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Kapitel 1 - Einleitung

1 Einleitung
1.1 Morbus Crohn

1.1.1 Historischer Hintergrund

Unter dem Begriff der chronisch entz ndlichen D_armerkrankungen (CED) werden blicher-
weise die idiopathischen Erkrankungen Colitis ulcerosa (CU) und Morbus Crohn (MC)
zusammengefasst. Eine weitere Subgruppe dieser Entit t bilden die 10% der Patienten mit
einer so genannten Colitis indeterminata (CI), bei denen die Erkrankung nicht eindeutig
klassifiziert werden kann. *° Diese Zuordnungsproblematik der zwei sich in mehreren
Merkmalen hnelnden Erkrankungen besteht erst seit der Akzeptanz des Morbus Crohn
im Jahre 1932 als eigenst ndigem klinischen Krankhe itsbild. ** Die Kasuistiken zuvor - von
Morgagni ¢ *** Combe und Saunders *> *® Dalziel ** **® und schlie lich Moschcowitz
1% und Wilensky %*° - fhrten, im Gegensatz zur Publikation Regional enteritis: A
pathological and clinical entity von Burrill B. Crohn et al. (1932) **, nicht zur Auffassung
der Erkrankung als klinische Entit t. In der Publik ation von B. Crohn et al. wird anhand von
14 Patienten des Mount Sinai Hospitals (New York), die Morphologie und die Klinik der
lleitis regionalis ' dargestellt. Im Detail werden u.a. die Leitsymptome Fieber, Durchfall,
Gewichtsverlust sowie Unterbauchschmerzen beschrieben und au erdem die patholo-
gischen Charakteristika dieser subakuten bzw. chronischen nekrotisierenden und vernar-
benden Entz ndung, wie Fistelbildung und Stenosieru ng, herausgearbeitet. Zus tzlich
beschrieben Crohn et al. (1932) ** das terminale lleum als einzige Befallslokalisation, was
u.a. Dalziel (1913) *® ¢ Moschcowitz (1923) *°°, Wilensky (1927) ?*° mit der Beschrei-
bung von nicht-tuberkul sen Granulomen im gesamten D nndarm, und zum anderen
Wells (1952) %’ sowie Lockhart-Mummery / Morson (1960) *** durch Berichte ber das
Auftreten von Kolonbefllen, widerlegen. Neben der Exazerbation im gesamten
Gastrointestinaltrakt, wie es mittlerweile erwiesen ist, knnen auch extraintestinale

85
l.

Manifestationen auftreten, wie Greenstein et a aufzeigen.

Diese Entwicklungshistorie ist in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt.

'Vor der Einf hrung des Begriffes Morbus Crohn wurd e diese Erkrankung zun chst als lleitis terminalis

bzw. um eine negative Assoziation mit einem Endstadium zu vermeiden, als lleitis regionalis bezeichn et.
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Jahr Erkenntnis Beschreiber

Bei der Autopsie eines Patienten mit persistierenden Bauch-
1612  |schmerzen und Diarrhoe stellte Gullielmus Fabricius Hildenus ein | Wilhelm Fabry °* %9 11
ulzeriertes kontrahiertes Caecum mit lleuminvagination fest.

Beschreibung der Autopsie eines 20-J hrigen mit Per foration eines
1761/ 69 |entz ndeten distalen lleums und vergr erten mesent erialen Lymph- | Morgagni
knoten

116, 154

Verdicktes, entz ndlich ver ndertes lleum bei der A utopsie eine

40, 116

1813 Patienten mit lebenslangen kolikartigen Unterbauchschmerzen Combe, Saunders
1828 “hnliche Kasuistik Abercrombie * 116
1830 Beschre|b_ung der Erkrankung bei Kindern mit Fisteln als Colles 39 116

Komplikation
1913 9 F lle einer interstitiellen Jejunitis, lleitis un d Colitis Dalziel 48 116

. . " Moschcowitz,
1923/ 27 |4 Patienten mit granulomat ser Colitis Wilensky %6 26

Beschreibung der lleitis terminalis anhand von 14 F llen im Mount | Crohn, Ginzburg,
1932 o . . .

Sinai Hospital Oppenheimer
1952 Bei zahlreichen Colitis ulcerosa-Patienten liegt eher ein M. Crohn Wells 27

des Kolons vor.
1960 Beschreibung des primren Z kumbefalls mit pathohis tologischer Lockhart-Mﬂg?Egélery,

Differenzierung zur Colitis ulcerosa Morson

Tabelle 1: Historische Aspekte des Morbus Crohn

1.1.2 Therapie

Seit der Erstbeschreibung vor ber 70 Jahren sind w esentliche Fortschritte bez glich der
Therapie, insbesondere im pharmakologischen Bereich, erzielt worden, die die Krankheits-
symptome lindern und die Lebensqualitt der Betroff enen verbessern k nnen. Jedoch
Aussicht auf Heilung besteht immer noch nicht. Aue rdem |sst sich trotz zahlreicher
medikament ser Therapieoptionen eine chirurgische | ntervention bei den meisten
Patienten derzeit nicht vermeiden. Einen berblick ber die M glichkeiten der
Pharmakotherapie des Morbus Crohn soll die nachfolgende Tabelle 2 geben. F r weitere

Details wird auf die gebr uchlichen Algorithmen ver wiesen. 2%
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Therapieoption |

Wirkungsmechanismus

Anwendung

5-Aminosalizylate und Glukokortikoide

109, 189

Mesalazin, Inhibition der Prostaglandin- und Leukotriensynthese, | Behandlung des milden akuten

Balsalazin, der NF-kB-Aktivierung, der Chemotaxis von Makro- | Schubes und Remissionsinduk-

Olsalazin, phagen und Neutrophilen; tion; kein Stellenwert in der Re-

Sulfasalazin Abfangen reaktiver Sauerstoffverbindungen missionserhaltung; gr ere Be-
deutung f r Colitis ulcerosa
(Reduktion des Kolonkarzinom-
Risikos).

(Methyl-) Bindung an Glukokortikoidrezeptor, Induktion der | Akuter Schub;

Prednisolon, Expression antiinflammatorischer Proteine  (z.B. | Remissionsinduktion

Prednison Lipocortin), Suppression proinflammatorischer Protei-

Betamethason, ne (NO-Synthetase, Cyclooxygenase, Zytokine IL -1 | Topische Therapie;

Hydrocortison und TNF-a), Hemmung des Makrophagen-MIF Indikation s.o.

Budesonid Lokaltherapie, insbes. bei Befall
des terminalen lleums und des
rechtsseitigen Kolons;
Indikation s.o.

Immunsuppressiva 77,109, 129, 147, 163, 180, 185, 203
Azathioprin, Hemmung der Lymphozytenfunktion ber die Hem- | Remissionserhaltung, Steroid-

6-Mercaptopurin

mung der Purinsynthese und Apoptoseinduktion mu-
kosaler T-Zellen

einsparung bei chron. Aktivit t
Fistelverschluss in Diskussion

Methotrexat Hemmung der Thymidin- und Purinsynthese ber die |Bei Steroidrefraktritt/-abh n-
St rung der THF-Bereitstellung als Antimetabolit gigkeit zur Remissionsinduktion
und erhaltung
Mycophenolat- Blockade der Lymphozyten-Purinsynthese durch | Reservemittel mit noch unsiche-
mofetil Hemmung der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase | rer Studienlage
Cyclophosphamid | DNA-Alkylierung durch Cyclophosphamid-Metabolite | Reservemittel f r schwerstkran-
ke, therapieresistente Patienten
Ciclosporin Hemmung der T-Lympozytenfunktion durch Strung |Reservemittel bei schwerer
der Ca®*-abh ngigen intrazellul ren Signalinduktion Colitis ulcerosa
Tacrolimus Infliximabalternative bei prob-
(FK-506) lematischen Fisteln
Immunbiologika 19, 109, 180, 184, 199, 208
Infliximab Apoptoseinduktion von Monozyten und T-Helferzellen | Gute Wirksamkeit bei schweren

durch murine neutralisierende monoklonale TNF-a-
Antik rper

Verl ufen zur Remissionsinduk-
tion und erhaltung und Fistel-
therapie

Adalimumab

Rekombinanter, monoklonaler TNF-Antik rp er

Wirksamkeit in vier Pilotstudien

CDP-870 Vollst ndig humanisierte anti-TNF a F4,-Fragmente | Gewisse Wirksamkeit in

(Certolizumab) mit Polyethylenglykolmolek | Studien, v.a. bei CRP-Erh hung

CDP-571 Rekombinante humanisierte Anti-TNF-a-Antik rper

(Humicade)

Natalizumab Hemmung der T-Lymphozyteneinwanderung und Positive Effekte in Pilotstudien

MLN-02 aktivierung ber rekombinante humanisierte a,- | Phase lll-Studien; weitere

Integrin-Antik rper Studien erforderlich;

Natalizumab wird derzeit wegen
drei F llen von progressiver
multifokaler
Leukoenzephalopathie pausiert

Thalidomid Hemmung der TNF-a-Produktion Gewisser Effekt in Pilotstudien




Kapitel 1 - Einleitung

Pro- und Antibiotika 0 203,209,212

E. coli Nissle Wiederherstellung einer bakteriellen H m ostase; In - | Keine generelle Empfehlung,

1917, hibition der Pathogenadh sion / -invasion, Verbesse - | unklare Studienlage

Lactobacilli, rung der Mukosabarrierefunktion; Immunmodulation

Bifidobakterien

Metronidazol, Reduktion der Gewebeinvasion, Eliminierung aggres- | Fisteln, Analfissuren, Abszesse,

Gyrasehemmer |siver Bakterienspezies, Reduktion der luminalen und |toxisches Megakolon, Infektio-
mukosalen Bakterienkonzentration nen, bakterielle berbesied-

lung, Remissionsinduktion

Weitere, neuere (experimentelle) Ans tze 110165 180,185,232

Antiinflammatorische Zytokine, IL-Rezeptoren-Antik rper, Hemmstoffe der intrazellulren Kaskade,
Interferon-a / -B-1a, Interferon-y-Antik rper, 6-Thioguanin, Leflunomid, Trichuris su is, Boswellia serrata,
Cannabinoide

Tabelle 2: bersicht ber die Pharmakotherapie des Morbus Crohn

Es steht daher in der heutigen Zeit ein breites Spektrum an Substanzen fr die
Pharmakotherapie zur Verf gung. Jedoch handelt es s ich dabei durchweg lediglich um
empirische Ans tze. Angesichts dieses Mangels an ei ner kausalen Therapie, gewinnt die
Erforschung der Krankheitsursachen eine besondere Bedeutung. In Kenntnis der aus-
| senden Faktoren und Krankheitspr dispositionen k nnten wesentliche Therapieverbes-

serungen erzielt und vielleicht sogar eine Krankheitsprophylaxe entwickelt werden.

1.1.3 "tiologie und Pathogenese

Die exakte Pathogenese des Morbus Crohn, als eine der idiopathischen chronisch ent-
z ndlichen Darmerkrankungen, ist derzeit noch nicht hinreichend gekl rt. In der Literatur
werden verschiedene Hypothesen diskutiert. Von den meisten Autoren der gegenw rtigen
Publikationen wird eine komplexe multifaktorielle ~ tiopathogenese favorisiert, bei der
verschiedene der diskutierten Mechanismen bei der Krankheitsentstehung zusammen-
wirken, 26162 201,222,230 Fina sogenannte Conditio sine qua non ist bislang nicht identifiziert
worden. Auf der Suche nach pathogenetisch bedeutsamen Faktoren k nnen epidemiolo-
gische Untersuchungen Aufschluss geben.

In Deutschland liegt die Anzahl der Neuererkrankungen an Morbus Crohn zwischen 3,0
und 5,2 pro 100 000 Einwohner pro Jahr. Der zeitliche Vergleich der verschiedenen
deutschen Studien (Tabelle 3) zeigt einen raschen Inzidenzanstieg in den Nachkriegs-

jahren bis zur Stabilisierung in den 1990er Jahren.
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Erhebungszeitraum Region | Inzidenz Referenz
1962 - 1975 Marburg / Lahn 3,0 Brandes (1983) *°
1980 - 1984 Westliches Ruhrgebiet 4,0 Dirks, Goebell (1994) %
1980 - 1984 Essen 4,9 Timmer (1999) **
1981 - 1984 T bingen 4,0 Daiss (1989) *’
1985 - 1986 Kln 51 L ffler, Glados (1993) '*
1991 - 1995 Essen 5.2 Timmer (1999) *°

Tabelle 3: Morbus Crohn-Inzidenz in Deutschland pro 100 000 Einwohner pro Jahr

“hnliches |sst sich auch fr andere europische L  nder beobachten. 3% 137 201
Unabh ngig vom zeitlichen Trend zeichnet sich eine geographische Varianz deutlich ab.
Der Vergleich weltweit durchgef hrter Studien erbri ngt Inzidenz- und Pr valenzgipfel in

136 und lassen den Verdacht einer Korrela-

Nordeuropa, Gro britannien und Nordamerika
tion der Inzidenz mit dem geographischen Breitengrad aufkommen. ?** Bei n herer Unter-
suchung des vermeintlichen europ ischen Nord-S d-Ge flles in der European Collabora-
tive Study mit 20 beteiligten Zentren entlang der Nord-S d-Achse zwischen Island und
Israel, | sst sich dieses zwar besttigen, ist aber weit weniger deutlich ausgepr gt als

zun chst vermutet wurde.

|
OS dliche Studienzentren

BN rdliche Studienzentren
D Gesamtinzidenz

Minimum 0,9
Maximum 6,6

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Neuerkrankungen pro 100 000 pro Jahr

Abbildung 1: Das europ ische Nord-Sd-Geflle in de r Inzidenz des Morbus Crohn (erstellt nach
Shivananda) **°

Dieses Nord-S d-Gef lle scheint eher mit dem am Bru ttosozialprodukt gemessenen sozio-

konomischen Status als dem geographischen Breiteng rad zu korrelieren. #*°> In den

industriell fortgeschritteneren Zivilisationen im Norden ist gegen ber dem S den mit i.d.R.
5
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niedrigeren Bruttosozialprodukten das Erkrankungsrisiko um 80% erh ht. **> #° Ein

hnliches Nord-S d-Geflle ist auch fr die USA bes chrieben %% ?®® Ein weiteres
erw hnenswertes epidemiologisches Ph nomen stellt d as in einigen Publikationen
beschriebene Stadt-Land-Geflle mit erh hter Inzide nz fr chronisch entz ndliche

Darmerkrankungen in Stadtgebieten dar, welches mit zunehmender Bev lkerungsmobilit t

und fortschreitender Angleichung der Lebensweisen r ckl ufig ist. 30 47 63 116,122, 228
die Interpretation ethnischer und rassebezogener Besonderheiten spielen v.a. Studien, die
Immigranten ber cksichtigen, eine bedeutende Rolle. Diese legen nahe, dass die schein-
bar bestehenden ethnischen und rassischen H ufigkei tsunterschiede eher auf die Lebens-
weise und Umweltfaktoren, als auf die divergierende genetische Veranlagung, zur ckzu-

f hren sind. 3¢

“hnliches ist hinsichtlich des raschen Inzidenzans tiegs innerhalb eines
kurzen Zeitintervalls und der Nord-S d- und Stadt-L and-Gradienten festzustellen. In einer
Vielzahl an Studien sind einige dieser m glicherwei se pathogenetisch bedeutsamen exo-
genen Faktoren, wie z.B. Rauchen, orale Kontrazeptiva, NSAR, Stillen, Appendektomie

n her untersucht worden (Tabelle 4).
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Die wichtigsten Aspekte zu untersuchten exogenen Faktoren

Rauchen

* Unumstrittenster Risikofaktor: positive Assoziation mit einer Erh hung des Erkrankungsrisikos um
das Zweifache bei MC, reziprok zur CU.

« Erh htes Risiko f r die Entwicklung eines klinische n, chirurgischen und endoskopischen R ckfalls.

e Gr ere Schwere des klinischen und endoskopischen R ezidivs.

« H heres Operationsrisiko bereits nach kurzem Krankh eitsverlauf.

* Ung nstige Effekte auf den Steroid- und Immunsuppre ssionsbedarf sowie die Infliximab-Therapie

* Progression des entz ndlichen Verlaufs zu strikturi erender und fistulierender Manifestation; mehr
Fisteln und Abszesse

» Osteoporose-Risikofaktor bei Frauen

» R ckl ufigkeit dieser Trends nach Aufgabe des Rauch ens

« Die Rolle des Passivrauchens ist noch nicht hinreichend gekl rt.

Orale Kontrazeptiva

»  Widerspr chliche Studienlage und somit allenfalls e in geringer Risikofaktor.

» Keine signifikante Beeinflussung der Krankheitsaktivit t.

« Die ohnehin bestehende Hyperkoagulabilitt bei akti ver chronisch entz ndlicher Darmerkrankung
wird verst rkt und somit das Auftreten thromboembol ischer Ereignisse noch weiter beg nstigt.

- Die thrombogenen Eigeschaften der oralen Kontrazeptiva suggerieren eine pathogenetische
Mitwirkung ber multifokale mikrovaskul re gastroin testinale Infarkte.

e Erhhtes Risiko fr chronisch entzndliche Darmerkr ankungen bei Langzeiteinnahme in
Dosisabh ngigkeit bzw. bei Einnahme von H chstdosis - strogen-Pr paraten in einigen Studien.

NSAR

* Weniger zweifelhafte Studienlage als bei den oralen Kontrazeptiva.

* NSAR-Gebrauch ist klar mit einem h herem Risiko fr chronisch entz ndliche Darmerkrankungen
verbunden, insbesondere besteht die Gefahr eines klinischen R ckfalls bei bereits Erkrankten.

Di tetische Faktoren

e Bislang ist eine Assoziation zwischen chronisch entz ndlichen Darmerkrankungen und Dit-
Komponenten nicht sicher bewiesen.

« Raffinierter Zucker, Schokolade, Cola, Margarine, Cornflakes, Kaugummi, Zahnpasta, Fette sind u.a.
als potentielle ditetische Risikofaktoren untersuc ht worden, ohne einen schl ssigen Beleg fr die
Bedeutung di tetischer Faktoren liefern zu k nnen.

« Mgliche protektive Wirkung von Fr chten, inshesond ere Zitrusfr chten, Gem se und Fasern

< Ern hrungstherapieversuche zeigen sich weniger effe ktiv als traditionelle Therapieans tze.

Mikroorganismen

* Hygiene-Hypothese ( Sheltered Child): niedrige Inzidenz in Entwicklungsl ndern mit h herem
Risiko fr intestinale Infektionen; gute husliche Hygiene, separate Toilette, Warmwasserleitung,
Swimming Pool-Benutzung, Kleinfamilien als Risikofaktoren durch fehlenden Trainingseffekt

» Infektionshypothese: Es sind immer wieder bestimmte Erreger in Diskussion, wie z.B. CMV, Masern,
Mykobakterien. Bislang konnte aber kein bestimmtes kausales Pathogen identifiziert werden. Eine
Reihe von Argumenten sprechen sogar gegen ein spezifisches infekti ses Pathogen (Tabelle 8).

e Auch fr in diesem Kontext untersuchte Impfungen (z .B. Masernimpfung) konnte keine eindeutige
kausale Bedeutung festgestellt werden konnte.

« Die Beteiligung der normalen kommensalen Mikroflora tritt im Rahmen des multifaktoriellen
Enstehungskonzepts immer weiter in den Vordergrund (Tabelle 9).

Appendektomie

» Positive Assoziation zu MC, protektiv bei CU.

- Eine Appendektomie nach einer perforierten Appendizitis scheint nach Ausbruch der Erkrankung
einen aggressiveren Verlauf nach sich zu ziehen als bei Appendektomien aus anderen Gr nden.

Stillen

« Inverse Assoziation des Stillen zu MC; frhes Abstillen als m glicher Risikofaktor mit geringer
Evidenz

Tabelle 4: Untersuchte exogene Faktoren 24,33,49, 71, 116, 136, 223, 243, 244, 67
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Letztendlich kommen einige Parameter aus dem Bereich der Lebensgewohnheiten und
dem Patientenumfeld als Krankheitsmitverursacher in Frage. Jedoch besteht allenfalls in
Ausnahmen eine eindeutige Studienlage. Au erdem lie fern epidemiologische Studien
auch Anhaltspunkte fr eine endogene Krankheitsvera nlagung. So ist z. B. das Verh Itnis
zwischen erkrankten M nnern und Frauen mit einer le icht weiblichen Pr dominanz relativ

ausgeglichen (Tabelle 5).

Referenz Frauen : M nner Lokalisation
Lee (1985) 7 1,89:1 England
Lapidus (1997) 1% 1:1 Schweden
Lindberg (1991) 1% 1,15:1 Schweden
Kyle (1992) 2 1,34 :1 Schottland
L ffler (1993) % 1,57 :1 Deutschland
Shivananda (1996) **° 1,201 Europa
Lapidus (2001) 1% 1:1 Schweden

Tabelle 5: Geschlechtsverteilung.

Die leichte geschlechtsbezogene Verschiebung des Erkrankungsrisikos, v.a. in den j nge-
ren Altersgruppen (Abbildung 2), | sst an eine horm onelle Beteiligung an der Pathogenese
denken. *** Allerdings zeigen auch einige Studien in Niedriginzidenz-Regionen reziproke

Verh ltnisse, so dass derzeit noch keine evidenten Schlussfolgerungen gezogen werden
136

K nnen.
9
8 === \| nner
; O~ ==®==Frauen
n 0]
S
E 4]
31 N —
5 [Inzidenz] = pro 100 000 / Jahr ~
1 4| [Altersgruppen] = Lebensjahre
0 T T
15-44 45-64 ab 65
Altersgruppen

Abbildung 2: Altersabh ngige Geschlechtsverteilung (erstellt nach Shivananda) 2%

Die zentralen Aspekte in den aktuellen Publikationen hinsichtlich der Pathogenese des
Morbus Crohn stellen jedoch inmitten der Vielzahl der erl uterten m glichen Cofaktoren

die immunologische Dysregulation sowie die genetische Determination dar. Insbesondere
liegt der m gliche Kausalzusammenhang zwischen dies en tiologischen Komponenenten

im Fokus.

8
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1.1.4 Genetik

Hinsichtlich der “tiopathogenese der chronisch entz ndlichen Darmerkrankungen lenken
viele verschiedene Beobachtungen das Augenmerk auf genetische Faktoren. ?° Der
konkrete Verdacht auf eine genetische Krankheitspr disposition, der in den nachfolgenden
Jahrzehnten viele verschiedene Studien dar ber anre gte, entstand erstmals 1963 durch
Kirsners Publikation "Family Occurrences of Ulcerative Colitis, Regional Enteritis, and
lleocolitis" ber die familire H ufung chronisch entz ndliche r Darmerkrankungen. * ***
Dieses beschriebene kumulierte intrafamili re Vorko mmen geht mit einem erh hten Risiko
fr Verwandte der Betroffenen - insbesondere ersten Grades - bei gleichzeitig geringem
Risiko fr Ehepartner einher. In 5 bis 32% der F Il e chronisch entz ndlicher Darmerkran-
kungen wird von einer positiven Familienanamnese berichtet. * 1% 174 292 Dazy reziproke
Studien weisen ein 14- bis 15-fach erh htes Erkrank ungsrisiko f r Verwandte im Vergleich
zur Normalbev lkerung auf. ?° Die Resultate verschiedener Zwillingsstudien, die in diesem
Kontext eine besondere Bedeutung haben, bekr ftigen die Verdachtsmomente fr einen
genetischen Hintergrund durch eine gesteigerte Konkordanz bei Monozygotie. > 173 239 248
Zudem ist die Pr valenz bei nicht blutsverwandten F amilienangeh rigen, wie Ehepartnern
und Adoptiveltern erkrankter Kinder, nicht erh ht. Dies unterstreicht die Beteiligung endo-
gener “tiologiefaktoren und spricht gegen eine auss chlie lich umweltbedingte Krankheits-
entstehung. Au erdem suggerieren die Diskrepanzen h insichtlich Inzidenz und Pr valenz
der verschiedenen Rassen und ethnischen Populationsgruppen eine Beteiligung
genetischer Faktoren. Genauer betrachtet, zeigen epidemiologische Studien ein Pr va-
lenzmaximum in der wei en Bev Ikerung. Das geringst e Vorkommen chronisch entz nd-
licher Darmerkrankungen weisen dahingegen asiatische Populationen auf. Ein weiterer
m glicher Anhaltspunkt aus der Epidemiologie fr di e Genetik stellt die Akkumulation in
der j dischen Bev Ikerung dar. Dabei ist die Prval enz innerhalb dieser ethnischen Grup-
pierung noch einmal bei Ashkenazim deutlich h her a Is bei Sephardim und orientalischen
Juden. Diese epidemiologischen Beobachtungen k nnen jedoch, wie bereits erw hnt,
auch durch die verschiedenen Lebensgewohnheiten zustande gekommen sein. Die Daten
der epidemiologischen Studien werden unterschiedlich interpretiert. 2% 13¢

Weitaus deutlichere Hinweise stellen die Kosegregation einer Vielzahl von Erkrankungen
mit genetischen ~“tiologiefaktoren bei chronisch ent z ndlichen Darmerkrankungen, die
Assoziation subklinischer genetikbezogener Marker - wie z.B. ASCA und das f kale Cal-

protectin ?*° -, die Kandidatengene in den IBD-Loci sowie verschiedene Tiermodelle dar.
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Hinweise f r eine genetische Pr disposition

» Ethnische Unterschiede bei der Inzidenz und Pr vale nz:

Weie haben die hchsten Prvalenzraten gegenber s chwarzen Amerikanern und Asiaten mit der
niedrigsten Pr valenz.

