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1. Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Der Begriff chronisch entziindliche Darmerkrankungenfasst die zwei Krankheitsbilder
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Charakteristiiohbeide Krankheiten ist eine chronisch
unkontrollierte Entziindung der intestinalen Mukatia,jeden Abschnitt des Gastrointestinal-
traktes betreffen kann, unterschiedlicher Ausprggumd Manifestation. Was chronisch ent-
zundliche Darmerkrankungen von einer physiologiachatziindungsreaktion eines ,gesun-
den Darmes" unterscheidet, ist die Unfahigkeit, ldnunantworten herunterzuregeln. Das
mukosale Immunsystem bleibt chronisch aktiv und darm dadurch chronisch entziindet
(Hanauer 2006).

Zur Diagnosestellung zahlen die typischen klinischiaborchemischen, endoskopischen,
radiologischen und histologischen Befunde (Nay&42¥iscido 2005, Stange 2006). Trotz-
dem gelingt nicht immer eine eindeutige Zuordnudger 10% der Patienten haben unbe-
stimmte Krankheitsbilder zwischen Morbus Crohn @ulitis ulcerosa, die nicht klar klassi-
fiziert werden konnen und als ,indeterminate cslibezeichnet werden (Podolsky 2002). Die
Therapieplanung wird je nach Art und Schwere daankheit ganz individuell gestaltet und
erstreckt sich von Antibiotika Uber Immunsuppreasbhis hin zur operativen Versorgung
(Viscido 2005). Die Atiologie dieser Erkrankungest bisher noch weitgehend unbekannt,
scheint aber multifaktoriell zu sein. In der Ursawforschung stehen genetische Faktoren,
Umwelteinflisse und eine immunologische Fehlregutatur Diskussion (Timmer 2003).

1.1.1 Morbus Crohn

Morbus Crohn ist eine Entziindung, die den gesar@astrointestinaltrakt vom Mund bis
zum Anus befallen kann, wobei das terminale lleurd der proximale Kolonabschnitt am
haufigsten betroffen sind. Ein isolierter lleumbefaird in 30 % der Falle beobachtet, ein
isolierter Kolonbefall in 25 % der Falle und einerkbination aus beidem in 45 % der Falle
(Harrison 2008). Eine internationale Einteilungdsirch die Vienna-Klassifikation von 1998
und die Montreal-Klassifikation von 2005 mdglicheiBe basieren auf den Merkmalen Alter
bei Diagnose, Lokalisation und Verlauf der Krankhg&asché 2000, Satsangi 2006). Die
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Entzindung verlauft schubweise, diskontinuierliegreental und befallt alle Wandschichten
des Darmes. Die Rezidivhaufigkeit innerhalb voneeinJahr betragt 30 % und nach zwei
Jahren 40 %.

Vienna Montreal
Alter bei Diagnose |Al < 40 Jahre Al <16 Jahre
A2 > 40 Jahre A2 zwischen 17 und 40 Jahre
A3 > 40 Jahre
Lokalisation des MCL1 lleum L1 lleum
L2 Kolon L2 Kolon
L3 lleum und Kolon L3 lleum und Kolon
L4 oberer GI-Trakt L4 isoliert oberer GI-Trakt*

Verlauf des MC B1 keine Stenosen, keine Fiste|lB1 keine Stenosen, keine Fiste|n
B2 Stenosen B2 Stenosen

B3 Fisteln B3 Fisteln

p perianale Krankheit**

Tabelle 1.1 Klinische Subgruppen beim Morbus Crohn: die Vienund Montreal-Klassifikation
* L4 kann mit L1-L.3 kombiniert werden
** p wird zu B1-B3 hinzugefiigt, wenn perianale Kkdeit gleichzeitig auftritt

Die typischen Symptome sind Abdominalschmerzen hdigfig kolikartig im rechten Unter-
bauch lokalisiert sind, zusammen mit meist nichitigen Durchféllen. Ab einer Persistenz
der Symptome von mehr als 6 Monaten spricht maneinam chronisch-aktiven Verlauf.
Makroskopisch fallt eine 6dematdse und fibrotistteedickung der betroffenen Darmwand
mit Ausbildung segmentaler Stenosen und Pflasiarsteef auf. Histologisch Uberwiegt ein
aus Makrophagen und Lymphozyten bestehendes emitdigsl Infiltrat. Charakteristisch
dafir sind zu 40 % Epitheloidzellgranulome und rkehmige Riesenzellen. Haufig kdnnen
eine Hyperplasie der zugehoérigen Lymphknoten (meldopisch gesehen sog. ,Géansehautas-
pekt’), Lymphangiektasien und aphthendhnliche Ge&ch der Schleimhaut mit Fissuren
und Fistelbildung im weiteren Krankheitsverlauf ngewiesen werden.

Die Komplikationsrate ist sehr hoch. Durch dendtischen Umbau der entziindeten Darm-
wand kommt es zur kontinuierlichen Einengung desibamens bis hin zum lleus. Aul3er-
dem treten in 40 % der Falle Fisteln und in 25 %rektale Abszesse auf. Auch extraintesti-
nale Symptome wie Arthritis, Haut- und Augenbegeihg kommen vor (Harrison 2008). Bei
langerer Dauer der Erkrankung konnen Dinndarm-of8oh 1998) und Kolonkarzinome
auftreten (Ekbom 1990a). Zusatzlich werden haufiggmphome beobachtet (Bernstein
2001).



Fur die Behandlung des Morbus Crohn steht einevidiaelle Therapieplanung im Vorder-
grund, woflr eine Anzahl von verschiedenen Medikatere zur Verfligung steht. Der erste
Schritt jeder Behandlung ist die RemissionsinduktiBei leichten bis mittelschweren Schu-
ben werden daflr Antibiotika (z.B. Metronidazol)nosalicylate (z.B. Mesalazin, Sulfasa-
lazin), lokale Kortikosteroide (z.B. Budenosid) odi deren Versagen systemische Korti-
kosteroide (z.B. Prednisolon) eingesetzt. Therdépneard bei schweren akuten Schiben bil-
den immer systemische Kortikosteroide. Kann dadukeime Remission erreicht werden,
steigt man auf Immunsuppressiva wie Azathioprin @Adercaptopurin oder Immunmodula-
toren wie TNFe-Antikorper (Infliximab) um. Der zweite Schritt tefit in der Remissionser-
haltung. Dafur sowie bei chronisch aktivem Verld&fmmen besonders Azathioprin, 6-
Mercaptopurin oder Methotrexat zum Einsatz. Chisaige MalRnahmen bleiben fur Patienten
mit Komplikationen (z.B. lleus), Fisteln und themlaefraktdren Verlaufen vorbehalten
(Cummings 2008, Hoffmann 2002, Nayar 2004, Isadi352 Travis 2006, Williams 2009,
Hanauer 2009, Colombel 2010).

1.1.2 Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa ist gekennzeichnet durch aetheonische Entziindung der Dickdarm-
schleimhaut mit kontinuierlicher Ausbreitung und shildung von Ulzerationen der ober-
flachlichen Schleimhautschichten.. Hierbei begidet Entzindung nahezu immer distal im
Rektum und breitet sich variabel nach proximal imld@ aus. Am haufigsten ist der isolierte
Rektumsigmoidbefall mit 50 %. Zu 25 % kommt es mee Linksseitenkolitis mit Ausdeh-

nung bis maximal zur linken Flexur und zu 25 % meePankolitis. In 10 bis 20 % der Falle
kommt es zur Mitbeteiligung des terminalen lleumas als Backwash-lleitis bezeichnet wird
(Heuschen 2001). Zu 85 % verlauft die Krankheitodmsch-rezidivierend mit Zeiten kom-

pletter Remission. 10 % der Patienten machen ethemnisch-kontinuierlichen Krankheits-
verlauf durch, wobei sich die Beschwerden in umtgeglicher Intensitat aul3ern. Ein akut
fulminanter Verlauf kommt bei 5 % der Individuenrvglarrison 2008, Herrlinger 2002).

Eine internationale Einteilung ist durch die Moalr&lassifikatin von 2005 gegeben. Sie
basiert auf den Merkmalen der Ausdehnung und demv&egrad der Krankheit (Satsangi
2006).



Ausdehnung der CU

E1 ulcerative Proktitis limitierter Befall des Rektums bis zum rektosignadeh
Ubergang

E2 distale CU (linksseitige CU)Ausbreitung der Entziindung vom Rektum Ubergreiferjd
auf das linke Kolon bis zur linken Kolonflexur

E3 Pankaolitis die Entziindung hat die linke Kolonflexur tbersdent
Schweregrad der CU

SO0 klinische Remission asymptomatisch

S1 milde CU > 4x Stuhlgang/Tag (mit oder ohne Blut), keine wreite

systemischen Krankheitssymptome und normale EntZun-
dungsparameter (BSG)

S2 malige CU > 4x Stuhlgang/Tag mit minmalen Zeichen systemischer
Beteiligung

S3 schwere CU mindestens 6x blutiger Stuhlgang/Tag, HF >90/min,
Temperatur >37,5°C, Hb <10,59g/100ml und BSG
>30mm/h

Tabelle 1.2 Montreal-Klassifikation bei Colitis ulcerosa

Die Krankheit verlauft genauso wie Morbus Crohnudmkeise mit Phasen totaler Remission.
Leitsymptom sind blutig-schleimige Durchfélle mitbdominalschmerzen z.T. krampfartig
vor der Defékation (Tenesmen). Makroskopisch zsigt im frischen Stadium eine entzind-
lich gerdtete, 6dematdse Schleimhaut, die bei Karthutet, und kleine Schleimhautulzerati-
onen mit Fibrinbeldgen. Im chronisch-fortgeschnittie Stadium fiihren die rezidivierenden
Ulzerationen dann zur Schleimhautzerstorung mituséerdes normalen Faltenreliefs. Histo-
logisch typisch ist eine granulozytéare Infiltratider Schleimhaut mit Anhaufung von Gra-
nulozyten in den Krypten, was definitionsgemalf Kaigptenabszesse bezeichnet wird. Im
weiteren Verlauf kommt es zur Schleimhautatrophié iberwiegend lymphozytarer und
histiozytarer Infiltration. Bei langdauerndem Kréwelitsprozess entwickeln sich auch multi-
lokular Epitheldysplasien als Vorstufe zur karziratgsen Entartung. Das Karzinomrisiko
korreliert dabei mit dem Ausmal3 der Kolonbeteiliguder Dauer der Erkrankung, dem Alter
bei Erstdiagnose und der familiaren Vorbelastumzk@witz 2005, Rhodes 2002, Solomon
1998). Das Auftreten weiterer Falle eines kolorkkteKarzinoms in der Familie erh6ht das
Risiko um das Zweifache (Askling 2001a). Es wurderdings bisher die Hypothese nicht
bestatigt, dass dieselben genetischen Faktorerrifitiologie des kolorektalen Karzinoms
und der Colitis ulcerosa eine Rolle spielen (Fond®98, Askling 2001b). Das relative Risi-
ko, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln, erhéith bei der Pankolitis ab dem 10. Jahr
und bei der linksseitigen Kolitis ab dem 15. JadwmKrankheitsbeginn um 0,5-1 % pro Jahr.
Das kumulative Karzinomrisiko betragt nach 20 Jahre Durchschnitt 8 % und nach 30
Jahren 18 % (Eaden 2001, Harrison 2008, Solomo8)12@ir Vorbeugung und Friherken-
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nung einer malignen Entartung sind regelmaiige tdtdkoloskopien mit Stufenbiopsien
notwendig (Chambers 2005).

Bei der Colitis ulcerosa kbnnen sich auch Symptamextraintestinalen Organen wie Gelen-
ken (Arthritiden), Haut (Pyoderma gangraenosum)yexu(lritis, Uveitis) und Leber (primér
sklerosierende Cholangitis) manifestieren. Einer ggtilirchtete Komplikation ist das toxi-
sche Megakolon mit septischen Temperaturen, Péidasa und Peritonitisgefahr, dessen
Letalitat bei 30 % liegt. Zur Abschatzung des Salegeades des einzelnen Schubes sind Ak-
tivitdtsindizes etabliert worden, die sich aus iklshen und laborchemischen Parameteren
zusammensetzen.

Die Art der Therapie von Colitis ulcerosa hangtWesentlichen von der Schwere und Loka-
lisation der Krankheit ab. Bei milder bis maRigetZzindung sind Aminosalicylate Mittel der
Wabhl. Sie sind wirksam fur Remissionsinduktion wethaltung. Zusatzlich werden zur Re-
missionsinduktion noch Kortikosteroide (lokal ungtemisch) verabreicht. Der nachste the-
rapeutische Schritt bei Versagen der Standardtlecmjer steroidabhangiger Colitis ulcerosa
bildet die Immunsuppression mit Azathioprin und @ehptopurin. Wenn eine fortdauernde
Steroidabhangigkeit besteht, wird eine remissidradegnde Therapie mit Azathioprin einge-
leitet. Bei schweren steroidrefraktaren VerlaufandvCiclosporin, Takrolimus oder TNé&-
Antikdrper verabreicht. Ein weiterer wichtiger Agpeler Behandlung ist die Pravention der
Entstehung eines kolorektalen Karzinoms. Laut ®tudind zur Karzinompravention 5-
Aminosalicylate gut. Diese kénnen das Karzinomddiks zu 75 % senken (Isaacs 2005, Far-
rell 2002). Eine akzeptable Option zur medikamesitBehandlung ist die Chirurgie. Eine
ileoanale Pouch-Operation ist indiziert bei fulnmtean Verlauf, elektiv bei schweren, rezidi-
vierenden Schiben und bei Versagen der medikanentdsglichkeiten. Allerdings entwi-
ckelt sich dabei als haufige Komplikation in undef®0 % der Falle nach 10 Jahren eine
Pouchitis (Lohmuller 1990). Therapeutisch wird diaite Pouchitis mit Antibiotika (Metro-
nidazol) behandelt. Zur remissionserhaltenden Therder chronischen Pouchitis werden
nach neueren Erkenntnissen Probiotika eingeseétl{rger 2002).
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1.2 Epidemiologie

Da die Atiologie chronisch entziindlicher Darmerkuamgen noch weitgehend unbekannt ist,
sind epidemiologische Beobachtungen auR3erst lulfreim die wahren Ursachen und Risiko-
faktoren dieser Krankheiten zu identifizieren urah &Veg zur effektiven Therapie zu finden.
Weltweit ist die Epidemiologie beider Krankheiteioht einheitlich. Auffallig ist die geogra-
phische Verteilung. Global zeigt sich ein Nord-Suidd West-Ost-Gefalle. Dabei werden die
hdchsten Inzidenzen in den westlichen und induistieaten Regionen der Welt beobachtet.
An erster Stelle stehen Nordamerika, Skandinavieh @rof3britanien. Die geringsten Inzi-
denzen finden sich dagegen in Asien (Farrokhyad p(®eit dem zweiten Weltkrieg und v.a.
in den 1960er und 1980er Jahren stiegen die Inzid&n chronisch entztindlicher Darmer-
krankungen in den westlichen Landern an, um dagjePlateau zu erreichen.

In den USA mit etwa 1 Million Morbus Crohn und QGwiulcerosa Patienten ereignen sich
Uber 300.000 neue Félle pro Jahr (Hanauer 200@).Iixidenzraten fur Kanada und USA
bewegen sich dabei zwischen 2,2 — 14,3/100.000/8ahrColitis ulcerosa und 3,1 —
14,6/100.000/Jahr fur Morbus Crohn mit Pravalernasischen 37 — 246/100.000 fur Colitis
ulcerosa und 26 — 199/100.000 fur Morbus Crohnt(l2004).

In Europa sieht es ganz ahnlich aus. Verschiedém#ie® erbrachten Inzidenzen von 1,5 —
24,5/100.000/Jahr fur Colitis ulcerosa und 0,7 ;6M1D0.000/Jahr fir Morbus Crohn bei ei-
ner Pravalenz zwischen 21 — 268/100.000 fur Colitcerosa sowie 9 — 156/100.000 fur
Morbus Crohn (Binder 2004, Farrokhyar 2001). Insgasergeben sich quer durch Europa
ungefahr 2,2 Millionen CED-Leidende mit 50.000 —0&® Colitis ulcerosa — und 23.000 —
41.000 Morbus Crohn — Neuerkrankungen pro Jahitisdt004).

Seit Ende der 1980er Jahre ist dieser Anstieg mstizrk betroffenen Landern zuriickgegan-
gen. Aber daflr zeigt sich jetzt in den Landerneétiidpas und Asiens ein stetiges Wachstum.
Zuverlassige Ergebnisse weisen dafir nur JaparkKaoreh auf. In Japan liegt die Inzidenz bei
1,95/100.000/Jahr fur Colitis ulcerosa und 0,51/@00/Jahr fir Morbus Crohn und die Préa-
valenz bei 18,12/100.000 fur Colitis ulcerosa ur@bB.00.000 fur Morbus Crohn, was immer
noch unter dem européaischem Durchschnitt liegt ¢vaK 2001). Ursache scheint sowohl die
zunehmende Industrialisierung und der wachsend#uEindes westlichen Lebens- und Er-
nahrungsstils als auch der technische Fortschitttverbesserter medizinischer Diagnostik
und therapeutischen Mdglichkeiten in den asiatisdbéndern zu sein. Der Unterschied zwi-
schen Nord und Sud tendiert auch weiterhin zu sopfen und wird spater kaum noch eine

grof3e Rolle spielen (Garrido 2004).
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Weitere mogliche Erklarungen fur die verschiedeh&zidenzen und Pravalenzen auf der
Welt konnen Volks- und Rassenunterschiede sein.dbbdie Daten begrenzt sind, scheint
es, dass Amerikaner mit asiatischem oder hispamisddintergrund weniger wahrscheinlich
CED v.a. Morbus Crohn entwickeln. Andere Studieigtes, dass die Pravalenz von Morbus
Crohn bei der afrikanischen Bevolkerung ungefaheizirittel von der der Kaukasiern aus-
macht (Kurata 1992, Blanchard 2001, Sonnenberg)1¥x wurden aber auch schon ganz
andere Ergebnisse veroffentlicht. So wurde z.B.asgtischen Einwanderern nach Europa
spatestens nach der ersten Generation kein graféerddhied mehr zur europaischen Bevol-
kerung gefunden (Fellows 1990, Probert 1992, Ca@9). All diese Untersuchungen zeigen,
dass Volks- und Rassenunterschiede sowohl auf Utfiakigren als auch auf genetische Un-
terschiede zuruckzufuhren sind.

Das bevorzugte Manifestationsalter liegt zwisch&r-25 Jahren fir Morbus Crohn und 25 —
35 Jahren fur Colitis ulcerosa. Daneben gibt eshrenen zweiten Erkrankungsgipfel zwi-
schen dem 60. und 70. Lebensjahr. In der Gesclele@tteilung haben die Frauen beim
Morbus Crohn Ubergewicht, wahrend bei der Colifisetosa mehr Manner vertreten sind
(Karlinger 2000, Timmer 2003).

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit und die Sterbl@tdrate hangen stark von anderen Fakto-
ren ab. Eine hohere Sterblichkeit findet sich b#hdn Inzidenzen, spatem Manifestationsal-
ter, schwereren Krankheitsverlaufen mit Komplikago und schwacher Wirksamkeit der
Therapie. Neuere Daten weisen darauf hin, das®fdate mit Colitis ulcerosa oder Morbus
Crohn eine gleiche Lebenserwartung wie die Normali@rung haben. Nur unter Morbus
Crohn — Patienten wies man teilweise eine erhétasbchkeit nach zehn Jahren nach (Wol-
ters 2006). Allerdings gibt es Unterschiede in darzelnen Subgruppen des Morbus Crohn
(Jess 2006). Generell zeigen Patienten mit andgastrointestinalen Krankheiten, malignen
Tumoren oder Atemwegserkrankungen (z.B. COPD), sobrnvKrankheitsverlaufen und ho-
hem Alter eine leicht erhdhte Sterblichkeit (Gyd82, Ekbom 1992, Langholz 1997, Card
2003, Winther 2003).
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1.3 Atiologie

Bisher wurden zahlreiche atiopathogenetische Medgilt CED beschrieben, die aber bis
heute noch nicht definitiv bestatigt wurden. Dieoldgie dieser Krankheiten scheint multifa-
ktoriell zu sein, wobei die vorherrschende The@igdass CED das Ergebnis einer abnormen
Immunantwort getriggert von Umweltfaktoren bei gesteh pradisponierten Individuen sind
(Sartor 2006, Packey 2008). Um die Ursachen kldgsteu konnen, muss man die Antwor-
ten auf folgende Fragen kennen: Wie kann sich ntastinale Immunsystem in Anwesenheit
von luminalen Pathogenen in einem kontrolliertenzEndungszustand halten und wie wird
diese Toleranz bei CED-Patienten unterbrochen gklayar 2001, Kirsner 2001, Isaacs 2005,
Vavricka 2009)?

mukosales

genetische Immunsystem
Pridisposition (Immunregulations-

defekt)

Umwelttrigger
(luminale Bakterien,
Infektionen)

Abbildung 1.1 Pathogenesemodell chornisch entziindlicher Damaekiangen

1.3.1 Umweltfaktoren

Das Auftreten der CED ist eng mit dem Lebensstéti@gher Industriegesellschaften verbun-
den. Klare Hinweise darauf liefern epidemiologis@tedien (s.o.). Die ldentifikation ver-

antwortlicher Einzelfaktoren durch eine globaledepniologische Analyse scheint aber fast
unmdoglich. Es wurden dennoch fir manche Umstandee kBeziige gefunden (Schreiber
2002). Bisher sind viele verschiedene Umwelteirsiiisn Gesprach. Dazu gehoéren u.a. Rau-

chen, Erndhrung, Stadt- oder Landleben, sozioOkosuhrar Status, Stress, Medikamente,
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Infektionskrankheiten in der Kindheit, hauslichegigne und die Darmflora (Baumgart 2007,
Hugot 1999, 2003a, Fiocchi 2005, Korzenik 2005gEson 2007).

Der wichtigste Umweltfaktor ist die bakterielle D&tora. Obwohl bisher keine spezifischen
Keime als Krankheitsausltser identifiziert werdemiten, gibt es eine Fulle von direkten
und indirekten Hinweisen flir eine pathogenetisclwleRmikrobieller Faktoren (Barnich
2007, Rath 2003, Shih 2008). Hierfiir spricht bereiie haufige Manifestation der Erkran-
kungen in den Darmarealen lleum und Kolon mit déchisten Bakterienkonzentrationen.
Ferner konnte tierexperimentell in den meisten Q&ddellen gezeigt werden, dass Tiere
unter keimfreien Bedingungen keine intestinale Entlung entwickelten (Sartor 1999, Tau-
rog 1994). Sobald aber gewohnliche Darmbakteriegediihrt wurden, kam es sehr rasch zu
einer mukosalen Entzindungsreaktion (Balish 20@2h R001). Die Triggerfaktoren bei Co-
litis ulcerosa-Patienten sind moglicherweise efiglee Antigene oder pathogene Aerobier.
Bei Morbus Crohn scheinen als Antigene anaerobeeBiek und bakterielle Zellwandbe-
standteile zu agieren (Sartor 1999, Hanauer 2@&)em kann die Unterbrechung der Darm-
passage durch einen Anus préater distal gelegenmlBsionen beim Morbus Crohn zur Ab-
heilung bringen, wahrend es nach WiederhersteltiergPassage zu Rezidiven kommen kann
(Holtmann 2002).

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre habesueht, spezifische Bakterien oder Viren
als kausale Krankheitserreger bei CED zu idengiften (Bleich 2005, Farrell 2002, Ohkusa
2004). Das erste suspekte Bakterium war Mycobacteparatuberculosis, weil es wie Mor-
bus Crohn zu einer granulomatésen Erkrankung f(Betrnstein 2004, Borgaonkar 2000,
Chamberlin 2001, 2006, Hermon-Taylor 2000, HubbB®89, Sartor 2005). Dann wurden
noch viele andere Erreger wie Yersinien (Treac®&5), Campylobacter, Clostridien (Green-
field 1983), Chlamydien, Helicobacter spp. (Bur2b01l), Proteus, Pseudomonas, Listerien
(Liu 1995), Shigellen, Salmonellen, E. coli (Burk@88, Darfeuille-Michaud 2004), Cytome-
galieviren (Rachima 1998) oder Masernviren (Roloert2001, Wakefield 1995) als Krank-
heitsausldser diskutiert. Wahrenddessen scheinetolacillen und Bifidobakterien eine pro-
tektive Wirkung zu haben (Madsen 1999a, 2001, Miya2003, Schultz 2002, Shiba 2003).
Eine eindeutige Evidenz flir diese Hypothesen fellbch. Weitere Untersuchungen zeigten,
dass die Zusammensetzung der Darmflora bei Patiemie Morbus Crohn verandert ist.
Hierbei kommt es neben einer Erh6hung der intdstmBakterienkonzentration moglicher-
weise zu einem vermehrten Eindringen von Baktaneatie Mukosa des Darmes (Swidsinski

2002). Begunstigend hierfur ist eine intestinaleriBeestérung, wobei umstritten ist, ob diese
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sekundar durch die intestinale Entziindungsrealdiaateht oder ein primarer, kausaler Fak-
tor in der Pathogenese darstellt (Hilsden 1996,94adL999b, von Ritter 1988).
Nahrungsmittel scheinen Uber einen indirekten Heslauf die Krankheitsentwicklung zu
verfigen, weil sie zusammen mit den Bakterien diefigsten Antigene im Darm prasentie-
ren. Sie tragen ihren Teil dazu bei, inzidentelletddschiede zu erklaren. Einen negativen
Einfluss haben Zucker (Martini 1976, Riordan 19R8shnan 2002) und Fettsduren in hohem
Konsum, wie sie in fast food enthalten sind (Persk®92, Shoda 1996, Reif 1997, Geerling
2000). Auch andere Nahrungsmittel des 20. Jahrhtswa@e Margarine, Kornflakes, Kau-
gummi, Schokolade und Cola wurden schon in diesersa@imenhang erwahnt (Russel
1998). Dagegen spricht ein hoher Verbrauch an &sliaffen, Obst und Gemdse fir einen
protektiven Effekt gegen eine CED-Entwicklung (Rers 1992, Reif 1997, Russel 1998).
Aber diese Erkenntnisse fiihrten bis heute nochtmgteiner effektiven Diatempfehlung fur
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa.

Die Grundlage eines funktionierenden Immunsysteritd Wwereits in der Kindheit gelegt.
Hierbei gibt es zwei gegensatzliche Hypothesen. ddgte konzentriert sich auf Infektions-
krankheiten in der Perinatalperiode (Mesquita 2008bei spielen virale (v.a. Masern) (Wa-
kefield 1995, Ekbom 1994) und bakterielle Infekb®sonders Pharyngitis und Tonsillitis
(Ekbom 1990b) eine grof3e Rolle, auch wenn sicheinLdateratur nicht alle darin einig sind
(Jones 1997, Pardi 1999, Robertson 2001). Die ewdyipothese dagegen grindet auf der
.pbehiteten Kind“ — Theorie. Darin findet sich eipesitive Assoziation mit hoherem sozio-
O0konomischen Status und verbesserten Hygienesthridese Kinder werden sog. ,notwen-
digen“ Antigenen zu spat ausgesetzt, um eine nenaaaquate und suffiziente Immunant-
wort zu produzieren (Karlinger 2000). Daneben isthawieder die Familiengrof3e von Be-
deutung. Hier zeigt sich in Studien ein erhdhteskRifur Kinder aus Kleinfamilien. Es wird
davon ausgegangen, dass kleinere Familien eineeré®tStandard in ihrer Kinderhygiene
pflegen kdnnen (Montgomery 2002, Hampe 2003). Detgeborene tragt immer das hochste
Risiko. Denn das Risiko scheint indirekt proportibaur Zahl der alteren Geschwister zu
sein. Ein weiterer entscheidender Punkt zur Pratekton CED in der Kindheit scheint das
Stillen und die Stilldauer zu sein, da die Muttdamidas sich gerade entwickelnde Immun-
system des Kindes stéarkt. Frihzeitiges Abstillemdgumit einem erhéhten Risiko fur CED
assoziiert (Koletzko 1989, 1991, Klement 2004).eAdings gibt es auch schon Gegenstim-
men, die Stillen als Risikofaktor fir Morbus Croimsehen (Baron 2005).

Der starkste und wiederholt bewiesene einflussnedmé&aktor auf den Krankheitsverlauf ist

das Rauchen. Raucher haben ein zweifach héherd® Risrbus Crohn zu entwickeln (Cal-
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kins 1989). Bei Exrauchern bleibt das Risiko fuekifinf Jahre erhéht. Danach sinkt es ab
und ist gleich den Nichtrauchern. Im Gegensatz dettRauchen auf Colitis ulcerosa einen
protektiven Effekt. Dabei sinkt das Manifestatiosi&o mit steigender Rauchmenge (Corrao
1998, Lindberg 1988). Eine Studie konnte zeigerssda gemischten CED-Familien, rau-
chende Geschwister eher einen Morbus Crohn entligckand nicht-rauchende Geschwister
eher eine Colitis ulcerosa (Bridger 2002). DesHmbet man vielleicht bei Morbus Crohn —
Patienten mehr Raucher als bei Colitis ulcerosatieften (Brignola 2000). Der Mechanis-
mus dieser ungewoéhnlichen Assoziation ist bislangelkannt. Potentiell wichtige Effekte
von Nikotin kdnnten der Einfluss auf den rektalelutBuss, die Beschaffenheit der Darm-
schleimhaut oder die Zytokin- und Eikosanoidausgahg sein (Rubin 2000, Agarwal 2003).
Versuche, diese Wirkung therapeutisch zu nutzepemaoch nicht die gewinschten Erfolge
erzielt (Pullan 1994, Thomas 1995, Thomas 1996diam 1997). Es ist mdglich, dass der
Benefit des Rauchens auf Colitis ulcerosa von didberen Nikotindosis abhéngt, als das mit
Pflastern erreicht werden kann, oder dass andenepinenten des Zigarettenrauchs zu die-
sem positiven Effekt beitragen (Loftus 2004).

