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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Historische Entwicklung und Epidemiologie von chronisch entziindli-
chen Darmerkrankungen (CED)

Unter ,chronisch entzindlichen Darmerkrankungen® (= CED; engl.: inflammatory
bowel disease = IBD) versteht man idiopathische und chronische Entziindungen
des Darms. Die Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn sind die beiden
Hauptformen von CED (Siegmund B., Zeitz M. 2005). Eine weitere Einteilung in
die so genannte Colitis indeterminata kann erfolgen, wenn es sich um eine CED
handelt, aber keine exakte Zuordnung zu einer der beiden Gruppen erfolgen kann.
In dieser Arbeit wird in erster Linie der M. Crohn behandelt. Eine kurze
Gegenuberstellung zur Colitis ulcerosa erfolgt aber bei der Darstellung klinisch-
pathologischer Charakteristika.

Der M. Crohn wurde nach Burril B. Crohn benannt, der 1932 zusammen mit
seinen Kollegen L. Ginzburg und G. Oppenheimer eine nicht-tuberkulose lleitis
terminalis beschrieb, die sich durch Diarrhéen, Unterbauchbeschwerden, Fieber,
Gewichtsverlust, Anamien, Obstruktionen und Resistenzen bei der Palpation
aul3erte (Crohn B. et al. 1932).

Jedoch waren auch schon zuvor Beschreibungen von Patienten bekannt, die
vermutlich unter M. Crohn oder Colitis ulcerosa litten. Autopsieberichte von
Wilhelm Fabry von 1612 konnten Befunden eines M. Crohn entsprechen, und
Beschreibungen von T. K. Dalziel et al. Gber eine entziindliche, granulomattse
Erkrankung des terminalen lleums mit nachfolgenden Strikturen ahneln sehr dem
heutigen pathologischen Bild (Dalziel T. 1913, Kirsner J. B. 1988).

In unseren Breiten wird fur M. Crohn eine Inzidenz von 5,6/100 000 und eine
Pravalenz von 1/500 — 1/800 angegeben (Shivananda S. et al. 1996, Timmer A. et
al. 1999). Weltweit betrachtet, gibt es allerdings betréachtliche regionale und
ethnische Unterschiede. Eine Studie, die zwischen 1968 und 1983 an schottischen
Kindern durchgefiihrt wurde, ergab generell eine Zunahme der Inzidenz. Es wurde
hier ein Anstieg auf das Dreifache von 6,6/ 1 000 000 auf 22,9/1 000 000
beobachtet (Barton J. R. et al. 1989).

M. Crohn kann in jeder Altersklasse auftreten. Es gibt allerdings Hinweise auf
einen ersten Erkrankungsgipfel zwischen 20 und 40 Jahren. Kontrovers wird ein

zweiter Gipfel jenseits von 60 Jahren diskutiert (Ekbom A. 2004).
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1.2 Die Pathogenese von CED

Die Ursachen fiur die Entstehung des M. Crohn sind auch heute noch nicht
vollstandig geklart. Allerdings haben sich in den letzten Jahrzehnten einige neue
Aspekte ergeben, die zumindest teilweisen Aufschluss tber die Pathogenese
bringen. Man geht davon aus, dass die Entwicklung des M. Crohn ein
Zusammenspiel aus genetischen und immunologischen Faktoren sowie
Umwelteinflissen ist. Es wird vermutet, dass es bei genetisch pradisponierten
Personen zu einer uberschie3enden Reaktion des intestinalen Immunsystems
kommt, die durch die Anwesenheit der normalen Darmflora getriggert wird. Als
Ausloser hierfir werden Defekte in der Schutzfunktion des Mukosaepithels, aber
auch des Immunsystems selbst diskutiert (Podolsky D. K. 2002, Shanahan F.
2002).

Gewisse Erreger, wie z. B. das Masernvirus oder Mykobakterium paratuber-
culosis, werden auch verdachtigt, einen Einfluss auf das Krankheitsgeschehen zu
haben. Allerdings fielen die Ergebnisse in entsprechenden Versuchen sehr
unterschiedlich aus (Fiocchi C. 1998).

1.2.1 Genetische Faktoren bei der CED-Entstehung

In den letzten Jahren hatten es sich mehrere Studien als Ziel gesetzt, den
genetischen Einfluss bei der Pathogenese des M. Crohn naher zu untersuchen.
Man fand heraus, dass Inzidenz und Préavalenz in verschiedenen Bevdlkerungen
sehr unterschiedlich sind. Innerhalb der weien Bevdlkerung sind hohere
Erkrankungszahlen zu finden, als bei der schwarzen oder asiatischen
Bevolkerung. Die Menschen judischer Abstammung, hier vor allem die Ashkenazi-
Juden, zeigen eine 2- bis 4-fach erhdhte Pravalenz im Vergleich zu anderen
ethnischen Gruppen (Ahmad T. et al. 2001).

Zum anderen konnte eine familiare Haufung von CED beobachtet werden. Bei
Verwandten ersten Grades wurde festgestellt, dass das Risiko zu erkranken, 4-
bis 20-mal so hoch ist, wie bei der Normalbevolkerung. Vor allem bei
monozygoten Zwillingen fand sich eine starke Konkordanz von bis zu 45 % (Tysk

C. et al. 1988). Eine rein genetische Disposition konnte jedoch nicht bewiesen
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werden. Der Einfluss anderer Komponenten zeigt, dass die Genese des M. Crohn
multifaktoriell bedingt ist.

Genorte, die wahrscheinlich mit M. Crohn in Verbindung stehen, zeigt Tabelle 1:

Locus | Chromo- | Suszeptibilititsgen | Assoziierte Wichtige Publikationen
som Erkrankung
IBD1 16912 NOD2 /CARD15 M. Crohn Hugot Nature 2001
Cho Nature 2001
Hampe Lancet 2001
Seiderer/Brand Scand. J.
Gastro 2006
IBD2 12p13.2- | unbekannt Colitis Santsangi Nat Gen 1996
g24.1 ulcerosa Duerr AJHG 1998
IBD Consort AJHG 2001
IBD3 6p unbekannt CED Hampe AJHG 1999
Decjaorp EKJG 2001
IBD4 14911/12 | unbekannt M. Crohn Mah IBD 1999
Duerr AJHG 2000
IBD5 | 5031-33 SLC22A4/A5 M. Crohn Rioux AJHG 2000
Rioux Nat Gen 2001
Torok/Brand Gut 2005
IBD6 19p13 unbekannt CED Rioux AJHG 2000
IBD7 1p36 unbekannt CED Cho PNAS 1998
Cho Hum Mol Gen 2000
IBD8 16pl2 unbekannt M. Crohn Satsangi Nat Genet 1996
IBD9 3p26 unbekannt CED Satsangi Nat Genet 1996

Tab. 1: Mit Colitis ulcerosa und M. Crohn assoziierte genetische Risikomarker.
(aus Goke, Beglinger: Gastroenterologie systematisch. 2. Auflage- Bremen: UNI-MED 2007).

Die bisher umfangreichsten Untersuchungen wurden am Chromosom 16 (IBD1)
durchgeflihrt. Hier konnte das Gen NOD2/CARD15 identifiziert werden, welches
ein zytoplasmatisches Protein kodiert, das vor allem in Makrophagen auftritt
(Ahmad T. et al. 2002, Cuthbert A. P. et al. 2002, Lesage S. et al. 2002).

Eine intensivere Analyse ergab, dass auf diesem Chromosom Apoptosegene
(CARD-Domane) und Nukleotidbindungsstellen (NOD-Domaéane) kodiert werden.
AulRerdem wurde eine Wiederholung von 10 Leucin-Aminosduren am Carboxy-
Ende gefunden. Mutationen in dieser Leucin-reichen Region (LRR) wurden bei 8%
der Patienten mit positiver Familienanamnese nachgewiesen. Bei homozygoten
Tragern wurde festgestellt, dass das Risiko zu erkranken, bis um den Faktor 40
zunehmen kann. Aber auch bei heterozygoten Merkmalstrdgern ist das
Erkrankungsrisiko erhoht (Elson C. O. 2002).

Das CARD15-Gen umfasst 11 konstante und wahlweise ein zwdlftes Exon,

welches sich am 5-Ende befindet. Bei Patienten mit M. Crohn konnten drei

9
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Mutationen des CARD15-Gens im Leucin-reichen Gebiet verifiziert werden, die zu
einem Aminosaureaustausch fuhren: R702W in Exon 4 und G908R in Exon 8. In
Exon 11 bewirkt die Insertionsmutation 3020insC oder 1007fs eine Verschiebung
des Leserahmens (frame shift, 1007fs), was zur Kirzung des resultierenden
Proteins fuhrt. Weitere Variationen, vor allem in Exon 4, werden ebenfalls
beschrieben (Schreiber S. et al. 2004, Schnitzler F. et al. 2006). Bisherige Studien
sprechen daflir, dass CARD15/NOD2 eine Rolle bei der Zellapoptose spielt. Die
Leucin-reiche Region ist wichtig fur die Identifizierung mikrobieller Produkte, wie
z.B. Peptidoglykane. Genauere Untersuchungen ergaben, dass CARD15/NOD2
einen intrazellularen Rezeptor fur Muramyldipeptid (MDP) kodiert (Girardin S. E. et
al. 2003, Inohara N. et al. 2004). Dieses Produkt befindet sich in der Zellwand
grampositiver und -negativer Bakterien. Normalerweise fiihrt eine Bindung von
Endotoxinen an den Rezeptor zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB, der
die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie z.B. dem Tumornekrose-
faktor-a. (TNF-o) fordert. Bei Patienten mit der CARD15-Mutation 3020insC
(1007fs) bewirkt MDP keine Aktivierung einer Signalkaskade (,loss of function®)
(Barnich N. et al. 2005). Aus diesen Resultaten wurde geschlossen, dass
CARD15/NOD2 physiologischerweise im intestinalen Immunsystem einen
gegenregulatorischen, antiinflammatorischen Effekt ausibt. Durch die Erkennung
mikrobieller Produkte, gehért CARD15/NOD2 somit zur Gruppe der ,pattern-
recognition® Rezeptoren, zu der auch Toll-Like-Rezeptoren (1-11) zahlen, die
extrazellular lokalisiert sind und dort Lipopolysaccharide (TLR4), bakterielles
Flagellin (TLR5) und CpG-Nukleotide (TLR9) erkennen (Brand S. et al. 2005). Der
Einfluss dieser Rezeptoren auf den M. Crohn wurde bereits ausfiihrlich untersucht
(Elson C. O. 2002). In kurzlich publizierten genomweiten Assoziationsstudien
wurden eine Reihe weiterer Suszeptibilitatsgene fir den Morbus Crohn identifiziert,
die in Tabelle 2 dargestellt sind (Cho J.H. et al. 2007, Duerr R.H. et al. 2006,
Hampe J. et al. 2007).

10
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Gen oder Locus Chromosom Funktion/Gene im Assoziation
betroffenen Abschnitt

NOD2 16912 Intrazellularer Sensor fir | Morbus Crohn
Peptidoglykane

IL23R 1p31 IL-23-Rezeptor Morbus Crohn

Colitis ulcerosa

ATG16L1 2937 Autophagozytose Morbus Crohn

Intergenic region 5p13 ?PTGER4; CARD6 Morbus Crohn

IBD5 5g31 ?SLC22A4; ?SLC22A5 Morbus Crohn
?IRF1 Colitis ulcerosa

MHC region 6p21 MHC-Komplex Morbus Crohn

Colitis ulcerosa

PTPN2 18pl1l T-Zell-Protein-Thyrosin- | Morbus Crohn
Phosphatase

IL12B 5033 Interleukin-12/23 p40- Morbus Crohn
Untereinheit

NKX2-3 region 10924 Immunentwicklung im Morbus Crohn
Gl-Trakt

Intergenic region 10921 ?ZNF365; 7EGR2 Morbus Crohn

Gene-rich region 3p21 viele Morbus Crohn

IRGM gene region | 5933 Autophagozytose Morbus Crohn

Tab. 2: Zusammenfassung weiterer Suszeptibilitdtsgene bei Morbus Crohn (Cho J.H. et al. 2007).

1.2.2 Das intestinale Immunsystem

Eine entscheidende Komponente, die ganz wesentlich zur Krankheitsentstehung
beitragt, ist die Fehlfunktion des Immunsystems. Es werden sowohl dessen
Ubermalige Aktivierung und fehlende Gegenregulierungsmechanismen diskutiert,
als auch ein Defekt der Schutzfunktion der Darmschleimhaut (Mashimo H. et al.
1996, Schmitz H. et al. 1998).

