiziert durch

genomweite Assoziationsstudien (GWAS)
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SNP Chromosom Gen p-Wert
rs2476601 1p13 PTPN22 1.46 x 108
rs2274910 1923 ITLN1 1.46 x 100
rs9286879 1924 1.53 x 10°
rs11584383 1932 1.43x 101"
rs10045431 5q33 IL12B 3.86x 10713
rs6908425 6p22 CDKAL1 8.96 x 10°10
rs7746082 6921 2.44 x 10710
rs2301436 6927 CCR6 1.04 x 10712
rs1456893 7p12 4.60x107°
rs1551398 8924 4.50x 1079
rs10758669 9p24 JAK2 3.46 x 107
rs17582416 10p11 1.79 x 107°
rs7927894 11913 C110rf30 132 x 100
rs11175593 12912 LRRK2,MUC19 3.08 x 10°10
rs3764147 13q14 2.08 x10713
rs2872507 17921 ORMDL3 5.00 x 107
rs744166 17921 STAT3 6.82 x 10712
rs1736135 21921 7.40 x 107
rs762421 21922 ICOSLG 1.41 x10°°

Tab. 1-1 Suszeptibilitatsloci fiir Morbus Crohn identifiziert durch
genomweite Assoziationsstudien (GWAS)

1.3.2 Das mukosale Immunsystem

Das klinische Bild, die histopathologischen Befunde und die Effektivitat einer immun-
suppressiven Medikation beim Morbus Crohn sprechen fiir eine starke Beteiligung
des Immunsystems in der Pathogenese des Morbus Crohn. Mehrere Komponenten
des Immunsystems scheinen dabei beteiligt zu sein, wie luminale Antigene, intes-
tinale Epithelzellen, Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems sowie

deren sezernierte Mediatoren.
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Die Mukosa des gastrointestinalen Trakts wird einer sehr grolRen Anzahl von Bakte-
rien ausgesetzt. Nur eine Schicht von Epithelzellen trennt diese luminalen Bakterien
von immunkompetenten Zellen des Organismus. Das angeborene Immunsystem,
aber auch Eigenschaften der Epithelzellschicht tragen dazu bei, dass eine Invasion
der luminalen Bakterien verhindert wird, und eine rasche Antwort auf pathogene
Mikroorganismen sichergestellt ist. Jedoch wird der Darminhalt auch durch eine Viel-
zahl an apathogenen Antigenen von Nahrungsbestandteilen und kommensaler Flora
charakterisiert. Eine standige Aktivierung des Immunsystems mit konsekutiver
Entziindung wirde die Darmmukosa betrachtlich schadigen, wie es bei den CED der
Fall ist. Deshalb ist eine Induktion von Toleranz gegentiber apathogenen Antigenen

eine wesentliche Aufgabe des intestinalen Immunsystems.

Diese “Hyporeaktivitat” wird durch ein verstarkt antiinflammatorisches Zytokinprofil,
verminderte Ansprechbarkeit bzw. Anergie und auch durch erhdhte Apoptoserate
immunkompetenter Zellen sichergestellt (Boirivant, 1996; Braunstein, 1997). Eine
Veranderung einer dieser wesentlichen Bestandteile der Toleranzinduktion kdnnte
demzufolge in einer Uberschieflenden Immunantwort enden und eine sich selbst
erhaltende Entziindung induzieren.

Diese Fahigkeit des Darmes, wie auch anderer mukosaler Organe des Korpers, wie
z.B. der Nasenschleimhaut, Toleranz gegenuber oral zugefiihrten Antigenen zu
entwickeln, wurde in experimentellen Studien an Mausen erfolgreich zur Therapie
von Autoimmunkrankheiten eingesetzt. Hierbei spielte die genaue Dosierung eine
Rolle, wobei hochdosierte Antigengabe einen anderen Mechanismus als niedrigdo-
sierte Antigengabe darstellt. Hochdosierte Antigengabe scheint einerseits durch
Vernetzung von T-Zellrezeptoren bei Abwesenheit von adaquaten Ko-Stimulatoren
zu einer Anergie zu fuhren und andererseits durch Beteiligung von Fas und Fas-
Ligand Apoptose zu induzieren. Niedrigdosierte Antigengabe scheint eine
Beteiligung von Regulator-T-Zellen zu beinhalten. Hierbei wird die Antwort der
Effektor-T-Zellen durch Sekretion von anti-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-10
und TGF-B, und auch durch Bindung inhibitorischer Rezeptoren auf der Zellober-
flache unterdriickt. Leider konnten diese Erfolg versprechenden Studien bis heute
nicht oder nur unvollstédndig in humanen Studien umgesetzt werden. Dieser Unter-
schied wird durch die Ungleichheit des murinen und humanen Immunsystems erklart,
wie auch durch die gréfRere genetische Diversitat und die therapeutische Immunsup-

pression mancher Studienteilnehmer (s. Ubersichtsartikel Mayer, 2004).

Abwehr und Tole-
ranzinduktion

Toleranzinduktion
durch anti-
inflammatorisches
Zytokinprofil,
Anergie und
erhohte Apopto-
serate
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Ty1-Dominanzund Beim Morbus Crohn fihrt eine erhdhte Produktion von IL-12 durch Antigen-prasen-

IL12 tierende Zellen (APCs) zu einer Verschiebung zur Ty1-dominierten Immunantwort

(Monteleone, 1997). Dadurch kommt es zu einer verstarkten Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine wie TNF-a. und IFN-y gegenuber antiinflammatorischer

Zytokine wie IL-10, welche beim Gesunden dominieren.
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Die Bedeutung dieser IL-12-induzierten Ty1-Dominanz unterstreicht eine Studie, bei

der eine Ty1-induzierte experimentelle Kolitis in Mausen mit Anti-IL12-Antikérpern
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zur partiellen oder vollstdandigen Remission gebracht werden konnte (Neurath,
1995). Auch in Studien mit Morbus Crohn-Patienten konnte nach Verabreichung von
monoklonalen Antikdrpern gegen IL-12p40 eine Reduktion der klinischen Symptome

erreicht werden mit einer Verringerung T1-assozierter Zytokine an den Orten der

Entzindung (Mannon, 2004).

Neueste genetische Studien haben ergeben, dass Morbus Crohn mit Polymor-
phismen im IL23R-Gen assoziiert sind. Von besonderem Interesses ist dabei der
protektive Effekt eines seltenen Allels einer stark konservierten Aminosaurenregion,
p.R381Q, welcher im Vergleich zu Gesunden bei Morbus Crohn-Patienten stark
unterreprasentiert ist (Mathew, 2008). Da sich die immunregulatorischen Zytokine IL-
23 und IL-12 die IL-12p40-Domaéne teilen, ist damit nicht sicher geklart, ob der thera-
peutische Effekt von IL-12p40-Antikdrpern auf eine Wirkung gegen IL-12 oder IL-23
beruht. Eine wichtige Rolle von IL-23 in der Pathogenese des Morbus Crohn wird

darin gesehen, dass es die Expression von IL-17 durch Ty17-Zellen induziert
(Neurath, 2007).
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und stellt eine alternative Differenzierung von naiven CD4*-T-Zellen neben der Ty1-
und Ty2-Differenzierung dar (s. Abbildung 1-5). Diese Differenzierung zu Ty17-
Zellen wird durch die Abwesenheit von Ty1- und T2-Zytokinen IFN-y und IL-4 und
durch Anwesenheit von IL-23 geférdert (Harrington, 2005). T417-Zellen produzieren

eine Reihe weiterer proinflammatorischer Zytokine und Chomkine wie IL-17F, IL-22,
IL-26 und CCL20, die verstarkt bei Morbus Crohn-Patienten in der Darmmukosa
exprimiert werden (Brand, 2006; Dambacher, 2008; Seiderer, 2008). IL-23-induzierte

IL23 -T17-Achse

Abbildung 1-5: Differen-
Zierung  von  naiven
CD4*-T-Zellen zu Ty1-,
Ty2-, Ty17- und iTreg-
Zellen  durch  unter-
schiedliche Zytokine und
Induktion von Transkrip-
tionsfaktoren (nach
Brand, 2009)
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1 Einleitung

Ty17-Dominanz wird in der Pathogenese von mehreren Autoimmunerkrankungen
vermutet (Cua, 2003; Murphy, 2003). Mehrere der identifizierten genetischen Asso-
ziationen beim Morbus Crohn kdnnen mit Ty17-Zellen in Zusammenhang gebracht
werden (s. Abbildung 1-6), was die pathogenetische Bedeutung dieser Subpopula-

tion weiter unterstreicht (Brand 2009).

Erkennung von
bakteriellen Bestandteilen

Epitheltransport/schranke - NOD2*
Prostaglandine - SLC22A4/5* - TLR4**
- PTGER4-Expressions- - MUC19*

modulierende SNPs in
5p13.1*

Mucine
Defensine

Th17-Differenzierung
- IL23R*
-IL12B*

- STAT3*

- JAK2*

- CCR6*

- TNFSF15*

-ATG16L1*
- IRGM*

Ein weiteres sehr wichtiges Zytokin in der Pathogenese des Morbus Crohn ist TNF-
a. In der intestinalen Mukosa von Morbus Crohn-Patienten wird dieses proinflamma-
torische Zytokin vermehrt exprimiert und eine Anti-TNF-a-Therapie (z.B. Infliximab)
wird erfolgreich zur Remissionsinduktion verwendet. Diese monoklonalen Antikdrper
gegen TNF-a fuhren zu einer Reduktion der Ty 1-Antwort mit konsekutiver Reduktion

der Entziindung (Plevy, 1997).

IL-153 gehort ebenfalls zu den proinflammatorischen Zytokinen, welche in der Patho-
genese des Morbus Crohn impliziert sind. Im Serum von gesunden Individuen lasst
sich selten IL-1[3 detektieren, wohingegen bei Morbus Crohn-Patienten oft erhohte
Spiegel in der Darmmukosa festzustellen sind (Mahida, 1989). IL-1j, wie auch TNF-
a werden durch die Aktivierung von NF-kB vermehrt exprimiert und stellen so ein

wichtiges Bindeglied zu den intra- und extrazelluldaren Detektoren bakterieller
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Bestandteile dar (s.unten). IL-1p induziert die Expression von proinflammatorischen
Genen wie IL-6 und induzierbare Stickstoffoxid-Synthetase (iNOS). AuBerdem flhrt
es zur erhohten Expression von Adhasionsmolekilen, welche die Infiltration von
Leukozyten vom Blut ins Gewebe férdert. Injiziert man IL-1[3, so fiihrt es als starkes

Pyrogen zur Erhdhung der Kérpertemperatur (Dinarello, 1996).

IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin und wird ebenfalls durch die Aktivierung
von NF-kB reguliert. Die Bedeutung beim Morbus Crohn wird v.a. durch IL-10 knock-
out Mausmodelle deutlich, welche nach 2-3 Monaten eine spontane Kolitis mit vielen
Ahnlichkeiten zu Morbus Crohn entwickeln (Kuhn, 1993). Eine Therapie mit subkutan
appliziertem rekombinantem IL-10 konnte jedoch keine signifikanten Erfolge erzielen
(Fedorak, 2000; Schreiber, 2000; Tilg, 2002). Erfolgversprechend in einer
vorlaufigen Studie zeigte sich die Therapie mit genetisch veranderten Bakterien

(Lactococcus lactis), welche im Darm lokal IL-10 produzieren kénnen (Braat, 2007).

Bakterien besitzen Bestandteile, welche durch besondere repetitive Muster charak-
terisiert sind und als Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) bezeichnet
werden. Diese PAMPs werden durch den Organismus mithilfe von Pattern Recogni-
tion Rezeptoren (PRRs) erkannt. PRRs kénnen sowohl intra- wie auch extrazellular
lokalisiert sein und fiihren nach Bindung von bestimmten PAMPs zu einer Aktivierung

von Effektormolekilen in der Zelle. Im gastrointestinalen Trakt spielen sowohl extra-

PRR PAMP Lokalisation
TLRA Triacyl-Lipopeptide Extrazellular
TLR2 Bakterielle Lipoproteine Extrazellular
TLR3 Doppelstrang-RNA Intrazellular
TLR4 Lipopolysaccharid (LPS) Extrazellular
TLR5 Bakterielles Flagellin Extrazellular
TLR6 Diacyl-Lipopeptide Extrazellular
TLR7/8 Einzelstrang-RNA (ssRNA)  Intrazellular
TLR9 Nicht-methylierte DNA Intrazellular
(CpG-Motive)
TLR10 Unbekannt (Human) Unbekannt
TLR11 Uropathogene bakterielle Extrazellular

Bestandteile (Murin)

Tab. 1-2 Pattern Recognition-Rezeptoren (PRR) und ihre Liganden (PAMPs)

IL-10 beim Morbus
Crohn

Pathogen
Associated
Molecular Patterns
(PAMPs)
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PRR PAMP Lokalisation
TLR12 Unbekannt (Murin) Unbekannt
TLR13 Unbekannt (Murin) Unbekannt
NOD1 Lanthionin meso-diamino- Intrazellular

pimelsaure (meso-DAP)
und y-D-Glu-meso-diamino-
pimelsaure (iE-DAP)
NOD2 Muramyl-Dipeptid (MDP) Intrazellular

Tab. 1-2 Pattern Recognition-Rezeptoren (PRR) und ihre Liganden (PAMPs)

zelluldre PRRs, wie einige Mitglieder der Toll-like-Rezeptor- (TLR) Familie, als auch
intrazellulare PRRs, wie die Mitglieder der NOD-Familie und TLR-Familie, eine wich-
tige Rolle. Die TLRs stellen eine Gruppe von transmembranen Rezeptoren dar,
welche durch eine bestimmte Grundstruktur mit drei Domanen charakterisiert sind.
Diese Domanen bestehen aus einer extrazelluldren Liganden-bindenden Doméne
mit multiplen Leuzin-reichen Repeats (Wiederholungen) (LRR), einer kurzen Trans-
membrandomane und einer hoch-homologen intrazelluldren Toll-Interleukin-1-
Doméne (TIR) (Cario, 2005). Die genaue Struktur der NOD-Proteine und deren
Funktion wird in dieser Arbeit gesondert abgehandelt. TLRs werden in mehreren
Zellen des gastrointestinalen Systems induzierbar oder konstitutiv exprimiert, wie
intestinale Epithelzellen (Cario, 2000), Monozyten/Makrophagen (Hausmann, 2002),
dendritische Zellen der Lamina propria (Hart, 2005), Myofibroblasten (Otte, 2003),
Endothelzellen (Maaser, 2004) und Adipozyten der intestinalen Submukosa (Batra,
2007). Sie stellen somit ein wichtiges Erkennungssystem flr bakterielle Bestandteile
dar. Obwohl ihre genaue Funktion noch nicht vollstandig aufgeklart ist, kann
angenommen werden, dass bei Fehlregulation eine Uberschielfende oder inad-
aquate Immunreaktion ausgeldst wird (Wald, 2003). Bei CED wurde ein im Vergleich
zu Gesunden verandertes Expressionsprofil der TLRs beobachtet. So wurde in
entzindlicher Mukosa von Morbus Crohn-Patienten eine vermehrte TLR4-Expres-
sion und eine verminderte TLR3-Expression festgestellt (Cario, 2000). Auflerdem
wurden Polymorphismen in TLR4 mit erh6htem Risiko der Entwicklung einer CED
assoziiert (Arbour, 2000; Franchimont, 2004; Torok, 2004; Brand, 2005; De Jager,
2007).

Wie schon erwahnt spielen auch die Epithelzellen der intestinalen Mukosa eine Rolle
in der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen. Zum einen ist durch die Epithelzell-
schicht und ihren Zonulae occludens und Tight junctions eine mechanische Abdich-

tung vorhanden, zum anderen werden von bestimmten spezialisierten Epithelzellen,
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wie z.B. Paneth-Zellen, antimikrobielle Substanzen produziert, welche zur Abtotung
von bestimmten Mikroorganismen fiihren kénnen (Elphick, 2005; Selsted, 2005).
Eine der Hauptgruppen dieser antimikrobiellen Substanzen, die Defensine, werden
in unterschiedlichem Male im gastrointestinalen Trakt sezerniert und werden auch
NOD2-Genotyp-abhangig induziert (Kobayashi, 2005; Uehara, 2007; Wehkamp,
2004).

1.3.3 Umweltfaktoren

In der Pathogenese des Morbus Crohn gibt es verschiedene Belege fiir den Einfluss
von Umweltfaktoren wie z.B. Diat und Rauchen, wobei insbesondere der Einfluss von

Bakterien zu erwahnen ist.

Es gibt epidemiologische Hinweise, welche einen Anstieg der Pravalenz von Morbus
Crohn im Laufe des zwanzigsten Jahrhunderts beschreiben. Dies wird unter
anderem durch verbesserte Hygienebedingungen der Bevdlkerung und den damit
verlangsamten Kontakt mit darmpathogenen Mikroorgansimen (Gent, 1994) und
einem veranderten Verhaltnis von potentiell pathogenen zu schiitzenden Darmbak-
terien erklart (Tamboli, 2004). Die sogenannte cold chain hypothesis, also Kihl-
ketten-Hypothese besagt, dass der Mensch in der heutigen Zeit v.a. durch die Ver-
breitung von Kuhlschranken vermehrt in Kontakt mit Bakterien gerat, welche sich
bevorzugt in niedrigen Temperaturen vermehren, wie z.B. Listeria monozytogenes
und Yersinia enterocolica (Hugot, 2003). Aber nicht nur die Verschiebung der
Darmflora zu Gunsten der pathogenen Organismen ist von Bedeutung, sondern auch
der Verlust von schitzenden Organismen. In den Erst-Welt-Landern der heutigen
Zeit sind die Menschen durch verbesserte Hygiene und auch medizinische Maglich-
keiten weitgehend frei von parasitaren Organismen. Diese Parasiten scheinen
jedoch bezuglich CED eine protektive Wirkung zu besitzen und bieten auch eine
Erklarungsmaoglichkeit fir das erhdhte Risiko in hoéheren soziodkonomischen
Schichten. Mehrere Studien, welche die Induktion einer parasitaren Infektion des
Darms in Patienten mit CED beinhalteten, konnten positive Resultate erzielen, wobei
weitere Studien bendtigt werden (Croese, 2006; Summers, 2003; Summers, 2005a;
Summers, 2005b). Auch der Einsatz von sogenannten Probiotika, also Nahrungs-
mittel angereichert mit unterschiedlichen apathogenen Mikroorganismen wie z.B.
aus der Gattung Lactobacillus oder Saccharomyces wurde in Studien untersucht, es
wurde jedoch kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu Placebo festgestellt und
kann damit nicht empfohlen werden (Rolfe, 2006).

Weiterhin ist der verbreitete Gebrauch von Antibiotika ein Faktor, welcher die

Bakterien (Mikro-
flora) und Morbus
Crohn
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Darmflora negativ beeinflusst. In mehreren Studien konnte ein erhéhtes Risiko fur die
Entwicklung von Morbus Crohn gezeigt werden (Card, 2004; Demling, 1994). Jedoch
muss erwahnt werden, dass zur Therapie eines Schubes bei Morbus Crohn auch
Antibiotika erfolgreich eingesetzt werden kénnen.

Die klinisch pathologische Ahnlichkeit der verschiedenen Infektionen v.a. mit
Anfangsstadien des Morbus Crohn tragt zur Annahme bei, dass Mikroorganismen an
der Pathogenese des Morbus Crohn beteiligt sein kdnnten. Hervorzuheben in dieser
Hinsicht sind insbesondere Infektionen mit Campylobacter, Shigellen, Salmonellen
und Yersinien, welche die diagnostische Abgrenzung zum Morbus Crohn erheblich
erschweren (Schumacher, 1994a; Schumacher, 1994b).

Auch experimentelle Studien lieferten Hinweise flir eine Beteiligung von Bakterien an
der Pathogenese des Morbus Crohn. In transgenen Tiermodellen fir CED ist es
moglich, die Entwicklung einer Kolitis durch Aufzucht in keimfreier Umgebung zu
verhindern und nach Kontakt mit bestimmten Bakterien auszulésen (Blumberg,
1999; Elson, 1995; Jurjus, 2004; Rath, 2001). Auch beim Menschen ist der Kontakt
zu Bakterien im Stuhl fir die Entwicklung eines Morbus Crohn notwendig. So konnte
gezeigt werden, dass nach kurativer Resektion des lleums die Anlage eines protek-
tiven Stomas oder eines protektiven Ventils die Rezidivrate senken konnte (Bakke-
vold, 2000; D'Haens, 1998; Rutgeerts, 1991), ein Effekt, welcher nach
Ruickverlagerung des Stomas nicht mehr zu sehen war.

Diese Daten geben starke Hinweise fir eine Rolle von Mikroorganismen in der
Pathogenese des Morbus Crohn. Hinsichtlich des Mechanismus werden jedoch
mehrere unterschiedliche Theorien diskutiert, welche sich gegenseitig nicht

unbedingt ausschlief3en, sondern auch als komplementar gesehen werden kénnen.

Zunachst gibt es die Theorie eines einzelnen pathogenen Erregers, welcher noch
nicht isoliert werden konnte. Als méglicher Kandidat fur diese Rolle wurde lange Zeit
vor allem Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (MAP) diskutiert
(Autschbach, 2005; Bull, 2003; Clarkston, 1998; Naser, 2004; Suenaga, 1999). Eine
neuere Studie, in welcher MAP mit einer Antibiotikakombination behandelt wurde,
konnte nach 2 Jahren keinen Unterschied in der Schubfrequenz im Vergleich zur
Placebo-Gruppe zeigen (Selby, 2007). Somit scheint MAP als kausativer Erreger des
Morbus Crohn eher unwahrscheinlich zu sein. Es wurden auch andere Erreger als
potentielle Kandidaten untersucht (Burnham, 1978; Liu, 1995; Parent, 1976;
Persson, 1979; Schuller, 1979) und momentan wird eine Assoziation des patho-
genen B2+D E.coli Stamm mit der Entwicklung eines Morbus Crohn als mdglich
diskutiert (Kotlowski, 2007). Ein einzelner pathogener Erreger als Ursache des

Morbus Crohn wird jedoch als sehr unwahrscheinlich angesehen und ein Verlust der
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Toleranzinduktion gegentiber apathogene Mikroorganismen als eher wahrschienlich
(s. Kapitel 1.3.2).

Weiterhin wird eine erhdhte Permeabilitdt der Mukosa diskutiert, welche zu einer
verstarkten Invasion von Bakterien fihren kann. Die Frage nach der primaren bzw.
sekundaren Form dieser Stérung wird heutzutage kontrovers diskutiert. Hinweise,
welche auf eine priméare, genetische Natur deuten, sind z.B. die Tatsache, dass
asymptomatische Verwandte von Morbus Crohn-Patienten entweder spontan oder
nach Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika eine gestérte Permeabilitat der
Mukosa aufweisen (Hilsden, 1996; Hollander, 1986). Auch in verschiedenen gene-
tisch veranderten Mausmodellen fir CED wurde in praklinischen Stadien eine

Permeabilitatssteigerung der Mukosa beobachtet (Madsen, 1999; Olson, 2006).