Akkumulation in der j dischen Population (Ashkenazi m > Sephardim und orientalische Juden)

» Famili re H ufung:
erh htes Erkrankungsrisiko fr Verwandte ersten Gra des Betroffener (5-32%) bei gleichzeitig niedrigem
Risiko f r Ehepartner und f r Famlienangeh rige ado ptierter Kinder mit CED

 Konkordanz in Zwillingsstudien:
Gesteigerte Konkordanz bei Monozygotie (37% ) versus Dizygotie (7%)

» Assoziation mit anderen Erkrankungen mit bekanntem genetischem Hintergrund,
wie z.B. Morbus Bechterew **, Psoriasis, Ekzeme

» Assoziation zu Immundefizienzsyndromen mit CED- hnl icher Enterocolitis:

u.a. Wiskott-Aldrich-Syndrom 873 Hermansky-PudIak-Sg/ndrom 120, 207, Turner-Syndrom , Pachydermo-
periostosis 4L 224 Glykogenspeicherkrankheit Typ 1b 198, prim re Hypogammaglobulin mie 241 x-chromo-
somale Agammaglobulin mie 2%6

94, 118

e Assoziation mit subklinischen Marker mit genetischem Hintergrund:
ASCA / ANCA 84,152 Anti-Omp-C 2", f kales Calprotectin (bei Verwandten ersten Grade s erh ht) **?,
HLA B27

» Identifikation der IBD Loci und der Suszeptibilit t sgene (Tabelle 7)

» Verschiedene genetische Mausmodelle:

Knock-out M use: TCR- a, MHCII, TGF-B, IL-2, IL-10, TNFAARE

Transgene M use mit berproduktion von krankheitsbe schleunigenden Faktoren wie STAT-4, IL-7, CD40L,
TCR-ap

Tabelle 6: Argumente f r einen genetischen Hintergr und (modifiziert nach Bonen und Ahmad) %

Diese F lle an aufgezeigten Indizien | sst eine gen etische Krankheitsdetermination als
u erst wahrscheinlich erscheinen. Trotzdem ist es bislang nicht gelungen, ein einzelnes
ver ndertes Hauptgen als conditio sine qua non ausfindig zu machen. Dies weist auf
komplexe genetische Zusammenh nge hin und spricht g egen das Vorliegen eines klas-
sischen Erbgangs gem den Mendelschen Gesetzen. Es st viel eher von einer Interak-
tion diverser Genmutationen bzw. polymorphismen, i m Sinne einer im Rahmen eines
multifaktoriellen Grundger sts integrierten polygen en Vererbung, auszugehen.
Wiederholte systematische Untersuchungen des Genoms seit 1996 liefern bemerkenswert
konsistente Suzeptibilit tsloci, die die sogenannte n Kandidatengene umfassen. ° Es konn-
ten bislang neun Regionen, i.e. IBD-Loci 1-9, auf den Chromosomen 1, 3, 5, 6, 12, 14, 16
und 19 mittels dieser genomweiten Kopplungsanalysen mit hoher statistischer Wahr-
scheinlichkeit identifiziert werden. Die exakten Suszeptibilt tsgene gelten allerdings nur fr
IBD1 und neuerdings auch IBD5 als erwiesen. Fr die anderen reproduzierten chromo-
somalen Lokalisationen wird noch nach den entsprechenden Kandidatengenen gesucht.
Dar berhinaus sind noch einige weitere verd chtige Genorte in diversen Studien beschrie-
ben worden. Darunter auch DLG5 (Drosophila Discs Large Homolog 5) mit der chromoso-
malen Lokalisation 10g22-23, das zur Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere-Integrit t
dient. *! Diese Assoziation konnte jedoch bislang nicht reproduziert werden. #*¢ 2006

stellten Duerr et al. eine Assoziation zwischen dem IL23R-Gen auf Chromosom 1p31 fest.

10



Kapitel 1 - Einleitung

Dieser Zusammenhang wurde in verschiedenen Replikationsstudien mit unabh ngigen

Kohorten best tigt ®°

, weswegen es sich hierbei vermutlich um einen zehnten IBD-Locus
handelt. Viele Jahre fokussierte sich die Morbus Crohn-Forschung im Interleukin-Bereich
allerdings auf das aus den zwei Untereinheiten p35 und p40 bestehende IL-12, da im
Tiermodel p40-neutralisierenden Antik rpern eine En tz ndungshemmung zugeschrieben
wurde. Das heteromere Protein IL-23 besteht, neben dem biologisch inaktivem p19,
jedoch ebenfalls aus dem Proteinbaustein p40. Studien mit entsprechenden Knockout-
M usen zeigten, dass IL-23 bei der Entwicklung eine r chronischen Entz ndung eine
gr ere Rolle spielt. Au erdem aktiviert IL-23 eine  T-Zell-Subpopulation, die das Zytokin
17 aktiviert, welches den Haupttranskriptionsfaktor ROR t exprimiert und chronisch
entz ndliche Erkrankungen im Tiermodell vermittelt. *** "> Ebenso wird, neben IL23R, die
Rolle weiterer unterschiedlicher genetisch degenerierter Interleukinrezeptoren in der
aktuellen Literatur diskutiert. So beschreiben West und Schreiber in unabh ngigen Unter-
suchungen z.B. eine Interleukin-4(-Rezeptor)-bedingte Strung der Downregulation
proinflammatorischer Zytokine bei chronisch entz nd lichen Darmerkrankungen. 2% #°
Neben IBD1, IBD8 und IL-4R werden die E-Cadherine auf Chromosom 16 kodiert,
welches als transmembran ses Glykoprotein an der in testinalen Barriere-Funktion beteiligt
ist und in aktiv entz ndeter Mukosa bzw. chronisch entz ndlichen Darmerkrankungen
hochreguliert ist. >* °> %8 99 |n erst k rzlich durchgef hrten Genom-Screening-St udien bei
Patienten mit chronisch entz ndlichen Darmerkrankun gen wurde das ATG16L1-Gen
(autophagy-related 16-like 1 gene) entdeckt. Der SNP Thr300Ala war stark mit Morbus

Crohn assoziiert. % 187 197

IBD-Loci
Locus | Chromosom Kandidatengen Assoziierte Erkrankung Referenzen
|BD1 16q13 NOD2 MC 37, 46, 87, 103-105, 130, 166, 261
IBD2 12q14 unbekannt CuU #6, 58,89, 145, 181, 213, 262
|BD3 6p Unbekannt CED 5,57, 89, 90, 196, 213, 261, 264
IBD4 14911-q12 unbekannt MC >8, 59,145,183, 253
IBD5 5q31-33 SLC22A4/A5 MC 37, 145,195,196
IBD6 19p13 unbekannt CED 19
IBD7 1p36 unbekannt CED 37,38
IBD8 16p12 unbekannt MC 31218
IBD9 3p26 unbekannt CED o
1p31 IL23R CED 60, 197
ATG16L1 MC 88, 187, 197
gene desert in der N he von 131
5q13.1 bTGERA MC

Tabelle 7: Wiederholt reproduzierte CED-Kopplungsregionen

26, 115, 162
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Bei dem bis heute am besten erforschten sowie bedeutendsten Pr dispositionsgen
handelt es sich um das erstmals 2001 beschriebene NOD2 (nucleotide-binding oligomeri-
zation domain 2) bzw. CARD15 (caspase recruitment domain-containing protein 15) auf
Chromosom 16q12 im IBD1-Locus. 8" 103 104166 E5 ymfasst zw If Exons, wovon elf Exons
konstant sind und ein Exon fakultativ ist. Die Expression des Proteins NOD2, dessen

Aufbau Abbildung 3 veranschaulicht, erfolgt in bestimmten immunkompetenten Zellen

sowie in intestinalen Epithelzellen. ®* %
CARD15/NOD2
1 2 3 4 5 6 7 89 10 4 -
a)
R702W G908R 1007fs
570 744 1040
b) CARDs NOD LRRs

Abbildung 3: NOD2-Aufbau a) Das NOD2-Gen umfasst elf konstante Exons und ein fakultatives zw Iftes

Exon b) Das NOD2-Protein besteht aus zwei Caspase-rekruitierenden Dom nen (CARDSs), einer Nukleotid-

bindungsdom ne (NBD) und zehn C-terminalen leucinre ichen Wiederholungen (LRRs). '*°

Das resultierende Protein ist durch seine hohe Bindungsaffinitt zu Muramyldipeptid
(MDP), einem Bestandteil sowohl gramnegativer als auch -positiver Bakterien, in die
bakterielle Abwehr involviert. Ver nderungen im NOD 2-Gen knnen die intrazellul re

Detektion der kleinsten bioaktiven Einheit des Peptidoglykans, i.e. MDP, und damit die
Aktivierung des proinflammatorischen NF-kB (Nukle rer Faktor kB) ber diesen Signalweg
beeintr chtigen. % '°” Die genauen Zuammenh nge zwischen NOD2-Varianten u nd der
NF-kB-Signaltransduktion ist derzeit noch nicht vollst ndig gekl rt. Sowohl ein Funktions-
verlust als auch ein gewinn wurden in der Literatu r beschrieben. ** F r Kaukasier sind
bislang 30 Mutationen im NOD2-Gen beschrieben, die bei 50% der Crohn-Patienten
kontrastierend zu einem Anteil von 20% bei gesunden Kontrollen zu finden sind; dabei
repr sentieren Arg702Trp, Gly908Arg und Leu3020insC mehr als 80% der mutierten
Chromosomen. Insgesamt kommen diese drei Hauptmutationen, die in Bezug zur LRR-
Dom ne stehen (Abbildung 3), bei 25 bis 35% der kau kasischen Morbus Crohn-Patienten
12



Kapitel 1 - Einleitung

vor, was einer H ufigkeit von 7 bis 15% bei Gesunde n gegen bersteht. 1% *° Dje LRR-
Dom ne anderer Proteine, wie z.B. des Krankheitsres istenzproteins R der Pflanzen und
der Toll-like-Rezeptoren, erkennt, gleicherma en wi e bei NOD2, Pathogenmolek Imuster

und hat eine Schl sselrolle in der Induktion des an geborenen Immunsystems inne. 4

1.1.5 Immunologische Pathogenese-Aspekte: St rungen der Immunantwort und
der Mukosabarriere

Im Zusammenspiel mit den genetischen Faktoren sind angesichts der Komplexitt des
Immunsystems, Strungen auf verschiedenen Ebenen m glich, die sich aber auf zwei
gegenteilige, bei genauerer Betrachtung jedoch nicht widerspr chliche, Funktionsresultate
reduzieren lassen; so steht eine berschie ende Imm unreaktion einer Immundefizienz
gegen ber.

Als Anhalt fr die pathogenetische Beteiligung eine r Immundefizienz lassen sich eine
ganze Reihe kongenitaler Immundefektsyndrome anf hr en, die mit einer hnlichen Mani-
festation wie bei chronisch entz ndlichen Darmerkra nkungen einhergehen (Tabelle 6).
Zum Beispiel zeigt die Morbus Crohn- hnliche Entero kolitis im Rahmen einer Agamma-
globulin mie eine, die Defizienz kompensierende Hoc hdosis-Immunglobulin-Therapie Bes-
serung. " “hnliches | sst sich von der Gabe des granulocyte/macrophage colony stimu-
lating factor bei diversen Neutropenien berichten. "> Auch der erfolgreiche Einsatz immun-
stimulierender Therapiestrategien, wie z.B. Interferon, Levamisol und Bacillus Calmette
Guerin (BCG) bei chronisch entz ndlichen Darmerkrank ungen unterst tzt diese These. 2
Zudem existieren einige Tiermodelle, mit denen die chronische Kolitis mit einer Abwehr-
schw che in Verbindung gebracht werden kann. So ent wickeln z.B. M use mit einer
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein  (WASP)-Defizienz eine chronische Kolitis. Auch bei
zahlreichen Mausmodellen mit genetisch manipulierter T-Zell-Funktion - TCR-a -/-, TCR-3
-/-, II-2 -/-, lI-2Ra -/-, 11-10 -/-, G-ajp-/-, MHCII -/-, CD45Rbhi-Transfermodell - resultiert eine
chronische Entz ndung des Kolons. ® Ferner verbessert der Einsatz immunstimulato-
rischer DNA die klinischen, biochemischen und histologischen Aspekte der Darmentz n-
dung bei Dextran-Natrium-Sulfat-induzierter Kolitis und Hapten-induzierter Kolitis bei
BALB/c-M usen unabh ngig von der zugrundeliegenden T-Zell-Antwort.  In einigen
Studien kann durch den Nachweis einer Komplementdysfunktion, einer beeintr chtigten
Expression antibakteriell aktiver Peptide oder einer erh hten Bakterienkonzentration, ein
direkter Zusammenhang zwischen Morbus Crohn und der diskutierten reduzierten
Immunkompetenz hergestellt werden. " So schreiben Fellermann et al. ®’, ausgehend von

der Hygiene-Hypothese, einem Defensinmangel, d.h. einem Mangel an antibiotischen
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mukosalen Peptiden, eine entscheidende Rolle in der Krankheitsentstehung zu. In ihrer
Untersuchung zeigen sie eine Induktionsst rung der humanen Defensine beta 2 und 3 bei
Morbus Crohn, die zu "nderungen der NF- kB-Transduktion fhren. Von besonderem
Interesse sei laut Fellermann et al auch die Verkn pfung der angeborenen und der er-
worbenen Immunitt durch das Chemokin-Verhalten der Defensine und deren F higkeit
zur Verst rkung der Immunantwort. °’

Die enterische Mikroflora stellt eine unabdingbare Kondition in der Krankheitsentstehung
dar, obgleich die Schleimhautoberfl chen des Gastro intestinaltraktes physiologischerwei-
se von einer gro en, dynamischen Ansammlung an Mikr oorganismen besiedelt werden.
Schon beim Gesunden sind bis zu zehn mal mehr Bakterien als Zellen im menschlichen
K rper. %?? Die mikrobielle Dichte steigt dabei von proximal nach distal von 10° Bakterien
pro Gramm im distalen lleum auf 10*-10*2 Mikroorganismen pro Gramm im Kolon. #* Im
Rahmen chronischer entz ndlicher Prozesse ist eine erhebliche Erh hung der ohnehin
immensen bakteriellen Kolonisation nachzuweisen, wobei die Konzentrationsver nderun-
gen berraschenderweise nicht in den entz ndeten Be reichen, sondern in den intakten
Mukosaabschnitten vorliegen. #** Die inflammatorischen L sionen entstehen auch haup t-
s chlich in diesen Regionen mit der h chsten bakter iellen Anh ufung. 2*? Hinsichtlich der
Florazusammensetzung aus den diversen Bakterienspezies besteht jedoch prinzipiell kein
Unterschied zwischen Gesunden und Patienten mit chronisch entz ndlichen Darmerkran-

kungen. 2%

Demzufolge |sst sich auch kein spezifischer Mikro organismus als
Krankheitsverursacher ermitteln. Im Gegenteil, es gibt eine Reihe an Argumenten, die

gegen ein spezifisches infekti ses Pathogen spreche n.

Argumente gegen die Beteiligung eines spezifischen infekti sen Pathogens

» Scheinbar protektive Wirkung bestimmter Umweltbedingungen, die die bertragung infekti ser
Mikroorganismen eigentlich f rdern, wie z.B. die b erbev Ikerung, unhygienische Verh Itnisse, ende-
mische Parasiten

» Gene mit ursprnglich protektivem Effekt gegen ber Infektionserkrankungen k nnen in einer hygie-
nischen Umgebung zu Risikofaktoren avancieren.

 Mangel an berzeugenden Daten fr die vertikale ode r horizontale Transmission der chronisch
entz ndlichen Darmerkrankungen bei Menschen

» Widerspruch zwischen therapeutischem Nutzen einer Langzeitimmunsuppression und der infektiolo-
gischen Genese

» Widerspr chliche oder unklare Studienlage hinsichtl ich m glicher spezifischer Pathogene (vgl. Masern-
virus, Mycobacterium paratuberculosis)

« Die den Umwelttriggern zugeschriebenen ver nderten epidemiologischen Trends k nnen ohne ein
bertragbares Pathogen erkl rt werden.

Tabelle 8: Argumente gegen Infektionshypothese bei der Pathogenese chronisch entz ndlicher
Darmerkrankungen **
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Die Rolle luminaler Bakterienst mme im pathophysiol ogischen Konzept ist dagegen durch
eine Reihe von Tiermodellen als gesichert zu betrachten. *°* 2% 2! Eine keimfreie Umge-
bung stellt bei genetisch modifizierten M usen erwi esenerma en einen Schutz vor der
Entwicklung einer spontanen, den chronisch entz ndl ichen Darmerkrankungen hnlichen
Kolitis dar. #*® 22! In der nachfolgenden Tabelle 9 sind die Aspekte, die die Bedeutung der

normalen kommensalen Mikroflora bekr ftigen, zusamm enfassend dargestellt.

Beobachtungen f r die Beteiligung der Mikroflora

. Entz ndung in den Bereichen mit der h chsten Bakter ienanzahl

. Umleitung des f kalen Stroms wirkt sich positiv auf den Krankheitsverlauf aus.

. R ckfall nach der Wiederherstellung des f kalen Str oms

. Nachweisbare Immunreaktivit t gegen die Mikroflora bei Morbus Crohn

e Tendenz metabolischer Erkrankungen mit defekter mikrobizider Phagozytenfunktion zur Entwicklung
Morbus Crohn- hnlicher L sionen, die auf Antibiotik a oder Korrektur des Immundefekts ansprechen.

»  Gesteigerte Bakterienenteroadh renz und intramukosa le Translokation bei Morbus Crohn

. Einfluss der bakteriellen Flora auf die Entwicklung und Funktion des Mukosaimmunsystems

* G nstige Effekte durch Manipulation der Mikroflora mit Antibiotika oder Probiotika.

. Unabh ngig vom zugrundeliegenden Gendefekt bei vers chiedenen CED-Tiermodellen ist die
bakterielle Kolonisation f r die Entz ndungsentsteh ung unabdingbar.

. In Tiermodellen zu chronisch entz ndlichen Darmerkr ankungen kann die Entz ndung durch mit
enterischen Bakterien reaktiven T-Zellen vermehrt werden; im Gegensatz zu auf ditetische und
epitheliale Antigene reaktiven T-Zellen.

*  Verkn pfung zu NOD2, das den multifaktoriellen Rahm en der Pathogenese aus Gen-Bakterien-
Immunsystem-Interaktionen untermauert.

Tabelle 9: Argumente fr eine Beteiligung der Mikro flora an der Pathogenese der chronisch
entz ndlichen Darmerkrankungen

Die konkrete Beteiligung der Mikroflora Isst aller dings noch Raum fr ambivalente
Spekulationen. An dieser Stelle muss auch die Modellvorstellung der immunologischen
berreaktivitt in Betracht gezogen werden. Das muk osale Immunsystem fungiert unter
regelrechten Umst nden als ein Sensor zur Aufrechte rhaltung der enterischen Hom o-
stase, die einem Zustand der kontrollierten Entz nd ung gleichkommt. Hierfr muss, bei
gleichzeitig bestehender effektiver Abwehrkapazitt gegen ber episodischen Pathogen-
bedrohungen, eine Reaktion auf Nahrungsantigene und die residentielle Mikroflora unter-
bleiben. Im Falle des Verlustes dieser erforderlichen Toleranz gegen ber den regul ren

luminalen Antigenen, unter der Prmisse der genetis chen Anf lligkeit des Individuums,
wird die Unterscheidung zwischen harmlosen Antigenen und zu bek mpfenden Pathoge-
nen unm glich. Die konsekutiv unangemessene Immunan twort k nnte nun eine chronisch
entz ndliche Darmerkrankung ausl sen. Strungen der epithelialen Barrierefunktion mit
bakterieller Umverteilung in die Darmwand sowie Defekte in der mukosalen Reinigung mit
nachfolgend verstrkter Mukosa-Adh renz beg nstigen  diesen Prozess. Im Rahmen

dieser inad quaten Immunantwort, die zur Entstehung bzw. Aufrechterhaltung chronischer
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Entz ndungen f hren kann, wird bestimmten Zytokinen eine Schl sselrolle zugeschrieben.
Viele Jahre wurde dabei auf das proinflammatorische IL-12 fokussiert, da neutralisierende
Antik rper gegen dessen Baustein p40 chronische int estinale Entz ndungen im Morbus
Crohn-Tiermodell supprimieren konnte. Neuere Studien messen mittlerweile jedoch IL-23,
das ebenfalls p40 als Untereinheit beeinhaltet, ein bedeutenderes Gewicht bei. IL-23
aktiviert mehr Effektorzellen als IL-12 und hat dadurch eine gr ere immunologische

Bedeutung. Die nachfolgende Abbildung 4 veranschaulicht die ausgel sten Reaktionen

dieser beiden Zytokine. 1°*

Activation Differentiation Activation
IL-23 IL-6 IL-23

I

Cross-talk?

e

Macrophages,
T,17 dendritic cells
Cytokines Cytokines Cytokines
e.g. IFN-y eqg.IL-17 e.g. TNF

AW v <

| Crohn disease-like gut inflammation |

Abbildung 4: Gegen berstellung der IL-12-Kaskade mi t den IL-23-Kaskaden 161

Der Ansatz der immunologischen berreaktion wird du rch den erfolgreichen
therapeutischen Einsatz von Eiern des intestinalen Helminthen Trichuris suis bei chronisch
entz ndlichen Darmerkrankungen untersttzt. In Lnd ern mit hohen Hygiene-Standards
sind Helminthen-Infektionen selten, wohingegen in Gebieten mit einer h heren Inzidenz an
parasit ren Erkrankungen Krankheiten mit immunologi schem Hintergrund wesentlich
weniger h ufig vorkommen. Die Hygiene-Hypothese, de r zufolge das Immunsystem in den
Industriestaaten durch ein selteneres Vorkommen an infektiologischen Erkankungen kein
ausreichendes Training erh It, stellt damit einen G rundpfeiler fr die Entstehung einer
immunologischen berreaktion dar. 2*> Um eine solche berschie ende Immunantwort und

eine unkontrollierte Entz ndung durch Toleranzverlu st zu vermeiden, m ssen die
epithelialen Zellen der gastrointestinalen Mukosa die Detektion molekularer Muster
kontrollieren. Viele angeborene Immunreaktionen auf Pathogene sind durch eine

bestimmte Rezeptorfamilie, den Toll-like Rezeptoren, vermittelt. 148 14°
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1.2 Toll-like Rezeptoren (TLRS)

1.2.1 Allgemeine bersicht ber TLRs

Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind Homologe eines bestimmten transmembranalen Proteins
der Drosophila melanogaster. Das im Begriff enthaltene Toll ist eigentlich die Bezeich-
nung fr ein Gen dieser Fruchtfliege, welches einer seits fr die Ontogenese und anderer-
seits f r die Resistenz gegen ber Bakterien- und Pi Izinfektionen von Bedeutung ist. ** Das
Toll-Gen steuert ber den darin kodierten transmembrana len Rezeptor die dorsoventrale
Polarisation w hrend der fr hen Entwicklungsphase d er Drosophila und sorgt zudem bei
der Larve sowie der entwickelten Fruchtfliege fr d ie Induktion antimikrobieller Peptide im
Rahmen der Infektionsabwehr. ** 2 2% 12818 Aych die dazu homologe S ugetier-TLR-
Familie aus derzeit elf Typ | Transmembranrezeptoren (Tabelle 10) hat eine Schl sselrolle
in der angeborenen Immunitt inne. Dies spiegelt si ch in der gemeinsamen Rezeptor-
grundstruktur aus drei charakeristischen Komponenten, die in Abbildung 5 veranschaulicht

wird, wieder.

Aufbau der Toll-like Rezeptoren Liganden der Toll-like Rezeptoren
Ligand q TLR1 L
TLR2 [ (— Lipoproteine
ITLRGI r
TLR3
[ <= Doppelstrang- RNA
Extrazellul r [:
Extrazellul re, zwischen
den TLRs divergierende [ = LPS
Ligandenbindungsdom ne
mit Leucin-reichen |TLR5| r ¢ Flagellin
TLR7 [
Zellmembran Transmembran-Region ‘ (= Einzelstrang-RNA
TLR8 [
Zytoplasmatische
Toll-/Interleukin-1-Rezeptor LR E: = CPGDNA
Intrazellul r (TIR)-Dom ne
[ Nicht funktional
[ {¢= Uropathogen (?)
Signalkaskade Endosomenmembran | Plasmamembran |

Abbildung 5: Aufbau der humanen TLR und ihre Liganden (erstellt nach Anderson, Takeda, Cario) '
34, 236
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Zur Erkennung der spezifischen Trigger besteht der extrazellul re Rezeptoranteil aus
einer innerhalb der TLRs divergierenden Ligandenbindungsdom ne mit sich wiederholen-
den leucin-reichen Sequenzen (LRR, leucin-rich repeats). Bei den ber die LRR
bindenden Agenzien handelt es sich um Lipide, Kohlenhydrate, Nukleins uren und
verschiedene Proteine, die allesamt als sogenannte Pathogen assoziierte molekulare
Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMPS) bezeichnet werden. %’ Die
verschiedenen Liganden divergieren zwischen den einzelnen TLR-Subtypen. So erkennen
TLR 1, 2, 4, 5 und 6, die an der Plasmamembran lokalisiert sind, Zellwandkomponenten,
wohingegen die in intrazellul ren Kompartimenten be findlichen TLR 3, 7, 8 und 9 auf

Nukleins uren reagieren.