Im Darm findet ein komplexes Zusammenspiel der residenten Flora, des
Darmepithels, von Zytokinen, Lymphozyten und dendritischen Zellen statt, das
normalerweise ein ausgeglichenes Verhaltnis hat. Der Darm ist immer in

LAlarmbereitschaft”, toleriert aber die eigenen Darmbakterien. Bei der

11



Einleitung

Pathogenese des M. Crohn wird eine UberschieRende Immunantwort durch T-
Helferzellen 1 (TH1-Zellen) angenommen. Die Differenzierung zu diesen Zellen
findet statt, wenn T-Zellen mit Antigen-prasentierenden Zellen korrespondieren,
die aufgrund von Kontakt zu Bakterien IL-12 produzieren. Die Folge der TH1-
Zellen-Aktivierung ist eine Freisetzung der inflammatorischen Mediatoren TNF-a
und Interferon (IFN)-y sowie Interleukin (IL)-6 und IL-18 (Shanahan F. 2002).
Durch diese proinflammatorischen Zytokine kommt es u. a. zur Aktivierung von
Matrix-Metallo-proteinasen, die das Gewebe angreifen. Zusatzlich wird die
Mikrozirkulation negativ beeinflusst. Ein weiterer Effekt ist die verstarkte
Expression von Adh&asionsmolekilen und die Infiltration von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen. Alle diese Faktoren tragen zu einer Verstarkung
des Entzindungsprozesses bei, der schlie3lich zur Gewebezerstorung fihrt
(Shanahan F. 2002).

Vor kurzem wurden auch TH17-Zellen als Faktor bei der Pathogenese des M.
Crohn identifiziert. Diese Zellen exprimieren IL-23R an ihrer Oberflache und
produzieren unter dem Einfluss von IL-23 die proinflammatorischen Zytokine IL-
17A, IL-17F, IL-22 und IL-26 (Cho J.H. et al. 2007, Elson C.O. et al. 2007, Yen D.
et al. 2006). Bestimmte Polymorphismen im IL-23-Rezeptor (Tab. 2) sind mit M.
Crohn und Colitis ulcerosa assoziiert (Duerr R.H. 2006, Glas J. 2007).
Normalerweise werden die aktivierten T-Zellen durch zwei Prozesse kontrolliert,
die beide beim M. Crohn gestdrt zu sein scheinen. Zum einen existiert ein
Zusammenspiel von Effektor- und Suppressorzellen, die eine Immunantwort im
Gleichgewicht halten. Die Suppressorzellen, von denen man auf3erdem vermutet,
dass sie autoimmune Reaktionen verhindern, benétigen die Zytokine IL-10 und
TGF-f und das CTLA-4-Antigen. Durch die TH1-Zellen kommt es zur
Verminderung der Suppressorzellen. Der zweite Weg, die T-Zellen zu
Uberwachen, endet in der Apoptose. Man nimmt an, dass dieser Mechanismus
fehlerhaft ist und die Zellen somit die Entziindung aufrechterhalten (Shanahan F.
2002).

12
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1.2.3 Die intestinale bakterielle Flora

Auch die Darmflora spielt bei der Pathogenese des M. Crohn eine wichtige Rolle.
In Studien fand sich bei Patienten mit aktivem M. Crohn eine signifikante
Verminderung von anaeroben Bakterien und Lactobacillen (Fiocci C. 1998).
Weiterhin wurde in Tierversuchen der Einfluss der Darmflora untersucht: Bei IL-
10-Knockout-Mausen, die in keimfreier Umgebung gehalten wurden, trat keine
Kolitis auf. Bei den Vergleichstieren kam es im Gegensatz dazu zu einem sehr
schnellen Krankheitsverlauf. Aul3erdem konnte eine frihe Behandlung der IL-10-
Knockout-Mause mit Antibiotika der spateren Entwicklung einer Kolitis vorbeugen
(Madsen K. L. 2001).

Die komplexen Vorgange bei Kontakt der intestinalen Epithelzellen mit

Pathogenen zeigt die folgende Abbildung.

Abwehr Pathogene Salmoneila}
(Mucine, B-Defensine) \

’tm{ﬂﬁ%:gm Wi @’m
L?IJ ‘ N Fig $
J

Zytokin- und Toll-like-Rezeptoren Antigen-
Chemokin- Prasentation
Rezeptoren (MHCII, CD1d}
= Chemokine l\ Zytokine, '
¥ 1 Wachstumsfakt
MIP3o.  IL-8 MCP-1  Mic, IP-10, Tl
I I I I-TAC
f Zellaktivierung, -pro-
PMN  Mae T-Zelle liferation, -migration,

Wundheilung, Apoptose,
Eg @, Q O Antiapoplt:lasg PoPE

Abb. 1: Immunologische Funktionen intestinaler Epithelzellen. DC = Dendritische Zellen, PMN =
neutrophile Granulozyten, M® = Makrophagen (aus Hoffmann, Kroesen, Klump, ,Chronisch
entzundliche Darmerkrankungen®, 2004 Georg Thieme Verlag, S. 51).

13



Einleitung

1.2.4 Umweltfaktoren bei der CED-Pathogenese

Umweltfaktoren beeinflussen ebenfalls die Pathogenese des M. Crohn. Zu diesem
Schluss kam man, da zum einen die Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen
unter 50% lag und bei gleichen ethnischen Gruppen, die in verschiedenen
Regionen lebten, ein unterschiedliches Krankheitsrisiko zu finden war (Shanahan
F. 2002). Umweltfaktoren, die in nahere Betrachtung gerickt sind, umfassen unter
anderem pranatale Ereignisse, Stillen, Erkrankungen in der Kindheit,
Antikontrazeptiva, u.a. (Koutrobakis I. et al. 1996). Aber auch das Rauchen und
der Gebrauch von nichtsteroidalen Antiphlogistika scheinen einen negativen
Einfluss auf das Krankheitsgeschehen zu haben (Bridger S. et al. 2002, Evans J.
M. et al.1997). Wahrend das Rauchen bei den M. Crohn-Patienten zu einem
zweifach erhohten Krankheitsrisiko fiihrt, scheint es bei der Entwicklung einer

Colitis ulcerosa eher protektiv zu wirken.

Genetische Umweltfaktoren;
Pradisposition, luminale, v.a.
z.B.NOD2, bakterielle
Autoimmunitat Antigene
Y N
Nl v

Aktivierung |

| des mukosalen '
/@munsyﬁébﬁsf \
TH1 U TH2? ‘
Morbus Crohn Colitis ulcerosa

Abb. 2: Zusammenspiel der Faktoren bei der Pathogenese der CED (aus Hoffmann, Kroesen,
Klump, ,,Chronisch entziindliche Darmerkrankungen®, 2004 Georg Thieme Verlag, S.34).
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1.3 Pathologie und Klinik von CED

1.3.1 Gastrointestinaler Befall

Prinzipiell kann sich der M. Crohn im gesamten Gastrointestinaltrakt, vom Mund
bis zum anorektalen Bereich, manifestieren. Jedoch wird eine Beteiligung des
Dick- und Dunndarms am haufigsten diagnostiziert (40-55%). Ein alleiniger Befall
des terminalen lleums tritt bei 25-40% der Patienten auf (Farmer R. G. et al.

1975). Eine Zusammenfassung der wichtigsten pathologischen und klinischen

Aspekte sowie eine Abgrenzung zur Colitis ulcerosa zeigt Tabelle 3.

Morbus Crohn

Colitis ulcerosa

Makroskopisch

Mikroskopisch

Gartenschlauchstrikturen

Pflastersteinrelief

(Nebeneinander tiefer, teils narbiger
Ulzerationen und 6dematdser,
entziindeter Schleimhaut)

o skip lesions” (Wechsel gesunder und

entziindeter Bereiche)

e Transmurale Entziindung

e Granulome

o Infiltrat aus plasmazellularen,
granulozytaren und histiozytaren
Zellen

e Fibrosierung der Muscularis mucosae

Lokalisation e Terminales lleum e Kolon
e Kolon e Rektum
e restlicher Gl-Trakt
Lokalisations- e Segmentaler, diskontinuierlicher ¢ Aufsteigend
muster Befall kontinuierlicher
Befall
Morphologie

Ulzerationen
Fibrosierung
Pseudopolypen
Verlust der Haustren
Abflachung der

Schleimhaut

Meist intakte
Muscularis mucosae

Kryptenabszesse

15
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Symptome

Wassrige Diarrhd, wenig Blut
Schmerz (v. a. im rechten Unterbauch)

Erbrechen, Gewichtsverlust, Fieber

¢ Blutig-schleimige
Diarrho

e Koliken

Komplikationen

Stenosen, Fisteln, Perforation,
Abszesse
Konglomerattumor

Extraintestinale Beteiligung

¢ Toxisches Megakolon
e Entartung
e Extraintestinale

Beteiligung

Tab. 3: Gegeniberstellung von Klinik und Pathologie bei M. Crohn und Colitis ulcerosa.
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1.3.2 Extraintestinale Manifestationen

Sowohl beim M. Crohn als auch bei der Colitis ulcerosa treten neben den
Beschwerden, welche die Entziindung im Darm verursacht, auch extraintestinale
Symptome auf. Begleiterkrankungen wie Gallen- und Nierensteine und nicht
krankheitsspezifische Komplikationen (Amyloidose, Osteoporose, thromboembo-
lische Ereignisse) werden hiervon abgegrenzt (Adler G. et el. 2003). Durch
Malabsorptionsstorungen kann sich ein Gewichtsverlust entwickeln. Insbesondere
bei Kindern kann dies eine Beeintrachtigung ihres Wachstums auslésen
(Sentongo T. A. et al. 2000).

Organ Erkrankung

Auge o Episkleritis, Iritis, Iridozyklitis

Haut e Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum

Leber, Gallenwege e Primar sklerosierende Cholangitis

Gelenke ¢ Arthralgien, enterogene Spondylarthropathien
Periphere Arthritiden

Pankreas e Pankreatitis

Lunge e Bronchiolitis obliterans, granulomatdse oder
nichtgranulomatdése interstitielle Entziindung,
Entzindung der groRen Atemwege, Serositis

Neurologische ¢ Polyneuropathie, Polyradikulopathien, Myelopathien

Manifestationen

BlutgefaRsystem ¢ Vaskulitiden

Tab. 4: Extraintestinale Manifestationen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.
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1.4 Diaghosestellung von CED

Eine genaue Diagnosestellung und insbesondere die Abgrenzung der beiden
CED-Hauptformen M.Crohn und Colitis ulcerosa sind vor allem fir die
weitergehende Therapie von groB3er Bedeutung. Zur Diagnostik werden
verschiedene Methoden eingesetzt, wobei immer eine ausfuhrliche Anamnese und
korperliche Untersuchung am Anfang steht. Die Ergebnisse, die sich hier ergeben,
kénnen durch zuséatzliche apparative Methoden, sowie Labortests ergéanzt werden.
Der ,Goldstandard“ ist die histologische Untersuchung der endoskopisch

entnommenen Biopsien.

Diagnostik Untersuchung

Radiologie ¢ Kontrasteinlauf/ Magendarmpassage nach Sellink
o MRT-Enteroklysma
= Stenosen, Fissuren, Fisteln, Wandverdickungen,

Pflastersteinrelief, ,skip lesions”

Endoskopie e Rektoskopie, Koloskopie, Osophagogastroduodenoskopie

mit = begrenzte Ulcera, Fissuren, Strikturen, aphthoide Lasionen,
histologischer Fisteln

Untersuchung

Sonographie = verdickte Darmwand, Abszesse

Labor — BSGTl, CRP1!, Leukozytenfl, Anamie, Albumin!}, Kupfer und Zink{,

Gerinnungsstorungen, Autoantikdrper: ASCA, pANCA
CARD15/NOD2-Mutationen

Mikrobiologie e Bakteriologische Untersuchung des Stuhls

Tab. 5: Diagnostische Mdglichkeiten bei M. Crohn.
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1.5 Therapie von CED

Fur eine optimale Therapie sind neben der Diagnosestellung auch die Auspragung

sowie das Befallsmuster der Erkrankung, die aktuelle klinische Symptomatik,

eventuelle Begleiterkrankungen und der bisherige Verlauf von grof3er Bedeutung.

Eine kurze Zusammenfassung der aktuellen Therapieoptionen bei M. Crohn stellt

Tabelle 6 dar.

Therapiemadglichkeit

Indikation

Medikamentos

e Befall von Dinndarm oder rechtseitigem
Kolon:

Budesonid*, 5-Aminosalicylsaure*

e Kolonbefall:
Salazosulfapyridin* oder 5-ASA*

*nicht zum Remissionserhalt

e Bei schweren Verlaufen:
systemische Steroide (keine Langzeitherapie!)
Immunsuppressiva=-Azathioprin
Mercaptopurin, Methotrexat

Anti-TNF-o-Therapie= Infliximab

e Antibiotika: v. a. bei Verdacht auf Abszess

oder Fistel= Metronidazol, Ciprofloxacin

Operativ e Elektive Eingriffe: Sparsame Resektion,
Strikturoplastik, Bypassverfahren
¢ Notfalleingriffe
Ernahrung ¢ 0-Diat, parenterale Erndhrung, Elementardiat

Psychotherapie

e Supportiv oder analytisch, Selbsthilfegruppen

Tab. 6: Therapieoptionen bei M. Crohn.