Als letztes wird noch die sogenannte Dysbiose diskutiert, also ein gestortes
Gleichgewicht zwischen potentiell protektiv versus schadlichen Bakterien (De
Hertogh, 2008). Mehrere Studien konnten nachweisen, dass sich die bakterielle
Mikroflora von Morbus Crohn-Patienten und gesunden Individuen unterscheidet
(Marteau, 2004). Dabei wurde eine eingeschrankte Vielfalt, eine erhéhte Anzahl von
Enterobacteriaceae und eine verminderte Anzahl von Firmicutes, insbesondere
Clostridiae, festgestellt. Da Bakterien des Darmtraktes Nahrungsbestandteile
metabolisieren konnen, fihrt eine Veranderung der Mikroflora zu physiologisch
bedeutsamen Veranderungen des Milieus. Clostridiae und Bacteroides spez. z.B.
produzieren Butyrat und kurzkettige Fettsauren, welche die bevorzugte Energie-

quelle des Kolonepithels darstellen (Frank, 2007).

Der Einfluss von Rauchen auf CED wurde in mehreren epidemiologischen Studien
untersucht, wobei fur Morbus Crohn eine Risikoerhéhung zu verzeichnen war
(Cosnes, 2001; Sicilia, 2001).

Erndhrungsfaktoren wurden besonders in den 1970er Jahren als pathogenetisch
relevant erachtet. Vornehmlich der vermehrte Genuss von raffinierten Erndhrungs-
mitteln, geringere Aufnahme von Ballaststoffen und auch Einsatz von Kuhmilch zur
Sauglingserndhrung wurden als verantwortlich gesehen (Koletzko, 1989 #252;
Riordan, 1998; Weinand, 1997). Jedoch konnte ein pathogenetischer
Zusammenhang in Studien nie belegt werden und wird zunehmend als sekundar
betrachtet (Reif, 1997).

Als ein weiterer moglicher Morbus Crohn-assoziierter Faktor wurde psychosozialer

Erhohte Permea-
bilitdt der Mukosa

Dysbiose

Rauchen und
andere Umweltfak-
toren
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Abbildung 1-7: Struktur
des NOD2-Proteins mit
Lokalisation der drei
Hauptmutationen, die mit
Morbus Crohn assoziiert
sind

1 Einleitung

Stress angesehen, welcher bei manchen Patienten mit einer Verstarkung oder
Ausldsung eines neuen Schubes in Zusammenhang gebracht wurde (Duffy, 1991).
In verschiedenen Studien konnte jedoch kein eindeutiger Beleg fiir die pathogeneti-
sche Relevanz von psychosozialen Faktoren gefunden werden (Jantschek, 1998;
Schwarz, 1991).

1.4 NOD2

Im Jahr 2001 wurde das NOD2-Gen (zwischenzeitlich auch CARD15 genannt) auf
Chromosom 16 als erstes Crohn-assoziiertes Gen von zwei unterschiedlichen
Arbeitsgruppen identifiziert (Ogura, 2001a; Hugot, 2001). Obwohl aus epidemiologi-
schen Studien schon lange bekannt war, dass eine genetische Disposition bei der
Pathogenese des Morbus Crohn eine Rolle spielt, stellte dies die erste Identifizierung

eines krankheitsrelevanten Gens dar.

NOD2 gehdrt der Gruppe der NLR-Proteine an. Alternative Namen fur diese Gruppe
sind auch NOD-LRR- und CATERPILLAR-Proteine (Wilmanski, 2008; Ting, 2005;
Inohara, 2005), Namen, welche von unterschiedlichen Autoren gegeben wurden und
zum Teil unterschiedliche Proteine in die Klassifizierung mit einbeziehen. Die
Struktur der NLR-Proteine enthalt drei Doméanen. Zum einen die zentrale nucleotide-
Binding-Domane (NBD) und zum anderen die C-terminale leuzinreiche Domane,
welche auch ligand-recognition-Domane bezeichnet wird. Die N-terminale Domane
ist variabel, stellt eine effector-binding-Domane dar, flhrt zu Protein-Protein-Interak-
tionen und beinhaltet im Falle von NOD2 zwei caspase activation and recruitment-
Domanen (CARD) (Ting, 2005).

A
R702W Gopggp  1007fs

NOD2 wird konstitutiv oder induzierbar vor allem in Monozyten und Makrophagen
(Ogura, 2001b), aber auch in Granulozyten, dendritischen Zellen (Gutierrez, 2002)

und intestinalen Epithelzellen, wie z.B. Panethzellen exprimiert (Lala, 2003).
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In funktionellen Studien konnte gezeigt werden, dass NOD2 als intrazellularer Funktion
Rezeptor flr bakterielle Bestandteile fungiert (Ogura, 2001a). Dabei wurde Muramyl-
Dipeptid (MDP) als kleinster Bestandteil bakteriellen Peptidoglykans identifiziert,
welcher von NOD2 spezifisch erkannt wird (Girardin, 2003; Inohara, 2003). MDP ist
ein stark konserviertes Motiv, welches in der Zellwand einer Vielzahl gram-negativer

und gram-positiver Bakterien zu finden ist (Hasegawa, 2006).

Abbildung 1-8: Struktur
von  Muramyl-Dipeptid
(MDP)
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Es wird vermutet, dass die Erkennung von MDP durch NOD2 uiber die LRR-Doméne
vermittelt wird. Jedoch konnte bis heute eine Bindung von MDP an diese Doméne
nicht nachgewiesen werden. Ebenso ist nicht genau bekannt, auf welchem Weg
MDP in die Zelle hineingelangt. Allein fir Epithelzellen des Dinndarms wurde ein H+/
Peptid-Kotransporter hPepT1 beschrieben, welcher im Falle einer Entziindung auch
im Kolon zu finden ist und MDP in das Zellinnere transportieren kann (Vavricka,
2004).

Nach Stimulation von NOD2 mit MDP kommt es zunachst zu einer Homodimeri-
sierung der CARD-Domanen und konsekutiv Uber RIP2-Kinasen zu einer Aktivierung
von NF-kB und damit zu erhohter Expression proinflammatorischer Zytokine wie
TNF-a, IL-1B und IL-12. Diese Kaskade stellt somit eine zur TLR-induzierten MyD88-

vermittelten Kaskade alternative Aktivierung von NF-kB dar.

Drei Hauptvarianten des NOD2-Gens werden mit einer erhdhten Suszeptibilitdt von Pathogenetische
Morbus Crohn in Zusammenhang gebracht. Diese Mutationen, die Frameshift-Muta- Relevanz

tion 1007fs und die zwei Missense Mutationen R702W und G908R, befinden sich in

dem fir die LRR-Domane kodierenden Bereich (Hugot, 2001). In Studien konnte

gezeigt werden, dass NOD2-Proteine der 1007fs-Variante nach Stimulation mit MDP



Abbildung  1-9:
Dysregulation
NOD2-Mutationen
(modifiziert
Eckmann 2004)
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1 Einleitung

keine Aktivierung und NOD2-Proteine der anderen beiden Varianten eine abge-
schwachte Aktivierung von NF-xB im Vergleich zum Wildtyp NOD2-Protein zeigten
(Ogura, 2001a). Da Morbus Crohn durch eine erhéhte Expression proinflammatori-
scher Zytokinen charakterisiert ist, lag bisher die Vermutung nahe, dass eine gene-
tische Mutation, welche mit Crohn assoziiert ist, zu einer erhdhten Freisetzung dieser
Zytokine fuhrt. Jedoch konnte in mehreren Studien an humanen mononuklearen
Zellen gezeigt werden, dass es durch diesen Verlust der Aktivierung von NF-xB nach
Stimulation mit MDP zu einer verringerten Freisetzung proinflammatorischer Zyto-
kine kommt (Li, 2004; Netea, 2005a; van Heel, 2005). Dies bildete die Grundlage fir
die loss of function-Hypothese, welche postuliert, dass es durch die abgeschwachte
Immunreaktion zu einer Invasion von Bakterien in die Mukosa kommen kann, welche
dort eine uUberschieRende Immunantwort auslésen.

Weitere Studien in murinen Modellen konnten zeigen, dass NOD2 als ein Regulator
der TLR2-induzierten Immunantwort fungiert und transgene Mause, welche eine der
1007fs-NOD2-Variante entsprechende Mutation im NOD2-Gen tragen, eine erhéhte

Freisetzung von IL-12 nach Stimulation mit PGN zeigen.

Makrophage

PGN Y, - \/

1AD#
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w12

Th1 Zelle
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Zusatzlich konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass Makrophagen mit
einem 1007fs-aquivalenten NOD2-Genotyp eine erhdhte Freisetzung von IL-1[3 nach
Stimulation mit MDP im Vergleich zu Makrophagen mit einem WT-NOD2-Genotyp
aufweisen (Maeda, 2005). Diese Beobachtungen waren der Anlass fir eine kontro-
verse Diskussion der loss of function Hypothese und brachte eine weitere Hypo-

these, die der gain of function zur Diskussion. Da diese Beobachtungen jedoch nur
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in murinen Modellen zu sehen waren, ist eine Ubertragung dieser Theorie auf den
Menschen noch in Studien nachzuweisen.

Eine weitere Theorie zur Rolle des NOD2-Proteins in der Pathogenese des Morbus
Crohn besteht darin, dass die mukosale Abwehr von pathogenen Mikroorganismen
gestort ist. Es konnte gezeigt werden, dass NOD2 die Expression von Defensinen in
spezialisierten Zellen des Dinndarms induzieren kann und beim Vorliegen von Muta-
tionen im NOD2-Gen eine geringere Konzentration dieser Defensine im terminalen
lleum zu messen ist (Wehkamp, 2008). In Konkordanz mit diesen Daten stehen klini-
sche Studien, welche zeigen konnten, dass das Vorhandensein einer NOD2-Muta-

tion vor allem mit einem Befall des terminalen lleums assoziiert ist (Torok, 2003).

NOD?2 ist strukturell dem Apoptose-Regulator Apaf-1 ahnlich, sie besitzen beide
NOD-Domanen und mindestens eine CARD-Domane. Dies legt die Vermutung
nahe, dass auch NOD2 eine Rolle in der Regulation der Apoptose spielen kénnte.
Uberexpression von NOD2 bei simultaner Expression von Caspase-9 flhrt zur
erhohten Induktion von Apoptose (Ogura, 2001b). Jedoch fuhrt die Aktivierung von
NOD2 durch MDP auch zu einer erhéhten Aktivierung von NF-kB, welches die
Expression anti-apoptotischer Proteine induziert. Physiologisch kénnte deshalb eine
pro-apoptotische Wirkung durch Induktion von NF-kB antagonisiert werden. Neuere
Studien haben jedoch gezeigt, dass in humanen dendritischen Zellen nach MDP-
Stimulation die Expression von Proteinen der Apoptoseregulation erhoht ist. Bei
dendritischen Zellen mit Wildtyp-NOD2 (iberwiegt die Expression apoptose-induzie-
render Faktoren, in Zellen von Morbus Crohn-Patienten mit zwei mutierten NOD2-
Allelen jedoch Giberwiegt die Induktion anti-apoptotischer Faktoren (Zelinkova, 2008).
Da beim Morbus Crohn eine gestorte Apoptose vorliegt (Boirivant, 1999), stellt dies
eine weitere mdgliche Verbindung zu der pathogenetischen Relevanz der NOD2-

Mutationen beim Morbus Crohn dar.

1.5 Apoptose

1.5.1 Apoptose

Apoptose, welches wortlich ,Fallen der Blatter (apo = von ptosis = fallen) bedeutet,
ist eine stark kontrollierte und in ihrem Ablauf genauestens koordinierte Form des
Zelltodes.

Apoptose spielt eine wichtige Rolle in diversen physiologischen Ablaufen, so in

Aufbau und Zellhomodostase von Geweben, als Ausgleich zur Mitose, in der

Rolle in der Apop-
tose
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1 Einleitung

Entwicklung des Gehirns und vor allem auch in der Selektion und Elimination poten-
tiell schadlicher Zellen des Immunsystems (Vaux, 1999). In der Embryologie ist als
Beispiel die Entwicklung der Finger hervorzuheben.

Eine strenge Regulation ist bei der Apoptose essentiell. Eine Dysregulation kann bei
erhohter Apoptoserate zu degenerativen Erkrankungen, bei erniedrigter Apopto-
serate zu Karzinomen oder auch Autoimmunerkrankungen fiihren (Thompson,

1995).

Der Begriff Apoptose ist zurlckzufuhren auf Kerr et al, welcher 1972 in einer
Verdffentlichung einen morphologisch distinguierbaren, mit normalen physiologi-
schen Zellvorgangen assoziierten Zelltod beschrieb (Kerr, 1972). Obwohl schon seit
150 Jahren bekannt ist, dass Zellen in der Entwicklung unter normalen Bedingungen
sterben, wurde das Thema erst wieder 1951 von Glucksmann aufgegriffen. Bis in die
spaten 80er Jahre blieb das Thema weitgehend unerforscht, es wurden nur wenige
Daten publiziert. Zu Beginn waren die meisten dieser Daten beschrankt auf die
Beschreibung der Morphologie. Selbst nach Definition des Begriffs Apoptose in 1972
blieb das Interesse weitgehend gering. Das heute sehr grol3e Interesse an der Apop-
tose begann 1988 mit der Entdeckung von Bcl-2, des ersten Proteins, welches in

dem biochemischen Prozess involviert ist (Vaux, 2002).

Apoptose ist in der Funktion, in dem Prozess und auch in der Morphologie von der
Nekrose zu unterscheiden. Nekrose ist ein Ablauf, der auf akuten traumatischen
Schaden von Zellen zuriickzufiihren ist und physiologisch nicht in einer einzigen
Zelle ablauft, sondern in einem Zellsystem. Einige spezifische Unterschiede sind in

Tabelle 1-3 hervorgehoben.

Apoptose

Nekrose

Interne/externe Signale
Energieabhangig
Einzelne Zellen

Die Zelle schrumpft und wird
von Makrophagen oder
benachbarten Zellen phago-
zytiert

Keine Entzindungsreaktion

Ischamie/Toxine/Strahlung
Energieunabhangig
Zellgruppen

Die Zelle schwillt an und gibt

ihren Inhalt an die Umgebung

und die Zirkulation ab

Merkliche Entziindungsreak-

tion

Tab. 1-3 Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose

(Vermes, 1994)
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Die charakteristischen morphologischen Grundziige der Apoptose wurden schon
sehr friih beschrieben. Eine apoptotische Zelle erhalt eine runde Form, verliert den
Kontakt zu den benachbarten Zellen und das Zytoplasma verliert an Volumen. Es
beginnt der Abbau und die Kondensation des Chromatins, bis schlieRlich das
Chromatin in kompakten Flecken kondensiert ist (Pyknose). Die Kernhiille wird unter-
brochen und der Nukleus fragmentiert zu einzelnen chromatin bodies. Das
sogenannte blebbing der Zellmembran beginnt, die Zelle zerbricht in viele kleine
Vesikel (apoptotic bodies), welche schlieRlich von benachbarten Zellen oder Makro-

phagen phagozytiert werden (Schwartzman, 1993).

Apoptotische Zellen prasentieren ihrer Umgebung Signale zur Phagozytose,
sogenannte ,eat me“-Zeichen. Eines dieser Signale stellt die Assymmetrie der Phos-
phatidylserinverteilung in der Membran dar. Vitale Zellen enthalten Phosphatidyl-
serin (PS) nur in der Innenmembran, welches sehr frih in der Apoptose auch in der
AuRenmembran zu finden ist. Zellen, welche zur Phagozytose befahigt sind, wie zum
Beispiel Makrophagen, besitzen Rezeptoren fiir dieses Molekil und werden durch
Bindung von Phosphatidylserin an diese Rezeptoren zur Phagozytose stimuliert
(Fadok, 1992).

Der Ablauf der Apoptose ist aullerst komplex und involviert viele verschiedene
Transduktionssysteme und Kaskaden. Einen wichtigen Teil der ausfihrenden
Molekile bilden eine Gruppe von Cystein-Proteasen, die Caspasen. Caspasen
(Cysteinyl-Aspartat-spezifische Proteasen) schneiden Zielproteine C-terminal zu
Aspartatresten. Die Substratspezifitdt der einzelnen Caspasen ist durch vier Reste
N-terminal der Schneidestelle des Zielproteins bestimmt (Thornberry, 1997).
Caspasen sind eine Gruppe hochkonservierter Proteine und sind deshalb vom
Menschen bis hin zu Insekten, Nematoden und Hydra zu finden. In vitalen Zellen
werden sie als Zymogene mit sehr geringer intrinsischer Aktivitat gespeichert. Bis
heute wurden in Mammalia 14 Caspasen identifiziert, welche in drei Gruppen unter-
teilbar sind ( s.Tabelle 1-4).

Initiator-Caspasen Caspasen -2, -8, -9, -10
Effektor-Caspasen Caspasen -3, -6, -7
Caspasen involviert in Caspasen -1, -4, -5, -11, -12, -13, -

Zytokinreifung 14

Tab. 1-4 Einteilung der Caspasen nach ihrer Hauptfunktion
(modifiziert nach Strasser, 2000)

Morphologie

Phagozytosesignal

Caspasen,
Adaptorproteine



Initiator- versus
Effektor-Caspasen

1 Einleitung

Initiator-Caspasen enthalten lange Prodomanen mit bestimmten Interaktions-
domanen (CARD caspase recruitment domain oder DED death effector domain),
welche Interaktionen mit homologen Doménen von Adapterproteinen eingehen.
Diese Adaptorproteine stellen eine Verbindung zwischen den verschiedenen Apop-
toseinitiatoren und Apoptoseeffektoren dar, also zwischen Caspasen und Todesre-
zeptoren oder auch zwischen verschiedenen Caspasen. Effektor-Caspasen
hingegen besitzen nur kurze Prodomanen, weshalb sich ihre Aktivierung von den
Initiator-Caspasen unterscheidet (Degterev, 2003; Fuentes-Prior, 2004).
Caspase-8 wird aktiviert, wenn ihre DED-Domane an die C-terminalen DED-Doméne
des Adaptorproteins FADD (Fas-associated Death Domain) bindet (Boldin, 1996).
Aktivierung von Caspase-9 wird durch Bindung ihrer CARD-Domane an die CARD-
Domane von Apaf-1 initiiert (Hofmann, 1997). Die Aktivierung von Initiator-Caspasen
kommt im Gegensatz zu den Effektor-Caspasen nicht durch Spaltung, sondern durch
Dimerisierung zustande. Es wird vermutet, dass sie einerseits durch Adaptorprotein-
vermittelter Aggregation und konsekutiver Autolyse (Caspase -8 und -10) oder ande-
rerseits durch Integration in ein Holoenzym (Apoptosom, Caspase -9) aktiviert
werden (Boatright, 2003; Donepudi, 2003; Stennicke, 1999). Nach Aktivierung
spalten Initiator-Caspasen Effektor-Caspasen, aktivieren diese damit und induzieren
eine Kaskade. Effektor-Caspasen aktivieren weitere Caspasen und flihren schlief3-
lich durch Spaltung von bestimmten Zielproteinen zum Zelltod. Zytoskelettale
Proteine wie Fodrin und Gelsolin sind Zielproteine, deren Abbau zum vollstandigen
Verlust der Zellform fUhrt (Martin, 1995; Kothakota, 1997). Weiterhin wird PAK2 akti-
viert, welches zu der p21-aktivierten-Kinase-Familie gehort und dessen Aktivitat zu
dem Membran blebbing fuhrt (Rudel, 1997). Eine ATP-abhangige Flippase wird
deaktiviert, welche im Normalzustand Phosphatidylserin auf der inneren Seite der
Zellmembran halt. Dies fuihrt zu dem oben angesprochenen Phagozytosesignal des
sich auf der AulRenseite der Zellmembran befindenden Phosphatidylserins (Dolis,
1997; Fadok, 1992). Die inhibitorische Untereinheit der Caspase-aktivierten-DNase
(ICAD) liegt in vitalen Zellen als Komplex mit der Caspase-aktivierten-DNAse (CAD)
vor und wird dadurch inhibiert. Aktivierte Caspase-3 spaltet ICAD und gibt damit CAD
frei. Dies fuhrt zu einem internucleosomalen Abbau der DNA, welches nach DNA-
Extraktion und Auftrennung in einem Agarosegel zu dem charakteristischen Bild des
DNA-/adderig fihrt (Nagata, 2000).
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Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP; DNA-Reparaturenzym) wird von Caspasen
gehemmt, infolgedessen kdnnen durch CAD und andere Nukleasen hervorgerufene

Strangbriiche nicht mehr repariert werden.

Caspasen kénnen von IAPs (Inhibitors of apoptosis) gehemmt werden (Deveraux,
1999). Diese Inhibitoren enthalten eine unterschiedliche Anzahl an BIR- (baculovirus
inhibitory repeat) Domanen, welche an die Caspasen binden kénnen und damit diese
Enzyme hemmen. Besonders wichtig ist dies, da Zymogene von Caspasen eine
geringe intrinsische Aktivitat aufweisen und es somit zu zuféllig aktivierten Caspasen
kommen kann. Je mehr BIR-Domanen ein Protein dieser Gruppe enthalt, desto
starker ist die Inhibition (Miller, 1999 #269).

In Saugetieren kénnen grundsatzlich drei Wege der Apoptose unterschieden
werden. Der intrinsische (mitochondrielle) Weg, der extrinsische (Rezeptor-vermit-
telte) Weg und der durch Stress des endoplasmatischen Retikulums induzierte Weg.
Diese Wege kommunizieren auf vielen Stufen miteinander und konvergieren letzt-
endlich auf der Stufe der Aktivierung der Effektor-Caspasen. (Ubersichtsartikel in
Danial, 2004; Lawen, 2003; Strasser, 2000)

Abbildung 1-10:  DNA-
laddering nach Agaro-
segelelektrophorese

Regulation von
Caspasen

Involvierte Signal-
wege



Abbildung 1-11: Uber-
sicht der involvierten
Signalkaskaden (modifi-
ziert nach Ranger, 2001)

Intrinsischer Weg

1 Einleitung

Extrinsischer Weg

Fas-L

ER-Stress |mim O €@ mi
F—’{';*L‘:.‘.“..':.‘:L‘l‘i.";;)/ { ;“J

.——",-’r

Proteasom / Degradation

van Bel2

FADD

l

Caspase 8

@ Cvtochrom ¢ Freisetaung

Stress \‘\pu f-1/Caspase 9 Komplex

Intrinsischer Weg o
Apoptosom
\ Caspase 3 und andere
Effektorcaspasen
DNA IJegrudution oocuo!h-—

Der intrinsische Weg wird durch verschiedene Formen des Stresses ausgeldst, zum
Beispiel durch Entzug von Wachstumsfaktoren und intrazellularen Schaden. Den
Mitochondrien wird hierbei die zentrale Rolle zugesprochen. Sobald ein kritisches
Ereignis stattfindet, werden apoptogene Faktoren aus dem Intermembranspalt der
Mitochondrien freigelassen, vornehmlich Cytochrom c. Das freigelassene Cyto-
chrom c¢ bindet an Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) und induziert damit
eine Konformitatsanderung des Apaf-1. Dieses bindet nun an Pro-Caspase-9, bildet
ATP-abhangig das sogenannte Apoptosom und aktiviert damit Caspase-9 (Liu,
1996).

