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1. Einleitung 3

1. EINLEITUNG

1.1. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

1.1.1. Definition

Als chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) (engl.: inflammatory bowel disease,
IBD) bezeichnet man schubweise auftretende, chronische Entziindungen des Darms. Die
beiden am héufigsten auftretenden Krankheitsbilder sind der Morbus Crohn (M. Crohn) und
die Colitis ulcerosa.

Die Krankheit M. Crohn wurde erstmals 1932 von ihrem Namensgeber, dem
Gastroenterologen Dr. Burrill Bernard Crohn (1884-1983) beschrieben (Crohn et al., 1932).
Weitere Bezeichnungen der Erkrankung sind: Crohn-Krankheit, Ileitis regionalis/terminalis,
Enteritis regionalis Crohn oder Ileocolitis regionalis/terminalis. Beim M. Crohn handelt es
sich um eine multifaktorielle, alle Wandschichten betreffende granulomatdse Entziindung, die
den gesamten Magen-Darm-Trakt von der Mundhohle bis zum After betreffen kann;
bevorzugt befallen sind jedoch meist die terminalen Ileumabschnitte.

Die Colitis ulcerosa (syn. ulcerative Colitis) zeichnet sich durch einen entziindlichen Befall
des Rektums und des Dickdarms aus. Dieses Krankheitsbild wurde erstmals 1859 von Sir S.
Wilks beschrieben (Wilks, 1859). Entgegen dem M. Crohn betrifft die Erkrankung nicht alle
Darmwandschichten, sondern ist auf die Mukosa beschrinkt. Die Entziindung der

Darmschleimhaut dehnt sich vom Rektum ausgehend kontinuierlich nach proximal aus.

1.1.2. Inzidenz und Privalenz

Die Inzidenz des M. Crohn liegt in den westlichen Industriestaaten bei etwa 3-5 auf 100.000

Einwohnern; bei der Colitis ulcerosa liegt sie bei etwa 2-5 auf 100.000 Einwohnern (Jacobsen
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et al., 2006). Die Priavalenz wird beim M. Crohn auf etwa 30-55 pro 100.000 Einwohnern
geschitzt und bei der Colitis ulcerosa auf etwa 25-50 pro 100.000 Einwohnern. Bei beiden
Erkrankungen sind Frauen und Ménner gleichermallen betroffen. Beim M. Crohn erkranken
jedoch vor allem junge Erwachsene zwischen dem 16. und 35. Lebensjahr, sowie wieder
dltere Menschen ab dem 60. Lebensjahr (Baumgart et al., 2007). Bei der Inzidenz und
Priavalenz sind jedoch auch geographische sowie ethnische Variationen zu beobachten.
Demnach erkranken die Bewohner der Nordhalbkugel hdufiger als die Bewohner der
stidlichen Hemisphdre und Menschen mit europdischer oder afroamerikanischer Herkunft
hiufiger als Asiaten oder hispanisch-stimmige Bevolkerungsschichten (Baumgart et al.,

2007).

1.1.3. Klinik und Krankheitsverlauf

M. Crohn gehort zusammen mit der Colitis ulcerosa zu den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen mit schubweisem Verlauf. Histologisch zeigen sich beim M. Crohn
mehrkernige Riesenzellen, Epitheloidzellgranulome und aphtenidhnliche Geschwiire der
Schleimhaut mit Fissuren und Fistelbildung (Yantiss et al., 2006). Die Leitsymptome des M.
Crohn sind rezidivierend auftretende Diarrhoen (meist ohne Blutbeimengung),
Bauchschmerzen (bei Mitbeteiligung des terminalen Ileums im rechten Unterbauch
lokalisiert), Fieber, Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, Andmie, selten auch ein Befall der
Mundschleimhaut, sowie bei Kindern oft als Erstsymptom eine Wachstumsretardierung
(Mekhijan et al., 1979; Russel et al.,, 2004). Im Gegensatz zur Colitis ulcerosa sind die
entziindlichen Verdnderungen diskontinuierlich (sog. ,,skip lesions*) und transmural. Hierbei
zeigen sich aphtose Lisionen und fissurale Ulzera eingebettet zwischen ©6dematos

aufgetriebenen Schleimhautinseln (sog. ,,Pflastersteinrelief*).
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Der M. Crohn wird phinotypisch nach der Vienna-Klassifikation (Gasche et al., 2000)
unterteilt, die auf dem Alter zum Zeitpunkt der Diagnose (A), der Lokalisation (L) sowie dem
Verhaltensmuster (B) der Krankheit basiert (sieche Tabelle 1) und in der vorliegenden Arbeit

Verwendung findet.

Alter

Al < 40 Jahre

A2 > 40 Jahre

Lokalisation

L1 terminales Ileum

L2 Kolon

L3 Ileokolon

L4 oberer Gastrointestinaltrakt
Krankheitsverhalten

B1 nicht stenosierend, nicht penetrierend
B2 stenosierend

B3 penetrierend

Tabelle 1: Einteilung des M. Crohn nach der Vienna-Klassifikation

Seit 2006 kann der M. Crohn auch nach der Montreal Klassifikation (Silverberg et al., 2005)
in drei Gruppen unterteilt werden: Al-A3 (Alter), L1-L4 (Lokalisation) und B1-B3p
(Krankheitsverhalten) (siche Tabelle 2).

Neben den typischen Symptomen des Magen-Darm-Traktes kénnen beim M. Crohn auch
extraintestinale Manifestationen auftreten. Am hdufigsten ist dadurch die Haut mit
Veridnderungen in Form von einem Erythema nodosum oder einem Pyoderma gangraenosum
(Farmer et al., 1975) sowie die Gelenke in Form von Arthritiden/Arthralgien oder einer
Sakroileitis betroffen (Wordsworth, 1998, Holden et al., 2003). Aulerdem koénnen das Skelett
(Osteopenie, Osteoporose), das Auge (Iritis, Iridocylitis, Uveitis), der obere
Gastrointestinaltrakt und die Leber/Gallenwege (Steatosis hepatis, primir sklerosierende
Cholangitis) betroffen sein (Petrelli et al., 1982, Rasmussen et al., 1997, Danese et al., 2005).

Die Erkrankung M. Crohn weist zudem mogliche Komplikationen wie Fisteln
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(Perianalfisteln), Stenosen (Ileus), Gallen- und Nierensteinbildung, Fissuren und Abszesse auf
(Schwartz et al., 2002, Russel et al., 2004). Bei Erkrankung im Kindesalter treten Wachstums-
und Gelenkstorungen auf, die zum Minderwuchs fithren konnen. Weitere Komplikationen
kann die, durch den Ileumbefall oder durch eine operative Resektion hervorgerufene,
Malabsorption bewirken. Diese fiihrt vor allem zu einem Vitamin B12-Mangel mit der daraus
entstehenden perniziosen Anidmie (Danese et al., 2005), Harnsduresteinen (Obialo et al.,
1991), Osteoporose (Silvennoinen et al.,, 1995) sowie Gallensdureverlust mit
Gallensteinbildung und chologener Diarrhoe (Hutchinson et al., 1994). Die Stenosen sind
anfangs meist durch eine Einengung des betroffenen Darmsegments wéhrend des
entziindlichen Prozesses bedingt, zu spiteren Zeitpunkten durch fibrésen Umbau und
Strikturen. Im Verlauf der Erkrankung tritt bei ca. 20% - 30% der Patienten ein Ileus infolge
von Stenosen auf (Louis et al., 2001).

Grundsitzlich kann man als Leitsymptome der Colitis ulcerosa rezidivierende Diarrhoen
(blutig, oft mit Schleim) mit schmerzhaften Entleerungen, Tenesmen, Darmblutungen,
Bauchschmerzen/Koliken, Gewichtsverlust, Fieber und Andmien nennen. Innerhalb eines
Jahres konnen 40-70% der Patienten aus der Remission einen erneuten Schub entwickeln.
Auch bei Colitis ulcerosa sind die zuvor genannten extraintestinalen Manifestationen zu
finden. Als mogliche Komplikationen bei der Colitis ulcerosa miissen das kolorektale
Karzinom, das toxische Megakolon und ein therapierefraktdrer Blutverlust genannt werden.
Die Colitis ulcerosa wird nach der Montreal Klassifikation (sieche Tabelle 2) aufgrund der
anatomischen Lokalisation in drei Krankheitssubtypen unterteilt: E1 Proktitis (Rektum,
Ausbreitung distal des Sigmoids), E2 Linksseitenkolitis (Colon descendens, Ausbreitung
distal der linken Kolonflexur) und E3 Pankolitis (gesamtes Kolon, Ausbreitung bis proximal

der linken Kolonflexur).
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M. Crohn

Al < 16 Jahre bei Diagnose
A2 > 17 — 40 Jahre

A3 > 40 Jahre

L1 terminales Ileum

L2 Kolon

L3 Ileokolon

L4 oberer GI-Trakt

B1 nicht strikturierend, nicht penetrierend
B2 strikturierend

B3 intern penetrierend

B3p perianal penetrierend
Colitis ulcerosa

El Proktitis

E2 Linksseitenkolitis

E3 Pankolitis

Tabelle 2: Montreal Klassifikation des M. Crohn und der Colitis ulcerosa (nach: Silverberg et al., 2005)

Die folgende Tabelle 3 zeigt noch einmal die wichtigsten Charakteristika beider

Krankheitsbilder:
M. Crohn Colitis ulcerosa
Lokalisation gesamter Gastrointestinaltrakt | primér Rektum
Ausbreitung diskontinuierlich kontinuierlich
Symptomatik extraintestinale Tenesmen,
Manifestationen, blutig-schleimige Diarrhoe
Diarrhoe (meist ohne Blut)
Rontgen Stenosen, segmentdre Fisteln, | Pseudopolypen,
Pseudopolypen, ,,Gartenschlauch*-Phinomen
,,Pflastersteinrelief* (Haustrenverlust)
Endoskopie Stenosen, Fisteln, scharf Kontaktblutungen,
begrenzte Ulzerationen diffuse Ulzerationen
Histologie epitheloidzellige Granulome, oberflichliche Ulzera,
gesamte Darmwand betroffen | Kryptenabszesse,
nur Mukosa und Submukosa
betroffen
Chirurgie rezidiv auch nach Operationen | kurativ
Komplikationen Fisteln, Stenosen, maligne Entartung,
maligne Entartung, Blutungen, Perforationen,
extraintestinale toxisches Megakolon
Komplikationen

Tabelle 3: Charakteristische Merkmale von M. Crohn und Colitis ulcerosa (nach: Reuter P., ,,Springer Lexikon,
Diagnose und Therapie®, Springer 2006)
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1.1.4. Orale Manifestationen der CED

Bevor die Erstdiagnose M. Crohn iiberhaupt gestellt wird, konnen in der Mundhohle schon
initiale Anzeichen der Erkrankung erkennbar werden (Coenen et al., 1988, Caye-Thomasen et
al., 2002). Bei etwa 5-20% (Bork et al., 2008) der M. Crohn Patienten treten orale
Manifestationen in Form von Aphten, Entziindungen der Schleimhaut und
Lippenschwellungen (Cheilitis granulomatosa) auf (siehe Tabelle 4). Hervorzuheben ist hier
die Assoziation der Cheilitis granulomatosa mit dem sog. ,,Melkersson-Rosenthal-Syndrom*.
Das ,Melkersson-Rosenthal-Syndrom* ist eine chronische Erkrankung unklarer Atiologie.
Die klassischen Symptome dieses Leidens sind die Fazialisparese, die Lingua plicata und
schmerzhafte Schwellungen der Gesichts- und Mundschleimhaut (Bork et al., 2008). Oft ist
die Cheilitis granulomatosa das erste Anzeichen des oralen M. Crohn. Deshalb kann und muss

der Zahnarzt in der Fritherkennung dieser Erkrankung eine grof3e Rolle spielen.

e Aphten

e  Cheilitis granulomatosa (,,Melkersson-Rosenthal-Syndrom®)
* Pyostomatitis vegetans

® granulomatdse Stomatitis

¢ Fissuren der Unterlippe

¢ rezidivierende Mundschleimhautabszesse

e Cheilitis angularis

Tabelle 4: orale Manifestationen bei M. Crohn ( nach: Bork et al., 2008)

Die héufigsten intraoralen Erscheinungsbilder (siehe Abbildungen 1 bis 6) bei M. Crohn sind
schmerzhafte Schleimhautldsionen mit zentralen Ulzerationen, Lippenschwellungen und
hyperplastischer Gingivitis (Harty et al., 2005) sowie aphtose Lasionen, die sich meist nicht

von rezidivierenden Aphten unterscheiden lassen. Weitere Studien belegen, dass Patienten,
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die an M. Crohn leiden, hiufiger an einer schweren Parodontitis (Erkrankung des
Zahnhalteapparates) mit ausgeprédgten Entziindungszeichen erkranken konnen (Lamster et al.,
1977, Engel et al., 1988). Patienten mit einer oralen Manifestation der M. Crohn Erkrankung
scheinen einen schwereren Krankheitsverlauf zu durchleben als Patienten ohne erkennbare
Anzeichen in der Mundhohle (Pittock et al., 2001, Ojha et al., 2007). Fiihrt man bei den
intraoral auftretenden Lisionen eine Probeexzision durch, so lassen sich in den meisten Fillen
die typischen histologischen Merkmale eines M. Crohn wie Ulzerationen der Schleimhaut,
nicht verkdsende Granulome mit Riesenzellen, Epitheloidgranulome, perilymphatische
lymphozellulire Infiltration und Lymphddeme der oberen Hautschichten nachweisen (Alawi,
2005). Das fiir den M. Crohn so typische Phinomen des ,Pflastersteinreliefs® ldsst sich
zeitweise auch intraoral in Form einer unregelmiBigen, weich-knotig imponierenden
(,,cobblestone-like“) Verdickung der Wangenschleimhaut beobachten (Bork et al., 2008). Die
Colitis ulcerosa kann ebenfalls von schmerzhaften Aphten gekennzeichnet sein, das hiufigere
Begleitsymptom der Colitis ulcerosa ist jedoch die Pyostomatitis vegetans, eine Erkrankung
der Mundschleimhaut mit einer Vielzahl von kleinen Abszessen, die erodieren konnen und
Ulzera hinterlassen (Bork et al., 2008). Die Anwendung von lokal schmerzlindernden
Spiilungen wie Subcutin- und Bepanthen-Losungen im Wechsel, sowie die Therapie mit
Mesalazin, Kortikosteroiden, Immunsuppressiva und seit kurzem Anti-Tumor-Nekrose-
Faktor-Alpha Antikorpern kann in kiirzester Zeit zu einem vollstindigen Riickgang der

Symptome fithren (Huthofer et al., 2006, Ruocco et al., 2007).
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Abbildung 1 und 2: M. Crohn.
Leukoplakisch-erosive Verianderungen der Gingiva;
schmierig belegte, granulomatse Ulzeration der rechten Zungenseite (aus: Bork, Burgdorf, Hoede, 2008)

Abbildung 3 und 4: Melkersson-Rosenthal-Syndrom.
Cheilitis granulomatosa der Unterlippe;
Cheilitis granulomatosa. Schwellung beider Lippen (aus: Bork, Burgdorf, Hoede, 2008)

e
i‘y' {

Abbildung 5 und 6: Cheilitis granulomatosa.

Ekzematisierte Form;

Cheilitis granulomatosa als Initialsymptom eines M. Crohn bei einem 10-jdhrigen Jungen. Ein Jahr
spater Entwicklung der Darmsymptomatik (aus: Bork, Burgdorf, Hoede, 2008)
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1.1.5. Atiologie und Pathogenese der CED

Die genaue Atiologie und Pathogenese des M. Crohn ist noch unklar. Man geht jedoch davon
aus, dass die Erkrankung im Wesentlichen auf dem Zusammenspiel dreier Hauptfaktoren
basiert (siche Abbildung 7): der genetischen Pridisposition und der intestinalen Mikroflora
mit einer Dysregulation des Immunsystems als endogene Faktoren sowie dem Einfluss von

Umweltfaktoren als exogene Komponente (Fiocchi, 1998, Shanahan, 2002, Podolsky, 2002).

CED

Abbildung 7: Vereinfachtes Modell zur multifaktoriellen Entstehung der CED.

Einer der entscheidenden Punkte der Pathogenese der CED liegt in der Immunologie der
Darmmukosa. Bei der Abwehr von viralen, bakteriellen und parasitiren Erregern spielt das
darmassoziierte Immunsystem eine entscheidende Rolle (Durst et al., 1998). In Tierversuchen
konnte nachgewiesen werden, dass die intestinale Darmflora eine wichtige Voraussetzung fiir
die Entstehung einer Kolitis ist (Sellon et al., 1998). Physiologischerweise befindet sich die

Darmmukosa hierbei in einer stindigen, aber kontrollierten Entziindung, wobei ein
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Gleichgewicht zwischen entziindlichen und antientziindlichen Mechanismen aufrechterhalten
wird (Shanahan, 2002). Die Unterscheidung der pathologischen Antigene von der
physiologischen Darmflora ist dabei entscheidend. Ein immunologisches Fehlverhalten
(immunpathogene Autoantikdrper gegen organspezifische zelluldre Antigene) scheint zu einer
lokalen Gewebezerstorung zu fiithren, bei der eine zellvermittelte Immunitit mit einer
erhohten Produktion des Tumor-Nekrose-Faktors-oo (TNF-o) mitursidchlich ist (Ottiviani et
al., 2003). Bei der Erkennung pathogener Keime spielen zwei Rezeptorengruppen eine Rolle:
die Membran-gebundenen ,,toll-like receptors® (TLR) und die zytosolischen NOD-Proteine
(,,Nucleotid binding oligomerization domain®). Beide zusammen werden als ,pattern
recognition receptors® (PRR) bezeichnet (,,Antigen erkennende Rezeptoren®). Die
membrangebundenen TLRs besetzen mit Geburt eine Schliisselposition in der Abwehr von
pathogenen Antigenen. Sie sind auch entscheidend an der Aufrechterhaltung einer intakten
epithelialen Barriere beteiligt (Cario, 2005). Interessanterweise wurde bei Patienten mit CED
eine erhohte Expression proentziindlicher TLRs (v. a. TLR4) festgestellt (Cario et al., 2000).
Auch eine erhohte Produktion der zytosolischen NOD-Proteine wurde mit einer gesteigerten
Entziindungsantwort bei CED-Patienten in Verbindung gebracht (Cario, 2005). Mit Hilfe
dieser Rezeptoren werden bakterielle Antigene auf Darmepithelzellen, Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen den T-Lymphozyten présentiert. Dies fiihrt zu einer
Proliferation und Differenzierung naiver T-Lymphozyten in proinflammatorische oder
antiinflammatorische T-Zellen (Iwasaki et al., 2004) und zu einer Stimulation der
Zytokinproduktion (siche Abbildung 8). Bei CED-Patienten jedoch liegt nach derzeitigem
Wissensstand  eine Storung dieser Kaskade vor. Physiologische Antigene werden als

pathogen erkannt, was zu einer erhohten Proliferation der naiven T-Zellen zu
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proinflammatorischen T-Helfer-Zellen vom Typ I (Thl) und zum Typ II (Th2) fiihrt

(Podolsky, 2002).

