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1. Einleitung

1.1 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen — Afigme Einflihrung

Unter dem Begriff chronisch-entziindliche Darmerkiargen werden die beiden Entitdten Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa zusammengefasst. Belelbehandelt es sich um chronisch rezidivierende
und in Schiben verlaufende Entzindungen des Gaiststinaltraktes. Sie treten hauptséchlich im
Dunndarm und Kolon auf, kébnnen sich aber auch, @en Morbus Crohn, auf den gesamten
Darmtrakt ausbreiten.

Wahrend der letzten 50 Jahre sind die chronischdedtichen Darmerkrankungen zu einem der
haufigsten Probleme der Gastroenterologie der iwheti Welt geworden. Obwohl die Atiologie und
Pathogenese immer noch weitgehend unbekannt blgiladen neue Diagnose- und Therapieoptionen
(Endoskopie, Radiologie, Histologie) zu einem bemseVerstandnis der beiden Manifestationen
gefuhrt und damit konsekutiv zu einer verbessdPt@gnose fir Betroffene.

Die Atiologie ist multifaktoriell. Hierbei spieledie genetische Pradisposition, eine immunologische

Fehlregulation sowie Umwelteinfliisse eine Rolle.

1.1.1 Epidemiologie

Die chronisch-entztundlichen Darmerkrankungen sawd Beschreibungen etwa 130 Jahre alt: 1875
konstatierten Sir Samuel Wilks und Walter Mortomzersten Mal einen Unterschied zwischen
Durchfall und Colitis ulcerosa (Wilks, 1875). 1968schrieb John Lockhart-Mummery im Rahmen
seiner Untersuchungen zur Sigmoidoskopie das miadpische Bild der Colitis ulcerosa (Lockhart-
Mummery, 1909). 1913 wurde eine weitere Studie ffendlicht, in der Uber eine Reihe von Patienten
mit Colitis ulcerosa berichtet wurde (Dalziel, 19130 Jahre spater berichtete Dr. Burill B. Crohn
Uber Patienten, die an Morbus Crohn litten (Crdl882). Nach dem 2.Weltkrieg sind Inzidenz und
Pravalenz, sowohl fir Colitis ulcerosa, als auch Morbus Crohn im Vergleich zur Vorkriegsara
deutlich angestiegen. Davon waren besonders dugstridstaaten betroffen wie Grof3britannien, die
Vereinigten Staaten und Skandinavien. In den aghtzund neunziger Jahren konnte dieser Trend
auch in Kontinentaleuropa nachgewiesen werden.eim létzten Jahren haben sich Inzidenz und
Pravalenz in Nordamerika und Nordeuropa stabitisier

Die Pravalenz fir Morbus Crohn schwankt in Europasehen 8,3 und 214,0 Fallen pro 100.000

Einwohner und fur Colitis ulcerosa zwischen 21ig12#3 pro 100.000 Einwohner. Hochgerechnet auf



400 Millionen Einwohner ergibt das eine Zahl vor® Millionen Menschen, die an chronisch-
entzuindlichen Darmerkrankungen leiden. Fir Norddmeschwanken die Pravalenzen fur Morbus
Crohn von 26,0 bis 198,5 und fir Colitis ulcerosem 21,4 bis 243,0 Falle pro 100.000 Einwohner.
Fur Asien werden die Zahlen der Betroffenen mitl#$650,6 pro 100.000 fir Morbus Crohn und fir
Colitis ulcerosa mit 7,6 bis 70,6 pro 100.000 aredpen.

Die Zahl der Neuerkrankungen reicht in Europa voh lils 9,8 Personen pro 100.000 pro Jahr fur
Morbus Crohn und fur Colitis ulcerosa gibt es Angralawischen 1,5 und 20,3 neue Félle pro 100.000
Einwohner im Jahr. Hochgerechnet macht das 39.20@ Patienten mit Morbus Crohn und 66.000
Patienten mit Colitis ulcerosa pro Jahr in Eurdp&. Nordamerika liegen die Inzidenzen fir Morbus
Crohn bei 3,1 bis 14,6 und fur Colitis ulcerosa Be& bis 14,3 jahrlichen Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohner. Hochgerechnet macht das im date Zahl von 87.000 Neuerkrankungen an
chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen. Die kezman jahrlichen Neuerkrankungen in Asien
liegt mit Werten von 0,5-4,2 fur Morbus Crohn un@-5,8 fur Colitis ulcerosa deutlich niedriger. Es
werden allerdings ansteigende Zahlen aus Teileam&s{Korea) berichtet, bei denen das 10-fache an
Neuerkrankungen im Vergleich zu 1980 beschrieberdaun Afrika und Stidamerika ist die Inzidenz
im Vergleich zu Europa niedriger, 0,03-2,6 fur MastCrohn und 0,6-5,0 fir Colitis ulcerosa (Loftus,
2002). Diesen Beschreibungen gemeinsam ist, dagshson Nordamerika als auch in Europa ein
Nord-Sud-Gefélle zu beobachten ist, mit vermehrferfireten im Norden.

Ein weiterer Trend ist in der Geschlechtervertajlunu beobachten. Hierbei Uberwiegt der
Frauenanteil im Bild des Morbus Crohn, wahrend Hder Colitis ulcerosa der Mé&nneranteil
geringfligig grol3er ist (Binder, 2004).

Das Alter bei der Erstdiagnose chronisch-entzihdlidarmerkrankungen liegt im Allgemeinen in
der 2. oder 3. Lebensdekade, gefolgt von einerenat statistischen Haufung in der 6. bzw. 7.
Dekade.

Es wurden statistisch signifikante ethnische undioreale Unterschiede beschrieben. Bei der
Volksgruppe der Ashkenasi-Juden zum Beispiel wuelee hohere Inzidenz an chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen beschrieben (AkplR@01). Regional signifikante Haufungen der
Inzidenz wurden in stadtischen Gebieten im Vergleio landlichen Gebieten beschrieben oder in
Gebieten mit einem héher entwickelten sozialen @&tehim Vergleich zu Gebieten mit niedrigem
sozialen Standard. Ebenso unterschiedliche Inzetenzurden in L&ndern mit unterschiedlichen
Entwicklungsstufen beobachtet (Bonen, 2003).



1.1.2 Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa ist eine kontinuierlich, emiga der Oberflache ausgedehnte, chronisch-
hamorrhagische Entziindung der Kolonschleimhautissieorwiegend auf die Mukosa begrenzt und
dehnt sich nur in aktiven Krankheitsphasen bisign Submukosa aus. Tiefere Darmwandschichten
bleiben vom Entzindungsprozess ausgespart. Hispimlmgisch ist die Colitis ulcerosa
charakterisiert durch eine Hyperamie der Schleimhadichte zellulare Infiltration des
Schleimhautstromas und einer unregelmaliigen Kmgpthitektur. Fir das aktive Stadium sind
Kryptenabszesse charakteristisch, mit Anhaufung @oanulozyten in den Krypten. Im chronischen
Stadium ist die Schleimhaut mit Histiozyten und Ipmozyten durchsetzt und es liegen
Schleimhautatrophien mit einer Abnahme der BecHidigbte vor. Am haufigsten bleibt die
Entzindung auf das Rektum beschrankt, breitetadlehdings in 50% der Falle auf das Rektosigmoid
und in 25% nach proximal bis zur linken Kolonflexaus. In weiteren 25% breitet sie sich auf das
gesamte Kolon aus (Pankolitis) und beféllt in 10&2@as terminale lleum (Backwash-lleitis).
Charakteristisch fur die Colitis ulcerosa ist emtermittierender Krankheitsverlauf: auf Phasen des
akuten Schubes folgt eine langere Remissionspladse/on Rickfallen unterbrochen werden kann.
Erschwerend kann ein steroidrefraktarer Verlaut @ile chronisch aktiver Verlauf hinzukommen.

Die klinische Enteilung und Therapieplanerstellurgnten sich nach der Aktivitat der Entziindung
(CAl, colitis activity index), den Empfehlungen déienna-Klassifikation oder ihrer Erweiterung, der
Montreal-Klassifikation (Gasche, 2000; Silverbe2§05).

Komplikationen intraintestinaler Art kdnnen aufeetin Form des toxischen Megakolon, das sich aus
der Paralyse der glatten Muskelzellen aufgrund sldrweren transmuralen Entzindung ergibt.
Zusatzlich besteht ein erhdhtes Risiko zur Entwingl eines kolorektalen Karzinoms, nach
langjahrigem Krankheitsverlauf. Hierbei wird dast&ttungsrisiko mit 18% angegeben bei einem
Krankheitsverlauf von 30 Jahren (Lynch, 2004).

Zu den extraintestinalen Manifestationen gehoOrem pliméar sklerosierende Cholangitis, die zu
Stenosen in intra— und extrahepatischen Gallengérigieren kann, das Erythema nodosum und
Pyoderma gangraenosum als Hautmanifestation, Gmdsokwerden (Arthritis, Spondylarthritis),
Episkleritis und Iridozyklitis als Manifestation iBereich der Augen. Das Vorliegen einer primar
sklerosierenden Cholangitis und einer BackwaslidlevergroRern die Wahrscheinlichkeit von
Epitheldysplasien und kdnnen zu einer Erh6hung<aésn-Ca Risikos fuhren.

Die Therapiewahl der Colitis ulcerosa richtet sigth Lokalisation, Schweregrad des Schubes sowie
nach dem Krankheitsverlauf. Der akute Schub wird distalem Befallsmuster mit topischen

Praparaten wie Klysmen, Schaumpréparaten oder Sitppen behandelt. Bewéahrt haben sich hierbei



5-Aminosalizylsaurepraparate und Kortikosteroidei @er Remissionsinduktion von weiter proximal
reichenden Entztindungen haben sich orale 5-Amiizgtate und Steroide als wirksam erwiesen. Bei
steroiddrefraktarer Colitis ulcerosa besteht diedikation zur Therapie mit intravendsen
Immunsuppressiva wie Cyclosporin, um eine Notfddktomie zu vermeiden. Bei
Steroidabhangigkeit, sollten 2 Versuche zur Ausschung misslingen, wird eine Behandlung mit
Immunsuppressiva wie Azathioprin und 6-Mercaptapims Auge gefasst. Im fulminanten Verlauf
oder bei Therapieresistenz ist eine chirurgisctieryiention nétig, mit einer ileoanalen Pouchanlage.
Als Komplikation kann es dabei im Verlauf zu eirzeim Teil rezidivierenden Entztindung im Pouch
kommen (Pouchitis). Diese tritt mit einer Wahrsadfiehkeit von 50% innerhalb von 10 Jahren auf
und wird mit Antibiotika oder mit Probiotika behagit

Extraintestinale Manifestationen, wie zum Beispa@l den Gelenken, werden nur vorsichtig mit
nichtsteriodalen Antirheumatika behandelt, die p@rinsklerosierende Cholangitis hingegen als

Dauertherapie mit Ursodeoxycholsaure (Herrlingé82 Hoffman, 2002, Nikolaus, 2007).

Abb.1.1: A-C Koloskopische Bilder einer Colitis alosa in unterschiedlichen Stadien. A: Leichte &mtiung mit
fehlender Haustrierung und GefafRzeichnung; B: MglEgtzindung mit fehlender Haustrierung. Mukosabdgmatos
angeschwollen und zeigt multiple, fibrinbelegte ¢tomen; C: Schwere Entziindung mit Einengung desensndurch

Pseudopolypen (nach Nikolaus, 2007).

2

Abb.1.2: Histologische Schnitte einer durch Colitlserosa befallene Kolonschleimhaut. D+E: Kryptsmesse (Pfeile);
F: Pseudopolypen (Pfeile) (nach Nikolaus, 2007).
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1.1.3 Morbus Crohn

Bei dem Morbus Crohn handelt es sich um eine Ewlztig des Gastrointestinaltraktes, bei der alle
Wandschichten betroffen sind und die den gesammiastinaltrakt befallen kann. Der Morbus Crohn
tritt diskontinuierlich und segmental auf, woben @iebeneinander Vorkommen von gesunden und
erkrankten Darmabschnitten charakteristisch istkiglskopisch zeigt sich eine Entzindung aller
Wandabschnitte, die von der Mukosa bis zur Mus@ilaropria und Serosa reicht. Dabei kann die
Darmwand ddematds und fibrotisch verdickt sein. el kommt es zu stenotischen Einengungen
des Lumens, aber auch zur Ausbildung von Fisteterachiedlichster Lokalisation. Regional kommt
es haufig zu Lymphknotenhyperplasien und Lymphditgsen. Mikroskopisch findet man ein
entziindliches Infiltrat aus neutrophilen und eoghilen Granulozyten, sowie Makrophagen und
Lymphozyten. Der charakteristische Nachweis vorthghoidzellgranulomen gelingt nur bei 40% der
Betroffenen. Die héaufigste Lokalisation sind dasiieale lleum und das proximale Kolon. In 30% der
Falle wird das lleum isoliert befallen, in 25% isol das Kolon und in 45% der Félle tritt ein
gemeinsamer Befall auf. Intraintestinale Kompligagn ergeben sich aus der Pathogenese und fuhre
zu Stenosen, Strikturen, Fisteln und Abszesse hrehi entsprechenden Symptomen. Extraintestinale
Manifestationen treten in Augen auf als Iritis ueeitis, in der Haut in Form von Erythema nodosum
und Pyoderma gangreanosum, sowie in Gelenken #isithe und Arthralgien. Eine Assoziation der
Autoimmunhepatitis wurde dartiber hinaus ebenfadischrieben. Das Entartungsrisiko mit erhéhter
Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Malignomerravin der Literatur variabel angegeben, wobei
es niedriger ist als bei der Colitis ulcerosa. brreicht die Spanne der Inzidenzratio von 5,628i8
(Bonen, 2003). Zusatzlich konnen den Krankheitspsezsystemische Leiden erschweren, in Form von
Anamie, Eisenmangel, Vitamin-B12-Mangel, Hypoalboéamie, Zinkmangel, Nierensteine,
Osteoporose.

Die klinische Einteilung und Therapieplanerstellunthten sich nach der Aktivitat der Entziindung
(CDAI, crohns disease activity index), den Empfelgen der Vienna-Klassifikation oder ihrer
Erweiterung der Montreal-Klassifikation (GascheQ@QSilverberg, 2005).

Der akute Schub wird in leichten bis mittelschwef€illen oral mit Budenosid bzw. Mesalazin
behandelt, in schweren Fallen mit systemisch wirlea Steroiden oral oder intravends. Zur
Remissionserhaltung sind Mesalazin und Kortikostieraral, systemisch oder lokal anzuwenden, je
nach Schweregrad. Im chronisch aktiven Verlauf, rogfeefraktdrem Verlauf und im
steroidabhangigen Verlauf wird eine Therapie amgbstmit Azathioprin/6-Mercaptopurin und bei
nicht Ansprechen mit Methotrexat und TNF-alpha-Adtper wie Infliximab. Ein fistulierender

Verlauf stellt, je nach Komplikation, eine Indikai zur erweiterten medikamentdésen Therapie,
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lokalen Intervention oder zu einer operativen Mdfdn@ dar. Die Therapie extraintestinaler
Beschwerden ist schwer kalkulierbar, da es Intewakh mit der Grunderkrankung geben kann, die
eventuell zu einem erneuten Schub fuhren kann. eébielgt symptomatisch (Hoffman, 2002;

Lichtenstein, 2004; Hoffman; 2002).

Abb.1.3: Koloskopische Bilder eines Morbus CrohnlLBichte Entziindung mit einer aphtésen LasiornyIgRige
Entziindung mit multiplen flachen longitudinalen &Hationen; F: Schwere Entziindung mit multiplen £ckenspur-

artigen Ulzerationen (nach Nikolaus, 2007)

-

Abb.1.4: Histologische Schnitte bei einer durch M Crohn befallenen Darmmukosa. A-C: Mukosa m#n@tomen
(Pfeile) (nach Nikolaus, 2007)

1.2 Atiologische Modelle zur Entstehung chrohisntziindlicher Darmerkrankungen

Die Atiologie chronisch-entziindlicher Darmerkrangan ist bisher noch weitgehend unverstanden.
Verschiedene Einflisse sind bekannt und in zalezicStudien bewiesen, jedoch ist aufgrund der
Komplexitat des Zusammenspiels der einzelnen Faktan sich und untereinander kein einheitliches

Bild der Pathogenese entstanden.
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Eine familiare Haufung ist seit langerem bekanrmidurch der Einfluss des genetischen Hintergrundes
in die Pathogenese seinen Eingang findet, wobeEddtuss beim Morbus Crohn groR3er ist als bei
Colitis ulcerosa (Orhom, 1991; Tysk, 1988). Weiterist erwdhnenswert, dass Lander mit bisher
niedriger Inzidenz an chronisch-entzindlichen Dakmamkungen in jingster Zeit einen Zuwachs an
Neuerkrankungen verzeichnen, wodurch sich ein &sfl von Ernahrungsgewohnheiten oder
Umweltfaktoren vermuten lasst (Xavier, 2007). Ausstdpathologischen Untersuchungen von
Schleimhautbiopsien aus befallenen Darmarealen tkonman verédnderte Zytokinkonzentrationen
messen, die in Ihrer Gesamtheit zur EntstehungSareimhautulzerationen fihren kénnen, wie sie,
in unterschiedlicher Weise, zu den Entitdten Morwshn und Colitis ulcerosa beitragen kdnnten
(Xavier, 2007).

Gemeinsam den Erklarungsmodellen ist, dass sieasislfeinem endogenen Teil und einem exogener
Teil zusammensetzen: Der endogene Teil bestehginam, mehr oder minder genetisch begriindeten
Einfluss auf das angeborene und erworbene Immueraysind auf die bakterielle Homobostase im
Intestinum. Der exogene Anteil basiert auf epigeoben Einflissen wie Erndhrungsgewohnheiten,
wie auch auf potentiellen pathogenen Mikroorganismm Zusammenspiel konnten aufgrund einer
genetischen Pradisposition und veréanderten Umvkédifan und/oder pathogenen Mikroorganismen,
Einflusse auf das Immunsystem und auf die intelgtirlbmoostase entstehen, die in ihrer Gesamtheit
zu einem Ungleichgewicht und zu einer Entziindungrdestinalen Mukosa fiihren. Siehe Abbildung
1.5.