Die gleiche starke negative Assoziation wurde aucimehreren Studien fur die Appen-
dektomie mit der Entstehung einer Colitis ulcermaahgewiesen (Koutroubakis 2000, 2002).
Andere Studien beschreiben wiederum nach einer ggd¢omie ein ansteigendes Risiko fur
die Entstehung von Morbus Crohn (Andersson 2008nliéh wie das Rauchen diirfte auch
die Appendektomie nicht nur das Auftreten sonderchaden klinischen Verlauf von Colitis
ulcerosa beeinflussen. Nach einer Appendektomigndistizierte Colitis ulcerosa — Patienten
waren alter, hatten weniger rezidivierende Symptome bedarfen seltener einer Kolektomie
oder immunsuppressiven Therapie (Naganuma 200XpREa8mith 2002, Cosnes 2002). Der
Mechanismus dieser positiven und negativen Wirkamigdie Entstehung beider Krankheiten
ist unbekannt.

Auf Grund der weiblichen Pradomination bei Morbusl@h wurde die Aufmerksamkeit als
maogicher Risikofaktor auch auf orale Kontrazeptyedenkt. Es hat sich die Theorie gebildet,
dass weibliche Sexualhormone urséachlich fir CEDvendntwortlich sein kénnten (EI-Tawil
2008). Man vermutet als Effekt eine verstarkte @&ilg mikrovaskulérer Thrombosen mit
transient ischamisch veranderter Darmmukosa, welzche erhdhten Permeabilitat und Ab-
sorption von luminalen Antigenen fihrt. Die Forsebsergebnisse gehen darin aber ausei-
nander. Einige Autoren beschrieben eine schwackezation sowohl mit Morbus Crohn als
auch mit Colitis ulcerosa (Corrao 1998, Godet 190&driguez 2005), die anderen verneinen
diese Verbindung (Lashner 1989, 1990). Des weitenarle ein dosis-abhangiger Effekt der
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Kontrazeptiva beobachtet. Das Morbus Crohn — Ristkigt mit zunehmender Ostrogenmen-
ge oder mit der Dauer der Therapie (KatschinskB18®yko 1994).

Ein weiterer umstrittener Aspekt ist der Gebrauoh WSAR. Manche Studien beschreiben
eine Assoziation mit CED-Ruckféllen (Forrest 20GHdere konnten das jedoch nicht besta-
tigen (Rodriguez 2005).

Umweltfaktoren scheinen eine wichtige Rolle in d#anifestation von CED zu spielen. Sie
besitzen aber nur eine Vermittlerrolle weniger aimérekten Einfluss auf die Atiologie. Es
bedarf jedoch noch vieler weiterer Untersuchungerbwnden mit molekulargenetischen,
mikrobiologischen und immunologischen Methoden, die gesamte Atiopathogenese von

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zu verstehen (80@Ba, Timmer 2003).

1.3.2 Genetische Faktoren

1934 berichteten der Erstentdecker und Namensdgbyveil Berhard Crohn und seine Kolle-
gen zuerst von einer familiaren Anhaufung chronieotzindlicher Darmerkrankungen und
legten damit den Grundstein in der genetischen fidatbung dieser Krankheiten. Seitdem
haben viele Untersuchungen bestatigt, dass beidedroder CED Uber eine familidre Veran-
lagung verfiigen. Im Durchschnitt haben 6 — 8 %r &lalitis ulcerosa-Patienten und 8 — 10 %
aller Morbus Crohn-Patienten mindestens einen ffetren Verwandten in ihrer Familie
(Hugot 2004).

Viele epidemiologische Daten weisen darauf hinsdaise genetische Komponente in der
Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankuegee Rolle spielt. Darunter fallen
Volker- und Rassenunterschiede, die familidre HagifieErgebnisse aus Zwillingsstudien und
die Assoziation mit spezifischen serologischen MatkBonen 2003a).

Inzidenz und Pravalenz &ndern sich signifikanAldihangigkeit von der geographischen Lo-
kalisation und vom ethnischen Hintergrund (siel®.1Die USA ist ein sehr gutes Beispiel
fur die Beobachtungen uUber einen genetischen EmflDie US-Bevdlkerung ist aus ganz
unterschiedlichen Rassen und Voélkern zusammenggedetzaus aller Welt stammen. Insge-
samt ist die Inzidenz der Erkrankungen in den wegeen Staaten sehr hoch. Die Pravalenzen
der einzelnen Bevolkerungsgruppen aber differiematereinander. So liegen sie z.B. fiur
Morbus Crohn bei 43,6/100.000 unter Kaukasierng/290.000 unter afrikanischen Ameri-
kanern, 4,1/100.000 unter Hispaniern und 5,6/1@@@er Asiaten (Kurata 1992). Des wei-
teren wurden signifikante Unterschiede in CED-Spbtyund serologischen Markern (pAN-
CA, ASCA) unter Weil3en, Afroamerikanern, Amerikamanexikanischen Ursprungs und
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Asiaten in den USA beobachtet (Basu 2005). DastgrBfsiko zur Entwicklung einer CED
zeigen Juden aus den vereinigten Staaten mit iret-mal groé3eren Inzidenzrate und einer
2 — 9-mal grolReren Pravalenz verglichen mit Kawkasi nicht-judischer Herkunft (Gilat
1986, Roth 1989, Rotter 1992, Yang H 1993, 2004tagjora 1990).

Den auffalligsten Hinweis auf eine Verwicklung geseher Faktoren in der Pathogenese
chronisch entzindlicher Darmerkrankungen liefeliiser die beobachteten familiaren Hau-
fungen. Mehrere Studien wiesen ungeféhr 5 — 10 FPdéienten eine positive Familienan-
amnese nach (Farmer 1980, Monsen 1991, Probert T3®®Im 1991, Russel 1997). Das
grof3te Risiko in der Verwandtschaft tragen die \@rdien ersten Grades (v.a. Geschwister)
mit 1 — 8 %. Verwandten zweiten Grades wird nurmem Risiko von 0,1 — 0,2 % zuge-
schrieben (Binder 1996, Freeman 2002, Gaya 2006tePe21996, Russell 2004, Satsangi
1996a).

75 % der Familien mit mehreren CED-Betroffenen Mggern sind konkordant fir die Er-
krankung, wahrend in 25 % der Familien beide Kratigm vorkommen (Binder 1998, Bonen
2003a). Dies bestéatigt wiederum die Hypothese, Nasbus Crohn und Colitis ulcerosa po-
lygenetische Krankheiten sind, die sich einige abeint alle Pradispositionsgene teilen, und
nicht nach Mendel'schen Regeln vererbt werden (Ahrg3@01, Gaya 2006, Hugot 2004,
Satsangi 2003). Die beste Art, dies zu untersucsiad, Zwillingsstudien. Monozygote Zwil-
linge zeigen fur Morbus Crohn eine Konkordanz nat-%8 %, wahrend dizygote Zwillinge
nur eine Konkordanz von ca. 3 — 4 % aufweisen.ilitis ulcerosa liegen die Konkordanz-
raten bei eineiigen Zwillingen bei 6 — 17 % und bseieiigen Zwillingen bei 0 — 5 % (Bonen
2003a, Gaya 2006, Orholm 2000, Subhani 1998, Thomd®96, Tysk 1988). Die hohe
Konkordanz bei monozygoten Zwillingen spricht eiatig flir eine genetische Ursache. Da
sie aber nicht 100% erreicht, sind auch nicht-gedle¢ Faktoren wie z.B. Umwelteinflisse
als mitverantwortlich zu betrachten.

Neben den traditionellen Diagnoseschritten wie Bladie, Endoskopie und Histologie
kommt seit neuestem auch die Bestimmung spezifiskhgkorper als Serummarker fir bei-
de Krankheiten in Frage (Dubinsky 2006). Dazu gehdtie perinukledren antineutrophilen
Zytoplasma-Antikoérper (pANCA), die anti-Saccharorageerevisiae-Antikdrper (ASCA)
oder die Autoantikérper gegen exokrines Pankre#dJPDas Vorkommen von pANCA
korreliert mit Colitis ulcerosa (Duerr 1991, Lee959 Oudkerk 1993, Satsangi 1998, Seibold
1994, Shanahan 1992), wahrend im Falle des MorlbosnCASCA als serologischer Marker
bei der Mehrheit der Patienten nachgewiesen wefldeKenzie 1990, Seibold 2001, Sendid
1998, Sutton 2000, Vermeire 2001). PAB kommen niiremer Pravalenz von 30% bei Mor-
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bus Crohn — Patienten vor (Folwaczny 1998, Joos26Ad, Seibold 1997, Stocker 1987).
Die Expression von ANCA und ASCA scheint aber aatle familidre Haufung zu haben.
Bei gesunden Verwandten von Colitis ulcerosa-Ptiremverden haufiger pANCAs nachge-
wiesen. Auch Verwandte, die nicht denselben Hatishdlden Kranken teilen, haben eine
erhohte ANCAs im Blut. Diese Beobachtungen einenilidaren Aggregation von ANCAs
beweisen wiederum die Beteiligung genetischer FaktoAhnliche Ergebnisse zeigen sich
bei Verwandten von Morbus Crohn-Patienten (Folwgc2897, Sendid 1997, Shanahan
1992, Sutton 2000, Yang H 1995, 2001). Aber weded@A- noch ASCA-Antikorpertests
sind sensitiv genug, um als Screeningtests zurridstgk benutzt zu werden. Sie kbnnen we-
gen ihrer relativ hohen Spezifitdt nur zur Diffettaldiagnostik von Morbus Crohn, Colitis
ulcerosa und indeterminate colitis herangezogeneve(Sandborn 2001, Quinton 1998).
Klinisch kann man den Phéanotyp der familiaren venltiufigeren sporadischen Form beider
Krankheiten bis auf einen friiheren Krankheitsbegimmt eindeutig unterscheiden. Des 6fte-
ren wurden auch unterschiedliche Lokalisationekudisrt. So war z.B. der familiare Morbus
Crohn mit haufigerer Lokalisation im lleum als inolén und mit haufigerem Auftreten von
Abszessen assoziiert. Die familidre Colitis ulcarasar haufiger mit einer Pankolitis assozi-
iert. Aber der Schweregrad der Krankheit war imgkeich zu den sporadischen Fallen gleich
(Monsen 1987, Carbonnel 1999, Colombel 1996, H&20@2, Polito 1996). Die genetische
Determinante zeigt sich nicht nur im Phéanotyp dEDGelbst sondern auch in der Assoziati-
on zu anderen Krankheiten, wie die ankylosierenden8ylitis (Mallas 1976, Purrmann
1988), Psoriasis (Yates 1982, Lee 1990) und dimdorisklerosierende Cholangitis (Olsson
1991, Rasmussen 1992), oder Syndromen wie Turnea«Ssn (Price 1979, Hayward 1996),
Hermansky-Pudlak Syndrom (Schinella 1980, Mahad€i 1Gahl 1998) und die Glykogen-
speicherkrankheit Typ 1b (Couper 1991, Roe 1992).

1.3.3 Das mukosale Immunsystem

Epidemiologische und familiare Studien liefertem d&eweis, dass genetische Faktoren zur
Entwicklung von CED beitragen. Es ist aber auch, ldass genetische Determinanten nicht
alleine die Entstehung der Krankheiten erklaremie@n Ein wichtiger Faktor scheint der Ver-
lust der Immuntoleranz gegentber der bakteriellemniora zu sein (Chamberlin 2006,
Folwaczny 2003, Korzenik 2000, Swidsinski 2009)e Marmmukosa ist taglich Millionen
von potenziell schadlichen Antigenen von Nahrungtbelteilen, Viren, Bakterien und deren
Produkte ausgesetzt. Um diese Aufgaben zu bewstigesitzt der Darm ein komplexes,
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hochstrukturiertes mukosales Immunsystems. Hieldist der Gastrointestinaltrakt in der
Lage, gegenilber selektierten Antigenen eine effektnmunantwort zu generieren, anderer-
seits jedoch keine inflammatorische Antwort auf mieisten Antigene auszubilden, was unter
den Terminus der ,Toleranz" fallt (Holtmann 2002;dber 2002).

Die normale Darmwand enthélt eine Vielzahl von inmkmmpetenten Zellen, wie intraepithe-
liale Lymphozyten, Epithelzellen, 1g-A-produzierenB-Zellen, T-Zellen und antigenprasen-
tierende Zellen (dendritische Zellen, Makrophag#er) Peyer'schen Plaques und der Lamina
propria. Bei CED-Patienten ist das homdoostatiscleecigewicht zwischen pro- und antiin-
flammatorischen Zytokinen des intestinalen Immutesys gestort (Neurath 2002). Bei CED
stehen spezifische proinflammatorische Immunanevorton T-Lymphozyten gegeniber
bakteriellen Antigenen, welche Uber spezialisiéipithelzellen, genannt M-Zellen (Kagnoff
1997, Shanahan 2000), und subepitheliale dendetgelilen (Rescigno 2001) aufgenommen
werden, im Mittelpunkt. Das von den APCs produeietytokin IL-12, das eine Zelldifferen-
zierung von T-Zellen in Thl, Th2, Th3 und Tr bewirkpielt hierbei eine wichtige Rolle.
Wahrend Typl- und Typ2 — Helferzellen v.a. proimitaatorische Zytokine (Thl: IFM-
TNF-a; Th2: IL-4, 5, 13) im Darm produzieren, produziereegulatorische T-Zellen und
Typ3-Helferzellen vorwiegend antiinflammatorischetakine (Tr: IL-10; Th3: TGH3)
(Powrie 1995).

zellvermittette | L3 ! Toleranz
Granulome Hypersensibilitit
M cu

Abbildung 1.2 Pathway der T-Lymphozytenaktivierung
MC ist mit einem Th1-Zellphanotyp assoziiert, walclvon IL-12 vermittelt wird und durch
Produktion von IFNy, IL2 und TNF charakterisiert ist. CU ist mit einestypischen Th2-
Phénotyp assoziiert, welcher durch die Produktion M.-4, IL-5, IL-13 und anderen Zytoki-
nen charakterisiert ist. Bei oraler Toleranz werdarch IL-10 T-Suppressorzellen, Th3 oder
T-Regulationszellen (Tr) aktiviert, welche die Hamegulierenden Zytokine IL-10 und TG¥F-
produzieren (modifiziert nach Hanauer 2006).
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Beim Morbus Crohn kommt es zu einer tberschie3edtdnAntwort mit vermehrter Pro-
duktion von TNFe und IFNy (Fuss 1996, Plevy 1997). Diese Zytokine fuhreneraeuten
Aktivierung von Makrophagen und tragen zur Epitbe&gligung und Uber die Aktivierung
von Matrixmetalloproteinasen auch zur Gewebsdestmkbei (Schuppan 2000, Pender
1997). Dagegen findet sich bei Colitis ulcerosadinhéhung der Th2-produzierten Zytokine
IL-5, 6 und 10, welche zur B-Zellaktivierung und tAantikbrperproduktion bei dieser Er-
krankung beitragen (Fuss 1996, Inoue 1999). BaidreKrankheiten zeigt sich ein erhéhter
IL-16-Spiegel (Seegert 2001). IL-16 wird genausa IeZellen produziert und stimuliert die
Expression und Produktion von proinflammatoriscBgtokinen wie TNFe, IL-1[3, IL-6 und
IL-15 in Monozyten (Mathy 2000). Ein weiterer wiaygr T-zellassoziierter Pathomechanis-
mus beim Morbus Crohn ist eine erhéhte Apoptosstesz von Lamina propria — T-Zellen,
wodurch eine T-Zellakkumulation im Darm und eined@¢uierung der Erkrankung vermittelt
werden (Boirivant 1999, Ina 1999, Lichtenberger®&0®ierfiir konnte eine vermehrte IL-6 —
und TNF — Signaltransduktion verantwortlich seimeEUnterbrechung dieser beiden Signal-
transduktionswegen fihrt zu einer Apoptose von Tledeém Darm und tierexperimentell zu
einer Suppression einer etablierten Darmentzindatrgya 2000, Sartor 1997, 2006, Sha-
nahan 2002, Holtmann 2002).

Darmflora

; -Zell- und
- Makrophagen-
aktlvlm ung

Matrix-
metalloproteinasen

Prnteasen
Hﬂtl
LTE3

Abbildung 1.3 Gewebedestruktion und Verstarkung derEntziindungsantwort bei Morbus Crohn
Die Aktivierung von T-Zellen und Makrophagen geperientziindungsaktive Zytokine. Diese
tragen zur Freisetzung und Aktivierung von Matrixalleproteinasen bei, welche das Gewebe
zerstoren. AuBerdem andert sich durch die Zytokimizkung die epitheliale Permeabilitat
und es kdnnen vermehrt Bakterien einwandern untereeEntziindungszellen rekrutiert wer-
den, wodurch die Entziindung zuséatzlich aufrechalegh wird (modifiziert nach Shanahan
2002)
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Zusatzlich zu dem zellularen Netzwerk gibt es naestiere Komponenten, die genauso wich-
tig sind fur eine regelrechte Immunantwort. Die heatdsche Barrierefunktion des intestina-
len Epithelgewebes schitzt aktiv und kontinuierlicln dem Eindringen pathogener Mikroor-
ganismen, die sich im Lumen aufhalten. Deshallirstrascher Reparaturprozess geschadig-
ter Epithelzellen zur Aufrechterhaltung dieser Bae notwendig. AuRerdem werden noch
viele verschiedene antimikrobielle Peptide von dgithelzellen produziert, was zu einer
sofortigen Bekampfung der Krankheitserreger fukme Schadigung des Darmepithels mit
Durchbrechen der mukosalen Barriere, wie es bei G&ilfig der Fall ist, fuhrt zu einer er-
hohten Invasion von Bakterien und Viren gefolgt aner dauerhaften Entztindungsreaktion
(Yuan 2004).

Der Darm ist jeden Tag einer Vielzahl an verschiemeBakterien, bakteriellen Produkten,
Nahrungs- und anderen Antigenen ausgesetzt, olraafdait einer Immunantwort zu reagie-
ren. Dieses Phanomen der ,oralen Toleranz" ist dddgewahrleistet, dass das mukosale
Immunsystem fahig ist, die herkdmmliche von dehpgenen Flora zu unterscheiden (Garsi-
de 1999, Spiekermann 2001). Das ,gut-associate@hynd tissue” (GALT) schiitzt den Kor-
per vor potentiellen Pathogenen oder unpassendenutiantworten. Unter physiologischen
Bedingungen fluihren pathogene Antigene zu einercbrtdeschrankten Entziindung. Durch
diese Immunreaktion werden jene eliminiert. Briclats System der Toleranz zusammen,
kommt es wie im Falle von CED-Patienten aufgrumeeimbalance zwischen suppressiven
und induktiven Reaktionen zu einer Kaskade vonoleesienen Entziindungsprozessen, wel-
che in einer chronischen Entziindungsantwort gigilaus 2006, Stallmach 2002, Philpott
2004, Thompson-Chagoyan 2005).

Die intestinale Mikroflora umfasst in etwa 500 heietlle Spezies mit ungefahr ‘fBakte-
rien pro Gramm Faeces im Kolon. lhre Zusammenstgllund Vielschichtigkeit variieren
qguer durch den gesamten Gastrointestinaltrakt méreAnhaufung in lleum und Kolon, wo
auch das meiste des intestinalen lymphoid-assterigtewebes ist. Es wurden einige Hypo-
thesen formuliert, um zu erklaren, wie die Mukosaszhen Antigenen, die von der normalen
Flora stammen, und denen, die durch einen pathag¥oegang entstehen, unterscheiden
kann (Guarner 2003, Philpott 2004, Thompson-Chag@@05), aber keine konnte definitiv
bestétigt werden. Es konnte aber gezeigt werdesgs dee physiologischerweise bestehende
Toleranz des mukosalen Immunsystems gegenubeutdogen Flora des Darmes bei CED-
Patienten gestort ist, wodurch Immunreaktionen Basmes gegeniber Bestandteilen der
Darmflora induziert werden (Duchmann 1995). Diesrk@ zu einer perpetuierten Aktivie-

rung des mukosalen Immunsystems bei CED fuhrentifiréoin 2002).
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1.4 Genetische Untersuchungen und mogliche krankheitshkevante Gene

Das heutige Pathogenesemodell beschreibt MorbusnGQind Colitis ulcerosa als komplexe
polygenetische Krankheiten mit genetischer Hetarib@e die sich einige aber nicht alle Pra-
dispositionsgene teilen. Der Phanotyp wird von rhdtéonen zwischen den Allelvarianten
einer Vielzahl verschiedener Gene, epigenetischedifikationen und von Interaktionen
zwischen genetischen und umweltbedingten Faktoestiromt (Cho 2007, Lakatos 2006,
Petronis 2000, Satsangi 2003, Yamamoto-Furusho &0@enetische Kopplungsanalysen
und Fall-Kontroll-Assoziations-Studien bilden beirdjenetischen Untersuchung das moleku-

lare Handwerkszeug.

1.4.1 Genetische Kopplungsanalysen

Mittels Kopplungsstudien werden chromosomale Regjiadentifiziert, welche mit bestimm-
ten Krankheiten in Verbindung stehen. Die Methodsidrt auf den Kenntnissen der Meiose,
wahrenddessen Gameten produziert werden, die ewrildurch cross-over der homologen
Chromosomen rekombiniertes Chromosom beinhaltehei#ngt die Rekombinationswahr-
scheinlichkeit zweier Gene auf einem Chromosom dengemeinsamen Entfernung vonei-
nander ab. Der genetische Abstand zwischen zweivliod in Centimorgans (cM) gemessen.
1 cM entspricht einer DNA-Stranglange von ungeféner Million Nukleotiden. Aquivalent
dazu entspricht auch die Frequenz von 1% der Rekatidn einer cM-Einheit. Die Grund-
lage der genetischen Kartierung bilden short-tandegreat Polymorphismen sog. Mikrosatel-
liten. Das Allel-Sharing dieser Marker innerhallirbfener Verwandter spiegelt die Wahr-
scheinlichkeit eines Krankheitssuszeptibilitdtskauder. Wenn es signifikant gré3er ist, als
es normalerweise erwartet wird, dann ist ein Kopgawngleichgewicht zwischen dem
Markerlocus und einem Krankheitslocus mdglich. lemdnd Kruglyak haben Richtlinien
aufgestellt, nach denen die Ergebnisse solcherestuhalysiert und auf statistische Signifi-
kanz gepruft werden, um falsch-positive Kopplunggaiiche zu minimieren (Lander 1995).
Die Teilnehmer der Studien kénnen keine Eltern/Kin@aare sein, weil sich solche Paare
immer Allele teilen. Die meisten Studien benutz@eschwisterpaare oder andere nicht El-
tern/Kind — Paare. Ideal ware es, DNA-Proben véenaVerwandten, die mit den Paaren ver-
bunden sind, zu untersuchen (Brant 2004, Wild 20@4|or 2001, Duerr 2003).
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1996 haben Hugot und Mitarbeiter den ersten genatew&can fur Morbus Crohn erfolg-
reich durchgefihrt. Die Analyse von Allel-Modelledig sich 40 betroffene Geschwisterpaare
in 25 Familien teilen, erbrachte Hinweise auf eiopldlungsgleichgewicht mit Assoziation
eines genetischen Locus, der perizentromerischgioRe@on Chromosom 16, mit CED, ge-
nannt IBD1 (inflammatory bowel disease susceptiplbcus 1) (Hugot 1996). Seitdem wur-
den viele weitere mogliche Genorte identifiziedeanur sieben davon erfiillen die notwendi-
gen Kiriterien einer signifikanten Kopplungsregidrarider 1995) und wurden zunéchst in
voneinander unabhangigen Studien repliziert (Ah2@@4). Diese sieben verschiedene Regi-
onen sind auf den Chromosomen 16q (IBD1), 12q (IBO&d (IBD3), 14q (IBD4), 5g
(IBD5), 19p (IBD6) und 1p (IBD7) lokalisiert. Aufdgm stehen noch andere Regionen auf
den Chromosomen 2q, 2p, 3p (IBD9), 3q, 4q, 7q, 12p, 14q, 16p (IBDS8), 179, 19913 und
Xp zur Diskussion (Hampe 2001a, Duerr 2002, Wilkap®02, Paavola-Sakki 2003, Hampe
2002a, van Heel 2004, Ahmad 2004, Mathew 2004, g#8903, Brant 2004, Ahmed 2006,
Rodriguez-Bores 2007).
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Abbildung 1.4 CED-Kopplunregionen (modifiziert nach Ahmad 2004)
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1.4.2 Genetische Assoziationsstudien

Genomweite Scans kdnnen nur relativ grof3e Beraigihdunderten von Genen identifizie-
ren. Mit Hilfe von Assoziationsstudien kann das @anoch feiner abgestimmt werden und
bestimmte Pradispositionsgene fir eine Krankhditrglen werden. Assoziationsstudien sind
Fall-Kontroll-Studien, welche Unterschiede von Allequenzen eines Pradispositionsgens in
Patienten im Vergleich zu Kontrollindividuen testéenn eine Assoziation mit einem be-
stimmten Allel gefunden wird, lasst dies an eineidede Beziehung denken (Taylor 2001,
Bonen 2003a).

1.4.3 Kopplungregionen und Kandidatengene vor der Ara geamweiter

Assoziationsstudien

IBD1 (NOD2)

Der IBD1-Locus auf Chromosom 16 ist die bestreptiaste Region mit positiver Verbin-
dung zu Morbus Crohn und nicht zu Colitis ulcerd¢ach Hugot et al. wurde die Assoziation
dieser Region mit Morbus Crohn in zahlreichen Sindestatigt (Hugot 1996, Ohmen 1996,
Brant 1998, Cavanaugh 1998, Annese 1999, Curra®,1@8vanaugh 2001, Zouali 2001,
Williams 2002, Russel 2004, Yamamoto 2009).

Nach dem genomweiten Scan 1996 gelang es wiedeugothind seinen Mitarbeitern 2001,
das erste mit Morbus Crohn assoziierte Gen mit 2dnk im IBD1-Locus zu identifizieren
(Hugot 2001). Das Gen kodiert ein 1031-Aminosawgesises Protein mit einer nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD2), einem Mitgi der NACHT NAIP, CIITA, HET-

E andTP1) — LRR [(eucinerich repeat) — Familie (die NLR-Familie), welche alle misa-
zellulare Rezeptoren des angeborenen Immunsysterals Brkennen spezifischer mikrobiel-
ler Komponenten Entzindungsreaktionen hervorruf@hatnaillard 2003, Philpott 2004,
Murray 2005, Strober 2006).
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Abbildung 1.5 Funktion des NOD2-Proteins
NOD?2 fungiert als intrazellularer Rezeptor fur kaidlle Bestandteile &hnlich wie Toll-like-

Rezeptoren auf der Zelloberflache und fuihrt zur BHAktivierung mit nachfolgender Induk-
tion proinflammatorischer Gene (Bonen 2003a)

NOD2 wird in antigenprasentierenden Zellen, wieiglearen Monozyten und dendritischen
Zellen, und Epithelzellen (v.a. Paneth-Zellen) @xpert und ist als zytosolischer Rezeptor an
der Regulation der NKB-Aktivierung als Antwort auf Peptidoglykane bzwpeziell die Un-
tereinheit Muramyl-Dipeptid (MDP), aus der Zellwaam-negativer und Gram-positiver
Bakterien beteiligt (Chamaillard 2003, Philpott 20@ckmann 2005, Kambe 2005, Murray
2005, Strober 2006). NikB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Schlissiédrin der Akti-
vierung verschiedener Gene der akuten Phase — Aefwdes Immunsystems inne hat, und

zum Expressionsanstieg von vielen Cytokinen (TaNAL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12), Enzy-
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men (inducible nitric oxide synthase INOD), Waclhssfiaktoren, Adhésionsmolekilen (I-
CAM-1, Selektine, VCAM-1), T-Zellrezeptor und MHCla&se Il Molektlen fuhrt (Viscido
2005).

Der N-Terminus von NOD2 enthélt 2 CARD Domaéanen,cleldie Protein-Protein Interakti-
onen vermitteln. Die zentrale nukleotid-bindendar@oe sorgt fur die Self-oligomerization,
die fur die Aktivierung notwendig ist. Von besoneleyVichtigkeit ist die C-terminale leucin-
reiche LRR — Domane, die Hauptstruktur, welcheRdiektion als pattern-recognition Rezep-
tor fur bakterielle Peptidoglykane und deren Urntdreit MDP Ubernimmt (Chamaillard
2003, Girardin 2003a, Inohara 2003).

Es gibt drei Hauptmutationen im NOD2, die entwadevder neben der LRR-Domane liegen
und mit Morbus Crohn assoziiert sind: zwei misselgationen Arg702Trp (R702W) in
Exon 4 und Gly908Arg (G908R) in Exon 8 und eineehtisnsmutation Leul007fsinsC
(1007fs, 3020insC) in Exon 11 (Ahmad 2002, Bone@3®) Cuthbert 2002, Hampe 2001b,
Hugot 2001, Lesage 2002, Ogura 2001, Vavassori,2082neire 2002).

Apoptose unid
NF-kB-Alktivierung

Olicomerisation bakterielle Erkenming
128 124 137 I 173 £77 Td4 1020 1040
cArD1 | | carp2 Nuclf.tar _ L-eu_;:mrrmh repeat
binding domain region
N-Terminal T T C-Terminal
Arg702Trp Ghy908Arg

Leu1007finsC

Abbildung 1.6 Struktur und funktionelle Doméanen des NOD2-Gerits lrokalisation der MC-assoziierten
Mutationen. Die Zahlen reprasentieren die Aminosépositionen im NOD2-Protein (modifi-
ziert nach Ahmad 2004)

Diese Mutationen fuhren zur Unfahigkeit, dass NCateine bakterielle Bestandteile bzw.
MDP erkennen (Girardin 2003a, Inohara 2003).

10-30 % aller Morbus Crohn-Patienten sind heteroizfigy eine dieser drei Mutationen, wah-
rend 3-15% der Patienten entweder homozygot odapoond heterozygot sind. Im Ver-
gleich dazu sind 8-15 % gesunder Kontrollen homotzymd 0-1 % heterozygot fur diese
NOD2-Mutationen (Hugot 2001, Ogura 2001, Hampe BO®onen 2003a, Ahmed 2006).
Erst kirzlich wurde in einer Studie gezeigt, dassielen gesunden Verwandten ersten Gra-
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des von Morbus Crohn — Patienten eine hohe intdstiukosapermeabilitatsstérung mit der
Anwesenheit der NOD2 1007fs — Mutation assoziistt welche bei diesen Individuen zu
einem hoheren Risiko, Morbus Crohn zu entwickalihyén konnte (Buhner 2006). Das rela-
tive Risiko, an einem Morbus Crohn zu erkrankengstauf das Zwei- bis Vierfache beim
Vorliegen eines mutierten NOD2-Allels im Vergleizb den Wildtypindividuen. Das Tragen
von zwei Mutationen lasst das Risiko auf das 2M-fathe steigen. (Ahmad 2004, Hampe
2001b, Torok 2001, Yamamoto-Furusho 2006).