Naive Activated
cD4a " cell T cell

Abbildung 8: Darstellung der T-Zell-Differenzierung.

Thymozyten proliferieren in antiinflammatorische, regulatorische ~ T-Zellen (iTreg) und
proinflammatorische T-Helfer-Zellen (Thl, Th2 und Thl17), die aus naiven CD4 positiven (CD4+) T-Zellen
entstehen. Zytokine, welche die Entstehung von Thl-, Th2-, Th17- und iTreg-Zellen beeinflussen, sind rot
markiert. Die wirkungsreichsten Zytokine dieser vier Zellinien sind blau markiert. Zytokine, welche die
Entwicklung der Th17-Zellen verhindern, sind schwarz markiert (nach: Brand, 2008).

Zudem scheint der vor wenigen Jahren neu entdeckte Typ 17 der T-Helfer-Zellen (Th17) eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung der CED sowie weiterer chronischer
Autoimmunerkrankungen (z. B. der Multiplen Sklerose) zu spielen (Iwakura et al., 2006). Die
durch IL-1p, IL-6, TGF-f und IL-23 ausgeloste Differenzierung der naiven T-Zellen in Th17-
Zellen unterscheidet sich von der Differenzierung in Th1l und Th2 (Steinman, 2007). Durch
das  Ungleichgewicht  zwischen @ den  T-Helfer-Zellen @ und  regulatorischen,
antiinflammatorischen Zellen kommt es zu einer unkontrollierten Immunantwort, die erneut
die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren fordert, woraus eine chronische

Entziindungsreaktion resultiert, die die Mukosa schédigt (siehe Abbildung 9).
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IL1f, IL6, IL23 IL6, IL23
i é.
IL12
‘_.-—'"—/ l

IL10
TGFp

TMNFz
IFNy

Proinflammatory cytokines Antiinflammatory cytokines

Abbildung 9: Das Ungleichgewicht von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen bei M. Crohn.

Bei Patienten mit M. Crohn iiberwiegen die proinflammatorischen T-Helfer (Th) 17 und Thl Zytokine
gegeniiber den antiiflammatorischen Zytokinen, die von regulierenden T-Zellen (Treg) sezerniert werden. Von
Antigen-prisentierenden Zellen (APC) sezernierte Zytokine 16sen nach dem Kontakt mit Bakterien entweder die
Differenzierung in Th17 oder Thl aus oder haben einen direkten proinflammatorischen Effekt (z. B. iiber die
Sekretion von Tumor Nekrose Faktor oo (TNFa)). Neue Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Interleukin (IL) 23
die regulative T-Zell Aktivitit verhindert und intestinale Entziindung hervorruft (nach: Brand, 2008).

Der Rolle der Umweltfaktoren bei der Pathogenese von CED muss aus mehreren Griinden
Beachtung geschenkt werden. Zum einen konnte gezeigt werden, dass ein erhohter
Nikotinkonsum (Rubin et al., 2000) sowie eine Storung der mikrobiellen Flora durch den
weltweit vermehrt auftretenden ,,modernen® westlichen Lebensstil mit verbesserten
hygienischen Bedingungen (Hugot et al., 2003) zu einer erhdhten Anfiélligkeit fiir CED fiihren
kann. Hier gilt die Hypothese einer globalen Antigenexposition infolge hygienisch
unzureichender Bedingungen als wichtige Trainingsfunktion des Immunsystems. Zum
anderen konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer frithen Appendektomie ein erhShtes
Risiko fiir das Auftreten von M. Crohn zeigen (Kaplan et al., 2008), gleichzeitig aber die
Inzidenz von Colitis ulcerosa bei einer frithen Appendektomie sinkt (Koutroubakis et al.,
2002). Die Theorie, dass CED durch atypische mykobakterielle Infektionen (Mycobacterium

avium paratuberculosis) und Virusinfektionen (z. B. Masernvirus) verursacht werden
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konnten, konnte bisher nicht bestitigt werden (Loftus, 2004, Lakatos et al., 2007). Auflerdem
werden Zusammenhinge mit einer spezifischen Erndhrung (Didt), oralen Kontrazeptiva,
Stillen, nichtsteroidalen antiinflammatorischen Medikamenten sowie der Psychosomatik mit
emotionaler Belastung (Stress) als Ausloser der Krankheit vermutet (Loftus, 2004, Baumgart

et al., 2007).

1.2. Genetische Grundlagen der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Fiir die genetische Pridisposition sprechen ein familiar gehduftes Auftreten von CED, ein
vermehrtes Vorkommen bei monozygoten Zwillingen (Tysk et al., 1988, Orholm et al., 2000)
sowie eine erhohte Inzidenzrate in bestimmten Bevolkerungsgruppen (z.B. Ashkenazi-Juden)
(Kurata et al., 1992).

In den letzten Jahren wurden sogenannte Suszeptibilititsgene analysiert (Hugot et al., 2001,
Ogura et al., 2001b), die entscheidend zu dem Verstindnis der Pathogenese der CED
beigetragen haben. Hierzu gehoren Gene, die eine aktive Rolle in der Erkennung bakterieller
Antigene und der Regulation des Immunsystems spielen, die an Zell-Zell-Interaktionen
beteiligt sind und die fiir die Integritét der epithelialen Barriere verantwortlich sind (Russel et
al., 2004). Durch Uberpriifung verschiedener Auffilligkeiten der DNA, die bei CED-
Patienten gehduft vorkamen, konnten bestimmte Genorte innerhalb eines Chromosoms
ausfindig gemacht werden, die ursdchlich fiir CED zu sein scheinen. Man bezeichnete diese
auffilligen DNA-Loci als sogenannte ,,inflammatory bowel disease* (IBD)-Suszeptibilitéts-
Loci, nummeriert von IBD1-IBD9 (Newman et al., 2005b, Vermeire, 2005, Baumgart et al.,

2007) (siehe Tabelle 5).
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CED- Region des assoziierte Literatur
Suszeptibilitits- Chromosoms Erkrankung

Region

(IBD-Loci)

IBD-1 16q12 M. Crohn Hugot et al., 1996
IBD-2 12q14 Colitis ulcerosa Satsangi et al., 1996
IBD-3 6p CED Hampe et al. 1999
IBD-4 14q11-12 M. Crohn Ma et al., 1999
IBD-5 5q31-33 M. Crohn Maet al., 1999
IBD-6 19p13 CED Rioux et al., 2000
IBD-7 1p36 CED Cho et al., 1998
IBD-8 16q13 M. Crohn Satsangi et al., 1996
IBD-9 3p26 CED Satsangi et al., 1996

Tabelle 5: Lokalisation der neun Hauptloci, die mit CED assoziiert werden (nach: Baumgart et al., 2007)

Mehrere Studien konnten in den letzten Jahren bestitigen, dass der IBDI1-Locus auf dem
Chromosom 16 liegend eine erhohte Pradisposition fiir einen M. Crohn hervorrufen kann
(Hugot et al., 1996, Ohmen et al., 1996, Curran et al., 1998, Cho et al., 1998). Diese Region
wurde genauer untersucht und im Vergleich mit der DNA-Sequenz kiinstlich verdnderter

Chromosomen von Bakterien konnte das NOD2/CARD 15-Gen identifiziert werden.

1.2.1. Das NOD2/CARDI15-Gen in der Pathogenese des M. Crohn

Die Erstbeschreibung des NOD2/CARDI15-Gens als Crohn-assoziiertes Suszeptibilitdtsgen
erfolgte 2001 durch die zwei Arbeitsgruppen um Hugot und Ogura (Hugot et al., 2001, Ogura
et al.,, 2001). Man bezeichnete das Gen zunichst als ,,nucleotid binding oligomerization
domain* (NOD) 2-Gen und benannte es spiter in ,,caspase activating recruitment domain®

(CARD) 15 um. Die derzeitige Nomenklatur spricht daher vom NOD2/CARD15-Gen. Das
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von NOD2/CARD15 kodierte NOD2- Protein besteht aus 1040 Aminoséduren und verfiigt iiber
zwei N-terminale CARD-Doménen. Zentral liegt die NOD-Doméne und C-terminal die LRR-

Region, die sich aus 10 leucin-reichen Wiederholungen zusammensetzt (sieche Abbildung 10).

NH2 HOOC

Abbildung 10: Struktur des NOD2/CARD15-Proteins.
CARD: caspase-activating and recruitment domain; NOD: nucleotid-binding oligomerization Domain; LRRs:
Leucin rich repeats (Graphik: A. Mayregg).

Das NOD2-Protein ist ein cytosolisches Protein, das von Monozyten und Zellen des
Immunsystems exprimiert wird und strukturelle Ahnlichkeit mit Proteinen, die die Apoptose
regulieren, wie z. B. Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor 1), CED 4 (cell-death-4)
sowie mit Resistenzgenen auf Pflanzen (Inohara et al., 1999) aufweist. Drei Hauptmutationen
in diesem 12 Exon umfassenden Gen konnten mit einem M. Crohn in Verbindung gebracht
werden (¢.2104C>T (p.R702W) in Exon 4, ¢.2722G>C (p.G908R) in Exon 8 und ¢.3020insC
(p-1007fs) in Exon 11) (Hugot et al., 2001). Zudem konnten von unserer Arbeitsgruppe
mehrere neue CED-assoziierte NOD2/CARDI5-Varianten identifiziert werden (siche
Abbildung 11). Die Mutationen fithren zu einer verdnderten Ausprigung des Proteins. Eine
defekte Erkennung bakterieller Bestandteile sowie eine vermehrte Produktion
proinflammatorischer Zytokine sind die Folge (Baumgart et al., 2007). Ist nur ein Allel von
einer Mutation betroffen (heterozygote Auspriagung), so kann das Risiko an M. Crohn zu

erkranken um ein dreifaches ansteigen (Podolsky, 2002). Sollte eine Mutation sogar beide
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Allele betreffen, der Patient also ein homozygoter Tréger sein, so steigt das Risiko bis um das
30-40 fache an (Podolsky, 2002).

Phénotypisch konnte gezeigt werden, dass Varianten im NOD2/CARD15-Gen mit einem
friiheren Krankheitsbeginn sowie stirker ausgeprigten Komplikationen wie Stenosen oder
Fisteln verbunden sind (Hampe et al., 2001b, Akolkar et al., 2001b, Lesage et al., 2002,
Cuthbert et al., 2002, Ahmad et al.,, 2002, Newman et al., 2004, Seiderer et al. 2006).
Besonders Patienten, die fiir die Insertionsmutation p.1007fs homozygot sind, konnten als
Hochrisikopatienten fiir M. Crohn eingestuft werden (Seiderer et al., 2006). Diese Patienten
zeigten signifikant haufiger einen sehr frilhen Krankheitsbeginn sowie einen stenosierenden
Krankheitsverlauf mit wiederholten Operationen und die Ausbildung entero-enteralen Fisteln

(Seiderer et al., 20006).

CARD15 protein CARD15 gene

Abbildung 11: Darstellung der acht neuen
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1.2.2. Weitere Suszeptibilititsgene bei CED

Seit der Erstbeschreibung des NOD2/CARD15-Gens konnten durch die Identifikation weiterer
Suszeptibilitidtsgene neue Erkenntnisse hinsichtlich der zugrunde liegenden pathogenetischen
Prozesse bei CED gewonnen werden. So wurden insbesondere bei M. Crohn Genvarianten
identifiziert, die in Bezug auf die Erkennung und Prozessierung bakterieller Strukturen eine
grofle Rolle spielen oder wichtig fiir den Prozess der Autophagozytose sind. Gleichzeitig
scheinen auch Genvarianten, die an der Regulation der proinflammatorischen Immunantwort
durch Interleukin-23 und Interleukin-17 beteiligt sind, von Bedeutung bei der intestinalen

Entziindung bei CED zu sein (Duerr et al., 2006, Mathew et al., 2007) (sieche Abbildung 12).

Regulation of I3 pathway Autophagy Innate immune response
{Controls intracellular bacrerta) (Bacterial sensor)

Autophagniome

i+¢ barteria LI, 118

L3R ATGIGLT  Gene!  Cene desert- 1BDS Gena! NODZ

® [} @ (1] IRGM NKX2-3

o o o FHOXE @90 TNESHD @ NELLT (o] FTERZ
0 e

5] o] 0 80 e eoe o 9
e e
I L1 4 5 & 7 8

Abbildung 12: Aktuelle Ubersicht iiber Suszeptibilititsgene und funktionelle Mechanismen in der
Pathogenese des M. Crohn. Das Diagramm zeigt die chromosomale Lokalisation der derzeit bekannten und
durch aktuelle Genom-weite Studien identifizierten Genvarianten bei Patienten mit M. Crohn. Basierend auf der
Identifikation dieser Gene ergeben sich neue Einblicke in die pathogenetischen Grundlagen, die sich-wie in
dieser Graphik gezeigt-in die Bereiche Innate Immune response (Erkennung bakterieller Antigene durch das
angeborene Immunsystem), Autophagie (Kontrolle intrazellulirer Bakterien) und proinflammatorische
Immunreaktion durch Aktivierung des IL-23/IL-17-Systems unterteilen lassen. Die Anzahl der violetten Punkte
gibt die bislang bekannte Assoziationsstidrke des identifitierten Genlokus an; die maximale Assoziationsstéirke
(Genlokus wurde durch unabhingige Arbeitsgruppen repliziert) ist durch drei Punkte wiedergegeben. ATGI6LI,
ATGI16 autophagy-related 16-like 1; IBDS, inflammatory bowel disease 5; IL23R, interleukin 23 receptor;
IRGM, immunity-related GTPase family M; NELLI, NEL-like 1; NKX2-3, NK2 transcription factor related locus
3; NOD2, nucleotide-binding oligomerization-domain-containing 2; PHOX2B, paired-like homebox 2B; PTPN?2,
protein tyrosine phosphatase non-receptor type 2; TNFSF15, tumor necrosis factor (ligand) superfamily member
15 (Abbildung aus: Mathew CG. New links to the pathogenesis of Crohn’s disease provided by genome-wide
association scans. Nature Review Genetics 2007).
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Insbesondere durch die Entdeckung der IRGM- und ATG16L1-Gene und deren Rolle bei der
Autophagie konnte ein neuer Ansatz in der Atiologie des M. Crohn im angeborenen
Immunsystem gestellt werden (Hampe et al., 2007). Das IRGM (,,Jmmunity-related GTPase
family, M*)-Gen, das sich auf dem Chromosom 5q33.1 befindet, kodiert fiir ein Protein, das
eine wichtige Rolle bei der Autophagie spielt, einem Prozess, bei dem korpereigene
Zellbestandteile, aber auch fremde Viren und Bakterien umhiillt und zerstort werden. SNPs
(SNP; ,,single nucleotid polymorphism*) im /RGM-Gen sind mit einem erhohten Risiko fiir
M. Crohn assoziiert (Massey et al., 2007, Parkes et al., 2007). Das ATGI6LI (,,ATG 16
autophagy related 16-like 1)-Gen ist auf dem Chromosom 2q37.1 lokalisiert, und das von
diesem Gen kodierte Protein ist ebenfalls entscheidend fiir den Prozess der Autophagie.
Mutationen dieses Gens konnten eine erhohte Assoziation zu M. Crohn nachgewiesen werden
(Cummings et al., 2007, Prescott et al., 2007). Vor allem die Mutation des einzelnen
Nukleotids rs2241880 (T300A) scheint bei westlichen, europdischen Bevolkerungen eine
grofle Rolle zu spielen (Prescott et al., 2007, Roberts et al., 2007, Glas et al., 2008, Zhang et
al., 2008). Eine Epistasis mit anderen Suszeptibilititsgenen des M. Crohn (NOD2/CARDI5,
IL23R) konnte nicht nachgewiesen werden (Glas et al., 2008). Im Jahr 2006 wurde die
IL23/Th17-Achse zum ersten Mal mit der Pathogenese des M. Crohn in Verbindung gebracht
(Duerr et al., 2006). Das Interleukin 23-Rezeptor (IL23R)-Gen sitzt auf dem Chromosom
1p31 und kodiert fiir das Protein des IL.23-Rezeptors. Dieses Protein ist in der Zellmembran
verschiedener Zellen des Immunsystems (Monozyten, Killerzellen, T-Zellen) verankert und
interagiert mit dem Protein Interleukin-23. Zusammen nehmen sie eine wichtige Rolle in der
Entziindungsantwort ein (Zhang et al., 2008). Genetische Varianten des /L23R-Gens erhohen
die Wahrscheinlichkeit, an M. Crohn zu erkranken (Duerr et al., 2006, Glas et al., 2007,

Newman et al., 2009). Der IL23R rs1004819-Polymorphismus zeigt dabei die héchste
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Assoziation zu M. Crohn; im Gegensatz dazu scheint der p.Arg381GIn- Polymorphismus eine
protektive Wirkung auf M. Crohn und sogar Colitis ulcerosa auszuiiben (Glas et al., 2007).
Vor kurzem konnte zudem nachgewiesen werden, dass eine Epistasis zwischen den
Suszeptibilititsgenen NOD2/CARDI5 und IL23R mit Genvarianten im Toll-like Rezeptor 9-

Gen besteht (Torok et al., 2009), was die Suszeptibilitit fiir M. Crohn verdndern kann.