Umweltfaktoren

Mikroorganismen

Bakterielle
Homdostase

Chronisch-
Genetischer * entziindliche
Hintergrund Darmerkrankungen
Angeborenes /

erworbenes
Immunsysten

Abb.1.5: Modell zur Pathogenese chronisch-entziihdli Darmerkrankungen. Blau: Exogene Einflisse;

Rot: Endogene Einflisse (nach Xavier, 2007)
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1.2.1 Genetische Faktoren bei chronisch-entziretidbarmerkrankungen

Ubereinstimmende Ergebnisse aus der Zwillingsfamghund Multiplex-CED-Familien legten in den
1990iger Jahren die Vermutung nahe, dass es etedigeng der Gene an der Pathogenese chronisch-
entziindlicher Darmerkrankungen geben koénnte. Aufgrdunktioneller Uberlegungen wurden
verschiedene ,Kandidaten-Gene* untersucht. Es stardhbei Gene des HLA-Systems, Zytokine,
Muzine und Integritatsproteine im Focus (RusseQ40Fortschritte in der molekularen Genetik und
eine Verringerung der Genotypisierungskosten erioiitgin den Sprung von der bisher Hypothesen-
gestitzten Forschung zu Hypothesen-freien Genomsudleungen am Menschen (Gaya, 2006; Van
Limbergen, 2007). In diesen Genom-weiten Scans evmath auffalligen DNA-Sequenzen gesucht
beispielsweise ATT ATT ATT oder GGG GGG GGG (Rusg604). Anhand solcher Muster konnten
auf Chromosomen Bereiche identifiziert werden,idieZusammenhang mit chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen standen (Shanahan, 2002). Es wutdbei Loci entdeckt die mit IBD 1-9
(inflamatory bowel disease susceptibility locus)lb8zeichnet wurden. In diesen Regionen und auch
aul3erhalb dieser Regionen wurden verschiedene @islgitsgene identifiziert. (Van Limbergen,
2007).

a) Genetische Epidemiologie

Genetische Auffalligkeiten werden sichtbar, wennnnigahlen der Inzidenz und Prévalenz von
unterschiedlichen Populationen innerhalb eines karigktrachtet (siehe Kapitel 1.1.1). Innerhalb der
USA haben Untersuchungen zur Pravalenz von MorlafirCin einzelnen Volksgruppen ergeben,
dass pro 100.000 43,6 Kaukasier, 29,8 Afro-Amergka4,1 Hispano-Amerikaner und 5,6 Asiaten
betroffen sind. Innnerhalb der kaukasischen Bevalkg haben Kaukasier judischer Abstammung im
Vergleich zu nicht-judischen Kaukasiern eine 2-Hfd@where Inzidenz und eine 2-9fach hdhere
Pravalenz an einem Morbus Crohn zu erkranken. Kaekhaben auch eine hohere Pravalenzrate als
Afrikaner und auch als Asiaten, welche die niedegréavalenzrate haben. Die erhdhte Inzidenz bei
den Ashkenasi-Juden wurde in diesem Zusammenhangtarschiedlichen Zeitintervallen und in
unterschiedlichen Regionen erforscht und beleghédp2003).

Weitere Beweise flur eine genetische Beteiligunigtievertikale und horizontale Untersuchungen von
betroffenen Familien und ihren Angehdrigen. Von sdie haben 5-10% eine positive
Familienanamnese (Russel, 1997). Weiterhin isthrésben worden, dass belastete Familien zu 75%
konkordant beziglich einer Entitat von chronisckeéndlicher Darmerkrankung, entweder Morbus

Crohn oder Colitis ulcerosa, sind. Die fehlende®625ind mit beiden Subtypen der chronisch-
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entzindlichen Darmerkrankungen belastet. Kranktiegiskteristika wie die anatomische
Lokalisation und bestimmte Komplikationen sind heéllig konkordant in mehrfach betroffenen
Familien beschrieben worden (Bayless, 1996; Folmac¥997; Folwaczny, 1998; Schreiber, 2002).
Neben Untersuchungen innerhalb von Familien istZawdlingsforschung von grof3er Bedeutung fir
die Evidenz einer genetischen Pradisposition. Daraiden zum Teil Unterschiede sichtbar gemacht,
die nicht auf genetischem Einfluss beruhen, sondaroh die Umwelt bedingt sind. Die Konkordanz
zwischen eineiigen Zwillingen liegt bei Morbus Crnobwischen 42-58% bei Colitis ulcerosa zwischen
6 und 17%. Im Morbus Crohn unterscheidet sich dak&bei zweieiigen Zwillingen nicht von dem
der Ubrigen Geschwister und bei Colitis ulcerosgtldas Risiko zwischen 0 und 5%. Der Subtyp der
chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen, Morbush@roder Colitis ulcerosa, ist einheitlich mit
nahezu 100% bei eineiigen Zwillingen anzutreffen.

Um Unterschiede zwischen familiar vorbelastetenelRtgn und Neuerkrankten feststellen zu kénnen,
wurde das Erstmanifestationsalter untersucht. kanbiélastete Patienten mit Morbus Crohn haben bei
Erstdiagnose ein Durchschnittsalter von 22 Jahsmenhingegen 27 Jahre das Durchschnittsalter von
nicht-familiar vorbelasteten Patienten ist. Bei @alitis ulcerosa liegt das Alter bei Erstdiagnbse
23,3 im Vergleich zu 28,6 Jahren bei nicht-famédi@Fallen (Peeters, 1996).

Diese Ergebnisse sprechen insgesamt flr eine gehetBeteiligung an der Entstehung chronisch-
entzindlicher Darmerkrankungen, wobei man davongehis dass ein Mendelscher Erbgang

auszuschlie3en ist und eine polygenetische Batedjgvahrscheinlicher ist.

b) Pradisponierende Gene

Im Rahmen der ersten 10 durchgefuihrten Genom-w&itams sind seit den friithen neunziger Jahren

zahlreiche Genregionen in Zusammenhang mit chrbrestziindlichen Darmerkrankungen gebracht

worden. Abbildung 1.6 gibt die Lokalisation der 3estibilitatsgenregionen und deren Signifikanz

wieder.
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Abb.1.6: IBD = inflammatory bowel disease; Genantemenschlichen Genom, die in den ersten
Genom-weiten Scans in Verbindung zu den chronisthidadlichen Darmerkrankungen gebracht
wurden (nach Ahmad, 2001)

Diese Genorte wurden, ihrer Beschreibung nach ctoegisch, mit IBD 1-9 bezeichnet. 6 dieser 9
Loci sind in voneinander unabhangigen Studien wisnle bestatigt worden und erfillen strikte
Kriterien fur eine signifikante Kopplung: IBD1 aulem Chromosom 16qgl12, IBD2 auf dem
Chromosom 12913, IBD3 auf dem Chromosom 6p13, IBD#dem Chromosom 14ql1l, IBD5 auf
dem Chromosom 5g31-33 und IBD6 auf dem Chromos®ml3d. Weitere Loci sind auf den
chromosomalen Regionen 1p36, 7q und 3p beschriebeten. Hierbei sind IBD1, IBD4 und IBD5
spezifisch fir Morbus Crohn, wahrend IBD2 nur fioli@s ulcerosa spezifisch ist. IBD3, IBD6 und
andere Loci wurden in beiden Subpopulationen deoribch-entziindlichen Darmerkrankungen
gefunden. Eine Ubersicht iber Lokalisation und basbende Forschergruppe gibt die Tabelle 1.7

wieder.
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Abb.1.7: Chromosomale Lokalisation, Suszeptibaiggine in der Region und Literaturangaben fiir die
9 zuerst beschriebenen Kopplungsregionen fir cbecbrgntziindliche Darmerkrankungen
(nach Schnitzler, 2007).

Abgesehn vom NOD2/CARD15 auf dem Chromosom 16, eslcals erstes Suszeptibilitdtsgen fur
den Morbus Crohn entdeckt wurde und vom IBD5 Loctishrte die Untersuchung von
Suszeptibilitatsgenen in diesen Regionen zu ke@irdeutigen Assoziation mit den chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen. Vor einem Jahr sieder Genom-weite Analysen durchgefiihrt
worden, die zur Identifizierung weiterer GenortavbSuszeptibilitatsvarianten gefuhrt haben (Cho,
2007b). Abbildung 1.9 bringt eine Ubersicht Ubex signifikanten Assoziationen.

Genomic Function and/or Genes
Gene or Locus Location in the Region
NoDz 16012 Intracellular sensor of peptidoglycan
IL23R 1p31 IL-23 receptor
ATG18L1 2037 Autophagy gene
Intergenic region Epl3 PPTGER4; CARD&
IBD&S B3l PSLC22A4, PSLC22A5, ?IRF1
MHC region Ep2l Major histocompatibility complex
PTPNZ 18p11 T-cell protein tyrosine phosphatase
IL12B Eg33 Interleukin-12,/23 p40 subunit
NKX2-3 region 10g24 Gut immune development
Intergenic region 10g21 PZNF365; PEGR2 Abb.1.8: Definitive Assoziation mit
Gene-fich region 2p21 Many den chronisch-entziindlichen
IRGM gene region 5933 Autophagy gene Darmerkrankungen (nach Cho, 2007b)
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Im Folgenden soll kurz auf die neu beschriebeneszé&tibilitatsgene bzw. die Loci IL23R,
ATG16L1, IBD5 und IRGM eingegangen werden.

IL23R ist der Rezeptor fir das Interleukin 23 (ILZ¥an Limbergen, 2007). Interleukin 23 bedingt
die Differenzierung von indifferenten T-Helfer-Lyinpzyten in spezialisierte T-17-Helfer-
Lymphozyten, Th-17-Zellen (Steinmann, 2007). Im r¥@such fiuhrten diese Th-17-Zellen im
Gastrointestinaltrakt zu autoimmuner und chronisdBetziindung, wobei das IL-23 eine tragende
Rolle spielte (Hue, 2006). Mutationen im IL-23R-Gedie zu einem mehr oder minderen

Funktionsverlust des Proteins fuhrten, zeigtenrem®tektiven Effekt beziglich der Entstehung von

Morbus Crohn im Vergleich zu Kontrollpersonen (Duet006; Dubinsky 2007; Van Limbergen,
2007).

Abb.1.9: Differenzierung von
indifferenten/naiven T-Zellen zu
Th17-Zellen (IL12=Interleukin
12; IL4=Interleukin 4;
IL23=Interleukin 23;
IFNy=Interferon gamma;
IL23R=Interleukin 23 Rezeptor;
IL17=Interleukin 17) (nach Cho,
2007b

Das Gen ATG16L1 auf Chromosom auf 2937 kodiertdfiir Protein welches bedeutend ist fir die
Rolle von Zellen, die die Fahigkeit zur Phagozytbssitzen, da es in dem Vorgang der bakteriellen
Prozessierung und der Autophagozytose wichtige famén einnimmt (Hampe, 2007). Das
Ausschalten dieses Gens hat zu einer vermindegibigkeit der Zelle gefuhrt die Phagozytose von
Salmonella typhimurium (Rioux, 2007) durchzufihréie ist als eine Rolle des Proteins in der
Abwehr gegeniber intrazellularen Erregern zu vheste Verschiedene Untersuchungen haben die
Assoziation von genetischen Varianten in diesem Gemt chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen bestatigt (Libioulle, 2007; Payke807; Wellcome, 2007; Baldassano, 2007;
Cummings, 2007; Prescott, 2007).

Der IBD5-Locus auf dem Chromosom 5931 wird wied#drhmit chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen in Verbindung gebracht. Die |demrung der kausalen Mutationen in der
Region war jedoch aufgrund des starken Kopplundsistgewichtes schwierig. Vor 3 Jahren sind 2
Varianten in den Genen SLC22Aund SLC22H beschrieben worden, welche als

krankheitsverursachende Mutationen vorgeschlagerdemu Die Kausalitat der beiden Varianten
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bleibt jedoch fraglich. (Rioux, 2001; Negoro, 200ltekova, 2004; Torok, 2005; Noble, 2005;
Silverberg, 2007).

Das Gen IRGM (immunity-related GTPase protein typdiegt auf Chromosom 5933 und das Protein
ist ebenso wie ATG16L1 fur Zellen, die die Fahigkeir Phagozytose besitzen. Es ist gezeigt worden,
dass es eine besondere Rolle bei der Phagozytagdyabakterien inne hat und Varianten in diesem

Gen wurden eindeutig mit Morbus Croassoziier{Singh, 2006)

c) DerIBD1 Locus

Die perizentromerische Region des Chromosoms 1@evili®96 erstmals von dem Padiater Hugot in
Zusammenhang mit Morbus Crohn gebracht und als IB&dus benannt (Hugot, 1996). In weiteren
Studien wurde diese Kopplung mit Morbus Crohn kegtéOhmen, 1996, Curran, 1998; Cavanaugh,
1998; Cho, 1998; Annese, 1999). In den darauffalganlahren ist dann in diesem Bereich das Gen
CARD15/NOD2identifiziert worden. Siehe Abbildung 1.10.

Chr 16
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Abb.1.10: Chromosm Nr.16 mit IBD1 Locus (rote Linjeach Kambe, 2005)

d) DasCARD15/NOD2-Gen

Nachdem 1996 der IBD1 Locus beschrieben wurdengeta im Jahre 2001 das Gen zu identifizieren,
welches fiur die Kopplung mit Morbus Crohn veranttvoh ist. Es ist das NOD2-Gen (nucleotide
oligomerization domain 2) das auch CARD15 (caspas®ating and recruitment domain 15) genannt
wird (Hugot, 2001; Ogura, 2001). Dieses Gen bestet11 konstanten Exons und einem variablen
zwolften Exon (Ogura, 2001). Siehe Abbildung 1.11.
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Im Rahmen dieser und weiterer Untersuchungen is¢4&, 2004; Hugot, 2001) die Identifikation von
3 Veranderungen in diesem Gen, welche Uberzufdllagfig bei Patienten mit Morbus Crohn
vorkommen, mdglich gewesen: eine Insertionsmutat@020insC (p.Leul1007fsX1008) und zwei
Nukleotidaustausche ¢.2104C>T (p.R702W) und ¢.2222@.G908R) (Hugot, 2001). 10-30% der
Morbus Crohn Patienten sind heterozygot fur eine d&lutationen, wahrend 3-15% der Patienten
entweder homozygot oder compound-heterozygot fie der 3 Mutationen sind. Im Vergleich dazu
sind 8% einer gesunden Vergleichspopulation heygaizund 0-1% homozygot oder compound-
heterozygot fir eine der 3 Mutationen. In weite®udien zeigte sich, dass die Kombination aus den 3
Mutationen zusammen bis zu 82% der mutierten Allelendividuen in Studien tber Morbus Crohn
Befallene darstellten (Hugot, 2001; Ogura, 2001sdge, 2002). Weiterhin wurde gezeigt, dass das
relative Risiko an Morbus Crohn zu erkranken im gleich zur gesunden Normalbevélkerung als
Tréager einer der 3 Mutationen bei 1,5-3% liegt. Befall zweiter Allelen steigt das Risiko auf bis z
40% an (Hampe, 2001; Lesage, 2002; Cuthbert, 280fad, 2002; Vermeire, 2002; Bonen, 2003;
Akolkar, 2001; Cavanaugh, 2003; Newman, 2004; Hugo®1; Ogura, 2001). Allerdings weisen 60-
70% der Morbus Crohn Betroffenen keine dieser Monan auf (Abreu, 2002; Ahmad, 2002;
Cuthbert, 2002; Hampe, 2002; Lesage, 2002; Vermgb62). D.h. dass diese 3 Genverdnderungen
nicht ausschlie3lich fur die Entstehung von Morl@rehn verantwortlich gemacht werden kdnnen
(Hugot, 2002; Hampe, 2002, Linde, 2003). Das Fekleer 100%igen Assoziation zwischen diesen
Mutationen und das Vorkommen von Morbus Crohn l&ssh einen Fragen offen beziglich der
Pathogenese, zum anderen erlaubt es den Rucksadithisssdie Pathogenese nicht ausschliel3lich auf
diese speziellen genetischen Ursachen zurlckzufuise sodass noch andere genetische und

umweltbedingte Faktoren auf die Entstehung diesétdE miteinbezogen werden sollten.
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Assoziationsstudien mit CARD15/NOD2 Mutationen iratiBntengut aus europaischen, nord-
amerikanischen, israelischen und australischen Kehdestatigen die oben genannte Assoziation.
Studien aus Finnland, Irland und Schottland beleders ebenfalls, allerdings mit geringeren
Haufigkeiten. In der schwarzen Bevolkerung liegt Assoziationsstarke im Allgemeinen niedriger als
in der kaukasischen, wohingegen keine Mutationatemchinesischen, koreanischen oder japanischer
Population gefunden werden konnten (Ahmad, 2004).

e) DasNOD2-Protein

Das NOD2-Protein besteht aus zwei N-terminalen asespecruitment domains (CARDSs), einer

zentral lokalisierten nucleotide-binding oligomatibn domain (NOD) und zehn sogenannten leucine-
rich repeats (LRRs) am COOH-Terminus, die aus jd@imosauren bestehen. Siehe Abbildung 1.12.
(Hugot, 2001; Inohara, 2002).

NOD2

L e I

CARD CARD  MNOD LRRs

Abb.1.12: Strukturmodell von
NOD?2 (modifiziert nach
Kambe, 2005)

Es gehort zu einer Familie von Proteinen, die inEelution aufgrund ihrer wichtigen Funktion als
Schutzbarriere gegen Eindringlinge in der Mukosaegjsch streng konserviert wurden und dadurch in
vielen Eukaryoten Verwandte besitzt. Siehe Abbiglarl 3.
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Abb.1.13: CATERPLLAR -verwandte Genprodukte vark&ryoten (CArd, Transcription Enhancer,
R(purin)-binding, Pyrin, Lots of LEucine repeatSARD= caspase recruitment domain;

PYD= pyrin domain; MSD= murine maternal specifiaytiin; BIR= baculovirus inhibitor of apoptosis
repeat; CC= coiled coils; TIR= Toll/interleukin-éaeptor domains; NACHT= nucleotide-binding
domain found in NAIP, CIITA, HET-E and TP1; NAD=ACHT associated domain;

NB= nucleotide binding; ARC= APAF1 R-gene produasl CED-4, LRR= leucine rich- repeats;
WD40= cytochrome c sensing domain of APAF1; FIIN&=interaction domain involved in

inflamasome formation (modifiziert nach Schreit®905)

NOD2 wird vor allem in Monozyten und dendritisch&ellen, aber auch in intestinalen Epithelzellen,
vor allem in Panethzellen, expremiert, weiterhin imestinalen Myofiboblasten, Endothelzellen,
neutrophilen Granulozyten und Osteoblasten (Og208,1; Ogura, 2003; Otte, 2003; Davey, 2006;
Lala, 2003; Girardin, 2003; Inohara, 2001; Inoh&@02; Gutierrez, 2002; Berrebri, 2003; Rosenstiel,
2003; Hisamatsu, 2003). In Enterozyten ist die leaBapression von NOD2 niedrig, hingegen erhéht
bei entziindlichem Befall (Rosenstiel, 2003). Intikigrten Enterozyten kann die NOD2-Expression
durch die Stimulation mit proinflammatorischen Zywn, wie Tumornekrosefaktor alpha und
Interferon gamma (Rosenstiel, 2003) induziert werde

Als das NOD2 Protein zu Beginn identifiziert wurdeurde es mit Proteinen von Pflanzen in
Beziehung gebracht, welche zum Schutz gegen Sdgédleine Rolle spielen und zwar mit
Pathogenrezeptoren. NOD2 gehort zu der FamilidRégeptoren des angeborenen Immunsystems, die
sogenannten Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRBg0r4, 2001). Spater fand man heraus, dass

NOD2 als intrazellularer Rezeptor fir MDP (MurNaéAla-D-isoGIn oder muramyl dipeptid)
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fungiert. MDP ist ein Bestandteil des Peptidoglykasas in der Zellwand von gramnegativen und von

grampositiven Bakterien vorkommt (Girardin, 2008hara, 2003).

