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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

1.1.1 Definition

Der Begriff ,chronisch entzindliche Darmerkrankungen® (CED; engl.: inflammatory bowel
disease, IBD) beschreibt idiopathische, chronisch-rezidivierende Entzindungen des
Gastrointestinaltraktes (Gl-Traktes). Morbus Crohn (M. Crohn) und Colitis ulcerosa sind
die beiden Hauptformen. Chronisch entzliindliche Darmerkrankungen, die keiner der
beiden Hauptformen zugeordnet werden koénnen, bezeichnet man als Colitis

indeterminata. Sie machen etwa 10% aller CED aus.

1.1.2 Historischer Hintergrund

Die chronisch entzindlichen Darmerkrankungen sind Erkrankungen, die erst mit Hilfe von
relativ modernen diagnostischen Verfahren wie der Endoskopie mit Biopsieentnahme und
histopathologischer Untersuchung eindeutig dem M. Crohn bzw. der Colitis ulcerosa
zugeordnet werden konnten. Es gibt jedoch jahrhundertealte Beschreibungen von
Krankheitsfallen, bei denen aufgrund der damals beschriebenen Symptome und
Autopsieberichte heute nachtraglich die Verdachtsdiagnose M. Crohn oder Colitis
ulcerosa gestellt werden kann. Folgende Tabelle soll eine Ubersicht der historischen

Daten der chronisch entzundlichen Darmerkrankungen geben.

Jahr Publizierer Beobachtung

Morbus Crohn

1612 | Wilhelm Fabry Beschreibung eines ulzerierten, kontrahierten Caecums mit
lleuminvagination bei der Autopsie eines Jungen mit
persistierenden subhepatischen Schmerzen und Diarrhoe’23

1769 | Giovanni Battista Beschreibung eines entziindeten, verengten terminalen lleum
Morgagni mit Ulzera und Perforationen und vergrof3erten mesenterialen
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Lymphknoten bei der Autopsie eines 20-Jahrigen, der unter
Durchfall und Fieber gelitten hatte'-24

1813 | C. Coombe, W. Beschreibung eines Falles von lleumstriktur und -
Saunders verdickung'??®

1828 | John Abercrombie Beschreibung eines entziindeten, ulzerierten und verdickten
lleumsegments bei der Autopsie eines 13-jahrigen Madchens,
das unter Durchfall gelitten hatte '2°

1830 | Abraham Colles Beschreibung der Erkrankung bei Kindern mit initial der
Tuberkulose zugeschriebenen perianalen, retrovaginalen und
retrovesikularen Fisteln'27

1853 | Dominic Corrigan Beschreibung eines Falles mit einem verdickten lleum und
,Schneckenspurulzera“'?

1882 | Robert Koch Identifikation des Tuberkelbakteriums und somit Mdglichkeit
der Unterscheidung zwischen tuberkuléser und nicht-
infektioser ileozakaler Krankheit®

1889 |S. Fenwick Autopsie einer 27-jdhrigen Frau mit Diarrhoe- und
Gewichtsverlustanamnese zeigt verbackene Darmschlingen
mit ileokolonischer Fistel und erweitertem terminalen lleum
bei stenosierter lleozékalklappe?'©

1909 [ Heinrich Braun Beschreibung von mehreren Fallen mit entzindlich
verandertem Darm"

1913 | Thomas Kennedy 9 Falle mit disseminierter Verdickung des terminalen lleums

Dalziel und in einigen Fallen zusatzlich des Colon ascendens, davon
7 erfolgreich chirurgisch therapiert'?
1923 | Eli Moschcowitz, Beschreibung von 4 Faéllen mit diskontinuierlicher,
Abraham O. Wilensky | transmuraler Entziindung des Kolons, in einem Fall zusatzlich
auch lleitis

1932 | Burrill Bernard Crohn, [ EinflUhrung des Begriffes ,lleitis terminalis® bei 14 Fallen im

Leon Ginzburg, Mount Sinai Hospital, New York, USA™
Gordon David
Oppenheimer

1934 | Ralph Colp Bericht Gber Patienten mit lleokolitis Crohn®

1952 | Charles Wells Beschreibung von Kolonbefall bei Crohn-dhnlichen
entzlndlichen Lasionen'®

1960 | Hugh Evelyn Lockhart- | Histopathologische Differenzierung zwischen dem das Kolon

Mummery, BC.
Morson

befallende M. Crohn und der Colitis ulcerosa'”
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Colitis ulcerosa

1793 | Matthew Baillie Bericht Uber Patienten, die vermutlich an Colitis ulcerosa
verstarben?18
1859 | Samuel Wilks Bezeichnung der ,einfach idiopathischen Kolitis“ [als
Differentialdiagnose zur akuten Dysenterie]'®
1859 | Samuel Wilks Beschreibung von Entziindung in lleum und Kolon?°
1875 [ Samuel Wilks, W. Ulzerationen und Entzindung des gesamten Kolons einer
Moxon jungen Frau, die nach schweren blutigen Durchfallen
verstarb??!
1902 |R.F.Weir Spulung des Kolons mit Kaliumpermanganat bei vermutlicher
Infektion durch eine aullere operative Wurmfortsatzfistel
(Appendikostomie) bei einem Patienten mit Colitis ulcerosa®%?
1907 | John Percy Lockhart- [ Diagnose eines Kolonkarzinoms bei 7 von 36 Colitis ulcerosa-
Mummery Patienten mithilfe des neuen elektrisch beleuchteten
Proktosigmoidoskop??
1909 | Herbert P. Hawkins Beschreibung der Colitis ulcerosa als intermittierende bzw.

chronische Krankheit?*

Tabelle 1.1: Historische Daten der chronisch entzundlichen Darmerkrankungen

1.1.3 Epidemiologie

Sowohl der M. Crohn als auch die Colitis ulcerosa sind weltweit vorkommende

Krankheitsbilder. Je nach geographischer Region, den teils damit verbundenen

ethnischen Unterschieden und Untersuchungszeitpunkten sind jedoch eindeutige

Unterschiede in Inzidenz und Pravalenz festzustellen.

Verschiedene Inzidenzstudien aus Europa und Nordamerika, die in den 1960er und 70er

Jahren durchgefuhrt wurden, zeigten ein Nord-Sud-Gefalle mit hdheren Inzidenzzahlen in

nordlichen Breitenkreisen25-32, Eine Studie, die in den 1990er Jahren mit Daten aus 20

europaischen Zentren durchgeflihrt wurde, bestatigte ein Nord-Std-Gefalle, welches aber

wohl durch eine ansteigende Inzidenz in Siideuropa333* geringer ausfiel als erwartet und

sich maoglicherweise in Zukunft ausgleichen kdnnte?’.
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Europa Morbus Crohn Colitis ulcerosa
Inzidenz 0.7 —9.8/100 000 1.5-20.3/100 000
Pravalenz 144 /100 000 243/100 000

Tabelle 1.2: Inzidenz und Pravalenz bei M. Crohn und Colitis ulcerosa in Europa?%-2’

Deutschland Morbus Crohn Colitis ulcerosa
Inzidenz 3-5/100 000 2-5/100 000
Pravalenz 30-55/100 000 25-50/100 000

Tabelle 1.3: Inzidenz und Pravalenz bei M. Crohn und Colitis ulcerosa in Deutschland®®

Die Inzidenzzahlen von M. Crohn und Colitis ulcerosa zeigen auch bezglich des
Zeitpunktes der Datenerhebung Unterschiede. In der Nachkriegszeit zeigte die
Inzidenzkurve der CED bis in die 1970er Jahre, v.a. in Skandinavien, GroR3britannien und
den USA einen rapiden Anstieg und flachte dann bis in die heutige Zeit ab®¢. Der Anstieg

erfolgte fiir die Colitis ulcerosa 15-20 Jahre vor dem Anstieg des M. Crohn37-3,

Incidence per 100.000
15

et J]cerative colitis es=¢mm Crohn disease

10

0 Year
1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985

Abbildung 1.1: Jahrliche Inzidenz von Colitis ulcerosa und M. Crohn in Uppsala, Schweden,
1945-1983 (Abbildung modifiziert aus Ekbom?3¢)
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Auch soziookonomische Aspekte scheinen eine wichtige Rolle zu spielen, da in
stadtischen Gebieten hohere Inzidenz- und Pravalenzraten beobachtet wurden als in
landlichen Gebieten3.

Der M. Crohn und die Colitis ulcerosa kdnnen in jedem Lebensalter auftreten. Es zeigte
sich jedoch ein Altersgipfel der Erstmanifestation fur beide chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr sowie ein zweiter niedrigerer
Gipfel zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr.

Das Geschlechterverhaltnis ist bei der Colitis ulcerosa ausgeglichen, wahrend beim M.

Crohn die Manner leicht Gberwiegen3.

Morbus Crohn Colitis ulcerosa
Altersgipfel 15-30 Jahre und 60-80 Jahre
Verhaltnis Mann : Frau 1,1-1,8 : 1 1:1

Tabelle 1.4: Altersgipfel der Erstmanifestation und Geschlechterverhaltnis bei CED%

1.1.4 Kilinik

Die zwei Hauptformen der chronisch entzindlichen Darmerkrankungen sind durch
verschiedene Aspekte charakterisiert, die im Rahmen diagnostischer Verfahren meist
eine eindeutige Zuordnung zu dem einen oder anderen Krankheitsbild erlauben. In

folgender Tabelle sollen die wesentlichen Unterschiede herausgehoben werden.

Morbus Crohn Colitis ulcerosa
Lokalisation
gesamter Gl-Trakt Kolon
Lokalisationsmuster
transmural auf Mukosa beschrankt
diskontinuierlich (,skip lesions®) ;?rrllﬂr#::gﬁg und Uber die gesamte
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Symptomatik

Abdominalschmerzen (v.a. rechter
Unterbauch)

Tenesmen

Durchfalle, nur selten blutig

schleimig-blutige Durchfalle

perianale Erkrankungen

sehr selten perianale Erkrankungen

Erbrechen, Gewichtsverlust, Fieber

anamische Symptome

Befunde apparativer Diagnostik

segmentaler Befall, Fissuren, Ulzera,

kontinuierlich vom Rektum

Endoskopie PflastersteinreIief,__SchIeimhaut- ausgehend, fast immer auf Kolon
rétung, Aphthen, Odem beschrankt, z.T. ,back-wash“-lleitis
Fisteln (CT), skip-lesions, kontinuierlicher Befall, Haustren-

Radiologie Pflastersteinrelief, schmale Stenosen, | verlust, samtartige Schleimhaut mit
Ulzerationen, Abszesse (CT) unscharfen Konturen, Ulzerationen
transmurale Entziindung, bei 40%

. . Granulome, haufig aphthoide/ mukqsale und submukosale
Histopathologie ! Entzindung, zahlreiche

fissurale Ulzer_a, Verbreiterung der
Submukosa, Odem, Fibrose

Kryptenabszesse

Komplikationen

Fisteln

Kolonkarzinom

Stenosen, Strikturen

toxisches Megakolon

Abszesse Kolonperforation
Perforation schwere Blutungen
Blutung

Malabsorption

Konglomerattumor

Extraintestinale Manifestationen*®

Gelenke Periphere Arthritiden, Spondylitis ankylosans, Sacroiliitis
Haut Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum, Stomatitis aphthosa
Auge Uveitis, Episkleritis
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Leber,Gallenwege | Primar sklerosierende Cholangitis (PSC)

Pankreas Pankreatitis, Autoimmunpankreatitis

Blut, Gefalle Thromboembolische Ereignisse, Gerinnungsstérungen, Vaskulitiden

Niere, ableitende

Tubulare Proteinurie, Nephrolithiasis, AA-Amyloidose, interstitielle Nephritis
Harnwege

Bronchiolitis-obliterans-organisierende Pneumonie (BOOP), chronische
Lunge Bronchitis/Bronchiektasien, kryptogene organisierende Pneumonie (COP),
Pleuritis/Serositis

Demyelinisierende Krankheiten (u.a. Multiple Sklerose), Neuritis nervi

Nervensystem | tici, sensorische Schwerhérigkeit

Tabelle 1.5: Gegenulberstellung verschiedener klinischer Aspekte bei M. Crohn und Colitis
ulcerosa (Tabelle modifiziert aus Goke und Beglinger®)

1.1.5 Therapie

Der M. Crohn und die Colitis ulcerosa sind Krankheitsbilder, deren Ursachen noch nicht
ausreichend entschlUsselt sind. Daher stellen viele Therapieoptionen keine kausale
Behandlung, sondern lediglich einen empirischen Ansatz dar, der dazu dient, die
Lebensqualitat der Patienten zu verbessern. Nach der Diagnosestellung sind die
Auspragung und das Befallsmuster der Erkrankung, die aktuelle klinische Symptomatik,
eventuelle Begleiterkrankungen und der bisherige Verlauf wichtige Informationen zur
Erstellung eines optimalen Therapieplans.

Die medikamentdse Therapie kann bei den CED allein zur Behandlung eines akuten
Schubes zur Linderung der Symptome oder als remissionserhaltende MaRnahme zur
Verminderung der Anzahl der Schibe angewendet werden. Weiterhin missen bei
Komplikationen und/oder extraintestinalem Befall beim M. Crohn und der Colitis ulcerosa
therapeutische MaRnahmen ergriffen werden.

Nur bei geringer Krankheitsaktivitat, sehr seltenen Schiben und vollstandiger Remission
uber lange Zeit nach einer Schubtherapie kann man sich auf die alleinige Behandlung des
akuten Schubes beschranken. In den meisten Fallen wird jedoch eine

remissionserhaltende Therapie empfohlen.
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Einen Uberblick tiber Mdglichkeiten der Pharmakotherapie des M. Crohn und der Colitis

ulcerosa gibt die nachfolgende Tabelle.

Wirkstoff Wirkmechanismus Anwendung
5-Aminosalizylate
Sulfasalazin Inhibition der Prostaglandin- Akuttherapie 3-4 g/d verteilt auf 3
und Leukotriensynthese, der Einzeldosen; Dauertherapie 2-3 g/d
NF-kB-Aktivierung, der
Mesalazin Chemotaxis von Makrophagen | Behandlung des akuten Schubes und
und Neutrophilen; Abfangen Remissionsinduktion; kein Stellenwert in
reaktiver der Remissionserhaltung bei CU*;
Sauerstoffverbindungen Akuttherapie 1.5-4 g/d auf 3 Einzeldosen
verteilt; Rezidivprophylaxe (CU): 1-2 g/d
Olsalazin Akuttherapie CU: 3x 1.5-4 g/d
Rezidivprophylaxe CU: 2-3x 1-2 g/d
Balsalazid Akuttherapie CU: 5.25-6.75 g/d (auf 3
Einzeldosen verteilt); Rezidivprophylaxe
CU: 3-4 g/d (auf 2 Einzeldosen verteilt)
Glukokortikoide
Prednisolon Bindung an Glukokortikoid- Im akuten Schub zur Remissions-
rezeptoren, dadurch Induktion | erhaltung 1 mg/kg KG (bei hohen Dosen
der Expression verteilt auf 2 Einzeldosen), dann
antiinflammatorischer Proteine | entsprechend Klinik Dosisreduktion (z.B.
(z.B. Lipocortin), Suppression 60, 40, 30, 20, 15, 10, (7.5), 5 und 0 mg)
proinflammatorischer Proteine
Budenosid (NO-Synthetase, Lokaltherapie, insbes. bei Befall des
Cyclooxygenase, Zytokine IL- | terminalen lleums und des rechtsseitigen
18 und TNF-a) Kolons, 3x 3 mg p.o., Klysmen 2 mg/d
Immunsuppressiva
Azathioprin Hemmung der Lymphozyten- Remissionserhaltung, Steroideinsparung
6-Mercaptopurin | funktion Gber die Hemmung bei chronisch aktiven Verlaufen
der Purinsynthese und Azathioprin: 1-2.5 mg/kg KG/d
Apoptoseinduktion mukosaler | g_\p: 0.5-1.5 mg/kg KG/d
T-Zellen
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Methotrexat Antimetabolit: Hemmung der Alternative zu Azathioprin und 6-
Thymidin- und Purinsynthese Mercaptopurin, 5-15 mg/Woche als
Uber die Stoérung der Dauertherapie, max. Dosis 25 mg/Woche
THF(Tetrahydrofolsaure)-
Bereitstellung
Immunmodulatoren, TNF-a-Antikérper
Infliximab Apoptoseinduktion von CU-Therapie: Woche 0, 2, 6, dann alle 8
Monozyten und T-Helferzellen | Wochen jeweils 5 mg/kg KG i.v.
durch neutralisierende
monoklonale TNF-a-Antikdrper
Adalimumab monoklonaler TNF-a- CU-Therapie: Woche 0: 160 mg, Woche
Antikorper 2: 80 mg, dann alle 2 Wochen 40 mg s.c.
Golimumab bildet mit TNFa Komplexe und | CU-Therapie: Woche 0: 200 mg, Woche
verhindert so die TNFa- 2: 100 mg, danach alle 4 Wochen bei KG
Bindung an TNFa-Rezeptoren | <80 kg 50 mg, bei KG >80 kg 100 mg s.c.
Vedolizumab Hemmung der Lymphozyten- fur mittelschwere bis schwere Verlaufe,
bindung an darmspezifische bei denen konventionelle Therapien oder
MAdCAM-Rezeptoren durch TNF-a-Antagonisten unwirksam sind oder
Blockierung von a4f7-Integrin | nicht vertragen werden
auf deren Oberflache CU-Therapie: Einleitung, Woche 0, 2, 6:
300 mg, dann alle 8 Wochen 300 mg i.v.

Tabelle 1.6: Medikamentdse Therapieansatze bei M. Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU)
(Tabelle modifiziert aus Goke3®4")
*CU: Colitis ulcerosa

Neben dem pharmakologischen Therapieansatz spielt in der Behandlung der CED und
deren Komplikationen auch die Chirurgie eine wichtige Rolle. Bei einem schweren Verlauf
der Colitis ulcerosa und einem Versagen der medikamentdsen Therapie kann eine
Proktokolektomie sinnvoll sein und ermdglicht das Absetzen jeglicher Immunsuppressiva.
Aufgrund der transmuralen Ausbreitung des M. Crohn kommt es haufig zu Komplikationen
wie Stenosen, Fistelbildungen, Konglomerattumoren, Adhasionen und Abszessen. In
diesen Fallen Iasst sich die chirurgische Intervention oftmals nicht vermeiden. Sie sollte
im Sinne einer ,minimal surgery“ durchgefuhrt werden und umfasst elektive Eingriffe wie
Strikturoplastik und Bypassverfahren sowie Notfalleingriffe, z.B. im Falle einer Perforation
oder Durchwanderungsperitonitis. Der haufigste chirurgische Eingriff bei M. Crohn-
Patienten ist die lleozakalresektion.
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Chirurgische und pharmakologische Therapiemalnahmen stellen nicht die einzigen
Behandlungsmaoglichkeiten dar. Besonders wahrend eines akuten Schubes mussen
ernahrungsspezifische MaRnahmen ergriffen werden. Die Diat sollte im akuten Schub
ballaststoffarm, eiweil3reich und leicht resorbierbar sein. In einigen Fallen kénnen eine
Null-Diat und eine temporare parenterale Ernahrung zur Besserung der Symptome
notwendig werden. Besonders bei Kindern und Jugendlichen ist eine Ernahrungstherapie
hoch effektiv.

Auch supportive oder analytische Psychotherapie sowie das Beitreten in

Selbsthilfegruppen kdnnen sich fur diese Patienten als sehr hilfreich erweisen.

1.1.6 Pathogenese

Die Pathogenese der chronisch entzundlichen Darmerkrankungen ist bis heute nicht
vollstandig aufgeschlisselt. Bei der Krankheits-Pathogenese handelt es sich beim M.
Crohn und der Colitis ulcerosa um ein multifaktorielles Geschehen, in dem sowonhl
exogene als auch endogene Faktoren eine wichtige Rolle spielen2-46,

Da sich beide Krankheitsbilder als anhaltende Entzindungsreaktionen im
Gastrointestinaltrakt darstellen, richtete sich das wissenschaftliche Interesse schon frih
auf das Immunsystem*’48, Es entstanden verschiedene Theorien zur Pathogenese der
CED, wobei die eine einen Immundefekt mit inadaquater Antwort des Immunsystems auf
nicht pathogene Antigene postulierte, die andere eine defekte Barrierefunktion der
Mukosa und somit eine unubliche Exposition des Immunsystems gegenuber sonst nicht
bekannten Antigenen annahm und eine weitere eine adaquate Immunantwort auf einen
pathogenen Erreger in Erwagung zog, wobei bis heute kein solcher bekannt ist.

Fir die Atiologie der CED kommen verschiedene Faktoren in Frage. Zum einen
bestatigen Familienstudien und neuerdings auch genomweite Assoziationsstudien
(GWAS), dass die Genetik eine entscheidende Rolle spielt. Zum anderen zeigen
epidemiologische Studien, dass Umweltfaktoren ebenfalls entscheidend die Inzidenz
beeinflussen. Da es sich um multifaktoriell bedingte Krankheiten handelt, gibt es jedoch
weder ein Gen noch einen Umweltfaktor, die fur das Entstehen einer CED allein

verantwortlich gemacht werden kdnnen.
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Im Folgenden sollen erst die Umwelteinflisse und dann die Rolle und Funktion des
Immunsystems besprochen werden. Der Genetik wird aufgrund ihres Umfanges und ihrer

Bedeutung in dieser Arbeit eigens das Kapitel 1.2 gewidmet. Folgende Abbildung zeigt

die drei wichtigsten Einflussfaktoren, die zur Entstehung von CED beitragen.

&

Genetik Umweltfaktoren

Abbildung 1.2.: Die drei Hauptbausteine in der Entstehung von CED: ,Genetik®, ,Immunantwort®
und ,Umweltfaktoren®.
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1.1.6.1 Umweltfaktoren

Die Umweltfaktoren zahlen im Gegensatz zum Immunsystem und der Genetik zu den
exogenen Faktoren. Bereits oben erwahnte epidemiologische Studien, die eine
unterschiedliche geographische und zeitliche Verteilung der CED zeigten, lieferten
wichtige Hinweise auf die mogliche Rolle von Umweltfaktoren. Andererseits hat sich bis
jetzt kein einzelner, fur die Entstehung dieser multifaktoriell bedingten Krankheiten
verantwortlicher Risikofaktor herausstellen kénnen. Vielmehr scheint ein westlicher
Lebensstil im Allgemeinen zu einem erhohten Risiko beizutragen. Das in
epidemiologischen Studien gezeigte Nord-Sud-Gefalle und das West-Ost-Gefélle sowie
die im Vergleich zu landlichen Regionen erhdhte Inzidenz der CED in stadtischen
Gebieten, aber auch der deutliche Anstieg der Inzidenzen in der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts (s. Kapitel 1.1.3 Epidemiologie), die steigende Inzidenz bei Einwanderern
in wirtschaftlich héher entwickelten Landern und die steigende Inzidenz im Rahmen der
wirtschaftlichen Entwicklung sldlicher und asiatischer Lander sind Hinweise auf eine
potentiell ausschlaggebende Rolle der sogenannten Zivilisationsfaktoren bei der
Entstehung von CED. Dabei ist nicht immer genau klar, welchen Einfluss dabei die
Umweltfaktoren spielen. Man nimmt an, dass die sich in den letzten Jahrzehnten enorm
veranderten Ernahrungs- und Rauchgewohnheiten und eine verstarkte Exposition von
Umweltverschmutzung und Industriechemikalien bedeutend sind*®. Im Folgenden sollen
einige fur einen westlichen Lebensstil charakteristische Eigenschaften und Gewohnheiten
einzeln besprochen werden.