Die Regulation des intrinsischen Weges geschieht auf genetischer Ebene vor allem
durch Mitglieder der Bcl2-Protein-Familie. Gemeinsam ist diesen Proteinen 1-4 kurze
BCL2-Homologie-Domanen (BH1-BH4). Es gehdren proapoptotische (z.B. Bax) wie
auch antiapoptotische Proteine (z.B.Bcl2) zu dieser Bcl2-Familie und deren
Gleichgewicht bestimmt, ob eine Zelle apoptotische wird oder nicht. Dieses
Gleichgewicht kann durch Induktion oder Repression der Expression reguliert

werden. Aul3erdem kdnnen Proteine, welche nur BH3 enthalten, durch Phosphory-
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lierung und durch Assoziation mit anderen Proteinen oder durch Spaltung aktiviert
werden (Adams, 1998).

Der extrinsische Weg wird durch externe Stimuli auRerhalb der Zelle induziert, wie
zum Beispiel durch Bindung von ,Todesliganden® wie Fas-Ligand oder TRAIL an
ihren Rezeptoren. Todesrezeptoren gehdren zu der TNF- (Tumornekrosefaktor)
Familie und kénnen auf Expressionsebene hoch- oder herunterreguliert werden. Sie
transduzieren externe Apoptosestimuli durch die Membran und kénnen mittels
Adaptorproteine durch homotypische Interaktionen ihrer zytoplasmatischen Doméane
Initiator-Caspasen aktivieren. Ein Beispiel fir diesen Weg ist die Bindung von
membranstandigem Fas-Ligand auf zytotoxischen T-Zellen an den Fas-Rezeptor
von virusbefallenen kdrpereigenen Zellen. Reguliert wird der extrinsische Weg auf
mehreren Ebenen. Die Rezeptoren kénnen hoch oder runterreguliert werden und es
kénnen Rezeptoren exprimiert werden, welche den Todesliganden binden koénnen,
aber das Apoptosesignal nicht weiterleiten kénnen und somit den Liganden
wegfangen. SchlieRlich kann noch FLIP (FLICE(caspase-8)-like inhibitory protein)
exprimiert werden, welches strukturell Caspase-8 ahnelt, jedoch keine enzymatische
Fahigkeit besitzt (Ashkenazi, 2002).

Das endoplasmatische Retikulum gewinnt immer mehr an Bedeutung als zweites
Kompartment, welches Stress-induzierte Apoptose einleiten kann. Ist das endoplas-
matische Retikulum Stress ausgesetzt, wie gestdrte Glykosylation, missgefaltete
Proteine, gestérte Kalziumhomdostase und Glucoseentzug, so wird die sogenannte
unfolded protein response (UPR) provoziert, welche die Expression von zusatzlichen
Chaperonen induziert und somit das Zelliiberleben sichert. Ist dieser Stress jedoch
zu schwerwiegend oder kann das Gleichgewicht nicht innerhalb einer bestimmten
Zeit wieder hergestellt werden, so wird Apoptose durch UPR initiiert (Breckenridge,
2003). ER-Stress-vermittelte Apoptose scheint auch im Zusammenhang mit der

Pathogenese des Morbus Crohn eine gewisse Relevanz aufzuweisen (s.u.).

1.5.2 Apoptose und Morbus Crohn

Der Darm eines jeden Menschen ist von ca. 2x10'#

Bakterien besiedelt, eine groflle
Herausforderung fir das Immunsystem. Stets muss ein Gleichgewicht zwischen
adaquater Reaktion auf eingedrungene Mikroorganismen und Toleranz gegenuber
kommensaler Flora gehalten werden. Ist dieses Gleichgewicht im Sinne einer Uber-

schieflenden Reaktion gegen apathogene Mikroorganismen verschoben, so kann

Extrinsischer Weg

ER-Stress indu-
zierter Weg



Azathioprin,
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daraus eine CED resultieren. Mechanismen der peripheren T-Lymphozyten-Tole-
ranz bestehen in Anergie, Zytokin-induzierter Abschwachung der Aktivitat, und Akti-
vitats-induziertem programmiertem Zelltod (Apoptose) (Van Parijs, 1998). Der
genaue Grund fiir die Uberreaktivitat der mukosalen Immunzellen im Falle einer CED
ist bis heute nicht vollstandig geklart. Auch die Wirkweise heutiger Medikamente ist
teilweise nach wie vor nicht vollstandig geklart. Jedoch wurden viele Autoimmun-
erkrankungen wie auch Morbus Crohn in Zusammenhang mit unzureichender Apop-
tose aktivierter Immunzellen gebracht. Doering et al konnten in peripheren wie auch
in T-Lymphozyten der Lamina propria von Morbus Crohn-Patienten eine im Vergleich
zu gesunden Kontrollen signifikant niedrigere Apoptoserate nach Fas-Ligand-Stimu-

lation feststellen (Doering, 2004).

Mehrere neuere Studien, welche sich mit der Wirkungsweise von Morbus Crohn-
Therapeutika, wie Infliximab, Sulphasalazin und Azathioprin, auf zellularer Ebene
befassten, konnten unabhangig voneinander eine beschleunigte Apoptose invol-
vierter Immunzellen feststellen (Doering, 2004; Lugering, 2001; ten Hove, 2002;
Tiede, 2003). Der pro-apoptotische Effekt von Sulphasalazin war dabei auf eine
verminderte Expression von antiapoptotischen Proteinen Bcl-xI und Bcl2 zurlickzu-
fuhren und nicht auf Rezeptor-vermittelter Apoptoseregulation. Dies deutet darauf
hin, dass beim Morbus Crohn der intrinsische Apoptoseweg beeintrachtigt sein
kénnte, im Kontrast zur Colitis ulcerosa, welche aufgrund erhéhter Expression von
FLIP, dem Caspase-8-Inhibitor, eine erniedrigte Apoptoserate von T-Lymphozyten
aufweist (Peppelenbosch, 2004).

Weiterhin wurde fir T-Lymphozyten von Morbus Crohn-Patienten ein beschleunigter
Zellzyklus festgestellt, eine von anderen Autoimmunerkrankungen abweichende
Abnormalitat (Sturm, 2004).

Dysregulation der Apoptose bzw. eine mangelnde Induzierbarkeit von Apoptose akti-
vierter immunkompetenter Zellen der Darmmukosa scheint pathogenetisch relevant
beim Morbus Crohn zu sein. Folglich kénnte eine mogliche pathogenetische
Verbindung von Morbus Crohn-assoziierten Mutationen in einer Erhéhung der Apop-
toseresistenz dieser Zellen bestehen. Jedoch konnte im Zusammenhang mit ER-
Stress auch eine erhdhte Apoptoserate spezialisierter Epithelzellen, wie Paneth-
Zellen, bei Morbus Crohn Patienten gezeigt werden. SNPs im Transkriptionsfaktor
XBP-1, ein Bestandteil der ER-Stress Antwort, zeigten eine erhohte Assoziation mit
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Ein XBP-1 knock-out Mausmodell zeigte eine
erhohte Apoptoserate von Panethzellen, spontane Enteritis und erhohte Suszep-
tibilitat fir eine DSS-induzierte Kolitis (Kaser, 2008).

Apoptoseregulation auf mehreren Ebenen scheint somit eine groRe Rolle in der
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Pathogenese des Morbus Crohn zu spielen und NOD2 auch aufgrund der struktu-
rellen Ahnlichkeit mit Apoptoseregulatoren maglicherweise ein Kandidat fir eine

solche Dysregulation mit Krankheitsrelevanz.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Identifikation der ersten Morbus Crohn-assoziierten Genmutation konnte als
Durchbruch in der Erforschung der genetischen Disposition des Morbus Crohn
gesehen werden. Durch Untersuchungen am Genprodukt des identifizierten Gens
NOD2 (CARD15) hoffte man die Pathogenese des Morbus Crohn weiter aufschlis-
seln oder gar klaren zu kénnen. Leider ist dies bis jetzt nur zum Teil gelungen, da
heute, acht Jahre nach Identifikation, trotz intensivster Forschung auf diesem Gebiet
die genaue Rolle der NOD2-Mutationen in der Pathogenese des Morbus Crohn nicht
vollstandig geklart ist. Im Gegenteil, es bestehen kontroverse Diskussionen Uber die

physiologische Rolle des NOD2.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Rolle der NOD2-Mutationen in
der Pathogenese des Morbus Crohn weiter zu entschliisseln und maoglicherweise
eine der existierenden Hypothesen zu verifizieren.

Dafiir wurden folgende Fragestellungen definiert:

1) Ist die Zytokinproduktion von Monozyten nach Stimulation mit dem spezifi-
schen NOD2-Stimulus Muramyl-Dipeptid (MDP) gestdrt bei Vorhanden-

sein von NOD2-Mutationen?

NOD2-Mutations-abhédngige Zytokinprofile immunkompetenter Zellen
wurden schon in mehreren Studien untersucht. Dabei wurden v.a. im
Vergleich von Ergebnissen in humanen versus murinen Modellen kontro-
verse Unterschiede festgestellt. In der vorliegenden Arbeit sollten zunéchst
in einem humanen ex vivo System die bestehenden Daten bestétigt bzw.

gegebenenfalls widerlegt werden.

a) Die Produktion von TNF-a., IL-10, IL-13 und IL-12p40 durch humane
Monozyten aus dem peripherem Blut nach Stimulation mit MDP in

Abhangigkeit vom NOD2-Genotyp wird untersucht

b) Die Rolle der 1007fs-NOD2-Mutation versus der beiden anderen
NOD2-Mutationen R702W und G908R wird untersucht.

2) Besitzt NOD2 eine Rolle in der Apoptoseregulation?

Obwohl NOD?2 strukturelle Ahnlichkeit mit Proteinen der Apoptoseregula-
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tion aufweist und zudem Apoptoseresistenz immunkompetenter Zellen als
wichtiger Faktor in der Pathogenese des Morbus Crohn gesehen wird, gibt

es keine Daten liber eine Funktion von NOD2 in der Apoptoseregulation.

a) MDP wird hinsichtlich der Fahigkeit zur Apoptoseinduktion in

humanen Monozyten aus dem peripheren Blut untersucht.

b) Bei Nachweis einer Apoptoseinduktion durch MDP wird die
Abhangigkeit vom NODZ2-Genotyp untersucht. Die Apoptose von
Monozyten 1007fs-homozygoter Individuen nach Stimulation mit

MDP wird verglichen mit Monozyten von NOD2-Wildtyp-Individuen.

¢) Stimulation auch anderer immunkompetenter Zellen mit MDP wird

auf Induktion von Apoptose untersucht.
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2.1 Labormaterial und Gerate

Gerat

Bezugsquelle

FACSCalibur

Midi MACS-Magneten
MACS Stand multi
Gefrierschrank -20C
Kuhlschrank +4C
Vortexer
Lichtmikroskop

Hamozytometer, Neubauer-
Zahlkammer

Zentrifuge grof} (Rotixa KS)

Zentrifuge klein (Universal 30
RF

Mikrozentrifuge Modell SD und
AL

Laminar Air flow HERA safe

Absaugpumpe

Varioskan

MP-4 Land Camera

Elektrophoresekammer Sub-
cell GT

Spannungsquelle Power Pac
300

BD Bioscience, San Jose, USA
Miltenyi Biotec, Auburn, USA
Miltenyi Biotec, Auburn, USA
BOSCH, Stuttgart, Deutschland
AEG, Frankfurt, Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, USA
Olympus, Tokyo, Japan

Karl Hecht, Sondheim, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Watson Marlow, Falmouth Corn-
wall, England

Thermo Fisher Scientific, Bonn,
Deutschland

Polaroid, Concord, USA
BioRad, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA

Tab. 2-1 Geriéte
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Gerat Bezugsquelle

Mikrowellenofen BOSCH, Stuttgart, Deutschland

TEle;r(r:?(ocycler Uno-Thermo- Biometra, Goéttingen, Deutschland

UV-Transilluminator LK Bromma, Stockholm, Schweden

Spectrophotometer GeneQuant  Amersham Pharmacia Biotech,
pro Amersham, England

Wasserbad Julabo, Seelbach, Deutschland

Brutschranke “Forma Series Il Thermo Fisher Scientific, Bonn,
i’3n1c1u% ;/}/g;gr Jacketed CO2 Deutschland

Tab. 2-1 Geréte

Substanz

Bezugsquelle

Ethanol absolut
Isopropylalkohol (2-Propanol)
Proteinase K

QIAamp DNA Blood Mini Kit

Primer (Name und Sequenz)

NOD2-675 5
5-TGGGGCCTGCTGGCTGAGTG-3’

NOD2-675 3
5-GTGCAGCTGGCGGGATGGAG-3’

NOD2Ex8-5
5-TCTGGCTGGGACTGCAGAGG-3’

NOD2Ex8-3
5-CCCCTCGTCACCCACTCTGTCGC-3’

NOD2Mwo5
5-GGCTAACTCCTGCAGTCTCTTTAACTGG-3’

NOD2Mwo3
5-ACTTCCAGGATGGTGTCATTCCGCTCAAGG-3’
Deoxynukleotid-Mix (dNTP, je 10 mM
dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

HotStarTag DNA-Polymerase
100bp DNA Molekulargrofienstandard

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Diisseldorf, Deutschland
Qiagen, Disseldorf, Deutschland
TIB-MOLBIOL, Berlin, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Qiagen, Disseldorf, Deutschland

Cambrex Corporation, East Ruther-
ford, USA

Tab. 2-2 Chemikalien und Reagenzien
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Substanz

Bezugsquelle

Restriktionsenzyme
Msp |
BstU |
Mwo |

Agarose, Typ I-A
Ethidiumbromid
Ac-muramyl-Ala-D-Glu-NH2 (MDP)
Cyclohexamid
Aqua dest
autologes humanes Serum

BSA (Albumin, bovine Fraktion V solution
30%)

EDTA Triplex IlI

Erythrozytenlysepuffer

FCS (fetales Kalberserum)

Ficoll Paque Plus

PBS Puffer

Penicillin 10000 U/ml
Streptomycin 10000 pg/ml
Paraformaldehyd (PFA)

Trypan-Blau Lésung 0,4%
[B-Mercaptoethanol

DNAse

Collagenase from Clostridium histolyticum
Hyaluronidase

Hanks’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Annexin V-FITC

anti-human CD45-APC

New England BiolLabs, Ipswich,
USA

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Bachem Bubendorf, Schweiz

Sigma, Steinheim, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Apotheke LMU-Klinikum Innen-
stadt, Miinchen, Deutschland

ATCC, Manassas, USA

Amersham Pharmacia Biotech,
Amersham, England

Apotheke Klinikum Innenstadt,
tinchen, Deutschland

Bio Whittaker Europe, Verviers,
Belgien

Bio Whittaker Europe, Verviers,
Belgien

MERCK-Schuchardt, Hohenbrunn,
Deutschland

SIGMA, Steinheim, Deutschland
SIGMA, Steinheim, Deutschland

Roche  Diagnostics, Penzberg,
Deutschland

SIGMA, Steinheim, Deutschland
SIGMA, Steinheim, Deutschland

PAA Laboratories, Colbe,
Deutschland

CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

Tab. 2-2 Chemikalien und Reagenzien
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Substanz

Bezugsquelle

anti-human CD3-APC

anti-human CD14-APC

Monocyte Isolation Kit Il
CD14 MicroBeads

APC-mouse-lgG4

CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

Miltenyi Biotec, Auburn, USA
Miltenyi Biotec, Auburn, USA

CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

Tab. 2-2 Chemikalien und Reagenzien

Substanz Zusammensetzung
Erythrozyten-Lyse-Puffer 165 mM NH4CI

400 mM NaCl

10 mM EDTA

Kernlysepuffer

gesattigte Natriumchloridldsung

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lésung

TE-Puffer

Aqua ad injectabila

NE-Buffer 2 (10x)

NE-Buffer Mwo I (10x)

10 x TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer)

10 mM Tris/HCL pH 8
400 mM NacCl
10 mM EDTA

5 M NaCl

20%

10 mM Tris/HCL pH 8
1 mM EDTA

Braun

500 mM NaCl

100 mM Tris-HCI
100mM MgCl,

10 mM Dithiothreitol

1500 mM NaCl
500 mM Tris-HCI
100 mM MgCi2

10 mM Dithiotreitol

890 mM Tris
890 mM Borséure
20 mM EDTA pH 8

Tab. 2-3 Puffer und Lésungen
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Substanz

Zusammensetzung

DNA-Auftragspuffer

FACS Puffer

Binding Buffer

10 mM Tris/HCL pH 8
2mM EDTA

20% Ficoll 400
0,25% Orange G
PBS

5% FCS

140 mM NaCl

2.5 mM CaCl,

10 mM Hepes/NaOH
pH 7.4

0,02% Natrium Azid

Tab. 2-3 Puffer und Lésungen

Artikel

Bezugsquelle

Polaroidfilm Typ 667

Sarstedt Monovette Lithium
Heparin 10ml

Sarstedt Monovette EDTA
10ml

MACS Separation Colums
LS

MACS Pre-separation Filters

Leucosep tubes

Pipettenspitzen

48-well-Platten

24-well-Ultra-Low-
Attachment-Platten

Polaroid, Concord, USA
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Miltenyi Biotec, Auburn, USA

Miltenyi Biotec, AUburn, USA

Greiner, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Greiner, Frickenhausen,
Deutschland

Corning Incorporated, Acton, USA

Tab. 2-4 Verbrauchsmaterial
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Nach schriftlicher Einverstandniserklarung wurde von freiwilligen gesunden
Spendern oder Morbus Crohn-Patienten Vollblut aus peripheren Venen in vorgefer-
tigte Réhrchen mit Heparinsalz als Antikoagulanz entnommen. Diese Blutentnahmen
fanden entweder im Rahmen von Kontrolluntersuchungen oder nach telefonischer
Einbestellung zum einen in der gastroenterologischen Ambulanz der Chirurgischen
Klinik und Poliklinik Innenstadt Minchen zum anderen, insbesondere bei der
Kontrollgruppe, durch Mitarbeiter im Labor statt. Die Blutproben wurden bei Raum-

temperatur (RT) gelagert und spatestens nach 4 Stunden weiterverarbeitet.

2.2.1 Probandenbeschreibung

Alle untersuchten Probanden nahmen freiwillig an der Studie teil und wurden
hinsichtlich der Zielsetzung der Studie aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einver-
stédndnis. Die Studie wurde von der Ethikkommision der LMU bewilligt (Projekt-
nummer: 081/05).

Gesunde Studenten und Klinikpersonal des Klinikums Miinchen standen als

freiwillige Kontrollen zur Verfliigung.

Das Patientenkollektiv wurde aus dem Patientengut des Klinikums der Universitat Patientenkollektiv

Munchen ausgewahlt. Als Voraussetzung zur Aufnahme in die Studie wurde eine
anhand klinischer, endoskopischer, radiologischer und histologischer Kriterien ge-
sicherte Diagnose eines Morbus Crohn festgelegt. Keine der Patienten befand sich
zum Zeitpunkt der Blutentnahme in einem akuten Schub und keine der Patienten
hatte in den 6 Monaten zuvor eine Therapie mit Anti-TNF-a-Antikdrpern erhalten.

Alle Studienpatienten waren europaischer Herkunft.

2.2.2 Isolation der mononukledren Zellen aus dem peri-
pheren Blut (PBMCs)

Um mononuklare Zellen, dazu zahlen Monozyten und Lymphozyten, zu isolieren,
wurde heparinisiertes Vollblut 1:2 mit PBS (ohne Ca?* und MgZ+) verdunnt. 20 ml
Ficoll wurde mit 15-30 ml verdiinntem Blut in Leucosep-Rdhrchen lberschichtet und
35 Minuten bei 4°C und 400 g zentrifugiert. Der Rotor wurde am Ende der Zentrifuga-

tion nicht abgebremst, um den Dichtegradienten nicht zu vermischen. Die mononuk-

Kontrollkollektiv
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ledren Zellen flotieren in der Plasma-Ficoll-Interphase des Gradienten als weilliche
Schicht und wurden qualitativ abgenommen. Diese Zellpopulation stellt die mono-

nukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) dar.

2.2.3 Isolation von Monozyten und Lymphozyten

Zur weiteren Isolation von Monozyten oder Lymphozyten aus den PBMCs wurden
die Zellen anschlielend zweimal mit PBS und einmal mit PBS + 0,5% BSA und 2 mM
EDTA gewaschen und nach jedem Waschschritt 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert.
Anschliefend wurden 7 ml MACS-Puffer (PBS + 0,5% BSA + 2 mM EDTA + 1%
humanes Serum) zu dem Zellpellet gegeben, 10 pl Zellsuspension enthommen und
auf einem Hamozytometer 1:2 mit Trypan-Blau verdunnt zur Ermittlung der Zellzahl
und der Zellvitalitédt aufgetragen. Die restliche Zellsuspension wurde bei 300 g 10
Minuten abzentrifugiert.

Die weiteren Schritte wurden mit Zellisolations-Kits der Firma Miltenyi Biotec Inc nach

deren Angaben durchgefihrt:

Die sogenannte MACS-Isolationstechnik der Firma Miltenyi Biotech basiert auf ein
System, in welchem magnetisch markierte Antikérper an spezifische Zielzellen
binden und dann nach Anlegen eines magnetischen Feldes dazu flhren, dass diese
Zellen von nicht markierten Zellen getrennt werden. Hierbei kann man eine negative
wie auch positive Selektion anwenden. In der negativen Selektion werden alle Zellen,
welche nicht weiter benétigt werden mit magnetischen Antikdrpern markiert, die Ziel-
zellen werden nicht markiert und wandern somit unbeeintrachtigt durch das magne-
tische Feld und werden in einer Elution aufgefangen. Bei der positiven Selektion

werden nur die Zielzellen markiert und in dem magnetischen Feld zurlickgehalten.
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O o Komplette Zellsuspension

Zellsuspension ohne
magnetisch markierte
Zellen

Zellsuspension mit
magnetisch markierten
Zellen

Far die weitere Isolation von Monozyten mit dem “Monocyte Isolation Kit II” (Miltenyi
Biotec Inc) wurden 30 pl des MACS-Puffers, 10 pl des FcR Blocking Reagents und
10 ul des Biotin Antibody Cocktails (CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123, und
CD235a (Glycophorin A) MicroBeads) pro 107 Zellen hinzugefligt, gemischt und 10
Minuten bei 4-8°C inkubiert. AnschlieRend wurden 30 ul des MACS-Puffers und 20
ul der Anti-Biotin MicroBeads hinzugefligt, gemischt und 15 Minuten bei 4-8°C
inkubiert.

Abbildung 2-1:  Prinzip
der MACS-Separation.
Magnetisch  markierte
Zellen werden in einer
magnetischen Séule
zurtickgehalten, unmar-
kierte  Zellen  werden
aufgefangen.

Abbildung 2-2: In einem
zweiten Schritt wird die
magnetische Séule
entfernt und die
markierten  Zellen in
einem separaten Gefal3
aufgefangen.

Isolation von
Monozyten (nega-
tive Selektion)



Isolation von
Lymphozyten
(negative Selek-
tion)

Weitere Schritte
zur Isolation von
Monozyten und
Lymphozyten
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Fir die weitere Isolation von Lymphozyten mit den CD 14 MicroBeads (Miltenyi Biotec

Inc) wurden 80 pl MACS-Puffer und 20 yl CD14 MicroBeads pro 107 Zellen hinzu-
gefligt, gemischt und 15 Minuten bei 4-8°C inkubiert.