Gram-positive bacteria

— e

&4’0 6y, Gram-negative bacteria

Abb.1.14: Aktivierungsmotiv
fr NOD2 und NOD1
(modifiziert nach Kambe,
2005)

Die Erkennung von MDP (muramyl dipeptid) erfolgtdar LRR-Region (leucin rich repeats) (Kambe,
2005). Morbus Crohn assoziierte genetische VanmameNOD?2 bedingen Strukturveranderungen, die
zu Funktionseinbuf3en fuhren. Sie wurden hauptsécii der Nahe oder im LRR-Bereich gefunden
und nicht am N-Terminus des Proteins (Eckmann, p0Bighe Abbildung 1.12. Die Leul007fsinsC
Mutation ist eine “non-sense” Mutation, welche elreserrasterverschiebung in der Proteinsynthese
des NOD2 Proteins bedingt, wodurch das Protein 8rAminosauren verkurzt wird (Ogura, 2001).
Die R702W und G908R Mutationen, beides “mis-senkkitationen, fuhren ihrerseits auch zu
Veranderungen in der LRR-Region. Dadurch kommtuesizem signifikanten Funktionsverlust in der
Erkennung von MDP mit verlorener Rezeptorfunkti@s dOD2-Proteins (Ogura, 2001; Li, 2004).
Nach Ligandenbindung kommt es normalerweise zu édtigomerization mit Hilfe der NO-Doméne
(nucleotide oligomerization) (Kambe, 2005). Dig3kgomerization beféahigt das Protein mit der
Seronin-Threonin-Kinase namens RICK/RIP2 zu interag und via des Kernfaktors NB die
Induktion von pro- und anti-inflammatorischen Zyitwén, Induktion von Co-Molekilen der T-Zell-
Aktivierung, Induktion von epithelialem Zellvertégdingsmuster und Vermittlung von zahlreichen
antimikrobiellen Zellantworten zu bewirken (Vid&001; Fritz, 2005; linuma, 1995; Todate; 2001;
Abbott, 2004; Kobayashi, 2002; Wehkamp, 2004)
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Abb.1.15: Schematische Darstellung
der Ligandenbindung,
Oligomerization und RICK-

P— Aktivierung nach Ligandenbindung
Activat MF-kB
Civition of von mDP an das NOD2 Protein
(modifiziert nach Kambe, 2005)

1.2.2 Epigenetische Faktoren

Neben genetischen Einflissen wurden auch epigehetisaktoren fur die Entstehung von chronisch-
entzuindlichen Darmerkrankungen verantwortlich gdrhddie Suche nach krankheitsverursachenden
Faktoren wurde dadurch angetrieben, dass kein idinhes genetisches Modell gefunden wurde,
welches die Pathogenese zur Ganze erklart. Aufgderdnicht ganz 100%igen Konkordanz bei
eineiigen Zwillingen, den regionalen und nationalénterschieden und dem Nord-Sud-Gefélle in
einigen Kontinenten wurde der Einfluss von epigseeen Faktoren auf Inzidenz und Pravalenz

vermutet.

a) Die bakterielle Darmflora

Der Gastrointestinaltrakt besitzt aufgrund seinedl$&@ und seiner besonderen Eigenschaften ein
eigenes Immunsystem, welches als GALT (gut assatipimphoid tissue) bezeichnet wird. Dieses
muss in Zusammenarbeit mit der Mukosa des Intasignun Form einer mechanischen Schranke, 2
lebenswichtige Aufgaben gleichzeitig erfillen: zwgmen muss die Aufnahme von Nahrstoffen
gewahrleistet sein und zum anderen die Verteidiglesy Wirts gegen Antigene, die sowohl aus der
Nahrung, als auch von Mirkoorganismen stammen kdn#esatzlich soll das Immunsystem des
Darms, tolerant sein gegenuber anndhernd 102 kowsatee Mikroorganismen, welche zusammen
mehr Zellen besitzen als der Korper des menschiichirts. Diese Symbiose von Mensch und
Bakterium ist nicht zufallig, sondern hat sich iraufe der Evolution zum Vorteil beider Lebewesen

entwickelt. Der Darm ist eine 6kologische Nischreder die Mikroorganismen Warme, Nahrung und
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Schutz bekommen, wéahrend der Wirt Vitamin K, Teiles Vitamin-B-Komplexes, kurzkettigen

Fettsauren und Schutz vor pathogenen Mikroorgamdm&ommt.
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Abb.1.16: Ubersicht iiber das GALT und seine zelen&Anteile (nach Macpherson, 2005)

Es ist verstandlich, dass dieses Gleichgewichttiébht zu halten ist und sehr anfallig fur Stdgan
sein kann, wie es die chronisch-entziindlichen Deétraakungen zeigen (Mac Donald, 2005).
Zahlreiche Befunde und Untersuchungen belegen dae@ung von bakteriellen Antigenen fir die
Entstehung der chronisch-entziindlichen Darmerknagé&n (Holtmann, 2002). Hierflr spricht die
haufige Manifestation in den Darmarealen mit dechisten Bakterienkonzentrationen (lleum, Kolon).
Darauf basierend konnte im Tierexperiment gezemgyiden, dass Tiere unter keimfreien Bedingungen
keine intestinale Entziindung mehr entwickeln imgkegich zu normal gehaltenen Tieren. Zudem kann

die Unterbrechung der Darmpassage durch einen pAraeter distal gelegene Darmlasionen beim

Morbus Crohn zur Abheilung bringen, wéhrend es n@&dkderherstellung der Passage zu einem
rezidiv. kommen kann (Shanahan, 2000). Schliel3liennkeine Instillation von Darminhalt aus
betroffenen Darmarealen bei Morbus Crohn in operaisgeschaltete Darmareale zu Rezidiven der

Erkrankung in den ausgeschalteten Arealen fiihreHgBns, 1998).

25



b) Pathogene Mikroorganismen

Bei der Suche nach ursachlichen Faktoren, die zoistéhung von chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen beitragen konnten, ist man ingemi Studien einzelnen Mikroorganismen
nachgegangen. Es wurde vermutet, dass die Infektibdem intrazellularen Erreger Mycobakterium
paratuberculosis eine Rolle bei der Entstehung lespiekonnte. Hierzu wurde ein Modell
vorgeschlagen, das dem der Helikobacter pylorikiide bei der Gastritis Typ B gleichkommt
(Chiodini, 1984). Der Nachweis einer signifikant&moéhung von Antikdrper Typ A, G, oder M gegen
Antigene des Mycobakteriums gelang jedoch nicht b@§@shi, 1988), ebenso wie der
immunhistochemische Nachweis des Organismus inoemtrenen Proben (Kobayashi, 1989). Ein
weiterer Vertreter der Mikrobiologie im Modell détathogenese war das Masern-Virus aus der
Gruppe der Paramyxoviren. Es ist vermutet wordeagsddieses Virus vaskulare Mikrolasionen
verursacht und somit zu einer granulomatdosen Edtrign fihren kann (Wakefield, 1993).
Mittlerweile besteht lediglich noch der Verdachisd eine perinatale Infektion mit dem Masern-Virus
das Risiko an Morbus Crohn zu erkranken signifikarttéht (Ekbom, 1994). Weiterhin wurde
vermutet, dass ein nicht-konventionelles Bakterimgher Virus einen Beitrag in der Pathogenese der
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen hat (Miicil970). Als Beweis wurde die Tatsache
verwendet, dass eine chronische, granulomatoseifaiing mit homogenisierten Proben von Morbus
Crohn Patienten hervorgerufen werden kann. DieslssBeweis jedoch widerlegt worden, als man
herausfand, dass diese Entziindung durch toxisatteif® aus den Proben selbst verursacht wurde
(McLaren, 1982). Eine protektive Auswirkung auf dimtwicklung von chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen haben jedoch vermehrte Infektiomener Kindheit aufgrund eines geringen
Hygienestatus (Gent, 1994). Ob dabei eine veramdemtwort der T-Helfer-Zellen in Frage kommt

oder ob die Ursache hierfur bei den regulatorisch&ellen liegt, wird heute noch untersucht.

c) Das Rauchen

Ein etablierter nicht mikrobieller Faktor ist deafakkonsum bzw. die Inhalation von Tabakrauch. Es
wurde gezeigt, dass sowohl das aktive (Jick, 1988)auch das passiv Rauchen (Sandler, 1992) einel
protektiven Effekt auf die Entwicklung einer Cdiitulcerosa ausiiben. Hingegen hat der Tabakkonsun
einen nachteiligen Effekt, in dem das EntsteheesMorbus Crohn geférdert wird (Calkins, 1989).
Dieser Trend wurde ebenfalls in Kohortenstudien blebtet, mit mehr betroffenen

Familienmitgliedern, sowohl fir Morbus Crohn alsclufir Colitis ulcerosa (Lee, 1996). Die
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gegensatzlichen Auswirkungen bei Morbus Crohn imrgl&ch zur Colitis ulcerosa, liegen
maoglicherweise in deren unterschiedlicher Pathogen®ie vermuteten direkten homoostatischen

Veranderungen, die durch das Rauchen verursackhewesind in Abb.1.17 aufgefuhrt:

« Beeinflussung der zellularen bzw. humoralen
Immunantwort

e Veranderung der Zytokin Expressionsmuster

e Veranderung der Eicosanoid-vermittelten
Entziindung

* Reduktion, der antioxidativen Kapazitat

* Produktion von Sauerstoff-Freien Radikalen

*  Produktion korpereigener Glukokortikoide

+ Veranderte Zusammensetzung des Mukus im Abb.1.17: Potentielle, durch
Kolon Rauchen veranderte

+ Veranderung der mukosalen Durchblutung Mechanismen mit Bedeutung

e  Pro-thrombotische Effekte fur chronisch-entziindliche

«  Erhohte Permeabilitat Darmerkrankungen

(modifiziert nach Birrenbach,

* Veranderte Motilitat
2004)

1.3 Die Rolle de®OD2-Proteins beim Morbus Crohn

NOD2/CARD15 ist das erste, stark mit Morbus Crobsoziierte Gen. DaNOD2-Protein gehért zu
der Familie der Pattern-Recognition-Rezeptoren. iBs ein Rezeptorprotein mit mehreren
funktionellen Doménen (siehe Abbildung 1.18).

Apoptosis and NF-kp Oligomerization Bacterial recognition
activation
28 /24 127\ 220 273 l’ 577 744 l 1020 1040
Nuclear bindriﬁgﬂ! Leucine rich repeat
EAnt GAnD. domain | region
— crormnal  AbD.1.18: M(_)dell Qes
NOD2-Proteins mit den 3
Arg702Trp Gly908Arg beschriebenen Mutationen

Leu1007finsC (nach Kambe, 2005)

Es sind Uber 60 genetische Varianten im NOD2-Gagloeéeben worden (Ahmad, 2002), von denen 3
die hochste Assoziation mit Morbus Crohn aufweigeg702Trp (Exon 4), Gly908Arg (Exon 8)und

Leul007fsinsC (Exon 11). Diese 3 genetischen Vterarstellen gemeinsam bis zu 82% der
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Mutationen in untersuchtem Patientengut von Morl@irehn Patienten dar und erhdhen, jede
unabhangig von der anderen, das Risiko an MorbuhrCru erkranken, nicht jedoch an Colitis
ulcerosa (Hugot, 2001; Ogura, 2001; Lesage, 20B@¥atzlich pradisponieren diese genetischen
Varianten fur einen bestimmten klinischen Phanoty, Hauptlokalisation im lleum (Hugot, 2001,
Ogura, 2001; Lesage, 2002, Cho, 2007a). Das RiakoMorbus Crohn zu erkranken ist bei
Individuen, die heterozygot fur eine der 3 Mutaéorsind um das 2,4fache und bei homozygoten oder
compound-heterozygoten um das 17,1fache erhdhtn{&eou, 2004). Dieses Krankheitsrisiko ist
eines der groRten beschriebenen Risiken im Zusatmngmmit der multifaktoriellen Krankheit (Cho,
2007b). Weiterhin ist festgestellt worden, dass dipygote und compound-heterozygote Anlagetrager
signifikant haufiger einen fistulierendem oder st@arendem Verlauf entwickeln und ein um 2-3
Jahre friheres Manifestationsalter aufweisen alsbi Crohn Betroffene ohne diese genetischen
Veranderungen (Lesage, 2002).

35-45% der Morbus Crohn Patienten besitzen einer¢éwggote Anlage von einer der 3 Mutationen
und 10% ein homozygote oder compound-heterozygotéage (Vermeire, 2005). Weniger
Anlagetrager sind in skandinavischen, irischen seitbttischen Untersuchten gefunden worden, kaum
welche in der schwarzen Bevdlkerung und keine dstuBationen sind in asiatischen Morbus Crohn
Patienten gefunden worden (Helio, 2003; Bairead32®rnott, 2004; Croucher, 2003; Yamazaki,
2002; Leong, 2003; Kugahtasan, 2005).

NOD?2 ist ein zytoplasmatisches Protein, das algabikller Rezeptor fur die Erkennung von MDP
(muramyl dipeptid) von Bedeutung ist. MDP ist eiroti vom Peptidoglykan, das in der Zellwand
von grampositiven und gramnegativen Bakterien vk (Girardin, 2003; Inohara, 2003). NOD2
erkennt MDP mit Hilfe der LRR-Region (leucin riclepeats) am C-Terminus des Proteins und
aktiviert Uber mehrere Schritte den Kernfaktor ®B5- der seinerseits die Induktion von einem
Orchester an pro- und anti-inflammatorischen Zyteki bewirkt (Fearnley, 2001; Takaesu, 2003;
Chen, 2004; Barnich, 2005). Entsprechend dem Zysakiretionsmuster kann die Immunantwort
unterteilt werden in eine Th-1 oder Th-2 zellvetaite Reaktion auf das Pathogen (Lotz, 2006). Bei
einer Th-1 vermittelten Immunantwort kommt es zoeen dominieren der Zytokine Interleukin 1, 2,
6, 12, 18, Tumornekorsefaktor alpha und Interfegamma (Neumann, 2007). Bei einer Th-2
vermittelten Immunantwort herrschen die Zytokingetteukin 4, 5 und 10 vor (Neumann, 2007). In
mehreren Studien ist belegt worden, dass es im Baltas Morbus Crohn zu einer Th-1 vermittelten
Immunantwort, mit dem Uberwiegen der oben genanrdgtokine kommt (Reinecker, 1993;
Reimund, 1996; Fuss, 1996; Kakazu, 1999; Annunzi2@87), hingegen zu einer Th-2 vermittelten

Immunantwort im Rahmen der Colitis ulcerosa (Canwpdl998; Sawa, 2003).
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Die Abhangigkeit von NOD2-Mutationen sind im Hintki auf das Zytokinexpressionsmuster
kontroversen Theorien postuliert worden:

Es existieren derzeit mehrere Theorien bezuglichfudgktionellen Verbindung zwischen Mutationen
im NOD2-Gen und das Entstehen von Morbus Crohnaglst ist mehrfach beschrieben worden, dass
es bei Mutationen im NOD2-Gen zu einer verringerdativierung des Kernfaktors NkB kommit,

mit einer verringerten Freisetzung von ImmunmedeatqOgura, 2001; Kobayashi, 2005).

Einige Untersuchungen sprechen fir eine Rolle d€&DXProteins in der Abwehr gegeniber
Bakterien. Genetisch veranderte Mause, denen dd32N&en ausgeschaltet wurde, waren anfalliger
fur eine orale Verabreichung des Bakteriums Liatenonocytogenes, was in Verbindung mit einer
geringeren Paneth-Zell-vermittelten Expression \amtimikrobiellen Proteinen wie Defcr-4 und
Defcr-rs10 gebracht wurde (Kobayashi, 2005). Amgfaierten intestinalen Epithelzellen, denen die
Fahigkeit vermittelt wurde NOD2 zu exprimieren, iiobachtet worden, dass diese das Eindringen
und das Wachstum des enteropathogenen Bakteriumsoisala typhimurium verhindern kdénnen
(Hisamatsu, 2003). Weiterhin ist vorgeschlagen wonrddass NOD2 die Abwehr gegenuber
Streptococcus pneumoniae und Mycobakterium Stampegfinstigen wirde (Cho, 2007). Was die
Darmmukosa von Morbus Crohn Patienten betrifftwsiode in lleumbiopsaten von Betroffenen beim
Vorhandensein von NOD2-Mutationen eine herabgeseEapression der antimikrobiellen alpha-
Defensine HD-5 und HD-6 beschrieben (Wehkamp, 200jterstitzend ist die Tatsache, dass
antibiotische Therapieanséatze sehr effizient in ¢han Morbus Crohn Untergruppen angewendet
werden (Isaacs, 2004). Gemeinsam diesen Ausfilhnuisgedass sie die Theorie unterstitzen, dass es
aufgrund von Veranderungen im NOD2-Protein zu egestorten Immunantwort kommen kann mit
einer verminderten Reaktion gegeniber eindringelddterien (Eckmann, 2005). Dadurch kdnnte es
zu einer vermehrten Besiedlung des Intestinuumspatitogenen Eindringlingen kommen, die eine

andauernde Entziindung unterhalten kénnten. Sidbtaldung. 1.19.
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Enterocyte

Enterocyte

Paneth cell

Paneth cell

Abb.1.19. Schematische Darstellung eines Vergleigfischen nicht-mutiertem NOD2-Protein (griin/links)d mutiertem
NOD?2-Protein (blau/rechts) in Paneth-Zellen undestyten im Mausmodell. Erklarung: Bei Anwesenkeit intaktem
NOD?2-Protein kommt es zu einer Aktivierung des Kakiors NF«B und damit unter anderem zu einer Produktion von
antimikrobiellen Substanzen, die zu einer Abwehn Wirkoorganismen (rot) flhrt. Bei genetisch veréridm NOD2-
Protein erfolgt eine verringerte Aktivierung von B und eine defizitare Freisetzung von antimikrdeielSubstanzen

was in einer erhdhten Mikrobendichte (mehr rotyhgesrt.

Diese Beobachtungen sprechen fur einen Funktiohstem Falle von Morbus Crohn assoziierten
NOD2-Mutationen und unterstitzen die sog. ,losdurfction Theorie zur pathogenetischen Rolle
von NOD2-Mutationen.