Die Assoziation von NOD2-Muationen mit Morbus Crolweicht unter den Bevolkerungen
aller Welt auffallig voneinander ab (Cavanaugh 200Bbwohl die Assoziation mit der
Krankheit in einigen européaischen (Hampe 2001bages2002, Ahmad 2002, Cuthbert 2002,
Radimayr 2002, Murillo 2002, Linde 2003), nordarkanischen (Abreu 2002, Bonen 2003b),
israelischen (Fidder 2003) und australischen (Cawgim 2003) Kohorten belegt wurde, haben
andere Studien gezeigt, dass diese Assoziatioararen ethnischen Gruppen wie z.B. den
Finnen (Heli6 2003), Iren (Bairead 2003) oder Swho(Crichton 2002) schwacher ist. Des
weiteren ist die Haufigkeit der NOD2 — Mutationenschwarzen verglichen mit weil3en Ko-
horten geringer (Bonen 2002) und in japanischeou@n2002, Yamazaki 2002), koreanischen
(Croucher 2003) oder chinesischen (Leong 2003) Rtpoen gar nicht auffindbar. Diese
ethnischen Differenzen sind ein klares Zeichen rlafass die NOD2-Varianten nur einen
kleinen Teil der genetischen Empfanglichkeit audmeac (Ahmed 2006, Bonen 2003a,
Ahmad 2004). Das Fehlen der Mutationen in der iasia¢n Bevolkerung kann auch dadurch
bedingt sein, das die Mutationen erst nach der fiasAsien-Spaltung entstanden sind (Crou-
cher 2003).

Innerhalb des Morbus Crohn — Phanotyps wurde elieriae ausgedehnte Heterogenitat mit
vielen klinischen Subtypen beobachtet, die wahigtibk auf verschiedene pathogenetische
Mechanismen zuriickzufuhren ist. Das Tragen von NO©DAutationen ist gepragt von einem
friheren Krankheitsbeginn (Ahmad 2002, Lesage 208&mehrter lleitis und rechtsseitiger
Kolitis (Ahmad 2002, Cuthbert 2002, Hampe 2002ksdge 2002) und héufigerem Auftreten
von stenosierendem und fistulierendem Krankheitauéi(Brant 2003a, Helid 2003, Lesage
2002, Abreu 2002, Radimayr 2002). Der stenosierdtdnotyp tritt mit einer dreifach gro-
Beren Haufigkeit bei Tragern zweier Mutationen i@DR auf als bei Wildtyp-Tréagern (Le-
sage 2002).

Die Mutationen im NOD2 scheinen bei Sichelzellargimnd Glucose-6-Phosphat Mangel
einen Risikofaktor darzustellen und gegeniber N&aland zystischer Fibrose einen protekti-
ver Faktor (Cooke 2001). Andere Mutationen im NOBG&Aa sind mit Krankheiten wie dem
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Blau-Syndrom und der Sarkoidose assoziiert, dieldoaie Morbus Crohn granulomatdse
Krankheiten sind (Kambe 2005).

NOD2 gilt als bewiesener ursachlicher Risikofaktor Morbus Crohn. Diese Erkenntnis bil-
det eines der groRten Verstandisse im Krankheitsamesmus (Abraham 2006, Hugot 2003b,
Vermeire 2004a).

IBD2

Die meisten CED-Pradispositionsloci stehen in Mething zu Morbus Crohn. Eine bedeu-
tende Ausnahme ist der IBD2-Locus auf dem langem Aes Chromosom 12p13.2-q24.1,
dem eine starkere Verbindung zu Colitis ulceroszhgawiesen wurde (Satsangi 1996b, Cur-
ran 1998, Duerr 1998, Lesage 2000, Parkes 200@pRa3akki 2003, Crawford 2005, Ach-
kar 2006). Eine Vielzahl mdglicher Kandidatengeneder Néhe des IBD2-Locus wurden
bereits untersucht, allerdings mit negativem Ergefran Heel 2001, Stokkers 2000, Tuamer
2002).

IBD3

Genomweite Scans konnten den IBD3-Locus auf Chromdgp21.1-23 als Kopplungsregion
identifizieren, welcher den human leukocyte antigdhA) — Komplex umfasst und in beide
Krankheiten verwickelt ist (Rioux 2000, Hampe 1999899b, Satsangi 1996¢, Yang 1999,
Dechairo 2001, Williams 2002). Der Komplex tUbersgardMb und beinhaltet 130 Gene,
eingeschlossen auch die Gene der HLA Klasse | yrdld fur eine normale Lymphozyten-
funktion essentiell sind (The MHC sequenzing cotigor 1999). Nach der ersten Veroffent-
lichung einer HLA-Assoziation mit CED 1972 (Gleest®/2) wurden mehr als 100 Studien
publiziert, welche die Rolle von HLA bei CED untectt haben. Das HLA Klasse Il — Gen
codiert ein Glycoprotein der Zelloberflache, welshauf antigenprasentierenden Zellen wie
dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiertwBeine Hauptaufgabe ist es, Peptide T-
Zellrezeptoren zu prasentieren und damit die Tefelu aktivieren. Der Mechanismus, mit
dem HLA Klasse Il seinen Einfluss auf CED ausugttnioch unklar. Die Hypothese ist, dass
bei CED eine Kreuzreaktion zwischen Peptiden d&tdoeellen Darmflora und eigenen Anti-
genen im Darm entstehen kdnnte, was dann zu autwea T-Zellen fuhrt (Ahmad 2006).

In Bezug auf die Lokalisation stehen die HLA — Adldhauptsachlich in Assoziation zur
Crohn — Kolitis und dem perianalen Crohn, im Gegénzur Crohn — lleitis, wo NOD2 —
Allele die vorherrschende Rolle spielen (Ahmad 2082verberg 2003, Newman 2004,
Fernandez 2004).
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Abbildung 1.7 Anteile der drei MC-assoziierten NOD2-Varianteler HLA-Region und anderer Loci bei
Patienten gemaR der Lokalisation des Morbus Crotfut{fiziert nach Ahmad 2004)

Im Grol3en und Ganzen spielen die HLA-Gene a.&Kaskheitsmodifikator und weniger als

Krankheitsverursacher fir Colitis ulcerosa und M@iCrohn im Krankheitsprozess eine Rol-
le (Ahmed 2006). Insgesamt schatzt man den BedemdgHLA-Region zum allgemeinen ge-

netischen Risiko auf 64 — 90% flr Colitis ulcerosa auf 10 — 33% fir Morbus Crohn (Bo-
nen 2003a, Ahmad 2006).

IBD4

Der IBD4-Locus liegt auf Chromosom 14q11-12 undnst Morbus Crohn assoziiert (Ma
1999, Duerr 2000, Vermeire 2004b, Pierik 2005, AHr@006). Seine ganze Grolie umfasst
28 centimorgan (cM). Als mdgliche Kandidatengenenkeen u.a. der T-Zellrezeptor alpha
und delta, ein Cluster von Proteasomen, die haratgehe Serinprotease, der Leukotrien
B4-Rezeptor, Interleukin 17E und eine Anzahl velesténer Apoptosegene in Frage (Duerr
2000, Pierik 2005).

IBDS

IBD5 wurde 2000 zum ersten Mal in einem genomwel@an bei 158 kanadischen Ge-
schwisterpaaren als Kopplungsregion fur Morbus @nolentifiziert und ist auf Chromosom
5031 lokalisiert (Rioux 2000, 2001). Die Kopplungnkte in den nachfolgenden Jahren von
mehreren Studien bestatigt werden (Giallourakis3200irza 2003, Negoro 2003, Armuzzi
2003, Urcelay 2005, Latiano 2006). IBD5 konnte aerh bei der Colitis ulcerosa eine Rolle
spielen (Giallourakis 2003, McGovern 2003). Diekitionelle Rolle von IBD5 in der Patho-
genese von Morbus Crohn ist noch unbekannt, aleeRdgion beinhaltet eine Menge Gene
fur immunregulatorische Cytokine (Interleukin 4,13), die mit in Entzindungsreaktionen
verwickelt sind und potentielle Kandidatengene @r Bathophysiologie des Morbus Crohn
sein kénnen. Insgesamt Uberspannt Chromosom 598h @650 kb — Bereich, der funf Gene

enthélt. Diese funf Gene sind die Gene fur denrfieten-Regulations-Faktor 1 (IRF1), die
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organischen Kationen/Carnitin-Transporter 1 undDZTN1, OCTN2), das PDZ- und LIM-
domain-Protein (PDLIM4) und die Prolyl-4-Hydroxya@P4HA?2) (Reinhard 2006).

Die transmembranéaren Kationentransporter OCTN1@@d@N2 wurden als erstes untersucht
und sind wichtig fur die zellulare Homdostase, mdge beim Transportieren, Verteilen und
Eliminieren von organischen Kationen mitwirken. @®=iGene sind in vielen verschiedenen
Gewebearten exprimiert, darunter auch intestingi¢hElzellen, Makrophagen und T-Zellen
(Wu 1999, 2000, Burckhart 2000). Es wurden zwekfiomell relevante Polymorphismen in
diesem OCTN cluster gefunden, welche beim Morbush@mit erhéhter Haufigkeit vor-
kommen (Peltekova 2004, Torok 2005, Waller 2006gsP fuhren zu einer verminderten
OCTN-Aktivitat bzw. Expression in entzindetem ititeslen Gewebe bei Morbus Crohn,
was in einem reduzierten Carnitin Uptake resulti€drnitin ist ein essentieller Cofaktor im
Lipidmetabolismus und spielt eine wichtige Rolledier Energieproduktion der Zellen. Durch
die Mutationen wird die 3-Oxidation beeintrachtigid somit auch die Bekampfung von Pa-
thogenen (Reinhard 2006, Ahmed 2006). Die Mutatiohefinden sich im starken Kopp-
lungsgleichgewicht, der zwei Allel-Risiko-Haplotiggmmt mit einer Haufigkeit von 54% bei
Morbus Crohn — Patienten im Vergleich zu 42 % lezi Hontrollen vor.

Aber auch fir die anderen drei Gene wurden befstoziationen beschrieben (Silverberg
2007).

Es ist mdglich, dass IBD5 als genetischer Risikmfakvahrscheinlich fir einen spezifischen
klinischen Subphanotyp verantwortlich ist, wie NOfi2 die Crohn — lleitis. Die Identifizie-
rung solcher genetischer Risikofaktoren ertffnet ibglichkeit, ein molekulares Klassifika-
tionssystem zu entwickeln, um die jetztige klinisdflassifikation zu komplettieren (Ahmad
2002). Die Mehrzahl der Genotyp-Phanotyp Assozigstudien fand heraus, dass IBD5 mit
einem frihen Krankheitsbeginn, fistulierendem Kiagitsverhalten sowie perianalem Mor-
bus Crohn und Beteiligung des Kolons assoziier{Mitza 2003, Armuzzi 2003, Crawford
2005, Torok 2005, Vermeire 2005, Noble 2005a, Wrg@005, Latiano 2006).

IBD6

Chromosom 19p13 umfasst den IBD6-Locus und wurdeMuorbus Crohn assoziiert (Rioux
2000). Darin kommen als Kandidatengene das intetaed Adhéasions-Molekil (ICAM) 1,
der Komplementfaktor 3, der Thromboxan-A2-Rezepitawi die Leukotrien-B4-Hydroxylase
in Frage (Bonen 2003a, Ahmed 2006). Fur ICAM1 wubdeeits eine Assoziation mit der
Krankheit beschrieben (Braun 2001, Low 2004). AdBer wurden auch komplexe Interakti-
onen mit NOD2 — und IBD5 — Varianten nachgewieseam (Heel 2003).
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IBD7

IBD7 liegt auf dem Chromosom 1p35 und ist mit detits ulcerosa assoziiert (Cho 1998,
2000). Eines in dieser Region beinhaltendes Gedasttransforming growth factor beta 2
(TGF-beta 2), welcher ein Zytokin codiert, das intdrmilch vorkommt und eine Rolle in
der Entwicklung von Immuntoleranz und antiinflamoraégchen Antworten spielt (Rodriguez-
Bores 2007). Familien, bei denen ein Kopplungsualgtewicht zu dieser Region besteht,
weisen auch eine gréfiere Verbindung zu IBD1, wdsnaigliche Gen-Gen-Interaktionen

zwischen diesen zwei Loci hinweist (Bonen 2003a).

IBD 8 und 9

IBD8 wurde von Hampe et al. als zweiter IBD-Locueben IBD1 auf Chromosom 16p12
gefunden (Hampe 2002a). Mittels Linkage Disequillir Mapping wurde auf dem Chromo-
som 3p21-26 eine weitere mogliche Kopplungsregieschrieben, welche IBD9 genannt
wurde (Hampe 2001a, Paavola 2001, Duerr 2002).

Weitere Kandidatengene

Fur CED werden immer wieder Untersuchungen durdhgéefum neue Suszeptibilitatsloci
zu entdecken. Das multidrug resistance gene MDRilekibdas Membrantransportprotein P-
Glycoprotein-1. Es kam als Kandidatengen in Vertlagkil es sich in der Kopplungsregion
auf Chromosom 7q befindet und MDR1-knockout Mausentan eine Kolitis entwickeln.
Der SNP C3435T in MDR1 ist mit einer geringererestinalen P-Glycoprotein-Expression
assoziiert (Schwab 2003, Potocnik 2004). Manchesi®eh beschreiben eine Assoziation mit
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa, andere spregegen eine Assoziation mit den Erkran-
kungen (Brant 2003b, Schwab 2003).

Das NOD1/CARD4 — Gen wurde wegen seiner struktemalind funktionellen Ahnlichkeit zu
NOD2 und seiner Lage auf Chromosom 7pl14.3, einkarbden CED — Kopplungsregion,
untersucht. Anfangs wurde keinerlei Assoziation gen Erkrankungen gefunden (Zouali
2003), spater jedoch mit einem insertion/deletiotyforphismus (McGovern 2005).

1999 wurde eine neue Kopplungsregion auf Chromo&6nentdeckt (Hampe 1999a). Ein
potentielles vielfach untersuchtes Kandidatengedieser Region ist das disc large homolog
5 (DLG5) — Gen. Das DLG5 — Genprodukt gehért zu @euppe der membranassoziierten
Guanylatkinasen (MAGUKS) und tragt als solches ¥BXZ-, eine SH3- und eine Guanylat-
kinase — Domane, die alle an Protein-Protein-lktezaen beteiligt sind und somit DLG5 als

multifunktionales Adapter- und Membrangerustproteiuszeichnen. DLG5 ist hauptsachlich
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fur die Zellform und —polaritat mitverantwortlicmd in Zell-Zell-Kontakte involviert (Fried-
richs 2006a). Die Stichhaltigkeit der anfanglichigerichte, dass DLG5 ein Pradispositions-
gen fur Morbus Crohn ware, wurden spater durch ssmglechende Ergebnisse in Frage ge-
stellt und sorgen immer noch fir Diskussionen. éssgnt scheint DLG5 jedoch keine ent-
scheidende Rolle beim Morbus Crohn zu spielen (@04, Daly 2005, Newman 2006,
Friedrichs 2006b, Torok 2005, Noble 2005b, Verm@io®5, Gazouli 2005, Buhning 2006,
Ferraris 2006, Lakatos 2006, Tremelling 2006, vanbergen 2009).

Gen-Gen-Interaktionen

Die Epistasis beruht auf additiven und nichtaddni\Effekten komplexer Interaktionen zwi-
schen multiplen Varianten, welche die Vererbungrfkessen. Nach bisherigen Beobachtun-
gen zeigte sich, dass das gemeinsame AuftretenN@D2-Varianten und vom IBD5 —
Risiko-Haplotyp zu einem noch friheren Krankheitgbe des Morbus Crohn als das alleini-
ge Vorhandensein einer dieser Varianten fuhrt (M2803). Auch beim —857 — Promotorpo-
lymorphismus des TNB-Gens im IBD3-Locus zeigte sich bei Koexistenz miDD2-
Mutationen ein groReres relatives Risiko fur Morl@rehn (Cavanaugh 2003). Weitere Un-
tersuchungen konnten Interaktionen zwischen veggeimen IBD-Loci nachweisen (Crawford
2005, Shaw 2003, van Heel 2003, Mirza 2003, Bon@d3a, Vermeire 2004b, Wehkamp
2004, Ahmed 2006). Jedoch missen die BeobachtunggtiReren Studien bestatigt werden.

1.4.4 Die Erkenntnisse aus den neuen genomweiten Assorpaisstudien

Durch neue Technologien kdnnen in genomweiten Aasomsstudien eine grof3e Anzahl an
SNPs im Genom direkt getestet werden. Diese habaa Einblicke in den Pathomechanis-
mus chronisch entzindlicher Darmerkrankungen gewktehrere neue Gene wie das Inter-
leukin-23 Rezeptor (IL23R) Gen, das autophagy-eeldt6-like 1 (ATG16L1) Gen und das
TNFSF15-Gen wurden entdeckt. TNFSF15 ist ein néudB-ahnliches Zytokin, was auf
endothelialen Zellen exprimiert wird und fir diegr&tion der Abwehrzellen mitverantwort-
lich ist. ATG16L ist Teil des autophagosomen Sigrags und ist an der Verarbeitung von
intrazellularen Bakterien beteiligt. TNFSF15 und@&I6L sind beide mit Morbus Crohn as-
soziiert, IL23R dagegen mit Morbus Crohn und Csliticerosa. IL-23 ist ein Zytokin, wel-
ches zur Differenzierung der T-Helferzellen, viaTh17-T-Zellen, beitragt. In Tiermodellen

konnte nachgewiesen werden, dass die Untergruppd@hde’-T-Zellen chronische Entzin-
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dungen unterstitzt. Eine Mutation im IL23R-Gen #eigine protektive Wirkung vor chro-
nisch entzindlichen Darmerkrankungen. Damit spleft IL-23 Signalweg eine Rolle in der
Entstehung und Aufrechterhaltung chronischer Erdmiigen und ein neuer Therapieansatz
mittels Blockade von IL-23 ist méglich (Cho 2008m@an Limbergen 2007, Gazouli 2010,
Sventoraityte 2010, Lees 2009, Noomen 2009).

1.5 Das Immunsystem

Die gesamte Immunabwehr des menschlichen Organiganus in zwei Bereiche unterteilt
werden: das ,angeborene” und das ,erworbene“ Imiyatesn. Beide Systeme kodnnen
.Fremd“ von ,Eigen“ Uber spezialisierte Rezeptoramnerscheiden, verfigen aber Uber ver-
schiedene Mechanismen, um die endgultige Eliminadier Krankheitserreger zu erreichen.
Das erworbene Immunsystem erkennt fremde Antigdrex @Oberflachenrezeptoren auf B-
und T-Zellen. Um auf das weitgefacherte Sortimentpathogenen Antigenen reagieren zu
kénnen, arbeiten die Zellen mit einem sog. Reaearant ihrer Immunglobuline und T-
Zellrezeptorgene, womit sie (iber'i@erschiedene Arten von Antigenrezeptoren generiere
kénnen. Die Antigenbindung an diese Rezeptoremerigeine klonale Expansion der Lym-
phozyten und schliel3lich die Produktion antigeregfgeher Antikérper, was im Ganzen un-
gefahr drei bis funf Tage dauert. Dieses hochetsiie System wird nur in Vertebraten beo-
bachtet. Im Gegensatz dazu ist das angeborene Isystem evolutionar die altere Form der
Wirtsabwehr und sowohl in Vertebraten als auch ichiNVertebraten vorhanden (Hoffmann
1999, Janeway 1992, Kimbrell 2001). Die Rezeptates angeborenen Immunsystem zur
Bekampfung pathogener Mikroorganismen werden alémiverschiedenen Zellpopulationen
wie Makrophagen, dendritischen Zellen, Granulozytetrlichen Killerzellen und epithelia-
len Zellen exprimiert. Zusammengefasst werden siertdem Namen der pattern-recognition
receptors (PRRs). Die Reaktion dieses Systemsgésfil schneller und kann das erworbene
Immunsystem Uber costimulierende Moleklle wie CD®d CD86 auf der Oberflache von
speziellen antigenprasentierenden Zellen und dieadEffektorzellen (z.B. dendritische Zel-
len) beeinflussen, was zusammen eine optimale Imabwaehr ergibt (Janeway 2002,
Medzhitov 2000a, Ulevitch 2004).
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1.5.1 Pattern Recognition Receptors (PRRS)

Das angeborene Immunsystem hantiert mit vielenchezdenen Formen von pattern recogni-
tion receptors (PRRs), die auf der Zelloberflagheintrazellularen Kompartimenten expri-
miert oder direkt ins Blut und Gewebeflissigkeitegzerniert werden konnen (Girardin
2002). PRRs sind keimbahn-kodierte Proteine unch&imur eine bestimmte Art von Anti-
genen erkennen. Funktionell haben sie gro3en Aate@psonisation, Komplement- und Ko-
agulationsaktivierung, Phagozytose, Aktivierung vmoinflammatorischen Signalkaskaden
und Apoptoseinduktion (Medzhitov 2000a, b). Einbrsgichtige Kategorie der PRRs bilden
die Toll-like Rezeptoren (siehe 1.5.2) (Abreu 20QEn 2002, Medzhitov 2000c, Takeda
2003, 2004a). Die molekularen pathogenen Strukiudienvon den Rezeptoren erkannt wer-
den, werden auch als pathogen-associated molegattarns (PAMPS) bezeichnet. PAMPs
sind mikrobielle Motive und Strukturen, die nur viikroorganismen produziert werden,
innerhalb verschiedener mikrobieller Spezies nicdutiieren, essentiell fur das bakterielle
Uberleben sind und deshalb wenigen Mutationen aasgesind. Beispiele dafiir sind Lipo-
polysaccharide, Peptidoglykane, Flagellin, doppétgiige RNA und unmethylierte Cytidin-
Phosphat-Guanosin (CpG) DNA (Medzhitov 2001). Ndeh Bindung von PAMPs an PRRs
kommt es zur Induktion endogener Signale, die etweine Entziindungsreaktion mit Pro-
duktion von IL-1, TNFe, IL-6, Typ 1 — Interferonen und verschiedenen Cbldnmen hervor-
rufen oder Uber Kostimulatoren T-Zellen aktiviereder andere Effektorfunktionen ein-
schlie3lich die Produktion von IL-4, 5, 10, 12, T@Rund IFNy kontrollieren (Medzhitov
1997a, 2000, Murillo 2003).

Sezernierte pattern recognition Molektlle sind dasnihan-binding lectin (MBL), das C-
reaktive Protein (CRP) und das Serum-Amyloid-Pro{@AP), die von der Leber wahrend
der akuten Phase Antwort im frihen Stadium derkbida produziert werden (Schwalbe
1992). PRRs auf Oberflachen von Makrophagen wie mBcrophage mannose receptor
(MMR) oder macrophage scavenger receptor (MSR) itim die Phagozytose von Mikro-
organismen und ihre Abgabe an die Lysosomen, waesitort werden (Fraser 1998). Viren
und einige bakterielle Erreger kbnnen auch Zugangnirazellularen Kompartimenten ge-
winnen. Dafur werden mehrere PRRs wie die Proteade PKR (Clemens 1997) oder die
Familie der NOD-Proteine (Girardin 2003b, Inohaf®%) im Zytosol exprimiert, wo sie die
sog. PAMPs erkennen und Antworten zur Beseitigndgzieren.
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1.5.2 Die Toll-like Rezeptoren (TLR)

Die Toll-like Rezeptoren sind PRRs, welche das Eiggn von Mikroorganismen wahrneh-
men und antimikrobielle Antworten in Form von Emdiingen induzieren. Sie spielen eine
zentrale Rolle im angeborenen Immunsystem und nrage zur intestinalen Homaoostase bei
(Rakoff-Nahoum 2004). Die Verwicklung der Toll-Reteren in das angeborene Immunsys-
tem wurde zuerst bei der Fruchtfliege Drosophildamegaster beschrieben (Belvin 1996).
Urspringlich wurde Drosophila Toll als ein transnieamtser Rezeptor identifiziert, der fur
die Entwicklung der dorso-ventralen Achsenformatiséahrend der Embryogenese dieser
Fliege notwendig ist (Hashimoto 1988). Die Signakade von Drosophila Toll und der IL-1
Pathway bei Saugetieren fihren beide zukBHAktivierung, was auf eine Mitbeteiligung
von Toll an Immunantworten hindeutet. Daher unteingel man den Toll-Pathway naher und
fand heraus, dass er die Expression von antimyhtwis Peptiden (Drosomycin) und Abwehr
Gram-positiver Bakterien in erwachsenen Fliegenulieg (Lemaitre 1996, Rutschmann
2002).

Spater wurden mehrere homologe Korrelate zum Digkopoll bei Saugetieren identifiziert
und als ,Toll-like Rezeptoren® bezeichnet. Insgesamfasst die Familie der , Toll-like Re-
zeptoren“ beim Menschen heute bisher 10 Mitglig@draudhary 1998, Rock 1998, Takeuchi
1999, Chuang 2000, 2001, Du 2000, Kumagai 2008ukg&irell sind alle TLRs Typ | -
Transmembranrezeptoren mit einer extrazellulareRAI®mane und einer signalweiterlei-
tenden TIR Toll/IL-1-Rezeptor)-Doméane im intrazellularen Abschnitt, welgro3e Analo-
gie zur cytoplasmatischen Domé&ne von Drosophild Tiodl IL-1-Rezeptor hat. Phylogene-
tisch kann die TLR-Familie noch einmal in funf Urgrippen aufgeteilt werden (Abbildung
1.8). Alle TLRs werden auf immunkompetenten Zell@arunter auch auf Enterozyten expri-
miert und kdnnen damit potentiell eine Rolle in Aeffrechterhaltung der intestinalen Homo-
ostase und in der Entstehung von CED spielen (2&0%, Lasker 2006, Yuan 2004, Stenson
2008).
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Abbildung 1.8 Phylogenese der Toll-like Rezeptoren (Takeda 2003)

TLR4 wurde als erster TLR beschrieben (Medzhito9719. Das Gen fir TLR4 ist auf dem
Chromosom 9g32-33 lokalisiert. TLR4 ist ein essdlei Oberflachenrezeptor fur bakteriel-
les LPS (Hoshino 1999), erkennt aber auch andgyandien. Als Hilfe fir die Erkennung von
LPS dienen das LPS binding protein (LBP), CD14 Mid-2. MD-2 ist direkt in die Ligan-
denbindung verwickelt, wahrend LBP und CD14 dieandenprasentation zu dem Rezeptor-
komplex kontrollieren (Miyake 2006). TLR2, desseenGuf Chromosom 432 lokalisiert ist,
erkennt viele verschiedene PAMPs wie Lipoprotelngoteichonsaure oder Glykolipide. Die
Gene flr TLR1 und 6 haben &hnliche genomische iresk, bestehen aus einem Exon und
sind auf demselben Chromosom 4p14 lokalisiert. dpezifischen Liganden fur TLR 1 und 6
sind Triacyl- und Diacyl- Lipopeptide. Beide Rezaein bilden mit TLR2 kooperativ Hete-
rodimere und helfen bei der Bekampfung von Mykobakh, Borrellien oder Neisserien
(Lien 1999). Das Gen fir TLRS5 ist auf dem Chromosbg33.3 lokalisiert und ist mit 5
Exons eines der gro3ten Gene innerhalb seiner iearbie aktivierende Komponente fur
TLR5 ist Flagellin, Hauptbestandteil von baktegell Flagella und Baustein der Aul3en-
membran Gram-negativer Bakterien (z.B. Salmonelipazies) (Hayashi 2001). Doppel-
strangige RNA (dsRNA) wird von vielen Viren wahreiidler Replikationsphase produziert
und wird spezifisch von TLR3 (Gen lokalisiert auhr@mosom 4q35, 5 Exons) erkannt
(Alexopoulou 2001). Die Gene fir TLR7 und 8 teilsich den Genort Xp22 mit je zwei
Exons. Der natirliche Ligand fur TLR7 und 8 istgastranded RNA (ssRNA) von Viren
wie HIV-1 oder Influenzavirus (Diebold 2004, HelD@4). TLR7 erkennt noch die pharma-
zeutischen Komponenten Imiquimod und Resiquimodni{fée 2002, Takeda 2003). Das
TLR10-Protein ist zu 50% identisch mit TLR1 und TB.RSeine Funktion ist bisher noch
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nicht geklart (Murillo 2003). TLR1, TLR2, TLR6, TlRund TLR5 sind alle auf der zellula-
ren AuRenmembran lokalisiert. TLR3, TLR7 und TLR@rden dagegen auf Membranen in-
nerhalb der Zelle exprimiert (Akira 2004).

TLR TLR-Liganden (Herkunft)
TLR1 Triacal-Lipopeptide (Bakterien, Mykobakterien)
TLR2 Lipoprotein/Lipopeptide (Bakterien)

Peptidoglykane (Gram-positive Bakterien)
Lipoteichonsauren (Gram-positive Bakterien)
Lipoarabinomannan (Mykobakterien)
Glykolipide (Treponema maltophilum)
Glykoinositolphospholipide (Trypanosoma Cruzi)
Zymosan (Pilze)

Atypisches LPS

Hitzeschockproteine

TLR3 Doppelstrang-RNA (ds-RNA) (Viren)

TLR4 LPS (Gram-negative Bakterien)

HSP60 (Chlamydia pneumoniae)

Virales F-Protein (RVS)

Hitzeschockproteine

TLRS Flagellin (Bakterien)

TLR6 Diacyl-Lipopeptide (Mykoplasmen)
TLR7/8 U-reiche einzelstrangige RNA (ssRNA)
TLR9 CpG-DNA (Bakterien)

TLR10 ?