Bacterial recognition

Epithelial transport/barrier E '?SRZEZ
Prostaglandins - SLC22A4/5*
- PTGER4 expression - MUC19*
modulating SNPs in 5p13.1* Wicihe

Defensins |

Prostaglandin

Th17 differentiation
- IL23R*
-IL12B*

- STAT3*

- JAK2*

- CCR6*
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Autophagy
-ATG16L1*

Abbildung 13: Die Hauptgruppen der M. Crohn-Suszeptibilititsgene und ihre Auswirkung auf die Th17-
Zell-Entwicklung. Die Abbildung gibt einen Uberblick inwieweit sich die wichtigsten M. Crohn-Suszeptibilititsgene an
der Entwicklung der Th17-Zellen beteiligen. Die Erkennung bakterieller Bestandteile durch APCs hingt von Rezeptoren wie
NOD2 und TLR4 ab. Bakterielle Bestandteile werden von APCs phagozytiert; ein Prozess, der besonders im terminalen
Ileum auch von der Expression des Chemokin-Rezeptors CX3CR1 abhingig ist, der wiederum mit dem auf Epithelzellen
exprimierten Fraktalkine kommuniziert. Die Phagozytose der Bakterien ist abhingig von den Autophagie-Genen ATGI6LI
und IRGM. ATGI6LI kann ebenso die Interleukin (IL)I1B- und IL-18-Sekretion in APCs beeinflussen. Aktivierte APCs
sezernieren IL-23, IL-6 und IL-1B, welche die Treg-Entstehung verhindern, dennoch aber entscheidend fiir die Th17-Zell-
Entwicklung sind. IL12 hingegen, das ebenso von Antigen-stimulierten APCs sezerniert wird, verstirkt die Entstehung der
Th1-Zellen positiv. Th17-Zellen produzieren Zytokine wie IL-17A und IL-22, die auf der intestinalen Barriere agieren und
die Freisetzung von Defensinen, Muzinen und Prostaglandinen stimulieren. IL-22 moduliert auch die intestinale Barriere-
Funktion. Die Defensin-Sekretion aus Paneth-Zellen wird zusitzlich durch M. Crohn-assoziierte NOD2- und ATGI6LI-
Mutationen moduliert. Auf der anderen Seite wurde B-Defensin 2 nachgewiesen, ein Ligand fiir TLR4 und CCR6 zu sein.
Prostaglandin E2 bindet an seinen Rezeptor PTGER4 und zusammen mit bakteriellen Produkten fordert es die Freisetzung
von IL-23 aus dendritischen Zellen. Durch PTGER4-modulierte Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) sind ebenfalls mit
M. Crohn assoziiert. PTGER4 ist notwendig fiir die Reifung und Migration bestimmter APC-Subpopulationen. SNPs in oder
in der Nihe der Gene MUC19 und ICOSL werden ebenfalls mit einer Suszeptibilitit fiir M. Crohn assoziiert. Auflerdem
kodiert das M. Crohn-Suszeptibilititsgen TNFSF15 fiir TL1A, das ein Tumor-Nekrose-Faktor dhnliches Molekiil ist
(exprimiert von intraepithelialen Lymphozyten), an DR3 bindet und eine starke Co-Stimulation der Th1- und Th17-Zellen
hervorruft. Die Gene mit einem Stern wurden in der Meta-Analyse von Barrett et al. bestdtigt. Das TLR4-Gen (das Gen mit
zwei Sternen) wurde in einer grofien Meta-Analyse als Suszeptibilitdtsgen fiir M. Crohn nachgewiesen (De Jager et al.,
2007). APCs, antigen presenting cell; DR3, death receptor 3; ICOSL, ligand for inducible co-stimulating molecule; PTGER4,
prostaglandin receptor EP4; Th, T helper cell; TL1A; TNF-like molecule 1A; TNFRSF 25, TNF receptor superfamily 25;
Treg, regulatory T cell (nach: Brand, 2008).
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1.2.3. Genetische Faktoren in der Pathogenese der Parodontitis und der oralen

Manifestation des M. Crohn

Die Parodontitis (chronisch entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates) weist einige
klinische Gemeinsamkeiten mit M. Crohn auf. Dazu zédhlen der schubweise Verlauf,
Bakterien bzw. abnorme Immunreaktion auf Bakterien als &dtiologischer Faktor, dhnliche
Mechanismen in der Entziindungsantwort sowie Risikofaktoren wie Rauchen oder Stress
(Brandzaeg, 2001). Da das NOD2/CARDI5-Gen an der intrazelluliren Erkennung von
Bakterien beteiligt ist und die Entziindungsantwort stark beeinflusst, wurde untersucht, ob die
NOD2/CARDI15-Mutationen (v. a. die 3020insC Mutation), die fiir M. Crohn einen
schwereren Krankheitsverlauf bedingen, auch in der Parodontitis eine Rolle spielen konnten.
Die dazu durchgefiihrten Studien belegen jedoch eine nahezu gleichmiBig verteilte Frequenz
der Mutationen bei Patienten mit Parodontitis und bei den Kontrollgruppen (Folwaczny et al.,
2004), so dass die Pathophysiologie der Parodontitis durch eine Mutation des
NOD2/CARD15- Gens wohl nicht beeinflusst wird (Laine et al., 2004, Noack et al., 2006). Da
bei Patienten mit CED auch ein unterschiedliches Auspriagungsmuster bei den sog. Toll-like
Rezeptoren festgestellt werden konnte (Cario et al., 2000) und hier eine weitere genetische
Pridisposition fiir die Erkrankung gesehen wird, wurden hierzu ebenfalls Studien in Bezug
auf die Parodontitis durchgefiihrt. Die meisten TLRs (v. a. TLR2, TLR4, TLRY) werden mit
einer signifikant erhohten Menge im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe exprimiert,
was eine Beteiligung in der Pathogenese der Parodontitis nahelegt (Kajita et al., 2007, Beklen
et al., 2008). Neuere Untersuchungen zeigen einen Zusammenhang der Differenzierung der
naiven T-Zellen (v. a. durch das Interleukin 23) in die kiirzlich entdeckte Th17-Zelle mit der
Pathogenese des M. Crohn. Auch bei der Parodontitis konnte nachgewiesen werden, dass das

Vorhandensein von Th17-Zellen bzw. die durch IL-23 induzierte Th17-Entziindungskaskade
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entscheidend fiir den Krankheitsverlauf sein konnen (Cardoso et al., 2009, Ohyama et al.,
2009). Zudem wurde Interleukin-18, ein proinflammatorisches Zytokin, ebenfalls in
Verbindung gebracht, zusammen mit NOD2/CARD15-Varianten und einem Polymorphismus
seines /L18-Gens, einen spezifischen Krankheitsverlauf bei M. Crohn hervorzurufen (Glas et
al., 2005). Eine Untersuchung, ob ein Polymorphismus des /L/8-Gens auch bei Parodontitis
eine Rolle spielt, zeigte jedoch, dass auch hier keine Assoziation gestellt werden kann
(Folwaczny et al., 2005). Weitere interessante Erkenntnisse {iiber gemeinsame
Suszeptibilititsgene werden sicherlich auch hier noch die genomweiten Studien liefern, wie
sie schon fiir die Parodontitis allein (GLT6DI-Gen) durchgefiihrt wurden (Schaefer et al.,

2009).

1.3. Chemokine - Zytokine mit chemotaktischer Funktion

1.3.1. Immunologische Funktion der Chemokine

Chemokine sind kleine, chemotaktisch wirkende Zytokine (,,chemoattractant cytokines*), die
die Migration der Leukozyten zu Orten der Entziindung, Infektion oder Verletzung
koordinieren (Charo et al., 2006). Das bedeutet, dass sie Leukozyten anlocken und aktivieren
konnen, indem sie selektiv auf deren Rezeptoren einwirken und aus diesem Grund eine
wichtige Rolle bei der Regulierung von Entziindungsprozessen spielen (Baggiolini, 1998).
Chemokine sind, ausgehend von ihrer Struktur, relativ kleine Proteine, die aus ca. 75-125
Proteinen bestehen. Basierend auf strukturellen Unterschieden im Motiv, dargestellt durch die
erhaltenen Reste des Cysteins, die man in der N-terminalen Region aller Chemokine findet,

konnen die anndhernd 50 bekannten menschlichen Chemokine zur Zeit in vier Untergruppen
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unterteilt werden: C, CC, CXC oder CX3C (Bacon et al., 2002, Murphy, 2002) (siehe
Abbildung 14).

Da Chemokine die Bewegung von mononuklearen Zellen durch den Korper dirigieren
konnen, sind sie ein wichtiger Bestandteil der erworbenen Immunreaktion, sowie der
Pathogenese einer Vielzahl von Krankheiten (z.B. chronisch entziindlicher Erkrankungen wie
Asthma oder Multipler Sklerose) (Charo et al., 2006). Sie wirken aber nicht nur in der
Wundheilung und bei intestinalen Verletzungen (Dwinell, 1999, Brand et al., 2002, Brand et
al., 2003, Brand et al., 2005), sondern auch in der Entziindungsantwort der gastrointestinalen
Mukosa (Papadakis, 2004). Chemokine werden vor allem im Thymus, im sekundiren
Lymphgewebe und in epithelialen Zellen (wie z.B. intestinalen Epithelzellen) gebildet. Da das
intestinale Epithel die wichtigste Barriere zwischen den Bakterien und Antigenen des
Darmlumens und den Immunzellen der Lamina propria darstellt, sind die intestinalen
Epithelzellen stindig der Mikroflora des Darms ausgesetzt. Aus diesem Grund produzieren
sie im Rahmen dieser Antigen-Epithelzell-Interaktion eine Vielzahl von Zytokinen und
Chemokinen (Brand et al., 2005). Die Einwanderung der Chemokine in das
Entziindungsgebiet erfolgt durch Chemotaxis. Die Chemokine konnen aber auch direkt in die
Adhisionsvorginge am Endothel eingreifen und somit die transendotheliale Migration der

Leukozyten fordern (Haptotaxis) (Nattermann 2008).
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Chemokine Receptor Cell Type
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Abbildung 14: Chemokine und korrespondierende Chemokinrezeptoren.
Chemokine und korrespondierende Chemokinrezeptoren einschlieBlich deren Targetzellen mit Darstellung der
konservierten Cysteinstrukturen der vier verschiedenen Chemokin-Unterfamilien (nach: Luster AD et al., 1998).
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1.3.2. Die Chemokine CXCL16 und CX3CL1 (Fraktalkine)

Wihrend die Mehrheit der Chemokine als 16sliche Molekiile sezerniert wird, sind die beiden
Chemokine CXCL16 und CX3CLI1/Fraktalkine (Neurotaxin) die einzigen Chemokine mit
transmembranen Doménen (Bazan et al.,, 1997). Diese beiden einzigartigen Chemokine
besitzen einen intrazelluldren und einen Muzin-dhnlichen Stiel, der die N-terminale Doméne
des Chemokins auf der Zelloberfliche repréasentiert. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass Genvarianten des CX3CLI-Gens (Fraktalkine) mit einem schwereren Krankheitsverlauf
fir M. Crohn korrelieren (Brand et al., 2006). CXCL16 ist iiberwiegend auf Antigen-
repriasentierenden Zellen zu finden, wo es als Ligand fiir den CXC Chemokin-Rezeptor 6
(CXCR6/Bonzo) Interaktionen zwischen Antigen-reprasentierenden Zellen und T-
Lymphozyten vermittelt (Hara et al., 2006). CXCL16 bewirkt eine Chemotaxis von CXCR6+
Lymphozyten (wie z. B. Thl-polarisierte aktivierte CD4+ und CD8+T-Zellen und natiirliche
Killerzellen) an den Ort der Entziindung (Tabata et al., 2005). Die membrangebundene Form
des CXCLI16 ist identisch zum Scavenger-Rezeptor SR-PSOX, der bei der Aufnahme von
oxidierten Low-Density-Lipoproteinen und Phosphatidylserinen eine Rolle spielt und dessen
Mitwirken bei Arteriosklerose und koronarer Herzerkrankung bewiesen wurde (Minami et al.,
2001). Interessanterweise zeigen Studien, dass auch Genvarianten von CXCL16 mit koronarer
Herzerkrankung assoziiert werden konnen (Lundberg et al., 2005). CXCL16 wird aullerdem
eine Schliisselrolle bei entziindlichen Erkrankungen wie Sarkoidose (Agostini et al., 2005),
Autoimmunenzephalomyelitis (Fukumoto et al., 2004), Hepatitis (Heydtmann et al., 2005)
und rheumatoider Arthritis (Nanki et al., 2005) zugeschrieben, indem es die T-Lymphozyten-
Infiltration reguliert. Ebenso vermittelt CXCL16 die Adhidsion und Phagozytose von gram-
negativen und gram-positiven Bakterien, was durch eine signifikante Verhinderung der

bakteriellen Phagozytose nach Unterdriickung der chemotaktischen Aktivitit von CXCL16
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durch Antibiose bewiesen werden konnte. Die zentrale Rolle von CXCL16 fiir T-Zell-
vermittelte Erkrankungen wird weiter durch Erkenntnisse der Studie von Xu et al. bestitigt,
die im Modell der hepatischen Entziindung zeigen konnte, dass ein gegen CXCL16
gerichteter monoklonaler Antikérper die Zahl der T-Lymphozyten, welche die Leber
infiltrierten, deutlich verringerte und protektiv auf das Leben der Méause wirkte (Xu et al.,

2005).

1.3.3. Chemokine in der Pathogenese der CED

Chemokine und deren Rezeptoren spielen bei der Pathogenese der CED eine entscheidende
Rolle, da durch sie wichtige immunologische Vorginge wie die Chemoattraktion von
Leukozyten reguliert werden. In Untersuchungen konnte bewiesen werden, dass es bei
Patienten mit CED zu einer vermehrten Bildung unterschiedlichster Chemokin-Rezeptoren
kommt (Papadakis et al., 2000). Besonders das Chemokin IL-8, das durch die Bindung mit
seinen Rezeptoren CXCR1 und CXCR?2 aktiviert wird, konnte bei beiden Formen der CED in
einer erhohten Menge nachgewiesen werden (Daig et al., 1996, Keshavarzian et al., 1999),
wobei der Serum-Spiegel mit der Schwere der Erkrankung korreliert (Mazzucchelli et al.,
1994). Folgende Tabelle 6 zeigt weitere Chemokine, die bei CED-Patienten erhoht exprimiert

wurden:
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Chemokin normale Expression Chemokin-
Mukosa bei CED Rezeptor
1L-8 + +++ CXCR1,2
Eotaxin + +++ CCR3
ENA 78 -/+ ++ CXCR2
MCP-1 + ++ CCR2
MCP-3 + ++ CCR1,2,3
RANTES + ++ CCR1,3,5
MIP-1o ++ CCR1,5
MIP-3p - ++ CCR5
1P-10 + ++ CXCR3
Fraktalkine + ++ CX3CRI1
TECK + ++ CCR9
MEC + + CCR10
CCL20 + ++ CCR6
SDF-1 + ? CXCR4

Tabelle 6: Chemokin-Expression in normaler und entziindeter intestinaler Mukosa (nach: Papadakis et al.,

2000).

Die folgende Abbildung 15 zeigt noch einmal die wichtigsten Chemokine mit alter und neuer

Nomenklatur:
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Chemokines
Common Systemahc
names names
IL-8 CXCL8
GCP-2 CXCL6
NAP-2 CXCLT
ENAT8 CXCL6
Gro-au CXCL1
Gro-B CXCL2
%rt:-g CXCL3

y CXCL10
MIG CXGCLY
FTAG CXCL11
SDF-1 CXCL12
BCA-1 CXCL13

CXCL16
RANTES CCLS
MIP-1cc CCL3
MCP-3 CCL7
MCP-1 ccL2
MCP-2 cCL8
MCP-4 CCL13
Eotaxin cCL11
TARG ccL17
MDC cCL22
MIP-1B cCL4
MIP-3ex GCL20
ELC CCL19
SLC ccL21
1-309 ccLt
MEC cClL2s
CTACK ccL2r
TECK CCL25
Fractalkine/
MNeurotactin CXyCL1

Lymphotactin  XCL1

Abbildung 15: Ubersicht iiber die verschiedenen
Chemokin-Rezeptoren und deren Liganden mit
,historischer* Bezeichnung (,,common names‘) und
systematischem Namen (,,systematic names*‘).
Bedeutung der Abkiirzungen fiir ,,common names*:
BCA-1, B-cell-attracting chemokine 1; CTACK,
cutaneous T-cell-attracting chemokine; ELC, Epstein-
Barr-virus-induced gene 1 ligand chemokine; ENA78,
epithelial-cell-derived neutrophil-activating peptide 78;
GCP-2, granulocyte chemotactic protein 2; Gro, growth-
regulated oncogene; IL-8, interleukin §; IP-10,
interferon-inducible protein 10; I-TAC, interferon-
inducible T-cell chemoattractant; MCP, monocyte
chemoattractant protein; MDC, macrophage-derived
chemokine; MEC, mucosae-associated epithelial
chemokine; MIG, monokine induced by interferon; MIP,
macrophage inflammatory protein; NAP-2, neutrophil-
activating peptide 2; RANTES, regulated on activation,
normal T-cell expressed and secreted; SDF-1, stromal-
cell-derived factor 1; SLC, secondary lymphoid-tissue
chemokine; TARC, thymus and activation-regulated
chemokine; TECK, thymus-expressed chemokine.
(Originalabbildung aus Nature Reviews Immunology
2002; 2: 106-115).
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Fiir die Chemokine MIP-1a, MIP-3 und RANTES, die an den Rezeptor CCRS5 binden,
konnte eine Funktion in der Aufrechterhaltung des Entziindungsprozesses bei CED
nachgewiesen werden (Mac Dermott et al., 1999, Papadakis et al., 2004). IP-10 bewirkt iiber
seine Bindung mit CXCR3 eine Chemotaxis auf Lymphozyten. Es kann auch in gesunder
Schleimhaut gefunden werden, jedoch ist seine Expression wihrend einer Entziindung erhoht
(Papadakis et al., 2000). Durch seine Bindung mit dem Rezeptor CCR2 kann das Chemokin
MCP-1 die Aktivierung von Makrophagen, dendritischen Zellen, Monozyten und T-Zellen
sowie die Freisetzung von IL-10 beeinflussen (Papadakis et al., 2000). Auch fiir die
Chemokine CXCLI12/SDF-1 (,stromal cell-derived factor-1“) und CCL20/MIP-3¢,
(;,Macrophage inflammatory protein-3*) mit ihren Rezeptoren CXCR4 und CCR6 konnte eine
verstiarkte Chemoattraktion von Abwehrzellen nachgewiesen werden (Agace et al., 2000,
Izadpanah et al., 2001). Durch die erhohte Expression des CX3CR1-Liganden Fraktalkine im
entziindeten Darmgewebe werden T-Zellen und Monozyten rekrutiert und eine starke
Adhision von Leukozyten an Endothelzellen gefordert (Muehlhoefer et al., 2000, Brand et al.,
2006). Aufgrund dieser Untersuchungen geht man davon aus, dass den Chemokinen und ihren
Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der mukosalen Entziindung, wie sie bei CED zu finden ist,
zuzuordnen ist. Neueste Studien zeigen, dass die aus kolorektalen Karzinomen gewonnenen
Zellen die mRNA von CXCL16 und dem korrespondierenden Rezeptor CXCR6 aufweisen.
Diese Erkenntnis und die Tatsache, dass die CXCL16-mRNA und der CXCL16-Spiegel bei
intestinalen Entziindungen in vitro und bei Patienten mit M. Crohn erhoht sind (siehe
Abbildung 16), suggerieren eine bedeutende Funktion dieses Chemokins (Diegelmann et al.,

2010).
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Abbildung 16: Die Expression von CXCL16 ist bei Patienten mit M. Crohn erhoht.

Die immunhistochemische Analyse der Biopsien dreier Patienten mit M. Crohn (A-D, Patient 1; E-H, Patient 2;
I-L, Patient 3) zeigte eine erhohte mukosale Infiltration mit CXCL16-exprimierten Immunzellen im entziindeten
Gewebe (C/D, G/H, K/L) verglichen mit entziindungsfreiem Gewebe (A/B, E/F, 1/J) (nach: Diegelmann et al.,
2010).