Da der M. Crohn und die Colitis ulcerosa im Gastrointestinaltrakt auftreten, wurde der
Ernahrung schon friih eine wichtige Rolle eingeraumt. Insbesondere in Bevolkerungen mit
hohem Konsum an raffinierten Kohlenhydraten und Milchprodukten konnten CED haufiger
beobachtet werden. Der Konsum von Sojaprodukten scheint hingegen einen protektiven
Effekt der Entstehung von CED gegenuber zu haben. Andererseits konnten diese
Beobachtungen aber auch auf unterschiedliche geographische Hintergriinde
zurtckzufihren sein. Schliellich lindern weder eine milchfreie Erndhrung noch eine
sojareiche Kost die Symptome®°.

Das Rauchen scheint auf die Colitis ulcerosa und den M. Crohn unterschiedliche Einflusse

zu haben®%%'. Es gibt mehr Nichtraucher unter Colitis ulcerosa-Patienten als unter
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Menschen ohne Colitis ulcerosa®%2. Der Tabakkonsum hat sich als der wichtigste
exogene Faktor mit negativer Beeinflussung des M. Crohn und mit positiver Beeinflussung
der Colitis ulcerosa herausgestellt®0-53,

Auch die in den Industriestaaten hoheren Hygienestandards scheinen die Entstehung von
CED zu beeinflussen. Kinder aus einem hygienischeren Umfeld mit modernen
Sanitaranlagen weisen ein erhohtes Risiko auf, an einer CED zu erkranken®*°°, Das ist
vermutlich auf eine fehlende Exposition gegentber bestimmten Antigenen in der Kindheit
zurlckzufihren, was wiederum eine adaquate und ausreichende Immunantwort
verhindert*®®°. Eine Studie erbrachte den Nachweis, dass sich natlrliche Killer-T-Zellen
vom Typ | (invariante naturliche Killer-T-Zellen) in der Lamina propria des Kolons und in
der Lunge von keimfreien Mausen ansammeln. Eine Kolonisierung neugeborener
keimfreier Mause mit Mikrobiota schitzte die Tiere vor einer solchen Akkumulation von
naturlichen Killer-T-Zellen und somit vor einer erhéhten Morbiditat in Modellen mit CED
und allergischem Asthma®®.

Eine Metaanalyse konnte zeigen, dass eine Appendektomie das Risiko, an Colitis
ulcerosa zu erkranken, um 69% reduziert’’. Das relative Risiko, an M. Crohn zu

erkranken, scheint hingegen erhoht zu sein®8,

1.1.6.2 Das gastrointestinale Inmunsystem

Das Immunsystem spielt bei der Entstehung von CED eine Schlusselrolle. Der Darm stellt
ein Erregerreservoir dar, mit dem sich die Darmschleimhaut standig auseinandersetzen
muss. Einerseits sollten pathogene Erreger erkannt und bekampft werden, um einen
ubermafigen Eintritt von Erregern in die tieferen Schichten des Darmes zu vermeiden,
andererseits soll eine Toleranz gegenlUber apathogenen Keimen aufrechterhalten
werden, um eine Homdostase zu ermdglichen.

Zunachst soll auf die Funktion der mukosalen Barriere im Gl-Trakt, dann auf die Rolle des
Immunsystems und zuletzt auf die mdgliche Auslésung der CED durch Mikrobiota

eingegangen werden.
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1.1.6.2.1 Die mukosale Barriere im Gastrointestinaltrakt

Von allen Korperoberflachen zeigt die gastrointestinale Mukosa die grofdte
Austauschflache mit der AuRenwelt*’. Die intestinalen Epithelzellen bilden eine
Schutzbarriere gegen einen uUberschissigen Eintritt von luminalen Antigenen in die
tieferen Schichten der Mukosa, wobei eine selektive Permeabilitat erforderlich ist, die
einerseits die Aufnahme von Nahrungsbestandteilen aus dem Darmlumen und die
Sekretion von Stoffen ermdglicht, andererseits die Barrierefunktion gegen unerwiinschte
Mikroorganismen erhalten soll. Eine intakte Barrierefunktion wird durch interzellulare
Zellverbindungen (Junctions) ermoglicht, welche den parazellularen Raum verschlie3en,
und durch Tight Junctions, welche die Dichtigkeit aufrecht erhalten®%%9, In erstgradigen
Verwandten von M. Crohn-Patienten konnte eine ungewohnlich hohe intestinale
Permeabilitdt nachgewiesen werden®'-%5. Bei Patienten mit CED weist der parazellulare
Raum eine verminderte Dichtigkeit auf und die Regulierung der Tight Junctions ist
fehlerhaft®®60, Diese Eigenschaften konnten einen primaren Defekt der Barrierefunktion
darstellen, aber auch eine Folge des entzindlichen Prozesses sein®9:60.66-69
Expressionsanalysen aus menschlichen CED-Biopsien ergaben, dass Zell-
Zellverbindungen wie E-Cadherin und B-Catenin herunterreguliert waren, wobei der
zugrunde liegende Mechanismus unbekannt ist’?. Der Prostaglandin E2-Rezeptor 4 (EP4)
wird in intestinalen Epithelzellen exprimiert und reguliert die epitheliale Barrierefunktion®s.
In Ptger4-Knockout-Mausen zeigte sich eine hdhere Anfalligkeit flr eine Dextran-Natrium-
Sulfat-Kolitis im Vergleich zu Wild-Typ-Tieren’'. 5p13.1 ist ein M. Crohn-
Suszeptibilitatslokus, der in einem 1.25 Mb grofRen, nicht kodierenden DNA-Abschnitt
(gene-desert) liegt und mit Krankheitssuszeptibilitat bei M. Crohn assoziiert ist. Die
zugehorigen Allele korrelieren mit der quantitativen Expression des EP4-Rezeptors®®.
Polymorphismen in der Nahe des Gens, welches EP4 kodiert (PTGER4), wurden mit M.
Crohn in Verbindung gebracht®®,

Zu den intestinalen Epithelzellen gehoren verschiedene Zellen mit unterschiedlichen
Funktionen. Die Becherzellen sezernieren in gesundem Zustand Schleim, der auf dem
Epithel liegt und verhindert, dass Mikrobiota aus dem Darmlumen in die tieferen Schichten
gelangen. Somit wird der Kontakt zwischen Erregern und Epithelzellen stark

eingeschrankt. MUC2 ist eine wichtige Muzinkomponente, und Mause, in denen das
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MUC2-kodierende Gen ausgeschaltet ist, entwickeln eine intestinale Entziindung®®72.
AuRerdem konnte eine Variante in einer genomischen Region, die MUC19 kodiert, mit M.
Crohn in Zusammenhang gebracht werden’3.

Die bakterielle Besiedlung fuhrt in lleum und Kolon zur Synthese eines weiteren
becherzellspezifischen Proteins, RELMB (engl.: resistin-like molecule beta). Studien
konnten zeigen, dass das Fehlen dieses Gens bei Mausen mit Dextran-Natrium-Sulfat-
Behandlung die Schwere der Kolitis vermindert’s. RELMB beeintrachtigt weder die
Barrierefunktion noch die Epithelproliferation in Gl-Trakt. Sowohl in vitro als auch in vivo
konnte jedoch gezeigt werden, dass es Makrophagen zur Produktion von TNF-a anregt.
Dies lasst vermuten, dass beim Verlust der epithelialen Barrierefunktion durch Dextran-
Natrium-Sulfat das angeborene Immunsystem in der Mukosa durch das im Lumen
vorhandene RELM{ aktiviert wird.

Durch Paneth-Zellen sezernierte antimikrobielle Peptide wie a-Defensine’>’” und die von
Enterozyten produzierten Immunglobuline A (IgA)’8 stellen einen weiteren Schutzfaktor
luminalen Mikrobiota gegenuber dar. Diese Faktoren minimieren den potentiellen Kontakt
zwischen luminalen Erregern und intestinalem Immunsystem und setzen dadurch die
Wabhrscheinlichkeit einer Immunantwort herab. Beobachtungen lassen vermuten, dass in
Patienten mit mutiertem NOD2-Gen eine Verminderung der durch Paneth-Zellen
sezernierten a-Defensine zur Pathogenese von M. Crohn im terminalen lleum beitragen
konnte’®80, Insgesamt weisen diese Daten darauf hin, dass ein Mangel von Paneth-Zellen
das Risiko fur M. Crohn erhoht, wahrend Becherzellen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Kolitis spielen?481-83,

Die M-Zellen nehmen auf ihrer apikalen Seite Antigene (Makromolekule, Bakterien, Viren,
kleinere Parasiten) Uber Endozytose auf und geben diese an der basalen Seite an die
Zellen des adaptiven Immunsystems ab. Sie stellen daher eine Verbindung zwischen dem

intestinalen Lumen und den tieferen Schichten des Darms dar.
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1.1.6.2.2 Die Rolle des Immunsystems bei der Entstehung von CED

Neben einer intakten mukosalen Barrierefunktion ist zur Erhaltung der gastrointestinalen
Homdostase ein funktionierendes Immunsystem wichtig, welches in der Lage sein soll,
Antigene aus Nahrungsbestandteilen und aus der physiologischen Darmflora zu
tolerieren, pathologische Mikroorganismen jedoch effektiv zu bekampfen.

Die Aufnahme von Antigenen Uber die gastrointestinale Mukosa kann einerseits zu einer
lokalen Abwehr (mit Produktion von sekretorischem IgA) fihren oder in einer
systemischen Abwehrantwort resultieren. Andererseits kann — und das ist fur die meisten
aufgenommenen Antigene der Fall — die Induktion einer systemischen Immuntoleranz
erfolgen®85, Dieser Mechanismus nennt sich ,orale Toleranz®, da gegenlber oral
aufgenommenen (und nicht gegenlber systemisch applizierten) Antigenen eine
immunologische Toleranz induziert werden kann. Suppressorzellen (eine Untergruppe
von T-Lymphozyten) setzen antiinflammatorische Zytokine wie IL-4, IL-10, und TGF-f3
frei®*. TGF-B wird von Th3-Zellen (einer Suppressorzell-Subspezies) sezerniert, die nur
nach oraler, nicht aber nach systemischer Antigengabe generiert werden®. In
verschiedenen Krankheitsmodellen war nach in vivo-Neutralisation von TGF-3 keine orale
Toleranzinduktion mehr maglich®4.

Im GI-Trakt werden kontinuierlich Antigene aus dem intestinalen Lumen aufgenommen,
um je nach enthommenem Antigen entweder Abwehrreaktionen gegen luminale Erreger
zu triggern oder Epithelzellen und antigenprasentierende Zellen (APC) zur Entwicklung
von Toleranzmechanismen zu induzieren®39 Diese Antigen-Aufnahme erfolgt
hauptsachlich durch Makrophagen, die zu den APC gehdren. Sie besitzen Zellauslaufer,
mit denen sie durch die Tight Junctions in das Darmlumen ragen konnen, ohne die
intestinale Barrierefunktion zu beeintrachtigen4”-9091, Uber die sog. pattern-recognition
receptors (PRRs), die fur die angeborene Immunabwehr charakteristisch sind und relativ
unspezifisch hochkonservierte, mikrobielle Strukturen, sog. Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (engl.: pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), erkennen,
konnen Makrophagen luminale Antigene aufnehmen®2. Zu den PRRs gehoren u.a. die
Toll-like-Rezeptoren (TLR) und die Nukleotid-bindende Oligomerisations-Domane (NOD)-
like Rezeptoren (NLRs), die PAMPs wie Lipopolysaccharide, Lipoproteine,

Peptidoglykane und Flagellin binden*86593.94 Eine angemessene Funktion der APC ist
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stark von der Funktionalitat der PRRs abhangig. Mehrere Studien konnten zeigen, dass
der M. Crohn mit genetischen Mutationen dieser Rezeptoren in Verbindung gebracht
werden kann47.95-97

Muramyl-Dipeptid (MDP), welches sich in bakteriellem Peptydoglykan findet, wird von der
Leucine-rich Repeat (LRR)-Domane von NOD2 (Nucleotide-binding oligomerization
domain containing 2) in Paneth-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen (DC) und
Endothelzellen erkannt. Dies initiiert die Aktivierung der NF-kB- und MAP-Kinasen-
Signalwege®%.6598-100 ynd fiihrt zur Produktion von antimikrobiellen Peptiden und von
Zytokinen (z.B. TNF-a und Interleukin-1B)%%190.101 " Studien haben gezeigt, dass
interagierende Faktoren diese Signalwege sowohl positiv als auch negativ
beeinflussen®®192-106 . Neben den APC exprimieren u.a. auch intestinale Epithelzellen
TLR, NOD1, NOD2 und Rezeptoren fir verschiedene Chemokine und
antikorperspezifische Fct197-199, Einige kommensale Mikrobiota scheinen in der Lage zu
sein, die Aktivierung von NF-kB in den Epithelzellen zu minimieren''°, indem sie durch die
Inhibierung von IKBa-Abbau und Proteinubiquitinierung und die Forderung des PPARYy-
vermittelten nuklearen Export von RelA die Signaltransduktion beenden und somit die
intestinale Entziindung dampfen''. Intestinale APC zeigen eine stark reduzierte
Sekretion von proinflammatorischen Enzymen®%112-115 wobei sie effektiv Bakterien toten.
Dies ermdglicht dem intestinalen Immunsystem eine Verteidigung gegen luminale
Mikroorganismen bei gleichzeitig minimaler Gewebsschadigung®®113.

Durch den Prozess der Autophagie werden intrazellulare Komponente wie abzubauende
Organellen und apoptotische Korperchen beseitigt®®'"® und Zellen gegen verschiedene
Pathogene und zytotoxische Bakteriengifte geschiitzt®®117-119 Die Entdeckung, dass ein
SNP in dem Autophagie-Gen ATG716L1 mit einem erhdhten Krankheitsrisiko fur M. Crohn
einhergeht, hebt die Bedeutung der Autophagie in der Pathogenese der CED
hervort5120.121  ATG16L 1 wird im intestinalen Epithel, in APC, in CD4/8-Zellen, in B1- und
in B-Gedachtniszellen exprimiert. Einige Studien konnten ATG76L 1 mit der Immunantwort
auf intrazellulare Bakterien in Verbindung bringen®'2'. AuBerdem wurde IRGM
(immunity-related GTPase M), ein weiteres Autophagiegen, mit dem Krankheitsrisiko fir
M. Crohn in Zusammenhang gebracht®®'?2. JRGM wird zur mykobakteriellen Abwehr

bendtigt und konnte in der oft in M. Crohn beobachteten Granulombildung eine analoge
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Rolle spielen®123.124  Auch NADPH-Oxidasen und assoziierte akzessorische Proteine
sind essentielle Komponenten der zellularen Antwort bei einer mikrobiellen Invasion®5.125
127, Ein SNP im ersten Intron auf NCF4 (p40Phox) ist mit Suszeptibilitat fir CED
assoziiertt>121, Mutationen in NCF4 lassen vermuten, dass eine veranderte
Phagosomenfunktion bezlglich der Erkennung von kommensalen Bakterien zur
Krankheit beitragen konnte. Funktionell veranderte Phagosome konnen Bakterien
weniger effektiv tdéten, was zu einer verlangerten Immunaktivierung oder einem
unvollstandigen Pathogenabbau fiihren wirde.

Die dendritischen Zellen prasentieren den naiven CD4*-T-Zellen (T-Helfer-Zellen) in den
sekundaren Lymphorganen des Gl-Traktes (Peyer-Plaques, mesenteriale Lymphknoten,
isolierte Lymphfollikel) die aus dem Darmlumen entnommenen Peptid-Antigene5®112.128
und stellen somit die Verbindung zur adaptiven Immunabwehr her. Der Kontakt mit den
Antigenen aktiviert die T-Zellen und die DC triggern in diesen aktivierten Zellen die
Induktion von Integrin a4B7 (einem Adhasionsmolekil) und CCR9 (einem
Chemokinrezeptor) durch die Freisetzung von Retinolsaure (einem Vitamin-A-
Metabolit)'2°. Dies verleiht den T-Zellen enterotopische Eigenschaften4”:5%-130-132 ynd sie
verweilen als langlebige Effektorgedachtniszellen in der Epithelzellschicht und der Lamina

propria der Darmmukosa, wo sie im Laufe der Zeit akkumulieren'4,
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In gesundem Zustand sezernieren die Becherzellen eine Schleimschicht, die den direkten Kontakt
zwischen intestinalen Epithelzellen und luminalen Bakterien einschrankt. Sowohl die Sekretion
von antimikrobiellen Peptiden (z.B. a-Defensine) durch Paneth-Zellen als auch die Synthese von
Immunglobulin A (IgA) stellen einen weiteren Schutz vor luminalen Mikrobiota dar. Uber PRR wie
TLR und NOD kénnen Epithelzellen, DC und Makrophagen luminale Antigene aufnehmen. Diese
werden den naiven T-Helfer-Zellen in den sekundaren Lymphorganen des Gl-Traktes (Peyer-
Plagues und mesenteriale Lymphknoten) prasentiert. Dort beeinflussen einerseits der Phanotyp
der APC und das Zytokin-Milieu (TGF-$ und IL-10) die Differenzierung der T-Zell-Untergruppen
mit ihren charakteristischen Zytokin-Profilen und werden andererseits Molekile mit
enterotopischen Eigenschaften (z.B. a4[37) synthetisiert, die zur Migration von Lymphozyten in die
Darmmukosa flhren.

Die CD4*-Zellen spielen in der Pathogenese des M. Crohn und der Colitis ulcerosa eine
Schlusselrolle. Sie werden nach ihrem Zytokinprofil in Th1-, Th2- und Th17-Effektor-
Zellen (=T-Helferzellen) eingeteilt. Die Differenzierung dieser T-Zellen bedarf
verschiedener Transkriptionsfaktoren, und zwar T-bet fur Th1-133134 GATA3 fur Th2-
133135 ynd RORyt fir Th17-Zellen'33.136_ Effektor-Funktionen von T-Zellen sind durch
andere T-Zell-Untergruppen (regulatorische T-Zellen, Suppressorzellen) gegenreguliert.
Zu diesen gehoren IL-10-produzierende Tr1-, TGF-B-produzierende Th3- und vom
Thymus stammende CD4*CD25"-T-reg-Zellen, die durch Zell-Zell-Kontakt die Reaktion
von Effektor-T-Lymphozyten verhindern. Die Bildung von CD4*CD25*-T-reg-Zellen bedarf
des Transkriptionsfaktors FoxP3 (Forkhead box protein 3)133.137,

Die Zellen dieser Untergruppen sezernieren verschiedene und flr sie charakteristische
Zytokine. Um eine intestinale immunologische Homoostase aufrechterhalten zu konnen,
muss die Regulierung dieser Untergruppen fein abgestimmt sein®%138.13%  Die Effektor-
Untergruppen (Th1-, Th2- und Th17-Zellen) sind fir die Verteidigung gegen Pathogene
und die Vermeidung eines UberschieRenden Eintritts von luminalen Antigenen von
Bedeutung. Andererseits kann aber eine im Vergleich zu den Treg-Zellen Ubermaliige
Expandierung und Uberaktivitdt dieser Zellen zu einer intestinalen Entziindung
flhren59.13%-147 CED-Studien bei Mdusen und Menschen konnten eine Dysregulierung von
intestinalen CD4*-Zell-Untergruppen bei der Pathogenese dieser Krankheiten
nachweisen. Bei M. Crohn zeigte sich eine erhéhte Produktion des Th17-Zytokins IL-17A
und des Th1-Zytokins IFN-y und TNF-a in der intestinalen Mukosa®%143.148 |m Gegensatz
dazu fiel bei der Colitis ulcerosa eine Erhdhung von IL-17A und Th2-Zytokinen wie IL-13

auf59.143.148.149  F{ir die Th17-Zellen ist der IL-23-Signalweg von groRer Bedeutung.
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Polymorphismen in verschiedenen Genen, die bei diesem Signalweg und der Th17-Zell-
Funktion eine wichtige Rolle spielen, wurden mit M. Crohn und Colitis ulcerosa in

Verbindung gebracht®®73,

IL1, ILS, IL23 |L6 IL23

IL10

Proinflammatory cytokines Antiinflammatory cytokines

Abbildung 1.5: Die Dysbalance von pro- und antientzindlichen Zytokinen bei M. Crohn
(Abbildung aus Brand'®)

1.1.6.2.3 Mikrobiota als pathogenetischer Faktor der CED-Entstehung

Verschiedene Anhaltspunkte sprechen daflir, dass Mikrobiota bei der Entwicklung und
Pathogenese von CED entscheidend sind. Einen Hinweis daflr liefert zum Beispiel die
Tatsache, dass sich Antibiotika-Therapien und die Anwendung von sog. Probiotika
zumindest bei einigen CED-Patienten als hilfreich erwiesen haben®1%1.152 AuRerdem
konnte bei CED-Patienten haufiger als bei gesunden Kontrollpersonen®%153.154 in der

intestinalen Flora der Escherichia coli-Stamm AIEC (adharent-invasiver E. coli)
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nachgewiesen werden, der an der intestinalen Mukosa haftet und mitunter sogar in sie
eindringen kann%%153, Weiterhin zeigten Beobachtungen bei Tiermodellen, dass eine
,spontane® chronische Kolitis bei Mausen fast ausschliel3lich bei Anwesenheit von
intestinalen Bakterien entstand®®65.140.155  Andere Studien®®1%6 konnten zeigen, dass die
Art der Immunantwort fur den Ausgang der Interaktion zwischen Erreger und
Immunsystem eher verantwortlich ist als die biologischen Eigenschaften luminaler
Bakterienspezies. Unsere Kenntnisse der intestinalen Mikrobiota sind jedoch bis heute
noch unzureichend®®1%7,

Obwohl bereits mehrere spezifische Pathogene fur die Entstehung von CED zumindest
mitverantwortlich gemacht wurden, konnte kein einziges davon als allein ursachlich
identifiziert werden. Vielmehr scheinen physiologisch vorkommende Antigene die
Entzindung im Darm zu initiieren. Im Vergleich zu Kontrollpersonen weisen z.B. M.
Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten eine verminderte Anzahl und Vielfalt an mukosa-
assoziierten Firmicutes- und Bacteroidetes-Stammen auf°%158.159  Es ist jedoch nicht
eindeutig festzulegen, ob diese Unterschiede kausal zur Krankheit beitragen oder
lediglich sekundare Veranderungen widerspiegeln, die durch die Entzindung verursacht

wurden.