Nach der letzten Inkubation wurden die Zellen mit 1 -2 ml MACS-Puffer gewaschen,
bei 300 g abzentrifugiert und anschlieRend in 500 yl MACS-Puffer resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde dann auf die vom Magneten umgebenen und zuvor mit MACS-
Puffer equilibrierten MACS-Separationssaulen gegeben. Die Sdulen wurden dreimal
mit 3 ml MACS-Puffer gewaschen und die durchflieBenden Zellen aufgefangen. Die
zuruckbleibenden Zellen wurden nach Entfernung des Magneten ebenfalls mit dem

MACS-Puffer eluiert und fiir weitere Untersuchungen aufbewahrt.

2.2.4I1solation der mononuklearen Zellen aus der
Lamina propria (LPMC)

Fur die Isolation von mononukleéren Zellen aus der Lamina propria (LPMCs) wurden
wahrend Kontrollendoskopien von nicht an einer CED erkrankten Patienten nach
Aufklarung und Einverstandnis Biopsien zur Weiterverarbeitung entnommen. Bei der
verwendeten Methode handelt es sich um eine enzymatische Lésung des Gewebe-
verbandes.

Pro Patient wurden ca. 6 Biopsien entnommen und in RPMI-Medium, welches mit
10% FCS und 1 % Penicillin/Streptomicin supplementiert wurde, aufgenommen. Die
Biopsien wurden zweimal in PBS (ohne Calcium und Magnesium) gewaschen und
danach flir 30 Minuten bei 37°C mit 175 U/min in PBS mit 5% FCS, 1 mM EDTA, 1
mM DTT und 1% Penicillin/Streptomycin geschuttelt. AnschlieRend wurden die Biop-
sien zweimal in PBS gewaschen und dann in 1 ml Verdauungsmedium (DNAse 0,1
mg/ml, Collagenase V 1mg/ml, Hyaluronidase 0,1mg/ml, in Hank’s balanced salt
solution mit Calcium, ohne Phenolrot) gegeben. Ein weiteres Mal wurden die Biop-
sien bei 37°C und 175 U/min 30 Minuten lang geschuttelt und anschlieRend nach
Zugabe von 4 ml RPMI-Medium 5 Minuten bei 4°C und 2400 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet ein weiteres Mal mit 5 ml RPMI-Medium
gewaschen. Danach wurde die Zellsuspension in 5 ml RPMI-Medium durch ein Zell-
sieb gegeben und ein Aliquot der Zellsuspension mit Trypan-Blau zum Ausschluss

toter Zellen gefarbt und gezahlt. Die restliche Zellsuspension wurde bei 400 g und

4°C abzentrifugiert und der Zellzahl angepasst in frischem Medium resuspendiert.
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2.3.1 Stimulation fur die Zytokinanalyse

Far die Untersuchung der Zytokinausschittung von Monozyten nach Stimulation mit
MDP wurde folgender Versuchsansatz angewendet:
Nach Isolation der Monozyten wurden die Zellen in RPMI-Medium (+2mM L-Glut-

amin + 1% Penicillin/Streptomycin + 1% humanes Serum) in einer Konzentration von

1x 108 Zellen/ml tberfiihrt und je 200 pl von dieser Zellsuspension in 24er-well
Platten Uber Nacht bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde das Medium entfernt und durch neues Medium mit oder
ohne Stimulus ersetzt. Fir jeden Patienten bzw. jede gesunde Kontrolle war der

Versuchsaufbau wie folgt:

ng/ml ng/ml ’
ng/ml ng/ml
MDP 100 MDP 100

Nach Inkubation tber 1,5, 6 oder 9 Stunden wurde das Medium abpipettiert und fir
weitere Konzentrationsbestimmungen von Zytokinen bei -80°C aufbewahrt. Fur die
mRNA Bestimmungen wurden die verbliebenen Zellen in [-Mercaptoethanol

aufgenommen und ebenfalls bei -80°C aufbewahrt.

2.3.2 Stimulation fur die Apoptoseanalyse

PBMCs, Lymphozyten und Monozyten wurden in einer Konzentration von 0,6 x 108
Zellen/ml in RPMI-Medium (10mM Hepes + 2mM Glutamin + 100 U/ml Pen/Strep +
10% humanes Serum) Uberfiihrt. Um die Adharenz von Monozyten zu verhindern,

wurde jeweils 500 ul der Zellsuspension von PBMCs und Monozyten in 24er-well

Abbildung 2-3: Stimulati-
onen fiir Zytokinuntersu-
chungen

PBMCs, Lympho-
zyten und Mono-
zyten
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Ultra-Low-Attachment-Platten uberfihrt. Zum Vergleich wurden Monozyten auch in
24er-well Standardplatten kultiviert, um einen méglichen Effekt der Adharenz bzw.
der Adharenzunterdriickung zu untersuchen. Zur Stimulation wurden folgende

Konzentrationen und Stimulantien verwendet:

Medium alleine

MG132 (3 uM)

MDP (verschiedene Konzentrationen)
MDP + MG132 (3 uM)

Cyclohexamid 100 pg/mi

Tab. 2-5 Stimulationen fiir Apoptoseuntersuchungen

Nach verschiedenen Inkubationszeitpunkten (3h, 8h, 24h und 48h) wurden die Zellen

fur die Apoptoseanalyse entnommen und weiterverarbeitet.

2.4 Zytokinmessung mittels ELISA

Zur Bestimmung der Konzentration der zu untersuchenden Zytokine wurden fertige
ELISA-Kits unterschiedlicher Firmen verwendet (s. Tabelle 2-5). Die Konzentra-
tionen des jeweiligen Zytokins wurden in den zuvor gewonnenen Zelliberstadnden
gemessen. Die Durchfiihrung wurde nach Herstellerangaben praktiziert. Die Absorp-
tionsmessung der entwickelten ELISAs erfolgte ebenfalls nach Herstellerangaben

bei den angegebenen Wellenlange am Thermo Varioskan.

ELISA Bezugsquelle

TNF-a ELISA BioSource Europe, Verviers, Belgien
IL-10 ELISA BioSource Europe, Verviers, Belgien
IL-1B ELISA BD Bioscience, San Diego, USA
IL-12p40 ELISA BD Bioscience, San Diego, USA

Tab. 2-6 Verwendete ELISA-Kits

2.5 Nachweis apoptotischer Zellen mittels
Annexin V-Farbung

In der frihen Phase der Apoptose erfolgt eine Translokation von Phosphatidylserin

(PS) von der Innen- zur AuBenseite der Zellmembran. Annexin V ist ein Ca®*-

abhangiges Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen Affinitdt zu Phospha-
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tidylserin (Vermees et al., 1995) und kann daher als Nachweismolekul fur die Expo-
sition von PS auf der Plasmamembranaul3enseite apoptotischer Zellen dienen. In der
spaten Phase der Apoptose kommt es zum Verlust der Membranintegritat sterbender
Zellen, wodurch PS auch auf der Membraninnenseite fir Annexin V zuganglich wird.
Um die spate Phase von der friihen Phase der Apoptose zu unterscheiden, wird
Propidiumiodid (PIl) verwendet, welches durch Verlust der Membranintegritat nekro-
tischer oder spat-apoptotischer Zellen intrazellular gelangt. In der spaten Phase der
Apoptose kdnnen Pl und Annexin V gleichzeitig in die Zellen eindringen, wobei Pl mit
der genomischen DNA interkaliert und Annexin V an das PS der Zellinnenmembran
bindet.

S
( Annexin V)
AuBenmembran Annexin \3\
ARRIIRIEEEE, BRI,
ﬁ?_ Seusmess jﬂ?f J‘Tﬂ ﬁ% il n%’jﬁ”r‘r ﬁ{‘%‘n‘ﬂﬁ’)ﬁ'
bl bt b bl bbbt Ul — il ldlﬂwlﬁpﬁwﬁzm ;H!‘
Innenmembran
Normale Zelle Apoptotische Zelle

Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurden die Zellen enthommen, bei 300 g
abzentrifugiert und der Uberstand fiir eventuelle Weiterverarbeitung bei -20°C aufbe-
wahrt. Monozyten, welche in Standardplatten kultiviert worden sind, wurden durch
Trypsinierung von den Platten abgeldst. AnschlieRend wurden die Zellen mit unter-
schiedlichen Oberflachen-Antikérpern (s.Tabelle) in 100 pyl FACS Puffer 10 Minuten
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach wurden die Zellen in 1 ml Binding Buffer
gewaschen und mit Annexin V-FITC, welches 1:40 mit Binding Buffer verdinnt
worden war, 10 min bei RT im Dunklen inkubiert. Als letzter Schritt wurden die Zellen
mit 500 pl FACS-Puffer gewaschen und anschliefiend in 1:100 mit Binding Buffer

verdiinntem Pl aufgenommen und spatestens 15 Minuten spater im Durchflusszyto-

Abbildung 2-4: Darstel-
lung der PS-Asymmetrie
(rote  Kugeln) und ihr
Verlust durch Apoptose.
In Anwesenheit von
Calcium kann ein Fluo-
reszenz-markiertes

Annexin  V-Molekil an
nach aufen gekehrtes
PS binden (modifiziert
nach van England 1997).

Farbeprotokoll
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meter gemessen.

Antikorper Verdiinnung Bezugsquelle

anti-human 1:20 CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

CD3- APC

anti-human 1:50 CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

CD14-APC

anti-human 1:50 CALTAG Laboratories, Bur-
lingame, USA

CD45-APC

Tab. 2-7 Verwendete Antikbrper zur Zellcharakterisierung

Zellen, welche ein stark Annexin V-positives Signal aufwiesen, wurden als apopto-
tisch gewertet. Abhangig von dem PI-Signal konnte dann zwischen frih- und spat-
apoptotischen Zellen unterschieden werden. Oberflachenmarker wurden zur lden-
tifikation der untersuchten Zellen verwendet. Eine Kombination mit morphologisch zu
bestimmenden Parametern fUhrte hierbei zu einer groReren Genauigkeit in der

Bestimmung der Zellidentitat.

2.6 Durchflusszytometrie

Fir alle Messungen wurde ein FACS Calibur der Firma BD Bioscience verwendet,

das mit zwei Lasern zur Anregung der Fluoreszenz ausgestattet ist.

Die durchflusszytometrischen Messungen und die Analyse der gemessenen Daten
wurden mit folgenden Programmen durchgefihrt:

*WinMDI 2.5 Shareware frei erhaltlich unter der Internetadresse http:/
facs.scripps.edu

*CellQuest Version (BD)

*Excel 2003

*BD FACSDiva Software

*SPSS Version 14.0 (SPSS, Chicago, IL, USA)

2.6.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Ein Durchflusszytometer analysiert fokussierte Partikel hinsichtlich ihrer Streuung
von Lichtsignalen und ihrer Fluoreszenz mittels optischer Messungen. Dadurch ist es
moglich, eine multiparametrische Analyse mehrerer physikalischer und biochemi-

scher Eigenschaften einzelner Zellen durchzuflhren. Zur durchflusszytometrischen
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Messung sind Zellen jeglicher Herkunft geeignet, wenn diese als Suspension von
Einzelzellen vorliegen. Adharent wachsende Zellen oder Gewebeverbande missen

vor der Analyse mechanisch oder enzymatisch vereinzelt werden.

Huallstromflissigkeit (oder Mantelstromflissigkeit) wird aus dem Vorratsbehalter
kontinuierlich durch die Messkammer in den Abfallbehalter gepumpt. Die Zellen vom
Probenréhrchen werden Uber ein zweites Leitungssystem in die Messkammer
geleitet. Die Hullflissigkeit stromt laminar durch die Kuvette, erfasst die Probensus-
pension und vereinigt damit die beiden Flussigkeitsstrome in der Messkammer.
Durch eine Verengung des Flussigkeitsstromes auf das Zentrum der Messkivette
erfahrt der Flussigkeitsstrom eine Beschleunigung von wenigen Zentimetern in der
Sekunde auf etwa sieben Meter pro Sekunde. Dieser Vorgang wird auch als hydro-
dynamische Fokussierung bezeichnet und gewahrleistet, dass die Zellen als Einzel-
zellen nacheinander aufgereiht die beiden rdumlich getrennten Messpunkte der
beiden Laserstrahlen passieren. Argon- und Diodenlaser werden an rdumlich
getrennten Stellen entlang des Probenstrahls fokussiert. Die fluoreszenten Emis-
sionen jedes Lasers werden an rdumlich getrennten Positionen abgebildet, wodurch
eine Detektion der Fluoreszenzsignale ohne Kontamination durch den anderen
Laserstrahl gewahrleistet wird. Die Signale eines einzelnen Teilchens zu
verschiedenen Zeitpunkten werden durch diese rdumliche Trennung generiert. Das
Signal des roten Lasers wird elektronisch verzégert, so dass das Signal die Analyse-

Elektronik zur selben Zeit erreicht wie das Signal vom blauen Laser.

Das optische System lasst sich in einen Anregungsteil und einen Detektionsteil
unterteilen. Als Durchflusszytometer wurde ein Zwei-Laser-Gerat FACSCalibur mit
einem Argonionenlaser mit einer Leistung von 15 mW bei 488 nm Anregnungslinie
und einem Diodenlaser mit 635 nm Anregungswellenlange verwendet. Streulicht-
signale und Fluoreszenzsignale werden im Detektionsteil gemessen. Zellulare
Eigenschaften wie Querschnittsflache, Membranstruktur sowie Menge und
Beschaffenheit intrazellularer Granula und Vakuolen bestimmen die Streuung des
Laserlichts.

Am groéften ist die Lichtstreuung im Kleinwinkelbereich von 0 - 10° des einfallenden
Lichtstrahls (Vorwartsstreulicht, Forward Angle Light Scatter [FSC]). Ein indirektes
Mal fir die Querschnittsflache des Messobjektes ist die Intensitat des Vorwarts-

streulichts und gibt somit Aufschluss Uber die ZellgréRe. Ein geringerer Teil des

Laserlichtes wird im 90° Winkel gestreut. Dieses Seitwartsstreulicht (Side Scatter
[SSC)) ist proportional zum Brechungsindex des Messobjektes und kann daher die

Granularitat der Zellen bestimmen. Neben Streulichtsignalen wurden zusatzlich drei

Flussigkeits-
system

Optisches System
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bzw. vier Fluoreszenzsignale durchflusszytometrisch analysiert.

Photodetektoren im Durchflusszytometer wandeln optische Signale in elektrische
Pulse, deren HOhe mit der Intensitat des Lichtsignals korrelieren, um. Photodioden
werden fur die Signale des FSC eingesetzt, Photoréhren (photomultiplier tube, PMT)
fur die schwacheren Signale des SSC und der Fluoreszenzen. Zusatzlich werden die
elektrischen Signale des Streulichtes linear und die Fluoreszenzsignale logarith-
misch verstarkt. Eine elektronische Schwelle (threshold) kann zur Unterdriickung
von Rausch und Stoérsignalen auf einen beliebigen Parameter (Trigger) gesetzt
werden. Mithilfe eines Analog-/Digitalwandlers werden die gemessenen und
verstarkten Signalintensitaten der Photodetektoren digitalisiert. Als Listendateien
(List-Mode) werden die so erhaltenen Rohdaten gespeichert. Fir jede gemessene
Zelle werden dabei die Streu- und Fluoreszenzsignale in der gleichen Reihenfolge, in
der die Zellen die Messkuvette passierten, aufgezeichnet. Dadurch wird der Ablauf
des gesamten Messvorganges dokumentiert und erlaubt auch nach langerer Zeit

eine Datenauswertung nach unterschiedlichsten Kriterien.

Bei der Mehrfarbenanalyse Uberlappen die eingesetzten Fluorochrome so stark,
dass sie durch die optischen Filter des Durchflusszytometers nicht vollstandig vonei-
nander abgetrennt werden kénnen. Deshalb muss flr die quantitative Analyse von
Oberflachenmolekiilen die spektrale Uberlappung zuséatzlich durch elektronische
Kompensation korrigiert werden. Von jedem Signalpuls wird dazu der durch die

Uberlappung verursachte Fluoreszenzanteil subtrahiert.

Die Einstellung der Messparameter, wie Verstarkung der PMT, Kompensation und
Schwellenwerte sowie deren Stabilitdt wurde mit einfach gefarbten und ungefarbten
Zellen vorgenommen. Die Streulichtsignale wurden fur alle Messungen linear und die
Fluoreszenzsignale logarithmisch aufgenommen. Uber den Parameter des
Vorwartsstreulichts wurde der Schwellenwert zur Ausgrenzung von Debris (Zell-
schrott) definiert.
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2.7.11solation genomischer DNA

Ausgangsmaterial fur die Isolierung der genomischen DNA waren von Monozyten
gereinigte Lymphozytenpopulationen einerseits und Vollblutproben der Patienten
und Kontrollen andererseits.

Fir die gereinigten Lymphozyten wurde zur Isolation von genomischer DNA ein
kommerziell erhaltlicher Kit (QlIAamp DNA Blood Mini Kits, Qiagen) verwendet, fur

die Isolation aus Blutproben die Aussalzmethode nach Miller (Miller 1988).

Nach Isolation wurden die Lymphozyten bei -20°C eingefroren und gelagert. Nach
Auftauen wurde 20 pl Proteinase K-Ldsung (20 mg/ml) und 200 pl von dem im Kit
enthaltenen Lysepuffer AL hinzugegeben und sorgfaltig auf dem Vortex-Schttler
gemischt. Danach wurden die 1,5 ml Reaktionsgefafle 10 Minuten im Wasserbad bei
56°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl 100%igem Ethanol und erneutem Mischen
wurde das Lysat auf die daflir vorgesehene Saule ibertragen und flr eine Minute bei
13.000 Upm zentrifugiert. Die sich in der Losung befindende DNA bindet hierbei an
die Silica-Gel-Matrix der Saule. Im weiteren Verlauf erfolgten zwei Waschschritte. Im
ersten Waschschritt wurden 500 ul Puffer AW1 auf die Saule geladen, fiir 1 Minute
bei 13.000 Upm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im zweiten Waschschritt
wurden 500 pl Puffer AW2 auf die Saule geladen, fiir 3 Minuten bei 13.000 Upm zent-
rifugiert und der Durchfluss verworfen. Um mdglichst alle Reste des ethanolhaltigen
Puffers AW2 zu beseitigen, wurde ein zusatzlicher Zentrifugationsschritt fir 1 Minute
bei 13.000 Upm durchgefihrt. Zur Elution der DNA wurde die Saule in ein sauberes
1,5 ml-Gefal} platziert und 200 pl Elutionspuffer AE direkt auf die Membran der Saule
aufgetragen. Nach Inkubation fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine Zent-
rifugation fir 3 Minuten bei 13.000 Upm. Um die Ausbeute bei mdglichst hoher
Konzentration weiter zu erhéhen, wurde das Eluat erneut auf die Saule aufgetragen
und die Zentrifugation wiederholt. Die so gewonnene DNA wurde bei -20°C aufbe-
wahrt.

Die Blutproben wurden in 10 ml EDTA-R&hrchen (S-Monovette® 10 ml EDTA,
Sarstedt) abgenommen. Die Réhrchen wurden am selben Tag bei 2.000 Upm fiir 10
Minuten zentrifugiert und das Uberstehende Plasma abpipettiert. Das Sediment
wurde in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen (Greiner) Gberfihrt und zur Eliminierung der
Erythrozyten, welche keine DNA enthalten, wurde ein hypotonischer Erythrozytenly-

sepuffer bis zu einem Gesamtvolumen von 12 ml zugegeben.

Isolierung der DNA
aus Lymphozyten
mithilfe des
QlAamp DNA
Blood Mini Kits

Isolierung der DNA
nach der Aussalz-
methode (Miller
1988)
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Die Roéhrchen wurden anschlieRend bei Raumtemperatur auf einem Rotator
(Bachofer) einige Minuten inkubiert, bis die Lésung - aufgrund einer vollstandigen
Lyse der im Vergleich zu den kernhaltigen Leukozyten deutlich weniger osmotisch
resistenten Erythrozyten - klar geworden ist. Danach erfolgte die Sedimentation der
Leukozyten durch Zentrifugation fir 10 Minuten bei 2.000 Upm. Der Uberstand
wurde verworfen, das Leukozytensediment in 1 ml Erythrozytenlysepuffer resus-
pendiert und in ein 1,5 ml Gefald Uberflhrt. Nach einer Zentrifugation von 5 Minuten
bei 5.000 Upm wurde der Uberstand erneut verworfen und das Leukozytensediment
entweder sofort zur DNA-Isolierung verwendet oder bei -20°C gelagert. Die Zellen
wurden in 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und in 6 ml Kernlysepuffer durch Auf-
und Abpipettieren sowie durch Mixen auf dem Vortex-Schuttler resuspendiert. Zur
Degradation von Membran- und Proteinanteilen wurden SDS (Endkonzentration 1%)
und Proteinase K (Endkonzentration 0,2 mg/ml) zugegeben. Es erfolgte eine Inkuba-
tion bei 37°C fur mindestens drei Stunden, meist aber (iber Nacht. Wahrend dieser
Inkubationszeit wurde wiederholt kraftig auf dem Vortex-Schiittler gemixt, um die
DNA zu scheren und besser in Losung zu bringen. Dabei wurde darauf geachtet,
dass sich die DNA vollstandig 16st und nicht mehr als geleeartiges Aggregat vorliegt,
da sie sonst bei den weiteren Schritten verloren geht. Um sie vollstandig in Lésung
zu bringen, wurde das Volumen an Kernlysepuffer gegebenenfalls erhéht und die
Inkubation bei 37°C verlangert. Zur Fallung der Protein- und Membranfragmente
wurde 1/3 Volumen 5 M NaCl-Lésung zugegeben, kraftig gemixt und fir mindestens
30 Minuten oder Uber Nacht bei 4°C oder auf Eis inkubiert. Nach 15-mindtiger Zent-
rifugation bei 3.600 Upm wurde der Uberstand abpipettiert und nochmals 15 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand dieses Zentrifugationsschrittes wurde in ein neues Rohr-
chen uberfuhrt, mit 0,6 Volumen Isopropanol versetzt und langsam gemischt. Die
fadenférmig ausgefallene DNA wurde mit einer automatischen 200 ul Pipette
aufgenommen und zweimal in 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA wurde zur
Trocknung von der Spitze in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefalk an dessen Wand im unteren
Abschnitt Gberfiihrt. Dadurch wird ein Verlust der getrockneten DNA (vor allem bei
geringer Ausbeute) durch Abfallen von der Spitze vermieden. Die getrocknete DNA
wurde je nach Menge in 100-500 ul TE-Puffer gelost. Die Aufbewahrung erfolgte bei
-20°C.

2.7.2 Genotypisierung

Die Genotypisierung fur die drei Hauptmutationen von NOD2, welche mit Morbus
Crohn assoziiert sind, wurde wie schon zuvor beschrieben durchgefuhrt (Torok,
2005b).
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Zunachst wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt, gefolgt von
einem Restriktionsverdau und anschlielRender Gelelektrophorese.