Die exakte Rolle von CXCL16 in der Pathogenese der CED ist jedoch bisher unklar und daher

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.4. Ziele der Arbeit

Ausgehend von der bisherigen Datenlage scheinen Chemokine eine wichtige Rolle in der
Aufnahme verschiedener Pathogene sowie der Chemotaxis von T-Zellen und natiirlichen
Killerzellen zu spielen. Im Gegensatz zu dem CX3CRI1-Liganden Fraktalkine, fiir den
wichtige Schliisselfunktionen in der intestinalen Entziindung nachgewiesen wurden
(Muehlhofer et al., 2000, Brand et al., 2006), ist die Rolle des Chemokins CXCL16 fiir die
Pathogenese der CED bislang unklar. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten konnte

CXCL16 jedoch ein potentielles Schliissel-Chemokin in der Entstehung von T-Zell-
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vermittelten intestinalen Entziindungen sein. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben
gezeigt, dass der CXCL16-Rezeptor CXCR6 auf intestinalen epithelialen Zellen angeordnet
ist und Patienten mit M. Crohn vermehrt CXCL16-mRNA exprimieren. Basierend auf einer
im Jahr 2005 publizierten Arbeit, die eine Assoziation der C->T Mutation auf dem Codon 181
des Exons 4 des CXCLI6-Gens mit der Inzidenz von koronaren Stenosen zeigen konnte
(Lundberg et al., 2005), soll in der vorliegenden Arbeit CXCLI6 erstmals als

Suszeptibilititsgen bei CED untersucht werden.

Hierbei werden folgende Fragestellungen untersucht:

e Durch Genotypisierung von 574 Individuen mit CED sowie Kontrollen soll die
CXCLI16 p.Alal81Val-Substitution als Suszeptibilititsgen bei M. Crohn und Colitis
ulcerosa untersucht werden.

® In einer anschlieBenden detaillierten Genotyp-Phinotyp-Analyse soll die CXCLI6
p-Alal81Val-Substitution in ihrer Bedeutung fiir phéanotypische Charakteristika wie
Krankheitslokalisation und Verlauf der CED untersucht werden.

¢ In einer kombinierten Genotyp-Phinotyp-Analyse soll zudem untersucht werden, ob
das gemeinsame Vorliegen der signifikant mit CED-assoziierten NOD2/CARDI15
Mutationen und der CXCLI6 p.Alal81Val-Substitution phianotypische Konsequenzen

bei M. Crohn aufweist.
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2. MATERIAL UND METHODIK

2.1. Studienpopulation

2.1.1. Patienten-Rekrutierung

Alle an der Studie teilnehmenden Patienten wurden zwischen Januar 2002 und Dezember
2006 in der Ambulanz fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen der medizinischen
Klinik II des Klinikums GroBhadern der Universitit Miinchen rekrutiert. Die 209
Kontrollpersonen waren nicht verwandt, gesund und von europidischer Abstammung. Die
Diagnosen M. Crohn und Colitis ulcerosa wurden aufgrund etablierter klinischer Kriterien
sowie mit Hilfe endoskopischer, radiologischer und histopathologischer Befunde gestellt
(Lennard et al., 1989). Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultdt der Universitit Miinchen genehmigt. Alle teilnehmenden Patienten gaben ihr
schriftliches Einverstindnis zur Studienteilnahme.

Die Studienpopulation (n=574) setzte sich aus 201 Patienten mit M. Crohn (Ménner 46,3 %,
Durchschnittsalter 40,3 + 11,9 Jahre), 164 Patienten mit Colitis ulcerosa (Minner 50,6 %,
Durchschnittsalter 42,8 + 14,7 Jahre), sowie 209 gesunden, nicht verwandten

Kontrollpersonen (Minner 47,4%, Durchschnittsalter 48,6 + 15,2 Jahre) zusammen.

2.1.2. Datenerhebung und Parameter der phinotypischen Auswertung

Die demographischen sowie klinischen Daten wurden durch eine retrospektive Auswertung
der Patientenakten durch die Verfasserin der Promotionsschrift und einen unabhingigen
Facharzt der Gastroenterologie erstellt. Zur Datenerhebung wurde zum Zeitpunkt der
Patientenaufnahme zudem ein detailliertes Anamnesegesprich durchgefiihrt und ein

detaillierter Fragebogen ausgefiillt (Bogen im Anhang). Bei der Auswertung wurden folgende
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Parameter beriicksichtigt: Alter bei Diagnose, Korpergewicht, Korpergrofle, Geschlecht,
Familienanamnese, extraintestinale Manifestationen, Krankheitsverlauf und Lokalisation der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, Komplikationen wie Stenosen, Fisteln oder
Abszesse, chirurgische Eingriffe und medikamentdse Therapien mit Steroiden, Azathioprin,
6-Mercaptopurin, Methotrexat und/oder Infliximab. Beziiglich Krankheitslokalisation und
Krankheitsverlauf wurden die Patienten mit M. Crohn nach der Vienna-Klassifikation
(Gasche et al., 2000) unterteilt, die auf dem Alter zum Zeitpunkt der Diagnose (A), der
Lokalisation (L), sowie dem Verhaltensmuster (B) der Krankheit basiert (siche Tabelle 7).

Die Daten wurden verblindet zur Genotypisierung erhoben.

Alter

Al < 40 Jahre

A2 > 40 Jahre

Lokalisation

L1 terminales Ileum

L2 Kolon

L3 Ileokolon

L4 oberer Gastrointestinaltrakt
Krankheitsverhalten

B1 nicht stenosierend, nicht penetrierend
B2 stenosierend

B3 penetrierend

Tabelle 7: Einteilungskriterien des M. Crohn nach der Vienna Klassifikation

Bei den Colitis ulcerosa-Patienten wurde die anatomische Lokalisation gemessen an den
Leitlinien der Montreal Klassifikation nach den Kriterien Pankolitis, linksseitige Kolitis oder

nur auf das Rektum begrenzte Kolitis (Proktitis) unterteilt (siche Tabelle 8).
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Einteilung der  Colitis | Lokalisation
ulcerosa
El Pankolitis gesamtes Kolon, Ausbreitung
bis proximal der linken
Kolonflexur
E2 linksseitige Kolitis Colon descendens,
Ausbreitung distal der linken
Kolonflexur
E3 Proktitis Rektum, Ausbreitung distal
des Sigmoids

Tabelle 8: Einteilung der Colitis ulcerosa nach der Montreal-Klassifikation

Patienten mit Colitis indeterminata wurden von der Studie ausgeschlossen.

2.2. Verwendete Materialien und Laborgeriite

Fir die im Folgenden beschriebenen Versuchsreihen wurden die unten aufgefiihrten

Chemikalien und Gerite verwendet:

DNA-Extraktion:

Substanz Hersteller
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen (Hilden)
Ethanol Merck (Darmstadt)

Polymerasekettenreaktion (PCR):

Substanz Hersteller
Nuklease-freies Wasser Promega (Mannheim)
DMSO Merck (Darmstadt)

dNTP (20 mM) Invitrogen (Karlsruhe)
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Primer CXCL16 forward MWG Biotech (Ebersberg)
Primer CXCL16 reverse MWG Biotech (Ebersberg)
Taq DNA Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)
PCR-Puffer Invitrogen (Karlsruhe)
MgCl, Invitrogen (Karlsruhe)
Enzymatischer Verdau:
Substanz Hersteller
Nuklease-freies Wasser Promega (Mannheim)
Enzym Alul New England BioLabs (Frankfurt/Main)
Restriktionspuffer New Ebgland BioLabs (Frankfurt/Main)
Agarose-Gel-Elektrophorese:
Substanz Hersteller
Agarose Invitrogen (Karlsruhe)
100 bp DNA-Leiter Invitrogen (Karlsruhe)
Destilliertes Wasser Milli-Q Reagent Water Systems

(Millipore/Schwalbach)

Ethidiumbromid Bio-Rad (Miinchen)

Tris Fischer (Schwerte)
Essigsdure Merck (Darmstadt)

EDTA Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Glycerin Merck (Darmstadt)

Bromphenolblau

Bio-Rad (Miinchen)
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Salzsdure

Merck (Darmstadt)

Zusammengesetzte Losungen:

TE-Puffer

10 mM Tris-HCI1

1 mM EDTA

Ladepuffer

50,0 % Glycerin  (V/V)

0,1 % Bromphenolblau (W/V)

49,9 % TE-Puffer (V/V)

TAE-Puffer

40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA

Laborgerite und Verbrauchsmaterialien:

Gerit

Hersteller

Pipetten

Eppendorf (Hamburg)

Pipettenspitzen

Eppendorf (Hamburg)

Filter-Pipettenspitzen

Biozym (Hamburg)

PCR-Reaktionsgefilie

Eppendorf (Hamburg)

Waage PL200

Mettler-Toledo (Gief3en)

Vortex Typ REAX 1D

Heidolph (Kehlheim)
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Zentrifuge 5415R

Eppendorf (Hamburg)

Thermocycler PTL-200

MJ-Research (Waltham/USA)

Gelkammer

Bio-Smart (Bern/Schweiz)

Stromgeber der Kammer Modell 1000/500

Bio-Rad (Miinchen)

UV-Transilluminator MultiDoc-It

UVP (Cambridge/UK)

Einmal-Handschuhe

Semper Care (Semperit/Wien/Osterreich)

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG (Ziirich/Schweiz)

Zentrifuge 5417C

Eppendorf (Hamburg)

Kapillarsequenzer 3730

Applied Biosystems (Foster City/CA/USA)

2.3. Methodik

Alle Versuche wurden in den Forschungslaboren der Medizinischen Klinik II des

Universititsklinikums der LMU Miinchen-GroBhadern durchgefiihrt.

2.3.1. DNA-Extraktion

Um eine Untersuchung der genomischen Erbsubstanz moglich zu machen, muss diese

zundchst aus den kernhaltigen Zellen von Na,-EDTA-antikoaguliertem Vollblut isoliert

werden. Dabei werden die Zellmembranen enzymatisch zerstort und die nun freie

Nukleinsdure mittels Ionenaustauschchromatographie durch ein Filtermembransystem von

Proteinen und Verunreinigungen getrennt. Fiir die vollstindge DNA-Extraktion wurde das

,QiaAmp DNA Blood Mini Kit* (Qiagen, Hilden) verwendet und entsprechend dem
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Protokoll des Herstellers verfahren. Die DNA-Extraktion wurde im Institut fiir Klinische
Chemie des Universitdtskrankenhauses Grohadern der LMU Miinchen unter der Leitung von
Prof. Dr. med. P. Lohse durchgefiihrt. 20 ul Protease wurden mit 200 ul Vollblut des
Probanden und 200 ul des Puffers AL gemischt und anschliefend fiir zehn Minuten bei 56°C
inkubiert. Nach der Zugabe von 200 ul Ethanol (97%) wurden die durchmischten Reagenzen
in ein zentrifugierbares Chromatographiesidulensystem gefiillt. Durch eine spezielle Silika-
Gel-Membran des Systems wurde bei einer anschlieBenden Zentrifugation (8000 rpm, 60 sek)
die DNA von weiteren Zellbestandteilen gereinigt. Nach zweimaligem Waschen des
Chromatographiesdulensystems (200 ul Waschpuffer AW1 bzw. AW2) und nachfolgender
Zentrifugation (8000 rpm, 60 sek bzw. 14000 rpm, 180 sek) konnte die isolierte genomische
DNA mit 200 ul des Puffers AE aus der Membran des Systems gelost werden. Durch eine
letzte Zentrifugation (60 sek bei 8000 rpm) erhielt man 3 bis 12 ug isolierte DNA, in 200 ul

Puffer gelost. Gelagert wurde die so gewonnene DNA bei 4°C.

2.3.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist es moglich, einen
kurzen, genau definierten Teil eines DNA-Strangs in vitro zu vervielfiltigen. Eine typische
PCR besteht aus drei Schritten: der Denaturierung, dem Annealing (Primerhybridisierung)
und der Elongation.

Bei der Denaturierung schmilzt die doppelstringige DNA durch Hitzebehandlung und zerfillt
in ihre Einzelstringe. AnschlieBend wird die Temperatur gesenkt und die DNA-Einzelstringe
konnen sich mit im Uberschuss zugesetzten, komplementiren DNA-Fragmenten (Primer)

paaren (Annealing). Zuletzt wird die Temperatur auf das Arbeitsoptimum der hitzestabilen
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DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) erhoht,
um eine optimale Zweistrangsynthese zu ermoglichen (Elongation). Diese drei Schritte
werden iiber 40-mal wiederholt, um die Anzahl des gewiinschten DNA-Strangs exponentiell
zu vervielfiltigen. Das Gesamtvolumen eines einzelnen PCR-Ansatzes betrug 20 ul und setzte
sich folgendermaf3en zusammen: 2 pl der genomischen DNA und 0,4 ul jeweils der folgenden

Primer wurden verwendet:

Primer Sequenz
CXCLI16 forward 5’-ACTCGTCCCAATGAAACCAC-3’
CXCLI16 reverse 5’-CCACAGCTTCATCTCCCACT-3’

Tabelle 9: Primer fiir die PCR

Die weiteren Bedingungen waren wie folgt:

13 ul H:O (Nuklease-frei), 0,6 ul MgCl. (S0mM), 0,4 ul dNTP (20mM), 1 ul DMSO (5 %),
0,2 ul Tag-Polymerase (5 Units/ul) und 2 pl 10x Puffer. In jeden PCR-Lauf wurde eine
Negativkontrolle eingeschlossen, die alle Reagenzien eines PCR-Ansatzes, anstatt DNA
jedoch nur Wasser, enthielt. Hierdurch lieBen sich eventuelle DNA-Kontaminationen des
PCR-Ansatzes iiberpriifen. Nach sorgfiltigem Durchmischen wurden die Proben zur
Amplifizierung in den Thermocycler gegeben. Die Amplifizierung wurde mit 43 Zyklen bei
95°C, 60°C und 72°C fiir jeweils 35 Sekunden durchgefiihrt, eingeleitet von einem einzigen
Zyklus bei 95°C fiir drei Minuten, gefolgt von einem einzigen Zyklus bei 72°C fiir sieben

Minuten.
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2.3.3. DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung der korrekten Sequenz des 477 bp groBen PCR-Produkts wurde es mit der
sogenannten Didesoxymethode, die auch Kettenabbruch-Synthese genannt wird und 1977
erstmalig von Sanger et al. beschrieben wurde, sequenziert. Das Ergebnis wurde dann mit der
zu erwarteten Nukleotidabfolge verglichen. Die Sequenzierung des Basenstrangs und des
komplementidren Basenstrangs wurde im Institut fiir Klinische Chemie-GroBhadern des
Universititsklinikums der LMU Miinchen unter der Leitung von Prof. Dr. med. P. Lohse
durchgefiihrt. Bei der Didesoxymethode wird, von einem kurzen Abschnitt bekannter
Sequenz (Primer) ausgehend, durch eine DNA-Polymerase der komplementire Strang einer
Einzelstrang-DNA verlidngert. Jedoch sind dem Nukleotidgemisch in geringer Menge
sogenannte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zugegeben. Diese ,,Stopnukleotide*
besitzen keine 3’-OH-Gruppe: Werden nun sie anstatt eines normalen Nukleotids in die DNA
eingebaut, ist die Verldngerung der DNA durch die Polymerase nicht mehr méglich, da die
OH-Gruppe zur Verkniipfung mit dem nédchsten Nukleotid fehlt und es kommt zum
Strangabbruch. So entstehen DNA-Stringe unterschiedlicher Linge. Da im Voraus jedes der
vier ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurde, kann man nun die
entstandenen Kettenabbruchprodukte sichtbar machen und anhand ihres ,,Stopnukleotids*
analysieren. Die Sequenz der Basen entspricht derjenigen des sequenzierten DNA-Strangs.

Ein Beispiel einer solchen Sequenzierung ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Ergebnisse der Sequenzierung des CXCL16-PCR-Produkts.

2.3.4. Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Agarose-Gel-Elektrophorese bietet die Moglichkeit, PCR-Produkte nach ihrer
FragmentgroBe aufzutrennen und anschlieBend unter UV-Licht sichtbar zu machen. Das
Agarose-Gel (1,5 %) zur elektrophoretischen Auftrennung wurde aus 3,75 g Agarose, 250 ml
TAE-Puffer sowie 12,5 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) hergestellt. Das Ethidiumbromid dient
dem spiteren Sichtbarmachen der DNA unter UV-Licht. 4 ul der PCR-Proben wurden mit
jeweils 1 pl Laufpuffer gemischt und in die Taschen des Agarosegels gegeben. Der
Laufpuffer enthilt neben Glycerin zum besseren Absinken in die Gelkammern auch den

Farbstoff Bromphenolblau um die Laufgeschwindigkeit der Proben abschitzen zu konnen.
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In die erste Tasche des Gels wurden 5 pl eines Lingenstandards, der sogenannten DNA-
Leiter, gegeben, um die GroB3e der PCR-Produkte abschitzen zu konnen. Die Auftrennung der
Proben erfolgte fiir eine Stunde bei 160 V. AnschlieBend wurde das Gel unter UV-Licht
fotografiert. Entsprachen die PCR-Produkte nicht der erwarteten Grofle von 477 bp oder war
die Negativkontrolle verunreinigt, wurde die PCR fiir die entsprechenden Proben wiederholt

(sieche Abbildung 18).

Abbildung 18: Polymerasekettenreaktion.
P markiert die Patientenproben, N die Negativkontrolle, 100-600 bp die DNA-Leiter und 477 bp die GroBe des
PCR-Produkts.

2.3.5. Genotypisierung des p.Alal181Val-Polymorphismus des CXCL16-Gens mittels
Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus (RFLP)

Die Genotypisierung des C->T Austausches, die dem CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus
zugrunde liegt, wurde mit der RFLP-Analyse durchgefiihrt. 5 ul des erhaltenen PCR-Produkts
wurden zusammen mit 12,5 ul H-O (Nuklease-frei), 2 pul 10x Restriktionspuffer und 0,5 pl
des Restriktionsenzyms Alul bei 37°C fiir mindestens 16h inkubiert. Die C->T Mutation
beeinflusst die Linge des Restriktionsfragments, weil dadurch eine Erkennungssequenz fiir
das Restriktionsenzym Alul (New England BioLabs, Frankfurt/Main) verloren geht. Es gibt

drei Varianten des Polymorphismus. Bei der ersten besitzt nur eines der beiden Chromosome
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die Mutation, die Zellen sind heterozygot (CT). Bei der zweiten Variante haben beide
Chromosomen die Verdnderung und sind demnach homozygot (TT). Besitzt das Chromosom
gar keine Mutation, so wird es als Wildtyp bezeichnet (CC). Nach dem Verdau ergaben sich
bei der Elektrophorese folglich drei Ergebnisse: lag ein homozygoter Fall vor, so fand sich
nur ein unveridndertes DNA-Fragment (477bp), da das Enzym nicht schneiden konnte.
Handelte es sich um eine heterozygote Mutation, so erhielt man drei unterschiedlich lange
Banden (477, 428, 49 bp), da das Enzym nur die Hilfte der DNA-Fragmente verdauen
konnte. Und beim Wildtyp waren vier Fragmente zu beobachten (428, 49, 16, 6 bp). Die
Fragmente mit 49, 16 und 6 bp sind aufgrund ihrer geringen Grof3e auf dem Agarosegel nicht

erkennbar (siehe Abbildung 19).