1.1.6.3 Genetik

Bereits fruh wurde die Rolle der Genetik bei CED durch Beobachtungen von gehauftem
Auftreten bei Familienangehdrigen und in bestimmten Bevoélkerungsgruppen als
atiologisch relevant eingeschatzt. Verschiedene GWAS identifizierten
Suszeptibilitatsgene, die diese Theorie untermauerten und bestatigten, dass sich CED oft
bei genetisch vorbelasteten Individuen entwickeln. Details dazu sind im folgenden Kapitel

dargestellt.
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1.2 Genetik chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

1.2.1 Die Rolle der Genetik in der Pathogenese von CED

Mehrere Beobachtungen stiitzen die Theorie eines starken Einflusses der Genetik in der
CED-Pathogenese. Epidemiologische Daten zeigen, dass die Inzidenz und Pravalenz der
CED in bestimmten Bevolkerungsgruppen bzw. geographischen Regionen hoher ist als
in anderen. Das bereits beschriebene Nord-Sud-Gefalle und das geringe Auftreten von
CED in Afrika, Asien und Stidamerika sind ein Beispiel daf(ir26-34.58,160-163

Auch die Rasse bzw. die ethnische Herkunft scheinen einen hohen Einfluss auf die
Suszeptibilitat der CED zu haben. Pravalenzraten flir CED in den USA waren bei nicht-
Weilen durchweg niedriger. In einer Briefumfrage lagen die Pravalenzraten fir M. Crohn
pro 100 000 Einwohnern bei Weilten bei 43.6, bei Afroamerikanern bei 29.8, bei
Lateinamerikanern bei 4.1 und bei Asiaten bei 5.64%'%* Unter den verschiedenen
ethnischen Gruppen weisen in den USA Populationen judischer Herkunft, verglichen mit
nicht-jlidischen WeiRen, das hochste Risiko auf, an einer CED zu erkranken®s: Die
Inzidenz liegt 2- bis 4fach und die Pravalenz 2- bis 9fach hoher'®®. Diese erhohten CED-
Zahlen bei aschkenasischen Juden wurden Uber verschiedene Zeitraume und
geographische Regionen hinweg beobachtet. Das lasst vermuten, dass bei der
Entwicklung von CED bei aschkenasischen Juden genetische Faktoren eine grofliere
Rolle spielen kdnnten als bei Populationen nicht-jlidischer Herkunft'®”.

Auch ein gehauftes Auftreten von CED bei Verwandten l|asst eine genetische
Komponente an der Suszeptibilitdt des M. Crohn und der Colitis ulcerosa vermuten.
Familienstudien zeigen, dass 5-10% aller CED-Erkrankten eine positive
Familienanamnese aufweisen. Somit ist der grofdte Risikofaktor, eine CED zu entwickeln,
ein bereits erkrankter Verwandter+?168-170_ Das relative Risiko einer CED bei erstgradigen
Verwandten kann mit Kohorten- oder mit Fall-Kontroll-Studien geschatzt werden. In einer
Kohortenstudie'”" wurde gezeigt, dass Verwandte von Patienten mit Colitis ulcerosa ein
relatives Risiko von 10 und Verwandte von M. Crohn-Patienten ein relatives Risiko von
14 hatten''. Ahnliche Schatzungen des relativen Risikos fiir erstgradige Verwandte von
CED-Patienten (14-15fach erhdhtes Risiko) wurden in zwei Fallkontroll-Studien

beschrieben#?172.173_|n Familien, in denen mehr als ein Mitglied an einer CED erkrankt
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ist, liegt in 75% der Falle dieselbe Krankheit vor (also jeweils entweder M. Crohn oder
Colitis ulcerosa). In 25% der Falle jedoch leiden die betroffenen Familienmitglieder an
unterschiedlichen CED (ein Mitglied an M. Crohn, das andere an Colitis ulcerosa)*?174.
Diese Daten bestatigen eine Beteiligung mehrerer Suszeptibilititsgene an der CED-
Pathogenese, wobei einige dem M. Crohn und der Colitis ulcerosa gemeinsam sind,
wahrend andere entweder der einen oder der anderen CED-Form zugeschrieben
werden#?,

Die Theorie der Vererbbarkeit einer Disposition fur CED wird weiterhin durch die Tatsache
gestutzt, dass in nichterkrankten Familienangehorigen von M. Crohn- bzw. Colitis
ulcerosa-Patienten ein erhohter Titer von CED-assoziierten Antikdrpern nachgewiesen
wurde. Dazu gehoren die ANCA (Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikdrper) und die
ASCA (Antikorper gegen Saccharomyces cervisiae). Hohe Serumlevel von ANCA
korrelieren stark mit Colitis ulcerosa, und verschiedene Studien haben ANCA-
Seropositivitat in nichterkrankten Familienangehdrigen von Colitis ulcerosa-Patienten
beobachtet*?175-179  Andere Studien hingegen waren negativ'é%. Diese unterschiedlichen
Daten fir ANCA-Positivitatsraten bei nichterkrankten Familienangehérigen von Colitis
ulcerosa-Patienten weisen auf die Heterogenitat der Krankheit hin*2. Fiir die Mehrheit der
Individuen, die an M. Crohn leiden, ist ASCA ein serologischer Marker4?181-185 Dg jedoch
einige Bevodlkerungsgruppen eine hohere Pravalenz fur ASCA bzw. ANCA bei
nichterkrankten Verwandten von M. Crohn-Patienten aufweisen, sind weder ASCA- noch
ANCA-Antikorper-Tests ausreichend sensitiv, um als einziger Screening-Test eingesetzt
zu werden?,

Zwillings-Konkordanz-Studien sind die aussagekraftigste Methode, um besonders fur M.
Crohn die Beteiligung von genetischen Faktoren und Umweltfaktoren in der Pathogenese
der CED zu untermauern#?186.187 Dje Konkordanz bei monozygoten Zwillingen fir M.
Crohn liegt zwischen 24-58%, wohingegen dizygote Zwillinge eine Konkordanz wie bei
unterschiedlich alten Geschwistern aufweisen. Bei der Colitis ulcerosa liegt die
monozygote Konkordanz bei 6-17%, die dizygote bei 0-5%%. Die deutlich unter 100%
liegende Konkordanz bei monozygoten Zwillingen zeigt, dass es eine reduzierte

Penetranz fur den CED-Genotyp gibt. Dies erklart sich héchstwahrscheinlich durch nicht-
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genetische Faktoren wie Umweltfaktoren und schlielt eine alleinige genetische Atiologie
aus*?.

Letztendlich wurde die Rolle der Genetik in der Atiologie der CED durch die Entdeckung
von Suszeptibilitatsgenen in GWAS bestatigt. Zum Verstandnis des pathogenetischen
Einflusses von SNPs muss die Funktion der durch diese Suszeptibilitadtsgene kodierten

Proteine analysiert werden.

1.2.2 CED-Suszeptibilitatsgene

M. Crohn und Colitis ulcerosa, die zwei Hauptformen der CED, zeichnen sich durch eine
chronische Entzindung des Gl-Traktes aus, die hdochstwahrscheinlich durch Bakterien
der intestinalen Flora bei genetisch vorbelasteten Individuen ausgelost wird8%188-190  Seit
der ldentifizierung von NODZ2 als erstes Suszeptibilitatsgen fur M. Crohn im Jahre
200195188191 \wwurden weitere M. Crohn-assoziierte genetische Varianten von Proteinen,
die in der bakteriellen Erkennung oder in der mukosalen Immunantwort involviert sind, in
GWAS identifiziert120-122,188,192-194

Aufgrund der genetischen Heterogenitat verschiedener Voélker sind Replikationsstudien in
Bevolkerungsgruppen mit unterschiedlich genetischer Ausstattung entscheidend, um
neue CED-Suszeptibilitatsgene zu bestatigen'8®.

Das Erfassen der Suszeptibilitatsgene durch GWAS und die Ergrindung derer

Funktionen ermoglichen auRerdem Rickschlisse auf die CED-Pathogenese.

1.2.2.1 Bereits bekannte Suszeptibilitatsgene

Seit der Identifizierung des ersten Suszeptibilitatsgens fir M. Crohn 20019518191 wyrde
in diversen GWAS nach weiteren Suszeptibilitatsgenen fir CED gesucht. Viele Studien
wurden in mehreren Bevolkerungsgruppen repliziert und teilweise bestatigt. Im Folgenden

werden die bereits identifizierten Suszeptibilitatsgene aufgelistet.

26



1 Einleitung

Assoziierte Gene

I;\lal:lr;er:gf Chromosom (h?sgit(iﬁg)) SNP (n zusgt:rljﬁ)hkeu S)ene in
Morbus Crohn
1 1 78.62 rs17391694 (5)
2 1 114.3 rs6679677§ PTPN22||, (8)
3 1 120.45 rs3897478 ADAM30, (5)
4 1 172.85 rs9286879 FASLG, TNFSF18, (0)
5 2 27.63 rs1728918 UCN, (23)
6 2 62.55 rs10865331 (3)
7 2 231.09 rs6716753 SP140, (5)
8 2 234.15 rs12994997 ATG16L1||, (8)
9 4 48.36 rs6837335 (6)
10 4 102.86 rs13126505 (1)
11 5 55.43 rs10065637 IL6ST, IL31RA, (1)
12 5 72.54 rs7702331 (4)
13 5 173.34 rs17695092 CPEB4, (2)
14 6 2142 rs12663356 (3)
15 6 31.27 rs9264942 (22)
16 6 127.45 rs9491697 (3)
17 6 128.24 rs13204742 (2)
18 6 159.49 rs212388 TAGAP, (5)
19 7 26.88% rs10486483 (2)
20 7 28.17 rs864745 CREBS5, JAZF1, (1)
21 8 90.87 rs7015630 RIPK2, (4)
22 8 129.56 rs6651252 (0)
23 13 44.45 rs3764147 LACCT1, (3)
24 15 38.89 rs16967103 RASGRP1, SPRED1, (2)
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25 16 50.66** rs2066847§ NOD2||, (6)

26 17 25.84 rs2945412 LGALSY9, NOS2, (3)

27 19 1.12 rs2024092 GPX4, HMHA1, (20)

28 19 46.85% rs4802307 (9)

29 19 49.2 rs516246 FUT2, (25)

30 21 34.77 rs2284553 IFNGR2, IFNAR1, (10)
Colitis ulcerosa

31 1 2.5 rs10797432 TNFRSF14, (10)

32 1 20.15** rs6426833 (9)

33 1 200.09 rs2816958 (3)

34 2 198.65 rs1016883 RFTNZ2, PLCL1, (7)

35 2 199.70* rs17229285 (0)

36 3 53.05 rs9847710 PRKCD, ITIH4, (8)

37 4 103.51 rs3774959 NFKB1, MANBA, (2)

38 5 0.59 rs11739663 SLCIAS3, (8)

39 5 134.44 rs254560 (6)

40 6 32.595 rs6927022 (15)

41 7 2.78 rs798502 CARD11, GNA12, (5)

42 7 27.22% rs4722672 (14)

43 7 107.45* rs4380874 DLD, (9)

44 7 128.57 rs4728142 IRFS5|, (13)

45 11 96.02 rs483905 JRKL, MAML2, (2)

46 11 114.38 rs561722 FAM55A, FAM55D, (5)

47 15 41.55 rs28374715 (11)

48 16 30.47 rs11150589 ITGAL, (20)

49 16 68.58 rs1728785 ZFP90, (6)

50 17 70.64 rs7210086 (3)
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51 19 47.12% rs1126510 CALMS3, (14)

52 20 33.8 rs6088765 (11)

53 20 43.06 rs6017342 ADA, HNF4A, (9)
Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

54 1 1.24 rs12103 TNFRSF18, TNFRSF4, (30)

55 1 8.02 rs35675666 TNFRSF9, (6)

56 1 22.7 rs12568930t (3)

57 1 67.68** rs11209026+ IL23R)|, (5)

58 1 70.99 rs2651244+ (3)

59 1 151.79 rs4845604+ RORC, (14)

60 1 155.67 rs670523t (31)

61 1 160.85 rs4656958+t CD48, (15)

62 1 161.47 rs1801274+ FCGR2A/B, FCGR3A, (13)

63 1 197.6 rs2488389 C1orf53, (2)

64 1 200.87 rs7554511 KIF21B, (6)

65 1 206.93 rs3024505t IL10, (10)

66 2 25.12 rs6545800+ ADCYS, (6)

67 2 28.61 rs925255+1 FOSL2, BRE, (1)

68 2 43.81 rs10495903t (5)

69 2 61.2 rs7608910 REL, (9)

70 2 65.67 rs6740462 SPRED?2, (1)

71 2 102.86* rs917997+1 IL18RAP, IL1R1, (7)

72 2 163.1 rs2111485 IFIH1, (5)

73 2 191.92 rs1517352 STAT1, STAT4, (2)

74 2 219.14 rs2382817 (15)

75 2 241.57* rs3749171¢ GPR35, (12)

76 3 18.76 rs4256159t (0)
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77 3 48.96* rs3197999 MST1, PFKB4, (63)
78 4 74.85 rs2472649+ (11)

79 4 123.22 rs7657746 IL2, IL21, (2)

80 5 10.69 rs2930047 DAP, (2)

81 5 40.38* rs117425701 PTGER4, (1)

82 5 96.24 rs1363907 ERAP2, ERAP1, (3)
83 5 130.01 rs4836519+t (1)

84 5 131.19* rs21889621t IBD5 locus, (18)

85 5 141.51 rs6863411t SPRY4, NDFIP1, (5)
86 5 150.27 rs11741861+1 IRGM]|, (10)

87 5 158.8** rs6871626t IL12B, (3)

88 5 176.79 rs12654812 DOK3, (17)

89 6 14.71 rs17119 (0)

90 6 20.77* rs9358372t (2)

91 6 90.96 rs1847472 (1)

92 6 106.43 rs6568421+ (2)

93 6 111.82 rs3851228 TRAF3IP2, (4)

94 6 138 rs6920220t TNFAIP3, (1)

95 6 143.9 rs12199775 PHACTR2, (5)

96 6 167.37 rs1819333+ CCR6, RPS6KA2, (4)
97 7 50.245* rs1456896 ZPBP, IKZF1, (4)
98 7 98.75 rs9297145 SMURF1, (6)

99 7 100.34 rs1734907+ EPO, (21)

100 7 116.89 rs38904+ (6)

101 8 126.53 rs9217201 TRIB1, (1)

102 8 130.62 rs1991866 (2)

103 9 4.98 rs10758669 JAK2, (4)
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104 9 93.92 rs4743820t NFIL3, (2)

105 9 117.60** rs4246905 TNFSF15, (4)

106 9 139.32* rs10781499+t CARDS9, (22)

107 10 6.08 rs12722515t IL2RA, IL15RA, (6)
108 10 30.72 rs1042058+t MAP3KS, (3)

109 10 356.3 rs11010067t CREM, (3)

110 10 59.99 rs2790216 CISD1, IPMK, (2)
111 10 64.51** rs10761659+ (3)

112 10 75.67 rs2227564+1 (13)

113 10 81.03 rs1250546+ (5)

114 10 82.25 rs65860301 TSPAN14, C100rf58, (4)
115 10 94.43 rs7911264 (4)

116 10 101.28 rs4409764 NKX2-3, (6)

117 11 1.87 rs907611 TNNI2, LSP1, (17)
118 11 58.33 rs10896794 CNTF, LPXN, (8)
119 11 60.77 rs11230563 CD6, (14)

120 11 61.56 rs4246215t (15)

121 11 64.12 rs559928 CCDC88B, (23)
122 11 65.65 rs2231884+ RELA, (25)

123 11 76.29 rs2155219t (5)

124 11 87.12 rs6592362 (1)

125 11 118.74 rs630923t CXCRS, (17)

126 12 12.65 rs11612508t LOH12CR1, (8)
127 12 40.77* rs11564258+ MUC19, (1)

128 12 48.2 rs11168249t VDR, (8)

129 12 68.49 rs7134599t IFNG, (3)

130 13 27.52 rs170850071 (2)
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131 13 40.86** rs941823+ (3)
132 13 99.95 rs9557195 GPR183, GPR18, (6)
133 14 69.27 rs194749t ZFP36L1, (4)

134 14 75.7 rs48995541 FOS, MLHS3, (6)

135 14 88.47 rs8005161 GPR65, GALC, (1)
136 15 67.43 rs17293632+ SMAD3, (2)

137 15 91.17 rs7495132 CRTCS3, (3)

138 16 11.54* rs529866+ SOCS1, LITAF, (11)
139 16 23.86 rs7404095 PRKCB, (5)

140 16 28.6 rs265281 IL27, (14)

141 16 86 rs10521318+ IRFS8, (4)

142 17 32.59 rs30913161 CCL13, CCL2, (5)
143 17 37.91 rs12946510 ORMDL3, (16)

144 17 40.53 rs12942547+ STATS3, (15)

145 17 57.96 rs12920531 TUBD1, RPS6KB1, (9)
146 18 12.8 rs1893217+ (6)

147 18 46.39 rs72400041 SMAD?, (2)

148 18 67.53 rs727088 CD226, (2)

149 19 10.49* rs11879191 TYK2, (27)

150 19 33.73 rs17694108 CEBPG, (8)

151 19 55.38 rs11672983 (19)

152 20 30.75 rs61426181 HCK, (10)

153 20 31.37 rs4911259 DNMT3B, (8)

154 20 44.74 rs1569723t CD40, (13)

155 20 48.95 rs913678 CEBPB, (5)

156 20 57.82 rs259964 ZNF831, CTSZ, (5)
157 20 62.34 rs6062504 TNFRSF6B, (26)
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158 21 16.81 rs28232861t (0)

159 21 40.46 rs2836878+ (3)

160 21 45.62 rs7282490 ICOSLG, (9)
161 22 21.92 rs2266959 (13)

162 22 30.43 rs2412970 LIF, OSM, (9)
163 22 39.69* rs2413583t (19)

Tabelle 1.7: Bereits bekannte Suszeptibilitditsgene des M. Crohn und der Colitis ulcerosa
modifiziert aus Jostins et al.'%®

Die angegebene Position gibt die Mitte des Lokusfensters an.

* = zusatzlicher genomweit signifikant assoziierter SNP in der Region

** = zwei oder mehr zusatzliche genomweit signifikant assoziierte SNPs in der Region

I = Regionen mit Gberlappenden, aber unterschiedlichen Colitis ulcerosa- und M. Crohn-Signalen
T = Heterogenitat von Odds Ratios

§ = M. Crohn-assoziiertes Allel ist bei Colitis ulcerosa signifikant protektiv

|| = Gen, woflr funktionelle Studien von assoziierten Allelen angegeben wurden. Neu entdeckte
Loci. Fett gedruckte rs-Nummern weisen auf SNPs mit p-Werten <10-"2 hin. Die hier aufgelisteten
Gene wurden durch eine oder mehr Kandidatengen-Analysen mit CED in Zusammenhang
gebracht. Die fett gedruckten Gene wurden durch zwei oder mehr Kandidatengen-Analysen mit
CED in Zusammenhang gebracht. Fur jeden Lokus sind die zwei wichtigsten Kandidatengene
aufgelistet.

1.2.2.2 In dieser Arbeit untersuchte Genvarianten des PTGER4-Gens

rs4495224 und rs7720838 auf Chromosom 5p13.1 sind SNPs in der M. Crohn-
assoziierten Region, die das Expressionsniveau von PTGER4 reguliert. In in silico-
Analysen erwiesen sie sich als wesentlicher Bestandteil der Bindungsstelle fur die
Transkriptionsfaktoren NF-kB und XBP1 (X-box binding protein 1), wobei die M. Crohn-
Suszeptibilitats-Allele eine erhdhte Bindungsrate zeigten. Dies stellte eine mdgliche
Erklarung fur die erhdhte PTGER4-Expression bei M. Crohn-Patienten dar.

PTGER4 ist das rs4495224 und rs7720838 am nachsten gelegene bekannte Gen und
270 kb proximal lokalisiert'®. Es kodiert einen der vier bekannten Prostaglandin E2-
(PGE2)-Rezeptoren (G-Protein-gekoppelte Membranrezeptoren), der T-Zellen aktivieren
kann. PTGER4 kommt u.a. deshalb als starkes Kandidatengen fir M. Crohn in Frage, da
Ptgerd4-Knockout-Mause nach Dextran-Natrium-Sulfat-Behandlung eine schwere Kolitis

entwickeln. Dies ist bei Mausen, denen andere Prostanoid-Rezeptoren fehlen, nicht der
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Fall. Bei Wildtyp-Mausen, denen EP4-selektive Antagonisten verabreicht wurden, trat
eine Kolitis auf, wohingegen EP4-selektive Agonisten protektiv wirkten. Auch diese
Tatsache bestéatigte PTGER4 als Suszeptibilitatsgen?.
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Abbildung 1.6: Lokalisation von PTGER4 (roter Strich) auf Chromosom 5 (aus
www.genecards.org)

Prostaglandine werden von den Enzymen Cyclooxygenase-1 (COX-1) und
Cyclooxygenase-2 (COX-2) aus Arachidonsaure synthetisiert und spielen in der
Regulierung der gastrointestinalen Homdostase und der CED-Pathogenese eine
entscheidende Rolle'-1%9, Kiirzlich durchgefiihte GWAS replizierten den neuen M.
Crohn-Suszeptibilitatslokus 5p13.1 in der Nahe von PTGER4 und identifizierten
auBerdem das Gen NELL1 als ein weiteres potentielles Suszeptibilitatsgen flur M.
Crohn'®, PTGER4 hat sich als ein bei NELL7-Knockout-Mausen herunterreguliertes
Schlisselgen herausgestellt?*®. Das bestarkt die Hypothese, dass PTGER4-
expressionsmodulierende Regionen in der 5p13.1-Region in die komplexe Pathogenese

von M. Crohn miteinbezogen sind.

1.2.2.3 In dieser Arbeit untersuchte Genvarianten des PHOX2B-Gens

rs16853571 auf Chromosom 4p13 befindet sich in der Promotor-Region des PHOX2B-
Gens, welches zu den Hox-Genen gehort. Diese Gene sind eine Untergruppe der
homeotischen Gene, die evolutionar hoch konserviert sind. Der Tatsache, dass diese
Gene sich im Laufe der Evolution kaum verandert haben, liegt die gro3e Bedeutung der

darin kodierten Erbinformationen zugrunde.