Tabelle 1.3 Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (Harris 2D06

Die Aktivierung der TLRs fuhrt zur Rekrutierung dadapterproteins MyD88. MyD88 be-
steht aus einer N-terminalen death-Domane und &nAerminalen TIR-Doméne. Die TIR-
Doméane vermittelt Interaktionen mit der TIR-Domé&wen Toll und IL-1R, wahrend die
death-Domane mit der death-Doméne der InterleuldneRtor-assoziierten Kinase (IRAK),
einer Serin/Threoninprotein-Kinase, interagiert.rdddéhin kommt es zur Aktivierung und
Autophosphorylierung von IRAK. Es dissoziiert voryldB8 und assoziiert sich mit einem
anderen Adapterprotein, TRAF6. TRAF6 gehort zur iander TNF-Rezeptorassoziierten
Faktoren und sorgt fur die Aktivierung von TAK1 (bsforming growth factor (TGH}-
activated kinase) und MKK6 (mitogen-activated piot@AP) kinase kinase 6). Am Ende
der Signalkaskade steht dann aktivexxBIFINK (c-Jun N-terminal kinase) und p38MAP-
Kinase (Akira 2003, O’Neill 2006). TAK1 fuhrt durddhosphorylierung zur Aktivierung von
IkB-Kinasen (IKKs), welche wiederum den B-Inhibitor IkKB phosphorylieren, und
dadurch NKB freigesetzt wird. NKB wandert dann in den Zellkern antigenprasentiezend
Zellen (z.B. dendritische Zellen) und induziert @lanskriptionsfaktor proinflammatorischer
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Zytokine (z.B. IL-12) und die Expression kostimuéieder Molekiile CD80 und CD86 zur T-
Zellaktivierung (Abreu 2004, Aderem 2000, Medzhi2800b, Yuan 2004).
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Abbildung 1.9 TLR-Signalkaskade
Die Bindung von TLR-Liganden aln TLR aktiviert d&yD88-abhéngigen oder unabhéangigen Signalweg und
fuhrt zur Induktion inflammatorischer Zytokine (wwwwivogen.com)

So kann das erworbene Immunsystem Uber TLRs de=barenpen Immunsystems aktiviert
werden. Unreife dendritische Zellen (DCs) erkenRathogene durch TLRs und exprimieren
daraufhin kostimulierende und MHC Il — Molekiile. ddawanderung in Lymphknoten und

andere Lymphorgane aktivieren die jetzt reifen RIOsch diese Molekiile und die Zytokin-

produktion naive T-Zellen, welche sich in Thl- od#2 — Zellen differentieren (Medzhitov

2001, Werling 2003, Takeda 2001) (Abbildung 1.10).
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Abbildung 1.10 Die Rolle von TLR in der Aktivierung des erworbenen Immunsystems
Das Erkennen von PAMPs durch TLRs auf antigenptiésenden Zellen (z.B. dendritische
Zellen) fihrt zur erhdhten Expression von kostinadischen Molekilen (CD80 und CD86),
MHC Klasse II-Molekulen, Zytokinen wie IL-12, Chekioen und ihren Rezeptoren und trig-
gern dadurch die Reifung der dendritischen Zelaraufhin kénnen sich naive T-Zellen dif-
ferenzieren und eine T-Zell-spezifische Immunantwenerieren (modifiziert nach Medzhitov
2001).

Fur TLR4 und 3 existiert noch ein anderer Signalvely unabhangig von MyD88, aber noch
nicht vollstandig geklart ist. Untersuchungen zaigtdass MyD88-knockout Zellen trotzdem
durch LPS und dsRNA stimuliert werden kénnen. Digapterfunktion von MyD88 Uber-
nimmt dabei TRIF, das auch eine TIR-Domane tragierUveitere Adaptermolekiile kommt
es am Ende zur Aktivierung der Transkriptionsfa&ioNB und IRF-3. IRF-3 induziert u.a.
die IFN{3 Produktion (Kaisho 2006, Oda 2006, Takeda 2004bhj).lberschieRende Reaktio-
nen zu verhindern, gibt es das Toll-interactingtgro (TOLLIP), welches die TLR-Signale
hemmt und mit IRAK interagiert (Takeda 2003, Zh20§2).

Da bei Patienten mit CED die T-Zellantworten gessimd, sind auch TLRs ins Zentrum der
CED-Forschung geruckt (Harris 2006, Yamamoto-Furug@07b). Es konnte gezeigt wer-
den, dass bei Veranderungen in der Expression ¥dts,Tv.a. von TLR4 und TLR2, eine
intestinale Entzindung hervorrufen werden kann i@C2000, Hausmann 2002). Aul3erdem
sind die TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr389thit Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa assoziiert (Brand 2005, Browning 2007né&manont 2004, Gazouli 2005, Okayama
2002, Torok 2004a, Zoniten-Mekki 2009). Erhdhteefiton Flagellin-spezifischen Antikor-
pern im Serum von MC-Patienten geben Hinweise ag mogliche Beteiligung von TLR5
in der Krankheitsentwicklung (Lodes 2004, Sitarar@@f5, Erridge 2010).
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153 TLR9

Die meisten TLRs sind auf der Zelloberflache exjpenn TLR9 und seine Gruppenmitglieder
TLR7 und TLR8 dagegen scheinen ihre Funktion inakrlder Zelle auszulben. Es zeigte
sich, dass TLR9 der Rezeptor fur bakterielle DNA micht-methylierten CpG-Sequenzen ist
(Bauer 2001, 2002, Hacker 2000, Hemmi 2000). Ima&eron Vertebraten kommen solche
Sequenzen nicht vor. Unmethylierte prokaryotiscipgs@MNA hat genauso wie synthetisch
hergestellte unmethylierte CpG-Oligodeoxynukleotfi@pG ODN) starke immunstimulatori-
sche Aktivitat (Krieg 1995). Das optimalste CpG-Matur Stimulierung menschlicher Zellen
ist 5-GTCGTT-3'. Eine Modifizierung des ODN-RUckads lasst eine Unterteilung in drei
verschiedene Klassen von CpG ODN mit unterschiledhcZellantworten auf ihre Stimulati-
on hin zu (Verthelyi 2003, Watson 2005). CpG-A ODbékitzt einen Mix aus Phosphodiester
(PO) im Zentrum mit dem CpG-Motiv und Phosphoroditéo(PS) am 5’- und 3’-Ende mit
polyG-Motiven als Rickgrat. Stimuliert werden pD@sr Produktion hoher Mengen an
IFNa. Im Gegensatz dazu hat die zweite Klasse CpG-B @Ddéchliel3lich ein Ruckgrat aus
PS ohne polyG-Motive. Dieser ODN-Typ ist potentdtivator von B-Zellen und induziert
NFkB-Aktivierung, aber eine dirftige IFdNProduktion von pDCs. Die dritte Klasse von
ODN, CpG-C, ist charakterisiert durch ein PS-Ruekgaber keinen polyG-Motiven wie
CpG-A ODN sondern einer GC-reichen Pallindromseguédie CpG-C ODN Sequenzen
induzieren effektiv Antworten wie CpG-A und CpG-Rrieg 2002, Vollmer 2004). Wie die
TLR9-Liganden von aussen nach innen kommen, ish nmbekannt. Das scheint aber Uber
rezeptorvermittelte Endozytose zu geschehen (Wde\a004).

TLR9 ist im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokatt. Nach endozytischer Aufnahme
von CpG DNA transloziert TLR9 lber kleine Vesikehz lysosomalen Kompartiment, wohin
sein Ligand transportiert wird, und l6st nach Binguwie Signalkaskade aus (Latz 2004, Lei-
fer 2004). Exprimiert wird TLR9 v.a. in plasmazyen dendritischen Zellen und B-Zellen
(Rothenfusser 2002), aber auch in Monozyten, elaika Zellen und Paneth Zellen (Hor-
nung 2002, Kadowaki 2001, Krug 2001, Rumio 2004¢ [2806). Immunstimulatorische
Funktionen der CpG DNA-Motiven sind die Aktivierungnd Reifung der DCs, die B-
Zellproliferation, sowie die Produktion von IL-6 dii2 und anderen Zytokinen und Chemo-
kinen. Eine Aktivierung von TLR9 in dendritischepli&n fuhrt zur I1L-12-Produktion und im
Endeffekt zu einer Th1l-Antwort (Krieg 2000, Lipfod®98). Die Signalkaskade folgt nach
dem MyD88-abhangigen Weg (Wagner 2002).
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Die bakterielle Darmflora und das Immunsystem sasgentielle Risikofaktoren in der CED-
Pathogenese. TLRs als Mitglieder des angeborensmuiraystems und Rezeptoren fur bakte-
rielle Bestandteile sind maf3geblich an der intestim Homdostase mitverantwortlich (Cario
2005). TLR9 spielt eine wichtige Rolle in der Modtibn von Darmerkrankungen. Eine be-
reits etablierte Kolitis exazerbiert unter Stimulieg mit CpG DNA (Obermeier 2002) und
TLR9-deficient Mause zeigten nach Induktion ein@lis eine signifikant niedrigere Ent-
zundung als Wildtyp-Méause (Obermeier 2005). Esaigth bekannt, dass prophylaktisch ver-
abreichte CpG DNA protektiv auf nachfolgend induaeKolitiden wirken. Die Schwere der
Kolitis wird abgemildert und die Zytokin-vermitteltEntzindung begrenzt (Jijon 2004,
Obermeier 2003, Rachmilewitz 2002). Dieser an@imimatorische Effekt probiotischer Bak-
terien wird Uber TLR9 vermittelt (Rachmilewitz 2Q0Des weiteren ist TLR9 aul3er in im-
munologischen Zellen auch in Paneth Zellen exprithige im Darm eine wichtige Rolle des
MALT-Systems einnehmen. Die systemische Verabr@ighuwon CpG DNA-Motiven fuhrt
zur Degranulation von Paneth Zellen und Freisetamgnflammatorischer Zytokine (Rumio
2004). Wegen der vielen molekularen Bestandtei®MPs) eines mikrobiellen Pathogens
sind zur effektiven Aktivierung des angeborenen lmsystems in vivo komplexe Interaktio-
nen unter den vielen verschiedenen PRRs notwekdlige funktionelle Studien haben be-
reits gezeigt, dass die Morbus Crohn-assoziiertariaviten von NOD2 die synergistischen
Effekte von NOD2 mit anderen PRRs beeintrachtigeam (Heel 2005a, Traub 2004, Yang
2001). Van Heel und seine Mitarbeiter konnten zeigiass die NOD2-Stimulation norma-
lerweise die Immunantwort auf CpG DNA erhoht. Dresgnergistische Effekt zwischen
NOD2 und TLR9 geht in Patienten mit zwei mutiertd®D2-Allelen verloren (van Heel
2005b), was Interaktionen zwischen diesen zwei Reren mit moglichen Auswirkungen
auf das intestinale Gleichgewicht nahe legt. Aughkbexpression von TLR9 (Rumio 2004)
und NOD2 (Lala 2003) eng zu den Sekretionsgrarmalantrazellularen Kompartiment der
Paneth Zellen lasst annehmen, dass doppelte SighateNOD2 und TLR9 fiur eine effiziente
bakterielle Bekdmpfung im Darm notwendig sind.

Das TLR9-Gen ist auf Chromosom 3p21.3 lokalisi@iyang 2000, Du 2000), in der Nahe
einer beschriebenen Kopplungsregion fir CED (D@802, Hampe 200l1a). Das gesamte
Gen umfasst etwa 5 kb und besteht aus zwei Examsdgnen das zweite die hauptkodieren-
de Region ist. Lazarus und seine Mitarbeiter amaigsn das Gen nach Sequenzvariationen
und identifizierten vier SNPs mit einer Frequennvi® % oder mehr in européaischen und
afrikanischen Amerikanern (Lazarus 2003). Zwei di@sen SNPs, namlich —1237 T/C und
2848 A/G, konnen die vier TLR9-Haupthaplotypen usitheiden.
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Abbildung 1.11 Struktur des TLR9-Gens und Lokalisaton der vier SNP
Die Kastchen entsprechen den Exons (dunkelgrin)loimdns (hellgriin) (modifiziert nach
Lazarus 2003)

Fur den SNP TLR9 -1237C zeigte sich schon ein @glsoRisiko flr chronische relapsing
Pouchitis (Lammers 2005). Um eine mogliche genle@istssoziation von TLR9 mit CED zu
erforschen, wurde bereits in unserer Arbeitsgrueipe Fall-Kontroll-Pilotstudie durchge-
fuhrt, in der die zwei oben genannten Polymorphismgetestet wurden. Einen signifikanten
Frequenzanstieg von —1237 C-Allel in Morbus Crolatighten im Vergleich zu den Kontrol-
len konnten beobachtet werden (T6rok 2004b).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Atiologie der beiden Krankheitsbilder Morbuso@in und Colitis ulcerosa weist ein multi-
faktorielles Bild auf. Essentiellen Anteil an deatRogenese der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen haben Umwelteinflisse, geneti8dmeponenten und das Immunsystem
mit der bakteriellen Darmflora. Ein entscheideniligilenstein in der genetischen Forschung
ist die Entdeckung von NOD2-Mutationen als starkgenetischer Risikofaktor fir Morbus
Crohn. Die beschriebene Assoziation lasst vermutass auch andere Rezeptoren das ange-
borenen Immunsystems in der Entstehung der Erkrapkuapliziert sein konnten.
Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, bR aufgrund genetischer Assoziationen
mit in den Kreis der Suszeptilitatsgene fur chrohientziindliche Darmerkrankungen aufge-
nommen werden kann. Daflir wurden der Promotorpotphiemus —1237 T/C und der Po-
lymorphismus 2848 A/G im TLR9-Gen untersucht. Zursicwurden die beiden TLRO-
Polymorphismen in einer erweiterten Population RPatienten mit Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa im Vergleich zu gesunden, unverwandtentidipersonen untersucht. Es sollte
untersucht werden, ob die beobachtete AssoziatibiMorbus Crohn aus der urspringlichen
Pilotstudie (Torok 2004b) bestatigt werden kanns Deeiteren sollten mogliche genetische
Interaktionen zwischen diesen Varianten und dem Mi@bus Crohn-assoziierten NOD2-
Mutationen untersucht werden. Hierzu wurden allgeRten und Kontrollpersonen auf diese
drei Varianten hin getestet und die Verteilung @eR9-Polymorphismen in Abhangigkeit
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vom NOD2-Genotyp ausgewertet. Es wurde weiterhirsught, potentielle Korrelationen
zwischen dem Genotyp und dem klinischen Phanotgpetdeelnen Krankheitsbildes hervor-
zuheben. Ein weiteres Ziel der Arbeit war es fumkaile Daten zur Expression von TLR9 in
der Darmmukosa von erkrankten und gesunden Indevicw erheben. Hierzu wurde die Ex-
pression von TLR9 in der Darmmukosa bei Morbus @ramd Colitis ulcerosa-Patienten im
Vergleich zu gesunden, unverwandten Kontrollpersogemessen. Weiterhin sollte unter-
sucht werden, ob Unterschiede in den Expressiontsmuson TLR9 in den verschiedenen
Darmabschnitten bestehen, und ob der TLR9- bzw. RGBnotyp einen Einfluss auf die

TLR9-Expression in der Darmmukosa ausubt.
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2. Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

2.1.1 Studienpopulation fur die Polymorphismenanalyse

Insgesamt wurden 1748 Personen in die Studie ahipssen. Davon waren 956 CED-
Patienten (606 Patienten mit Morbus Crohn und 3&ieRten mit Colitis ulcerosa) und 792
gesunde, nicht verwandte Kontrollpersonen. Diedanatiginalen Pilotstudie untersuchte Po-
pulation (T6érok 2004b) stellte sich aus 174 Morlushn-Patienten und 138 Colitis ulcerosa-
Patienten, die sich alle in ambulanter oder stat@nBehandlung in der Medizinischen KiIi-
nik bzw. medizinischen Poliklinik Innenstadt desinums der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen befanden, und 265 Kontrollespeen zusammen. Um das Ergebnis
dieser ersten Studie zu bestatigen, wurden zwdereevoneinander unabhangige Populatio-
nen untersucht. Die zweite Patientenpopulatiortstsich aus 287 mit Morbus Crohn und
110 mit Colitis ulcerosa, welche alle als in derdi#enischen Klinik 1l Gro3hadern der Lud-
wig-Maxmilians-Universitdt Minchen betreut wurdezysammen. Als dritte unabhangige
Patientenpopulation wurden 145 Morbus Crohn- urigl @6litis ulcerosa-Patienten vom Kili-
nikum der Ruhr-Universitat Bochum eingeschlossen3é&dem wurden 527 gesunde Blut-
spender vom Blutspendedienst der Stadt MincheKagrollen in die Replikationsstudie
eingeschlossen. Alle Daten der eingeschlossendamidogn unterlagen strengster Vertrau-
lichkeit und wurden fir die Studie anonymisiert.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommissgenehmigt. Alle Individuen gaben
vorher ihr schriftliches Einverstandnis fir die gatme der Blutproben und wurden tber
Inhalt und Ziele der Studien aufgeklart. Zur Telimee an der Studie wurden nur Patienten
mit gesicherter Diagnose eines Morbus Crohn odereColitis ulcerosa mittels klinischen,
endoskopischen, histologischen und radiologischarteien zugelassen (Nayar 2004,
Viscido 2005, Stange 2006). Patienten mit eineitiSohdeterminata oder anderen unspezifi-
schen Kolitiden wurden nicht in die Studie mit arigmmen. Als Material wurde vends ent-
nommenes EDTA-Vollblut verwendet. Alle Studienteitrmer waren kaukasischer Herkunft.

Signifikante Unterschiede in Hinblick auf demogreghe Charakteristika wurden zwischen
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den verschiedenen Populationen nicht beobachtetd®inographischen Daten sind in Tabel-

le 2.1 zusammengefasst.

Geschlechterverteilung Altersdurchschnitt + | Altersver-

Studiengruppe | Anzahl| o ichiweiblich (96) | Standardabweichung]  teilung

Kontrollpopulation 1 265 141/124 (53,2/46,8) 42,2+ 12,5 18-68

(Torok 2004b)

Kontrollpopulation 4 529 355/174 (67,1/32,9) 47,5+ 9,2 35-68
CED Kohorte 1

(Torok 2004b)

Morbus Crohn 174 69/105 (39,7/60,3) 39,4+ 13.6 16-76
Colitis ulcerosa 138 68/70 (49,3/50,7) 41,9+ 13,1 17-76
CED Kohorte 2

Morbus Crohn 291 127/164 (43,6/56,4) 40,5+ 12,6 15-75
Colitis ulcerosa 110 49/61 (44,5/55,4) 43,0+ 14,3 21-85

CED Kohorte 3*
Morbus Crohn 145
Colitis ulcerosa 102

* fur diese Kohorte waren demographische und Idimighanotypische Daten nicht verfiigbar

Tabelle 2.1 Demographische Daten der Patienten und Kontngpesn

2.1.2 Studienpopulation fur die Expressionsanalyse

Fur die Expressionsanalyse von TLR9-mRNA in dernmavukosa wurden insgesamt 100
Personen untersucht. Zunéchst sollte untersuchtlemerob unabhéngig vom Aktivitats-
/Entziindungsstadium der Mukosa Unterschiede inTdd€29-mRNA-Expression zwischen
CED-Patienten und Kontrollpersonen bestehen. Hierflirden 25 Patienten mit Morbus
Crohn und 17 Patienten mit Colitis ulcerosa unignrsubei denen es makroskopisch sowie
mikroskopisch Hinweise fir eine aktive Entzinduradp,gund die alle in der Medizinischen
Klinik bzw. medizinischen Poliklinik Innenstadt dédinikums der Ludwig-Maximilians-
Universitat Munchen behandelt wurden. Desweitemditesuntersucht werden, ob bei Patien-
ten mit Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa Untersdl in der TLR9-mRNA-Expression in
der Darmmukosa abhéngig von der entzindlichen A#tiworliegen. Hierfir wurden 14
Morbus Crohn- und 12 Colitis ulcerosa-Patienten @ersMedizinischen Klinik Grof3hadern
untersucht, bei denen Biopsien aus entziindetemiahd entziindeten Darmarealen entnom-

men wurden, eingeschlossen. Diese wurden mit 32rilgpersonen, die sich alle in der Me-
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dizinischen Klinik bzw. medizinischen Poliklinik menstadt des Klinikums der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen einer Vorsorgekdopie unterzogen, verglichen.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommissggmehmigt. Alle teilnehmenden Perso-
nen wurden Uber Inhalt und Ziele der Studie aufgieklnd gaben ihr schriftliches Einver-
standnis zur Entnahme der Gewebeproben. Zur Teilean der Studie wurden nur Patienten
mit gesicherter Diagnose eines Morbus Crohn odereColitis ulcerosa mittels klinischen,
endoskopischen, histologischen und radiologischatetien zugelassen. Als Material wurden
endoskopisch gewonnene Biopsate der DarmmukosdesmuBarmabschnitten des terminalen
lleum, der rechten und linken Kolonhemisphare vewet. Alle Studienteilnehmer waren
kaukasischer Herkunft. Signifikante Unterschiedélinblick auf demographische und ethni-
sche Strukturen wurden zwischen den verschiedeopual&ionen nicht beobachtet. Die de-

mographischen Daten sind in Tabelle 2.2 zusammasgef

Morbus Crohn

Colitis ulcerosa

Kontrollpersonen

Anzahl 39 29 32
Altersdurchschnitt + 40,7+ 13,28 49,7+ 15,0 47+ 16,3
Standardabweichung

Altersverteilung 21-71 16-71 21-73

Geschlechterverteilung
mannlich/weiblich (%)

20/19 (51,3/48,7) 21/8 (72,4/27,6)| 16/16 (50,0/50,0)

Tabelle 2.2 Demographische Daten aller Patienten und Kompeodlonen in der Expressionsanalyse
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2.2 Phanotypische Daten der CED-Patienten

Die Klassifizierung des Phanotyps des Morbus Cimdmsiert auf dem Alter bei Krankheitsbe-
ginn, Lokalisation bzw. maximalen Ausmald der Kragiklund Krankheitsverhalten entspre-
chend der Vienna-Klassifikation (Gasche 2000) bder. Montreal-Klassifikation (Satsangi
2006). Bzgl. des Ausmal3es der Erkrankung erfolggeJdterteilung in die Gruppen L1 (Be-
fall des lleums), L2 (Befall des Kolons), L3 (Bdfdes lleums und Kolons) und L4 (Befall
des oberen Gastrointestinaltrakts). Wenn der okgastrointestinaltrakt und ein Darmab-
schnitt zugleich beteiligt waren, wurden die Pagenn L1-L3 eingeordnet. L4 beinhaltet nur
das isolierte Befallsmuster des oberen Gastrositedtrakts.

Bzgl. des Krankheitsverhalten erfolgte die Eintegun B1 (inflammatorischer Subtyp), B2
(stenosierender Subtyp) und B3 (fistulierender BubtDabei ist der stenosierende Subtyp
durch das Vorhandensein von persistierenden Lummengangen definiert, welche radiolo-
gisch, endoskopisch oder pathologisch nach Opeetidestéatigt worden sind. Der fistulie-
rende Subtyp ist durch das Bestehen von abdommetler perianalen Fisteln wahrend des
Krankheitsverlaufs determiniert. Der inflammatohiscSubtyp ist dadurch charakterisiert,
dass niemals Stenosen oder Fisteln auftraten. Yatenten wiesen sowohl Fisteln als auch
Stenosen auf und wurden entsprechend analysiert.

Fur das Alter bei Erstdiagnose wurde die MontrelalsKifikation verwendet, welche die Ka-
tegorien ,16 Jahre und junger* (Al), ,17 bis 40 i@&h(A2) und ,alter als 40 Jahre" (A3)
beinhaltet (Satsangi 2006).

Zusatzlich wurde noch die Notwendigkeit einer ctgrschen Intervention wahrend des
Krankheitsverlaufs ausgewertet.

Fur die Klassifizierung des Befallsmusters der @olilcerosa wurde ebenfalls die Montreal-
Klassifizierung eingesetzt (Satsangi 2006).

Ausfuhrliche klinische Daten konnten insgesamt 448 Morbus Crohn und 203 Colitis ulce-
rosa-Patienten eruiert werden. Die phanotypischetail3 wurden durch eine standardisierte
retrospektive Analyse der medizinischen Akten geveon

Alle phanotypischen Daten sind in der Tabelle 2i8ammengefasst.
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Anzahl der bewerteten Falle

Alter bei Erstdiagnose Morbus Crohn (Montreal A)
Al bis 16 Jahre

A2 zwischen 17 und 40 Jahre

A3 Uber 40 Jahre

Lokalisation des Morbus Crohn (Montreal L)
L1 lleum

L2 Kolon

L3 lleum und Kolon

L4 isoliert oberer Gastrointestinaltrakt
oberer Gastrointestinaltrakt insgesamt

Krankheitsverhalten des Morbus Crohn (Vienna B)
B1 inflammatorischer Subtyp

B2 stenosierender Subtyp

B3 fistulierender Subtyp

Fisteln allgemein

Stenosen allgemein

Chirurgische Interventionen bei Morbus Crohn

Lokalisation der Colitis ulcerosa (Montreal E)
E1 ulcerative Proktitis

E2 linksseitige Kolitis

E3 Pankaolitis

48/429 (11,2%)
324/429 (75,5%)
57/429 (13,3%)

58/443 (13,1%)
76/443 (17,2%)
307/443 (69,3%)
21443 (0,4%)
51/443 (11,5%)

96/441 (21,8%)

111/441 (25,2%)
234/441 (53,0%)
234/441 (53,0%)
282/441 (63,9%)

222/432 (51,4%)
33/203 (16,3%)

66/203 (32,5%)
104/203 (51,2%)

Tabelle 2.3

Phéanotypische Charakterisierung der CED-Patienten

2.3 DNA-Isolierung aus Blutleukozyten und aus Darmbiopgn

2.3.1 Material

QlAamp” DNA Blood Mini Kit (Qiagen): QIlAamp spin columns
2 ml collection tubes
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2
Buffer AE
QIAGEN Protease

DNeasy' Tissue Kit (Qiagen): Dneasy mini spin columns

2 ml collection tubes
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Buffer ATL
Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2
Proteinase K
RNAlater (Qiagen)
Ethanol 96-100 %, unvergallt (Merck)
Isopropylalkohol (Merck)
Proteinase K (Qiagen)
Ery-Lyse-Puffer: 155 mM NECI
400 mM NacCl
1 mM EDTA
Kernlyse-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH8
400 mM NacCl
10 mM EDTA
gesattigte Natriumchloridlosung 5 M NacCl
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Ldsung 20 %
TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH8
1 mMEDTA

2.3.2 Methode

Die Isolierung von DNA aus Blutzellen erfolgte eetter mit Hilfe der Aussalzmethode (Mil-
ler 1988) oder einem handelsiiblichen Kit (QIAamMpPNA Blood Mini Kit, Qiagen). Aus

Darmbiopsien wurde die DNA nur mittels eines im Helnkauflichen Kits isoliert (DNeaSy

Tissue Kit, Qiagen).

DNA-Isolierung mit Hilfe der Aussalzmethode

Das Blut wurde mit einem EDTA-Ro6hrchen entnommenM@ovette 9 ml EDTA,

Sarstedt). Noch am selben Tag wurden die Blutprdizer2000 Upm fur 10 Minuten zentri-
fugiert. Das Uberstehende Plasma wurde abpipettretbei —20°C zur weiteren Lagerung
eingefroren. Das Sediment wurde in 15 ml Zentrifugarchen (Greiner) mit 15 ml hypoto-

nem Ery-Lyse-Puffer zur Erythrozyteneliminierunguspendiert und bis zur kompletten Ly-
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se der Erythrozyten ungefahr 10-15 Minuten bei Raumperatur auf einem Rotator (Bachof-
er) inkubiert. Anschliel3end wurde zur Gewinnung ldewkozyten die Losung bei 2000 Upm
fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurderworfen und das Leukozytensediment
nochmals mit Ery-Lyse-Puffer gewaschen und bei 50@@n fur 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen und das gereinigtkozytensediment in 6 ml Kernlyse-
puffer resuspendiert. Zur Degradation der Membtardk Proteinanteile wurden 300 pl SDS-
L6sung und 40 ul Proteinase K zugefiigt. Danach wlaie ganze Gemisch Uber Nacht bei
37°C inkubiert und immer wieder auf dem Vortex-Stleti gemischt. Die DNA sollte voll-
standig geldst sein und nicht als geleeartiges éggyr vorliegen. Gegebenenfalls musste
mehr Kernlysepuffer hinzugegeben und die Inkubatiert verlangert werden. Zur Fallung
der Protein- und Membranfragmente wub&olumen 5 M NaCl-Losung zugegeben, kréftig
gemixt und bei 4°C oder auf Eis mindestens 30 Minubhkubiert. Nach 15mindtiger Zentri-
fugation bei 3600 Upm wurde der Uberstand abpigettind in einem neuen Rohrchen
nochmals 15 Minuten bei 3600 Upm zentrifugiert. [Pastein-Pellet konnte verworfen wer-
den. Der Uberstand wurde wieder abpipettiert, ire neuen Rohrchen mit 0,6 Volumen
Isopropanol versetzt und langsam gemischt. Dienfi@amig ausgefallene DNA wurde mit
einer Pipettenspitze herausgefischt und zweimalOithigem Ethanol gewaschen. Anschlie-
Rend wurde die DNA zur Trocknung in ein 1,5 ml Bpgerfgefal tberfuhrt. Die getrocknete
DNA wurde dann je nach Menge in etwa 200 pl TE-@ufleldst und bei —20°C aufbewabhrt.

DNA-Isolierung mit Hilfe des QlAamp™ DNA Blood Mini Kit, Qiagen

In den ersten Schritten wurden die Blutproben genavie in der Aussalzmethode behandelt,
bis der reine Buffycoat (Leukozytensediment) geveonmvar. 200 ul Buffycoat wurden in
einem 1,5 ml Reaktionsgefal? mit 20 pl Proteinag2Kmg/ml) geldst. Zu der Probe wurden
200 pl des Lysepuffers AL hinzugeflugt und auf derart¥x-Schittler gemischt. Nach
10minudtiger Inkubation bei 56°C im Wasserbad und&uZentrifugation wurden 200 pl 96-
100 % Ethanol zugegeben, gut gemischt und nochrealsifugiert. Anschlie3end wurde das
ganze Gemisch auf eine QlAamp Saule mit einem 3anhimelgefald pipettiert und bei 8000
Upm fir 1 Minute zentrifugiert. Die DNA bindet daken die Silica-Gel-Matrix der Saule.
Das 2 ml Sammelgefal? wurde gegen ein neues ausgetaund das Filtrat verworfen. Als
ersten Waschvorgang wurden 500 pl AW1-Waschputiedee Membran der Saule pipettiert
und alles nochmals bei 8000 Upm fir 1 Minute zé&ngrert. Das 2 ml collection tube wurde
wieder mit dem Durchfluss verworfen und ein neuersvendet. Der zweite Waschschritt be-
stand aus Zugabe von 500 ul AW2-Waschpuffer untifolgender Zentrifugation bei 14000
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Upm fur 3 Minuten. Zur Gewinnung der DNA wurde @aule in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
gesetzt und 200 pl AE-Elutionspuffer daraufgegeb&ach 5mindtiger Inkubation bei Raum-
temperatur und dann 1minutiger Zentrifugation @@ Upm konnte die DNA aus der Mat-

rix gewonnen und bei —20°C aufbewahrt werden.