Abbildung 19: Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus.
100 bp-500 bp kennzeichnet die DNA-Leiter, 477 bp und 428 bp das erwartete Produkt,
49, 16, 6 bp sind aufgrund der geringen GroBe nicht sichtbar; ho=homozygot, ht=heterozygot, wt=wildtyp.
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2.4. Genotypisierung der NOD2/CARD15-V arianten

Das Vorliegen der drei gemeinsamen NOD2/CARD15-Varianten p.Arg702Trp, p.Gly908Arg
und p.Leul007fsX1008 wurde direkt durch DNA-Sequenzierung ermittelt. Dafiir wurden
zunidchst die DNA-Orte, die fiir die Mutationen (3’-Region von Exon 4, Exon 8 und Exon 11)
bekannt sind, in Form einer PCR amplifiziert. Die so gewonnenen DNA-Fragmente wurden
anschlieBend aufgereinigt und sequenziert. Die DNA-Sequenz wurde mit Hilfe eines
Sequenz-Analyseprogrammes ermittelt und sichtbar gemacht.

Tabelle 10 zeigt die Primer der PCR-Reaktionen und Tabelle 11 die Primer der

Sequenzreaktionen:

Exon Primer GroBe des
Produktes

(bp)
vOorwarts riickwirts

4 5 -TTAGGTCCCGTCTTCACCATG-3’ 5’-CTCCCACACTTAGCCTTGATGG-3’ 1936

8 5 - GGAGGAGGACTGTTAGTTCATGTCTAG-3* 5 -CTCCTCCCTCTTCACCTGATCTC-3’ 223

11 5°- GACAGGTGGGCTTCAGTAGACTG-3’ 5’-GATCCTCAAAATTCTGCCATTCC-3’ 293

Tabelle 10: PCR-Primer zur Amplifikation der Exons 4, § und 11

Exon Primer Orientierung

4 5’- CTCCCACACTTAGCCTTGATGG-3’ riuckwairts

8 5’-GGAGGAGGACTGTTAGTTCATGTCTAG-3’ VOrwarts

11 5’-GACAGGTGGGCTTCAGTAGACTG-3’ VOrwarts

Tabelle 11: Primer zur Sequenzierung der Exons 4, 8 und 11
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2.5. Statistik

Fiir den Vergleich quantitativer, kategorischer Variablen wurde der Fisher's exact test oder
der x? Test verwendet. Der Student’s t test wurde fiir quantitative Variablen angewendet. Alle
Tests waren zwei-geteilt, wobei p<0,05 als statistisch signifikant angesehen wurde. Alle

statistischen Analysen wurden mit der SAS-Software 8.2 fiir Windows Win XP durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Demographische Daten der Studienpopulation

An der Studie nahmen insgesamt 574 Personen europdischer Abstammung im Alter von 17-
86 Jahren teil. Die Studienpopulation (n=574) setzte sich aus 201 Patienten mit M. Crohn
(Ménner 46,3%, Durchschnittsalter 40 + 11,9 Jahre), 164 Patienten mit Colitis ulcerosa
(Minner 50,6%, Durchschnittsalter 42,8 + 14,7 Jahre), sowie 209 gesunden, nicht verwandten
Kontrollpersonen (Minner 47,4%, Durchschnittsalter 48,6 + 15,2 Jahre) zusammen. Die

demographischen Daten sind in Tabelle 12 dargestellt:

M. Crohn Colitis ulcerosa Kontrollgruppe
(n=201) (n=164) (n=209)
Geschlecht
Minnlich (%) 93 (46,3%) 83 (50,6%) 99 (47,4%)
Weiblich (%) 108 (53,7%) 81 (49,4%) 110 (52,6%)
Alter (Jahre)
Mittelwert + SD 40,3+ 11,9 42,8 + 14,7 48,6 + 15,2
Spannweite 17-175 18 - 84 23 - 86
Body MabB Index
Mittelwert + SD 232+40 241 +473
Spannweite 16 - 40 16 -41
Alter zum Zeitpunkt
der Diagnose
Mittelwert + SD 283+ 11,9 31,9+ 13,7
Spannweite 7-71 9-81
Krankheitsdauer
Mittelwert + SD 11,9+82 10,7+ 7,8
Spannweite 1-43 0,5-39
Positive Familien-
anamnese bei CED
(%) 25 (12,4%) 21 (12,8%)

Tabelle 12: Demographische Daten der Studienpopulation.

SD=Standardabweichung
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3.2. Genotyp-Analyse des CXCLI16 p.Alal181Val-Polymorphismus sowie der
NOD2/CARDI15-Varianten bei CED-Patienten und gesunden Probanden

3.2.1. Allel-Frequenz des CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus

Die Ergebnisse der Genotyp-Analyse des CXCLI6-Polymorphismus bei Patienten mit M.
Crohn (n=201) oder Colitis ulcerosa (n=164) und der gesunden Kontrollgruppe (n=209)
werden in den Tabellen 13 und 14 dargestellt. Die Genotyp-Analyse der Kontrollgruppe
zeigte 31 Personen als ValVal homozygote Triger (14,8%), 102 Personen als AlaVal
heterozygote Tridger (48,8%) und 76 Personen als AlaAla Wildtyp-Triger (36,4%). Bei der
M. Crohn-Gruppe wurden 67 AlaAla Wildtyp-Patienten (33,3%) identifiziert. 99 Patienten
waren AlaVal heterozygot (49,3%) und 35 Patienten waren ValVal homozygot (17,4%). Die
Gruppe der Colitis ulcerosa-Patienten zeigte 46 Personen mit AlaAla Wildtyp-Status (28,1%);
84 Personen waren fiir AlaVal heterozygot (51,2%) und 34 Personen ValVal homozygot
(20,7%).

Zusammenfassend unterschied sich die Verteilung der verschiedenen CXCL16-Genotypen bei
Patienten mit CED nicht signifikant von der gesunden Kontrollgruppe und der vorhergesagten
Hardy-Weinberg-Verteilung (p = 0,535). Eine signifikante Assoziation des CXCLI16
p-Alal81Val-Polymorphismus mit der Suszeptibilitdt fiir M. Crohn oder Colitis ulcerosa

konnte damit nicht nachgewiesen werden.

Genotyp AlaAla (CC) AlaVal (CT) ValVal (TT)
Kontrollgruppe 76 (36,4%) 102 (48,8%) 31 (14,8%)
M. Crohn 67 (33,3%) 99 (49,3%) 35 (17,4%)
Colitis ulcerosa 46 (28,1%) 84 (51,2%) 34 (20,7%)

Tabelle 13: Frequenz des p.Alal81Val CXCLI6-Polymorphismus bei CED Patienten und gesunden Probanden,
AlaAla = Wildtyp, AlaVal = heterozygote Triger, Val Val = homozygote Triger
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CXCLI16 CCvs CT CCvs TT CTvsTT CCyvs CT+TT
p-Alal81Val-

Polymorphismus | p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert

M. Crohn MC vs Kontrolle | MC vs Kontrolle | MC vs Kontrolle | MC vs Kontrolle
p=0,663 p=0,458 p=0,671 p=0,535

Kontrollgruppe 1,10 (0,72-1,69) 1,28 (0,71-2,30) 1,16 (0,67-2,03) 1,14 (0,76-1,72)

Colitis ulcerosa

CU vs Kontrolle
p=0,238

1,36 (0,85-2,17)

CU vs Kontrolle
p=0,063

1,81 (0,99-3,33)

CU vs Kontrolle
p=0,387

1,33 (0,76-2,35)

CU vs Kontrolle
p=0,096

1,47 (0,94-2,28)

MC vs CU
p=0,401

0,81 (0,50-1,30)

MC vs CU
p=0,284

0,71 (0,39-1,29)

MC vs CU
p=0,672

0,87 (0,50-1,52)

MC vs CU
p=0,306

0,78 (0,50-1,22)

Tabelle 14: Frequenz des CXCL16-Polymorphismus bei CED Patienten und gesunden Probanden
(MC = M. Crohn, CU = Colitis ulcerosa)

3.2.2. Allel-Frequenz der NOD2/CARD15-Varianten

445 Patienten mit CED

wurden hinsichtlich der drei bekanntesten Mutationen des

NOD2/CARD15-Gens (R702W, G908R, 1007fs) auf ihren Genotyp hin untersucht. Das

Ergebnis teilte sich in 303 Wildtypen (68,1%), 104 heterozygote (34,3%) und 38 homozygote

bzw. compound heterozygote (8,5%) Alleltriger auf. Als compound heterozygoten Alleltriger

bezeichnet man einen Patienten mit unterschiedlichen Mutationen in Kopien des gleichen

Gens (siche Tabelle 15). Bei den 303 M. Crohn-Patienten stellte man 183 (60,4%) ohne einen

Polymorphismus, 84 (27,7%) mit einem der drei Polymorphismen und 36 (11,9%) mit

unterschiedlichen Mutationen fest. Bei den 142 Colitis ulcerosa-Patienten wurden 120

(85,0%) Wildtypen, 20 (14,1%) heterozygote und 2 (0,01%) homozygote Alleltriger
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festgestellt. Dies bestétigt die Beobachtung, dass die NOD2/CARD15-Varianten héaufiger bei

Patienten mit M. Crohn als bei Patienten mit Colitis ulcerosa auftreten.

Wildtyp heterozygot homozygot/
compound
heterozygot

CED (n=445) 303 (68,1%) 104 (34,3%) 38 (8,5%)
M. Crohn (n=303) | 183 (60,4%) 84 (27,7%) 36 (11,9%)
Colitis ulcerosa 120 (85,0%) 20 (14,1%) 2 (0,01%)
(n=142)

Tabelle 15: Frequenz der NOD2/CARD15-Varianten bei CED Patienten und aufgeteilt in M. Crohn- und Colitis
ulcerosa-Patienten (MC = M. Crohn; CU = Colitis ulcerosa)

3.3. Genotyp-Phiinotyp-Analyse des CXCL16 p.Alal181Val-Polymorphismus

3.3.1. Genotyp-Phinotyp-Analyse der Patienten mit M. Crohn

Die demographischen Daten Geschlecht, Body Mafl Index (BMI), Alter bei Diagnose,
Krankheitsdauer, Alter, Dauer der Erkrankung, Lokalisation, immunsuppressive Therapie,
Operationen, Komplikationen (Fisteln, Stenosen, Abszesse), extraintestinale Manifestationen
sowie eine positive Familienanamnese wurden auf einen Zusammenhang mit dem Genotyp
des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus (AlaAla = Wildtyp; AlaVal = heterozygot;
ValVal = homozygot) bei M. Crohn-Patienten untersucht. Die Ergebnisse der Genotyp-

Phinotyp-Analyse sind in Tabelle 16 zusammengefasst (siche Tabelle 16):
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Geschlecht

Bei Vergleich der Wildtypen und den Triagern des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus
konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich des Geschlechts festgestellt werden. 31 der
67 M. Crohn-Patienten, die Wildtypen (d.h. ohne Mutation) waren, waren ménnlich, was
einem Prozentsatz von 46,3% entspricht. Desweiteren waren 17 der 35 homozygoten Triger

minnlichen Geschlechts (48,6%) sowie 45 der 99 heterozygoten Alleltrager (45,4%).

Body Map} Index

Beziiglich des Body Mal} Indices konnte kein signifikanter Unterschied bei Vergleich der
Wildtypen und den Triagern des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus nachgewiesen
werden. Der BMI lag bei den Wildtypen bei 23,2 + 4,1 kg/m? mit einer Spannweite (SW) von
17-40, bei den homozygoten Trigern bei 23,9 + 4,1 kg/m? mit einer SW von 16-31 und bei

den heterozygoten Trigern bei 23,0 + 3,9 kg/m? mit einer SW von 16-37.

Alter bei Diagnose

Es konnte ein signifikant jiingeres Alter zum Zeitpunkt der Diagnose bei den homozygoten
Trigern ValVal (24,3 + 9,1 Jahre; SW = 7-49 Jahre) des CXCLI6 p. Alal81Val-
Polymorphismus nachgewiesen werden (sieche Abbildung 19), verglichen mit den AlaAla
Wildtypen (29,1 + 12,0 Jahre; SW = 12-66 Jahre) und den AlaVal heterozygoten Tréigern
(29,2 + 12,4 Jahre; SW = 13-71 Jahre) (p=0,028 homozygot vs Wildtyp; p=0,016 homozygot

vs heterozygot).
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Abbildung 19: Das Val-Allel des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus ist mit einem frithen
Krankheitsbeginn assoziiert (p=0,028).

Krankheitsdauer

In Bezug auf die Krankheitsdauer konnte keine signifikante Differenz zwischen Wildtypen
und den Tridgern des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus festgestellt werden. Die
Wildtypen waren durchschnittlich 12,3 + 8,4 Jahre mit einer SW von 1-34 erkrankt im
Vergleich zu den Homozygoten mit 13,1 + 8,8 Jahren (SW = 3-43) und den Heterozygoten

mit 11,3 +7,9 Jahren (SW = 2-33).

Alter

Die Unterschiede beziiglich des Alters zum Zeitpunkt der Erhebung waren nicht signifikant
zwischen den Trigern des Polymorphismus und den Wildtypen, wobei die homozygoten
ValVal Triger ein etwas jiingeres Alter aufwiesen (37,5 + 10,6 Jahre; SW = 17-61) im
Vergleich zu den AlaAla Trigern (41,4 + 12,1 Jahre; SW = 19-69) und den heterozygoten

AlaVal Tréagern (40,4 + 12,2 Jahre; SW = 20-75).
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Alter bei Diagnose (Vienna A)

In Bezug auf das Alter bei Diagnosestellung nach der Vienna-Klassifikation konnte ein
deutlich jlingeres Alter bei der Erstdiagnose bei den homozygoten Alleltragern nachgewiesen
werden. 32 (91,4%) der 35 homozygoten Triger waren unter 40 Jahre (A1) zum Zeitpunkt der
Diagnose im Unterschied zu 55 (82,1%) von 67 Wildtypen und 81 (81,8%) von 99
heterozygoten Tragern. In der Altersgruppe iiber 40 Jahre (A2) konnte kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden: 3 (8,6%) von 35 homozygoten Trigern im Vergleich zu
12 (17,9%) von 67 Wildtypen und 18 (18,2%) von 99 heterozygoten Trigern waren iiber 40

Jahre bei der Erstdiagnose.

Lokalisation (Vienna L)

Bei Vergleich der Wildtypen und den Trigern des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus
konnte beim Befall des terminalen Ileums (L1) kein signifikanter Unterschied gefunden
werden, denn 9,0% (6 von 67) der Wildtypen, 7,1% (7 von 99) der Heterozygoten und 8,6%
(3 von 35) der Homozygoten zeigten diese Krankheitsauspriagung. Beim Befall des Kolons
(L2) jedoch konnte ein Unterschied festgestellt werden (sieche Abbildung 20). AlaAla
homozygote Patienten hatten eine hohere Beteiligung des Kolons (31,3%; 21 von 67)
verglichen mit Patienten, die nur einen Val-Austausch hatten (14,1%; 14 von 99) und den
homozygoten Patienten (17,1%; 6 von 35) (p=0,009). In Bezug auf das Ileokolon (L.3) konnte
ein signifikant erhohtes Risiko fiir eine Krankheitsmanifestation bei den heterozygoten
AlaVal Trédgern (56,6%; 56 von 99) und homozygoten ValVal-Trigern (57,2%; 20 von 35) im
Vergleich zu den AlaAla-Wildtypen (43,3%; 29 von 67) festgestellt werden (p=0,024). Der

Befall des oberen Gastrointestinaltrakts (L4) konnte mit einem erhohten Risiko fiir die
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heterozygoten Triager (22,2%; 22 von 99) im Unterschied zu den Wildtypen (16,4%; 11 von

67) und den homozygoten Trigern (17,1%; 6von 35) assoziiert werden.

80
g 60 Oileale Beteilgung
£ 40 1 -
N @ Beteiligung des
= 20 Kolons
R

NE

ValVal AlaAla
Genotyp

Abbildung 20: Der CXCLI16 p.Alal81Val-Polymorphismus ist bei Patienten mit M. Crohn mit einer
ilealen Beteiligung assoziiert.

(p=0,024 fiir ileale Beteiligung (L3); OR 2,17; CI 1,12-4,21 vs AlaAla; p=0,0009 fiir eine Beteiligung des Kolons;
OR 2,60; CI 1,29-5,25 vs AlaAla; OR = odds ratio; CI = confidence interval)

Krankheitsverhalten (Vienna B)

In Hinblick auf das Krankheitsverhalten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Wildtypen und den Triagern des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus festgestellt
werden. Bei 20,9% (14 von 67) der Wildtypen, 20,2% (20 von 99) der Heterozygoten und
17,1% (6 von 35) der Homozygoten wurde ein nicht-stenosierendes, nicht-penetrierendes
Verhalten (B1) nachgewiesen. Stenosen (B2) konnten bei 22,4% (15 von 67) der AlaAla-
Trager, 27,3% (27 von 99) der AlaVal-Triger und 25,7% (9 von 35) der ValVal-Triager
festgestellt werden. Eine Fistelbildung (B3) fand bei 56,7% (38 von 67) der Wildtypen, 52,5%

(52 von 99) der heterozygoten Triager und 57,2% (20 von 35) der homozygoten Triger statt.
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Therapie mit Inmunsuppressiva

Bei der Medikation mit Immunsuppressiva konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den Trigern des CXCLI16 p.Alal81Val-Polymorphismus und den Wildtypen nachgewiesen
werden. Immunsuppressiva wurden bei 86,6% (58 von 67) der Wildtypen, 75,8% (75 von 99)
der heterozygoten AlaVal-Triger und bei 82,9% (29 von 35) der homozygoten ValVal-Triager

eingesetzt.

Extraintestinale Manifestationen

Auch bei der Betrachtung der extraintestinalen Manifestationen konnten keine signifikanten
Differenzen zwischen den Trigern des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus und den
Wildtypen festgestellt werden. Bei 54 der 67 Wildtypen (80,6%), 70 der 99 heterozygoten
Alleltriager (70,7%) sowie 23 der 35 homozygoten Alleltriager (65,7%) traten extraintestinale

Manifestationen auf.

Positive Familienanamnese

In Bezug auf die Familienanamnese wurden keine signifikanten Unterschiede bei Vergleich
der Wildtypen und der Triger des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus gefunden. Jedoch
schienen die ValVal-Triger eine etwas erhohte Anzahl (20,0%; 7 von 35) an erkrankten
Familienangehorigen aufzuweisen als die AlaAla-Trédger (11,9%; 8 von 67) und die AlaVal-

Triager (10,1%; 10 von 99).