Durch das grof3e Spektrum der an Entzindungen beteiligter Zytokine und

Chemokine ergibt sich fur die Zukunft ein grol3es, erfolgversprechendes Feld an

neuen Therapieoptionen. Derzeit werden antientziindliche Zytokine wie IL-10, IL-
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18 und Interferone sowie Antilbrper gegen TNF -q, intrazellulare Signalkaskaden,
Adhasionsmolekiile, etc. naher untersucht (Podolsky D. K. 2002).

1.6 Chemokine

1.6.1 Chemokin-Klassifizierung

Chemokine werden auch als chemotaktische Zytokine bezeichnet. Zytokine sind
Mediatoren, deren Aufgabe es ist, das Immunsystem zu kontrollieren und die
Kommunikation zwischen den Komponenten zu gewahrleisten. Sie werden,
entweder kontinuierlich nach einem endogenen Rhythmus ausgeschuttet oder
ausgelost durch Krankheiten, von bestimmten Zellen produziert. Zur Funktion der
Zytokine gehort es, das Uberleben, die Proliferation, die Entwicklung und die
Differenzierung der Immunzellen zu koordinieren. Sie stehen in einem komplexen
System miteinander in Verbindung und ergdnzen sich in ihren Effekten (Feller
A.C., Merz H. 2004).

Inzwischen sind tGber 40 Chemokine bekannt. Sie sind 8-10 kd grof3e Proteine, die
in ihrer Sequenz zu 20-70 Prozent Ubereinstimmen. Die ,historische Einteilung®
der Chemokine wurde im Keystone Chemokine Symposium 1999 (berarbeitet und
erfolgt nun nach der Position ihrer Cystein-Reste am N-terminalen Ende (Zlotnik
A. et al. 2000). Gemal3 dieser Klassifikation ergaben sich vier verschiedene
Klassen, von denen aber nur zwei genauer charakterisiert wurden: Die a- und -
Chemokine. Diese enthalten jeweils vier Cystein-Aminosauren, die durch
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.

Die a-Chemokine zeichnen sich dadurch aus, dass die ersten beiden Cysteine
durch eine andere Aminosaure

voneinander getrennt werden (CXC = Cystein - eine andere beliebige Aminosaure
X - Cystein). Man muss aul3erdem unterscheiden, ob das «a-Chemokin die
Sequenz Glutaminsaure-Leucin-Arginin am N-terminalen Ende tragt oder nicht. Im
ersten Fall besteht eine Affinitdt zu Neutrophilen, ansonsten zu Lymphozyten
(Luster A. D. 1998).

Bei den B-Chemokinen liegen die ersten beiden Cysteine nebeneinander (CC =

Cystein-Cystein). Auch hier teilt man die Chemokine weiter in zwei Familien ein.
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Die erste besteht einerseits aus Eotaxin und Proteinen, die Monozyten ,anlocken®,
der zweiten werden alle restlichen Chemokine zugeschrieben. Generell beziehen
sich die B-Chemokine auf Monozyten, Eosinophile, Basophile, und Lymphozyten.
Auch bei ihnen spielt die Sequenz am N-terminalen Ende beziglich der Aktivitat
und Affinitat eine wichtige Rolle (Luster A. D. 1998).

Zwei Chemokine machen in der allgemeinen Klassifikation eine Ausnahme:
Lymphotaktin, das nur zwei Cysteine hat und Fractalkin, bei dem die ersten beiden
Cysteine durch drei Aminoséauren getrennt sind (= CX3C).

In einer neuen Gliederung wurden Chemokine bei Mausen mit denen im
menschlichen Koérper verglichen. Die Chemokine wurden hier in vier Gruppen
eingeteilt, je nach ihrem gemeinsamen Auftreten in den beiden Organismen
(Zlotnik A. et al. 2000).

Einteilung Definition

Gruppe 1 e Chemokine, die eindeutig einem menschlichen Liganden
entsprechen

¢ Chemokine, bei denen ein menschliches Pendant vermutet

Gruppe 2 wird, aber noch nicht bewiesen ist

Gruppe 3 e Chemokine, fur die kein entsprechender Ligand im Menschen
gefunden wurde

Gruppe 4 . Mensphliches Chemokin, fiur das kein Pendant in der Maus
existiert

Tab. 7: Neue Gliederung von Chemokinen, je nach Auftreten bei Mensch und Maus.

1.6.2 Chemokinrezeptoren

Die biologischen Effekte der Chemokine werden Uber Bindung an Rezeptoren
vermittelt, welche aus sieben Domanen bestehen und die transmembran
angeordnet sind (Baggiolini M. et al. 1997). Man kennt heute sechs CXC-, zehn
CC- sowie einen CX3C- und einen XC-Rezeptor. Ein Rezeptor kann von
unterschiedlichen Chemokinen besetzt werden, allerdings nur bezogen auf die
Klasse, der er zugehdrig ist. Die Information wird durch G-Proteine weitergeleitet.
Diese bestehen aus drei Untereinheiten (Ga,-B,-y). Bei Rezeptor-Kontakt wird eine
Dissoziation der a- von der (-,y-Einheit ausgel6dst. Ga und Gp,-y aktivieren jeweils
verschiedene Zielmediatoren: Inositoltriphosphat, Calcium, Phospholipase C, Ras-

und Rho-Proteine. Letztendlich resultiert aus der Zellstimulation eine Erhéhung
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der Zell-Motilitat (Luster A. D. 1998), eine Aktivierung von bestimmten Zielgenen
oder aber auch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Enzymen, die
eventuelle Erreger, aber auch das Gewebe schadigen konnen (MacDermott R. P.
et al. 1998). Die Auspragung der Rezeptoren auf den verschiedenen Unterarten
der Leukozyten ist unterschiedlich und hangt sehr vom Aktivierungs- und

Differenzierungsgrad ab.

Chemokine Chemokines
receptors Common Systematic
names names
S IL-8 CXCLS
@ GCP-2 CXCLB
NAP-2 CXCLT
_ : ENATS CXCLS
CXCR2 Gro-o. CXCLA
Gro-f CXCL2
Gro-y CXCL3
IP-10 CXCL10
MIG CXCL9
I-TAC CXCL11
SDF-1 CXoL12
BCA-1 CXCL13
CXCL16
RANTES CCL5
MIP-1g ccL3
MCP-3 CCLT
MCP-1 ccL2
MCP-2 CCL8
MCP-4 cCL13
Eotaxin CcCL11
TARGC CCL17
MDC cCL22
MIP-15 CCL4
MIP-3c cCL20
ELC CCL19
SLC CcCcL
1-309 CCL1
MEC CCL28
CTACK ccLz2y
TECK CCL25
Fractalkine/
Neurotactin  —aCL1

Lymphotactin XCL1

Abb.3: Die Chemokinrezeptoren und ihre Liganden (aus Proudfoot A. E. I., Chemokine receptors:

multifaceted therapeutic targets. Nat Rev Immunol 2002;2:106-15).
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1.6.3 Funktionen von Chemokinen

Schon die Vielfalt der Chemokine macht ersichtlich, dass sich ihre Effekte auf
mehrere Bereiche auswirken. Eine Schlisselrolle nehmen sie aber vor allem bei
der Koordination der Leukozyten ein. So fordern Entziindungsreaktionen durch
verstarkte Chemokinfreisetzung die Einwanderung von Leukozyten. Die
Mediatoren werden von den verschiedensten Zellen in fast allen Organen gebildet,
meist aufgrund proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin (IL)-1B, TNF-a,
viraler und bakterieller Bestandteile (Luster A. D. 1998).

Das Zusammenspiel von Chemokinen mit den restlichen Zytokinen bestimmt
letztendlich den Infiltrattyp: Bakterielle Infektionen fuhren tber IL-8/CXCL8 vor
allem zur Einwanderung von Neutrophilen (Chollet-Martin S. et al. 1993), wahrend
Viren tber IP-10/CXCL10 und MCP-1/CCL2 zur Aktivierung von Monozyten und
Lymphozyten fuhren (Lahrtz F. et al. 1997).

Selbst die Entwicklung eines kompetenten Immunsystems ist auf das
Vorhandensein dieser Mediatoren angewiesen. Die Lymphopoese im Knochen-
mark und im Thymus ist von einer Vielzahl von Chemokinen abhangig. Versuche
an Mausen zeigten, dass diese schwere, teils todliche Immundefekte ausbildeten,
falls die Regulationsmechanismen der Chemokine gestort wurden (Zlotnik A. et al.
2000). Wahrend einer Wundheilung, aber auch in Folge von chronischen
Krankheiten, wie Psoriasis oder rheumatischer Arthritis erfolgt eine Neubildung
von Gefalien. Dieser Prozess wird, je nach Chemokin-Subtyp, unterstitzt oder in
seiner Entwicklung gehemmt. Auch beim Wachstum eines Tumors spielt dieser
Effekt eine groRe Rolle. Allerdings scheint das Verhéltnis hier sehr
unausgeglichen zu sein, was die Ausbreitung des Tumors unterstiitzen kdnnte.
Doch der Einfluss der Chemokine auf Tumore hat womdoglich noch grofRere
AusmalRe. So wird vermutet, dass die Invasivitat und die Art der Metastasierung
von der Auspragung und Verteilung bestimmter Rezeptoren abhangt (Rossi D. et
al. 2000).
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1.6.4 Chemokine bei CED

Im Verlauf eines Entzindungsprozesses wird eine Vielzahl von Mediatoren
freigesetzt. Deshalb wurden in den letzten Jahren unterschiedliche Chemokine
eingehend beziglich ihrer Rolle bei CED néaher untersucht.

IL-8/CXCL8, welches seine Wirkung Uber die Rezeptoren CXCR1 und CXCR2
entfaltet, wird bei beiden Gruppen der CED vermehrt exprimiert und korreliert mit
der Schwere der Erkrankung. Durch den starken Einfluss auf bestimmte
Leukozyten vermutet man einen Zusammenhang mit der Entstehung einer
Kryptitis sowie auch von Kryptenabszessen. MIP-1o/CCL3, MIP-18/CCL4 und
RANTES/CCLS5, die eine Bindung mit dem Rezeptor CCR5 eingehen, spielen eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung des Entziindungsprozesses bei CED (Mac
Dermott R. P. et al. 1998, Papadakis K. A. 2004). MCP-1/CCL2 (monocyte
chemoattractant protein-1) wird auch im nicht von CED betroffenem Darm
kontinuierlich produziert und bewirkt tber CCR2 eine Aktivierung von Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Zellen sowie eine Freisetzung von IL-10
(Papadakis K. A. et al. 2000). ENA-78/CXCL5 aktiviert iber CXCR2 Neutrophile
und wurde in der Mukosa von Crohn-Patienten gefunden. Allerdings zeigte sich
hier ein inverses Verhdaltnis, mit hoherer Expression bei geringerer
Krankheitsaktivitat (MacDermott R. P. et al. 1999). IP-10/CXCL10 wird zwar auch
in normaler Schleimhaut gefunden, wird aber wahrend einer Entziindung vermehrt
produziert. Uber eine Bindung an CXCR3 wird eine Chemotaxis auf Lymphozyten
erzielt. Zellen, die diesen Rezeptor tragen, werden erstaunlicherweise nicht so
sehr in der Mukosa, sondern in den Lymphknoten gefunden, in die das entziindete
Gebiet drainiert wird. Die erhéhte Expression wird vermutlich durch IL-2 bewirkt.
CXCRS flhrt Gber IFN-y und TNF-a zur Stimulation von TH1-Zellen sowie erneuter
IP-10 Sekretion. Somit wird der Entziindungsprozess aufrechterhalten (Papadakis
K. A. et al. 2000).

Das Chemokin Fractalkin/CX3CL1 wird von Epithel- und Endothelzellen im
Dunndarm gebildet. Sein Rezeptor CX3CR1 wird vor allem auf natirlichen
Killerzellen, CD8+ Lymphozyten des Darmepithels, CD16+ Monozyten und
dendritischen Zellen des terminalen lleums gefunden. Bei M. Crohn-Patienten wird
es in erhbhtem Mal in der Darmschleimhaut exprimiert (Ancuta P. et al. 2003,

Dwinell M. B. et al. 1999).
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1.6.5 CX3CL1/ Fractalkin

Fractalkin besteht aus mehreren Untereinheiten. Intrazellular befindet sich ein 37
Aminosauren langer Rest, der Uber eine kurze Transmembranregion mit dem
Mucin-&hnlichen, extrazellularem Anteil verbunden ist. Am N-terminalen Ende ist
hier die Chemokin-Domane lokalisiert, die sich durch ihre Struktur von der
Ublichen Chemokin-Klassifizierung abgrenzt, da die ersten beiden Cysteine durch
drei andere Aminosauren voneinander getrennt sind (= CX3CL1). Da Fractalkin im
Vergleich zu den restlichen Chemokinen andersartig aufgebaut ist, kann es
sowohl chemotaktische Eigenschaften vorweisen, als auch als Adhasionsmolekl
fungieren (Muehlhoefer A. et al. 2000).