Folgende Primer wurden verwendet:

Polymorphismus 55;:::::: r- sse,:;:(iewf r- EE;: Kt ggr?g;;i" MgCl,
NOD2 5TGGGGC 5GTGCAG 121 bp 65°C 1,5 mM
c.C2104C>T CTGCT- CTGGCGG
p.R702W GGCT- GATGGAG-

GAGTG-3 3
NOD2 5TCTGGC 5-CCCCT- 131 bp 65°C 3 mM
c.G2722G>C TGGGACT- CGTCACC
p.G908R GCAGAGG- CACTCT-

3 GTCGC-3
NOD2 5GGCTAA 5ACTTCCA 169 bp 55°C 3 mM
¢.3019_3020insC CTCCT- GGATGGT-
p.Leu1007fsX1008 GCAGTCT- GTCATTCC

CTTTAACT GCTCAAG

GG-3 G-3

Tab. 2-8 Verwendete Primer zur NOD2-Typisierung

Far den Restriktionsverdau wurden folgende Restriktionsenzyme verwendet unter

spezifischen Bedingungen:

Polymorphismus  Enzym Ii:\ac::(oonnézr;- Restriktions- tﬁ)?\ssttglr(r;-
Enzyms puffer peratur

NOD2 Msp | 1,6 U/l NEBuffer 2 37°C

c.C2104C>T

p.R702W

NOD2 BstU | 0,8 U/l NEBuffer 2 60°C

c.G2722G>C

p.G908R

NOD2 Mwo | 0,5 U/l NEBuffer Mwo | 60°C

€.3019_3020insC
p.Leu1007fsX1008

Tab. 2-9 Verwendete Restriktionsenzyme
Nach Auftrennung in der Agarosegelelektrophorese wurde das Gel auf dem UV-
Transilluminator

betrachtet, photographiert und hinsichtlich des Genotyps

ausgewertet.
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2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS 14.0. Gepaarte Stich-
proben wurden mithilfe des Wilcoxon-Tests verglichen, ungepaarte Stichproben
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch
signifikant festgelegt.
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3.1.1 Untersuchungskollektiv

Far alle Untersuchungen wurden Morbus Crohn-Patienten und gesunde Kontrollen
verwendet. Unter den gesunden Kontrollen befanden sich nach Genanalyse NOD2-
Wildyp-Individuen und auch Mutationstrager (s.Tab. 3-1). Morbus Crohn-Patienten
wurden anhand von vorhandenen Gendatenbanken ausgewahit.

Die Auswahl der Probanden fand fir die Zytokinanalyse und fir die Apoptoseunter-
suchungen auf die gleiche Weise statt. Patienten wurden aus vorhandenen Genda-
tenbanken ausgewahlt und auflerdem hinsichtlich ihrer momentanen klinischen
Symptomatik und Therapie ein- bzw. ausgeschlossen. Keine der Patienten befand
sich zur Zeit der Blutentnahme in einem akuten Schub und keiner hatte innerhalb der
letzten 6 Monate vor Blutentnahme eine Therapie mit Anti-TNF-a-Antikdrpern (Infli-
ximab) erhalten.

Die genaue Aufteilung der Genotypen in der Patienten- bzw. Kontrollgruppe wird in
dem jeweiligen Unterkapitel Zytokinanalyse bzw. Apoptoseuntersuchung
beschrieben, da sich diese aufgrund der unterschiedlichen Fragestellung unter-

scheiden.
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3.2 Zytokinanalyse

3.2.1 Untersuchungskollektiv

Fir diese Untersuchung wurden Monozyten von Morbus Crohn-Patienten und
gesunden Kontrollen unterschiedlichen NOD2-Genotyps verwendet. In der Studie
wurden Wildtyp-NOD2-Individuen (WT), NODZ2-heterozygote Individuen (HT),
NOD2-compound-heterozygote Individuen (cHT), also Trager zweier verschiedener

Morbus Crohn-assoziierte NOD2-Mutationen und NOD2-homozygote Individuen

(HZ) eingeschlossen.

NOD2-Genotyp Varianten Kontrollen Patienten Gesamt
Wildtyp (WT) 11 16 27
Heterozygot (HT) 1007fs 1 5 6
Heterozygot (HT) R702W 2 3 5
Heterozygot (HT) G908R 0 1 1
compound-Heterozygot 1 2 3
(cHT) 1007fs/R702W
compound-Heterozygot 0 1 1
(cHT) 1007fs/G908R
compound-Heterozygot 0 3 3
(cHT) R702W/G908R
Homozygot (HZ) 1007fs 0 7 7
Homozygot (HZ) R702W 0 1 1
Homozygot (HZ) G908R 0 1 1
Gesamt 15 40 55

Tab. 3-1 Liste der untersuchten Genotypen (WT Wildtyp, HT Heterozygot, cHT
compound- Heterozygot, HZ Homozygot)
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Die demographischen Daten der untersuchten Individuen stellen sich wie folgt dar:

Kontrollen Patienten
Genotyp NOD2 WT HT cHT HZ WT HT cHT Hz
Altersverteilung (J) 26- 26- 29 - 26- 35- 26- 19-
55 33 70 58 39 76
Altersdurchschnitt (J) || 32,5 29 29 - 424 419 34 393
Geschlecht (m/w) 3/8 1/2 10 0/0 9/7 217 4/2 6/3

Tab. 3-2 Epidemiologische Aufteilung des Untersuchungskollektivs (WT Wildtyp,
HT Heterozygot, cHT compound-Heterozygot, HZ Homozygot)

3.2.2 TNF-a-Freisetzung

Die TNF-a-Freisetzung von MDP-stimulierten Monozyten wurde mittels ELISA nach
6h gemessen. Bei der TNF-a-Freisetzung konnten folgende Ergebnisse ermittelt

werden:

Nach Stimulation mit MDP konnte kein signifikanter Unterschied zwischen WT-
Morbus Crohn-Patienten und WT-Kontrollen sowie zwischen HT-Morbus Crohn-Pati-
enten und HT-Kontrollen festgestellt werden (s.Abbildung 3-1). Deshalb wurde in den
folgenden Versuchen dazu Ubergegangen, die unterschiedlichen NOD2-Genotypen

unabhangig vom Krankheitsstatus zu untersuchen.

Kontrollen B Patienten
*»+ ([ |Medium
12000 n.s. | |MMDP 100 ngimi
I
n.s.
10000 —
E 8000
B *%*
o
=
w6000 ok
2
'—
4000
2000
0
WT HT WT HT
(n=11) (n=3) (n=16) (n=9)

Kein Unterschied
in der TNF-o-Frei-
setzung zwischen
Morbus Crohn-
Patienten und
gesunden
Kontrollen

Abbildung  3-1:  TNF-a-
Spiegel nach MDP-Stimula-
tion von Monozyten von
NOD2-WT und HT-Morbus
Crohn-Patienten und
gesunden Kontrollen
(**p<0,01 fiir TNF-o. nach
Stimulation mit MDP vs
Medium allein, n.s. kein
signifikanter  Unterschied
zwischen Morbus Crohn-
Patienten und gesunden
Kontrollen mit WT- bzw. HT-
NOD2-Genotyp)



MDP-Stimulation
fiihrt zur erhohten
TNF-a—Sekretion
bei WT-, HT- und
DM-NOD2-Tragern

Abbildung 3-2: TNF-o.-Frei-
setzung nach MDP-Stimu-
lation von Monozyten von
NOD2-WT, HT und DM
unabhéngig vom
Krankheitsstatus (*p<0,05,
**p<0,01 fiir TNF-a. nach
Stimulation mit MDP vs
Medium allein)

Einfluss der
1007fs-NOD2-Vari-
ante auf die TNF-a
Sekretion bei
Doppelmutations-
tragern

3 Ergebnisse

Stimulation mit 100 ng/ml MDP flihrte bei Monozyten von allen NOD2-Genotyp-
trdgern zu einer Steigerung der TNF-o-Freisetzung (s.Abb 3-2). Die WT-NOD2
(p=0,0064) wie auch die HT-NOD2-Trager (p=0,0117) zeigten einen signifikanten
Anstieg der TNF-a-Sekretion. Auch Monozyten von Doppelmutationstragern (DM)
zeigten einen signifikanten Anstieg der TNF-a-Freisetzung nach Stimulation mit
MDP (p=0,012). Ein direkter Vergleich der Hohe der TNF-a-Freisetzung nach MDP-
Stimulation von DM-NOD2 mit WT-NODZ2 Tragern zeigte jedoch, dass WT-Mono-
zyten eine signifikant hdhere absolute Freisetzung von TNF-o nach Stimulation mit
MDP zeigten (p=0,047); ein Unterschied, welcher im Vergleich von WT mit HT nicht
zu sehen war. Auch der direkte Vergleich des Anstiegs der TNF-oa-Sekretion von
unstimulierten zu den mit MDP stimulierten Zellen ergibt, dass Monozyten von WT-
NOD2-Tragern einen signifikant grofteren Anstieg als Monozyten von DM-NOD2-
Tragern zeigen (p=0,0002). Zwischen HT-NOD2-Tragern und WT-NOD2-Tragern ist

ein solcher Unterschied nicht zu beobachten.
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Die 1007fs-NOD2-Variante kodiert flr ein trunkiertes Protein mit aufgehobener
Rezeptorfunktion, wahrend die anderen beiden Morbus Crohn-assoziierten NOD2-
Varianten R702W und G908R zu einer Aminosauresubstitution in oder in der Nahe
der LRR-Region mit weniger ausgepragter Beeinflussung der Proteinfunktion fihren.
Um zu untersuchen, ob dieses Ausmal der genetischen Veranderung auch auf funk-
tioneller Ebene reflektiert wird, wurde der spezifische Einfluss der 1007fs-Variante

untersucht. Dazu wurde der Einfluss des Vorhandenseins mindestens einer 1007fs-
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Mutation in Doppelmutationstragern auf die TNF-o-Sekretion nach Stimulation mit
MDP betrachtet. Die Gruppe der Doppelmutationstrager wurde also weiter unterteilt:
Doppelmutationstrager ohne eine 1007fs-Variante (DM-1007fs), also G908R- und
R702W-homozygote Trager wie auch G908R/R702W-compound-heterozygote
Trager, bildeten die eine Gruppe. Komplementar hierzu wurde die Gruppe der
Doppelmutationstrager mit mindestens einer 1007fs-NOD2-Variante (DM+1007fs),
welche 1007fs-homozygote wie auch 1007fs/G908R- und 1007fs/R702W-

compound-heterozygote Trager mit einbezog, gebildet.
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Monozyten von DM-1007fs zeigten nach MDP-Stimulation einen signifikanten
Anstieg der TNF-a-Sekretion im Vergleich zu unstimulierten Zellen (p=0,047). Im
Gegensatz dazu konnte bei Monozyten von DM+1007fs kein Anstieg der TNF-a.-
Sekretion nach Stimulation mit MDP festgestellt werden. Ein Vergleich dieser beiden
Gruppen untereinander zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied in der Héhe
der TNF-a-Freisetzung nach Stimulation mit MDP (p=0,029).

Diese Beobachtung zeigt, dass das Vorhandensein mindestens einer 1007fs-NOD2-
Variante in Doppelmutationstragern ausreicht, um einen vollstandigen Verlust der

Rezeptorfunktion zu induzieren.

3.2.3 IL-10-Freisetzung

Die Freisetzung von IL-10 wurde im Gegensatz zu TNF-a erst nach 9h im Zellkultur-

Uberstand mittels ELISA gemessen, da vorherige Untersuchungen héhere Werte fiir

Abbildung 3-3: MDP-indu-
Zierte Freisetzung von TNF-
a durch Monozyten von
Doppelmutationstrégern

ohne 1007fs (DM-1007fs)
oder mit mindestens einem
1007fs-Allel im NOD2-Gen
(DM+1007fs) (*p<0,05 fir
TNF-ou nach Stimulation mit
MDP vs Medium allein)

Mindestens eine
1007fs-NOD2-Vari-
ante in
Doppelmutations-
tragern reicht zur
vollstandigen
Aufhebung der
Rezeptorfunktion
aus
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IL-10 zu diesem Zeitpunkt ergeben hatten.

Die Ergebnisse waren vergleichbar zur TNF-a-Untersuchung:

MDP-Stimulation Monozyten von WT-Individuen zeigten einen signifikanten Anstieg der IL-10-Freiset-

fihrt zur erhdhten  ,ng nach Stimulation mit MDP (p=0,0018). Vergleichbar hierzu antworteten Mono-
IL-10-Sekretion bei
WT- und HT-NOD2-
Tragern

zyten von HT-Individuen mit einem signifikanten Anstieg der IL-10-Freisetzung nach
Stimulation mit MDP (p=0,0277). Doppelmutationstrager hingegen zeigten keinen

signifikanten Anstieg der IL-10-Freisetzung nach Stimulation mit MDP.

Abbildung 3-4: IL-10-Frei-
setzung durch Monozyten

von WT, HT und DM-NOD2- [IMedium
Trdgern nach Stimulation I MDP 100 ng/iml
mit  MDP  (*p<0,01, |
“p<0,001 fir IL-10 nach 300
Stimulation mit MDP vs
Medium allein)
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Einfluss der Auch fiir die Untersuchung der MDP-induzierten IL-10-Freisetzung wurde die

1007fs-Varianteauf Gryppe der Doppelmutationstriager aufgeteilt in Trager ohne eine 1007fs-NOD2-

die IL-10-Sekretion /. o (DM-1007fs) und in Trager mit mindestens einer 1007fs-NOD2-Variante
bei Doppelmuta-

tionstragern (DM+1007fs). Die Ergebnisse dieser Aufteilung sind in Abbildung 3-5 zu sehen.
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Der Anstieg der IL-10-Ausschittung nach MDP-Stimulation ist bei beiden Gruppen
nicht signifikant. Jedoch ist ein starkerer Anstieg der IL-10-Freisetzung durch Mono-
zyten von DM-1007fs in Vergleich zu DM+1007fs zu sehen (32,7 +-28,76 pg/ml vs.
-4,6 +- 4,6 pg/ml; DM-1007fs vs. DM+1007fs). Dieser Unterschied im Anstieg ist
jedoch nicht statistisch signifikant. Ein Grund daflr kénnte die geringe Anzahl der

untersuchten DM-1007fs Gruppe sein.

3.2.41L-12p40-Freisetzung

Die IL-12p40-Freisetzung wurde analog zu TNF-a. nach 6h im Zellkulturiberstand
mittels ELISA gemessen. Ein signfikanter Anstieg nach Stimulation mit MDP wurde
bei Monozyten von Wildtyp-Individuen beobachtet (p=0,006). Im Gegensatz dazu
konnte kein signifikanter Anstieg nach Stimulation mit MDP bei Monozyten von he-
terozygoten Individuen wie auch von Doppelmutationstragern festgestellt werden
(s.Abbildung 3-6).

Abbildung 3-5: MDP-indu-
zierte Freisetzung von IL-10
durch  Monozyten  von
Doppelmutationstrédgern mit
keiner 1007fs (DM-1007fs)
oder mindestens einer
1007fs-Variante im NOD2-
Gen (DM+1007fs)



Abbildung 3-6: IL-12p40-
Level im Zellkulturiiber-
stand von WT-, HT- und
DM-NOD2-Monozyten nach
Stimulation mit MDP  (***
p<0,001 Medium vs MDP
Stimulation; § p=0,002 WT
Medium alleine vs DM
Medium alleine)

Erhohte basale IL-
12p40-Level bei
Doppelmutations-
tragern

3 Ergebnisse
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Aufgrund der gro3en Streuung und auch aufgrund von Ergebnissen in der mRNA-
Untersuchung (s.Diskussion) ist es zu friih, die Daten insoweit zu interpretieren, dass

eine Beeintrachtigung der IL-12p40-Sekretion bei HT-NOD2-Tragern vorliegt.

Ein interessanter Befund war, dass Monozyten von DM-Tragern einen signifikant
erhohten basalen Level an IL-12p40 im Zellkulturiiberstand aufwiesen. Es konnte
also ohne vorherige Stimulation mit MDP ein zu WT-Morbus Crohn-Patienten (98,4
+- 33,8 pg/ml versus 2,7 +- 1,9 pg/ml; p=0,002) und WT-Kontrollen (15,7 +- 9,0 pg/
ml; p=0,008) erhohter Level an IL-12p40 gemessen werden. Im Gegensatz dazu
zeigte der einzige gesunde DM-Trager in dieser Untersuchung einen sehr niedrigen
basalen Level an IL-12p40. Es bestand kein Unterschied zwischen WT- und HT-
NOD2-Tragern, sowie zwischen Morbus Crohn-Patienten und gesunden Kontrollen
in dem basalen Level der IL-12p40-Freisetzung. Daher konnte ausgeschlossen
werden, dass diese Unterschiede auf den Krankheitsstatus zurlickzufiihren sind.
Auch die Analyse von klinischen Daten der Morbus Crohn-Patienten zeigte keine
Korrelation der basalen IL-12p40-Level mit der Krankheitsaktivitat oder der aktuellen

Medikation.
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Als nachster Schritt wurde untersucht, inwieweit die erhéhte basale Ausschittung

von IL-12p40 durch Monozyten von DM-NOD2-Tragern mit einem erhdhten basalen

Level von IL-12p40 im Plasma korreliert.
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Es konnte kein signifikanter Unterschied der IL-12p40-Spiegel zwischen Morbus

Crohn-Patienten und gesunden Kontrollen im Blutplasma festgestellt werden (s.
Abbildung 3-8).
Die IL-12p40-Plasmaspiegel waren vergleichbar zwischen WT-, HT- und DM-NOD2-

Tragern (s. Abbildung 3-9). AuRerdem konnte keine Korrelation zwischen den

gemessenen IL-12p40-Plasmaspiegeln und der basalen Freisetzung von IL-12p40

durch die

isolierten Monozyten festgestellt werden.

Mechanismen scheinen daher in vivo vorzuherrschen.

Weitere regulatorische

Abbildung 3-7: Basale IL-
12p40-Freisetzung  durch
isolierte Monozyten von
Trdgern unterschiedlichen
NOD2-Genotyps und unter-
schiedlichen Krankheitssta-
tuses (§ p=0,002)

Plasmaspiegel von
IL-12p40

Abbildung 3-8: IL-12p40-
Spiegel im Plasma von
Morbus  Crohn-Patienten
und gesunden Kontrollen
unabhéngig vom NOD2-
Genotyp (1 Ausreiler)



Abbildung  3-9:  IL-12p40
Blutplasmaspiegel
abhdngig vom  NOD2-
Genotyp (*1 Ausrei3er)

Die IL-1B-Freiset-
zung nach MDP-
Stimulation ist
erho6ht bei WT-
NoOD2-Tragern und
unverandert bei
DM-NOD2-Tragern

3 Ergebnisse
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3.2.5IL-13-Freisetzung

Vorausgegangene Studien, welche die Freisetzung von IL-13 in Abhangigkeit von
NOD?2 untersuchten, haben zum Teil gegensatzliche Ergebnisse erzielt. Zum einen
wurde eine erhdhte Umsetzung von pra-IL-1f3 zu IL-1f in murinen Zellen mit 1007fs-
aquivalentem NOD2-Genotyp gezeigt, zum anderen konnte eine geringere Freiset-
zung von IL-1B in humanen Zellen mit dem 1007fs-NOD2-Genotyp beobachtet

werden.

In dieser Untersuchung wurde die IL-1B-Freisetzung nach Stimulation mit MDP
abhangig vom NOD2-Genotyp untersucht. Die Ergebnisse auf Proteinebene, welche
Bestandteil dieser Arbeit sind, wurden mit den entsprechenden mRNA-Ergebnissen
verglichen (Beynon, 2008).

IL-1B wurde ebenfalls nach 6h im Zellkulturiiberstand mittels ELISA gemessen. Die
Ergebnisse waren vergleichbar zu den Ergebnissen in der TNF-qa, IL-10 sowie IL-
12p40-Untersuchung. Nach Stimulation mit MDP kam es bei Monozyten von WT- wie
auch HT-NOD2-Individuen zu einem signifikanten Anstieg der IL-1B—Ausschittung
(WT: p=0,0016; HT: p=0,0117). Auch hier konnte keine Korrelation zum Krankheits-
status festgestellt werden. Monozyten von DM-NOD2-Tragern hingegen zeigten
keinen signifikanten Anstieg der IL1[B-Freisetzung nach Stimulation mit MDP
(s.Abbildung 3-10).
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Werden die verschiedenen Gruppen miteinander verglichen, so zeigt sich, dass
Monozyten von WT-NOD2-Tragern einen signifikant erhéhten absoluten Wert der
Freisetzung von IL-13 nach MDP-Stimulation (p=0,0324) wie auch ohne MDP-Stimu-
lation (p=0,0027) im Vergleich zu HT-NOD2-Tragern aufweisen. Auch im Vergleich
zu Monozyten von DM-NOD2-Tragern zeigen WT-NOD2-Monozyten einen erhdhten
absoluten Wert der IL-1B-Freisetzung nach Stimulation mit MDP (p=0,013) wie auch
ohne Stimulation mit MDP (p=0,016).

Auch fur die IL-1pB-Freisetzung wurde der Einfluss der 1007fs-Variante auf die
Rezeptorfunktion von NOD2 Uberprift. Ahnlich zur IL-10-Untersuchung konnte
weder bei DM-NOD2-Tragern noch bei den beiden Untergruppen DM-1007fs und
DM+1007fs ein signifikanter Anstieg der IL-1B-Sekretion nach Stimulation mit MDP
gesehen werden. Jedoch zeigt sich auch hier wieder eine leichte Tendenz der
erhéhten Sekretion von IL-13 nach MDP-Stimulation bei den DM-NOD2-Tragern
ohne eine 1007fs-NOD2-Variante (s.Abbildung 3-11).

Abbildung 3-10: IL-1B-Level
im Zellkulturiiberstand 6h
nach MDP-Stimulation von
WT-, HT- und DM-NOD2-
Monozyten (*p<0,05,
**p<0,01)

Einfluss der
1007fs-NOD2-Vari-
ante auf die IL-1p3-
Sekretion



Abbildung 3-11: MDP-indu-
zierte Freisetzung von IL-13
durch Monozyten von DM-
NOD2-Trdgern ohne (DM-
1007fs) bzw. mit
(DM+1007fs) einer 1007fs-
NOD2-Variante
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3.3 Apoptoseuntersuchungen

3.3.1 Vorbemerkungen

Um einen Einfluss von NOD2 und dessen Mutationen in der Regulation der Apoptose
nachzuweisen, wurden die Apoptoseraten unterschiedlicher humaner Zelltypen nach
Stimulation mit dem spezifischen NOD2-Liganden MDP untersucht. Es wurden
hierfar Zellen von 20 gesunden WT-NOD2-Kontrollen und 6 Morbus Crohn-Patienten
mit 1007fs-HZ-NOD2-Genotyp isoliert.

3.3.2 Verwendung eines Vollblut-Modells

Um Apoptoseuntersuchungen in einem mdglichst einflussarmen System untersu-
chen zu kénnen, wurde zunachst ein Vollblutmodell angewendet. Eine Isolation und
Aufreinigung von bestimmten Zellpopulationen geht stets mit einer gewissen
Manipulation und Beeinflussung von Stoffwechselaktivitdten dieser Zellen einher.
Ein Vollblutmodell erméglicht es, die Regulation der Apoptose in einem physiologi-
schen System zu untersuchen. Ein Problem jedoch stellten die Granulozyten dar,
welche eine hohe Rate spontaner Apoptose aufweisen. Dies filhrte zu sehr hoher
inter- und auch intraindividueller Variabilitdt bezlglich der Apoptoseraten und
verlangte die Verwendung eines stabileren Systems. Deshalb wurde dazu Uber-

gegangen, isolierte Zellpopulationen zu untersuchen.