DNA-Isolierung mit Hilfe des DNeasy' Tissue Kit, Qiagen

Die Darmbiopsien wurden im Rahmen einer im Klinikwiurchgefiihrten Koloskopie ent-
nommen. FiUr Lagerung und Transport wurden sie irAlgtér eingelegt und kuhl gelagert.
Zu Beginn der Isolation wurde jede einzelne Probeagen. Fir diese Methode darf die Bi-
opsie hdchstens ein Gewischt von 25 mg haben. Aer8emd wurde das Gewebestiick in
einem 1,5 ml Reaktionsgefald mit 180 pl des Gewsbkelyffers ATL versetzt. Gemischt mit
20 pl Proteinase K wurde alles bei 55°C in einerarfifomixer bis zur kompletten Lyse in-
kubiert. Nach kurzem Vortexen wurden 200 ul AL-Lyster hinzugefugt und nochmals fur
10 Minuten bei 70°C inkubiert. Danach wurde allesmmit 200 pl 96-100 % Ethanol ver-
mischt, auf eine DNeasy Mini Saule mit einem 2 rahfnelgefal? pipettiert und bei 8000
Upm fur 1 Minute zentrifugiert. Wahrend dem Duralilbindet die DNA an die Silica-Gel-
Matrix der S&ule. Das collection tube konnte zusammit dem Filtrat verworfen und gegen
ein neues ausgetauscht werden. Die nachsten z\watt8deinhalten die beiden Waschvor-
gange. Als erstes wurden 500 pl AW1-WaschpufferddeifMembran der Sédule gegeben und
bei 8000 Upm fir 1 Minute zentrifugiert. Der Durabf mit dem Sammelgefald wurde wieder
verworfen und ein neues verwendet. Als zweites @mrfl00 ul AW2-Waschpuffer auf die
Membran der Séule gegeben und anschlieRend fumBtdh bei 14000 Upm zentrifugiert.
Um die DNA von der Membran zu I6sen, wurde die 8anlein 1,5 ml Reaktionsgefald ge-
setzt und 200 pl AE-Elutionspuffer auf die Membpapettiert. Durch 1mindtige Zentrifuga-
tion bei 8000 Upm konnte die DNA in dem Reaktiori&dBeaufgefangen und dann bei —20°C

gelagert werden.

2.4 Konzentrationsmessung von Nukleinsauren

2.4.1 Material

Kivetten (Eppendorf)
TE-Puffer
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RNAse freies Wasser

Photometer (Eppendorf)

2.4.2 Methode

Die Konzentrationen der Nukleinsduren DNA und RNérden photometrisch bestimmt. Das
Absorptionsmaximum liegt bei einer Wellenlangé yon 260 nm, wahrend Proteine ein Ab-
sorptionsmaximum bei 280 nm zeigen. Der Reinhatsgon DNA und RNA lasst sich als
Quotient der beiden Extinktionen (QdgdOD,gp) beschreiben. Fir DNA sollte der Extinkti-
onsquotient mindestens 1,8 und fir RNA 2,0 betrabém physikalische Grundlage der Kon-
zentrationsberechnung bildet das Lambert-Beer'§adsetz: C = ORox f/ (€ x d) [C: Kon-
zentration (ng/ul), ORg Extinktion bei 260 nm, f: Verdinnungsfaktar,Extinktionskoeffi-
zient (dsDNA = 50ul/ng, RNA = 40'ul/ng), d: Schichtdicke (1 cm)]. Als Eichprobe dien
jeweils die bei Isolation verwendete Elutionslosuddn. bei DNA TE-Puffer und bei RNA
RNase-freies Wasser. Bei DNA-Messungen wurden \ferdiigen von 1:20 bis 1:200 ver-
wendet. Fur die PCR wurde die DNA-Konzentration Hd® ng/ul mit Zugabe von TE-Puffer

eingestellt.

2.5 Die PCR (polymerase chain reaction)

2.5.1 Material

Aqua ad injectabilia (Braun)

10x PCR-Puffer (Qiagen):Tris-HCI, KCI, (NjHSQy, 15 mM MgCh, pH 8.7 bei 20 °C
Deoxynucleotid-Mix (dNTP) mit je 10 mM dATP, dCT&GTP, dTTP (Sigma)
HotStarTad" DNA-Polymerase (Qiagen)

Oligonukleotide (TIB-MOLBIOL, Berlin)

PCR-Thermocycler (DNA Engine DYAB, Peltier Thermal Cycler, MJ Research)
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Primersequenz (5’ - 3)
TLR9-1237-F | 5-CAGGAGTGCCAGATCTGGGGTGG-3’
TLR9-1237-R | 5-TTCTCCTGCCTCAGGGCCTTGG-3’

TLR9-2848-F | 5-CCACGAGCACTCATTCACGGAGCTATC-3
TLR9-2848-R | 5-TGTTGTTGTGGGCCAGGCTG-3’

Tabelle 2.4 Primersequenzen fir die Typisierung deTLR9-Polymorphismen
Die unterstrichenen Basen unterscheiden sich voi®©dginalsequenz und dienen dem Einbau
des Erkennungsmotivs fur das verwendete Restriégionym oder zur Eliminierung eines im
Bereich der Primerbindungsstelle zusatzlich vorleaed Erkennungsmotivs.

2.5.2 Methode

Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR) mashmdoglich, ausgehend von einer
kleinen Menge der gesamten genomischen DNA einBegAnzahl an Kopien eines einzel-
nen Sequenzabschnittes davon herzustellen. Voataussy dafir sind das Vorhandensein der
passenden Primer und einer hitzestabilen DNA-Palgege zur Amplifizierung. Die Primer
bestehen aus einer Reihe von Oligonukleotiden mGiélRe von 18-35 Basen und muissen
jeweils zu einem DNA-Strang komplementar sein. i8igssen so ausgewahlt werden, dass
sich die gewiinschte Amplifikationssequenz zwiscden beiden Primern befindet (siehe
Abb2.1). Der gesamte PCR-Zyklus besteht aus den Streritten Denaturierung, Primer-
Annealing und Extension, die solange wiederholtdear bis die Kopienanzahl zum Nach-
weis der gewilnschten Sequenz ausreicht. Am AnfasgRCR-Zyklus steht eine einmalige
Denaturierung bei 95°C fur 5-15 Minuten. Dabei lbse&ch die beiden DNA-Strange vonei-
nander und der zweite Schritt das ,Primer-Annedélkenn beginnen. Bei fir sie optimaler
Temperatur (60/66°C) lagern sich die Primer gen@@ iSequenz an ihren komplementéren
DNA-Strang an. Dieser Schritt halt nur 30 SekundenDanach kann die DNA-Polymerase
wahrend der Extensionsphase bei einer Temperatu728C den weiteren Abschnitt fir >30
Sekunden (abhéngig von der Produktlange) amplignieAnschlielend beginnt der Zyklus
von neuem mit der Denaturierungsphase. Allerdirggshen dafir schon 30 Sekunden bei
94°C aus. Der gesamte Zyklus wird ungefahr 35madesholt. Am Ende steht nocheinmal
eine Endextension fur 10 Minuten bei 72°C, wahresddn noch nicht komplett amplifizierte

PCR-Produkte vervollstandigt werden sollen.
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Temperatur Zeit
Anfangsdenaturierung 95°C 15 min 1x
Denaturierung 94°C 30 sec
Primer-Annealing 60/66°C 30 sec 35x
Extension 72°C 30 sec
Endextension 72°C 10 min 1x

Tabelle 2.5 PCR-Zyklus

Fur eine optimale PCR werden noch weitere Komparenie schon oben erwéhnt bendtigt.
Der PCR-Ansatz enthalt 1 x PCR-Puffer, 0,2 mM DenMgleotid-Mix aus den vier verschie-
denen Deoxynukleotiden dATP, dGTP, dCTP und dTTE5 QM der beiden sequenzspezifi-
schen Primer, 0,025 U/ul HotStarTag DNA-Polymerdsg;3 mM MgC}-Losung zur opti-
malen Md*-Konzentration, welche vorher ausgetestet wurdsijlss Wasser zur Einstellung
des Gesamtvolumens von 10 pl und 5 ng/ul DNA-Prdioejedem PCR-Ansatz wurde eine
Negativkontrolle ohne DNA mitgefuihrt. Am Ende wundiir die Genotypisierung Amplifi-
kate einer Lange von 121-169 bp hergestellt, wetgldihlt gelagert wurden. Fir alle Poly-
morphismen waren positive Kontrollen aller mégliciBenotypen vorhanden, welche durch
Sequenzierung bestéatigt worden waren und bei jé@R mitgefiihrt wurden (TOrok
2004a,b).

Die Annealing-Temperatur fur die Primer wurde arthder Schmelztemperaturen der Oligo-
nukleotide berechnet (i.d.R. 5-7°C unter der Schteaiperatur). Die optimale Temperatur
zur Anlagerung wurde dann durch Austestung von estehs drei verschiedenen Temperatu-
ren (50-68°C) ermittelt.

Polymorphismus | Produktlange | Annealing-Temperatur | MgCl,-Konzentration

TLRO -T1237C 132 bp 66°C 1,5 mM
TLRO A2848G
152 b 60°C 1,5 mM
(Pro545Pro) P

Tabelle 2.6 PCR-Bedingungen und Endproduktlangen
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Die Auswahl der PCR-Primer wurde anhand der im dvati Center for Biotechnology In-
formations (NCBI) veroffentlichten Gensequenzenr@®n. In manchen Féllen mussten
Abweichungen einzelner Basen von der Orginalseqtienden Einbau einer Erkennungsstel-
le eines bestimmten Restriktionsenzym vorgenommesalewn.

Im TLR9-Gen wurden die zwei Polymorphismen —T123#@ A2848G untersucht. Beides
sind Punktmutationen, wobei —T1237C in der Prometpon liegt und A2848G im Exon 2.
Fur die Typisierung wurden die Primer so ausgewdlass sich der jeweilige Polymorphis-
mus und eine entsprechende Erkennungssequenzssengan Restriktionsenzyms innerhalb
des PCR-Produktes befindet. Im Falle von —T1237@em die 168 bp langen Amplifikate
im Anschluss mit BstN | (CEA/TGG) verdaut. Nur bei Vorhandensein des C- unthiniles
T-Allels wurde das PCR-Amplifikat in zwei Fragmer{te25 bp + 43 bp) geschnitten. Damit
das 152 bp lange Amplifikat von A2848G durch dastRidionsenzym Nru | verdaut werden
konnte, wurde Uber die Primersequenz durch Einbaer é8ase eine vollstdndige Erken-
nungssequenz (TCBCGA) fiir das Restriktionsenzym hergestellt. Auchrhiurde nur bei
Vorhandensein des G-Allels (2848G) und nicht deAllaéls (2848A) das PCR-Produkt in
zwei Fragmente (124 bp + 28 bp) geschnitten.

-T1237C.:
5’-caggagtgccagatctggggtgg gaggtttgtaagaaggctggatggccctgttgagag
ggtgacatgggagcagagacataatggaggcaaaggaggggtcatatgaga cttgggg-

gagttt t/c caggcagagggaacagcacatc  ccaaggccctgaggcaggagaa-3'

A2848G = Pro545Pro:

5’-ccacgagcactcattcacggagctatc _alg cgactggaggccctggacctcagctacaa
cagccagccctttggcatgcagggcgtgggccacaacttcagcttcgtggce tcac-
ctgcgcaccctgcgccacct cagcctggcccacaacaaca-3’

Abbildung 2.1 PCR-Amplifikate fur die Typisierung der TLR9-Polymorphismen
Der SNP ist rot hervorgehoben. Die Primersequesigth blau markiert. Die unterstrichenen
Basen unterscheiden sich von der Originalsequedawumden ausgetauscht, um eine vollstan-
dige Erkennungssequenz fiir das jeweilige RestrikBozym einzubauen.

Im NOD2-Gen wurden die drei mit MC-assoziiertenygobrphismen C2104T, G2722C und

3020insC untersucht. Bei C2104T und G2722C haraeelsich um eine Punktmutation an
Position 2104 im Exon 4 bzw. 2722 im Exon 8 des S;ewéhrend 3020insC eine Cyto-

sininsertion an Position 3020 im Exon 11 ist. DiesBmmung der einzelnen Genotypen der
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten wurdeeits in einer vorausgegangen Arbeit
durchgefuhrt (Torék 2004a).
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Die Genotypisierung der Kontrollpopulationen bzggr 3 NOD2-Varianten wurde mit der
Hybridisierunssondenmethode auf dem LightCytléB0 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) durchgefuhrt (siehe 2.8).

2.6 Restriktionsverdau

2.6.1 Material

Aqua ad injectabilia (Braun)
Restriktionsenzyme (New England BioLabs):
= BstN I: Erkennungssequenz 5'...C8/TGG...3’
3...GGT/ALCC...5’
= Nru l: Erkennungssequenz 5'...TCGGA...3’
3...AGC,GCT...5
Restriktionspuffer (New England BioLabs):
= 1x NEBuffer 2: 50 mM NaCl
10 mM Tris-HCI
10 mM MgCh
1mM Dithiothreitol
pH 7,9 bei 25°C
= 1x NEBuffer Nru I: 100 mM KCI
50 mM Tris-HCI
10 mM MgCh
pH 7,7 bei 25°C
BSA 100 x (10 mg/ml) (New England BioLabs)

Ofen (Thermo electron corporation)
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2.6.2 Methode

Um die Genotypisierung der einzelnen Polymorphism@iglich zu machen, wurden die
PCR-Amplifikate mit Hilfe von Restriktionsenzymeerdaut. Dabei wurden Endonukleasen
verwendet, die von Bakterien synthetisiert werdg&ie. konnen spezifische DNA-Sequenzen
erkennen und schneiden. Fiur jeden Polymorphismudergin bestimmtes Restriktionsenzym
ausgesucht, welches das PCR-Amplifikat so schneildesis spater die Fragmente den Nach-
weis des Polymorphismus erbringen. Dabei muss tigeachtet werden, dass keine weitere
Erkennungssequenz in dem Amplifikat enthaltenéenn keine komplette Erkennungsse-
guenz vorhanden ist, so kann diese in der PCR acirghin einzelnen Nukleotiden von der
Orginalsequenz abweichende Primersequenz einge®igien. Der Restriktionsansatz fir 10
pl PCR-Produkt enthalt 1,25 pl 10x Restriktionspuff7,5 U/ul Restriktionsenzym, 0,125 pl
100x bovines Serumalbumin (BSA) und 0,375-0,5 uk¥e¢a zur Einstellung des Gesamtvo-
lumens von 2,5 ul. Insgesamt wurde der Restrikdineatz Gber Nacht (mindestens zwei
Stunden) fur den Verdau der DNA bei einer flr dagyin spezifischen Temperatur inku-
biert.

o Enzy- o Tem-
F’Olyrrfrllﬁrsphls Enzym | mendkon-| Restrikti- | BSA | pera- | Fragmentlangen
zentration | onspuffer tur
BstN | . o~ | Allel C: 125 + 43 by
TLR9 -T1237C (10 U/ul) 0,4 U/ul | NEBuffer2 | Ja 60°C Allel T: 168 bp
TLR9 A2848G Nru | NEBuffer - o~ |Allel G: 124 + 28 by
(Pro545Pro) | (10 usuny| 04 UM Nrat | PO 3TTC | Allel A: 152 bp
Tabelle 2.7 Restriktionsenzyme und -bedingungen

2.7 Agarosegelelektrophorese

2.7.1 Material

Agarose Typ I-A (Sigma)
Ethidiumbromid (Sigma)
10x TBE-Puffer: 890 mMris
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890 mMBorsaure

20 MMEDTA
pH 8
DNA-Auftragspuffer:
= 10 mM Tris/HCI pH 8
2 mM EDTA

20 % Ficoll 400
0,25 % Orange G
= 6Xx DNA loading buffer (Cambrex): 15 % Ficoll 400
0,06 % Bromophenol Blau
0,06 % Xylene Cyanol FF
30 mM EDTA
100 bp DNA MolekulargroRenstandard (Cambrex, Bio8grentific GmbH)
Gelelektrophoresekammer (Bio-Rad, Sub-8@r)
Spannungsgerat (Bio-Rad, PowerPac 3000)
Fotopapier (Polaroid)
UV-Kamera (Peqglab Biotechnologie GmbH)
Foto-Software (InfinityCapt)

2.7.2 Methode

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu, die Erigebrnder PCR und des Restriktionsver-
daus sichtbar zu machen. Die DNA-Fragmente wer@erGdoRe nach in einem elektrischen
Feld, das durch eine an die Elektrophoresekammgzlegte Spannungsquelle erzeugt wird,
aufgetrennt. Dabei wandern die negativ geladenddeMisauren durch das Agarosegel, wel-
ches in einer ionischen Pufferlésung liegt, hin pasitiv geladenen Anode des Spannungs-
feldes. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist abhangig der Molekulgrol3e, wobei kleinere
Fragmente schneller wandern als gréRere. Bei jeldaumh wird ein Molekulargewichtsstan-
dard mitgefuhrt, um die Grél3e der Fragmente abseh&u konnen. Da die Fragmente unter
200 bp grof3 waren, wurden Agarosekonzentrationen2yd % verwendet. Die Agarose wur-
de in 250 ml 1x TBE-Puffer mittels Erhitzen in ddikrowelle aufgeldst. Die verdunstete
Flussigkeit wurde ersetzt und 4 pl Ethidiumbromieizngefiigt. Das noch flussige Gel wurde

in einen 15 x 25 cm grol3en Geltrager gegosserennvier Gelkdmme mit jeweils 20 Z&hnen
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eingesetzt waren. Nach einer halben Stunde Trogsaait wurden die Gelkdmme aus dem
erstarrten Gel gezogen und das Gel in die mit L#ftép (1x TBE-Puffer mit 0,3 pg/ml Ethi-
diumbromid) gefillte Elektrophoresekammer gelegé erdauten DNA-Proben wurden mit
% Volumen Auftragspuffer versetzt und jede Geltasetit je 15 pl einer Probe beladen. In
der ersten Tasche jeder Reihe wurde ein 100 b @ltpl Orange G + 2 pul Leiter (400 ng
DNA) + 14 pl Wasser oder 2,5 ul 6x Loading Buffet 6 pl Leiter (160 ng DNA) + 10,9 pl
Wasser) als GrolRenstandard mitgefiihrt. Bei einanfpng von 120 Volt dauerte die Lauf-
zeit insgesamt 1,5 bis 2 Stunden. Da der Fluoresadstoff Ethidiumbromid zwischen die
Basen der DNA interkaliert und somit die einzelfr@agmente im UV-Licht sichtbar macht,
wurde das Gel anschlieRend mit dem UV-Transillutanaetrachtet und mit einer Kamera

photografiert.

2.8 Genotypisierung mittels Hybridisierungssondenmethod

2.8.1 Material

LightCycler 480 Genotyping Master (Roche)
Primer, Sensor-, Ankersonden (TIB Molbiol)
Multiwell Platte 480 (Roche)

Sealing Foil (Roche)

Sterile 1,5 Eppendorf-Tubes

RNase free water

Zentrifuge
NOD2 Ex4 C2104T (Arg702Trp) C>T
Ankersonde 5'-LCRed640-GTCTGGCACTCAGCCAGCAGGCCCC-3
Sensorsonde 5'-GCGCCAGAGCAGGGCCTTCTCA-FL-3
Primer forward 5-AGCCGCACAACCTTCAGATCAC-Z
Primer revers 5-GCGGGCACAGGCATAGC-3
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NOD2 Ex8 G2722C (Gly908Arg) G>C

Ankersonde 5-LCRed640-CTGAAAAGGCCAAAAGAGTCAACAGAC-3
Sensorsonde 5-CCACTCTGTTGCGCCAGAA-FL-3’
Primer forward 5'-GCACATATCAGGTACTCACTGACACT-3’
Primer revers 5-TTACCTGAGCCACCTCAAGC-3

NOD2 Ex11 3020insC (Leul007fsinsC)

Ankersonde 5-LCRed640-CCATCCTGGAAGTCTGGTAAGGCC-3
Sensorsonde 5-AGGCCCCTTGAAAGGAATGAC-FL-3
Primer forward 5-TCTTCTTTTCCAGGTTGTCCAA-3’
Primer revers 5-TGAGGTTCGGAGAGCTAAAACAG-3
Tabelle 2.8 Sonden- und Primersequenzen fir die eialnen NOD2-Polymorphismen

Die unterstrichenen Basen unterscheiden sich vorOdginalsequenz. Die Ankersonden sind
jeweils mit LCRed640 und die Sensorsonden jeweitd-tnorescein markiert.

2.8.2 Methode

Das Prinzip dieser Methode ist die Schmelzpunkiimesting durch Schmelzkurvenanalyse
unter Verwendung von Hybridisierungssonden nach deémndsatz des Fluoreszenz-
Resonanz-Energietransfers (FRET).

Hybridisierungssonden bestehen aus einem Paarr@kigotiden, die benachbart hybridisie-
ren konnen. Sie tragen an den aufeinander zu getéch Enden zwei Fluophore, die Uber
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer miteinanderaigieren kénnen. Dabei Ubertragt der
kurzwelligere Farbstoff Fluorescein, der mittelau#m Licht angeregt wird, seine Energie
strahlungslos an den langwelligeren Farbstoff Lyier® Red. Dieser gibt ein rotes Licht

ab, das detektiert wird. Das Signal kommt also zustande, wenn beide Sonden in raumli-
cher Nahe binden. Die Signalfluoreszenz ist propoal zur Menge der vorliegenden Zielse-
guenz. Die hybridisierende Bindung zwischen dend8anst reversibel. Die Bindungsstarke
berechnet sich in thermodynamischen Gro3en. InPdexis wird der Schmelzpunkt Tm als

messbare Grol3e verwendet. Der Tm beschreibt digo@tur, bei der gebundene und freie

Sequenzen im Gleichgewicht stehen. Der Tm kannnere&schmelzkurve experimentell be-
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stimmt werden. Um eine hohe Bindungsrate zu eregictvird ein Uberschuss an Hybridisie-
rungssonden verwendet.

Zur Typisierung von Sequenzvariationen wie einzelBasenaustausche, Deletionen, Inserti-
onen oder anderen Varianten sind Hybridisierungdsorbesonders gut geeignet. Bei dieser
Methode werden zwei verschiedene Sonden verwendbé Sensor”- und die ,Anker*-
Sonde. Die ,Sensor“-Sonde uberdeckt die zu detektde variable Sequenz. Die ,,Anker*-
Sonde bindet in der Nachbarschaft und sorgt furidrgige Platzierung der ,Sensor“-Sonde.
Sie ist deutlich bindungsstarker, so dass in dealyse der Schmelzpunkte nur die ,Sensor"-
Sonde erfasst wird. Hierbei werden die hybridigierProdukte langsam unter stetiger Mes-
sung der Fluoreszenz erhitzt. Jede Anderung dare®equnter der Sensorsonde fiihrt zu einer
Erniedrigung des Schmelzpunktes. Eine Probe mitdzggotem Wildtyp ergibt einen defi-
nierten Schmelzpunkt, eine heterozygote Probe &wbdimelzpunkte und eine homozygot
mutierte Probe einen einheitlichen Schmelzpunktdieer niedrigeren Temperatur. Ein Ba-
senaustausch alleine verursacht dabei eine Andemm@-10°C, abhangig von der Art des

Austausches und der Nachbarschaft dieser Base.
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Abbildung 2.2 Schmelzpunkteanalyse zur Genotypisierung (ersteeak®Wildtyp-Allel, zweiter
Peak=mutiertes Allel)
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Die genetischen Varianten konnen allerdings nutifoest werden, wenn sie in ausreichenden
Mengen vorliegen. Deshalb steht vor der Schmelaaawmalyse die Amplifikation. Sie folgt
wieder dem Prinzip der 0.g. PCR (siehe 2.5). Amafgfsteht eine einmalige Inkubation bei
95°C fur 10 Minuten. Dabei I6sen sich die beidenA8trange voneinander und der zweite
Schritt das ,Primer-Annealing® kann beginnen. Banee flr sie optimalen Temperatur
(58/62°C) lagern sich die Primer gemal ihrer Segaenihren komplementaren DNA-Strang
an. Dieser Schritt dauert 10 Sekunden. AnschlielJetgt die Extensionsphase bei einer
Temperatur von 72°C fur 10 Sekunden. Der Zyklusriegwieder mit der Denaturierungs-
phase bei 95°C fur 10 Sekunden und wird insges&miafl wiederholt. Danach schliel3t sich
die Schmelzkurvenanalyse an. Nach einem erneuteatD@erungsschritt bei 95°C fur 1 Mi-
nute wird auf 40°C fur 30 Sekunden herabgekuhititaich die Sonden anlagern konnen.
Anschliel3end wird das Ganze langsam wieder auf &hizt und gehalten, bis alle einzel-
nen Schmelzpunkte der DNA-Sequenzen analysiert Zinlgtzt wird alles fir 30 Sekunden

auf 40°C abgekunhlt.

Programm Temperatur Zeit (min:s) Zyklen
Inkubation 95°C 10:00 1x
95°C 00:10

(Denaturierung)
58°C (NOD2 Ex8,11

Amplifikation 62°C (NOD2 Ex4) 00:10 45x
(Annealing)
72°C :
(Extension) 00:15
95°C 01:00
Schmelzkurve 40°C 00:30 1x
80°C 00:00
Cooling 40°C 00:30 1x

Tabelle 2.9 PCR-Zyklus und Schmelzkurvenanalyse

Ein Reaktionsansatz fir die PCR mit anschlieRe@tdimelzkurvenanalyse enthalt 12,5ul
Wasser (PCR grade), 1ul der ,Anker“-Sonde (Anch@sRed 640), 1ul der ,Sensor“-Sonde
(Sensor, Fluorescein), 1l Primer Reverse, 4ul l6@dByping Master und 0,5ul einer DNA-

Probe mit einer Konzentration von 100ng/pl.
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C2104T (NOD2 Ex4):

5’-ttgctgcagaaggccg agccgcacaaccttcagatcac agcagccttcctggcagggct
gttgtcccgggagcact atc
clt aaagcctgtgcccge  tggtgtetggeccgeagcectcegcaageac-3’

G2722C (NOD2 Ex8):

5-nnnnn gcacatatcaggtactcactgacactgtct a

glc gtgacgagggggcccaggcecctggetgaagecttgggtgat
caccaga gcttgaggtggctcaggtaa gc-3’

3020insC (NOD2 Ex11):

5’-cagacatgagcagatgtgtctaagggacaggtgggcttcagtagactg gctaactcctg
cagtctctttaactggacagtttcaagaggaaaaccaagaatccttgaagce tcaccattgta
tcttcttttccaggttgtccaa taactgcatcacctacctaggggcagaagccctcctge

C a cctgggcagge  ctgtttt

agctctccgaacctca  gtttttctatctgtaaaatggggtgacggg-3’

Abbildung 2.3 PCR-Amplifikate fir die Typisierung der NOD2-Polymorphismen
Der SNP ist rot hervorgehoben. Die Primersequesahblau markiert. Die Anker- und Sen-
sorsonden sind griin. Exon 8 und 11 sind grau wgerDie unterstrichenen Basen unterschei-
den sich von der Originalsequenz und wurden ausgeiih.

2.9 RNA-Isolierung aus Darmbiopsien

2.9.1 Material

RNAlater (Qiagen)
RNeasy Mini Kit (Qiagen): RNeasy MiniColumn
2 ml collection tubes
RPE Puffer
RW1 Waschpuffer
RLT Puffer
QIAshredder (Qiagen)
DSTROY-SR und 1,6 ml Reaktionsgefasse (Biozym SifieismbH)
RNase-Free DNase Set (Qiagen): DNase |, RNase-frei
Buffer RDD
RNase-freies Wasser
B-Mercaptoethanol (Merck)
100 % Ethanol (Merck)
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Nuklease-freies Wasser, nicht DEPC-behandelt (Ambio

2.9.2 Methode

Die Isolation totaler RNA aus Biopsaten der Darmpsaikerfolgte mit Hilfe eines im Handel
kauflichen Kits (RNeasy Mini Kit, Qiagen). Die Gewebeproben wurden allehwgnd einer
Kontroll- oder diagnostischen Koloskopie im Kliniku enthommen. Fir Lagerung und
Transport wurden die Biopsate in RNAlater eingelegtl bis zur Weiterverarbeitung kihl
verwahrt. Wahrend der gesamten Isolation wurderPdiben auf Eis gelagert. Anfangs wur-
de jede Probe einzeln gewogen. Insgesamt durft&emicht von 30 mg pro Probe flr die
Isolation nicht Gberschritten werden. AnschlieRendden die Gewebestlicke mittels flissi-
gem Stickstoff schockgefroren und mit DSTROY-S48tif zermdrsert. Um das Gewebe zu
lysieren, wurde 600 |f3-Mercaptoethanol/RLT-Puffer-Losung (Verhaltnis 10)1@ugegeben.
Zur Homogenisierung wurde das Lysat direkt auf énAshredder spin column mit einem
2ml Sammelgefal3 gegeben und 5 Minuten lang bei@440n zentrifugiert. Die Saule wur-
de verworfen und der Durchlauf weiter verwendemmdeaurde 350 pl an 70 %igem Ethanol
hinzugefligt und durchmischt. 700 pl des Gemischsl@uauf eine RNeasy mini Saule mit
einem 2 ml Sammelgefal} pipettiert und 15 Sekun@éer10000 Upm zentrifugiert. Mit dem
restlichen Volumen des Gemischs wurde genausohrerfaund das Filtrat jeweils verworfen.
Die gewiinschte RNA blieb dabei an der Silica-Gelidean der Saule kleben. Nun begann
der Waschvorgang. Nach Zugabe von 350 pl des RW4ckhypauffers auf die Séaule wurde
wieder fur 15 Sekunden bei >10000 Upm zentrifugigrd der Durchlauf verworfen. Damit
am Ende die RNA auch nicht mit geringen Mengen &lAerunreinigt ist, wurde noch ein
zusatzlicher Schritt zur DNA-Verdauung (RNase-Fidase Set, Qiagen) eingeschoben.
Dazu wurde 80 pl DNase/RDD-Puffer-Losung direkt @iefMembran gegeben und 15 Minu-
ten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach konnteVWdaschvorgang weitergefuhrt werden.
Es wurden wieder 350 pl des RW1-Waschpuffers udé&mrselben Bedingungen hindurch
zentrifugiert. AnschlieBend wurde noch zweimal j@i600ul RPE-Waschpuffer durch Zent-
rifugation einmal fur 15 Sekunden und einmal fiMihuten bei >10000 Upm gewaschen.
Nach jeder Zentrifugation wurde der Durchlauf verf@n. Damit auch kein Rest an Puffer
mehr auf der Membran bleibt, wurde noch einmalkeocfiir 1 Minute bei >10000 Upm zent-
rifugiert. Als letztes wurden zur Elution 60 pl Rd¢afreies Wasser fur 1 Minute bei >10000
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Upm hindurchzentrifugiert und die so gewonneneltgtdA im 1,5 ml Reaktionsgefald aufge-
fangen und bei —80°C aufbewahrt.
Vor der weiteren Verarbeitung wurde noch die RNAaKentration bestimmt, was bereits

unter 2.4 beschrieben wurde.