Eine zweite pathogenetische Theorie ist die sogain,gof function® Theorie, welche auf
Beobachtungen bzgl. des proinflammatorischen Zwytdki-1beta beruht. Im Mausmodell wurde
gefunden, dass es in Makrophagen mit mutiertem N®M@2ein im Vergleich zu solchen mit
normalem NOD2-Protein bei Stimulation mit MDP zthkeéen Konzentrationen von Interleukin-1beta
kommt (Maeda, 2005). Diese Mause zeigten weiteelmie starkere Entziindungsreaktion im Kolon
unter experimentellen Bedingungen, und diese Enlniigp sprach sehr gut auf eine Therapie mit
Hemmer des Interleukin-1 Signalweges an (MaedabR0Diese Daten lassen vermuten, dass es
aufgrund von Veranderungen im NOD2-Protein zu ewenstarkten Interleukin-lbeta Antwort bei
MDP-Stimulation kommt. Es wurde hierbei angenomnaags NOD2 via NkB die Synthese von
unfertigem Interleukin-1beta (Pro-IL1beta) indueierkann, jedoch nicht ohne Hilfe des Interleukin
konvertierenden Enzyms (ICE) in funktionsfahigesefieukin-1beta Uberfihren kann. Mutiertes
NOD2 wirde diese Fahigkeit besitzen und in der Lagi@ ICE zu aktivieren, entsprechend dem
NODZ1-Protein (Yoo, 2002). Somit kdme es zu erhéhkehbeta Spiegeln beim Vorhandensein von
NOD2-Mutationen (Eckmann, 2005). Aufgrund der awtiod parakriner Sekretionsweise des Zytokins
konnte es zu einer Selbststimulation kommen, dieUnterhaltung der Produktion und Sekretion
fuhren konnte (Eckmann, 2005). Entsprechend diggpothese ist bei Mausen mit fehlendem ICE
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eine verminderte Entzindungsreaktion der Mukosairgikfn worden, die unter experimentellen
Bedingungen ausgelost wurde (Siegmund, 2001) unerapieansétze mit Inhibitoren des IL-1-
Rezeptors fihrten zu einer Besserung der entzimalicSymptomatik (Maeda, 2005). Die

schematische Darstellung dieser pathogenetischearighist in der Abbildung 1.20 aufgefuhrt.

Macrophage

Macrophage

IL-16
MDP IL-1B
MDP

ProllL-1%

MF-xB target

NF-xB target
genes

genes
Inflammation

Inflammation

Abb.1.20: Vergleich der ILfi Sekretion in NOD2 nicht-mutierten (grun/links) unautierten (blau/rechts) Zellen im
Mausmodell. Erklarung: Bei nicht verdndertem NOD®2tBin kommt es zu keiner Aktivierung der ICE uramit zu

keiner Fertigstellung von ILf Mutiertes NOD2 erwirbt diese Fahigkeit mit derldey dass IL-B produziert und
sezerniert wird, was die erneute und anhaltendaugiiion dieses Weges bedingt und zum Auftreteerelintziindung

fuhren kann.

In Untersuchungen an Monozyten aus peripherem iBiutingegen bei Individuen mit homozygoter
Anlage der Leul007fs Mutation eine herabgesetztéividdt von NF«B und eine verringerte

Expression an IL-1beta nach Stimulation mit MDPugelien worden (Li, 2004). Diese Diskrepanz zu
den Ergebnissen im Mausmodell kann auf verschiedi@ktoren beruhen: die Zellpraparation, die
Stabilitat des NOD2-Proteins, der Unterschied ziesc menschlichem Modell und tierischem
Mausmodell, wie auch die Tatsache, dass stimulMdeozyten weniger reagibel sind im Sinne einer

negativen Rickkopplung nach einstiger AktivieruBgrien, 2003; Eckmann, 2005).

Ein weiteres pathogenetisches Modell beruht auf Sekretion des Interleukins-12 (IL-12). Im
Mausmodell ist beschrieben worden, dass NOD2 namhtdkt mit MDP die Aktivierung des Toll-

like-Rezeptors 2 (TLR2) hemmt, nachdem dieser diakteriellen Peptidoglykan (PGN) stimuliert
wurde. Die Aktivierung von TLR2 wirde nach Kontakit PGN eine erhéhte Produktion von IL-12
und dessen Untereinheiten IL-12p40 und IL-12p70 ibk@m, welche durch aktiviertes NOD2
gehemmt ware, siehe Abbildung 1.21 (Eckmann, 208%iner Untersuchung mit Makrophagen von

Mausen mit mutiertem oder ausgeschaltetem NODZeProtst keine Hemmung des TLR2
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Signalweges verzeichnet worden, und somit erhéhdazintrationen an I1L-12p40 und IL-12p70
gemessen worden (Watanabe, 2004). Ahnliche Ergsdsiad bei in vivo Untersuchungen an NOD2
defizienten Mausen beschrieben worden, in denertid®gpykan systemisch verabreicht wurde
(Watanbe, 2004).

Macrophage ¥ i Macrophage /

PGN PGN

sy X Tzpss IL-12
IL-12p40 \. . x
Th1 T cells IL-12p40

Th1 T cells

Abb.1.21: Vergleich von nicht-mutiertem (grin/linkend mutiertem (blau/recht) NOD2-Protein in Zusasnimang mit der
IL-12 Produktion. Erklarung: Bei nicht verdndert&i®D2-Protein kommt es zu einer Hemmung des TLR2i@iwgeges
und damit zu einer niedrigen IL-12 Konzentratiomwm&ontakt mit PGN. Bei verandertem NOD2 entfalést Hemmung
und es kommt zu einer Aktivierung von MB-und damit zu erhéhten Konzentrationen an IL-H5 die Immunantwort in

Richtung Th-1 lenkt und weitere pro-inflammatorisctytokine induziert.

Eine andere Studie im selben Gebiet konnte dieseld-nicht bestatigen (Kobayashi, 2005), so dass
diese Theorie ebenfalls wie die anderen zwei, uttesirist. Somit bedarf es derzeit weiteren
Untersuchungen zur Klarung der pathogenetischele Roh NOD2-Mutationen beim M. Crohn.

1.4 Zu den untersuchten Zytokinen und ihrer Riodlien Morbus Crohn

Interleukin 1beta

Abb.1.22: Dreidimensionale
Struktur von Interleukin 1beta
(nach, Yoon 2000) 32




Das Interleukin-1beta ist ein monomeres Proteistdieend aus 153 Aminoséauren und einer Grol3e
von 17kDa. Es ist ein pro-inflammatorisches Zytokimd somit ein wichtiger Mediator der akuten
Phase und der zellularen Immunantwort (Giovine,0)9%s wird hauptsachlich von Monozyten
exprimiert, aber auch endotheliale, lymphatischialegund epidermale Zellen sind hierzu in der Lage
Sezerniert fuhrt es zu einer Aktivierung von B- uhidymphozyten, zu einer Proliferation von
Fibroblasten, Induktion von Fieber und zu einemehrten Synthese von Akut-Phase-Proteinen der
Leber (Dinarello, 1984; Fenton, 1987). Die Aktiwiag der Gene, die dafur kodieren, erfolgt durch
NF-xB (Nuclear Factor kappa B). Nach der Translatiaisteht eine inaktive Vorstufe dieses Proteins,
das als Pro-Interleukinglbezeichnet wird. Diese inaktive Vorstufe wird durdas Interleukin{i-
converting Enzym (ICE) in das aktive Interleukin gewandelt. Die Sekretion kann sowohl autokrin,
als auch parakrin erfolgen. An Effektorzellen binds an den Rezeptoren CD121a (IL-1RI) oder
CD121b (IL-1RII). Dadurch kann (ber mehrere Mediato Fieber entstehen oder es werden
Makrophagen oder T-Lymphozyten aktiviert. Letztemd&s kommt es zu einer Entztindung, durch
Aktivierung eines breiten Spektrums an pro-inflantonachen Genen. Der IL-1beta-“Knockout® ist

durch eine gestoérte Antwort der akuten Phase ctersiert.

Interleukin 10

Abb.1.23:
Dreidimensionale Struktur
von Interleukin-10 (nach
Yoon, 2000)

Das Interleukin 10 wurde 1989 zum ersten Mal al®okin-Synthese-Inhibitor, der von Th-2-Helfer-
Zellen produziert wird, beschrieben (Fiorentino89p Mittlerweile hat man verstanden, dass IL-10
ein zentraler Regulator der mukosalen Immunantwarid eines der wichtigsten anti-
inflammatorischen Zytokine Gberhaupt ist (RennRB00). IL-10 ist ein 18,5kDA grof3es Zytokin und
wird von Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, T- w.ymphozyten, dendritischen Zellen und
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verschiedenen Tumorzelllinien gebildet. HumaneslOL-bindet nach seiner Sekretion an ein
tetrameres Rezeptorprotein, welches aus 4 Unteriéamhbesteht: 2 und 23 (Donelly, 1999). Die 2

a Untereinheiten dienen zur Bindung, die  Untereinheiten zur Signaltransduktion. Dfe
Untereinheit, oder CRF2-4, wirkt Gber die Signakeae der Janusrezeptoren (JAK1-STAT3) und
aktiviert das SOCS-3 Gen. Dieses Gen (supressoytokine signalling-3) inhibiert seinerseits den
JAK/STAT-Signalweg und die Expression vieler Waahstgene (Riley, 1999). Eines dieser Gene
kodiert flir den Transkriptionsfaktor NE&B, welches auch fir chronisch-entzindliche
Darmerkrankungen eine wichtige Rolle spielt. Dieuptéunktion des IL-10 liegt in der Beendigung
eines inflammatorischen Prozesses durch Hemmung Si#wretion von pro-inflammatorischen
Zytokinen. Weiterhin spielt IL-10 in der Regulatider Proliferation und Differenzierung von T- und
B-Lymphozyten, natirlichen Killerzellen, Antigengsentierenden Zellen, Mastzellen und
Granulozyten eine wichtige Rolle (Asadullah, 20Q3).den gehemmten Zytokinen gehdren IL-1beta,
TNF-alpha, IL-6, die Th-2-Helferzellzytokine IL-4nd -5 (Staples, 2000), pro-inflammatorische
Proteine wie MIP-&, RANTES, IL-8 und Eotaxin (Chung, 1999), pro-imfilmatorische Enzyme wie
INOS und COX-2 (Li, 2003). Neben der hemmenden Wk besitzt IL-10 eine stimulierende
Wirkung auf die Expression an den anti-inflammatciien Proteinen wie IL-1 Rezeptorantagonist,
dem Ioslichen TNF-alpha Rezeptor und dem TIOMMs(tes inhibitor of matrix metalloprotease) (Li,
2003). Eine der wichtigsten Wirkungen von IL-10dst Hemmung von IL-2 und Interferonwelche
Stimulatoren der Th-1 gerichteten Immunantwort sifi@amit bewirkt IL-10 einen shift der
Immunantwort von Th-1-Zellen zu Th-2-Zellen (Fiotieon, 1989). Bei einem Fehlen wirde es
folglich zu einem Uberwiegen der Th-1-lImmunantwkommen, so wie es beim Morbus Crohn der
Fall ist (Bouma, 2003; Sato, 2005; Cobrim, 2005uf@g 2005; Monteleone, 2005; Madsen, 2002).
Die Sekretion des anti-inflammatorischen IL-10o&gf kompensatorisch (Li, 2003) und wird durch
einen inflammatorischen Prozess selbst oder dur@hinflammatorische Zytokine (IL-1, TNF-alpha)
hervorgerufen. Dadurch wird sichergestellt, daste etntziindung sich selbst limitiert und nicht
andauert und, dass durch den Entzindungsprozesglandem Organismus nicht mehr Schaden
zugefugt wird, als durch die auslésende Noxe. DBiesegative Feedback des IL-10 im
Entziindungsregelkreis (Poll, 1994) konnte im Tiedgib mehrfach bestétigt werden (Kuhn, 1993;
Berg, 1995; Rennick, 2000).

34



Interleukin 12

Abb.1.24:
Dreidimensionale
Struktur von Interleukin
12 (nach Yoon, 2006)

Das Interleukin 12 ist ein heterodimeres, pro-imitaatorisches Zytokin, bestehend aus einer 35-kDa
(p35) und aus einer 40-kDa (p40) Untereinheit, utitereinander durch eine Disulfid-Briicke zum
biologisch aktivem IL12p75 verbunden sind (Kobaya&B89). Beide Untereinheiten (p35 und p40)
sind Produkte von verschiedenen Genen, die unabhdwgneinander lokalisiert sind und
unterschiedlich kontrolliert werden (Sieburth, 1R9®%vahrend p35 ubiquitdr exprimiert und post-
transkriptionell reguliert wird (Aste-Amezaga, 200Ma, 1996), ist p40 auf Phagozyten und
dendritische Zellen beschrankt und erliegt lediglener transkriptionellen Regulierung (Trinchieri,
2003). Im Vergleich zum biologisch aktiven 1L-12dup35 wird p40 10-1000-mal mehr sezerniert
(Trinchieri, 1998).

IL-12 wird von Phagozyten und dendritischen ZebéshAntwort auf einen immunologischen Stimulus
hin sezerniert (D’Andrea, 1992; Macatonia, 1995acN seiner Sekretion bindet es an seinen
Rezeptor, der seinerseits ebenfalls aus 2 Einhbasteht: IL-12R1 und IL-132 (Presky, 1996). Der
Rezeptor wird von aktivierten T-Lymphozyten, natihhen Killerzellen, B-Lymphozyten und
dendritischen Zellen exprimiert (Presky, 1996; Gnainn, 1998; Airoldi, 2000). Nach seiner Bindung
an den Rezeptor kommt es zur Autophosphorylieruesy @imeren Rezeptors und nachfolgend zur
Phosphorylierung von Tyrosin- und Januskinasenweiteren Verlauf kommt es zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT4 (signal transducer antivator of transkription 4), der die Transkriptio
bestimmter Gene iniziiert (Bacon, 1995; Simpsor§8)9Als Folge davon kommt es zur Expression
und Sekretion von Interferonund zur Differenzierung von indifferenten T-Lymmyten zu Th-1-
Lymphozyten (Hsieh, 1993; Manetti, 1993). Interfefoaktiviert seinerseits ein ganzes Arsenal an
pro-inflammatorischen Zytokinen und vergrofert dffekte von IL-12. (Trichnieri, 2003) Dies
befahigt den Organismus zu einer Organ-spezifisdnanunitat und zu einer adaquaten Abwehr
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gegeniber pathogenen Bakterien und intrazellul&arasiten (Trichnieri, 1998). Aufgrund der
Funktion eine ungerichtete, allgemeine Immunantworeine spezielle, durch Th-1-Lymphozyten
vermittelte Immunantwort umzuwandeln, steht IL-12 Bindeglied zwischen der angeborenen und

der Th-1 vermittelten, adaptativen Immunantwort.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Morbus Crohn ist ein Krankheitsbild multifaktoriedl Atiologie. Zur Pathogenese tragen sowohl
Umweltfaktoren wie auch genetische Faktoren beneEherausragende Rolle nimmt dabei der
Rezeptor NOD2 ein. Mutationen dieses Rezeptors sindeutig mit dem Auftreten von Morbus

Crohn assoziiert und fihren zu einer gestorten riEnkeg von bakteriellen Peptidoglykanen bzw.
deren Untereinheit Muramyl-Dipeptid (MDP).

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Expoessnusters ausgesuchter Zytokine in Monozyten
von Individuen mit verschiedenen NOD2-GenotyperchnKontakt mit bakteriellem MDP. Hierfur
wurden Monozyten von Patienten mit Morbus Crohnisovon Kontrollpersonen isoliert und mit
bakteriellen Bestandteilen (MDP und LPS) stimuli&ie mRNA-Expression fur IL-1beta, IL-10 und
IL-12p40 wurde nach Stimulation mit MDP in Indivielu mit verschiedenen NOD2 Genotypen
verglichen.

Hierbei sollte untersucht werden:

1. In welchem Ausmali die Morbus Crohn assoziieN€@D2-Mutationen zu einer erh6hten oder
erniedrigten Expression von IL-1beta fuhren, daftirein der bisherigen Literatur unterschiedliche
Ergebnisse veroffentlicht worden sind.

2. Inwieweit die NOD2-Mutationen die Expression ubrl2p40 beeinflussen.

3. Die Wirkung der Mutationen auf die Expressiomvih-10, einem Zytokin mit ausgepragter

antiinflammatorischer Wirkung, unabhangig von depiession anderer Zytokine.

4. Der Einfluss der 3 Hauptmutationen (Leul007f80RN, G908R) auf die Rezeptorfunktion des
NOD2-Proteins.

Die gewonnenen Informationen sollten zu einem bess&/erstdndnis der Pathogenese und der

Krankheitsentstehung des Morbus Crohn fuhren, defim Weg von Mutationen im NOD2-Gen zur

klinischen Entitat.
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3. Material und Methoden

3.1 Studienpopulation

a) Demografische Daten

Alle Patienten wurden tber Inhalt und Ziele derédstichung aufgeklart und gaben ihr Einverstandnis

fur die Teilnahme an der Studie. Als Material wuvdads entnommenes Vollblut verwendet.

Fur diese Studie wurde eine Population von insgeg2nfPersonen zusammengestellt. Dabei handelte
es sich um 18 Patienten mit Morbus Crohn und um ebugde Kontrollpersonen. Die

epidemiologischen Daten sind in Tabelle 2.1 zusangeiasst.

Demografische Daten| Morbus Crohn-Gruppe| Kontroll-Gruppe

Alter des jingsten

Teilnehmers 20 Jahre 24 Jahre

Alter des altesten

Teilnehmers 77 Jahre 40 Jahre

Durchschnittsalter 40,9 Jahre 39,1 Jahre

Anzahl der Frauen n=10 n=2

Anzahl der Ma&nner n=8 n=2 Tabh.2.1:
Demografische

TOTAL n=22 n=18 n=4 Daten der

Studienpopulation

Die Patienten mit Morbus Crohn wurden aus eineroelyeziglich NOD2-Mutationen typisierten
Population ausgewahlt (Torok, 2004). Bei den Kdigersonen handelte es sich um Mitarbeiter der
Medizinischen Klinik bzw. Medizinischen Poliklinikei denen klinisch eine chronisch-entziindliche

Darmerkrankung ausgeschlossen wurde, und keineneribedeutenden Pathologien vorlagen.

b) Klinische Daten

Bei den Patienten mit Morbus Crohn galt als Voratesg fur die Aufnahme in die Studie eine

anhand von klinischer, endoskopischer, radiologisaimd histopathologischer Kriterien gesicherte
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Diagnose eines Morbus Crohn (Stange, 2006). Diesklne Klassifikation der Erkrankung nach der
Vienna-Klassifikation ist in der Tabelle 2.2 angege.

Kriterien Code Erklarung Anzahl
Alter bei Diagnosestellung Al < 40Jahre n=17
A2 > 40Jahre n=1
n=18
Befallsmuster L1 Terminales lleum n=10
L2 Kolon n=2
L3 lleum und Kolon n=2
L4 oberer Gl-Trakt n=4
n=18
Verhalten Bl nicht strikturierend/nicht penetrierefa=5
B2 strukturierend n=5
B3 penetrierend n=8
n=18

Tab.2.2: Klinische Daten der Morbus Crohn Popufatinhand der Vienna-Klassifikation

Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der BlutabnahmBemission und haben wahrend der letzten 6

Monate vor Studienbeginn keine Therapie mit TNFalAntikorper oder eine hoch dosierte

Glukokortikoidtherapie erhalten. Details der besteten Medikation zur Zeit der Blutentnahme sind

in der Tabelle 2.3 angegeben.

Medikation Anzahl der Patienten
Azathioprin n=10
Kortikosteroide n=1
Azathioprin+Kortikosteroide n=2
Kortikosteroide+Aminosalicylate n=3
Azathioprin+Kortikosteroide+Aminosalizylate n=1
Zusatzlich Adjuvatien (lonen/Vitamine) n=10
Ausschlie3lich Adjuvantien n=1

Tab.2.3: Medikation der Morbus Crohn Patienten Zgitpunkt der Blutentnahme
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c) NOD2 Genotyp der untersuchten Individuen

Der NOD2 Genotyp der untersuchten Individuen isten Tabelle 2.4 angegeben.