Operationen aufgrund M. Crohn
Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der durchgefiihrten Operationen

aufgrund eines M. Crohn festgestellt: bei 41 der 67 Wildtypen (61,2%), 56 der 99
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Heterozygoten (56,6%) und 22 der 35 Homozygoten (62,9%) wurde ein chirurgischer Eingriff

durchgefiihrt.

Fisteln, Stenosen, Abszesse

Beziiglich der M. Crohn assoziierten Komplikationen wie Fisteln, Stenosen und
Abszessbildungen wurde keine signifikante Diskrepanz gefunden. Bei 38 der 67 Patienten
(56,7%), die keine Mutation aufwiesen, 52 der 99 heterozygoten Patienten (52,5%) und 20 der
35 (57,1%) homozygoten Patienten konnte eine Fistelbildung gezeigt werden. Bei 67,2% (45
von 67) der Wildtypen, 68,7% (68 von 99) der heterozygoten Triger und 74,3% (26 von 35)
der homozygoten Triger traten Stenosen auf. Die Anzahl der Patienten, die eine
Abszessbildung erfuhren, lag bei den Wildtypen bei 28 von 67 (41,8%), bei den
heterozygoten Alleltragern bei 33 von 99 (33,3%) und bei den homozygoten Alleltragern bei

15 von 35 (42,9%).

Zusammenfassung der Genotyp-Phdnotyp-Analyse

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der CXCLI16 p.Alal81Val-Polymorphismus
bei den M. Crohn-Patienten mit einem frithen Krankheitsbeginn sowie ilealer Beteiligung
assoziiert ist. Die Genotyp-Phéinotyp-Analyse demonstrierte ein signifikant jiingeres Alter
zum Zeitpunkt der Diagnose bei den homozygoten ValVal-Trigern (d.h.: 24,3 + 9,1 Jahre)
verglichen mit den AlaAla-Wildtypen (29,1 + 12 Jahre) oder den heterozygoten AlaVal-
Triagern (29,2 + 12,4 Jahre); (p = 0,028 homozygot vs Wildtyp und p = 0,016 homozygot vs
heterozygot). Es konnte festgestellt werden, dass sich die Patienten nicht signifikant in den
Merkmalen wie Alter, Geschlecht, Body Mall Index, Familienanamnese, Gebrauch von

immunhemmenden Medikamenten oder extraintestinalen Manifestationen unterscheiden.
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Zusitzlich fanden sich keine Unterschiede in den M. Crohn-assoziierten Komplikationen wie
z. B. chirurgische Eingriffe, Anzahl von Fisteln, Stenosen oder Abszessbildungen. Betrachtet
man die Lokalisation der Krankheit, iibereinstimmend mit der Vienna Klassifikation, hatten
AlaAla Patienten eine hohere Anzahl einer Beteiligung des Kolons (L2) verglichen mit
Patienten, die nur einen Val Austausch besaen (31,3%; p = 0,009). Zusitzlich war ein
signifikant erhohtes Risiko fiir eine Krankheitsmanifestation im Ileum (L3) bei Patienten mit
nur einem Val Allel im Vergleich zu den Wildtyp Patienten mit dem AlaAla Status (p =

0,024) zu finden (vergleiche Tabelle 16).
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1 2 3 Mvs2 DB  2)vsO) @) vs
(2)+(3)
AlaAla AlaVal ValVal p - Wert p - Wert p - Wert p - Wert
(n=67) (n=99) (n=35)
Miinnlich 31 45 17 p=1,000 p=0,838  p=0844 p=1,000
~ 097 (0,52 1,10 (048  1,13(0,52- 1,00 (0,56
n=(%) 46,3% 45,4% 48,6% 150) 249) 2 4s) 150)
Body Maf}
Index (kg/m?)
Mmeslxerti 232+4,1 23,0439  239+41  p=0,675 p=0,443 p=0,249 =0,969
Spannweite 17-40 16-37 16-31
Alter bei
Diagnose
(Jahre)
Mmeslxerti 201+ 12,0 2924124 243491  p=0,962 p=0,028 p=0,016 p=0,512
Spannweite 12-66 13-71 7-49
Krankheits-
dauer (Jahre)
Mmeslxerti 123484  113+479 13,1488  p=0,401 p=0,653 p=0,260 p=0,633
Spannweite 1-34 2-33 3-43
Alter (Jahre)
M‘“"Slxerti 4144121 404+122 375+106  p=0,602 p=0,091 p=0,178 p=0,324
Spannweite 19-69 20-75 17-61
Alter bei
Diagnose p=1,000 p=0,252 p=0,279 p=0,690
(Vienna A) 0,98 (0,44- 233 (0,61-  237(0.65- 1,17 (0,54
<40 Jahre (A1) 55(82,1%) 81 (81,8%) 32 (91.4%) 2,20) 8.87) 8,60) 2,56)
>40 Jahre (A2) 12(17,9%) 18 (182%) 3 (8,6%)
Lokalisation
Terminales (L1)p=0,771 (L1)p=1,000 (L1)p=0,721 (L1)p=0,784
Tleum (L1) 6 (9,0%) 7(7,1%) 38,6%) 077025  095(0,22- 123(0,30- 0,82 (0,29-
2,41) 4,06) 5,05) 2,36)
(L2) p=0,011 (L2) p=0,158 (L2)p=0,738 (L2) p=0,009
Kolon (L2) 21 (313%) 14(141%) 6(17,1%) 036 (0,17-  045(0,16- 1,26 (0.44- 0,38 (0,19-
0,78) 1,26) 3,57) 0,77)
(L3)p=0,114 (L3) p=0214 (L3)p=1,000 (L3)p=0,099
leokolon (L3) 29 (43,3%) 56 (56,6%) 20 (572%) 171(091-  1,75(0,77- 1,02 (047- 1,72 (0.95-
3,19) 3,99) 2,23) 3,10)
(L4) p=0,430 (L4) p=1,000 (L4)p=0,633 (L4) p=0,571
Oberer GI (L4) 11 (164%)  22(222%) 6(17,1%) 146 (0.65-  1,05(035- 072 (027- 1,35 (0.62-
3,24) 3,14) 1,97) 2,90)




58

3. Ergebnisse

Krankheits-
verhalten
nicht-
stenosierend, (B1) p=1,000 (B1)p=0,795 (B1)p=0,807 (B1) p=0,852
nicht 14 (20,9%) 20 (20,2%) 6 (17,1%) 0,96 (0,45- 0,78 (0,27- 0,82 (0,30- 0,91 (0,44-
penetrierend 2,06) 2,26) 2,24) 1,89)
(B1)
stenosierend (B2) p=0,586 (B2) p=0,807 (B2)p=1,000 (B2) p=0,606
(B2) 15 (22,4%) 27 (27,3%) 9 (25,7%) 1,30 (0,63- 1,20 (0,46- 0,92 (0,38- 1,27 (0,64-
2,68) 3,11) 2,22) 2,54)
enetrierend (B3) p=0,636 (B3) p=1,000 (B3) p=0,696 (B3) p=0,764
P (B3) 38 (56,7%) 52 (52,5%) 20 (57,2%) 0,84 (0,45- 1,02 (0,45- 1,21 (0,55- 0,89 (0,49-
1,58) 2,32) 2,62) 1,60)
Immun- p=0,113 p=0,796 p=0,483 p=0,185
suppressive 58 (86,6%) 75 (75,8%) 29 (82,9%) 0,48 (0,21- 0,75 (0,24- 1,55 (0,57- 0,54 (0,24-
Therapie 1,12) 2,31) 4,17) 1.21)
Extra-
intestinal p=0,203 p=0,145 p=0,670 p=0,128
tntestinale 54 (80,6%) 70 (70,7%) 23 (65,7%) 0,58 (0,28- 0,46 (0,18- 0,79 (0,35- 0,55 (0,27-
Mani-
. 1,22) 1,16) 1,80) 1,11)
festationen
Positive p=0.,801 p=0,377 p=0,146 p=1,000
Familien- 8 (11,9%) 10 (10,1%) 7 (20,0%) 0,83 (0,31- 1,84 (0,61- 2,22 (0,77- 0,99 (0,40-
anamnese 2,22) 5,59) 6,39) 2,42)
Operation p=0,631 p=1,000 p=0,555 p=0,761
P 0 MC 41 (61,2%) 56 (56,6%) 22 (62,9%) 0,83 (0,44- 1,07 (0,46- 1,30 (0,59- 0,88 (0,49-
wege 1,55) 2,50) 2,87) 1,61)
p=0,636 p=1,000 p=0,696 p=0,764
. 0,84 (0,45- 1,02 (0,45- 1,21 (0,55- 0,89 (0,49-
Fisteln 38 (56,7%) 52 (52,5%) 20 (57,1%) 1.58) 2.32) 2.62) 1.60)
p=0,866 p=0,504 p=0,668 p=0,746
1,07 (0,55- 1,41 (0,57- 1,32 (0,55- 1,15 (0,61-
Stenosen 45 (67,2%) 68 (68,7%) 26 (74,3%) 2.08) 3.52) 3.14) 2.16)
p=0,325 p=1,000 p=0,315 p=0.443
Abszesse 28 (41,8%) 33 (33,3%) 15 (42,9%) 0,70 (0,38- 1,05 (0,46- 1,50 (0,68- 0,78 (0,43-
1,32) 2,39) 3,30) 1,42)

Tabelle 16: Assoziation zwischen dem CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus und Krankheitscharakteristiken

des M. Crohn
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3.3.2. Genotyp-Phinotyp-Analyse der Patienten mit Colitis ulcerosa

Entsprechend der Auswertung bei den M. Crohn Patienten wurden auch die Colitis ulcerosa-
Patienten hinsichtlich eines Zusammenhangs des CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus mit
den demographischen Daten wie Geschlecht, Body Mall Index, Alter bei Diagnose,
Krankheitsdauer, Alter, Lokalisation, immunsuppressiver Therapie, Operationen,
Komplikationen (Fisteln, Stenosen, Abszesse), extraintestinale Manifestationen sowie

positiver Familienanamnese untersucht (siehe Tabelle 17).

Geschlecht

Hinsichtlich des Geschlechts konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Trigern des
CXCLI16 p.Alal81Val-Polymorphismus und den Wildtypen festgestellt werden: 52,2% (24
von 46) der Wildtypen, 54,8% (46 von 84) der heterozygoten Alleltrager und 44,1% (15 von

34) der homozygoten Alleltriger waren ménnlich.

Body Map; Index

Der Body Mal} Index konnte keine signifikante Diskrepanz zwischen den Wildtypen und den
Triagern des Polymorphismus aufweisen. Bei den Wildtypen lag er bei 23,9 + 3,9 kg/m? (SW
= 16-32), bei den Heterozygoten bei 24,6 + 4,8 kg/m? (SW = 18-41) und bei den

Homozygoten bei 23,4 + 3,4 kg/m?2 (SW = 16-30).

Alter bei Diagnose
Beziiglich des Alters bei Diagnose wurde kein signifikanter Zusammenhang im Vergleich der

Triger des CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus und der Wildtypen gefunden.



60 3. Ergebnisse

Die Patienten ohne Mutation erkrankten mit 30,9 + 11,7 Jahren (SW = 9-61), die
heterozygoten Triger mit 33,1 + 15,2 Jahren (SW = 13-81) und die homozygoten Triger mit

30,4 + 12,2 Jahren (SW = 14-75).

Krankheitsdauer

Bei Vergleich der Wildtypen mit den Tridgern des CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus
konnten bei der Dauer der Erkrankung keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Die Krankheit dauerte bei den AlaAla Triagern 11,3 + 7,2 Jahre (SW = 3-30), den AlaVal
Trigern 9,9 + 7,6 Jahre (SW = 1-34) und bei den AlaAla Trigern 11,7 + 8,9 Jahre (SW = 0,5-

39).

Alter

Beziiglich des Alters der Erkrankten fand man im Vergleich der Triger des Polymorphismus
mit den Wildtypen keine signifikanten Diskrepanzen. Die Patienten mit dem Wildtyp waren
im Durchschnitt 42,7 + 14,3 Jahre alt (SW = 18-78), die heterozygoten Patienten 43,5 + 15,6

Jahre (SW = 18-84) und die homozygoten Patienten 41,5 + 13,0 Jahre (SW = 22-76).

Lokalisation

Auch in Hinblick auf die Lokalisation konnte bei Vergleich der Wildtypen mit den Trigern
des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus kein nennenswerter Zusammenhang gefunden
werden: bei 11 von 46 (23,9%) Wildtypen, 14 von 84 (16,7%) Heterozygoten und 5 von 34
(14,7%) Homozygoten konnte ein Befall des Rektums/Sigmas festgestellt werden. Ein
linksseitiger Befall konnte bei 23,9% (11 von 46) der AlaAla Tréger, bei 33,3% (28 von 84)

der AlaVal Trédger und bei 32,3% (11 von 34) der AlaAla Triger nachgewiesen werden. 24
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der 46 (52,2%) Wildtypen, 42 der 84 (50,0%) heterozygoten Patienten und 18 der 34 (52,9%)

der homozygoten Patienten litten an einer Pankolitis.

Immunsuppressive Therapie

Interessanterweise konnte bei den homozygoten ValVal-Tridgern ein hoherer Bedarf an
immunsuppressiver Therapie festgestellt werden (79,4%; 27 von 34) im Vergleich zu den
AlaAla-Wildtypen (60,9%; 28 von 46) und den AlaVal-Heterozygoten (76,2%; 64 von 84).
Dies erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,051). Der Gebrauch von Infliximab
(> 1 Infusion) lag bei den Wildtypen bei 8 von 46 (17,4%), den Heterozygoten bei 21 von 84

(25,0%) und den Homozygoten bei 11 von 34 (32,4%).

Operation aufgrund Colitis ulcerosa

Hinsichtlich der Notwendigkeit einer Operation wegen Colitis ulcerosa konnte zwischen
Trigern des Polymorphismus und Wildtypen kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.
Die OP-Rate lag bei den AlaAla-Trigern bei 2,2% (1 von 46), bei den AlaVal Trigern bei

3,6% (3 von 84) und bei den ValVal-Triagern sogar bei 0.

Fisteln, Stenosen, Abszesse

Auch bei den Colitis ulcerosa assoziierten Komplikationen wie Fisteln, Stenosen und
Abszessen konnte bei den Wildtypen verglichen mit den Triagern des Polymorphismus keine
signifikante Diskrepanz nachgewiesen werden. Fisteln konnten bei 2,2% (1 von 46) der
Patienten ohne Mutationen nachgewiesen werden und bei 7,1% (6 von 84) der heterozygoten
Patienten. Die Anzahl bei den homozygoten Patienten war 0. 17,4% (8 von 46) der

Wildtypen, 11,9% (10 von 84) der AlaVal-Triager und 8,8% (3 von 34) der ValVal-Triger
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litten an Stenosen. Eine Abszessbildung trat bei 2,2% (1 von 46) der Wildtypen, bei 7,1% (6

von 84) der heterozygoten Patienten und bei 5,9% (2 von 34) der homozygoten Patienten auf.

Extraintestinale Manifestationen

Beziiglich der extraintestinalen Manifestationen wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen den Triagern des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus und den Wildtypen
nachgewiesen. Extraintestinale Manifestationen traten bei 21,7% (10 von 46) der Patienten
ohne Mutation, bei 11,9% (10 von 84) der heterozygoten Patienten und bei 8,8% (3 von 34)

der homozygoten Patienten auf.

Positive Familienanamnese
Auch die Betrachtung der Familienanamnese zeigte keine signifikanten Diskrepanzen bei den
Colitis Ulcerosa-Patienten. 3 von 46 Wildtypen (6,5%), 12 von 84 AlaVal-Trigern (14,3%)

und 6 von 34 ValVal-Triagern (17,6%) zeigten eine positive Familienanamnese.

Zusammenfassung der Genotyp-Phinotyp-Analyse

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der CXCLI6-Polymorphismus nicht mit
einem spezifischen Phinotyp bei Colitis ulcerosa-Patienten assoziiert ist. Die durchgefiihrten
Genotyp-Phinotyp-Analysen bei Patienten mit Colitis ulcerosa zeigten keine Unterschiede in
der Verteilung ménnlich-weiblich, dem Body MaB Index, dem Alter, dem Zeitpunkt der
Diagnose, dem Krankheitsverlauf sowie der Familienanamnese zwischen Trigern und Nicht-
Trigern der p.Alal81Val-Variante. Vergleicht man die Lokalisation der Krankheit
(Pankolitis, linksseitige Kolitis und Kolitis, die auf das Rektum begrenzt ist) oder die Colitis
ulcerosa assoziierten Komplikationen wie z. B. Fisteln, Stenosen, Abszessbildungen,

Operationsindikationen oder extraintestinale Manifestationen, konnten keine signifikanten
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Diskrepanzen zwischen den Wildtypen und den Trdgern des CXCLI6 p.Alal81Val-
Polymorphismus nachgewiesen werden. Interessanterweise gab es bei den homozygoten
ValVal-Tréigern einen hoheren Bedarf an immunsuppressiver Therapie (79,4% vs 60,9% WT
und 76,2% heterozygot). Dies erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,051)

(vergleiche Tabelle 17).
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@ (2) 3) Dvs(2) Dvs3) (2)vs(3) Dvs(2) +
3)
CC CT TT p Wert p Wert p Wert p Wert
(n=46) (n=84) (n=34)
Minnlich
n=(%) 24 (52,2%) 46 (54,8%) 15 (44,1%) p=0,855 p=0,506 p=0,316 p=1,000
1,11 0,72 0,65 0,98
(0,54-2,28)  (0,30-1,76)  (0,29-1,45) (0,50-1,94)
Body Maf Index
(kg/m?)
Mittelwert + SA 23,9 43,9 24,6 +4,8 23,4 £3,4 p=0,476 p=0,542 p=0,183 p=0,727
Spannweite 16-32 18-41 16-30
Alter bei Diagnose
(Jahre)
Mittelwert + SA 30,9 £11,7 33,1152 304 x12,2 p=0.,381 p=0,837 p=0,318 p=0,539
Spannweite 9-61 13-81 14-75
Krankheitsdauer
(Jahre)
Mittelwert + SA 11,3+£72 9,9 £7,6 11,748,9 p=0,313 p=0,839 p=0,319 p=0,505
Spannweite 3-30 1-34 0.5-39
Alter (Jahre)
Mittelwert + SA 42,7 +£14,3  435+15,6 41,5+13,0 p=0,760 p=0,700 p=0.474 p=0,921
Spannweite 18-78 18-84 22-76
Lokalisation
Rektum Rektum Rektum Rektum
Rektum 11 (239%) 14 (16,7%) 5 (14,7%) p=0,356 p=0,401 p= 1,000 p=0,265
0,64 0,55 0,86 0,61
(0,26-1,55) (0,17-1,76)  (0,28-2,61) (0,27-1,41)
linksseitig ~ linksseitig ~ linksseitig  linksseitig
linksseitig 11 (23,9%) 28 (33,3%) 11(32,3%) p=0,319 p=0,454 p= 1,000 p=0,454
1,59 1,52 0,96 1,57
(0,70-3,60)  (0,57-4,09) (0,41-2,24) (0,72-3,42)
Pankolitis Pankolitis Pankolitis Pankolitis
Pankolitis 24 (52,2%) 42 (50,0%) 18 (52,9%) p=0,856 p= 1,000 p=0,840 p= 1,000
0,92 1,03 1,13 0,95
(0,45-1,88) (0,42-2,51) (0,51-2,50) (0,48-1,88)
Immunsuppressive _ _ _ —
Therapie 28 (60,9%) 64 (76,2%) 27 (79,4%) p=0,073 p=0,092 p=0,812 p=0,051
2,06 2,48 1,21 2,17
(0,95-4,47) (0,89-6,88) (0,46-3,18)  (1,04-4,50)
Gebrauch von
Infliximab 8 (174%) 21(25,0%) 11 (32,4%) p=0,382 p=0,183 p=0,494 p=0,228
(> 1 Infusion)
1,58 2,27 1,44 1,77
(0,64-3,93)  (0,80-6,48) (0,60-3,43) (0,74-4,19)
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OP aufgrund CU 1(22%) 3 (3.6%) 0 p= 1,000 p= 1,000
p=1,000  p=0,556
1,67 1,17
(0,17-16,50) (0,12-11,58)
Fisteln 122%)  6(1.1%) 0 p=0,420 p=0,674
p=1,000  p=0,180
3,46 241
(0,40-29,67) (0,28-20,59)
Stenosen 8(174%) 10(11,9%) 3(8.8%)  p=0431 p=0,338  p=0,755  p=0,302
0,64 0,46 0,72 0,59