2.10 RT-PCR (cDNA-Synthese)

2.10.1 Material

1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (RecApplied Science):
= 10x Reaction Buffer: 100mM Tris, 500mM KClI, pH 8,3
= MgCl, 25 mM
= Deoxynucleotide-Mix: je 10 mM dATP, dCTP, dTTP, d&T
=  Oligo-p(dT)sPrimer 0,8 pg/ul
= RNase Inhibitor 50 units/ul
=  AMV Reverse-Transkriptase
= steriles Wasser
PCR-Thermocycler (DNA Engine DYAD, Peltier Thermal Cycler, MJ Research)

2.10.2 Methode

Um die Expression eines Genes in Zellen, Geweben Bllitserum nachzuweisen, muss die
abgelesene RNA untersucht werden. Mit der herkéoimah PCR kann aber nur DNA mittels
DNA-abhéangigen DNA-Polymerasen amplifiziert werd&ese Polymerasen sind nicht in
der Lage RNA zu amplifizieren. Deshalb muss der @aniiber die cDNA (complementary
DNA) genommen werden. Die komplementare Umschreibungni®NA zu cDNA wird mit
Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wahrend RIBIPCR (Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion) katalysiert. Die heutegesetzten Reverse Transkriptasen sind
veranderte Enzymvarianten aus unterschiedlicheroRe¢n, wie der ,Moloney Murine Leu-
kemia Virus® (M-MLV RT) oder ,Avian Myeloblastosi¥irus® (AMV RT). Diese spezifi-
schen, RNA-abhéangigen DNA-Polymerasen benétigenantere Polymerasen bei der PCR

einen Primer zur Initiation der DNA-Synthese, welchn die RNA bindet. Meist werden als
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Primer ein Oligo-(dT)-Abschnitt (10-15 Thyminbasewglcher komplementar zum Poly-A-
Schwanz am 3’-Ende der eukaryotischen mRNA isty gagsdom” Hexamere p(dN)X6 zu-
fallig zusammengesetzte Basenpaare) eingesetzkbisen aber auch spezifische Primer
verwendet werden, um gezielt ein Genprodukt zuaseah.

Durch Klonierung und Sequenzierung von cDNA kara Sliruktur der entsprechenden Gene
durch deren Projektion auf das entsprechende Geamatysiert werden. Da eine cDNA zur
ursprunglichen mRNA komplementar ist, enthélt sieGegensatz zur genomischen DNA nur
Exons und ist Intron-frei, weil mMRNA nach ihrer mekription bereits modifiziert und ge-
splei3t wurde. Die cDNA ermdglicht so auch, Infotimaen Uber alternatives Splicing zu
gewinnen, d.h. welche Isoformen eines Gens in vesicksewebe oder Zelltyp vorkommen
und wo sich Intron-Exon-Grenzen im Gen befinden. Hand des genetischen Codes kann
auch die Aminosaurensequenz eines Proteins eigdabgeleitet werden und so ein cDNA-
Klon zum Exprimieren der entsprechenden Proteimauigé werden (rekombinante Protein-
expression). Uber RT-PCR lasst sich also gezielte®gression nachweisen und iber an-
schlieBende quantitative PCR die Expressionsratgesieils zugrundeliegenden mRNA in
verschiedenen Gewebearten darstellen .

Fur die cDNA-Synthese wurde ein Handel Ubliches (Kdt Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-PCR (AMV), Roche Applied Science) verwendet. \ier vorher aus der Darmbiopsie
isolierten RNA (siehe 2.9) wurde fir jede Probe p@@8,2 ul Eluat verwendet. Die meisten
RNA-Proben mussten wegen ihrer hohen KonzentratiarRNase freiem Wasser verdinnt
werden. Die anderen wurden wegen ihrer niedrigenzkotration mittels Wasserdampfzent-
rifugation mit Vakuumpumpe bis zur gewlinschten Meegigedampft. Der nachste Schritt
besteht in einer Denaturierung fur 15 Minuten ei°6. Anschliel3end erfolgt noch eine In-
kubation fur 5 Minuten auf Eis.

Der Reaktionsansatz fur die RT-PCR ist dhnlich deemgewdhnlichen PCR. Insgesamt ent-
halt er 2 pl 10x Reaction Buffer, 2 pl des 10mM Bbgaikleotid-Mix aus den vier verschie-
denen Deoxynukleotiden dATP, dGTP, dCTP und dTTR! @ligo(dT)s-Primer, 4 pl einer
25mM MgCh-Losung, 1 pul RNase Inhibitor und 0,8 pl AMV Rewerfranskriptase. Zum
Schluss wurden noch die 8,2 pl denaturierte tot&iRizugefiigt. Die PCR wurde mit ei-
nem gesamten Volumen von 20 pl durchgefihrt.

Der PCR-Zyklus setzt sich mit dem Primer-Anneal8aihritt bei einer Temperatur von 25°C
fur 10 Minuten fort. Anschliel3end erfolgt die reserTranskription der RNA zu cDNA bei
42°C fur 60 Minuten. Danach muss die Reverse Trgrtsise AMV bei 99°C flur 5 Minuten
denaturiert werden. Am Ende wurde alles fir 5 Memuauf 4°C abgekihlt.
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Temperatur Zeit

Denaturierung 65°C 15 min
Inkubation auf Eis -5°C 5 min
Primer-Annealing 25°C 10 min

Reverse Transkription 42°C 60 min

Denaturierung der Reversen

Transkriptase AMV 99°C S min

Cooling 4°C 5 min

Tabelle 2.10 RT-PCR-Zyklus

Die neu synthetisierte cDNA wurde bis zur weiteviamarbeitung bei —20°C gelagert.

Erst im zweiten Schritt bei der PCR werden dann-§merifische Primer eingesetzt.

2.11 Die guantitative PCR

2.11.1 Material

Aqua ad injectabilia (Braun)
LightCyclef® FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche)
Primer (Search LC GmbH): LightCycféePrimer Set — Human GAPDH:
=  GAPDH-Primer Mix
= Standard 200000-290000 Kopien/pul
= Standard Stabilizer
= Control cDNA 65000-90000 Kopien/ul
LightCyclef®-Primer Set — Human TLR-9:
* TLR9-Primer Mix
= Standard 7000-13000 Kopien/ul

69



= Standard Stabilizer
= Control cDNA 15-40 Kopien/pul
LightCyclef® 480 System (Roche)

2.11.2 Methode

Die quantitative PCR ist eine Vervielfaltigungsnak von Nukleinséduren, die auf dem Prin-
zip der herkémmlichen Polymerasekettenreaktion (Pi&@Ruht, und zusatzlich die Méglich-
keit der Quantifizierung bietet. Die Quantifiziegurwird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen am Ende bzw. wahrend eines PCR-Zyklugeshgefihrt. Die Fluoreszenz
nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkigwzas eine quantitative Analyse mog-
lich macht. Eine gelelektrophoretische Auftrennuieg Fragmente ist nicht nétig. Der PCR-
Zyklus beginnt wieder mit einer Denaturierungsphdse eingesetzten cDNA und Aktivie-
rung der Polymerase fur 10 Minuten bei 95°C. Dahgte Schritt besteht aus der Amplifizie-
rung, wahrenddessen auch die Fluoreszenz gemessenDie Amplifizierung umfasst 45
Zyklen mit jeweils den drei Phasen Denaturierung ®&°C fir 10 Sekunden, Primer-
Annealing bei 68°C fur 10 Sekunden und Extension7R8C fur 16 Sekunden. Nach dem
abgelaufenen PCR-Prozess wird eine Schmelzkurvesandurchgefuhrt, anhand derer die
Fragmentlangen und dadurch die Spezifitdt des P@RuRtes bestimmt werden kann. Zum
Schluss wurde alles fur 30 Sekunden auf 40°C aligeki

Temperatur Zeit
Denaturierung 95°C 10 Minuten 1x
Amplifizierung 95°C 10 Sekunden 45
(Quantifizierung) 68°C 10 Sekunden X
72°C 16 Sekunden
95°C 0 Sekunden
Schmelzkurvenanalyse 58°C 10 Sekunden 1x
95°C 1 Sekunde
Abkuhlung 40°C 30 Sekunden 1x

Tabelle 2.11  quantitativer PCR-Zyklus

Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgesalzen, indem die Temperatur lang-

sam kontinuierlich erhéht wird (58°C. 95°C). Bei einer fir das Fragment spezifischen
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Schmelztemperatur wird der Doppelstrang wiederegiizelstrangiges Molekil. Dabei wird
der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und eine Espenzabnahme registriert. Somit wird si-
chergestellt, dass die richtigen Gensequenzenelgiltigt wurden. Unverbrauchte Primerse-
guenzen lagern sich wahrend der PCR zu Dimeremmusa. Eine Unterscheidung zu diesen
unspezifischen Primerdimeren ist mdglich, da dippdbstrangige DNA von spezifischen
PCR-Produkten einen héheren Schmelzpunkt hat. Dleeles Peaks der Schmelzkurve gibt

Auskunft Gber die Menge des gebildeten Fragments.
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Abbildung 2.4 Schmelzpunkteanalyse zur quantitativen Messungsebrestimmten DNA-Fragments (erster
einzelner Peak=unspezifische Primerdimere). Die eHdles Peaks gibt Auskunft Uber die
Menge des DNA-Fragments.

Als Fluoreszenzfarbstoff wurde SYBR Green verwen88BR Green gehort zur Gruppe der
interkalierenden Farbstoffe und bindet an doppitsfige DNA, wodurch seine Fluoreszenz
ansteigt. Die Zunahme der Target-DNA korreliert @lamit der Zunahme der Fluoreszenz

von Zyklus zu Zyklus. Der daraus resultierende DNAdreszenzfarbstoff-Komplex absor-
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biert blaues Licht bei 498 nm und emittiert grihésht bei 522 nm. Weitere, wenn auch
deutlich schwachere Absorptionsmaxima liegen im BAfeich bei etwa 300 nm und 370 nm.
Zur Berechnung der Expression wurde bei jedem ledné interne Standard-Kurve erstellt.
Fur eine Standardkurve wird eine Verdunnungsreifleabnter Konzentrationen der einge-
setzten cDNA-Menge in Triplikaten analysiert, umds® Amplifikationsrate bei unterschied-
lichen Zielstrangkonzentrationen zu vergleichene Buswertung der Analyse erfolgt tber
den sog. CT-Wert (Threshold Cycle = ,Schwellenwg&rkdus®). Der CT-Wert driuckt die
Zyklenzahl aus, bei der zum ersten Mal ein sigaifiler Anstieg der Reporter-Fluoreszenz
Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ermittelt wird. Baischen dem Logarithmus der einge-
setzten Menge und dem CT-Wert eine lineare, umgelpgebportionale Beziehung besteht,
kann eine Standardkurve bei bekannter Ausgangsnungh Auftragen des Logarithmus der
Ausgangsmenge gegen den CT-Wert konstruiert werleinand dieser Standardkurve kann
fur jede unbekannte Probe die Kopienzahl bestimerten.

Um relative Expressionsunterschiede zwischen debdPrzu erkennen, werden alle Proben
normalisiert, indem die errechnete Kopienzahl dasgdtgens durch die Kopienzahl eines
Referenzgens (housekeeping gene) geteilt wird: @G&Mfalisiert) = Kopienzahl Target /
Kopienzahl Referenz. Als Referenzgene werden sogsekeeping-Gene verwendet. Darun-
ter versteht man Gene, welche nicht reguliert werded in jedem Zelltyp und in jedem
Zellstadium konstant exprimiert werden. In der Rexyped das Gene, die in den Grundstoff-
wechsel der Zellen, z.B. den Glukose-Stoffwechsgblviert sind. Hier wurde fir den relati-
ven Mengen-Vergleich (relative Quantifizierung) &leusekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mitgemessen. GARDEIn Enzym aus der Glykolyse
und wird in fast allen Geweben auf hohem Level ewjart.

Der 20 ul PCR-Ansatz enthielt 2 pul SYBR Green, Priiner, 6 ul Wasser und 10 pl cDNA
(2:10 Verdunnung). Die spezifischen Primer von TLR®@ dem Houskeeping-Gen GAPDH
wurden von einem speziellen Unternehmen (SearchGin@bH, Heidelberg) bezogen. Bei
jedem Lauf wurde eine Negativ- und Positivkontrattégefihrt. Die Funktionalitat der Pri-
mer wurden zu Beginn mittels Agarosegelelektrops®igerpruift.

Die Standard-Verdinnungsreihe bestand aus 1:1, 1:100, 1:1000 und 1:10000 Verdin-
nungen. Dabei enthielten die 1:1-Standardldsungeragh LightCyclét-Primer Set 200000,
260000 und 290000 Kopien/ul Kopien fur GAPDH un@®@08000 und 13000 Kopien/ul fur
TLRO. Alle Ergebnisse wurden im Verhaltnis TLR9/GAR dargestellt.
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2.12 Sonstige Gerate

Waage (Kern, Adam)

Tisch-Zentrifuge (neoLa}

Zentrifugen: Allegr&' 25R Centrifuge (Beckman coult#y
Microfug€ 22R Centrifuge (Beckman coultey
Microfug€ 18 Centrifuge (Beckman coultsy
Allegr& X-15R Centrifuge (Beckman coultéy

Vortex Mixer (neoLab, Thermo)

Pipetten mit Pipettenspitzen 10, 20, 100, 200, 100Eppendorf, Biozym Scientific

GmbH)

ReaktionsgefalRe (Biozym Scientific GmbH)

Kuhl- und Gefrierschrank

Stickstofftank

sterile Skalpelle

Brutschrénke

Mikrowelle (Sharp)

Wasserdampfzentrifuge 46°C mit eingebauter Vakuumtnzege

Thermoblock

Wasserbad

Thermomixer comfort (Eppendorf)

2.13 Statistische Auswertung

Da es sich bei dieser Studie um eine Assoziatiadssthandelt, die den moglichen Zusam-
menhang zwischen genetischen Polymorphismen umidsdéfien Krankheitsbildern unter-
sucht, werden Patienten und gesunde Kontrollpersomiinander verglichen und daraus das
Signifikanzniveau der Assoziation berechnet. Fim 8ergleich der Allel-, Genotyp- und
Haplotypfrequenzen der Testgruppen wurden der Glaid€at- ¢>-Test) und der Fisher's-
Exact-Test verwendet. Dabei wurde die Verteilung @enotypfrequenzen mit den bei Vor-
liegen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts erwarteErequenzen verglichen. Fir den
Vergleich vieler verschiedener Elemente wurde daré&ktur nach Bonferroni verwendet.

Um Unterschiede der konstanten Variablen zwisclen@ruppen zu vergleichen, wurde der
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U-Test nach Mann-Whitney angewandt. Fur Unters@hiaderhalb derselben Gruppe wurde
der Wilcoxon-Test benutzt. Zur Berechnung wurde @Gisnputersoftware das Statistikpro-
gramm SPSS Version 14.0 (SPSS Inc, Chicago, ILytzénAls Signifikanzniveau wurde ein
p-Wert unter 0,05 gewabhilt.

2.13.1 Chi-Quadrat-Test (3°-Test)

Mit dem y*-Test untersucht man Verteilungseigenschaften eitaistischen Grundgesamt-
heit. Dabei wurde der Vierfeldertest verwendetdient dazu, die Haufigkeit eines Merkmals
in zwei statistisch unabhéngigen Gruppen zu verigéi. Der Vierfeldertest lauft nach fol-

gendem Schema ab:

Patienten Kontrolle Summe
Positiv a b a+tb
Negativ c d c+d
Summe a+c b+d n=a+b+c+d

Tabelle 2.12  Vierfeldertest

Um festzustellen, ob bei den Stichproben (positid negativ) signifikante Unterschiede be-
stehe und wie grof3 die Wahrscheinlichkeit fir eidefallsbefund ist, wird die Prifsumme
berechnet:

, n (a= d — c- b — n/2§
X:

(@a+c) (b+d)-(a+h)(c+d)

Diese Formel darf nur dann verwendet werden, wernader der beiden Stichproben mindes-

tens sechs Merkmalstrager enthalten sind.

Die Signifikanz lasst sich in drei Stufen einteilen
1. Signifikanzniveau (5%-Stufe, 90,05) 3,84 y*< 6,64  signifikant
2. Signifikanzniveau (1%-Stufe, $0,01) 6,64< y*< 10,83 hochsignifikant
3. Signifikanzniveau (0,1%-Stufe,$0,001) 10,83 y° héchsthochsignifikant

74



Dieser Test besitzt als 2x2-Feld nur einen Freslgedtd (df). Fir multiple Vergleiche wurden
die Signifikanzwerte nach Bonferroni korrigiert.rilie Korrektur der p-Werte wurde folgen-
de Formel verwendet:

Peorr = P+ (df + 1)
Damit dieser Test anwendbar ist, muss der Erwastuag aller vier Felder mindestens 5
betragen. Der Erwartungswert errechnet sich aug&imme Spaltensumme/Gesamtzahl.
Bei einem Erwartungswert kleiner 5 empfehlen Si&gs den exakten Fisher-Test.

2.13.2 Fisher-Exakt-Test

Der exakte Fisher-Test ist ein Signifikanztest dobhangigkeit in der Kontingenztafel, der
auch bei einer geringen Anzahl von Beobachtungesriissige Resultate liefert. Im Anwen-
dungsgebiet entspricht er dem Chi-Quadrat-Testhwbeser wegen zu geringem Stichpro-
benumfang nicht anwendbar ist. Der exakte Teseb#bmbinationen von Zellhaufigkeiten,

die bei festen Zeilen- und Spaltensummen entstéldenten, und berechnet die bedingte
Wahrscheinlichkeit fur die Zellhaufigkeiten. Diengeie Berechnung ist sehr kompliziert und

wird mittles einseitigem und zweiseitigem Test dhgefihrt.

2.13.3 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ist ein Begriffsader Populationsgenetik. Zur Berech-
nung dieses mathematischen Modells geht man van girder Realitat nicht vorzufindenden
idealen Population aus, in der sich weder die Heften der Allele noch die Haufigkeiten
der Genotypen verandern, da diese sich im modeltieGleichgewicht finden. Das Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht wird trotz seines modellaafCharakters zum Ableiten von popula-

tionsgenetischen Gesichtspunkten vom Modell auRdialitat verwendet.
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Abbildung 2.5 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht fir zwe Allele
Die horizontale Achse zeigt die beiden Allelfrequem p und g, die vertikale Achse zeigt die
Genotypfrequenzen. Die drei mdglichen Genotyped sirch unterschiedliche Zeichen dar-
gestellt.

Die in dieser Arbeit beobachteten Genotypfrequenzenden mit den nach dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht erwarteten Frequenzen wvehigh. Dabei kamen folgende Formeln

zur Anwendung:

Faa = fa”
Fag =2+ fa« g
B = fB2

A: Allel A
B: Allel B
F: erwartete Genotypfrequenz

f: beobachtete Allelfrequenz

A B
A AA (fA°) AB (fa « fa)
B AB (fa - fg) BB (fg°)

Tabelle 2.13  Punnett-Quadrat zur Berechnung der Genotypfrerprenfir das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht

Die Signifikanz wurde nach folgender Formel berethn
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(beobachtete Frequenz — erwartete Freqfienz)

beobachtete Frequenz

Das Signifikanzniveau wird auch hier nach den drej. Stufen ausgedriickt.

2.13.4 Korrektur nach Bonferroni

Mit Hilfe der Bonferroni-Korrektur wird die Alphafder-Kumulierung bei Verwendung mul-
tipler Signifikanztests neutralisiert. Untersuchdmbei einem Datensatz mehrere Untergrup-
pen, d.h. prift man mehrere 0-Hypothesen, so si@gdiVahrscheinlichkeit, einen signifikan-
ten Unterschied bei einem oder mehreren der Vetgteru finden, mit der Anzahl der Be-
rechnungen. Fir jede O-Hypothese gilt ein Signifdcaveau von 5%, d.h. ab einer Irrtums-
wahrscheinlichkeitx von p<0,05 wird die 0-Hypothese verworfen. Die \tégheinlichkeit,
dass die 0-Hypothese zutrifft, betragt damit O\@®rden zwei 0-Hypothesen getestet, ist die
Wahrscheinlichkeit, dass keiner der Tests sigmifikat, 0,95x0,95=0,90. Werden 20 solcher
Hypothesen getestet, ist die Wahrscheinlichkeisdeine signifikant ist, 0,8%0,36. Somit

ist eine Wahrscheinlichkeit, zumindest ein sigafkes Ergebnis zu bekommen, von 1-
0,36=0,64 gegeben. Um dies zu vermeiden, wird dgsifkanzniveau fir jeden Einzeltest
nach der Bonferroni-Korrektur angepasst. D.h. dgsiftkanzniveaun wird durch die Anzahl

(m) der durchgefuhrten Tests geteilt und es gatmaue Signifkanzniveat=o/m.

2.13.5 Mann-Whitney U-Test

Der Mann-Whitney U-Test ist ein Homogenitatstest.dient zur Uberprifung der Signifi-
kanz der Ubereinstimmung zweier Verteilungen, albozwei unabhangige Verteilungen A
und B zu derselben Grundgesamtheit gehdren. Nuwlingse ist, dass beide zu vergleichen-
den Populationen gleich verteilt sind. Die Wertdar kombinierten Stichproben werden in
eine einzige Rangreihe gebracht, wobei jeder deb&ehtungen ein Rang zugewiesen wird.
Dann werden die Range flur die einzelnen Stichprahdaummiert (R1 fur die erste Stich-
probe, R2 fir die zweite). Diese Rangsummen solteva gleich grof3 sein, wenn beide
Stichproben aus derselben Population stammen umdEsteartungswert der Range entspre-

chen. Nun lassen sich zwei GréRRen berechnen:
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ny(mny + 1)

Ul =nyny + 5 R
i} 1)
U2 =nyny + HE(HET_I_ — R,

Ul und U2 werden nun mit der Testro3e U verglichen.

Beim einseitigen Test ist die TestgréRe

12l , 1
'U:nl*RE/Q—H-(fl’)n}cv/nln?(nlllzng | )

und beim zweiseitigen Test:

r r nina(ny + ne + 1
Llr=n1*n2/2_u.[:ﬂ£/2)$v[ 1 '?( 112 2 )

Die Nullhypothese wird abgelehnt, wenn U1 bzw. U2stJ

2.13.6 Wilcoxon-Test

Der Wilcoxon-Test ist die nichtparametrische Endspung zum t-Test fur abhéngige Stich-
proben, d.h. fir den Vergleich gepaarter BeobagannZuerst werden die Differenzen aus
den Wertepaaren gebildet und mit Vorzeichen aigtgli Anschliel3end werden die absoluten
Differenzbetrage in eine ansteigende Rangordnubgaght. Ergeben sich Differenzen von 0,
so werden diese in der Vergabe von Rangplatzert beficksichtigt. Der kleinste Betrag
erhalt die Rangzahl 1 und der gr6i3te die RangzaBéingleichgrol3en Betragen werden mitt-
lere Rangzahlen zugeordnet. Bei jeder Rangzahl vartherkt, ob die zugehdorige Differenz
ein positives oder ein negatives Vorzeichen aufivBiann bildet man die Summe der positi-
ven und der negativen Rangzahlen (Rd R) und benutzt als Testgrof3e die kleinere der bei-
den Rangsummen (R). Die Nullhypothese wird verwgrieenn der berechnete R-Wert klei-
ner oder gleich dem kritischen Wert.Rist. Der kritische Wert R, wird aus einer Tabelle

abgelesen.
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3. Ergebnisse

3.1 Polymorphismen im TLR9-Gen

3.1.1 Der -T1237C-Polymorphismus im TLR9-Gen

Der Nachweis des —T1237C-PromotorpolymorphismusTdé¥-Gens erfolgte mittels Rest-

riktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Asal Nach durchgefuhrter PCR

wurde das 168 bp Amplifikat mit dem RestriktionsgnzBstN | verdaut. Je nach Genotyp
entstanden verschieden lange Fragmente, die daich dgarosegelelektrophorese sichtbar
gemacht wurden. Das PCR-Produkt fur das WildtyglAHomozygote Genotyp (-1237TT)

wurde nicht geschnitten und als 168 bp Fragmenhgewiesen. Der fur das mutierte Allel

homozygote Genotyp (-1237CC) dagegen wurde in Wi Kleinere Fragmente von 125 bp
und 43 bp geteilt. Der heterozygote Genotyp (-1Z37€hthielt bei der Analyse wegen der
Allelmischung alle drei Fragmente (168 bp, 125 bd 43 bp).

Spur
168 bp

125 bp

43 bp

Abbildung 3.1 -T1237C-Polymorphismus des TLR9-Gens
Spur 1, 7: heterozygoter Genotyp (-1237TC)
Spur 2, 4, 5, 6: homozygoter Genotyp fur das Wieilel (-1237TT)
Spur 3: homozygoter Genotyp fiir das mutierte AH&R37CC)

In der ersten Studie (T6rok 2004b) waren sowohlAdielfrequenz fir das C-Allel als auch
die Haufigkeit des C-Trager-Status (= die Genotyp&R37TC und —1237CC zusammenge-
fasst) bei den Morbus Crohn — Patienten signifikemdergleich zur Kontrollpopulation er-
héht (19,3 % vs. 11,9 %, p = 0,0036 bzw. 34,5 %2256 %, p = 0,0093, OR 1,80, 95% CI
1,15-2,81). Die Haufigkeit des Polymorphismus im @elitis ulcerosa — Gruppe zeigte im
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Vergleich zur Kontrollgruppe nur eine minimale Enln@dg, die aber statistisch keinen signifi-
kanten Unterschied ergab.

In der hier durchgefiihrten Replikationsstudie wat@nAllel- und Genotypfrequenzen flr die
—1237T/C-Polymorphismen in der Gruppe der Patiem#rMorbus Crohn und Colitis ulce-
rosa vergleichbar zu denen der Kontrollpopulatiore beiden CED-Populationen waren in
der Verteilung des Genotyps vergleichbar. Es kanktEne signifikanten Unterschiede fest-
gestellt werden. Alle Allel- und Genotypfrequenzend in den Tabellen 3.1-3.4 zusammen-

gefasst.
Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
Anzahl (%) Anzahl (%)

T C 1T TC CC

Morbus Crohn 497 137f o 213 71 2
n =286 (86,9 %) (p >t S°) (745%) | (248%) | (0,7 %)

Colitis ulcerosa 187 29 81 25 2
n=108 (86,6 %) (13,4 %) (75,0 %) | (23,1 %) (1,9 %)

Kontrollen 908 146 388 132 7
n =527 (86,1 %) (13,9 %) (73,6 %) | (25,0 %) (1,3 %)

Tabelle 3.1 Allel- und Genotypfrequenzen des —1237T/C-Polysh@mus in der ersten Replikationsstudie

Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
Anzahl (%) Anzahl (%)
T C TT TC CC
Morbus Crohn 251 (1332 %) 108 35 2
n =145 (86,6 %) " i S° (745 %) | (24,1%) | (1,4 %)
Colitis ulcerosa 174 30 73 28 1
n=102 (85,3 %) (14,7 %) (71,6 %) | (27,5 %) (1,0 %)

Tabelle 3.2  Allel- und Genotypfrequenzen des —1237T/CyRalrphismus in der zweiten Replikationsstudie
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Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
Anzahl (%) Anzahl (%)

T C TT TC CC

Morbus Crohn 1029 (151%1% ) 435 159 11
n =605 (85,0 %) 0 : s (71,9 %) (26,3 %) (1,8 %)

Colitis ulcerosa 598 98 256 86 6
n =348 (86,0 %) (14,1 %) (73,6 %) (24,7 %) (1,7 %)

Kontrollen 1375 209 593 189 10
n=792 (86,8 %) (13,2 %) (74,8 %) (23,9 %) (1,3 %)

Tabelle 3.3 Allel- und Genotypfrequenzen des —1237T/C-Polyh@mus in allen Studien zusammen

Auch bei Betrachtung der kumulierten Studienpopaiiaergaben sich keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede in den Allel- und Genotyptrenzen zwischen den Morbus Crohn
bzw. Colitis ulcerosa Patienten und der Kontroligagon. Insgesamt war die Frequenz des
mutierten C-Allels 15,0% bei Morbus Crohn, 13,2%den Kontrollen und 14,0% bei Colitis
ulcerosa. Die Tragerfrequenzen fur —1237C wareh%8&ei Morbus Crohn im Vergleich zu
25,1% bei den Kontrollen (OR 1,16, 95% CI 0,91-1€0,235) und 26,4% bei Colitis ulce-
rosa (OR 1,07, 95% CI 0,79-1,44, p=0,694 vs. Kdletnd.

Die Verteilung der Genotypen entsprach in allen Watpnen dem Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht.