Lokalisation und Liganden der bekannten TLR

TLRx |Lokalisation ®* Ligand 34 Referenz

TLR1 |Plasmamembran Bakterielle Triacyl-Lipopeptide Ozinsky (2000) 17®

TLR2 |Plasmamembran Bakterielle Lipopeptide Takeuchi (1999) 238
Doppelstr ngige Virus-RNS und sense-Einzel- | Wang (2004) 2°°

TLR3 | Endosomenmembran strang der Virus-RNS Alexopoulou (2001) °

Bakterielles Lipopolysaccharid in Anwesenheit der

erforderlichen akzessorischen Proteine (MD-2, Poltorak (199183‘1'186

TLR4 | Plasmamembran CD14, LPS bindendes Protein); Fibrinogen, Heat Rifkin (2005)
shock proteine HSP 60 / 70, Fibronektin, Hyaluron-
s ure
TLR5 |Plasmamembran Flagellin Hayashi (2001)
TLR6 |Plasmamembran Bakterielle Diacyl-Lipopeptide Ozinsky (2000) 176

Heil (2004) %

TLR7 |Endosomenmembran |Antisense-Einzelstrang der Virus-RNS Lund (2004) 144

TLR8 | Endosomenmembran | Antisense-Einzelstrang der Virus-RNS Heil (2004) %

Tabeta (2004) #°

TLR9 |Endosomenmembran |Unmethylierte doppelstr ngige cpg- DNS Hemmi (2000)

Kein spezifischer Ligand derzeit bekannt, aber As-

?
TLRIO soziation zum gemeinsamen TIR-Adaptor MyD88

Hasan (2005) %

Uropathogene Bakterien in Unkenntnis eines
i spezifischen Liganden bei M usen; im Kontrast 268
TLR11 dazu existiert kein humanes TLR11-Protein durch Zhang (2004)

ein Stopp-Codon im TLR11-Gen

Tabelle 10: Liganden der humanen Toll-like Rezeptoren (erstellt nach Dunne und Cario) ®**

ber eine kurze transmembran se Region besteht eine  Verkn pfung zur zytoplasma-
tischen Toll- / Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Dom ne , die die Toll-Signalkaskade ber Inter-
aktionen mit Adaptorproteinen iniitiert. > '8 Die TIR-Dom ne besteht aus ungef hr 160

Aminos uren und enth It drei bedeutende Strukturreg ionen, die unter anderem der TLR-
Dimerisierung und der Bindung an nachgeschaltete Transduktionselemente dienen. '®°
Derzeit sind beim Menschen mindestens f nf TIR-Dom nen-enthaltende Adaptorproteine
identifiziert, die die Toll-like-Rezeptoren mit den nachgeschalteten Prozessen koppeln:
MyD88, Mal (TIRAP), TRIF (TICAM-1), TRAM (Tirp / TICAM-2) und SARM. ** Die
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Signalkaskaden nahezu aller Toll-like-Rezeptoren  mit Ausnahme von TLR3 - sind mit
dem TIR-Dom nen-enthaltenden Adaptorprotein MyD88 v erkn pft. Die dadurch ausgel s-

te Kaskade m ndet bei Triggerung der TLR 1, 2, 6, 4 und 5 in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB, der die Produktion inflammatorischer Zytokine, wie TNF,
COX2 und IL-16, reguliert. Abweichend davon ist MyD88 bei TLR 7,8 und 9 ber den
direkten Weg mit TRAF6 und IRF-5 bzw. IRF-7 involviert und induziert die IFN-a-
Synthese. Eine MyD88-unabh ngige Signaltransduktion ist fr TLR4 und TLR3 bekannt,
dabei wird u.a. ber TRIF und IRF-3 der IFN- B-Promotor aktiviert. °** ?*® Abbildung 6 zeigt
die Kaskaden der verschiedenen TLRs nach Bindung der triggernden Liganden. Auch die
Rolle der einzelnen Adaptorproteine ist ersichtlich. ber das TIR-dom nen-enthaltende

SARM existieren derzeit noch wenige Kenntnisse. Das 690 Aminos uren umfassende
Protein besitzt gro e “hnlichkeit mit Proteinen der Drosophila melanogaster und der
Nematode Caenorhabditis elegans und verf gt desweiteren ber die interaktionsf hig en
Dom nen SAM ( sterile a motif) und ARM (Armadillo repeat motif), was eine Rolle in der

Signaltransduktion m glich erscheinen | sst. 1%°

Pasmamembran Endosomenmembran

R PP

IRAKlmIRAKZ /
T e ' fers
. v

v d
TAK/TAB-Komplex %
IKK-Kom plex

|
|
I
I
|
= '
Kem- L ONFkB

membran —*
{9\:> + INF, COX2, II-16 -+ IMN-b ->IFN-a

Abbildung 6: TLR-Signalkaskade (modifiziert nach Dunne, Takeda, O‘Neill) 6169 236
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Zum Schutz vor einer berschie enden Immunreaktion existieren verschiedene Regulator-
proteine, die an verschiedenen Stellen dieser TLR-Signalkaskaden ihre inhibierende Wirk-
ung entfalten. Die Tabelle 11 gibt eine kurze bers icht ber den aktuellen Stand der darin

involvierten Proteine.

Negative Regulation der Toll-Sighalkaskade

IRAK-M Inhibition der Dissoziation von IRAK 1 und 4 vom MyD88-Rezeptorkomplex
SOCs1 Assoziation mit IRAK1, aber genauer Mechanismus unklar
MyD88s MyD88 Spleissvariante ohne intermedi re Dom ne
Keine Bindung an IRAK4, keine Induktion der IRAK1-Phosphorylierung
SIGIRR Membrangebundes Molek | mit TIR-Dom ne; vor bergehende Interaktion mit
TLR4, IRAK1 und TRAF6
ST2 Membrangebundes Molek | mit TIR-Dom ne; Assozia tion mit MyD88 und TIRAP

Tabelle 11: Protektive Regulation der Toll-Kaskade ’

Die TLR-Signalkaskade funktioniert demnach ber ein komplexes Zusammenspiel
zahlreicher Proteine. Die Basis der daf r unabdingb aren Proteinsynthese liegt in den daf r
kodierenden Genen, die diverse Mutationen aufweisen k nnen. Die Toll-like-Rezeptoren
als immunologische Proteine sind demzufolge auch im genetischen Kontext zu betrachten.
Somit verbindet die Entitt der TLR-Rezeptoren die beiden relevantesten Pathogenese-
komplexe fr chronisch entz ndliche Darmerkrankunge n  Genetik und Immunologie.
Insbesondere rckt damit auch der Toll-like-Rezepto r-Subtyp 4 mit seinem Kklassisch-
mikrobiologischen Liganden Lipopolysaccharid in den Fokus. Dies wird zus tzlich durch
das TLR4-Expressionsmuster auf Zellen der angeborenen Immunit t untermauert. So f It

insbesondere eine starke TLR4-Expression auf Monozyten / Makrophagen auf. *’
Au erdem konnte eine deutliche Hochregulation in mi kroglialen Gef strukturen sowie auf

Astrozyten-Zelloberfl chen bei der inflammatorische n Autoimmunerkrankung Multiple
Sklerose festgestellt werden. ** Auch im Zusammenhang mit Myasthenia gravis wurde von
einer Erh hung der TLR4-Proteinsynthese berichtet. % Noch nachdr cklicher legen die
Resultate von Cario und Podolsky eine TLR4-Beteiligung bei der Pathogenese von
chronisch entz ndlichen Darmerkrankungen nahe: Der Nachweis einer offensichtlich
gesteigerten Expression in D nn- und Dickdarmepithe Izellen bei Morbus Crohn- und
Colitis ulcerosa-Patienten steht einer kaum erfassbaren Anzahl an TLR4 bei gesunden

Kontrollen gegen ber. *
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1.2.2 TLR4 und seine Polymorphismen

Bei der Sequenzierung des Toll-like-Rezeptors 4 sind bislang bis zu 29 verschiedene
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNP) festgestellt
worden. Die Mehrzahl dieser Genvarianten ist jedoch selten, weshalb auch keine Aussage
zu daraus resultierenden funktionellen Konsequenzen und Krankheitsassoziationen
getroffen werden kann. **° Die Allelvarianten Asp299Gly (Nukleotidposition 12874) und
Thr399lle (Nukleotidposition13174) im Exon 3 sind die zwei am h ufigsten vorkommenden
TLR4-SNPs, die in Aminos uresubstitutionen resultie ren. So wird einerseits Asparagin
durch Glycin und andererseits Threonin durch Isoleucin in der extrazellulren LRR-
Dom ne ersetzt. 3*??” Diese Parallele zum bedeutendsten Morbus Crohn-Pr dispositions-
gen NOD2, dessen Hauptmutationen ebenfalls im LRR-Bereich liegen, macht Asp299Gly
und Thr399lle u.a. hinsichtlich der Morbus Crohn-Pathogenese u erst interessant

(Abbildung 7).

A TLR4
@
[
. el ————— D299G
Recognition —<<€—— LRR pe
@ T399I
B
Nod2/CARD15
P268S R702W G<208R L1007fsinsC
N EE& C
NBD LRR
Activation Recognition

Abbildung 7: Strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen NOD2 und TLR4 **

21



Kapitel 1 - Einleitung

Bei genauerem Vergleich dieser beiden Rezeptoren fallen einige weitere m glicherweise

tiopathogenetisch-relevante Gemeinsamkeiten auf, die in Tabelle 12 kurz erl utert

werden.

Parallelen zwischen dem intrazellul ren NOD2 und de m extrazellul ren TLR4

Immunologische Bedeutung von NOD2 und TLR bei der Pathogenabwehr, der Immuntoleranz, dem
Schutz der intestinalen Barriere-Funktion und der Aufrechterhaltung der mukosalen Hom ostase.

NOD2 und TLR4 geh ren beide zu den Mustererkennungs rezeptoren PRR, die ber LRR-Dom nen
sogenannte PAMPs erkennen.

Die jeweiligen genetischen Hauptver nderungen liege n in der LRR-Dom ne, die zur Ligandenerken-
nung und somit zur Signaltransduktion bedeutend ist.

Die Liganden MDP (NOD2) und LPS (TLR4) sind beide bakterielle Zellwandkomponenten.

Ligandenbindung aktiviert die Sekretion pro-/antiinflammatorischer Zytokine und / oder apoptotischer
Kaskaden

Die Expression erfolgt konstitutiv oder induzierbar von vielen verschiedenen Zelltypen im gesamten
Gastrointestinaltrakt.

Tabelle 12: Gemeinsamkeiten von NOD2 und TLR4 %3

Au erdem lassen murine Colitis-Modelle einen Zusamm enhang zwischen TLR4-

Polymorphismen und chronisch entz ndlichen Darmerkr ankungen vermuten.

102, 186

Desweiteren werden fr eine Reihe aus dem infektiol ogischen bzw. immunologischen

Erkrankungsgebiet Assoziationen diskutiert (Tabelle 33, S. 54).
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1.3 Ziel der Arbeit

Die Ziele der Erforschung der genetischen Krankheitshintergr nde, die auch dieser Arbeit
zugrunde liegen, sind, neben einem erweiterten Verst ndnis der Pathophysiologie, das
Erkennen von krankheitsgef hrdeten Personen, die Ab sch tzung des Krankheitsverlaufes
und eine Therapieoptimierung durch die Entwicklung einer auf Genotyp-Ph notyp-Basis
erstellten Krankheitsklassifikation. Als Beitrag zum Erreichen der genannten Ziele sollen in
dieser Arbeit nun speziell die TLR4-Polymorphismen als potentielle tiopathogenetische
Aspekte beleuchtet werden. Im Detail ist es Ziel dieser Studie anhand von aus Morbus
Crohn-Patienten und vergleichbaren gesunden Kontrollen bestehenden Kollektiven
etwaige Verteilungsunterschiede der beiden in der Bev Ikerung h ufigen Polymorphismen

Asp299Gly und Thr399lle zu ermitteln. Die Untersuchung des Genoms der Studienteilneh-
mer auf besagte Aminos uresubstitutionen erfolgt na ch Isolierung und Amplifizierung
durch entsprechend daf r geeignete Restriktionsend onukleasen. Zudem sollen genotyp-
spezifische Besonderheiten durch die zus tzliche de taillierte Erhebung klinischer Daten
nach den Vorgaben der Vienna-Klassifikation z.T. auch dar ber hinaus gehend -
aufgedeckt werden. Ferner wird nach m glicherweise existierenden Asp299Gly- und
Thr399lle-Ph notyp-Profilen gesucht. Zur besseren A bschtzung der Bedeutung des
potentiellen Risikofaktors TLR4 werden in die Auswertung die drei h ufigsten NOD2-
Mutationen Arg702Trp, Gly908Arg und Leu3020insC hinzugezogen.
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2 Methodik

2.1 Untersuchungskollektive

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultt der Ludwig-
Maximilians-Universit t genehmigt. Alle Teilnehmer der Studie gaben nach entsprechender
Aufkl rung ihr schriftliches Einverst ndnis fr die genetische Analyse ihres Blutes. Das
untersuchte Patientenkollektiv schlie t 204 Patient en mit gesichertem Morbus Crohn ein. Die
Diagnosestellung erfolgte entsprechend etablierter klinischer Leitlinien sowie endo-
skopischer, radiologischer und histopathologischer Kriterien. F lle mit Colitis indeterminata
wurden aus der Studie ausgeschlossen. Der Altersmittelwert zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
liegt in der Studienkohorte bei 27,6 — 11,4 Jahren mit einer durchschnittlichen Erkrankungs-
dauer von 10,2 — 8,2 Jahren zum Studien-Zeitpunkt. Das Kontrollkollektiv umfasst 199
gesunde, nicht miteinander verwandte Kontrollen kaukasischen Ursprungs. Die Kontrollen
sind bezglich des Geschlechts an die Morbus Crohn- Kohorte angeglichen. Der

M nneranteil betr gt bei den Kontrollpersonen 49,8% gegen ber 47,1% in der Patienten-

gruppe.

Morbus Crohn (n=204) Kontrollen (n=199)
Geschlecht
M nnlich (%) 96 (47,1%) 99 (49,8%)
Weiblich (%) 108 (52,9%) 100 (50,2%)
Lebensalter (a)
Mittelwert £ SD 37,8+11,8 46,4 + 15,3
Spannweite 15-73 21-84
Alter bei Erstdiagnose (a)
Mittelwert £ SD 276+11,4 a
Spannweite 7-71
Median 24
Krankheitsdauer (a)
Mittelwert £ SD 10,2 £ 8,2
Spannweite 0-41 O
Median 8,5
CED- Familienanamnese (%)
Positiv 27 (13,2%) O
Negativ 179 (7,7%)

Tabelle 13: Demographische Daten der Morbus Crohn- und Kontroll-Population

Die Erhebung der demographischen und klinischen Daten, inklusive Krankheitsverlauf und -
lokalisation, Morbus Crohn-bezogene Komplikationen und die Verordnung einer immunsup-
pressiven Therapie (Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat oder Infliximab)

basiert einerseits auf einer retrospektiven Analy se der Patientenakten und andererseits auf
einem detalllierten Fragebogen. Die Erfassung s mtlicher Ph notyp-Parameter erfolgte

bez glich der genetischen Merkmale geblindet. Um ei ne vergleichbare Korrelation zwischen
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Ph notyp und Genotyp durchfhren zu knnen, war ein e Unterteilung der heterogenen
Entit t Morbus Crohn in standardisierte Subgruppen erforderlich. In internationalen Studien
zur Morbus Crohn-Genetik wurde hierfr zum Zeitpunk t des Studienbeginns zumeist die

Vienna-Klassifikation "®

angewendet. Das Patientengut wird dabei durch die drei Achsen
Alter bei der Erstdiagnose (A, age), Krankheitsverlauf (B, behaviour) und lokalisation (L,

localisation) in 24 verschiedene Subgruppen unterteilt.

Alter bei Erstdiagnose (A) Lokalisation (L) Krankheitsverlauf (B)
L1 terminales lleum B1 nicht-strikturierend,
Al < 40 Jahre L2 Kolon nicht-penetrierend
A2 = 40 Jahre L3 lleokolon B2 strikturierend
L4 oberer Gastrointestinaltrakt B3 penetrierend

Tabelle 14: Vienna-Klassifikation 7®

Das Alter ist als das Lebensalter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit Hilfe radiologischer,
endoskopischer, pathologischer oder chirurgischer Verfahren definiert. Der Lokalisations-
unterteilung wird die maximale Krankheitsausbreitung vor der ersten Resektion zugrunde
gelegt. Die weitere Klassifikation in die vier L-Subgruppen erfolgt nach den in Tabelle 15

genannten Merkmalen.

Lokalisation Definition
L1 Beschr nkung auf das terminale lleum
Lo Jede Manifestation zwischen Coecum und Rektum ohne Beteiligung des D nndarms oder
des oberen Gastrointestinaltraktes
L3 Manifestation im terminalem lleum bei zus tzlicher Befallslokalisation zwischen Colon
ascendens und Rektum
La Jeglicher Befall oberhalb des terminalen lleums unabh ngig von der sonstigen Kranheits-

ausbreitung

Tabelle 15: Definition der Lokalisationsklassifikation 79

Der Krankheitsverlauf wird bei diesem System ber d as Auftreten von Komplikationen

beurteilt.
Krankheitsverlauf Definition
Bl Entz ndlicher Erkrankungsverlauf ohne Komplikatione n
Konstante luminale Verengung mit pr stenotischer Di latation oder Obstruktionszeichen
B2 ohne Merkmale eines penetrierenden Krankheitsverlaufs; gesichert durch radiologische,
endoskopische oder chirurgische Ma nahmen
B3 Igltraabdominelle oder perianale Fisteln, Konglomerattumoren, Abszesse oder perianale
zera

Tabelle 16: Definition der Komplikationsklassifikation 7°
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Zus tzlich zur Unterteilung der Kohorte nach Vienna wurden gesondert Daten zu den Morbus
Crohn-typischen Komplikationen Strikturen, Fisteln und Abszessen, sowie zu Exazerbationen
au erhalb des Gastrointestinaltraktes erhoben. Als extraintestinale Manifestationen und Be-
gleiterkrankungen wurden Beschwerden der Gelenke, der Augen und der Haut in die
Auswertung miteinbezogen. Im Bereich der Gelenke wurden ferner Arthritiden, Arthropathien
Typ | bzw. I, sowie als gesonderter Parameter die ankylosierende Spondylitis ber cksichtigt.
berdies wurden Daten zur Osteoporose als Begleiter scheinung und Nebenwirkung einer
Steroidtherapie erhoben. Als Augenbeteiligung wurden die fr Autoimmunerkrankungen
typischen Entz ndungen Uveitis (lritis / Iridozykli tis) und Episkleritis gewertet. Im Bereich der
Haut galten Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum und Psoriasis. Ferner wurde
zus tzlich noch die Anamnese bezglich der Koexiste nz einer primr sklerosierenden

Cholangitis und einer sekund ren AA-Amyloidose erho ben.

2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

. 2% ist eine bedeutende Methode der

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) nach Saiki et a
Molekulargenetik zur in vitro Amplifikation von selektiven Nukleins ure-Abschnit ten. Sie
besteht grunds tzlich aus den drei Teilschritten Ex traktion, Amplifizierung und Detektion. F r
die Amplifikation der TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle mittels PCR wurde
aus Vollblut isolierte DNA verwendet, weshalb im Folgenden die Isolierung der DNA aus

selbigem erl utert werden soll. > %/

2.2.1 DNA-Isolierung

Zur Isolierung der genomischen DNA aus Leukozyten des peripheren Bluts wurde das
QIAamp DNA Mini Kit von Qiagen GmbH (Hilden) in der Spin-Variante - mit einer Mikrozentri-
fuge verwendet. " Bei dieser Methode k nnen durch die drei Abschnitte der Prozedur
durchschnittlich 6 g protein- und kontaminationsfr eie DNA in 200 | Wasser aus 200 |
Vollblut gewonnen werden. Die so isolierte und gereinigte DNA kann sofort benutzt werden
oder in Buffer AE bei 20 C zur spteren Verwendun g gelagert werden. Zur Lyse der
korpuskul ren Blutbestandteile werden 20 | QIAGEN Protease auf den Boden eines 1,5 ml
Reaktionsgef es fr Mikrozentrifugen pipettiert (E ppendorf, Hamburg; Pipetman, Gilson,

Bad Camberg). Anschlie end werden 200 | des zu unt ersuchenden Vollbluts und 200 | des

; QlAampIDNA Blood Mini Kit: QlAamp Spin Column, QUIAGEN-Protease, Elutionspuffer AE, Lysispuffer AL,
Waschpuffer AW1/AW?2
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Lysepuffers Buffer AL hinzugef gt und sofort fr 15 s auf einem Vortex kr ftig gesch ttelt um
eine homogene L sung zu erhalten, die dann fr 10 M inuten bei 56 C im Heizblock (Lab-
Line Inc., lllinois/ USA) inkubiert wird. Die nachfolgende kurze Zentrifugation (Eppendorf,
Hamburg) dient dazu, bei der gleichzeitigen Isolierung der DNA verschiedener Blutproben,
die Kreuzkontamination durch Spritzer an der Deckelinnenseite beim ffnen der Gef e zu
vermeiden. Es werden nun 200 | Ethanol (Merck, Dar mstadt) zum Ansatz dazugegeben und
mit 15 sek ndigem kr ftigem Sch tteln damit vermisc ht. Wieder k nnen Proben-Kreuzkonta-
minationen durch eine erneute kurzen Zentrifugation vermieden werden. Der Probenansatz
kann jetzt in eine QIAamp Spins ule umgef llt werde n und muss wiederum fr eine Minute
bei 8000 rpm zentrifugiert werden. Nach der Zentrifugation wird die Spins ule auf ein
sauberes Auffanggef 2 ml Collection-Tube - gese tzt. Die benutzten Auffanggef e
werden sowohl bei diesem Prozedurschritt als auch beim Waschen mitsamt Filtrat verworfen.
Zum Waschen des Ansatzes werden 500 | Buffer AW1 i n die Spins ule hinzugef gt, die
anschlie end fr 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugier t wird. Danach wird die Spins ule auf ein
sauberes 2 ml Collection-Tube als Auffanggef gese tzt. Zum weiteren Waschen werden
500 | Buffer AW2 verwendet. Die Spins ule wird fr  drei Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert
und im folgenden in ein sauberes 1,5 ml-Collection-Tube als Auffanggef gesetzt. Zur
Elution in das Auffanggef werden 200 | des Eluti onspuffers Buffer AE auf die S ule
gegeben. Zum Prozedurabschluss erfolgt eine einmin tige Inkubation bei Raumtemperatur
und eine ebenfalls 60 s dauernde Zentrifugation bei 8000 rpm. Die eluierte DNA kann

anschlie end direkt f r die PCR verwendet werden. 88

2.2.2 DNA-Amplifikation

Zur Amplifikation der isolierten DNA wird ein bestimmter Standardreaktionsansatz ben tigt,
der neben der DNA wu.a. ausgew hite Primer, Desoxynu cleosidtriphosphate (dNTP,
Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot) und eine thermostabile DNA-Polymerase erfordert.
Primer sind DNA-Oligonukleotide, die als gegenl ufi g orientiertes Startermolek Ipaar den zu
vervielfachenden DNA-Abschnitt flankieren und dessen Existenz im untersuchten Genom in
bestimmten F llen sogar schon allelspezifisch nachw eisen.

Die Primer fr die untersuchten Asp299Gly-, Thr399I le-Polymorphismen sind so konstruiert,
dass sie eine Unterscheidung zwischen Wildtyp und Mutation auf den entsprechenden
Allelen erm glichen. Die Differenzierung erfolgt in diesen PCR-Ans tzen allerdings nicht ber
allelspezifische Primer, sondern durch die Amplifikation m glicher Schnittstellen fr den

jeweils nachfolgenden Restriktionsendonukleasenverdau. Die Auswahl der TLR4-Primer
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erfolgte, mit einer Ausnahme (*Tabelle 17), nach E. Lorenz et al.**®. F r den Thr399lle-PCR-

Ansatz war eine Modifikation des antisense-Primers erforderlich.

Verwendete Primer
TLR4 Vorwrts |5 -GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCC ATG-3 Sigma,
Asp299Gly Taufkwchen
Rckwrts  5-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3: Sigma,
Taufkirchen
Sigma,
TLR4 Vorwrts  |5-GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3 Tafrchen
Thr39dlle | o ckwirts* | 5 -GCAACTCTGGTGTCAGTATGAGAAATGTC-3 g?:igr?c%“yba'd'

Tabelle 17: Verwendete PCR-Primer

Die Desoxynucleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP sind sozusagen die
Bausteine fr die DNA-Polymerase, mit denen der Pri mer komplement r zum vorliegenden
Einzelstrang (Template-DNA) verl ngert wird. Die ve rwendete DNA-Polymerase muss hitze-
stabil sein, damit bis zum Ende der PCR ausreichend funktionst chtiges Enzym im Ansatz
vorhanden ist. Bei den zur Untersuchung der TLR4-Polymorphismen verwendeten Enzymen
handelt es sich um die Tag-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus agquaticus
(Abgene, Hamburg). Au erdem geh ren noch Magnesiumc hlorid und der vom Hersteller

mitgelieferte Reaktionspuffer zum PCR-Ansatz (Abgene, Hamburg). Der PCR-Ansatz zum

Nachweis der TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle setzt sich demgem im
Detail folgenderma en zusammen:
Mper';%‘; 'E"Ir]o PCR f r Asp299Gly PCR f r Thr399lle
5 DNA DNA
5 dNTP 125 M dNTP 125 M
1 TLR4Asp299Gly-sense 20 M TLR4Thr399lle-sense 20 M
1 TLR4Asp299Gly anti-sense 20 M Modifizierter TLR4Thr399lle-antisense 20 M
0,25 | thermostabile Thermo-StartIDNA-Polymerase | thermostabile Thermo-StartCIDNA-Polymerase
5 Thermo Start 10x Reaction Buffer Thermo Start 10x Reaction Buffer
3 MgCl, 25mM MgCl, 25mM
30 Aqua bidest. Aqua bidest.
50 Gesamtmenge pro Reaktionsgef Gesamtmenge pro Reaktionsgef

Tabelle 18: TLR4-PCR-Ans tze

Um eine mgliche Fremdkontamination der untersuchte n Proben auszuschlie en, wird

zeitgleich mit den eigentlichen PCR-Ans tzen, auch eine Negativkontrolle angefertigt. Diese

enth It

abgesehen von der durch 5 | Aqua bidest.