NOD2 Genotyp Morbus Crohn Patienten Kontrollindividuen
Wildtyp wt/wt (n=3) wt/wt (n=2)
einfach R702W/wt (n=3)

heterozygot Leul007fs/wt (n=3) Leul007fs/wt (n=1)
compound- R702W/Leul007fs (n=2) R702W/Leul007fs
heterozygot R702W/G908R (n=1) (n=1)

mutiert R702W/R702W (n=1)

homozygot Leul007fs/Leil007fs (n=5) n=0

TOTAL n=22 n=18 n=4

Tab.2.4: NOD2 Genotyp der untersuchten Individuen

3.2 Methoden

3.2.1 Allgemeine Vorgehensweise

Das hier verwendete Material/Zellysat wurde im Reahrainer anderen Arbeit (Doktorarbeit von Anja
Schaaf) gewonnen. Hierfir wurden Monozyten isoliert entweder mit MDP (muramyl dipeptid),
oder mit LPS (Lipopolysacharid) stimuliert oder timziliert belassen. Nach einer bestimmten Zeit
wurden die Zellen lysiert und aus dem Zelllysat ARMNxtrahiert und mit Hilfe der reversen
Transkription und der quantitativen PCR (polymaeeakain reaction) quantitativ bestimmt. Daraus
konnte auf die jeweilige Menge an Protein-speZifescRNA geschlossen werden, die wiederum eine

Aussage Uber die Expression der codierenden Gdie zu

3.2.2 Isolation und Stimulation der Monozyten

Den Studienteilnehmern wurde zu Beginn der Studigdges Vollblut aus einem peripheren Zugang
abgenommen. Die Isolation von peripheren mononuéte&ellen (PBMC) erfolgte mittels Picall-
Gradientzentrifugation. Hiervon wurden weiterhin ddayten magnetisch mit Hilfe eines komerziell
erhaltlichen Kits (MACS, Monozyteisolation Kit Iluman) weiter aufgereinigt. Die Monozyten
wurden im Anschluss daran mit 100 ng/ml Lipopolyserid von E.coli 055:B5 oder mit 100 ng/ml
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Muramyldipeptid oder mit dem Medium allein 6 Stundang inkubiert. AnschlieRend wurde das
Medium entfernt und die Zellen wurden in 30RLT Buffer (Quiagen) und3-Mercaptoethanol

lysiert. Suspension wurde dann bei -80°C aufbewahrt

3.2.3 Die RNA-Isolation

Die Monozyten wurden als ganze Zellen lysiert. Dralllbefand sich in der Suspension ein Gemisch
aus allen Zellbestandteilen. Um daraus die RNAsaligren, wurde die gesamte Suspension durch
eine Membran gefiltert, welche aus Silika-Gel bestend die Eigenschaft besitzt, RNA selektiv zu

binden. Ermoéglicht wird die Bindung an die Membrdarch Zugabe von Ethanol. Die anderen

Bestandteile werden dadurch eliminiert, indem dienMran mit selektiven Losungsmitteln gespult

wird, die nicht-RNA Bestandteile herauswaschen.

Die Monozyten jedes Individuums wurden in den vegghenden Schritten folgendermafien
behandelt: unstimuliert (behandelt nur mit Kultudiuen), MDP-stimuliert und LPS-stimuliert. Davon
gab es jeweils 3 Ausfuhrungen (A-, B-, und C-Prols&)mmarisch machte das 9 Proben pro Patient.
Wie oben erwahnt wurden die Monozyten nach Behagdlysiert und in einem Gemisch afis
Mercaptoethanol und RLT Buffer bei -80°C aufbewalftir die RNA-Extraktion wurden die
Zelllysate in einem Brutschrank bei 37°C aufget®lie weitere Bearbeitung erfolgte mit Hilfe des
RNA-Extraktionskit der Firma Quiagen: Quiagen RNelsini Kit.

Zu der 35@l Suspension aus lysierten Monozyten, RLT Buffed @Mercaptoethanol wurden
weitere 35@Q1 70%-igen Ethanol zugegeben und ohne Zentrifugatermischt. Diese 7Q0 wurden
auf die im Kit enthaltene Spezialsaule pipettiend uei 13000U/min 15s lang zentrifugiert. Die
Suspension wurde dabei durch die Silika-Membrarriggd, wobei RNA und weitere Bestandteile
hangenblieben. Die Flissigkeit, die nicht hangetibiind durch die Membran floss wurde verworfen.
Aufgrund der Kanzerogenitdt dgsMercaptoethanols wurde dieser Schritt unter ein&bzug
ausgefuhrt und der Verwurf wurde gesondert entsémgtAnschluss daran wurden 50@uffer RPE
auf die Membran pipettiert und 2 min bei 13000U/raemtrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut
verworfen. Um sicher zu gehen, dass sich keineedpuon DNA in der Membran befanden, wurde
ein zusatzlicher Schritt zum DNA-Verdau hinzugefugteser Schritt wurde ebenfalls mit einem Kit
der Firma Quiagen durchgefiihrt: RNase-Free DNade [3&r DNA Verdau wurde im weiteren
Verlauf ohne Komplikationen eingebracht. Zuerst deur 35@1 Buffer RW1 auf die Membran
pipettiert, bei 13000U/min zentrifugiert und der rbhfluss verworfen. Dann wurde auf jede Probe

10ul DNase | stock solution, ebenfalls von der Firmaig@en, und 7@ Buffer RDD gegeben und
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15min zum Verdauen bei 25°C abgestellt. Danach gemheut ein Waschschritt mit 380Buffer
RW1 und anschlieBender Zentrifugation bei 13000b/rorgenommen. Nachdem die Saule in ein
neues Untersatzgefald verlegt wurde, ist diese 00u5Buffer RWE 2min lang bei 13000U/min
gewaschen worden. Nachdem der Durchfluss verwavtede, wurde die Saule bei 15000U/min 1min
lang trocken zentrifugiert. Um die RNA nun aus tambran zu lI6sen, wurden @ORNA-Storage-
Solution der Firma Ambion hinzugegeben und 2mirglaei 10000U/min zentrifugiert. Dabei wurde
die RNA aus der Membran herausgewaschen und imelas Gefal3 hineingespilt. Die Saule wurde

verworfen und die RNA in §0 Lésung beibehalten.

Die Konzentration und die Qualitat der isolierteNARwurden mit dem Photometer gemessen. Die
Konzentration lag im Durchschnitt bei 3pb/+ 2ngul und bei der Reinheit (Anteil an
Proteinverunreinigungen) wurde der Quotient ausOEZ360 (Ratio < 2,0beachtet. Die Proben

wurden anschlieffend erneut bei -80°C aufbewahrt.

3.2.4 Die cDNA-Gewinnung

Das Prinzip der Gewinnung von cDNA beruht auf eidarwandlung der polymerase chain reaction,
die 1985 von Karry Mullis propagiert wurde. Bei ske Methode wird allerdings als Vorlage keine
DNA-Sequenz herangezogen, sondern eine RNA-Sequ2amit wird der umgekehrte Weg der
Proteinsynthese eingeschlagen. Als Besonderheltangleich zur DNA-Amplification aus RNA ist,
dass hier eine Polymerase verwendet wird, die asritde RNA erkennt: RNA-abh&ngige DNA-
Polymerase. Das Ergebnis ist cDNA, die normaler DiNéicht, bis auf, dass sich darin keine Introns
befinden, sondern verstandlicherweise nur Exondamten sind. Die weiteren Schritte der PCR

wurden fast identisch Gbernommen, ebenso wie djeetiienzien.

Mit der Gewinnung der cDNA konnte nicht sofort veeigemacht werden, denn der Kit der Firma
FermentasRevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kigtte die RNA-Menge von 10ng in
11ul als Mindestanforderung, um eine gute und kompleNA-Herstellung zu garantieren. Diese
wurde in manchen Proben aufgrund der niedrigen Kiomation unterschritten. Daher war in einigen
Proben ein Eindampfschritt erforderlich. Fir dieSahritt wurden die Proben von -80°C in einem
Brutschrank bei 37°C aufgetaut und im Anschlussaman die Vakuumzentrifuge gestellt. Dabei
wurde strengstens darauf geachtet, dass die Tetaparaler Zentrifuge nicht Gber 42°C steigt. Nach
etwa 4-6h waren die @0auf etwa 2-Ql eingedampft. Die Proben wurden der Zentrifugenemmen

und auf 1l aufgefullt. Nun wurde aus jeder Probe verdampfbfaverdampft 1{il entnommen und

42



in einen PCR-Streifen, bestehend aus 8 Tubes himgpettiert. Nun konnte mit einem
Ausgangsvolumen von fllweiter gearbeitet werden. Denllwurde Jul Random Hexamer Primer
(0.2ug/ul) zugegeben und 5sec lang vermischt. Das Gemischewurd bei 70°C 5min lang inkubiert
und im Anschluss kurz zentrifugiert und auf Eis @@k Es wurden folgende Mengen an Substanzen
hinzugefiigt und erneut vermischtul45xReaktionsbuffer; gl RiboLockRibonuclease Inhibitor
(20uful); 2ul 10mM dNTPmix. Das Gemisch wurde 5min lang bei @5hkubiert, im Anschluss
zentrifugiert und zum Schluss auf Eis gekihlt. Bresiun 18l wurde ul RevertAid H Minus M-
MuLV Reverse Transcriptase (20Q0)/zugefligt zu einem finalen Volumen vonpu20Das Gemisch
wurde dann in einem Thermocycler wie folgt inkubEdmin bei 25°C, 60min bei 42°C und 10min
bei 70°C. Im Anschluss wurden diei20die nun cDNA enthielten, in ihren Tubes betssund bei
-20°C im Kuhlschrank gelagert.

3.2.5 Die quantitative PCR

Die quantitative polymerase chain reaction ist emgelhafte PCR mit der besonderen Eigenschatft,
dass wahrend der Amplifikation, die Kopienzahlerrekli gemessen werden konnen. Diese
Besonderheit wird mit der TagMan®-Methode auf Badexr Fluoreszenz Resonanz Emissions
Transfer (FRET) erzielt.

No Fret

—_—
% 436 nm

e e
Zzzjso -

Fret
S nm

456 nm Abb.2.5: Kurze Darstellung des Fluoreszenz Resonanz

— Emissions Transfer (FRET) Prinzips: Bei relativeitd
@ L der Molekiile CFP und YFP (cyan flourescence
protein/yellow fluorescence Protein) wird Licht der
%2:80 o 25:—,35 nm Wellenlange 535nm abgegeben; es erfolgt FRET.

Bei relativer Entfernung der Molekile wird Lichtrde
Wellenlange 480nm abgegeben; es erfolgt kein FRET.

FRET wurde um 1960 von Theodor Forster entdeckt bedchreibt dabei den Vorgang der
Lichtquanten Aufnahme und Abgabe. Diese Aufnahmed ukbgabe wird von Molekilen

bewerkstelligt, die mit Fluoreszenzfarbstoffen mentk sind und in einem gewissen Abstand
zueinander Licht einer bestimmten Wellenlange eéenéh. Diese Wellenlange &andert sich bei
unterschiedlichen Abstanden zwischen den Flouresaelekilen in charakteristischer Weise.
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Erklarung siehe Abbildung 2.5. Solche Molekile sindunserer Untersuchung Oligonukleotide, die
aus mehreren Basensequenzen bestehen und am 3inurkd- Ende jeweils Fluoreszenzmolekile
tragen. Dadurch befinden sich diese beiden Flueresmolekile in relativer Nahe zueinander und es
wird FRET ermdglicht. In unserer Untersuchung wurleses Oligonukleotid so gewahlt, dass
lediglich eines der beiden Fluoreszenzmolekule dait Matrizen-DNA hybridisieren kann. Dadurch
wurde eine Moglichkeit geschaffen, dass das zwditereszenzmolekil abgespalten werden konnte.
Diese Abspaltung wurde ermdglicht mit der 5'-3'-Bxclease-Aktivitat der Tag-Polymerase, welche
bei der Hybridisierung, wahrend der DNA-Amplifikati unpassende Stiicke abspaltet. Dadurch, das:
eines der beiden Fluoreszenzmolekile nicht passt,as bei der Hybridisierung abgespalten und der
Abstand zum einst benachbarten Fluoreszenzmolekisl,folglich seiner passenden Struktur an die
Matrizen-DNA legiert wurde, vergrof3ert sich. Aukede Weise verandert die DNA-Polymerase den
Abstand zwischen den fluoreszierenden Molekilen fiihet dazu, dass kein FRET stattfinden kann.
Dieses Ereignis kann nach Beleuchtung mit einenerdsaghl verfolgt werden, da bei relativer Ndhe
Licht der Wellenlange 530nm und nach Abspaltung @ers Oligonukleotid Licht der Wellenlange
480nm emittiert wird. Somit kann die Aktivitat dBNA-Polymerase optisch verfolgt werden, die man
als Mal3 fur die Herstellung neuer Kopien an DNAameieht. Folglich schliel3t man in direkter

Proportion vom Lichtimpuls auf die Anzahl der syatikierten Kopien in der Probe.

Die quantitative PCR konnte ohne Zwischenschrigdgdmnen werden. Daflr wurden die Proben aus
dem -20°C Kihilschrank entnommen und bei Raumterhpeeafgetaut. 13,8 wurden von jeder
Probe in eine MicroAmp Optical 96-Wdllatte pipettiert und mit 165 Master Mix vermischt. Diese
16,5l Master Mix enthielten 1d TagMan Universal PCR Master Mix und flZytokin spezifischen
Primer der Firma Applied Biosystems: TagMan GenerEssion Assays. Die einzelnen Schritte der

quantitativen PCR sind in Tabelle 2.6 angegeben.

Temperatur | Dauer Zyklen | Geschehen
48°C 30 min 1x RT-Step
95°C 10 min 1x Aktivierung
95°C 15 sek 45x Denaturierung
60°C 1 min 45x Annealing/Extensig %Sgﬁi'gtisiennzleglgzschritte der

Nach 2h Laufzeit wurden die Proben enthommen umdoréen. Das Ergebnis der quantitativen PCR

wurde anschlieBend ausgewertet.
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3.3 Kits und Chemikalien

3.3.1 Materialien fur die RNA Isolierung

- Ethanol absolut Merck

- Quiagen® RNeasy Mini Kit. Quiagen

- RNase-Free DNase Set Quiagen
- RNA-Storage-Solution Ambion

- Einmal-Kuvetten Eppendorf

3.3.2 Materialien fur die cDNA Gewinnung

- RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesig Ki Fermentas

- Aqua ad injectabila Braun

- Random hexamer primer (Qu@/ul) Fermentas

- 5x reaction buffer Fermentas
- RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (2Quy Fermentas

- 10mM dNTP mix Fermentas
- RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcripta20Qujul) Fermentas

3.3.3 Materialien fur die quantitative PCR

- MicroAmp® Optical 96-Well plate Applied Bigstems
- TagMan® Universal PCR Master Mix Applied Bysgems
- TagMan® Gene Expression Assay (fur jeweils ILab#t10, IL12p40)Applied Biosystems

- Aqua ad injectabila Braun



3.4 Gerate

Zentrifuge: Centrifuge 5415C Eppendorf
Brutschrank: HBSNSRS 220 ThermoEttTorp.
Photometer: BioPhotometer Eppendorf
Vakuumzentrifuge: Thermo SPD Speedvac HPLC unsénts
PCR-Cycler: DNA Engine DYAD MJ Research
TagMan Gerat: ABI Sequence Detector System SDS 7700 Applied Biosystems

3.5  Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Statistigaomm SPSS Vers.14 verwendet. Hiermit wurden
nicht-parametrische statistische Tests angewehgaet,in unabhangigen Stichproben den U-Test nach
Mann und Whitney und in abhangigen Stichproben\Wénoxon-Test. Das Signifikanzniveau wurde
mit P< 0,05 gewahlt.
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4. Ergebnisse

4.1 Kurze Einleitung

4.1.1 Patienten- und ausgewahltes Kontrollkolekti

Bei der Auswahl der Patienten wurde darauf geachlteds alle Patienten eine gesicherte Diagnose
haben, die eindeutig dem Krankheitsbild des Morl@&reshn zugeordnet werden konnte. Diese
Diagnose sollte sowohl radiologisch, endoskopis@ auch histopathologisch gesichert sein (Stange,
2006). Weiterhin wurde auf Strukturgleichheit inmab der Studienpopulationen geachtet.

Ziel der Studie war die Untersuchung des Einflugsetimmter NOD2-Genotypen auf die monozytare
Zytokinproduktion nach Stimulation mit MDP. Als \(geich wurde die Stimulation mit dem Medium,
l.e. ohne Stimulans, und mit LPS (Lipopolysacchaheérangezogen. LPS ist ein Bestandteil der
Zellwand von gramnegativen Bakterien und wird w@nem transmembranfsen Rezeptor namens
TLR 4 (Toll like rezeptor 4) erkannt. Die nachfahgke Signalkaskade ist unabhangig von der des
NOD2-Proteins, hat aber identische Konsequenzes, di& Zytokinproduktion anbetrifft, zur Folge
(Janeway, 2002; Shi, 2006; Kobayashi, 2002; Strd46).

Bei der Auswahl der NOD2-Genotypen wurden Patiemtehden 3 Hauptmutationen verwendet,
welche am haufigsten beim Morbus Crohn vorkommet@RV, G908R und Leul007fs (Hugot, 2001;
Ogura, 2001). Von diesen 3 Mutationen ist die 302Ci mit einem friiheren Manifestationsalter, mit
dem idealen Befallsmuster, einer erhdhten Anzahlleocoekalresektionen, sowie einer verstarkten
Frequenz an postoperativem Ruckfall und Re-Operatiqgekennzeichnet (Cuthbert, 2002; Vermeire,
2002; Buning, 2004; Buhner, 2008). Unter Berlckisiting dieser Tatsache haben wir bei der
Auswertung der Ergebnisse unter anderem die Grupw@D2 Double-dose (Individuum mit 2
mutierten Allelen im NOD2-Gen = homozygote oder pomud-heterozygote Individuen) mit
mindestens einem 3020insC Allel (Double-dose mi2@@sC) und Individuen ohne diese Allel
(Double-dose ohne 3020insC) gebildet.