Die Signale werden Uber den Rezeptor CX3CR1 (ehemals V28) vermittelt, der vor
allem auf NK-Zellen, Monozyten, dendritischen Zellen, CD8+ und CD4+ T-Zellen
sowie auch auf Mikrogliazellen, Astrozyten und Neuronen des Hippocampus
nachgewiesen wurde. Neue Studien zeigten, dass im Gastrointestinaltrakt
CX3CR1 auch von Epithelzellen exprimiert wird (Brand S. et al. 2002). Die
Bindung an diesen Rezeptor resultiert in einer Aktivierung der Mediatoren ERK-
1/2, p53, IL-8 und NF-xB (Brand S. et al. 2002). NF-xB ist ein wichtiger
Transkriptionsfaktor, der vor allem innerhalb der Immun- und Entziindungsantwort
eine bedeutende Position einnimmt. Er induziert die Entstehung von
Adhasionsmolekiilen sowie die Expression proinflammatorischer und
chemotaktischer Zytokine (Brand S. et al. 2002). Das Zusammenspiel von ERK-
1/2 und NF-kB ist somit eine wichtige Komponente in der Immunantwort der
Mukosa sowie der Wundheilung. Ein weiterer Effekt, der durch Fractalkin bewirkt
wird, ist die Aktivierung von p53. Dieser Mediator nimmt Einfluss auf die
Zellapoptose, das Zellwachstum und die Entstehung von Karzinomen.

Im  Gastrointestinaltrakt  fuhrt Fractalkin  zur Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten sowie intraepithelialer Leukozyten und mononuklearer Zellen der
Lamina propria. Bei Patienten mit M. Crohn fand sich eine erh6hte Expression von
Fractalkin-mRNA in der Mukosa, was wiederum die Migration von Leukozyten und
Lymphozyten fordert (Muehlhoefer A. et al. 2000). Die Adhasion von Monozyten,
CD8+ T-Zellen und CD16/56+ NK-Zellen an das Endothel sowie die

Einwanderung von Lymphozyten in entziindetes Gewebe wird als eine weitere
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Reaktion auf Fractalkin diskutiert (Chapman G. A. et al. 2000, Fong A. M. et al.
1998).

Gewisse Genotypen des Fractalkin-Rezeptors, die sich als Single-Nukleotid-
Polymorphismen (SNP) auf Codon 249 und 280 darstellen, scheinen bezlglich
ihrer Funktion Unterschiede aufzuweisen. In einer Studie Uber den Einfluss auf die
Entstehung einer Atherosklerose hatten Individuen mit dem 1249 Allel, im
Gegensatz zur V249 Gruppe, ein geringeres Risiko, eine strukturelle oder
funktionelle Veranderung des Endothels zu entwickeln (Cybulsky M. I. et al. 2003,
McDermott D. H. et al. 2001). Bei HIV-Patienten erfolgte bei homozygotem Status
fur 1249, kombiniert mit M280, eine schnellere Progression der Erkrankung (Faure
S. et al. 2000). Aufbauend auf diese Ergebnisse wurde ein Einfluss von CX3CR1-
Polymorphismen auch auf andere Immunerkrankungen wie den M. Crohn

hypothesiert.
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1.7 Zielsetzung

Fractalkin induziert proinflammatorische und chemotaktische Signale und aktiviert
Signaltransduktionswege in den CX3CR1-exprimierenden, v. a. dendritischen
Zellen (Fong A. M. et al. 1998, Niess J. H. et al. 2005). Da die Rekrutierung von
Leukozyten ein wesentlicher Faktor bei der Krankheitsentstehung des M. Crohn
ist, vermutet man, dass der Mediator Fractalkin einen Einfluss auf CED haben
konnte. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf dem Fractalkin-Rezeptor
CX3CRL1. Es sollte untersucht werden, in wie weit sich der T280M- und V249I-
Polymorphismus auf die Ausbildung und den Phanotyp des M. Crohn auswirken.
Im experimentellen Teil wurde hierfir mittels PCR die DNA von M. Crohn-
Patienten repliziert, um anschlieend durch Restriktionsenzyme Genvarianten
mittels Restriktionslangenpolymorphismen (RFLP) charakterisieren zu kodnnen.
Damit man eine Aussage Uber eventuelle signifikante Unterschiede beim Genotyp
im Vergleich zu gesunden Personen treffen konnte, wurde derselbe
Versuchsansatz mit einer entsprechenden Anzahl eines Kontrollkollektivs
durchgefuhrt.

Die retrospektive Analyse der Patientenakten sowie der Einsatz von Fragebdgen
ermdglichten es, Aussagen uber einen eventuellen Einfluss der festgestellten
Polymorphismen auf den Krankheitsverlauf bzw. Phanotyp der Patienten machen
zu konnen. Hierbei wurde die Vienna-Klassifikation genutzt (Gasche C. et al.
2000), die das Befallsmuster, die Auspragung (Stenose, Abszesse, Fisteln, etc.)
und das Alter bei Erstdiagnose berucksichtigt. Aber auch das Ausmald der
notwendigen Therapie (medikamentds, operativ) wurde beobachtet. Durch
Korrelation der verschiedenen Phanotypen mit den untersuchten Polymorphismen
sollte festgestellt werden, ob ein bestimmter Genotyp mit einem spezifischen
Krankheitsphénotyp einhergeht, d. h. ein Einfluss gewisser Genvarianten des
Fractalkin-Rezeptors CX3CRL1 bei der Entstehung und Auspragung des M. Crohn
besteht.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten und Probanden

In dieser Studie wurden insgesamt 206 Patienten mit der Diagnose M. Crohn (=
MC) untersucht. Das Vergleichskollektiv bestand aus 211 gesunden Personen, die
mit den Patienten und untereinander nicht verwandt waren. Die Diagnosestellung
des M. Crohn wurde durch Anamnese, Endoskopie, Radiologie sowie durch
histopathologische Befunde verifiziert.

Die demographischen und klinischen Daten, wie der Gebrauch von Immun-
suppressiva, bisherige Operationen, Komplikationen, die Lokalisation und
Schwere der Erkrankung wurden unter anderem durch retrospektive Analyse der
Patientenakten und mittels Fragebdgen bei der Patientenaufnahme dokumentiert.
Eine Einteilung der M. Crohn-Patienten nach Alter bei der Erstdiagnose,
Krankheitslokalisation und dem Krankheitsverhalten erfolgte nach den Kriterien
der Vienna-Klassifikation (Gasche C. et al. 2000).

Das Kontrollkollektiv bestand aus gesunden Patienten deutscher Herkunft. Die
Verteilung des Geschlechts und Alters wurde den M. Crohn-Patienten angepasst.
Diese Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitdt Minchen genehmigt. Alle teiinehmenden Personen wurden uber die
genetische Untersuchung aufgeklart und gaben dazu ihr schriftliches

Einverstandnis.
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Merkmale

MC (n=206)

Kontrollen (n=211)

Geschlecht
Méannlich (%)

Wesiblich (%)

97 (47,1%)

109 (52,9%)

100 (47,4%)

111 (52,6%)

Alter (J)

Mittelwert + SD 38,5+11,8 46,4 + 15,2

Bereich 16 - 73 21 -84
Alter bei Diagnose (J)

Mittelwert + SD 27,7+11,6

Bereich 7-71

Median 24

Krankheitsdauer (J)

Mittelwert + SD 10,8+ 8,2

Bereich 1-42

Median 9

CED in der Familie (%)
Positiv

Negativ

27 (13,1%)

179 (86,9%)

Tab. 8: Die Verteilung demographischer Daten innerhalb des Patienten- und Vergleichskollektivs.
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2.2 Material

2.2.1 Gerate

Tischzentrifuge 5417 C
Tischzentrifuge 5415 C
Kahlzentrifuge 5417 R
Heizblock

Thermocycler MJ Research PTC 225
Freezer -80° C Hera Freeze
Warmeschrank 37° C B 5028
Waage
Elektrophoresekammern
Spannungsgerate
Video-Photoanlage
Geltrager

Pipetten ,Pipetman*

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen
PCR-Reaktionsgefalle
1,5 ml ReaktionsgefalRe

2,0 ml Reaktionsgefale

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Lab-Line Inc., lllinois, USA
Biozym, Hess, Oldendorf
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Mettler, Giel3en

Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg
MWG-Biotech, Ebersberg
Invitrogen, Karlsruhe

Gilson, Bad Camberg

Kisker, Steinfurt
ABgene, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg
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2.2.3 Chemikalien
2.2.3.1 Praparation genomischer DNA
QIAamp®DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden
= QIAamp Spin Column
QIAGEN-Protease
Eluationspuffer AE

Lysispuffer AL
Waschpuffer AW1/AW2

2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Thermo-Start DNA-Polymerase ABgene, Hamburg

Optimized 10x Start-Puffer ABgene, Hamburg

MgCl, ABgene, Hamburg

dNTP Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot
Primer Thermo Electron Corporation, Ulm
Aqua bidest. Baker, Deventer, Niederlande

2.2.3.3 Prazipitation von DNA

Natriumchlorid (4 M) Merck, Darmstadt
Ethanol (100%) Merck, Darmstadt
Aqua bidest. Baker, Deventer, Niederlande
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2.2.3.4 Restriktionsverdau

Enzym Acl 1 (3000 U/ml)
Enzym HpyCH4 11l (5000 U/ml)
BSA (1 mg/ml)

NEBuffer 4

= 50 mM Potassium-Acetat
20 mM Tris-Acetat
10 mM Mg-Acetat
1 mM Dithiothreitol
pH 7,9 bei 25° C

Aqua bidest.

2.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose
10x (Marathon) TBE-Puffer
= 1,35 M Tris
0,45 M Borsaure
25 mM EDTA
Ficoll-Auftragepuffer
= 15% Ficoll
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
Ethidiumbromid
DNA Molecular Weight Marker

New England BioLabs, Frankfurt/Main
New England BioLabs, Frankfurt/Main
New England BioLabs, Frankfurt/Main
New England BioLabs, Frankfurt/Main

Baker, Deventer, Niederlande

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma/Aldrich, Taufkirchen
Sigma/Aldrich, Taufkirchen

Sigma/Aldrich, Taufkirchen
Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot
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2.3 Methoden

2.3.1 Praparation genomischer DNA

Genomische DNA lasst sich aus Nay-EDTA versetztem Vollblut der Patienten
gewinnen.

Die Arbeitsschritte erfolgten entsprechend der Anleitung des QlAamp Blood Mini
Kits. In ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? werden zunachst 20 ul der QIAGEN-Protease
und 200 ul der Patientenprobe gegeben. Nach einer Zugabe von 200 ul
Lysispuffer und Durchmischung der Losung erfolgt eine Inkubation bei 56° C fur
10 min. Um Flussigkeitsansammlungen am Deckel zu entfernen, wird das Gefal
kurz zentrifugiert. AnschlieRend figt man 200 ul Ethanol zur Probe hinzu und
mischt den Ansatz wiederum. Der gesamte Inhalt des Reaktionsgefal3es wird nun
vorsichtig auf die QIAamp-Chromatographieséaule pipettiert und danach 1 min bei
8000 rpm zentrifugiert. Nach der Zugabe von 500 ul des Waschpuffers AW1
erfolgt eine einminutige Zentrifugation bei 8000 rpm. Die Saule wird in ein neues 2
ml-Gefald gesetzt, mit 500 ul des Waschpuffers AW2 versetzt und bei 14000 rpm 3
min zentrifugiert. Anschliel3end gibt man die Saule in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal’
und fugt 200 ul Elutionspuffer hinzu. Als letzter Schritt erfolgt eine Zentrifugation
bei 8000 rpm flr 1 min.

2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit der eine spezifische
Sequenz eines DNA-Doppelstranges mittels einer thermostabilen DNA-
Polymerase exponentiell amplifiziert werden kann. Durch Erhéhen der Temperatur
auf 90° C erfolgt die Trennung der beiden DNA-Doppelstrange. Nach Abkuihlen
lagern sich Oligonukleotide (Primer) an das zu replizierende Segment. Primer
bestehen aus 15-25 Basen und sind zur Sequenz der 5°-Enden der beiden
Einzelstrange komplementar. Sie bestimmen die Grof3e der zu amplifizierenden
DNA.
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GroRRe des
CX3CR1- PCR-
Primer Basenlange
PCR Produkts
(bp)
Vorwarts 5 -AGAATCATCCAGACGCTGTTTTCC-3 24
311 bp
Rickwarts |5-CACAGGACAGCCAGGCATTCC-3 22

Tab. 9: Sequenz der Primer einer CX3CR1-PCR.