(Baker, Deventer/Holland) ersetzten

DNA - exakt dieselben Reagenzien wie die DNA-Probenans tze, von denen unter Verwen-
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dung eines Sammelansatzes mehrere gleichzeitig angesetzt werden k nnen. Das PCR-
Reaktionsgemisch wird in einen Thermocycler (MJResearch PTC225, Biozym, Hess,
Oldendorf, Deutschand) gebracht und durch Auswahl des Programms bestimmten zyklischen
Temperaturver nderungen ausgesetzt, wodurch der DNA -Abschnitt exponentiell vervielf Itigt
wird. Zun chst wird dabei die doppelstr ngige DNA b ei einer Temperatur von 95 C dena-
turiert, so dass DNA-Einzelstr nge vorliegen. Die P rimer lagern sich beim sogenannten
annealing in einem von der Schmelztemperatur abh ng igem Bereich - ungef hr zwischen 45
und 60 C - an komplement re einzelstr ngige DNA an  und werden bei 72 C durch die ther-
mostabile DNA-Polymerase am 3 OH-Ende des Primers verl ngert. Diese drei Schritte wer-
den gem der Einstellung der Zyklusanzahl im Cycle r-Programm wiederholt. Bei der TLR4-
PCR konnte fr beide Polymorphismen ein Programm ve rwendet werden. Es handelt sich
dabei um ein 40 Zyklen umfassendes Hotstart-Programm, mit jeweils 30 DNA-Dena-

turierung bei 94 C, Primeranlagerung bei 60 C und Primerverl ngerung bei 72 C.

2.2.3 PCR-Produktnachweis

Zur berpr fung, ob ausreichend PCR-Produkt zur Wei terverarbeitung vorhanden ist, kann
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgef hrt werden. berdies ist dabei die Beurteilung der

zus tzlich mitangesetzten Negativkontrolle hinsicht lich einer potentiellen Fremdkontamina-
tion m glich. Die Elektrophorese stellt im Allgemei nen eine bedeutende Trennmethode dar,
die sich das je nach Ladungszustand divergierende Molek lwanderungsverhalten im
elektrischen Feld zu Nutze macht. Durch die Verwendung eines Gels als Tr germaterial
werden die Teilchen zus tzlich noch nach ihrer Gr e und ihrem Aufbau im Sinne eines
Siebeffektes aufgetrennt. Zus tzlich spielen die el ektrische Feldst rke und die Pufferl sung

eine Rolle. > Eine graphische Veranschaulichung bietet die nachfolgende Abbildung.
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Wanderungsverhalten der Molekule bei
der Gelelektrophorese

Elekirische Molekl Tragersubstanz Puffer
Feldstarke
Nettoladung PorengroRe PH
GroRe Temperatur
Gestalt lonenstarke

ébbildung 8: Beeinflussung der Molek Ifortbewegung in der Gelelektrophorese (erstellt nach Dechert)

Zur Durchf hrung der Elektrophorese wird ein 1,5 %i ges Agarose-Gel (Invitrogen, Karlsruhe)
mit 6 | Standard (DNA Molecular Weight Marker von Fermentas Life Sciences, St. Leon-
Rot) und jeweils 10 | der DNA-Proben bzw. der Nega tivkontrolle, mit je 1-2 | Ficoll-
Auftragepuffer (Sigma/Aldrich, Taufkirchen) " versehen, beschickt. Die so pr parierte Agaro-
se wird auf einem Geltr ger (Invitrogen, Karlsruhe) in eine mit Marathon-Puffer ¥ gef lite Ele-
ktrophoresekammer (Invitrogen, Karlsruhe) gelegt. Mittels Spannungsger ten (Amersham
Biosciences, Freiburg) wird die Elektrophorese in Gang gesetzt. Um die sich im elektrischen
Feld bewegenden Banden sichtbar zu machen, wird Ethidiumbromid (Sigma/Aldrich, Taufkir-
chen) eingesetzt. Es handelt sich dabei um einen stark mutagenen Fluoreszenzfarbstoff, der
zwischen den Basen der Nukleins uren interkaliert u nd somit die Banden unter UV-Anregung
zum Leuchten bringt. >* Nach einer Einwirkzeit von einigen Minuten - je nach Frische der ver-
wendeten Ethidiumbromidl sung - wird der Elektropho resevorgang zur Auswaschung des

bersch ssigen Farbstoffs fr einige Minuten fortge setzt. Im Anschluss daran wird das Gel

Ficoll-Auftragepuffer: 15 % Ficoll, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol

V10 x (Marathon) TBE-Puffer: 1,35 M Tris (Invitrogen, Karlsruhe), 0,45 M Bors ure (Roth, Karlsruhe),
25 mM EDTA (Sigma/Aldrich, Taufkirchen)
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zur Auswertung unter eine entsprechende Photoeinheit ¥ gelegt, wodurch bestimmte Banden-
muster sichtbar werden. Beim einfachen Produktnachweis sollte eine singul re Bande zu
sehen sein. Bei der Negativkontrolle sollte keine Fluoreszenz nachweisbar sein. Nur im Falle
einer Kontamination des PCR-Ansatzes mit Fremdmaterial existiert ein unter UV-Licht nach-

weisbares Produkt. Abbildung 9 skizziert die m glic hen Bandenmuster.

Agarose-Gel

Podukt- [ | | | N
nachweis | | I Bandennachweis bei ausreichend amplifizierter DNA
negaty- Keine Bande, au erim Falle einer Femdkontaminatio n
kontrolle

| I I I ” I I \erschiedene nomierte Banden, mit deren Hilfe die
e Gr e des PCRPoduktes (in bp) angegeben werden

Abbildung 9: Skizze eines Agarose-Gels

Zur Dokumentation kann das Bandenmuster des Gels ausgedruckt oder als Bilddatei

abgespeichert werden.

¥ Aufbau der Photoeinheit: Bedienelement (MWG-Biotech, Ebersberg), Objektiv inklusive Halterung (Kaiser),

302nm UV-Lichtaufsatz (Bachofer Laboratoriumsger te , Reutlingen), Drucker Video Copy Processor
(Mitsubishi)
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2.3 DNA-Pr zipitation mit Ethanol

Zur Konzentrierung der DNA f r den nachfolgenden TL R4 -Restriktionsendonukleasenverdau
erfolgt eine F llung mit 125 | 100 %igem Eisethano | (Merck, Darmstadt) und 2,5 | 4 mola-
rem Natriumchlorid (Merck, Darmstadt). Die Probenans tze werden im Anschluss fr minde-

stens 20 Minuten bei 80 C gefroren (Hera Freeze, Heraeus, Hanau) und im n chsten
Schritt fr 30 Minuten bei 4 C mit 14000 rpm zentr ifugiert (Centrifuge 5417R, Eppendorf,
Hamburg). Der Proben berstand wird abgekippt und di e Reaktionsgef e mit der zum Bo-

den zentrifugierten DNA zum Trocknen aufgestellt. Die so vorbereitete DNA kann nun direkt
in den getrockneten Reaktionsgef en fr den jeweil igen Restriktionsendonukleasenverdau

verwendet werden.

2.4 Nachweis der Polymorphismen mittels Restriktionsendonukleasenverdau

2.4.1 Restriktionsendonukleasenverdau

In den vorangegangenen Schritten wurde die DNA isoliert, amplifiziert und konzentriert. Die
eigentliche Detektion der DNA-Polymorphismen ist noch nicht erfolgt. Im Folgenden soll nun
der Nachweis der Allel-Varianten mittels Restriktionsendonukleasenverdau n her erl utert

werden.

Restriktionsendonukleasen sind eigentlich Bestandteile der bakteriellen Virusabwehr, fr
deren Entdeckung und Anwendung in der Molekulargenetik W. Arber, D. Nathans und H. O.
Smith 1978 den Nobelpreis fr Physiologie und Mediz in erhielten. *** Es handelt sich dabei
um Enzyme, die doppelstr ngige DNA sequenzspezifisc h erkennen und schneiden, weshalb
sie sich zur Detektion bestimmter DNA-Basenfolgen eignen.

Bei den TLR4-Polymorphismen handelt es sich um Restriktionsfragmentl ngenpolymorphis-
men (RFLP), die die Erkennungssequenz f r Restrikti onsenzyme neu generieren. Demzufol-
ge besteht zugleich mit dem Vorhandensein der ver n derten Allelsequenz eine Schnittstelle
fr die entsprechende Restriktionsendonuklease, die ansonsten fehlt. 13 Der Nachweis der
beiden TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle erfolgt anhand der Enzyme Nco |
(New England BiolLabs, Frankfurt) und Hinfl (New England BiolLabs, Frankfurt) unter
Verwendung der vom Hersteller mitgelieferten Puffer NEB4 ' bzw. NEB2 *'.

Vi1 X NEBuffer 4: 20 mM Tris-Acetat, 50 mM Kaliumacetat, 10 mM Magnesiumacetat, 1 mM Dithiothreitol, pH
7.9bei25C

vii

1 X NEBuffer 2: 10 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 10 mM MgCl, 1 mM Dithiothreitol, pH 7.9 bei 25 C
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Poly- Aktivitt | Inkubations-
Y Enzym Schnittstelle Quelle Puffer temperatur
morphismus [U/ml] (]
E. coli-Strang mit dem
TLR4 5 C "CATGG3 geklonten Nco | Gen
Asp299Gly Nco | 3 GGTAC ,C5 von Nocardia corallina NEB 4 10000 37
(ATCC 19070)
E.coli-Strang mit dem
TLR4 . 5 G "ANTC 3 geklonten Hinf | Gen
Thr399lle Hinf | 3..CTNAG5 von H mophilus influen- NEB 2 10000 37
zae Rf (ATCC 49824)

Tabelle 19: bersicht ber die verwendeten Restrikt ionsenzyme

Die Versuchsprotokolle fr die zwei verschiedenen R estriktionsendonukleasenverdaus sind

in Tabelle 20 zusammengefasst.

Asp299Gly | Thr399lle
Zum DNA-Pellet im Reaktionsgef werden folgende Re agenzien hinzugef gt:
1 INEB4 1 INEB2
1 I Ncol 1 | Hinfl
8 | Aqua bidest. 8 | Aqua bidest.

Tabelle 20: Versuchsprotokoll pro Ansatz zum Nachweis der Polymorphismen

Zus tzlich wird zur Sicherung der Funktion des Ansa tzes eine Positivkontrolle pipettiert. Es
handelt sich dabei um eine DNA, die bekannterma en eine Schnittstelle besitzt und zeit-
gleich mit den zu untersuchenden Proben den bisherigen Versuchsablauf durchlaufen hat.
Es werden dieselben Reagenzien in der gleichen Menge verwendet.

Um optimale Voraussetzungen f r die Enzymaktivitt zu schaffen, erfolgt eine Inkubation bei
37 C in einem W rmeschrank (Heraeus Typ B5028, Han au) f r mindestens 4 h.

2.4.2 Low Melting Point (LMP)-Elektrophorese

Zur eigentlichen Auswertung des Verdaus kommt eine Gelelektophorese mit einer 2 %igen
low melting point Agarose (Helena Biosciences, Heidelberg) zur Anwendung. Das weitere
Procedere mit den DNA-Proben aus den Restriktionsendonukleasenverdaus entspricht der
Elektrophorese-Beschreibung beim Produktnachweis (2.2.3). Es werden jedoch andere
Bandenmuster bei der Auswertung in der UV-Photoeinheit erwartet. Wie die nachfolgende

Tabelle 21 zeigt, wird ein Muster aus drei Banden erwartet.
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Polymorphismus Bandenmuster Bande in Abb.10
Asp / Asp AA homozygot 1 Bande 188 bp 2
TLR4 Asp299Gly Asp / Gly AG heterozygot 3 Banden 188, 168, 20 bp 3
Gly / Gly GG homozygot 2 Banden 168 und 20 bp *
Thr/ Thr CC homozygot 1 Bande 124 bp 5
TLR4 Thr399lle Thr/lle CT heterozygot | 3 Banden 124, 98 und 26 bp 6
lle / lle TT homozygot 2 Banden 98 und 26 bp *

Tabelle 21: Erwartete Bandenmuster

Die kleinste Bande mit 20 bp bzw. 26 bp entgeht auf Grund ihrer Wanderungsgeschwindig-
keit sehr leicht dem Nachweis, weswegen die beiden gr eren Banden mit gro er Sorgfalt

ausgewertet werden m ssen.

Abbildung 10: Bandenmuster nach Restriktionsendonukleasenverdau mit Ncol und Hinfl.
Bande 1 Standard, 2 Asp/Asp,3 Asp/Gly; 4 Standard, 5 Thr/Thr, 6 Thr/lle,* Keine Bande fr
Gly / Gly oder lle / lle, da im Kollektiv keine Individuen mit diesem Genotyp waren. Weitere Details Tabelle 21.

2.5 Analyse der NOD2-Mutationen

Die Genotyp-Daten der drei NOD2-Hauptmutationen Arg702Trp, GIly908Arg und
Leu3020insC fr meine Crohn-Studienpopulation wurde n mir von Fabian Schnitzler, einem
Mitdoktoranden der Arbeitsgruppe, zur weitergehenden statistischen Auswertung der TLR4-
Polymorphismen dankenswerterweise zur Verfgung ges tellt. Die NOD2-Genotypisierung

erfolgte mittels Sequenzierung (f r Details siehe R eferenz). 2°
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2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Studiendaten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut f r
Biometrie und Epidemiologie der Universitt M nchen .

Im Vorfeld der Studie wurde eine Berechnung der ben tigten Probandenzahl mit der
Software PS: Power and Sample Size Calculation du rchgef hrt

(http://biostat.mc.vanderbilt.edu/twiki/bin/view/Main/PowerSampleSize). Diese Analyse zeig-

te, dass ein Kollektivumfang von jeweils mindestens 200 Crohn-Patienten und Kontroll-
personen die 80%ige Detektion eines Anstiegs des relativen Morbus Crohn-Risikos auf das
mindestens 2,3 fache mit einem zweiseitigem a = 0,05 (i.e. Typ | Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5%) erm glichen w rde.

Zum Vergleich zwischen den kategorialen Variablen wurde der Fisher-Exakt-Test eingesetzt;
fr die Kontinuierlichen der Mann-Whitney-Wilcoxon- Test (U-Test). S mtliche angewendete
Tests waren zweiseitig. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet. Die
logistische Regressionsanalyse wurde mittels der Computersoftware SAS 8.2 fr Windows
durchgef hrt.

Zur Berechnung der Allel- und Genotypfrequenz in der Studienpopulation wurden Formeln
des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes angewandt. Es handelt sich dabei um einen Begriff
aus der Populationsgenetik, der auf dem theoretischem Konstrukt einer idealen Population
basiert, in der die relative H ufigkeit von Gen-All elen ber Generationen konstant bleibt. Es
bedarf fr die G ltigkeit dieses Gleichgewichts ein iger Grundvorraussetzungen, die in einer
nat rlichen Population nicht gegeben sind. Dennoch erweisen sich die Berechnungen zur
groben Absch tzung der Genotypproportionen in der P raxis als n tzlich. Unter der Annahme
einer konstanten Gesamtfrequenz erhalten wir mit p als Frequenz des Allels A und q als
Frequenz des Allels a die mathematische Formel p + g = 1, die aufgrund des diploiden
humanen Genoms quadriert werden muss. Die mathematische Umsetzung sieht nun
folgenderma en aus: (p + q) 2 = p®> + 2pg + g° = 1, wobei p? der Frequenz des homozygoten
Genotyps AA, 2pq des heterozygoten Genotyps Aa und g° des homozygoten Genotyps aa
entspricht. So | sst sich anhand der Formel das erw artete Vorkommen z.B. heterozygoter
Individien absch tzen. 2 Nicht-zuf llige Abweichungen der H ufigkeiten bzw. eine Kosegre-
gation zweier Allele werden als Kopplungsungleichgewicht bezeichnet. Als statistisches
Verfahren zur Absch tzung der Zuf lligkeit des glei chzeitigen Vorkommens der Polymorphis-

men kam die Standard Maximum likelihood-Methode zum Einsatz. %°
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3. Resultate

3.1 H ufigkeit der TLR4-Polymorphismen in den Kolle ktiven

Die Resultate der Genotyp-Analyse von 204 Patienten mit Morbus Crohn und 199
Kontrollpersonen hinsichtlich der TLR4-Asp299Gly- und -Thr399lle-Polymorphismen sind in

der nachfolgenden Tabelle 22 dargestellt.

H ufigkeitsverteilung der TLR4-Genotypen

Polymorphismen Morbus Crohn Kontrollen P OR (95% CI)
(n =204) (n = 199)

Asp299Gly

Wildtyp (n = 359) 175 (85,8%) 184 (92,5%) 0,038 2,03 (1,05 3,92)
Heterozygote (n = 44) 29 (14,2%) 15 (7,5%)
Homozygote (n = 0) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Thr399lle

Wildtyp (n = 354) 174 (85,3%) 180 (90,4%) 0,128 1,63 (0,88 3,01)
Heteroygote (n = 49) 30 (14,7%) 19 (9,6%)
Homozygote (n = 0) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Tabelle 22: H ufigkeitsverteilung der TLR4-Genotype n

Im Kollektiv der Morbus Crohn-Patienten resultierte somit eine signifikant h here Frequenz
der TLR4 Asp299Gly Heterozygoten als in der Kontrollgruppe (14,2% versus 7,5%; P =
0,038; odds ratio [OR] = 2,03). Die entsprechenden korrrespondierenden Allelfrequenzen
nach der Hardy-Weinberg-Formel betragen 7,1% und 3,9% (P = 0,043; OR = 1,95).

Im Gegensatz dazu wurde bez glich der H ufigkeitsve rteilung fr die TLR4 Thr399lle
Heterozygoten keine signifikante Differenz zwischen den beiden Kollektiven beobachtet (P =
0,13). 14,7% der Patienten mit Mobus Crohn versus 9,6% der Kontrollen weisen den
Thr399lle-Polymorphismus auf, dessen Allelfrequenz im Crohn-Kollektiv 7,9% und im
Referenzkollektiv 5,0% nach populationsgenetischen Berechnungen betrgt. In der
gesamten untersuchten Studienpopulation konnten auf Grund der niedrigen Frequenz keine
homozygoten Tr ger der zwei Aminos ure-Substitution en gefunden werden. Basierend auf
dem Hardy-Weinberg-Gesetz und der beobachteten H uf igkeit der Heterozygoten, liegen die
erwarteten H ufigkeiten f r Homozygote der beiden u ntersuchten TLR4-Polymorphismen bei
jeweils 0,6% im Crohn-Kollektiv und 0,2% fr Asp29 9Gly sowie 0,3% fr Thr399lle in der
Kontrollgruppe.

Beim Vergleich der beiden TLR4-Polymorphismustr ger -Gruppen fllt eine sehr hoher
berschneidungsgrad zwischen den Asp299Gly- und Thr 399lle-Heterozygoten auf, d.h. es
liegen in einem Groteil der Flle beide Aminos ure substitutionen gleichzeitig vor. Im
Gesamtkollektiv. mit 403 untersuchten Individuen konnten 50 fr einen der beiden

Polymorphismen Heterozygote ermittelt werden, wovon 86,0% (n = 43) eine Kosegregation
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von Asp299Gly und Thr399Ile aufweisen. Lediglich bei sieben Personen (14%), liegt nur eine
der TLR4-Varianten isoliert vor. Der Genotyp Asp299Gly+/Thr399lle- ist im Gesamtkollektiv
nur einmal vorhanden. Es handelt sich dabei um einen Patienten aus dem Crohn-Kollektiv.
Die umgekehrte Variante, Asp299Gly-/Thr399+, findet sich bei sechs getesten Individuen,
wovon allerdings vier - und damit der gr ere Teil - aus der Kontrollgruppe stammen. Die
exakten Resultate bez glich der TLR4-Polymorphismen -Kosegregation k nnen Tabelle 23

entnommen werden.

Kosegregation Asp299Gly und Thr399lle

Genotyp Morbus Crohn Kontrollen P OR (95%CI)
(n =403) (n =204) (n =199)

Wildtyp 173 (84,8%) 180 (90,4%)

(n =353) i

Alle Heterozygoten 31 (15,2%) 19 (9,6%) 0,097 1,69(0,92-3.11)
(n=50)

Asp299Gly+/Thr399lle+ 28 (13,7%) 15 (7,5%) 0,053 1,94 (1,00-3,76)
(n=43)

Asp299Gly+/Thr399lle- 1 (0,5%) 0 (0%) 1,000 N/A
(n=1)

Asp299Gly-/Thr399lle+ 2 (1,0%) 4 (2,0%) 0,444 0,52 (0,09-2,88)
(n=6)

Tabelle 23: Kosegregation der beiden TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle

Infolgedessen liegt der Verdacht auf ein Kopplungsungleichgewicht zwischen den Asp299Gly
und Thr399lle dringend nahe. Die diesbez glich durc hgef hrte Analyse mittels Standard-
Maximum-Likelihood-Methode % zeigt mit einem relativen 3-Koeffizienten von 0,96 ein hoch-
gradiges Kopplungsungleichgewicht zwischen den beiden untersuchten TLR4-Polymorphis-
men auf. Demzufolge liegt eine hohe Kosegregationsrate der Polymorphismen Asp299Gly
und Thr399lle vor.

37




Kapitel 3 0 Resultate

3.2 Analyse der Ph notyp-Verteilung im Kollektiv

Die vom Genotyp unabh ngige Auswertung der gesamten Crohn-Studienpopulation (n =294)
gem der Vienna-Klassifikation, teilt die Patiente n in 24 standardisierte Subgruppen auf.
Die genauen Frequenzen der einzelnen Ph notypgruppe n schlsselt die nachfolgende
Tabelle 24 auf.

Die Ph notypverteilung auf die 24 Subgruppen der Vi enna-Klassifikation

Al: Erstdiagnosealter < 40J. A2: Erstdiagnosealter > 40J.

(n=176) (n = 28)
Bl B2 B3 Bl B2 B3 Gesamt
L1 5 (2,5%) 7(3.4%)| 20 (9,8%) 1 (0,5%) 2 (1,0%) 6 (2,9%)| 41 (20,1%)
L2 6 (2,9%) 2 (1,0%) 19 (9,3%) 3 (1,5%) 0 (0%) 4(2,0%)| 34 (16,7%)
L3 14 (6,9%)| 15 (7,4%)| 57 (27,9%) 3 (1,5%) 3 (1,5%) 4(2,0%)| 96 (47,1%)
L4 4 (2,0%) 11 (5,4%) 16 (7,8%) 0 (0%) 0 (0%) 2(1,0%)| 33 (16,2%)
Gesamt 29 (14,2%) | 35 (17,2%) | 112 (54,9%) 7 (3,4%) 5(2,4%)| 16 (7,8%)| 204 (100%)
Alund A2 36 (17,6%) | 40 (19,6%) | 128 (62,7%)| 204 (100%)

Tabelle 24: Ph notyph ufigkeiten der Crohn-Studienp opulation entsprechend den 24 Subgruppen der
Vienna-Klassifikation. Bezogen auf das gesamte Patientenkollektiv (n=204)

Die Mehrheit der untersuchten Patienten weist demzufolge gem dieser Klassifikation einen

schweren Krankheitsph notyp mit fr hzeitigem Erkran kungsbeginn (Durchschnittsalter bei
Erstdiagnose 27,6 + 11,4 Jahre; 86,3% Al versus 13,7% A2) auf. Im Detail bedeutet dies
eine Zusammensetzung des Patientenkollektivs aus zu 62,7% mit penetrierenden (B3) und
19,6% strikturierenden (B2) gegenber 17,6% ausschlie lich inflammatorischen (B1)
Krankheitsverl ufen. Hinsichtlich der Lokalisation kommt mit 47,1% der Befall des terminalen
lleums mit zus tzlicher Kolonmanifestation (L3) am h ufigsten vor. Abbildung 11 bietet eine

graphische Veranschaulichung der dargelegten Resultate.
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Abbildung 11: Verteilung der Ph notypen in der unte rsuchten Crohn-Studienpopulation

Innerhalb der Erstdiagnosegruppen Al und A2 variieren die prozentualen Anteile der
Verlaufsformen B leicht. Das Vorkommen von komplikationsbehafteten Krankengeschichten
(B2, B3) ist bei Patienten mit Erstdiagnose vor dem 40. Lebensjahr im Vergleich zur Gruppe
mit sp terer Diagnosestellung vermehrt; wohingegen mehr rein-entz ndliche Verl ufe in A2
festzustellen sind (Tabelle 25, Abbildung 12a). Die Unterschiede im Krankheitsverlauf
erreichen jedoch das Signifikanzniveau in der Gruppenaufschl sselung nach dem
Erstdiagnosealter nicht (B1 vs. B2+B3 p=0,29; B2 vs. B1+B3 p= 1,00; B3 vs. B1+B2 p=
0,5327). Die Unterschiede zwischen diesen beiden Subgruppen sind hinsichtlich des
Lokalisationsmusters deutlicher ausgepr gt. Sowohl in Al als auch in A2 stellt die Subgruppe
L3 jeweils das Maximum dar, welches jedoch bei Erstdiagnose vor dem 40. Lebensjahr
deutlicher ausgepr gt ist (48,9% Al versus 35,7% A2 ). Bei spterer Erkrankung ist der
isolierte Befall des terminalen lleums (L1) nahezu genauso h ufig, wie die dortige
Manifestation mit zus tzlicher Kolonbeteiligung (32 ,1% versus 35,7% in A2). Der obere
Intestinaltrakt ist in A2 mit 7,1% selten involviert, wohingegen in A1 immerhin bei 17,6% der
obere Gastrointestinaltrakt involviert ist und der alleinige Kolonbefall (L2) am wenigsten
vorkommt (15,3%). Wie Abbildung 12b graphisch veranschaulicht, ist - bez glich der
Lokalisation in Al - L3 im Vergleich zu den anderen Lokalisationsformen wesentlich st rker
betont, wohingegen bei Erstdiagnose nach dem 40. Lebensjahr die Gruppen L1, L3 und auch
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L2 weniger divergieren. Signifikante Differenzen der Gruppen Al und A2 finden sich jedoch
auch bei der Analyse nach dem Befallsmuster L nicht (L1 vs. L2+L3+L4 p=0,12; L2 vs.
L1+L3+L4 p=0,27; L3 vs. L1+L2+L4 p=0,23; L4 vs. L1+L2+L3 p=0,27).