3.1.2 Der A2848G-Polymorphismus im TLR9-Gen

Auch der Nachweis des A2848G-Polymorphismus im EXaoles TLR9-Gens erfolgte mittels
Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFRR#yse. Nach durchgefuhrter PCR
wurde das 152 bp PCR-Amplifikat mit dem Restrikienzym Nru | verdaut. Je nach Geno-
typ entstanden verschieden lange Fragmente, die dlanch Agarosegelelektrophorese aufge-
trennt wurden. Der fir das A-Allel homozygote Gemo{2848AA) wurde nicht geschnitten
und als 152 bp Fragment nachgewiesen. Der flr daBeGhomozygote Genotyp (2848GG)
dagegen wurde in die zwei Fragmente 124 bp undp2@eleilt. Das PCR-Produkt von hete-
rozygoten Individuen (2848AG) enthielt nach Verdaagen der Allelmischung alle drei
GrofRen von Fragmenten (152 bp, 124 bp und 28 bp).
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28 bp

Abbildung 3.2 A2848G-Polymorphismus des TLR9-Gens
Spur 1, 5: homozygoter Genotyp fiir das Wildtyp-MRB48AA)
Spur 2, 4, 6: homozygoter Genotyp fur das mutiattel (2848GG)
Spur 3, 7: heterozygoter Genotyp (2848 AG)

Fur den 2848A/G-Polymorphismus wurden in der erSemie (Térok 2004b) keine signifi-

kanten Unterschiede innerhalb der Allelfrequenaeisehen Morbus Crohn, Colitis ulcerosa
und den Kontrollen gefunden. Nur die Frequenz B#AG-Genotyps zeigte bei den Mor-
bus Crohn — Patienten im Vergleich zu den Kontespnen eine leichte Erniedrigung
(43,1% vs. 54%, p = 0,0328). In den hier durchgeéithReplikationsstudien konnte weder
innerhalb der Allelfrequenzen noch innerhalb den@gpfrequenzen ein signifikanter Unter-
schied zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosieRten und der Kontrollpopulation

festgestellt werden. Alle Allel- und Genotypfreqaen sind in den Tabellen 3.4-3.6 zusam-

mengefasst.
Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
Anzahl (%) Anzahl (%)

A G AA AG GG

Morbus Crohn 314 260 82 150 55
n = 287 (54,7 %) (45,3 %) (28,6 %) | (52,3%) | (19,2 %)

Colitis ulcerosa 126 94 40 46 24
n=110 (57,3 %) (42,3 %) (36,4%) | (41,8%) | (21,8 %)

Kontrollen 616 438 182 252 93
n =527 (58,4 %) (41,6 %) (345%) | (47,8%) | (17,6 %)

Tabelle 3.4 Allel- und Genotypfrequenzen des 2848A/G-Polyrhismus in der ersten Replikationsstudie

Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
Anzahl (%) Anzahl (%)
A G AA AG GG
Morbus Crohn 151 139 42 67 36
n =145 (52,1 %) (47,9 %) (29,0 %) | (46,2%) | (24,8 %)
Colitis ulcerosa 111 93 31 49 22
n=102 (54,4 %) (45,6 %) (30,4 %) | (48,0%) | (21,6 %)

Tabelle 3.5  Allel- und Genotypfrequenzen des 2848A/GyRarphismus in der zweiten Replikationsstudie
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Allelfrequenzen Genotypfrequenzen
Anzahl (%) Anzahl (%)

A G AA AG GG

Morbus Crohn 660 552 184 292 130
n = 606 (54,5 %) (45,5 %) (30,4 %) | (48,2%) | (21,5 %)

Colitis ulcerosa 393 307 111 171 68
n = 350 (56,1 %) (43,9 %) (31,7 %) | (48,9%) | (19,4 %)

Kontrollen 919 665 262 395 135
n=792 (58,0 %) (42,0 %) (33,1%) | (49,9%) | (17,0 %)

Tabelle 3.6 Allel- und Genotypfrequenzen des 2848A/G-Polyrhigpus in allen Studien zusammen

Insgesamt war die Frequenz des mutierten G-AllB]5% bei Morbus Crohn, 42,0% bei den

Kontrollen und 43,9% bei Colitis ulcerosa. Die Tedgequenzen fur 2848G waren 69,6% bei
Morbus Crohn im Vergleich zu 66,9% bei den Kon#&nl(p=n.s) und 68,3% bei Colitis ulce-

rosa (p=n.s. vs. Kontrollen).

In allen Studiengruppen entsprach die Verteilung@enotypen dieses Polymorphismus dem

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

3.2 Mutationen im NOD2-Gen

Um mogliche Interaktionen mit den getesteten TLR®#Rorphismen feststellen zu kénnen,
wurden alle Patienten und Kontrollen zusatzlich @ag Vorhandensein der drei MC-Risiko-
assoziierten NOD2-Mutationen 1007fs (3020insC/L&TIHNSC), R702W
(C2104T/Arg702Trp) und G908R (G2722C/Gly908Arg) arsticht. Der Nachweis erfolgte
einerseits mittels Restriktions-Fragment-Langeng®olrphismus (RFLP)-Analyse und ande-
rerseits mittels Hybridisierungssondentypisierun@2104T und G2722C sind beides
Punktmutationen einmal an Position 2104 im Exomd einmal an Position 2722 im Exon 8
des Gens, wahrend 3020insC eine CytosininsertidAaaition 3020 im Exon 11 ist. Die Be-
stimmung der einzelnen Genotypen der Morbus Crahd-Colitis ulcerosa-Patienten wurde
in einer friheren Arbeit unseres Labors mit der RFAnalyse durchgefihrt und beschrieben
(Torok 2004a). Die Genotypisierung der drei NOD24sflaten in den Kontrollpopulationen
wurde mit der Hybridisierungssondenmethode durdigef

Die einzelnen Genotypfrequenzen der drei Polymarpkn sind in den Tabellen 3.7-3.10

zusammengefasst.
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Wildtyp Heterozygot Homozygot
1007fs (3020insC) 483 (80,5%) 97 (16,2%) 20 (3,3%)
R702W (C2104T) 500 (83,3%) 90 (15,0%) 10 (1,7%)
G908R (G2722C) 553 (92,2%) 45 (7,5%) 2 (0,3%)

Tabelle 3.7 Verteilung der NOD2-Mutationen (Genotypfrequenzee) MC-Population (n=600)
Wildtyp Heterozygot Homozygot
1007fs (3020insC) 224 (97,0%) 7 (3,0%) 0 (0%)
R702W (C2104T) 212 (91,8%) 18 (7,8%) 1 (0,4%)
G908R (G2722C) 223 (96,6%) 7 (3,0%) 1 (0,4%)

Tabelle 3.8 Verteilung der NOD2-Mutationen (Genotypfrequenzee) CU-Population (n=231)
Wildtyp Heterozygot Homozygot
1007fs (3020insC) 730 (94,6%) 42 (5,4%) 0 (0%)
R702W (C2104T) 699 (90,6%) 69 (8,9%) 4 (0,5%)
G908R (G2722C) 735 (95,2%) 37 (4,8%) 0 (0%)

Tabelle 3.9 Verteilung der NOD2-Mutationen (Genotypfrequenzes) Kontroll-Population (n=772)
Wildtyp 1 mutiertes NOD2- | 2 mutierte NOD2-
Allel Allele
MC 364 (60,7%) 174 (29,0%) 62 (10,3%)
Cu 197 (85,3%) 30 (13,0%) 4 (1,7%)
Kontrollen 626 (81,1%) 136 (17,6%) 10 (1,3%)
Tabelle 3.10  Verteilung der NOD2-Mutationen

3.3 Interaktionen zwischen den TLR9-Polymorphismen undNOD?2-

Mutationen bei Morbus Crohn — Patienten

Fir das NOD2-Gen sind drei Mutationen bekanntzdieinem Funktionsverlust des Proteins
fuhren (,loss-of-function mutations*). Die Erkenrqudes bakteriellen Bestandteils Muramyl-
Dipeptid (MDP) ist bei Vorhandensein dieser Mutaéin gestort. Eine funktionelle Studie
konnte bereits zeigen, dass eine NOD2-Stimulatiormalerweise die Immunantwort auf
CpG DNA erhéht. Dieser synergistische Effekt zwestiNOD2 und TLR9 geht in Patienten
mit zwei mutierten NOD2-Allelen verloren (van H&805b). Weitere Studien zeigten, dass
TLR9 (Rumio 2004) und NOD?2 (Lala 2003) eng zu dekr8tionsgranula im intrazellularen
Kompartiment der Paneth Zellen exprimiert werdeas wermuten lasst, dass doppelte Signa-

le tUber NOD2 und TLR9 fur effiziente bakteriellei@enpfung im Darm notwendig sind.
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Diese funktionellen Interaktionen kdnnten sich engtischen Interaktionen widerspiegeln.
Um magliche Interaktionen zwischen den beide Gdastzustellen, wurde die Haufigkeit der
TLR9-Polymorphismen in Abhangigkeit vom NOD2-Statugersucht. Da die Frequenz der
homozygoten —1237CC-Trager des —1237T/C-Promotarmbhismus sehr gering ist, wer-

den die Daten nur fur —1237C-Trager (d.h. summieregiuenz der homozygoten —1237CC-
Trager und heterozygoten —1237CT-Trager) praserfsiehe Tabelle 3.11).

Ein signifikanter Anstieg der —1237C-Trager-Frequerar bei NOD2-positiven (d.h. Trager

mindenstens einer NOD2-Variante) im Vergleich zuDM=nhegativen Morbus Crohn — Pati-

enten sichtbar (34,9% vs. 23,6%, p=0,003). Diesageichgewicht wurde in allen 3 Morbus

Crohn-Kohorten mit einer Uber 10% hoheren Frequénz1237C-Tragern innerhalb der

NOD2-positiven Patienten im Vergleich zu NOD2-negat Morbus Crohn-Patienten beo-

bachtet.

-1237C-Tragerfrequenz

Signifikanz vs. Kontrilen
Wert, OR, 95% ClI

MC Kohorte 1 (n=174)
NOD2 Wildtyp

NOD?2 einfach-mutiert
NOD2 doppelt-mutiert
insgesamt NOD2-positiv

MC Kohorte 2 (n=281)
NOD2 Wildtyp

NOD?2 einfach-mutiert
NOD2 doppelt-mutiert
insgesamt NOD2-positiv

Kohorte 3 (n=145)
NOD2 Wildtyp

NOD?2 einfach-mutiert
NOD2 doppelt-mutiert
insgesamt NOD2-positiv

NOD2 Wildtyp

NOD?2 einfach-mutiert
NOD2 doppelt-mutiert
insgesamt NOD2-positiv

CU gesamt (n=231)
NOD2 Wildtyp

NOD?2 einfach-mutiert
NOD2 doppelt-mutiert
insgesamt NOD2-positiv

MC gesamt (1+2+3, n=600)

30/99 (30,3%)
17/51 (33,3%)
13/24 (54,2%)
30/75 (40,0%)

37/174 (21,3%)
24/79 (30,5%)
10/28 (35,7%)
34/107 (31,8%)

19/92 (20,7%)
14/44 (31,8%)
419 (44,4%)

18/51 (35,3%)

86/365 (23,6%)
55/174 (31,6%)
27/61 (44,3%)

82/235 (34,9%)

49/198 (24,7%)
6/30 (20,0%)
2/3 (66,7%)
8/33 (24,2%)

n.s.

p=0,002, 2,37 (1,35-4,15)
p=0,004, 1,60 (1,15-2,21)
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Kontrollen gesamt (1+2, n=772

NOD2 Wildtyp 161/626 (25,7%)
NOD?2 einfach-mutiert 34/136 (25,0%)
NOD2 doppelt-mutiert 2/10 (20,0%)
insgesamt NOD2-positiv 36/146 (24,7%)

Tabelle 3.11  Verteilung des —1237T/C-Polymorphismus nach Bitrirung beziglich des NOD2-Genotyps

Desweiteren war ein Gen-Dosis-Effekt zu erkennap.£1237C-Tragerfrequenz war 31,6%
bei Morbus Crohn-Patienten mit einem mutierten N2l und stieg bei Patienten mit
zwei mutierten NOD2-Allelen auf 44,3% an (p=0,0G1 MOD2-negativ).

501 4.2 O NOD2 Wildtyp
ENODZ Heterozygot
mNODZ Doppelmutation

%-1237C-Trager

MC Kohorte 1 MC Kohorte 2 MC Kohorte 3
{n=174) {n=281) {n=145)

Abbildung 3.3 Haufigkeit von —1237C-Tragern bei MC-Patienten eierezelnen Populationen in Abhangig-
keit vom NOD2-Status

30 -

40 4

%-1237C-Trager 3 O NOD2 Wildtyp
E NOD2 Heterozygot
20 1 m NODZ Doppelmutation

10 4

MC gesamt (n=600) Kontrollen (n=772)

Abbildung 3.4 Haufigkeit von —1237C-Tagern bei allen MC-Patmin Abh&ngigkeit vom NOD2-Status
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Um auszuschlieRen, dass die beobachtete Interakreinen Uberlebensvorteil widerspie-
gelt, wurde Uberprift, ob diese Assoziation unablgimon Morbus Crohn auch in Kontrollen
und Colitis ulcerosa — Patienten vorhanden ist.uDaarden alle Kontrollen und Colitis ulce-
rosa-Patienten auf die drei NOD2-Varianten getebtetGegensatz zu Morbus Crohn war bei
den Kontrollen und Colitis ulcerosa — Patientemkggnifikanter Unterschied in der Vertei-
lung der —1237T/C-Polymorphismen in Bezug auf d€&DiQ-Status zu sehen. Die —1237C-
Tragerfrequenz war 25,7% in NOD2-negativen und 24ji@ NOD2-positiven Kontrollen
(p=0,834) und 24,7% in NOD2-negativen und 24,2%N{DD2-positiven Colitis ulcerosa-
Patienten (p=1,00). Somit war die Interaktion z\west den beiden Genen Crohn-spezifisch.
Insgesamt waren 235 der 600 Morbus Crohn-Patig3@/2%) NOD2-positiv verglichen zu
146 der 772 Kontrollen (18,9%), was einer OR vofb295% CI (2,14-3,53) fur Trager min-
destens einer NOD2-Variante entspricht. Das redaltisiko an MC zu erkranken, stieg fur
kombinierte Trager einer NOD2-Variante und der /X23 LR9-Variante (13,3% bei Morbus
Crohn und 4,7% bei Kontrollen) auf OR 3,15, 95%(Z;05-4,83). Die Frequenz von Indivi-
duen mit zwei mutierten NOD2-Allelen = homozygotdugemischt heterozygot war 10,2%
bei MC verglichen mit 1,3% bei Kontrollen (OR 8,8223-18,0). Fur diese Individuen stieg
das relative Risiko bei gleichzeitigem Vorkommenr del237C-TLR9-Variante auf
OR=18,14, 95% CI (4,18-111,0).

Die getrennte Analyse der drei Morbus Crohn-asedein NOD2-Varianten zeigt Interaktio-

nen aller Varianten mit dem TLR9-Polymorphismus37IP/C.

O Wildtyp
HE Heterozygot
H Homozygot

%-1237C-Trager

R702W GI908R 1007fs

Abbildung 3.5 MC-1237C-Tragerfrequenzen bei getrennter Analyse dfei NOD2-Varianten bei Morbus
Crohn
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Fur den TLR9-Polymorphismus 2848A/G wurden keingnisikanten Unterschiede nach

Stratifizierung bezuglich des NOD2-Status beobdchte

NOD2
NOD2+
Genotyp | Patienten mit | Patienten mit | NOD2+ NOD2- |p-Wert
einem mutier-| zwei mutier- gesamt
ten Allel ten Allelen
AA 49 (8,2%) 19 (3,1%) 68 (11,3%) 114 (18,9%0)
MC AG 82 (13,7%) 35 (5,8%) 117 (19,5%)0173 (28,8%) n.s.
GG 43 (7,2%) 8 (1,3%) 51 (8,5% 78 (13,0%)
AA 6 (2,6%) 0 (0%) 6 (2,6%) 70 (30,099)
CuU AG 18 (7,7%) 3 (1,3%) 21 (9,0% 92 (39,5%) n.s.
GG 6 (2,6%) 1 (0,4%) 7 (3,0%) 37 (15,9%)
AA 39 (5,1%) 4 (0,5%) 43 (5,6%) 217 (28,1%0)
Kontrollen AG 70 (9,1%) 4 (0,5%) 74 (9,6% 306 (39,6%0) n.s.
GG 27 (3,5%) 2 (0,3%) 29 (3,8% 103 (13,3p0)
Tabelle 3.12  2848G-Tragerfrequenzen nach Stratifizierung bealiges NOD2-Genotyps

3.4 Genotyp-Phanotyp-Korrelationen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass bei Vorhanslense NOD2-Mutationen gewisse

phanotypische Charakteristika gehéauft bei MC vorkamn, stellt sich die Frage, ob auch die
Polymorphismen im TLR9-Gen Auswirkungen auf dasnikthe Erscheinungsbild der
Krankheit haben. Fur diese Genotyp-Phanotyp-Analseden die Patienten der CED-
Kohorten 1 und 2 zusammen analysiert. Ausfuhrlidiresche Daten waren von 443 Morbus
Crohn-Patienten und 203 Colitis ulcerosa-Patientfiigbar (siehe 2.2). Auch hier werden
der Einfachheit halber die Daten des -1237T/C-Pohlphismus nur fir -1237C-Trager (Fre-
guenz von -1237CC Homozygoten und -1237CT Hetem®ygzusammen) prasentiert.
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Insgesamt wurde in keiner phanotypischen Morbuh@tdntergruppe eine signifikante As-
soziation mit dem —1237T/C-Polymorphismus gefun@eehe Tabelle 3.15). Bzgl. der Loka-
lisation der Erkrankung war die —1237C-Tragerfrequbei Patienten mit isoliertem Kolon-
befall (L2: 37,3%) hoher als im Vergleich zu Pate&nmit isoliertem lleumbefall (L1: 26,3%)
oder Befall von lleum und Kolon (L3: 27,6%). Dieddmterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant. Betrachtet man das Krankheitsverhalteo wurde die hochste —-1237C-
Tragerfrequenz bei fistulierender Krankheit (B3;232) beobachtet. Auch dieser Anstieg war
nicht signifikant im Vergleich zu Patienten mit hniestenosierender und nicht-fistulierender
Krankheit (B1: 29,2%) oder Patienten mit stenosidezn Krankheitstyp (B2: 22,9%).

Wie schon in anderen Studien bestétigt, so sinth audieser Arbeit die NOD2-Mutationen
mit einem Diagnosealter unter 17 Jahren, mit Befal lleum, dem Vorhandensein von Ste-
nosen und der Notwendigkeit einer Operation assdzDie bedeutsamste Assoziation wurde
fir NOD2-Mutationen mit einem Befall des lleum baobtet. Diese und die Assoziation mit
der OP-Notwendigkeit bleiben auch nach der Bonfe+korrektur signifikant. Au3erdem
assoziierte sich das Vorhandensein von zwei mahaddOD2-Allelen mit einer hoheren Fre-
guenz an Fisteln (B3, 75,0% vs. 51,2% im NOD2-Wibd{.=0,007).

Wegen der beschriebenen Interaktionen zwischen -d@37T/C-Promoterpolymorphismus
im TLR9 und NOD2-Mutationen bei Morbus Crohn wumeiterhin die Kombination aus der
—1237C-Variante und NOD2-Mutationen auf Genotypsfig-Korrelationen getestet. Da-
bei wurde eine leichte Assoziation mit dem fistidieden Krankheitstyp und der Notwendig-
keit einer operativen Therapie beobachtet (p=00## p=0,037). Diese Unterschiede verlo-
ren jedoch ihre Signifikanz nach Korrektur fur npik Vergleiche.

Eine signifikante Assoziation fur den 2848A/G-Pobnphismus oder flr einen der beiden

Polymorphismen mit Colitis ulcerosa-Phénotypen wuritht beobachtet.
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TLR9 2848A/G-Genotyp

AA AG GG p-Wert
Vienna A
ED < 40 Jahre 102/364 (28,0%)) 184/364 (50,5%) 78/364 (21,4%)| n.s.
ED > 40 Jahre 21/61 (34,4%) | 31/61 (50,8%) | 9/61 (14,8%)
Montreal A
Al ED < 17 Jahre 11/48 (22,9%) | 24/48 (50,0%) | 13/48 (27,1%)| n.s.

A2 ED zwischen 17 und | 93/321 (29,0%) 161/321 (50,2%) 67/321 (20,9%)
40 Jahre

A3 ED > 40 Jahre 19/56 (33,9%) | 30/56 (53,6%) | 7/56 (12,5%)
Vienna L

lleum isoliert 15/51 (29,4%) | 24/51 (47,1%)| 12/51 (23,5%)| n.s.
Kolon isoliert 26/69 (37,7%) | 36/69 (52,2%) | 7/69 (10,1%)

lleum und Kolon 83/269 (30,9%)| 131/269 (48,7%) 55/269 (20,4%)
Oberer GI-Trakt 12/49 (24,5%) | 22/49 (44,9%) | 15/49 (30,6%)
Vienna B

Inflammatorisch 27/96 (28,1%) | 44/96 (45,8%) | 25/96 (26,0%)| n.s.
Stenosierend 39/109 (35,8%)| 47/109 (43,1%)| 23/109 (21,1%)
Fistulierend 70/231 (30,3%)| 121/231 (52,4%) 40/231 (17,3%)
Operationen 63/215 (29,3%)| 114/215 (53,0%88/215 (17,7%) n.s.

Tabelle 3.14  Genotyp-Phanotyp-Korrelationen fir den 2848A/GyRwmrphismus

3.5 TLR9-mRNA-Expression in der Darmmukosa

3.5.1 TLR9-mRNA-Expression in verschiedenen Darmabschnign

Die Expression von TLR9-mRNA wurde in verschiedearmabschnitten (terminales lle-
um, rechtes Kolon, linkes Kolon) ermittelt. Ziel m@&s zunachst, zu tGberpriufen, ob ein signi-
fikanter Unterschied der Rezeptorenexpression ischéedenen Darmabschnitten unter ent-
zundungsfreien Bedingungen vorliegt. Dazu wurdenDarmbiopsien von Patienten sowie
Kontrollpersonen ohne klinische, makroskopischer ddstologische Zeichen einer aktiven
Entztindung verwendet.

Unabhangig von der Diagnose war die Expression MoR9 im terminalen lleum dreimal
hoher als im rechten Kolon (p=0,002) und im link&sion (p=0,003) (siehe Abbildung 3.4).

Zwischen dem rechten und linken Kolon wurde keipressionunterschied beobachtet.
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Abbildung 3.6 Allgemeine Expression von TLR9 in den drei versdeinen Darmabschnitten (untersucht
wurden Biopsien von 32 Kontrollpersonen, 39 MC-®&atn und 29 CU-Patienten)

3.5.2 TLR9-mRNA-Expression bei MC und CU-Personen im Verggich
zur Kontrollpopulation

Als zweites sollte untersucht werden, ob unter i@amdzngsfreien Bedingungen Unterschiede
im Expressionsniveau von TLR9-mRNA in der Darmmukgsn MC und CU-Patienten im
Vergleich zu Kontrollpersonen bestehen. Im Verdlezc den gesunden Kontrollen war bei
den Morbus Crohn-Patienten in allen DarmabschniierExpression von TLR9 signifikant
niedriger (MC vs. Kontrollen: p=0,016 terminalesuin, p=0,037 rechtes Kolon, p=0,020
linkes Kolon). Dieser Unterschied war im terminallsum am offensichtlichsten. Bei Colitis
ulcerosa-Patienten war die intestinale TLR9-Expogssergleichbar mit der bei den gesun-
den Kontrollen (CU vs. Kontrollen: p=0,168 termiemllleum, p=0,832 rechtes Kolon,
p=0,724 linkes Kolon). Zwischen Morbus Crohn- undlitis ulcerosa-Patienten war kein
signifikanter Unterschied zu beobachten (MC vs.@30,664 terminales lleum, p=0,403
rechtes Kolon, p=0,162 linkes Kolon) (siehe AbbridiB.7-3.9).
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Abbildung 3.9 TLR9-Expression im linken Kolon abhéngig von @éagnose
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3.5.3 Einfluss einer aktiven Entziindung auf die TLR9-mRNAEXxpression
bei MC und CU

Desweiteren wurde untersucht, ob die TLR9-mRNA-Egpion bei intestinaler Entziindung
reguliert wird. Daflur wurde die TLR9-ExpressionBropsien von Patienten mit aktiver CED
verglichen. Von jedem der Patienten wurden Gewaelimpr von makroskopisch (endosko-
pisch sichtbar) entziindlich-veranderten und nictizéndlich-veranderten Mukosaarealen
entnommen. Insgesamt wurde Kkein signifikanter otged im  TLR9-mRNA-
Expressionsniveau zwischen entzundlich-verandemer nicht-entzindlich-veranderter Mu-
kosa beobachtet (p=0,600, n=25).

2,0+
p=Hs.
I 1
o 1,6
=)
g 5
S 1.0
=
N
0,0+
| |
nicht-entziindet entziindet

Abbildung 3.10 TLR9-Expression in nicht-entziindetem und entzindesewebe

3.5.4 Einfluss des Genotyps und klinischen Phanotyps audlie TLR9-

MRNA-Expression

Nach Aufteilung der Individuen abhangig vom TLR®BI2Genotyp und NOD2-Status wurde
kein signifikanter Unterschied der TLR9-Expressiwischen Tragern der —1237C-Varianten
und dem TLRO-Wildtyp (TLR9-wt vs. TLR9-C-Trager: @832 terminales lleum n=24/8,
p=0,950 rechtes Kolon n=32/9, p=0,319 linkes Kahe129/8) oder zwischen Individuen mit
NOD2-Wildtyp und mutierten NOD2 gefunden (NOD2-wg. \WOD2-mutiert: p=0,687 ter-
minales lleum n=19/13, p=0,242 rechtes Kolon n=3@#®,665 linkes Kolon n=22/15).
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Eine Korrelation der TLR9-mRNA-Expression zur phigpischen Klinik konnte nicht nach-

gewiesen werden.

terminales lleum rechtes Kolon linkes Kolon
keine Fistel vs. Fistel p=0,617 p=1,000 p=0,197
n=1/6 n=2/7 n=3/6
keine Stenose vs. Stenose p=0,245 p=0,655 p=0,077
n=2/5 n=3/5 n=4/3
keine lleozokalresektion vs. p=0,180 p=0,144 p=0,273
lleozbkalresektion n=5/3 n=5/6 n=5/6

Tabelle 3.15  Korrelation der TLR9-mRNA-Expression zur phanasghen Klinik
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4. Diskussion

4.1 Studiendesign und Methoden

4.1.1 Assoziationsstudien

Bei komplexen genetischen Krankheiten multifakitereGenese wie den chronisch entzind-
lichen Darmerkrankungen ist es schwierig, einertitn@sten Krankheitssuszeptibilitdtslocus
zu identifizieren. Um genetische Ursachen fur diessnkheiten herauszufinden, gibt es zwei
etablierte Untersuchungsstrategien, namlich Kopg#atudien und Assoziationsstudien. In
genetischen Kopplungsstudien kdnnen mittels gestetisMarker innerhalb von Familien mit
mehr als einem betroffenen Mitglied krankheitsralee Loci typisiert werden (siehe 1.4.1).
Solche genomweiten Scans kénnen aber nur relati¥egBereiche mit hunderten von Genen
identifizieren. Mit Hilfe von Assoziationsstudierdiknen bestimmte Genverianten in sog.
Kandidatengene auf eine Assoziation fur eine Kraitkbberprift werden (Bonen 2003a,
Taylor 2001).

In der hier vorliegenden Arbeit handelt es sich eime Assoziationsstudie. Assoziationsstu-
dien sind Fall-Kontroll-Studien. Sie werden benuterh Korrelationen zwischen der Frequenz
von Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleetigolymorphisms = SNPs) und der
Krankheitsentstehung oder anderen Aspekten eirsgtmimaten Krankheit wie der Schwere-
grad oder der Progression zu entdecken (Twyman,ZDa&3or 2002). Dazu werden Unter-
schiede von Allel- und Genotypfrequenzen eines kdatdngens in Patienten im Vergleich
zu Kontrollindividuen untersucht. Wenn eine Asstiaia mit einem bestimmten Allel gefun-
den wird, lasst dies an eine kausale Beziehungatefikaylor 2001, Bonen 2003a).

SNPs sind DNA-Sequenzvariationen, welche durch Martan wie Insertion, Deletion oder
einfachen Basenausstausch entstanden sind. Datweerk@n einer Position im Genom ver-
schiedene Nukleotide stehen (Stoneking 2001). Dsespienzalternativen werden auch Alle-
le genannt. Meistens gibt es nur zwei Allele (dbl&dch) eines SNPs. Sie kdnnen aber auch
tri- oder tetraallelisch sein. Definitionsgemaf swdas seltenere Allel eine Frequenz von 1%
in der Population aufweisen, damit sie sich voriesein Sequenzvariationen unterscheiden.

Die Haufigkeit der SNPs ist je nach genomischeri®egind Population verschieden. Im
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Schnitt schatzt man, dass ein SNP auf 200-600 pasea kommt und mindestens 93% aller
Gene betroffen sind (Tsalenko 2003, Twyman 2003).

Nicht jeder SNP kann in Assoziationsstudien effekititersucht werden. Es ist zu unterschei-
den, ob der SNP in kodierenden oder nicht-kodiezariRegionen liegt. Am besten sind SNPs
in kodierenden Regionen geeignet, welche die Sexjdes kodierten Proteins verandern.
Aber auch SNPs in nicht-kodierenden Regionen, rd@mienn sie in genregulierenden Seg-
menten wie der Promoterregion liegen und damitekpression der mRNA beeintrachtigen,
kommen fur solche Untersuchungen in Frage (Chakiia2@01). Aul3erdem ist zu beachten,
dass manche SNPs nur in bestimmten PopulationerbeiBEuropaern mit erhéhter Frequenz
gefunden werden. D.h. Kontroll- und Patientengulteso von derselben Herkunft sein, um
die Aussagekraft der Ergebnisse zu starken (Stoged001).

In dieser Studie wurden zwei Polymorphismen im TH&En untersucht. TLR9 ist Mitglied
des angeborenen Immunsystems und Rezeptor furrledletainmethylierte CpG-DNA. Da
die bakterielle Darmflora eine bedeutende Rollelén Atiologie und Pathogenese chronisch
entzundlicher Darmerkrankungen hat, kann dieses dbechaus ein mogliches Kandidaten-
gen fur Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sein.