Durch den Einsatz der Tag-Polymerase werden die Einzelstrange wieder zu
Doppelstrdngen erganzt. Die Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte fuhrt
somit zur exponentiellen Vervielfaltigung des gewilnschten Abschnitts. Die
Thermostabilitat der Tag-Polymerase verhindert deren Denaturierung wahrend der

einzelnen Zyklen.

2.3.2.1 PCR-Protokoll

Zu Beginn einer PCR erstellt man gemaR eines PCR-Protokolls einen
.Mastermix“, entsprechend der Anzahl ,n“ der zu untersuchenden Proben. Dieser
wird in die PCR-ReagenzgefalRe vorgelegt. AnschlieBend werden dazu 5 ul der
gewlnschten DNA (100-300 ng) pipettiert. Das Protokoll fiir die PCR von CX3CR1

lautet wie folgt:

5 ul genomische DNA

5 ul 10x Puffer

5 ul dNTP (1,25 mM)

3 ul MgCl (25 mM)

1 pl vorwarts Primer (20 uM)

1 pl rickwarts Primer (20 uM)
0,25 ul DNA-Polymerase (5 U/ul)
30 ul Agqua bidest.

= 50 ul Gesamtvolumen
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Nach Zugabe der Reagenzien zur DNA und sorgfaltigem Mischen aller
Komponenten, erfolgt die Replikation der Zielsequenz im Thermocycler. Dies wird
durch eine genaue Anpassung der Reaktionsschritte an die zu amplifizierende

Region erreicht.

2.3.2.2 PCR-Bedingungen fur CX3CR1

PCR-Schritte Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung der genom. DNA 94° C 12 min 1x
Denaturierung 94° C 20 sec 40 x
Hybridisierung/Anlagerung 69° C 20 sec 40 x
Synthese 72°C 20 sec 40 x
AbschlieRender Syntheseschritt 72° C 5 min 1x

Tab. 10: PCR-Bedingungen fir CX3CR1.

Die Bedingungen fir die PCR-Schritte wurden aus einer Arbeit von McDermott et
al. (Circ Res 2001; 89:401-407) iUbernommen.

2.3.3 Positiv- und Negativkontrolle

Um eine eventuelle Kontamination der PCR-Produkte mit Fremd-DNA Uberprifen
zu koénnen, wurde bei allen PCR-Reaktionen eine Negativkontrolle einge-
schlossen. Diese besteht aus allen Reagenzien eines PCR-Ansatzes, jedoch
erfolgt keine DNA-Zugabe. Sieht man dennoch ein Produkt in der Elektrophorese,
muss man davon ausgehen, dass der PCR-Ansatz mit DNA kontaminiert und
somit die Ergebnisse verfalscht sein kdnnen.

Mit Hilfe einer Positiv-Kontrolle Uberprift man die Effektivitat eines
Restriktionsenzyms. Durch das Mitfihren einer bereits bearbeiteten Probe muss

beim Verdau ein bekanntes Muster erscheinen.
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2.3.4 Prazipitation von DNA

Durch Zugabe von Ethanol und Salzen kdnnen die in der PCR entstandenen DNA-
Produkte gefallt werden. Der Mechanismus, der diesem Vorgang zu Grunde liegt,
basiert auf der Anlagerung der positiv geladenen Anteile der Salzionen an die
Phosphatgruppen der Nukleinséduren. Durch die Zugabe von 100% Ethanol erfolgt
Wasserentzug, der in der Prazipitation der DNA resultiert.

Als Initialschritt werden 50 pl des PCR-Produkts mit je 2,5 pl einer 4 M NaCl-
Losung versetzt. Anschlie3end erfolgt die Zugabe von 125 ul eisgekihltem (-20°
C) 100% Ethanol. Nach Mischen werden die Ansatze 20-30 min bei -80° C
gelagert. Durch die Zentrifugation bei 4° C und 14000 rpm fir 30 min pelletiert die
DNA und der Uberstand kann abgekippt werden. Das Prazipitat muss nun noch

luftgetrocknet werden.

2.3.5 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme werden nur von Bakterien gebildet. Sie spalten die
doppelstrangige DNA an fur sie spezifischen Erkennungssequenzen. Diese
Abschnitte bestehen aus wenigstens vier Basenpaaren und weisen eine
sogenannte palindromische Struktur auf, d. h. die Basensequenz in den beiden
Einzelstrangen muss — von 5°-Ende gelesen - identisch sein. Mutationen in
diesem Gebiet kdonnen durch eine daraus resultierende Basenverdnderung
erkannt werden, da durch die Spezifitat des Enzyms keine Spaltung mehr erfolgen

kann.

2.3.5.1 Restriktionsenzym Acl |

Zur Typisierung des CX3CR1-Polymorphismus am Codon 249 von CX3CR1
werden pro Probe 2 ul Acl | eingesetzt. Versetzt mit 1 ul BSA und 1 ul NEBuffer 4
wird das Reaktionsprodukt bei 37° C Uber Nacht inkubiert. Es schneidet an der
Erkennungsstelle 5°...AAUCGTT...3/3"..TTGCNAA...5".
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2.3.5.2 Restriktionsenzym HpyCH4 Ili

Fur die Bestimmung des CX3CR1-Polymorphismus am Codon 280 wird das PCR
Produkt mit 1,5 ul HypCH4 11l und 1 pl NEBuffer 4 versetzt. Die Inkubation erfolgt
bei 37° C uiber Nacht. Die Erkennungssequenz dieses Enzyms ist 5...ACNUGT...
3/3..TGNINCA...5",

Beide Probenansatze werden jeweils mit H,O auf eine Gesamtmenge von 10 pl
aufgefullt. Durch den Einsatz dieser beiden Restriktionsenzyme lassen sich
Aussagen Uber Polymorphismen des Chemokin-Rezeptors CX3CR1 machen.
Konkret fuhrt ein Einsatz von Acl | am Codon 249 zu einer Spaltung in 107 bp- und
204 bp-grof3en Bruchstiicken, solange an der Nukleotidposition 745 ein Guanin
vorhanden ist. Eine Spaltung bleibt aus, falls anstelle eines Guanin ein Adenin
eingebaut ist.

Am Codon 280 spaltet das Enzym HpyCH4 11l das PCR-Produkt ebenfalls in 107
bp- und 204 bp-grofRe Anteile, solange an der Nukleotidposition 839 ein Cytosin
prasent ist. Beim Auftreten eines Thymin geht die Schnittstelle verloren. Die
unterschiedlichen Auspragungen der Basen an Codon 249 und 280 fuhren zu

folgenden Polymorphismen:

Polymorphismus |Basenveranderung Resultierende Aminosaure
1249V Guanin = Adenin (Pos. 745) Valin = Isoleucin
M280T Cytosin = Thymin (Pos. 839) Threonin = Methionin

Tab. 11: Aminosaurenaustausch durch CX3CR1-Polymorphismen.
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2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese der Restriktionsverdau-Produkte

In der Gelelektrophorese werden die im Restriktionsverdau entstandenen DNA-
Fragmente nach ihrer GroRe aufgetrennt. Dies geschieht durch Anlegen einer
Spannung an das Gel und der folgenden Wanderung der Fragmente. Die
Auftrennung ist abhangig von der Spannung, der DNA-GroRRe sowie der
Agarosekonzentration des Gels. Fur die Produkte des Restriktionsverdaus
verwendet man 2%ige Agarose. Zur Uberprifung der PCR-Produkte reicht eine
1,5%ige Agarose aus. Die entsprechende Menge Agarose wird mit 1XTBE Puffer
im Mikrowellenherd gekocht und in einen Geltrager gegossen. Nach Abkthlen des
Gels wird dieses in die Elektrophoresekammer gesetzt und mit ausreichend
1XTBE Puffer bedeckt. Zu den Proben werden 2 ul Ficoll-Ladepuffer pipettiert und
diese anschlieBend kurz zentrifugiert. Die beschwerte DNA wird in die Taschen
des Agarosegels gegeben. Nach Anlegen der Spannung (je nach Gelgréfe
resultierende Stromstarke zwischen 50-100 mA) erfolgt die Wanderung der
Fragmente. Zum GréRRenvergleich wird pro Gel ein DNA-Grolienmarker (1kb DNA
ladder) in eine Geltasche pipettiert. Zur Markierung der DNA wird das Gel in eine
Ethidiumbromid-Losung (EtBr) (0,5 pg/ml) gelegt und das Uberschissige EtBr
durch ein erneutes Anlegen der Spannung an das Gel (fir 5-10 min) entfernt.
Ethidiumbromid ist ein in die DNA interkalierender Farbstoff, der die DNA durch
Beleuchtung des Gels mit langwelligem UV-Licht (302 nm) erkennbar macht. Die
unterschiedlich weit gewanderten DNA-Produkte werden so sichtbar und kénnen

durch Fotografie dokumentiert werden (Abb. 5).

2.4 Statistische Auswertung

FUr den Vergleich qualitativer Merkmale wurde der Fisher’s exakt oder der y2-Test
angewandt. Der Mann-Whitney-U-Test wurde eingesetzt, um quantitative Daten zu
vergleichen. Alle Tests erfolgten zweiseitig. Als signifikant galt ein P-Wert von
kleiner als 0,05. Fur die statistische Analyse wurden SPSS 12.0 und SAS 8.2 fur

Windows verwendet.

38



Ergebnisse

3. ERGEBNISSE

3.1 Resultate des Restriktionsverdaus

Durch den Restriktionsverdau erhielt man die verschiedenen Auspragungen der
Genotypen. Beim Austausch von Guanin durch Adenin an der Nukleotidposition
745 erfolgte ein Ersatz von Valin auf Codon 249 durch Isoleucin (1249). Eine
Substitution von Cytosin durch Thymidin an der Nukleotidstelle 839 resultierte in
einem Wechsel von Threonin in Methionin (M280) auf Codon 280 (Faure S. et al.
2000, McDermott D. H. et al. 2001).

Es wurden sowohl fir V249l als auch fir T280M ein Wildtyp und Polymorphismen
in  heterozygoter oder homozygoter Auspragung gefunden. Bei den
Untersuchungen stellte sich heraus, dass bei der Verteilung der CX3CR1-
Polymorphismen nach der bisherigen Studienlage ein sogenanntes ,linkage
disequilibrium® auftrat, d. h. dass gewisse Kombinationen von Allelen oder
genetischen Markern haufiger erscheinen, als von einer Zufallsverteilung
statistisch zu erwarten ware und somit ein gewisser Grad von Abhangigkeit
besteht. Bei CX3CRL1 zeigt sich dies beim Auftreten des SNP ,VV* (Wildtyp) auf
Codon 249. Hier kann auf Codon 280 nur der SNP , TT* (Wildtyp) resultieren. ,VI*
auf Codon 249 ist nie mit ,MM“ auf Codon 280 assoziiert. Weiterhin sind
homozygote Trager des T280M-Genotyps (,MM®) immer ebenso homozygote
Trager des V2491-Genotyps (,II*). Somit stellten sich insgesamt sechs von neun
theoretisch moglichen Kombinationen (siehe Abb. 4) fir die beiden Codons von
CX3CRL1 dar (Faure S. et al. 2000, McDermott D.H. et al. 2001):

Codon 249 Codon 280
\AY TT

VI TT

VI ™

Il TT

Il ™

Il MM

Tab. 12: Die verschiedenen SNPs und der Wildtyp (VV/TT) von CX3CRL1.

V = Valin, M = Methionin, | = Isoleucin, T = Threonin
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Kombinierte Genotypen bei M. Crohn (%)

21% OVVTT
mIUTT
gIlIMM
anT™m

59% BVITT
EVITM

12%

2%
4% 296

Abb. 4: Kombination der Polymorphismen am Codon 249 und 280 bei M. Crohn-Patienten.

oe e - & -0 = - ' = - iee e
- - - - & - -—-—E e - - - . -

Abb. 5: Beispiel einer Gelelektrophorese der Restriktionsverdauprodukte.

Durch das Enzym Acl | (links) und HpyCH4 11l (rechts) entstehen:

e Geschnittenes Produkt, d.h. zwei Banden (107 und 204 bp) = Wildtyp,
entspricht Aminosauren VV bei Acl | bzw. TT bei HpyCH4 Il (z. B. Nr. 123).

e Eine Bande (311 bp) bei homozygotem Polymorphismus, entspricht Amino-
sauren Il bei Acl | bzw. MM bei HpyCH4 11l (z. B. Nr. 113 bei Acl I).

e Drei Banden (311, 107 und 204 bp) bei heterozygotem Polymorphismus,
entspricht Aminosauren VI bei Acl | bzw. TM bei HpyCH4 Ill (z. B. Nr. 115).
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Abb. 6: Die kombinierten Genotypen beim Verdau mit Acl | und HpyCH4 ll.