Ph notypverteilungsunterschiede f r Vienna A1 und A 2

Al: Erstdiagnosealter < 40J. A2: Erstdiagnosealter > 40J.
(n =176) (n =28)

Bl B2 B3 Gesamt Bl B2 B3 Gesamt
L1 5 7 20 32 1 2 6 9
(2,8%) (4,0%) (11,4%) (18,2%) (3,6%) (7,1%) (21,4%) (32,1%)
L2 6 2 19 27 3 0 4 7
(3,4%) (1,1%) (10,8%) (15,3%)| (10,7%) (0%) (14,3%) (25,0%)
L3 14 15 57 86 3 3 4 10
(8,0%) 8,5%) (32,4%) (48,9%)| (10,7%) (10,7%) (14,3%) (35,7%)
L4 4 11 16 31 0 0 2 2
(2,3%) (6,3%) (9,1%) (17,6%) (0%) (0%) (7,1%) (7,1%)
Gesamt 29 35 112 176 7 5 16 28
(16,5%) (19,9%) (63,6%) (100%) | (25,0%) (17,9%) (57,1%) 100%)

Tabelle 25: H ufigkeit der Vienna-Subgruppen innerh alb der zwei Altersgruppen. Bezogen auf na;= 176
und Na» = 28

100%

100% 1
90% 90% -
80%- 80%-
70% 70% -
60%; mAL 60%: mAL
o o ||
30%1 OA1+A2 30% OA1+A2
20% 20%-+
10%- 10%-
0% - 0%-
. B1 B2 B3 A L1 L2 L3 L4

Abbildung 12: a) Unterschiede im Krankheitsverlauf b) im Lokalisationsmuster zwischen den Vienna-
Erstdiagnosealtersgruppen Al und A2

Unabh ngig von der Vienna-Klassifikation lassen sic h folgende Aussagen ber das
Vorhandensein von Komplikationen in der Gro haderne r Crohn-Kohorte treffen: Der Anteil
an Krankengeschichten mit Strikturen betrug 68,1% (n = 139). 53,9% der Patienten (n = 110)
litten zum Zeitpunkt der Datenerhebung unter Fisteln. Bei 37,3% (n = 76) wurden im Krank-
heitsverlauf Abszesse diagnostiziert. In 57,8% der untersuchten F lle war bei der Datenerhe-
bung schon eine Morbus Crohn-bezogene Operation durchgef hrt worden. 158 der 204
Patienten, das heit 77,5%, hatten bereits eine imm unsuppressive Therapie.

Die Analyse der Krankengeschichten bez glich extrai ntestinaler Manifestationen und den
nicht-krankheitsspezifischen Komplikationen sekund re AA-Amyloidose, Psoriasis und
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Osteoporose zeigte ein Vorkommen von 55,9% in der gesamten Kohorte. Das bedeutet im
Detail, dass 114 von 204 Patienten eine oder mehrere der untersuchten begleitenden
Beschwerden au erhalb des Gastrointestinaltraktes a ufwiesen. Eine Gelenkbeteiligung
konnte bei 84 Individuen - 41,2% in Relation zur gesamten Morbus Crohn-Kohorte gesetzt -
festgestellt werden. Additiv fand sich bei insgesamt drei Patienten (1,5%) anamnestisch eine
ankylosierende Spondylitis. Der Anteil an unter Osteoporose-Erkrankten machte einen Anteil
von 18,6% (n=38) aus. Eine Beteiligung der Augen lag bei 16 Patienten vor (7,8%).
Zusammengefasst hatten 14,7% begleitende Beschwerden im Bereich der Haut. Der gr te

Anteil der Crohn-Manifestation im Bereich des Integuments macht das Erythema nodosum
mit 11,8% (24 Patienten) aus. Wesentlich seltener konnten eine Psoriasis (2,0%) oder ein
Pyoderma gangraenosum (1,0%) in der Anamnese entdeckt werden. Eine primr
sklerosierende Cholangitis trat lediglich bei einem Patienten auf (0,5%). Fr das gesamte

Kollektiv konnte kein Fall mit einer sekund ren AA- Amyloidose dokumentiert werden.
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3.3 Genotyp-Ph notyp-Korrelationen

Die klinische Auswertung unter Einbeziehung der TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und

Thr399lle, deren exakte Ergebnisse in Tabelle 26 und Tabelle 27 aufgezeigt sind, liefert

einige interessante Aspekte.

Assoziation zwischen dem TLR4-Asp299Gly-Polymorphismus und Morbus Crohn-Charakteristika

Merkmale TLR4 Wildtyp | Asp299Gly positiv P OR (95% CI)

(n = 175) (n =29) Asp299Gly-positiv
versus Wildtyp

M nnliches Geschlecht 84 (48,0%) 12 (41,4%) | 0,552 0,76 (0,34 1,70)

Body mass index (kg/m?) 23,3+4,0 21,7 +3,0/0,059 N/A

Alter bei Erstdiagnose (Jahre)

Durchschnittsalter + g, 27,8+ 11,1 26,0+ 13,4

Streubreite 7-71 7-61]0,171 N/A

Krankheitsdauer (Jahre) 10,1+8,0 10,7 + 9,4 | 0,969 N/A

Alter (Jahre)

<40 (A1) 152 (86,9%) 24 (82,8%)

>40 (A2) 23(13,1%) 5(17,2%) | 0,351 1,38 (0,48 3,97)

Lokalisation

Terminales lleum (L1) 35 (20,0%) 6 (20,7%) | 1,000 1,04 (0,39 2,76)

Kolon (L2) 30 (17,1%) 4 (13,8%) | 0,792 0,77 (0,25 2,38)

lleokolon (L3) 83 (47,4%) 13 (44,8%) | 0,843 0,90 (0,41 1,98)

Oberer Gastrointestinaltrakt (L4) 27 (15,4%) 6 (20,7%) | 0,438 1,43 (0,53 3,84)

Krankheitsverlauf

Nicht-strikturierend, 31 (17,7%) 5(17,2%) | 1,000 0,97 (0,34 2,73)

nicht-penetrierend (B1)

Strikturierend (B2) 30 (17,1%) 10 (34,5%) | 0,042 2,54 (1,08 6,02)

Penetrierend (B3) 114 (65,1%) 14 (48,3%) | 0,098 0,50 (0,23 1,10)

Behandlung 134 (76,6%) 24 (82,8%) | 0,632 1,47 (0,53 4,09)

mit Immunsuppressiva

Operation wegen Morbus Crohn 103 (58,9%) 15 (51,7%) | 0,544 0,75 (0,34 1,65)

Fisteln 98 (56,0%) 12 (41,4%) | 0,163 0,55 (0,25 1,23)

Strikturen 116 (66,3%) 23 (79,3%) | 0,200 1,95 (0,75 5,05)

Abszesse 66 (37,7%) 10 (34,5%) | 0,837 0,87 (0,38 1,98)

Extraintestinale Manifestationen 96 (54,9%) 18 (62,1%) | 0,547 1,35 (0,60 3,02)

Positive CED-Familienanamnese 21 (12,0%) 6 (20,7%) | 0,234 1,91 (0,70 5,24)

Tabelle 26: Assoziation zwischen dem TLR4-Asp299Gly-Polymorphismus und Morbus Crohn-

Charakteristika
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Assoziation zwischen dem TLR4-Thr399lle-Polymorphismus und Morbus Crohn-Charakteristika

Merkmale TLR4 Wildtyp | Thr399lle positiv P OR (95% CI)
(n=174) (n =30) Thr399lle-positiv
versus Wildtyp

M nnliches Geschlecht 84 (48,3%) 12 (40,0%)| 0,434] 0,71(0,32 1,57)

Body mass index (kg/m®) 232+41 21.9+3,1| 0,160 N/A
Alter bei Erstdiagnose (Jahre)

Durchschnittsalter + o, 27,8 £11,0 26,1 +13,4

Streubreite 7-71 7-61| 0,145 N/A
Krankheitsdauer (Jahre) 10,2 + 8,0 10,9+9,2| 0,803 N/A

Alter (Jahre)

<40 (A1) 151 (86,8%) 25 (83,3%)

>40 (A2) 23(13,2%) 5(16,7%)| 0,573 1,31 (0,46 3,77)
Lokalisation

Terminales lleum (L1) 35 (20,1%) 6 (20,0%)| 1,000 1,00 (0,38 2,63)
Kolon (L2) 29 (16,7%) 5(16,7%)| 1,000 1,00 (0,35 2,83)
lleokolon (L3) 83 (47,7%) 13 (43,3%)| 0,696 0,84 (0,38 1,83)
Oberer Gastrointestinaltrakt (L4) 27 (15,5%) 6 (20,0%)| 0,591 1,36 (0,51 3,64)
Krankheitsverlauf

Nicht-strikturierend, 32 (18,4%) 4 (13,3%)| 0,612 0,68 (0,22 2,09)

nicht-penetrierend (B1)
Strikturierend (B2)
Penetrierend (B3)

29 (16,7%)
113 (64,9%)

11 (36,7%) | 0,022
15 (50,0%) | 0,152

2,89 (1,25 6,72)
0,54 (0,25 1,18)

Behandlung
mit Immunsuppressiva

132 (75,8%) 26 (86,7%) | 0,241| 2,07 (0,68 6,27)

Operation wegen Morbus Crohn 102 (58,6%) 16 (53,3%)| 0,690 0,81 (0,37 1,76)

Fisteln 97 (55,7%) 13 (43,3%)| 0,237| 0,61(0,28 1,33)

Strikturen 114 (65,5%) 25 (83,3%) | 0,0582| 2,63 (0,96 7,22)

Abszesse 65 (37,4%) 11(36,7%)| 1,000| 0,97 (0,43 2,17)

Extraintestinale Manifestationen 95 (54,6%) 19 (63,3%)| 0,429 1,44 (0,64 3,20)

Positive CED-Familienanamnese 21 (12,1%) 6 (20,0%)| 0,246 1,82 (0,66 4,97)

Tabelle 27: Assoziation zwischen dem TLR4-Thr399lle-Polymorphismus und Morbus Crohn-
Charakteristika

So kann u.a. ein strikturierender Ph notyp (B2) bei 34,5% der heterozygoten Tr ger des
TLR4 Asp299Gly-Polymorphismus konstatiert werden, wohingegen das nur fr 17,1% der
Morbus Crohn-Patienten mit Wildtyp-Allelen zutrifft (P = 0,04). “hnliches gilt fr das

Vorkommen dieses Phnotyps bei Thr399lle-Alleltrge r. 36,7% der Patienten mit
heterozygotem Ph notyp sind im Vergleich zu 16,7% d er Wildtyp-Gruppe als strikturierend
(B2) klassifiziert (P = 0,02). Zudem zeichnet sich ein Trend zu einer h heren Striktur-Inzidenz
in der Thr399lle-Subgruppe im Vergleich zu Patienten mit TLR4-Wildtyp ab (65,5%; P =
0,058). Fr die Asp299Gly-Substitution kann zwar eb enfalls ein vermehrtes Auftreten von
Strikturen in der Polymorphismus-Gruppe festgestellt werden, aber mit einer Differenz
zwischen Wildtyp und Allelvariante von 13,0% wesentlich weniger ausgepr gt (P = 0,20). Die
Krankheitsverl ufe Vienna-Kategorie B1 und B3 zeige n im TLR4-Genotyp-abh ngigen
Vergleich keine entscheidenden Differenzen. Bei der Betrachtung des Body mass index - als
relativ unsicherem Parameter fr die Krankheitsschw ere - fallen niedrigere Werte bei beiden
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Polymorphismen im Verhltnis zu den Wildtypen auf, jedoch ohne Signifikanzen
aufzuweisen.

F r einen Zusammenhang zwischen den untersuchten Po lymorphismen und Abszessen bzw.
Fisteln als weitere Morbus Crohn-typische Komplikationen besteht kein Anhalt. Die P-Werte
belaufen sich dabei fr Asp299Gly auf 0,837 und 0,1 63 in Bezug auf das Risiko einer
Absze - und Fistelbildung; die P-Werte fr Thr399Il e hinsichtlich Abszessen und Fisteln
liegen bei 1,000 und 0,237. Hinsichtlich des Befallsmusters im Gastrointestinaltrakt und der
Notwendigkeit der Immunsuppressiva-Applikation konnten ebensowenig relevante Unter-
schiede festgestellt werden. Ebenso ist der prozentuale Anteil der Patienten, die auf Grund
des Morbus Crohn operiert werden mussten, mit 58,6% versus 53,3% relativ ausgewogen
(P=0,69). Tr ger und Wildtypen zeigten hnliche Hu figkeitsverh Itnisse bei extraintestina-
len Krankheitsmanifestationen und Begleiterkrankungen. Die TLR4-Genotyp-abh ngigen
Proportionen waren dabei in den isolierten Asp299Gly- bzw. Thr399lle- und in der

kombinierten TLR4-Analyse nahezu identisch. Tabellen 28 und 29 geben dazu eine

bersicht.
Extraintestinale Manifestationen und Begleiterkrankungen
Asp299Gly | Asp299Gly Thr399lle Thr399lle
Merkmale Wildtyp positiv P Wildtyp positiv P
(n = 175) (n = 29) (n=174) (n = 30)
Gelenkbeteiligung | 70 (40,0%) | 14 (48,3%) 0,421| 69 (39,7%) 15 (50,0%) 0,319
Ankylosierende o o o o
Spondylitis 2 (1,1%) 1 (3,4%) 0,370 2 (1,1%) 1(3,3%) 0,381
Osteoporose * 31 (17,7%) 7 (24,1%) 0,441| 30 (17,2%) 8 (26,7%) 0,215
Augenbeteiligung 16 (9,1%) 0 (0,0%) 0,135 16 (9,2%) 0 (0,0%) 0,136
Erythema 21 (12,0%)| 3 (10,3%) 1,000 21 (12,1%) 3 (10,0%) 1,000
nodosum
Pyoderma 2(1,1%)| 0 (0,0%) 1,0000 2 (1,1%) 0 (0,0%) 0,273
gangraenosum
Psoriasis * 4 (2,3%) 0 (0,0%) 1,000 4 (2,3%) 0 (0,0%) 0,473
Sekund re
AA-Amyloidose * 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,000 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,000
Primr
sklerosierende 1 (0,6%) 0 (0,0%) 1,000 1 (0,6%) 0 (0,0%) 0,147
Cholangitis

Tabelle 28: Genotyp-abh ngige Verteilung der Beschw erden au erhalb des Gastrointestinaltraktes in
den isolierten Asp299Gly- bzw. Thr399lle. (* nicht-krankheitsspezifische Komplikationen)
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Extraintestinale Manifestationen und Begleiterkrankungen
Asp299Gly - Asp299Gly + Asp299Gly + Asp299Gly

Merkmale Thr399lle - Thr399lle + Thr399lle Thr399lle +

(n=173) (n =28) (n=1) (n=2)
Gelenkbeteiligung 69 (39,9%) 14 (50,0%) 0 (0,0%) 1 (50,0%)
Ankylosierende Spondylitis 2 (1,2%) 1 (3,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Osteoporose * 30 (17,3%) 7 (25,0%) 0 (0,0%) 1 (50,0%)
Augenbeteiligung 16 (9,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Erythema nodosum 21 (12,1%) 3 (10,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Pyoderma gangraenosum 2 (1,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Psoriasis* 4 (2,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Sekund re AA-Amyloidose * 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Prim r sklerosierende 1 (0,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Cholangitis

Tabelle 29: Verteilung der Beschwerden au erhalb des Gastrointe stinaltraktes in Abh ngigkeit vom
kombinierten TLR4-Genotyp. (* nicht-krankheitsspezifische Komplikationen)

Der Gelenkbeteiligungsanteil lag in den Wildtypgruppen bei rund 40%. In den TLRA4-
Varianten-Kohorten sind die Gelenke in nahezu der Hlfte der Flle betroffen. Von den

insgesamt drei an ankylosierender Spondylitis Betroffenen geh ren zwei zur Wildtypgruppe.
Der dritte Crohn-Patient ist TLR4-Compound-heterozygot. In der kombinierten Genotyp-
Analyse weist von den insgesamt 38 Osteoporose-F Il en ein Patient isoliert die 399-
Isoleucin-Variante (50,0% der entsprechenden Genotyp-Subgruppe) auf; sieben sind fr
beide TLR4-Polymorphismen heterozygot (25,0%) und die restlichen 30 zhlen zur
Wildtypentit t (17,3%). Eine Augenbeteiligung fand sich lediglich bei Patienten mit normalen
Allelen, wohingegen sich unter den Polymorphismustr gern keine Augenentz ndungen

eruieren lie en. 9,2% der Normvarianten-Tr gern (16 Patienten) litten reziprok unter den
erfragten entz ndlichen Augenerkrankungen. Eine Bet eiligung im Bereich der Haut lag in der
kombinierten Analyse ausschlie lich bei der reinen Wildtypgruppe und den Compound-
Heterozygoten vor. Fr die Asp299Gly- und Thr399lle -positive Subgruppe ist die einzige
Hautmanifestation das Erythema nodosum, welches bei drei Personen dieses Genotyps
vorlag (10,7%). Die Mehrzahl von den schmerzhaften Flecken bzw. Kn tchen Betroffenen (n
= 21) weist die TLR4-Normvarianten auf. Im Umkehrschluss bedeutet dies einen Anteil von
12,1% in dieser genetischen Merkmalsgruppe. Von den 173 Patienten mit ausschlie lich
Wildtyp-Allelen haben 1,2% (n = 2) ein Pyoderma gangraenosum und 2,3% (n = 4) eine
Psoriasis. Der einzige PSC-Fall ist bezglich des T LR4-Status in die Wildtypgruppe
einzuordnen.

Die drei Patienten, die genotypische Besonderheiten in Bezug auf die Asp299Gly- und
Thr399lle-Kosegregation aufweisen, werden durch folgende klinischen Merkmale charakteri-
siert: Die einzige Patientin mit isoliertem Asp299Gly-Polymorphismus, im brigen auch ohne
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NOD2-Mutation, ist entsprechend der Vienna-Klassifikation als A1 B1 L1 einzugruppieren.
Die Operations- und Familienanamnese ist negativ. Es liegen zum Zeitpunkt der
Datenerhebung bei zweij hriger Krankheitsdauer kein e extraintestinale Manifestationen vor.
Die Patientin hat bis dahin noch keine Immunsuppressiva eingenommen. Auch bei den
beiden Patienten mit isoliertem Thr399lle-Allel handelt es sich um Frauen, mit den
Subgruppen Al B2 L1 und Al B3 L2 der Vienna-Klassifikation. In der Anamnese findet sich
bei beiden ein stattgehabtes thromboembolisches Geschehen. Immunsuppressiva sind
ebenfalls bei beiden Patientinnen zum Einsatz gekommen. Die Familienanamnese ist in
beiden F llen unauff llig fr chronisch entz ndlich e Darmerkrankungen. Die als A1 B2 L1
klassifizierte Patientin hat, bei einer Krankheitsdauer von f nf Jahren, trotz der Striktur im
lleum noch keine Morbus Crohn-bezogene Operation gehabt. Bei einer 16- hrigen
Erkrankungsdauer weist die als A1 B3 L2 eingestufte Frau als Komplikationen eine Kolon-
Striktur, Fisteln und Abszesse auf und hat eine positive Operationsanamnese. Desweiteren
konnten bei letzterer anamnestisch noch Arthritis und Osteoporose als Begleiterkrankungen

eruiert werden. Der NOD2-Status war auch in diesen beiden F llen unauff llig.
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Fr das untersuchte Kollektiv mit Morbus Crohn-Pati enten standen Daten bez glich des
NOD2-Genotyps zur vergleichenden Auswertung zur Verf gung. Der Schwerpunkt lag dabei
auf den drei h ufigsten Morbus Crohn-assoziierten N OD2-Mutationen Arg702Trp (R702W),
Gly908Arg (G908R) sowie Leu3020insC.

Die Assoziation von NOD2 und TLR4

Gesamtsumme
der Patienten
Polymorphismen Arg702Trp | Gly908Arg | Leu3020insC mit diesen
NOD2-
Allelvarianten
W'_'dgg 27 (15.4%) | 14 (8,0%)| 36 (20,6%) 67* (38,3%)
Asp299Gly E_t t
; ° ezg’zygo 7 (24,1%) 0 (0%) 3 (10,3%) 10 (34,5%)
W'_'dga 27 (15,5%) | 14 (8,0%)| 36 (20,7%) 67* (38,5%)
Thr399lle E‘t t
; ° %g’zygo 7 (24,1%) 0 (0%) 3 (10,0%) 10 (33,3%)
‘r’]"':'dgg 27 (15.6%) | 14 (81%)| 36 (20,8%) 67* (38,7%)
’r?”_e?,'*leterozyg"te” 7 (22.6%) 0 (0%) 3(9,7%) 10 (32,2%)
Kombination Asp209GIy+/Thr390lle+
Asp299Gly i _928 y 7 (25,0%) 0 (0%) 3 (10,7%) 10 (35,7%)
Thr399lle —
ﬁ\s:piQQGIy+/Thr399lle- 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
ﬁ\s:p§99(3ly—/Thr399lle+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabelle 30: Die Verteilung der drei NOD2-Mutationen Arg702Trp, Gly908Arg und Leu3020insC in Bezug
auf die TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle; * 10 Patienten mit TLR4-Wildtyp waren
heterozygot f r mehr als eine NOD2-Mutation, weshal b 67 anstatt 77 Patienten mindestens eine der drei NOD2-
Hauptmutationen haben.

Die kombinierte Pr valenz fr diese drei NOD2-Mutat ionen in der Morbus Crohn-Studienko-
horte belief sich auf 37,7% (n = 77). Es bestand kein signifikanter Pr valenzunterschied
zwischen den TLR4-Subgruppen. So konnte bei 38,7% der TLR4-Kombinationswildtyp-
Gruppe im Vergleich zu 32,2% der fr Asp299Gly- und / oder Thr399lle-Heterozygoten eine
der besagten NOD2-Genmutationen gefunden werden. Auch bei Betrachtung des Vorkom-
mens fr die einzelnen TLR4-Polymorphismen zeigen s ich keine relevanten Differenzen.
Zehn Individuen des Morbus Crohn-Kollektivs hatten einen Genotyp mit TLR4- und NOD2-
Mutationen zugleich, davon wiesen sieben eine Arg702Trp Aminos uresubstitution und drei
die Leu3020insC Mutation auf. Bei keinem der Patienten mit TLR4-Polymorphismus-
Heterozygotie (Asp299Gly oder Thr399Ile) wurde additiv eine Gly908Arg-Mutation gefunden.

Jedoch war jeder einzelne Genotyp zu selten um eine statistische Analyse zu erlauben.