34



1 Einleitung

Chr 4

[P | - M -
M A M 0N - H NN NN oM - “ o [SP I | “ - 0 N
w o win 0w 0 = ON m (‘7(‘7 - - NN <+ W W M~ 0 w -l = o [\ *+ o 00
o I = B B B | R I = B B A= B | NN NN o™ N o 0NN N L) M M L) M MM
2 2 9 o O 2 Q0 T T T T T T T o T TT o o T o T T TUT

:E-IX:-:-II . I T

Abbildung 1.7: Lokalisation von PHOX2B (roter Strich) auf Chromosom 4 (aus
www.genecards.org)

PHOX2B spielt bei der Entwicklung des vegetativen Nervensystems (Sympathikus,
Parasympathikus und enterisches Nervensystem) eine ausschlaggebende Rolle. Der
Sympathikus stammt aus der Neuralleiste, die aus transienten, multipotenten,
migratorischen Zellpopulationen besteht. Diese wandern wahrend der Entwicklung vom
Neuralrohr zur Region der dorsalen Aorta??’2%4, Dort werden Prozesse der
Differenzierung zu noradrenergen Neuronen initiert. PHOX2B kodiert fur den
Homeodomanen-Transkriptionsfaktor PHOX2B, der im Nervensystem exprimiert wird und
dem bei diesen Differenzierungsprozessen eine entscheidende Rolle zukommt204-207,
Studien an Maus- und Vogelmodellen konnten Phox2b als einen Schlusselregulator in der
Entwicklung von autonomen Nervenzellen identifizieren. Sein Fehlen fuahrt in
Mausmodellen aufgrund der ausbleibenden Sympathikusbildung zum

Embryotod204'208'2°9.

5'UTR 3'UTR

— (2] G e—

241bp 188bp 516bp

Abbildung 1.8: Genstruktur von PHOXZ2B: untranslatierter Bereich (orange Boxen), Introns
(schwarze Linien) und kodierende Sequenzen (blaue Boxen) (aus
http://atlasgeneticsoncology.org)

Phox2b spielt auch fiir das enterische Nervensystem eine wichtige Rolle?'%2'! Die
Vorlauferzellen von enterischen Neuralleistenzellen exprimieren Phox2b und die

Expression bleibt postnatal in den Neuronen erhalten. Phox2b-exprimierende Zellen
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finden sich im Plexus myentericus (Auerbach-Plexus) zwischen Ring- und
Langsmuskelschicht und im Plexus submucosus (Meissner-Plexus) in der Submukosa.
Sie haben entsprechend der enterischen Neuronen-Morphologie grof3e runde Zellkerne
und sind NSE-positiv2'2. Phox2b spielt nicht nur wahrend der embryonalen Entwicklung
eine ausschlaggebende Rolle, sondern pragt auch den Phanotyp von reifen enterischen
Neuronen. Die Entfernung von Phox2b wahrend der Entwicklung fuhrt zu einem Verlust

von enterischen Ganglien im gesamten Darm?208.208,213

Abbildung 1.9: Nachweis der Expression des Phox2b-H2BCFP-Transgens im
Gastrointestinaltraktes eines Mauseembryos am 14.5dpc?™

1.2.2.4 In dieser Arbeit untersuchte Genvarianten des NCF4-Gens

rs4821544 auf Chromosom 22q13.1 ist ein SNP auf dem Gen NCF4, welches fur das
p40phox-Protein kodiert. Dieses Protein wird vorwiegend in Zellen der myeloischen Reihe
exprimiert und interagiert mit NCF2/p67phox, um dann mit NCF1/p47phox einen Komplex
zu bilden, der wiederum mit Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, einer Rho-

36



1 Einleitung

GTPase) interagiert und bei Zellstimulation in die Zellmembran wandert. Dieser Komplex
aktiviert Flavozytochrom b, den membranstandigen katalytischen Kern des
Enzymkomplexes. Die PX-Domane von p40phox kann Phospholipid-Produkte der
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase) binden. Daraus lasst sich schlieRen, dass das
durch NCF4 kodierte Protein in der durch PI3-Kinasen vermittelten Signaltransduktion
eine wichtige Rolle spielt.

Die NADPH-Oxidase ubertragt Elektronen von intrazellularem NADPH Uber die
Zellmembran auf Sauerstoffmolekile und bildet dadurch Hyperoxid-Anionen (O2).
Hyperoxide werden u.a. in Phagosomen gebildet, die Bakterien und Pilze aufgenommen
haben, und dienen als reaktive Sauerstoffspezies (engl.: ROS) der Bekampfung von
Erregern. Die tdédliche Wirkung von Hyperoxid auf Bakterien zeigt sich durch eine deutlich
abgeschwachte Virulenz von Erregern, denen das Superoxid-Dismutase (SOD)-Gen
fehlt. Neutrophile von p40phox-Knockout-Mausen zeigen Defekte in der Regulierung der
NADPH-Oxidase und in der sauerstoffabhangigen Bekampfung von Bakterien'?®. Neben
der Tatsache, dass SNPs in NCF4 die Suszeptibilitat fir M. Crohn erhéhen, konnte bei
M. Crohn-Patienten mit rs4821544-Varianten eine verminderte ROS-Bildung nach
Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin GM-CSF (engl.: granulocyte

macrophage colony-stimulating factor) beobachtet werden?14.215,
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Abbildung 1.10: Lokalisation von NCF4 (roter Strich) auf Chromosom 22 (aus
www.genecards.org). Von Basenpaar 36 860 987 bis 36 878 016.

1.2.2.5 In dieser Arbeit untersuchte Varianten der intergenetischen Region auf
Chromosom 10

rs224136 auf Chromosom 10g21.1 ist ein nicht-kodierender SNP, der sich in einer

intergenetischen Region von ungefahr 70kb befindet und keine bekannten
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proteinkodierende Gene aufweist'?'. ZNF365 und EGR?2 sind Nachbargene dieses SNP
und kodieren Zinkfingerproteine. EGR2 wurde als negativer Regulator von T-Zell-
Aktivierung in M&ausen?'® postuliert und es wurde angenommen, rs224136 konne die T-
Zell-Funktion Uiber EGR2-Exprimierung beeinflussen'?!. Diese Hypothese bedarf jedoch

noch einer experimentellen Bestatigung.
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Abbildung 1.11: Lokalisation von EGRZ2 (roter Strich) auf Chromosom 10 (aus
www.genecards.org). Von Basenpaar 62 811 995 bis 62 893 516.

ZNF365 hingegen beglinstigt die Stabilitat von Telomeren und ,fragile sites* (FS). Als
solche werden chromosomale Regionen bezeichnet, welche nach Induktion oder seltener
auch spontan als Chromosomen- bzw. Chromatidbriche in Metaphasen auftreten.
Untersuchungen von p53-gesteuerten Genen, die im Rahmen von Telomerdysfunktionen
aktiviert werden, identifizierten ZNF365 als ein solches p53-Zielgen, welches zur
Genomstabilitat beitragt?'”. EinschlieRlich mit Telomerdysfunktionen in Zusammenhang
gebrachte Keimbahn-Polymorphismen im ZNF365-Lokus sind mit einem erhohten
Krebsrisiko assoziiert?'”. ZNF365 unterdriickt die Expression einer Untergruppe von
,common fragile sites“ (CFS), u.a. Telomere. In Abwesenheit von ZNF365 beteiligen sich
defekte Telomere an einer anomalen Rekombination von Telomerenden, was zu einem
erhohten  Telomer-Schwesterchromatidaustausch und  der  Ausbildung  von
anaphasischen DNA-Bricken und letztlich auch zu vermehrten Fehlern in der Zytokinese
und zu Aneuploidie fihrt?'”. Daraus lasst sich schlieBen, dass die p53-ZNF365-Achse im
Rahmen von Telomerdysfunktionen zur Genomstabilitat beitragt?'”.
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Abbildung 1.12: Lokalisation von ZNF365 (roter Strich) auf Chromosom 10 (aus
www.genecards.org). Von Basenpaar 62 374 156 bis 62 672 010.

1.2.2.6 In dieser Arbeit untersuchte Genvarianten des FAM92B-Gens

rs8050910 auf Chromosom 16q24.1 befindet sich innerhalb des Introns 4 des FAM92B-

Gens. Die Funktionen des vom FAM92B-Gen kodierten Proteins wurden noch nicht

herausgefunden.
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Abbildung 1.13: Lokalisation von FAM92B (roter Strich) auf Chromosom 16 (aus
www.genecards.org)

<< 83703615 Chr 16 | FAM32B | GenelD:333145 | 14130-bp | 57.75% i
I I NC_000016.8
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Abbildung 1.14: Genstruktur von FAM92B: untranslatierter Bereich (griine Balken), Introns
(blaue Linien) und kodierende Sequenzen (rote Balken) (aus www.refgene.com)
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2 ZIELSETZUNG

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von funf Genregionen (PTGER4, PHOX2B, NCF4,
FAM92B und einer intergenetischen Region auf Chromosom 10921.1) bezuglich
Suszeptibilitat, Genotyp-Phanotyp-Korrelation und potentieller Gen-Gen-Interaktionen
(Epistasis) bei CED naher untersucht. Spezifische Fragestellungen waren:

1. Analyse des Einflusses von sechs SNPs der funf oben genannten Gene auf die
Krankheitssuszeptibilitat von M. Crohn und Colitis ulcerosa.

2. Analyse einer potentiellen Genotyp-Phanotyp-Korrelation.

3. Analyse einer potentiellen Gen-Gen-Interaktion zwischen den in dieser Studie als M.
Crohn-Suszeptibilitatsgene identifizierten SNPs in PTGER4 (rs4495224 und
rs7720838), PHOX2B, NCF4, FAM92B und auf Chromosom 10921.1 und den
Polymorphismen in den bereits in vorangegangenen Studien identifizierten M. Crohn-
Suszeptibilitatsgenen NOD2278-220 || 23R221 ATG16L 1222 und SLC22A4/5223,

Eine US-amerikanische GWAS'?!" konnte zeigen, dass drei neue Genvarianten in
PHOX2B, NCF4 und FAM92B sowie ein SNP (rs224136) in der intergenetischen Region
auf Chromosom 10921.1 mit M. Crohn assoziiert sind, und eine belgisch-franzdsische
Studie’® identifizierte eine PTGER4-Expressions-modulierende Region auf Chromosom
5p13.1 als eine Suszeptibilitats-Region fur M. Crohn. Der Einfluss dieser Genvarianten
bei deutschen M. Crohn- bzw. Colitis ulcerosa-Patienten war bislang jedoch noch nicht
bekannt.

Daher sollten diese neuen Suszeptibilitdts-Genvarianten in einem gro3en deutschen
Untersuchungskollektiv mit CED-Patienten repliziert werden, um herauszufinden, ob die
oben genannten sechs Gen-Varianten, die sich in Belgien bzw. in den USA als
Suszeptibilititsgene erwiesen haben'?'1% (rs4495224 und rs7720838 in PTGER4,
rs16853571 in PHOX2B, rs4821544 in NCF4, rs8050910 in FAM92B und rs224136 auf
Chromosom 10g21.1), auch in der deutschen Bevodlkerung die Wahrscheinlichkeit flr das

Entstehen von M. Crohn und Colitis ulcerosa erh6hen.
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Aulerdem sollte hier in einer Genotyp-Phanotyp-Analyse untersucht werden, ob
bestimmte Polymorphismen der bereits als solche identifizierten Suszeptibilitatsgene bei
CED eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fur gewisse phanotypische Auspragungen bei M.
Crohn bzw. Colitis ulcerosa haben. Dazu gehoéren z.B. Alter, Geschlechterverteilung,
Body-Mass-Index, Familienanamnese, Auftreten von Stenosen und Fisteln, Therapie mit

Immunsuppressiva und extraintestinale Manifestationen.

Genomweite Studien bei Patienten mit M. Crohn oder Colitis ulcerosa haben SNPs
identifizieren konnen, welche die Suszeptibilitat fur das Entstehen einer CED signifikant
erhdhen. Gen-Gen-Interaktionen kdonnen dazu fuhren, dass bei Vorhandensein von
gleichzeitig zwei oder mehreren SNPs die Suszeptibilitat fir das Auftreten von CED
erhdht bzw. verringert wird. In dieser Arbeit wird zusatzlich gepruift, ob sich eine Interaktion
zwischen den in dieser Studie untersuchten SNPs in PTGER4 (rs4495224 und
rs7720838), in PHOX2B (rs16853571), in NCF4 (rs4821544), in FAM92B rs8050910) und
SNP rs224136 auf Chromosom 109g21.1 und Polymorphismen in den bereits in
vorangegangenen Studien identifizierten M. Crohn-Suszeptibilitaitsgenen NOD2278-220,
IL23R?21, ATG16L1222 und SLC22A4/5223 nachweisen lasst.

41



3 Methodik

3 METHODIK

3.1 Untersuchungskollektiv und Phanotypisierung

Das Untersuchungskollektiv (n=2833) schloss 1330 CED-Patienten und 1503 gesunde,

nicht miteinander verwandte Kontrollpersonen ein. Das Patientenkollektiv bestand aus

854 M. Crohn-Patienten und 476 Colitis ulcerosa-Patienten.

Die Patienten und

Kontrollpersonen stammten aus Kohorten von zwei deutschen Universitatskliniken

(Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen und Ruhr-Universitat Bochum) und waren alle

europaischer Herkunft und deutscher Abstammung. Die Kontrollpersonen waren gesunde

Blutspender und wurden bezlglich des Alters und des Geschlechts der Patientengruppe

angeglichen.
Untersuchungskollektiv (n=2833)
Patienten mit CED (n=1330)
Kontrollgruppe
Morbus Crohn Colitis ulcerosa e,
(n=854) (n=476)
Geschlecht
mannlich % 48.7 48.0 63.4
weiblich % 51.3 52.0 36.6
Lebensalter (a)
Mittelwert £ SD 39.5+13.1 41.8+14.5 45.9+10.7
Spannweite 10-80 7-85 18-71
Alter bei Erstdiagnose (a)
Mittelwert £ SD 27.8+11.6 32.0+13.5
Spannweite 7-71 9-81

Tabelle 3.1: Demografische Daten des Untersuchungskollektivs

Es wurden nur Patienten in die Studie eingeschlossen, bei denen die Diagnose einer CED

gesichert war, die auf etablierten klinischen Leitlinien sowie auf endoskopischen,

radiologischen und histopathologischen Kriterien beruhte und bei denen eine eindeutige
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Zuordnung zu entweder M. Crohn oder Colitis ulcerosa moglich war. Patienten mit
indeterminierter Kolitis (Colitis indeterminata) wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Phanotypische Merkmale beinhalteten demografische und klinische Parameter wie
Krankheitsverlauf und Lokalisation der CED, krankheitsbedingte Komplikationen und
chirurgische oder immunsuppressive Therapie. Die Erhebung dieser Phanotyp-
Parameter erfolgte unabhangig von den genomischen Daten (verblindet) durch
Auswertung der Patientenakten, durch detaillierte Fragebdgen sowie in einem

Patientengesprach bei der Aufnahme.

Die M. Crohn-Patienten wurden nach der Montreal-Klassifikation eingeteilt??*. Dabei
wurde das Alter (=age, A) dokumentiert, in dem der M. Crohn mit Hilfe von radiologischen,
endoskopischen, histopathologischen und/oder chirurgischen Verfahren erstmals
diagnostiziert wurde. Als Befallslokalisation (=location, L) wurde die maximale
Ausbreitung vor einem eventuellen chirurgischen Eingriff angegeben. Anhand der
auftretenden Komplikationen (Fisteln, Stenosen) wurde der Krankheitsverlauf
(=behaviour, B) beurteilt. Perianalfisteln wurden in der Montreal-Klassifikation (im
Gegensatz zur vorausgegangenen Vienna-Klassifikation??®) als Modifikatoren der
Krankheitsverlauf-Eigenschaften aufgefasst, da sie nicht (wie in der Vienna-Klassifikation)
zu den Fisteln allgemein gezahlt werden konnen. Es hat sich gezeigt, dass es bei M.
Crohn-Patienten mit Kolon-Befall (und nicht bei solchen mit lleum-Befall) Assoziationen
zwischen intestinalen Fisteln und Perianalfisteln gibt??%, dass aber bei fast 80% der
Patienten mit Perianalfisteln keine intestinalen Fisteln auftreten. Folgende Tabelle liefert

eine Ubersicht der Montreal-Klassifikation des M. Crohn.

Alter bei Erstdiagnose (A)

A1 <16 Jahre
A2 17 —40 Jahre
A3 > 40 Jahre
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Lokalisation (L)

L1 terminales lleum

L2 Kolon

L3 lleokolon

L4 oberer Gastrointestinaltrakt

L1+L4 terminales lleum + oberer Gastrointestinaltrakt
L2 + L4 Kolon + oberer Gastrointestinaltrakt
L3 + L4 lleokolon + oberer Gastrointestinaltrakt
Krankheitsverlauf (B)

B1 keine Stenose, nicht penetrierend

B2 Stenose

B3 penetrierend

B1p keine Stenose, nicht penetrierend + perianaler Befall

B2p keine Stenose + perianaler Befall

B3p penetrierend + perianaler Befall

Tabelle 3.2: Montreal-Klassifikation des M. Crohn2*

Patienten mit Colitis ulcerosa wurden ebenfalls nach der Montreal-Klassifikation eingeteilt.

Hier wurde die Ausdehnung (=extent, E) der Krankheit berucksichtigt und das

Patientenkollektiv in Patienten mit Proktitis (E1), mit Linksseitenkolitis (E2) und mit

Pankolitis (E3) klassifiziert. Folgende Tabelle fasst die Montreal-Klassifikationskriterien

fur die Colitis ulcerosa zusammen.
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Ausdehnung (E)

E1 ulzerative Proktitis
E2 Linksseitenkolitis (distale Colitis ulcerosa)
E3 extensive Kolitis (Pankolitis)

Tabelle 3.3: Montreal-Klassifikation der Colitis ulcerosa?*

Durch die Fragebégen zur Erhebung phanotypischer Charakteristika wurden aufierdem
der Body-Mass-Index, die Medikamenteneinnahme, die chirurgischen Eingriffe, das
Vorhandensein von Abszessen, die Raucheranamnese, die Familienanamnese, das
Vorhandensein extraintestinaler Manifestationen (Arthropathien, Uveitiden, Haut-
beteiligung, PSC, Aphthen) und bei M. Crohn-Patienten die Laborwerte ASCA und ANCA
erfasst.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat
Mdnchen genehmigt und hielt sich an die ethischen Prinzipien der Deklaration von
Helsinki fir medizinische Forschung, die menschliche Probanden einschlief3t. Nach
entsprechender Aufklarung wurde vor Beginn der Studie von dem gesamten
Untersuchungskollektiv ein schriftliches Einverstandnis fur die genetische Analyse ihres
Blutes eingeholt. Es bestand keine Uberlappung zwischen der in dieser Studie

untersuchten Kohorte und im Vorfeld publizierten GWAS in der deutschen Bevdlkerung.
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3.2 Materialien

3.21 Gerite

Folgende Gerate wurden flr die verschiedenen Schritte der Genotypisierung verwendet:

Geratebezeichnung

Geratetyp

Hersteller

Tischzentrifuge

Microfuge 18 Centrifuge

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Kihlzentrifuge

Allegra X-15R Centrifuge

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Kihlzentrifuge

Allegra 25R Centrifuge

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Spektrophotometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spektrophotometer Nano Drop ND-1000 Thermo Fischer Scientific, Waltham,
P P Spectrometer USA

Thermocycler Light Cycler 480 Roche, Mannheim, Deutschland

Steril-Arbeitsbank

Lamin Air Model 1,8

Heto-Holten, Allerad, Danemark

Gelelektrophoreseanlage

Power Pac 3000

Bio-Rad, Hercules, USA

Sub-Cell GT

Bio-Rad, Hercules, USA

Thermocycler

Dyad DNA Engine,
Peltier Thermal Cycler

Bio-Rad, Hercules, USA

Automatische Pipetten

Pipetman

Gilson, Bad Camberg, Deutschland

Waage

Mettler-Toledo, Giel3en, Deutschland

Gefrierschrank

Freezer -80°C Hera
Freeze

Heraeus, Hanau, Deutschland

Pipetierroboter

Freedom EVO® series

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 3.4: Gerate
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3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden fir die Genotypisierung verwendet:

Materialien Hersteller
Reaktionsgefalle Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland
LightCycler® Reaktionsplatten Roche, Mannheim, Deutschland
LightCycler® Plattenfolie Roche, Mannheim, Deutschland

Tabelle 3.5: Verbrauchsmaterialien

3.2.3 Reagenzien und Chemikalien

Folgende Tabelle ist eine Auflistung der Produkte, die fur die verschiedenen

experimentellen Schritte gebraucht wurden:

Reagenz Hersteller

DNA-Isolierung

QIAamp® DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

LightCycler® 480 Genotyping Master Roche, Mannheim, Deutschland
Primer TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland
Sonden TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland
Aqua ad iniectabilia Delta Select Delta Select, Pfullingen, Deutschland
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Sequenzierung
PCR-Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland
dNTP-Mix Sigma, Steinheim, Deutschland
HotStar Plus Tag™ DNA-Polymerase Qiagen, Hilden, Deutschland
Primer TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 3.6: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

3.3 Genotypisierung

3.3.1 DNA-Isolierung

Genomische DNA wurde aus Leukozyten des peripheren Blutes mit dem DNA Blood Mini

Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland) durch Standardverfahren isoliert.