3.3.3 EinfluR einer MDP-Behandlung auf die Apoptose
von PBMCs

In einem ersten Schritt wurde das Verhalten von mononukledren Zellen aus dem
peripheren Blut (PBMCs) bei einer Stimulation mit MDP untersucht. Zunachst
wurden mittels Ficoll-Zentrifugation PBMCs von Granulozyten und Erythrozyten
getrennt, mit verschiedenen Stimuli inkubiert und nach bestimmten Zeitpunkten die
Rate der apoptotischen Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Fiir NOD2 wurde in
vorausgegangenen Studien eine NF-kB-aktivierende Rolle nach Stimulation mit
MDP beschrieben, vergleichbar zu der anderer PRRs wie z.B. die membran-
stéandigen TLRs. NF-kB ist in der antiapoptotischen Regulation von Inflammations-
prozessen involviert. Deshalb konnte erst nach Inhibition von NF-kB fir TLRs (z.B.
TLR4 und TLR2 (Aliprantis, 2001; Ruckdeschel, 2004)) eine proapoptotische

Wirkung beobachtet werden. In dieser Untersuchung wurde ebenfalls zunachst NF-



Abbildung 3-12: Zellpopula-
tionen im FSC/SSC Streu-
diagramm; Monozyten und
Lymphozyten sind anhand
ihrer  GréBe und ihrer
Granularitat,  welche die
Streuféhigkeit des Lichtes
bestimmt,  zu  unter-
scheiden.

Abbildung  3-13:  Durch
Férbung der Monozyten mit
CD14-APC (FL4-H) kann
diese Zellpopulation gesi-
chert als Monozyten identifi-
Ziert werden.

3 Ergebnisse

kB durch Verwendung von NF-kB-Inaktivatoren ausgeschaltet. Zum einen wurde
SN50, ein spezifischer NF-kB-Inhibitor, und zum anderen MG132, ein Proteasom-
Inhibitor mit NF-kB-hemmenden Eigenschaften, eingesetzt. Die Rate apoptotischer
Zellen wurde anhand der durchflusszytometrischen Bestimmung Annexin V-positiver
Zellen bestimmt. Da auch nekrotische Zellen aufgrund ihrer Membrandurchlassigkeit
Annexin V binden kénnen, wurden nekrotische Zellen durch Farbung mit Propidium
lodid (PI) ausgeschlossen. Als apoptotische Zellfraktion wurden Annexin V-positive
und gleichzeitig Pl-negative Zellen definiert.

Zur Unterscheidung der verschiedenen Zellpopulationen wurde zum einen die
charakteristische Anordnung der Blutzellen im Forward/Sideward Scatter Streu-
diagramm ausgenitzt (s.Abbildung 3-12), zum anderen wurden im gleichen
Versuchsansatz charakteristische Oberflachenbestandteile der verschiedenen
Zellen mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gefarbt, um dariber eine Unter-

scheidung mdglich zu machen (s. Abbildung 3-13).
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Da die Fluoreszenz von Pl zwei der vier Filter des FACS Calibur abdeckt und Annexin

V-FITC ebenso einen Filter besetzt, konnte fiir die Oberflachenmarkierung nur ein
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Filter verwendet werden. Da in dieser Untersuchung die Monozyten, welche als
Hauptpopulation NOD2 exprimieren, die interessanteste zu untersuchende Fraktion
darstellte, wurde beschlossen, diese mit Anti-CD14-Antikdrpern zu markieren.
Folglich konnten T-Lymphoyzten und B-Lymphozyten nicht durch Oberfla-
chenmarker unterschieden werden und wurden deshalb zu einer Gruppe
zusammengefasst.

Der Ablauf der Apoptose ist abhangig vom verwendeten Stimulus und vom Zelltyp.
Eine Bestimmung der Apoptoserate Uber verschiedene Zeitpunkte ist demnach
notwendig. In dem vorliegenden Versuchsaufbau wurde die Apoptoserate nach 3, 8,

24 und 48 Stunden gemessen, um den optimalen Messzeitpunkt zu bestimmen.

Da die Ergebnisse der TLR-Untersuchungen Anlass zur Annahme geben, dass eine
durch NOD2 hervorgerufene Beeinflussung der Apoptoserate vor allem nach
Ausschaltung des NF-kB-Systems zu sehen sein wirde, wurde zunachst der
Einfluss der MDP-Stimulation unter Hemmung des NF-kB-Systems untersucht. Zwei
verschiedene NF-kB-Inhibitoren wurden hierfir verwendet. Als erster Inhibitor wurde
das Peptid SN50 verwendet, welches spezifisch die Translokation des aktiven NF-
kB-Komplexes in den Zellkern unterbindet. In der vorliegenden Studie konnte eine
starke Erhéhung der Apoptoserate nach nur 3 Stunden Inkubation von Monozyten
wie auch Lymphozyten mit SN50 beobachtet werden. Ein Unterschied zwischen
Zellen, welche mit SN50 alleine, und Zellen, welche mit SN50 und MDP koinkubiert

wurden, konnte hierbei nicht festgestellt werden (s. Abbildung 3-14).

Untersuchung der
Apoptoserate in
PBMCs unter
Ausschaltung des
NF-ikB-Systems



Abbildung  3-14: PBMCs
wurden mithilfe von Ficoll-
Dichtegradientenzentrifuga-
tion isoliert und (iber unter-
schiedliche Zeitrdume mit
SN50, mit SN50 plus MDP
100 pg/ml oder mit Medium
alleine  inkubiert.  Nach
Inkubation  wurden  die
Zellen mit Annexin V-FITC
und Pl gefarbt und der
Anteil Annexin V+/PI- Zellen
durchflusszytometrisch
analysiert. Die Inkubation
von PBMCs mit SN50
alleine  fiihrt  zu  einer
erhéhten Apoptoserate
schon zu sehr friihen Zeit-
punkten (n=3 WT-NOD2-
Individuen)

3 Ergebnisse
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Da die starke alleinige Erhéhung der Apoptoserate durch SN50 keine sinnvolle
Auswertung einer MDP-induzierten Apoptose moglich machte, musste eine andere
Moglichkeit der Ausschaltung des NF-kB-Systems gefunden werden. Hierflr kam
der Proteasomen-Inhibitor MG132 zur Verwendung. Die Inhibition der Aktivierung
von NF-kB erfolgt durch Suppression der I|-kB-Degradation. Hinsichtlich der
Beeinflussung von apoptotischen Signalkaskaden wurden in Studien unter-
schiedliche Effekte beobachtet. Abhangig von Zelllinie und Stimulationsart kann
MG132 sowohl pro- als auch antiapoptotisch wirken (Meriin, 1998).

In dieser Studie wurde ein proapoptotischer Effekt auf Monozyten wie auch Lympho-
zyten festgestellt. Dieser Effekt war jedoch nicht statistisch signifikant. Die Kostimu-
lation mit MDP fuihrte in WT-NOD2-Zellen (von n= 3 Individuen) tendenziell zu einer
Erhéhung der Apoptoserate zu allen untersuchten Zeitpunkten, allerdings ebenfalls
ohne dass eine statistische Signifikanz festgestellt werden konnte. Im Gegensatz zu
SN50 fuhrte Inkubation mit MG132 alleine jedoch erst nach 24 Stunden zu einer
Erhéhung der Apoptoserate (s. Abbildung 3-15).



3.3 Apoptoseuntersuchungen

40
30 c B MG132 + MDP
3
=]
20 3
£ g
c @
L 3
< 10
|
@
=
= 0
a 40
>
£
-
230 =
| Q
= 3
N
20 8
(1]
3
10
0

SN50 wie auch MG132 fihrten selbst schon zu einer erhéhten Apoptoserate in
humanen PBMCs. Deshalb scheint die Inhibition der Aktivierung von NF-kB ein zu
stark proapoptotisches Signal fur die in dieser Untersuchung verwendeten Zellen

darzustellen.

In einem nachsten Schritt wurde nun eine Stimulation mit MDP ohne Préinkubation
mit NF-kB-Inaktivatoren untersucht. Wieder wurden PBMCs aus peripherem Blut
mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Die isolierten Zellen wurden
in Ultra-Low-Aftachment-Platten fur 3, 8, 24 und 48 Stunden in RPMI Medium mit und
ohne 100 pg/ml MDP kultiviert. Nach Farbung mit Annexin V und Pl wurden die Zellen
wiederholt durchflusszytometrisch analysiert. Die einzelnen Zellfraktionen wurden
durch Gaten im Forward/Sideward Scatter und Identifikation durch Oberflachen-
marker getrennt untersucht. Ein tendenzieller Anstieg der apoptotischen Zellfraktion

wurde in Lymphozyten wie auch in Monozyten zu allen Zeitpunkten erkennbar

Abbildung 3-15: Isolation
und Analyse der Zellen
erfolgte analog zur Abb 3-
14. Die Inkubation von
PBMCs (n=3 WT-NOD2-
Individuen) mit MG132 (3
uM) fiihrte zu einer statis-
tisch  nicht  signifikant
erhéhten Apoptoserate. Die
Koinkubation mit MDP fiihrt
zu einem weiteren Anstieg
der Anzahl apoptotischer
Zellen; dieser Unterschied
ist jedoch ebenfalls nicht
signifikant.

Untersuchung der
Apoptoserate in
PBMCs ohne
Ausschaltung des
NF-ikB-Systems



Abbildung 3-16: Isolation
und Analyse der Zellen
erfolgte analog zu Abb 3-14.
Die Stimulation von PBMCs
(n=8 WT-NOD2-Indi-
viduen) mit MDP fiihrt bei
Lymphozyten wie auch bei
Monozyten  zu  einer
erhéhten Rate Annexin V-
positiver/Pl-negativer
Zellen (n=8)

3 Ergebnisse

(s.Tab. 3-3). Dieser Effekt war jedoch bei den statistischen Auswertungen nicht

Monozyten Lymphozyten
Medium MDP Medium MDP
3h 6,1+-2,5% 10,4+-4,1% 2,9+-1,3% 4,3+-2,5%
8h 9,5+-7,8% 10,5+-2,3% 4,9+-2,2% 6,3+-3,8%
24h 8,1+-3,9% 10,9+-6,9% 4,5+-1,8% 5,3+-3,3%
48h 10,1+-4,3% 17,1+-9,1% 5,1+-2,0% 6,6+-3,8%

Tab. 3-3 Rate apoptotischer Monozyten bzw. Lymphozyten nach Stimulation mit
100 ug/ml MDP vs unstimuliert.

signifikant. Bei der getrennten Analyse der zwei Zellpopulationen fallt auf, dass der

proapoptotische Effekt von MDP in Monozyten starker ausgepragt zu sein scheint.
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Nur ein kleiner Teil der PBMC-Fraktion wird von den Monozyten gestellt (ca. 10-
30%). Eine Untersuchung der Apoptoseinduktion durch MDP auf Monozyten in
PBMCs kénnte so eine geringere Aussagekraft besitzen. Deshalb wurde im nachsten
Schritt dazu Ubergegangen, die PBMCs weiter aufzureinigen und die Populationen
getrennt voneinander zu untersuchen.

Dadurch sollte die Frage geklart werden, inwieweit MDP, der spezifische Ligand fur



3.3 Apoptoseuntersuchungen

NOD?2, seinen nunmehr angedeuteten proapoptotischen Effekt auf Lymphozyten und
Monozyten austbt und wie stark dieser Effekt in isolierten Zellpopulationen zu
beobachten ist. Da NOD2 vor allem in Monozyten exprimiert wird, nicht aber in
Lymphozyten, besteht weiterhin Anlass zur Annahme, dass ein proapoptotischer
Effekt am ehesten in Monozyten zu sehen ware und dass ein mdglicher Effekt in

Lymphozyten durch Monozyten vermittelt sein kdnnte.

3.3.4 Einfluss einer MDP-Behandlung auf die Apoptose
von Monozyten

Fir diesen Versuch wurden Monozyten nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
mittels magnetisch markierter Anti-CD14-Antikdrper und anschlielender positiver
Isolation in einer magnetischen Saule aufgereinigt (s. Kapitel 2.2.3). Die dadurch
negativ isolierten Lymphozyten wurden in einem separaten Gefald aufgefangen und
ebenso flir Apoptoseversuche weiter verwendet.

Da die Farbung mit Annexin V zur Messung der Apoptoserate sehr stéranfallig sein
kann, wurde ein Protokoll erstellt, welches eine geringstmégliche Manipulation der
Zellen erlaubte. Monozyten kénnen sehr schnell auf geeignete Oberflachen adha-
rieren. Deshalb wirde eine Behandlung mit Trypsin-EDTA oder ein ,Abkratzen®
dieser Zellen mit geeigneten Hilfsmitteln bendtigt werden, um diese Zellen wieder in
Suspension zu bringen. Zur Messung im Durchflusszytometer ist eine Suspension
der zu messenden Zellen obligat. Fur die stark adharierenden Monozyten wurde in
diesem Versuchsablauf Ulfra-Low-Attachment-Zellkulturplatten verwendet, welche
eine kovalent gebundene Hydrogelschicht besitzen, Proteinadsorption, Enzym- und
Zellaktivierung minimieren und damit die Adharenz von Zellen verhindern kénnen.
Dies machte eine Prozedur zur Abldsung der Zellen obsolet.

Auch in diesem Versuchsaufbau wurde zunachst der Effekt von MDP auf Monozyten
nach Ausschaltung des NF-kB-Systems untersucht. Als NF-kB Inhibitor wurde
MG132 verwendet, da dieser Proteasomen-Inhibitor einen geringeren intrinsischen
proapoptotischen Effekt in PBMCs aufgewiesen hatte.

Erkennbar war, vergleichbar zu den Ergebnissen in den PBMCs, ein proapoptoti-
scher Effekt von MG132 nach 24 Stunden. Dieser Effekt war allerdings statistisch
nicht signifikant. Eine zusatzliche Stimulation mit MDP induzierte keinen Anstieg der

apoptotischen Fraktion von Monozyten (s.Abbildung 3-17).



Abbildung 3-17: Isolation
von Monozyten erfolgte
mittels MACS-Aufreinigung
nach  Ficoll-Dichtegradien-
tenzentrifugation, Analyse
der Zellen erfolgte analog
zu Abb 3-14. Die Préinkuba-
tion von Monozyten (WT-
NOD2) mit MG132 (3 uM)
fihrte nach 24h zu einer
Erhdéhung der Apoptoserate
bei Monozyten. Die gleich-
zeitige Zugabe von MDP
verur-sachte keine zusétz-
liche Augmentierung dieses
Prozesses.

Abbildung 3-18: Die Inkuba-
tion von WT-NOD2-Mono-
zyten mit MDP fiihrte nach
24h zu einer erhGhten
Apoptoserate (*p<0,05)

3 Ergebnisse

Annexin V positive Zellen %
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Da die Experimente an PBMCs ergeben hatten, dass MDP alleine ohne vorherige

Blockade des NF-kB-Systems eine leichte Erhéhung der Apoptoserate induzieren

kann, wurde der Effekt der MDP-Behandlung auch auf isolierte Monozyten unter-

sucht. Nach 3 und 8 Stunden war kein proapoptotischer Effekt von MDP auf Mono-

zyten erkennbar. Eine Inkubation von MDP fir 24 Stunden hingegen fiihrte zu einer

signifikanten Steigerung der Apoptoserate (p=0,012).
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3.3 Apoptoseuntersuchungen
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Annexin V - FITC

Deutlich ist eine Steigerung der Apoptoserate im Vergleich zu unstimulierten Mono-
zyten zu erkennen (10,7+ 3,9% vs. 19,4 1+ 5,6%; p=0,012). Da die Stimulation der

Monozyten mit unphysiologisch hoher MDP-Konzentration (100 ug/ml) durchgefiihrt

worden war, wurde eine Austitration vorgenommen. Es galt zu klaren, ob auch

geringere Konzentrationen von MDP einen proapoptotischen Effekt aufweisen oder

ob der proapoptotische Effekt durch einen unspezifischen toxischen Effekt hoher

Dosen von MDP zu erklaren ist.

Hierfur wurden Monozyten von sechs der acht gesunden WT NOD2 Kontrollen

zusatzlich zu 100 pg/ml auch mit 1 pg/ml und 100 ng/ml MDP stimuliert. Auch bei

Stimulation mit 100 ng/ml war eine signifikante Erhéhung der Apoptoserate zu

messen.
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Abbildung  3-19:  Repré-
sentative FACS-Bilder von
Monozyten einer WT-NOD2
gesunden  Kontrollperson
nach Inkubation mit Medium
oder MDP 100 ug/ml fiir
24h und Férbung mit
Annexin V /Pl

MDP induziert
Apoptose in Mono-
zyten mit WT-
NOD2-Genotyp

Abbildung 3-20: Austitration
des proapoptotischen
Effekts von MDP (*p<0,05),
Medium n=8, MDP100 ug/
ml n=8; MDP 1 ug/ml n=6;
MDP 100 ng/ml n=6



Kein Unterschied
der Apoptoserate
konnte bei
Anwendung posi-
tiver oder negativer
Zellisolation fest-
gestellt werden

Kultivierung in
Standardplatten
zeigte im
Gegensatz zu den
Ultra-Low
Attachment-Platten
keine MDP-indu-
zierte Erhohung
der Apoptoserate

Abbildung 3-21: Bei Kulti-
vierung von WT- NOD2-
Monozyten in Standard-
platten kam es nicht zu
einem Anstieg der Rate
apoptotischer Zellen nach
Stimulation mit MDP

3 Ergebnisse

Da auch niedrige Dosen von MDP (100 ng/ml) zu einem signifikanten Anstieg der

Apoptoserate fihrten, ist ein unspezifischer Effekt von MDP unwahrscheinlich.

Es stellte sich auRerdem die Frage, ob die Isolationsmethode einen Einfluss auf die
Ergebnisse der Apoptoseuntersuchungen hat. Eine erhdhte Apoptoserate ausgeldst
durch positive Isolation der Monozyten konnte jedoch durch vergleichende Versuche
ausgeschlossen werden. Monozyten, welche durch Depletion gewonnen wurden,

zeigten das gleiche Verhalten in Apoptoseversuchen.

Wie oben erwahnt, wurden die an den Monozyten durchgeflhrten Untersuchungen
auf Platten vorgenommen, welche eine Adhadrenz der Zellen verhindern. Zum
Vergleich wurden Standardplatten verwendet, welche eine Adharenz der Monozyten
ermoglichen. Die Monozyten wurden auf gleiche Weise (s.o.) isoliert. Nach Kulti-
vierung in Standardplatten Uber 24 Stunden in RPMI-Medium alleine oder mit 100 ug/
ml MDP wurden die Zellen durch Trypsinierung in Suspension gebracht. Auch der
Zellkulturiberstand wurde zur Zellsuspension hinzugefiigt, um einen Verlust von
apoptotischen Zellen, welche ihre Adharenzfahigkeit verlieren kdnnen, zu
vermeiden. Die so gewonnenen Zellen wurden mit Annexin V und PI gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Nach Stimulation mit MDP war bei Kultivierung
der Monozyten in Standardplatten keine erhdhte Apoptoseinduktion zu erkennen.
Somit war ein klarer Unterschied im Vergleich zu den Zellen, bei welchen eine Adha-
renz mittels Verwendung von Ultra-Low-Attachment-Platten verhindert wurde, zu

erkennen.
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3.3 Apoptoseuntersuchungen

Durch die Versuche an Monozyten von WT-NOD2-Individuen konnte gezeigt
werden, dass die Stimulation mit MDP zu einer erhhten Apoptoserate der Mono-
zyten fuhrt. Ob dieser Effekt wirklich von NOD2 abhangt, ist jedoch damit alleine nicht
bewiesen. Um dies klaren zu kénnen, wurden fur dieselben Untersuchungen Mono-
zyten von 1007fs-NOD2-homozygoten Individuen herangezogen. Da durch Zytokin-
untersuchungen in der vorliegenden, wie auch in anderen Studien, gezeigt werden
konnte, dass die 1007fs-NOD2-Variante zu einem Verlust einer Antwort auf MDP
fuhrt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass dies auch bei der Apoptoseregulation
der Fall sein kénnte.

Monozyten von 1007fs-homozygoten Individuen wurden analog zu den Monozyten
der WT-NOD2-Individuen isoliert und 24 Stunden mit 100 pg/ml MDP in Ultra-Low-
Attachment-Platten inkubiert. Nach dem Ablauf dieser Zeit wurden die Zellen
entnommen, mit Annexin V und PI gefarbt und schlief3lich durchflusszytometrisch
untersucht. Die Inkubation von Monozyten 1007fs-homozygoter Morbus Crohn-Pati-
enten mit MDP fuhrte nicht zu einer verstarkten Induktion von Apoptose im Vergleich
zur Inkubation mit Medium alleine. Zur Apoptoseinduktion durch MDP scheint somit

ein intaktes NOD2-Protein vorliegen zu missen.
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MDP-Stimulation
von Monozyten
1007fs-homozy-
goter Trager

Abbildung ~ 3-22:  MDP-
Inkubation von Monozyten
1007fs-NOD2-homozy-
goter Morbus Crohn-Pati-
enten fiihrte nicht zu einer
erhéhten Apoptoserate

Abbildung  3-23:  Repré-
sentative FACS-Bilder
eines 1007fs-NOD2-homo-
zygoten Morbus  Crohn-
Patienten nach Inkubation
mit Medium oder MDP 100
ug/ml fir 24h und Férbung
mit Annexin V / Pl



Abbildung 3-24: Lympho-
zyten wurden mithilfe von
MACS-Isolation nach Ficoll-
Dichtegradientenzentrifuga-
tion isoliert, die Analyse der
Zellen erfolgte analog zu
Abb 3-14. Die Inkubation
mit MDP (ber 24h fiihrte
nicht zu einer erhGhten
Apoptoserate in Lympho-

zyten von  WT-NOD2-
Trdgern
MDP induziert

keine Apoptose in
Lymphozyten aus
dem peripheren
Blut

3 Ergebnisse

3.3.5 Einfluss einer MDP-Behandlung auf die Apoptose
von Lymphozyten

Die Untersuchungen an PBMCs ergaben fur Lymphozyten eine tendenzielle Erho-
hung der Apoptoserate nach Stimulation mit MDP. Da dies jedoch nicht statistisch
signifikant war und zudem diese Ergebnisse in Kontakt zu Monozyten entstanden
sind, wurde auch flr Lymphozyten eine getrennte Untersuchung der Apoptoserate
nach Stimulation mit MDP durchgefiihrt. Die Lymphozyten wurden durch negative
Isolation nach Markierung der Monozyten mit Anti-CD14 magnetischen Beads
gewonnen, in Ultra-Low-Attachment-Platten mit 1 bzw. 100 pg/ml MDP oder Medium

alleine inkubiert und nach Ablauf von 24 Stunden mit Annexin V und PI gefarbt.
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Nach der durchflusszytometrischen Untersuchung konnte weder bei WT- noch bei
1007fs-homozygoten NODZ2-Tragern eine Erhohung der Apoptoserate nach
Behandlung mit MDP beobachtet werden. B-Lymphozyten und T-Lymphozyten
wurden durch Anfarbung mit Anti-CD3-Antikdrpern, welche spezifisch an T-Lympho-
zyten binden, separat betrachtet. Weder B- noch T-Lymphozyten zeigten eine
erhdhte Apoptoserate nach Stimulation mit MDP, nicht Gberraschend, da Lympho-
zyten NOD2 nicht exprimieren. Interessanterweise zeigten Lymphozyten, welche mit
Monozyten koinkubiert wurden eine leichte aber nicht signifikante Steigerung der
Apoptoserate nach Stimulation mit MDP (s.o.). Da dies auf eine Interaktion der Mono-
zyten mit den Lymphozyten hindeutet, wurden Lymphozyten mit dem Uberstand von
Monozyten inkubiert, welche mit MDP fiir 24h stimuliert worden sind und nach einer

weiteren Inkubation von 8 bzw. 24h auf ihre Annexin V-Bindung untersucht.
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Nach Inkubation mit diesem Uberstand konnte ebenso keine erhdhte Apoptoserate

der Lymphozyten festgestellt werden.