Wildtyp: VV/TT= zwei Banden bei Acl | und HpyCH4 llI: z. B. Nr. 297

Polymorphismen: [I/TM= eine Bande bei Acl | und drei bei HpyCH4 1lI: z. B. Nr. 320
II/MM=eine Bande bei Acl | und eine bei Hpy CH4 Ill: z. B. Nr.338
VI/TT= drei Banden bei Acl | und zwei bei HpyCH4 11I: z. B. Nr. 345
II/TT=eine Bande bei Acl | und zwei bei Hpy CH4 IllI: z. B. Nr. 351
VI/TM= jeweils drei Banden bei Acl | und HpyCH4 Ill: z. B. Nr. 353

3.2 Vergleich mit dem Kontrollkollektiv

Durch den Vergleich der Crohn-Patienten mit einem gesunden Kontrollkollektiv
sollte festgestellt werden, ob eine Abweichung in der Haufigkeitsverteilung der
unterschiedlichen Polymorphismen besteht. Die demographischen Daten der
Patienten und der gesunden Personen zeigt Tabelle 8. Die M. Crohn-Patienten
wurden bei der Erstdiagnose je nach Krankheitslokalisation, Krankheits-
auspragung und Alter unterteilt. Diese Einteilung erfolgte nach den Kriterien der
Vienna-Klassifikation (Gasche C. et al. 2000). Diese ist 1998 auf dem World
Congress of Gastroenterology in Wien erstellt worden. Sie umfasst das
Ersterkrankungsalter, die Lokalisation und den Verlauf des M. Crohn (siehe Tab.
13):
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Hauptgruppen der Klassifikation |Untergliederung Definition
Alter bei Erstdiagnose (=A) Al unter 40 Jahren
A2 Uber 40 Jahren

Lokalisation = maximales
Ausmald vor der ersten L1 terminales lleum
Resektion (=L)

L2 Kolon

L3 lleokolon

L4 oberer Gastrointestinaltrakt
Auspragung (Behaviour = B) B1 nicht stenosierend,

nicht penetrierend

B2 stenosierend
penetrierend
B3 (Fisteln, Abszesse,

Konglomerattumor)

Tab. 13: Vienna-Klassifikation des M. Crohn (Gasche C et al. 2000).

Wie man in Tabelle 14 erkennen kann, bestand bei der Mehrheit der untersuchten
Patienten eine schwere Auspragung ihrer Krankheit. Ein penetrierender
Krankheitsverlauf wurde bei 62.1% beobachtet. Gemal3 der Vienna-Klassifikation
(Gasche C. et al. 2000) umfasst dies sowohl Fisteln, Abszesse als auch
Konglomerattumoren. 20,0% der Patienten zeigten einen stenosierenden Charak-
ter. AulRerdem manifestierte sich die Krankheit bei den meisten Personen bereits
sehr frih (Mittelwert des Alters bei Erstdiagnose: 27 + 11.6 Jahre).
Zusammengefasst bestand das Kollektiv der Individuen, die von M. Crohn
betroffen waren, aus Patienten mit Uberwiegend schwerer Auspragung ihrer

Erkrankung.
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Al: Alter bei Diagnose <40J | A2: Alter bei Diaghose > 40 J

(n=177) (n=29)
Variable Bl B2 B3 Bl B2 B3 Total
(n=206)
L1 4 7 20 2 2 6 41

(1,9%)  (34%) (9,7%) | (1,0%)  (1,0%)  (2,9%) | (19,9%)

L2 6 2 19 3 0 4 34

(2,9%)  (1,0%) (9,2%) | (1,5%)  (0%)  (1,9%) | (16,5%)

L3 15 16 57 3 3 4 98

(7.2%)  (7.8%) (27,7%) | (15%)  (1,5%)  (1,9%) | (47,6%)

L4 4 11 16 0 0 2 33
(1,9%)  (53%) (7,8%) | (0%) (0%)  (1,0%) | (16,0%)
Total 29 36 112 8 5 16

(14,0%) (17.5%) (54,4%) | (3,9%)  (2,4%)  (7,8%)

Al +A2 37 41 128 206

(17,9%) (20,0%) (62,1%) | (100%)

Tab. 14: Haufigkeiten der Phénotypen innerhalb des M. Crohn-Studienkollektivs gemaR der 24
Untergruppen der Vienna-Klassifikation (Gasche C. et al. 2000).

Das Kontrollkollektiv wurde beziglich der Geschlechterverteilung und des Alters
an die Crohn-Patienten angepasst. Allerdings wurde darauf geachtet, dass die
Personen nicht zu jung waren. Dadurch sollte vermieden werden, dass
maoglicherweise durch eine spatere Krankheitsmanifestation die Ergebnisse der
Vergleichsindividuen verfalscht werden kdnnten.

Die statistische Aufarbeitung der Daten ergab, dass kein signifikanter Unterschied
in der Haufigkeit der unterschiedlichen Polymorphismen zwischen gesunden und

erkrankten Personen besteht. Bei den M. Crohn-Patienten waren 33,0%
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heterozygot und 8,3%

homozygot bezuglich des Polymorphismus V249l.

Betreffend des Polymorphismus T280M waren 23,3% heterozygot und 4,4%

homozygot.

Polymorphismus MC Kontrollen P-Wert OR
(n=206) (n=211) (95% CI)

Codon 249 A% 121 114 0,37 1,21
n=235 (58,7%) (54,0%) (0,82-1,78)

VI 68 82 0,22 0,78
n=150 (33,0%) (38,9%) (0,52-1,16)

1 17 15 0,72 1,18
n=32 (8,3%) (7,1%) (0,57-2,42)

Codon 280 TT 149 151 0,91 1,04
n=300 (72,3%) (71,6%) (0,68-1,59)

™ 48 53 0,73 0,91
n=101 (23,3%) (25,1%) (0,58-1,42)

MM 9 7 0,62 1,33
n=16 (4,4%) (3,3%) (0,49-3,64)

Tab. 15: Vergleich der Verteilung der einzelnen CX3CR1-Polymorphismen zwischen M. Crohn-

Patienten (MC) und dem Kontrollkollektiv.
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B Kontrollen
OM. Crohn

0 , o ] =

Vv Vi ] TT ™ MM

Abb. 7: Gegenuberstellung der kombinierten Polymorphismen am Codon 249 und 280 bei M.

Crohn-Patienten und Kontrollkollektiv.

3.3 Korrelation des Genotyps mit phanotypischen Merkmalen

Durch die retrospektive Analyse von Patientenakten und dem Einsatz von
Fragebdgen bei der Patientenaufnahme konnte ein Vergleich der Ergebnisse der
genotypischen Analyse mit phanotypischen Merkmalen, wie Krankheits-
lokalisation, -auspragung, Erkrankungsalter, Therapieschema, Komplikationen etc.
getroffen werden. Dies erfolgte ebenfalls gemall der Vienna-Klassifikation
(Gasche C. et al. 2000). Die Polymorphismen V2491 und T280M wurden getrennt
voneinander betrachtet und entsprechend mit den Merkmalen korreliert.

Bei allen Patienten, die homozygot fir den T280M-Polymorphismus waren,
wurden Stenosen diagnostiziert (p = 0,03 vs Wildtyp und heterozygote
Merkmalstrager). Weiterhin bestand bei homozygoten T280M-Tagern eine
signifikant erhdhte Beteiligung des lleokolons im Vergleich zum Wildtyp oder
heterozygoten T280M-Merkmalstragern (p = 0,01). Der T280M-Polymorphismus
trat homozygot nur bei 4,4% aller Erkrankten auf.

Ahnliche Ergebnisse konnten bei homozygoten Tragern von V249| gefunden
werden: Hier zeigte sich ebenfalls ein Trend fir das Auftreten von Stenosen (p =
0,06) sowie die Krankheitslokalisation im lleokolon (p = 0,07). Im Vergleich zu

heterozygoten Merkmalstragern fand sich fir die Krankheitslokalisation im lleum
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ein signifikanter Unterschied (70,6% vs. 39,7%; p = 0,03). Der T280M-

Polymorphismus trat homozygot nur bei 4,4% aller Erkrankten auf.

Die Korrelation der restlichen phanotypischen Merkmale stellte keine weiteren

Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen mehr dar. Der Gebrauch von

Immunsuppressiva, die Haufigkeit von extraintestinalen Manifestationen oder

Komplikationen, wie Fisteln und Abszesse, trat in allen Gruppen gleich haufig auf.

1) @ | @ |1+2
Q) 2) (3) VS. VS. VS. VS.
Y% \ I (3) (3) (3) (3)
(n=121) (n=68) (n=17) p - p - p - p-
Wert | Wert | Wert | Wert
Mannlich 54 (44,6%) |32 (47,1%) |11 (64,7%) |0,76  |0,19 | 0,28 |0,13
Body mass index
(kg/m?) 23,0£3,9 23,0#4,1 |23,143,6 |095 (0,89 0,93 |0,90
Alter bei Diagnose (J)
Mittelwert + SD 28,1+11,4 27,3+£12,6 |26,148,1 0,68 0,39 |0,63 |0,44
Bereich 7-64 13-71 12-40
Krankheitsdauer (J) 10,9 + 8,0 11,1+8,6 |[13,748,8 |0,81 0,22 10,30 |0,23
Alter
< 40 Jahre (Al) 102 (84,3%) |59 (86,8%) |16 (94,1%) |0,83 0,46 (0,68 |0,47
> 40 Jahre (A2) 19 (15,7%) |9 (13,2%) |1 (5,9%)
Lokalisation
Terminales lleum (L1) |22 (18,2%) |18 (26,5%) |1(5,9%) (0,19 |0,30 |0,10 |0,20
Kolon (L2) 20 (16,5%) |12 (17,6%) |2 (11,8%) |0,84 |1,00 |0,72 |0,74
lleokolon (L3) 59 (48,8%) |27 (39,7%) |12 (70,6%) |0,28 0,12 (0,03 |0,07
Oberer Gl (L4) 20 (16,5%) |11 (16,2%) |2 (11,7%) [1,00 |1,00 |1,00 |1,00
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Auspragung

Keine Striktur,

nicht penetrierend (B1) | 26 (21,5%) |11 (16,2%) |1 (5,9%) |0,44 |0,19 (0,44 |0,20
Striktur (B2) 21 (17,4%) |13 (19,1%) |6 (35,3%) [0,84 |0,10 |0,19 |0,10
penetrierend (B3) 74 (61,1%) |44 (64,7%) |10 (58,8%) (0,64 1,00 (0,78 |0,79
Immunsuppressiva1 90 (74.4%) 55 (80,9%) | 14 (82,4%) | 0,37 0,56 (1,00 |0,76
Operation wegen MC ? |68 (56,2%) |45 (66,2%) |10 (58,8%) |0,21  [1,00 [0,58 [1,00
Fisteln 61 (50,4%) |40 (58,8%) |9 (52,9%) (0,29 [1,00 [0,78 |1,00
Stenosen ° 78 (64,5%) |46 (67,6%) |15 (88,2%) 0,75 0,06 (0,13 |0,06
Abszesse 42 (34,7%) |27 (39,7%) |7 (41,2%) [0,53 [0,59 [1,00 |0,79
Extraintestinale 87 (71,9%) |38 (55,9%) |13 (76,5%) | 0,04 0,78 |0,17 |0,59
Manifestationen

CED in der Familie 15 (12,4%) [11(16,2%) [1(5,9%) |0,51 [0,69 [0,44 |0,70

Tab. 16 Assoziation des V249I-Polymorphismus mit M. Crohn-Merkmalen. *

Die Kategorie

~mmunsuppressiva“ beinhaltete Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Methotrexat und/oder

Infliximab.  Als Operationen wurden nur M. Crohn-spezifische Behand-lungen eingeschlossen. *

Die Diagnose einer Stenose wurde chirurgisch, endoskopisch oder radiologisch gestellt.
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Ergebnisse