3.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Unter der PCR versteht man die Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnittes. Dazu
wird eine Ausgangs-DNA (das sog. Template), zwei fur die Zielsequenz spezifische
Oligonukleotid-Primer, eine thermostabile DNA-Polymerase, ein aus den vier
Desoxyribonukleidtriphosphaten (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) zusammengestellter Mix
und PCR-Puffer bendtigt. In einem Denaturierungsschritt trennen sich durch Erhitzung die
beiden Strange der Template-DNA. Eine Abkihlung auf die sog. Primer-
Hybridisierungstemperatur ermdéglicht im Annealing-Schritt die Bindung der im
Uberschuss vorhandenen Primer an die einzelstrangige Template-DNA. Eine erneute
Temperaturerhdhung auf das Temperaturoptimum der DNA-Polymerase fuhrt zur
Verlangerung des Primers, der sog. Elongation, bis wieder eine doppelstrangige DNA
vorliegt, die der urspriinglichen Template-DNA exakt gleicht??’.
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Durch die PCR wird eine ausreichende Menge des zu untersuchenden DNA-Abschnittes
generiert, die man durch die Schmelzkurvenanalyse einem bestimmten Genotyp
zuordnen kann. Hierbei wird die Methode des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
(FRET) eingesetzt. Dazu bendtigt man eine Sensor-Sonde, welche die variable Sequenz
uberdeckt, und eine deutlich bindungsstarkere Anker-Sonde, die nahe der Sensor-Sonde
an den DNA-Einzelstrang bindet. Diese Sonden sind mit jeweils einem Donor- und einem
Akzeptor-Fluoreszenz-Farbstoff markiert, wobei die Sensor-Sonde sowohl Donor als
auch Akzeptor sein kann. Um das gewlinschte Signal zu generieren, muissen beide
Sonden binden. In dem Moment, in dem sich die Sonde vom DNA-Strang 16st, gibt es kein
Signal mehr, da Donor und Akzeptor nicht mehr nahe genug beieinanderliegen. An dem
Punkt, an dem das Signal erlischt, ist die Temperatur erreicht, bei der sich die Sensor-
Sonde 16st. Je nach Genotyp wird sich die Sonde bei einer héheren oder niedrigeren
Temperatur vom DNA-Einzelstrang I6sen und es entstehen die Schmelzkurven, Uber die
man die Patienten-DNA dem Wild-Typ, der Mutanten oder dem heterozygoten Typ

zuordnen kann228,
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Abbildung 3.1: Mutationsanalyse mit Hybridisierungs-Sonden (aus Roche Diagnostics??°)

Die SNPs rs4495224, rs7720838, rs224136, rs4821544, rs8050910 und rs16853571, fur
die bereits in vorangegangenen Studien signifikante Assoziationen mit CED gezeigt

worden waren'2".1% wurden durch PCR und Schmelzkurvenanalyse genotypisiert. Dazu
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wurde in einem LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) ein Paar
FRET-Proben benutzt. Das Gesamtvolumen der PCR betrug 5 pl, mit 25 ng genomischer
DNA, 1x Light Cycler® 480 Genotyping Master (Roche Diagnostics), je 2.5 pmol der
Primer und je 0.75 pmol der FRET-Proben (TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland). Die im
LightCycler® 480 ablaufende PCR bestand aus einem Denaturierungsschritt (95°C fur 10
Min.) und 45 Zyklen (95°C fuar 10 Sek., 60°C (Primer-Hybridisierungstemperatur aller 6
untersuchten SNPs, s. Tabelle 3.7) fur 10 Sek., 72°C fir 15 Sek.). Die
Schmelzkurvenerstellung umfasste eine anfangliche Denaturierung (95°C fur 1 Min.), eine
rasche Abkuhlung auf 40°C, die 60 Sek. lang anhielt, und eine langsame Erhitzung (1
Akquirierung/°C) bis zum Erreichen von 80°C bei gleichzeitiger konstanter Messung der
Fluoreszenzintensitat.

Tabelle 3.7 zeigt die fur die Genotypisierung benutzten Primer- und FRET-Proben-

Sequenzen und die Primer-Hybridisierungstemperaturen.

SNP Primer/Sonden Sequenz
5-Primer TGCTTTTTGTTGTTGTTTTTAAGGTA
-Pri AGGTGAAGTCCTTGAACTT
154495224 3’-Primer GGAGGTGAAGTCCTTGAACTTG
(PTGER4)
Sensor CACAGAGTTTAAATTGGCACTT-FL
Anker LC610-CCCCTGAGGACCTGGACTCCA
5-Primer GGAAAGACTCACCAAGGTTCAT
3’-Primer TGAGGAGAGAAGAGTGAGAGGC
rs7720838
(PTGER4)
Sensor CATTGGTGATGCCATGTCAA-FL
Anker LC640-GCCCTGGATTAGGACTCAGAAGACCTCA
116853571 5-Primer GGCTGAGATCGTCCAAGTTTC
(PHOX2B) 3’-Primer CCTTGGAGCCGAAATTCATCA
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rs16853571 Sensor TGCTGTAGGGTTTACGCGC-FL

(PHOX2B) Anker LC640-TCCCTGCAGAAGAGAGTGACCAGGGGT
5’-Primer GGTGCAGGAGCTGGGTAA

rs4821544 3’-Primer GAACCCTGTACCCCAGAAAG

(NCF4) Sensor CGCAAACTCGAACCTTCC-FL
Anker LC610-AAGCAGCAGCTGTTTGAGGCTTGGGC
5’-Primer CAAGGCACAATTAATAGGGCTGT

r$224136 3"-Primer CCAGACCTCTCGCTTGAGC

(intergen.

Region auf

Chromosom Sensor AACTTGAGTGCAACTTCAACTCT-FL

10921.1)
Anker LC670-

CCTTCTCTTTCTCTCATTTTCCACATCCAG

5'-Primer TTTCTGAATCACTCTGTCTCTAAACC

18050910 3’-Primer TGTCTCACTCCAGTGACTGCTC

(FAM92B) Sensor TTGATGACCCAATTAGCAAGA-FL
Anker LC670-ACGTCCCTTGAGGCAGGAGAACTGGC

Primer-Hybridisierungstemperatur 60 °C fur alle der sechs oben genannten SNPs

Tabelle 3.7: Fur die Genotypisierung gebrauchte Primer- und FRET-Proben-Sequenzen und die

Primer-Hybridisierungstemperaturen

FL: Fluorescein; LC610: LightCycler Red 610; LC640: LightCycler Red 640; LC670: LightCycler
Red 670. Die Polymorphismusposition im Sensor ist unterstrichen. Ein Phosphat ist an das 3’-
Ende des Akzeptors gebunden, um eine Verlangerung durch die DNA-Polymerase in der PCR zu

vermeiden.

3.3.3 Sequenzierung

Die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse wurden durch die Sequenzierung von

Stichproben jedes moglichen Genotyps bestatigt. Bei der Sequenzierung betrug das
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Gesamtvolumen der PCR 100 pl. Darin enthalten waren 250 ng genomische DNA, 1x
PCR-Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland), eine MgCl2-Endkonzentration von 2 mM, 0.5
mM des dNTP-Mix (Sigma, Steinheim, Deutschland), 2.5 Einheiten von HotStar Plus
Tag™ DNA-Polymerase (Qiagen) und je 10 pmol der Primer (TIB MOLBIOL, Berlin,

Deutschland).

Die PCR bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt (95°C fur 5 Min.), 35 Zyklen
(Denaturierung bei 94°C fur 30 Sek., Primer-Hybridisierung bei 55°C fur 30 Sek., DNA-
Verlangerung bei 72°C flr 30 Sek.) und einem Endextensionsschritt (72°C fir 10 Min.).

Die PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt und

durch ein kommerzielles Sequenzierunternehmen (Sequiserve, Vaterstetten,

Deutschland) sequenziert.

Die Primersequenzen fur die Sequenzierung sind in Tabelle 3.8 wiedergegeben.

Polymorphismus Primer-Sequenz
rs4495224 TGTTATACAGAGCAGCAGAACTAGG
(PTGERS) CTGGGAAGTACAGCCCTTTATTC
rs7720838 GGGTGAATGATCAATGTAACCG
(PTGER4) AGATCAGGGTGAGTCCAGAGAAT
rs16853571 GGCTGAGATCGTCCAAGTTTC
(PHOX28) CCTTGGAGCCGAAATTCATCA
rs4821544 TCCTGAGCCTCAGAGCG
(NCF) GGTCAGCTCTCCGTGTCATC
rs224136 GGAAGTGAGTCAAGGGAGAATAGAC
(intergen. Region auf Chromosom 10g21.1) CCAGACCTCTCGCTTGAGE
rs8050910 CACCTTTCTGAATCACTCTGTCTCTA
(FAMS2E) CCCTGCTAAGCAAGTCTCATT

Tabelle 3.8: Fir die Sequenzierung gebrauchte Primersequenzen
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3.4 Statistische Auswertung

Jeder genetische Marker wurde auf eine Ubereinstimmung mit dem vorhergesehenen
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in der Kontrollgruppe getestet. Zum Vergleich zwischen
kategorischen Variablen wurde, je nach Gruppengrofe, der Fisher's-Exact-Test oder x?-
Test angewendet. Einzelmarker-Alleltests wurden mit Pearsons x2-Test durchgefiihrt,
wahrend fur quantitative Variablen der Student’s t-Test angewendet wurde. Samtliche
angewendete Tests waren zweiseitig, p-Werte von <0.05 wurden als statistisch signifikant
erachtet. Bei jedem SNP wurden fur das seltenere Allel (Minor-Allel) Odds Ratio (OR) und
95%-Konfidenzintervalle (95%-Kl) berechnet. Eine Bonferroni-Korrektur wurde fur
multiple Vergleiche angewendet. Zur Auswertung der Daten wurde die SPSS 13.0
Software (SPSS Inc., Chicago, IL) und das Programm R-2.4.1. (http://cran.r-project.org)
benutzt. Interaktionen zwischen verschiedenen Polymorphismen wurden mit der

Epistasis-Option in PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) getestet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Analyse der untersuchten Genvarianten bzgl. Krankheits-
suszeptibilitat

In dieser Studie wurden 6 SNPs von Genen oder intergenetischen Regionen untersucht,
die in vorangegangenen Studien als Krankheitssuszeptibilitdtsgene identifiziert worden
waren. Jeder SNP hat zwei verschiedene Allele (z.B. P und Q), von denen eines haufiger
(Major-Allel) und eines seltener (Minor-Allel) vorkommt. Aus den zwei Allelen konnen 3
verschiedene Genotypen abgeleitet werden: PP, PQ, QQ. Um die in dieser Arbeit
durchgefuhrte Untersuchung statistisch auswerten zu kdnnen, muss eine
Normalverteilung der Allelfrequenz in der Kontrollpopulation nach dem Hardy-Weinberg-
Prinzip vorliegen. Dieses Prinzip sagt bei Vorhandensein zweier verschiedener Allele und
bestimmten Voraussetzungen folgendes Gleichgewicht der Allel- und Genotypisierung
voraus: p? + 2pq + g2 = 1. Dabei ist p die Allelfrequenz von P und q die Allelfrequenz von
Q. p? beschreibt die Frequenz der Homozygoten mit Merkmal P, g2 die Frequenz der
Homozygoten mit Merkmal Q und 2pq die Frequenz der Heterozygoten (Merkmale P und
Q). Es wurden die Allelfrequenzen des Patientenkollektivs mit denen der Kontrollgruppe
verglichen und bei einem Signifikanzniveau von p<0.05 von einer statistisch signifikanten
Assoziation ausgegangen. Wenn bei einer statistisch signifikanten Assoziation zwischen
einem Polymorphismus und einem Krankheitsbild die Haufigkeit des selteneren Allels in
der Patientengruppe mit einer OR (95%-KI) >1 hdher war als in der Kontrollgruppe, so
wurde der untersuchte Polymorphismus als krankheitspradisponierend eingeschatzt.
Umgekehrt wurde dem untersuchten Polymorphismus ein krankheitsprotektiver Effekt
zugesprochen, wenn die Haufigkeit des selteneren Allels in der Patientengruppe mit einer

OR (95%-KI) <1 niedriger war als in der Kontrollgruppe.
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411 Analyse von PTGER4-Genvarianten bzgl. Krankheitssuszeptibilitat von M.

Crohn und Colitis ulcerosa

In allen drei Untersuchungsgruppen (M. Crohn, Colitis ulcerosa und Kontrollen) war die
Allel-Frequenz der SNPs rs4495224 und rs7720838 in PTGER4 in Ubereinstimmung mit
dem vorhergesehenen Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. In den drei Gruppen konnte fir
rs4495224 das C-Allel und fur rs7720838 das G-Allel als das Minor-Allel identifiziert
werden. Beide kamen bei M. Crohn-Patienten signifikant seltener vor als in der C.
ulcerosa- und der Kontrollgruppe und wurden als hoch signifikante M. Crohn-assoziierte
Genvarianten identifiziert (s. Tabelle 4.1). In der M. Crohn-Gruppe trat das seltenere C-
Allel des rs4495224-Polymorphismus mit einer Frequenz von 27.8% auf, in der
Kontrollgruppe mit einer Frequenz von 33.5% (p= 5.00x10-% OR: 0.76; 95%-KIl: 0.67-
0.87). Das seltenere G-Allel des rs7720838-Polymorphismus trat bei M. Crohn-Patienten
mit einer Frequenz von 37.5% und bei den Kontrollpersonen mit einer Frequenz von
42.6% auf (p=8.80%x10~4; OR: 0.81; 95%-KI: 0.71-0.91). Die niedrigere MAF (engl.: minor
allele frequency) in der M. Crohn-Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe lasst auf einen
protektiven Effekt beider Allele im Sinne einer reduzierten Anfalligkeit fir M. Crohn
schlielen.

Im Gegensatz dazu wurden bei Colitis ulcerosa-Patienten keine Assoziationen der SNPs
rs4495224 und rs7720838 mit Krankheitssuszeptibilitat nachgewiesen. Das C-Allel des
rs4495224-Polymorphismus und das G-Allel des rs7720838-Polymorphismus traten
jeweils mit einer Frequenz von 35.3% (p= 3.17x10~'; OR: 1.08; 95%-KI: 0.93-1.26) und
44.6% (p= 2.75%x107"; OR: 1.09; 95%-KI: 0.94-1.26) auf.

Tabelle 4.1 fasst die Suszeptibilitatsgen-Analyse der hier untersuchten sechs SNPs bei
854 M. Crohn- und 476 Colitis ulcerosa-Patienten im Vergleich mit 1503 gesunden, nicht

verwandten Kontrollpersonen zusammen.
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Kontr.

Morbus Crohn (n=854) Colitis ulcerosa (n=476) (n=

1503)

Gen SNP MA“:: MAF | p-Wert (95?2”) MAF | p-Wert (95‘(?/0'?”) MAF

PTGER4 |rs4495224 | C |0278 |4.10x10%| o &0 0.353| 3.axtor | o W% 010,335
PTGER4 |rs7720838 | G |0375[69txt04| 280 lo.aas| 27x107 | (o O o [0.426
PHOX2B |rs16853571| C |0.084 | 5.6x10- | (o o0l [0.086| 4.ax10t | (o 120 [0.050
NCF4 |rsas21544| C [0.332|5.x107 | o O 0331 | 6axio | o 2Ot 0322

IE%;;E' 224136 | T {0441 36x107 | o 10900 [0.143] 5710 | o 2O o 0151
FAMO2B |1s8050010| G |0442|4.0x10" | o 0P o f0.434 | 78101 | o %o [0.420

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Suszeptibilititsgenanalyse bei 854 M. Crohn- u. 476 Colitis
ulcerosa-Patienten verglichen mit 1503 gesunden, nicht verwandten Kontrollpersonen (Kontr.)
Die Tabelle zeigt die Haufigkeit des Minor-Allels (MAF), die p-Werte des Alleltests und das
Quotenverhaltnis (Odds Ratio (OR) fur das Minor-Allel) mit 95%-Konfidenzintervall (95%-KI) far
die M. Crohn- und die Colitis ulcerosa-Fall-Kontroll-Gruppe. Signifikante p-Werte sind fett
gedruckt.

4.1.2 Analyse von Genvarianten im PHOX2B-, NCF4- und FAM92B-Gen und einer
10921.1

Krankheitssuszeptibilitit von M. Crohn und Colitis ulcerosa

intergenetischen Region auf Chromosom bzgl.
Die Vorkommenshaufigkeit der Genotypen fur die untersuchten SNPs in PHOX2B, NCF4,
FAM92B und auf Chromosom 10921.1 stimmten mit dem vorhergesehenen Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht in allen drei Untersuchungsgruppen (M. Crohn, Colitis ulcerosa
Tabelle 4.1). das M. Crohn-
Patientenkollektiv als auch fir die C. ulcerosa- und die Kontrollgruppe war in PHOX2B C
das Minor-Allel (6.4%, 6.5% und 5.9%), in FAM92B war es G (44.2%, 43.4% und 42.9%),
in NCF4 C (33.2%, 33.1% und 32.2%) und auf der intergenetischen Region auf

Chromosom 10921.1 war es T (14.1%, 14.3% und 15.1%). In unserer Studie wurde bei

und Kontrollpersonen) Uberein (s. Sowohl flr

56



4 Ergebnisse

der Haufigkeit des Vorkommens dieser SNPs in M. Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten
im Vergleich zum Kontrollkollektiv kein signifikanter Unterschied nachgewiesen (s.
Tabelle 4.1). Eine Assoziation von rs16853571 (PHOX2B; p= 0.563), rs4821544 (NCF4,
p= 0.506), rs8050910 (FAM92B; p= 0.401) und rs224136 (intergenetische Region auf
Chromosom 10g21.1; p=0.363) mit M. Crohn konnte somit in der europaischen

Bevolkerung nicht bestatigt werden (s. Tabelle 4.2).

Gen SNP M. Crohn
p-Wert (EU*) p-Wert (US¥)
PHOX2B rs16853571 5.6 x 107 8.4 x 103
NCF4 rs4821544 5.1 x 107" 9.0 x 103
Intergen. Region 10g921.1 rs224136 3.6 x 10 2.9 x 107
FAM92B rs8050910 4.0 x 10 8.5x 103

Tabelle 4.2: Vergleich zwischen M. Crohn-assoziierten SNPs in der US-amerikanischen Studie
von Rioux et al.’?' und den Ergebnissen unserer européaischen Studie mit 854 M. Crohn-Patienten
und 1503 gesunden Kontrollpersonen

* EU: europaische Bevdlkerungsgruppe; * US: US-amerikanische Bevdlkerungsgruppe

Die Studie von Rioux et al.”?' schloss 945 M. Crohn-Patienten mit ilealem Befall und 977
Kontrollpersonen ein (genomweite Assoziationsstudie, GWAS), 530 Trios mit M. Crohn
(Replikationskohorte 1) und 350 Patienten mit ilealem M. Crohn und 207 Kontrollpersonen
(Replikationskohorte 2). Die p-Werte in der Studie von Rioux et al. wurden fir das gesamte
Untersuchungskollektiv (GWAS + Replikationskohorte 1 + Replikationskohorte 2) berechnet.

Anders als in der hier durchgefiihrten Studie wurden in der von Rioux et al.'?! lediglich
US-amerikanische M. Crohn-Patienten mit ilealem Befall eingeschlossen. Um
auszuschlief3en, dass unsere Ergebnisse aufgrund dieses Unterschiedes die Ergebnisse
von Rioux et al. nicht replizieren konnten, fihrten wir eine Subanalyse durch. In dieser
Subanalyse wurden ausschlieBlich M. Crohn-Patienten untersucht, bei denen ein ilealer
Befall durch lleokoloskopie, MRT-Enteroklysma bzw. einen chirurgischen Eingriff

diagnostiziert wurde. Allerdings konnte auch diese Subanalyse, die 529 Patienten mit L1-
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Phanotyp (Befall des terminalen lleum) bzw. L3-Phanotyp (Befall des lleokolons) nach
der Montreal-Klassifikation??* einschloss, keine Assoziation zwischen den vier SNPs (in
PHOX2B, NCF4, FAM92B und rs224136 auf Chromosom 10g21.1) und einer erhdhten

M. Crohn-Suszeptibilitadt nachweisen (s. Tabelle 4.3).

_ Kontrolle
llealer M. Crohn (n = 529) (n = 1503)
. OR
Gen SNP Minor-Allel MAF p-Wert (95%-KI) MAF
0.93
-1
PHOX2B | rs16853571 C 0.055 7.00%10 (0.68-1.26) 0.059
1.01
-1
NCF4 rs4821544 C 0.324 9.08x10 (0.87-1.18) 0.322
Intergen. 0.92
Region rs224136 T 0.140 4.20x10™" © 75’_1 12) 0.151
10921.1 ' '
1.01
-1
FAM92B rs8050910 G 0.434 7.99%10 (0.88-1.17) 0.429

Tabelle 4.3: Krankheitssuszeptibilitatsanalyse von M. Crohn-Patienten mit ilealem Befall
(kombiniert L1- und L3-Phanotyp nach der Montreal-Klassifikation??4) verglichen mit gesunden,
nicht miteinander verwandten Kontrollpersonen

4.2 Genotyp-Phanotyp-Analyse

4.2.1 Genotyp-Phanotyp-Analyse bzgl. PTGER4-Genvarianten in rs4495224 und
rs7720838

Bis heute sind die phanotypischen Auswirkungen der PTGER4-Genvarianten in der
5p13.1-Region nicht untersucht worden. Es ist nicht bekannt, ob es einen Zusammenhang
zwischen dem rs4495224- und dem rs7720838-Genotyp und CED-Phanotypen gibt.
Daher wurde hier eine detaillierte Genotyp-Phanotyp-Korrelationsstudie bei CED-
Patienten durchgefuhrt. In M. Crohn-Patienten zeigte die Analyse keine signifikanten
Assoziationen der SNPs rs4495224 und rs7720838 mit phanotypischen Charakteristika
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wie Alter, Geschlechterverteilung, Body-Mass-Index, Familienanamnese, Auftreten von

Stenosen und Fisteln,

Gebrauch von

Manifestationen (s. Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5).
Tabelle 4.4 zeigt die Assoziation zwischen dem rs4495224-Genotyp und phanotypischen

Charakteristika von M. Crohn.