Der —1237C/T-Polymorphismus befindet sich in denrggulierenden Promoterregion des
Gens und der 2848A/G-Polymorphismus in der fir Bestein kodierenden Region, fuhrt
aber zu keinem Aminosaurenaustausch.

Leider ist die Aussagekraft einzelner einfachero&gstionsstudien zur Entdeckung geneti-
scher Varianten nur gering, wenn die Ergebnisdet mcanderen Studien repliziert und besta-
tigt werden kénnen. Das kann verschiedene Ursalghban. Zum einen kann die Struktur der
Populationen nicht Ubereinstimmen. Dabei kann uthéereinzelnen Gruppen eine genetische
Variabilitat vorherrschen. Aufgrund der Allelhetgemitat dominieren in verschiedenen Po-
pulationen verschiedene Allele und somit variiemenh die Allelfrequenzen, was sich v.a. bei
schwécheren genetischen Einflussfaktoren bemerkbaht. AuRerdem kann ein Kopplungs-
ungleichgewicht vorliegen, d.h. die gefundene Agdam ist nicht auf das krankheitsrelevan-
te Allel sondern auf ein in der Nachbarschaft getes Allel zuriickzufihren, mit dem es
gekoppelt vererbt wird. Schwierigkeiten in der Agationsfindung kdnnen auch bestehen,
wenn viele genetische Interaktionen vorliegen, Wwasso komplexen Krankheiten wie den
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen nichesakt. Desweiteren konnen falsche As-
soziationen durch Missklassifikation und nicht aitiicher statistischer Tests entstehen (Col-
houn 2003, Gorroochurn 2007, loannidis 2007).
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Deshalb sollte bei Design und Analyse der Ergelrsssgfaltig gehandelt werden. Besonders
die Auswahl und Grol3e der Populationen ist wiclDig getesteten Personen — Patienten und
Kontrollindividuen — sollten gleicher ethnischerrkenft sein und gleiches Geschlechterver-
haltnis aufweisen. In Populationen mit ahnlichenmagischen Hintergrund und &hnlicher
Krankheitsrate ist z.B. ein Heterogenitatseffelk¢ralnwahrscheinlich. Die GroR3e sollte nicht
zu Kklein sein, damit auch schwachere Assoziatiergdeckt werden. Zur Bestatigung ande-
rer Assoziationen sollte die Population mindestgasauso grol3 sein, wie die Ursprungspo-
pulation. Im Gegenzug sollte die Kontrollpopulatigleich bis zweimal so grof3 sein, um
falsch-positive und falsch-negative Assoziationsbrgsse zu vermeiden. Auch Missklassifi-
kationen der Krankheitsbilder mit falscher Zuordguru den einzelnen Gruppen kdnnen
durch standardisierte diagnostische Kriterien vetéit werden. Die verwendeten Methoden
missen zuverlassig sein, um den methodischen Feblkkein wie mdglich zu halten. Die
Analyse der Daten erfolgt nach standardisiertetisichen Tests, wobei bei Mehrfachtes-
tungen haufig eine Korrektur des p-Wertes vorgenemmerden muss (Colhoun 2003,
Zhang 2007).

Insgesamt wurden in dieser Studie 606 Morbus Crduienten, 350 Colitis ulcerosa- Patien-
ten und 792 Kontrollpersonen untersucht. Alle waktaokasischer Herkunft und nach Alter
und Geschlechter gleich verteilt. Die Diagnoseste]l und Klassifizierung der Krankheiten
wurde nach den gangigen medizinischen Standardgemommen (Nayar 2004, Viscido
2005, Stange 2006, Satsangi 2006). Die Genotypérezpn wurden alle mit den nach dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erwarteten Frequenzenglichen, wobei keine Abweichun-
gen beobachtet werden konnten und somit keine mgsigchen Fehler anzunehmen waren.
AulRerdem wurde bei Mehrfachtestungen der p-Wespeethend korrigiert.

4.1.2 Auswahl und Validitat der Methoden

Die Auswahl der Methoden ist nach dem StudiendesigrDurchfihrung einer Assoziations-
studie das nachste wichtige Handwerkszeug. Die ddieth missen zuverlassig sein, damit
alle Allele der untersuchten Polymorphismen sicthed zweifelsfrei indentifiziert werden
kénnen. Dafir stehen verschiedene Methoden zur Alisvallelspezifische PCR, Restrikti-
onsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)- AnalyseAEBéquenzierung, Hybridisierungs-
techniken mit Fluoreszenzdetektierung und Einzatgikonformationspolymorphismus (sing-
lestrand conformational polymorphism = SSCP)- Asal{Twyman 2003). Zur Genotypisie-
rung der TLR9-Polymorphismen wurde in dieser Stutlee RFLP-Analyse verwendet. Fir
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die NOD2-Typisierung wurde zum einen die RFLP-Asalyind zum anderen die Hybridisie-
rungssondentypisierung genutzt. Die RFLP-Analyseeiise der altesten und am haufigsten
gebrauchlichen Genotypisierungsmethoden. Ihr Ryiberuht darauf, dass Restriktionsendo-
nukleasen bestimmte DNA-Sequenzen erkennen unckisiedm welche bei Vorhandensein
nur eines Allels bestehen. So entstehen verschikage DNA-Fragmente, wonach der je-
weilige Genotyp zugeordnet werden kann (siehe 2&.Hybridisierungssondentypisierung
erfolgt nach dem Grundsatz des Fluoreszenz-Resdfaggietransfers (FRET). Dabei
kommen zwei Sonden zum Einsatz, welche an den rawuthenden DNA-Abschnitt binden
und, je nachdem welcher SNP vorhanden ist, verdehistark fluoreszieren (Gibson 2006)
(siehe 2.8). Beides sind sehr zuverlassige MethadeGenotypisierung, da die Restriktions-
enzyme nur bestimmte Sequenzen spezifisch erkeandndie Hybridisierungssonden so
konzipiert sind, dass sie nur an spezifische Sexgrebinden. In einer Studie wurden beide
Genotypisierungsmethoden miteinander verglichere Ronkordanz lag dabei bei 100%
(Schroell-Metzger 2003, Gibson 2006). Fehlerquelleler RFLP-Analyse kann sein, dass
unter extremen Bedingungen die Spezifitat fir Rdginsenzyme herabgesetzt ist. Das ist
aber nur der Fall, wenn z.B. hohe Glycerol-, nigelrSalzkonzentrationen oder organische
Losungsmittel vorhanden sind. Da in dieser Arbeitise Bedingungen nicht herrschten und
nur Puffer des Herstellers verwendet wurden, kaes dusgeschlossen werden. Aul3erdem
wurden als Kontrolle in jeder Untersuchung immeosld@n mitverwendet, deren Genotyp be-
kannt war, um Fehltypisierungen zu vermeiden. Ddaswen konnen die Genotypfrequenzen
in der Kontrollpopulation mit anderen FrequenzerPopulationen ahnlicher ethnischer Her-

kunft verglichen werden.

4.2 Bedeutung der Ergebnisse aus genetischer Sicht

4.2.1 Frequenz der Polymorphismen und Vergleich zu andere Daten

aus der Literatur

Wie bereits oben erwahnt, ist fir Design und V#idzur Durchfihrung und Replizierung
von Assoziationsstudien die gleiche ethnische Hdtkder untersuchten Individuen mit Ver-
gleichbarkeit zu anderen Studien und das VorliedgmnHardy-Weinberg-Gleichgewichts von
besonderer Wichtigkeit. Die Allelfrequenzen in d@ntrollpopulation wurden mit den Fre-
guenzen, welche in anderen Studien ermittelt wosdeah, verglichen.
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Die Frequenz des selteneren C-Allels des —1237@Iyatdrphismus liegt in der kaukasi-
schen Bevdlkerung zwischen 10 und 16 %. Die Frenuemer eigenen Kontrollpopulation
ist mit 13,2 % mit den in anderen deutschen Studremttelten Frequenzen des C-Allels 10
und 13,8 % durchaus vergleichbar. Die Frequenzsiatiachen Populationen liegt dagegen
nur bei 0,3 und 0,6%. Daran kann man erkennen, dxssthnische Ursprung einen grof3en
Einfluss auf die Ergebnisse der Assoziationsstindiben kann. Ursache dieses ethnischen
Unterschieds kann die raumliche Trennung mit vorarder unabhangiger Evolution sein. In

der ursprunglichen Studie von Lazarus et al. (Lagz@003) wurde eine gemischte Bevolke-

rung untersucht. Im Durchschnitt lag die Frequeeg @-Allels bei 16% und damit vergleich-

bar mit anderen kaukasischen Populationen. Aufiyetei die einzelnen Bevolkerungsunter-

gruppen zeigt sich aber eine Spanne von 4-25 %.

TLRO- Frequenz Daten aus der Literatur
Polymorphis- | der seltene-| Allelfrequenzen fiir die | Anzahl der Referenz
men ren Allele in| selteneren Allele und | getesteten
der eigenen| Herkunft der getesteten| Individuen
Kontrollpo- Personen
pulation
n=792
-1237T/C 0,132 0,154 (New Zealand 188 Hong 2047
0,16 (USA, all combined 71 Lazarus 2003
0,25 (African American) 24
0,15 (European) 23
0,04 (Hispanic) 24
0,003 (Korea) 350 Hur 2005
0,16 (ltalien) 224 Lammers 2006
0,10 (Deutschland) 252 Novak 2007
0,006 (China) 799 Ng 2005
0,138 (Deutschland) 527 Berghofer 2005
2848A/G 0,42 0,49 (USA, all combined) 71 Lazarus 2003
0,33 (African American) 24
0,57 (European) 23
0,60 (Hispanic) 24
0,60 (Italien) 224 Lammers 2006
0,33 (Deutschland) 252 Novak 2007
0,554 (Deutschland) 527 Berghofer 2005
Tabelle 4.1 Allelfrequenzen der TLR9-Polymorphismen in andek@ntrollpopulationen im Vergleich zur

eigenen Kontrollpopulation
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Fur den 2848A/G-Polymorphismus liegt die Frequeez selteneren G-Allels unter Kaukasi-
ern zwischen 33 und 60 %. In der eigenen Kontrpllpation lag die Frequenz bei 42 % und
war somit mit der Haufigkeit in anderen deutschémdien vergleichbar (33 und 55,4 %).
Beispiele fur Populationen anderer Herkunft konmtimt gefunden werden, sodass kein eth-

nischer Vergleich vorliegt.

4.2.2 Frequenz der Polymorphismen bei CED-Patienten

Das TLR9-Gen ist auf Chromosom 3p21.3 in der Naherdlopplungsregion fir CED loka-
lisiert (Chuang 2000, Du 2000, Duerr 2002, Hamp@12). Damit ist das TLR9-Gen ein po-
tentielles Kandidatengen fur CED. In einer Initiatie unseres Arbeitskreises wurden die
beiden TLR9-Polymorphismen —1237T/C und 2848A/G®ED-Patienten und Kontrollper-
sonen untersucht (Torok 2004b). Im Falle des —12ZB-Rolymorphismus waren sowohl die
Allelfrequenz des mutierten C-Allels als auch defTi@ger-Status bei Morbus Crohn-
Patienten signifikant im Vergleich zur Kontrollpdation erhoht (19,3 % vs. 11,9 %, p =
0,0036 bzw. 34,5 % vs. 22,6 %, p = 0,0093). Dieflgéeritsverteilungen in der Colitis ulce-
rosa — Gruppe zeigten im Vergleich zur Kontrollgrapnur minimale Abweichungen, die
aber statistisch nicht signifikant waren. Fur d84&A/G-Polymorphismus wurden keine sig-
nifikanten Unterschiede in der Verteilung zwisciMarbus Crohn, Colitis ulcerosa und den
Kontrollen gefunden. Nur die Frequenz des 2848AGdabgs zeigte bei den Morbus Crohn-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollpersonen éanehte Erniedrigung (43,1% vs. 54%, p
= 0,0328). Zur Bestatigung der urspringlich bestilenen Assoziation (Torok 2004b) wur-
den nun zwei weitere Populationen (nl: 287 MC, €C10;n2: 145 MC, 102 CU; 527 Kon-
trollen) untersucht. Es konnte aber hier kein digamnter Unterschied in der Verteilung des -
1237T/C-Polymorphismus bei den Morbus Crohn-Patieimh Vergleich zur Kontrollpopula-
tion nachgewiesen werden. Auch fir den zweiten mRolphismus konnten weder innerhalb
der Allelfrequenzen noch innerhalb der Genotypfesmpen signifikante Unterschiede nach-
gewiesen werden.

Obwohl alle Rahmenbedingungen zur DurchfihrungStadie optimal gegeben waren und
alle Patienten- und Kontrollpopulationen bzgl. Gréihd ethnischer Herkunft miteinander
vergleichbar waren, konnte die vorbeschriebene Aason nicht bestétigt werden. Grund fur
diese Nichtbestéatigung konnte sein, dass die Miktwig von TLR9-Polymorphismen an der
Entstehung von CED komplexer ist und auf genetisdnéeraktionen beruht, die nicht so
direkt messbar sind, oder dass die Mutationen ilRFIGen nur einen relativ schwachen Ein-
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fluss auf die Entstehung von CED haben und dieebigh Assoziation in einem deutlich

grosseren Kollektiv Uberprift werden muss.

4.2.3 Interaktionen mit NOD2-Mutationen bei Morbus Crohn-Patienten

Das Pathogenitatsmodell der chronisch entzindlidbarmerkrankungen beruht auf einer
multifaktoriellen Genese. Bisher gibt es viele Bmeg dass die intestinale Mikroflora eine
wichtige Rolle in der Aktivierung und Aufrechterhaig einer Kolitis spielt und dass die
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen von Korepten des angeborenen Immunsys-
tems reguliert werden (Hugot 1999, Korzenik 200@kdtos 2006, Satsangi 2003, Sartor
2006). Fur Morbus Crohn scheint eine beeintrachtigtkterielle Erkennung ein maRRgeblicher
Defekt zu sein, wie die Assoziation mit Mutationem NOD2-Gen zeigt (Hugot 2001, Eco-
nomou 2004). Das Vorhandensein der NOD2-Mutatiaseaber weder notwendig noch aus-
reichend fur die Entwicklung von Morbus Crohn. Dabhkénnten auch Variationen anderer
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems an detisghae Suszeptibilitat fir Morbus
Crohn beteiligt sein.

Einige funktionelle Studien haben bereits gezalgss die Morbus Crohn-assoziierten Vari-
anten von NOD2 die synergistischen Effekte von NODR2anderen pattern recognition re-
ceptors beeintrachtigen (van Heel 2005a, Traub 2984g 2001). Van Heel und seine Mit-
arbeiter konnten zeigen, dass die NOD2-Stimulatiommalerweise die Immunantwort auf
CpG DNA erhoht. Diese synergistischen Effekte ziwestNOD2 und TLR9 gehen in Patien-
ten mit zwei mutierten NOD2-Allelen verloren (vardl 2005b). Auch die Koexpression von
TLR9 (Rumio 2004) und NOD2 (Lala 2003) eng zu dekr8tionsgranula im intrazellularen
Kompartiment der Paneth Zellen lasst annehmen, Sligssle (iber NOD2 und TLR9 fur ef-
fiziente bakterielle Bekampfung im Darm notwendigds und dass maoglicherweise Interakti-
onen zwischen den beiden Rezeptoren stattfinden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssdder —1237T/C-Polymorphismus mit
Morbus Crohn assoziiert ist bei Patienten, dieKeisissoziierte Varianten in NOD2 tragen.
Die Frequenz der —1237C-Trager (Genotypen —12370€C+1237CC) war um 10% hoéher
bei Patienten mit wenigstens einer Morbus Crohoamssten Variante von NOD2 im Ver-
gleich zu Wildtyp-Patienten und Kontrollen. Diedeffekt war dosis-abhangig, d.h. das
Krankheitsrisiko stieg bei Anwesenheit der —1237&tahte und zwei mutierten NOD2-
Allelen weiter an (homozygot und compound heterorygBei diesen Patienten war die —
1237C-Tragerfrequenz 44,3 % im Vergleich zu 23,6%\Vildtyp-Patienten und 20 % bei den
Kontrollen. Die beschriebene Assoziation ist voalder Wichtigkeit, weil es der erste gene-

102



tische Beweis fur Interaktionen zwischen TLR9 urd®- Mutationen darstellt, welche die
vorher beschriebenen synergistischen Effekte zwisddOD2 und TLR9 erganzt (van Hell
2005). Das Vorkommen des —1237T/C-PolymorphismusTtR9-Gen scheint das Krank-
heitsrisiko auf eine bisher unbekannte Art und Weigsatzlich bei diesen Patienten steigen
zu lassen.

In der initialen Studie war der Prozentsatz an N@MDR&ationen bei Morbus Crohn-Patienten
(45,1%) deutlich hoher als in den jetzt untersuctRepulationen (39,3%). Da NOD2- und
TLR9-Mutationen gehéauft zusammen bei Morbus Crodumiéreten, war somit auch der Pro-
zentsatz der TLR9-Mutationen erhoht. Deshalb koramtesignifikant héherer Anteil an —

1237C-Tragern festgestellt und eine AssoziatioMpubus Crohn beschrieben werden.

4.3 Bedeutung der Ergebnisse aus funktioneller Sicht

Die drei grundlegendsten Faktoren in der Atiolagiel Pathogenese chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen sind die Umwelt, genetische Ppadison und das angeborene Immun-
system. Bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa i&t thukosale Homdosthase aus dem
Gleichgewicht geraten. Eine Beeintrachtigung dedtdréellen Erkennung durch die pattern
recognition receptors kann durch genetische Mutatidbedingt sein (Cho 2007). Die ersten
funktionell relevanten Mutationen, welche mit MCsaziiert worden sind, wurden in dem
pattern recognition receptor NOD2 gefunden. Duradsel Mutationen wird die NkB-
Aktivierung als Antwort auf Kontakt mit bakteriette MDP zur bakteriellen Bekdmpfung
gestort. Auch genetische Variationen anderer Bdgtda des angeborenen Immunsystems
wie z.B. Toll-like Rezeptoren kénnten an der gesudten Suszeptibilitat fur CED beteiligt
sein. Fur den Toll-like Rezeptor 4 sind schon Asstaamen von loss-of-function Mutationen
mit CED und signifikante Interaktionen zwischensdie Varianten und den Morbus Crohn-
assoziierten NOD2-Mutationen beschrieben worderowing 2007, Gazouli 2005, Fran-
chimont 2004, T6rok 2004a).

Das Gen fur TLR9 ist in der Nahe einer Kopplungeredir CED lokalisiert (Duerr 2002,
Hampe 2001a). Die TLR9-Funktion liegt in der Erkeng von bakterieller CpG-DNA, was
eine spezielle Rolle in der Modulation von Darmlktagiten zu haben scheint. Die Gabe von
CpG-DNA verschlimmert eine bereits etablierte Ksjitn TLR9-defekten Mausen zeigt sich
aber nach Induktion einer Kolitis eine signifikamedrigere intestinale Entzindung als in
Wildtyp-Mausen (Obermeier 2002, 2005). Andererseitken im Mausmodell verabreichte
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CpG-DNA-Motive prophylaktisch auf nachfolgend inderze Kolitiden, indem die Schwere
der Erkrankung abgemildert und die Zytokin-vernti&teEntziindung begrenzt wird (Ober-
meier 2003, Rachmilewitz 2002). Dieser protektia@iaflammatorische Effekt probiotischer
Bakterien scheint durch TLR9 vermittelt zu sein ¢Railewitz 2004). TLR9 wird auf3er in
immunologischen Zellen auch in Paneth Zellen exgimDie systemische Gabe von CpG-
DNA-Motiven fuhrt in Mausen zur Degranulation voarfeth Zellen und zur Freisetzung von
antibakteriellen Proteinen (Rumio 2004). Wegen de&len molekularen Bestandteile
(PAMPs) eines mikrobiellen Pathogens sind an ddivAkung des angeborenen Immunsys-
tems viele PRRs Uber komplexe Interaktionen urareler beteiligt. Van Heel und seine
Mitarbeiter konnten zeigen, dass die NOD2-Stimalatiormalerweise die Immunantwort auf
CpG-DNA erhoht. Dieser synergistische Effekt zwestiNOD2 und TLR9 geht in Patienten
mit zwei mutierten NOD2-Allelen verloren (van He05b). AulRerdem wird neben TLR9
auch NOD2 nahe der sekretorischen Granula im ielitdaren Kompartiment der Paneth
Zellen exprimiert (Rumio 2004, Lala 2003). Das tassmuten, dass zwei Signalwege Uber
NOD2 und TLR9 zur effizienten bakteriellen Bekampgum Darm notwendig sind. Damit
ist TLR9 sowohl genetisch als auch funktionell Endidatengen fir Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa geeignet. Im Gegensatz zu dekaadsisoziierten Varianten von NOD2 ist
eine funktionelle Relevanz fur TLR9-Polymorphismasher nicht bekannt. Die hier unter-
suchten Polymorphismen wurden fir die Analyse auéb#, weil sie die vier haufigsten
TLR9-Haplotypen in Kaukasiern unterscheiden konfi@zarus 2003). Initial wurde in einer
ersten Untersuchung eine signifikante Assoziationischen Morbus Crohn und dem -
1237T/C-Promotorpolymorphismus gefunden (T6rok 2)00m diese Assoziation zu Uber-
prifen, wurden zwei weitere von einander unabh@nBigpulationen untersucht und auf spe-
zifische Assoziationen mit einem Krankheitstyp uyehetische Interaktionen mit NOD2-
Mutationen getestet.

Es konnte gezeigt werden, dass der -1237T/C-Polyhm&mus mit Morbus Crohn bei Patien-
ten assoziiert ist, die auch Risiko-assoziierteidrdaen in NOD2 tragen. Die Frequenz der -
1237C-Trager (Genotypen -1237TC und -1237CC sumijmer um 10 % bei Patienten mit
wenigstens einer Morbus Crohn-assoziierten VariameNOD2 erhéht im Vergleich zu
Wildtyp-NOD2-Patienten und Kontrollen. Dieser Effekar dosis-abhangig, d.h. das Krank-
heitsrisiko stieg bei Patienten mit zwei mutiertdd@D2-Allelen (homozygot und compound
heterozygot) in Verbindung mit dem -1237C-Allel veeian. Bei diesen Patienten war die -
1237C-Tragerfrequenz 44,3% im Vergleich zu 23,6%Vildtyp-Patienten und 20 % bei den

Kontrollen. Dies scheint der erste genetische Bewi@i Interaktionen zwischen TLR9 und
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NOD2-Mutationen zu liefern, welche die vorher begdbenen synergistischen Effekte einer
NOD2 und TLR9-Stimulation ergdnzen (van Hell 2005).

Fur den 2848A/G-Polymorphismus ist eine Assoziatlea 2848 AA-Genotyps in TLR9 mit
einer erhéhten Genexpression und héheren Frequemantrazellularer IgM+ B-Zellen ge-
folgt von CpG-Stimulation beschrieben (Kikuchi 2D0Bieser Polymorphismus war in unse-
rer Population nicht mit chronisch entzindlichenrberkrankungen assoziiert.

Die Lokalisation des -1237T/C-Polymorphismus in Beomotorregion des Gens impliziert
maogliche Effekte auf die Genregulierung und -expiees Eine erste Studie Uber die TLR9-
MRNA-Expression in intestinalen Epithelzellen beianisch entzindlichen Darmerkrankun-
gen zeigte gleiche Expressionslevel in Kolonmulsmsaohl bei Kontrollen (n=6) als auch bei
Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohnl@~Pedersen 2005). Eine Stratifizierung
der Individuen in Bezug auf den TLR9-Genotyp wunitght durchgefihrt. In der hier durch-
gefuhrten Untersuchung war unabhangig von der Disgmlie Expression von TLR9-mRNA
im terminalen lleum dreimal héher als im rechten linken Kolon. Nach Aufteilung in die
Krankheitstypen war bei Morbus Crohn-Patienten iengieich zu den gesunden Kontrollper-
sonen in allen Darmabschnitten unter entzindunigsfrBedingungen, v.a. im terminalen
lleum, die TLR9-Expression signifikant niedrigeraMorbus Crohn hauptsachlich im termi-
nalen lleum lokalisiert ist, lasst dies eine Begeihg von TLR9 in der Pathogenese vermuten.
Im Vergleich von entziindeter zu nicht-entziindeteilkbba bei CED-Patienten liel3 sich kein
signifikanter Unterschied nachweisen. Nach Stméfung in Abhangigkeit vom TLR9- und
NOD2-Genotyp wurden keine signifikanten Unterschigdfunden.

Insgesamt scheint der -1237T/C-Polymorphismus inR94Gen das Krankheitsrisiko von
Morbus Crohn bei Individuen mit mutiertem NOD2 zuz$éh steigen zu lassen. Diese Be-
obachtung unterstitzt die Hypothese eines gest@ress-talk zwischen verschiedenen Re-
zeptoren des angeborenen Immunsystems als ein@tigeic Schritt in der Pathogenese der

Erkrankungen.
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5. Zusammenfassung

Unter dem Begriff chronisch entziindliche Darmerkrargen werden die zwei Krankheits-
bilder Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zusamméasgt. Kennzeichnend fur beide Krank-
heiten ist eine chronisch unkontrollierte Entzirglwer intestinalen Mukosa unterschiedli-
cher Auspragung und Manifestation. In der Atiologied Pathogenese dieser Erkrankungen
spielen drei Komponenten eine wichtige Rolle: gecae Pradisposition, die Umwelt und
das mukosale Immunsystem. Bei den chronisch enliztied Darmerkrankungen liegt die
mukosale Homoosthase im Ungleichgewicht. Die Erkegnvon bakteriellen Bestandteilen
durch Rezeptoren des angeborenen Immunsystemsglicirerweise gestort. Ein wichtiger
Beweis dafiur ist die bekannte Assoziation von Maten des NOD2-Gens mit Morbus
Crohn. Auch Toll-like-Rezeptoren spielen eine zaletiRolle im angeborenen Immunsystem
und sind somit potentielle Kandidaten in der Patim@ge chronisch entziindlicher Darmer-
krankungen.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob TldRfch genetische Assoziation genauso in
der Entstehung dieser Erkrankungen eine Rolle tspalfir wurden zwei Polymorphismen
im TLR9-Gen hinsichtlich einer Assoziation zu eindPhanotyp, auf Interaktionen mit
NOD2-Mutationen und Expressionsunterschiede der9FhfRNA in verschiedenen Darmab-
schnitten hin untersucht.

Insgesamt wurden 606 Patienten mit Morbus Crohf, Batienten mit Colitis ulcerosa und
792 gesunde Kontrollindividuen auf PolymorphisnienTLR9-Gen getestet. Das Gen fur
TLR9 ist in der Nahe eines SuszeptibilitatslocusMiarbus Crohn und Colitis ulcerosa loka-
lisiert und fur die Erkennung von bakteriellen CPEA-Motiven verantwortlich. Funktionel-
le Studien haben gezeigt, dass eine NOD2-Stimulatammalerweise die Immunantwort auf
CpG DNA erhoht. Dieser synergistische Effekt zwestiNOD2 und TLR9 geht in Patienten
mit doppelter NOD2-Mutation verloren (van Heel 2BD5Auch die Koexpression von TLR9
(Rumio 2004) und NOD2 (Lala 2003) eng zu den Sekmsgranula im intrazellularen Kom-
partiment der Paneth Zellen lasst annehmen, dgssiSitiber NOD2 und TLR9 fir effiziente
bakterielle Bekampfung im Darm notwendig sind. Zamen wurde der Promotorpolymor-
phismus —1237T/C und zum anderen der 2848A/G-Pafyniemus untersucht. Im Gegen-
satz zur Initialstudie (T6rok 2003b) konnte im Eatles —1237T/C-Polymorphismus keine
signifikante Erh6hung der Haufigkeit der C-Variattei Morbus Crohn-Patienten im Ver-

gleich zur Kontrollpopulation nachgewiesen werden.
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Es zeigten sich hier jedoch signifikante Interak#io zwischen dem Promoterpolymorphis-
mus und NOD2-Mutationen bei Patienten mit Morbushr Die Zahl der Individuen mit
mindestens einer Morbus Crohn-assoziierten Variamie NOD2 und gleichzeitig der -
1237C-Variante (Genotypen -1237TC und -1237CC) ima¥ergleich zu Wildtyp-Patienten
und Kontrollpersonen um 10% erhoht. Das Morbus @+RBIsiko stieg bei Anwesenheit der -
1237C-Variante bei Patienten mit doppelter MutaiiomNOD2-Gen (homozygot und com-
pound heterozygot) noch weiter an. Unter dieserefan war die -1237C-Tragerfrequenz
44,3 % im Vergleich zu 23,6 % in Wildtyp-Patienteamd 20% bei den Kontrollen. Diese beo-
bachtete Assoziation ist ein weiterer Beweis fiiedaktionen zwischen TLR9 und NOD2-
Mutationen, welcher die vorher beschriebenen systsghen Effekte zwischen NOD2 und
TLR9 erganzt (van Hell 2005).

In der TLR9-mRNA-Expressionsanalyse zeigte sicte @lreifach hohere Expression im ter-
minalen lleum als im rechten und linken Kolon. B&brbus Crohn-Patienten war diese in
allen Darmabschnitten, aber v.a. im terminalennfiesignifikant niedriger als bei den Kon-
trollpersonen (p=0,016 term. lleum, p=0,037 recktelon, p=0,020 linkes Kolon). Da Mor-
bus Crohn hauptséachlich das terminale lleum bef@lgt auch hier der Verdacht nahe, dass
TLR9 an der Entstehung von Morbus Crohn beteitigt i

Fur den 2848A/G-Polymorphismus wurde keine sigaiftie Assoziation mit einem der zwei
Krankheitsbilder gefunden. Somit scheint diesey®okphismus keine Rolle in der Pathoge-
nese chronisch entzindlicher Darmerkrankungen alesp

Die hier beschriebenen genetischen Interaktioneischen dem -1237T/C-Polymorphismus
und den NOD2-Varianten mit einem signifikant er@hMorbus Crohn-Risiko bei Tragern
beider Varianten sind ein weiterer Beweis fir efmle von TLR9 in der Entstehung von
Morbus Crohn. Weitere Untersuchungen verschiedsoleher Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems werden notwendig sein, um diese Keitdilder noch besser verstehen und

behandeln zu kénnen.
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