1) 2 3 o @O |@ |1+
TT ™ MM VS. VS. VS. VS.
(n=149) (n=48) h=9) @ |G (B [
p- p- p- p-
Wert |Wert |Wert |Wert
Mannlich 66 (44,3%) |26 (54,2%) |5 (55,5%) |0,24 |0,73 [1,00 0,73
Body mass index
(kg/m?) 23,0+3,9 23,1441 22,443,2 0,86 |0,60 |0,56 |0,58
Alter bei Diagnose (J)
Mittelwert + SD 27,6£11,5 28,1+12,4 |26,9(8,4 0,81 |0,81 |0,72 |0,77
Bereich 7-71 12 - 66 17 - 40
Krankheitsdauer (J) 11,3(8,3 10,5(7,9 13,0(9,0 0,49 |0,62 |0,45 |0,57
Alter
< 40 Jahre (Al) 128 (85,9%) |41 (85,4%) |8(88,9%) |1,00 |[1,00 (1,00 |1,00
> 40 Jahre (A2) 21 (14,1%) |7 (14,6%) |1 (11,1%)
Lokalisation
Terminales lleum (L1) |29 (19,5%) |11 (22,%) |1 (11,1%) |0,68 [1,00 |0,66 |0,69
Kolon (L2) 23 (15,4%) |11 (22,9%) |0 (0%) 0,27 |0,35 |0,18 |0,36
lleokolon (L3) 73 (49,0%) |17 (35,4%) |8 (88,9%) |0,13 |0,03 [0,007 |0,01
Oberer GI (L4) 24 (16,1%) |9 (18,8%) |0 (0%) 0,66 |0,35 |0,32 |0,36
Auspragung
Keine Striktur,
nicht penetrierend (B1) | 29 (19,4%) 9 (18,8%) |0 (0%) 1,00 (0,21 |0,32 |0,21
Striktur (B2) 26 (17,5%) |11 (22,9%) |3 (33,3%) |0,52 |0,36 |0,67 [0,38
penetrierend (B3) 94 (63,1%) |28 (58,3%) |6 (66,7%) |0,60 |0,09 [0,72 |0,73
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Immunsuppressiva 113 (75,8%) |39 (81,2%) |7 (77,8%) |0,55 |1,00 1,00 |1,00
Operation wegen MC |89 (59,7%) 28 (58,3%) |6 (66,7%) |0,86 |1,00 (0,72 |0,74
Fisteln 80 (53,7%) 24 (50,0%) |6 (66,7%) |0,74 |0,51 |0,47 |0,50
Stenosen 99 (66,4%) 31 (64,6%) |9 (100,0%) (0,86 |0,05 |0,04 |0,03
Abszesse 51 (34,2%) 21 (43,7%) |4 (44,4%) |0,30 |0,72 |1,00 |0,72
Extraintestinale 98 (65,8%) |33 (68,7%) |7 (77,8%) [0,86 |0,71 |0,71 |0,72
Manifestationen

CED in der Familie 19 (12,7%) 8 (16,7%) |0 (0%) 0,47 |0,60 [0,33 |0,60

Tab. 17: Assoziation des T280M-Polymorphismus mit M. Crohn-Merkmalen.

49




Diskussion

4. DISKUSSION

4.1 Phanotypische Auswirkungen der CX3CR1-Polymorphismen

Durch die Entdeckung von NOD2/CARD15 als Suszeptibilitatsgen fur den M.
Crohn wurden zum ersten Mal phéanotypische Merkmale des M. Crohn
(Krankheitslokalisation und Erkrankungsausmafl) mit objektiven, genetischen
Markern in Verbindung gebracht. Bestimmte Polymorphismen im NOD2/CARD15-
Gen waren mit einem erhthten Risiko fur stenosierenden Verlauf im terminalen
lleum assoziiert (Hugot J.P. et al. 2001, Ogura Y. et al. 2001). Da allerdings nur
eine Minderheit der Patienten mit M. Crohn von NOD2/CARD15-Veranderungen
betroffen ist, wird ersichtlich, dass die Krankheitspathogenese heterogen ist und
dass zusatzliche genetische Marker identifiziert werden muissen, die die
Krankheitssuszeptibilitat beschreiben kénnen.

In unserer Arbeit wurden Polymorphismen des Rezeptors fir das Chemokin
Fractalkin (CX3CR1) auf Suszeptibilitat und Phanotypentwicklung des M. Crohn
naher untersucht. Die Ergebnisse zeigten beim Vergleich von 201 M. Crohn-
Patienten zu 211 Kontroll-Personen keinen signifikanten Unterschied bezuglich
der Haufigkeit der untersuchten Polymorphismen. Dieses Ergebnis wurde in einer
aktuellen Meta-Analyse, die alle bisherigen genomweiten Assoziationsstudien zum
M. Crohn zusammenfasste bestatigt (Barrett et al. 2008). Allerdings fand sich ein
Zusammenhang zwischen phé&notypischen Merkmalen und den untersuchten
CX3CR1-Polymorphismen: Bei allen Patienten, die homozygot fir den
Polymorphismus T280M waren, konnte eine Beteiligung des Illeums
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde bei Personen mit isoliertem
Auftreten der Krankheit im Bereich des Kolons der homozygote Genotyp nicht
gefunden. Eine Manifestation der Krankheit im lleokolon war bei homozygoten
T280M-Merkmalstragern im Vergleich zu heterozygoten Tragern oder dem Wildtyp
signifikant erhoht. Allerdings trat der T280M-Polymorphismus homozygot nur bei
4,4% der Erkrankten auf, so dass dies fur einen Grof3teil der Patienten nicht von
gleicher Relevanz wie die relativ haufige NOD2/CARD15-Mutation ist. Aufgrund
des geringen Prozentanteils der homozygoten Trager fur T280M, ist die in dieser
Studie verwendete Fallzahl von 206 Patienten relativ gering. Um konkrete
Aussagen treffen zu kénnen, musste diese wesentlich erhoht werden, z.B. im

Rahmen einer Multicenter-Studie. Die bevorzugte Manifestation des M. Crohn im
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lleum bei homozygotem T280M-Merkmalstragern konnte potentiell durch die
erhdhte Expression von Fractalkin in dieser Region erklart werden. Schon durch
andere Studien wurde gezeigt, dass Fractalkin - verglichen mit dem restlichen
Gastrointestinaltrakt - im lleum vermehrt exprimiert wird (Muehlhoefer A. et al.
2000, Niess J.H. et al. 2005). Aul3erdem war T280M signifikant mit Stenosen
assoziiert, d. h. diese wurden bei allen homozygoten T280M-Tréagern diagnosti-
ziert. Bezlglich des V249I-Polymorphismus konnten &hnliche Trends gefunden
werden, d. h. eine Beteiligung des lleokolons sowie die Entstehung von Stenosen
traten bei homozygoten Merkmalstragern vermehrt auf. Vergleichbare Resultate
erzielte eine dhnliche, von Sabate J. M. et al. durchgeflhrte Studie (Sabate J.M. et
al. 2008), Hier wurde ebenso CX3CR1 in Abhangigkeit von M. Crohn untersucht.
Ein Unterschied bezlglich der Haufigkeit der CX3CR1-Polymorphismen zur
Normalbevolkerung konnte auch hier nicht festgestellt werden. Bei Patienten mit
V2491 Polymorphismus, zu dem ein ,linkage disequilibrium® zum T280M-
Polymorphismus besteht, zeigte sich ein signifikant erhdhter stenosierender

Krankheitsverlauf, insbesondere bei Rauchern.

4.2 Limitationen der Vienna-Klassifikation bei der Phénotypisierung von M.

Crohn-Patienten

Zur Bearbeitung der Phé&notyp-Genotyp-Korrelation in dieser Arbeit wurde die
Vienna-Klassifikation herangezogen (Gasche C. et al. 2000). Schon die Autoren
dieser Klassifikation wiesen darauf hin, dass Kompromisse eingegangen werden
mussten und potentiell wichtige Kriterien nicht mit in die Einteilung einbezogen
werden. Diese Problematik &ufRerte sich auch bei der Einteilung der Patienten in
der vorgelegten Studie in die entsprechenden Gruppen. Die Systematik der
Vienna-Klassifikation erlaubt durch seine Gliederung oft nur eine bedingte
Vollstandigkeit des Beschwerdebilds (Gasche C. et al. 2000). Das Ausmal3 des M.
Crohn, das durch die Klassifikation beschrieben werden soll, lasst sich so nicht
vollstandig darstellen. Auch die H&aufigkeit der entsprechenden Ereignisse, wie
Stenosen oder Fisteln, wird nicht erfasst. Die Trennung zwischen ,Lokalisation*
und ,Auspragung” lasst auch keinen Schluss zu, welcher Bereich wie schwer

betroffen ist.
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Bei der Beurteilung der Lokalisation bereitete auch der Parameter ,L4“ also
oberer Gastrointestinaltrakt (oberer Gl), gewisse Schwierigkeiten. Er ist definiert
als ,Lokalisation oberhalb des terminalen lleums, mit oder ohne Beteiligung von
terminalem lleum oder Kolon“. Der Parameter ,L4“ ist somit nicht aussagekraftig,
ob der obere GI-Trakt allein betroffen bzw. welcher weitere Abschnitt zusatzlich
erkrankt ist. Fur ,Lokalisation* musste naturlich ein konkreter Zeitpunkt ausgewahlt
werden. Man einigte sich auf ,das maximale Ausmald der Erkrankung vor der
ersten Resektion* (Gasche C. et al. 2000). Da aber oftmals danach weitere
Manifestationen auftreten, wird auch hier die Problematik der Vienna-Klassifikation
deutlich. Dennoch lasst sich feststellen, dass die Lokalisation tber die Krankheits-
dauer betrachtet, relativ stabil bleibt. Retrospektive Studien haben aber gezeigt,
dass gewisse Befallsmuster eine Assoziation mit der Schwere der Erkrankung
haben. Wahrend eine Beteiligung des Ileums und des anoperinealen Bereichs frih
zu Stenosen und/oder penetrierendem Verlauf fuhrt, verlauft eine isolierte Colitis
relativ unkompliziert. Eine Manifestation im oberen GI-Trakt wurde sogar als
protektiver Faktor gegen eine weitere Krankheitsaggravierung nachgewiesen
(Cosnes J. et al. 2002).

Die strikte Untergliederung in stenosierend (B2) oder penetrierend (B3) erlaubte
keine detaillierten Rickschlisse auf den bisherigen Krankheitsverlauf. Durch das
Vorliegen eines penetrierenden Verlaufs wurde automatisch der ,,B3"-Status erteilt.
Eventuell zuvor oder gleichzeitig bestandene Stenosen wurden nicht
berticksichtigt. Die relativ starre Klassifikation wird auch dem Charakter des M.
Crohn nicht ganz gerecht. Wenn man Patienten mit M. Crohn langer beobachtet,
stellt sich heraus, dass das momentane Beschwerdebild sehr dynamisch ist.
Langzeitstudien haben gezeigt, dass die meisten M. Crohn-Patienten im Laufe
ihres Lebens einen stenosierenden oder penetrierenden Verlauf ausbilden. Somit
darf man hier den Verlauf nicht als konstante, sondern voribergehende Qualitat
betrachten (Cosnes J.et al. 2002, Louis E. et al. 2001).

Nach Abschluss unserer Studie wurde auf dem ,World Congress of
Gastroenterology*” in Montreal 2005 versucht, eine neue Klassifikation zu erstellen,
die mehrere zusatzliche Parameter mit einschlief3en soll.

Es wurde eine zusatzliche Altersklasse ,Al= 16 Jahre oder junger“ eingefuhrt, da
sich Kinder oft in genotypischen und phanotypischen Merkmalen, insbesondere in

der Krankheitsschwere von den Erwachsenen unterscheiden. Die Lokalisation L4
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wird nicht mehr isoliert betrachtet, sondern kann jetzt auch in Kombination mit
anderen Manifestationen dokumentiert werden (Silverberg M. S. et al. 2005).

Das Befallsverhalten bereitete nach wie vor Schwierigkeiten. Man einigte sich hier
darauf, eine Zuordnung erst 5-10 Jahre nach Diagnose vorzunehmen, da die
meisten M. Crohn-Patienten innerhalb dieses Zeitraums eine Stenose (B2) oder
einen penetrierenden Verlauf (B3) gezeigt hatten (Loius E. et al 2001). Die
Ausbildung einer perianalen Fistel wurde aus ,B3“ herausgenommen, da 80% der
Patienten mit perianalem Befall keine Fisteln im restlichen Intestinum entwickelten
(Silverberg M. S. et al. 2005).

Hauptgruppen Untergliederung Definition
Alter bei Diagnose (=A) Al 16 Jahre oder junger

A2 17-40 Jahre

A3 Uber 40 Jahre
Lokalisation (=L) L1 Terminales lleum

L2 Kolon

L3 lleokolon

L4 Oberer GI-Trakt

L4, L1+L4, L2+L4,L3+L4

modifiziert
Auspragung (=B) B1* Keine Stenose,
nicht penetrierend

B2 Stenose

B3 Penetrierend
Perianaler Befall, Blp Keine Stenose,
modifiziert (=p) nicht penetrierend

+ perianaler Befall

B2p Stenose + perianaler Befall

B3p Penetrierend + perianaler Befall
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Tab. 18: Zusammenfassung der Uberarbeiteten ,Montreal-Klassifikation“ des M. Crohn
(Silverberg M. S. et al. 2005). Die wesentlichen Veranderungen zur Vienna-Klassifikation
sind grin hinterlegt.

* Diese Kategorie sollte unter Vorbehalt betrachtet werden, bis eine gewisse Zeit nach
Diagnosestellung vergangen ist. Je nach Studie wird hierfir ein Zeitraum von 5-10 Jahren

angegeben (Louis E. et al 2001).