Des Weiteren haben wir bei der Auswertung die GeupN®D2-Wildtyp-vorhanden gebildet. Darin
eingeschlossen sind die an Morbus Crohn befall&didityp Individuen, die Wildtyp Individuen der
Kontrollpopulation sowie die einfach heterozygotedividuen, d.h. Individuen mit mindestens einem
vorhandenen Wildtyp-Allel. Dies wurde auf der Bag&snacht, dass unsere Ergebnisse und bisherige
Literaturdaten daflir sprechen, dass die Antwort\iDP-Stimulation unabhangig von der Erkrankung
ist und allein vom NOD2-Genotyp beeinflusst wird.eérhin ist in unserer Untersuchung kein

signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp NOD2 umtghfach heterozygote NOD2 Individuen
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aufgefallen. Die Ergebnisse des direkten Verglemhischen heterozygoten und Wildtyp Individuen

fur die jeweilige MRNA-Expression ist in Tabelld &ngegeben.

p-Wert nach direktem .
Vergleich der Einfach
Expressionswerte nach dem heterozygote Wildtyp
Zytokin Stimulation | Mann-Whitney-U-Test Individuen Individuen
Interleukinlbetg Unstimuliert 0,311 n=7 n=3
MDP 0,548 n=7 n=3
LPS 0,841 n=7 n=3
Interleukin10 Unstimuliert 0,841 n=7 n=3
MDP 0,548 n=7 n=3
LPS 0,151 n=7 n=3
Interleukinl12 Unstimuliert 0,421 n=7 n=3
MDP 0,151 n=7 n=3
LPS 0,841 n=7 n=3
NOD2 Unstimuliert 0,841 n=7 n=3
MDP 0,691 n=7 n=3
LPS 0,548 n=7 n=3

Tab.4.1: Signifikanzen des Vergleichs zwischenitlien mit Genotyp: NOD2-Wildtyp und NOD2-Heteronyg

Somit wurde im Weitern immer der Vergleich der mRERpression fiur das jeweilige Zytokin in der
Gruppe der “Wildtyp-Allel* Individuen mit der Grugpder Double-dose Individuen dargestellt.

4.1.2 Interne Standards

Aufgrund der intra- und interindividuellen Untersathe zwischen den einzelnen Proben, was auf der
potentiell unterschiedlichen RNA Mengen beruhteistnicht zuverlassig die absoluten Kopienzahlen
fur eine bestimmte mMRNA zu erfassen. Deshalb wualkEnProben mit einer Grof3e verrechnet, die
laut Literatur keinen Schwankungen, bedingt durctim@ation oder grof3er Mengenanzahl,
unterworfen ist und die somit einen Vergleich zWwit den verschiedenen Proben zulédsst. Diese
GroRRe ist die mRNA-Expression eines sogenanntensék@eping-Gens, welches in zahlreichen
Studien ebenfalls als interner Standard verwendet: Wlyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
(GAPDH) (Edwards, 1985; Winer, 1999; Barber, 20@gdurch ist es zulassig, Vergleiche zwischen

Proben in Hinblick auf die spezifische mMRNA-Expieaszu ziehen. Wirde kein interner Standard

48



verwendet werden, der in jeder Zelle vorkommt uod externen Einflissen unabh&ngig ist, wirde
dies zu einer Verzerrung der Ergebnisse fuhren.

In dieser Arbeit wurde neben GAPDH ein weiterem8tad getestet: die ribosomale 18s RNA. Der
Vergleich der beiden Standards hatte gezeigt, dasgn Falle von 18s zu groRen Schwankungen
zwischen den Proben untereinander kommt. Dies kddadurch bedingt sein, dass 18s im Vergleich
zu GAPDH in erheblich groReren Mengen vorkommt aiadlurch bereits kleine Ungenauigkeiten

beim Pipettieren die Ergebnisse erheblich verzerfars diesen Grinden wurde 18s als interner
Standard abgelehnt und GAPDH anstatt verwendet.

Ein weiterer Standard musste gefunden werden, ddmiteinzelnen Tagman-Laufe untereinander
verglichen werden durften. Die Bedingungen, die wod wahrend eines Tagman-Laufes herrschten,
waren gleich. Jedoch wurde zur besseren Vergleikbhiaine Standardreihe hergestellt, die in jeder
Probe mitlief und immer gleich war. Als Standarérde eine Verdinnungsreihe aus monozytarer
tRNA, die bis zu einer Verdiinnung von 1:3.000.0@€gkstellt wurde. Durch diesen Standard konnten

die jeweiligen Laufe im Tagman untereinander velgn werden.
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Abb.4.2: Standardkurve im TagMan-Lauf am Beispa Interleukin 1beta

4.2 Basale und MDP/LPS-induzierte Expression varleukin 1beta in Abhangigkeit vom
NOD2-Genotyp

Fur die Untersuchung der Expression von IL-1batée(leukin 1beta) wurden die Gruppen Wildtyp-
Allel-vorhanden und Double-dose sowie die Gruppeulide-dose mit und ohne mindestens einem
3020insC Allel gebildet. Die Einteilung in die Gpgn erfolgte wie oben beschrieben. Die grafische
Auswertung der Wildtyp-Allele zeigt Abbildung 4.3.
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In der Gruppe mit noch mindestens einem vorhand&vidatyp-Allel ist ein signifikanter Anstieg der
Expression von IL-1beta mRNA bei Stimulation mit M2u beobachten (P= 0,017). Bei Stimulation
mit LPS ist ebenfalls ein signifikanter Anstieg lzeobachten (P= 0,009). In der Gruppe Double-dose
(2 mutierte NOD2-Allele) ist ein &hnliches Musterdbachtet worden: Bei dem Vergleich zwischen
den beiden gebildeten Gruppen konnte kein sigmfiéaUnterschied in der basalen bzw. MDP- und
LPS-induzierten Expression von IL-1beta mRNA bedbatcwerden. Der Anstieg der IL-1beta mMRNA
Expression nach MDP Stimulation ist ebenso sigaiftk(P= 0,010) wie bei Stimulation mit LPS (P=
0,036).

Weiterhin wurde die IL-1beta mRNA Expression in déruppen der Individuen mit mindestens
einem vorhandenen 3020insC Allel im Vergleich zu Bgpression in der Gruppe der Double-dose
Individuen ohne die 3020insC Mutation verglichereh® Abbildung 4.4.
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In der Gruppe der Double-dose Individuen ohne @290®sC-Allel ist ein Anstieg der Expression von
IL-1beta mMRNA Expression sowohl nach Stimulatiort bi?S als auch mit MDP zu verzeichnen.
Dieser Anstieg ist jedoch nicht mehr signifikanti loer Stimulation mit MDP (P= 0,143), was
maoglicherweise aufgrund der niedrigen Zahl an @wotehten Individuen beruht. In der Gruppe der
Double-dose Individuen mit mindestens einem 302ZDiAdlel ist nach Stimulation mit MDP kaum
noch eine Antwort zu verzeichnen (P= 0,903) im V&ol zu nicht stimulierten Monozyten. Bei
Stimulation mit LPS hingegen ist es in beiden Gripgu einem signifikanten Anstieg der IL-1beta
MRNA Expression gekommen (P= 0,036 sowie P= 0,043).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die mRN#&dSin von IL-1beta bei Stimulation mit LPS
in allen untersuchten Gruppen signifikant angestieigt. Bei Stimulation mit MDP kommt es sowohl
in der Gruppe der Individuen mit mindestens ein@mhandenen Wildtyp NOD2 Allel, als auch in der
Gruppe der Individuen mit 2 mutierten NOD2 Allelea einem signifikanten Anstieg der IL-1beta
MRNA Expression, obwohl dieser Anstieg in der Geuppr Double-dose Individiuen viel schwacher
ist. Nach Aufteilung in Abhéngigkeit von Vorhandems der 3020inC Mutation bei Double-dose
Individuen zeigte sich, dass wahrend in Monozyten Double-dose Individuen ohne die 3020inC
Mutation noch eine Antwort auf MDP zu sehen isgséi in Monozyten von Double-dose Individuen
mit mindestens einer 3020inC Mutation vollig gestsi.
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4.3 Basale und MDP/LPS-induzierte mRNA Expression karleukin 10 in Abh&angigkeit vom
NODZ2-Genotyp

Bei der Betrachtung der mRNA Expression fur IL-l@tdrleukin 10) sind erneut die Gruppen
Wildtyp-Allel-vorhanden und Double-dose, sowie Beiden Gruppen 3020inC-Allel vorhanden und
nicht vorhanden gebildet worden. In der Gruppe Wéldtyp-Allel-vorhanden sind die NOD2
Wildtypen Individuen mit und ohne Morbus Crohn utid Gruppe der NOD2 einfach heterozygoten
Individuen zusammengefasst. In der Gruppe der @Bedbte sind jene Individuen eingeschlossen, die
2 mutierte NOD2-Allele aufweisen. Darin sind dien@g/pen homozygot und compound-heterozygot
fur die Varianten R702W, G908R und 3020insC engmalDie mRNA-Expression fur IL-10 ist in
Abbildung. 4.5 aufgezeigt.
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— ] Abb.4.5:1L-10 mRNA
Expressionin den Gruppen
n.s. NOD2 Wildtyp-Allel-vorhanden

und NOD2 Double-dose nach
Stimulation mit MDP und LPS
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*:p< 0,05
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Wildtyp-Allel-vorhanden Double-dose

In der Gruppe der Monozyten vom NOD2 Wildtyp Indiwen erfolgt ein signifikanter Anstieg der IL-
10 mRNA Expression bei Stimulation mit MDP im Vesigh zu den unstimulierten Monozyten
(P=0,005). Bei Stimulation mit LPS in derselben @& kommt es ebenfalls zu einem signifikanten
Anstieg der IL-10 mRNA Expression (P=0,005). Im @euppe der Double-dose Individuen kommt es
ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der IL-&RNA Expression bei Stimulation mit LPS
(P=0,012). Hingegen ist bei MDP Stimulation der #atw deutlich niedriger und es besteht kein
signifikanter Unterschied mehr im Vergleich mit demstimulierten Monozyten (P= 0,347).
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Des Weiteren wurden die Gruppen der Double-dose N@IDnoyzten untersucht im Hinblick auf das
Vorhandensein eines 3020insC Allels. Siehe Abbidgdir®.
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Expressionin den Gruppen
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0,0~ Grin: 100ng /MDP
Double-dose ohne 3020insC Double-dose mit 3020insC Gelb: 100ng /LPS

*: p< 0,05
n=4 n=38 n.s.: nicht signifikant
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Es ist zu verzeichnen, dass, sowohl in der Gruppaenindestens einem 3020insC Allel wie auch in
der Gruppe ohne dieses Allel, es zu einem sigmfisa Anstieg der IL-10 mRNA Expression nach
Stimulation mit LPS gekommen ist (P=0,028 und P4B)0Bei Stimulation mit MDP ist eine nicht
signifikante Antwort in der Gruppe der Double-dadme 3020insC zu beobachten (P= 0,068), jedoch
fehlt diese Antwort in der Gruppe der Monozyten Jadividuen mit mindestens einem 3020insC
Allel géanzlich (P= 0,889).

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass diedsigreron I1L-10 bei LPS Stimulation unverandert
hoch bleibt, unabhangig vom NOD2-Genotyp. Jedothkliese Expression bei Stimulation mit MDP
gestort, sodass in der Gruppe der Double-dose 02i0iBsC Allel kaum noch ein Anstieg der IL-10
MRNA Expression nach Stimulation mit MDP zu verheigen ist.
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4.4 Basale und MDP/LPS-induzierte Expression vierleukin 12 p40 mRNA in Abhangigkeit vom
NOD2-Genotyp

FUr die Untersuchung zur mRA Expression von IL-¥® ginterleukin 12) sind identische Gruppen
wie bei den bereits besprochenen Zytokinen gebwdmtden. Es erfolgte zundchst der Vergleich
zwischen Monozyten von Individuen mit vorhandene@DX Wildtyp-Allel und Monozyten von
Individuen mit zwei mutierten NOD2 Allelen: Wildtypllel-vorhanden und Double-dose. Siehe
Abbildung 4.7.
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und NOD2 Double-dose nach
2,0 n.s. | Stimulation mit MDP und LPS
Blau: Medium/unstimuliert
Griin: 100ng /MDP
Gelb: 100ng /LPS
Wildtyp-Allel-vorhanden Double-dose *: p<0,05
n= 10 n=12 ** . p<0,01
n.s.: nicht signifikant

Es ist zu erkennen, dass es bei der StimulatioMBi® zu einem signifikanten Anstieg der I1L-12 p40
MRNA Expression in der Wildtyp-Gruppe kommt im Vieigh zu den unstimulierten Monozyten (P=
0,005). In der Gruppe der Double-dose NOD2 mutieM®nozyten ist nur ein geringer Zuwachs zu
erkennen im Vergleich zu den unstimulierten MonemytP= 0,388). Bei der LPS Stimulation ist der
Anstieg der IL-12p40 mRNA Expression sowohl in @uppe der Wildtyp Monozyten wie auch in

der Gruppe mit den zwei mutierten Allelen im NOD2+Gsignifikant (P= 0,005 und P=0,012).

Bei der weiteren Untersuchung zur IL-12p40 mRNA kesgion sind die Gruppen Double-dose mit
mindestens einem 3020insC Allel und ohne diesed A#trachtet worden. Siehe Abbildung 4.8.
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Sowohl bei der Stimulation mit MDP, wie auch mit&. it es zu keinem signifikanten Anstieg der IL-
12p40 mRNA Expression gekommen im Vergleich zuwestimulierten Proben.

Dennoch ist zu vermerken, dass nach StimulationLip® es doch zu einem Anstieg der IL-12 p40
MRNA Expression gekommen ist. Das Fehlen der stieen Signifikanz kann hier aufgrund der
relativ geringenGruppenstarke entstanden sein. Im Vergleich hiewar, der Anstieg der mRNA
Expression fur IL-12p40 nach Stimulation mit MDRyw®hl in der Gruppe der Monozyten von
Double-Dose Individuen mit mindestens einem 302QinAsllel als auch in der Gruppe der Monozyten
von Double-dose Individuen ohne das 3020ins C Adlekinem viel schwacheren Anstieg der IL-12
p40 mMRNA Expression gekommen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Expressidh-12p40 mRNA bei LPS Stimulation
kaum verandert wird bei variablem NOD2-Genotypadpgh ist die Expression bei MDP Stimulation
in Monozyten von Individuen mit zwei mutierten NOB&elen signifikant gestort.
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4.5 Basale und MDP/LPS-induzierte Expression M®D2 mRNA in Abhangigkeit vom

NOD2-Genotyp

Bei der Auswertung der Ergebnisse der NOD2 mRNArg&sgsion wurde die Gruppe Wildtyp-Allel-
vorhanden der Gruppe Double-dose gegenubergeSielite Abbildung 4.9.
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Abb.4.9:NOD2 mRNA
Expressionin den Gruppen
Wildtyp-Allel-vorhanden und
Double-dose basal und nach
Stimulation mit MDP bzw. LPS:
Blau: Medium/unstimuliert
Griin: 100ng /MDP

Gelb: 100ng /LPS

n.s.: nicht signifikant

Zunachst konnte beobachtet werden, dass in derebagapression von NOD2 mRNA keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden @&npvorhanden sind. In der Gruppe Wildtyp-

Allel-vorhanden kam es bei Stimulation mit MDP odd?S zu keinem signifikanten Anstieg der
NOD2-Expression (P=0,878) bzw. (P=0,721) im Vexletu den unstimulierten Monozyten. In der

Gruppe der Double-dose war weder bei MDP, nocH.B& Stimulation ein signifikanter Anstieg der

NOD2 Expression nachweisbar MDP (P= 0,937), LPSQRE3).

Weiterhin wurden die Gruppen Double-dose mit miteles einem 3020insC Allel und die Double-

dose Gruppe ohne dieses mutierte Allel untersi@bhe Abbildung 4.10.
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Bei dieser Unteranalyse konnte unabhangig vom Gpnebenfalls keine signifikante Anderung der
NOD2 mRNA Expression nach Stimulation mit MDP odBiS gesichert werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die baBN& rmaxpression fur NOD2 unabhangig vom

NOD2-Genotyp ist. Weiterhin zeigte sich, dass dwprEssion von NOD2 kaum beeinflusst werden
konnte durch die Stimulation mit MDP oder LPS. Imargleich zu den unstimulierten Monozyten ist
die Expression in den stimulierten Monozyten glajeblieben. Dieses Bild war bei allen untersuchten

Gruppen zu verzeichnen.
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5. Diskussion

5.1 Allgemeine Vorgehensweise

In dieser Untersuchung wurde der Einfluss von NOQIDRationen auf die zellulare Antwort von
Monozyten nach Kontakt mit bakteriellen Bestanéteil untersucht. Hierfir wurde eine
Studienpopulation gewahlt, in welcher Individueawshl gesunde Kontrollpersonen als auch Morbus
Crohn Patienten) mit verschiedenen NOD2-Genotyperhanden waren. Die haufigsten NOD2
Mutationen sind Leul007fs/3020insC, R702W und G908R1 bewirken im NOD2-Gen die
Fertigstellung eines veréanderten NODZ2-Proteins. dar Studienpopulation waren Wildtyp,
homozygote, einfach heterozygote, compound-hetgaizyund homozygote Individuen vertreten. Bei
der Auswertung der Ergebnisse wurde die Gruppe tyildllel-vorhanden gebildet. In dieser waren
die NOD2-Genotypen Wildtyp (Kontrollen und Patientanit Morbus Crohn) und einfach
heterozygote Individuen enthalten. Diese Einteilwngde gewahlt, da aus Literaturangaben und aus
unseren eigenen Betrachtungen kein Unterschiecerirzgtokinexpression zwischen Wildtyp NOD2
Patienten mit Morbus Crohn und Wildtyp Kontrollpemen festzustellen war. Des Weiteren konnten
wir keinen signifikanten Unterschied in der Zytodkpression zwischen den NOD2 einfach
heterozygoten Individuen und der NOD2 Wildtyp-P@pan verzeichnen. Siehe Abbildung 4.1.
Dieser Gruppe wurde die Gruppe Double-dose, mituiarten NOD2 Allelen gegenuber gestellt.
Darin waren alle Individuen mit 2 mutierten NOD2lédn enthalten; homozygot und compound-
heterozygot unabhangig fir die 3 NOD2 Mutation&yq2W, G908R und Leu1007fs/3020insC).

Eine weitere Gegentberstellung erfolgte zwischem @euppen Double-dose mit und ohne einem
3020insC Allel. Diese Einteilung erfolgte aufgrudds in vorausgegangen Studien belegten starker
Einflusses dieser Variante auf die Rezeptorfunkitmotransfizierten Zelllinien. In der Gruppe Double
dose ohne 3020insC waren alle Individuen mit 2 emtgn Allelen enthalten, von denen keines die
3020insC Mutation enthielt. In der Vergleichsgrupgsren Individuen mit 2 mutierten NOD2 Allelen
enthalten, die mindestens ein 3020insC Allel elitéme

Anhand des NOD2 Genotyps wollten wir untersucherwieweit sich die monozytare
Zytokinexpression verandert. Hierfir haben wir 3takyne betrachtet. Diese sind das pro-
inflammatorische IL-1beta, das anti-inflammatoriscHL-10 und das pro-inflammatorische
Mediatorzytokin IL12. Aus mehrfach bestéatigten $¢udst gesichert, dass Mutationen im NOD2-Gen
eine gestorte NkB Aktivierung nach sich zieht (Vidal, 2001; Frit2D05; linuma, 1995; Todate;
2001; Abbott, 2004; Kobayashi, 2002; Wehkamp, 20@igse Aktivierung hat unterschiedliche
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Konsequenzen auf die Expression von pro- und affammatorischen Zytokinen, welche in der
Literatur kontrovers diskutiert werden.