3.3.6 Einfluss einer MDP-Behandlung auf die Apoptose
von LPMCs

Beim Morbus Crohn sind vor allem mononukleare Zellen in der Lamina propria
(LPMCs) an der Aufrechterhaltung der Entziindung beteiligt. Eine erniedrigte Apop-
toserate der LPMCs wurde als bedeutender Faktor in der Pathogenese des Morbus
Crohn postuliert. Deshalb wurde auch in diesen Zellen die Fahigkeit von MDP Apop-
tose zu induzieren, untersucht. LPMCs wurden aus Biopsien von gesunden
Kontrollen gewonnen, in RPMI-Medium mit und ohne MDP inkubiert, nach Ablauf der
Inkubation mit Annexin V und Pl gefarbt und schlieRlich durchflusszytometrisch
untersucht. Da bei isolierten Monozyten schon 1 pg/ml zu einer signifikant erhdhten
Apoptoserate flihrte, wurde zur Stimulation der LPMCs diese Konzentration gewahit,

da dies die physiologische Situation im Darm eher wiederspiegelt.

Abbildung 3-25: Die Inkuba-
tion von  WT-NOD2-
Lymphozyten (ber 8h bzw.
24h mit Uberstand von mit
MDP  stimulierten ~ WT-
NOD2-Monozyten fiihrte
nicht zu einer Apoptos-
einduktion



Abbildung 3-26: Die Isola-
tion der LPMCs wurde
durch enzymatischen
Verdau von Darmbiopsien
durchgefiihrt, die Analyse
der Zellen erfolgte analog
zu Abb 3-14. Die Inkubation
von LPMCs mit MDP (iber
7h bzw. 24h fiihrt nicht zu
einer erhéhten  Apopto-
serate

MDP induziert
keine Apoptose in
LPMCs

3 Ergebnisse
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Stimulation mit MDP fuhrte bei LPMCs von gesunden Kontrollen nicht zu einer Induk-
tion von Apoptose. Da eine weitere Aufreinigung der Zellen aufgrund geringer
Zellausbeute aus den Biopsien nicht moglich war, wurde darauf verzichtet. Anstatt-
dessen wurden die T-Lymphozyten mittels Anti-CD3-Antikérper angefarbt und im
Durchflusszytometer identifizert und isoliert betrachtet. Doch auch bei T-Lympho-

zyten konnte keine Erhéhung der Apoptoserate festgestellt werden.



4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der funktionellen Relevanz Morbus Crohn-
assoziierter NOD2-Mutationen. Hierbei wurden zwei wichtige in der Pathogenese
des Morbus Crohn implizierte Signalkaskaden herangezogen.

Zum einen wurde die Regulation der Zytokinproduktion im angeborenen Immun-
system und die Auswirkungen der NOD2-Mutationen untersucht, zum anderen
wurde die physiologische Rolle von NOD2 in der Apoptoseregulation und der Einfluf3
der NOD2-Mutationen betrachtet. Hinsichtlich der Zytokinproduktion gibt es in der
Literatur kontroverse Diskussionen; die vorliegende Studie soll deshalb zu einem
besseren Verstandnis dieser Regulation flihren. Apoptoseregulation durch NOD2
wurde bis heute in keiner Studie gezeigt, einzig Indizien weisen auf einen mdglichen
Zusammenhang hin. Der Nachweis eines Zusammenhanges kénnte somit ein neues

Pathogenesemodell von NOD2-Mutationen beim Morbus Crohn darstellen.

Abbildung 4-1: Darstel-

PAMPs lung der untersuchten
\\' Signalkaskaden. 1.
O MDP Regulation der Zytokin-
N o produktion; 2. Apoptose-
\ requlation
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Zytokine
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Die Morbus Crohn-
assoziierten NOD2-
Mutationen fiihren
Zu einer
verringerten MDP-
induzierten
Ausschuttung von
TNF-q, IL-10, IL-1$3
und IL-12p40

4 Diskussion

4.1 Diskussion der Zytokinergebnisse

Morbus Crohn ist eine vorwiegend Ty1- und Ty17-vermittelte CED, welche durch

eine erhohte Aktivierung von NF-xB und Uberschielende Freisetzung proinflamma-
torischer Zytokine in den erkrankten Darmabschnitten charakterisiert ist (Schreiber,
1998). Viele der antientzindlichen Medikamente, welche beim Morbus Crohn
verwendet werden, inhibieren die Aktivierung von NF-kB, eine Tatsache welche
diesen Faktor als einen der Haupteffektoren der Pathogenese vermuten lasst
(Podolsky, 2002). Diese Befunde waren Grundlage zur Annahme, dass Morbus
Crohn-assozierte Genmutationen zu einer erhéhten Aktivierung von NF-kB und
somit zu einer erhéhten Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine oder zu einer
verringerten Ausschuttung antiinflammatorischer Zytokine fuhren muften (Hanauer,
2006). MDP als spezifischer Ligand fur NOD2 fiihrt zur Sekretion von Zytokinen wie
TNF-a., IL-6 und IL-8. Auch wurde in mehreren Studien gezeigt, dass MDP die Frei-
setzung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-B induzieren kann
(Kramer, 2006; Netea, 2005b; Netea, 2004). Im Falle der 1007fs-Mutation des NOD2
kommt es aufgrund eines verkulrzten Proteins zu einer verringerten Freisetzung von
sowohl proinflammatorischen wie auch antiinflammatorischen Zytokinen nach Stimu-
lation mit MDP (Li, 2004; Netea, 2005a). Die Morbus Crohn-assoziierten NOD2-
Mutationen scheinen somit loss of function oder “Funktionsverlust’-Mutationen zu
sein. Eine defekte NOD2-Antwort scheint zu einer defekten initialen Immunantwort
mit konsekutiv herabgesetzter Abwehr gegen pathogene Organismen zu fiihren (van
Heel, 2005). Moéglicherweise kdnnen dadurch diese pathogenen Organismen in die

Mukosa einwandern und dort eine Entziindung auslésen.

Die vorliegende Arbeit unterstutzt die zuvor durchgefihrten Studien und erweitert
diese insofern, als dass der Einfluss auch der beiden anderen Mutationen auf die
Freisetzung von TNF-a,, IL-1p, IL-12p40 und IL-10 bestimmt wurde.

Fir TNF-a., IL-10, IL-1p und IL-12p40 wurde eine verringerte MDP-induzierte Frei-
setzung in Monozyten von Doppelmutationstragern im Vergleich zu Monozyten von
WT- oder HT-NOD2-Tragern festgestellt. Auch Doppelmutationstrager der beiden
anderen Mutationsvarianten R702W und G908R zeigten eine verringerte Sekretion

von TNF-a nach Stimulation mit MDP verglichen zu WT- und HT-NOD2-Tragern.



4.1 Diskussion der Zytokinergebnisse

Zusatzlich konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die Existenz mindestens
einer 1007fs-Variante bei Tragern von zwei mutierten NOD2-Allelen
ausschlaggebend ist. Bei Vorhandensein einer 1007fs-Variante ist keine Antwort auf
eine Stimulation mit MDP zu verzeichnen, also keine Induktion einer Zytokinfreiset-
zung. Ist diese Mutation nicht vorhanden, handelt es sich also um G908R- oder
R702W-homozygote Trager oder G908R/R702W-compound-heterozygote Trager,
fuhrt MDP-Stimulation zu einer verringerten, aber dennoch messbaren Freisetzung
von Zytokinen. Diese Beobachtungen sind im Einklang mit den Ergebnissen von
Studien in mit NOD2-Varianten transfizierten Zelllinien, welche auf Stimulation mit
PGN eine reduzierte NF-xB Aktivierung bei der R702W- und der G908R-Variante
und keine Aktivierung bei der 1007fs-Variante zeigen konnten (Bonen, 2003b). Auch
unterstlitzen diese Ergebnisse klinische Beobachtungen, die ein gravierenderes
Krankheitsbild in Patienten mit der 1007fs-Variante gezeigt haben (Seiderer, 2006a;
Seiderer, 2006b). Damit konnte die starkere Auswirkung der 1007fs-Variante neben
in vitro und klinischen Beobachtungen auch in einem humanen ex vivo Modell besta-
tigt werden. Morbus Crohn-Patienten, welche compound-heterozygot oder homo-
zygot fur eine der beiden anderen Mutationen sind, scheinen von diesen Mutationen
in einem geringeren Malde beeinflusst zu sein. Dies kénnte moglicherweise in der
Zukunft neben prognostischen Mdglichkeiten auch therapeutische Konsequenzen

haben.

Eine fehlende Induktion der IL-1B-Freisetzung nach Stimulation mit MDP bei
Vorhandensein von zwei mutierten NOD2-Allelen wurde in dieser Arbeit
nachgewiesen. Die mRNA Ergebnisse, welche in diesen Zellen generiert wurden,
spiegelten die Ergebnisse auf Proteinebene wider (Beynon, 2008). Nach Stimulation
mit MDP kam es somit nicht nur zu verringerter mRNA-Expression von IL-1[3,
sondern auch zu einer verringerten Freisetzung des Proteins. Dies steht in Kontrast
mit Beobachtungen von Maeda et al (Maeda, 2005), welche in ihrer Studie zeigen
konnten, dass Zellen von knock-in-Mausen, welche eine 1007fs-aquivalente Muta-
tion von NOD2 tragen, nach Stimulation mit MDP eine erhéhte Sekretion von IL-1(3
aufweisen. Makrophagen von transgenen Mausen (1007fs-aquivalentes NOD2) und
WT-Mausen wurden fir diese Studie mit MDP oder LPS inkubiert. Weder bei den
WT-NOD2-Zellen noch bei den mutationstragenden Zellen kam es nach Inkubation
mit LPS zu einer Ausschittung von IL-1f3. Bei Inkubation mit MDP kam es nur bei den
mutationstragenden Zellen zu einer erhdhten Sekretion von IL-1[3. Die Sekretion von
reifem IL-1( setzt eine posttranslationelle Modifikation mittels Caspase-1 voraus. Bei
der Inkubation mit LPS kam es nur zu einer Expression von pra-IL-13. Das mutierte

NOD2-Protein scheint dabei eine besondere Affinitat zur Caspase-1 zu besitzen und
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diese dadurch zu aktivieren. Somit kam es bei dem mutierten Protein auch zur
erhohten Freisetzung von maturem IL-1p. Dies stellte fiir die Autoren der Studie ein
zweites mogliches Erklarungsmodell fur die Relevanz der NOD2-Mutationen in der
Pathogenese des Morbus Crohn dar. Die Autoren postulierten anhand der erhohten
IL-1B-Sekretion bei Vorhandensein von NOD2-Mutationen die sogenannte Theorie
der gain of function (Funktionszugewinn). In der vorliegenden Studie konnte diese
Theorie nicht bestatigt werden. 1007fs-homozygote Monozyten reagierten nicht mit
einer erhohten Sekretion von IL-13 nach MDP-Stimulation, sondern - im Gegenteil -
mit einer schwacheren Sekretion von IL-1B. Eine mdgliche Erklarung fir diese
Diskrepanz besteht darin, dass in der vorliegenden Studie humane Zellen verwendet
wurden und kein murines Modell. Die Daten der vorliegenden Arbeit werden durch
vorhergehende Untersuchungen unterstitzt, welche in humanen Systemen
vergleichbare Ergebnisse erzielt hatten (Li, 2004; Netea, 2004). Dies ist ein weiteres
Indiz dafur, dass das murine und humane angeborene Immunsystem in manchen
Aspekten nicht vergleichbar sind (Rehli, 2002 ). So konnte gezeigt werden, dass
NOD2 knock-out Mause spontan keine Kolitis entwickeln (Pauleau, 2003) und nur
nach intragastrischer Belastung mit bestimmten Bakterien eine Entzindung des

Darms hervorgerufen werden kann (Kobayashi, 2005).

Besonders interessant in dieser Studie waren die Ergebnisse beziiglich der
Ausschittung von IL-12p40. Analog zu den zuvor beschriebenen Zytokinen wurde
bei Monozyten von Doppelmutationstragern eine verringerte bzw. eine aufgehobene
Induktion von IL-12p40-mRNA-Expression bzw. Zytokinsekretion beobachtet. Eine
unerwartete Beobachtung war, dass bei Zellen von Doppelmutationstragern eine
erhohte basale Ausschittung von IL-12p40 im Vergleich zu NOD2-WT-Patienten
und Kontrollen bestand. Bei Inkubation der Monozyten in Medium ohne Stimulus
bestand also eine erhdhte Sekretion von IL-12p40, welche durch Stimulation mit
MDP nicht weiter anstieg. Dies stand im Kontrast zur Situation in NOD2-WT-und HT-
Individuen, welche einen niedrigen basalen Spiegel an IL-12p40 aufwiesen und
einen Anstieg nach MDP-Stimulation.

Es kann also angenommen werden, dass ein von MDP unabhangiger, durch NOD2
beeinflusster Mechanismus die Freisetzung von IL-12p40-abhangigen Proteinen
reguliert. Entweder fiihrt das Vorhandensein von Mutationen im NOD2-Allel zu einer
erhohten Freisetzung von IL-12p40 im Sinne einer gain of function, oder aber das
WT-NOD2 fungiert unter normalen Umstanden als negativer Regulator der IL-12p40-
Sekretion, eine Funktion, welche im Falle einer Mutation verloren gegangen sein
kann. Diese Erklarung wird durch Studien unterstiitzt, welche in vitro (Watanabe,

2004) und kurzlich auch in vivo (Yang, 2007) in einem murinen System durchgeflhrt



4.1 Diskussion der Zytokinergebnisse

worden sind. Darin wurde eine verstarkte NF-kB-Aktivierung und erhéhte I1L-12p40-
Freisetzung in NOD2-negativen Zellen, welche mit PGN stimuliert wurden,
beobachtet. Auch wurde eine Resistenz gegenlber einer Induktion einer Kolitis
durch TNBS bei Uberexpression von NOD2 beschrieben. Eine weitere kiirzlich
verdffentlichte Studie beschreibt auflerdem eine durch kontinuierliche NOD2-Stimu-
lation induzierte Toleranz gegeniiber bakteriellen Bestandteilen (Hedl, 2007). Dies
wurde auch erklaren, warum der einzig gesunde Doppelmutationstrager keine
erhohte basale Ausschittung von IL-12p40 aufwies. Mdoglicherweise kam es in
diesem gesunden NOD2-Doppelmutationstrager, ohne vorausgehenden Kontakt mit
bakteriellen Bestandteilen im nicht entziindeten Darm, nicht zur nétigen Stimulation.
Die Beobachtung, dass die basale Freisetzung von IL-12p40 in Monozyten von
Morbus Crohn-Patienten mit zwei mutierten NOD2-Allelen erhéht ist, stellt moglicher-
weise eine wichtige pathogenetische Verbindung zu Morbus Crohn dar. Die Hoch-
regulation IL-12p40-assoziierter Proteine scheint ein wichtiger Faktor in der Genese
von Morbus Crohn zu sein (Manetti, 1993; Trinchieri, 2003). In Morbus Crohn-Pati-
enten wurde eine erhdhte Konzentration von IL-12p40 in der Lamina propria
gemessen (Monteleone, 1997). Auch wurde in dem terminalen lleum von Mausen,
welche unter normalen Bedingungen gehalten wurden, eine héhere Expression von
IL-12p40 gemessen als in Mausen, welche unter keimfreier Umgebung
aufgewachsen sind (Becker, 2003). IL-12p40 heterodimerisiert mit der Untereinheit
p35 um IL-12 zu bilden, aber auch mit der Untereinheit p19 um IL-23 zu bilden
(Parham, 2002). Beide Zytokine werden vornehmlich von den NOD2-exprimierenden
Makrophagen und dendritischen Zellen nach Kontakt mit bakteriellen Bestandteilen
sezerniert (Trinchieri, 2003). Bis vor kurzem wurde die Hochregulation von IL-12p40
vor allem in Zusammenhang mit erhéhten IL-12-Spiegeln und konsekutiver
Verschiebung des Immunsystems in Richtung einer Ty1-dominierter Immunantwort
gesehen. Behandlung mit Antikbrpern gegen IL-12p40 fiihrte bei Mausen mit Kolitis
zu einer Verbesserung des Krankheitsbildes (Neurath, 1995). Die Behandlung mit
Antikérpern gegen IL-12p35 fihrte jedoch nicht zu einer Verbesserung. Im
Gegensatz hierzu war auch der Einsatz von Antikérpern gegen IL-23p19 erfolgreich,
es wurden jedoch gravierende Nebenwirkungen verzeichnet. Dies legt die Vermu-
tung nahe, dass IL-23 und nicht IL-12, wie zuvor angenommen, eine starkere patho-
genetische Relevanz beim Morbus Crohn aufweist. IL-23-Sekretion fiihrt zu einer

Ty17-gewichteten Immunantwort mit verstarkter Sekretion von IL-17, welches in

neuesten Studien verantwortlich fir die Entstehung eines Morbus Crohn gesehen
wird (Neurath, 2007).

Die Relevanz von IL-23 wird auch durch aktuelle genomweite Assoziationsstudien
unterstrichen, welche eine Assoziation von Morbus Crohn mit /L23R-Polymor-
phismen nachgewiesen haben (Duerr, 2006; Glas, 2007). Das IL23R-Gen kodiert fur
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eine Untereinheit des Rezeptors fir IL-23. Es wurden sowohl protektive wie auch
Krankheits-assoziierte Varianten beschrieben. [L-23, dessen Rezeptoren und
dessen Induktoren scheinen somit eine wichtige Verbindung zur Pathogenese des
Morbus Crohn zu bilden. Zum Zeitpunkt dieser Dissertation stand kein sensitiver
ELISA fur IL-23 zur Verfligung, jedoch stellt die Korrelation des NOD2-Genotyps zur
MDP-induzierten Ausschuttung von IL-23 und auch die Korrelation zum IL23R-

Genotyp ein wichtiges Projekt fir weitere Untersuchungen dar.

Neben der Dysregulation von Zytokinen wurden beim Morbus Crohn auch andere
Faktoren als pathogenetisch relevant beschrieben. So scheint bei Morbus Crohn
Patienten abhangig von der Lokalisation eine erniedrigte Konzentration von
sogenannten Defensinen zu bestehen. Diese Defensine werden u.a. von speziali-
sierten Epithelzellen, den Paneth-Zellen, sezerniert und weisen antimikrobielle
Wirkungen auf. Studien konnten in Morbus Crohn Patienten wie auch in Mausmo-
dellen eine Verbindung zwischen NOD2-Mutationen und Defensindefizienz zeigen
(Kobayashi, 2005; Wehkamp, 2004; Wehkamp, 2005). Im Dunndarm von Morbus
Crohn-Patienten bestand ein Mangel an Humanem Defensin 5 und 6 (HD5 und HDG6)
und war bei Vorhandensein von NOD2-Mutationen starker ausgepragt (Wehkamp,
2005). NOD2 knock-out Mause zeigten eine verringerte mRNA Expression von Cryp-
tidin, einem Paneth-Zell-a-Defensin, und waren empfanglicher fir eine orale Infek-
tion mit Lysteria monocytogenes (Kobayashi, 2005). Diese Beobachtungen sprechen
fur eine Rolle der NOD2-Mutationen in der Regulation der intestinalen Barriere gegen
eine Invasion von Bakterien.

Die Regulation der Zytokinausschittung ist deshalb nur ein Faktor von mehreren
moglichen, welche die pathogenetische Relevanz der NOD2-Mutationen erklaren
kdénnen. Ein weiterer Faktor, welcher in dieser Doktorarbeit ndher betrachtet wurde,
besteht in der Regulation der Apoptose durch NOD2 (s. Kapitel 4.2).

4.2 Diskussion der Apoptoseergebnisse

Die Regulation der Apoptose ist ein sehr wichtiger Bestandteil der angeborenen
Immunantwort. Das angeborene Immunsystem stellt die erste Verteidigungslinie fir
madgliche pathogene invasive Mikroorganismen dar. Es ist vor allem in der Mukosa
des gastrointestinalen Trakts wesentlich, dass zwischen pathogenen und nicht-
pathogenen Organismen unterschieden werden kann (Duchmann, 1997). Zellen des
angeborenen Immunsystems erkennen bakterielle Bestandteile, die sogenannten
PAMPs, mithilfe von extra- und intrazellularen Rezeptoren (PRR), den TLRs und

NODs. Bindung dieser Liganden flhrt zur Initiierung inflammatorischer Prozesse.
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Diese Prozesse miissen jedoch streng kontrolliert werden, damit es nicht durch eine
unkontrollierte Entziindung zu Zerstérung von gesundem Gewebe kommt. Nachdem
die Zellen des angeborenen Immunsystems aktiviert worden sind, wird gleichzeitig
die Apoptose eingeleitet, um eine unkontrollierte Aufrechterhaltung des
Entziindungsprozesses zu vermeiden (Van Parijs, 1998). Neben Einleitung des
Entziindungsprozesses wurde fir manche TLRs eine proapoptotische Wirkung in
bestimmten Zellen und unter bestimmten Bedingungen nachgewiesen (Aliprantis,
2001; Aliprantis, 2000; Fukui, 2003; Haase, 2003; Ruckdeschel, 2004).

Ist die Regulation der Apoptose in Richtung antiapoptotischer Mechanismen
verschoben, kann eine chronische Entziindung entstehen (Van Parijs, 1998). Beim
Morbus Crohn wird dies als pathogenetischer Faktor gesehen, da eine gestorte
Apoptose von Monozyten und Lymphozyten wiederholt beschrieben worden ist
(Boirivant, 1999; Ina, 1999; Itoh, 2001). Fur mehrere in der Therapie des Morbus
Crohn eingesetzten Medikamente wurde eine proapoptotische Wirkung auf Mono-
zyten wie auch auf aktivierte T-Lymphozyten der Lamina propria beobachtet (Di
Sabatino, 2004; Doering, 2004; Lugering, 2001; Ringheanu, 2004; ten Hove, 2002).
Deshalb scheint eine regulatorische Rolle des NOD2 im Apoptoseprozess eine
mogliche pathogenetische Verbindung zum Morbus Crohn darzustellen. Diese
Vermutung wird v.a. durch zwei friihere Studien gestitzt. In der einen Studie konnte
gezeigt werden, dass eine Uberexpression von NOD2 mit konsekutiver Uberexpres-
sion von Caspase-9 zu einer erhéhten Apoptoserate fihrt (Ogura, 2001b). Die zweite
erst kurzlich veroffentlichte Studie beschrieb in dendritischen Zellen von NOD2-
mutierten Individuen eine Hochregulation der Expression antiapoptotischer Gene
nach Stimulation mit MDP (Zelinkova, 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Stimulation von WT-NOD2-Mono-
zyten mit MDP zu einer Induktion der Apoptose fuhrt. Dieser Effekt war in Monozyten
von 1007fs-NOD2 homozygoten Morbus Crohn Patienten vollstdndig aufgehoben.
Daraus kann vermutet werden, dass der proapoptotische Effekt von NOD2 durch
eine Interaktion mit MDP induziert werden kann und diese Interaktion bei der
trunkierten Variante nicht mehr erfolgen kann. Die 1007fs-NOD2-Variante fuhrt
demnach nicht nur zu einer gestdrten Zytokinfreisetzung nach Stimulation mit MDP,
sondern auch zu einer gestoérten Apoptoseinduktion mdglicherweise mit Aufrechter-
haltung des Entziindungsprozesses. Dieser proapoptotische Effekt ist trotz der NF-

kB-induzierenden Wirkung von MDP in WT-NOD2-Monozyten zu sehen.