47




Kapitel 3 0 Resultate

40,0%
30,0%
20,0%
10,0%-
0,0%-
TLR4- TLR4+
B Arg702Trp 15,6% 22,6%
0O Gly908Arg 8,1% 0,0%
OLeu3020insC 20,8% 9,7%
ONOD2+ insgesamt 38,7% 32,2%

Abbildung 13: Pr valenz der drei h ufigsten NOD2-Mu tationen Arg702Trp, Gly908Arg, Leu3020insC in
Abh ngigkeit des TLR4-Polymorphismus-Status (reine TLR4-Wildtypen n = 173 und TLR4-Heterozygote n =
31)

Das vorhin erw hnte Kopplungsungleichgewicht, das s ich im brigen hnlich zu vorherge-

henden Studien '3 227 24

verhlt, uert sich mit dem Vorhandensein der Asp2 99Gly-
Mutation bei 28 von 30 (93,3%) der heterozygoten Tr ger des Thr399lle-Polymorphismus,
was uns das Zusammenfassen dieser zehn Mischgenotypen und eine vereinfachende
Einteilung des 204 Individuen umfassenden Patientenkollektivs in vier verschiedene Gruppen
erlaubt. Zumal die bisherigen aufgesplitteten Analysen fr die beiden TLR4-Polymorphismen
kaum Unterschiede aufzeigen konnten, wird bei die TLR4-NOD2-Ph notyp-Untersuchung
ohne gesonderte Ber cksichtigung der drei Patienten ohne Kosegregation durchgef hrt. Die
Aufgliederung dieser Gruppen richtet sich daher, unter Verzicht auf eine zus tzliche Einbe-
ziehung des Thr399lle, nach der Existenz der Asp299Gly-Variation (TLR4+) und der Pr senz
einer der drei Hauptmutationen des NOD2-Gens Arg702Trp, Gly908Arg und Leu3020insC
(NOD2+). Demzufolge stehen die vier Subgruppen TLR4+/NOD2+, TLR4+/NOD2-, TLR4-
/INOD2+ und TLR4-/NOD2- fr die Genotyp-Ph notyp-Ana lyse zur Verf gung. Tabelle 31

schl sselt die dabei entstehenden detaillierten Res ultate auf.
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Assoziationen zwischen TLR4 Asp299Gly Polymorphismus, NOD2-Mutation und
Krankheitscharakteristika des Morbus Crohn

Merkmale (2) (2) 3) (4)
TLR4+/NOD2+ TLR4+/ NOD2- TLR4-/ NOD2+ TLR4-/
(n =10) (n=19) (n =67) NOD2-
(n =108)
M nnlich (%) 5 (50,0%) 7 (36,8%) 35 (52,2%) | 49 (45,4%)
Body Mass Index (kg/m?) 220+27 215+£3.2 22,7+3,4| 23,6 +£4,32
Alter bei Erstdiagnose
(Jahre)
Durchschnittsalter + 249+ 17,2 26,6 + 10,8 27,4+10,7| 28,1 +11,2
Streubreite 7 61 12 51 14 66 7 71
Krankheitsdauer (Jahre) 17,3+ 11,3 72+57 99+8,3| 10,3+7,8
Alter (Jahre)
<40 Al 8 (80,0%) 16 (84,2%) 58 (86,6%) | 94 (87,0%)
>40 A2 2 (20,0%) 3 (15,8%) 9 (13,4%) | 14 (13,0%)
Lokalisation
Terminales lleum (L1) 3 (30,0%) 3 (15,8%) 19 (28,4%) | 16 (14,8%)
P = 0,0339 versus (4)
Kolon (L2) 1 (10,0%) 3 (15,8%) 9 (13,4%) | 21 (19,4%)
lleokolon (L3) 4 (40,0%) 9 (47,4%) 34 (50,7%) | 49 (45,4%)
Oberer Gastrointestinaltrakt 2 (20,0%) 4 (21,1%) 5 (7,5%) | 22 (20,4%)
(L4 P = 0,030 versus (4)
Krankheitsverlauf
Nicht-strikturierend, 4 (40,0%) 1 (5,3%), 12 (17,9%) | 19 (17,6%)
nicht-penetrierend (B1) P =0,0357 versus (1)
Strikturierend (B2) 1 (10,0%) 9 (47,4%), 7 (10,4%) | 23 (21,3%)

P = 0,0009 versus (3)
P = 0,0226 versus (4)

P =0,0975 versus (4)

Penetrierend (B3) 5 (50,0%) 9 (47,4%) 48 (71,6%), | 66 (61,1%)
P = 0,0586 versus (3)
Behandlung 6 (60,0%) 10 (52,6%) 45 (67,2%) | 65 (60,2%)
mit Immunsuppressiva
Operation 5 (50,0%) 10 (52,6%) 43 (64,2%) | 60 (55,6%)
wegen Morbus Crohn
Fisteln 3 (30,0%) 9 (47,4%) 40 (59,7%) | 58 (53,7%)
Strikturen 6 (60,0%) 17 (89,5%), 44 (65,7%) | 72 (66,7%)
P = 0,0493 versus (3)
P = 0,0571 versus (4)
Abszesse 3 (30,0%) 7 (36,8%) 24 (35,8%) | 42 (38,9%)
Positive 3 (30,0%), 3 (15,8%) 11 (16,4%)| 10 (9,3%)
CED-Familienanamnese P = 0,08 versus (4)
Extraintestinale 6 (60,0%) 12 (63,2%) 33 (49,3%) | 63 (58,3%)

Manifestationen

TLR4+, heterozygot fr Asp299GlyPolymorphismus; NOD 2+, positiv fr mindestens eine der gel ufigsten

NOD2-Mutationen Arg702Trp, Gly908Arg oder Leu3020insC;

« Standardabweichung

Wichtige Vergleiche zwischen den Gruppen sind mit Kursivschrift hervorgehoben.

Tabelle 31: Assoziation zwischen dem TLR4 Asp299Gly-Polymorphismus, NOD2-Mutationen und
Krankheitscharakteristika des Morbus Crohn

Bei

Betrachtung der oben genannten Subgruppen zeigt sich eine Kopplung des

TLR4+/NOD2- -Genotyps mit einem strikturierendem Krankheitsph no typ; 47,4% dieser

Patienten (TLR4+/NOD2-) entsprechen bei Anwendung der Vienna-Klassifikation einem

strikturierendem Ph notyp B2. Der Anteil des Vienna -B2-Krankheitsverlaufs ist im Vergleich

dazu bei den drei anderen Subgruppen wesentlich geringer. Im Detail bedeutet dies 10,0%
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(P =0,0976) in der TLR4+/NOD2+ -, 10,4% (P = 0,0009) in der TLR4-/NOD2+ - sowie 21,3%
in der Wildtyp (TLR4-/NOD2-)-Submenge (P =0,0226).

Im Gegensatz dazu besteht ein Trend zu einer h here n Prvalenz des penetrierenden
Ph notyps (nach Vienna-Klassifikation B3) in der TL R4-/NOD2+ -Untereinheit, 71,6% versus
47,4% in der TLR4+/NOD2- -Gruppe (P = 0,0586). Dieser Trend ist zu den TLR4+/NOD2+ -
und TLR4-/NOD2- -Anteilen mit 50,0% (P =0,270) und 61,1% (P = 0,192) weniger deutlich
ausgepr gt.

Au erdem lie en sich bei 89,5% der TLR4+/NOD2- -Pat ienten eine intestinale Striktur in der
Krankengeschichte nachweisen, wohingegen diese nur bei 65,7% (P = 0,0493) der TLR4-
/INOD2+ -Merkmalstr ger diagnostiziert worden war. D as Strikturrisiko ist ebenso gegen ber
den genetisch Unauff lligen erh ht und liegt nahe a m Signifikanzniveau (P = 0,0571). Der
prozentuale Anteil der TLR4+/NOD2+ und der reinen Wildtypen verh It sich in dieser Hinsicht
mit 60,0% und 66,7% hnlich zur TLR4-/NOD2 + -Gruppe (P = 0,734). Die Gegen berstellung
der Patienten mit mindestens einer der untersuchten Mutationen mit Morbus Crohn-Patienten
mit unauff lliger Genetik ergibt keine relevanten U nterschiede (P = 0,654).

Nur ein einziger von 19 Patienten (5,3%) der TLR4+/NOD2- zeigte einen rein inflammato-
rischen Verlauf ohne Strikturenbildung und penetrierendem Krankheitsverlauf (B1 gem
Vienna-Klassifikation). Der Vergleich mit den TLR4+/NOD2+ - Morbus Crohn-Patienten mit
40,0% B1-Anteil erreicht mit einem P-Wert von 0,0357 statistische Relevanz. Der Anteil der
Krankheitsverl ufe ohne Komplikationen (Vienna B1) betrug bei den TLR4-Negativen aber
NOD2-Positiven immerhin noch 17,9%. Ein zu Letzterem sehr hnliches Resultat war in
Wildtyp-Subentit t (17,6%) zu konstatieren. Der ger ingf gige B1-Anteil in der TLR4+/NOD2-
Gruppe suggeriert demzufolge eine Pr disposition f r die Entwicklung eines komplikations-
reichen Krankheitsverlaufs - insbesondere durch Strikturenbildung.

“hnliche Ergebnisse wurden fr den zweiten untersuc hten TLR4-Polymorphismus Thr399lle
erzielt. 50,0% der Patienten mit TLR399+/NOD2- Genotyp wurden als strikturierender
Ph notyp klassifiziert, die wesentlich geringeren 1 0,4% in der TLR399-/NOD2+ -Gruppe
gegen berstehen (P = 0,0004). 95% der TLR399+/NOD2- Submenge wurde durch eine
Striktur in der Krankheitsgeschichte charakterisiert, wohingegen lediglich 65,7% mit TLR399-
INOD2+ -Genotyp eine intestinale Striktur aufwiesen (P = 0,0098).

Die anderen typischen Morbus Crohn-Komplikationen, wie Fisteln und Abszesse, divergieren
beim Vergleichen der vier Genotypen lediglich geringf gig auf statistisch irrelevantem
Niveau. Ebenso bringen die TLR4/NOD2-Gruppen hinsichtlich Vienna-Kategorie A keine
neuen Aspekte zum Vorschein. Bei genauerer Analyse der Befallslokalisation zeigen sich
Differenzen zwischen dem Vorkommen der Vienna-Parameter L1 und L4. Der Befall des
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lleokolons sowie eine Beteiligung des oberen Gastrointestinaltraktes tritt h ufiger bei
isolierten NOD2-Mutationen auf als bei Genotypen ohne jegliche Mutation (P = 0,0339 und
0,030 fr L1 und L4). Bei der zusammenfassenden Geg en berstellung der Variantensub-
gruppen gegen die reinen Wildtyp-Patienten sind die P-Werte fr den Befall des lleokolons
und des oberen Verdauungstraktes mit P = 0,0547 bzw. 0,091 relativ niedrig, aber nicht
signifikant.

Mit zunehmender Krankheitsdauer steigt die Wahrscheinlichkeit f r Morbus Crohn-Patienten
mit bislang rein inflammatorischer Aktivit t, einen schwereren Krankheitsph notyp mit striktu-
rierenden oder penetrierenden Komplikationen zu entwickeln. ** **3 Anhand einer logis-
tischen Regressionsanalyse wurde der Einfluss der Krankheitsdauer auf den Krankheits-
ph notyp untersucht. Hierzu wurden, unter Einbezieh ung der Krankheitsdauer und des
TLR4- und NOD2-Mutationsstatus als m gliche Pr dikt oren, die strikturierenden B2- sowie
die penetrierenden B3-Ph notypen verglichen. Der TL R4 Asp299Gly-Polymorphismus zeigte
einen Trend zur negativen Assoziation mit dem penetrierendem Krankheitsph notyp (OR,
0,41; 95%CI: 0,15-1,09; P = 0,07). Ebenso bestand eine direkte Assoziation der NOD2-
Mutationen (OR, 2,61; 95% CI: 1,09-6,27; P = 0,03) und der Krankheitsdauer (OR, 1,08 pro
Jahr; 95% CI. 1,02-1,14; P = 0,007) mit einem penetrierendem Krankheitsph notyp.
Umgekehrt fiel ein Trend fr eine positive Assoziat ion zwischen dem TLR4-Polymorphismus
Asp299Gly und dem strikturierenden Ph notyp auf (OR, 2,46; 95% CI: 0,92-6,60), der
allerdings keine statistische Signifikanz aufwies (P = 0,07).

Hinsichtlich der positiven Familienanamnese fr chr onisch entz ndliche Darmerkrankungen
fallen Trends bei der Gegen berstellung der genetis ch unterschiedlich schwer belasteten
Gruppen auf. So steht ein Anteil von 30,0% der genetisch am schwersten belasteten Gruppe
geringen 9,3% der TLR4-/NOD2- -Entitt gegen ber (P = 0,080). Auch der Vergleich der
genetisch unauff lligen Gruppe mit allen Patienten mit mindestens einer TLR4- oder NOD2-
Mutation ergibt einen niedrigen P-Wert (P = 0,0976).

Eine detailliertere Aufschl sselung der extraintest inalen Manifestationen in Abh ngigkeit des
TLR4/NOD2-Status liefert Tabelle 32. Beim Vergleich der einzelnen Begleiterscheinungen
pr sentiert sich ein einziger signifikanter Untersc hied zwischen den vier Subgruppen
TLR4+/NOD2+, TLR4+/NOD2-, TLR4-/NOD2+ und TLR4-/NOD2-. In der TLR4-/NOD2- -
Gruppe tritt gegen ber den TLR4-/NOD2+ - Alleltr ge rn deutlich h ufiger eine Gelenkbeteili-
gung auf (P=0,039). Zudem f lIt ein niedriger, aber nicht signifikanter P-Wert (P = 0,073) bei
der Gegen berstellung der Patienten mit unauff llig em Genotyp mit mindestens einer Va-

riante bezglich der begleitenden Augenentz ndungen ((4) versus (1)+(2)+(3)) auf.
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Dar berhinaus lassen sich keine weiteren erw hnensw erten Unterschiede in diesem

Themenbereich feststellen.

Extraintestinale Manifestationen und Begleiterkrankungen
(1) (2) () (4)

Merkmale TLR4+/NOD2+ TLR4+/ NOD2- TLR4-/ NOD2+ TLR4-/ NOD2-

(n=10) (n=19) (n =67) (n=108)
Gelenkbeteiligung 20 (29,9%) 50 (46,3%)
(n = 84) 4 (40,0%) 10(52.6%) | p(9) versus (3) = 0.100| P (3) versus (4)= 0,039
Ankylosierende
(Spon()zlylitis 1 (10,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (1,9%)
n=3
8Sie§8r;°rose 3 (30,0%) 4 (21,1%) 13 (19,4%) 18 (16,7%)
Augenbeteiligung o o o 12 (11,1%)
(n = 16) 0(0,0%) 0(0,0%) 4(6.0%)| b 2) versus (4) = 0,211
Erythema
nodosum 0 (0,0%) 3 (15,8%) 5 (7,5%) 16 (14,8%)
(n=24)
Pyoderma
?angr)aenosum 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (1,9%)
n=2
(F’rls‘z’q‘;’ls's 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (1,5%) 3 (2,8%)
Sekund re
,(A\A-A;nyloidose 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
n=0
Prim r
sklerosierende
Cholangitis 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (0,9%)
(n=1)

Tabelle 32: Detaillierte TLR4/NOD2-Ph notyp-Aufschl sselung der extraintestinalen Manifestationen
und nicht-krankheitsspezifischen Komplikationen Osteoporose, Psoriasis und Amyloidose
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4 Diskussion
4.1  Hufigkeit der TLR 4-Polymorphismen

Die deutliche Vernetzung der angeborenen Immunitt mit der Genetik, die diversen
Parallelen zum Morbus Crohn-Suszeptibilit tsgen NOD 2, die von Cario und Podolsky bei

% sowie die

CED-Patienten festgestellte TLR4-Hochregulation in intestinalen Epithelzellen
Assoziation dieses Rezeptors zu verschiedenen Erkrankungen mit immunologischem Hinter-
grund (Tabelle 33) legen allesamt eine Relevanz der untersuchten Toll-like-Rezeptor 4-
Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle in der ~tiol ogie des Morbus Crohn nahe.
Insbesondere die Vielzahl an Studien mit positiver Asp299Gly- und / oder Thr399lle-Assozia-
tion zu immunologischen bzw. infektiologischen Themenkomplexen bekr ftigt die Hypothese
einer Beteiligung an der Crohn-Pathogenese. Auch wenn nicht in allen Untersuchungen

19

dieser besagten Themenkomplexe, wie z.T. bei der Multiplen Sklerose %, dem syste-

mischen Lupus erythemathodes sowie der rheumatoiden Arthritis 2%, der Spondylarthro-

pathie # und der ankylosierenden Spondylitis % **

, ein Zusammenhang nachzuweisen war,
so berwiegen dennoch die Berichte ber eine Koppel ung mit gramnegativen Infektionser-
krankungen, Asthma und Atopie, Sarkoidose und Transplantatreaktionen. Fr die akute
Graft-versus-host-disease konnte zudem auch ein Trend ohne statistische Signifikanz fr ein
vermindertes Erkrankungsrisiko bei gleichzeitig gesteigerter Anf lligkeit fr gramnegative

Bakteri mien ermittelt werden. '*?> Manche Untersuchungen legen nahe, dass der TLR4-Poly-
morphismus Asp299Gly gr ere Effekte als die Threon in-Isoleucin-Substitution bewirken
k nnte. 13113141266 adiglich die Malariastudie von Mockenhaupt et al. **° ermittelte rezipro-

ke Verh Itnisse.
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Erkrankung (SNP)

Assoziation

Autor (Jahr)

Infektiologie und Immunologie

Endotoxinhyporesponsivit t Assoziation mit Endotoxinhyporesponsivit t Arbour
(Asp299Gly /Thr399lle) (2000) =
Fr hgeburtlichkeit Erh htes Fr hgeburtsrisiko, beg nstigt durch gramne gative |Lorenz
(Asp299Gly /Thr399lle) Urogenitalinfektionen (2002) **°
Gramnegative Sepsis Pr disposition f r die Entwicklung einer Sepsis mit Lorenz
(Asp299Gly /Thr399lle) gramnegativen Mikroorganismen (2002) **

Gramnegative Infektionen Erh hte Inzidenz gramnegativer Infektionen bei Agnese
(Asp299Gly /Thr399lle) Schwerkranken (2002) °
Vaginale Immunabwehr bei Interindividuelle Unterschiede in der vaginalen Immunreak- | Genc
Schwangeren tion gegen Gardnerella vaginalis / gramnegative Anaerobier |(2004) 8t
(Asp299Gily)
Malaria 1,5/ 2,6 fach erh htes Erkrankungsrisiko fr schwe re Malaria | Mockenhaupt
(Asp299Gly /Thr399lle) (2006) *°
Osteomyelitis Pr disposition f r gramnegative / h matogene Osteom yelitis | Montes
(Asp299Gly /Thr399lle) (2006) **
Candid mie Erh hte Candd mie-Anf lligkeit mit einer erh hten| L-10- | Van der Graaf
(Asp299Gly /Thr399lle) Produktion f r Asp299Gly und Thr399lle. (2006) *°
Hyporesponsitivit t f r Funktionelle Hyporesponsivit t f r das gramnegative Kinane
Porphyromonas gingivalis Bakterium Porphyromonas gingivalis f r heterozygote (2006) **
(Asp299Gly) Gingivaepithelzellen.
Lungentransplantat- Reduzierte fr he Transplantatabsto ung durch Palmer
absto ung Abschw chung der Endotoxinantwort bei den Transplan tat | (2003) 178
(Asp299Gly /Thr399lle) empfangenden Polymorphismen-Tr gern.
Nierentransplantat- Reduzierte fr he Transplantatabsto ung bei Transpla ntaten | Palmer
absto ung von Polymorphismus-tragenden Spendern (2006) 179
(Asp299Gly /Thr399lle)
Asthma Assoziation mit einer modifizierten Endotoxin-Antwort Werner
(Asp299Gly /Thr399lle) (2003) *8
Atopie bei Asthmatikern Assoziation mit einem h heren Atopie-Schweregrad Ya ng
(Asp299Gly) (2004) >
Sarkoidose Hochsignifikante Assoziation mit chronischer Sarkoidose Pabst
(Asp299Gly /Thr399lle) (2006) *"’
Andere
Myokardinfarkt Niedrigeres Myokardinfarktrisiko unter Statintherapie HoIIowaa/
(Asp299Gly) (2005) 0t
Myokardinfarkt Geringeres Myokardinfarktrisiko Balistrieri
(Asp299Gly) (2004) V7, >
Myokardinfarkt Erh htes Myokardinfarktrisiko f r m nnliche Edfeldt
(Asp299Gly /Thr399lle) Polymorphismentr ger (2004) *
Atherothrombose Assoziiertes Risiko f r kardiovaskul re Ereignisse und einen | Boekholdt
(Asp299Gly /Thr399lle) h heren Benefit von einer Statintherapie fr Asp299 Gly (2003) *
Akutes Koronarsyndrom Assoziation mit akutem Koronarsyndrom, Beteiligung an Ameziane
(Asp299Gily) Prozessen der Karotiden- und Femoralarterienatherosklerose | (2003) *°
Atherosklerose Vermindertes Atheroskleroserisiko Kiechl
(Asp299Gly) (2002) **®
KHK, Diabetes CRP-Levelreduktion, erniedrigtes KHK- und Diabetesrisiko | Kolek
(Asp299Gly) (2004) **°
Diabetes Niedrigere Pr valenz einer diabetischen Neuropathie bei Rudofsk
(Asp299Gly /Thr399lle) Polymorphismustr gern mit Diabetes mellitus 2 (2004) *®
Makuladegeneration Erh htes Risiko f r AMD bei Asp299Gly ohne unabh ng igen | Zareparsi
(Asp299Gly /Thr399lle) Effekt f r Thr399lle (2005) **°

Tabelle 33: Signifikante Assoziation zu den TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und / oder Thr399lle
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Die in dieser Studie gewonnenen Daten unterst tzen die initiale Hypothese, dass TLR4 einen
relevanten Pathogenesefaktor fr Morbus Crohn darst ellt, indem sie eine Assoziation
zwischen dem TLR4 Asp299Gly-Polymorphismus und Morbus Crohn aufzeigen. Die H ufig-
keitsverteilung ist dabei mit 14,2% Polymorphismustr gern in der Crohn-Studienpopulation
gegen ber einem geringeren Anteil in der Kontrollgr uppe von 7,5% mit einem P-Wert von
0,038 signifikant. Jedoch im Vergleich zur vor einiger Zeit beschriebenen Assoziation des
Morbus Crohn mit bestimmten NOD2-Mutationen ist diese Verkn pfung - mit einer OR von
2,03 fr heterozygote Tr ger des Asp299Gly-Polymorp hismus in unserer Studienpopulation -
weniger ausgepr gt. Das durch heterozygote oder hom ozygote Ver nderungen bertragene

NOD2 genotyp-spezifische Erkrankungsrisiko wurde 2001 in einer deutsch-britischen
Studienpopulation auf einen Anstieg um das 2,6- bis 42,1fache quantifiziert. 8" Die Pr valenz
Morbus Crohn-assoziierter NOD2-Mutationen in unserem Patientenkollektiv betr gt 37,7%,
wohingegen nur 14,2% der Patienten heterozygot fr die Asp299Gly-Aminos uresubstitu-
tionen sind. Der Thr399lle-Polymorphismus, der gegen ber der Kontrollgruppe mit P = 0,128
(OR =1,63) keine signifikante Frequenzerh hung im P atientengut aufweist, ist im brigen in

unserer Morbus Crohn-Population mit 14,7% gleichfalls zu einem deutlich geringerem Anteil
vertreten. Die Ergebnisse neuerer europ ischer Stud ien, die ebenfalls den Zusammenhang
zwischen TLR4-Polymorphismen und chronisch entz ndl ichen Darmerkrankungen fokussiert
haben, verhalten sich hinsichtlich der prozentualen TLR4-Genotyp-Anteile hnlich, wie

Abbildung 14 exemplarisch f r Asp299Gly deutlich ve ranschaulicht.
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O Asp/Asp Asp299Gly in Crohn-Kollektiven

B Asp/Gly
OGly/Gly
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Abbildung 14: Relation der Asp299Gly-Genotyp-Verteilung dieses Studienkollektivs zu anderen Studien
15, 27, 175, 171, 74, 247, 123, 80, 76

So liegt in den Morbus Crohn-Kollektiven die Genotyp-Frequenz f r den Wildtyp Asp/Asp im
Bereich von 78,8-91,3%, fr Asp/Gly zwischen 8,7-19 ,9% sowie fr Gly/Gly bei Morbus
Crohn zwischen 0-1,7%. Fr die Threonin-Isoleucin-S ubstitution liegen weniger Vergleichs-
daten vor. Die in drei Untersuchungen ermittelte Verteilung der Thr399lle-Genotypen
schwankt fr den homozygoten Wildtyp Thr/Thr zwisch en minimalen 85,0% und maximalen
99,2%. Heterozygote (Thr/lle) machen bei den Morbus Crohn-Patienten zwischen 0,8% und
16% aus. Homozygote fr die Thr399lle-Aminos uresub stitution (lle/lle) sind mit einem
durchschnittichem Vorkommen von 0-1% ebenso selten wie bei Asp299Gly. Das eigene
Studienkollektiv umfasst weder einen einzigen Patienten noch eine einzige gesunde Kontrol-
le mit homozygoten mutierten TLR4-Allelen, was geringf gig unter der Erwartung der Hardy-
Weinberg-Berechnung liegt. Jedoch besteht hierbei keine statistische Signifikanz. Der
Vergleich mit einem breiteren Spektrum mit themenfremden Studien zeigt au erdem fr die

ermittelten Genotypfrequenzen der Morbus-Crohn-Patienten keine au ergew hnlichen

Abweichungen. CED-unabh ngig liegen die Anteile der beiden TLR4-Wildtypen bei 74-100
%, die der Heterozygoten bei 0-26 % und die der homozygoten Glycin- bzw. Isoleucin-
Alleltr ger bei 0-4 % bzw. 1% (Tabelle 36). Die Rel ationen der Genotyp-Frequenzen der
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Morbus Crohn-Patienten bewegen sich somit genau in diesen Grenzen. Demzufolge | sst
sich, ohne Bezug zur Kontrollgruppe, aus diesem Parameter keine besondere Bedeutung der
TLR4-Polymorphismen ableiten.