Diese Expression haben wir untersucht, nachdeniseiierte Monozyten mit verschiedenen NOD2
Genotypen unterschiedlich behandelt haben. Einniatiem NOD2-Liganden MDP, einmal mit dem
TLR4-Liganden LPS stimuliert und einmal unstimuligelassen. Durch die Stimulation mit MDP
wurde der Signalweg Uber den intrazellularen RexeOD2 beschritten und dadurch die
Zytokinexpression eingeleitet. Bei LPS-Stimulatiwarde die Signalkaskade Uber den TLR4-Rezeptor
weitergeleitet, die unabhangig von der des NODZ2eRtxs ist. Dadurch konnten die Effekte der
unterschiedlichen Signalkaskaden verglichen werdsd in Relation zu den unstimulierten
Monozyten gesetzt werden.

5.2 Die Interleukin 1beta mRNA Expression

Eines der pro-inflammatorischen Zytokine, welchascd den Kernfaktor NikB vermehrt induziert
wird, ist das Interleukin 1beta. IL-1beta ist algakin ein wichtiger Mediator der akuten Phase und
der zellularen Immunantwort (Giovine, 1990). Esdairauptséachlich von Monozyten exprimiert aber
auch andere Zellen sind hierzu in der Lage (Ditayr&B84; Fenton, 1987). Es gehdrt als Vertreter de
Akuten-Phase-Reaktion zum angeborenen Immunsysteihrkann im weiteren Verlauf der Infektion
eine Vermittlung zur adaptativen Immunantwort bé&er. Es verhilft dem Organismus eingedrungene
Bakterien mit Hilfe unspezifischer Mechanismen abzioren und eine Homoostase im Intestinum
wiederherzustellen. Bei Fortbestehen des infektid®eizes kann die Immunantwort zu spezifischen
Abwehrmechanismen umgeleitet werden, wodurch efifektevere Pathogenbekampfung mdoglich
gemacht wird.

In der Literatur sind zur Expression von IL-1beta Abhangigkeit vom NOD2-Genotyp
unterschiedliche Ergebnisse berichtet worden. Bngope berichtete, dass es nach Stimulation von
NOD2 mutierten Makrophagen in Mausen zur erhéhtepré&ssion von IL-1beta mRNA von prolL-
lbeta und von maturem IL-lbeta gekommen ist (Ma&@®5). Dadurch wurde der 3020insC
ahnlichen NOD2 Mutation ein positiver Effekt im 8&eines Funktionszuwachses ,gain of function®
zugeschrieben (Eckmann, 2005). Andere Gruppen h@egenteiliges beschrieben. Hierbei kam es in
Untersuchungen an Monozyten an Morbus Crohn befatiéndividuen zu einer gestérten Expression
von IL-1beta und IL-1beta mMRNA nach Stimulation MIiDP (Li, 2004). Daher wurde die Theorie des
Funktionsverlusts ,loss of function* erwogen, wedchlutationen in NOD2-Gen eine herabgesetzte
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Funktion des NOD2-Protein zuschreiben, wodurchnesveiteren Verlauf zu einer Verringerung der
Aktivierung der Signalkaskade kommt mit vermindeEg&pression von IL-1beta (Eckmann, 2005).
Wir haben in unserer Untersuchung beobachtet, i Stimulation mit MDP in den Monozyten
abhangig vom NOD2-Genotyp zu unterschiedlichen &sgiopnsmustern bei IL-1beta kommt. In der
Gruppe mit einem Wildtyp-Allel war ein signifikamténstieg bei MDP Stimulation im Vergleich zu
unstimulierten Monozyten zu beobachten. In der @Geupler Monozyten mit 2 mutierten NOD2
Allelen war dieser Anstieg niedrig, aber ebenfatieh signifikant. In der Gruppe der Double-dose mit
mindestens einem 3020insC Allel war dieser Anskiagm zu verzeichnen. Hingegen bei Stimulation
mit LPS war der Anstieg der Expression in allerewsuichten Gruppen signifikant.

Bei Stimulation der Monozyten mit MDP kommt es dautlichen Zunahme der Expression von IL-
lbeta im Vergleich zu unstimulierten Monozyten. Dieann als Erkennung des MDP durch das
NOD2-Protein und der Aktivierung der nachgeschatteSignalkaskade interpretiert werden. Diese
Aktivierung ist am deutlichsten in der Gruppe desridzyten von Individuen mit noch einem Wildtyp
NOD2 Allel vorhanden. Es kann so verstanden werdass mindestens ein intaktes Allel vorhanden
ist und fur ein funktionsfahiges NOD2-Protein codie kann. Dieses Protein fungiert als
intrazellularer Rezeptor fur MDP und bewirkt einatwort der zellularen Abwehr gegen Pathogene,
was in der Expression von Zytokinen geschieht, ke in Form von IL-1beta. Bei Mutationen im
NOD2 kommt es zur Synthetisierung von einem verdadeNOD2-Protein, was in seiner Funktion
eingeschrankt sein kénnte und als Konsequenz zr geringeren Expression von IL-1beta fiihren
konnte. In der Gruppe der zweifach mutierten Irdlien ist die Expression im Vergleich zu
unstimulierten Monozyten zwar noch signifikant astgegen, jedoch vermindert im Vergleich zu der
Antwort der Monozyten der Wildtyp Gruppe. Dieseriggere Anstieg der IL-1beta Expression kann
als Folge der 2 mutierten Allele interpretiert wamdIn der Gruppe der doppelt mutierten Monozyten
mit mindestens einem 3020insC Allel fehlt die Antivauf den MDP Reiz fast ganzlich. Dies weist
auf die besondere Bedeutung der 3020insC MutationDiese Mutation bedingt im NOD2-Protein
eine Verkirzung des MDP-erkennenden Bereiches unmAr@Bosduren. In Anbetracht der oben
genannten Theorien ,gain of function* und ,loss fohction® trifft die letztere gut auf unsere
Ergebnisse zu. In unseren Ergebnissen konntenamek/ermehrte Expression von IL-1beta in NOD2
mutierten Monozyten verzeichnen, weder bei DouloigedIindividuen mit der 3020insC Mutation,
noch bei Individuen ohne diese Mutation, noch beir8chtung aller zweifach mutierten Individuen
unserer Studienpopulation. Hingegen konnten wierigeringeren Anstieg der IL-lbeta mRNA
Expression nach Stimulation mit MDP, die bei Anwdsst von 2 mutierten Allelen und davon einem
oder zwei 3020insC Allele, am deutlichsten ausggpvéar. Bei der Stimulation mit LPS ist es zu

einheitlicheren Ergebnissen gekommen. LPS wurde/emadet als Kontrolle fur die Expression von
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IL-1beta. LPS wird Uber den TLR4 Rezeptor erkarmmd €iihrt Gber die Aktivierung von NkB zur
Expression von zahlreichen pro- und anti-inflammatien Zytokinen, unter anderem auch
Interleukin 1lbeta (Janeway, 2002; Shi, 2006; Kobhya2002; Rosenstiel, 2003; Strober, 2006). Bei
Stimulation mit LPS wirden wir eine von NOD2-Gemptynabhangige Antwort auf den Reiz
erwarten im Sinne einer signifikanten Expressionabme im Vergleich zu unstimulierten
Monozyten. Das ist auch in unseren UntersuchungenFdll gewesen, in allen Genotyp-Gruppen
konnte ein signifikanter Anstieg der IL-1beta mREApression nach LPS beobachtet werden.
Interleukin lbeta ist ein Zytokin welches Monozytend andere Zellen in Anwesenheit von
Pathogenen produzieren. Es schitzt gemeinsam ednvanderen pro-inflammatorischen Zytokinen
die Zelle am Leben und den Zellverband funktionisfétu halten. Dieser Schutz basiert auf der
Aktivierung von unspezifischen Abwehrmechanismend ubei Persistenz des Pathogens auf
spezifischen AbwehrmalRnahmen im Zuge der adaptafivenunantwort. Kommt es im Zuge von
Mutationen im NOD2-Gen zu einer verminderten Erkemghund Signalweiterleitung und zu einer
geringeren Expression von IL-1beta, so ware eshdws denkbar, dass dadurch eine Liucke in der
Abwehr entstehen konnte. Diese Liucke wirde, betirafjer Betrachtung von IL-lbeta, den
pathogenen Mikroorganismen erlauben vermehrt irzdleen der Mukosa einzuwandern und sich dort
zu vermehren. Dies wirde zu einer lokalen Entzugsdgaktion fuhren, die sich im weiteren Verlauf
ausbreiten konnte. Dieses Bild mit einer lokalererodusgedehnten Entzindung der Mukosa des
Intestinums ist beim Morbus Crohn zu erkennen. Beisistenz der Mikroorganismen kann es zu
chronisch rezidivierenden Entziindungen kommen,etakérper nicht in der Lage ist die Pathogene
zu beseitigen. Mit Fokus auf IL-lbeta konnte ein@ngelnde Expression hiervon zu einer
verminderten Immunabwehr fihren, die eine kompleti@inierung der Pathogene behindert.

5.3 Interleukin 10 mMRNA Expression im Abhangigkestm NOD2-Genotyp

Interleukin 10 wird von Monozyten und vielen weder Zellarten exprimiert. Es gehort zu den
Zytokinen, die eine Entzindungsreaktion hemmen beenhden konnen. Dies geschieht durch die
Hemmung der Effekte und der Signalkaskaden untderam von IL-lbeta und TNF-alpha. Eine

weitere Funktion ist die Lenkung der adaptiven Imamtwort von der Th-1 zur Th-2-vermittelten

Abwehr (Fiorentino, 1989; Donelly, 1999; Riley, B9®Rennick, 2000; Li, 2003).

Morbus Crohn ist eine granulomatdse Entziindungtoeales Intestinums mit einem Uberwiegen der
Th-1-gewichteten Abwehrreaktion (Bouma, 2003; Sagf05; Cobrim, 2005; Ogura, 2005;
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Monteleone, 2005; Madsen, 2002). IL-10 ist, wierolkewahnt, ein Vermittler der Th-2 gewichteten
Antwort und somit kénnte seine Abwesenheit im Zusemspiel mit weiteren Faktoren eine Th-1
Antwort begunstigen. Weiterhin kdonnte die Funktion IL-10 als anti-inflammatorisches Zytokin
beim Morbus Crohn von grof3er Bedeutung sein, diieeEntziindungsreaktion beenden oder mindern
konnte.

Beim Morbus Crohn ist im Rahmen wissenschaftlicAebeiten die Expression und Bedeutung
zahlreicher Zytokine untersucht worden: TNF-alpha6, IL-1beta usw. (Fantini, 2007; Van Assche,
2007). Bis dato gibt es jedoch kaum Daten zur mgiden Expression von IL-10 in Abhangigkeit
vom NOD2-Genotyp.

Unsere Untersuchungen haben sich mit der ExpressioriL-10 bei M. Crohn assoziierte Varianten
im NOD2-Gen beschéftigt. In der Gruppe der Indiedunit mindestens noch einem vorhandenen
Wildtyp-Allel im NOD2-Gen war bei Stimulation mit DIP im Vergleich zu unstimulierten
Monozyten ein signifikanter Anstieg der IL-10 mRN&xpression zu beobachten. In der Gruppe der
zweifach mutierten Individuen, in der homozygotele vauch compound-heterozygote Trager der
Mutationen R702W, G908R und Leul007fs enthalteremjawvar ein kleiner Anstieg der IL-10 mMRNA
Expression nach Stimulation mit MDP noch zu ersefedoch blieb dieser Anstieg nicht signifikant
im Vergleich zu den unstimulierten Monozyten. Imr§leich zu den Individuen mit zwei mutierten
NOD2-Allelen ohne die 3020insC-Mutation, war bei D®zweifachmutierten Individuen kaum eine
Antwort auf MDP zu verzeichnen. Bei der Stimulatioit LPS war in allen Gruppen ein signifikanter
Anstieg der IL-10 mRNA Expression zu verzeichnen.

Somit konnten wir zeigen, dass &hnlich wie fur kefla, in Individuen mit zwei mutierten NOD2-
Allelen, die IL-10 mRNA Expression nach Stimulationt MDP gestort ist. In Individuen mit noch
einem Wildtyp-Allel im NOD2-Gen ist es zu keinero8ing der IL-10 mRNA Expression nach
Stimualtion mit MDP gekommen. Somit sind die NOD2idtyp und NOD2-einfach heterozygote
Individuen in der Lage IL-10 nach Kontakt mit MDRiI 2xprimieren, was zeitgleich mit der
Expression von anderen pro-inflammatorischen Zyakigeschieht. Dies ist deswegen sinnvoll, da
eine Entziindung nach Elimination des Pathogensdae¢ewmerden sollte, um nicht weiteren Schaden
im Gewebe zu verursachen. Bei verminderter Exppasson IL-10 kénnte eine Entziindungsreaktion
langer als noétig anhalten und im besonderen Fatirsfizieren.

Bei Untersuchung der 3020insC Mutation ist festilest, dass die IL-10 mRNA Expression nach
Kontakt mit MDP deutlich gemindert ist im Vergleidu zweifach mutierten Individuen ohne diese
Mutation. Die 3020insC Mutation bewirkt im NOD2 Rem eine Verkirzung der LRR-Region, die
von Bedeutung fir die Erkennung von MDP ist (In@h&001). Die Strukturveranderung in diesem

Bereich, bedingt durch dieses Allel, mindet in efetlenden Rezeptorfunktion des Proteins, welches
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im Falle eines ebenfalls mutierten zweiten Allehth kompensiert werden kann. Bei Stimulation mit
dem TLRA4-Liganden LPS war in allen untersuchten ppem die mRNA Expression fur IL-10
signifikant angestiegen, im Vergleich zu den unstierten Monozyten. Die Erkennung von LPS ist
unabhangig vom NOD2 und bewirkt identische Effelte Anbetracht der Zytokinexpression
(Janeway, 2002). Somit konnten wir zeigen, dassabtuten im NOD2 eine gestdrte IL10 mRNA
Expression nur nach Stimulation mit dem spezifiscBémulus MDP flhren, wobei die Antwort auf
andere pathogene Bestandteile erhalten ist.

Interleukin 10 ist als Vertreter der anti-inflammaschen und der Th-2-gewichteten Immunantwort
bei der Abwehr gegenuber pathogenen Mikroorganiswengrol3er Bedeutung. I1L-10 wird, wie viele
andere Zytokine auch, bei Konfrontation von Zeltlr Immunabwehr mit Pathogenen zum Schutz
des Organismus exprimiert. Bei Mutationen im NOD@akommt es nach Kontakt mit MDP zu einer
verminderten Antwort der Monozyten im Sinne eineraingesetzten Expression von IL-10. Diese
Expression ist am deutlichsten herabgesetzt beinharalensein der 3020insC Mutation in zweifach
mutierten Individuen. Als Folge davon konnte es, &leiniger Betrachtung von IL-10, zu einer
verstarkten und langer andauernden Immunantwortnk@m was sein Korrelat in einer chronischen
Entziindung wiederfindet, wie es im Bild des Morkrshn zu erkennen ist. Des Weiteren ist das Bild
des Morbus Crohn durch eine Th-1-gewichtete Immtwart gekennzeichnet, was unter vielen
weiteren Faktoren auch durch eine Mindersekretamliz-10 geschehen konnte.

5.4 Interleukin 12 p40 mRNA-Expression in Abhagigkyom NOD2-Genotyp

Interleukin 12 gehort zu den pro-inflammatorisc@gmtokinen und besteht aus einer p35 und aus einer
p40 Untereinheit (Kobayashi, 1989). Es wird von gumtierenden Zellen wie Monozyten und
dendritischen Zellen exprimiert und sezerniert (Bdkea, 1992; Macatonia, 1995). Einer der Effekte
von IL-12 ist die Induktion des pro-inflammatorigch Zytokins Interferon gamma und die
Differenzierung von indifferenten T-Lymphozyten Zth-1-Lymphozyten (Hsieh, 1993; Manetti,
1993).

Im Rahmen des Morbus Crohn wurden in Biopsaten Bugkosa von Betroffenen erhohte
Expressionen von IL-12 und Interferon gamma gefan{onteleone, 1997). Weiterhin ist aus
zahlreichen Untersuchungen bekannt, dass der Téwichteten Immunantwort beim Morbus Crohn

IL-12, als Bindeglied zwischen angeborener und &dser Immunantwort, mdglicherweise eine
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tragende Rolle zukommt (Bouma, 2003; Sato, 200%ri@g 2005; Ogura, 2005; Monteleone, 2005;
Madsen, 2002, Podolsky, 2002).

In einer vorausgegangenen Untersuchung zur IL-J#dSsion ist an Mausen beobachtet worden, dass
eine Ausschaltung des NOD2-Gens eine selektivetening der IL-12 Expression nach Kontakt mit
bakteriellem Peptidoglykan (PGN) als Folge hat (&abe, 2004). Dies wurde auf eine hemmende
Wirkung des NOD2-Proteins auf die IL-12 Expressimach Kontakt mit PGN zurtckgefuhrt, welche
beim Vorhandensein von NOD2-Mutationen nicht mebsgelbt werden kann. Eine Studie hatte
Gegenteiliges berichtet: hier kam es beim mutieMdD2-Gen zu einer Abnahme der IL-12
Expression nach Stimulation mit bakteriellem Pegglgkan (Kobayashi, 2005).

Unsere Untersuchung hat alleine die Zytokinexpogssiach selektiver Stimulation von NOD2 im
Fokus und kann daher eingeschrankt mit den obemangeéen Studien verglichen werden. Es ist
beobachtet worden, dass es bei Stimulation mit Mibbdividuen mit mindestens einem Wildtyp-
NOD2-Allel zu einer signifikanten Zunahme der IL-Ti2RNA Expression gekommen ist. In der
Gruppe der Individuen mit 2 mutierten NOD2-Allelést, noch ein kleiner Zuwachs der IL-12 mMRNA
Expression nach MDP zu verzeichnen, dieser istgeduocht signifikant gegentber unstimulierten
Monozyten. Beim Betrachten der 3020insC Mutation ils Monozyten von zweifach mutierten
Individuen mit mindestens einem 3020insC Allel kamoch ein Anstieg der IL-12 mRNA Expression
nach Stimulation mit MDP zu verzeichnen. Bei Stiatidn der Monozyten mit LPS war in allen
Gruppen ein Zuwachs der IL-12 mRNA Expression az&iehnen.