Immunsuppressiva und extraintestinalen

(1) (2) (3) (1) vs. (2) (1) vs.(3) [(1)vs.(2)+(3)
rs4495224 Genotyp- AA AC cC
Status n=433 n=350 n=59 p-Wert p-Wert p-Wert
(%) (%) (%) OR (95%-KIl) OR (95%-Ki) OR (95%-KI)
Mannliches 187/364 | 155/300 | 27/52 1.000 1.000 0.940
Geschlecht n (%) (51.4) (51.7) (51.9) 11.01(0.74-1.37)|1.02 (0.57-1.83)|1.01 (0.76-1.36)
Alter bei Erst-
diagnose (Jahre)
Mittelwert £ SD 27.4+11.028.0+12.5|27.0+11.8 0.545 0.862 0.620
Spannweite 9-70 1-78 7-71
Krankheitsdauer (J)
Mittelwert £ SD 12.2+8.5 | 11.318.4 | 10.64+9.2 0.279 0.376 0.217
Spannweite 0-40 1-33 1-44
Alter bei Erst-
diagnose (Jahre)
<16 Jahre (A1) 113/317 | 66/244 18/41 0.036 0.306 0.118
(35.6) (27.0) (43.9) |0.67 (0.47-0.96)|1.41 (0.73-2.73)|0.75 (0.53-1.06)
17-40 Jahre (A2) 177/317 | 152/244 | 19/41 0.142 0.317 0.322
(55.8) (62.3) (46.3) |1.31(0.93-1.84)| 0.68 0.36-1.31) [1.19 (0.86-1.64)
>40 Jahre (A3) 27/317 | 26/244 4/41 0.467 0.768 0.407
(8.5) (10.7) (9.8) 11.28(0.73-2.26)|1.16 (0.38-3.50)|1.26 (0.73-2.18)
Lokalisation
Terminales lleum 43/318 | 44/254 5/45 0.241 0.816 0.366
(L1) (13.5) (17.3) (11.1) ]1.34 (0.85-2.12)|0.80 (0.30-2.14)|1.25 (0.80-1.95)
Kolon 45/318 | 34/254 8/45 0.809 0.502 1.000
(L2) (14.2) (13.4) (17.8) ]0.94 (0.58-1.51)|1.31 (0.57-3.00)|0.99 (0.63-1.56)
lleokolon 226/318 | 170/254 | 30/45 0.316 0.601 0.296
(L3) (71.1) (66.9) (66.7) ]0.82(0.58-1.18)|0.81 (0.42-1.58)|0.82 (0.58-1.16)
oberer GI-Trakt 4/318 6/254 2/45 0.351 0.163 0.250
(L4) (1.3) (2.4) (4.4) 11.90 (0.53-6.80)|3.65 (0.65-20.53)|2.16 (0.64-7.24)
Befall des lleokolons | 269/318 | 214/254 | 35/45 0.908 0.279 0.662
(84.6) (84.3) (77.8) ]0.97 (0.62-1.53)|0.64 (0.30-1.37)|0.91 (0.59-1.39)
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Krankheitsverlauf!
nicht stenosierend, 58/312 | 60/243 10/41 0.094 0.400 0.073
nicht penetrierend (18.6) (24.7) (24.4) |1.44 (0.95-2.16)(1.41 (0.66-3.04)|1.43 (0.97-2.12)
(B1)
stenosierend 89/312 | 56/243 14/41 0.173 0.468 0.308
(B2) (28.5) (23.0) (34.1) 10.75(0.51-1.10)(1.30 (0.65-2.59)|0.82 (0.57-1.18)
penetrierend 165/312 | 127/243 | 17/41 0.932 0.186 0.623
(B3) (52.9) (52.2) (41.5) ]0.96 (0.70-1.36)|0.63 (0.33-1.22)|0.92 (0.66-1.26)
Gebrauch von 180/222 | 148/181 20/27 0.898 0.441 1.000
ImmunsuppressivaZ | (81.1) (81.8) (74.1) 11.05(0.63-1.73)|0.67 (0.26-1.68)|0.98 (0.61-1.59)
Chirurgische Ein- 163/300 | 136/237 | 20/40 0.486 0.617 0.675
griffe wegen MC3 (54.3) (57.4) (50.0) |1.13(0.80-1.59)(0.84 (0.43-1.63)|1.08 (0.78-1.50)
Fisteln 165/307 | 127/238 17/41 0.931 0.183 0.620
(53.7) (53.4) (41.5) ]0.98 (0.70-1.38)(0.61 (0.31-1.18)|0.92 (0.66-1.27)
Stenosen 199/306 | 151/243 | 26/41 0.532 0.863 0.549
(65.0) (62.1) (63.4) ]0.88 (0.62-1.25)|0.93 (0.47-1.83)|0.89 (0.64-1.24)

Tabelle 4.4: Assoziation zwischen dem rs4495224-Genotyp und phanotypischen Charakteristika
von M. Crohn, definiert nach der Montreal-Klassifikation??*.

' Der Krankheitsverlauf wurde nach der Montreal-Klassifikation??* eingeteilt. Ein stenosierender
Phanotyp zeigt Stenosen, jedoch keine Fisteln. Die Diagnose ,Stenose® erfolgte chirurgisch,
endoskopisch oder radiologisch (mit MRT-Enteroklysma).

2 Zu den Immunsuppressiva zahlten Azathioprin, 6-Mercaptopurin, Methotrexat, Infliximab
und/oder Adalimumab.

3 Nur MC-spezifische chirurgische MaRnahmen (z.B. Fistulektomie, Kolektomie, lleostomie)
wurden bertcksichtigt.

Schwache Assoziationen mit dem Auftreten der Krankheit unter 16 Jahren bei fur
rs4495224 heterozygote M. Crohn-Patienten sowie seltener auftretender Kolonbefall
(definiert nach der Montreal-Klassifikation??*) in heterozygoten Tragern der Genvariante
in rs7720838 konnten die Signifikanzkriterien nach Bonferroni-Korrektur nicht erftillen (s.
Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5).

In Tabelle 4.5 wird die Assoziation zwischen dem rs7720838-Genotyp und

phanotypischen Charakteristika von M. Crohn dargestellt.
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(1) (2) (3) (1) vs. (2) (Mvs.(3) [(1)vs.(2)+(3)
rs7720838 Genotyp- TT GT GG
Status n=315 n=419 n=104 p-Wert p-Wert p-Wert
(%) (%) (%) OR (95%-KI) OR (95%-Ki) OR (95%-KiI)
Mannliches 141/271 | 173/349 | 51/92 0.571 0.629 0.758
Geschlecht n= (%) (52.0) (49.6) (55.4) 10.91 (0.66-1.24)|1.15 (0.71-1.84)|0.95 (0.70-1.29)
Alter bei Erst-
diagnose (Jahre)
Mittelwert £ SD 27.6+11.2|27.8£12.6| 27.0+9.4 0.884 0.630 0.992
Spannweite 6-70 7-78 1-52
Krankheitsdauer (J)
Mittelwert £ SD 12.6+£8.7 | 11.748.5 | 9.6£7.5 0.305 0.015 0.115
Spannweite 1-37 0-44 1-40
Alter bei Erst-
diagnose (Jahre)
<16 Jahre (A1) 87/236 | 85/289 25/75 0.076 0.679 0.092
(36.9) (29.4) (33.3) |0.71(0.49-1.03)|0.86 (0.49-1.48)|0.74 (0.52-1.05)
17-40 Jahre (A2) 129/236 | 172/289 | 45/75 0.287 0.427 0.237
(54.7) (59.5) (60.0) |1.22(0.86-1.73)|1.24 (0.73-2.11)|1.22 (0.88-1.70)
>40 Jahre (A3) 20/236 | 32/289 5/75 0.379 0.808 0.569
(8.5) (11.1) (6.7) 11.34(0.75-2.42)|0.77 (0.28-2.13)|1.22 (0.69-2.16)
Lokalisation
Terminales lleum 31/238 | 54/299 777 0.123 0.326 0.298
(L1) (13.0) (18.1) (9.1) 11.47(0.91-2.38)|0.61 (0.26-1.44)|1.29 (0.81-2.06)
Kolon 42/238 | 32/299 13/77 0.023 1.000 0.057
(L2) (17.8) (10.7) (16.9) [0.56 (0.34-0.92)(0.95 (0.48-1.88)(0.63 (0.40-1.00)
lleokolon 162/238 | 206/299 | 55/77 0.852 0.671 0.722
(L3) (68.1) (68.9) (71.4) 11.04 (0.72-1.50)|1.17 (0.67-2.06)|1.06 (0.75-1.51)
oberer GI-Trakt 3/238 7/299 2077 0.524 0.599 0.385
(L4) (1.3) (2.3) (2.6) |1.88(0.48-7.34)|2.10 (0.34-12.74)|1.92 (0.51-7.17)
Befall des lleokolons | 193/238 | 260/299 | 62/77 0.073 1.000 0.144
(81.1) (87.0) (80.5) |1.55(0.97-2.48)|0.96 (0.50-1.85)|1.39 (0.90-2.15)
Krankheitsverlauf'
nicht stenosierend, 45/230 | 65/291 18/72 0.452 0.323 0.358
nicht penetrierend (19.6) (22.3) (25.0) |1.18(0.77-1.81)|1.37 (0.73-2.56)|1.22 (0.81-1.83)
(B1)
stenosierend 62/230 | 77/291 21/72 0.921 0.763 1.000
(B2) (27.0) (26.5) (29.2) 10.97 (0.66-1.44)|1.12 (0.62-2.00)|1.00 (0.69-1.45)
penetrierend 123/230 | 149/291 33/72 0.659 0.281 0.449
(B3) (53.4) (51.2) (45.8) 10.91 (0.65-1.29)|0.74 (0.43-1.25)|0.87 (0.63-1.22)
Gebrauch von 129/160 | 175/214 | 41/53 0.790 0.693 1.000
Immun-suppressiva?| (80.6) (81.8) (77.4) 11.08 (0.64-1.82)|0.82 (0.39-1.74)|1.02 (0.62-1.67)
Chirurgische 117/223 | 162/279 | 37/72 0.240 0.893 0.344
Eingriffe wegen MC3 | (52.5%) | (58.1%) | (51.4%) |1.25 (0.88-1.79)|0.96 (0.56-1.63)(1.19 (0.85-1.66)
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Fisteln 123/226 | 149/285 | 33/72 0.656 0.224 0.444
(54.4%) | (52.3%) | (45.8%) [0.92 (0.65-1.30)[0.71 (0.42-1.21)|0.87 (0.62-1.22)

Stenosen 140/224 | 189/290 | 45/74 0.578 0.890 0.660
(62.5%) | (65.2%) | (60.8%) [1.12 (0.78-1.61)[0.93 (0.54-1.60)|1.08 (0.76-1.52)

Tabelle 4.5: Assoziation zwischen dem rs7720838-Genotyp und phanotypischen Charakteristika
von M. Crohn, definiert nach der Montreal-Klassifikation2*.

' Der Krankheitsverlauf wurde nach der Montreal-Klassifikation?** eingeteilt. Ein stenosierender
Phanotyp zeigt Stenosen, jedoch keine Fisteln. Die Diagnose ,Stenose® erfolgte chirurgisch,
endoskopisch oder radiologisch (mit MRT-Enteroklysma).

2 Zu den Immunsuppressiva zahlten Azathioprin, 6-Mercaptopurin, Methotrexat, Infliximab

und/oder Adalimumab.
3 Nur MC-spezifische chirurgische MaRnahmen (z.B. Fistulektomie, Kolektomie, lleostomie)

wurden berucksichtigt.

Zwischen homozygoten A-Alleltragern und homozygoten C-Alleltragern zeigten sich bei
Colitis ulcerosa-Patienten bzgl. des Alters bei Erstdiagnose schwache Unterschiede in
der Gruppe Uber 40 mit einem p-Wert von 4.7x102 (OR: 2.97; 95%-KI: 1.06-8.32). Nach
Bonferroni-Korrektur fand sich jedoch keine signifikante Assoziation zwischen diesen zwei
SNPs (rs4495224 und rs7720838) und den Hauptmerkmalen der Krankheit (s. Tabelle
4.4 und Tabelle 4.5).

Tabelle 4.6 zeigt die Assoziation zwischen dem rs4495224-Genotyp und phanotypischen

Charakteristika von Colitis ulcerosa.

(1) 2) 3) (1) vs. (2) (1) vs. (3) (1) vs. (2) + (3)
rs4495224 Genotyp- AA AC cc
Status n=196 n=209 n=59 p-Wert p-Wert p-Wert
OR (95%-Kl) | OR (95%-Kl) | OR (95%-KIl)
Mannliches o o o 0.909 0.732 1.000
Geschlechtn= (%) | °20% | 931% | 47.7% 14 04 (0.67-1.63)|0.84 (0.43-1.65)[1.00 (0.65-1.52)
Body-Mass-Index
(kg/m?)
Mittelwert £ SD 23.744.1 |1 24.044.5 | 24.2+3.7 0.742 0.600 0.653
Spannweite 15-37 16-41 16-31
Alter bei Erst-
diagnose (Jahre)
Mittelwert £ SD 31.5+13.9(32.0+13.1|35.2+12.8 0.784 0.147 0.449
Krankheitsdauer (J)
Mittelwert £ SD 10.6£7.9 1 10.8+8.3 | 8.6+5.7 0.870 0.156 0.763
Spannweite 1-40 1-35 2-28
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Ausdehnung
Ulzerative Proktitis 13/123 | 16/131 6/40 0.695 0.399 0.586
(E1) (10.6%) | (12.2%) | (15.0%) [1.23 (0.57-2.67)]1.56 (0.55-4.42)(1.31 (0.63-2.70)
Linksseitenkolitis 47/123 | 44131 13/40 0.513 0.575 0.390
(E2) (38.2%) | (33.6%) | (32.5%) [0.82 (0.49-1.37)]|0.78 (0.37-1.66)(0.81 (0.50-1.31)
Extensive Kolitis 63/123 | 71/131 21/40 0.706 1.000 0.723
(E3) (51.2%) | (54.2%) | (52.5%) [1.13 (0.69-1.84)|1.05 (0.51-2.15)|1.11 (0.70-1.76)
Alter bei Erst-
diagnose
<16 Jahre (A1) 5/76 8/86 1/29 0.575 1.000 1.000
(6.6%) | (9.3%) | (3.4%) |[1.46 (0.45-4.66)|0.51 (0.06-4.54)|1.21 (0.39-3.75)
17-40 Jahre (A2) 61/76 62/86 19/29 0.271 0.129 0.175
(80.3%) | (72.1%) | (65.5%) [0.63 (0.30-1.33)]|0.47 (0.18-1.21)[0.59 (0.29-1.17)
>40 Jahre (A3) 10/76 16/86 9/29 0.396 0.047 0.181
(13.2%) | (18.6%) | (31.0%) [1.51 (0.64-3.56)|2.97 (1.06-8.32)|1.83 (0.82-4.08)
Gebrauch von 53/75 69/88 23/29 0.281 0.464 0.231
Immunsuppressiva* | (70.7%) | (78.4%) | (79.3%) |1.51 (0.74-3.07)(1.59 (0.57-4.44)(1.53 (0.78-2.97)

Tabelle 4.6: Assoziation zwischen dem rs4495224-Genotyp und phanotypischen Charakteristika
von Colitis ulcerosa, definiert nach der Montreal-Klassifikation?2*.

*Zu den
Adalimumab.

Immunsuppressiva zahlten Azathioprin,

In Tabelle 4.7 wird die Assoziation zwischen dem

6-Mercaptopurin,

Infliximab und/oder

rs7720838-Genotyp und

phanotypischen Charakteristika von Colitis ulcerosa dargestellt.

(1) 2) 3) (1) vs. (2) (1) vs. (3) (1) vs. (2) + (3)
rs7720838 Genotyp- T GT GG
Status n=141 n=232 n=91 p-Wert p-Wert p-Wert
OR (95%-KlI) | OR (95%-Kl) | OR (95%-KI)
Ménnliches o o o 0.715 0.881 0.731
Geschlechtn= (%) | °+1% | 51.2% | 52.8% |4 89 (0 55.1.44)[0.95 (0.52-1.72)[0.91 (0.58-1.42)
Body-Mass-Index
(kg/m?)
Mittelwert £ SD 23.3+3.7 | 24.1+4.7 | 24.3+3.6 0.311 0.265 0.230
Spannweite 15-36 16-41 16-31
Alter bei Erst-
diagnose (Jahre)
Mittelwert £ SD 32.6+13.5(31.4+13.7]|33.0+12.9 0.549 0.856 0.697
Spannweite 15-81 9-68 16-64
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Krankheitsdauer (J)
Mittelwert £ SD 9.4+6.7 | 11.8+8.9 | 9.046.1 0.066 0.725 0.186
Spannweite 1-30 1-40 2-28
Ausdehnung
Ulzerative Proktitis 6/90 19/140 10/60 0.129 0.062 0.078
(E1) (6.7%) | (13.6%) | (16.7%) [2.20 (0.84-5.74)(2.80 (0.96-8.17)|2.37 (0.95-5.94)
Linksseitenkolitis 34/90 47/140 23/60 0.572 1.000 0.692
(E2) (37.8%) | (33.6%) | (38.3%) [0.83 (0.48-1.45)|1.02 (0.52-2.01)]0.89 (0.53-1.48)
Extensive Kolitis 50/90 74/140 27/60 0.786 0.244 0.448
(E3) (55.6%) | (52.8%) | (45.0%) [0.90 (0.53-1.53)|0.65 (0.34-1.26)|0.82 (0.49-1.34)
Alter bei Erst-
diagnose
<16 Jahre (A1) 2/62 11/89 1/40 0.074 1.000 0.233
(3.2%) | (12.4%) | (2.5%) [4.23 (0.90-19.81)[0.77 (0.07-8.77)(3.08 (0.67-14.19)
17-40 Jahre (A2) 51/62 62/89 29/40 0.089 0.324 0.111
(82.3%) | (69.7%) | (72.5%) [0.49 (0.22-1.09)|0.57 (0.22-1.47)]0.52 (0.24-1.10)
>40 Jahre (A3) 9/62 16/89 10/40 0.660 0.202 0.426
(14.5%) | (17.9%) | (25.0%) [1.29 (0.53-3.14)|1.96 (0.72-5.37)|1.49 (0.65-3.40)
Gebrauch von 45/61 68/90 32/41 0.850 0.648 0.721
Immunsuppressiva* | (73.8%) | (75.6%) | (78.0%) [1.10 (0.52-2.32)(1.26 (0.50-3.22)(1.15 (0.57-2.31)

Tabelle 4.7: Assoziation zwischen dem rs7720838-Genotyp und phanotypischen Charakteristika
von Colitis ulcerosa, definiert nach der Montreal-Klassifikation?2*.

*Zu den
Adalimumab.

Immunsuppressiva zahlten Azathioprin,

6-Mercaptopurin,

Infliximab und/oder

Nach Bonferroni-Korrektur fand sich weder fur den rs4495224-Genotyp noch flr den

rs7720838-Genotyp eine signifikante Assoziation zwischen der Colitis ulcerosa und den

wesentlichen Krankheitsmerkmalen.

Trotz der ausgepragten Gen-Gen-Interaktion zwischen ATG716L1 und der 5p13.1-Region

mit Auswirkung auf M. Crohn-Suszeptibilitat konnte nach Bonferroni-Korrektur die

Signifikanz dieser Gen-Gen-Interaktion auf den M. Crohn- bzw. den Colitis ulcerosa-

Phanotyp nicht bestatigt werden (s. Tabelle 4.8 und 4.9). Dies war zum Teil auch durch

die groRe Anzahl der untersuchten Interaktionen bedingt (n=189 fir M. Crohn; n=144 flr

Colitis ulcerosa).
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Tabelle 4.8 veranschaulicht die Gen-Gen-Interaktionen zwischen den SNPs rs4495224
und rs7720838 in der 5p13.1-Region und den SNPs im ATG16L17-Gen bezlglich M.

Crohn-Eigenschaften mit einem Signifikanz-Niveau von p<0.05.

Interaktion M. Crohn-Eigenschaft p-Wert
rs7720838 — ATG16L1 rs1441090 Body-Mass-Index 0.014
rs4495224 — ATG16L1rs12471449 | positive Familienanamnese fur CED 0.040
rs4495224 — ATG16L1 rs4663396 positive Familienanamnese fir CED 0.016
rs4495224 — ATG16L1rs2241879 L2-Phanotyp (Kolonbefall) 0.034
rs4495224 — ATG16L1rs2289472 L2-Phanotyp (Kolonbefall) 0.043
rs7720838 — ATG16L1rs12471449 | Fisteln 0.026
rs4495224 — ATG16L1rs13412102 | Stenosen 0.015
rs7720838 — ATG16L1rs1441090 chirurgischer Eingriff aufgrund von M. Crohn | 0.041
rs7720838 — ATG16L1rs2289472 chirurgischer Eingriff aufgrund von M. Crohn | 0.043
rs7720838 — ATG16L1rs2241879 chirurgischer Eingriff aufgrund von M. Crohn | 0.042
rs7720838 — ATG16L1rs3792106 chirurgischer Eingriff aufgrund von M. Crohn | 0.004

Tabelle 4.8: Gen-Gen-Interaktionen zwischen den SNPs rs4495224 und rs7720838 in der
5p13.1-Region und den SNPs im ATG16L1-Gen bzgl. M. Crohn-Eigenschaften mit einem
Signifikanz-Niveau von p<0.05.

Keine der getesteten Hypothesen (n=189) war nach Bonferroni-Korrektur signifikant.

Vor der Bonferroni-Korrektur zeigte die Prasenz von rs7720838 (5p13.1) und rs3792106
(ATG16L1) bei M. Crohn-Patienten die grof3te Assoziation mit M. Crohn-bedingten
operativen Eingriffen (p= 0.004; s. Tabelle 4.8), wahrend bei der Colitis ulcerosa das
gleichzeitige Vorhandensein von rs4495224 (5p13.1) und rs4663396 (ATG16L1) eine
Assoziation mit einem erhdhten Gebrauch von Immunsuppressiva zeigte (p= 0.0007; s.

Tabelle 4.9). Dies deutete auf einen allgemein schwereren Krankheitsverlauf bei
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gleichzeitigem Auftreten von Genvarianten in 5p13.1 und M. Crohn-assoziierten
ATG16L1-Varianten hin.

Tabelle 4.9 zeigt Gen-Gen-Interaktionen zwischen den SNPs rs4495224 und rs7720838
in der 5p13.1-Region und den SNPs im ATG16L171-Gen bezuglich Colitis ulcerosa-

Eigenschaften mit einem Signifikanz-Niveau von p<0.05.

Interaktion Colitis ulcerosa-Eigenschaft p-Wert
rs7720838 — ATG16L1rs12471449 positive Familienanamnese fir CED 0.043
rs4495224 — ATG16L1 rs4663396 Gebrauch von Immunsuppressiva 0.0007
rs4495224 — ATG16L1 rs1441090 Gebrauch von Immunsuppressiva 0.026
rs4495224 — ATG16L1rs12471449 Gebrauch von Immunsuppressiva 0.005
rs7720838 — ATG16L1rs4663396 Gebrauch von Immunsuppressiva 0.041

Tabelle 4.9: Gen-Gen-Interaktionen zwischen den SNPs rs4495224 und rs7720838 in der
5p13.1-Region und den SNPs im ATG716L1-Gen bezlglich Colitis ulcerosa-Eigenschaften mit
einem Signifikanz-Niveau von p<0.05.

Keine der getesteten Hypothesen (n=144) war nach Bonferroni-Korrektur signifikant. Die
berticksichtigten Immunsuppressiva waren Azathioprin, 6-Mercaptopurin, Infliximab und
Adalimumab.

4.2.2 Genotyp-Phanotyp-Analyse bzgl. Genvarianten in PHOX2B, NCF4, FAM92B

und der intergenetischen Region auf Chromosom 10¢g21.1

In unserer gesamten M. Crohn-Patientenkohorte wurden die SNPs in PHOX2B
(rs16853571), NCF4 (rs4821544), FAM92B (rs8050910) und auf Chromosom 10921.1
(rs224136) bzgl. einer Korrelation mit einem ilealen Phanotyp untersucht. Dabei konnten
wir in unserem europaischen Patientenkollektiv keine solche Korrelation feststellen
(p>0.05 fur alle vier SNPs).

Dagegen konnten die zuvor publizierten Ergebnisse Uber die Assoziation zwischen der
NOD2 p.Leu1007fsx1008-Variante mit ilealem M. Crohn?'® in unserer Patientengruppe
bestatigt werden (p= 0.023; OR: 1.94; 95%-KI: 1.03-3.68).