(0,23-1,76)  (0,11-1,88) (0,18-2,78)  (0,23-1,53)

Abszesse 122%)  6(11%)  2(59%)  p=0420  p=0,572  p=1,000  p=0,447

3,46 2,81 0,81 3,27
(0,40-29,67) (0,24-32,36) (0,16-4,24) (0,40-26,92)

Extraintestinale 10 21,7%) 10(11,9%) 3 (8,8%) p=0,202 p=0,140 p=0,755 p=0,085
0,49 0,35 0,72 0,45

Manifestationen (0,19-1,27)  (0,09-1,38)  (0,18-2,78)  (0,18-1,10)
Positive _ _ _ _
Familionamamnese 3 (6:5%)  12(143%)  6(17.6%)  p=0.255 p=0,159 p=0,778 p=0,193

2,39 3,07 1,29 2,58
(0,64-8,95) (0,71-13,30) (0,44-3,76)  (0,72-9,22)

Tabelle 17: Assoziation zwischen dem CXCL16 Polymorphismus und Colitis ulcerosa-Charakteristiken
(CU=Colitis ulcerosa).
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3.4. Kombinierte Genotyp-Phéinotyp-Analyse unter Beriicksichtigung des CXCL16+/
NOD2-Genotyps

In den letzten Jahren wurden bestimmte M. Crohn-Phinotypen bei mehreren NOD2/CARD15-
Varianten beschrieben. Deshalb wurde alle M. Crohn-Patienten auf das Vorhandensein der
drei M. Crohn assoziierten NOD2/CARDI15-Varianten p.Arg702Trp, p.Gly908Arg und
p.-Leul007fsX1008 hin untersucht und die phénotypischen Konsequenzen bei Trigern
analysiert, die kombiniert sowohl das Val-Allel des CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus
als auch eine der drei NOD2/CARDI5-Hauptvarianten besaen. Es wurden die
demographischen Charakteristika Geschlecht, Body Mall Index, Alter bei Diagnose,
Krankheitsdauer, Alter, Alter bei Diagnose (Vienna), Lokalisation, Krankheitsverhalten,
immunsuppressive Therapie, Operation wegen MC, Komplikationen (Fisteln, Stenosen
Abszesse), extraintestinale Manifestationen sowie eine positive Familienanamnese untersucht.
Das Kollektiv umfasste die 201 M. Crohn-Patienten (siche Tabelle 18). Das kombinierte
Vorhandensein der drei Varianten in der M. Crohn Gruppe lag bei 36,8%. Es gab keinen
signifikanten Unterschied in ihrem Vorhandensein zwischen der AlaAla Wildtyp Gruppe und

den Patienten, die das Val Allel tragen.

Geschlecht

Die Untergruppen wiesen keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Geschlechts auf:
38,6% (17 von 44) aus der CXCLI16-/NOD2- Gruppe, 48,2% (40 von 83) aus der
CXCL16+/NOD2- Gruppe und 43,1% (22 von 51) aus der CXCL16+/NOD2+ Gruppe waren
minnlich. Interessanterweise waren 60,9% (14 von 23) in der CXCLI16-/NOD2+ Gruppe

mannlich.
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Body Map; Index

Auch in Bezug auf den Body Mal} Index (BMI) konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den vier Untergruppen nachgewiesen werden. Die CXCL16-/NOD2- Gruppe zeigte
einen BMI von 23,2 + 4,4 kg/m? (SW = 17-40), die CXCL16-/NOD2+ Gruppe einen Wert
von 23,3 + 3,6 kg/m? (SW = 18-32), die CXCL16+/NOD2- Gruppe 23,6 + 4,3 kg/m? (SW =

16-37) und die CXCL16+/NOD2+ Gruppe einen BMI von 22,6 + 3,3 kg/m? (SW = 17-31).

Alter bei Diagnose

Das Alter bei Diagnosestellung zeigte keine nennenswerten Diskrepanzen: man unterschied
28,1 + 10,7 Jahre (SW = 12-58) fir CXCL16-/NOD2-, 30,9 + 14,3 Jahre (SW = 15-66) fiir
CXCL16-/NOD2+, 29,0 + 12,2 Jahre (SW = 13-71) fiir CXCL16+/NOD2- sowie 26,1 + 11,1

Jahre (SW =7-61) fir CXCL16+/NOD2+.

Krankheitsdauer

Betrachtet man die Dauer der Erkrankung wurden keine nennenswerten Unterschiede
zwischen den vier Gruppen festgestellt. Es fanden sich 13,2 + 8,6 Jahre (SW = 1-32) in der
CXCL16-/NOD2- Gruppe, 10,8 + 8,1 Jahre (SW = 2-34) in der CXCL16-/NOD2+ Gruppe,
10,9 + 7,0 Jahre (SW = 2-32) in der CXCL16+/NOD2- Gruppe sowie 13,3 + 9,6 Jahre (SW =

3-43) in der CXCL16+/NOD2+ Gruppe.

Alter
Das Alter der erkrankten Patienten zeigte keine signifikanten Diskrepanzen: in der CXCLI16-
/NOD2- Gruppe waren die Patienten 41,3 + 11,5 Jahre (SW = 19-69) alt, in der CXCLI6-

/NOD2+ Gruppe 41,8 + 13,3 Jahre (SW = 20-68), in der CXCL16+/NOD2- Gruppe 39,9 +
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12,1 Jahre (SW = 18-75) sowie in der CXCLI16+/NOD2+ Gruppe 39,4 + 11,5 Jahre (SW =

19-71).

Alter bei Diagnose (Vienna A)

In den beiden Gruppen Vienna Al (< 40 Jahre) und Vienna A2 (> 40 Jahre) konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. In der A1 Gruppe waren 86,4% (38 von 44)
der CXCL16-/NOD2- Triger, 83,1% (69 von 83) der CXCL16+/NOD?2- Tréiger und 86,3% (44
von 51) der CXCLI16+/NOD2+ Triger. Die A2 Gruppe bestand aus 13,6% (6 von 44) der
CXCL16-/NOD2- Trager, 16,9% (14 von 83) der CXCL16+/NOD2- Triger und 13,7% (7 von
51) der CXCL16+/NOD2+ Tréger. Interessanterweise war der Prozentsatz der CXCLI16-
/NOD2+ Triéger fiir Al etwas niedriger (73,9%; 17 von 23) und fiir A2 etwas erhoht (26,1%;

6 von 23).

Lokalisation

In der CXCL16+/NOD2+ Gruppe konnte mit 76,4% die hochste Rate an ilealem Befall (L1:
13,7% + L3: 62,7%) im Vergleich zu CXCL16-/NOD2- mit 47,7 % (L1: 4,5% + L3: 43,2%),
CXCLI16-/NOD2+ mit 60,9% (L1: 17,4% + L3: 43,5%) und CXCL16+/NOD2- mit 56,6%
(L1: 3,6% + L3: 53,0%) nachgewiesen werden. In der CXCL16+/NOD2+ Gruppe konnte
auch die niedrigste Anzahl (11,8%) an Manifestationen im Kolon (L2) aufgefunden werden
im Unterschied zu CXCLI16-/NOD2- mit 29,5%, CXCLI16-/NOD2+ mit 34,8% und
CXCL16+/NOD2- mit 16,9%. Der Befall des oberen Gastrointestinaltrakts (L4) zeigte einen
kleinen Unterschied zwischen der CXCL16+/NOD2- Gruppe mit 26,5% und CXCLI16-/NOD-
mit 22,7%, CXCL16-/NOD2+ mit 4,3% und CXCLI6+/NOD2+ mit 11,8%. Der Wert

erreichte jedoch kein signifikantes Niveau.



3. Ergebnisse 69

Krankheitsverhalten

Die CXCLI16+/NOD2+ Gruppe zeigte im Vergleich zur CXCL16-/NOD2+ Gruppe eine
hohere Anzahl eines stenosierenden oder penetrierenden Phénotyps (B2 + B3: 86,3% vs
60,8%). Die CXCLI6-/NOD2- Gruppe wies interessanterweise 88,7% und die
CXCLI16+/NOD2- Gruppe 77,1% auf. Beim nicht-stenosierenden, nicht-penetrierenden
Verhalten (B1) war die Verteilung folgendermaBen: CXCL16-/NOD2-: 11,4%, CXCLI6-

/NOD2+:39,1%, CXCL16+/NOD?2-: 22,9% und CXCL16+/NOD2+: 13,7%.

Immunsuppressive Therapie

Bei der Verwendung immunsuppressiver Medikamente konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den vier Untergruppen festgestellt werden. Die Verwendung in der CXCLI6-
/NOD2- Gruppe war etwas hoher (93,2%) im Vergleich zu der CXCL16-/NOD2+ Gruppe mit
73,9%, der CXCLI16+/NOD?2- Gruppe mit 80,7% und der CXCL16+/NOD2+ Gruppe mit

72,5%.

Operation wegen MC

Bei den Operationsraten wurde keine nennenswerte Diskrepanz in den vier Gruppen
nachgewiesen: 30 von 44 Operationen (68,2%) fiir CXCL16-/NOD2-, 11 von 23 Operationen
(47,8%) fiir CXCL16-/NOD2+, 41 von 83 Operationen (49,4%) fiir CXCL16+/NOD2- und 37

von 51 Operationen (72,5%) fir CXCL16+/NOD2+.

Fisteln, Stenosen, Abszesse
Die CXCLI6+/NOD2+ Gruppe zeigte eine hohere Anzahl (78,4%) an stenosierenden
Komplikationen im Vergleich zu der CXCLI16-/NOD2+ Gruppe (47,8%) (sieche Abbildung

21). Bei der CXCL16-/NOD2- Gruppe lag der Wert fiir Stenosen bei 77,3% und fiir die
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CXCL16+/NOD2- Gruppe bei 65,1%. Bei der Fistel- und Abszessbildung konnten keine
nennenswerten Unterschiede in den vier Gruppen gezeigt werden. Die Gruppe CXCLI6-
/NOD?2- zeigte 61,4% und 47,7%, die CXCLI16-/NOD2+ Gruppe 47,8% und 30,4%, die
Gruppe CXCLI16+/NOD2- 49,4% und 34,9% sowie die CXCLI16+/NOD2+ Gruppe 60,8%

und 37,2%.

100
80
60
40
20

OB2/B3
l Stenosen

Prozent (%)

Val+/NOD2+ Val-/NOD2+
Genotyp

Abbildung 21: Der CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus erhoht bei gleichzeitigem Auftreten mit den
CARDI15-Mutationen das Risiko fiir stenotische Komplikationen.

(p = 0,030 fiir Vienna B2/B3 vs B1; OR 4,04; CI 1,27-12,85 vs Val-/NOD2+; p = 0,014 fiir Stenosen; OR 3,97;
CI 1,38-11,40 vs Val-/NOD2+; OR = odds ratio; CI = confidence interval)

Extraintestinale Manifestationen
Interessanterweise konnte die hochste Rate an extraintestinalen Manifestationen bei der
CXCL16-/NOD2-Gruppe gefunden werden (86,4%) im Unterschied zu CXCL16-/NOD2+ mit

69,6%, CXCL16+/NOD?2- mit 73,5% und CXCL16+/NOD2+ mit 62,7%.

Positive Familienanamnese

Auch bei der Familienanamnese wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier
Gruppen festgestellt. Die prozentuale Aufteilung war folgendermallen: 9,1% fiir die CXCL16-
/NOD2- Gruppe, 17,4% fiir die CXCL16-/NOD2+ Gruppe, 8,4% fiir CXCL16+/NOD2- sowie

19,6% fiir CXCL16+/NOD2+.
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Zusammenfassung der kombinierten Genotyp-Phdnotyp-Analyse

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass das kombinierte Vorhandensein des Val-
Allels des CXCLI6-Polymorphismus und der NOD2/CARDI5-Varianten ein
stenosierendes/penetrierendes Verhalten und stenosierende Komplikationen beinhaltet (sieche
Tabelle 18). Analysiert man die demographischen Charakteristika, so zeigten sich bei der
Genotyp-Phinotyp-Analyse in den vier Untergruppen (CXCLI16-/NOD2-, CXCL16-/NOD2+,
CXCL16+/NOD2-, CXCL16+/NOD2+) keine Unterschiede im Geschlecht, dem Body Maf
Index, dem Alter bei Diagnose, der Krankheitsdauer, dem Alter, der immunsuppressiven
Therapie, den OP-Raten sowie der Familienanamnese. Vergleicht man jedoch die M. Crohn-
Patienten, die beide Val-Allele und nur eines der NOD2/CARD15-Hauptmutationen tragen
(CXCL16+/NOD2+) mit den Patienten, die nur eine NOD2/CARDI5-Variante tragen
(CXCLI16-/NOD2+), konnte eine signifikant hohere Anzahl eines stenosierenden oder
penetrierenden Phénotyps (Vienna B2/B3 vs Bl; p = 0,030) sowie stenosierender
Komplikationen (78,4%; p = 0,014) in der CXCL16+/NOD2+-Gruppe im Vergleich mit der
CXCL16-/NOD2+-Gruppe, gefunden werden. Zusitzlich zeigte die CXCLI6+/NOD2+
Gruppe die hochste Rate an ilealem Befall (L1 + L3: 76,4%) und die niedrigste Anzahl an
Manifestationen im Kolon (11,8%; p = 0,027) verglichen mit der CXCL16-/NOD2+ Gruppe.
Interessanterweise wurde die hochste Zahl an extraintestinalen Manifestationen in der

CXCL16-/NOD?2- Gruppe gefunden (86,4%; p =0,011)
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@ 2 3 4)
CXCL16-/ NOD2- CXCLI16-/ NOD2+ CXCL16+/NOD2- CXCL16+/NOD2+
(n=44) (n=23) (n=83) (n=51)
1‘{:’:2%“ 17 (38.6%) 14 (60,9%) 40 (48.2%) 22 (43.1%)
Body MaB Index
(kg/m?)
Mittelwert + SA 232+44 23,3+£3,6 23,6 £4,3 22,6 £33
Spannweite 17-40 18-32 16-37 17-31
Alter bei Diagnose
(Jahre)
Mittelwert + SA 28,1 £10,7 30,9 £ 14,3 29,0 +£12.2 26,1 £11,1
Spannweite 12-58 15-66 13-71 7-61
Krankheitsdauer
(Jahre)
Mittelwert + SA 13,2 £8,6 10,8 £ 8,1 10,9 +7,0 13,3+£9,6
Spannweite 1-32 2-34 2-32 3-43
Alter
(Jahre)
Mittelwert + SA 41,3+11,5 41,8 +133 399 +12,1 394 +11,5
Spannweite 19-69 20-68 18-75 19-71
Alter bei Diagnose )
(Vienna A)
< 40 Jahre (Al) 38 (86,4%) 17 (73,9%) 69 (83,1%) 44 (86,3%)
> 40 Jahre (A2) 6 (13,6%) 6 (26,1%) 14 (16,9%) 7 (13,7%)
Lokalisation
terminales Ileum (LI) 2 (4,5%) 4 (17,4%) 3(3,6%) 7 (13,7%)
Kolon (L2) 13 (29,5%) 8 (34,8%) 14 (16,9%) 6 (11,8%);
p=0.027 vs (2)
Ileokolon (L3) 19 (43,2%) 10 (43,5%) 44 (53,0%) 32 (62,7%)
oberer GIT (L4) 10 (22,7%) 1 (4,3%) 22 (26,5%); 6 (11,8%)
p=0,023 vs (2)
Krankheitsverhalten
ni‘:ﬁi“;fgf}:f‘:fgrzgl) 5 (11,4%) 9 (39,1 %); 19 (22,9%) 7 (13,7%);
P p=0,012 vs (1) p=0,030 vs (2)
verschlieBend (B2) 12 (27,3%) 3 (13,0%) 23 (27,7%) 13 (25,5%)
penetrierend (B3) 27 (61,4%) 11 (47,8%) 41 (49,4%) 31 (60,8%)
Immunsuppressive .
Therapie 41 (93.2%) 17.(73.9%) 67 (80,7%) 37 (712,5%);

p=0,014 vs (1)
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41 (49.4%):
OP wegen MC 30 (68.2%) 11 (47.8%) 0011 vs (1 37 (72,5%)
Fisteln 27 (61,4%) 11 (47.8%) 41 (49.4%) 31 (60.8%)
Stenosen 34 (77,3%) 11 (47.8%):; 54 (65,1%) 40 (78,4%):
p=0,027 vs (1) p=0,014 vs (2)
Abszesse 21 (47,7%) 7 (30.4%) 29 (34.9%) 19 (37.2%)
Extraintestinale .
ramntestinale 38 (86.4%): 16 (69,6%) 61 (73,5%) 32 (62.7%)
p=0,011 vs (4)
Positive
Fam‘l‘e“%eég“cme bei 4(9.1%) 4 (17.4%) 7 (8.4%) 10 (19.6%)

Tabelle 18: Assoziation zwischen CXCL16, NOD2/CARD15 Mutation und M. Crohn-Charakteristiken
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4. DISKUSSION