MDP ist ein Bestandteil der Zellwand von grampesiti und gramnegativen Bakterien (Giradin,
2003). Aus Studien wird vermutet, dass es an diR-Begion des NOD2-Proteins bindet und eine
nachgeschaltete Signalkaskade ausldst, die esealler @mdoglicht das eingedrungene Pathogen mit
Hilfe von zahlreichen Mechanismen abzuwehren. Nanan im NOD2-Gen haben Konsequenzen auf
die Funktion des NOD2 Rezeptors, was man unterrand@n einer veranderten Zytokinexpression
erkennen kann. In unserer Untersuchung war die émtwuf den NOD2-Liganden MDP bei
Monozyten von Wildtyp NOD2-Individuen regelrechts Erfolgte ein Anstieg der IL-12p40 mRNA
Expression. Diese ist ein Zeichen dafir, dass dgrnd erkannt wurde und in der Zelle eine Reaktion
ausgelost hat. In der Gruppe der Monozyten vonvidden mit 2 mutierten NOD2-Allelen, welche
die 3 am haufigsten mit dem Morbus Crohn assoeieflOD2-Mutationen enthielten, war die
Antwort auf MDP, bzw. der Anstieg der IL-12p40 mRNExpression nicht signifikant im Vergleich
zu den unstimulierten Monozyten der selben Gruppees kann als eine Verédnderung im
Antwortverhalten auf den MDP Reiz gewertet werdssi,dem es aufgrund von Mutationen im NOD2
es zur Bildung ausschliel3lich eines funktionsgemitesh NOD2-Proteins gekommen ist, welches

nicht adaquat MDP erkennt. In diesem Zusammenhstrajg 3020insC Mutation gesondert betrachtet
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worden. Dafur wurden die Gruppen der Double-dosgartan Monozyten mit und ohne ein 3020insC
Allel gebildet. Die Antwort auf MDP war in beidenr@pen nur sehr gering ausgepragt, jedoch war
die Antwort in der Gruppe mit der 3020insC Mutati@st fehlend. Die 3020insC Mutation bewirkt
eine Verkirzung des NOD2-Proteins um 33 Aminosaumetter funktionell wichtigen LRR-Region,
die in unserem Fall dazu fiihrt, dass kein IL-12p¥®NA nach Kontakt mit MDP gebildet wird.

Unsere Ergebnisse sind nur bedingt mit den obeeféhgen Studien (Watanabe, 2004; Kobayashi,
2005) vergleichbar. In diesen Studien ist zusdizkic den Mutationen im NOD2-Gen noch ein
weiterer Faktor herangezogen worden. Hier wurdeSiswulus bakterielles Peptidoglykan (PGN)
verwendet, welches zwar MDP enthélt (und damit i&D2 auch erkannt wird), aber abgesehen
davon enthélt es auch weitere pathogene Bestamdtezlche mittels den Toll-like-Rezeptor (TLR)-2
bzw. mittels Peptidoglykanrezeptoren erkannt werdsufgrund der Ergebnisse der ersten Studie
(Watanabe, 2004) wurde vermutet, dass es Interadti@awischen NOD2 und TLR2 gibt, welche in
der Regulation der IL-12 Expression nach Kontakt iakteriellem PGN eine Rolle spielen
(Eckmann, 2005). Diese Interaktionen wurden in wers&tudie nicht untersucht. Wir haben als
weiteren Vergleich die Stimulation mit LPS, einerhRB Liganden, vorgenommen. Hierbei ist in
allen untersuchten Gruppen ein Anstieg der IL-12pdBNA Expression verzeichnet worden.
Lediglich nach Aufteilung der Gruppe der zweifachutiarten Individuen in Abhangigkeit vom
Vorhandensein der 3020insC Mutation ist es in beitlntergruppen zu einem statistisch nicht
signifikanten Anstieg der IL-12p40 mRNA Expressiggkommen. Das Fehlen der statistischen
Signifikanz  konnte aufgrund der geringen Zahl detersuchten Personen (n=4 und n=8) mit
zusatzlich grol3er Streuung der Expressionsmusstamten sein. Dennoch kann man einen Anstieg
der IL-12p40 mRNA Expression bei der LPS Stimulat@rzeichnen, der in beiden Gruppen deutlich
hoher war, als bei Stimulation mit MDP. Siehe Abdbiig 4.8.

Interleukin 12 ist ein pro-inflammatorisches Zytokind bewirkt neben der Aktivierung weiterer pro-
inflammatorischen Zytokine eine Differenzierung dgmphozyten im Sinne einer Spezialisierung.
Diese beiden Effekte sind von grof3er Bedeutung die Abwehr gegenitber eindringender
Mikroorganismen. Eine verminderte Expression vorAlB hatte moglicherweise Konsequenzen auf
die Fahigkeit den Erreger effektiv zu eliminier&ies kdnnte zu einem vermehrten Eindringen und
zur Persistenz von pathogenen Mikroorganismen,itdierseits eine lokale oder sich ausbreitende
Entziindung zur Folge haben kénnte. Wir haben heeeigt, dass Mutationen im NOD2-Gen zu einer
verminderten Expression von IL-12p40 mRNA fuhrenjt nbesonderer Schwere bei dem
Vorhandensein der 3020insC Mutation. Dies konnteFalge haben, dass es im Falle von mutiertem
NOD2 den Darmbakterien leichter fallt in die Mukasder weiter interstitiell einzudringen. Durch die

geringere Wirkung von IL-12, kdnnte diesen Pathegeweniger entgegengesetzt werden und dies

65



kénnte zu einer akuten und im weiteren Verlauf merechronischen Entztindung der Mukosa fiihren,
sowie es im Bild des Morbus Crohn zu beobachten ist

Eine Besonderheit des IL-12 ist sein heterodiméwgbau. Die beide Untereinheiten (p35 und p40)
sind Produkte von zwei verschiedenen Genen, didbhirayig voneinander lokalisiert sind und
unterschiedlich kontrolliert werden (Sieburth, 1R9®%/ahrend p35 ubiquitdr exprimiert und post-
transkriptionell reguliert wird (Aste-Amezaga, 200Ma, 1996), ist p40 auf Phagozyten und
dendritische Zellen beschrankt und erliegt lediglener transkriptionellen Regulierung (Trinchieri,
2003). Im Vergleich zum biologisch aktiven IL-12dunum p35, wird p40 10-1000mal mehr sezerniert
(Trinchieri, 1998). In unserer Untersuchung wurdeEkpression der p40 Untereinheit gemessen. Die
p40 Untereinheit kann als eigenstandiges Zytokihsaparaten Funktionen betrachtet werden. Diese
Maoglichkeit er6ffnet sich beim Betrachten weitegstokine, die ebenfalls die p40 Untereinheit oder
p40 verwandte Untereinheiten besitzen. Solche wédeminterleukin 23, indem p40 mit einer pl19
kombiniert ist (Cua, 2003) und das Interleukin #3@s aus einer p28 und der mit p40 verwandten
Untereinheit EB13 besteht (Pflanz, 2002). Siehe ilbhg 5.1. Ein weiteres Indiz fur die
Eigenstandigkeit von p40 ist der frihe Anstieg p¢d Konzentration (2-3st) im Vergleich zu der p35
bzw. der p75 Untereinheiten (6-12st) (Abdi, 200BDies macht p40 vergleichbar mit den
unspezifischen Proteinen der akuten Phase CRPal@ves Protein) oder MBL (mannose binding
lektin), die ihrerseits ebenfalls eigenstandige Keonen besitzen. Eine weitere potentielle Funktion
der p40 Untereinheit ware die eines Shuttlemolekifls wie oben beschrieben, p40 Teil anderer
Zytokine ist, aber nur an die p40 spezifischen téitdeit des agonistischen Rezeptors (1312
bindet (Oppmann, 2000). Dadurch kénnte die Wirkuaieg akzessorischen Untereinheit eventuell
moduliert werden oder andere Rezeptoren angesteeedien. Zytokine mit dieser p40 Untereinheit
(IL-23, IL-27) sind kirzlich in den Fokus der Urgachungen zur Pathogenese des Morbus Crohr

gerlickt und konnten evtl. zum weiteren VerstandeisAtiologie beitragen.
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5.5 NOD2 mRNA-Expression in Abh&ngigkeit vom NOD2#®typ

Das nucleotide-binding oligomerization domain (NQR2hort zu einer Gruppe von Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems, siehe Abbildung 1.14,eukehnt spezifisch MDP, einen Bestandtell
der Zellwand gramnegativer und grampositiver Baé&ter(lnohara, 2003, Girardin, 2003). Die
Erkennung von MDP erfolgt in der LRR-Region dest&irs. Nach Bindung von MDP an das Protein
kommt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NB; mit hachgeschalteter Freisetzung pro- und
antiinflammatorischer Zytokine.

Beim Morbus Crohn sind zahlreiche Mutationen im N&&®en beschrieben worden, von denen die
R702W, die G908R und die frameshift Mutation Leuf80am hé&ufigsten mit der Erkrankung
assoziiert sind (Hugot, 2001; Ogura, 2001). DiedduBationen befinden sich allesamt in der bzw. in
der Nahe der MDP Erkennungsstelle und bewirken leimktionsanderung des Proteins.

In dieser Untersuchung wurde die mRNA Expression WOD2 in Abhangigkeit vom NOD2-
Genotyp untersucht. Dafir wurde fur die quantiatRCR ein Primer verwendet, der nicht in der
LRR-Region bindet und somit die Erkennung sowohtienter als auch Wildtyp-Kopien ermdglicht.
Zunachst wurde die basale mRNA Expression fur N@D2bhéngigkeit vom Genotyp untersucht.
Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiedeisziven der basala NOD2-Expression in der
Gruppe der Monozyten von Individuen mit mindesteesiem Wildtyp-NOD2-Allel und
zweifachmutierten Individuen festgestellt werdenied® Ergebnisse sprechen dafur, dass die
monozytare NOD2 mRNA-Expression unabhangig vom N#22otyp ist.

Weiterhin wurde der Einfluss einer Stimulation rMiDP bzw. LPS auf die monozytdre NOD2
MRNA-Expression in Abhangigkeit vom NOD2-Genotyparaucht. Daflr haben wir zunachst die
Gruppe der Monozyten von Individuen mit noch mirides einem vorhandenen Wildtyp-Allel
betrachtet. In dieser Gruppe war zu erkennen, lokeisgder Stimulation mit MDP es zu einer Zunahme
der NOD2-mRNA-Expression gekommen ist. Diese Zurakwvar jedoch statistisch nicht signifikant
im Vergleich zu den unstimulierten Monozyten. Im @guppe der Double-dose mutierten Monozyten,
unabh&ngig vom Vorhandensein eines 3020insC Alal, keine signifikante Anderung der NOD2
MRNA Expression im Vergleich zu den unstimuliert®fonozyten zu verzeichnen. Bei der
Stimulation mit LPS war identisches zu beobachtenkeiner der untersuchten Gruppen hatte der
NOD2-Genotyp eine Auswirkung auf die NOD2 mRNA-Esgsion.

In der Gruppe der Wildtyp-Monozyten konnte ein hegr Anstieg der NOD2 Expression bei
Stimulation mit MDP beobachtet werden. Dieser wiahinsignifikant, jedoch erlaubt dieser Anstieg
zu vermuten, dass es dazu nicht zuféllig gekomraerEs kdonnte zu einer positiven Rickkopplung

hierbei gekommen sein, nach einstiger Stimulaties MIDP Rezeptors. Aus immunologischer Sicht
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ware dies erklarbar, da ein vermehrtes Eindringam lerhohte Aufnahme von Bakterienbestandteilen,
die einen immunologischen Reiz auslosen, zu eimbbheen Bereitschaft zur Erkennung der
Eindringlinge fuhren sollte und die sich anschlief®e Abwehr einleiten sollte. In der Gruppe der
Monozyten von Individuen mit zwei mutierten NOD2l&én oder nach der Stimulation mit LPS, war

dies nicht zu beobachten.

5.6 Bedeutung der Ergebnisse fur Morbus CrohnAumsblick

Im Rahmen unserer Untersuchung konnten wir fegstetiass in Abhangigkeit vom NOD2-Genotyp
es zu Unterschieden in der Expression der ZytoKinkbeta, IL-10 und IL-12p40 nach Stimulation
mit MDP kommit.

Bei Stimulation mit MDP ist es bei Individuen mitrmdestens einem Wildtyp-NOD2-Allel zu einer
regelhaften Antwort der Monozyten auf den Reiz gekeen, im Sinne einer Erhdhung der
Zytokinexpression. Bei Monozyten von Individuen miwei mutierten Allelen im NOD2 war die
Expression fur alle untersuchten Zytokine gemindéoh den drei haufigsten NOD2-Mutationen beim
M. Crohn (Leul007fs (3020insC), R702W, und G908R} &ich die 3020insC Mutation als die
folgenreichste herausgestellt, da es bei Anweserbai mindestens einem 3020insC Allel zu einem
fast fehlenden Anstieg der Zytokinexpression natmBation mit MDP gekommen ist.

Die Zytokine IL-1beta, IL-10 und IL-12 sind Effeken des Immunsystems, die z.B. nach Kontakt mit
einem bakteriellen Stimulus exprimiert werden. Inserem Fall war dieser Stimulus MDP, die
spezifische Peptidoglykan-Untereinheit, die durd@D® erkannt wird. Diese Zytokine bewirken ein
sofortiges Einleiten einer Immunabwehr, Akute-PhaReaktion (IL-lbeta), bewirken eine
Spezialisierung der Immunzellen, um dem Pathogesh mlifferenzierter entgegentreten zu kénnen,
mit einem Wechsel der Antwort zu Th-1 (IL-12), odieisten einen Schutz des Organismus indem sie
eine Hemmung oder Beendigung der Entziindung, manG auf Reparationsvorgange, bewirken (IL-
10). Eine Storung der Expression dieser Zytokinghri@ontakt mit bakteriellen Bestandteilen, so wie
es bei Morbus Crohn assoziierten NOD2-Mutationen el ist, kann eine Beeintrachtigung der
Homoostase bewirken und zu Stérungen in der Baftiektion des Gastrointestinaltraktes flhren.

Der Gastrointestinaltrakt ist von zahlreichen, ghisdenen Bakterienspezies bewohnt, die mit dem
Menschen eine Symbiose zu beider Vorteil eingehdierbei wird eine Grenzzone durch das
Immunsystem gezogen, welches die Integritat dessaidichen Organismus aufrechterhalt, damit es

nicht zu einem Bevolkern des Menschen durch dietdmsn kommt. Zusatzlich kann das
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Immunsystem zwischen schadlichen und nitzlichenté3edn unterscheiden bzw. welche es zu
bek&dmpfen oder zu tolerieren gilt. Dieses empfaoidii Gleichgewicht kann leicht durch endogene
oder exogene Reize gestort werden. Diese Storudgrbeiner regelhaften Immunantwort, um die
gewilnschte Homoostase wiederherzustellen. Ist reigelhafte Immunantwort aufgrund von, unter
anderem denen in dieser Arbeit aufgezeigten gahetisDefekten, nicht mdglich, kdnnte es zu einem
Eindringen und Persisieren von pathogenen Mikrausgaen kommen, die nicht adaquat abgewehrt
werden kdnnen. Diese Persistenz kann zum einenveitere Ausbreitung zu Folge haben oder die
Persistenz der Mikroorganismen kann eine andaugdadeicht erfolgreiche, Immunantwort nach sich
ziehen. Diese Immunantwort kann in Form einer lekabder systemischen Entziindung an den Tag
treten und zu zahlreichen intra- und extraintegmavianifestationen fuhren, wie sie im Bild des
Morbus Crohn vorherrschen.

Jedoch kénnen die beschriebenen genetischen DafekidOD2-Gen nicht alleine fur das Bild des
Morbus Crohn verantwortlich gemacht werden. Es kemnmoch zahlreiche andere genetische
Faktoren sowie auch Umweltfaktoren hinzu, welch&e&in sicher nicht die Fahigkeit besitzen die
Pathogenese des Morbus Crohn zu erklaren. Hing&genen diese Faktoren gemeinsam oder

zumindest als pradisponierende Faktoren zur Enteteties Morbus Crohn beitragen.
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6. Zusammenfassung

Morbus Crohn ist eine chronisch-entziindliche Dakmatkung multifaktorieller Atiologie. Zur

Pathogenese tragen sowohl zahlreiche genetischerEakvie auch Umweltfaktoren bei.

Das erste stark mit M. Crohn assoziierte Gen istnl@D2-Gen im IBD1-Locus auf dem Chromosom
16. Drei Hauptmutationen im NOD2 wurden mit M. Gmohssoziiert (Leul007fs, R702W und
G908R) und diese fihren zu einem bis zu 40fach heemd Erkrankungsrisiko, wenn sie in
homozygoter oder compound-heterozygoter Form daftreDas NOD2-Gen codiert fur einen
intrazellularen Rezeptor, der fur die Erkennung vbakteriellem Muramyl-dipeptid (MDP)
verantwortlich ist. Vorausgegangene Arbeiten happereigt, dass die Mutationen im NOD2 Gen zu
einer gestorten NKB-Aktivierung nach Stimulation mit MDP fuhren. Begith der Auswirkung auf
die nachgeschaltete Zytokinfreisetzung gibt esrsoteedliche Vorergebnisse: die meisten Arbeiten
sprechen fur eine ,loss of function“, bzw. einemarderte Zytokinfreisetzung beim Vorhandensein
von NOD2-Mutationen, wobei es auch einige Ergelengbt, welche z.B eine vermehrte Freisetzung
von unter anderem IL-1beta gezeigt haben (Eckmz005).

In unsere Arbeit wurde die monozytdre mMRNA Expr@ssausgewahlter Zytokine, in Abhéngigkeit
vom NOD2-Genotyp, bei der Stimulation mit MDP ustasht. Als Vergleich wurde eine Stimulation
mit LPS, welches als TLR4-Ligand unabhangig vom Ntkannt wird, verwendet.

Hierbei haben wir festgestellt, dass die monozytdRNA Expression der Interleukine IL-1beta, IL-
10 und IL-12p40 nach Stimulation mit MDP, bei Aneekeit von zwei mutierten NOD2-Allelen,
vermindert ist. Dies war der Fall fur alle untersten Zytokine. Das Vorhandensein mindestens eines
Wildtyp-Allels, ist jedoch flr diese Funktion austeend.

Weiterhin haben wir festgestellt, dass bei dem Warhy der 3 Hauptmutationen die
Leul007fs/3020insC Mutation sich am schwerwiegedsauf die Expression der untersuchten
Zytokine nach Kontakt mit MDP auswirkt. Es kam badividuen mit 2 mutierten Allelen, von denen
mindestens eines die Leul007fs/3020insC Mutatiag tzu einem fast fehlenden Anstieg der
Zytokinexpression.

Anhand dieser Ergebnisse konnen wir die ,gain atfion* Theorie (nach Eckmann, 2005), bei der es

bei Mutationen im NOD2-Gen zu einem Zuwachs derllieta Expression kommen sollte, nicht
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unterstitzen. Unsere Ergebnisse unterstitzen digless of function“ Theorie, da es bei uns zueein
verminderten Expression aller untersuchten Zytaklhelbeta, IL-10 und IL-12 bei Mutationen im

NOD2-Gen gekommen ist.

Unsere Funde konnten dahingehend interpretiert emgrdass es bei Mutationen im NOD2-Gen
mutationsabhéngig zu einer verminderten Antwort degeborenen Immunsystems kommt. Diese
kénnte zu einer geringeren Fahigkeit des Organidiiftugen, das mukosale Eindringen von Bakterien
in der ersten Phase zu verhindern, und eine Belgstas Korpers durch die Pathogenen selbst odel
durch die nachgeschaltete Uberproportionierte adgapmmmunantwort bewirken. Eine exazerbierte
und zeitlich lang anhaltende EntziindungsreaktionMigkosa, so wie es beim M. Crohn der Fall ist,

konnte die Folge dieser gestdrten Immunatwort sein.
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