Auffallend bez glich der TLR4-Genotypen ist das wei tgehend simultane Auftreten der mutier-
ten Allele. Im eigenen Kontrollkollektiv finden sich lediglich vier Individuen mit dem Genotyp
Asp299Gly-/Thr399lle+, was bezogen auf die Anzahl aller gesunden Polymorphismustr ger
einer Kosegregationsrate von 98,0% entspricht. In der untersuchten Gro haderner Morbus
Crohn-Gruppe lag bei 98,5% eine Allel-Assoziation vor. Im Detail bedeutet dies, dass nur drei
der Patienten einen der Polymorphismen isoliert aufweisen. Dieses bereits 2000 von Arbour
et. al. ' beschriebene Ph nomen der Asp299Gly und Thr399lle- Kosegregation wird durch
die vorhin hinsichtlich der Genotypfrequenz er rter ten themaspezifischen TLR4-Studien
eindeutig best tigt. In der deutschen Studienkohort e von T r k et al. fiel sogar eine 100%ige
Kosegregation in der Kontrollkohorte auf, wobei aber die Anteile im Colitis ulcerosa- bzw.
beim Morbus Crohn-Kollektiv mit 86% bzw. 94% niedriger lagen. %’ In Griechenland war die
Koexistenz nicht so hoch, soweit sich aus den gemachten Angaben hierzu eine Aussage
berhaupt ableiten I sst. ® In der niederl ndischen Studie von Van ‘t Veer wur den die Daten
nicht detailliert publiziert, es wird jedoch ebenfalls von einer Kosegregation ausgegangen. %>
In einer anderen niederl ndischen Studie wird von n ur zwei bzw. neun von insgesamt 1419
Individuen mit den Kombinationsgenotypen Asp299Gly+/Thr399lle- bzw. Asp299Gly-
IThr399lle+ berichtet, was einem simultanen Auftreten von 99,2% gleichkommt. *’° Auch die
Einordnung der Resultate aus dem eigenen Studienkollektiv in den Kontext nicht auf
chronisch entz ndliche Darmerkrankungen bezogener T LR4-Assoziationsstudien erbringt
nichts Gegenteiliges. In den meisten TLR4-Studien, die den Asp299Gly und den Thr399lle-
Polymorphismus gleicherma en untersuchten, wird von einem starken Kopplungsungleich-

geWiCht berichtet (Tabelle 34) 23, 25, 62, 82, 100, 106, 113, 139, 142, 153, 178, 179, 190, 192, 200, 206, 215, 266

Dieses liegt zumeist in einem Bereich, der die 90%-Grenze deutlich bersteigt; gelegentlich
erreicht es insgesamt oder in einer der Studienteilkohorten auch 100%.3 4% 177 234.230. 258 pa4
schw chste Kopplungsungleichgewicht mit aus den pub lizierten Angaben errechneten 82,8%
wurde im Rahmen einer afrikanischen Untersuchung zu Malaria erhoben. Alle Studienteilneh-
mer mit dem mutierten Thr399lle-Allel wiesen zwar in allen Fllen gleichzeitig auch die
Asp299Gly-Variante auf, aber bei der umgekehrten Betrachtung hatten nur 16% beide
Polymorphismen. **° Demgem tritt das beschriebene Kopplungsungleichg ewicht nicht
Morbus Crohn-spezifisch auf, sondern ist ein allgemeines Merkmal mit leichten ethnischen

Unterschieden.
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TLR4-Kopplungsungleichgewicht

Studienfokus Nationalit t Aussage zur Kosegregation Autor (Jahr)
Candida-Blutinfektion Niederlande | 100% in der Patientengruppe versus | Van der Graaf (2006) 2*°
98,8% in der Kontrollgruppe

Nekrotisierende Enterokolitis Ungarn 100%ige Kosegregation in der Szebeni (2006) 2%
bei sehr niedrigem Geburts- Patientengruppe und inkomplettes
gewicht aber stark ausgepr gtes

Kopplungsungleichgewicht bei den

Kontrollen
Osteomyelitis Spanien Inkomplette, aber hohe Montes (2006) **3
Kosegregation

Malaria Afrika| Niedrigste Kosegregationsrate mit Mockenhaupt (2006) **°

errechneten 82,8%* bez glich aller

Untersuchten

Fr hgeburtlichkeit Finnland Assoziation in 98,6% der F lle Lorenz (2002) 3°
Gramnegative Sepsis Frankreich 94,5%* in der Patientengruppe Lorenz (2002) 4

versus 100% in der Kontrollgruppe
Gramnegative Infektionen USA 100% Kosegregation Agnese (2002) 3
Graft-versus-Host-Disease USA 98,9%* im Gesamtkollektiv Lorenz (2001) 42
Lungentransplantation USA 96,7%* im Gesamtkollektiv Palmer (2003) 178
Nierentransplantation USA 95,9%* im Gesamtkollektiv Palmer (2006) 1°
Fehlgeburten Kanada 98,0% im Gesamtkollektiv Hirschfeld (2006) 1%
Karotisendarteriektomie USA 99,3%* im Gesamtkollektiv Beutler (2002) %2
Myokardinfarkt Schweden 99,3%* im Gesamtkollektiv Edfeldt (2004) ®2
Statintherapie Niederlande 98,6%* im Gesamtkollektiv Boekholdt (2003) ?°
Atherogenese Italien 98,9%* im Gesamtkollektiv Kiechl (2002) 113
Glucosestoffwechsel Deutschland > 90% der F lle Illig (2003) *°¢
Diabetes Deutschland 99,1%* im Gesamtkollektiv Rudofsky (2004) 2%
Asthma Deutschland 100% im Gesamtkollektiv Werner (2003) 28
Asthma / Atopie Nordamerika Hohe Kosegregation bei Raby (2002) 19

und Kanada | hellh utigen Amerikanern, aber nur
moderat bei Afroamerikanern

Spondylarthropathien Ungarn| Starkes Kopplungsungleichgewicht Gergely(2006) 82
Sarkoidose Deutschland 100% im Gesamtkollektiv Pabst (2006) 17’
Rheumatoide Arthritis / Spanien Inkomplettes Sanchez (2004) 2%
Systemischer Lupus Kopplungsungleichgewicht
erythematodes
Multiple Sklerose sterreich 99,6%* im Gesamtkollektiv Reindl (2003) 192
Altersbezogene USA 94,5%* im Gesamtkollektiv Zareparsi (2005) 26¢
Makuladegeneration
LPS-Reaktion Deutschland 99,1%* im Gesamtkollektiv Schmitt (2002) 2*°

Tabelle 34: Zusammenfassung der Aussagen zum Kopplungsungleichwicht zwischen Asp299Gly und
Thr399lle in verschiedenen nicht auf chronisch entz ndliche Darmerkrankungen fokussierten Studien.

* Aus den gegebenen Daten nachtr glich errechnet.

Hinsichtlich der Assoziation der TLR4-Polymorphismen zu chronisch entz ndlichen
Darmerkrankungen liefern die betrachteten aktuellen Studien inkonsistente Resultate
(Tabelle 35).
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Die H ufigkeit der TLR4-Polymorphismen bei chronisc h entz ndlichen Darmerkrankungen in
anderen Studien
Genotyp Kollektive Allel- Erkrankung Land Autor
frequenz | (Assoziation) (Jahr)
(Gly / lle)
Asp/Asp 21/50/57 MC n =23 4,3% MC | Italien Fries
Asp/Gly 2/10/2 V n =60 8,3% | (Asp299Gly -) (2005) "
Gly/Gly 0/0/0 Kn=59 1,7%
Asp/Asp 103/79/95 MC n =120 7,92% MC | Griechen- Gazouli
Asp/Gly 15/6/4 CUn=85 3,53% | (Asp299Gly +,| land (2005) *°
Gly/Gly 2/0/1 K n =100 3% | Thr399lle -);
Thr/Thr 119/82/2 MC n =120 0,42% Cu
Thr/lle 1/3/0 CUn=85 1,76% | (Asp299Gly -,
lle/lle 0/0/1 Kn=100 - Thr399lle -)
Asp/Asp 4751176 MC n = 527 5,1% MC | Ungarn Lakatos
Asp/Gly 50/ 23 Kn=200| 6,2% | (Asp299Gly -) (2005) '
Gly/Gly 2/1
Asp/Asp 91/ 153 MC n =112 9,9% MC | Nieder- Ouburg
Asp/Gly 19/16 Kn=170 51% | (Asp299Gly +)| lande (2005) 7
Gly/Gly 2/1
Asp/Asp | 343/159/17 MC n =393 6,7% MC | Nieder- Oostenbrug
/ 269 CUn=179 5,9% | (Asp299Gly-,| lande (2005) "
Asp/Gly |47/19/2/27 Cln=19 5,6% Thr399lle -)
Gly/Gly 3/1/0/0 Kn=296 4,6% CuU
Thr/Thr | 440/194/21 MC n =504 6,8% | (Asp299Gly -,
/270 CUn=217 5,5% Thr399lle -)
Thr/lle 59/22/4/29 Cln=25 8,9%
lle/lle 5/1/0/0 Kn=299 4,8%
Asp/Asp | 87/81/132* MC n =102 7% MC | Deutsch- Trk
Asp/Gly | 15/15/13* CU n=98 9% | (Asp299Gly-,| land (2004) 2
Gly/Gly 0/1/0* K =145 4% Thr399lle -)
Thr/Thr 86/78/132* MC n =102 8% Cu
Thr/lle 16/19/13* CU n=98 11% | (Asp299Gly -,
lle/lle 0/1/0* K =145 4% |  Thr399lle +)
Asp/Asp 186 /212 / MC n =234 10,3% MC | Schott- | Arnott 52004)
157 * CUn =246 6,8% | (Asp299Gly-)| land/ !
Asp/Gly 46/32/31* Kn=189 8,8% Cu Irland
Gly/Gly 2/2/1* (Asp299Gily -)
Asp/Asp | 265/88/133 MC\ewven N = 334 10,9% MC | Belgien | Franchimont
/126| MCpgreee N = 113 11,5% | (Asp299Gly +) (2004) ™
Asp/Gly 65/24/28/ CUn=163 9,8% cu
12 Kn=139 5,0% | (Asp29Gly +)
Gly/Gly 4/1/2/1
Asp/Asp 130/122 CUn =163 10,1% CU| Belgien | Pierik (2003)
Asp/Gly 31/13 Kn=136 5,2% | (Asp299Gly +) 182
Gly/Gly 2/1
Asp/Asp 304/ 213/ MC n = 356 7,6% MC | Nieder- | Braat (,2003)
150 CUn=244 6,6% | (Asp299Gly +) lande 2
Asp/Gly [47/29/14 Kn=164| 4,4% cu
Gly/Gly |5/2/0 (Asp299Gily -)

Tabelle 35: Die Hufigkeit der TLR4-Genotypen in an deren Studien zu chronisch entz ndlichen
Darmerkrankungen. Angaben zu Thr399lle nur bei entsprechenden Daten angegeben. * Diese Werte wurden
aus den gemachten Prozentangaben der Autoren, rechnerisch nachvollzogen. Diese Werte wurden nach der
Hardy-Weinberg-Formel nachtr glich errechnet. MC = Morbus Crohn, CU = Colitis ulcerosa, ClI = Colitis
indeterminata, K = Kontrollen, V = Verwandte
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So konnte in einer belgischen Kohorte eine positive Asp299Gly-Assoziation mit Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa festgestellt werden. " In zwei verschiedenen niederl ndischen
Studienpopulationen hingegen, lie sich zwar eine A ssoziation mit Morbus Crohn, aber nicht
mit Colitis ulcerosa konstatieren. 2" 22 Ouburg et al. ermittelte in einem weiteren niederl n-
dischem Crohn-Kollektiv eine signifikante Asp299Gly-Frequenzerh hung gegen ber der

Kontrollgruppe. *”® In einer weiteren niederl ndischen und auch einer schottischen Studie
dagegen konnte berhaupt kein Zusammenhang der beid en untersuchten Polymorphismen
zu einer der beiden chronisch entz ndlichen Darmerk rankungen ermittelt werden. **> *’° Auch
in einer sditalienischen Arbeitsgruppe mangelte es an einer Assoziation zwischen
Asp299Gly und Morbus Crohn. Erw hnenswert ist aber die um das F nffache erh hte Fre-

quenz des untersuchten mutierten TLR4-Allels bei den Verwandten der Patienten. ° Interes-
santerweise ergab eine in Deutschland nahezu parallel durchgef hrte Studie eine Verkn p-

fung des Thr399lle-Allels mit Colitis ulcerosa, aber nicht mit Morbus Crohn. ?*’ Die aus den
Daten unserer Studie abgeleitete Aussage hinsichtlich der Korrelation Crohn-Thr399lle
stimmt damit berein. Im Kontrast zu den Resultaten der Gro haderner Studie konnte ver-

mutlich aufgrund der kleineren Crohn- und Kontrollenkohorten - keine signifikante Assozia-
tion zwischen Asp299Gly und Morbus Crohn festgestellt werden. Jedoch fiel immerhin ein
Trend zu einem Allelfrequenzanstieg fr beide mutie rten Allele bei Morbus Crohn bzw. fr
den Asp299Gly-Polymorphismus bei Colitis ulcerosa auf. *’ Die von Gazouli et al. unter-
suchte, etwas gr ere griechische Morbus Crohn-Koho rte besttigt dagegen exakt die
Ergebnisse unserer Arbeit  signifikante Frequenzer h hung zwischen Morbus Crohn-
Patienten und Kontrollen fr den Austausch von Aspa ragin durch Glycin und keine sichere
Assoziation zur Thr399lle-Allelvariante. In dieser Arbeitsgruppe konnte im brigen kein

Zusammenhang zwischen einem der beiden Polymorphismen zur Colitis ulcerosa festgestellt
werden. % Wie Abbildung 15 zusammenfassend aufzeigt, konnte in keiner der Studien eine
direkte Korrelation zum Thr399lle-Polymorphismus nachgewiesen werden. Bez glich
Asp299Gly deutet die knappe Mehrzahl der Studien auf eine Assoziation hin. Die Verteilung
der zahlenstarken und infolgedessen gewichtigeren Kohorten fr und gegen die Assoziation
ist dabei ausgewogen. So stehen Franchimonts und Braats gro e Kollektive den ebenb rti-

gen Gruppen Oostenbrugs und Lakatos' gegen ber. 2" ™ 1% 171 7 den Resultaten der
Arbeitsgruppe um Oostenbrug ist jedoch hinzuzufgen, dass die Negierung des
Zusammenhanges sich lediglich auf die Frequenz der beiden er rterten TLR4-Polymorphis-
men bezieht. Es wird sogar eine indirekte Verkn pfung zu chronisch entz ndlichen
Darmerkrankungen vermutet. Basierend auf einer Mikrosatellitenanalyse stellt Oostenbrug
die Hypothese auf, dass zwar die Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle in keinem
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kausalem Zusammenhang stehen, aber das TLR4-Gen anderweitig mit dem Auftreten von
chronisch entz ndlichen Darmerkrankungen verbunden ist. Ferner wird die M glichkeit eines
protektiven Effekts des Wildtyps bei der Koexistenz anderer krankheitsausl senden TLR4-
Varianten in Betracht gezogen. M glicherweise ist d ie Erkl rung f r die Ergebnisinkonsistenz

der Asp299Gly-Studien in der Kausalitt anderen Abw eichungen in der TLR4-Region zu

suchen.

TLR4-Polymorphismen - Risikofaktor f r Morbus Crohn ?
Gazouli
Ouburg
Van'‘t Veer
Fries Trk
Lakatos Franchimont
Braat
Oostenbrug Studienkollektiv
Arnott
=) Asp299Gly +)
Gazouli
Trk
Oostenbrug
Studienkollektiv
Thr399lle

Abbildung 15: Graphische Aufarbeitung der verschiedenen Studienergebnisse bez glich der TLR4-
Assoziation zu Morbus Crohn

Als weitere Ursachen fr diese Resultatwiderspr chl ichkeit kommen, neben der Beschaffen-
heit der diversen Kollektive, ethnische bzw. geographische Unterschiede in Frage. Von allen
beschriebenen TLR4-Polymorphismen, die insgesamt betrachtet eine beachtliche Allel-
heterogenit t aufweisen, ist die besagte Asp299Gly- Aminos uresubstitution am meisten in

227 \wobei sie im Kont-

der wei h utigen sowie auch der afrikanischen Bev | kerung verbreitet
rast dazu, in der asiatischen Population sehr selten vorkommt. 9 139 164168 par \eitere in
dieser Studie untersuchte Polymorphismus Thr399lle stellt die zweith ufigste auf Protein-
synthese-Ebene relevante TLR4-Allelvariante in der kaukasischen Bev lkerung dar. Auch er
tritt relativ h ufig bei afrikanischen Individuen u nd selten bei Asiaten auf. °* **°* Demgem

liegen also in ethnischer Hinsicht hnliche Prvale nz-Verh ltnisse wie bei den NOD2-
Mutationen vor. *°® Diese ethnischen Besonderheiten in der TLR4-Epidemiologie spiegeln

sich auch weitgehend in den geographischen Verh Itn issen wieder (Tabelle 36).
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Weltweites Vorkommen von Asp299Gly und Thr399lle

. Allelfrequenz Genotypfrequenz Homozygotie
Gebiet Gy | e Gy | e Gly/Gly | llellle Referenzen
EUROPA
Nordeuropa | 4,5-10,6% | 4,8-5,9% | 8,8-20,5% | 9,4-11,4% | 0,07-0,6% gg'tre‘f] 62,139, 269
Osteurona Keine Keine Keine Keine Keine Keine 0
P Daten Daten Daten Daten Daten Daten

6, 82, 106, 123, 177, 192,

Mitteleuropa 2,8-9,6% 2,8-8,6% 5,7-16,5% 5,7-16,5% 0,0-1,1% 0,0-1,1% 200, 215, 234, 247, 258

2,10, 15, 25, 27, 42, 74,

Westeuropa | 3,1-14,0% | 3,4-14,0% | 6,2-25,6% | 6,6-26,0% | 0,0-4,1% | 0,0-0,6% | 0% 124 141 155 160,

171, 175, 204, 250-252

Sdeuropa | 1,7-11% |5,0-10,0% |3,4-18,8% |5,7-155% | 0,0-3,8% | 0,0-3,5% | %8 113153206

AU EREUROPTISCHE KONTINTENTE

Afrika 9,5-12,9% | 1,2-3,3% |17,6-22,8% | 2,4-62% | 0,7-1,7% | 0,0-0,3% 42,150

Asien 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 91,159,164, 168

3, 13, 23, 36, 68, 70, 81,

Amerika | 0,0-14,6% | 2,6-9,5% | 0,0-18,2% | 7,9-18,2% |0,0-1,6% 0,0-1,200 | 100119, 142,178,179,

190, 266, 267

Australien Keine Keine Keine Keine Keine Keine O
Daten Daten Daten Daten Daten Daten

Tabelle 36: Weltweites Vorkommen der TLR4-Polymorphismen in nicht-CED-assoziierten Studien bzw.
ausschlie lich in den Kontrollkollektiven der CED-S tudien

Insgesamt sind also die errterten Differenzen verm utlich auf einen unterschiedlichen
ethnischen Hintergrund, wie ihn Arnott et al. fr N OD2-Mutationen aufzeigt *°, zur ckzu-
fhren. Au erdem tragen einerseits Abweichungen in den designierten Krankheitsph no-
typen als auch die mangelnde Eignung einiger dieser Studien mit kleiner Fallzahl, eine
dezentere Assoziation zu entdecken, andererseits zu den Widerspr chen bei. ?*’ Trotzdem
untermauert der Gro teil der durchgef hrten Studien die Hypothese, dass die analysierten
TLR4-Polymorphismen, im Gegensatz zu NOD2-Mutationen eher untergeordnete, gene-
tische Pr diktoren f r die Entwicklung eines Morbus Crohn in der europ ischen Bev Ikerung

darstellen.

Im Juli 2007 wurde eine erste Studie ver ffentlicht, die den TLR4-Polymorphismus
Asp299Gly zusammenfassend analysiert. *° Es wurden bei den miteinbezogenen 4805
F llen chronisch entz ndlicher Darmerkrankungen die initial publizierte Arbeit von Franchi-
mont et al. **, die auch hier hinzugezogenen Replikationsstudien als auch die ver ffentlichten
Daten der hier vorliegenden Gro haderner Studie ber cksichtigt. Zus tzlich genotypisierten

De Jager, Franchimont et al. 1539 F lle chronisch e ntz ndlicher Darmerkrankungen. Die
Assoziation des TLR4-Allels mit einem Risiko f r ch ronisch entz ndliche Darmerkrankungen
(OR =1.30, 95% CI = 1.15-1.48; P=0.00017) und Morbus Crohn (OR = 1.33, 95% CI = 1.16-
1.54; P=0.000035) wurde so validiert. Die unterschiedlichen Resultate der einzelnen Studien
wurden ebenfalls auf die oben genannten Aspekte zur ckgef hrt. Somit kann Asp299Gly als

ein Risikofaktor bezeichnet werden.
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4.2  Genotyp-Ph notyp-Korrelationen

4.2.1 Krankheitsverlauf

Mit Hilfe der Vienna-Klassifikation zur systematischen Ph notypisierung des Studienkollek-
tivs, konnte eine vermehrte H ufigkeit des striktur ierenden Ph notyps (B2) bei den hetero-
zygoten Tr gern von mindestens einem der beiden TLR 4-Polymorphismen ermittelt werden.
Insbesondere kann gerade fr diejenigen Patienten m it vorhandener TLR4-Aminos uresub-
stitution ohne additives Auftreten einer der drei gel ufigsten Mutationen des NOD2-Gens
Arg702Trp, Gly908Arg, Leu3020insC ein Risiko fr diesen Ph notyp festgestellt werden.
So macht diese genetische Subgruppe TLR4+/NOD2-, bei einem Vorkommen von 10,4% des
reziproken Genotyps TLR4-/NOD2+, einen signifikant gr eren Anteil (47,4%) bei den
Patienten mit B2-Verlauf aus (P = 0,0009). Auch gegen ber allen anderen Morbus Crohn-
Subgruppen ist die Frequenz des Genotyps TLR4+/NOD2- mit P = 0,0037 beim strikturieren-
den Ph notyp statistisch signifikant erh ht. In der TLR4-/NOD2+ Untergruppierung dagegen
besteht, bezogen auf die TLR4+/NOD2- -Entitt, ein Trend zu einer h heren Pr valenz des
penetrierenden Ph notyps (B3), was allgemein als di e schwerste Verlaufsform erachtet wird.
In Zahlen ausgedr ckt, bedeutet dies, dass 71,6% de r NOD2-Positiven ohne TLR4-Ver nde-
rung 47,4% der reziproken Subgruppe TLR4+/NOD2- gegen berstehen, wobei bei einem P-
Wert von 0,059 nicht mehr von einer Signifikanz, sondern lediglich von einem Trend
gesprochen werden kann.

In dieser Studie konnte sowohl im Patientenkollektiv als auch in der Kontrollgruppe kein
einziger homozygoter TLR4-Ph notyp gefunden werden. Es bleibt demzufolge offen, ob ho-
mozygote TLR4-Polymorphismustr ger nicht, ebenso wi e die homozygoten NOD2-Mutation
Leu3020insC Tr ger, fr einen gravierenderen Krankh eitsph notyp pr disponiert sind. 2 2%
Ein Dosiseffekt f r die TLR4-Polymorphismen w re pr inzipiell durchaus denkbar. Zumindest
konnte bereits in einer Studie mit Osteomyelitis-Patienten eine Wirkungsverst rkung des
mutierten Asp299Gly-Allels bei Homozygotie festgestellt werden. *** Jedoch erlaubt das
seltene Vorkommen von Asp299Gly- bzw. Thr399lle-Homozygoten auch unter Einbeziehung
vergleichbarer CED-Studien keine definitive Aussage bez glich eines Dosis-Effektes bei
Morbus Crohn. Hierzu k nnte nur eine gro angelegte Multizenterstudie Aufschluss bringen.
“hnlich verh It es sich fr das isolierte Auftreten einer der beiden TLR4-Polymorphismen.
Durch die hohe Kosegregationsrate finden sich die Genotypen Asp299Gly-/Thr399lle+ und
Asp299Gly+/Thr399lle- so selten, dass hinsichtlich einer Assoziation mit bestimmten Mani-
festationscharakteristika keine Aussage getroffen werden kann.

Au erdem weist die in der Studie zur Ermittlung der diversen Genotyp-Ph notyp-Korrelatio-
nen angewandte Vienna-Klassifikation einige spezifische Probleme auf, die bei der
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Interpretation der erhaltenen Resultate bedacht werden sollten. Aktuell wird europaweit eine
Revision der bisherigen Klassifikation mit neuer Einteilung der CED-Ph notypen angestrebt.
193,226 Ahmad et al. lieferten bereits 2002 einen Ansatz zur molekularen CED-Klassifikation,
mittels welchem bestimmten Ph notypen ein spezifisc her Genotyp zugeordnet wird. * 2005,
nach Abschluss der vorliegenden Gro haderner Morbus Crohn-Studie, erarbeiteten
Silverberg et al. auf dem Gastroenterologie-Weltkongress in Montreal ein verbessertes inte-
gratives CED-Klassifikationssystem unter Ber cksich tigung Klinischer, serologischer und
genetischer Parameter, das einige Defizite der Vienna-Klassifikation beseitigt. >*® Die Proble-
me der Einteilung nach Vienna liegen zum einen in der Ph notyp-Zuordnung durch den
Anwender und zum anderen in der Definition selbst. So schlie t ein penetrierender Ph notyp
gem Vienna-Klassifikation keinesfalls die Existen z einer Striktur aus, was insbesondere im
Fall einer Genotyp-Ph notyp-Korrelation zu Verzerru ngen f hren kann. Als Beispiel hierzu,
bietet sich die Asp299Gly-positive Subpopulation dieser Untersuchung an, in der 79,3% der
Patienten Verengungen in der Krankheitsgeschichte aufweisen, wobei aber nur 34,5% als
strikurierender B2-Ph notyp klassifiziert wurden. D ie durchaus beachtliche Differenz von
44,8% verbirgt sich in den 48,3% der penetrierend-B3-Klassifizierten dieser Subgruppe, in
der die Mehrheit eine intestinale Striktur hatte.

Au erdem handelt es sich beim Morbus Crohn nach all gemeinem Verst ndnis um eine
dynamische Erkrankung, mit einer hohen Tendenz, d en Verlauf mit zunehmender Krank-
heitsdauer zu ndern. So haben Patienten mit einem bislang rein inflammatorischen Krank-
heitsbild ohne jegliche strikturierende oder penetrierende Komplikationen im Laufe der Zeit
eine hohe Wahrscheinlichkeit fr einen Krankheitspr ogress zu einer komplikationstr chtige-
ren Manifestation. ** **® Dies uert sich bei der Ph notypisierung nach Vie nna in Form
eines berganges der Verlaufsgruppen von B1 zu B2 o der B3 bzw. von B2 zu B3. In der
untersuchten Studienpopulation besteht eine Assoziation zwischen dem penetrierendem
Ph notyp und der Erkrankungsdauer. Allerdings fiel zwischen den drei TLR4-Subgruppen
Wildtyp, Asp299Gly und Thr399lle diesbez glich kein relevanter Unterschied auf (10,1-8,0;
10,7-9,4; 10,9-9,2 Jahre Erkrankungsdauer). Folglich ist die beobachtete Komposition
dieser Teilmengen hinsichtlich der Krankheitsschwere nicht auf einen Unterschied in der
zeitlichen Dimension zur ckzuf hren. berdies schli et jedoch die insgesamt hohe Inzidenz
der strikturierenden (19,6%) und penetrierenden (62,7%) Crohn-Manifestation in der Studien-
population die M glichkeit der weiteren Progression bei der Mehrheit der Patienten aus. So
besteht das Patientenkollektiv insgesamt zu 82,3% aus komplikationsbehafteten Verl ufen
(B2 + B3). Nur 17,7% der Krankengeschichten in der untersuchten Kohorte sind ausschlie -
lich inflammatorisch (B1). Bei der Aufschl sselung nach Erstdiagnosealter ist dieser Trend
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sogar noch etwas deutlicher: 83,5% der vor dem 40. Lebensjahr Erkrankten weisen
anamnestisch Komplikationen auf; wohingegen immerhin 25% der sp ter Diagnostizierten B1
zuzuordnen sind. Unabh ngig vom Erstdiagnosealter m acht B3 den gr ten Anteil in der

untersuchten Crohn-Kohorte aus (insgesamt 62,7% in Al 63,6%; in A2 57,1%). Zus tzlich
bekr ftigt eine logistische Regressionsanalyse die positive Assoziation des Asp299Gly-
Polymorphismus mit dem strikturierendem Ph notyp; w hrend der penetrierende Ph notyp

dabei mit NOD2-Mutationen und der Erkrankungsdauer verkn pft war.