66



4 Ergebnisse

4.3 Analyse der Gen-Gen-Interaktionen (Epistasis)

Der Begriff ,Epistasis® wurde erstmals 1909 von William Bateson eingefuhrt und bezog
sich auf die Fahigkeit eines Gens, die Auspragung eines anderen Gens zu
unterdriicken?30-232, 1918 beschrieb Ronald Aylmer Fisher die epistatische Interaktion
zwischen Allelen an unterschiedlichen Genloci als Phanomen der nicht-additiven
genetischen Varianz im Sinne eines Beitrages dieser Allele zur Auspragung eines
quantitativen phanotypischen Merkmals?30.231.233 Heute ist bekannt, dass verschiedene
genetische Faktoren und deren Interaktionen untereinander bzw. mit Umweltfaktoren eine
Reihe komplexer Krankheitsbilder auslosen konnen23%231 Vor allem Gen-Gen-
Interaktionen, oft als epistatische Interaktionen oder Epistasis bezeichnet, werden in
vielen Krankheitsbildern fur haufig vorkommende pathogenetische Mechanismen
gehalten.

Ein weiterer Teilaspekt dieser Studie war die Untersuchung von potentiellen Gen-Gen-
Interaktionen der SNPs in PHOX2B (rs16853571), NCF4 (rs4821544), FAM92B
(rs8050910), SNP rs224136 auf Chromosom 10g21.1 und den SNPs in der 5p13.1-
Region (rs4495224 und rs7720838) mit anderen bereits replizierten M. Crohn-
assoziierten Genvarianten. Zu diesen Polymorphismen gehdren die drei bekannten
NOD2-Varianten p.Arg702Trp, p.Gly908Arg und p.Leu1007fsX1008, zehn kurzlich als M.
Crohn-Suszeptibilitatsgene identifizierte /L23R-Varianten??', neun Varianten in ATG16L1
und SLC22A4/5222, Wir wollten analysieren, ob sich bei Patienten mit mehr als nur einem
der bereits als solche definierten CED-Suszeptibilitatsgene eine Gen-Gen-Interaktion im
Sinne einer Potenzierung und damit eine signifikant hohere oder signifikant niedrigere

Wahrscheinlichkeit fur die Entstehung von CED gezeigt hatte.

4.31 Gen-Gen-Interaktionen zwischen PTGER4 und den bereits etablierten

Suszeptibilitatsgenen NOD2, IL23R, ATG16L1 und SLC22A4/5

Bei M. Crohn-Patienten konnte zwischen den beiden SNPs der 5p13.1-Region
(rs4495224 und rs7720838) und den SNPs in dem ATG16L1-Gen eine signifikante Gen-

Gen-Interaktion nachgewiesen werden (s. Tabelle 4.10). Besonders eindeutig waren die
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Interaktionen zwischen rs7720838 und ATG16L 1-Polymorphismen mit p-Werten, die von
7.81x1072 bis 1.09%107 reichten. Die starkste Interaktion von rs7720838 trat mit
rs13412102 in der 5’-flankierenden Region (p=1.09%10-"), mit rs6431660 in der 5’-Region
des Gens (p= 2.29%10~7) und mit rs2241880 (p.Thr300Ala) in der zentralen Region von
ATG16L1 (p= 5.99x1077) auf. Die Gen-Gen-Interaktion zwischen ATG76L7 und
rs4495224 war ebenfalls ausgepragt, wenn auch nicht ganz so stark wie die von ATG16L1
und rs7720838. Hier zeigte sich die signifikanteste Interaktion zwischen rs6431660 (p=
8.37x107°) und dem kodierenden SNP rs2241880 (p.Thr300Ala; p= 3.81x1074). Zusatzlich
zeigte der in verschiedenen Studien mit M. Crohn assoziierte'20.121.222 ATG16L1-SNP
rs2241879 starke Interaktionen mit beiden 5p13.1-SNPs (rs7720838: p= 1.10x107,
rs4495224: p= 3.07x1074).

Ein Nachweis fur Gen-Gen-Interaktionen zwischen den SNPs in der 5p13.1-Region und
Gen-Varianten in NOD2, IL23R und SLC22A4/5 konnte hingegen nach Bonferroni-
Korrektur nicht gefunden werden.

Tabelle 4.10 stellt Gen-Gen-Interaktionen zwischen SNPs in der 5p13.1-Region
(rs4495224 und rs7720838) und SNPs im ATG716L1-Gen beziglich M. Crohn-
Suszeptibilitat dar.

ATG16L1-SNPs rs4495224 rs7720838
p-Werte

rs13412102 4.84 x 10 1.09 x 1077
rs12471449 1.09 x 1072 1.39 x 1072*
rs6431660 8.37 x 10 2.29 x 1077
rs1441090 8.36 x 102 5.66 x 10
rs2289472 3.05x10™* 1.34 x 10°°
rs2241880 (p.Thr300Ala) 3.81x10™* 5.99 x 107
rs2241879 3.07 x 10 1.10 x 10°°
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rs3792106 2.65x 10 1.40 x 10°°

rs4663396 9.86 x 1073 7.81 x 1073

Tabelle 4.10: Gen-Gen-Interaktionen zwischen SNPs in der 5p13.1-Region (rs4495224 und
rs7720838) und SNPs im ATG16L1-Gen bzgl. M. Crohn-Suszeptibilitat

Die angegebenen p-Werte sind nicht nach Bonferroni korrigiert. Nach Bonferroni-Korrektur waren
bis auf die mit (*) markierten alle Assoziationen signifikant (p<0.05).

4.3.2 Gen-Gen-Interaktionen zwischen PHOX2B, NCF4, FAM92B und dem SNP
rs224136 auf Chromosom 10g21.1 und den bereits etablierten
Suszeptibilitaitsgenen NOD2, IL23R und ATG16L1

In unserer Studie analysierten wir die bereits bekannten CED-Suszeptibilitatsgene NOD?2,
IL23R und ATG16L1 bzgl. Gen-Gen-Interaktionen mit den von uns untersuchten Genen
PHOX2B, NCF4, FAM92B und SNP rs224136 auf Chromosom 10g21.1. Wahrend alle
untersuchten SNPs von NOD2, IL23R und ATG16L1 in unserem Untersuchungskollektiv
eine starke Assoziation mit M. Crohn zeigten, gelang uns der Nachweis einer Korrelation
mit Colitis ulcerosa nur bei rs1004819, rs7517847 und rs11209026 im /L23R-Gen (s.
Tabelle 4.11).

Kontr.
Morbus Crohn (n=854) Colitis ulcerosa (n=476) (n=
1503)
Gen OR OR
oen MA | MAF | pWert | 0% | MAF | pWert | o OR | MAF
NOD2 178 1.07
52066844 T | o089 | 2.0x10° : 0.053 | 7.4x107 | ' 0.050
a0 D) [1.35-2.34] [0.73-1.56]
NOD2
2066845 c | ooat | soxtos | LR 1 0.020 | saxtor | 48 | 0.024
(p.Gly908Arg) ' ' ' '
NOD2
52066847 insC | 0121 [ 1.6x102 |, 88 | 0021 | Baxtor | 2P0 | 0027
(p.Leu1007fsX1008) 900 A
IL23R | 156 o] 130
258 a1 T | 0360 |3sxtom| L0 | 0314 | tex10® |, 9o | 0.265
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IL23R . 0.68 .| o075
o G | 0386 |12x10% | o 45 | 0381 | s2xtos | o | 0448
IL23R

rs11209026 A | 0030 |30x100 | 301'403 o | 0.049 | 36x102 | %'2098 0.068
(p.Arg381Gln) [0.31-0.59] [050-0.98]
ATG16L1 . 0.78 | 090
A C | 0412 | 32x10% | (TS | 0440 | taxior | 290 | 0486
ATG16L1

rs2241880 A | 0410 | 40x10% | 6%7(?88 0449 | 2.0x107 | 708'81705 0.482
(p.Thr300Ala) [0.69-0.88] [0.78-1.09]

Tabelle 4.11: Zusammenfassung der Genotypisierung von NOD2, IL23R und ATG16L1 in 854 M.
Crohn- und 476 C. ulcerosa-Patienten verglichen mit 1503 gesunden, nicht miteinander
verwandten Kontrollpersonen

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. MA: Minor-Allel

Fir Interaktionen hinsichtlich M. Crohn-Suszeptibilitdt zwischen den SNPs in PHOX2B
(rs16853571), NCF4 (rs4821544), FAM92B (rs8050910) und SNP rs224136 auf
Chromosom 10921.1 und Polymorphismen in den bereits etablierten M. Crohn-
Suszeptibilitatsgenen NOD2, IL23R und ATG16L 1 konnte nach der Korrektur fir multiples

Testen jedoch keine signifikante Evidenz nachgewiesen werden.
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5 DISKUSSION

5.1 Suszeptibilitatsanalyse

5.1.1 PTGERA4 ist ein Suszeptibilitatsgen fir M. Crohn

Diese detaillierte Genotyp-Phanotyp-Analyse eines grolden deutschen
Untersuchungskollektivs  (n=2833) bestatigt die 5p13.1-Region als einen
Suszeptibilitatslokus fur M. Crohn. Dieses Ergebnis stimmt mit den neuesten GWAS von
Libioulle et al.’® und Franke et al.’® (iberein und bestarkt somit die Validitat Chip-
basierter Technologie zur schnellen Identifizierung von Suszeptibilitatsgenen bei CED. In
der Studie von Libioulle et al.'®¢ zeigten die krankheitsassoziierten Allele eine Korrelation
mit dem Expressionsniveau von PTGER4, dem der Assoziationsregion am nachsten
gelegenen Gen. Bemerkenswert dabei ist, dass sich PTGER4 als eines der
herunterregulierten Schliisselgene in Nell7-Knockout-Mausen erwiesen hat?®°. NELL1
wiederum ist ein kirzlich identifiziertes neues Suszeptibilitatsgen fir M. Crohn'%3. Die
Erkenntnis, dass PTGER4 ein wichtiges M. Crohn-Zielgen in der 5p13.1-Region ist, steht
mit Berichten Uber Ptger4-Knockout-Mause im Einklang, die eine schwere Dextran-
Natrium-Sulfat-induzierte Kolitis entwickelten”!234,

Fir den M. Crohn liegen die in Tabelle 4.1 vermerkten ORs fur das Minor-Allel der zwei
analysierten PTGER4-SNPs unter dem Wert von 1.0 und wirken daher am ehesten
protektiv, wohingegen die Major-Allele die M. Crohn-Risiko-Allele fur beide SNPs
darstellen. Die rs4495224 A- und rs7720838 T-Risiko-Allele (Major-Allele) wurden in der
Studie von Libioulle et al."® mit einer erhohten PTGER4-Expression assoziiert.

Auch wenn EP4 protektive Funktionen bei Entziindung zugeschrieben wurden?1234-236
berichteten andere Studien von einer proinflammatorischen Rolle von EP4 in
Tiermodellen mit rheumatoider Arthritis bzw. experimenteller autoimmuner
Enzephalitis?®7-23°, Es wurde gezeigt, dass EP4 die Differenzierung von Th1-Zellen und
die Proliferation von Th17-Zellen antreibt?38-240, Da diese zwei proinflammatorischen T-
Zell-Untergruppen eine sehr wichtige Rolle in der Pathogenese von M. Crohn spielens0,

sind eine gesteigerte Expression von PTGER4 und eine erhdéhte EP4-Signalwirkung in
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Tragern der M. Crohn-Risiko-Allele der zwei SNPs rs4495224 und rs7720838 plausibel.
Die Transkriptionsfaktoren NF-kB und XBP1 wurden als sehr wahrscheinliche Kandidaten
fur die Bindung an die jeweilige genomische Region identifiziert, was folglich zu einer
Erhohung der PTGER4-Expression fuhrt. NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der an vielen
inflammatorischen Signalwegen beteiligt ist und mit der Pathogenese von CED in
Verbindung gebracht wurde?*'. XBP1 wurde unlangst als ein wichtiger
Transkriptionsfaktor beschrieben, der Stress im endoplasmatischen Retikulum und die
Entwicklung von intestinaler Entziindung in Verbindung bringt?2. Dennoch sind weitere
funktionelle Studien fur ein tieferes Verstandnis sowohl des Einflusses dieser
Transkriptionsfaktoren auf die PTGER4-Expression als auch der Rolle dieser
chromosomalen Region bei der M. Crohn-Pathogenese notwendig.

Prostaglandine sind Arachidonsauremetaboliten, die von den Enzymen Cyclooxygenase-
1 und -2 (COX-1 und COX-2) synthetisiert werden und die in der physiologischen
Regulation von Entziindung und gastrointestinaler Homoostase?*3245 sowie in der
Immunabwehr in der intestinalen Mukosa?*¢ eine entscheidende Rolle spielen. AulRerdem
wurde ein Haplotyp der Prostaglandin-Synthase-2/Cyclooxygenase-2 als CED-
Suszeptibilitatsfaktor'®” und eine Uberexpression der mikrosomalen Prostaglandin-E-
Synthase-1 bei CED'® festgestellt. Interessanterweise vermindert Prostaglandin 15-
deoxy-delta(12,14)-PGJ2 die Entstehung intestinaler Lasionen durch
Dinitrobenzolsulfonsdure (DNBS) in Ratten'®. Um die Rolle dieser chromosomalen
Region bei der M. Crohn-Pathogenese zu klaren, sind funktionelle Studien Uber die
Auswirkungen genetischer Varianten in der 5p13.1-Region auf die PTGER4-Expression
in verschiedenen Geweben und Studien Uber eine mogliche Verbindung zwischen dem
PTGER4-Expressionsniveau und M. Crohn-Suszeptibilitat notwendig.

Kirzlich wurde eine Assoziation zwischen PTGER4-Polymorphismen und Asthma?#’,
einschlieBlich dem Aspirin-induzierten-Asthma?48, entdeckt. Dies lasst auch auf eine Rolle
dieses Gens im Entzindungsprozess des Atemtraktes schliel3en. Es zeigte sich, dass der
Signallbertragungsweg von Prostaglandin E2-EP4 eine Schllusselrolle in der
Immunantwort der Haut spielt, indem die Migration und die Reifung der Langerhans-
Zellen (spezialisierte antigenprasentierende Zellen) gefordert werden?#°. Diese Studie

zeigte eine durch EP4-Antagonisten ausgeldste Beeintrachtigung der Langerhans-
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Zellakkumulation in Ptger4-Knockout-Mausen sowie eine Verminderung der Langerhans-
Zellakkumulation in regionalen Lymphknoten?4°. Da APC sowie dendritische Zellen fiir die
Abwehr gegen intestinale bakterielle Erreger entscheidend sind®, konnte der
Prostaglandin E2-EP4-SignalUbertragungsweg Uber die Regulierung von intestinalen
dendritischen Zellen zur Entstehung von CED beitragen. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Fahigkeit von Makrophagen der Lamina propria, transepitheliale
Dendriten zur Entnahme von luminalen Antigenen zu bilden, vom Chemokin-Rezeptor
CX3CR1 abhangig ist®. Dieser wurde kiirzlich als ein wichtiger genetischer Modifikator
des M. Crohn-Phéanotypes identifiziert?>°. Daher kann angenommen werden, dass die
5p13.1-Region nicht nur durch Beeintrachtigung der Prostaglandin-Rezeptor-Synthese,
sondern auch durch eine gestorte Funktion der intestinalen dendritischen Zellen und
Makrophagen zur M. Crohn-Suszeptibilitat beitragt.

Eine Beteiligung der 5p13.1-Region auf die Colitis ulcerosa-Suszeptibilitat, die unlangst
in Metaanalysen von GWAS?5":252 nachgewiesen wurden, konnten wir nicht replizieren.
Dies konnte an der begrenzten Probengréf3e unserer Untersuchungsgruppe und der
schwacheren Wirkung der 5p13.1-Region auf die Colitis ulcerosa-Suszeptibilitat im
Vergleich zur M. Crohn-Suszeptibilitat liegen. Vor kurzem hat die grote Metaanalyse, die
je fur CED durchgefuhrt wurde und mehr als 75000 Patienten und Kontrollpersonen
einschloss, eine Assoziation mit Colitis ulcerosa gezeigt, die Uberzeugend bestatigt, dass
es eine sehr starke Assoziation des PTGER4-Lokus mit M. Crohn gibt (p= 1.81x10782).
Dahingegen zeigte sich mit Colitis ulcerosa nur eine schwache Assoziation (p= 1.68x10~°
fur die Immunochip-Colitis ulcerosa-Kohorte), die aullerdem erst nach der
Zusammenlegung samtlicher Colitis ulcerosa-Kohorten genomweite Signifikanz erreichte
(p= 1.36%x107"° nach Zusammenfligung samtlicher Colitis ulcerosa-Kohorten)'®. Dies
zeigt, dass aulerst grolle Untersuchungskollektive erforderlich sind, um signifikante
Ergebnisse flr schwache Assoziationen wie fur PTGER4 und Colitis ulcerosa zu zeigen.
Zusammenfassend bestatigt diese Analyse die 5p13.1-Region als einen
Suszeptibilitdtslokus fir M. Crohn, zeigt aber auch, dass die 5p13.1-Region in der
deutschen Bevolkerung keine Suszeptibilitatsregion fur Colitis ulcerosa ist.
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5.1.2 Die intergenetische Region auf Chromosom 10q21.1, PHOX2B, NCF4 und
FAM92B sind keine CED-Suszeptibilitatsloci in der deutschen Bevdlkerung

In dieser Studie wurde erstmals versucht, die Ergebnisse der nordamerikanischen
GWAS 2" und der belgisch-franzésischen Studie'® in einer groRen deutschen Kohorte zu
replizieren. Im Gegensatz zu Rioux et al.’?! konnte jedoch keine Assoziation zwischen
PHOX2B (rs16853571), NCF4 (rs4821544), FAM92B (rs8050910) und rs224136 in der
intergenetischen Region auf Chromosom 10921.1 mit M. Crohn nachgewiesen werden.
Da in der nordamerikanischen GWAS nur M. Crohn-Patienten mit ilealem Befall
eingeschlossen waren'?!, wurde zusatzlich analysiert, ob die SNPs in PHOX2B, NCF4,
FAM92B und rs224136 mit einem ilealen Phanotyp bei M. Crohn assoziiert sind. In
unserer M. Crohn-Patientenkohorte zeigte jedoch keiner dieser SNPs eine Assoziation
mit ilealem Befall.

Eine Subanalyse, die ausschlieBlich Patienten mit ilealem Befall (L1- und L3-Phanotyp
entsprechend der Montreal-Klassifikation des M. Crohn??4) einschloss, konnte keine
Assoziation zwischen M. Crohn-Suszeptibilitdt und einer der vier 0.g. SNPs nachweisen.
Dies lasst vermuten, dass die genetischen Unterschiede zwischen der europaischen und
der nordamerikanischen M. Crohn-Population nicht primar auf die Selektion eines
Krankheitsphanotyps zurlickzufiuhren sind, sondern vielmehr von intrinsischen ethnischen
Unterschieden dieser Untersuchungspopulationen abhangen.

Zusatzlich wurde der Einfluss von rs16853571 (PHOX2B), rs4821544 (NCF4), rs8050910
(FAM92B) und rs224136 (Chromosom 10g21.1) auf eine erhdhte Suszeptibilitat bei Colitis
ulcerosa getestet. Ahnlich wie bei den Ergebnissen in der M. Crohn-Patientengruppe war
keiner dieser SNPs bei den 476 Colitis ulcerosa-Patienten mit Krankheitssuszeptibilitat
assoziiert.

Neue europaische GWAS120.122.193,194 "in denen sich keiner der vier neuen von Rioux et
al.’?! als Suszeptibilititsgene beschriebenen SNPs in den ,top hits“ der mit M. Crohn
assoziierten SNPs befand, bestatigen die Ergebnisse unserer Studie. Eine aufwendige
Metaanalyse der ersten drei GWAS von M. Crohn-Patienten’3, welche neben der US-
amerikanischen'?! auch die belgisch-franzosische Studie'®® und die Wellcome Trust Case
Control Cohort Daten'%* mit einschloss, zeigte, ahnlich wie in unseren Ergebnissen, dass
sich rs16853571 (PHOX2B), rs4821544 (NCF4), rs8050910 (FAM92B) und rs224136
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(intergenetische Region auf Chromosom 10g21.1) nicht unter den mit M. Crohn
hochassoziierten Suszeptibilitdatsgenen befinden. In dieser Metaanalyse wurden jedoch
NOD2, IL23R und ATG16L1 als Suszeptibilitatsloci fur M. Crohn bestatigt.

5.2 Genotyp-Phanotyp-Analyse

5.21 PTGER4-Polymorphismen sind nicht mit bestimmten phanotypischen

Charakteristika von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert

In unserer Studie konnten wir keinen spezifischen CED-Phanotyp einem der beiden SNPs
im PTGER4-Gen (rs4495224 und rs7720838) zuordnen, obwohl in diesem
Untersuchungskollektiv andere starke Assoziationen wie die der NOD2-Varianten
p.Leu1007fsX1008 mit ilealem M. Crohn, Stenosen und der Notwendigkeit chirurgischer
Eingriffe iberzeugend nachgewiesen werden konnten?18.219.253.254 Djes |4sst den Schluss
zu, dass die Probengrof’e der M. Crohn-Patientengruppe grof® genug gewesen ist,

klinisch relevante Assoziationen zu erfassen.

5.2.2 Die intergenetische Region auf Chromosom 10q21.1, PHOX2B, NCF4 und

FAM92B sind nicht mit einem ilealen Phanotyp assoziiert

Defekte in der Autophagozytose und in der intrazellularen Prozessierung von Bakterien
scheinen fur das Auftreten eines ilealen Befalls bei M. Crohn einen
Schliisselmechanismus darzustellen, da es vom terminalen lleum zum Zékum einen 103-
bis 10%*fachen Anstieg in der luminalen Bakteriendichte gibt. Die starke Assoziation
bestimmter NOD2-Varianten wie p.Leu1007fsX1008 mit einem ilealen Phanotyp?°°2%
bestarkt diese Aussage. Neueste Studien zeigen eine Assoziation zwischen ATG16L1-
Varianten und einem ilealen Phanotyp?®” und TLR4-Varianten und ilealen Stenosen?8.
Dies unterstutzt die wichtige Rolle von Autophagozytoseproteinen und PRR in der
Pathogenese des ilealen M. Crohn. Vor allem den ilealen dendritischen Zellen und
Makrophagen wird eine wichtige Bedeutung als Ausloser des ilealen Befalls bei M. Crohn

zugesprochen. Es konnte gezeigt werden, dass CX3CR1-exprimierende ileale
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Makrophagen fur die Phagozytose von luminalen Bakterien von entscheidender
Bedeutung sind®®, wohingegen eine bestimmte CX3CR7-Genvariante sehr stark mit
einem ilealen M. Crohn-Phanotyp assoziiert ist?°°, lleale dendritische Zellen synthetisieren
aulBRerdem IL-23, und unlangst wurde eine Assoziation zwischen der IL23R-Variante
rs1004819 und ilealem M. Crohn nachgewiesen®?'. NCF4 wurde mit Phagozytose und
antibakterieller Immunantwort in Verbindung gebracht und in der Studie von Rioux et al.'?’
mit ilealen M. Crohn-Patienten als Suszeptibilitatsgen identifiziert. Dies stellt einen
zusatzlichen genetischen Zusammenhang zwischen ilealem Befall und Defekten in der
Phagozytose von intestinalen Mikrobiota dar'?5. In unserer Studie jedoch konnten wir die
Assoziation mit NCF4, selbst als M. Crohn-Patienten mit nicht-ilealem Befall in einer
getrennten Subanalyse ausgeschlossen wurden, nicht bestatigen.