4.3 Die Rolle des Fractalkin-Rezeptors bei der Phagozytosefunktion dendri-

tischer Zellen

Die hier beobachtete Assoziation mit einem ilealen Phanotyp scheint auf einen
Effekt von CX3CR1 auf ileale dendritische Zellen (DCs) zu beruhen, da die
Funktion von DC durch Fractalkin und seinem Rezeptor beeinflusst wird. Die
Antigen-prasentierenden DC gewahrleisten eine Immunitat gegenuber Patho-
genen und eine Toleranz bezlglich korpereigener Antigene. Somit nehmen sie
eine tragende Rolle in der Immunantwort und der Kontrolle von Entziindungen ein.
Vor allem in der Lamina propria treten sie in Kontakt mit Antigenen und sind fur
den Abtransport von bakteriellen Produkten sowie Proteinen verantwortlich (Niess
J. H. et al. 2005).

Versuche mit CX3CR1-Knock-out-Mausen haben gezeigt, dass CX3CR1-positive
DC dendritische Auslaufer in und durch das Darmepithel bilden, um luminale
bakterielle Antigene aufzunehmen. Die Entstehung dieser transepithelialen
Auslaufer trat bei den CX3CR1-Knock-out-Mausen nicht auf. Dies lasst den
Schluss zu, dass die Formation dieser Strukturen von einer Interaktion zwischen
CX3CR1 mit den intestinalen Epithelzellen abhangig ist. Allerdings wurden diese
Verzweigungen nur in Villi des terminalen lleum beobachtet, nicht jedoch im

Duodenum, Jejunum, proximalem oder mittlerem Illeum (Niess J. H. et al. 2005).

4.4 Intestinale bakterielle Clearance als Pathogenese-Faktor

Durch die Entdeckung von NOD2/CARD15 als M. Crohn-Suszeptibilitdtsgen
wurde bestétigt, dass die Interaktion mit intestinalen Bakterien die Pathogenese

des M. Crohn beeinflusst. Die Funktion des Gens besteht zum einen in einer
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Regulation der Apoptose und zum anderen in der Identifizierung mikrobieller
Produkte (Elson C.O. 2002). CARD15 kodiert einen intrazellularen Rezeptor, der
Muramyl-Dipeptid erkennt, eine Substanz, die in Zellwdnden gram-positiver und
gram-negativer Bakterien gefunden wird (Girardin S. E. et al. 2003, Inohara N. et
al. 2003).

Da intestinale DC an der Kontrolle der bakteriellen Mikroflora beteiligt sind, liegt es
nahe, dass Stérungen in diesem Geflige die Entstehung und den Verlauf eines M.
Crohn wesentlich beeinflussen kénnen. Die CX3CR1-abhangige Fahigkeit der DC,
sowohl die normale Darmflora als auch enteropathogene Keime aufzunehmen,
wurde auch mittels Knock-out-Mausen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass mikrobielle Produkte nur in CX3CR1+-Tieren in die Lamina propria
transportiert wurden. Dies wirkt sich auch auf die erfolgreiche Abwehr von
Infektionen aus, da durch die DC einem bakteriellen Uberschuss im Darmlumen
entgegengewirkt wird. Die hierfir notwendige Ausbildung von transepithelialen
Auslaufern der DC bleibt bei den Knock-out-Mausen aus. Diese Strukturen
fungieren aber als wichtiger Sensor der DC und gewéhrleisten somit eine

ausgewogene Besiedelung des Darms mit Bakterien (Niess J. H. et al. 2005).

4.5 Verdnderte Rezeptorfunktion durch CX3CR1-Polymorphismen

Die vermehrten Stenosen und Manifestationen am lleum bei bestimmten
Polymorphismustypen lassen sich durch eine eventuell verdnderte Funktions-
fahigkeit des Rezeptors z.B. bei der Phagozytosefunktion von DCs erklaren. In
vitro Studien haben gezeigt, dass die V249I-T280M Aminosauresubstitution
Folgen fur die Funktion von CX3CR1 hat (Daoudi M. et al. 2004). Die genauere
Analyse dieser Polymorphismen hat ergeben, dass Monozyten des peripheren
Blutes (PBMC) bei Individuen mit 1249-M280 Genotyp eine gro3ere Adharenz fur
membrangebundenes Fractalkin zeigen, als die Monozyten von Personen, die
homozygot fir CX3CR1-VT (= Wildtyp) waren. Welche strukturellen
Veréanderungen letztendlich zu dieser Funktionsabweichung fuhren, ist nicht sicher
geklart (Daoudi M. et al. 2004). Einerseits kdnnte ein 1249 Genotyp mit einer
Mutation in der Promoterregion einhergehen und somit zu einer veranderten
Expression von CX3CRL1 fuhren (DeVries et al. 2003). Prinzipiell kommt auch eine

veranderte Rezeptorkonformation als Ursache in Betracht. Bei G-Protein-
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gekoppelten Rezeptoren wird dies oft durch Drehungen der Helices 6 und 7
erreicht. In diesen Regionen sind die Mutationen von CX3CR1 lokalisiert.

In wie weit diese Polymorphismen auch einen Einfluss auf die beim M. Crohn
wichtigen DC und somit auf deren Funktion beziglich Bakterien ausiiben, muss
noch weiter untersucht werden. Die Versuche mit CX3CR1-Knock-out-Méausen
haben den Einfluss von CX3CR1 auf die DC schon bewiesen: Die geringere
intraepitheliale Ausbildung von Auslaufern der DC resultierte in einer verminderten
Aufnahme von Bakterien aus dem Darmlumen durch die DC (Niess J. H. et al.
2005). Ob sich Polymorphismen von CX3CR1 auf dieses System auswirken, steht
allerdings noch nicht fest. Jedoch konnte eine funktionelle Einschrankung der
dendritischen Zellen durch eine erhdhte Exposition der intestinalen Epithelzellen
mit Bakterien zu einer Zunahme der Entziindungsaktivitat mit der Folge von
Stenosenbildungen fuhren. Dieses naheliegende Pathogenese-Konzept des M.

Crohn ist in Abbildung 8 zusammengefasst.

T280M-CX3CR1-Polymorphismus - Dysfunktion dendritischer
Zellen

Verminderte Phagozytose
von Bakterien im terminalen
lleum

Stenose im terminalen lleum Verstarkte bakterielle Trans-
lokation und verstarkte Ent-

zindung im terminalen lleum

Abb. 8: Hypothese zum Einfluss von T280M-CX3CR1-Polymorphismen auf den M. Crohn-
Krankheitsphanotyp.
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4.6 Bedeutung von CX3CR1-Polymorphismen bei anderen Erkrankungen

Die Vermutung, dass Fractalkin und sein Rezeptor eine wichtige Rolle wahrend
einer Entztindung im Darm spielen kénnte, wurde auch schon von Muehlhoefer et
al. geauliert (Muehlhoefer A. et al. 2000). Sie beschrieben in ihren Versuchen eine
Zunahme der Fractalkin-mRNA-Expression in der Schleimhaut von Patienten mit
M. Crohn. Die Entdeckung, dass die Zelllinie T84 in der Lage war, freies und
membrangebundenes Fractalkin nach Stimulation mit IL-18 zu produzieren, fuhrte
zu der Annahme, dass es fur die Koordination von CX3CR1+-exprimierenden
Lymphozyten des intestinalen Epithels und der intestinalen Lamina propria von
Wichtigkeit ist (Muehlhoefer A. et al. 2000). Eine weitere wesentliche Funktion von
Fractalkin, die einen Beitrag zum Entzindungsprozess leisten kdnnte, scheint
auch das Abfangen von Leukozyten und die Induktion einer festen
Adhasionsfahigkeit peripherer CD8+-T Zellen, Monozyten und NK Zellen zu sein.
Diese Effekte werden nur durch die Interaktion mit dem Rezeptor CX3CR1
erreicht, d. h. die Anwesenheit von Integrinen oder anderer Adhasionsmolekilen
ist nicht zwingend nétig. Dieser Unterschied zu anderen Chemokinen wird
wahrscheinlich durch den Mucin-Rest innerhalb des Fractalkin-Proteins bewirkt
(Fong A. M. et al. 1998).

Polymorphismen von CX3CR1 beeinflussen auch den Verlauf anderer Krank-
heiten, an deren Entstehung Komponenten des Immunsystems beteiligt sind. Eine
Studie, in der Patienten mit HIV untersucht wurden, zeigte fir CX3CR1-
Polymorphismen eine malfgebliche Rolle bei der Krankheitsprogression. Bei
Patienten, die homozygot fur 1249-M280 waren, entwickelte sich das AIDS-
Endstadium deutlich schneller, als bei allen anderen Genotypen (Faure S. et al.
2000).

Auch die Beteiligung von CX3CR1 bei der Atherosklerose wurde bereits
nachgewiesen. Individuen, die heterozygot fur 1249 waren, zeigten ein bei weitem
geringeres Risiko fir eine Koronararteriosklerose. Bei CX3CR1-Knock-out-
Mausen bestand weiterhin eine herabgesetzte Adhasion von Makrophagen an die
Zellwand und somit eine reduzierte Gefahr der Ausbildung einer Lasion, die eine
Atherosklerose begtinstigen konnte (McDermott D. H. et al. 2001).

Weiterhin konnte ein Einfluss von CX3CR1 bei der Progredienz zur Fibrose bei
Hepatitis C nachgewiesen werden. Die Trager des I-Allels zeigten eine starkere

Fibroseauspragung als homozygote Tréager des V-Allels. Patienten mit schwerer
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Progression waren vermehrt Trager des I-Allels, verglichen mit den Personen mit
leichterem Verlauf (Wasmuth H.E. et al. 2004).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der V249I- und T280M-Polymorphismen auf die
Krankheitssuszeptibilitdét und den Phanotyp des M. Crohn durch den Einsatz von
Restriktionslangenpolymorphismen untersucht. Unsere Hypothese ging von der
Annahme aus, dass Polymorphismen von CX3CR1 uber eine Dysfunktion von
dendritischen Zellen in der Lamina propria zur verminderten Phagozytose von
Bakterien im terminalen lleum fihren (Niess J.H. et al. 2005). Dadurch wird dort
eine verstarkte Entziindung getriggert, die im weiteren Verlauf zur Ausbildung von
Stenosen fuhren kann (siehe Abb. 8). Mehrere Studien haben bewiesen, dass der
Fractalkin-Rezeptor CX3CR1 in das Immun- und Entzindungsgeschehen
miteinbezogen ist (Faure S. et al. 2000, McDermott D. H. et al. 2001). Insgesamt
konnte in unserer Studie gezeigt werden, dass bezuglich der Haufigkeit der beiden
CX3CR1-Polymorphismen kein signifikanter Unterschied zwischen der
Normalbevélkerung und Patienten mit M. Crohn zu finden war, d. h. kein Einfluss
auf die Krankheitssuszeptibilitat vorliegt. Der Vergleich der Genotypen mit den
phanotypischen Eigenschaften der verschiedenen Personen erfolgte anhand der
Vienna-Klassifikation (Gasche C. et al. 2000) und ergab fur homozygote Trager
des T280M-Polymorphismus eine signifikant haufigere Manifestation im lleokolon
und eine erhohte Stenosepravalenz. Beziglich des V249I-Polymorphismus
konnten ahnliche Trends im Sinne einer vermehrten Beteiligung des Ileokolons
sowie gehaufter Stenosen bei homozygoten Merkmalstrdgern gefunden werden.
Dennoch muss man, wie schon bereits erwahnt, das Resultat aufgrund des
niedrigen prozentualen Anteils am Gesamtkollektiv kritisch betrachten. Obwohl
unsere Ergebnisse denen aus der Studie von Sabat J. M. et al. 2004 &hneln,
waren grofRere Untersuchungen notwendig, um die Ergebnisse endgiltig zu
bestatigen. Aufgrund der relativ geringen Haufigkeit von homozygoten
Merkmalstragern, ist dies jedoch nur als Multicenterstudie mdglich.

In welcher Art und Weise diese Polymorphismen aul3erdem einen Einfluss auf die
Pathogenese des M. Crohn nehmen, bedarf ebenfalls weiterer Untersuchungen.
Studien, die z. B. einen Zusammenhang mit der Dysfunktion von intestinalen
dendritischen Zellen bei bestimmten Polymorphismustypen aufdecken wirden,
waren notwendig. Damit ware zu analysieren, ob bei diesen Genotypen eventuell

die Fahigkeit der dendritischen Zellen, die Bakteriendichte im Darmlumen zu
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kontrollieren, eingeschrankt ist und somit die Gefahr einer erhéhten bakteriellen
Translokation mit verstarkter Entzindungsaktivitdt besteht. Ein derartiger
Zusammenhang ware auch eine Erklarung fur den von uns fur Trager des T280M-
Polymorphismus gefundenen Befall des terminalen Ileums mit verstarkter

Stenosebildung.
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