Die statistische Aufarbeitung einer gro en Anzahl a n Untergruppen wie in der unternom-
menen Studie ergibt zwangsl ufig signifikante Int eraktionen, was als das sogenannte
Mehrfachtestungsproblem bezeichnet wird. *® Jedoch wurde die Assoziation der Strikturen
und der TLR4-positiven Subgruppe durch das Vergleichen der TLR4+/NOD2- -Gruppe mit
den gesamten anderen Crohn-Patienten des Kollektivs best tigt (P = 0,0037). Au erdem war

der B2-Ph notyp, verh Itnism ig zur TLR4-Wildtypgr uppe mit 17,1%, bei den Asp299Gly-
positiven Patienten mit 34,5% signifikant h ufiger (P = 0,04). Die Korrelation zwischen dem
SNP Asp299Gly und dem strikturierenden Verlauf ist infolgedessen mit hoher Wahrschein-
lichkeit gegeben.

Die erw hnte Montreal-Klassifikation von Silverberg et al. versucht einige dieser Probleme
der Ph notyp-Analyse nach Vienna zu umgehen. Die gr o e Anzahl der Subgruppen, die zu

einem Mehrfachstestungsproblem f hren, bleibt dabei jedoch bestehen. Der Krankheitsdyna-
mik des Morbus Crohns versucht das Schema durch die Ber cksichtigung der Krankheits-
dauer gerecht zu werden. Die endg Itige Eingruppier ung des Ph notyps soll erst nach Ablauf
einer gewissen Erkrankungsdauer erfolgen. Als Kompromissl sung werden f nf Krankheits-

jahre vorgeschlagen, wobei auf Grund der Ph notypst abilit t zehn Jahre f r eine genetische

Untersuchung m glicherweise als sinnvoller zu erach ten wren. Die Einbindung der zeitli-
chen Komponente dient zus tzlich dazu, den prim ren Krankheitsverlauf bei der Koexistenz
von Komplikationen besser herausfiltern zu k nnen. Perianale Fisteln, die nur selten mit
enterischen Fisteln einhergehen, werden als weiterer Ph notyp gewertet und durch die
Einf hrung des Modifikators p in den B-Gruppen geke nnzeichnet. Hinsichtlich der Befallslo-
kalisation wird noch ein L4-Modifikator in die Klassifikation integriert, der die Koexistenz der
Manifestation im oberen Gastrointestinaltrakt in L1 bis L3 kenntlich macht. Dar berhinaus
wird die Erhebung weiterer Daten ethnischer und geographischer Natur, sowie serologischer

und genetischer Parameter, empfohlen.??°
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Montreal-Klassifikation

Gruppe Definition Modifikation
A | Erstdiagnosealter Al | Erstdiagnose vor dem 16. Lebensjahr *
A2 | Erstdiagnose zwischen dem 17. und 40. Lebensjahr
A3 | Erstdiagnose nach dem 40. Lebensjahr
Perianale Erkankung *
B | Krankheitsverlauf B1 | Nicht-strikturierend, nicht penetrierend Blp
B2 |strikturierend B2p
B3 | penetrierend B3p
Oberer
Gastrointestinaltrakt *
L |Lokalisation L1 |Terminales lleum L1+L4
L2 |Kolon L2+ 14
L3 |lleokolon L3+ L4
L4 | Oberer Gastrointestinaltrakt L4

Ber cksichtigung der Krankheitsdynamik durch die en dg ltige Eingruppierung erst nach Ablauf einer
bestimmten Krankheitsdauer *

Tabelle 37: Montreal-Klassifikation (* "nderung gegen ber der Vienna-Klassifikation, si ehe Tabelle 14) 226

4.2.2 Ersterkrankungsalter

Kontr r zu den Resultaten dieser Untersuchung konnt en in einigen der anderen Studien zum
Thema keine besonderen Krankheitsmerkmale einem der TLR4-Polymorphismen zugeordnet
werden. Urs chlich daf r ist vermutlich der geringe Anteil der Polymorphismus-tragenden
Morbus Crohn-Patienten, der meist unter 20% lag und daher eine detaillierte Ph notyp-
Analyse kritisch bedacht werden muss. Die niederl n dischen Arbeitsgruppen um Ouburg
und Oostenbrug, die ungarischen Untersuchung von Lakatos et al. sowie Arnotts schottische
Studie ermittelten andere mit TLR4-Polymorphismen assoziierte Manifestationscharak-
teristika. 15, 123, 171, 175

Die Resultate von Oostenbrug et. al. wie auch von Lakatos et al. ergaben eine Korrelation
zum Ersterkrankungsalter. Die Koexistenz von Asp299Gly und NOD2-Mutationen senkte im
ungarischen Crohn-Kollektiv das Erstmanifestationsalter signifikant von 30,2 Jahren in der
TLR4-/NOD2- -Subgruppe auf 23 Jahre. Das alleinige Vorkommen der Asp299Gly-Variante
f hrte auch schon zu einer Reduktion des Parameters, allerdings weniger deutlich als bei
Patienten mit isolierter NOD2-Mutation (27,4 Jahre versus 26,7 Jahre). Im Gegensatz dazu
berichten Oostenbrug et al. von einer signifikant erh hten Asp299Gly-Tr gerfrequenz in der

Subgruppe A2 mit Erstdiagnose nach dem 40. Lebensjahr. Die aus der Gro haderner
Kohorte gewonnen Daten stimmen mit den beiden er rt erten Studien weitehend berein. Das
Durchschnittsalter bei der Erstdiagnose betr gt im eigenen Kollektiv fr das mutierte
Asp299Gly-Allel 26,0 Jahre und ist somit um 1,8 Jahre Differenz gegen ber dem Wildtyp
(27,8 Jahre) reduziert. "hnlich verh It sich die Da tenlage fr den Thr399lle-SNP. Dabei steht
das durchschnittliche Erkrankungsalter von 26,1 Jahren der Isoleucin-Polymorphismustr -
gern den 27,8 Jahren in der Wildtypgruppe gegen ber . Bei additiver Ber cksichtigung des
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NOD2-Status best tigt sich dieser Trend zur genotyp abh ngigen Reduktion des Erstdiag-
nosealters. Jedoch hat TLR4 gegen ber den NOD2-Muta tionen im eigenen Kollektiv einen
st rkeren Effekt. Interessanterweise ver ndert sich dabei die Relation der Vienna-Kategorie
A gegenl ufig. Das A2-Maximum mit 20,0% ist in der genetisch mit beiden belasteten
Gruppe TLR4+/NOD2+ (Tabelle 38).

Analyse des Erstdiagnosealters

Durchschnittliches | Durchschnittliches
] . Prozentualer Al- Prozentualer A2-
Erstdiagnosealter | Erstdiagnosealter Anteil Anteil
Genotyp in Jahren in Jahren ! !
Oostenbrug Gro haderner Crohn-Kohorte

TLR4-/INOD2- 30,2 28,1 87,0 13,0
TLR4-/INOD2+ 26,7 27,4 86,6 13,4
TLR4+/NOD2- 27,4 26,6 84,2 15,8
TLR4+/NOD2+ 23,0 24,9 80,0 20,0

Tabelle 38: Gegenl ufigkeit des durchschnittlichen Erstdiagnosealters und der Vienna-Kategorie A

Die isolierte Betrachtung des TLR4-Genotyps zeigt bei den Polymorphismustr gern in der
Gegen berstellung mit den Patienten mit der Normvar iante ebenfalls einen tendenziell er-
h hten A2-Anteil auf. Bei 17,2% bzw. 16,7% mit Glyc in- / Isoleucin-Allel erfolgte die Erstdiag-
nose nach dem 40. Lebensjahr. Fr beide SNPs ist di eses Ergebnis allerdings nicht
statistisch signifikant (P = 0,351 fr Asp299Gly; P = 0,573 fr Thr399lle). Auch die anderen
hier erw hnten Auff lligkeiten erreichen, kontrr z u den Arbeitsgruppen Lakatos und Oosten-
brug, in der eigenen Studie das Signifikanzniveau nicht.*?®> ™! Der weitaus berwiegende Al-
Anteil erklrt die Ansiedelung des durchschnittlich en Erstdiagnosealters in einem Bereich
zwischen 23,0 und 30,2 Jahren. Der Gegenl ufigkeit der Resultate liegt aber vermutlich eine
andere Ursache zu Grunde. Zum einen knnte dies unter Umstnden ein statistisches
Artefakt durch zu kleine Kohorten sein, zum anderen aber w re die Existenz weiterer modifi-
zierender Komponenten m glich. Diese k nnten zum Be ispiel in ihrer Anwesenheit protektiv
und bei Absenz beschleunigend wirken. Demzufolge w rde sich dieser Sachverhalt in das
Bild einer multifaktoriellen Pathogenese einf gen.

4.2.3 Befallsmuster

Ouburg et al. stellten in den Niederlanden an 112 Crohn-Patienten bei den Trgern des
mutierten Asp299Gly-Alllels ein signifikant erh hte s Risiko eines Kolonbefalls fest. > So
hatten 43% der Patienten mit Kolonbefall die Aminos uresubstitution gegen ber einem

Alleltr ger-Anteil von nur 12% in der Subgruppe ohn e Manifestation am Dickdarm. berdies

hat der einzige Morbus Crohn-Patient mit Asp299Gly-Polymorphismus aus Figueroas
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chilenischer Kohorte einen B1-Kolonbefall mit perianaler Beteiligung. " Bei der eigenen
Studienkohorte konnte kein vergleichbares TLR4-Befallsmuster beobachtet werden. 17,1%
der Patienten mit einem Wildtyp-Status weisen eine L2-Lokalisation auf und stehen dabei
13,8% in der Gruppe der Heterozygoten gegen ber (Ta belle 26). In den anderen Unter-
suchungen, die eine Ph notypanalyse einschlie en, k onnte kein Zusammenhang zu einem
bestimmten Lokalisationsmuster hergestellt werden. *> 7 123 171247 | der niederl ndischen
Studie wurde die Einteilung der Ph notypen auch gem der Vienna-Klassifikation vorge-
nommen. Es bleibt jedoch die Frage offen, welche Lokalisationsentitten bei der Unter-
suchung des Kolonbefalls miteinbezogen wurden. Neben der L2-Subgruppe mit einer allei-
nigen Dickdarm-Manifestation ist ein Kolonbefall noch in L3 sicher mitenthalten, aber auch in
L4 neben des Auftretens im oberen Gastrointestinaltraktes m glich. Aus der Publikation der
Ouburger Arbeitsgruppe geht aber nicht hervor, ob das Resultat rein auf der Vienna-Klassi-
fikation basiert oder ob zustzliche Daten bez glic h der Befallslokalisation dokumentiert
wurden. Die Ergebnisinkonsistenz zwischen den unterschiedlichen Kohorten k nnte somit
auf einer anderen Methodik basieren. F r Thr399lle konnte in keiner der bislang durchgef hr-
ten Untersuchungen ein Zusammenhang zu einem bestimmten Lokalisationsmuster ermittelt
werden.

Zus tzlich f It bei der kombinierten Genotyp-Analy se in der M nchner Studienkohorte ein si-
gnifikant geh ufter Befall des terminalen lleums un d des oberen Gastrointestinaltraktes in der
TLR4-/NOD2+ -Gruppe auf (P = 0,030 fr L1 und P = 0,0339 fr L4 versus TLR4-/NOD2-).
Die Gegen berstellung mit der reziproken Teilkohort e erbrachte keinen relevanten Unter-
schied. Beim Vergleich der Mutationstr ger mit den Patienten mit unauff lligem Genstatus
liegen jedoch ebenso Trends fr das vermehrte Vorko mmen von L1 bzw. L4 vor. Dieser
Befund weist auf eine positive Assoziation zwischen NOD2-Mutationen mit einer Crohnmani-
festation im terminalen lleum hin, wie es diverse Studien konstatieren. * 1> 8% 123162 b5 (ie
isolierten TLR4-Analysen keine Verbindung zu irgendeinem Befallsmuster herstellen konnte
bzw. die Differenz zur reziproken Subgruppe in der TLR4/NODZ2-Betrachtung von
unbedeutender Gr e war, kann nicht mit Sicherheit von einem protektivem Effekt der TLR4-
Polymorphismen ausgegangen werden. Zusammenfassend sind die Resultate bez glich des
Befallsmuster, wie bei den anderen er rterten Studi en zu diesem Themenkomplex, eher

nicht als TLR4-Assoziation zu werten.
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4.2.4 Extraintestinale Manifestationen

Interessanterweise konnte Arnotts Arbeitsgruppe zwar keine Beziehung zwischen der
Asp299Gly-Frequenz und dem Auftreten chronisch entz ndlicher Darmerkrankungen herstel-
len, jedoch lieferte die Ph notypanalyse eine schwa che positive Assoziation zu entz nd-
lichen Augenerkrankungen. ** Die Gro haderner Studienkohorte kann dieses Result at aller-
dings nicht besttigen. Die Flle mit einer Augenbe teiligung hatten zu 100% einen TLR4-
negativen Genotyp. Zw If von den insgesamt 16 Augen beteiligungen geh rten der TLR4-
INOD2- - Subgruppe an. Die restlichen vier hatten einen TLR4-/NOD2+ -Genstatus. Die
Differenzen zwischen TLR4-/NOD2- und den restlichen drei Subentit ten waren mit einem P-
Wert von 0,073 nicht statistisch signifikant und w rden eher auf einen zu Arnott kontr ren
Zusammenhang hinweisen. Die Pr valenz der entz ndli chen Augenerkrankungen war dabei
im untersuchten Kollektiv mit 7,8% h her als in and eren Studien, in denen das Vorkommen
in einem Bereich von 4-6% gesch tzt wird. '** Auch keine der anderen untersuchten Begleit-
erkrankungen und Manifestationen au erhalb des Gast rointestinaltraktes konnte mit dem
TLR4-Genotyp verkn pft werden. Gelenkbeteiligungen traten dabei bei den M nchner
Patienten sogar h ufiger auf als in anderen Kollekt iven (41,2% versus 10-35%). Die Prva-
lenz fr den Befall der Gelenke war in der TLR4-/NO D2- Gruppe gegen ber der TLR4-
/INOD2+ - Subentitt signifikant erh ht (P = 0,039), was einen gelenkprotektiven Effekt des
Morbus Crohn-Gens NOD2 suggeriert. Die primr skler osierende Cholangitis kam nur in
einem einzigen Fall vor, was einen prozentualen Anteil von 0,5% ausmacht und damit die
2,5-7,5% anderer Untersuchungen unterschreitet. Ein Zusammenhang dieser Gallenerkran-
kung ist somit kaum beurteilbar. Die geringe Fallzahl an Patienten mit prim r sklerosierender
Cholangitis in der untersuchten Kohorte hat ihren Ursprung am ehesten in der in Gro hadern
vorhandenen Spezialambulanz fr diese Erkrankung, d eren Patienten nicht automatisch in
der Ambulanz fr chronisch entz ndliche Darmerkrank ungen mittherapiert werden. Die
Frequenzen der anderen extraintestinalen Erkrankungen - Erythema nodosum und Pyoder-
ma gangraenosum - lagen mit 11,8 bzw. 1,0% im Referenzbereich (6-15% bzw. 0,1-1,2%).*
Insgesamt betrachtet, ist die Analyse der extraintestinalen Beschwerden auf Grund der z.T.
geringen Fallzahlen mit Vorbehalt zu betrachten. In den anderen er rterten Studien zum
TLR- Morbus Crohn-Komplex finden sich keinerlei Anhaltspunkte fr eine TLR4-Assoziation

mit extraintestinalen Begleiterscheinungen. "* 74 123 171. 175
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4.2.5 Gene und ihre Ph notypen und der potentielle TLR4-Ph notyp

Zusammenfassend betrachtet, k nnte eine Multizenter studie unter zeitgleichem Einbezug
weiterer genetischen Varianten hilfreich sein, die Resultate der Untersuchung hier zu best ti-
gen und m glicherweise, hnlich wie fr NOD2, einen  spezifischen TLR4-Ph notyp sicherer
zu identifizieren. Der NOD2-Morbus Crohn-Patient hat gem der aktuellen Literatur ty-

pischerweise einen strikturierenden Krankheitsverlauf, der fr hzeitig exazerbiert und meist
einen lleum- und seltener einen Kolonbefall aufweist. * *> 8123162 7,,dem ist die Notwendig-
keit an Morbus Crohn-bedingten Operationen erh ht. ?®* Der Zusammenhang zu einem
fistulierendem Verlauf wird kontrovers diskutiert. So beschreibt einerseits Ahmad einen
protektiven Effekt der NOD2-Mutationen, insbesondere von Leu3020insC, gegen ber einem
penetrierendem Verauf. * Andererseits wird in anderen Studien eine positive Assoziation zu
Fisteln konstatiert. *> #° |IBD5 mit dem SLC22A4/A5-Kandidatengenen, welche die orga-
nischen Kationentransporter OCTN1 und OCTN2 kodieren, wurde mit einem fr hzeitig
entstehendem, perianalen sowie ilealen Morbus Crohn verkn pft. * > 1% Ay erdem trat der
OCTN-TC Haplotyp in einer deutschen Studie ausschlie lich bei Morbus Crohn-Patienten mit
Kolonbeteiligung auf. *° Das neu entdeckte ATG16L1-Gen bedingt ein 2,2 fach erh htes
Risiko f r einen Befall des lleums. **’

Ein TLR4-Morbus Crohn-Patient lie e sich dann wom g lich kongruent dazu mit einem
stenotischen Verlauf und h ufigerem Kolonbefall ski zzieren. Ob die untersuchten Polymor-
phismen Auswirkungen auf den Krankheitsbeginn haben und ob sie bei der Entwicklung
autoimmunologisch bedingter Augenentz ndungen eine Rolle spielt, bleibt nach aktueller

Studienlage weitgehend offen.

4.3 Funktionelle Konsequenzen der TLR4-Polymorphismen

Neben der Durchf hrung von Multizenterstudien zur K | rung der potentiellen Assoziationen
ist es durchaus sinnvoll, die funktionellen Konsequenzen der TLR4-Polymorphismen auf bio-
chemischer Ebene zu diskutieren. Die Frage nach den detaillierten involvierten Wirkungs-
mechanismen ist n mlich noch offen. Zwar liefern ve rschiedene klinische Studien Anhalts-
punkte fr die funktionelle Bedeutung der TLR4-Vari ante Asp299Gly, aber die Effekte und
der exakte Mechanismus werden mittlerweile kontrovers er rtert. So demonstrierten einige
Mausmodelle inflammatorische Auswirkungen der genetischen TLRA4-Signalkaskaden-Dys-
funktion und veranlassten somit zahlreiche krankheitsassoziierte TLR4-Studien. 78 102 112 186
F r Krankheiten wie Atherosklerose, rheumatoide Art hritis und Diabetes mellitus wurden die
endogenen Molek le HSP60, Fibrinogen, Fibronectin u nd Hyaluronoligosaccharide verd ch-

tigt, ber die TLR4-Signalkaskade inflammatorische Reaktionen zu induzieren. *** 24 |n einer
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deutschen Untersuchung wurde eine LPS-Hyporesponsivitt bei Monozyten homozygoter
Asp299Gly- und Thr399lle-Tr ger ermittelt. ?*> Arbour et al. stellten bei der LPS-Inhalation
Asp299Gly-abh ngige Unterschiede in der Zytokinauss ch ttung mononukle rer Zellen fest.

13 Bei der weiteren Untersuchung dieses Zusammenhangs am Mausmodell, zeigte sich, dass
zwar bestimmte TLR4-Mutationen mit einer Ver nderun g des LPS-Reaktionstypus einher-
gehen, aber offensichtlich auch zus tzliche Gene in volviert sind. **° In der Versuchsreihe von
Van der Graaf mit diversen exogenen und endogenen TLR4-Liganden, konnte kein Einfluss
der Asp299Gly-Pr senz auf die Produktion pro- und a ntiinflammatorischer Zytokine (TNF-a
und IL-10) sanguiner mononukle rer Zellen demonstri ert werden. In dem einzigen Fall von
Homozygotie war die Zytokinproduktion nicht nur nicht defekt, sondern hinsichtlich TNF-a
sogar h her. *° Bei der Belastung mononukle rer Zellen unterschied lichen TLR4-Genotyps
mit mehreren verschiedenen LPS-Arten konnten Erridge et al. ebensowenig eine
Ver nderung der IL-1 B-Produktion beobachten. ®® Dar berhinaus erzielten mittlerweile auch
andere Studien hnliche Resultate. ®%* In der gro en Untersuchung von De Jager et al.,
die die TLR-Signalkaskade detaillierter betrachtet, wurde deswegen sogar die M glichkeit
diskutiert, dass Asp299Gly nur sehr hoch mit dem eigentlichen genetischen Risikofaktor
korreliert ist. Beispielhaft wurde die auch bei De Jager et al. hohe Kopr valenz zwischen den
nicht synonymen Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle angef hrt. *° In dieser Studie
wurde aber auch zu bedenken gegeben, dass die TLR4-Signalkaskade, nicht nur in der
Aktivierung von NF-kB resultiert, sondern zustzlich die STAT- und die IRF-Proteine
beeinflusst. Abbildung 6 (S.19) verdeutlicht diese hier angesprochene komplexe Vernetzung
der TLR-Signaltransduktion. Definitive Aussagen be r die funktionelle Auswirkung der TLR4-
Mutationen knnen, genauso wie hinsichtlich des TLR 4-Morbus Crohn-Komplexes,
demzufolge noch nicht gemacht werden, weswegen auch keine konkreten Schlussfolgerun-
gen zu Vernderungen der TLR4-Signalkaskade bei Mor bus Crohn oder auch anderen

Erkrankungen gezogen werden k nnen.
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5 Zusammenfassung

Die kausalen Mechanismen des Morbus Crohn sind ungeachtet der schon | nger
zur ckliegenden Erstbeschreibung nur unvollst ndig gekl rt. In der aktuellen Litera-
tur wird von einer multifaktoriellen Pathogenese ausgegangen, bei der die Interaktion
genetischer, immunologischer und exogener Faktoren eine Rolle spielt. Der LPS-Re-
zeptor TLR4 mit seinen vielen Parallelen zum ersten beschriebenen Morbus Crohn-
Gen NOD?2 stellt einen interessanten Knotenpunkt fr diese Aspekte dar. berdies
r umen einige Mausmodelle diesem Rezeptor zur Erken nung von Pathogenmustern
(PAMP) eine Bedeutung ein. Die TLR4-Hochregulation in intestinalen Epithelzellen
bei chronisch entz ndlichen Darmerkrankungen unterm auert ebenso wie die
Assoziation der am weitesten verbreitesten TLR4-Polymorphismen Asp299Gly und
Thr399lle mit diversen Erkrankungen aus den infektiologischen und immunologisch-
en Komplexen diesen Verdacht. In dieser Studie wurde die genomische DNA von
204 Patienten mit Morbus Crohn und 199 nicht-verwandten Kontrollen mit Hilfe eines
Restriktionsendonukleasenverdaus auf die Prsenz de r beiden h ufigsten und in
Aminos uresubstitution resultierenden TLR4-Polymorp hismen Asp299Gly und
Thr399lle analysiert. Zus tzlich wurde der NOD2-Sta tus der drei h ufigsten Mutatio-
nen Arg702Trp, Gly908Arg und Leu3020insC miteinbezogen. Die Frequenzen der
unterschiedlichen Genotypen wurden miteineinander verglichen und zur Durchf h-
rung einer detaillierten Genotyp-Ph notyp-Analyse v erwendet. Zwischen Asp299Gly
und Thr399lle besteht ein gro es Kopplungsungleichg ewicht. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe wurde ein nahezu zweifacher Anstieg der Asp299Gly-Frequenz in der
Morbus Crohn-Kohorte beobachtet. Die Prvalenz des strikturierenden Ph notyps
war unter den fr mindestens einen der TLR4-Polymor phismen heterozygoten
Patienten gegen ber den Wildtyp-Tr gern erh ht. Der  Genotyp Asp299Gly+/ NOD2-
war ein besonders starker Risikofaktor fr einen st rikturierenden Krankheitsverlauf.
Kontr r dazu bestand ein Trend zur Pr valenz des pe netrierenden Ph notyps in der
Gruppe mit dem reziproken Genotyp Asp299Gly-/NOD2+. Die TLR4-Variante
Asp299Gly stellt demzufolge einen Risikofaktor fr Morbus Crohn dar. TLR4 und
NOD2 k nnten f r die Auspr gung unterschiedlicher P h notypen verantwortlich sein.
Vor wenigen Monaten wurde - den Resultaten dieser Studie entsprechend - TLR4 als
Suszeptibilit tsgen in einer sehr gro en Metaanalys e best tigt.
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