Unterschiede zwischen unserer Studie und der GWAS von Rioux et al.'?" kdnnten u.a.
durch die groBere Kohorte von M. Crohn-Patienten mit ilealem Befall in der US-
amerikanischen Studie erklart werden. Das erhdht die statistische Aussagekraft fur diesen
bestimmten M. Crohn-Subtyp, vor allem wenn man bedenkt, dass die meisten SNPs in
der nordamerikanischen Studie'?' nur sehr geringe Veranderungen in den Odds Ratios
fur M. Crohn-Suszeptibilitat zeigten. Die Studie von Rioux et al. basierte auf der Analyse
von 946 Fallen mit ilealem M. Crohn und 977 Kontrollpersonen, erweiterte sich in deren
Replikationskohorte 1 auf 530 Trios und in deren Replikationskohorte 2 auf 350 Falle mit
ilealem M. Crohn und 207 Kontrollpersonen'?'.

Obwohl in unserer Studie fast genauso viele Studienteilnehmer eingeschlossen waren (n
= 2833, einschliel3lich 854 M. Crohn-Patienten, 476 Colitis ulcerosa-Patienten und 1503
gesunde, nicht verwandte Kontrollpersonen), war hier die Patientenanzahl mit
nachgewiesenem ilealen M. Crohn wesentlich niedriger (n=529). Allerdings zeigte eine
Kalkulation der statistischen Power, dass bei Annahme eines einseitigen Typ |-Fehlers
von a=0.05 und ahnlichen Odds Ratios wie von Rioux et al. flir deren Replikationskohorte
publiziert'?!, unsere M. Crohn-ProbengréRe fiir alle vier SNPs eine statistische
Aussagekraft von weit Gber 80% lieferte (rs16853571 / PHOX2B: 84%; rs4821544 | NCF4.
92%; rs8050910 / FAM92B: 94%:; rs224136 auf Chromosom 10921.1: 100%), um die
Ergebnisse von Rioux et al.'?' zu replizieren, so dass die GroRe unserer Kohorte durchaus

ausreichend war.
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Aufgrund der kleineren Anzahl an M. Crohn-Patienten mit eindeutig nachgewiesenem
ilealen Phanotyp konnten die Unterschiede zur US-amerikanischen Studie an einer
mangelnden Teststarke der Untergruppe mit ilealem Phanotyp liegen.

Unsere Studie ist zurzeit der umfangreichste Replikationsversuch der genannten US-
amerikanischen Studie'?!, hat aber betreff des ilealen M. Crohn eine kleinere Teststarke
als die nordamerikanische GWAS'?'. Vergleicht man die von Rioux et al.'?! gelieferten
Odds Ratios mit den Odds Ratios der vier neuen in unserer Studie untersuchten SNPs,
so fallt nur die Odds Ratio eines einzigen SNP (PHOX2B: rs16853571; OR= 0.69 in der
nordamerikanischen Studie) in das 95%-KIl, das fur die ileale Untergruppe in unserer
Studie (OR: 0.93; 95%-KI: 0.68-1.26) berechnet wurde. Auch wenn diese Odds Ratio an
der unteren Grenze unseres 95%-Kl ist, kdnnen wir einen Unterschied zwischen unseren
Berechnungen und denen von Rioux et al.'?! nicht definitiv ausschlieRen.

Weiterhin konnte auch eine vor kurzem in Neuseeland durchgefuhrte Studie keine
Assoziation zwischen M. Crohn und PHOX2B oder FAM92B nachweisen?%2, Diese Studie
legte jedoch eine Assoziation zwischen NCF4 (rs4821544) und ilealem M. Crohn (p=
0.009; OR: 1.425; 95%-KI: 1.092-1.859) nahe?%? und lie darauf schlieRen, dass dieses
Gen besonders in dieser Untergruppe (M. Crohn-Patienten mit ilealem Befall) ein
genetischer Risikofaktor ist. Man muss allerdings bedenken, dass die p-Werte dieser
Studie aus Neuseeland nicht auf multiples Testen korrigiert wurden und dass deren
Untersuchungskollektiv kleiner war als unsere M. Crohn-Gruppe.

Folglich kdnnten neben bestimmten Krankheitssubphanotypen ethnische Unterschiede
der wichtigste Faktor fur die Ergebnisunterschiede der diversen Studien sein. Dies wurde
bereits in vorangegangenen Studien mit Bevolkerungsgruppen aus geographisch
nahegelegenen Orten festgestellt. Varianten in DLGS5 waren zum Beispiel in der
norddeutschen Bevolkerung mit M. Crohn assoziiert?63, wahrend in unserer siiddeutschen
CED-Kohorte??® und in vielen anderen Untersuchungskollektiven keine Assoziation
nachgewiesen werden konnte (s. Metaanalyse?%4). Uberdies zeigte DLG5 in den neuesten
GWAS21.194,19% Kkeine Assoziationen mit M. Crohn. Es ist bemerkenswert, dass die
Allelfrequenz unserer Kontrollpersonen fir den 10g21.1-SNP (rs224136) niedriger war
(0.151) als in den zwei Kontrollgruppen in der US-amerikanischen Erststudie (jeweils
0.191 und 0.230)'?". Dies weist auf ethnische Unterschiede bezlglich bestimmter SNPs
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hin. Interessanterweise war ein anderer SNP auf Chromosom 10921 (rs10761659) in der
GWAS des Wellcome Trust Case Control Consortium, mit ungefahr 2000 M. Crohn-Fallen
und 3000 Kontrollpersonen die derzeit groRte genomweite Assoziationsanalyse mit M.
Crohn-Patienten'®*, signifikant mit M. Crohn assoziiert.

Daher ist eine detaillierte Analyse weiterer SNPs nahe von rs224136 auf Chromosom
10921.1, rs16853571 (PHOX2B), rs4821544 (NCF4) und rs8050910 (FAM92B)
notwendig, bevor man eine Bedeutung dieser Genloci fur M. Crohn-Suszeptibilitat definitiv
ausschlief3en kann.

Zusammenfassend ist diese Studie der erste spezifische Versuch, die Ergebnisse der US-
amerikanischen GWAS von Rioux et al.’?" in einer groRen europaischen CED-Gruppe zu
replizieren. In einer groRen deutschen M. Crohn-Gruppe konnte jedoch keine Assoziation
von PHOX2B, NCF4, FAM92B und rs224136 in der intergenetischen Region auf
Chromosom 10921.1 mit M. Crohn oder mit einem ilealen Phanotyp bei M. Crohn
nachgewiesen werden. Somit konnte eine Rolle dieser SNPs in der deutschen CED-
Bevolkerung mit groRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse
weiterer europaischer Studien (GWAS)'941% und einer aktuellen Metaanalyse’® kdnnten
auf ethnische Unterschiede zwischen der nordamerikanischen und der europaischen
CED-Bevolkerung zuruckzufuhren sein. Unsere Studie =zeigte aullerdem keine
Assoziation dieser SNPs zu Colitis ulcerosa. Um diese potentiellen M. Crohn-
Suszeptibilitatsgene zu bestatigen und deren Rolle in der Pathogenese von M. Crohn zu
bestimmen, sind Replikationsstudien in verschiedenen ethnischen Bevolkerungsgruppen

sowie funktionelle Analysen von grol3er Bedeutung.

5.3 Analyse der Gen-Gen-Interaktionen (Epistasis)

5.31 PTGER4 und ATG16L1 zeigen Gen-Gen-Interaktionen (Epistasis)

Diese Studie liefert die erste Beschreibung einer starken Gen-Gen-Interaktion zwischen
den PTGER4-expressionsmodulierenden SNPs rs4495224 und rs7720838 in der 5p13.1-
Region und des ATG16L17-Gens und bestatigt somit M. Crohn als ein polygenetisches
Krankheitsbild.
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Die starkste Interaktion zwischen rs7720838 und rs13412102 ist mit einem p-Wert von
1x107" das bislang starkste dokumentierte Epistasissignal und fast drei Zehnerpotenzen
starker als die wichtigste Gen-Gen-Interaktion, die in der Metaanalyse von Barrett et al.
beschrieben wurde’3. Allerdings konnte diese Gen-Gen-Interaktion lediglich im deutschen
Untersuchungskollektiv und weder in der US-amerikanischen noch in der deutschen
Replikationskohorte beobachtet werden. Dies legt nahe, dass die Epistasis zwischen den
zwei Genregionen kein allgemeingultiges Phanomen ist, welches in allen Populationen
zur M. Crohn-Suszeptibilitat beitragt. Auch kurzlich durchgefliihrte GWAS-Metaanalysen
konnten keine Epistasis zwischen SNPs in den PTGER4- und ATG16L1-Regionen
nachweisen’32%5, Die nicht replizierbare Gen-Gen-Interaktion zwischen PTGER4- und
ATG16L1-Regionen konnte auf Unterschiede in den Bevdlkerungsgruppen
zurlickzufiihren sein. Aufgrund der genetischen Ahnlichkeit zwischen der siid- und der
norddeutschen Bevodlkerung, die hier jeweils das Untersuchungskollektiv und die
Replikationskohorte darstellen, ist dies jedoch unwahrscheinlich. Allerdings zeigten sich
geringfligige genetische Unterschiede in den hier analysierten Populationen (z.B. die
lediglich in der norddeutschen Bevoélkerung nachgewiesene Assoziation von M. Crohn mit
DLG5%23263 ynd nur in der nordamerikanischen'?!, nicht jedoch in der deutschen
Bevolkerung'® nachgewiesenen Assoziationen mit PHOX2B, NCF4 und FAM92B).
Ferner koénnten methodologische Faktoren eine Erklarung flr die mangelnde
Reproduzierbarkeit der Gen-Gen-Interaktionen zwischen PTGER4 und ATG16L1
darstellen, da in der US-amerikanischen und in der deutschen M. Crohn-
Replikationskohorte unterschiedliche Genotypisierungs-Plattformen benutzt wurden. Die
Benutzung von Surrogatmarkern anstelle der originalen, im deutschen
Untersuchungskollektiv benutzten SNPs kdnnte daher eine zusatzliche Erklarung fur die
gefundenen Unterschiede sein, wobei dies aufgrund des hohen
Kopplungsungleichgewichtes zwischen originalen SNPs und Surrogatmarkern sehr
unwahrscheinlich ist. Die hier beschriebene Gen-Gen-Interaktion kénnte aber auch
zuféllig sein und legt die Notwendigkeit einer extrem groen Probengréfle nahe, um
uberzeugende Assoziationen nachweisen und echte Signale frei von Verzerrungen durch

mehrere phanotypisch pragende Genloci mit kleiner Effektstarke trennen zu kénnen.
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Die intergenetische Interaktion zwischen ATG716L1 und der 5p13.1-Region ist insofern
besonders interessant, als die genauen funktionalen Konsequenzen der Polymorphismen
in der 5p13.1-chromosomalen Region gréfitenteils unbekannt sind. Es ist nicht klar, ob
der Einfluss der SNPs in 5p13.1 auf M. Crohn-Suszeptibilitdt eine kombinierte Aktion
multipler Suszeptibilitatsvarianten ist oder ob er durch noch unbekannte, damit gekoppelte
Genloci innerhalb der Region ausgeldst wird.

Die starke epistatische Wirkung der PTGER4-Expressions-modulierenden SNPs und der
ATG16L1-Varianten auf die M. Crohn-Suszeptibilitat kdnnte aber auch mit einem Defekt
der Bakterienphagozytose zusammenhangen. Es konnte namlich gezeigt werden, dass
PGE2, der Ligand von PTGER4, die Phagozytose der Alveolarmakrophagen durch einen
E-Prostanoid 2-Rezeptor-vermittelten intrazellularen Anstieg an zyklischem AMP
inhibiert?®,  Andererseits schiitzt PGE2 die lysosomale Membranstabilitat der
gastrointestinalen Epithelzellen?®’. Dies kénnte den pathogenetischen Zusammenhang
zur ATG16L1-vermittelten Autophagozytose darstellen und die Gen-Gen-Interaktion
zwischen PTGER4-Expressions-modulierenden Varianten und ATG16L1 in Bezug auf die
M. Crohn-Suszeptibilitat erklaren. Bei der Erforschung der M. Crohn-Pathogenese haben
sich nicht nur die Funktion von Th17-Zellen und Th17-Zytokinen'43:259.268-270 ynd
verwandten SNPs einschliel3lich Varianten in /[L23R und /IL12B, sondern auch Defekte in
der Autophagozytose und der Prozessierung luminaler Bakterien zu einer wichtigen
Thematik entwickelt'?2.

Durch die sehr starke Gen-Gen-Interaktion zwischen den SNPs rs4495224 und
rs7720838 in der 5p13.1-Region und dem ATG716L171-Gen konnte der M. Crohn als
polygenetisches Krankheitsbild identifiziert werden. Die einzige zuvor beschriebene
Interaktion zwischen replizierten M. Crohn-Suszeptibilitdtsgenen war eine sehr schwache
Assoziation zwischen rs2241880 im ATG16L7-Gen und den bekannten NOD2-
Suszeptibilitats-Varianten (p= 0.039)'2°, die aufRerdem in anderen Studien nicht repliziert
werden konnte?22257.271  Daher liefert die Gen-Gen-Interaktion zwischen der 5p13.1-
Region und den Gen-Varianten in ATG16L1 den erstmaligen Beweis fur eine
hochsignifikante intergenetische Interaktion, welche die M. Crohn-Suszeptibilitat
beeinflusst. In Anbetracht der APC-Funktionsstérung in Ptgerd4-/- Mausen?*® und der
grundlegenden Rolle von ATG76L1 in der Bakterien-Phagozytose'?' konnte die erhohte
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5 Diskussion

Suszeptibilitat fir M. Crohn durch Gen-Gen-Interaktionen zwischen PTGER4-
Expressions-modulierenden Varianten und ATG16L7-SNPs auf ein funktionelles Defizit
in der intestinalen Bakterienprozessierung zurtickzuflihren sein, was zur Auslésung einer
intestinalen Entzindung fihrt. Da dem PTGER4-Liganden PGE: fur die lysosomale
Membranstabilitat eine wichtige Rolle zugesprochen wird?%?, konnten bestimmte
PTGER4-Expressions-modulierende SNPs die potentiell schadliche Wirkung der
ATG16L1-Varianten auf die Autophagozytose verstarken, indem die Clearance und die
Immunantwort auf intestinale Bakterien verandert werden. Zur Feststellung der genauen
Rolle von rs4495224 und rs7720838 in der M. Crohn-Pathogenese sind jedoch weitere

funktionelle Studien erforderlich.

5.3.2 Die intergenetische Region auf Chromosom 10q21.1, PHOX2B, NCF4 und
FAMI92B zeigen keine Gen-Gen-Interaktionen mit NOD2, IL23R und
ATG16L1

Da die intergenetische Region auf Chromosom 10q21.1, PHOX2B, NCF4 und FAM92B
in vorangegangenen Studien'®! als Suszeptibilitatsgene fiir CED identifiziert wurden,
haben wir diese Gene bzw. diese intergenetische Region auf Gen-Gen-Interaktionen mit
den bereits in mehreren Studien??1222.253.271 replizierten Suszeptibilititsgenen NOD2,
IL23R und ATG16L1 untersucht.

Nach Bonferroni-Korrektur konnte keine signifikante Evidenz fur eine Interaktion zwischen
den SNPs in PHOX2B (rs16853571), NCF4 (rs4821544), FAM92B (rs8050910) sowie
dem SNP rs224136 auf Chromosom 10g21.1 und Polymorphismen in den bereits
identifizierten Suszeptibilititsgenen NOD2, IL23R und ATG16L1 nachgewiesen werden.
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6 Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren wurden durch verschiedene GWAS (genomweite
Assoziationsstudien) eine Vielzahl von Suszeptibilitatsgenen bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen identifiziert. Eine in den USA durchgefuhrte Studie zeigte drei neue
Genvarianten in PHOX2B, NCF4 und FAM92B sowie einen SNP (rs224136) in der
intergenetischen Region auf Chromosom 10g21.1, die mit M. Crohn assoziiert sind. Eine
weitere in Belgien erfolgte GWAS konnte eine neue 250kb-Region auf Chromosom
5p13.1 bestimmen, die die Expression von PTGER4 moduliert und die zur Suszeptibilitat
von M. Crohn beitragt.

Ziel dieser Arbeit war die erstmalige Analyse dieser Gene in der deutschen Bevdlkerung
unter drei Aspekten: der Krankheitssuszeptibilitat mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (CED), der phanotypischen CED-Auspragung und bzgl. potentieller
Gen-Gen-Interaktionen (Epistasis) mit in anderen Studien bereits als solche identifizierte

CED-Suszeptibilitatsgenen.

Fir diese Untersuchungen wurde genomische DNA von 2833 deutschen Individuen (854
M. Crohn-Patienten, 476 Colitis ulcerosa-Patienten und 1503 gesunde, nicht verwandte
Kontrollpersonen) bzgl. SNPs in PHOX2B (rs16853571), NCF4 (rs4821544), FAM92B
(rs8050910) und SNP rs224136 auf Chromosom 10g21.1 untersucht. Fir die SNPs
rs4495224 und rs7720838 auf Chromosom 5p13.1 wurden insgesamt 7073 Individuen
genotypisiert: 844 M. Crohn-Patienten, 471 Colitis ulcerosa-Patienten und 1488
Kontrollpersonen. In diese Untersuchung wurden zwei Replikationskohorten
miteinbezogen. Die eine schloss 684 M. Crohn-Patienten und 1440 Kontrollpersonen
nordamerikanischer Herkunft ein, die andere 1098 M. Crohn-Patienten und 1048
Kontrollpersonen deutscher Herkuntft.

Zusatzlich wurde eine detaillierte Genotyp-Phanotyp-Analyse durchgefthrt und die sechs
SNPs hinsichtlich Gen-Gen-Interaktionen mit NOD2, IL23R, ATG16L1 und SLC22A4/5

analysiert.
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6 Zusammenfassung

In unserem Untersuchungskollektiv waren die SNPs rs4495224 und rs7720838 in der
5p13.1-Region signifikant mit M. Crohn assoziiert (rs4495224: p= 4.10x107°; OR: 0.76;
95%-KI: 0.67-0.87; rs7720838: p= 6.91x10™% OR 0.81; 95%-KI: 0.71-0.91), jedoch nicht
mit Colitis ulcerosa. Diese Ergebnisse konnten in beiden Replikationskohorten bestatigt
werden. In in silico-Analysen zeigten sich rs4495224 und rs7720838 als essentielle
Bestandteile der Bindungsstelle fur die Transkriptionsfaktoren NF-kB und XBP1 mit einer
héheren Bindungswahrscheinlichkeit bei M. Crohn-Risikoallel-Tragern. Das kénnte die
erhdhte PTGER4-Expression durch diese SNPs erklaren.

Im Gegensatz dazu konnte in unserem Untersuchungskollektiv keine Assoziation mit
PHOX2B (p= 0.563), NCF4 (p= 0.506), FAM92B (p= 0.401) und rs224136 (p= 0.363) und
M. Crohn nachgewiesen werden. Ebenso war keiner dieser SNPs mit Colitis ulcerosa
assoziiert. Fur die SNPs in NOD2, IL23R und ATG16L1 hingegen konnten wir in unserem
Untersuchungskollektiv eine starke Assoziation mit M. Crohn nachweisen (p-Werte:
5.0x10-3 bis 1.6x102%). Eine Gen-Gen-Interaktion mit Polymorphismen in PHOX2B,
NCF4, FAM92B und rs224136 auf Chromosom 10g21.1 konnten wir nicht feststellen.

Nach Bonferroni-Korrektur konnten keine signifikanten Auswirkungen von rs4495224 und
rs7720838 auf phanotypische Charakteristika in Patienten mit CED beobachtet werden.
Auch zwischen einem lleumbefall in M. Crohn-Patienten und dem Vorhandensein (auch
nur eines) der vier Polymorphismen (SNP rs16853571 in PHOX2B, SNP rs4821544 in
NCF4, SNP rs8050910 in FAM92B und SNP rs224136 auf Chromosom 10g21.1) konnte
keine signifikante Assoziation beobachtet werden (p>0.05 flr alle vier untersuchten
SNPs).

Es konnten jedoch eine Reihe von Gen-Gen-Interaktionen zwischen Chromosom 5p13.1-
Polymorphismen und SNPs innerhalb des ATG16L1-Gens festgestellt werden. Die
starksten Interaktionen bestanden zwischen rs7720838 und ATG16L7-Polymorphismen
rs13412102 (p= 1.09x1077), rs6431660 (p= 2.29x107") und rs2241880 (p.Thr300Ala; p=
5.99x107"). Die Tatsache, dass diese Ergebnisse in den beiden Replikationskohorten
nicht repliziert werden konnten, spricht jedoch gegen eine signifikante Rolle dieser Gen-

Gen-Interaktionen in der Suszeptibilitat fir M. Crohn.
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6 Zusammenfassung

Im Gegensatz zur nordamerikanischen Bevolkerung sind in der europaischen
Bevolkerung PHOX2B, NCF4, FAM92B und rs224136 nicht mit M. Crohn assoziiert.
NOD2, IL23R und ATG16L1 hingegen zeigten in beiden Bevolkerungsgruppen eine
starke Assoziation mit M. Crohn und qualifizieren sich somit als signifikante M. Crohn-
Suszeptibilitatsgene in der europaischen Bevdlkerung.

In unserer Studie konnten wir 5p13.1 als einen signifikanten M. Crohn-Lokus bestatigen
und demonstrierten durch in silico-Analysen, dass rs4495224 und rs7720838 ein
Bestandteil der Bindungsstelle fur die Transkriptionsfaktoren NF-kB und XBP1 sind.
Weitere funktionelle Studien sind jedoch notwendig, um die Ergebnisse unserer in silico-
Analysen zu bestatigen und zu untersuchen, ob Veranderungen in der PTGER4-

Exprimierung die M. Crohn-Suszeptibilitdt modulieren.

Zusammenfassend konnten wir erstmals die 5p13.1-Region in der deutschen

Bevolkerung als Risiko-Lokus fir einen M. Crohn nachweisen.
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