Die Stimulation mit
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Da der proapoptotische Effekt von MDP nur beobachtet werden konnte, wenn Mono-
zyten daran gehindert wurden zu adhéarieren, scheint dieser Effekt von dem Differen-
zierungsstadium der Monozyten abhangig zu sein. Diese Beobachtung wird durch
die unterschiedlichen Befunde zweier Studien gestutzt (Lugering, 2001; Ringheanu,
2004). In beiden Studien wurde die Wirkung von Infliximab auf die Apoptose von
Monozyten untersucht. In einer dieser Studien wurde ein proapoptotischer Effekt
gesehen, welcher in der anderen fehlte. Es wurden unterschiedliche Isolations-
methoden angewendet, eine Tatsache, welche die Grundlage dieser Differenz bilden
kénnte. In der Studie ohne proapoptotischem Effekt von Infliximab wurden die Mono-
zyten mithilfe von Adharenz isoliert, welches die Differenzierung zu Makrophagen
und eine Veranderung des Expressionsprofils von Proteinen induziert (Haskill,
1988). Differenzierung zu Makrophagen fihrt bekannterweise auch zu einer
verminderten Expression von NOD2 (Lala, 2003 #171). In der zweiten Studie
wurden, wie auch in der vorliegenden Arbeit, Monozyten mittels negativer Isolation
magnetisch markierter Zellen gewonnen, welches eine Manipulation weitmoglichst
minimiert. Obwohl beide Studien mit humanen Monozyten gearbeitet haben, ist es
sehr wahrscheinlich, dass die verwendeten Monozyten somit ein unterschiedliches
Differenzierungsstadium und damit auch ein unterschiedliches Expressionsprofil
aufwiesen. Es ist wenig verwunderlich, dass somit diese Zellen unterschiedlich auf
bakterielle Bestandteile reagieren kdnnen und gegensatzliche Reaktionen
beobachtet werden kénnen. Die Frage ist nun vor allem, ob eine erhéhte Apoptose-
resistenz bei 1007fs-homozygoten naiven Monozyten (iberhaupt pathogenetische

Relevanz beim Morbus Crohn aufweist.

Einige Studien stitzen die Hypothese, dass unsere Beobachtung eine pathogeneti-
sche Bedeutung haben kdénnte. Darmbiopsien von Morbus Crohn-Patienten weisen
eine distinkte Fraktion von Makrophagen auf, welche durch Merkmale eines unreifen
Zustandes charakterisiert sind (Rugtveit, 1994). In einer akuten Exazerbation eines
Morbus Crohn werden also Monozyten daran gehindert in einen hdher-differen-
zierten Status zu wechseln. Diese unreifen Monozyten mif3ten dann nach Kontakt
mit bakteriellen Bestandteilen wie MDP apoptotisch werden. Bei Vorhandensein von
Funktionsverlustmutationen im NOD2-Gen wirden diese unreifen Makrophagen
somit nicht apoptotisch werden und wirden zur Aufrechterhaltung und Chronifi-
zierung eines Entziindungsprozesses im Darm fuhren. Diese Hypothese bedarf noch

weiterer Untersuchungen.
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Eine proapoptotische Wirkung von MDP konnte weder in peripheren Lymphozyten
noch in LPMCs beobachtet werden. Da Lymphozyten NOD2 nicht exprimieren, ist
dies nicht verwunderlich und unterstltzt die Annahme einer Interaktion von MDP mit
NOD?2 bei der Apoptoseinduktion. Jedoch zeigten periphere Lymphozyten welche in
Anwesenheit von Monozyten und MDP inkubiert wurden, eine leicht erhéhte Apop-
toserate. Diese proapoptotische Tendenz scheint nicht durch l6sliche Mediatoren
vermittelt zu sein, da eine Inkubation mit Uberstand von MDP-stimulierten Mono-
zyten nicht zu einer Apoptoseerhéhung fihrt. Alternative Mechanismen wie z.B. Zell-
Zellinteraktionen kénnten eine mdgliche Erklarung sein und bedirfen weiterer Unter-

suchungen.

Apoptose als regulatorische Komponente kann nicht nur zu gering ausgepragt sein
und zu einer verstarkten Zellproliferation fuhren, sondern auch zu stark ausgepragt
sein und Zellen, welche homoostatisch relevant sind, zu frih in den programmierten
Zelltod fuhren. Beim Morbus Crohn scheint auch dies der Fall zu sein. Paneth-Zellen
weisen, v.a. beim Vorhandensein von XBP-1-Morbus Crohn-assoziierten SNPs, eine
erhohte Apoptoserate auf und XBP-1 knock-out Mause entwickeln spontan eine
Enteritis (Kaser, 2008). Weiterhin besteht eine Verbindung zwischen den Morbus-
Crohn-assoziierten SNPs im ATG16L7-Gen und Dysfunktion von humanen intes-
tinalen Paneth-Zellen (Cadwell, 2008). Neben den immunkompetenten Zellen,
welche in der Darmmukosa von Morbus Crohn-Patienten in zu hoher Zahl gefunden
werden, scheint somit eine wichtige pathogenetische Rolle der Paneth-Zellen beim
Morbus Crohn zu bestehen. Mehrere genetische Assoziation konnten mit einer
Dysfunktion dieser spezialisierten Epithelzellen des Darmes in Zusammenhang
gebracht werden.

Obwohl es den Rahmen einer Doktorarbeit sprengen wirde, beide dieser
Komponenten zu untersuchen, miissen beide in weitere Uberlegungen mit einbe-
zogen werden. Denn mdgliche Therapieansatze mufiten die erhdhte Apoptoseresis-
tenz einer Zellpopulation mit der erniedrigten Apoptoseresistenz der anderen
Zellpopulation in Einklang bringen. Durchfihrbar ist dies vermutlich nur dann, wenn

die zu Grunde liegenden Ursachen hinreichend geklart sind.

4.3 Methodendiskussion

Wahrend der Zellisolation kénnen verschiedene Faktoren einen Einfluss auf die
Zellen ausiben. Eine Kontamination mit Mikroorganismen bzw. deren Bestandteilen
kann zu einer Aktivierung der Zellen fihren. Um dies moglichst zu vermeiden, wurde

unter sterilen Bedingungen unter einer Laminar Air Flow gearbeitet und sterile
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Reagenzien verwendet.

Auch unspezifische Stimuli wie erhéhte Temperatur oder mechanische Irritationen
kénnen zu einer Aktivitatsanderung der Zellen fiihren. Deshalb wurde zur Isolation
der Monozyten eine méglichst schonende Methode verwendet. Die MACS-Isolation
fuhrt im Gegensatz zu der alternativ verwendbaren Adharenzmethode zu einer
geringeren Stimulation der Zellen und kann zudem auch zeitsparend durchgefihrt
werden.

Fir die Zytokinuntersuchungen wurden die Monozyten negativ isoliert, d.h. die
Monozyten wurden nicht mit Antikdrpern markiert, da dadurch eine intrazellulare Akti-
vierung moglichst gering gehalten werden kann. Fir die Apoptoseuntersuchungen
wurden die Monozyten positiv mit CD14-MicroBeads isoliert. Eine Veranderung des
Untersuchungsergebnisses durch diese Isolation wurde durch Vergleich von zwei
Proben, welche positiv bzw. negativ isoliert wurden, untersucht. Es konnte kein
Unterschied in der Apoptoserate festgestellt werden, wodurch eine Beeinflussung
der Apoptose durch diese positive CD714-MicroBeads-Isolation ausgeschlossen
werden konnte.

Ein weiterer wichtiger Faktor, welcher das Aktivierungsstadium der Monozyten
beeinflussen konnte, ist die erhdhte Temperatur. Um eine Aktivierung durch eine

erhdhte Temperatur zu vermeiden, wurden ausschliellich gekuhlte Reagenzien

verwendet, Inkubationsschritte im Kiihlschrank bei 4°C durchgefihrt und alle Proben
innerhalb 4 Stunden nach Abnahme verarbeitet.
Die Reinheit der isolierten Monozyten wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht

und betrug zwischen 70-90%.

Die Zytokinkonzentrationen von TNF-a, IL-13, IL-12p40 und IL-10 wurden mittels
kommerziell erhaltlicher ELISA-Kits gemessen. Diese ELISA-Kits werden industriell
standardisiert hergestellt und die Qualitat wird durch Kontrolle von Stichproben aus
einzelnen Chargen sichergestellt. Eine mogliche Fehlerquelle ist damit lediglich
durch unsachgemalle Pipettiertechnik gegeben, was durch Doppelbestimmungen

ausgeschlossen wurde.

Die Ermittlung der Apoptoserate durch Farbung mit FITC-markiertem Annexin V hat
Vorteile wie auch Nachteile. Die Vorteile dieser Methode bestehen in ihrer hohen
Sensitivitat und Spezifitat, die leichte und schnelle Handhabbarkeit und die grofie
Menge an untersuchbaren Zellen.

Nachteilig ist, dass nicht flr alle Zellen gezeigt worden ist, dass sie durch Apoptose

die Assymetrie der PS-Verteilung ihrer Zellmembran verlieren (Allen, 1997). Far



4.3 Methodendiskussion

Monozyten wurde dies jedoch bereits gezeigt, weshalb eine weitere Methode zur
Bestatigung der Ergebnisse nicht erforderlich war (Kiener, 1997). Weiterhin kommt
es bei der spaten Apoptose zu einem Verlust der Zellmembranintegritat, erkennbar
durch die Aufnahme von Pl ins Zellinnere. Deshalb kann es schwierig sein, zwischen
primarer Nekrose oder einer spaten Apoptose mit Verlust der Zellintegritat zu unter-
scheiden. Dies kann dadurch Uberwunden werden, dass die Zellen zu einem
friheren Zeitpunkt untersucht werden und somit in einer friheren Phase der Apop-
tose gefarbt werden. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der Verwendung von
adharenten Zellen. Zum einen verlieren apoptotische Zellen ihre Fahigkeit zu adha-
rieren und finden sich deshalb im Uberstand, zum anderen kann eine Verwendung
von Trypsin zur Gewinnung der adharenten Zelle eine artifizielle Exposition des PS
induzieren (van Engeland, 1996). Die Verwendung von mechanischen Kraften als
Alternative kann zur Zerstérung der Zellmembran fiihren und somit eine erhdhte
Fraktion Annexin V+/Pl+ Zellen vortauschen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen nur dann als apoptotisch bezeichnet, wenn
diese Zellen Pl-negativ waren. Damit wurden Zellen ausgeschlossen, welche sich in
der spaten Phase der Apoptose befanden. Eine irrtimliche Zurechnung von nekroti-
schen Zellen wurde damit vermieden.

Kultivierung von Monozyten auf normalen Polystyrol-Platten fuhrt zu einer starken
Adhéarenz und zur Differenzierung der Zellen zu Makrophagen. Um die Problematik
der Ablésung zu umgehen, wurden zur Kultivierung Ultra-Low-Attachment-Platten
verwendet, die beschichtet sind und somit eine Adharenz vermeiden (s. Kapitel
2.3.2). Eine Behandlung mit Trypsin oder Verwendung mechanischer Kraft war somit

nicht notwendig.
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4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten mehrere neue Erkenntnisse hinsichtlich der Rolle
des NOD2-Proteins bei der Pathogenese des Morbus Crohn gewonnen werden.
Jedoch werfen diese Erkenntnisse weitere Fragen auf, welche in der Zukunft noch

beantwortet werden mussen.

Es konnte gezeigt werden, dass es bei Vorhandensein von zwei mutierten NOD2-
Allelen zu einer veranderten MDP-induzierten Zytokinantwort kommt. Das Ausmal}
der Veranderung, also das vollstandige Ausbleiben oder nur ein Abschwachen der
Antwort, scheint abhangig von der NODZ2-Genotypkonstellation zu sein. Das
Vorhandensein eines 1007fs-Allels bei Doppelmutationstragern ist der
entscheidende Faktor, welcher zu einem volligen Verlust der Antwort fiihrt. Mehrere
Studien haben gezeigt, dass Interaktionen von NOD2 mit verschiedenen TLRs exis-
tieren. Da in Studien, welche ein humanes Zellsystem verwendet haben, einzig die
1007fs-NOD2-homozygoten Trager untersucht wurden, stellt sich nun auch die
Frage, inwieweit diese NOD2-TLR-Interaktionen durch die anderen beiden Muta-
tionen, R702W und G908R, beeinflusst werden. Unterschiede in der Auspragung
scheinen auch hier wahrscheinlich zu sein und kdénnten diagnostische oder therapeu-
tische Konsequenzen haben. Eine Studie von Yang et al konnte kiirzlich zeigen, dass
die Prainkubation mit MDP in NOD2-WT-Zellen eine verminderte Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit unterschiedlichen TLR-Liganden
induzieren kann (Yang, 2007). Dies kénnte mdoglicherweise therapeutisch bei
Morbus Crohn-Patienten angewendet werden, falls diese zumindest ein WT-NOD2-
Allel aufweisen. Wichtig ist jedoch zu wissen, inwieweit Morbus Crohn-Patienten,
welche zwei mutierte NOD2-Allele aufweisen, von einem solchen mdglichen thera-
peutischen Effekt profitieren kdnnten. Um dies festzustellen, werden weitere Studien
mit Patienten dieser Genotypen bendtigt.

Die interessante Beobachtung, dass Morbus Crohn-Patienten mit zwei mutierten
NODZ2-Allelen erhdhte basale IL-12p40-Spiegel aufwiesen, wirft ebenso weitere
Fragen auf. Es ist bekannt, dass Morbus Crohn-Patienten einen erhohten Spiegel an
IL-12/23p40 in der Darmmukosa aufweisen. Nun gilt zu klaren, inwieweit der NOD2-
Status als Risikofaktor fiir eine erhéhte Konzentration an IL-12/23p40 in der
Darmmukosa steht. Dies konnte auch therapeutische Konsequenzen haben, da
Studien mit Anti-1L-12/23p40 Antikorpern erste Erfolge erzielt haben. Bestiinde eine
Korrelation des NOD2-Genotyps mit einer erhohten IL-12/23p40 Konzentration im

Darm, kdnnte dies als ein Selektionskriterium flir diese Therapie verwendet werden.
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In dieser Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass NOD2 bei der Regula-
tion der durch bakterielle Bestandteile bzw. MDP hervorgerufenen Apoptose eine
wichtige Rolle spielt. Eine proapoptotische Wirkung von MDP konnte in Monozyten
von NOD2-WT-Individuen festgestellt werden. Dieser Effekt war in Monozyten von
1007fs-homozygoten Tragern nicht zu beobachten und zeigt somit die NOD2-
Abhangigkeit der MDP-induzierten Apoptose. Die proapoptotische Wirkung einer
NOD2-Stimulation kénnte in Zukunft therapeutische Moglichkeiten aufwerfen. Schon
Yang et al postulierten eine therapeutische Anwendbarkeit von Expressionsinduktion
von NOD2 in WT-Morbus Crohn-Patienten (Yang, 2007). Obwohl dies noch weit
entfernt von tatsachlicher Anwendbarkeit ist, stellt dies eine begriindete Hypothese
dar. Morbus Crohn-Patienten, welche zwei mutierte NOD2-Allele aufweisen, wirden
auch hier nicht von dieser Therapie profitieren und wiirden somit durch ihren NOD2-
Genotyp praselektiert werden. Deshalb ist es auch fur die proapoptotische Wirkung
von MDP wichtig, die beiden anderen NOD2-Varianten daraufhin zu untersuchen.
Weiterhin ist es wichtig, den Mechanismus der Apoptoseinduktion durch MDP zu
entschlisseln.

Die proapoptotische Wirkung von MDP ist nicht nur abhangig von einem intakten
NOD2-Protein, sondern auch von dem Differenzierungszustand der Monozyten. Die
Relevanz dieser Tatsache muss weiter untersucht werden. Auch andere Zellen des
angeborenen Immunsystems sollten untersucht werden, um ein genaues Profil der
Zellen, welche durch eine NOD2-Stimulation apoptotisch werden, zu erhalten.
Obwohl Zellen des erworbenen Immunsystems, also Lymphozyten, NOD2 nicht
exprimieren, sollte auch in diesen Zellen verschiedener Differenzierungsstadien eine
eventuelle MDP-induzierte Apoptose untersucht werden, da auch diese Zellen eine
erhdhte Apoptoseresistenz bei Morbus Crohn-Patienten aufweisen. Eine tenden-
zielle Steigerung der Apoptoserate nach Stimulation mit MDP konnte in Lymphozyten
gezeigt werden, sofern sie mit Monozyten inkubiert werden. Der genaue
Mechanismus dieser Beobachtung koénnte ebenso Bestandteil weiterer Untersu-

chungen sein.

Konsequenzen aus
den Apoptoseun-
tersuchungen
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der funktionellen Bedeutung der NOD2-
Mutationen bei der Pathogenese des Morbus Crohn. Das NOD2-Gen wurde 2001 als
erstes Suszeptibilitdtsgen fur die chronisch entzindliche Darmerkrankung (CED)
Morbus Crohn identifiziert. Bis heute konnte die pathogenetische Rolle der NOD2-
Mutationen nicht vollstandig geklart werden.

Die Schwerpunkte der Arbeit waren zum einen die Untersuchung der Auswirkungen
von NOD2-Mutationen auf die Zytokinproduktion, zum anderen die physiologische
Rolle von NOD2 in der Apoptoseregulation und die Auswirkungen der NOD2-Muta-
tionen. Es wurden aufgereinigte humane Monozyten und Lymphozyten aus peri-
pherem Blut gesunder Kontrollen bzw. Morbus Crohn-Patienten mit verschiedenen
NOD2-Genotypen und mononukledre Zellen aus der Lamina propria gesunder
Kontrollen untersucht. Muramyl-Dipeptid (MDP), ein bakterieller Bestandteil von
Peptidoglykan, wurde als spezifischer NOD2-Ligand verwendet. Aufgrund der

durchgefiihrten Untersuchungen kénnen folgende Aussagen getroffen werden:

1. Monozyten von Individuen mit zwei mutierten NOD2-Allelen zeigen eine
verminderte Freisetzung von TNF-o, IL-10, IL-1B und IL-12p40 nach
Stimulation mit MDP

a. Auch die beiden weniger untersuchten NOD2-Mutationen R702W und
G908R fuhren zu einer verminderten Freisetzung von TNF-a, IL-10, IL-
1B und IL-12p40 nach Stimulation mit MDP

b. Das Vorhandensein mindestens eines 1007fs-NOD2-Allels bei Indi-
viduen mit zwei mutierten Allelen reicht zur vollstdndigen Aufhebung
der Rezeptorfunktion aus. Ist keines der beiden Allele ein 1007fs-
NOD2-Allel, aber beide Allele Morbus Crohn-assoziierte NOD2-Vari-
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anten, so kommt es zu einer verringerten, jedoch noch messbaren
Zytokinfreisetzung nach Stimulation mit MDP.
2. Isolierte Monozyten von Morbus Crohn-Patienten mit zwei mutierten
NOD2-Allelen zeigen eine erhbhte basale Freisetzung von IL-12p40 in der
Zellkultur

3. Stimulation von Monozyten mit MDP fiihrt zu einer Erh6hung der Apopto-

serate nach 24h

a. Die Apoptoseinduktion ist abhangig vom NOD2-Genotyp: 1007fs-
NOD2-homozygote Monozyten reagieren nicht mit einer erhdhten
Apoptoserate auf eine Stimulation mit MDP im Gegensatz zu WT-
NOD2-Monozyten

b. Die Apoptoseinduktion ist abhangig vom Differenzierungsstadium:
Besteht fiir die Monozyten die Moglichkeit zu adharieren und damit zu
differenzieren, reagieren sie nicht mit einer erhohten Apoptoserate
nach Stimulation mit MDP

c. Die Apoptoseinduktion durch MDP ist auf Monozyten beschrankt. Lym-
phozyten, welche NOD2 nicht exprimieren, reagieren nicht mit einer
erhohten Apoptoserate nach Stimulation mit MDP

Die vorliegende Studie bestatigt damit Ergebnisse friherer Studien in humanen
Zellen, welche ebenso einen Verlust der MDP-induzierten Zytokinfreisetzung beim
Vorhandensein von NOD2-Mutationen zeigen konnten (Li, 2004; Netea, 2005a; van
Heel, 2006). Erweitert werden diese Befunde insofern, dass in der vorliegenden
Arbeit auch die Relevanz der beiden anderen Morbus Crohn-assoziierten Mutationen
R702W und G908R untersucht worden ist. In diesem Zusammenhang konnte ein
starker Einfluss der 1007fs-Mutation auf die Rezeptorfunktion des NOD2-Proteins
gezeigt werden, da bei Individuen mit zwei mutierten NOD2-Allelen eine 1007fs-Vari-
ante fur den vollstandigen Verlust der MDP-induzierten Zytokinfreisetzung ausreicht.
Vor allem die Ergebnisse fiir IL-13 stehen im Kontrast zu Ergebnissen in murinen
Modellen, welche eine erhdhte Freisetzung von IL-1B bei Vorhandensein einer
1007fs-aquivalenten NOD2-Variante zeigen konnten (Maeda, 2005). Dies ist ein
weiteres Indiz fir die schwierige Ubertragbarkeit von Befunden muriner Modelle auf
humane Systeme.

Hervorzuheben sind die Befunde der MDP-unabhangigen erhdhten basalen IL-
12p40-Freisetzung durch Monozyten von Morbus Crohn-Patienten mit zwei
mutierten NOD2-Allelen. Studien in murinen Zellen konnten eine negative Regulation
der IL-12p40-Freisetzung durch NOD2 nach TLR2-Stimulation zeigen (Watanabe,
2004; Yang, 2007), was in humanen Zellen bis heute nicht reproduziert werden

konnte.



5 Zusammenfassung

Erstmals konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass NOD2, welches strukturelle
Ahnlichkeit mit Apoptoseregulatoren aufweist, eine Rolle in der Apoptoseregulation
von Zellen des angeborenen Immunsystems spielt. Diese MDP-induzierte Apoptose
von Monozyten ist abhangig vom Vorhandensein eines intakten NOD2-Proteins und
auch von Bedingungen, welche die Differenzierung von Monozyten beeinflussen und
sie in einem unreiferen Zustand halten kénnen. Auch Morbus Crohn-Patienten
weisen in der Darmmukosa eine erhdhte Fraktion unreifer Makrophagen auf (Rugt-
veit, 1994), eine Tatsache, welche die pathogenetische Relevanz dieser Beobach-
tungen stitzt.

In der vorliegenden Studie wurden zwei unterschiedliche Auswirkungen der Morbus
Crohn-assoziierten NOD2-Mutationen untersucht. Weitere Daten werden bendtigt,
um die physiologische Rolle des NOD2-Proteins und die pathogenetische Funktion
von NOD2-Mutationen endgultig klaren zu kénnen. Diese Erkenntnisse konnten
moglicherweise in der Zukunft zu einer Verbesserung der therapeutischen

Méoglichkeiten beim Morbus Crohn beitragen.
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