Da die Pathogenese von CED nach aktuellem Wissensstand noch nicht in allen Einzelheiten
verstanden ist, stellt die Uberaktivierung des mukosalen Immunsystems gegeniiber luminalen
Antigenen bei genetisch vorbelasteten Individuen einen der wesentlichen Pathomechanismen
bei CED dar (Podolsky, 2002, Shi et al, 2006). Seit der Erstbeschreibung von
NOD2/CARDI)5 als erstes Suszeptibilitidtsgen bei M. Crohn (Ogura et al., 2001, Hugot et al.,
2001) konnten verschiedene Arbeitsgruppen weltweit insbesondere durch genomweite
Assoziationsstudien weitere Gen-Varianten wie z.B. ATGI6LI, IRGM und TLR4, die bei der
Akute-Phase Antwort bei Entziindungen und bakterieller Wirtsabwehr sowie der Autophagie
eine Rolle spielen, als phinotypisch bedeutsame Suszeptibilitdtsgene bei M. Crohn
identifizieren. Die groB3e Rolle der Genetik bei der Pathophysiologie der CED konnte zudem
durch die Entdeckung der IL-23/Th17-Entziindungskaskade (Iwakura et al., 2006) und deren
genetische Korrelate bei CED (Duerr et al., 2007, Dubinsky et al., 2007, Tremelling et al.,
2007) in den letzten Jahren untermauert werden. Basierend auf strukturellen und funktionellen
Ahnlichkeiten des Chemokins CX3CL1 (Fraktalkine) und der immunologischen
Schliisselfunktion von CXCL16 bei der T-Zell-vermittelten Immun-Antwort wurde in der
vorliegenden Arbeit analysiert, ob der Kkiirzlich identifizierte CXCLI6 p.Alal81Val-
Polymorphismus, der mit koronarer Herzerkrankung in Verbindung gebracht wird (Lundberg
et al., 2005), auch mit CED assoziiert sein konnte. Im Gegensatz zu CX3CLI (Fraktalkine),
dessen Assoziation mit einem verdnderten Krankheitsphdnotypen in unserer Arbeitsgruppe
nachgewiesen wurde (Brand et al., 2006), wurde der CXCLI16 p.Alal81Val-Polymorphismus

hinsichtlich seiner Rolle in der Pathogenese der CED noch nicht untersucht.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich die Anzahl an heterozygoten
AlaVal-und homozygoten ValVal-Trédgern nicht signifikant zwischen Patienten mit CED und
der gesunden Kontrollgruppe unterscheidet und entsprechend der Hardy-Weinberg-Verteilung
auftritt. Somit konnte der CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus nicht als ein CED-
Suszeptibilititsgen identifiziert werden. Dies wird durch neueste genomweite
Assoziationsstudien bestitigt (Barrett et al., 2008). Interessanterweise konnte jedoch bei
homozygoten Trigern des CXCLI16 p.Alal81Val-Polymorphismus ein signifikant jlingeres
Alter zum Zeitpunkt des Krankheitsbeginns von M. Crohn sowie eine ileale Beteiligung
verglichen mit dem Wildtyp AlaAla beobachtet werden. Dies deutet auf eine signifikante
Rolle des CXCL16-Signalwegs in der intestinalen Entziindung bei M. Crohn hin, die in
weiteren funktionellen Studien untersucht wird. Die hohere Anzahl von ValVal-Trigern mit
ilealer Beteiligung und strikturierendem/penetrierendem Krankheitsverlauf konnte bedeuten,
dass dieser Aminosdureaustausch zu einer Beeintrichtigung der Erkennung von intestinalen
Bakterien fithrt. Das membrangebundene CXCL16 vermittelt die Adhidsion und die
Phagozytose von gram-positiven und gram-negativen Bakterien durch die menschlichen
Antigen-prisentierenden Zellen (Shimaoka et al., 2003). Daher ist anzunehmen, dass
CXCLI16 eine wichtige Rolle bei der erleichterten Aufnahme von verschiedenen intestinalen
Pathogenen spielt. Zusétzlich vermittelt CXCL16 die Chemotaxis von T-Zellen und NKT-
Zellen und ist an der lymphozytdren Unterteilung im GALT beteiligt (Hase et al., 2006). Die
phéanotypischen Konsequenzen des CXCLI6-Polymorphismus fiir die M. Crohn-Patienten
stimmen mit fritheren Beobachtungen iiberein, in denen Genvarianten verschiedener Proteine
mit Defiziten bei der bakteriellen Erkennung assoziiert sind (Brand et al., 2005, Brand et al.,
2006, Seiderer et al., 2006, Thalmaier et al., 2006) und eine iiberwiegend ileale

Krankheitsmanifestation voraussagen, die durch den 103 bis 10* fachen Anstieg der
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mikrobiellen Dichte vom terminalen Ileum bis zum Kolon ausgelost wird (Savage, 1977).
Interessanterweise konnte vor kurzem gezeigt werden, dass der p.Thr280Met-
Polymorphismus am Rezeptor (CX3CRI) des strukturell @hnlichen Chemokins CX3CL1
(Fraktalkine) auch mit einer vorwiegend ilealen Krankheitsmanifestation und einem
verschlieBenden Phénotyp assoziiert ist (Brand et al., 2006). Ein moglicher Erkldrungsansatz
fir die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse konnte daher sein, dass der CXCLI6
p-Alal81Val-Polymorphismus zu einer beeintrichtigten Erkennung der Bakterien fiihrt und
hierdurch die phinotypischen Ahnlichkeiten zwischen Trigern dieses Polymorphismus und
denen der 1007fs NOD2/CARD15-Varianten oder des p.Thr280Met CX3CRI-Austauschs zu
erkldren sind (Brand et al., 2006, Seiderer et al., 2006).

Das NOD2/CARD15-Gen wird bis heute als eines der wichtigsten Suszeptibilititsgene fiir M.
Crohn angesehen (Hampe et al., 2001, Hugot et al., 2001, Ogura et al., 2001, Hugot, 2006). In
unserer Patientenkohorte konnte bei homozygoten Trigern der 1007fs Mutation des
NOD2/CARDI15-Gens eine deutliche Assoziation mit frithzeitigem Krankheitsbeginn,
signifikant hdufigerem Befall des terminalen Ileums sowie stenotische Komplikationen
nachgewiesen werden (Seiderer et al., 2006). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit auch untersucht, ob das gemeinsame Vorhandensein eines der drei wichtigsten
NOD2/CARDI15-Varianten (p.Arg702Trp, p.Gly908Arg und p.Leul007fsX1008) mit dem
CXCLI16 p.Alal81Val-Polymorphismus zu einer Verstirkung des ilealen Phidnotyps fiihrt.
Hierbei fand sich eine starke Assoziation eines strikturierenden/penetrierenden
Krankheitsverlauf und stenosierender Komplikationen fiir die Triager beider Val Allele und
der NOD2/CARD15-Mutationen. Ein moglicher funktioneller Erklarungsansatz hierfiir konnte
die Storung der intestinalen epithelialen Wiederaufnahme, die durch Chemokine,

eingeschlossen CXCL16 (Brand et al., 2002), vermittelt wird, sein.
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Die funktionellen Konsequenzen des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus sind bisher
noch nicht geklirt. Das membrangebundene CXCL16 wird fiir die chemotaktische Aktivitit
proteolytisch gespalten. Dies ist ein Prozess, der durch verschiedene Proteasen, wie z. B. die
disintegrin-like Metallopeptidase ADAMI10 und das Tumor Nekrose Faktor-Alpha
Converting Enzym (TACE), vermittelt wird (Wilbanks et al., 2001, Abel et al., 2004).
Aufgrund der Lokalisation des CXCL16 p.Alal81Val-Polymorphismus, codiert auf dem Exon
4, innerhalb der Spacer Region zwischen der Chemokinregion und der transmembranen
Region, die an der Chemokin-Spaltung durch TACE beteiligt sind, sind weitere Studien iiber
den Einfluss dieses Polymorphismus auf die CXCL16 Spaltung und Funktion in vivo von
grofBem Interesse.

Im Gegensatz zu M. Crohn wurde keine signifikante Assoziation des CXCLI6 p.Alal81Val-
Polymorphismus und einem Colitis ulcerosa-Phénotypen gefunden. Dies steht in
Ubereinstimmung mit der immunologischen Datenlage, die zeigen konnte, dass der CXCL16
Rezeptor CXCR6 ein weiterer Marker der Thl-vermittelten Entziindungsreaktion ist (Kim et
al., 2001). Wihrend M. Crohn eine vorwiegend durch Thl ausgeloste Entziindungsreaktion
ist, ist Colitis ulcerosa eine modifizierte Th2-vermittelte Reaktion (Bouma et al., 2003). Diese
Ergebnisse unterstiitzen deshalb die Bedeutung des CXCL16-CXCR6 Liganden-Rezeptor-

Systems bei der Th1-vermittelten Entziindungsreaktion.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit analysierte in Form einer detaillierten Genotyp-Phéinotyp-Analyse
erstmals die Rolle des CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus bei Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED). Genomische DNA von 574 Individuen (M. Crohn:
n=201, Colitis ulcerosa: n=164, gesunde Kontrollgruppe: n=209) wurde hierzu auf das
Vorhandensein des p.Alal81Val-Polymorphismus, kodiert im Exon 4 des CXCL16-Gens,
untersucht. Zusitzlich wurde der Genotyp der dreit NOD2/CARD15-Varianten p.Arg702Trp,
p-Gly908Arg und p.Leul007fsX1008 analysiert.

Zusammenfassend wurde der CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus mit einer dhnlichen
Héufigkeit bei Patienten mit CED und den gesunden Kontrollpersonen beobachtet und konnte
daher nicht als signifikantes CED-Suszeptibilititsgen identifiziert werden. Die Genotyp-
Phinotyp-Analyse zeigte jedoch, dass der CXCLI6 p.Alal81Val-Polymorphismus bei
homozygotem Vorliegen (ValVal-Genotyp) mit einem schwereren Phénotyp der Krankheit
M. Crohn in Form eines frithen Krankheitsbeginns (p = 0,016) mit ilealer Beteiligung (p =
0,024) assoziiert ist. Zudem zeigte sich beim zusitzlichen Vorhandensein einer
NOD2/CARDI5-Variante ein erhohtes Risiko des Auftretens von Stenosen. Bei Patienten, die
nur ein Val-Allel sowie eine NOD2/CARDI15-Variante tragen, wurden im Vergleich zu
Patienten, welche nur NOD2/CARDI15-Varianten tragen eine hohere Héaufigkeit eines
strikturierenden oder penetrierenden Phénotyps, sowie stenosierende Komplikationen
festgestellt (p = 0,014). Die Untersuchung der Patienten mit C. ulcerosa zeigte keinen
signifikanten Einfluss der CXCL16-Gen-Region auf Krankheitssuszeptibilitdt und Phénotyp.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Genvarianten der CXCLI6-Region den

phénotypischen Schweregrad der Erkrankung M. Crohn beeinflussen und in der Identifikation
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potentieller Risikopatienten mit einer erhohten Inzidenz von ilealem Befall und Stenosen von
Bedeutung sein konnen. Dies legt eine Schliisselfunktion von CXCL16 in der intestinalen
Immunantwort und chronischen Entziindung bei CED nahe, die in weiteren funktionellen
Studien untersucht werden soll. Es ist zu erwarten, dass die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zu einem besseren Verstindnis der Pathogenese von CED und der Identifikation

moglicher therapeutischer Angriffspunkte beitragen werden.
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ATGI16L1 autophagy-related 16-like 1

APCs antigen presenting cells

BMI Body Mal Index

Bp Basenpaare

ca circa

CARD caspase activating recruitment domain

CED Chronisch entziindliche Darmerkrankung

CU Colitis ulcerosa

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleid acid

DNS Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphate

DR3 death receptor 3

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

FOXP forkhead box P3

GALT gut associated lymphoid tissue

GATA GATA binding protein

HCl Chlorwasserstoff (Salzsdure)

IBD Inflammatory Bowel Disease

ICOS inducible co-stimulating molecule

ICOSL ligand for inducible co-stimulatory
molecule

IFEN Interferon
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IL

IRGM

MC

min

MIP-3a

ml

mM

Na

NKT

NOD

PCR

PRR

PTGER4

RFLP

RUNX

SD

SDF-1

SNP

sog

STAT

Interleukin

Immunity-related GTPase family, M
Morbus Crohn

Minute

Macrophage inflammatory protein 3alpha
Milliliter

Millimolar

Natrium

Natiirliche Killer Zellen

Nucleotid binding oligomerization
domain

Polymerase Chain Reaction
Pattern recognition receptors
prostaglandin receptor EP4
Restriction Fragment Length
Polymorphism

Rotation per minute

runt-related transcription factor
Standard Abweichung

Stromal cell-derived factor-1
Single nucleotid polymorphism
sogenannt

signal transducer and activator of

transcription
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SW Spannweite

TACE Tumor Nekrose Faktor-
Alpha Converting Enzym

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taq Thermus aquaticus

T-bet T box expressed in T cells

TGF Transforming growth factor

Th T helper cell

TLIA TNF-like molecule 1A

TLR Toll-like-receptors

TNF Tumor Nekrose Faktor

TNFRSF 25 TNF receptor superfamily 25

Treg Regulatory T cell

uv Ultraviolett

°C Grad Celcius

z. B. zum Beispiel



8. Anhang

113

8. ANHANG

Anamnesefragebogen fiir Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa:

I\ \F: 1 1 1,
Vorname ciiiiiieeieiiiiiieneecetcrennecccsnnnccccccnnns
AdIeSSE ciiiiiiieiiiiiiiienteteiitennttcctnnnaccecennns
Datum

1. | Wann sind Sie geboren? | ...
Wie alt sind Sie? | Jahre

2. | Geschlecht

Minnlich 0
Weiblich 0
Geschlecht

1=Mainnlich O

2=Weiblich O

3. | Wie groB sind Sie? | ...l cm
Wie viel wiegen Sie? | ...l kg
GroBle | ............ cm BMI
Gewicht | ............ kg

4. | Wie alt waren Sie, als das erste Malbei | .....................
Thnen M. Crohn oder Colitis ulcerosa | ...... Jahre

diagnostiziert wurde?
Seit wie langer Zeit leiden Sie unter dieser | .....................

Krankheit? . Jahre
Geburtsdatum | ........................
Alter | . Jahre
1=0-16 O Al
2=17-40 O A2
3=>40 O A3

5. | Kreuzen Sie jene an, die Sie mal genommen haben oder zur Zeit
noch nehmen:

Azathioprin (Imurek, Azafalk, Zytrim, Imuran) O
6-Mercaptopurin (Puri-Nethol, 6-MP)

6-Thioguanin (Thioguanin, Lanvis)

Methotrexat (Lantarel, MTX, Metex, Farmitrexat)
Infliximab (Remicade)

Adalimumab (Humira)

Certolizumab (Cimzia)

Natalizumab (Tysabri)
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Immunsuppressive Medikamente

O=nein O

1=ja 0

Infliximab O=nein [; 1=ja []
Humira O=nein [; 1=ja []

O=keine sonstige
Anti-TNF-Therapie O
1=Certolizumab
2=Natalizumab O
1l

Wann haben Sie das erste Mal eines dieser Medikamente
S5a. genommen?

Datum:

6. | Wurden Sie schon mal am | Ja 0 Nein [
Magen-Darm-Trakt wg.
MC/CU operiert?

Wenn ja, was, wo, wann?

Wurde Ihnen der Ja 0 Nein 0
Blinddarm entfernt?

Chirurgischer Eingriff am 1=Ja | O=Nein []
Magen-Darm-Trakt O

Wenn ja, was, wie, wo, wann? | .....................

Appendektomie | Jall [ Nein [

7. | Kreuzen Sie an, was Sie haben oder je hatten:
Fisteln (allgemein) Ja N Nein [
Perianale Ja O Nein O
Entero-enterale Ja O Nein O
Entero-vesikale Ja O Nein O
Entero-vaginale Ja N Nein [
Entero-kutane Ja O Nein O

Komplikationen

Fisteln (allgemein) Ja [ Nein [J

Perianale Ja [ Nein [J

Entero-enterale Ja [ Nein [J

Entero-vesikale Ja [ Nein [J

Entero-vaginale Ja [J Nein [

Entero-kutane Ja [ Nein [J
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8. | Haben oder hatten Sie je Ja 0 Nein
Stenosen?
-Wenn ja, wo? |
-Wann kam es zur 1. Datum:..................
Stenose?
-Waren Sie zu diesem nein [
Zeitpunkt bereits seit 3 ja O

Monaten unter
Immunsuppression (siehe
Frage 5.)?

-Wenn ja, wo?
-Wann kam es zur 1. Stenose?
-Waren Sie zu diesem Zeitpunkt bereits seit 3 Monaten unter
Immunsuppression ?

O=nein [
l=ja O

Stenosen Ja [

Wenn ja, wo?

9. | Haben Sie Abszesse?

Wenn ja, wo?

Abszesse JaO

Wenn ja, wo?

10.

Leiden Sie unter:

Gelenkschmerzen

Ja

Nein

Augenbeteiligung

Ja

Nein

Hautbeteiligung

Ja

Nein

Nicht-medikamentoes
induzierte Gallenkrankheit

Ja

[En el

Nein

[Enj el ey

Extraintestinale Manifestationen

Arthropathien Ja [J

Nein [J

Augenbeteiligung Ja [J

Nein [J

Hautbeteiligung Ja [J

Nein [J

Gallenkrankheit Ja O

Nein [J

11.

Rauchen Sie?

Ja

Nein

Ich habe geraucht

Wieviele Jahre?......Wieviele Packung pro Tag? ......

Raucheranamnese

1=Ja

0=Nein O

2=Ex

Pack years ........................
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12. | Leidet oder hat jemand in Ihrer Familie an Ja Nein
M. Crohn oder Colitis ulcerosa gelitten?
0 ]
Wenn ja, wer? (Mutter, Vater, ...) | .cooiiiiiiiiiens
Familienanamnese 1=Ja 0=Nein [J
0

Wenn ja, wer?

NUR AUSFULLEN, WENN SIE AN COLITIS ULCEROSA ERKRANKT SIND:

13. | Welche Abschnitte Ihres Darmes sind bei der Colitis ulcerosa
befallen?
Proktitis d
Linksseitige Colitis 0
Pancolitis O
Krankheitslokalisation
Proktitis 0 L1
Linksseitige Colitis 0 L2
Pancolitis 0 L3

NUR AUSFULLEN, WENN SIE AN MORBUS CROHN ERKRANKT SIND:

13. | Welche Abschnitte Thres Darmes sind beim Morbus Crohn

befallen?

Terminales Ileum

Colon

Ileocolon

Oberer Magen-Darm-Trakt (bitte
genaue Lokalisation)

(g R I

Krankheitslokalisation

Terminales Ileum

L1

Colon

L2

Ileocolon

L3

Ogigai4

(alleiniger Befall nur L4
ankreuzen) Upper GI

14. | Welche Komplikationen sind bei IThnen aufgetreten?

Keine Stenosen, keine Fisteln

0

Stenosen

Fisteln

Perianale Fistel

0
0
0

Krankheitsverhalten

@ Stenosen, @ Fisteln

Bl

Stenosen

B2

Fisteln

B3

Ogigai4

Perianale Fistel

P
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